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Durch den Einsatz neuer Sequenzierungstechniken ist es zu einer rasanten Ent-
wicklung bzgl. der Identifikation von genetischen Varianten beim malignen
Melanom gekommen. Die dabei gewonnenen neuen Erkenntnisse erlauben ein
besseres Verstandnis der Pathogenese des malignen Melanoms und der gene-
tischen Mechanismen der sekunddren Behandlungsresistenz

Einleitung

Ein wesentlicher Durchbruch in der dermatologischen
Onkologie war die Entdeckung von BRAF-V600E-Muta-
tionen beim malignen Melanom [1]. Entsprechende
BRAF-Mutationen gibt es auch bei anderen Tumoren
wie z.B. beim Kolonkarzinom, hier allerdings in deut-
lich geringerer Haufigkeit. Nachfolgend kam es zu
einer raschen Entwicklung von BRAF-Inhibitoren, die
zundchst mit Sorafenib einen nicht sehr erfolgreichen
Kandidaten hervorbrachte [2]. Mit der Entwicklung
der neueren und spezifischeren BRAF-Inhibitoren
Vemurafenib, Dabrafenib und Encorafenib hat die Be-
handlung des malignen Melanoms deutliche Fort-
schritte gemacht [3,4]. Es kam dadurch zu einer Ver-
besserung des rezidivfreien Uberlebens und letztlich
des Gesamtiiberlebens um 8-10 Monate.

Die BRAF-V600E-Mutation ist mit Abstand die am hdu-
figsten vorkommende BRAF-Mutation beim Melanom
(» Tab.1). Von den therapeutisch bedeutsamen BRAF-
V600-Mutationen steht die BRAF-V600K-Mutation be-
ziiglich ihrer Haufigkeit an zweiter Stelle. Zumindest
fir die BRAF-V600K- und die BRAF-V600R-Mutation
wurde in der klinischen Anwendung eine gegeniiber
der BRAF-V600E-Mutation vergleichbare Wirkung fiir
die spezifischen BRAF-Inhibitoren gesehen [5,6]. Fiir
die BRAF-V600D-Mutation wurden in vitro fir Mela-
nomzellen vergleichbare Ergebnisse zu BRAF-V600R ge-

funden [7]. Mit Abstand die schwdchste Wirkung der
spezifischen BRAF-Inhibitoren in vitro wurde gegen-
tiber dem BRAF-Wildtyp gesehen (3- bis 4-mal schlech-
tere Wirkung als gegeniiber BRAF-V600E), was auch der
klinischen Erfahrung der Unwirksamkeit von BRAF-Inhi-
bitoren gegeniiber BRAF-Wildtyp-Melanommetastasen
entspricht.

Noch bessere Daten liegen fiir die Kombinationsthe-
rapie mit MEK1/2 (mitogen-activated extracellular
signal-requlated kinase 1/2)-Inhibitoren vor, z.B. mit
Trametinib und Cobimetinib. Hier konnte das mediane
Gesamtiiberleben sogar um mehr als 15 auf 25 Monate
verbessert werden [8-10]. Nicht tiberzeugend waren
hingegen die Ergebnisse der alleinigen Behandlung
BRAF-mutierter Melanompatienten mit einem MEK1/
2-Inhibitor [11]. Bei Patienten mit einer NRAS-Muta-
tion (meistens NRAS Q61), die sich mit einer BRAF-Mu-
tation gegenseitig ausschlieBt, kommt es dabei nur zu
einer Verbesserung des Gesamtiiberlebens in 10% der
Fille [11]. Allerdings gibt es fiir die Monotherapie
noch keine Zulassung. Ebenfalls noch nicht abschlie-
Bend zu beurteilen sind die Daten der Inhibition von
mutiertem KIT, dem Rezeptor fir den Stem Cell Factor
(SDF), z.B. mit Dasatinib, Masitinib oder Sunitinib. Die
Erkenntnisse aus den sogenannten Targeted Therapies,
also den auf ein Molekiil zielgerichteten Behandlungen,
haben die genetische Diagnostik beim malignen Mela-
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nom befliigelt, in der Hoffnung, neue Zielstrukturen zu
entdecken. Mittlerweile liegen die Ergebnisse groRer
Sequenzierungsstudien von vielen Hundert Patienten,
bei denen die Gesamtheit der kodierenden Sequenzen
(durch sog. Whole-Exome Sequencing) sequenziert wur-
den, vor [12-14]. Es stellt sich nun die Frage, welche
und wie viele genetische Verdnderungen beim malig-
nen Melanom fiir die zukiinftige Therapie Bedeutung
haben kénnen und spater dann im Rahmen der Thera-
pieentscheidung getestet werden sollten.

Unabhdngig von dieser Entwicklung haben die soge-
nannten Checkpoint-Inhibitoren gegen CTLA-4 (Cyto-
toxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4) und PD-1
(Programmed Cell Death 1) in jlingerer Zeit groRe
Hoffnungen hinsichtlich der Verbesserung des Uber-
lebens der Patienten geweckt. Diese wiederum werden
in Zukunft mit den zielgerichteten Therapien kombi-
niert werden, wenn auch (iber die genauen Schemata
gegenwartig noch diskutiert wird [4,15,16]. Entspre-
chende klinische Studien laufen bereits oder werden
gerade initiiert.

Zusammenfassend gibt es beim malignen Melanom
eine stirmische Entwicklung sowohl hinsichtlich neuer
Therapieansatze als auch hinsichtlich der molekularen
Diagnostik mit neuen genetischen Untersuchungsme-
thoden.

Mutationen in Onkogenen und
Onkogenkandidaten beim malignen
Melanom

Mithilfe des sogenannten Next-Generation Sequencing
(NGS) konnen heutzutage ganze Genome in wenigen
Tagen untersucht werden [17,18] (» Abb.1). Neben
dem deutlich gesunkenen Zeitaufwand haben sich
auch die Kosten in den letzten Jahren deutlich verrin-
gert, sodass man heute eine Whole-Exome-Sequenzie-
rung kommerziell in wenigen Tagen fir unter 500 Dol-
lar durchftihren lassen kann. Die hohe Geschwindigkeit
bei der NGS liegt unter anderem daran, dass man dabei
ein sogenanntes ,massively parallel sequencing” durch-
fuhrt, d.h. man untersucht Millionen kleiner DNA-Frag-
mente des jeweiligen Tumorgenoms in parallelen An-
sdtzen auf miniaturisierten DNA-Chips [17]. Die Unter-
suchung maligner Tumore hat dabei eine Fiille neuer
Mutationen zu Tage gebracht, die moglicherweise
pathogenetisch und therapeutisch von Bedeutung sein
konnen. Die meisten sind aber noch nicht weiter funk-
tionell untersucht.

Riickblickend hatte beim malignen Melanom alles mit
der Sequenzierung eines Gesamtgenoms einer Mela-
nomzelllinie begonnen (also inklusive der nicht kodie-
renden Sequenzen, den sogenannten Introns) [19]. In
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» Tab.1 Haufigkeit der verschiedenen BRAF-V600-Mutationen beim

malignen Melanom.

BRAF-V600-Mutationen

V600E 89%
V600K 9%
V600R 1%
V600D 0,2%
V600M 0,14%
V600G 0,02%
V600L 0,02%

" http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/search?q=BRAF + melanoma
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Prozentualer Anteil beim malignen Melanom’
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» Abb.1

Bild eines Read Alignments von Sequenzen, die mittels Next-

Generation Sequencing (NGS) bei einem Melanom generiert wurden. An-
gezeigt werden Basen, die nicht mit dem bekannten Genom an dieser
Stelle Gibereinstimmen. Die Sequenzierungstiefe wird durch die Zahl der
an einer bestimmten Position (ibereinander liegenden Reads bestimmt.

Unter Reads versteht man kurze DNA-Stiicke, die wahrend des Sequen-

ziervorganges generiert werden und hier als graue Balken abgebildet

sind.

dieser Untersuchung wurde das Mutationsmuster
dieser Melanomzelllinie mit der einer vom gleichen
Patienten stammenden Lymphomzelllinie verglichen.
Dabei waren die Mehrzahl der Mutationen C>T- oder
G>A- und CC>TT- oder GG>AA-Transitionen, die auf
die Bedeutung des UV-Lichtes bei der Mutationsentste-
hung hinwiesen. Dieses Phanomen wurde auch spater
bei weiteren Untersuchungen zum Melanom gefunden,
wenn auch die klassischen Mutationen im BRAF- und
NRAS-Gen nicht einer solchen klassischen UV-Signatur
entsprechen. Hinsichtlich neuer Kandidatengene war
diese Studie nicht sehr aufschlussreich.

In der Folge erschien eine ganze Reihe von Untersu-
chungen, die sich in der Regel auf kleinere Zahlen von
Melanomzelllinien bezogen [20-22]. Entweder wur-
den dabei ganze Exome sequenziert oder man fokus-
sierte sich auf spezielle funktionelle Gengruppen, z.B.
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» Tab.2 Haufig mutierte Gene und aktivierte Signalwege beim malignen Melanom mit zurzeit méglichen und zukiinftigen (potenziellen) Behand-
lungsansatzen.

Mutiertes Gen

BRAF

MEK1/2

NRAS

KIT
ERBB4
AKT3

PTEN

Signalweg Haufigkeit der genetischen
Veranderung

MAPK 50%

MAPK 5%

MAPK, PI3K 20%

MAPK, PI3K 1%

MAPK, PI3K-Akt-mTOR 3-19%

PI3K-Akt-mTOR 25%

PI3K-Akt-mTOR 30-40%

auf Matrix-Metalloproteinasen, Rezeptortyrosinkinasen
oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Zumindest G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren scheinen auf Anhieb
nicht zwingend mit dem Melanom in Verbindung zu
stehen. Interessanterweise wurde allerdings in einer
jingeren Arbeit nachgewiesen, dass diese Rezeptoren
eine Rolle bei der sekunddren Therapieresistenz auf
BRAF- und MEK-Inhibitoren spielen konnen [23].

Zuriick zu den anfdnglichen Studien. Hierbei wurde
z.B. der ionotrope Glutamatrezeptor GRIN2A in mehr
als 25% aller untersuchten Tumoren mutiert gefunden.
Dabeiwurde die anfangliche Zahl von wenigen Tumoren
aufmehrals 100 in einer Validierungsstudie ausgedehnt
[21]. Allerdings war darunter keine rekurrente, d.h. an
der gleichen Stelle vorkommende Mutation. Daher
bleibt die funktionelle Bedeutung zunéachst unklar. Ein
metabotropher Glutamatrezeptor, namlich GRM3, wur-
de in einer weiteren Studie ebenfalls sehr hdufig (16 %)
als mutiert identifiziert [22]. Hier wurde in der Validie-
rungskohorte eine rekurrente Mutation in 4 von 57 Pro-
ben gefunden. Es zeigte sich, dass mutiertes GRM3 in
vitro und in Mausversuchen die Migration und das
metastatische Verhalten von Melanomzellen beeinflus-
sen kann und dariiber hinaus zu einer Aktivierung von
MEK1/2 fiihrt. Entsprechend hatte ein MEK1/2-Inhibitor
Einfluss auf Melanomzellen mit GRM3-Mutation.

Therapeutische Hoffnungen setzte man zunachst in die
Entdeckung von Mutationen im ERBB4-Gen [20]
(» Tab.2). ERBB4 war in dieser Untersuchung in fast
20% aller Falle mutiert. Funktionell geh6rt ERBB4 zur
Familie der Epidermal-Growth-Factor(EGF)-Rezeptoren,
die bei vielen soliden Tumoren mutiert oder durch
andere Mechanismen aktiviert sind. Eine groRere Zahl
der gefundenen Mutationen war tatsachlich aktivie-
rend fiir ERBB4. In der Folge wurde eine entsprechende
klinische Phase-2-Studie mit dem pan-EGFR-Inhibitor
Lapatinib initiiert, die mittlerweile beendet wurde

Substanzen fiir eine zielgerichtete
Therapie (Beispiele)

Vemurafenib, Dabrafenib, Encorafenib, Vemurafenib
plus Cobimetinib, Dabrafenib plus Trametinib

Trametinib, Cobimetinib, Binimetinib

Trametinib, Cobimetinib, Binimetinib, Everolimus,
Sorafenib plus Tivantinib

Imatinib, Sunitinib, Nilotinib, Dasatinib
Lapatinib, Gefitinib
Dactolisib, Everolimus

Dactolisib, Everolimus

(www.clinicaltrials.gov; NCT01264081). Ergebnisse
hierzu wurden aber noch nicht publiziert. Interessant
in diesem Zusammenhang ist, dass eine nachfolgende
Untersuchung zeigen konnte, dass ERBB4 tatsachlich
nur in einem kleineren Prozentsatz von Melanomen
mutiert ist, als urspriinglich angenommen, namlich in
nur etwa 3% [24]. Daher werden groRere klinische Stu-
dien der Phase 3 und 4 mit den dabei notwendigen
Zahlen an Patienten nur schwer zustande kommen.
Der offensichtliche Irrtum (ber die Haufigkeit der
ERBB4-Mutationen war dadurch entstanden, dass Gber
Jahre kultivierte Melanomzelllinien, und Idnger in Kul-
tur gehaltene Melanomzellen, offenbar einen Zelltyp
herausselektionieren, der ein anderes Mutationsmus-
ter aufweist als Tumoren in vivo.

In einer neueren Arbeit, bei der 25 Melanommetasta-
sen untersucht wurden, zeigte das PREX2-Gen Mutatio-
nen in 14% der untersuchten Fdlle [25]. Es handelte
sich aber nicht um Mutationen an der gleichen Stelle.
PREX2 ist ein Rac Exchange Factor, und mutiertes
PREX2 ist in der Lage, das Wachstum von Melanomzel-
len zu verstdrken.

Funktionelle und spétere therapeutische Bedeutung
vermutet man vor allem in wiederkehrenden Mutatio-
nen an der gleichen Stelle des Genes (rekurrente Muta-
tionen) (» Tab.2). Im Zuge der neueren Untersuchun-
gen wurde ein weiterer solcher Kandidat gefunden,
ndmlich RACT [12-14,26]. RACT istin etwa 5% der Me-
lanome als RACT P29S mutiert, wodurch es strukturell
zu einer Stabilisierung des GTP-bindenden und damit
aktivierten Status von RAC1 kommt. Beschrankt man
sich auf die Melanome in chronisch sonnenexponierter
Haut, fanden sich Mutationen sogar in knapp 10% der
Félle. In den drei Arbeiten wurden deutlich iber 100
Melanomproben untersucht, wovon der Grofteil Pri-
martumoren und Metastasen waren. Mutiertes RAC1
hat einen Einfluss auf die Migration und Proliferation
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von Melanomzellen, ohne dass dessen Wirkung aber
bisher detaillierter untersucht worden ist. Zwar gibt es
chemische Inhibitoren von RAC1, aber bisher keine in
klinischen Studien eingesetzte Substanz.

Mittlerweile gibt es groBangelegte Sequenzierungsini-
tiativen, die fiir alle gdngigen Tumortypen tausende
von Sequenzierungen durchfiihren [14], www.well-
come.ac.uk. Fir das maligne Melanom liegen, basie-
rend unter anderem auf Studien des Cancer Genome
Atlas Network, sehr aktuelle Daten von einigen Hundert
Melanomproben vor [12-14]. Konkret wurden im er-
wahnten Projekt des Cancer Genome Atlas Network 331
Melanomproben (Primdrmelanome, Melanommetasta-
sen und Melanomazelllinien) hauptsdchlich mittels
Whole-Exome- und RNA-Sequenzierung untersucht [14].

ErwartungsgemafR wurden aufgrund des experimentel-
len Ansatzes in den groBen oben erwahnten Studien
nur genetische Varianten in Exonen gefunden. Das Can-
cer Genome Atlas Network hat allerdings auch eine ge-
ringere Zahl von Gesamtgenomen untersucht [14].
Hierbei konnten Daten beziiglich des TERT (terminale
Transferase reverse Transkriptase)-Genes, die zwei Jah-
re zuvor verdffentlicht worden waren, im Wesentlichen
bestdtigt werden [27]. In dieser Studie konnte gezeigt
werden, dass in Melanomen sehr hdufig die Promotor-
region des TERT-Genes mutiert ist, und zwar in 33 % der
Primarmelanome und 85% der Metastasen [27]. TERT
ist Bestandteil des Telomerase-Komplexes, der zusdtz-
lich noch eine RNA (TERC) als Template (Matrize) fir
die Telomerbildung an den Chromosomenenden ent-
hélt. In normalen Korperzellen ist TERT inaktiviert, in
tiber 80% aller Tumoren aktiviert [28]. TERT sorgt fiir
die Aufrechterhaltung der Telomerenden und verhin-
dert dadurch die durch Zellalterung und dadurch be-
dingte Apoptose.

Fiir eine der mutierten Stellen konnte gezeigt werden,
dass es durch die Mutation zu einer verstarkten Aktivi-
tat des TERT-Promotors kommt. Interessant ist dabei
die Ausgangsidee der Studie, die mithilfe einer sog.
SNP (Single Nucleotide Polymorphism)-Analyse nach
pathogenetisch interessanten SNPs in einer Familie ge-
sucht hatte, in der es gehduft zum Auftreten von Mela-
nomen kam. SNPs sind genetische Varianten, die in der
allgemeinen Bevolkerung vorkommen, aber im Falle
einer Haufung bei bestimmten Erkrankungen auch
pathogenetische Bedeutung haben kdnnen. Bei vielen
Erkrankungen ist aber ein solch direkter Zusammen-
hang nicht belegt. Im Falle des Melanoms handelt es
sich um eine funktionelle Mutation im TERT-Promotor,
die in einem Bindemotiv fir den Transkriptionsfaktor
Ets liegt. In einer jlingeren Studie zu initialen geneti-
schen Verdnderungen bei der Melanomentstehung
konnte gezeigt werden, dass TERT offenbar bereits in
der ganz friihen Phase am Ubergang vom benignen
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Navus zum Melanom, in den sog. intermediate lesions,
haufig (77 %) mutiert ist [29].

Zusammenfassend liegen fiir das maligne Melanom da-
mit umfassende Daten zum Mutationsspektrum vor,
die aller Voraussicht nach nur noch geringfiigig durch
sehr selten (unter 1%) vorkommende Mutationen in
Zukunft erganzt werden.

s Merke

Funktionelle und spéatere therapeutische Bedeutung
vermutet man vor allem in wiederkehrenden Muta-
tionen an der gleichen Stelle des Genes (rekurrente
Mutationen), da diese zufalligerweise nur extrem
selten vorkommen (z.B. in RAC1, GRM3 und ERBB4).
In einer kiirzlich erschienenen Studie konnte gezeigt
werden, dass in Melanomen sehr haufig die Promo-
torregion des TERT-Genes mutiert ist.

Genfusionen und read-through-
Transkripte

Wenig Beachtung haben bislang sogenannte Fusions-
gene bei soliden Tumoren wie dem malignen Melanom
gefunden. Bei der chronisch-myeloischen Leukdmie ist
die BCR-ABL-Fusion eine sehr bekannte funktionelle ge-
netische Variante mit erheblichen therapeutischen
Konsequenzen. Genetische Translokationen mit der
Bildung von Fusionsgenen sind bei malignen hamatolo-
gischen Erkrankungen und diversen Sarkomen grund-
sdtzlich sehr hdufig [30]. Neuerdings mehren sich aller-
dings die Hinweise, dass Translokationen und Gen-
fusionen auch bei anderen soliden Tumoren eine Rolle
spielen konnten [31,32]. Mittlerweile sind fast 8000
Genfusionen bei malignen Tumoren inkl. Leukdmien
identifiziert worden [32]. Wenig ist allerdings (ber
ihre pathogenetische Bedeutung bekannt. Im Wesent-
lichen beruhen diese Entdeckungen auf den neueren
Sequenzierungstechniken, die es erlauben, solche Ver-
dnderungen genomweit und mit hoher Prazision auf-
zuspiiren. Hinsichtlich des Melanoms ist noch relativ
wenig bekannt. In einer Arbeit, die das gesamte Tran-
skriptom in 8 Kurzzeitkulturen und 2 Melanomzelllinien
mittels RNA-Seq sequenzierte, wurden eine ganze
Reihe von so genannten read-through-Transkripten als
Resultat von Genfusionen gefunden [33]. Unter ande-
rem wurden zwei Fusionen unter Beteiligung des Tu-
morsuppressorgens RBT und von RECK identifiziert.
RECK kann Tumorinvasion und Metastasierung verhin-
dern. Es kam aber keine der Fusionen in mehr als einer
Probe vor und wurde auch in keiner von 90 weiteren
untersuchten Zelllinien gefunden. Es handelt sich also
offenbar um sogenannte private Mutationen, d.h. sol-
che, die nur in Einzelfillen vorkommen.
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Interessanterweise wurden bei spitzoiden Melanomen
und bei mdglichen Vorlduferldsionen wie spitzoiden
N&vi und atypischen Spitztumoren haufiger solche Fu-
sionen gefunden [34]. Hier gab es auch Fusionen, die
im jeweilig gleichen Gen vorkamen. Untersucht wur-
den in der Arbeit 182 sogenannte cancer-related genes,
37 Introns von bei verschiedenen Krebsarten vorkom-
menden rearrangierten Genen und 612 Transkripte
von Kinase-Genen. Wie erwdhnt, wurden in der Arbeit
Spitzndvi, atypische Spitztumore und spitzoide Mela-
nome untersucht. Von letzteren ist bekannt, dass sie
nicht die Gblichen NRAS- und BRAF-Mutationen tragen.
Dabei konnten wiederholte Fusionen der Kinasen ROST,
ALK, NTRK1, BRAF und RET gefunden werden, und zwar
zusammengenommen in 54,7 % der Falle von Spitznavi,
56,3% der atypischen Spitztumore und 39,4% der
spitzoiden Melanome. Die genannten Kinasen hatten
dabei jeweils einen anderen Fusionspartner und auch
die Fusionsstelle variierte. Die funktionelle Bedeutung
dieser Ergebnisse konnte aber im Folgenden an einigen
Beispielen dadurch gezeigt werden, dass man Mausen
benigne Melan-A-Zellen injizierte, die die entsprechen-
den Fusionsgene trugen. Dadurch entwickelten diese
subkutane Tumoren, wdhrend Kontrollzellen keine Tu-
morbildung aufwiesen [34].

Interessanterweise konnten auch in der groBen Studie
des Cancer Genome Atlas Networks zum Melanom Gber
240 neue Fusionsgene gefunden werden. Hier war aber
nur ein sehr kleiner Prozentsatz rezidivierend, d.h. mit
dem gleichen Fusionspartner, der mit verschiedenen
anderen Genen fusionierte [35]. Unter den rezidivieren-
den Fusionspartnern waren BRAF, RAF1, AKT3 und MITF,
allerdings in sehr unterschiedlichen Kombinationen,
entweder der Fusion voran- oder nachgestellt, sodass
eine funktionelle Interpretation schwierig ist. Die mog-
liche funktionelle Bedeutung wurde dabei nicht unter-
sucht. In einer fritheren Arbeit konnte bereits gezeigt
werden, dass BRAF in seltenen Féllen beim Melanom
Genfusionen eingehen kann [35]. Es konnten in zwei
von 52 untersuchten Féllen BRAF-Fusionen gefunden
werden, deren Aktivitdt in funktionellen Assays auf
MEK1/2-Inhibition, nicht aber auf BRAF-Inhibition, an-
sprach. Abgesehen von den spitzoiden Melanomen
scheinen nach gegenwdrtigem Stand Fusionsgene als
Treiber beim malignen Melanom eher selten.

s Merke

Interessanterweise wurden bei spitzoiden Melano-
men und bei moglichen Vorlauferldasionen wie spit-
zoiden Navi und atypischen Spitztumoren hdufiger
Genfusionen gefunden. Beteiligte Gene waren dabei
ROST1, ALK, NTRK1, BRAF und RET.

& Thieme

Mutationsanalysen in der Routine

In der Routineanalyse werden gegenwartig nur eine
sehr begrenzte Anzahl von Genen untersucht, und zwar
BRAF, NRAS und KIT. Dabei werden unterschiedliche Ver-
fahren angewandt. Am bekanntesten ist der Cobas®
4800-Test zum Nachweis der BRAF-V600-Mutation [36].
Er basiert auf einer PCR, die fiir eine Mutation an dieser
Stelle sensitiv ist. Diesem Test wird eine hohe Sensitivi-
tdt und vor allem eine hohe Spezifitdt (iber 95 %) zuge-
schrieben. Er zeigt auch eine hohe Ubereinstimmung
mit einem weiteren kiirzlich beschriebenen Test (Idylla
TMBRAF) [37]. Die in den einzelnen Kliniken verwende-
tenTests sind sehr unterschiedlich und reichen von klas-
sischer Sanger-Sequenzierung und Pyrosequenzierung
bis zur gezielten Exon-Sequenzierung, die alle mit einer
hohen Spezifitdt ausgestattet sind (» Abb. 2).

In einer kirzlich erschienenen Arbeit wurden die ge-
brauchlichsten Nachweisverfahren zum Nachweis der
BRAF-V600-Mutation kritisch gegeniibergestellt [38].
Ausgangspunkt war eine kurz zuvor erschienene Ar-
beit, die behauptet hatte, dass es bei der Untersuchung
von Primdrmelanomen und Metastasen nur deshalb zu
hdufigen diskordanten Ergebnissen beziiglich des Mu-
tationsstatus fiir BRAF kommt, weil die Nachweisme-
thode mittels Cobas® 4800-Test z.B. gegeniiber dem
immunhistochemischen Nachweis mit dem VE1-Anti-
korper weniger sensitiv sei [39]. Hier wurden 140 Paare
von Primdrmelanomen und Metastasen untersucht und
bei 23 Cobas-diskordanten Paaren eine komplette Kon-
kordanz mit dem BRAF-spezifischen Antikérper VE1 ge-
funden. Eine genaue Betrachtung der 23 Cobas-diskor-
danten Félle ergab aber, dass die Mehrzahl durchaus
mittels Sanger-Sequenzierung als konkordant einge-
stuft werden konnten. Einige Félle blieben jedoch als
diskordante Félle tbrig, die alle weniger als 15 % Tumor-
zellen enthielten [38]. Diese Ergebnisse unterstreichen
noch einmal, dass Tumorproben mit wenig Tumor-
material beziiglich der jeweiligen Mutation ein falsch-
negatives Ergebnis ergeben kénnen. Der Schluss, dass
die Sanger-Sequenzierung letztlich sensitiver als die
Cobas-Untersuchung sei, kann aber aus dieser einzel-
nen Untersuchung nicht gezogen werden. Eine ganze
Reihe von Untersuchungen fand eine hohe Sensitivitat
und Spezifitét fiir die Cobas-Untersuchung. Bei Anwen-
dung der immunhistochemischen Methode sollte im
Falle eines negativen Ergebnisses eine Sequenzierung
fur die weniger haufigen V600-Mutationen angeschlos-
sen werden. Ob sich der immunhistochemische V600E-
Nachweis in Zukunft als Screeningverfahren bewdhrt,
missen weitere Untersuchungen zeigen. Aktuell wurde
tber dhnliche Ergebnisse auch fiir mutiertes NRAS
(NRAS Q61R) berichtet [40]. Die vielversprechenden
Ergebnisse in dieser ersten Studie zu NRAS wurden
kurz darauf von einer unabhangigen Gruppe bestatigt
[41]. Die Autoren der zweiten Studie verweisen darauf,
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»> Abb.2 Mutationsanalyse mittels Sanger-Sequen-
zierung. Melanomzellinien wurden bzgl. der BRAF-V600E-
Mutation (BRAF T1799A) mittels Sanger-Sequenzierung
untersucht. Abgebildet sind Sequenzen in dieser Region,
die einen Wildtyp (oben) und einen Wildtyp zusammen
mit einer V600E-Mutation (unten) zeigen. Letzteres
spricht fiir eine Heterozygotie oder fiir eine Heterogenitat
innerhalb der Zelllinie.

dass in ihrer Klinik beide Untersuchungen, Sequenzie-
rung und Immunhistochemie, durchgefiihrt werden,
um falsch-negative Resultate zu vermeiden.

Kunz M. Aktuelle molekulare Diagnostik... Akt Dermatol 2017; 43: 46-59

mmssm  Merke

In der Routineanalyse wird gegenwartig nur eine
sehr begrenzte Anzahl von Genen untersucht, und
zwar BRAF, NRAS und KIT. Bisherige Untersuchungen
unterstreichen die Tatsache, dass Tumorproben mit
wenig Tumormaterial beziiglich der jeweiligen Muta-
tion ein falsch-negatives Ergebnis ergeben kénnen.
Ob sich der immunhistochemische Nachweis der
BRAF-V600E-Mutation mit einem spezifischen Anti-
korper in Zukunft als Screeningverfahren bewahrt,
miissen weitere Untersuchungen zeigen.

Erweiterte Mutationsanalysen
(Cancer Panels)

Gegenwartig wird NGS in groBeren Initiativen dazu ge-
nutzt, den genetischen Hintergrund vieler solider
Tumore und hamatologischer Erkrankungen aufzu-
schliisseln. Beispielsweise hat das International Cancer
Genome Consortium (ICGC) eine groRere Initiative fir
die Sequenzierung von 25000 Krebsgenomen gestar-
tet (https://icgc.org/; http://www.wellcome.ac.uk).
Diese Daten werden die Basis bilden fiir zukiinftige
fokussiertere Analysen unter Nutzung individueller
Tumorpanels und Behandlungsansatze. Basierend auf
der oben genannten Veréffentlichung, hat das Cancer
Genome Atlas Network einen sehr umfassenden Daten-
satz geliefert, wodurch die Mutationslandschaft beim
malignen Melanom jetzt als sehr weit fortgeschritten
betrachtet werden kann [14]. Zukiinftige Analysen
werden evtl. noch Mutationen ergdnzen, die mit einer
geringen Haufigkeit (z.B. von unter 1%) vorkommen
und moglicherweise von klinischer Bedeutung sind.

Gegenwartig ist eine Reihe von sog. Sequenzierungs-
panels mit einer begrenzten Zahl an Genen fir die
Exon-Sequenzierung verfiigbar von verschiedenen Fir-
men wie z.B. von Life Technologies (AmpliSeq™ Cancer
Hotspot Panel v2; 50 oft mutierte Onkogene und
Tumorsuppressorgene) und Qiagen® (Breast cancer,
colorectal cancer und lung cancer panel). Die Firma
Illumina hat das sogenannte TruSight® Tumorpanel
mit 15 wiederholt mutierten Genen bei verschiedenen
Krebsarten etabliert. Es ist mdglich, dass dieses Panel
in Zukunft noch erweitert wird.

Diese Panels bendtigen fiir einzelne Tumorentitdten
weitere Erganzungen und kénnen in Zukunft fir indivi-
duelle Tumoranalysen eingesetzt werden. Bislang ist
noch kein eigentliches Melanompanel etabliert, das in
groBem MaRstab eingesetzt wird. Einige Kliniken
haben aber bereits eigene Panels entworfen, mit denen
individuelle Fragestellungen beantwortet werden kdn-
nen. Die Universitdts-Hautklinik Essen sequenziert hier
ein Panel von Genen mit 30 der am haufigsten beim
Melanom mutierten Gene (Exonsequenzierung). Einge-
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schlossen sind dabei auch die Analysen des TERT-Pro-
motors, der bei einer groBeren Zahl von Melanomen
mutiert ist [27]. Die Rolle des TERT-Promotors wurde
auch in einer jiingeren Arbeit zur Entstehung des mali-
gnen Melanoms erneut unterstrichen [29]. Dieses wie
auch die anderen Panels missen sich jetzt in klinischen
und experimentellen Studien bewahren.

o Merke

Tumorpanels einzelner Tumorentititen fiir die ge-
zielte Sequenzierung sind aktuell in der Erprobung
und bendétigen wahrscheinlich noch weitere Ergan-
zungen. Sie kénnten in Zukunft fiir individuelle
Tumoranalysen eingesetzt werden. Bislang existiert
noch kein kdufliches Melanompanel.

Genetische und genomische
Analysen bei Behandlungsresistenz

Mithilfe der NGS und anderer genomischer Analysen
konnten Mechanismen der sekundaren Behandlungs-
resistenz (nach Therapie) oder der primédren Behand-
lungsresistenz (vor Therapie) aufgekldrt werden. Mitt-
lerweile liegt hierzu eine Fille von Untersuchungen
vor, die hier nur exemplarisch dargestellt werden kon-
nen. In einer der ersten Arbeiten wurden 45 Patienten
untersucht [42]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
sekunddre Resistenzen gegeniiber dem BRAF-Inhibitor
Vemurafenib offenbar durch Mutationen in den beim
Melanom bereits bekannten MAPK- und PI3K-Signalwe-
gen verursacht werden. Konkret kam es zum Auftreten
von NRAS-Mutationen, BRAF-Amplifikationen, MEKT/2-
Mutationen und Mutationen der PI3-Kinase [42]. In
den anschlieBend durchgefiihrten In-vitro-Unter-
suchungen konnte nachgewiesen werden, dass eine
Kombinationstherapie, die beide Signalwege adres-
siert, den BRAF- und den PI3K-Akt-Signalweg, einen
deutlich besseren Effekt auf Melanomzellen erzielt als
die jeweilige Einzeltherapie. Dies spricht dafiir, dass
Kombinationstherapien helfen kénnen, die Zahlen der
Rezidive zu verringern. Uber dhnliche genetische Ver-
dnderungen ist auch in anderen Arbeiten berichtet
worden. Diese beruhen aber z.T. auf reinen In-vitro-
Untersuchungen [23,43,44].

In einer weiteren Arbeit wurde versucht, Resistenz-
mechanismen (iber einen umfassenden genetischen
(gain-of-function) Screen zu identifizieren [45]. Hierbei
wurden BRAF-mutierte Melanomzelllinien mit einem
BRAF-, MEK1/2- und ERK1/2-Inhibitor einzeln oder in
Kombination behandelt. Gleichzeitig dazu wurden ins-
gesamt 15000 verschiedene Gene in parallelen Ansat-
zen (iberexprimiert, um eine Behandlungsresistenz zu
erzeugen. Bei den Ergebnissen fiel auf, dass es tiberwie-
gend Gene der sogenannten G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren waren, die Resistenz vermittelten. Diese
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tiben ihre intrazelluldre Signaltransduktion (ber die
Adenylatzyklase, cAMP und Proteinkinase A (PKA) aus,
was letztlich unter anderem zu einer transkriptionellen
Aktivierung von MITF fiihrt. Eine Inhibition der Tran-
skription von MITF mit Histondeazetylase-Inhibitoren
konnte konsequenterweise diese Resistenz wieder
riickgangig machen. Ob dieses Experiment so in die
humane Situation am Patienten (bertragbar ist, kann
gegenwartig noch nicht beurteilt werden.

Etwa zur gleichen Zeit erschien eine Arbeit, die zeigen
konnte, dass sich Melanome mit einer primdren Be-
handlungssresistenz gegeniiber BRAF- und MEK1/2-In-
hibitoren durch Genexpressionsmuster auszeichnen,
die als MITF low/NF-kB high-Phdnotyp bezeichnet wur-
den [46]. In diesen Untersuchungen hatte man Gen-
expressionsmuster von intrinsisch sensitiven mit intrin-
sisch resistenten Zelllinien verglichen und einen auf-
fallenden Unterschied in der Genexpression von MITF-
und NF-kB-abhidngigen Genen festgestellt. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch mit Melanomkurzzeit-
kulturen gemacht. Bei einer weitergehenden Untersu-
chung von Melanomproben von mit BRAF- und MEK1/
2-Inhibitor behandelten Patienten waren MITF low/NF-
kB high-Genmuster mit einem deutlich geringeren pro-
gressionsfreien Uberleben assoziiert. Ahnliche Ergeb-
nisse konnten auch von einer anderen Gruppe erzielt
werden, wobei es in dieser Studie auch eine ganze
Reihe von Resistenzen mit erhéhter MITF-Expression
gab [47]. Offenbar gibt es Resistenzentwicklungen,
die mit niedriger, aber auch mit hoher MITF-Expression
einhergehen.

Eine interessante Beobachtung zur Inhibitorresistenz
wurde kirzlich zur kombinierten BRAF/MEK-Inhibitor-
Resistenz gemacht [44]. Dabei wurde neben der Inhibi-
torresistenz eine sogenannte Drug Addiction nachge-
wiesen. Das bedeutet, die Melanomzellen wuchsen in
Gegenwart der BRAF/MEK-Inhibitoren weiter, horten
aber nach Entzug mit dem Wachstum auf. Genetisch
handelte es sich bei den resistenten Zellen um Zellen
mit bis zu achtzigfach erhdhten Kopienzahlen des
BRAF-Gens, die offenbar unter Therapie herausselek-
tioniert worden waren. In nachfolgenden Versuchen
konnte gezeigt werden, dass diese Drug Addiction
durch eine Dreifachkombination mit einem zusdtz-
lichen ERK1/2-Inhibitor Gberwunden werden konnte.
Grundsatzlich sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass es
Sinn machen kdnnte, bei Behandlungsresistenz die Be-
handlung zu unterbrechen, in der Hoffnung auf einen
Riickgang von Metastasen. Die Autoren sagen aber
auch, dass sie dafiir in den bisher abgelegten Daten zu
Behandlungsverldufen im Cancer Genome Atlas keine
Hinweise gefunden haben. Allerdings werden gegen-
wartig entsprechende Studien zu einer intermittieren-
den Therapie beim malignen Melanom durchgefiihrt.
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In einer weiteren Arbeit zur BRAF-Inhibitorresistenz
konnte in der groRen Mehrzahl der Félle (ca. 70%)
ebenfalls ein Mechanismus entdeckt werden, der die
MAPK-Signalwege betrifft [43]. In ca. 20% der Félle
kam es zu einer Aktivierung des PTEN-PI3K-AKT-Signal-
weges. Die Autoren haben fiir die Mutationsmuster
Progressionsstammbdume erstellt, die darauf hindeu-
ten, dass es zu einer verzweigten Evolution wdhrend
der Progression kommt, die im Ursprungstumor bereits
angelegt ist. All dies deutet daraufhin, dass die
urspriingliche genetische Heterogenitdt das Anspre-
chen und das Auftreten von Rezidiven beeinflussen
kann.

s Merke

Es konnte gezeigt werden, dass sekundare Resisten-
zen gegeniiber dem BRAF-Inhibitor Vemurafenib
unter anderem offenbar durch Mutationen in den
beim Melanom bereits bekannten MAPK- und PI3K|/
Akt-Signalwegen verursacht werden. Eine interes-
sante Beobachtung wurde kiirzlich zur kombinierten
BRAF/MEK-Inhibitor-Resistenz gemacht. Dabei wurde
neben der Inhibitorresistenz eine so genannte Drug
Addiction nachgewiesen, sodass ein kurzfristiger
Entzug des Pharmakons eventuell zu einer Gegen-
selektion und einem spateren Wiederansprechen
fiihren kann, was aber in Studien noch zu belegen ist.

Tumorheterogenitdt und Einzel-
zellanalysen

In einer Reihe von Untersuchungen aus den vergange-
nen Jahren konnte gezeigt werden, dass Tumoren ge-
netisch heterogen sind [48] (> Abb. 3). Diese Hetero-
genitat konnte besonders eindrucksvoll in einer Arbeit
zum Nierenzellkarzinom nachgewiesen werden [49].
Hier wurden verschiedene Areale eines primdren Nie-
renzellkarzinoms untersucht, und es konnte gezeigt
werden, dass sich die Mutationsmuster in den verschie-
denen Arealen deutlich unterschieden. Dabei gab es
eine ganze Reihe von Uberlappungen, aber auch viele
Mutationen, die nurin dem jeweiligen Areal vorkamen.
In einem sogenannten phylogenetischen Baum der
Mutationen konnte gezeigt werden, dass sich Metasta-
sen hinsichtlich ihres Mutationsmusters deutlich vom
Primédrtumor unterschieden. Diese genetische Hetero-
genitdt ist nach heutiger Vorstellung eine wesentliche
Ursache der sekunddren Therapieresistenz bei ver-
schiedenen Tumoren. Im Grunde ist dieser Sachverhalt
zwar naheliegend, aber kaum wirklich einmal gezeigt
worden. Hierzu liegt eine hinweisende Arbeit zum
Kolonkarzinom vor, in der gezeigt werden konnte, dass
es nach Behandlung mit einem EGF-Rezeptor-Inhibitor
zum Auftreten von Rezidiven mit einer aktivierenden
KRAS-Mutation kam [50]. Aktivierende KRAS-Muta-
tionen finden sich wiederum grundsétzlich haufig in
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Genetische Heterogenitat

»> Abb.3 Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der
Sequenzierung von Tumorproben bis hin zur Einzelzellanalyse.

Einzelzellanalysen sind gegenwartig noch sehr aufwendig. Ihre klinische

Bedeutung kann noch nicht abgeschatzt werden.

Kolonkarzinomen. Aus dieser Tatsche, der relativ kur-
zen Zeit bis zum Auftreten der KRAS-mutierten Zellen
und der geringeren Wahrscheinlichkeit einer zufélligen
Mutation an der jeweiligen Stelle im KRAS-Gen schlos-
sen die Autoren, dass es sich um Mutationen in einem
vorher bereits vorhandenen Subklon handeln musste.

Dass das Uberwachsen eines resistenten Subklons
grundsétzlich so vonstattengehen kann, konnte fiir
das Melanom gezeigt werden [51]. Dabei wurde ein
kleiner Prozentsatz von 0,05 % resistenter Tumorzellen
unter 99,95 % BRAF-Inhibitor-sensitive Zellen gemischt
und Mdusen injiziert. Schon nach wenigen Tagen kam
es zu einem Uberwachsen der resistenten Tumorzellen,
wenn man mit Vemurafenib behandelte. Unbehandelte
Tumoren brauchten fiir ein dhnliches Wachstum der
resistenten Zellen deutlich ldnger. In den resistenten
Zellen kam es dabei zu einer Aktivierung des PI3K/Akt/
mTOR-Signalweges. Eine Inhibition dieses Signalweges
fihrte konsequenterweise zu einer Reduktion des
Wachstums von resistenten Tumorzellen. Das Phdno-
men des Uberwachsens eines Subklons in heterogenen
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Tumorpopulationen hat in der jlingeren Vergangenheit
zur Entwicklung entsprechender mathematischer Mo-
delle zur Therapieresistenz gefiihrt [52]. Diese Unter-
suchungen konnten unter Einbeziehung bekannter
Wachstumsdaten von Tumorzellen zeigen, dass es nur
wenige Monate braucht, bis ein relativ kleiner, thera-
pieresistenter Subklon (von ca. 1% der Zellen) den
Tumor Gberwéchst, wenn man gegen den anfdnglich
dominanten Klon eine zielgerichtete Therapie durch-
fihrt [52]. Dieses Ergebnis entspricht sehr gut der kli-
nischen Erfahrung bei vielen Tumoren, z.B. auch beim
malignen Melanom, wo es nach einer anfanglichen Bes-
serung nach 6-8 Monaten zu einem dann oft rasch
progredienten Rezidiv kommt. Aus diesem Grund wer-
den in jingeren Arbeiten und im klinischen Alltag zu-
nehmend Kombinationstherapien favorisiert, die von
vorneherein mehrere mogliche Subklone adressieren
[16]. Jingere, ebenfalls eher mathematisch orientierte
Analysen haben fiir das Melanom eine ganze Reihe
sogenannter Subclonal Drivers entdeckt, die zumindest
theoretisch unter zielgerichteter Therapie das Wachs-
tum des jeweiligen Subklones férdern kénnen, wozu
unter anderem NF2, ERBB4, FGFR2/3, ATM und PDGFRA/
B gehoren [53].

Grundsatzlich scheinen sich in Zukunft Kombinations-
therapien durchzusetzen. GroRere Screeninguntersu-
chungen fiir eine Kombinationsbehandlung von BRAF-
Inhibitoren unter Zuhilfenahme einer gréReren Sub-
stanzbank mit Tausenden von chemischen Substanzen
wurden bereits durchgefiihrt [54]. Bei BRAF-mutierten
Melanomzellen erzielte Lapatinib den besten synergis-
tischen Effekt mit Vemurafenib. Bei NRAS-mutierten
Melanomzellen erzielte Simvastatin den besten syner-
gistischen Effekt mit Flavopiridol. Die Autoren geben
aber zu bedenken, dass es keine epidemiologischen
Hinweise auf eine tumorprotektive Wirkung von Simva-
statin gibt [54]. Dies mag viele Griinde haben, die z.B.
in der Dosierung liegen, aber auch in der Tatsache, dass
das sogenannte Tumor-Mikroenvironment den Tumor
gegeniiber solchen Therapien resistenter macht im
Vergleich zur Zellkultur.

Die Tumordiversitdt maligner Tumoren ldsst sich ge-
genwartig in ihrer Komplexitat nur unvollstdndig abbil-
den. Neuere Untersuchungen konnten die NGS-Tech-
nologie auf die Untersuchung einzelner Zellen erwei-
tern. Hier hat sich aus technologischen Griinden zu-
ndchst die Sequenzierung des Transkriptoms durchge-
setzt [55], was unter anderem dran liegt, dass es pro
Zelle in der Regel nur zwei Kopien fiir den jeweiligen
DNA-Bereich gibt, aber durchaus hunderte von RNA-
Kopien. In einer Arbeit zum Glioblastom konnte gezeigt
werden, dass sich verschiedene Subklone offenbar
durch verschiedene Genexpressionsmuster unterschei-
den [56]. Diese Untersuchungen haben es auch
erlaubt, einen kleinen Prozentsatz an Zellen zu identifi-
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zieren, die von den Genmustern her Stammzellen ent-
sprechen, die wiederum vielversprechende Zielstruktu-
ren fir zukiinftige Therapieansatze sein konnen. Durch
eine zielgerichtete Therapie beim Bronchialkarzinom
durch den Kinaseinhibitor Vandetanib wurden die Gen-
muster der Einzelzellanalysen beeinflusst und verloren
an Heterogenitdt [57]. Dies spricht dafiir, dass gezielte
Behandlungen die Heterogenitat von Zellen beeinflus-
sen kénnen. Darliber hinaus waren primar resistente
Zellen mit einer geringeren Diversitat der Genmuster
ausgestattet.

Fiir das maligne Melanom liegt eine kleinere Studie vor,
die zwei unterschiedliche Zelllinien bzgl. ihrer Aggres-
sivitdt auf Einzelzellebene untersucht hat [58]. Grund-
satzlich wiirde man die Tumorheterogenitdt aber gerne
auf DNA-Ebene nachweisen, um die komplexe klonale
Struktur aufzukldren. Solche Untersuchungen befinden
sich momentan in den Anfingen und werden voraus-
sichtlich in naher Zukunft technisch durchftihrbar sein
[55,59].

s Merke

Diese genetische Heterogenitat ist nach heutiger
Vorstellung eine wesentliche Ursache der sekundaren
Therapieresistenz bei verschiedenen Tumoren. Jiin-
gere, eher mathematisch orientierte Analysen haben
fiir das Melanom eine ganze Reihe an Kandidaten fir
sogenannte Subclonal Drivers entdeckt, die zumindest
theoretisch unter zielgerichteter Therapie gegen den
dominanten Klon das Wachstum des jeweiligen Sub-
klons férdern kénnen.

Ausblick

Basierend auf den aktuellen Erkenntnissen hinsichtlich
der genetischen Ursachen von malignen Tumoren wer-
den in Zukunft sicher gréBere Sequenzierungs-Panels
bei der Mutationsanalyse eingesetzt. Dies betrifft auch
das maligne Melanom. Die daraus gewonnenen Er-
kenntnisse werden aber nur dann Sinn machen, wenn
die Zahl der verfiigbaren Substanzen fir eine zielge-
richtete Therapie mit dieser Entwicklung Schritt hélt.
Es ist zu erwarten, dass in naher Zukunft klinische Stu-
dien aufgelegt werden, die, basierend auf dem Muta-
tionsmuster, eine individuelle Kombination von Inhibi-
toren einsetzen. Bei moglichen Rezidiven muss dann
erneut eine entsprechende genetische Analyse durch-
gefiihrt werden. Untersuchungen mittels Einzelzell-
sequenzierungen unterstreichen die genetische Hete-
rogenitat von Tumoren. Sie kdnnen auch fir Tumor-
zellen eingesetzt werden, die aus dem peripheren Blut
isoliert werden (Liquid Biopsy). Es wird allerdings nur
sehr schwer méglich sein, mit einem vertretbaren Auf-
wand alle Subklone in einer Melanomprobe zu identifi-
zieren.
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Neuere Daten zeigen, dass Patienten mit Melanomen
mit einer hohen Mutationslast bei einer Inmunthera-
pie gegen CTLA-4 und PD-1 eine deutlich bessere Prog-
nose haben [60,61]. Patienten mit hoher Mutationslast
scheinen unter einer Monotherapie gegen PD-1 bereits
ein so gutes Ansprechen zu zeigen, dass eine Kombina-
tion mit einem CTLA-4-Inhibitor moglicherweise nicht
mehr erforderlich ist [62]. Die Kenntnis der Mutations-
last und die Kenntnis immunologisch relevanter mu-
tierter Antigene (Neoantigene) kénnten in Zukunft als
Entscheidungskriterium fiir die Immun-Checkpoint-
Therapie mit herangezogen werden. Dies ware ein wei-
terer wichtiger Schritt in Richtung einer Prazisionsme-
dizin.

Fazit fir die Praxis

= Basierend auf Ergebnissen der Sequenzierung mit-
tels Next-Generation Sequencing weiR man heute,
dass es beim malignen Melanom hunderte verschie-
dener Mutationen gibt, deren Bedeutung sich uns
erst langsam erschlieRt.

= Die gegenwadrtigen zielgerichteten BRAF-spezifi-
schen Therapien sind nach aktuellen klinischen Er-
kenntnissen gegeniiber der BRAF-V600E-Mutation
und zumindest auch gegeniiber der BRAF-V600K-
Mutation wirksam.

= Obwohl aktuell im Fokus des Interesses, scheinen
Genfusionen nach gegenwartigem Kenntnisstand
nur beim spitzoiden Melanom eine Rolle zu spielen.

= Fir die Routinediagnostik werden in der ndheren
Zukunft wahrscheinlich spezifische Antikérper ge-
gen mutiertes BRAF und NRAS Bedeutung erlangen.

= Das maligne Melanom ist wie auch andere solide
Tumoren ein genetisch heterogener Tumor. Die
Tumorheterogenitdt scheint wesentlich an der
sekunddren Behandlungsresistenz beteiligt zu sein.

= Spezifische Mutationspanels werden in Zukunft
voraussichtlich die Mutationsanalyse beim malignen
Melanom wesentlich erweitern.
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ZUSAMMENFASSUNG

In der jiingeren Vergangenheit hat die dermatologische Onko-
logie beim malignen Melanom groRe Fortschritte im Hinblick
auf neue diagnostische und therapeutische Moglichkeiten ge-
macht. Erstmals ist es seit langer Zeit gelungen, durch zielge-
richtete Therapieansdtze gegen das mutierte BRAF-Onkogen
und den davon abhingigen MAP-Kinase-Signalweg das Uber-
leben von Melanompatienten zu verbessern. Im Wesentlichen
beruhen die Fortschritte auf genetischen Analysen, die gegen-
wartig eine wichtige Rolle in der Tumordiagnostik spielen. Ob-
wohl sich die Therapieentscheidungen beim malignen Mela-
nom im Moment noch auf den Nachweis von BRAF-, NRAS-
oder KIT-Mutationen beschrdnken, gibt es bereits erste An-
sdtze, das Panel der untersuchten Gene zu erweitern. Es stellt
sich dabei auch die Frage, ob alle moglichen genetischen
Variationen langwierigen pra-klinischen und klinischen Unter-
suchungen unterzogen werden oder ob man, basierend auf
Fortschritten bei anderen Tumoren, rasch vielversprechende
Therapien auch beim Melanom in der Klinik einsetzen wird.
Ein neuerdings vielbeachtetes Phdnomen bei malignen Tumo-
ren wie auch beim malignen Melanom ist die Tumorheteroge-
nitat. Sie wird unter anderem verantwortlich gemacht fir die
haufigen Rezidive nach zielgerichteter Therapie, obwohl direk-
te Beweise daflir noch nicht vorliegen. Auch hier haben gene-
tische Untersuchungen wichtige Hinweise geliefert.

In diesem kurzen Ubersichtsartikel wird auf die aktuelle Ent-
wicklung in der molekularen Diagnostik beim malignen Mela-
nom eingegangen, die aller Voraussicht nach schon in naher
Zukunft Einfluss auf Therapieentscheidungen nehmen kdnnte.

ABSTRACT

In recent years, dermatologic oncology of melanoma has made
major progress regarding diagnostic and therapeutic opportu-
nities. For the first time, the overall survival of melanoma pa-
tients has been improved using targeted therapy directed
against the mutated BRAF oncogene and the downstream
MAP kinase signaling pathway. In principle, these advances
rely on genetic analyses, which currently play an important
role in tumor diagnostics. Although treatment decisions in
melanoma are currently confined to the detection of muta-
tions in BRAF, NRAS and KIT genes, there are preliminary
approaches to expand this panel of genes. This poses the ques-
tion whether all possible genetic variants will subsequently be
subjected to tedious pre-clinical and clinical studies, or whe-
ther - based on progresses attained in other tumor entities -
promising targeted treatment options of other tumor entities
will be rapidly transferred into clinical settings in melanoma. A
recently much-noticed phenomenon in malignant tumors such
as melanoma is tumor heterogeneity. Among other things, tu-
mor heterogeneity is made responsible for frequent recurren-
ces after targeted treatment, although direct evidence has not
yet been provided for a causative role. Again genetic analyses
have provided important evidence in this area.

This short review article addresses to the current development
in the molecular diagnostics of melanoma, which may have an
impact on treatment decisions in the near future.
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Fort- und Weiterbildung

@ Thieme

Punkte sammeln auf CME thieme.de

Frage 1

Welche ist die haufigste beim malignen Melanom
vorkommende BRAF-V600-Mutation?

A BRAF-V600R

B BRAF-V600K
C  BRAF-V600E
D BRAF-V600D
E  BRAF-V600M
Frage 2

Fiir welche der folgenden BRAF-V600-Mutationen wurde
in klinischen Untersuchungen eine dhnliche Wirksamkeit
gegeniiber BRAF-Inhibitoren gefunden wie fiir BRAF-V600E?

A BRAF-V600L

B BRAF-V600K
C  BRAF-V600G
D BRAF-V600D
E  BRAF-V600M
Frage 3

Durch das sogenannte Next-Generation Sequencing wurden
beim malignen Melanom in der jiingeren Vergangenheit
neue Mutationen entdeckt. Welche der folgenden Aussagen
ist nicht richtig?

A Es handelt sich Gberwiegend um Mutationen, die auf eine
Verursachung durch UV-Licht hindeuten.

N @

Eine rekurrente Mutation wurde im RACT-Gen gefunden.

D Hinsichtlich aktivierender Mutationen im ERBB4-Gen
wurde bereits eine klinische Studie aufgelegt, bei der
die Substanz Lapatinib getestet wurde.

E  Das TERT-Gen zeigt beim malignen Melanom héufig

Promotormutationen.

Frage 4

Spitzoide Melanome zeigen haufig Genfusionen. Welches Gen
gehort nicht zu den dabei kiirzlich beschriebenen Fusionen?

A ROS

B ALK

C PDGFR
D BRAF
E RET

Eine rekurrente Mutation wurde im GRIN2A-Gen gefunden.

Frage 5

Welche der folgenden Aussagen zu Genfusionen bei klassischen
(nicht-spitzoiden) malignen Melanomen trifft zu?

A Genfusionen kommen nicht vor.

B Genfusionen kommen wesentlich haufiger vor als bei
anderen Tumoren.

C Genfusionen betreffen immer das BRAF-Gen.
Genfusionen betreffen immer das MITF-Gen.

E Die bislang gefundenen Genfusionen sind in ihrer patho-
genetischen Bedeutung noch nicht erforscht.

Frage 6

Welche der folgenden Gene werden heutzutage (iblicherweise
beim malignen Melanom hinsichtlich ihres Mutationsstatus’
untersucht?

A KRAS, BRAF, EGFR

B BRAF, NRAS, KIT

C NOTCHT, KIT, ERBB2
D EGFR, PDGFR, KIT

E  PTCH, SMO, GLI
Frage 7

Im Moment werden durch verschiedene Konsortien gro
angelegte Sequenzierungsanalysen fiir maligne Tumoren
durchgefiihrt. Welche der folgenden Aussagen ist richtig?

A Solche Mutationsanalysen kdnnen in Zukunft zur Etablie-
rung von Mutationspanels fiir einzelne Tumorentitaten
dienen.

B Die Mutationsanalyse beim malignen Melanom ist auch
fur seltene Mutationen bereits abgeschlossen.

C Fir das maligne Melanom ist bereits ein Mutationspanel
fest etabliert.

D Esgibt bereits ein Gesamtpanel mit allen Mutationen der
verschiedenen Tumorentitdten.

E  Solche Tumorpanels werden bei vielen Tumorentitdten
bereits regemaRig fir Therapieentscheidungen
herangezogen.
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Frage 8

Genetische Untersuchungen zur Behandlungsresistenz
beim malignen Melanom auf die Behandlung mit BRAF-

und MEK1/2-Inhibitoren haben folgende Ergebnisse
gezeigt:

A Mutationen in resistenten Proben sind die gleichen

wie in der urspriinglichen Probe.
B Resistenzen werden fast immer durch eine
erniedrigte MITF-Expression verursacht.

C Mutationen in resistenten Proben betreffen oft den

MAPK- oder den PI3K/Akt-Signalweg.

D Unter Drug Addiction versteht man, dass der Tumor
nach einer Therapiepause wieder auf die Therapie

anspricht.
E  Resistenzen werden stets durch eine Aktivierung
der Proteinkinase A vermittelt.

Kunz M. Aktuelle molekulare Diagnostik... Akt Dermatol 2017; 43: 46-59

Frage 9

Welche Aussagen zur Tumorheterogenitat treffen zu?

A

Die meisten soliden Tumore, wie auch das maligne
Melanom, zeigen eine genetisch homogene
Zellpopulation.

Die Tumorheterogenitat wird fiir das Auftreten
sekundarer Resistenzen verantwortlich gemacht.
Nach gegenwadrtiger Kenntnis aus Tierexperimen-
ten missen subklonale und resistente Zellpopula-
tionen mindestens 10-20% der Gesamtpopulation
ausmachen, um zum Rezidiv unter Therapie

zu fihren.

Untersuchungen zur Tumorheterogenitat gibt es
bislang nur beim Nierenzellkarzinom.

Nach heutiger Erkenntnis spiegelt sich die Tumor-
heterogenitat vor allem auf epigenetischer Ebene
wider.

Frage 10

Gegen welches der folgenden Proteine gibt es fiir die
klinische Routine einen spezifischen Antikdrper gegen
die im Melanom haufig mutierte Form?

A

BRAF
KIT
ERBB4
RAC1
GRM3
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