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Zusammenfassung

Das Merkelzellkarzinom ist eine seltene, bosartige Hauterkrankung, die vor allem auf
sonnenexponierter Haut bei dlteren Menschen auftritt. Die am haufigsten betroffenen
Korperregionen sind der Kopf und der Hals. In der vorliegenden Arbeit wurden zwolf in Paraffin
eingebettetes Tumorgewebe auf Mutationen in bestimmten bekannten Genen untersucht, die mit
anderen Krebsarten in Verbindung gebracht werden. Dieses Screening umfasste das KRAS-Gen,
das an der Signaliibertragung der Rezeptoren des epidermalen Wachstumsfaktors EGF beteiligt ist.
Bei Kolonkarzinomen zeigte sich in der Vergangenheit, dass eine EGFR-gerichtete Therapie
unwirksam bleibt, wenn die RAS-Gene (KRAS und NRAS) aktivierende Mutationen tragen. Das
Vorhandensein von Mutationen im KRAS-Gen wurde mittels Pyrosequenzierung untersucht. Um
das Vorhandensein von Mutationen in EGFR zu untersuchen, wurden die Sequenzen der Exons 18,
19 und 21 dieses Gens mittels Sanger-Sequenzierung bestimmt. Mit Hilfe der NGS-Methode
wurden in dieser MCC-Sammlung 50 weitere krebsassoziierte Gene auf Mutationen untersucht. Es
konnten keine Mutationen im KRAS-Gen gefunden werden. Obwohl die Stichprobengréfle in
dieser Studie sehr klein war, besteht dennoch die Moglichkeit, dass dieses Gen bei einigen MCC-
Patientinnen und Patienten mutiert ist. Im Gegensatz dazu konnte nachgewiesen werden, dass die
Mutationsrate im EGFR-Gen bei 25 % lag. Die NGS-Sequenzierung wurde bei elf der zwolf hier
einbezogenen Proben erfolgreich durchgefiihrt. In allen untersuchten Proben fanden sich
Mutationen in mindestens einem der 50 untersuchten Gene. Die Mutationen, die Tyrosinkinase-
Rezeptoren betreffen, lagen hiufig in der Kinasedomine. Einige der gefundenen Mutationen
wurden bereits in der Vergangenheit im Zusammenhang mit verschiedensten Tumorerkrankungen
beschrieben. Dies deutet darauf hin, dass diese Mutationen die Funktionen detr Proteine verindern

konnten.

Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass insbesondere MCC-Patientinnen und Patienten mit
einer EGFR-Gen-Mutation ohne KRAS oder NRAS-Gen Mutationen von einer Anti-EGFR-
Therapie profitieren koénnten, da  inaktivierende KRAS-Gen-Mutationen in  dieser
Patientenpopulation selten oder nicht vorhanden sind. Mittels der hier beschriebenen und gezeigten
Methoden kénnten in Zukunft MCC tumorgenetisch klassifiziert und kategorisiert werden. Im
Anschluss kann die klinische Bedeutung unmittelbar durch den potentiellen Einschluss von
Betroffenen in Basket Studien wie TAPUR (Targeted Agent and Profiling Utilization Registry)
gepruft werden [201]. Am Beispiel des Malignen Melanom sollten weitere Forschungen die offenen
Fragen zur Genese und bestmdglichen Therapie des MCC aufgreifen und beantworten. Weitere
Studien zu Gen Mutationen wiren wichtig, um potenzielle neue Therapieansitze zu ergriinden,

damit den Betroffenen eine bestmdgliche Therapie geboten werden kann.



Abstract

Merkel cell carcinoma is a rare, malignant skin disease that occurs mainly on sun-exposed skin in the
elderly. The most affected areas of the body are the head and neck. In this study, twelve paraffinized
tumor blocks were screened for mutations in certain known genes associated with other cancers.
This screening included the KRAS gene, whose product is involved in signal transduction of the
receptors of the epidermal growth factor EGF. In the case of colon carcinoma, it has been shown
in the past that EGFR-directed therapy is ineffective, if the RAS genes (KRAS and NRAS) carry
activating mutations. The presence of mutations in the KRAS gene was tested by pyrosequencing.
To examine the presence of mutations in the EGFR, sequences of exons 18, 19 and 21 of this gene
were determined by Sanger sequencing. The NGS method was used to examine 50 more cancer-

associated genes for mutations in this MCC collection.

No mutations were found in the KRAS gene. Since the sample size in this study was small, it is still
possible that this gene is mutated in some MCC patients, but the prevalence for such mutations
would be relatively low. In contrast, the mutation rate in the EGFR gene was 25%. NGS sequencing
was successfully performed for eleven of the twelve samples included here. There were mutations
in at least one of the 50 genes studied in all patient samples. The mutations affecting tyrosine kinase
receptors were often in the kinase domain. Some of the mutations found have been described in the
past in connection with various diseases. This indicates that these mutations alter the functions of

the proteins.

The results of this study suggest that MCC patients may benefit from anti-EGFR therapy, as
inactivating KRAS mutations are rare or absent in this patient population. Accordingly, in the future,
the methods described and shown here could be used to classify and categorize MCC by its tumor
genetics. Subsequently, the clinical relevance can be directly tested by the potential inclusion of

patients in basket studies such as TAPUR (Targeted Agent and Profiling Utilization Registry)[201].

Using the malignant melanoma as an example, further research should address and answer the open
questions regarding the genesis and best possible therapy of MCC. Further studies of the mutations
would be important to explore potential new therapeutic approaches to provide the best possible

therapy.
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2. Einleitung

2.1. Das Merkelzellkarzinom

Das Merkelzellkarzinom (Merkel Cell Carcinoma, MCC) geht nach heutigen Kenntnissen aus den
namensgebenden Merkelzellen hervor. 1875 wurden Merkelzellen erstmals von Johann Friedrich
Sigmund Merkel, einem Anatomen aus Gottingen, in Siugetieren und Froschen entdeckt und
beschrieben [1]. Merkelzellen dienen in der Haut als langsam adaptierende Tastzellen fir Druck-
und Bertihrungsempfindungen tber somatosensorische Afferenzen [2]. Sie liegen im Stratum
basale der Reteleisten der Epidermis und der Schleimhaut (Abb. 1-2). Es wird angenommen, dass
Merkelzellen der Neuralleiste entstammen, obwohl die genaue Herkunft bis heute nicht vollstindig
und eindeutig geklirt ist [3]. Die Merkelzellen liegen in der Nihe einer becherférmigen
Ausbuchtung des Nervenendes, mit dem sie den sogenannten Merkelzell-Rezeptorkomplex, auch
MC-Axon-Komplex genannt, bilden. Uber Mikrovilli und Desmosomen werden diese mit den

umliegenden Keratinozyten mit dem Stratum basale der Epidermis verbunden.

Durch spezifische Cytokeratine (z. B. CKS8, 18, 19 und 20) der Intermedidrfilamente der
Merkelzellen sowie durch die Neuronenspezifische Enolase (NSE) lassen sich mithilfe von
immunhistochemischen Verfahren Merkelzellen und Merkelzellkarzinome von den umgebenden
Keratinozyten abgrenzen. In der intrazelluliren Exocytosezone sind ca. 80—120 nm grof3e Vesikel,
sog. neurosekretorische Granula, enthalten. Eine Entleerung dieser Vesikel konnte nur in wenigen
Fallen beobachtet werden, jedoch gleichen Merkelzellen damit neurosekretorischen Zellen und

koénnen damit dem diffusen neuroendokrinen Systemzugeordnet werden [4].
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Abbildung 1: Lokalisierung von Merkelzellen in der menschlichen Haut. Der Querschnitt zeigt die Haut mit ihren
morphologischen Merkmalen von der Epidermis, der Dermis und der Subkutis. Links bildet in Vergré3erung die
Lage der Merkelzellen ab. Das Bild wurde modifiziert nach  http://www.meb.uni-
bonn.de/cancer.gov/Media/CDR0000579043.jpg

Das Merkelzellkarzinom oder kutanes neuroendokrines Karzinom, wie es von Pathologinnen und
Pathologen auch genannt wird, ist ein hochmaligner Tumor mit einem bislang unbekannten
Ursprung, schlechter Prognose und einer hohen Rezidivrate. Jorge Albores-Saavedra et al konnten
mit ihrer retrospektiven Arbeit nachweisen, dass die relative 10 Jahres-Uberlebensrate im
lokalisierten Stadium 71% betrug, bei metastasierten Stadien nur noch bei 20,1%. Gesamtzahl der
von Jorge Albores-Saavedra et al untersuchten Fille: 3870, Ménner (2380 Fille, 61.5%) Frauen
(1490 Fille, 38.5% [5]. Detr/Die typische Patientin/Patient ist von kaukasischer Abstammung,

zwischen 60 und 80 Jahren alt und vorwiegend minnlichen Geschlechts.

Es bestiinde eine Assoziation, die einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Merkelzellkarzinomen und der kumulativen Exposition von ultravioletter Strahlung sowie der
PUVA-Behandlung bestehend aus Psoralen und UVA vermuten ldsst [6—8]. Eine genetische UV-
Signatur wurde jedoch nur in der Minderheit der Fille detektiert, sodass der Zusammenhang mit
UV-Exposition auf Faktoren, wie der UV-bedingten Immunsuppression basieren diirfte [6]. Hiufig
zeigen MCC-Patientinnen und Patienten eine Vorgeschichte anderer UV-Licht-assoziierter

Hautkrebserkrankungen [9—11]. In den USA belduft sich die jahrliche Inzidenz auf drei Fille pro
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einer Million Einwohner*innen pro Jahr. Diese Zahl ist in den letzten 20 Jahren bei einer alternder
Bevolkerung, steigender UV-Exposition und zunehmenden Immunsuppressionen merklich
angestiegen, wenngleich dieser Anstieg auch auf die verbesserte Krebsregistratur und stetig
gewachsenen Diagnosemdglichkeiten zurtickgefiihrt werden muss [5]. Haufig kommt es bei
klinisch fehlenden typischen Malignititszeichen verzégert zur Diagnosestellung. Ebenso wurde ein
Zusammenhang zwischen MCC und Patientinnen und Patienten mit Lymphomen, Leukamie, HIV
und Immunsuppression (z. B. infolge von Organtransplantationen) entdeckt. In 80 % der Fille
besteht eine Infektion mit dem sogenannten Merkelzellpolyomavirus (MCPyV). Eine Hypothese
besagt, dass die MCPyV-assoziierten und nicht MCPyV-assoziierten Fille unterschiedliche
Varianten der FErkrankung darstellen [12]. Allgemein wird jedoch weitgehend ein
Kausalzusammenhang zwischen einer Infektion des MCPyV und dem Auftreten von MCC
angenommen [13]. Obwohl eine andere Studie ergab, dass MCPyV in allen MCCs vorhanden sei
[14], deuten mehrere Untersuchungen darauf hin, dass das MCC in MCPyV-positive und MCPyV-
negative Fille unterteilt werden kann [15-18]. Aufgrund von verschiedenen Unstimmigkeiten in
einigen dieser Berichte ist bis jetzt noch nicht klar, ob das Vorhandensein des viralen Genoms das
klinische Outcome beeinflusst. In unterschiedlichen Sequenzierungsstudien wurde in Bezug auf
molekulare Unterschiede herausgefunden, dass MCPyV-negative MCCs im Gegensatz zu MCPyV-
positiven Fillen durch hiufige Deletionen/ Mutationen des RB1-Gens gekennzeichnet sind.
Daraus leitet sich der Verdacht ab, dass der Verlust von RB1-Expression mafgeblich an der

Entstehung von virusnegativem MCC beteiligt ist [19-21].

Die Tumorlokalisierung ist an chronisch sonnenexponierten Arealen wie der Kopf-Hals-Region
am haufigsten, gefolgt von der oberen und unteren Extremitit sowie dem Stamm. Die Neoplasien
erscheinen als solide, schmerzlose, schnell wachsende, blaulich rote Knoten, die hiufig frith in
umliegende Lymphknoten metastasieren. Jorge Albores-Saavedra et al. zeigten in einer
retrospektiven Studie aus 2009, dass 71,6% der Patientinnen und Patienten bei Diagnosestellung

ein Alter von >70 Jahren erreicht hatten [5, 11].

Nach dem ,,American Joint Committee on Cancer* (AJCC, 2010) werden Merkelzellkarzinome in

folgende Staging-Gruppen eingeteilt:

e Stadium I (lokalisierte Erkrankung, Primarlasion <2 cm)

e Stadium II (lokalisierte Erkrankung, Primarldsion >2 cm)

e Stadium III (nodaler Befall)

e Stadium IV (metastatische Erkrankung jenseits lokaler Lymphknoten)



Abbildung 2: Klinische Prisentationen des Merkelzellkarzinoms. a: kleiner Knoten an sonnenexponierter Haut
(Augenbraue) einer dlteren Patientin; b: grof3er, exophytischer, ulzerierter Tumor am Bein [8]

2.2. Histopathologie

Das Merkelzellkarzinom ordnet sich in die Gruppe der ,,small blue round cell tumors* und besteht
aus subkutanen und/oder dermalen Knoten, die sich selten auch bis in die Muskulatur ausdehnen
konnen. In der HE-Firbung imponieren mittelgro3e, blaue, runde Tumorzellen mit groflem,
basophilem, gelapptem Nukleolus und wenig Zytoplasma (Abb. 3). Relation von Zellkern zu
Plasma der Tumorzellen ist zu Gunsten des Kerns verschoben. Die Tumorzellen kénnen
zytoplasmatische Fortsitze aufweisen. Meist sind die Mitose- und Apoptose Raten im Vergleich zu
umgebendem Gewebe hoch; Nekrosen hingegen werden selten beobachtet. Charakteristisch
erscheinen die neuroendokrinen Granula (Durchmesser ca. 100 nm) [11]. Insgesamt werden drei
Hauptvarianten des MCC beschrieben: der kleinzellige, der trabekuldre und der intermediire Typ,
obwohl sich in den meisten Fillen Uberlappungen finden lassen. Die meisten Tumoren infiltrieren
hiufig die retikulire Dermis und Subkutis. Die Epidermis, papillire Dermis sowie die Adnexe
bleiben in vielen Fillen ausgespart [11]. Eine mégliche Erklirung fir die hohe lokale Rezidivrate
konnte das Vorliegen von isolierten Tumorzellen und intralymphatischen Tumorkomplexen in der
Nihe des Resektionsrands sein, diese sollten im Befund dokumentiert werden oder im besten Fall

aus diesem Grund histologisch ausgeschlossen werden [8].
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Abbildung 3: Histopathologische Merkmale des Merkelzellkarzinoms. a: grof3er dermaler und subkutaner
Knoten bestehend aus b: monomorphen mittelgrolen Zellen mit vesikulirem Nukleus und spérlichem
Zytoplasma; c: pseudozystischer, gut umschriebener subkutaner Knoten [§]

2.3. Immunhistochemie und molekulare Genetik

Die Cytokeratin- (CK-)20-Firbung ist positiv und zeigt ein punkt- oder scheibenférmiges
perinukledres Muster (Abb. 4) Die neoplastischen Zellen exprimieren auch neuroendokrine Marker
wie Chromogranin-A, Synaptophysin, Calcitonin, Gastrin, vasoaktives intestinales Peptid (VIP)
und Somatostatin. Bei punktférmiger Begrenzung auf einen Teil der Tumorzellen findet sich eine
positive Reaktion auf Neurofilamentproteine, Chromogranin-A, Synaptophysin, Calcitonin,
Gastrin, vasoaktives Peptid und Somatostatin, in seltenen Fallen aber auch CD 99 (Cluster of
Differentation), CD117, Ber-EP4 (ein Antikorper, der gegen das Zelladhisionsmolekil Epithelial
adhesion molecule (EpCAM) gerichtet ist) und Notch-1 [8]. Zusitzlich wurde die Expression von
,,Huntingtin-Interacting-Protein-1 (HIP1), einem Onkogen, in einem Grof3teil der untersuchten
Proben gefunden [22]. Dieses Ergebnis ist insofern klinisch bedeutsam, da metastasierte und MCC
und SCLC klinisch oft schwer voneinander zu unterscheiden sind. HIP1 Expression trat in MCC-
Tumoren verglichen mit SCLC-Tumoten (n= 5/12 fiir SCLC; 42 %) haufiger [22]. Es kann daher
als weiterer hochspezifischer Marker fur das MCC betrachtet werden[11]. In vielen Fillen findet
sich eine positive Reaktion mit CM2B4, einem gegen MCPyV gerichteten Antikorper. Bei anderen
bekannten Tumormarkern wie beispielsweise dem thyroidalen Transkriptionsfaktor-1 (TTF-1),
dem ,,Mammalian Achaete-Scute Complex-like-1° (MASH1), von Vimentin, S-100 und/ oder CK7
wurden bisher keine Expression gefunden [8]. Weitere Marker konnen in unklaren Fillen

hinzugezogen werden [11].
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Abbildung 4: a: Merkelzellkarzinom mit isolierten Tumorzellen in der Nihe der Exzisionsrinder; b: die Zellen
des Merkelzellkarzinoms sind CK20-positiv [8]

Untersuchungen arraybasierter komparativer genomischer Hybridisierung (aCGH) haben einen
Zugewinn auf den Chromosomen 1, 3q, 5p und 6 sowie Verluste auf den Chromosomen 3p, 4, 5q,
7,10, und 13 gezeigt [23]. Zu den hiufigsten Aberrationen zahlten die Deletion von 5q12-21 (ca.
26 % der Fille), die Deletion von 13q14-21 inklusive des Tumorsuppressorgens RB1 (ca. 26 % der
Fille) und die Amplifikation von 1p34 im Bereich von L-Myc (MYCL1, 39 % der Fille) [8]. Ein
potenzielles therapeutisches Ziel zeigt sich im MCC durch die Hochregulation des Onkogens
Survivin [24].

Mutationen des TP53 Tumorsuppressorgens wurde im MCC bisher selten gefunden. In den von
Erstad et al. analysierten Tumoren wurde bei 22,8% der Proben eine Expression von TP53
festgestellt, die mit einem negativen MCPyV-Status und insgesamt schlechten Gesamtiiberleben
korrelierte[25]. In einer anderen Studie konnten in TP53-mutationsnegativen MCCs insgesamt
héhere MCPyV-DNA-Mengen im Vergleich zu TP53-Mutation-positiven MCCs gefunden worden
(median, 0.0; Bereich 0-35.8 gegentiber Median, 1.09; Bereich 0—4) [26]. Eine Inaktivierung der
p14ARF-Promotor-Methylierung war in acht von 19 auswertbaren Proben (42 %) vorhanden, was
darauf hindeutet, dass epigenetisches Tumorsuppressor-Silencing eine Rolle bei der MCC-
Onkogenese zu spielen scheint [27]. In einer weiteren Studie konnte festgestellt werden, dass eine
in 67% der Fille vorhandene KIT-Expression mit einer schlechteren Prognose verbunden war
[28]. Es handelte sich dabei um stille Punktmutationen in Exon 17 (c.2394 C>T -2 Patienten) und
18 (c.2586 G>C -3 Patienten) sowie Intron 16 und 17, aktivierende Mutationen wurden weder im
KIT noch im PDGFRA gefunden. Ebenso wurden keine Mutationen im AKT-Gen gefunden,
allerdings bestand eine erhéhte Aktivitdt im Wildtyp des PIK3CA besonders bei MCPyV-positiven
im Vergleich MCPyV-negativen MCC 6/36 (17%) gegentiber 2/20 (10%) [28, 29]. Hafner et al.
konnten im Gegensatz dazu 2012 in ihrer Untersuchung von 41 MCC-Tumoren mit aktivierenden

PIK3CA-Mutationen eine starke AKT-Phosphorylierung nachweisen [30].



2.4. Differenzialdiagnosen

Die Diagnosestellung erfolgt selten klinisch, in den meisten Fallen tiber die histomorphologischen
Merkmale und die immunhistochemische Positivitit fiir CK20 sowie der Negativitit fir TTF-1,
CK7 und lymphozytire Marker. Die heutzutage etablierten Marker fiir die Routinediagnostik
umfassen Zytokeratin 20 (CK20), Melan-A, S100B, Leucocyte Common Antigen (LCA),
Chromogranin A, Thyroid-Transcription Factor 1 (T'TF-1), Neuronenspezifische Enolase (NSE)
sowie Synaptophysin. Diese Marker sind notwendig um ein Lymphom, ein Melanom, bzw. die
kutane Metastase eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms (SCLC) sicher abzugrenzen [11]. In
kontroversen Fillen konnen auch die CM2B4-Positivitit und die MASH1-Negativitit zur
Diagnosesicherung hilfreich sein. Das Huntingtin-interacting Protein 1 (HIP1) gilt als weiterer
hochspezifischer Marker fir das MCC und kann, falls notwendig die Differenzialdiagnose von
MCC und SCLC bilden, da diese in metastasiertem Stadium oft schwer voneinander zu
unterscheiden sind [22]. Da bei 10% der Patientinnen und Patienten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose bereits eine Fernmetastasierung vorliegt, sollte unmittelbar nach Diagnosestellung
eine Staging-Diagnostik mittels Palpation der gesamten Haut, aller Lymphknotenstationen, einer
Sonografie der drinierenden Lymphknoten sowie erginzende Schnittbildverfahren erfolgen, um
eine lymphogene Metastasierung im Abflussgebiet des Primédrtumors ausschlieBen zu kénnen [11].
Die 18F-FDG PET CT scheint aufgrund der prognostischen Bedeutung eines Lymphknotenbefalls
und der andererseits eingeschrinkten Sensitivitit und Spezifitit der Computertomographie fiir die
Detektion von Lymphknotenmetastasen von Vorteil zu sein [31]. Falls dieses nicht zur Verfiigung
stehen sollte, wird empfohlen die initiale Ausbreitungsdiagnostik um CT-Thorax/Abdomen und
MRT-Schidel zu erginzen [11]. Nachdem eine Fernmetastasierung mittels Schnittbildverfahren
ausgeschlossen  worden  ist,  erfolgt leitliniengerecht  die  Durchfihrung  einer
Schildwichterlymphknoten-Biopsie, um die hohe Zahl von okkulten Lymphknotenmetastasen zu
detektieren und die Prognose besser einschitzen zu kénnen [11, 31-33]. Bisher haben sich
serologische Marker wie z.B. die neuronenspezifische Enolase (NSE) oder Chromogranin A (CgA)
als unbrauchbar erwiesen, um den Tumorprogress und den Krankheitsverlauf ausreichend prizise
hervorzusagen [34, 35]. Bei hidufig falsch positiven Befunden und regelhaft stattfindender
Uberdiagnostik kann der Routineeinsatz von NSE- und CgA-Untersuchungen im Blut heutzutage
nicht empfohlen werden. Sowohl Antikérper gegen virale Onkoproteine [36, 37] als auch
zirkulierende Tumorzellen [34, 38] scheinen potenzielle Biomarker darzustellen, die bei der
Einschitzung des Krankheitsverlauf und einer Risikoermittlung fiir Betroffene hilfreich sein
konnen. Jedoch wird auch der routinemiBiger FEinsatz dieser Methoden noch nicht in die aktuellen

Empfehlungen eingeschlossen [11].



Folgende Erkrankungen sollten mittels immunhistochemischer und histopathologischer

Differenzialdiagnosestellungen ausgeschlossen werden:

—_

das Basalzellkarzinom (BCC),

das maligne Melanom,

das anaplastische Schweildrisenkarzinom,

das metastasierte kleinzellige Karzinom (vorwiegend in der Lunge),
Lymphome (vorwiegend anaplastische und B-Zell-Lymphome),
das Ewing-Sarkom,

das Neuroblastom,

das Rhabdomyosarkom und

Y ® N A D

das undifferenzierte epidermoide Karzinom.

2.5. Therapie

2.5.1. Chirurgische Therapie

Unter Bertcksichtigung von funktionellen Aspekten im Kopf-/Halsbereich sollte fur
Primirtumoren eine vollstindige chirurgische Exzision im Stadium I mit einem Sicherheitsabstand
von 1 cm und im Stadium II mit 2 cm angestrebt werden [11, 39]. Sollte bereits klinisch der
Verdacht auf ein MCC bestehen, ist eine direkte therapeutische Exzision des Primarius einer
diagnostischen Biopsie vorzuziehen [11]. Aufgrund der hohen Frequenz einer lymphogenen
Metastasierung wird trotz klinischer und bildgebender NO-Situation bei allen Patientinnen und
Patienten empfohlen, eine Wichter-Lymphknoten-Biopsie durchzufihren [39, 40]. Bei
Lymphknotenmetastasen oder Lokalrezidiven bleibt die chirurgische Sanierung die kurative
Therapie der Wahl. Wenn bereits ein Lymphknotenbefall vorliegt, sollte eine funktionelle
Lymphadenektomie vorgenommen werden. Sofern eine solche Operation nicht moglich ist, kann
eine Radiatio als Alternative erwogen werden [41]. Fur Merkelzellkarzinome, die bereits
Fernmetastasen gebildet haben, wird eine chirurgische Intervention im Rahmen multimodaler
Therapickonzepte neben strahlentherapeutischen MaBnahmen und/oder einer systemischen
Chemotherapie eingesetzt. Dieses Vorgehen sollte im Einzelfall entschieden werden und wird in

der Regel mit bestméglicher palliativer Intention durchgefiihrt [11, 42].



2.5.2. Strahlentherapie

Fir primare Merkelzellkarzinome oder ILokalrezidive wird empfohlen, eine adjuvante
Strahlentherapie des Tumorbettes und der regiondren Lymphabflussregion durchzufithren.
Insgesamt sollten OP-Verfahren favorisiert werden, welche die Langzeitwirksamkeit einer
moglichst  frithzeitig eingeleiteten anschlieBenden Strahlentherapie beglnstigen [43]. Als
erforderliche Gesamtdosis werden in der adjuvanten Behandlung =50 Gy mit einer Einzeldosis
von 2Gy funf Mal wochentlich betrachtet. Bei bekannten Metastasen wird eine bessere lokale
Kontrolle mit einer Gesamtdosis =55 Gy erzielt [11, 44]. Bei Vorliegen von glinstigen
prognostischen Faktoren, Tumordurchmesser <1 c¢cm, Tumorlokalisation auf3erhalb Kopf-Hals-
Bereich, keine Invasion der Lymphgefie, Immunkompetenz und Resektionsrand =1 cm kann

individuell entschieden auf die Bestrahlung des Tumorbettes verzichtet werden [11].

2.5.3. Systemische Therapie

Noch vor wenigen Jahren basierten die Empfehlungen zur systemischen Therapie des
fortgeschrittenen MCCs in der Regel auf retrospektiven Datenanalysen, personlichen Erfahrungen
und Deduktion von anderen Tumorentititen [45]. Trotz grof3er Fortschritte im Verstindnis der
Erkrankung sowie systematischen und retrospektiven Datenerhebungen, ersten prospektiven
Therapiestudien fuBlen auch die aktuellen Empfehlungen nicht auf prospektiv randomisierten
Studien. Bisher gibt es wenig etablierte systemische Therapien fiir das MCC, die in prospektiv-
randomisierten  Studien zur Verlingerung des Rezidiv-freien Uberlebens oder des
Gesamtiiberlebens beitragen konnten [11]. Da das MCC in der Regel zwar chemosensitiv ist,
allerdings rasch Resistenzen entwickeln kann scheint eine Immuntherapie mittels PD-1/PD-L1
Blockade einer Chemotherapie sowohl im Hinblick auf Toxizitit als auch in der Dauer des
Ansprechens tberlegen [11, 46]. Die eingesetzten Therapieschemata orientieren sich wegen der
histomorphologischen Ahnlichkeiten hiufig am kleinzelligen Bronchialkarzinom; die Wirksamkeit
dieser Therapien konnte bisher nicht in kontrollierten, prospektiven, klinischen Studien bestitigt
werden. Antimetabolite und Anthrazykline, Bleomycin, Cyclophosphamid, Etoposid, und
Platinderivate als Monotherapie, in Zweifach- oder bzw. selteneren Dreifachkombination gelten
aktuell als wirksame Therapiemethoden. In der hier betrachteten Verdffentlichung lagen die
Ansprechraten zwischen 20 und 61 %, wobei die Ansprechraten in der Erstlinienbehandlung (53-
61%) hoher waren als in der Zweitlinienbehandlung (23-45%). Bei Vorliegen von Fernmetastasen
kann eine palliative systemische Chemotherapie indiziert sein, sollte aber insbesondere aufgrund
von Toxizitit der meisten Chemotherapeutika fir gereifte Patientinnen und Patienten (steigende
Wahrscheinlichkeit von eingeschrinkter Leber- und Nierenfunktion sowie reduzierter

Himatopoese) auf jeden individuellen Fall einzeln angepasst werden. Die Grundlage fiir eine



Immuntherapie mit Immuncheckpointinhibitoren beim metastasierten MCC beruht bei
virusnegativen Tumoren auf einer hohen Mutationslast, bei Virus-positiven Tumoren zusitzlich
auf einer Expression viraler Antigene[47]. Insgesamt liegen wenige prospektive Studien tiber gegen
PD1 und PD-L1 gerichtete Antikorper vor. @ In einer Phase II Studie zur Therapie anti-PD1-
Antikérpern (Pembrolizumab) wurden 26 ausgewihlte therapienaive Patientinnen und Patienten
behandelt [48]. In insgesamt 25 auswertbaren Proben zeigte sich bei 14 Patientinnen und Patienten
ein objektives Ansprechen 56% mit vier Komplettremissionen 16% (CR+PR: 56% [95% CI 35-
76]). Das daraus geschitzte progressionsfreie Uberleben (mediane Nachbeobachtungszeit von 33
Wochen) lag nach sechs Monaten bei 67% [95% CI, 49-86]. @ In ciner weiteren Phase I/11 Studie
mit dem anti-PD-1-zielgerichteten Antikérper Nivolumab wurden 25 vor- oder unbehandelte
Patientinnen und Patienten therapiert. Unter diesen 15 bisher therapienaiven Patientinnen und
Patienten erreichten [73%] ein objektives Therapieansprechen, bei den ibrigen 10 vortherapierten
Patientinnen und Patienten waren es 50%. Nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von einem
Jahr waten drei Viertel der Remissionen noch andauernd [11, 48]. © In einer weiteren Phase 11
Studie wurden Patientinnen und Patienten auf das Ansprechen des anti-PD-L1-zielgerichteten
Antikérpers Avelumab hin untersucht, die bereits mindestens eine zytostatische Therapie erhalten
hatten [49]. Bei insgesamt 88 Proben wurden bei acht Patientinnen oder Patienten eine
Komplettremission und bei 20 Betroffenen eine partielle Remission erreicht (objektives
Ansprechen 31.8% [95 CI: 21.9- 43.1]) [11, 50]. Die positive Ansprechrate lag hierbei fir einfach
vortherapierte Patientinnen und Patienten mit 40% deutlich héher als bei Patienteninnen oder
Patienten mit zwei und mehr Vortherapien (22%). @ Diese Studie wurde nachfolgend um
Patientinnen und Patienten in der ersten Therapielinie erweitert. Mit 29 ausgewerteten Proben bei
mehr als drei Monaten Nachbeobachtung konnte eine Ansprechrate von 62% (95% CI 42-79)
gezeigt werden. 16 der beobachteten 18 Patientinnen und Patienten mit positivem
Therapieansprechen wurden bereits nach 6 Wochen reevaluiert [11, 51]. Aufgrund dieser
vorliegenden Daten wurde Avelumab 2017 zur Therapie des fortgeschrittenen MCCs von der
EMA (European Medicines Agency) und FDA (US-Food and Drug Administration) zugelassen.
Alle zuvor genannten Studien belegten unabhingig der PD-L1 Expression und des Virusstatus ein
klinisches Ansprechen. Der frithzeitige Einsatz der Immuntherapie erweist sich auch bei hoher

Tumorlast als glinstiger Faktor [11].

2.6. Prognose

Das Ausmal} der Erkrankung bei Diagnosestellung ist ein guter Prognosefaktor fiir die 10-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit, die bei lokalisierter Erkrankung mit 70 % wesentlich hoher liegt als

bei Patientinnen und Patienten mit Fernmetastasierung mit rund 20 %. Die Prognose
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verschlechtert sich durch minnliches Geschlecht, Tumorgrofle, Invasion des Subkutangewebes,
erhohte Gefilldichte, Metastasierung, Nodalstatus, Infiltration der Lymphgefile und eine hohe
Teilungsrate. Der Nachweis von intratumoralen CD8-positiven Lymphozyten scheint unabhingig
mit einem besseren MCC-bedingten Uberleben assoziiert [52]. 2014 wurde gezeigt, dass die
Prognose durch Vitamin-D-Mangel verschlechtert werden kénnte, was kiirzlich auch bei anderen
Tumoren aufgefallen ist. In besagter Studie wurde eine starke Expression des Vitamin-D-Rezeptors
in Tumorzellen nachgewiesen, was sowohl Einfluss auf die Tumorgrof3e als auch auf die Prognose
zu haben scheint [53]. Die prognostische Relevanz der MCPyV-Infektion bleibt fraglich und wird

aktuell kontrovers diskutiert [11].

Aufgrund der bekannten Gefahr von loko-regioniren Rezidiven innerhalb der ersten zwei Jahre
nach Primirdiagnose sollte nach Entfernung des Primarius innerhalb des ersten Jahres eine
engmaschige klinische und bildgebende Nachsorge in sechswochigen Abstinden erfolgen. Fir ein
weiteres Jahr sollte die Nachsorge in vierteljahrlichen Abstinden erfolgen und danach auf
halbjahrliche Abstinde fiir die Dauer von insgesamt fiinf Jahren nach Erstdiagnose des
Primirtumors tbergegangen werden. Dieser Zeitraum sollte die iberwiegende Zahl der
auftretenden Rezidive umschliefen [11, 39]. Weiterhin sollten erkrankte Personen in der
selbststindigen Untersuchung der loko regioniren Haut angeleitet werden. Bei Erkrankten mit
negativem Schildwichtetlymphknoten kénnen einmal im Jahr Schnittbildverfahren (18F-FDG-
PET CT und/oder CT und Schidel-MRT) eingesetzt werden. Aufgrund der erheblich schlechteren
Prognose fur Patientinnen und Patienten mit positivem Schildwichterlymphknoten sollte in den
ersten beiden Jahren nach Primiérdiagnose eine vierteljahrliche Nachsorgeuntersuchung mittels den
oben erwihnten Schnittbildverfahren (18F-FDG-PET CT und/oder CT und Schidel-MRT)-

danach vom zweiten bis zum fiinften Jahr in halbjihrlichen Abstinden erfolgen [11].

2.7. Das Merkelzellpolyomavirus

Im Januar 2008 wurde MCPyV als eine kausale Ursache fiir das MCC entdeckt (Abb. 5) [54]. Dieses
wurde in Merkelzellkarzinomen gefunden und ist mit der, den Menschen befallenden, Gruppe der
SV40 artigen Polyomaviren verwandt [54]. Das Genom des MCPyV besteht aus 5.387 Basenpaaren
und codiert neben den charakteristischen Proteinen der Polyomaviren ebenfalls fir ein groles T-
Antigen (T-Ag) und eines kleines t-Antigen (t-Ag). Es wurde gezeigt, dass 80 % der untersuchten
Karzinome mit diesem neuen Virus infiziert waren [54]. In einer vorliegenden Studie wurde bei
sechs von acht MCPyV-positiven MCCs die virale DNA klonal integriert gefunden. Es ist daher
anzunchmen, dass die MCPyV-Infektion und -Integration der klonalen Expansion der

Tumorzellen vorausging [54]. Ein bedeutender Einfluss des MCPyV auf die Pathogenese des MCC
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scheint damit wahrscheinlich. MCPyV-DNA-positive MCC weisen insgesamt unterschiedliche
Merkmale auf, die sich von MCPyV-DNA-negativen Tumorarten unterscheiden. Einigen Studien
zufolge korreliert das Fehlen einer MCPyV-Infektion mit einer schlechteren Prognose fiir die
Betroffen [26]. Die genauen Zusammenhinge beziiglich einer Infektion und die Abschitzung einer
Prognose wird jedoch weiterhin kontrovers diskutiert [11]. Seit seiner Entdeckung wird die
Molekularvirologie von MCPyV erforscht, um verstehen zu kénnen, wie es die Tumorgenese

induziert.

Abbildung 5: Transmissionselektronenmikroskopie von MCPyV bei 50.000 X Vergréfierung zeigt die
charakteristische Polyomavirus- Kapsid-Strukturen [55]

Heute wird vermutet, dass das Virus ein normaler ,,Hautbewohner® ist, der bei gesunden
Individuen in niedriger Zahl vorkommt. Bei Immunsuppression reaktiviert sich das MCPyV und
eine hohe Viruslast wird mit der Pathogenese des MCC assoziiert. Da es auch in Bronchialsekreten
gefunden wurde, kann ebenfalls eine Ubertragung iiber die Atemwege angenommen werden.
Patientinnen und Patienten mit MCPyV-positivem MCC haben ein héheres Risiko fiir die
Entwicklung einer chronischen lymphatischen Leukdmie (CLL) als Betroffene mit MCPyV-
negativem MCC.

Damit wire das Merkelzellpolyomavirus ein weiteres Virus, das in der Lage ist, maligne Neoplasien
bei Menschen auszulésen. Weitere bekannte Tumorviren sind das Hepatitis-C-Virus, das in der
Lage ist, Leberkrebs zu verursachen [56], und das Epstein-Barr-Virus, welches das nasopharyngeale
Karzinom und das Burkitt-Lymphom auslésen kann [57]. Auch das Zervixkarzinom wird

beispielsweise durch humane Papillomaviren hervorgerufen [58].
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2.8. KRAS

KRAS wurde erst als virales Onkogen des namengebenden Kirsten-Rat-Sarcoma Virus identifiziert
[59]. Es ist ein Mitglied der RAS-Familie, deren Mitglieder GTPasen sind. KRAS fungiert als
molekularer Schalter, der in vielen Signalkaskaden involviert ist, unter anderem an der Regulation
des Zellzyklus und damit der Proliferation von Zellen. Aktiviertes KRAS bindet GTP und
hydrolysiert es zu GDP, wodurch KRAS deaktiviert wird[60]. Eine Mutation des KRAS-Gens, die
zu einer konstitutiv aktiven Proteinform fithrt, kann in vielen Tumorarten nachgewiesen werden.
Es findet sich beispielsweise bei ungefihr der Hilfte aller Kolonkarzinome und ca. 90 % der

Pankreaskarzinome [61-63].

KRAS ist ein wichtiger Signaltransduktor in der Signalkaskade des Epidermal-Growth-Factor-
Rezeptors (EGFR). Nach der Bindung von Liganden der EGF-Familie an EGFR kommt es zur
Dimerisierung von EGFR-Molekiilen und nachfolgend zur intrazelluliren Phosphorylierung durch
Trans-Autophosphorylierung und damit Aktivierung. Eine zielgerichtete AntikOrpertherapie gegen
den EGFR ist nur dann erfolgversprechend, wenn keine konstitutive aktivierende Mutation im
KRAS vorliegt, da eine solche die EGFR-Inhibition durch den Antikorper wirkungslos werden
lieBe. Beim kolorektalen Adenokarzinom werden oft Punktmutationen gefunden. Diese
Mutationen resultieren in einer konstitutiv aktivierten Proteinform, sodass eine EGFR-
Antikérpertherapie  wirkungslos bleiben wiirde [64—66]. DNA-Sequenzierung wurde als
aussagekriftige Methode beschrieben, solche und andere Mutationen im KRAS-Gen auch im
formalinfixierten und paraffineingebetteten Tumorgewebe zu detektieren und damit eine

pradiktive Aussage tiber die Wirksamkeit der EGFR-Antikorpertherapie zu machen [67].

2.9. EGFR

EGER ist ein ca. 170 kDa grofles Glykoprotein aus der Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen
RTK). Wie alle RTK ist der EGFR ein Glykoprotein mit einer Transmembranregion und einer
Tyrosinkinase-Funktion. Er ist eines von vier Mitgliedern der ERBB-Familie von RTK [68]. Die
Bindung von EGF an seinen Rezeptor fihrt zunichst zu einer Dimerisierung von EGFR-
Molekiilen. Diese Dimere aktivieren sich gegenseitig durch Autophosphorylierung mithilfe ihrer
Tyrosinkinase-Domainen. Darauf  folgt die anschlieBende Aktivierung des
RAS/RAF/MAPK/ERK-Signaltransduktionsweges, an denen auch KRAS beteiligt ist. Die Folgen
dieser Uberexpression sind intensive Signalerzeugungen und Aktivierung nachgeschalteter
Signalwege, was aggressiveren Wachstums- und Invasionseigenschaften der betroffenen Zelle
fithrt. Die Signalwege liefen auch Uberlebenssignale [68]. EGFR ist in normalen Epithelzellen

vorhanden, wird aber in einer Vielzahl von Tumorzelllinien Giberexprimiert. Dies ist mit einer
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schlechten Prognose assoziiert [69]. EGFR-Aktivierung kann zu Resistenzen gegen Chemotherapie
und Bestrahlung in Tumorzellen fihren. In den letzten zwei Jahrzehnten wurden in der
zellbiologischen Forschung grofle Anstrengungen unternommen, um Krebstherapien zu
entwickeln, welche die EGFR-Aktivitit inhibieren kénnen. Hierzu gehdren die Entwicklung
monoklonaler Antikérper und niedermolekularen, membrangingigen, inhibitorischen, organischen
Verbindungen (smart drugs). Monoklonale Antikorper blockieren die Bindung von EGF an die
extrazellulire Domine des EGFR oer die Dimerisierung zu aktiven Rezeptordimeren.
Niedermolekulare organische Verbindungen wirken dagegen meist intrazellulir, indem sie die
Autophosphorylierung und damit die Aktivierung der Signaltransduktionswege verhindern.
Inzwischen existiert eine Anzahl von EGEFR-Inhibitoren, welche das Tumorwachstum aufhalten

und in einigen Fillen sogar eine Tumorregression auslosen kénnen [68, 69].

Inwieweit eine Uberaktivierung von EGFR an Neoplasien der Haut beteiligt ist, ist bisher wenig
erforscht. Bislang existieren nur wenige publizierten Studien, in denen EGFR-Mutationen oder
EGFR-Inhibitortherapien bei Merkelzellkarzinomen systematisch untersucht wurden. Ein Patient
mit metastasiertem  MCC wurde in einer Therapiestudie an Chemotherapie-refraktiren
Patientinnen und Patienten mit kleinzelligen Karzinomen eingeschlossen, die EGFR-
Inhibitortherapie zeigte jedoch keine Wirkung [70]. EGFR-Proteinexpression im MCC wurde in
ciner anderen Studie mittels Immunhistochemie untersucht [71]. Die statistische Analyse von
Brunner et al. ergab keine Korrelation zwischen Zielexpression und Tumorremission, Geschlecht
oder Tumorstadium. Es ist dennoch méglich, dass die EGFR-Inhibitortherapie bei MCC wirksam
sein kann. So wurde z. B. Giber kolorektale Karzinome berichtet, die auf diese Therapie ansprachen,
obwohl die Tumoren immunhistochemisch negativ fiir EGEFR waren [72]. Es gibt allerdings auch
vorliegende Studien, bei denen eine hohe EGFR-Expression detektiert wurde, diese jedoch nicht

mit der EGFR-Wirksamkeit der Inhibitortherapie korrelierte [70, 73].

2.10. Zielsetzung der Arbeit

Ziel unserer Arbeit war es, mithilfe der Pyro- und Sanger-DNA-Sequenzierungsmethoden zu
untersuchen, ob und falls ja, in welcher Frequenz Mutationen im KRAS und EGFR beim MCC
auftreten. In einem weiteren Schritt sollten mithilfe der Next-Generation-Sequencing-Technologie
weitere genetische Aberrationen identifiziert werden, damit ein tumorgenetisches Profil fiir
Merkelzellkarzinome zu entwickeln, um hierdurch einen Erkenntnisgewinn hinsichtlich
potenzieller therapeutischer Targets und/oder klinischer prognostischer Indikatoren zu
entwickeln, die moglicherweise zu einem direkten klinischen Verstindnis und besseren

Entscheidungen fiir Betroffene fithren sollten.
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3. Material und Methoden

3.1. Patientinnen- und Patientenmaterial

Hierzu wurden in Kollaboration mit dem Pathologischen Institut der medizinischen Fakultit
Miinchen und der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer. nat. Andreas Jung im ersten Teil der
vorliegenden Arbeit bei zwolf Patientinnen- und Patientenproben mittels Pyrosequencing der
KRAS-Status und mithilfe der Sanger-(IDNA)-Sequenzierung der EGFR-Status bestimmt. Im
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde dann eine Analyse unter Zuhilfenahme des Cancer
Hotspot Panels (Thermo Fisher, Ion Torrent) von zunichst drei ausgewihlten Tumorproben ein
Next Generation Sequencing durchgefihrt. Nach Durchsicht der ersten vielversprechenden

Ergebnisse wurde entschieden, weitere Proben mit diesem Ansatz zu bearbeiten.

Alle Patientinnen- und Patientenproben (Tumorblécke von formalinfixierten Paraffin
eingebetteten MCCs) wurden vom Institut fiir Dermatologie, Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen, zur Verfigung gestellt. Die Auswahl des Kollektivs in der vorliegenden Arbeit wurde
anhand einer Sammlung des Instituts fiir Dermatologie, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen
erstellt. Es wurden aus 82 vorliegenden Proben insgesamt 24 verwertbare Tumorblocke, von
Erkrankten ausgewihlt, bei denen makroskopisch ausreichend Tumorgewebe vorhanden war.
Diese waren zwischen 2005 bis 2014 in der Hautklinik der LMU Miunchen operiert wurden. Aus
diesem Kollektiv wurden anschlieBend willktrlich zwolf paraffinierte Tumorblécke selektiert, bei
denen ausreichend verwertbares Material vorhanden war, um alle hier vorgesehen Untersuchungen
durchzufiihren. Die Proben stammten von Patientinnen und Patienten, deren Altersbereich zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose zwischen 63 bis 97 Jahren einzuordnen war. Das fritheste
Diagnosedatum der gesamten Sammlung war 1997. Eine Nach- und Ruckverfolgung der
eingeschlossenen Patientinnen und Patienten war aufgrund fehlender persénlicher Daten nicht
moglich. Es folgte daher eine Anonymisierung der vorliegenden Daten. Es lassen sich dadurch
keine Ruckschliisse mehr auf den Wohnort oder Namen der Betroffenen ziechen. Folgende Daten
wurden weitgehend erfasst: Geschlecht, Geburtsdatum, Alter, Erstdiagnosejahr, sowie die Tumot-
Lokalisation. Die Diagnose bei allen fiinfzehn Proben wurde als gesichert angenommen.
Insbesondere, da von allen Proben eine CK20-positive Immunhistochemie existierte. Anschliefend
wurden aus zwolf paraffinierten Tumorbdcken jeweils mehrere 4um dicke Schnitte angefertigt und
je ein Schnitt mit Himatoxylin-Eosin-Farbung eingefirbt. In dem gefirbten Schnitt wurde mithilfe
eines Mikroskops der Tumor markiert und dieses Areal anschlieBend auf die anderen, ungefirbten
und entparaffinierten Schnitten Ubertragen, um das Tumor haltige Areal auszukratzen

(Mikrodissektion). AbschlieBend wurde die DNA mithilfe von QIAmp DNA MikroKits 50
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(Qiagen, Hilden) extrahiert und von einer medizinisch-technischen Assistentin in einen Isolations-

Automaten (Qiacube: Qiagen, Hilden) gegeben.

3.2. Pyrosequenzierung von KRAS

Die Pyrosequenzierung des KRAS-Gens wurde ebenfalls am Pathologischen Institut der
Medizinischen Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen und der Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. rer. nat. Andreas Jung durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu anderen Technologien der Molekulardiagnostik wie z. B. Sangersequenzierung
oder Next generation sequencing (NGS) wird bei der Pyrosequenzierung die DNA-Sequenz in
Echtzeit gelesen. Diese Methode erlaubt die Erfassung bekannter und unbekannter Mutationen im
ausgewihlten Genbereich. Die Pyrosequenzierung verwendet das Prinzip der Sequenzierung durch
Synthese und liefert Sequenzinformationen. Jedes Mal, wenn ein Nukleotid, bzw. ein dNTP
eingebaut wird, bleibt als Spaltprodukt Pyrophosphat zurtick. Dieses Pyrophosphat wird gemessen,
da es durch eine chemische Reaktion einen Lichtblitz erzeugt. Die Schritte laufen folgendermal3en

ab:

1. Die Enzyme DNA-Polymerase, Luziferase, Sulfurylase und Apyrase sowie die Substrate
Adenosin 5 Phosphosulfat (APS) und Luziferin und des zu sequenzierenden Stranges
komplementirer Primer befinden sich in einer Reaktionsmischung zusammen mit dem zu

sequenzierenden einzelstringigen DNA-Fragment.

2. Das erste Desoxy-Ribonukleosid-Ttriphosphat (ANTP) wird im Sequenziergerit in den
Reaktionsansatz dispensiert. Das dNTP wird von der DNA-Polymerase in den DNA-
Strang eingebaut, falls es komplementir zur Base des Templates ist. Dabei wird bei jedem
weiteren Einbau Pyrophosphat (PPi) in stochiometrischen Mengen zur Zahl der
eingebauten Nukleotid frei.

3. Durch die ATP-Sulfurylase wird die Umwandlung von PPi und APS in ATP katalysiert.
Dieses entstandene ATP wird fiir die zur Umwandlung von Luziferin in Oxyluciferin von
der Luziferase verwendet und benotigt. Die dabei freiwerdende Lichtmenge ist
proportional zur Menge an ATP. Dieses Licht aus der Luziferase-katalysierten Reaktion
wird von einem CCD-Chip quantifiziert, mittels einer Software verarbeitet und als
sogenanntes Pyrogramm grafisch dargestellt.

4. Die Apyrase baut kontinuierlich nicht eingebaute, also iibrig gebliebene, Nukleotide ab.

Sobald der Abbau abgeschlossen ist, wird das entsprechend nachfolgende Didesoxy-
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Ribonukleotid hinzugefiigt und der nichste Zyklus beginnt mit Wiederholung der Schritte
2-5.

5. Die Zugabe der dNTPs folgt entsprechend der vom Experimentator vorgegebenen
Sequenz nacheinander. Wihrend des Durchlaufes der Pyrosequenzierung wird der zum
Primer komplementire DNA-Strang synthetisiert und anschlieBend die Sequenz durch

Auswertung der Peakhdhen bestimmt.

Well: A2

Assay: KRAS Ex02 Ogmo

Sample ID: D12 7926

Sequence to analyze: GNTGRCGTAGGCAA
Note: 2

|| | [ L.... Looees [P [ [ Joioes [ [ [ [ Lo L. . [ Looos Joraen L., [
E S A AACTOGOGATCTGOGACGT A G
5 10 15
Well: B6
Assay: KRAS Ex02 Ogino
Sample ID: WT
Sequence to analyze: GNTGRCGTAGGCAA
Note:

.+ boonndhomnn/ hamadhnand|
T GG ACT
3 10

Abbildung 6: Beispielergebnis Probe 2 zeigt dieselbe Basenfolge im Vergleich zum Wildtyp
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Im Rahmen der Vorliegenden Arbeit wurde die aus den Tumorblocken extrahierte DNA mittels
eines Pyrosequencers (Q24: Qiagen, Hilden) analysiert. Zuerst wurde ein fertiges Reaktionsgemisch
wie oben beschrieben mit DNA, DNA-Polymerase, Luziferase, Sulfurylase, Apyrase, Substrate
Adenosin 5’ Phosphosulfat (APS), Luziferin sowie Mischungen von einzelstringigem PCR-
Produkt und Sequenzierprimer gemil3 den Angaben des Herstellers angefertigt und damit der

Sequenzierautomat beladen.

3.3. Sanger-Methode von EGFR

Auch die Sequenzierung des EGFR-Gens mittels Sanger-Methode wurde in Kollaboration mit dem
Pathologischen Institut der medizinischen Fakultit Minchen und der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.

rer. nat. Andreas Jung durchgefiihrt.

Die Sanger-Sequenzierung beruht auf einer PCR-Amplifikation eines zu untersuchenden DNA-
Abschnitts. In dieser Arbeit erfolgte die Sequenzierungs-PCR unter Einsatz von Big-Dye
Termination Mix Kits (Thermo Fisher, Applied Biosystems) nach Angaben des Herstellers:
Denaturierung der doppelstringigen DNA erfolgte hierzu bei einer Temperatur von 94 °C fiir 1
Minute. Der Annealing-Vorgang dauerte 15 Sekunden bei 50 °C. Fur die Extensionsreaktion wurde
die Temperatur erneut fir eine Minute auf 60 °C erhéht, damit die Sequenase (modifizierte Taqg-
DNA-Polymerase) ausreichend lange PCR-Produkte herstellen konnte. Die synthetisierten DNA-
Fragmente wurden basierend auf der oben beschriebenen Kettenabbruchsynthese mittels
fluoreszenzmarkierter ddN'TPs sequenziert [74]. Die indivduellen ddNTPs waren zur Detektion
mit jeweils einem von vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, welche die Detektion
der vier verschiedenen Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin erlauben. In einer der
klassischen PCR-Reaktion dhnlichen Reaktion wurde die DNA mit nur einem eingesetzten Primer
amplifiziert. Die Synthese der DNA-Kette wurde durch den Einbau eines fluoreszenzmarkierten
Didesoxynukleotids abgebrochen. Nach weiteren vier min Inkubation bei 60°C wurde das
Verfahren gestoppt, sodass es anschliefend mithilfe einer Gelelektrophorese aufgetrennt und die
Sequenz vom Auswertungsprogramm abgelesen werden konnte. Nach Abschluss der PCR wurden
verbleibende Terminatoren, Nukleotide und Primer mittels Sephadex-Gel-Reinigung (DyEx Kit:
Qiagen, Hilden) von den lingeren und damit gréleren Sequenzprodukten abgetrennt und diese
mit hoch-deionisiertem Fomramid (HiDi Foramide: Thermo Fischer Applied Biosystems,
Darmstadt) versetzt (1ul PCR Produkt mit 19ul Formamid), fir 30 Sekunden bei 96°C denaturiert,
auf Fis abgekihlt und schlieBlich mithilfe eines ABI genetic analyzers 3130 (Thermo Fisher,
Applied Biosystems, Darmstadt) nach Angaben des Herstellers aufgetrennt (POP7-Protokoll).
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3.4.  Next Generation Sequencing (NGS)

Das Didesoxy-Terminationsverfahren (Sanger-Sequenzierung) war in den vergangenen Jahren die
Methode der Wahl, um eine DNA-Probe zu sequenzieren [74]. Im Jahr 2001 wurde die vollstindige
Sequenzierung des humanen Genoms im Rahmen des ,,Humangenomprojektes® zu einer der
wichtigsten Errungenschaften in der Geschichte der Wissenschaft. Bei der Entschlisselung einer
gro3en Anzahl von menschlichen Genomen erreichte die automatisierte Sanger-Sequenzierung
jedoch trotz technischer Neuerungen ihre Grenzen. Die Entwicklung der Next-Generation-
Sequencing-(NGS) Technologie konnte die steigenden Anforderungen fir gréBere Mengen an
Sequenzdaten schneller und glinstiger erfillen. Damit konnen gleichzeitig Millionen von
Sequenzen parallel gelesen werden. Dies revolutionierte die Methoden der DNA-Sequenzierung
und er6ffnete ein breites Spektrum an Mdglichkeiten, die von der Re-Sequenzierung humaner
Genome (The 1000 Genomes Project, 2010), der Entschlisselung von Krebsgenomen
(International Cancer Genome Consortium, 2010) und Epigenomen (Human Epigenome Project,
2008) sowie RNA-Sequenzierung [75] bis hin zur De-novo-Sequenzierung Genome anderer

Spezies und der personalisierten Medizin reichen.

Die NGS-Analyse in der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls in freundlicher Kollaboration mit
dem Pathologischen Institut der medizinischen Fakultit Minchen und der Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. rer. nat. Andreas Jung durchgefiihrt.

Bei den erhiltlichen NGS-Technologien lisst sich der Weg zur DNA-Sequenz in drei Abschnitte
gliedern. Heute werden in der Routineversorgung Plattformen von Illumina und Thermo Fisher

eingesetzt. Diese einzelnen Schritte sind im Folgenden aufgelistet
Abbildung 7):

1 die Herstellung einer DNA-Bibliothek,

(2)  die parallele, klonale Amplifikation der DNA und
(3)  abschlieBende Sequenzierung

(4)  Analyse der Rohdaten (alighment)

(5)  Annotation der zugeordneten (aligned) Daten

(6)  und Anzeige der Sequenz auf dem Computermonitor (Abbildung 8)
Die Grundschritte bei der Herstellung einer DNA-Bibliothek sind:

(1)  die physikalische Fragmentierung der DNA (kann bei Formalin-fixiertem Material

entfallen),
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(A)  capture hybrid Verfahren
(2)  die Reparatur der Enden der zufillig entstanden Fragmente (end polishing) und

€)

Ligation der DNA-Fragmente mit Sequenzsystem spezifischen Adaptern.

(B) Amplikon Verfahren
(2)  Multiplex-PCR mit Gen spezifischen Primerpaaren

Ergebnis ist in beiden Fillen eine Bibliothek (library), die in den weiteren Sequenzierungsprozess

eingespeist werden kann. Ein DNA-Sequenzabschnitt wird in Abbildung 8 gezeigt.

parallele
klonale
Amplifikation

Herstellung
einer
DNA-Bibliothek

Sequenzierung

Abbildung 7: Einzelschritte von der DNA zur Sequenz

CTGGTGGCGTAGGCAAG
fl ﬂa w4 ﬁ :

it \ A
H'IH_I ‘l \| H \jl 'ﬁH ﬁ m H H' "
;‘ll [\ I:- \ ',H 'H
CTGGTGGCGTAGGCAAG

| \n F'.lA
fﬁl\. | v \ |

Nachweis einer Punktmutation
Abbildung 8: Computergrafische Darstellung einer DNA-Sequenz mit Nachweis einer Punktmutation [706]
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Hierbei wurde das Cancer Hot Spot Panel (Thermo Fisher, Ion Torrent, Darmstadt) eingesetzt.

Das Cancer Hot Spot Panel umfasst 50 Gene, die hiufig in Krebserkrankungen mutiert gefunden

werden
NR GEN MUTATION IN EXONEN
1 ABL1 Ex 4,5,6,7
2 AKT1 Ex 3,6
3 ALK Ex 23,25
4 APC Ex 16,16,16,16,16,16,16
5 ATM Ex51,55,56,57,60,62,64,64,9,10,13,18,27,35,36,37,40
6 BRAF Ex 11,15
7 CDH1 Ex 3,8,9
8 CDKN2A Ex22
9 CSF1R Ex 7,22
10 CTNNB1 Ex3
11 EGFR Ex 3,7,15,18,19,20,20,21
12 ERBB2 Ex 19,2021
13 ERBB4 Ex34,,7,89,1523
14 EZH2 Ex 16
15 FBXW7 FEx5,8,9,10,11
16 FGFR1 Ex 2,5
17 FGFR2 Ex 7,7,9,12
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18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

FGFR3

FLT3

GNA11

GNAQ

GNAS

HNF1A

HRAS

IDH1

IDH2

JAK2

JAK3

KDR

KIT

KRAS

MET

MLH1

MPL

Ex 6,8,13,15,17

Ex 11,14,16,20

Ex 5

Ex 5

Ex 8,9

b

Ex 34

Ex23

b

Ex 4

Ex 4

Ex 14

Ex 3,12,15

Ex 6,7,11,19,21,26,27,30,30

Ex2,9,10,11,13,14,15,17,18

Ex 234

Ex2,2,11,14,16,19

Ex 12

Ex 10
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35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

Tabelle 1 bekannte krebsassoziierte Mutationen, die im Cancer Hot Spot Panel analysiert werden

NOTCHI1

NPM1

NRAS

PDGFRA

PIK3CA

PTEN

PTPN11

RB1

RET

SMAD4

SMARCBI1

SMO

SRC

STK11

TP53

VHL

Ex 26,27,34

Ex 11

Ex 234

Ex 12,14,15,18

Ex 21,2122

27HTH

5,7,8,8,10,14,19

Ex 1,3,5,6,7,7.8,8

Fx 3,13

Ex 22,4,6,10,11,14,17,18,20,21

Ex 10,11,13,15,16

Ex 3,4,5,6,8,9,10,11,12

Fx 2,4,5,9

Ex 3,5,6,9,11

Ex 14

Fx 1,4,4,6,8

Ex 2,4,5,5,6,7,8,10

Ex 1,23
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4. Ergebnisse

4.1. Patientinnen- und Patientenmaterial

Das Patientinnen und Patientenkollektiv bestand aus 82 Proben von behandelten Personen der
Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie der LMU Miinchen, die dort zwischen
2005 und 2014 operiert wurden. Aus diesem Kollektiv wurden willktrlich zunichst zwolf CK20-
positive, paraffinierte Tumorblocke selektiert, bei denen ausreichend verwertbares Material
vorhanden war. Die MCC-Diagnose konnte als gesichert angenommen werden. Nach den ersten
vielversprechenden Ergebnissen der Sangersequenzierung wurden anschlieBend zwolf weitere
Proben fur die NGS-Sequenzierung auf dieselbe Art ausgewihlt. Hierbei wurde zum Teil auf
bereits untersuchte Tumorblocke zurtickgegriffen, sodass einzelne Tumorblécke auf
unterschiedliche Art untersucht wurden (siehe Aufteilung und Zuordnung in Tabelle 2). Acht der
ausgewihlten Tumoren waren sowohl mittels Sanger, als auch mittels der NGS-Technologie

sequenziert worden.

Die demografischen Daten der Patientinnen und Patienten (soweit bekannt) sind in Tabelle 2

dargestellt.
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NR GESCHLECHT GEBURTSJAHR ALTER BEI LOKALISATION DES
DIAGNOSE TUMORS

UNTERSUCHUNG VON EGFR, KRAS & ANALYSE MITTELS NGS

1 Weiblich 1922 90 rechts Glabella

2 Weiblich 1926 86 links Glabella

3 Weiblich 1924 87 rechte Wange

4 Minnlich 1944 66 linkes Ohrlappchen
7 Weiblich 1917 91 rechte Wange

8 Minnlich 1920 87 linker Augenwinkel
10 Weiblich 1912 83 links Digitus I
12 Weiblich 1923 79 rechts nuchal

UNTERSUCHUNG VON EGFR & KRAS

5 Weiblich 1923 87 links Wange

6 Minnlich 1931 79 rechts Unterlippe
9 Weiblich 1925 81 rechts Flanke
1 Minnlich 1937 68 links praauriculdr

ANALYSE MITTELS NGS

13 Weiblich 1917 93 rechte Wange
14 Minnlich 1910 97 linkes Kapillittum
15 Weiblich 1949 63 rechts parietal
16 Weiblich 1923 83 rechte Wange

Tabelle 2 Demaografische Daten der eingeschlossenen Patientinnen und Patienten

25



KRAS

Die KRAS-Pyrosequenzierung kann die Priasenz oder Absenz von Mutationen (zB. ¢.35G>A)
anzeigen, die beispielsweise in Abbildung 9 A als Peak bei A in Position 10 erscheint. Die nicht

mutierte Sequenz zeigte an dieser Stelle keinen Peak (Abbildung 9 B).

A) B)
R: 3E%
g 16’;! A %
I 0% G 3E%
1000
100G}
800}
o0 “l]

E S A A AC

Abbildung 9: Kontrollsequenzen der KRAS-Pyrosequenzierung. A): positive Kontrolle mit A an Position 10;
B): negative Kontrolle ohne Mutation.

Eine KRAS-Gen-Mutation konnte bei keinem/r der zwolf in der hier votliegenden Studie

eingeschlossenen Patientinnen und Patienten gefunden werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: KRAS-Pyrosequenzierung der zwolf Patientinnen- und Patientenproben
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4.2. EGFR

Mittels Sanger-Sequenzierung wurde auf das Vorhandensein von Mutationen in den Exonen 18,
19 und 21 des EGFR-Gens getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. Eine der hier
untersuchten Proben hatte eine G>A-Mutation (c.2131G>A, p.(E711K)) im Exon 18, die zu
einem Austausch der Aminosaure Glutamat zu Lysin an der Position 711 in der Proteinsequenz
fihrt. Die Sequenzen des Exons 19 waren bei zwei untersuchten Proben nicht lesbar, bei den
tibrigen zehn Proben waren keine Mutationen nachweisbar. Im Exon 21 hatten zwei Patientinnen
und Patienten eine Mutation ¢.2611G>A, p.(A871T) & ¢.2573T>G, p.(L858R). Diese waren ein
G>A-Austausch in der DNA-Sequenz an Position ¢.2611, der zu einem Alanin-zu-Threonin-
Austausch an Position 871 in der Proteinsequenz fihrt. Die andere Mutation war ein T>G-
Austausch an Position c. 2573, der einen Leucin-zu-Arginin-Austausch an Position 858 in der
Proteinsequenz zur Folge hat. Zwei Proben produzierten Sequenzen fiir das Exon 21, die auch

nach Wiederholung des Tests nicht lesbar waren.
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Exon 18 Exon 19 Exon 21 Mutation

1 Ex18=WT Ex19=WT Ex21=WT

2 Ex18=WT Ex19=WT  Ex21=nl  WDH= nicht lesbar

3 Ex18=WT Ex19=WT Ex21=WT

4 Ex18=WT Ex19=WT Ex21=WT

5 Ex18=WT Ex19=WT Ex21=nl  WDH=nicht lesbar

6 Ex18=WT Ex19=WT Ex21=WT

7 Ex18=WT Ex19=WT  Ex21=nl WDH
Ex21=¢c.2611G>A,p.(A871T)COSM28605

8 Ex18=WT Ex19=WT  Ex21=nl WDH
Ex21=c.2573T>G,p.(L858R)COSM 6224

9 Ex18=WT Ex19=WT Ex21=WT

10 Ex18=WT Ex19=WT Ex21=WT

1 Ex18= G>A  Ex19=WT Ex21=WT Ex18=
c.2131G>A,p.(E711K)COSM53287

12 Ex18=WT Ex19=WT Ex21=WT

Tabelle 3 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Exons 18, 19 und 21 der 12 Proben. n. L.: nicht lesbar; WDH n. [.: Wiederholung der

Sequenzierung war ebenfalls nicht lesbar.
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4.3. Cancer Hot Spot Panel

Nachdem das Ergebnis aus den Sequenzanalysen fiir KRAS und EGFR das erwartete Ergebnis
lieferte, zeigte dies, dass sich das gewihlte Kollektiv zum einen eignete, Sequenzanalysen
durchfithren zu koénnen und zum anderen trotz seiner geringen Gréfle den beschriebenen
Querschnitt von Mutationen in MCC reprasentativ abzubilden und damit als reprisentative
Kollektion angesehen werden konnte. Daher wurde entschiedene, in einem zweiten Ansatz mittels
NGS auf das Vorhandensein von Mutationen in 50 hiufig in Tumoren mutiert gefundenen Genen
zu untersuchen: ABL1, AKT1, ALK, APC, ATM, BRAF, CDH1, CDKN2A, CSF1R, CTNNBI,
EGFR, ERBB2, ERBB4, EZH2, FBXW7, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FLT3, GNA11, GNAQ,
GNAS, HNF1A, HRAS, IDHI1, IDH2, JAK2, JAK3, KDR, KIT, KRAS, MET, MLH1, MPL,
NOTCH1, NPM1, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, PTEN, PTPN11, RB1, RET, SMADA4,
SMARCB1, SMO, SRC, STK11, TP53 und VHL

Eine der zwolf mittels NGS untersuchen Proben lieferte keine verwertbaren Ergebnisse. Von den
tbrigen elf Proben zeigten zwei keinerlei Mutationen in den im Cancer Hot Spot Panel getesteten
Genen (alle-WT, Abbildung 11). Die Reihenfolge der Probenanordnung ist fir jedes getestete Gen
gleich, was bedeutete, dass z. B. der erste Balken von links fiir alle Gene die identische Probe
reprisentierte. Mutationen sind farbcodiert: schwarz: vorzeitiges Stopp-Codon (truncation),
rotbraun: Leseraster-Mutation, griin: Basenaustausch-Mutation. Eine Probe wies nur eine Mutation
auf. Alle anderen Proben wiesen Mutationen in multiplen Genen auf. Insgesamt wurden 26
mutierte Gene in 50 getesteten Genen gefunden. Die Hochstzahl an gefundenen Mutationen in
den 50 getesteten Genen lag bei zehn (Abbildung 11, Probe in der Mitte). Die meisten der
Mutationen, in der Anzahl 32, in den elf verwertbaren Proben, waren Missense- oder Punkt-
Mutationen. Demnach also Mutationen, die zu einem nicht synonymen Codon und damit zu einem
Austausch einer Aminosaure im Protein fuhren. Deletionen, die nicht zu einer Leseraster-Mutation
fihrten (In-frame-Mutationen) konnten insgesamt dreimal detektiert werden. Frameshift-
Mutationen, die zu einem vorzeitigen Stopp-Codon und damit zu einer Trunkierung des Proteins

fihren, wurden viermal gefunden.
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Abbildung 11: NGS mit Cancer Hot Spot Panel, ein grauer Balken reprisentiert eine Probe ohne Mutation

Die Untersuchung der genauen Lage der gefundenen Mutationen innerhalb der jeweiligen Gene
zeigte, dass bei beiden Proben, die eine Mutation im AKT1-Gen aufwiesen, diese in der Pleckstrin-
Homologie- (PH-)Domaine in der fiir das N-terminale Ende des Proteins codierenden Region des
Gens lagen (Abbildung 12). Es handelt sich bei diesen Mutationen um Missense-Mutationen. Eine
Missense-Mutation an derselben Stelle im APC-Gen (A1582P/T) wutde in zwei Proben gefunden.
BRAF wies in zwei Proben jeweils eine Missense-Mutation an unterschiedlichen Stellen in seiner
Protein-Tyrosin-Kinase-Domine auf. Eine Missense-Mutation wurde in der den N-Terminus
codierenden Region des CDKN2A-Gens gefunden. Auch im EGFR-Gen fand sich nur in einer
Probe eine Mutation. Diese war eine Missense-Mutation, die sich in der fir die Tyrosin-Kinase-
Domine codierenden Genregion befand. Abbildung 13 zeigt die entsprechenden Lagen der
gefundenen Mutationen in den Genen FBXW7, FGFR1, FGFR3, FLT3 und GNAQ. Bei FBXW7
handelte es sich um zwei verschiedene Missense-Mutationen, die beide in der Region direkt vor
dem 5“Ende des Codes fir die F-Box-dhnliche Domine des Proteins liegt. Eine der MCC-
Tumorproben hatte eine Mutation in der Nahe der ersten I-Set-Domine des FGFR1-Proteins. Das
andere Mitglied der FGFR-Rezeptor-Familie FGFR3 wies eine Trunkierung zwischen den beiden
I-Set-Dominen in einer Probe auf, eine andere Probe hatte Missense-Mutation zum C-Terminus
des Proteins hin. Direkt vom Beginn der Tyrosin-Kinase-Domine des FL'T3-Gens fand sich eine
weitere Missense-Mutation. Eine Probe hatte eine Mutation im GNAQ-Gen, die zu einem

vorzeitigen Kettenabbruch fihrte. Wie in Abbildung 14 dargestellt, war GNAS in einer Probe
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mutiert. Diese Mutation war in der Nihe des 5-Endes des Gens und eine Missense-Mutation.
HNF1A zeigte ebenfalls eine Missense-Mutation in einer Probe, die sich am 5“Ende der
Homo6obox befand. Wie auch schon bei einigen anderen Genen, befand sich die einzige in den
Proben gefundene Missense-Mutation im JAK3-Gen in der Gen-Region, die fir eine der beiden
Tyrosin-Kinase-Dominen codiert. Auch KDR wies eine Missense-Mutation in der Tyrosin-
Kinase-Domine des Proteins auf. Eine weitere Missense-Mutation wurde in einer anderen Probe
in der N-terminalen Immunglobulin- (IG-) Domine detektiert. KIT war in einer getesteten Probe
mutiert. Diese Mutation war eine Missense-Mutation und lag zwischen der IG3- und der Tyrosin-
Kinase-Domine M541L. Sie wurde als haufiger Polymorphismus beschrieben, der nachweislich
die Proliferation in Gegenwart von Liganden im Vergleich zu Wildtyp-KIT erhoht [77]. Eine
Deletion, die jedoch nicht zu einem Frameshift fihrte, wurde in einer Probe in der Nucleotide-
oligomerization- (NOD-)Domine des NOTCH1-Gens gefunden (Abbildung 15). PDGFRA wies
eine Missense-Mutation in der Tyrosin-Kinase-Domine in einer Probe auf. PIK3CA war in drei
der elf untersuchten Proben mutiert. Es scheint sich in allen drei Fillen um eine Missense-Mutation
zu handeln, die in unterschiedlichen Regionen des Proteins lag. Eine Missense-Mutation am 3°-
Ende der Genregion, die fir die Phosphatase-Domine des PTEN-Proteins codiert, war in einer
MCC-Probe mutiert. RB1 wies ebenfalls eine Missense-Mutation in einer Probe auf. Diese befand
sich in der RB-B-Domine. RET zeigte in einer Probe eine Missense-Mutation, die ungefihr in der
Mitte des Proteins in keiner bekannten Domine lag. Dasselbe galt fir SMAD4 (Abbildung 16).
Weitere Missense-Mutationen in jeweils einer einzigen MCC-Probe fanden sich in den Genen
SMARCBI1, STK11 und VHL. Die Mutation im STK11 lag dabei in der Tyrosin-Kinase-Domine.
Mit Missense-Mutationen in fiinf von elf Proben war das TP53-Gen von allen im Cancer Hotspot

Panel untersuchten Genen am héufigsten mutiert.
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Diskussion

4.4. Patientinnen- und Patientenmaterial

Die zwolf der insgesamt 24 ausgewihlten Tumorblécke, bei denen gentigend Material vorhanden
war, um alle hier vorgesehen Untersuchungen durchzufithren, stammten von Patientinnen und
Patienten, deren Altersbereich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose zwischen 63 bis 97 Jahren
einzuordnen war. Dieser Sachverhalt, in Verbindung mit der Lokalisation des Primirtumors,
entspricht auch den Ergebnissen von Albores-Saavedra et al. [5]. Die meisten der 3.870 MCC-
Patientinnen und Patienten in dieser Studie, die zwischen 1973 und 2006 im US-amerikanischen
National Cancer Institute (NCI) registriert wurden, waren zum Zeitpunkt der Diagnose zwischen
60 und 85 Jahren alt. Daraus kann geschlossen werden, dass das hier getestete Kollektiv trotz seiner
geringen Grof3e die Untersuchungsergebnisse bei MCC-Erkrankten ausreichend gut widerspiegelt.
78]

4.5. KRAS

KRAS ist das humane Homolog des transformierenden Faktors im Kirsten Rat Sarcoma Virus und
damit ein bekanntes Proto-Onkogen [79]. 1982 wurde zum ersten Mal eine Mutation dieses Gen
mit transformierender Wirkung auf Fibroblasten in der humanen Lungenkrebslinie LX-1 gefunden.
Inzwischen ist bekannt, dass knapp ein Viertel aller humanen malignen Tumoren eine KRAS-
Mutation aufweist [79]. Beispielsweise sind Mutationen im KRAS-Gen mit einer schlechten
Prognose beim Kolonkarzinom assoziiert. Zusitzlich konnte bei diesen Betroffenen gezeigt
werden, dass eine zielgerichtete anti-EGF-Therapie bei einer vorliegenden KRAS-Mutation
unwirksam ist [64, 80]. Da KRAS an der Signaltransduktion von EGF beteiligt ist [79], liegt es
nahe, beim MCC zu vermuten, dass eine konstitutiv aktivierende KRAS-Mutation auch hier die
Wirkung einer anti-EGFR-Therapie behindern kénnte. Das in unserem Kollektiv keine KRAS-
Mutation gefunden wurde, bedeutet, da das votliegende Patientinnen und Patientenkollektiv klein
war, nicht unbedingt, dass KRAS im MCC nie mutiert ist. Es kann jedoch ein guter Indikator fir
eine geringe Privalenz von KRAS-Mutationen im MCC sein. Damit er6ffnet sich nach Durchsicht
der KRAS Ergebnisse die Moglichkeit, dass die anti-EGFR-Therapie bei zumindest einem groflen

Teil von MCC-Erkrankten wirksam sein konnte.

4.6. EGFR

Mutationen, die zu einer Aktivierung des EGFR fithren, konnten bislang in vielen verschieden
Krebsarten nachgewiesen werden [81-87]. EGFR-Mutationen gelten ahnlich wie KRAS-

Mutationen als schlechter prognostischer Faktor in Tumoren, jedoch zeigt ihre Anwesenheit auch,
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dass sich betroffene Tumoren fiir eine zielgerichtete anti-EGFR Therapie eignen, da sie in der
Regel ein gutes Ansprechen auf diese Form der Therapie zeigen [84, 88-92]. Fur kolorektale
Karzinome und nicht-kleinzellige Tumoren der Lunge (NSCLC) bei Vorliegen von Wildtyp
Situationen in RAS- und BRAG -Genen auch anti-EGFR zielgerichtete Therapien durch die EMA

zugelassen.

In dieser Untersuchung zeigte ein Viertel der untersuchten Tumorproben Mutationen in den drei
hierzu untersuchten Exons im EGFR-Gen. Diese hohe Privalenz unterstreicht die Bedeutung des
EGFR insbesondere fur MCC. Es ist sogar moglich, dass diese Privalenz noch hoher liegen
konnte, da bei jeweils zwei der zwolf Proben die Sequenzen fir das Exon 19 und 21 nicht lesbar
waren. Alle drei gefundenen Mutationen sind Punktmutationen, d.h., es handelt sich dabei jeweils
um einen Aminosiureaustausch. Ebensolche Mutationen koénnen zu einer Aktivierung des
Rezeptors fihren, wie sie bereits fiir viele Mutationen in zum Beispiel nicht kleinzelligem
Lungenkrebs nachgewiesen werden konnten. Die anti-EGFR-Therapie kann beim Vorhandensein
solcher Mutationen wirksam sein [81]. Da KRAS beim MCC nicht oder nur mit dullerst geringer
Privalenz mutiert ist und die Expression von EGFR sowie die relative hohe Privalenz von EGFR-
Mutationen beim MCC auf dessen Wichtigkeit fiir das Tumorwachstum hindeuten, lasst sich daraus
schlieBen, dass eine Anti-EGFR-Therapie moglicherweise eine gute Wirksamkeit bei den
betrachteten Tumorarten zeigt. Entsprechende Studien, die diese Hypothese belegen konnten,
missten durchgefithrt werden. Alternativ kénnten MCC mit aktivierenden EGFR-Gen Mutationen
direkt in bestehende 'basket-Studien', wie TAPUR (Targeted Agent and Profiling Utilization
Registry, NCT02693535) eingeschlossen werden. Aufgrund des hier Beobachteten kénnte dann
mit einer hoheren Evidenz entschieden werden, ob sich eine speziell auf MCC abgestimmt Phase

3 Studie lohnen wurde.

4.7. Cancer Hot Spot Panel

Das untersuchte Cancer Hot Spot Panel umfasst 50 Gene, die in vielen verschiedenen Tumorarten
hiufig mutiert sind. In einer Probe waren insgesamt zehn der 50 getesteten Gene mutiert. Dies
bedeutet, dass Mutationen in bekannten (Proto-)Onkogenen wahrscheinlich auch bei der
Tumorgenese von MCC relevante EinflussgroB3en sein konnen. Trotzdem konnten auch in der hier
vorliegenden Gruppe Fixationsartefakte nicht ausgeschlossen werden. Obwohl hier keine
funktionellen Untersuchungen zu diesen Mutationen durchgefiihrt werden konnten, gibt die Lage
der Mutationen innerhalb des jeweiligen Gens oftmals wichtige Hinweise auf mégliche funktionelle
Folgen einer Mutation. So sind die haufigsten gefundenen Mutationen Missense- oder Punkt-

Mutationen, d. h., es fand der einzelne Austausch einer Aminosidure statt. Im Gegensatz zu einer
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Deletion, die zu einem Frame-shift und damit normalerweise zu einem vorzeitigen Stopcodon mit
einem trunkierten, nicht oder eingeschrinkt funktionsfihigen Protein fithrt, koénnen
Punktmutationen eine aktivierende Wirkung auf das Protein haben. Dies ist besonders
wahrscheinlich bei Proteinen innerhalb von Signalwegen, da diese in der gesunden Zelle strikt

reguliert sind. Dies gilt insbesondere fiir Tyrosinkinase-Rezeptoren [81].

Zwolf der 50 im Cancer Hot Spot Panel untersuchten Gene waren Tyrosinkinasen. Diese wiesen
insgesamt 16 Mutationen bei den elf eingeschossenen Proben auf. Obwohl die Tyrosinkinase-
Domine in diesen Proteinen zwischen einem Viertel und einem Drittel der jeweiligen
Primirsequenz ausmacht, lagen sieben dieser Mutationen innerhalb der Kinase-Domine, weitere

zwei in deren unmittelbarer Umgebung.

Ein betrachtungswiirdiges Ergebnis konnte im PIK3CA/AKT1/mTOR Signalweg, wo zwei
Mutationen innerhalb der elf Proben (18 %) gefunden werden konnten, erzielt werden. PI3K-
AKT1-mTOR sind wichtige Kinasen, die durch verschiedene zellulire Stimuli aktiviert werden und
wesentliche Funktionen von Zellen wie Proliferation, Translation, Transkription, Wachstum und
Uberleben steuern. Diese Funktionen spielen eine entscheidende Rolle unter normalen
physiologischen Bedingungen sowie bei verschiedenen pathologischen Storungen, einschlieB3lich
der Entstehung von Krebs. Das PIK3C-Gen, das Phosphatidyl-Inosytol-3-Kinase kodiert, wurde
schon vor langer Zeit mit Tumoren in Verbindung gebracht [93]. Die Phosphatidyl-3-Kinasen
bestehen aus einer Familie von Lipidkinasen, die an unterschiedlichen zelluldren Prozessen beteiligt
sind, darunter Zellwachstum und -proliferation, Zelldifferenzierung und -motilitit sowie
Zelliberleben [94]. Ungefihr ein Drittel aller Mammakarzinome weisen ein mutiertes PIK3C-Gen
auf und die Mutationen betrafen hauptsichlich die Aminosiauren GLU542, GLU545 und HIS1047
[95]. Auch in den vorliegenden Untersuchungen war bei etwa einem Drittel aller Proben (3 von 11,
(27,3%)) dieses Gen mutiert. Allerdings lagen die Mutationen in anderen Regionen des Gens.
AKT1 (v-akt murine Thymoma viral Oncogene homolog 1) ist eine Setin-/Threoninkinase und
wurde 1987 erstmals in einer Magentumorprobe beschrieben [96]. AKT1 ist ein wichtiges
Signalprotein mit Funktion in unterschiedlichen Signalwegen, wie im beschriebenen
Phosphoinositid-3-Kinase-Signalweg. Dieser sendet Zelliberlebenssignale und verwendet unter
anderem auch Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P) als Second Messenger [97]. Mahadevan et
al. konnte nachweisen, dass eine Inhibition der phospholipidbindenden PH-Domaine die AKT1-
Aktivitit abschaltet. Es wire denkbar, dass die beiden hier gefundenen Mutationen in dieser

funktionell wichtigen Domine eine umgekehrte Wirkung haben und AKT1 aktivieren.
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Ahnliche Mutationen im PIK3CA-Gen, die die p110a Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) kodiert, kénnen bei 28 % bis 46 % der Menschen mit Hormonrezeptor-positiven,
humanem epidermalem Wachstumsfaktor-Rezeptor-2-negativem (HER2) fortgeschrittenem
Mammakarzinom beobachtet werden [98]. Fir diese Patientinnen- und Patientengruppe wurde
Mitte 2020 der orale o-spezifische PI3K-Inhibitor Alpelisib, auf Basis der SOLAR-1-
Studienergebnisse zugelassen. Alpelisib bindet selektiv an der katalytischen a-Untereinheit und
verhindert die Phosphorylierung der nachgeschalteten Signalkaskade. In der SOLAR-1-Studie
konnte die vordefinierte Grenze fiir statistische Signifikanz nicht tiberschritten werden, es ergab
sich dennoch eine Verbesserung desGesamtiberlebens von 7,9 Monaten, wenn Alpelisib zur

Fulvestrant-Behandlung von Erkrankten mit PIK3CA-mutiertem, Hormonrezeptor-positiven,

HER2 Mammakarzinom addiert wurde [98].

Das APC-Gen (Adenomatous-Polyposis-Coli-Gen) ist ein Tumorsupressorgen, das 1991 zum
ersten Mal in Zusammenhang mit einer genetischen Pradisposition fur adenomatose
Kolonpolypen und Kolonkarzinome gebracht wurde [99]. In Familien, in denen adenomatése
Polyposis Coli (FAP) auftritt, ist dieses Gen mutiert und dadurch inaktiviert. In dem hier

untersuchten Panel trat eine Mutation in diesem Gen auf, die potentiell ebenfalls deaktivierend ist.

Es gibt jedoch auch Beispiele, in denen eine andere Domine als die Kinase-Domine von den
Mutationen betroffen ist. Das Protoonkogen BRAF (B-Raf proto-Oncogene, Serine/Threonine
Kinase), das in dem hier vorgestellten Panel zweimal in der Tyrosinkinase-Domine und in keiner
anderen Region des Gens mutiert war. BRAF ist an wichtigen zelluliren Prozessen beteiligt,
einschlieBSlich Zellproliferation, -Transkriptionsregulation und -Differenzierung. Das mutierte
BRAF ist an der Pathogenese mehrerer Krebsarten beteiligt, darunter unter anderem
nichtkleinzelliger Lungenkarzinom, malignes Melanom, papillirer Schilddriisenkrebs Darmkrebs

[100].

Ein weiterer Tumorsupressor im Cancer Hot Spot Panel ist CDKIN2A (Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor 2A), in der Literatur auch pl6 genannt; es kodiert mehrere Protein-Isoformen in
unterschliedlichen Leserastern, die als Inhibitoren von CDK4 und ARF fungieren [101, 102].
Deletionen in diesem Lokus wurden in verschiedenen humanen Krebserkrankungen wie
Andenokarzinomen der Lunge, Glioblastomen, Pankreasadenokarzinomen und malignen
Melanomen gefunden [102, 103]. Sowohl p16™* als auch p14*" sind an der Kontrolle des
Zellzyklus beteiligt, indem sie den Ubergang von der G1 in die S-Phase inhibieren und damit die
Zellteilung verhindern [104, 105]. In den MCC-Proben fand sich eine Missense-Mutation, von der

aufgrund der Funktion der Proteine vermutet werden kann, dass sie eine inhibierende Wirkung hat.

41



EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)-Mutationen gelten, wie oben bereits beschrieben,
dhnlich wie KRAS-Mutationen als schlechter prognostischer Faktor in Tumoren, welches ein
wichtiges Ziel in der Krebstherapie sein kann [84, 88-92]. Hier zeigte ein Viertel der untersuchten

Tumorproben eine Mutation in den drei hierzu untersuchten Exons im EGFR-Gen.

FBXW?7 (F-box/WD repeat-containing Protein 7) ist an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt. Mao
et al konnten nachweisen, dass mTOR auf die Ubiquitinierung und den daraus resultierenden
Abbau durch Bindung an das Tumorsuppressorprotein FBXW?7 ausgerichtet ist [106]. Rictor
(Rapamycin-unempfindlicher Begleiter von mTOR) bildet mit mTOR einen Komplex und aktiviert
nach Phosphorylisierung AKT. Guo et al konnten nachweisen, dass die Aktivierung von AKT die
Expression von c-Myc und Cyclin E induziert wird, welche bei Darmtumoren iiberexprimiert
werden und eine wichtige Rolle bei der Prolieferation von Darmkrebszellen spielen. Seine Funktion
ist die Inaktivierung von c-Myc und Cylcin E, indem es deren Degradation stimuliert [107]. In der
vorliegenden Untersuchung fanden sich zwei Proben, bei denen dieses Gen, vermutlich in
inaktivierende Weise, mutiert war. Tumorzelllinien, die Mutationen oder Deletionen im Gen
FBXW?7 enthalten, reagieren sensibel auf die Behandlung mit Rapamycin, was darauf hindeuten
kann, dass der Verlust von FBXW?7 als Biomarker von Patieninnen und Patienten gesehen werden

kann, die fiir eine Behandlung mit Inhibitoren des mTOR-Signalwegs anfillig sind [106].

Die beiden dem EGFR in Funktion dhnlichen Rezeptoren des Fibroblasten-Wachstumsfaktors
FGFR1 und FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor Type 1&3) waren in den vorliegenden
Ergebnissen insgesamt dreimal mutiert, jedoch befand sich keine dieser Mutationen in der
Tyrosinkinase-Domaine. Zwei dieser Mutationen befanden sich in der Nihe der Immunglobulin-
dhnlichen I-set-Dominen. Schon seit den 1990 Jahren ist bekannt, dass Punktmutationen in diesem
Bereich zu einer konstitutiven Aktivierung der FGFR fihren kénnen. Der Mechanismus, in den
von Robertson et al. beschriebene Punktmutationen, zeigte sich darin, dass die Mutationen eine
Konfigurationsinderung verursachten, die verhinderte, dass sich innerhalb der I-Set Domine eine
normalerweise bestehende Disulfidbriicke ausbilden kann. Dadurch zeigte das mutierte Protein
freie Cysteinreste, die zu intermolekularen Disulfidbriicken oxidiert werden kénnen und so zu einer
Aktivierung und anschlieBend zu einer Dimerisierung des Rezeptors fithren [108]. Insgesamt
werden derartige Mutationen hdufig in Tumoren wie dem invasiven duktalen -oder lobuliren
Mammakarzinom, Adenokarzinom der Lunge, - des Kolon und Urothelkarzinom ableitenden

Harnwege beobachtet [78, 109].

FLT3 (FMS-related Tyrosine Kinase 3) ist ein Rezeptor der Proliferations-, Uberlebens- und

Differenzierungssignale in himatopoetischen Zellen tibermittelt und ist bei ca. einem Drittel von
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Akuten Myeloischen Leukidmien (AML) konstitutiv aktiviert [110, 111]. Die hier gefundene
Mutation K602R findet sich direkt am 5° Ende der Tyrosin-Kinase-Domine in der Internal-
Tandem-Duplication (ITD)-Region. Dieselbe K602R-Punktmuation wurde bereits bei AMIL-
Patientinnen- und Patientenproben gefunden. Miuse, die eine Knochenmarktransplantation mit
Stammzellen erhalten hatten, die diese Punktmutation tragen, entwickeln eine myeloproliferative,
oligoklonale Erkrankung, die durch Splenomegalie und Leukozytose gekennzeichnet war. Nach
einer Knochenmarkstransplantation mit Wildtyp-FLT3 entwickelte sich diese Erkrankung nicht
[112]. Damit spiegelt sich das transformierende Potential dieser Mutation wieder, welche

moglicherweise auch bei der Entwicklung von MCC eine dhnliche Rolle spielt.

Weltweite Fortschritte in der Sequenzierungstechnologie haben die onkogene Rolle von Guanin-
Nucleotinbindenden  (G-Protein) o (GNA)-Untereinheiten, insbesondere der GNA-
Untereinheiten Gs (GNAS), Gq (GNAQ) und G11 (GNA11) (GNA *) aufgedeckt [113]. GNAQ,
das zusammen mit GNA11 zwei Ketten der alpha-Einheit des Gg-Proteins kodiert [114], enthielt
eine Frameshift-Mutation in einer der untersuchten MCC-Proben. Sie war bei etwa 2/3 der
normalen Proteinlinge nachzuweisen. Das Gq-Protein ist ein essenzieller Bestandteil der G(q)-
gekoppelten Rezeptorproteine und aktiviert die Phospholipase C und damit den IP;-Signalweg.
Mutationen, die eine Trunkierung dieser Proteinkette zur Folge haben, wurden in der
Vergangenheit bei verschiedenen Patientinnen und Patienten mit Adenokarzinomen im Colon
beschrieben [115, 116]. Die Gs- alpha-Einheit bildet die alpha-Kette des stimulierenden, trimeren
G-Proteins der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Es wurden Mutationen mit Funktionsgewinn
von GNAS in neuroendokrinen Tumoren sowie beim McCune-Albright-Syndrom, eine zu den
neurokutanen Syndromen zihlende Erkrankung, die durch Stérungen des Knochenstoffwechsels
und Café-au-lait-Flecken und charakterisiert ist, beschrieben [117, 118]. Theoretisch kénnte eine
erhohte Gag-Aktivitit durch spezifische Verinderungen der Affinitit fiir GPT, den Rezeptor, den
Effektor oder akzessorische Proteine verursacht werden, oder durch unspezifische Verinderungen,

welche die Gag-Struktur stéren und somit die intrinsische GTPase-Aktivitit beeintrichtigen [114].

Damit ist GNAS an einer Vielzahl von Signalwegen beteiligt, die u.a. wichtige Uberlebenssignale
fur die Zellen liefern. Aktivierende GNAS Mutationen besonders R201C oder R201H wurden in
der Vergangenheit bei verschiedenen Krebsarten wie dem Osteosarkom und Pankreaskarzinom
beschrieben [119, 120]. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Mutationen ist der D866G-
Austausch, der in der hier vorliegenden Arbeit einmal gefunden wurde, bisher auch bei bekannten
Datenbanken wie ClinVar, JAX CKB, My Cancer Genome, CiViC, cBioportal, COSMIC
unbekannt. Die Recherche lieferte keine Belege tber die Pathogenitit, daher ist es

unwahrscheinlich, dass diese Mutation einen funktionellen Phanotyp hervorruft. Gemil3 den
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Standards fir die Klassifizierung der Pathogenitit von somatischen Varianten bei
Tumorerkrankungen gibt es gemeinsame Empfehlungen vom Cancer Genomics Consortium,
Clinical Genome Resource, und Variant Interpretation for Cancer Consortium zur Anniherung an
eine mogliche Onkogenitit mittels dem Horak-Score [121]. Fir diese Mutation ergibt sich demnach

ein Horak Score von +1 [121].

Im Gen HNF1A (Hepatocyte Nuclear Factor 1-Alpha), welches fiir einen Transkriptionsfaktor
kodiert, wurde hier in einer der elf untersuchten MCC-Proben die Punktmutation R200Q
gefunden. Eine Mutation in diesem Gen wurde bereits beim Pankreaskarzinom, metastasierten
Prostatakarzinom sowie zahlreichen anderen metastasierten Krebsarten beschrieben [122—-124]. Es
ist daher moglich, dass diese Mutation an der Transformation oder Fihigkeit zu metastasieren
mal3geblich beteiligt ist. Zukinftige funktionelle Studien kénnten dartiber Klarheit schaffen. Die
weitere Untersuchung des zugrundeliegenden Mechanismus konnte zusitzliche Informationen

liefern, die sich bei der Entwicklung neuer Tumortargettherapien als hilfreich erweisen.

Wie auch schon bei einigen anderen Genen, befand sich die einzige in den Proben gefundene
Missense-Mutation im JAK3 (Janus Kinase 3) in der Region, die fiir eine der beiden Tyrosin-
Kinase-Dominen codiert. Uber die hier gefundene Mutation kann keine Aussage zum
Phosphorylierungsstatus getroffen werden, die Untersuchungen von Quan Lin et al jedoch zeigten,
dass aktiviertes STAT3 (pSTAT3) und aktiviertes JAK3 (pJAK3) in Darmkrebszellen exprimiert
werden und damit JAK3 als physiologischer Aktivator des STAT3 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 3) bewertet werden kann [125]. Es zeigte sich auflerdem, dass die
fehlerhafte Aktivierung JAK3 und seiner nachgeschalteten Effektoren STAT3, ein

Schliisselmerkmal der malignen Transformation beim kutanen T-Zell-Lymphom ist [1206].

KDR (Kinase Insert Domain Receptor), das in dieser Studie in elf Proben zweimal mutiert war, ist
ein wichtiger Rezeptor fir VEGF (Vascular Epithelial Growth Factor) [127, 128]. Man hat
herausgefunden, dass VEGFs eine Vielzahl von biologischen Prozessen in Endothelzellen
vermitteln. Hierunter fillt beispielsweise die Zellproliferation z.B. die de-novo-Bildung von
Gefillen aus haimatopoetischen Vorliufern Zellen, der Erhalt von Blut- und Lymphgefi3en, Zell-
Zellkommunikation und Differenzierung. Einige VEGFs regulieren auch die Gefilpermeabilitit
[128]. Damit ist wahrscheinlich, dass VEGF fiir die Durchblutung und das Ubetleben von
Tumoren unerlisslich ist. Funktionelle Konsequenzen, der hier gefundene Mutationen sind in der

Literatur bisher nicht hinreichend beschrieben und werden daher nicht abschlie3end klar.

Das Gen KIT kodiert fiir das Protein c-Kit, das auch unter CD117 bekannt ist [129]. Hier zeigte

eine der elf untersuchten Proben eine Punktmutation, namlich die Substitution von M541L.. Dieser
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Austausch wurde bereits bei vielen verschiedenen, proliferativen Erkrankungen wie CML,
agressiver Fibromatose, Mastozytose im Kindesalter und chronischer eosinophiler Leukimie
beschrieben [130—134]. Ihr Auftreten in so vielen verschiedenen proliferativen Erkrankungen legt
die Vermutung nahe, dass sie eine funktionelle Bedeutung fiir die Proliferationsfihigkeit von Zellen
verschlisseln. Tatsichlich konnten Brahmi et al. zeigen, dass in Zellen unter Einfluss von SCF
(Stem-Cell-Factor), die Kit M541L -Mutation und das c-Kit Phosphorylierungsmuster dem des
Wildtyp-c-Kit entspricht, jedoch Proteine wie AKT und ERK1/2 phosphoryliett, also aktiviert
werden [135]. Sie fanden aber auch, dass diese Mutation bei ca. 20 Prozent von gesunden
Spenderpatienten vorhanden ist, womit es sich also um einen Polymorphismus im KIT-Gen
handelt und nicht um eine de novo Mutation. Dennoch war die Privalenz dieser Variante bei
Patienten mit Gastrointestinalem Stroma Tumor (GIST'), die bereits Metastasen hatten, mit 40,9%
fast doppelt so hoch. GIST-Patientinnen und Patienten ohne Metastasen zum Zeitpunkt der
Diagnose, bei denen diese Variante vorlag, hatten eine schlechterer Prognose in Bezug auch 5-
Jahres-Uberleben, 5-Jahre-rezidiv-freies-Uberleben und Metastasierung als  vergleichbare
Patientinnen und Patienten mit der 541M-Variante [135]. Allerdings konnte diese Mutation als
Prognosefaktor fiir Rezidive entdeckt werden, die Untersuchungen lassen jedoch keine
Riickschliisse auf eine Therapiewirksamkeit von Imatinib (Tyrosinkinase-Inhibitor) zu. Eine Probe
von elf in der hier vorliegenden Studie zeigt keine Haufung dieser Variante bet MCC im Vergleich
zu der von Brahmi et al. gefundenen Privalenz von 20% in der Normalbevélkerung. Durch die
Aktivierung von Singalproteinen wie AKT und ERK1/2 ist es dennoch denkbar, dass auch bei
MCC das Vortliegen dieser Varianten einen negativen Einfluss auf die Prognose hat. Weitere
Studien, die dies in einer groBleren Stichprobe untersuchen werden, sind notwendig, um

diesbeztiglich eine wissenschaftlich fundierte Aussage treffen zu kénnen.

NOTCH1 witd als ein Gen beschrieben, das fir ein Transmembranprotein kodiert, welches bei
der Interaktionen zwischen Zellen und als Rezeptor fir membrangebundene Liganden fungiert
[136]. Auch die Mutation im NOTCH1-Gen, die hier in einer von elf untersuchten Proben
gefunden wurde, genauer die Deletion im Codon 1578, die zu keinem Frameshift fihrte, wurde
bereits in der Literatur in verschiedenen T-Zell-Leukdmien und -Lymphomen beschrieben [137—
139]. Interessanterweise hitte das Vorhandensein von NOTCHI-Mutationenen bei T-ALL
entweder keinen prognostischen Wert [137] oder zeigte sich als signifikanter Marker fiir eine gute
Prognose [138, 139]. Ob dies bedeutet, dass die V1578del-Mutation auch bei MCC mit einer
besseren Prognose verbunden ist und woraus der mégliche medizinische Nutzen fiir Betroffene

entstehen konnte, bleibt in zukiinftigen Studien zu klaren.
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Das PDGFRA-Gen codiert eine weitere Rezeptor-Tyrosinkinase, nimlich den Platelet-derived
Growth-Factor-Receptor A [140]. In der hier vorliegenden Arbeit wies eine der elf Proben eine
Punktmutation an der Aminosaure in Position 675 auf. Es handelte sich um einen Austausch von
Glutaminsdure zu Lysin (E675K). Eine andere Substitution in derselben Position, die einen
Austausch der Glutaminsaure zu Glutamin (E657Q) findet sich im Catalogue of Somatic Mutations
in Cancer und war mit Blasenkrebs assoziiert [141]. Eine dhnliche Mutation in der direkten
Nachbarschaft dieser Aminosdure (T6741) wurde bereits zweimal bei verschiedenen Krebsarten
wie dem Nasopharynx- oder Peniskarzinom gefunden [142, 143]. Obwohl keine funktionelle Daten
zu der hier gefundenen oder in der Literatur beschriebenen Mutationen vorliegen, spricht dies

dafiir, dass diese Region im PDGFRA-Protein fiir dessen Funktion von Bedeutung sein kann.

Das PTEN-Protein (Phosphatase and Tensin homolog deleted on Chromosome ten) ist eine
Phosphatase, die ebenfalls als Tumorsuppressor fungiert, indem sie den die den PI3K/AKT-
Signalweg  negativ  regulieren. Es  besitzt sowohl Lipidphosphatase- als  auch
Proteinphosphataseaktivitit [144]. PTEN kann PI3K deaktivieren und ist insgesamt ein relevanter
Bestandteil im Prozess der Regulation des Zellzyklus, Apoptose und méglicherweise auch der der
Zellmigration und damit der Metastasierung. In metastatischen Tumoren ist es oft auf beiden
Chromosomen deletiert oder deaktiviert, kann jedoch auch haplo-insuffizient zu
Tumorprogression fihren [144]. Die R173C-Mutation innerhalb Exon 6, welche eine der elf hier
untersuchten Proben aufwies, wurde in der Vergangenheit schon bei Glioblastomen und

Endometriumkarzinomen beschrieben und ist mit einer schlechten Prognose verbunden [145-

148].

Mit RB1 war ein weiteres als Tumorsuppressor bekanntes Gen im verwendeten Cancer Hot Spot
Panel. RB1 kodiert das Retinoblastom-Protein [149]. Zusammenfassend lsst sich sagen, dass RB1
die Chromatinstruktur festlegt, die fiir die Kontrolle des Zellzyklus, die zellulire Differenzierung,
Entwicklung und Apoptose notwendig sind [150]. Die hier in einer Probe gefundene R661W zeigt
eine Missense-Mutation. Die aktive und damit hypophosphorylierte Form des Proteins bindet an
den Transkriptionsfaktor E2F1 [151]. In diesem Gen nehmen Mutationen entscheidende Rollen in

der Entwicklung von verschiedensten Krebsarten ein [152—157].

Eine weitere Rezeptor-Tyrosinkinase, RET, wurde ebenfalls als Bestandteil des Cancer Hotspo-
Panels untersucht. Bei diesem Gen handelt es sich um einen Rezeptor fiir GDNF-Ligandenfamilie,
welche vorwiegend neurotropische Wachstumsfaktoren sind. Es konnte gezeigt werden, dass
GDNEF an das Ret-Protein, einer Rezeptor-Tyrosinkinase, in einer auf GDNF ansprechenden

Motoneuron-Zelllinie bindet und diese anschlieBend eine Tyrosin-Phosphorylierung induziert
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[158, 159]. Homozygote oder bi-allelische aktivierende Mutationen fiihren zu der Erbkrankheit
Multiples-Endokrines-Neoplasie-Syndrom (MEN) [160], der Rezeptor wurde aber auch mit
anderen Krankheiten wie Schilddriisenkrebs oder bei homozygoter Deaktivierung mit Morbus
Hirschsprung in Verbindung gebracht [161]. Die T608S-Mutation, die sich in einer untersuchten

MCC-Probe fand, war bisher in der Literatur nicht beschrieben.

SMAD4, urspriinglich DPC4 (deleted in pancreatic cancer 4) genannt [162], ist selbst ist kein
Rezeptorsubstrat, sondern fungiert als gemeinsamer Partner aller R-SMAD-Proteine, die die
Wachstumssignale des transforming growth factors beta (TGF ) weiterleiten [163]. Es ist ein
negativer Regulator von TGF 8 und in mehr als der Hilfte (55%) aller Pankreaskarzinome mutiert
[164]. Ob der hier gefundene PO170S-Austausch zu einer Deaktivierung des Proteins und damit zu
einer Aktivierung von TGF $-Signalen fihrt, ist nicht klar, da diese Mutation in der Literatur bisher

nicht bekannt ist.

Das SMARCB1/BAF47 (SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of
chromatin, Unterfamilie B, Mitglied 1) Protein ist ein Bestandteil des BAF-Komplexes, der die
Chromatinstruktur stabilisiert. Ein Aktivititsverlust des Proteins fithrt zu einer Destabilisierung
des BAF-Komplexes und des Chromatins, was zu einer Aktivierung multipler Gene fiihrt [165].
Stille Mutationen, Deletionen, Missense-Mutationen, Nonsense-Mutationen und Frameshift-
Insertionen sowie In-Frame-Deletionen und -Insertionen werden bei verschiedenen Krebsarten
wie Knochenkrebs und Darmkrebs beobachtet [166]. Die hier aufgetretene Mutation T72K wurde
bereits in der Literatur beschrieben, es konnte bisher jedoch nicht geklirt werden, ob es sich um
einen Polymorphismus oder um ein fiir die Tumorgenese oder -Progression wichtige funktionelle

Variante handelt [167].

STK11 (Serine/Threonine Kinase 11) ist ein Tumorsuppressot, der haufig bei Patientinnen und
Patienten mit Lungenkrebs deletiert oder inaktiviert ist [168]. Unterschiedlichste Mutationen
werden bei Krebsarten wie Gebidrmutterhalskrebs, Magen-Darm-Krebs und Lungenkrebs
beobachtet [169]. Eine Punktmutation am Codon 64 (K64E) wurde jedoch bisher nicht

beschrieben.

TP53 ist das Gen des prototypischen Tumorsuppressors p53. Fast 63 Jahre Forschung und >100
000 Artikel und Rezensionen, konnten bis heute nicht alle Geheimnisse aufdecken, die dieses Gen
verbirgt. Es wurde in den 1980 Jahren erstmal beschrieben und gilt seither als eines der wichtigsten
Tumorsuppressorgene [170—173]. Das Protein reguliert die Expression von Genen, die an DNA-
Reparatur, Zellzyklusarrest, Apoptose und Seneszenz beteiligt sind. Bei der Entstehung von

Tumoren kann die eigentliche Funktion von TP53 nicht erfiillt werden, was zum Uberleben der
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Zellen und infolgedessen zu Schiden an DNA und Zellproliferationsstérungen fiithrt. Es ist das
am hdufigsten mutierte Gen in allen menschlichen Tumoren [171]. Betroffene mit dem so
genannten Li-Fraumeni-Syndrom entwickeln in der Regel vor dem 45. Lebensjahr Tumoren, die
sich meist als Knochen- oder  Weichteilsatkom,  Hirntumoren,  Brustkrebs,
Nebennierenrindenkarzinom oder Leukimie dulern [174]. In Familien mit dem Li-Fraumeni-
Syndrom wird beispielsweise deutlich, dass TP53 eine wichtige Rolle bei der Tumorunterdriickung
spielt, aufgrund der Vererbung einer Mutation in einem Tp53-Allel kommt es bei Erkrankten zu
spontaner Tumorbildung [174]. Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte es sich mit fiinf von elf
mutierten Proben (45,5%) als das von allen untersuchen Genen am haufigsten mutierte Gen. Die
hier gefundenen Mutationen zeigten bis auf eine funktionelle Basenaustauschmutationen. Drei der
hier gefundenen Mutationen (R196Ter, R282Q), Y236D) liegen in der DNA-Bindungsdomine von
TP53, welche den Kontakt mit Ziel-DNA-Sequenzen ermdglicht, um nachgeschaltete Gene zu
transaktivieren. Ein Wegfall dieser Funktion fuhrt also zum Funktionsverlust von TP53 und
begiinstigt damit die Entstehungen von Tumoren. Die tbrigen zwei (P72A & S90F) sind bisher in

der Literatur nicht bekannt

Das VHL-Gen kodiert den VHL-Tumorsuppressor, der im namensgebenden Von-Hippel-Lindau-
Syndrom, einer erblichen Retino-cerebelliren Angiomatose, bi-allellisch deaktiviert ist [175]. Das
von Hippel-Lindau-Protein unterdriickt Tumorwachstum durch Herunterregulation von
angiogenen Faktoren [176]. Der Serin-Rest in Position 80, der in einer der Proben mutiert war, ist
evolutiondr konserviert und elementar fiir die Funktion des Proteins [177]. Bi-allelische somatische
Mutationen dieser Aminosdure einschlieBlich des hier gefundenen S80G-Austausches wurden
ebenso beim Von-Hippel-Lindau-Syndrom nachgewiesen [177, 178]. Daraus ldsst sich schlieBen,
dass diese Mutation, die Funktion des VHL-Tumorsuppressors inhibiert und damit in der

Pathogenese von MCC und/oder seiner Malignitit eine Rolle spielt.
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5. Schlussbetrachtung

Diese Arbeit untersuchte in einem Panel von 12 MCC-Patienten, ob Mutationen in KRAS, EGFR
und 50 weiteren, mit verschiedenen Krebserkrankungen assoziierten Genen in diesen Tumoren
vorlagen. Es wurden keine Mutationen im KRAS-Gen gefunden. Dieser Sachverhalt lisst
vermuten, dass eine anti-EGFR-Therapie bei Vorliegen von weiteren giinstigen Faktoren fiir diese
Patienten sinnvoll und wirksam sein kénnte. Die hier nachgewiesen hohe Mutationsrate von 25 %,
die fiir das EGFR-Gen gefunden wurde, spricht weiterhin fiir die Relevanz, welche EGFR bei
diesem Tumor besitzt und ist damit ein weiteres Argument fur eine Implementierung von anti-
EGFR-Therapiestudien. Im Gegensatz zu einer weiteren Studie iiber die méglichen Mutationen in
MCC konnte 2012 Nardi et al. in einer Untersuchung von 60 MCC keine Mutation in einem
Abschnitt fir EGFR nachweisen [179]. Damit konnte bewiesen werden, wie wichtig weitere
groBflichige Untersuchungen iiber das Genom von Merkelzellkarzinomen sind. In klinischen
Studien zu anderen, nicht melanozytiren, Hauttumoren wurde gezeigt, dass Cetuximab, ein
chimirer monoklonaler Mensch/Maus-Antikorper, der kompetitiv an den EGF-Rezeptor bindet
und somit dessen Aktivierung hemmt, bei metastasierten oder rezidivierenden Chemotherapie-
refraktiren NMSC (nicht melanozytiren Hautkrebsen) wirksam ist [180]. Acht Patientinnen und
Patienten, deren Krankheit nach einer platinhaltigen Erstlinientherapie weiter fortschritt, wurden
von Kalapurakal et al. mit Cetuximab als Einzelwirkstoff behandelt. Bei drei von vier Erkrankten
mit Basalzellkarzinom und zwei von vier Erkrankten mit Plattenepithelkarzinom konnte eine
vollstindige Remission, dreimal eine partielle Remission mit einer Gesamtansprechrate von 100%
erreicht werden, obwohl hierbei beachtet werden muss, dass es bei 63% der Patientinnen und
Patienten innerhalb von sechs Monaten zu einen Tumorprogress kam [181]. Bisher gibt es keine
Studien, welche diese Therapiemethoden beim MCC anwenden, obwohl es moglicherweise eine
sinnvolle Behandlungsoption werden konnte, insbesondere wenn Patientinnen und Patienten in
die TAPUR oder vergleichbare basket-Studien eingeschleust werden wiirden. Nach einem
therapeutischen Update aus 02/2019 werden adjuvante Behandlungen mit dem humanen
monoklonalen Antikérper Ipilimumab, dessen Wirkung sich gegen das Protein CTLA-4 richtet, in
einer Phase II Studie getestet [182]. Eine weitere Phase I/II Studie mit Tremelimumab in
Kombination mit Durvalumab wird ebenfalls durch Villani et al beschrieben [182]. Es handelt sich
um einen humanen monoklonalen Antikorper, der zu den so genannten Checkpoint-Inhibitoren
gehort. Dieser blockiert das Oberflichenprotein CTLA-4 auf T-Helferzellen und kann dadurch
seine immunmodulierende Wirkung entfalten. Ein Ansprechen erhofft man sich tber die
Kombination mit dem Checkpoint-Inhibitor Durvalumab. Der Antikorper bindet spezifisch an

PD-L1. Eine zusitzlich laufende Phase I/II Studie mit adoptiven T-Zell Transfer wird dutrch
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Villani et al. beschrieben. Bei dieser Therapie werden eigene Immunzellen der Patientinnen und
Patienten genetisch so verdndert, dass sie Tumorzellen gezielt erkennen und vernichten kénnen

[182].

Die NGS-Sequenzierung detektiert weitere Mutationen in diesen Tumoren, was zum einen zeigt,
dass im Gegensatz zu andere Krebserkrankungen, das MCC eine gewisse genetische Stabilitit
aufweist. Es konnten keine wesentlichen Hiufungen in den untersuchten Genabschnitten
beschrieben werden. Zum anderen koénnen sicherlich einige dieser Mutationen zur malignen
Transformierung und Tumorgenese der Merkelzellen beitragen. Eine Reihe dieser Mutationen
wurden bereits in der Vergangenheit in verschiedenen menschlichen Tumoren und anderen
Erkrankungen beschrieben. Bei vielen anderen Mutationen ist die Auswirkung auf die Funktion

des Proteins aufgrund der hohen Varianten-Annotation jedoch nicht bekannt.

Nach dem aktuellen Stand der Forschung ist die Hemmung der Wechselwirkung zwischen PD-L1
und PD-1 ein wichtiges therapeutisches Ziel zur Reaktivierung der Immunantwort, damit der
Behandlung des MCC und vieler weiterer Tumoren. PD-L1 wird physiologisch sowohl von
entziindetem Epithel als auch von aktivierten himatopoetischen Zellen exprimiert, um Antigen-
stimulierte adaptive Immunantworten in peripheren Geweben zu hemmen [183]. Der Signalweg
von PD-1/PD-L1 trigt iber die Hemmung der T-Zellantwort zur lokalen Immunreaktion bei.
PDL-1 bindet an seinen Hauptrezeptor PD-1, nachdem es von aktivierten T-Lymphozyten
exprimiert wird. Der Komplex aus PD-L1 / PD-1 hemmt anschlieBend den Signalweg der
zytotoxischen Aktivitit sowie der T-Zell-Proliferation, wodurch Immunantworten verhindert
werden kénnen [182, 184]. PD-L1 wird haufig auf MCC-Tumor- und peritumoralen Immunzellen
exprimiert, im Gegenzug hierzu wird tber zirkulierende MCPyV-spezifische T-Zellen PD-1
exprimiert [182]. Ein humaner PD-L1-Inhibitor namens Avelumab blockiert den monoklonalen
Lambda-Antikérper des humanen Immunglobulins G1 auf der Tumorzelle. Damit wird der zuvor
beschriebene Komplex aus PD-1 auf T-Lymphozyten und PD-L1 auf der Tumorzelle blockiert,
die Inaktivierung verhindert und damit dessen Verfiigbarkeit fir die Zerstérung von Tumorzellen
gehemmt [49, 184]. Die Anzahl der somatischen Mutationen pro Megabase einer untersuchten
Genomsequenz definiert sich als Tumormutationslast [185]. Diese spielt eine Schlusselrolle bei der
Entstehung immunogener Neopeptide, welche auf den Haupthistokompatibilititskomplexen auf
den Oberflichen von Tumorzellen liegen, die das Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren
beeinflussen [185]. Die Mehrheit, der mit Immuncheckpoint-Inhibitoren behandelten Patientinnen
und Patienten, profitiert dann besonders, wenn pridiktive Biomarker fir das Ansprechen auf
spezifische Inhibitoren identifiziert werden, damit diese selektiver eingesetzt, sowie Mechanismen

der Therapieresistenz aufgeklirt und tberwunden konnen [185]. Im September 2017 wurde
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Avelumab von der FDA und EMA als Erstbehandlung fiir Betroffene (> 12 Jahre) mit
metastasiertem MCC zugelassen [11, 51, 182]. Mit Nivolumab wird aktuell ein weiterer vollstindig
humaner IgG4-Anti-PD-1-Antikorper auf seine klinische Wirksambkeit bei fortgeschrittenem MCC
untersucht [186]. Es konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der PD-L1-
Expression und dem Ansprechen auf eine anti-PD-1-Therapie darauthin deutet, dass dieser Faktor
bei der Identifizierung, der fiir diese Immuntherapie geeigneten Tumortypen, ntitzlich sein konnte
[187, 188], wenngleich hierfur zusitzliche Einflisse Beachtung finden mussen. Wihrend die
Immuntherapie bei immunkompetenten Patientinnen und Patienten bisher eine hohe
Ansprechrate und eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens gezeigt hat, sind weiterhin
Alternativen zur Immuntherapie fiir immunsupprimierte Patientinnen und Patienten mit MCC im

fortgeschrittenen Stadium erforderlich [182, 189, 190].

Ein weiteres therapeutisches Target fur die Behandlung des fortgeschrittenen MCC ist die
Verwendung von natiitlichen Killerzellen. Wie auch in dieser Untersuchung herausgefunden
wurde, belegen immer mehr Studien die indirekte Bedeutung der Angiogenese fiir die Pathogenese
von MCC-Tumoren durch EGFR, VEGF (VEGF-A, VEGF-C, VEGF-R2,) PDGF-b und C-Kit
[191, 192]. Die funktionelle Beziechung zwischen Tumoren, Onkogenen und Angiogenese wurde
bereits 1995 von Rak et al. und Grugel et al. nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass RAS-
Onkogene die VEGF-Expression hochregulieren und damit Tumorwachstum indirekt durch die
Stimulierung der Angiogenese fordern konnten [193]. Das Anvisieren des kombinierten VEGF (R)
- und des EGF (R) -Signalwegs kann méglicherweise das Problem von erworbenen Resistenzen
gegen EGFR-Inhibitoren umgehen. Durch die Fokussierung auf beide Wege konnte die anti-
angiogene und damit anti-tumorale Wirkung potenziert werden [192]. Bisher gibt es allerdings keine
Studien die sich mit der Wirksamkeit von anti-EGFR Inhibitoren bei MCC beschiftigen.
Pazopanib und Cabozantinib sind Inhibitoren verschiedener Rezeptor-Tyrosinkinasen (VEGFEFR-
1, -2 und 3 und C-Kit). Pazopanib hemmt auch PDGF-« und -8. Bisher gibt es nur wenige Daten
zum therapeutischen Nutzen von Pazopanib und Cabozantinib bei MCC [182, 194]. Bei funf
Patientinnen und Patienten mit metastasiertem MCC, die zuvor mit einer zytotoxischen Therapie
behandelt worden waren, wurde von Tarabadkar et al. eine Fallserie beschrieben, in der Pazopanib
und Cabozantinib erfolgreich angewendet werden konnten [195]. Derzeit laufen prospektive
klinische Studien, in denen entweder Pazopanib oder Cabozantinib untersucht werden [196]. Da
in MCCs bisher keine aktivierenden Tyrosinkinase-Mutationen nachgewiesen werden konnten, gibt
es allerdings kaum Hinweise darauf, dass die Hemmung der Tyrosinkinase ein wirksamer

Behandlungsansatz fiir Patienten mit MCC sein kann [179, 182].
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Von allen weltweit neu diagnostizierten malignen Tumorerkrankungen im Jahr 2018 entfielen
beinahe 290.000 auf das maligne Melanom [197, 198]. Das maligne Melanom, kurz MM, ist ein
frihzeitig metastasierender Tumor, der von Melanozyten ausgeht und dessen Haufigkeit in den
letzten Jahren stark zugenommen hat. Seit den 1970er Jahren nahm die Anzahl an
Neuerkrankungen in Deutschland um mehr als das Finffache zu. Fur das Jahr 2020 schitzt das
Robert Koch Institut die Inzidenz des Melanoms auf 22.600 [198]. So kommt es, dass die Therapie
des metastasierten Melanoms in den letzten Jahren grundlegende Verdnderungen durchlaufen hat.
Mit der Identifizierung von aktivierenden Mutationen, hauptsichlich im Signalweg Mitogen
aktivierter Phosphokinasen (MAPK) und der Entwicklung von entsprechenden Kinase-
Inhibitoren konnte der therapeutische Horizont erweitert und damit der Therapieerfolg
entscheidend verbessert werden [198]. Die zukiinftige Weiterentwicklung zielgerichteter Therapien
mithilfe von Kombinationen der Inhibitoren gegen unterschiedliche Signalwege bietet die
Moglichkeit Wirksamkeiten zu potenzieren und Resistenzentwicklungen hinauszuzégern. In
Tumoren wie dem MM kann unter anderem eine konstitutionelle Aktivierung des PI3K-AKT-
Signalweg durch Mutation oder Amplifikation des PI3K-Gens oder durch Unterfunktion oder
Mutation von PI3K-Suppressor-Genen wie beispielsweise PTEN entstehen [199]. Im Rahmen
klinischer Studien werden aktuell therapeutische PI3K-Inhibitoren in einer Kombinationstherapie
mit BRAF/MEK-Inhibitoren getestet [198]. Wie in den Forschungen zur Behandlung des MCC
bildet FGFR ein potenzielles Ziel von Kombinationstherapeutika. Auf vielen Melanom-Zellen liegt
der Ligand dieses Rezeptors, FGF2, iiberexprimiert vor und aktiviert nachfolgend FGFR, welche
darauthin eine Aktivierung der PI3K- und MAPK-Signalwege initiiert [200]. BGJ398, welches ein
selektiver Inhibitor des FGFR darstellt, wird aktuell in Kombination mit einer BRAF/MEK-
Inhibition in klinischen Studien beim metastasierten Melanom in getestet; andere potenziell
witksame Therapeutika fiir die Kombination mit BRAF/MEK-Inhibitoren stellen beispielsweise
CDK4/6- und c-MET-Inhibitoren dar, welche sich die sich aktuell in der klinischen Priifung
befinden [198].

Mittels der hier beschriebenen und gezeigten Methoden kénnten in der Zukunft MCC
tumorgenetisch klassifiziert und kategorisiert werden. Im Anschluss kann die klinische Bedeutung
unmittelbar durch den potentiellen Einschluss von Erkrankten in Basket Studien wie TAPUR
(Targeted Agent and Profiling Utilization Registry) [201] gepriift werden. Bei der TAPUR-Studie,
einer prospektiven, nicht-randomisierten, klinischen Phase II Studie, werden bei Patientinnen
und Patienten mit fortgeschrittenem Tumoren von der Food and Drug Administration (FDA)
zugelassene Arzneimittel aullerhalb der bisher zugelassenen Indikationen fiir vorher festgelegte

genomische Ziele eingesetzt. Fiir die Teilnahme kommen Patientinnen und Patienten ab 12
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Jahren mit fortgeschrittenen, messbaren oder auswertbaren soliden Tumoren in Frage. Die
Teilnehmer*innen werden auf der Grundlage der im Protokoll festgelegten genomischen Ein-
und Ausschlusskriterien auf eines der 16 zugelassenen Studienmedikamente abgestimmt [201].
Nach erfolgter genomischer Profilerstellung durch ein vom College of American Pathologists
(CAP) akkreditiertes und nach den Clinical Laboratory Improvement Amendments

(CLIA) zertifiziertes Labor wird die Behandlung aus den verfiigbaren Studientherapien
ausgewihlt [201]. Bereits das erfolgreiche Ansprechen von einer geringen Zahl, etwa funf
Tumoren, konnte wertvolle Hinweise auf erfolgsversprechende neue Therapieansitze bieten. Mit
einer graphischen Visualisierung von Uberlebensdaten in sogenannten "Swimmer Plots" kénnen
verschiedene Aspekte des Tumoransprechens, wie beispielsweise die Gesamtzeit bis zum
Ansprechen, das vollstindige oder teilweise Ansprechen und die Dauer des Ansprechens von
Tumoren beurteilt werden. Dieses ist ein besonders nutzliches Instrument bei der
Datenerfassung zu Ergebnissen von klinischen Studien. Multidisziplinire Tumorboards werden
heutzutage weltweit fiir die Behandlung von Krebspatientinnen und Patienten eingesetzt. Studien
zur Bewertung ihres Einflusses auf die Entscheidungsfindung und damit die Ergebnisse fir die
Patienten gibt bisher jedoch es nur in begrenztem Umfang. Durch Datensammlungen solcher
Multidisziplinarer Tumorboards und das Zusammenschlie3en von Zentren fir Personalisierte
Medizin (ZPM) wie zum Beispiel den baden-wiirttembergischen Universititskliniken Freiburg,
Heidelberg, Tibingen und Ulm, dem BZKF (Bayerisches Zentrum fiir Krebsforschung), DNPM
(Deutsches Zentrum fiir Personalisierte Medizin), NCT (National Center for Tumordisease) oder
andere nationale- oder regionale Zentren kénnte in Zukunft die personalisierte Medizin zum
Alltag werden lassen. Das Erfolgskonzept der baden-wiirttembergischen ZPM wird auf gesamt
Deutschland ausgedehnt (DNPM), damit dieses dann in lokale ZPMs (z.B. DNPM) tbergehen
kann. Diese Konzeption scheint damit ein verbessertes Ubetleben fiir krebskranke Patientinnen
und Patienten zu bedeuten. Mit den hieraus ermittelten gemeinsamen Standards und
abgestimmten Diagnostikmethoden kann die Basis fir eine optimierte Therapieentscheidung fur
alle Erkrankten entstehen. Die Ergebnisse liefern dann dem Medizinischen Dienst der
Krankenkassen zusitzliche Entscheidungskriterien fir spatere Genehmigungen von Therapien
und verbessern so die Versorgung von Patientinnen und Patienten mit fortgeschrittenen

Krebserkrankungen.
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