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Val. Vergleich

VS. versus
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wit Wildtyp

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem

Aus Grunden der besseren Lesbarkeit werden Personenbezeichnungen lediglich in der mann-
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1. Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist eine von den Melanozyten ausgehende bdsartige Neoplasie, die in
Deutschland, aber auch europa- und weltweit, eine stetig ansteigende Inzidenz erfahrt und
eine hohe Tendenz zur Metastasierung aufweist. Fur die Gruppe der NRAS-mutierten Mela-
nompatienten besteht derzeit keine zugelassene zielgerichtete Therapie wie es hingegen fir

BRAF- und cKIT-mutierte Melanompatienten der Fall ist.

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden, retrospektiven Monozenterstudie Prog-
nosefaktoren fur NRAS-mutierte Melanompatienten und deren Krankheitsverlauf identifiziert
sowie das Therapieansprechen auf verschiedene Systemtherapien untersucht. In Kenntnis der
gegenwartigen Literatur handelt es sich hierbei mit einem Studienkollektiv von 324 Patienten

um die derzeit groite monozentrische Studie fiir NRAS-mutierte Melanompatienten.

Unter epidemiologischen Gesichtspunkten konnten wir in unserem Studienkollektiv eine sta-
tistisch signifikante Androtropie von 63% feststellen (p <0,0001). Das Alter bei Erstdiagnose
lag geschlechtsunspezifisch im Median bei 70 Jahren (MW: 66,40). Die héchste Pravalenz
zeigte sich am Rumpf, gefolgt von den unteren und oberen Extremitaten. In der altersspezifi-
schen Analyse konnten wir eine Pradominanz des nodularen malignen Melanoms uber alle

Altersgruppen hinweg verzeichnen (p-Wert <0,0001). Die mediane Tumordicke lag bei 3,0mm.

In 45% der Falle konnte nach erfolgter Wachterlymphknotenbiopsie (SLNB) ein metastatischer
Befall des SLN nachgewiesen werden. Dieser Wert liegt deutlich héher als in vielen anderen

veroffentlichten Studien.

Molekularpathologisch betreffen NRAS-Mutationen beim Melanom am haufigsten das Codon
61, was wir Ubereinstimmend bestatigen kdnnen. Die haufigste NRAS-Mutation in unserer Pa-
tientenkohorte war NRAS Q61R, gefolgt von Q61K, Q61L und Q61H. In 3,7% der Falle fanden
sich koexistente, aktivierende Treibermutationen von NRAS/BRAF und NRAS/c-KIT. Dies ist
erstaunlich, da allgemein angenommen wird, dass sich zwei aktivierende Treibermutationen

gegenseitig ausschlielen.

Die mediane Dauer bis zur Entwicklung einer Primarmetastasierung ab Erstdiagnose betrug
in unserer Studienpopulation 12,00 Monate. Wir konnten aufzeigen, dass NRAS-Mutationen
beim Melanom zu einer ausgepragten lokoregionalen und friihen cerebralen Metastasierung
fuhren (p<0,0001). Um ein Genotyp-spezifisches Metastasierungsmuster identifizieren zu kén-
nen, erfolgte eine Stratifizierung der Primarmetastasierung unserer Studienpopulation konkor-
dant zu den vier NRAS-Hauptgenotypen Q61H, Q61K, Q61L und Q61R. Unseren Ergebnissen
zufolge scheint flir Patienten mit einer NRAS Q61H Mutation eine Tendenz zu bestehen, keine
oder lokoregionare Metastasen zu entwickeln. Fir Patienten mit einer NRAS Q61K Mutation

hingegen kann ein lokoregionales bzw. viszerales Metastasierungsmuster als wahrscheinlich
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angenommen werden. Fur Patienten mit einer NRAS Q61L Mutation lasst sich eine Korrelation
zu lokoregionalen und cerebralen Metastasen ableiten. Alleinig fir NRAS Q61R Patienten be-
steht ein diffuses Metastasierungsmuster, das zu keinen oder zu jeder Art von Metastasen
fuhrt. Eine solche Stratifizierung spiegelt sich in der aktuellen Literatur nicht wider. Wir konnten
somit erstmals ein Genotyp-spezifisches Metastasierungsmuster fir NRAS-mutierte Mela-

nompatienten in Abhangigkeit spezifischer NRAS-Mutationen identifizieren.

Das Melanom-spezifische Gesamtiberleben nach 5 Jahren betrug im Schatzverfahren nach
Kaplan-Meier 62,9% (Q61L: 80,7%, Q61H: 71,4%, Q61R: 62,0%, Q61K: 57,6%). In den 10-
Jahres-Daten sank das OS flr die Gesamtkohorte auf 46,7%. Das Gesamtiiberleben nach

NRAS-Genotypen folgte dabei der 5-Jahres-Analyse.

Anhand einer multivariaten Cox-Regression uberpruften wir Einflussfaktoren auf das Gesamt-
Uberleben. Als signifikante Faktoren fiir ein verkirztes OS konnten wir den NRAS Genotyp
Q61K (Hazard Ratio 1,467), die Lokalisation des Primartumors im Kopf-/Halsbereich (Hazard
Ratio 1,706) sowie ein Lebensalter von 71-80Jahren (Hazard Ratio 1,274) ermitteln. Als rezip-
roken und damit positiv prognostischen Pradiktor identifizierten wir den Genotyp Q61L (Hazard
Ratio 0,357). Dies ist Uberraschend, da wirim Rahmen dieser Studie auch feststellen konnten,
dass dieser Genotyp ein erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung von Hirnmetastasen aufweist und

das Erreichen eines Stadium IV M1D als limitierender Faktor im Gesamtiberleben gilt.

Insgesamt 34,87% der Studienpopulation erhielten eine systemische Therapie. Hinsichtlich
der Systemtherapeutika wurde in 3 Gruppen unterschieden: 1. Chemotherapeutika, 2. Immun-
therapien und 3. zielgerichtete Therapien. In der First-Line-Therapie konnte ein medianes pro-
gressionsfreies Uberleben (PFS) von 4,00 Monaten fiir die Gesamtkohorte ermittelt werden.
In der Substanzklassenanalyse wiesen immuntherapeutisch behandelte Patienten mit 7,50
Monaten das langste PFS auf. Fiir chemotherapeutisch bzw. zielgerichtet therapierte Patien-
ten liel® sich ein PFS von 2,00 bzw. 3,50 Monaten feststellen (p<0,0001). In der Second-Line-
Therapie betrug das PFS fir die Gesamtkohorte 5,00 Monate. Patienten unter Chemotherapie
bzw. zielgerichteter Therapie wiesen ein PFS von 3,00 Monaten bzw. 4,00 auf. Die Gruppe der

Immuntherapierten erreichte ein PFS von 5,50 Monaten (p=0,901).

Auffallig war, dass das PFS bei unseren Patienten in fortgeschrittenen Therapielinien unter
Therapie mit einem MEK-Inhibitor zunahm (max. 8 Monate in 3. Therapielinie bzw. 7 Monate

in 4.Therapielinie) — auch wenn diese Ergebnisse keine statistische Signifikanz erreichten.

Um zu evaluieren, ob Patienten mit einer NRAS-Mutation von einer bestimmten Immunthera-
pie in der First- bzw. Second-Line-Therapie profitieren, haben wir das PFS konkordant zu den
Therapieschemata CTLA-4-Antikorper, PD1-Antikérper oder Immunkombinationstherapie
(CTLA-4-AK + PD1-AK) untersucht. Hier zeigte sich, dass NRAS-Mutierte in der
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Erstlinientherapie von einer Checkpoint-Inhibition mit einem PD1-Antikérper (Mono oder in
Kombination mit CTLA-4) profitieren (p=0,0025), in der Zweitlinie hingegen von einer Mono-

therapie mit Ipilimumab im Vergleich zur Immunkombinationstherapie (p=0,4552).

Insgesamt 11,73% der der Studienpatienten erkrankten an einem Zweitmalignom. Der Wert ist
im Vergleich zu publizierten Daten um knapp das 10-fache erhdht und sollte Anlass fir weitere
Untersuchungen sein. Eine Assoziation bestimmter Zweitneoplasien zu einem spezifischen

NRAS-Genotyp konnten wir nicht feststellen.
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2. Einleitung
2.1 Das maligne Melanom

Etymologisch leitet sich der Begriff ,Melanom® vom altgriechischen Terminus ,mélas“ ab und
bedeutet sinngemal ,schwarz* 2. Die ersten datierten Aufzeichnungen hierzu finden sich in

den Papyri von Hippokrates von Kos aus dem 5. Jh. v.Chr. 3.

Das maligne Melanom ist eine bosartige Neoplasie, die von den pigmentbildenden Zellen der
basalen Epidermis, den Melanozyten, ausgeht und eine hohe Tendenz zur Metastasierung
aufweist *. Die Manifestation erfolgt vornehmlich an der Haut, seltener kann es aber auch an
Schleimhauten, den Meningen oder am Auge auftreten. Eine Sonderform stellt das nicht pig-

mentierte, amelanotische Melanom dar °.

Das im Volksmund als ,schwarzer Hautkrebs® bezeichnete maligne Melanom gilt als aggres-
sivster Hauttumor, der bereits bei Tumoreindringtiefen von wenigen Millimetern zu einer lym-
phogenen und/oder hamatogenen Metastasierung flihren oder letal verlaufen kann. Auch

Spatmetastasierungen Jahre oder Jahrzehnte nach Erstdiagnose sind maglich *®.

Anders als Thomas Fawdington vor knapp 200 Jahren stehen wir heutzutage in Bezug auf das
maligne Melanom nicht mehr ganz im Dunkeln, da in den vergangenen 30 Jahren zahlreiche
Erkenntnisse Uber die Tumorbiologie dieser Neoplasie gewonnen werden konnten, welche den

Verlauf der Erkrankung der betroffenen Patienten glinstig beeinflussen kdnnen.

Die wohl rasanteste Entwicklung erfolgte in den letzten funf Jahren durch die Implementierung
zZielgerichteter, mutationsabhangiger Therapien, sog. targeted drugs, sowie immunmodulieren-
der Substanzen, sog. Checkpointinhibitioren, in den klinischen Alltag. Zu den zielgerichteten
Therapien zahlen unter anderem BRAF- und MEK-Inhibitoren, zu den Checkpointinhibitoren
hingegen PD1-, PDL1- und CTLA4-Antikdrper.

Diese Substanzen sind als Meilensteine in der onkologischen Therapie anzusehen, da sie das
Langzeitliberleben von fernmetastasierten Melanompatienten deutlich verlangern. Sukkzes-
sive werden diese Therapien nun auch fur andere Tumorentitéaten eingesetzt und auf ihre Wirk-

samkeit in klinischen Studien Uberpruft.

Gekront wurde diese Evolution mit Verleihung des Nobelpreises fiir Medizin im Jahre 2018 an
James P. Allison und Tasuku Honjo fur ihre Forschungen und die Entwicklung der CTLA4- und
PD1-Antikorper.

Trotz dieser Innovationen stellt das Melanom bis heute eine Bedrohung fiir die betroffenen
Patienten und eine Herausforderung fiir die onkologisch tatigen Arzten dar, da das Melanom

weiterhin fiir 90% aller durch Hautkrebs verursachten Todesfalle verantwortlich ist 7-°.
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2.1.1. Epidemiologie

Die Inzidenz des malignen Melanoms hat in den vergangenen Jahren stark zugenommen °.

Galt das Melanom noch vor drei Jahrzehnten als seltener Tumor, rangiert es heutzutage unter

d 11,12

den zehn haufigsten soliden Tumorentitaten in Deutschlan und betrifft vornehmlich die

kaukasische Bevolkerung 1314,

Wie den aktuellen Daten des Zentrums fur Krebsregisterdaten und des Robert-Koch-Instituts
aus dem Jahre 2017 zu entnehmen ist, hat das maligne Melanom der Haut bei Mannern und
Frauen in Deutschland mittlerweile Platz 5 der haufigsten Tumorentitaten in Bezug auf alle
Krebsneuerkrankungen eingenommen. Der prozentuale Anteil liegt bei 4,4% bei Mannern und

4,5% bei Frauen .

Ménner Frauen

Prostata [T T Brustdrise
Lunge INNNNETY] PEEEE Darm
Darm N O Lunge
Harnblase Gebidrmutterkérper
Malignes Melanom der Haut [T Malignes Melanom der Haut
Niere IEX] EXMM Bauchspeicheldriise
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorentitdten an allen Krebsneuerkrankungen
in Deutschland 2014 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) (Abbildung und Legende aus °).

In Europa liegt die Inzidenz bei 6 bis 24 Fallen/ 100.000 Einwohner pro Jahr ', wobei bislang
ein Nord-Sid-Gefalle zu beobachten war: In skandinavischen Landern fanden sich die hochs-

ten, im Mittelmeerraum hingegen die niedrigsten Inzidenzraten '8,

Sacchetto et al. konnten in ihrer Studie aus dem Jahre 2018 diesen geographischen Trend
widerlegen, da innerhalb der 18 beitragenden nationalen Krebsregister in den Jahren 1995-
2012 die hochste Inzidenz mit 24 Fallen/ 100.000 Einwohnern in der Schweiz zu verzeichnen
war '®. In der Spitzengruppe fanden sich dariiber hinaus Norwegen und Nordirland. England,
Irland und Deutschland lagen hingegen im Mittelfeld. Island und Irland rangierten neben lItalien

und Spanien in der Schlussgruppe mit den niedrigsten Inzidenzzahlen.

Deutschland liegt der Studiengruppe zufolge mit 14,6 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwoh-
ner pro Jahr bei Mannern respektive 13,9 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr

bei Frauen im Mittelfeld (gruppierte Inzidenzzahlen aus den Jahren 1995 bis 2012) °.
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Die weltweit héchsten Inzidenzraten mit 50-60 Fallen pro 100.000 Einwohnern und Jahr wer-
den in Australien verzeichnet ''°. Gefolgt von Neuseeland, Siidafrika, Europa und den Verei-

nigten Staaten von Amerika 2.

In Australien konnten MacLennan et al. 1992 43 Falle fir Frauen und 56 Falle fir Manner pro
100.000 Einwohner zahlen. In der Altersgruppe der 14-45 Jahrigen gilt das Melanom hier als
die haufigste Tumorerkrankung und ist unabhangig der altersbezogenen Subgruppenanalysen

die dritthaufigste Neoplasie bei Frauen und die vierthaufigste bei Mannern 2'.

Far den Zeitraum 1999-2014 findet sich in Deutschland ein Anstieg der Erkrankungsraten von
13,7 auf 19,5 Falle bei Mannern pro 100.000 Einwohner pro Jahr und von 16,5 auf 18,6 Falle
bei Frauen pro 100.000 Einwohner pro Jahr "', Vergleicht man diese Zahlen mit dem Beginn
der zentralen Registrierung im Saarlandischen Krebsregister aus dem Jahr 1970 mit drei Fal-
len/ 100.000 Einwohner pro Jahr ergibt sich eine Versiebenfachung der Inzidenz in den ver-
gangenen vier Jahrzehnten 7. Prognostisch wird eine Verdopplung der Inzidenzzahlen bei
Mannern in den kommenden 20 Jahren und eine Verdreifachung bei Frauen in den nachsten

20 bzw. 30 Jahren erwartet """,

Aktuell und prognostisch sind in Deutschland mehr Manner als Frauen von einem malignen
Melanom betroffen. Etwa 10.910 Manner und 10.310 Frauen erkrankten 2014 an einem Me-
lanom. Das Erkrankungsalter liegt mit 67 Jahren bei Mannern im Median um sieben Jahre

hoher als bei Frauen mit 60 Jahren °.
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Abbildung 2: Altersspezifische Erkrankungsraten nach Geschlecht, ICD-10 C43, Deutschland
2013-2014, je 100.000 (Abbildung und Legende aus ).
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Die altersspezifischen Erkrankungsraten nach Geschlecht zeigen gleichermalien einen Er-
krankungsgipfel von Mannern und Frauen in der 8. Lebensdekade. Bei Frauen bestehen je-
doch zwischen dem 65. und 85. Lebensjahr ahnliche Erkrankungsraten im Vergleich zu Man-
nern, bei denen eine sprunghafte Inzidenz ab dem 65.Lebensjahr zu verzeichnen ist (Vgl. Ab-
bildung 2).

Kinder und Jugendliche sind selten von einem malignen Melanom betroffen '>%2. Bei jungen
Erwachsenen hingegen ist das Melanom eine der haufigsten Formen von bésartigen Neubil-
dungen ". Besorgniserregend ist die deutlich starkere Zunahme des malignen Melanoms bei

jungeren Frauen.

In Bezug auf die Mortalitat sind die Sterberaten seit den 1990er Jahren anndhrend konstant
geblieben (Vgl. Abbildung 3 und 4). So betrug die standardisierte Sterberate flir Manner im
Jahr 2009 2,6%, im Jahr 2014 hingegen 2,9%. Fur Frauen gelten analog Sterberaten von 1,7%
im Jahr 2009 vs. 1,7% im Jahr 2014 %%,

Abbildung 3 Abbildung 4
20.000 4 30 4
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16.000 24 |
14.000 21
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10.000 15
8.000 12
6.000 9
4.000 6
20004 3 e
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1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015
Neuerkrankungen: — Manner — Frauen Erkrankungsrate: — Manner — Frauen
Sterbefille: ---Ménner  --- Frauen Sterberate: -==Manner  -=- Frauen

Abbildung 3: Absolute Zahl der Neuerkrankungs- und Sterbefalle, nach Geschlecht, ICD-10 C43,
Deutschland 1999 — 2014/2015 (Abbildung und Legende aus ).

Abbildung 4: Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten, nach Geschlecht, ICD-10 C43,
Deutschland 1999 — 2014/2015, je 100.000 (Europastandard) (Abbildung und Legende aus '9).
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2.1.2. Risikofaktoren

Die Genese eines malignen Melanoms ist multifaktoriell und wird durch verschiedene exogene

und endogene Risikofaktoren bedingt.

Als wichtigster exogener Faktor fur die Entstehung maligner Melanome wird ultraviolette Strah-
lung (v.a. UV-B) diskutiert %, Hierbei wird vor allem der intermittierenden UV-Belastung durch
haufige Sonnenbrande in der Kindheit und Jugend eine tragende Rolle beigemessen, mehr
noch als einer chronisch-kumulativen UV-Exposition 262, Dennoch besteht Uneinigkeit in

puncto Expositionsdauer, -frequenz und -intensitat.

Harrison ?° und Garbe *° betonen in ihren Studien, dass vor allem die kumulative Dauer der
UV-Exposition einen assoziativen Parameter darstellt. Wiecker *' hingegen konnte in einer
Studie mit 1812 Kindergartenkindern nachweisen, dass bereits eine geringe UV-Exposition zur
Induktion von melanozytaren Navi ausreicht. Eine Kausalitat zwischen multiplen melanozyta-
ren Navi und der Entwicklung von Melanomen konnte bereits 1986 von Swerdlow postuliert

werden *.

Es qilt als gesichert, dass nicht nur nattirliches, sondern auch kiinstliches UV-Licht (z.B. durch
den Besuch von Solarien) das Risiko, an einem malignen Melanom zu erkranken, betrachtlich
erhoht *334. Auch unser verandertes Freizeitverhalten mit vermehrten Urlauben in sonnenrei-

chen Landern fiihrt zu einer erhdhten Inzidenz an Melanomerkrankungen *°.

Die Mehrheit der Melanome entsteht de novo auf gesunder Haut und scheint durch epigenti-
sche Faktoren induziert zu sein. 30% entwickeln sich jedoch auf Basis eines vorbestehenden

Pigmentmals .

Als wichtigster endogener Faktor gilt die Anzahl an melanozytaren Navi. Gandini et al. konnten
in einer Metaanalyse ein siebenfach erhéhtes Melanomrisiko fur Menschen mit >100 mela-

nozytaren Navi feststellen -3,

Eine hohe Anzahl an (atypischen) melanozytaren Navi kann mit einer familidren Disposition
assoziiert sein (FAMMM-Syndrom, familiares atypisches multiples Muttermal- und Mela-
nomsyndrom). Ein FAMMM-Syndrom besteht, wenn zwei oder mehr direkte Verwandte an ei-
nem Melanom erkrankt sind *°. Eine genetische Pradisposition kann bei 5-10% aller Melano-

merkrankten nachgewiesen werden %4,

Ferner gilt der Hauttyp | nach Fitzpatrick (helle Hautfarbe, blaue Augen, geringes Pigmentie-

rungsverhalten, haufige Sonnenbrande) als Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Melanoms
42

Auch die Erkrankung ,Xeroderma pigmentosum® gilt als hereditarer Riskiofaktor: Es handelt

sich um eine autosomal dominant vererbte Erkrankung, die bei den Betroffenen aufgrund einer
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defekten DNA-Reparatur nach UV-Exposition zu einer solaren Elastose flihrt. Konsekutiv ent-
wickeln diese Patienten melanozytare und epitheliale Hauttumore (Melanome, Basalzellkarzi-

nome und/oder kutane Plattenepithelkarzinome) *.

2.1.3. Klinik

Die Diagnose eines malignen Melanoms wird klinisch unter Beachtung der Anamnese und
Zuhilfenahme der Dermatoskopie gestellt. In Tabelle 1 sind die Kriterien zur Diagnose eines
malignen Melanoms dargestellit.

In der Anamnese berichten die Patienten meist von einem neu aufgetretenen Pigmentmal oder
Veranderungen eines vorbestehenden Muttermals.

Unterstitzend kann der Untersucher die ABCDE — Regel (Vgl. Tabelle 2) zur Diagnosestellung
einbeziehen, die erstmals 1985 von Friedman et al. publiziert ** und 2004 von Abbasi et al. um
das Kriterium Evolution (E) erganzt wurde *°. Treffen zwei der fiinf Kriterien zu, ist eine weitere
Diagnostik und die Exzisionsbiopsie der suspekten Hautlasion angezeigt.

Weitere klinische Anzeichen flr das Vorliegen eines malignen Melanoms kénnen dariberhin-
aus verstarkter Juckreiz oder spontane Blutungen der Hautveranderung sein. Auch Erosionen
oder eine Ulzeration kdnnen einen Anhalt fur eine maligne Entartung eines Navuszellndvus

bieten.

Tabelle 1: Klinische Kriterien zur Diagnose des Melanoms, modifiziert nach Kerl, H. 46,

Friihstadien Fortgeschrittene Melanome

e Exophytischer Knoten (dunkel-
braun bis schwarz, blaurot)

e Flacher, braunlich-schwarzer, un-
scharfer Rand

e Entziindung, Ulzeration, Blutung

o Weifde Areale (Regression)

e Schon langer vorher bestehendes
Muttermal

e Asymmetrischer, unscharf und un-
regelmaflig begrenzter Fleck

e Variables Pigmentmuster mit ver-
schiedenen Farbnuancen

e Durchmesser > 5mm
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Tabelle 2: ABCDE - Regel bei malignem Melanom, modifiziert nach Czeschik, JC. 4.

ABCDE - Regel Klinisch
A | Asymmetry (Asymmetrie) Asymmetrischer Umriss der Lision
B Border (Begrenzung) Unscharfe Begrenzung, Auslaufer
Mehrere Farbtone innerhalb der Lasion bzw.
C Colour (Farbe) dunklere Farbung im Vergleich zu anderen Navi
des Patienten
D Diameter (Durchmesser) Grofdter Durchmesser > 5mm
Evolution (Erhabenheit/ Erhabenheit de_r Hautverande.ljung liber d_as um-
E . gebende Hautniveau bzw. Verdnderung einer be-
Entwicklung) .
stehenden Lision

2.1.4. Klassifizierung

In der Einteilung nach Clark aus dem Jahre 1969 wird das maligne Melanom hinsichtlich seiner
klinisch-pathologischen Charakteristika in drei Gruppen unterschieden. Das superfiziell sprei-
tende Melanom (SSM), das nodulare maligne Melanom (NMM) sowie das Lentigo-maligna
Melanom (LMM) *®. Erganzt wurde diese Typisierung 1980 von Coleman et al. um das akral-
lentiginse Melanom, das sog. ALM *°. Diese Einteilung stellt bis heute die Grundlage der
dermatopathologischen Begutachtung dar und umfasst mehr als 90% der diagnostizierten Me-
lanome "7 (Vgl. Tabelle 3).

In den folgenden Jahren konnten Sonderformen wie das amelanotische Melanom, das okulare
Melanom, das Schleimhautmelanom und das desmoplastische Melanom detektiert und als
eigenstandige Tumorentitaten beschrieben werden. Die Gruppe der Sonderformen macht
etwa 6% aller Melanome aus .

Bezlglich Lokalisation, Wachstumsverhalten und Entwicklung weisen die histologischen Sub-

typen Unterschiede auf, die im Folgenden naher charakterisiert werden sollen.

Tabelle 3: Histologische Subtypen kutaner Melanome, modifiziert nach Garbe, C. .

Histologischer Subtyp kutaner Melanome Anzahl Prozent Alter
(Median)

Superfiziell spreitendes Melanom SSM 41.013 58,6 % 54
Nodulidres malignes Melanom NMM 14.398 20,6 % 59
Lentigo-maligna Melanom LMM 7511 10,7 % 69
AKkral-lentigin6ses Melanom ALM 2897 4,2 % 65
andere 4143 5,9 % 54
Total 69.962 100,0%
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2.1.41. Superfiziell spreitendes Melanom

Das superfiziell spreitende Melanom (SSM) ist mit knapp 59% der haufigste Subtyp des Me-
lanoms und wird bei jingeren Patienten gefunden. Im Median liegt das Erkrankungsalter bei
54 Jahren 7.

Es manifestiert sich bevorzugt am Rumpf und stellt sich als unscharf begrenzte, asymmetri-
sche, teils polyzyklische Makula mit inhomogenem Pigmentnetz dar. Die Colorierung changiert
von roétlich-braun bis schwarz, weist aber auch blau-graue und/oder weilliche Areale auf.
Letztgenannte weisen auf Regressionszonen hin und kommen beim SSM haufig vor *°.

Eine verrukése Oberflache bzw. exzentrisch gelegene, papulése Anteile konnen laut Czar-
netzki et al. auf ein invasives Wachstum hindeuten °'.

Histopathologisch weist das SSM zunachst ein primar horizontales Wachstum auf, das initial
als Melanoma in situ bezeichnet wird. Diese radiale Wachstumsphase ist gekennzeichnet von
einer ausgepragten transepidermalen Migration von Tumorzellen und einer unscharfen, seitli-
chen Begrenzung **2,

Im Verlauf wird das Wachstum vertikal, atypische Melanozyten mit pleomorphen Kernen liegen
einzeln oder als Nester mit pagetoider Durchwanderung der Epidermis vor *2. Kommt es zur
Ablésung einzelner Zellen oder Nester und Evasion in die tieferen dermalen Strukturen unter
Uberwindung der Basalmembran, liegt ein invasives Melanom mit Potenz zur Metastasierung
vor *%%2%3_Ein lymphozytares Entziindungsinfiltrat mit Beimengung von Plasmazellen ist cha-

rakteristischerweise im oberen Korium zu finden %52,

2.1.4.2. Nodulares malignes Melanom

Bei dem nodularen malignen Melanom (NMM) handelt es sich um den zweithaufigsten Mela-
nomtyp mit einem Anteil von ca. 21%. Im Median liegt das Erkrankungsalter bei diesem Subtyp
bei 59 Jahren "7,

Im Gegensatz zum SSM erfolgt das Tumorwachstum beim noduldren malignen Melanom

i.d.R. ohne horizontale Wachstumsphase, sondern primar vertikal *

. Aufgrund seiner friihzei-
tigen Tiefenausdehnung konnte das nodulare maligne Melanom als aggressivster histologi-
scher Subtyp mit rascher Tendenz zur Metastasierung identifiziert werden **. Golger et al.
leiteten hieraus eine deutlich schlechtere Prognose fiir betroffene Patienten im Vergleich zu

den anderen histologischen Subtypen ab (Hazard-Ratio 1,61) *°.

26



Die Entwicklung eines nodularen malignen Melanoms kann ebenso wie das SSM de novo auf
gesunder Haut, aber auch sekundar auf bestehenden Navuszellnavi oder vorbestehenden Me-
lanomen (SSM, LMM) erfolgen 2,

Klinisch zeigt sich zumeist eine rasch gréRer werdende Papel, die sich im Verlauf zu einem
dunkelbraun bis blau-schwarz pigmentierten Knétchen mit oder ohne zentraler Ulzeration ent-
wickelt %°.

Histopathologisch finden sich polymorphe Melanozyten, die sich in einer nodularen Formation
in die Dermis ausbreiten *°. Die Melanozyten erscheinen in ,rasenartige[n] Verbande[n] und

« 52

in Nestern unterschiedlicher GroRe organisiert.

Neben der Kernpleomorphie und vermehrtem Zytoplasma der Melanozyten zahlt die
Atrophie bzw. Ulzeration der Epidermis zu den Kennzeichen dieses Subtyps %2. Ein

perilasionéres, lymphozytéares Infiltrat ist oft nicht nachweisbar °.

21.43. Lentigo-maligna Melanom

Lentigo-maligna Melanome (LMM) sind gekennzeichnet durch ihre Lokalisation an sonnenex-
ponierter Haut und treten vorzugsweise im Kopf-Hals-Bereich bei alteren Patienten auf. Mit
knapp 11% ist es der dritthdufigste Melanomtyp '".

Zumeist entwickelt sich das LMM aus einer pigmentierten Préakanzerose, der Lentigo-maligna
5758 Mit einem medianen Erkrankungsalter von 69 Jahren, tritt das Lentigo-maligna Melanom
durchschnittlich 15 Jahre spater auf als das SSM.

Klinisch zeigt sich meist eine uber Jahre horizontal wachsende hell- bis dunkelbraun pigmen-
tierte, unscharf begrenzte Makula >, Bilden sich im Verlauf dunkelbraun bis schwarze Knéot-
chen aus oder kommt es zur Ulzeration, spricht dies fir die Umwandlung in ein Lentigo-ma-
ligna Melanom und ein infiltratives Wachstum %%,

Das histopathologische Bild ist von einer markanten solaren Elastose gepragt, die Epidermis
erscheint atroph °2%, Die pleomorphen Melanozyten stehen in der Basalzellschicht in unregel-
mafRigen Abstanden meist einzellig, kdnnen aber auch kettenartig gereiht oder in Nestern vor-
kommen %2, Sie weisen chromatindichte Nuclei, eine Kernpleomorphie und ein optisch leeres
Zytoplasma auf *2. Die fiir Melanome typische transdermale Migration melanozytarer Zellen ist
nur schwach ausgepragt, hingegen kann eine Ausbreitung der Tumorzellen entlang des Folli-
kelepithels beobachtet werden %2, Wie beim SSM findet sich hier ein perilasionares lympho-

zytares Infiltrat *°.
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21.44. Akral-lentiginoses Melanom

Das akral-lentiginése Melanom (ALM) zahlt mit 4,2% aller Melanome zu den eher seltenen
Formen. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren ',

Es ist definiert durch seine Manifestation an Handflachen und Fuf3sohlen, sowie durch sein
peri- und subunguales Wachstum °.

Das klinische Erscheinungsbild eines ALM ist mannigfaltig, wodurch diese Tumorentitat haufig
erst spat diagnostiziert und bisweilen mit Hdmatomen, Onychomykosen oder bakteriellen In-
fektionen am Nagelorgan verwechselt wird.

Initial kann sich ein akral-lentigindses Melanom in Form unscheinbarer braun bis braun-
schwarzer Makulae duBern, dhnlich harmloser Lentigines 2. Mit GréRenzunahme finden sich
Charakteristika ahnlich einem SSM. Haufig wird die Diagnose jedoch erst bei Ausbildung von
Knoten oder Ulzeration gestellt *°.

Subunguale Melanome zeigen haufig eine striare, braunlich-schwarze Pigmentierung des Na-
gels von proximal nach distal im Sinne einer Melanonychia striata longitudinalis “°. Eine Hy-
perpigmentierung der Cuticula und des proximalen Nagelfalzes wird als positives Hutchinson-
Zeichen definiert °° und dient als klinisches Charakteristikum zur Differenzierung benigner und
maligner Veranderungen am Nagelorgan.

Histopathologisch zeigt sich eine Akanthose und Hyperkeratose der Epidermis neben einer
Proliferation atypischer Melanozyten im Bereich der dermatoepidermalen Junktionszone “.
Die Lasionen sind seitlich unscharf begrenzt und weisen einzelzellige, im Verlauf in Nestern
gruppierte, atypische Melanozyten in allen Schichten der Epidermis auf. In der Dermis ist ein

lymphozytéres Entziindungsinfiltrat zu finden 6%,

2.1.5. Einteilung nach der AJCC-Klassifikation (2017)

Die klinische Klassifikation eines malignen Melanoms erfolgt nach der aktuellen TNM-
Klassifikation der Internationalen Vereinigung gegen Krebs (UICC), die Stadieneinteilung nach
den Guidelines des American Joint Committee on Cancer (AJCC).

Die AJCC-Klassifikation wurde zuletzt 2017 (8th edition) aktualisiert ®' und beruht auf den Pa-
rametern Tumordicke nach Breslow, Ulzeration, regiondre Lymphknoten- und Fernmetasta-
sierung. Das Charakeristikum ,Mitoserate” erhielt keinen weiteren Einzug in die aktuell gel-
tende Klassifikation.

Mehrheitlich wurden die fir diese Dissertation zugrundeliegenden Daten nach der , 7th edition
2009“ erhoben, jedoch zur Homogenisierung und einheitlichen Auswertbarkeit in die aktuell
geltende 8th edition Uberflhrt. In den Tabellen 4-7 ist die Stadieneinteilung nach der AJCC-

Klassifikation 2017 (8th edition) dargestellt.
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T Tumordicke

X Kann nicht bewertet werden
(Dicke des Primadrtumors

kann nicht bewertet werden)

TO Kann nicht bewertet werden
(Primartumor kann nicht

nachgewiesen werden)

Tis (Melanom in situ) Kann nicht bewertet werden

<1,0mm
<0,8mm
<0,8mm
0,8-1,0mm
>1,0-2,0mm
>1,0-2,0mm
>1,0-2,0mm

>2,0-4,0mm
>2,0-4,0mm

>2,0—4,0mm

>4,0mm
>4,0mm

Tla
Tib
T2a
T2b
T3a
T3b
T4a

>4,0mm

Tabelle 4: T-Stadium der TNM-Klassifikation maligner Melanome nach AJCC 8th ed., modifiziert nach
Bristol-Myers Squibb 62, basierend auf Amin et al. 2017 3.

Ulzerationsstatus
Kann nicht bewertet werden

Kann nicht bewertet werden

Kann nicht bewertet werden
Unbekannt oder unspezifiziert
Ohne Ulzeration

Mit Ulzeration

Mit oder ohne Ulzeration
Unbekannt oder unspezifiziert
Ohne Ulzeration

Mit Ulzeration

Unbekannt oder unspezifiziert
Ohne Ulzeration

Mit Ulzeration

Unbekannt oder unspezifiziert
Ohne Ulzeration

Mit Ulzeration

Tabelle 5: N-Stadium der TNM-Klassifikation maligner Melanome nach AJCC 8th ed., modifiziert nach
Bristol-Myers Squibb 62, basierend auf Amin et al. 2017 3,

Anzahl metastasierter
Lymphknoten

In-Transit-, Satelliten-
und/oder Mikrosatelliten-
Metastasen

Lokale Lymphknoten nicht bewertet Nein
Keine lokalen Metastasen festgestellt Nein
1

1 klinisch okkult Nein
1 klinisch detektiert Nein
Erkrankung ohne lokale Metastasen Ja

2 oder 3

2 oder 3 klinisch okkult Nein
2 oder 3, mind. einer klinisch detektiert Nein
Einer klinisch okkult oder detektiert Ja

4 oder mehr

4 oder mehr klinisch okkulte Nein
4 oder mehr und einer davon klinisch Nein
nachgewiesen oder Konglomerat

2 oder mehrere klinisch okkulte oder Ja

klinisch nachgewiesene und/oder das
Auftreten beliebig vieler Konglomerate
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Tabelle 6: M-Stadium der TNM-Klassifikation maligner Melanome nach AJCC 8th ed., modifiziert

nach Bristol-Myers Squibb 62, basierend auf Amin et al. 2017 ©3.

Lokalisation

iz

Keine nachgewiesenen Fernmetastasen
Fernmetastasen der Haut, der
Weichgewebe inkl. Muskeln und/oder
nicht regionadre Lymphknoten

=<
)

M1a(0)

M1a(1)

Lungenmetastase(n) mit oder ohne
Erkrankung aus M1a

M1b(0)

M2b(1)

M1b

Fernmetastasen der viszeralen
Lokalisationen auBerhalb des ZNS mit und
ohne Erkrankungen aus M1a und M1b

Fernmetastasen innerhalb des ZNS mit
oder ohne Erkrankungen aus M1a, M1b
oder Mic

Serum-
Laktatdehydrogenase
Kann nicht bewertet werden
Nicht bestimmt oder
unspezifiziert

Nicht erhoht

Erhoht

Nicht bestimmt oder
unspezifiziert

Nicht erhoht

Erhoht

Nicht bestimmt oder
unspezifiziert

Nicht erhoht

Erhoht

Nicht bestimmt oder
unspezifiziert

Nicht erhoht
Erhoht

Tabelle 7: Stadiengruppierung der TNM-Klassifikation maligner Melanome nach AJCC 8th ed., modi-

fiziert nach Bristol-Myers Squibb €2, basierend auf Amin et al. 2017 3,

| Pathologische Stadieneinteilung
N [ ™M

| stadium | Klinische Stadieneinteilung
- T [ ~ [ wm | T |
E Tis NO Mo Tis
Tla NO MO Tla
I Tib
Tib NO MO T2a
T2a NO MO
T2b NO MO T2b
T3a NO MO T3a
T3b NO MO T3b
T4a NO MO T4a
T4b NO MO T4b
1] Jedes T >N1 MO
I Tla/b-T2a
T0
Tla/b-T2a
T2b /T3a
(e | 70
Tla—-T3a
T3b/T4a
T4b
(D | Tdb
JedesT, Tis  Jedes N M1 Jedes T

NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
N1la oder N2a MO
N1b, Nic MO
N1b/c oder N2c MO
Nla—N2b MO

N2b, N2c, N3b/c MO
N2c oder N3a/b/c MO

Jedes N > N1 MO
Nla - N2c MO
N3a/b/c MO
Jedes N M1
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2.1.6. Prognose

Fir die Prognose und Nachsorge eines Melanompatienten ist das diagnostizierte Stadium von
Relevanz. Je friher ein Melanom erkannt und exzidiert wird, umso besser ist die Prognose
des Betroffenen. Von immanenter Bedeutung ist hierbei die vertikale Tumordicke nach Breslow
als wichtigster prognostischer Faktor. Im Folgenden sind die 5- und 10-Jahres-Uberlebens-
wahrscheinlichkeiten (JUR) nach der aktuell geltenden AJCC-Klassifikation aus dem Jahre
2017 (8th edition) dargestellt:

Tabelle 8: 5- und 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Tumorstadium 6.

Tumorstadium 5-Jahres-Uberlebens- | 10-Jahres-Uberlebens-
wahrscheinlichkeit wahrscheinlichkeit
IA 99% 98%
IB 97% 94%
ITA 94% 88%
IIB 87% 82%
I1C 82% 75%
IITA 93% 88%
I1IB 83% 77%
ITIC 69% 60%
[1ID 32% 24%
IV n.a.* n.a.*

* “Given the rapidly evolving landscape of treatment for stage IV melanoma in recent years, which
already has resulted in significantly improved progression-free and overall survival for patients, the
Melanoma Expert Panel strategically paused and did not establish a stage IV database or perform
analyses of patients with stage 1V disease. Instead new, clinically relevant M-category criteria were
introduced into the eighth edition that will facilitate the refined collection of stage 1V data, including
more precise data collection for patients with CNS metastases” 4.

Naherungsweise kdnnen derzeit fur das Stadium IV nur die von Balch et al. aus der AJCC
Klassifikation (7th edition) publizierten Daten aus 2009 herangezogen werden . Die 1-Jahres-
Uberlebensrate betragt hiernach 62% (M1a) bis 33% (M1c). Evidenzbasierte Daten zu der neu
implementierten Kategorie M1d sowie Langzeitergebnisse zu den neuen Therapieregimen im
Stadium IV liegen noch nicht vor. Mit positiveren Prognosen flr diese Patientenkohorte ist

jedoch zu rechnen.

Die Prognose im Stadium | gilt als exzellent (5-JUR 97-99% respektive 10-JUR 94-98%). Die
5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit sinkt jedoch mit héherer Tumordicke im Stadium Il von
94% (11A) auf 82% (IIC), respektive von 88% auf 75% nach 10 Jahren.
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Munsch et coll. konnten ab einer Tumordicke >1,0mm eine deutlich gréRere Wahrscheinlich-
keit fir einen positiven Wachterlymphknoten (SLN) nachweisen . Bei Vorliegen von Lymph-
knotenmetastasen sinkt die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 93% (lIIA) auf 32%
(IID) ®'. Analog zeigt sich bei lokoregional metastasierten Melanompatienten nach 10 Jahren
Prognoseverschlechterung von 88% (lIIA) auf 24% (l1ID) ©'.

2.1.7. Mutationsanalysen

Aufgrund der schlechteren Prognose von Patienten im Stadium IIC, verglichen mit Patienten
im Stadium IlIA und 1lIB, werden im Hauttumorzentrum der Uniklink KéIn Mutationsanalysen
bereits ab Stadium IIC und somit in friiheren Tumorstadien veranlasst, als in der aktuellen S3-

Leitlinie zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Melanoms empfohlen (ab Stadium I1IB)
7

Hierbei wird mittels new generation sequencing (NGS) eine Sequenzierung der Tumor-DNA
durchgefiihrt. Die flr das maligne Melanom relevanten Treibermutationen sind BRAF, NRAS

und c-KIT.

6768 und wurden 2002 erstmals

Mutationen im BRAF-Gen werden in 50% der Falle gefunden
von Davies et al. beschrieben ®°. Bei BRAF handelt sich um eine Serin-Threonin-Proteinkinase,
die im RAS/RAF/MEK/ERK-Signalkaskadeweg eine Schlisselrolle fir die Wachstumsregula-
tion spielt. Die haufigsten Mutationen entstehen an Position V600 durch den Austausch der
Aminosaure Valin gegen Glutamin (BRAF%%F) bzw. Lysin (BRAFY®%), Hierdurch kommt es
zu einer konstitutiven Aktivierung der Proteinkinase und einer dauerhaften Hochregulation des

Signalkaskadewegs, woraus ein unkontrolliertes Zellwachstum resultiert .

Das Protoonkogen NRAS zahlt zu der Gruppe der G-Proteine und ist beim Melanom in 15-
30% der Falle mutiert ®°. Das GTP-bindende Protein ist an der Signaltransduktion
extrazellularer Stimuli beteiligt und fiihrt durch Mutation ebenfalls zu einer Uberaktivierung des
RAS/RAF/MEK/ERK-Signalkaskadewegs. Eine autonome Tumorzellproliferation ist die Folge
.72 Neben somatischen Mutationen im Codon 12 und 13 (Exon 2) kommt eine Erbgut-

veranderung vor allem im Codon 61 (Exon3) vor (NRAS Q61) 3™,

Die Tyrosinkinase c-KIT zahlt zu den Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK’s) und reguliert
gleichfalls Zellproliferation und -wachstum. Mutationen an den Exonen 9, 11, 13 und 17 fuhren

bei etwa 10 % der akralen und mukosalen Melanomen zu undifferenziertem Zellwachstum 776,
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2.2 Diagnostik und Therapie

Besteht der Verdacht auf ein malignes Melanom, sollte eine unmittelbare Exzisionsbiopsie mit
einem seitlichen Sicherheitsabstand von 1-3mm und Absetzung im subkutanen Fettgewebe
mit dem Ziel einer R0-Resektion erfolgen 7’. Das Exzidat wird infolge einer histopathologischen
Untersuchung zugefiihrt und mittels HMB45-, Melan-A- und S100b-Farbungen immunhisto-
chemisch untersucht. Anhand der Immunhistochemie und den histologischen Kriterien (typi-
sche Musterbildungen, atypische melanozytare Mitosen, Kernpolymorphismen und Regressi-
onsphanomenen u.a.) kann die Diagnose ,Melanom*“ bestatigt und der histologische Subtyp

bestimmt werden %2.

Je nach Tumordicke erfolgt anschlieRend eine Nachexzision (NEX) zur Erweiterung des Si-
cherheitsabstands. Laut der aktuellen S3-Leitlinie zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge
des Melanoms des Leitlinienprogramms der Deutschen Krebsgesellschaft (AWMF) 7 soll ein
Melanoma in situ RO-reseziert sein. Eine weitere Nachexzision ist nicht erforderlich. Fur Tu-
moren mit einer Tumordicke bis 2mm gilt ein Sicherheitsabstand von 1cm, bei >2mm Invasi-
onstiefe gilt eine NEX mit 2cm als Standardtherapie. Hierdurch sollen Rezidive vermieden und
die Mortalitat gesenkt werden 8. Bei Tumoren deren Exzision operativ nicht méglich ist, bspw.
bei Lentigo-maligna Melanomen im Kopf-Hals-Bereich, kann alternativ eine lokale Radiatio
erfolgen ’. ,Bei inoperablen R1-oder [sic!] R2-resezierten Primértumoren kann [ebenfalls] eine
Radiotherapie mit dem Ziel der lokalen Kontrolle eingesetzt werden*".

Zusatzlich zur Nachexzision wird Patienten mit einer Tumoreindringtiefe ab 1,0mm eine Wach-
terlymphknotenbiopsie (sentinel lymph node dissection, SLND) empfohlen ’. Die AJCC-
Klassifikation von 2018 empfiehlt diese bereits ab einer Tumordicke von 0,8mm 3, so dass
derzeit eine Diskrepanz zwischen den deutschen und den internationalen Leitlinien besteht.
Die SLND sollte bei Patienten mit einer Tumordicke von 0,8-1,0mm nach individueller Risiko-
abschatzung und Aufklarung erfolgen. Fur eine SLND wird praoperativ im Bereich der Prima-
riusnarbe ein Nano-Kolloid mit **™Technetium injiziert, um die drainierenden Lymphbahnen so-
wie den Wachterlymphknoten (sentinel lymph node, SLN) mittels Gammasonde intraoperativ

darstellen zu konnen.

Die SLND ist nicht nur fir das pathologischen Staging und die Prognoseabschatzung von Re-
levanz "°, sondern hat auch Implikationen auf eine mdgliche adjuvante Therapie im Stadium
[l

Bei negativem SLN erfolgt eine regulare Nachsorge, eine elektive Lymphadenektomie (LAD)
wird nicht empfohlen 7. Bei positivem SLN (mind. Stadium 1llA) wird bei einem Metastasen-
durchmesser >1mm eine radikale LAD empfohlen , sofern keine Fernmetastasen im Staging

(mittels CT Thorax/Abdomen und MRT Schédel) nachgewiesen worden sind . Bei isolierten
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Tumorzellen oder Metastasen <1mm Durchmesserim SLN kann auf eine komplettierende LAD
verzichtet werden, da eine Verbesserung des Gesamtuberlebens (overall survival, OS) in gro-
Ren Kohortenstudien nicht festgestellt werden konnte (DeCOG-SLT Studie ®', MSLT-II Studie
8). Eine postoperative Radiatio sollte erfolgen, wenn >3 Lymphknotenmetastasen oder ein

Kapseldurchbruch vorliegen bzw. eine LK-Metastase eine Durchmesser >3cm aufweist ’.

Die initiale Diagnostik beinhaltet eine Ganzkdrperinspektion inkl. der einsehbaren Schleim-
haute sowie die Palpation der Lymphknotenstationen cervikal, axillar und inguinal. Ab Stadium
pT1b wird zusatzlich eine Sonographie der drainierenden Lymphknotenstationen sowie die
Bestimmung der LDH und des Tumormarkers S-100b empfohlen 7. Die Sonographie gilt als
sensitivste Methode zur Detektion von Lymphknotenmetastasen und ist anderen radiologische
Verfahren, wie bspw. der Computertomographie, als berlegen einzuordnen ®. Eine Schnitt-
bilduntersuchung mittels CT und/oder MRT als initiale Ausbreitungsdiagnostik wird erst bei

einem Primartumor mit Stadium pT4b (TD >4mm, mit Ulzeration) empfohlen ’.

Nach Abschluss des pathologischen Stagings erfolgt die Eingruppierung der Patienten gemaf
geltender TNM-Klassifikation in das jeweilige AJCC-Stadium und die stadienadaptierte Nach-
sorge (Vgl. Tabellen 7 und 9).

Ziel der Nachsorge ist die frihzeitige Detektion von weiteren, unabhangigen Primarmelano-
men bzw. einer Metastasierung der Patienten. Hierzu gehdren Lokalrezidive, Satelliten-Meta-
stasen (in unmittelbarer Umgebung zum Primartumor, bis 2cm Radius), In-transit-Metastasen
(>2cm Entfernung zum Primartumor, jedoch vor drainierender Lymphknotenstation), regionare

Lymphknotenmetastasen und/oder Fernmetastasen.

Da Melanome sowohl lymphogen als auch hamatogen metastasieren kénnen sind Filiae an
allen inneren Organen, aber auch in Knochen, dem Gehirn und an Haut und/oder Subkutis
méglich >¢°3, Eine Metastasierung wird in zwei Drittel der Falle als lymphogene oder lokoregi-

onale Tumorausbreitung evident, in etwa 30% als primare Fernmetastasierung ®.

Bei Vorliegen von Fernmetastasen sollte in kurativer Intention die Schaffung einer operativen
RO-Situation angestrebt werden ’. Sollte dies nicht méglich sein, ist eine Systemtherapie indi-

ziert 7.
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Tabelle 9: Nachsorgeschema am Hauttumorzentrum der Uniklinik KéIn, Stand Dezember 2020.

Stadium Korperliche LK-Sonographie | Tumormarker Bildgebung®
Untersuchung S-100b

Jahr | 1-3 [4-5] 6-10 | 1-3[4-5| 6-10 | 1-3 [ 4-5 | 6-10 | 1-3 | 4-5 | 6-10
1A 6- | 12- | 12- | - | - - - - - -

mtl | mtl mtl

IB-IIB 3- 6- | 6-12- | 6- - - 3- - - - - -
mtl | mtl mtl mtl mtl
[1C-IV* 3- 3- 6- 3- 6- - 3- 6- - 6- - -
mtl | mtl mtl mtl | mtl mtl | mtl mtl
Legende:

°Bildgebung mittels CT Thorax/Abdomen und cMRT, * fir RO-resezierte Stadien, mtl = monatlich.

2.2.1. Adjuvante Therapie

Far Patienten mit RO-reseziertem malignen Melanom im Stadium [IB-IIC sowie Stadium IlIA-
IlIC besteht die Moglichkeit einer adjuvanten Therapie mit Interferon a2a. Das ,low-dose*
Schema nach Kirkwood (3x 3Mio IE. Interferon a2a sc./Woche tber 18 Monate) galt lange Zeit
als Goldstandard in der Adjuvans, da Studien ein langeres progressionsfreies Uberleben
(PFS) im Stadium Il nachgewiesen haben %%, Die Therapie mit pegyliertem Interferon im ad-
juvanten Setting zeigte zwar bei Patienten im Stadium Ill ein verlangertes PFS als die Be-
obachtungskohorte, hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben &’
Alternativ besteht fur Patienten im Stadium Il die Méglichkeit eines ,high-dose Interferon” Re-
gimes mit Interferon a2a (20 Mio. |.LE./m? i.v. an Tag 1-5 Uber vier Wochen, anschliefend 10
Mio. I.E./m? s.c. 3x/Woche Uber 11 Monate), jedoch verbunden mit einem deutlich erhéhtem
Nebenwirkungsprofil 8. Eine high-dose Interferontherapie gilt im Kontext der neuen Therapie-
optionen mit Immuncheckpointinhibitoren und zielgerichteten Therapien (,targeted therapies")
jedoch als archaisch ®: Eggermont et al. konnten 2016 durch eine adjuvante Therapie mit dem
CTLA-4 Antikorper Ipilimumab ein PFS von 40,8% nach fiinf Jahren im Stadium Il konstatieren
(vs. 30,3% in der Placebogruppe) . Eine kiirzlich veréffentlichte Studie unterstreicht diese
Ergebnisse mit Ipilimumab durch deutliche Verbesserung des PFS im Vgl. zur konventionellen

Interferontherapie *'.

Neuere Studien belegen, dass adjuvante Therapien mit PD1-Inhibitioren zu einer signifikanten
Verlangerung des progressionsfreien Intervalls im Vergleich zu Ipilimumab bzw. Placebo fiih-

ren %29 Konkret wies Pembrolizumab in einer Phase Ill Studie nach einem Jahr ein PFS von
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75,4% gegeniiber 61,0% in der Placebogruppe auf ®. Nivolumab zeigte im Vergleich zu
Ipilimumab nach einem Jahr ein progressionsfreies Uberleben von 70,5% vs. 60,8% %. Bei
Vorliegen einer BRAFY®-Mutation konnte durch die Studiengruppe um Georgina Long gezeigt
werden, dass unter einer zielgerichteten Therapie mit Dabrafenib und Trametinib einerseits
das Rezidivrisiko signifikant gesenkt und andererseits das PFS signifikant verlangert werden
kann (PFS nach drei Jahren: Dabrafenib+Trametinib 58%, Placebo: 38%) *. Diese Erkennt-
nisse fuhrten zur Zulassung von Nivolumab (Stadium [lIB, IlIC und IV) und Pembrolizumab
(Stadium IIIA-C) im August bzw. Oktober 2018 in der adjuvanten Therapie des malignen Me-
lanoms. Fir BRAF-mutierte Melanompatienten erhielt die Kombinationstherapie aus Dabrafe-
nib und Trametinib im August 2018 den positiven Bescheid zur adjuvanten Therapie im Sta-
dium llIA-IIIC. Interferon alpha (im low-dose Regime) hat jedoch weiterhin einen Stellenwert
fur Patienten im Stadium Il, da weder Checkpointinhibitoren noch BRAF-/MEK-Inhibitor-
Kombinationen hierfir derzeit eine Zulassung besitzen.

Eine spezifische adjuvante Therapieoption flir NRAS-mutierte Melanompatienten besteht

nicht.

2.2.2. Palliative Therapie

Bei Vorliegen von isolierten Fernmetastasen sollte, wie bereits erwahnt, in kurativer Intention
ein chirugisches Vorgehen zur Schaffung einer RO-Situation gewahlt werden 7. Fiir Patienten
im Stadium Ill mit vereinzelten lokoregionalen, In-transit- oder Satellitenmetastasen gilt ein
operativer Ansatz gleichfalls als Erstlinientherapie. Sollte sich ein inoperabler Befund zeigen,
besteht die Mdglichkeit einer lokalen Radiatio oder einer Therapie mit talimogene laherparep-
vec (T-VEC) ”. T-VEC ist ein onkolytisches Herpes-Virus, das 2015 in den USA und Europa
zugelassen wurde %%, Es handelt sich dabei um ein modifiziertes Herpes-simplex-Virus Typ
1, welches das Gen des Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF)
enthalt und intralasional injiziert wird. In loco fuhrt die Produktion von GM-CSF zur Aktivierung
und Rekrutierung von APC’s (Antigenprasentierende Zellen = Makrophagen, dendritische Zel-
len, Monozyten und B-Lymphozyten) wodurch eine antitumorale Immunantwort ausgeldst wird
% In der Phase lll-Studie ,OPTIM* wurden Patienten in zwei Kohorten mit T-VEC intralasional
und GM-CSF subkutan behandelt. Die Heilungsrate (durable response rate, DRR) war bei T-
VEC (13,0%) signifikant hdher als in der Vergleichsgruppe mit GM-CSF (3,0%) %. Eine Studie
von Andtbacka et al. aus dem Jahre 2015 konnte diese Ergebnisse bestatigen (16,3% vs.
2,1%) %°. Das Gesamtiiberleben (overall survival, OS) war hier bei T-VEC um 4,4 Monate lan-

ger als in der Vergleichsgruppe, jedoch ohne statistische Signifikanz *°.
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Wenngleich T-VEC in verschiedenen Studien zu einer Tumormassenreduktion in distanten
(Organ-) Filiae filhrte %°°, hat die européische Zulassungsbehdrde EMA (European Medicines
Agency) im Gegensatz zur FDA (Food and Drug Administration) in den USA derzeit nur die
Zulassung fir die Stadien 11IB/C und IV M1a erteilt. In den USA besteht die uneingeschrankte
Zulassung fur die Stadien Ill und IV.

In diesem Kontext verlieren die weiterhin zugelassenen Therapieoptionen einer isolierten, hy-
perthermen Extremtitatenperfusion oder einer Elektrochemotherapie mit Bleomyzin bzw. Cis-

platin an Bedeutung.

Wenn ein lokales Therapieverfahren im palliativen Setting nicht mdglich ist, gilt eine Sys-
temtherapie als indiziert. Vorrangig sollte hierbei der Einschluf} in klinische Studien gepruft

werden .

2.2.3. Systemtherapie

Immuntherapien und zielgerichtete Therapien bilden gegenwartig die Saulen der dermatoon-
kologischen Therapie im fernmetastasierten Stadium und gelten als Meilensteine in der Onko-
logie. Galt noch vor wenigen Jahren die Chemotherapie mit Dacarbazin (DTIC) als etablier-
teste Behandlungsmethode im Stadium IV mit einem medianen Uberleben von 8-12 Monaten,
konnte durch den Paradigmenwechsel ein medianes Gesamtlberleben von 24 Monaten und

mehr erzielt werden ',

Das menschliche Immunsystem wird tiber sog. immune checkpoints reguliert '°'. Zwei fir die
Therapie des Melanoms wichtige Checkpoints sind CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4) und PD-1 (programmed cell death protein-1). Sie fungieren als
regulatorische Bremse des Immunsystems und fiihren zur seiner Herabregulation zum Schutz
vor Autoimmunitatsreaktionen 1% Tumorzellen instrumentalisieren diesen Mechanismus,
bspw. durch erhdhte Expression von PD-L1 (programmed cell death protein-1 Ligand), und
schwachen die Effektorfunktion von T-Zellen und NK-Zellen durch Bindung an deren
Rezeptoren . Gleiches gilt fiir das CTLA-4 Protein, das auf der Oberflache von aktivierten
CD4+ und CD8+ T-Zellen exprimiert wird '°'. Durch Blockade der Proteine kommt es zur
Herabregulation der negativen feedback-Schleife und einer Induktion von Tumor-spezifischen
T-Zellantworten durch Aktivierung und Proliferation von T-Zellen sowie einer gesteigerten
Autoimmunitat und letztlich zu einer reduzierten Toleranz gegentiber Tumorzellen 102104105,

2010 konnten Hodi et al. ein medianes Gesamtliberleben von 10,1 Monaten fir Patienten unter

Therapie mit dem CTLA-4 — Antikdrper Ipilimumab feststellen . Noch ermutigendere Daten
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lieferte die Studiengruppe um Caroline Robert und Georgina Long, die fiur die Therapie mit
dem PD-1 — Antikoérper Nivolumab ein 1-Jahres-Gesamtiberleben von 72,9% im Stadium IV
nachweisen konnte (vs. 42,1% DTIC). Das PFS betrug 5,1 Monate fur Nivolumab und 2,2
Monate in der Kontroligruppe mit Dacarbazin. Die Ansprechrate fiir Nivolumab lag mit 40%
signifikant hdher als in der Kontrollgruppe mit 13,9% (DTIC) ',

Im selben Jahr konnte die gleiche Studiengruppe fir den PD-1 — Antikérper Pembrolizumab
ein 6-Monats-PFS von 47,3% demonstrieren (vs. 26,5% unter Ipilimumab). Die extrapolierten
Daten zur 1-JUR betrugen 74,1% (Pembrolizumab) bzw. 58,2% (Ipilimumab) bei deutlich
geringerer Toxizitat als unter einer CTLA-4 — Monotherapie '%. Die bisher besten Ergebnisse
in Bezug auf das Gesamtlberleben konnten Hodi et al. 2016 durch die kombinierte
Checkpoint-Inhibition mit Nivolumab und Ipilimumab feststellen: Das OS nach 24 Monaten
betrug fur therapienaive Patienten 63,8%. Die Vergleichsgruppe mit Ipilimumab in der
Monotherapie erzielte ein OS von 53,6% '*. Diese Daten wurden von Callahan et al. im Jahre
2018 bestatigt. In ihrem 3-Jahres Follow-Up wiesen sie ein OS unter Nivolumab + Ipilimumab
von 63% und eine mediane Ansprechdauer von 22,3 Monaten nach ',

Zudem mehren sich die Berichte Uber Komplettremissionen unter Immuncheckpoint-Blockade
mit monoklonalen PD-1 — und CTLA-4 — Antikérpern 1"112,

Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgten die Zulassungen zur Behandlung von Melanompatienten
im Stadium IV mit einem PD1-Antikérper (Nivolumab, Pembrolizumab) als Monotherapie oder
in Kombination mit dem CTLA4-Antikdrper Ipilimumab (Ipilimumab + Nivolumab) — unabhangig

des Mutationsstatus 1°7-1%°,

Fir Patienten mit einer BRAFY®®°-Mutation besteht die Maglichkeit mittels small molecules al-

terierte Signalmolekiile des MAPK-Signalkaskadewegs zu adressieren und zu inhibieren ">
17

In der BRIM-3 Studie aus 2011 konnte eine signifikante Verlangerung des OS nach sechs
Monaten unter der Therapie mit Vemurafenib (BRAF-Inhibitor) im Vergleich zur Kontrollgruppe
mit DTIC festgestellt werden (84% vs. 64%) "'*. Die Ergebnisse wurden 2017 durch die Lang-
zeitdaten der BRIM-3 Studie bestatigt (1-JUR: 56% vs. 21%; 4-JUR: 24% vs. 16%) 8.

In der Monotherapie mit dem BRAF-Inhibitor Dabrafenib zeigten sich ahnliche Ergebnisse wie
Hauschild et al. 2012 in der Phase lII-Studie ,BREAK-III“ zeigen konnten '. Das mediane
PFS betrug 5,1 Monate unter BRAF-Inhibition vs. 2,7 Monate unter Chemotherapie mit DTIC.
In der BREAK-II-Studie (Phase Il) von 2013 erreichten Patienten mit einer BRAF*°°€-Mutation
unter zielgerichteter Therapie mit Dabrafenib ein PFS von 6,3 Monaten und ein OS von 13,1
Monaten. Die Kohorte mit einer BRAFY*-Mutation erzielte ein PFS von 4,5 Monaten und ein
OS von 12,9 Monaten "°.
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Die Kombination von BRAF- und MEK-Inhibitoren konnte einerseits die Toxizitdt der BRAF-

Inhibitoren senken und andererseits das PFS und OS signifikant verlangern %1712,

Die Kombination von Vemurafenib mit dem MEK-Inhibitor Cobimetinib wies ein signifikant
héheres PFS als die Kontrollgruppe auf. Komplett- oder Teilremissionen konnten unter dieser
zielgerichteten Therapie in 68% der Falle erzielt werden ',

Das mediane PFS fur Dabrafenib plus Trametinib (MEK-Inhibitor) war mit 11,4 Monaten signi-
fikant héher als in der Monotherapie mit Vemurafenib (7,3 Monate) ''°. Dies galt auch fiir das
1-Jahres-Gesamtuberleben (72% vs. 65%).

Das beste Ergebnis konnte in der 2018 veréffentlichten COLUMBUS-Studie erzielt werden:
Die Kombination Encorafenib (BRAF-Inhibitor) plus Binimetinib (MEK-Inhibitor) erreichte ein
PFS von 14,9 Monaten verglichen mit einer Vemurafenib-Monotherapie (7,3 Monate) bei mo-
derater Toxizitat '2".

Alle drei Kombinationen sind mittlerweile zur Therapie von Melanompatienten mit nachgewie-

sener BRAFY®%E. oder BRAF % -Mutation zugelassen.

Zielgerichtete Therapien mit small molecules fur Patienten mit einer NRAS — Mutation wurden
verschiedenen Studien untersucht (u.a. Selumetinib '??, Pimasertib ', Trametinib '*, Binime-
tinib '%°). Signifikante Verbesserungen des OS im Vergleich zu den Gesamtiiberlebensraten
unter Immuntherapien konnten jedoch fiir diese Patientenkohorte nicht festgestellt werden.

Eine spezifische Therapieoption fir NRAS-Mutationen bleibt somit vakant '%°.

Bei vorhandener c-KIT — Mutation ist eine spezifische Therapie mit dem Tyrosinkinaseinhibitor

Imatinib méglich 27128,

Eine radioonkologische Intervention ist geboten bei frakturinstabilen Knochenmetastasen
und/oder Knochenschmerzen und kann wesentlich zu einer Lebensqualitatssteigerung der be-
troffenen Patienten beitragen. Bei Vorhandensein asymptomatischer Knochenmetastasen ist
die Therapie mit Bisphosphonaten oder RANKL-Inhibitoren (z.B. Denosumab) eine weitere
Behandlungsoption. Auch bei Hirnmetastasen ist eine strahlentherapeutische Intervention an-
gezeigt, entweder mittels isolierter stereotaktischer Bestrahlung (Gamma- oder Cyberknife)
einzelner Filiae oder als Ganzhirnradiatio bei multiplen supra- und infratentoriellen Metastasen
7129 Dje Moglichkeit eines operativen, neurochirurgischen Eingriffs sollte jedoch vorab gepriift

werden.

Der synergistische Effekt (,abscopal effect”) einer kombinierten Immuntherapie mit einer loka-
len Radiatio wurde vielfach beschrieben. Dieser zeigt durch die Radiatio-vermittelte Tumoran-
tigenfreisetzung — sowie die konsekutive Erkennung durch das modulierte Immunsystem —

eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens "*°.

39



Ein weiterer Ansatz, um Tumore fir eine Immuncheckpoint-Inhibition zu sensibilisieren, be-
steht in der Anwendung von onkolytischen Viren als Immunaktivatoren. Erste praklinische Da-
ten konnten bereits vielversprechende Ergebnisse und ein besseres Therapieansprechen auf-
zeigen '3 Die synergistische Wirkung beruht auf einer viral getriggerten Tumorantigen-
spezifischen T-Zellantwort und konsekutiven Checkpointinhibition '*2. Eine Phase Ib/Il Studie
von Puzanov et al. konnte unlangst eine bessere Wirkung von T-VEC in Kombination mit
Ipilimumab nachweisen "**. Ahnliche Ergebnisse lieferte die PIVOT-02-Studie und demons-
trierte eine Modifikation der Tumorimmunogenitat, wodurch eine erhéhte intratumorale CD8+
Antwort durch eine vermehrte T-Zellinfiltration hervorgerufen wurde '*. Dieses Prinzip der Mo-
difikation des tumor microenvironments kénnte kunftig ein weiterer vielversprechender Thera-

pieansatz sein und wird derzeit in verschiedenen klinischen Studien tberpriift %6137,

Chemotherapien haben weiterhin ihren Stellenwert in der Dermatoonkologie, gelten jedoch
nicht mehr als Erstlinientherapeutika. Sie werden meist als salvage-Therapie nach Progress
unter Immun- bzw. zielgerichteter Therapie, bei hoher Tumorlast zu ihrer unmittelbaren Re-
duktion oder zur Stabilisierung bei rascher Metastasierungsdynamik eingesetzt ”. Empfohlen
werden derzeit, in Abhangigkeit des Allgemeinzustandes des Patienten, Monochemotherapien
mit Dacarbazin (DTIC), Paclitaxel oder Cisplatin bzw. Polychemotherapien nach dem BHD-
(Carmustin/BNCU, Hydroxyurea, Dacarbazin), BOLD- (Bleomycin, Vincristin/Oncovin, Lomus-
tin, Dacarbazin), CarboTax- (Carboplatin, Paclitaxel), GemTreo- (Gemcitabin, Treosulfan)

oder DVP-Schema (Dacarbazin, Vindesin, Cisplatin) ’.
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2.3 Die RAS/RAF/MEK/ERK - und PI3BK/AKT/mTOR - Signalkaskadewege

2.3.1. Zellulare Signaltransduktion

In Anbetracht der Aggressivitat und der steigenden Inzidenz des Melanoms ist sein Verstand-
nis auf molekularbiologischer Ebene von besonderer Bedeutung. Hervorzuheben sind hierbei
der intrazellulare RAS/RAF/MEK/ERK - Signalkaskadeweg (MAPK-pathway) sowie der
PI3K/AKT/mTOR - Signalkaskadeweg (PI3K-pathway), die eine Schlisselrolle bei der Tumor-

progression sowie Therapieresistenz von Melanomen einnehmen 8°138-140

und Ansatzpunkte
fur eine zielgerichtete Melanomtherapie bieten kdnnen.

Durch zelluldre Feedback-Mechanismen kommt es zu einer gegenseitigen Hoch- bzw. Herun-
terregulation und damit zu escape-Mechanismen des Tumors, die vor allem im Kontext der

Therapieresistenz von Belang sind ™.

Zellmembran E Stimulus

‘ > G-Protein
e >

®
RAF D E— MAPKKK
‘ ®
AKT
o v
MEK
‘ . 1/2 - MAPKK
mTOR ‘
®
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/-\
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Wachstum, Uberleben,
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Abbildung 5: Die RAS/RAF/MEK/ERK- und PI3K/AKT/mTOR- Signalkaskadewege, Abbildung
modifiziert nach Cheng, Y. 7 und Dumaz, N. 142,
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2.3.2. Der RAS/RAF/MEK/ERK - Signalkaskadeweg

Der RAS/RAF/MEK/ERK - Signalweg (Vgl. Abbildung 5) zahlt zum MAPK-Signalweg (mito-
gen-activated protein kinase pathway), welcher der Vermittlung extrazellularer Signale an zy-
toplasmatische und nukleare Effektoren dient und den wichtigsten zellularen Signalweg beim
Melanom darstellt 73138143144 Dje hjufigsten Mutationen beim Melanom sind in seinen Gen-
produkten zu finden #1145,

Der RAS/RAF/MEK/ERK - Signalweg ist an der Regulation von Zellproliferation, -differenzie-

t 73,138

rung, Uberleben und Apoptose der Zelle beteilig und wird vornehmlich von Wachstums-

faktoren stimuliert ™24,

Der MAPK-Signalweg ist durch eine sequentielle Drei-Kinasen-Kaskade gekennzeichnet, wel-
che durch die Bindung eines extrazelluldaren Faktors an die membranstandige Rezeptor-Tyro-
sinkinase aktiviert wird 3844146 7, den RTKs zahlen u.a. EGFR (epidermal growth factor
receptor), PDGFR (platelet-derived growth factor receptor), c-KIT, VEGFR (vascular endothe-
lial growth factor receptor) und FGFR (fibroblast growth factor receptor) 4.

Durch Bindung des Liganden wird eine Dimerisierung des Rezeptors und konsekutiv eine Au-
tophosphorylierungskaskade induziert. Die RAS/RAF/MEK/ERK-Kaskade wird durch die RAS-
GTPase mediiert, die Uber drei Zwischenstufen (RAF, MEK, ERK) sukzessive phosphoryliert
wird. Das nachgeschaltete Enzym dient jeweils als Substrat fur die vorgeschaltete Phospho-
rylierung:

An den phosphorylierten, zytoplasmatischen Teil der dimerisierten Rezeptor-Tyrosinkinase
bindet das Adapterprotein Grb2 (growth-factor-receptor-bound protein 2) und transloziert den
GDP/GTP-exchange-factor (GEF) son-of-sevenless (SOS) an die Zellmembran % SOS
induziert den switch der GTPase vom inaktiven RAS/GDP-Status in den aktiven RAS/GTP-
Status "*®'*3 durch Interaktion mit der switch2-Region des RAS-Molekiils *7'*8, Zudem bewirkt
SOS die Verdrangung der switch1-Region aus dem Zentrum, so dass die Effektor-Region
(Nukleotid-Bindestelle) frei liegt und GTP an RAS binden kann " (Vgl. Abbildung 7). Erst nach
dieser Konformationséanderung der allosterischen Region kann die Serin-/Threoninkinase RAF
gebunden und an die Zellmembran transloziert werden 38149150 Dje Aktivierung einer der drei
Isoformen von RAF (A-RAF, B-RAF, C-RAF) erfolgt durch erneute Phosphorylierung. Die
Signalkaskade wird nun durch Phosphorylierung der beiden Serin-/Threoninkinasen MEK1
und MEK2 fortgesetzt '™ Diese wiederrum aktivieren ERK1 und ERK2 durch
Phosphorylierung. ERK1/2 haben Uber 50 Substrate, die sowohl zytosolisch, als auch nuklear
gelegen sind "*®'5', Die nukledren Substrate regulieren die Genexpression durch Aktivierung
einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren ', die zytosolischen Substrate I6sen u.a. eine

negative Feedbackschleife zur Inhibition des Adapterproteins Grb2 aus 2.
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2.3.3. Der PI3BK/AKT/mTOR - Signalkaskadeweg

Der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) — Signalkaskadeweg (Vgl. Abbildung 5) ist maRRgeblich
an Apoptose, Zellzyklusprogression und Zelldifferenzierung beteiligt *3.

Bei PI3Ka handelt es sich um eine Lipid-Kinase, die regulatorische und katalytische Unterein-
heiten besitzt . Physiologisch wird die PI3K-Kaskade durch Rezeptor-Tyrosinkinasen akti-
viert '*®. Sie kann aber auch durch Bindung von NRAS an die katalytische Untereinheit p110a
von PI3Ka aktiviert werden 711149193,

Wachstumsfaktoren wie EGRF (epidermal growth factor receptor) oder IGF-1 (insulin-like
growth factor 1) binden an die RTK's und filhren zu einer Dimerisierung von PI3Ka '**. Eine
Autophosphorylierungskaskade wird ausgelést, wodurch das Membranlipid PIP2 (Phos-
phatidylinositol-4,5-Bisphosphat) zu PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat) konvertiert
wird 5193 PIP3 bindet konsekutiv die Serin/Threonin-Kinase AKT und aktiviert diese 3814,
Einerseits fuhrt dies zur Hemmung der Apoptose durch Inhibition pro-apoptotischer Proteine
wie Bcl sowie Aktivierung der Proteintranslation durch mTOR 342133 Gleichzeitig bewirkt
AKT eine Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors FOXO1, wodurch dieses Protein ver-
mehrt abgebaut wird. Seiner Aufgabe, die Inhibition einer unkontrollierten Zellteilung, kann
FOXO1 somit nicht nachkommen 1%,

Als Antagonist inhibiert der Tumorsuppressor PTEN (Phosphatase and Tensin-homologue)
AKT durch Dephosphorylierung von PIP3 zu PIP2 %3154,

Beim Melanom kommt es zu inaktivierenden Mutationen oder Deletion von PTEN durch
aktivierende Mutationen von NRAS "*°. Der Verlust von PTEN fiihrt zu einer verstarkten mTOR

Aktivitat, die in gesteigertem Zellwachstum und -proliferation miindet 38145153134,

2.4 NRAS und die RAS - Superfamilie

RAS-Gene zahlen zu den ersten detektierten Protoonkogenen. Sie wurden in den 1980er Jah-
ren in retroviralen Sarkomen von Ratten identifiziert und nach ihren Stdmmen benannt (rat
sarcoma): Harvey- (H-RAS), Kirsten- (K-RAS) und Neuroblastoma-RAS (N-RAS) 196157,

Diese RAS-Proteine sind fiir die Nomenklatur der Superfamilie verantwortlich, zu der mehr als
100 monomere GTPasen zahlen, die ein Molekulargewicht von 20 bis 40 kDa aufweisen und

fur Signaltransduktion extrazellularer Stimuli an den Nucleus von elementarer Bedeutung sind
158

Die vier Isoformen des RAS-Gens (KRAS4A, KRAS4B, NRAS and HRAS) unterscheiden sich
vornehmlich am C-terminalen Ende, der hypervariablen Region (hvr), und bedingen ca. 30%
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der fir Krebserkrankungen verantwortlichen Mutationen beim Menschen 261591 Neben der
RAS-Subgruppe werden auch die Rho-, Rab-, Ran- und Sar1/Arf-Proteine zur RAS-
Superfamilie gezahlt . Allen Subgruppen, die in ihrer biologischen Funktion differieren, ist
eine hochaffine GTP/GDP-bindende Domane gemein, die einen molekularen Schalter (switch)

zwischen aktivem und inaktivem Zustand der entsprechenden GTPase darstellt 1%%1%°,

Die Transition von inaktivem zu aktivem Zustand erfolgt durch Dissoziation von GDP, die lang-

sam autark, oder durch GEFs bzw. GAPs katalysiert, erfolgen kann 46153159

Bei aktivierenden RAS-Mutationen handelt es sich in ca. 97-99% der Falle um Missense-Mu-
tationen, die zu einer Konformationsanderung in der switch-Region des RAS-Proteins fuhren

und dadurch einen Verlust seiner GTPase-Aktivitat hervorrufen 7159,

Beim malignen Melanom sind aus dieser Familie vor allem die NRAS-Mutationen von Rele-
vanz und kénnen - je nach Studie - in 15-39% '¢""%* der Falle nachgewiesen werden. Im Mittel

wird eine Frequenz von 20% angegeben '*°

Bei NRAS (neuroblastoma rat sarcoma oder auch Neuroblastoma Rat Sarcoma Viral On-
cogene Homolog) handelt es sich um ein G-Protein, das erstmals 1982 von der Studiengruppe
um Robin A. Weiss beschrieben wurde *° und ein Molekulargewicht von 20-23kDa aufweist
165 Mutationen am NRAS-Gen treten im Codon 12, 13 und 61 auf *3. Beim Melanom ist Codon

61 mit 84% der Falle am haufigsten betroffen '%°166,

a) wild type
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des inaktivem NRAS/GDP- und aktivem NRAS/GTP-

Status bei NRAS-Wildtyp (a) und mutiertem NRAS-Molekdl (b). Abbildung modifiziert nach Posch, C.
143

Es besteht beim nichtmutierten NRAS-Molekul (Wildtyp) ein Equilibrium zwischen inaktivem
GDP- und aktivem GTP-Status, das durch GEFs oder GAPs katalysiert wird '1%316¢ (yg|.
Abbildung 6). Mutationen fihren zu einer Dysbalance zugunsten des aktivierten GTP-Status

und somit zu einer Daueraktivierung des G-Proteins, was letztlich zu einem unkontrollierten
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Tumorwachstum fiihrt . Betroffen sind dabei einzelne Nukleotidveranderungen in der switch
Il Region von Codon 61, welche seine intrinsiche, katalytische Aktivitat beeintrachtigen 4816
und NRAS in seinem aktiven GTP-Status arretieren '®. Bei Mutationen in Codon 12 und 13 ist
die Phosphat-Bindestelle betroffen und macht das Protein unempfindlich fir die physiologische
Deaktivierung durch GTPase aktivierende Proteine '**'®, Die Mutationen in Codon 61 und
Codon 12 bzw. 13 gelten als aktivierend, wirken jedoch antagonistisch '¢°.

effector

region effector

region

n
>
e
hvr ) allosteric allosteric ”’ hvr region
region in part region region - in part
Abbildung 7: Darstellung des RAS-Molekiils mit Lokalisation der haufigen, onkogenen Mutations-

loci an G12, G13, A59 und Q61. Darstellung der Effektorregion in orange, der allosterischen Region in
blau, der switch-Regionen in rot und der c-terminalen, hypervariablen in griin (Abbildung aus 7).
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2.5 Fragestellung

Das metastasierte maligne Melanom ist eine biodiverse Tumorentitat. Die Erforschung zu-
grunde liegender Mutationen und der Eingriff in davon abhangige biologische Signalwege hat
in den letzten Jahren zu einer revolutionierenden Therapieform durch BRAF- und MEK-
Inhibitoren fir BRAF-mutierte Melanompatienten gefiuhrt. Fir die Gruppe der NRAS-positiv
mutierten Melanompatienten fehlen leider entsprechende detaillierte Untersuchungen und Er-
kenntnisse.

Vor diesem Hintergrund erfolgte im Rahmen der vorliegenden Dissertation eine umfassende
Analyse der epidemiologischen-, histopathologischen und therapiespezifischen Faktoren von
NRAS-mutierten Melanompatienten am Hauttumorzentrum der Uniklinik Kéin. Uberdies wur-
den die Mutationsgenotypen von NRAS hinsichtlich des Metastasierungsverhaltens und Ge-

samtlberlebens im malignen Melanom analysiert.

Im Einzelnen sollen dabei folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Wie verhalt sich die Epidemiologie des NRAS mutierten malignen Melanoms?

2. Was sind histopathologische Kriterien des NRAS mutierten malignen Melanoms?

3. Wie lassen sich die Mutationen in verschiedenen Lokalisationen des NRAS-Gens im
malignen Melanom klassifizieren? Welche begleitenden Mutationen kénnen bei NRAS
mutierten Patienten gefunden werden? Besteht die als dogmatisch beschriebene
BRAF- bzw. NRAS-Exklusivitat wirklich?

4. Wie verhalt sich die Metastasierung im NRAS mutierten malignen Melanom? Welchen

pradiktiven Wert spielen hierbei Mutationsgenotypen von NRAS?

5. Wie ist das Ansprechen NRAS mutierter Patienten auf Systemtherapien beim malignen

Melanom? Welche Auswirkungen haben sie auf das rezidivfreie Uberleben?

6. Welchen Einfluss haben NRAS-Mutationen auf das Gesamtlberleben von Patienten
mit malignem Melanom? Bestehen hierbei Unterschiede fir die einzelnen Muta-

tionsgenotypen von NRAS?

7. Besteht eine Assoziation zwischen Mutationsgenotypen beim NRAS mutierten malig-

nen Melanom zu Zweitmalignomen?
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3. Material und Methoden

3.1 Patientenkohorte und Datenerhebung

Anhand einer Tumordatenbank, die seit den 1990er Jahren in der Klinik und Poliklinik fir Der-
matologie und Venerologie der Uniklinik Kéln gefiihrt wird, konnten wir Patienten nach ihrem
Mutationsstatus identifizieren. Diese Daten wurden mit einer separat gefliihrten Mutationsda-
tenbank abgeglichen. Eine Gesamtzahl von 324 Melanompatienten (m/w) mit verfligbaren Da-
ten bezulglich ihres NRAS-Mutationsstatus wurden in die vorliegende retrospektive, monozent-
rische Analyse eingeschlossen.

Alle Patienten wurden wahrend der Tumornachsorge oder bei Vorliegen von Metastasen im
Rahmen der Therapie in unserer Klinik betreut.

Die klinischen und histologischen Daten wurden retrospektiv aus den jeweiligen Patientenak-
ten der Tumorambulanz des Hauttumorzentrums der Universitatsklinik Kéln sowie dem CIO
Kdéln/Dermatologie (Centrum fir Integrierte Onkologie Aachen Bonn Kéln Dusseldorf) entnom-
men. Die friheste Erstdokumentation einer NRAS-Mutation aus unserer Studienpopulation
wurde im November 2002 dokumentiert. Zuséatzlich zu den vorliegenden Daten wurden keine
weiteren Analysen, Patientenkontakte, laborchemischen Untersuchungen oder radiologische
Befunde erhoben.

Eingeschlossen wurden Patienten mit kutanen Melanomen (n=288), unbekanntem Primarius
(n=28), Bindehautmelanomen (n=1) und Schleimhautmelanomen (n=7).

Ausgeschlossen wurden Patienten mit einem fragmentarischen Datenset (<60% der zu erhe-
benden Daten) oder Patienten, die sich einmalig zur Einholung einer Zweitmeinung im Haut-
tumorzentrum der Uniklinik KIn vorstellten.

Alle Patienten wurden gemaR der Staging Guidelines des American Joint Committee on
Cancer (AJCC) klassifiziert, entsprechend der unterschiedlichen Charakteristika nach der 7th
edition (2009) bzw. 8th edition (2017). Eine entsprechende Stratifizierung entfiel u.a. auf die
Stadien-Eingruppierung bei Erstdiagnose (bis 2017) bzw. status quo bei Datacut am
31.03.2019.

Die Daten wurden vor der statistischen Analyse in einer zentralen Datenbank zusammenge-
fuhrt (Microsoft® Excel flir Mac, Version 16.16.9) und umfassen u.a. demographisch-epidemi-
ologische Daten, Resultate der Wachterlymphknotenbiopsie (SLNB), AJCC Stadium bei Erst-
diagnose respektive Datacut, Therapielinien, BRAF- und NRAS-Mutationsstatus, ggfs. koexis-
tente Mutationen und/oder Zweitmalignome.

Die Informationen bezliglich des Primartumors beinhalten Lokalisation, histologischen Subtyp,

Tumordicke nach Breslow, Clark-Level sowie Ulzeration.
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Bei Patienten, die nachweislich mehrere unabhangige Primarmelanome aufwiesen, wurde der
fur die Erkrankung ursachliche Tumor anhand der Tumordicke nach Breslow und dem lokore-
gionalem Metastasierungsmuster identifiziert. Meta- oder synchrone Primartumoren wurden in
dieser Arbeit nicht weiter analysiert.

Als lost-to-follow-up wurden Patienten definiert, die sich vor Abschluss einer Behandlung nicht
wieder in unserem Hauttumorzentrum vorgestellt haben oder deren Sterbedatum nicht ermit-
telt werden konnte.

Die Aktenfllhrung des Hauttumorzentrums erfolgte grof3teils in Papierform und wurde in den
letzten Jahren um ein elektronisches Dokumentationssystem (Orbis®) erganzt. Samtliche fur
diese Studie relevanten Patientendaten spiegeln sich in den jeweiligen Patientenakten wider.
Fir die Studie wurden die Patientendaten pseudonymisiert und fortlaufend nummeriert. Das
Geburtsdatum wurde auf das Jahr reduziert. Ein exemplarischer Erhebungsbogen ist im An-

hang zu finden.

3.2 Tumorproben und Mutationsanalysen

Die Mutationsanalysen wurden an den Primartumoren oder an Lymphknotenmetastasen
durchgefiihrt (n=246). In 78 Fallen erhoben wir diese jedoch auch an Organmetastasen, da
weder Primarius noch Lymphknotenmetastasen fiir eine molekularpathologische Untersu-
chung zur Verfigung standen.

Die Durchfuhrung der Mutationsanalysen mittels Sanger-Sequenzierung (2011-2014) bzw.
New Generation Sequencing (ab 2015) erfolgte im Rahmen der Regelvorsorgung durch das
Institut fir Pathologie der Universitat zu KéIn/ Prof. R. Buttner. Das schriftliche Einverstandnis
der Patienten fur die Durchfiihnrung der Analyse wurde vorab eingeholt ",

Vereinzelte Mutationsanalysen wurden auch im Rahmen von klinischen Studien oder durch
externe pathologische Institute durchgefiihrt, wo die Untersuchung des Primartumors erfolgt
und die Erstdiagnose Melanom gestellt worden ist. Die Behandlung dieser Patienten erfolgte

im weiteren Verlauf durch das Hauttumorzentrum der Uniklinik Koln.

3.3 Statistische Analyse
Es wurden unterschiedliche statistische Verfahren fur die Auswertung der Daten angewendet:

Kontinuierliche Variablen wurden bei Normalverteilung als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. Normalverteilte Daten wurden mittels T-Test geprift. Kategorisierte Variablen

wurden als absolute Zahlen und relative Haufigkeiten angegeben. Ferner wurde in Bezug auf
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alle quantitativen Merkmale mittels T-Test geprift, ob ein signifikanter Unterschied zwischen
den getesteten Gruppen besteht. Als nichtparametrischer Test wurde der Wilcoxon Signed
Rank Test verwendet.

Um die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung von Hirnmetastasen nach Genotyp zu untersu-
chen, wurde das Relative Risiko (RR) bestimmt.

Bezlglich des Langzeitverlaufs, Berechnungen des Gesamtiiberlebens nach 5 bzw. 10 Jahren
sowie des progressionsfreien Uberlebens wurde eine Uberlebenszeitanalyse mittels des
Schatzverfahrens von Kaplan und Meier durchgefiihrt und anhand des Log Rank Test nach
Mantel-Cox gepruft.

Zur Bestimmung pradiktiver Faktoren fir die Entwicklung von Hirnmetastasen bzw. Tod fuhr-
ten wir multivariate Analysen mittels COX-Regression durch.

Ein Ergebnis galt als signifikant, sobald p < 0,05 ergab und die Nullhypothese somit verworfen
werden konnte.

Die graphische Aufarbeitung erfolgte anhand von Balken-, Torten- und Streudiagrammen,

Boxplots, Kaplan-Meier-Kurven sowie in tabellarischer Form.
Fir die statistischen Berechnungen wurde das Programm Prism 8 (Version 8.1.2 for MacOS,

GraphPad Software Inc., San Diego, California) verwendet. Die multivariaten Analysen erfolg-
ten mit SPSS for MacOS (Version 27, IBM Corporation, Armonk, NY).

49



4. Ergebnisse

41 Epidemiologische Ergebnisse

4.1.1. Erstdiagnose NRAS-Mutation

Die 324 erfassten Melanompatienten mit nachgewiesener NRAS-Mutation hatten ihre Erstdi-

agnose in den Jahren 1991-2019.

Die Verteilung der Erstdiagnosen pro Jahr zeigt folgende Abbildung.

Erstdiagnosen von Melanompatienten / Jahr mit
nachgewiesener NRAS-Mutation
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Abbildung 8: Anzahl der Erstdiagnosen NRAS-positiver Melanompatienten bezogen auf die Jahre

1991 bis 2019.

Die geringe Anzahl von 3 Patienten im Jahr 2019 ist dem Zeitraum der Datenerhebung ge-
schuldet, dessen Endpunkt der 31.03.2019 war.

Anmerkung:

Die Patienten, deren Erstdiagnose vor 2011 lag, wurden im Verlauf bei Vorliegen einer Metastasierung
auf eine NRAS-Mutation getestet, z.B. im Rahmen klinischer Studien. RoutinemaRig werden in Hauttu-
morzentrum der Universitatsklinik zu Koéln Patienten ab einem AJCC-Stadium IIC bzw. bei Nachweis
einer lokoregionalen und/oder Fernmetastasierung hinsichtlich ihres Mutationsstatus getestet und er-

fasst.
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4.1.2. Geschlechterverteilung der Patienten

Die Geschlechterverteilung in unserer Patientenkohorte zeigte eine Pradominanz des mannli-
chen Geschlechts: von 324 Patienten waren 119 weiblich und 205 mannlich.

Geschlechterverteilung

weiblich, n=119,
37%

" . M mannlich
mannlich,

n=205, 63% W weiblich

Abbildung 9: Geschlechterverteilung der Gesamtkohorte. Von 324 Patienten sind 119 Frauen und
205 Manner, dies entspricht einer signifikanten Haufung des mannlichen Geschlechts mit 63%.

Im Wilcoxon Signed Rank Test zeigte sich das Ergebnis hochst signifikant mit einem p-Wert
von <0,0001.
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4.1.3. Altersverteilung bei Erstdiagnose

Die Patienten mit nachgewiesener NRAS-Mutation waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose im
Median 70 Jahre (MW 66,40) alt. Es zeigte sich, dass Frauen bei Diagnosestellung etwas
junger waren, der Median lag bei 66 Jahren (MW: 63,16; SD: 15,10; Range: 28-90). Der Er-
krankungsgipfel lag bei 61-80 Jahren.

Bei Mannern lag der Median mit 72 Jahren (MW: 68,28; SD 12,21; Range 21-95) geringfligig
héher als der geschlechtsunspezifische Median, der Erkrankungsgipfel hingegen bei 71-80
Jahren.

Nachfolgende Graphik stellt die geschlechtsspezifische Altersverteilung sortiert nach 10-Jah-
resabstanden dar.

Alter bei Erstdiagnose
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Abbildung 10: Alter bei Erstdiagnose. Verteilung nach Altersklassen (in 10-Jahresabstdnden) zum Zeit-

punkt der Erstdiagnose in Abhangigkeit des Geschlechts. Die insgesamt 324 Patienten verteilen sich auf 119
Frauen und 205 Ménner.
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4.1.4. Lokalisation des Primartumors

In unserer Patientenkohorte war in 296 Fallen die Lokalisation des Primartumors dokumentiert.
Bei 28 Patienten war der Primartumor nicht bekannt. Bei denen als primary tumor unknown
(PTU) geflihrten Patienten manifestierte sich die Tumorerkrankung als LK- oder Organmeta-

stase.

In der statistischen Analyse der Daten wurden die Primarlokalisationen in 6 Gruppen zusam-
mengefasst (Vgl. Tabelle 10). In der Datenbank wurden urspriinglich 15 Areale unterschieden:
Gesicht, sonstiger Kopf, Auge, Hals, Brust und Bauch, Ricken, Gesal3, aulleres Genitale,

Oberarm, Unterarm, Hand, Oberschenkel, Unterschenkel, Fuly, Schleimhaute.

AnschlielRend erfolgte eine Stratifizierung nach histologischem Subtyp und Lokalisation (Vgl.
Abbildung 11).

SSM NMM ALM LMM Amelanot. MM
8% 16% b 56% 20%
50% 33% 11% 50%
20% 22% 22%
2%
21% 27% 11% 30%
100%
Abbildung 11: Lokalisation der Primartumoren nach histologischem Subtyp in Prozent. Aufgrund von Run-

dungen entsprechen die Gesamtsummen nicht bei allen Subtypen 100%.

Insgesamt zeigte sich mit 108 Fallen (33,33%) die hdchste Pravalenz am Rumpf (Brust, Bauch,
Ricken), gefolgt von den unteren Extremitaten (Oberschenkel, Unterschenkel, Fufd) mit 80
Fallen (24,69%). An den oberen Extremitaten (Oberarm, Unterarm, Hand) wurden 59 Falle
(18,21%) detektiert.

Im Kopf-Hals-Bereich (Gesicht, Kopfhaut, Auge, Schleimhaute, Hals) wurden 44 Melanome
(13,58%) gefunden, genital (inkl. Schleimhaute) hingegen 5 (0,02%). In 28 Fallen war der Pri-

marius unbekannt (8,64%).

(Aufgrund von Rundungen betragt die Gesamtsumme nicht 100%, sondern 98,47%.)
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Eine Ubersicht zur Lokalisation des Primartumors nach histologischem Subtyp in absoluten

Zahlen findet sich in der nachstehenden Tabelle.

Tabelle 10: Ubersicht der Lokalisation des Primartumors nach histologischem Subtyp, in absoluten
Zahlen.

SSM NMM ALM LMM | AMM | Schleim- | Binde- PTU Nicht
haut haut klassifi-
zierbar
Kopf/Hals 7 20 0 5 2 5 1 0 4
Rumpf 42 41 0 1 5 0 0 0 19
Obere Extr. 17 27 0 2 0 0 0 0 13
Genital 0 3 0 0 0 2 0 0 0
Untere Extr. 18 33 10 1 3 0 0 0 15
PTU 0 0 0 0 0 0 0 28 0
Gesamt 84 124 10 9 10 7 1 28 51
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4.1.5. Histologische Subtypen am Gesamtkollektiv

In der Erfassung der histologischen Subtypen ergab sich folgende Haufigkeitsverteilung:

nicht klassifizierbar

8P674lj 1 15,74%
, ()

Bindehaut \

0,3% \

Schleimhaut
2,16%

amelanot. MM
3,09%

SSM

—_

LMM
2,78%

ALM__—
3,09%

NMM
38,27%

Abbildung 12:  Verteilung der histologischen Subtypen am Gesamtkollektiv (n=324):
SSM=superfiziell spreitendes Melanom, NMM=nodulédres malignes Melanom, ALM=Akral-lentigindses
Melanom, LMM=Lentigo-maligna Melanom, amelanot.MM=amelanotisches Melanom, Schleim-
haut=Schleimhautmelanom, Bindehaut=Bindehautmelanom, PTU=unbekannter Primarius, nicht klassi-
fizierbar=nicht klassifizierbares malignes Melanom.

Am haufigsten wurde mit 124 Fallen (38,27%) das nodulare Melanom (NMM) diagnostiziert,
gefolgt vom superfiziell spreitenden Melanom (SSM) mit 84 Fallen (25,93%). Das akral-lenti-
gindése Melanom und das amelanotische Melanom wurde jeweils in 10 Fallen (3,09%) nach-
gewiesen, das Lentigo-maligna Melanom (LMM) hingegen in 9 Fallen (2,78%). In 7 Fallen
(2,16%) konnte ein Schleimhautmelanom detektiert werden. In einem Einzelfall (0,3%) fand
sich ein Bindehautmelanom. Bei insgesamt 28 Patienten (8,64%) konnte kein Primartumor
gefunden werden. Insgesamt 51 Falle (15,74%) wurden als nicht klassifizierbar eingestuft,
hierunter summieren sich Sonderformen wie das desmoplastische oder sarkomatoide Mela-
nom, die in der Statistik nicht separat aufgefuihrt werden. Auch Melanome, welche histopatho-
logisch nicht eindeutig zugeordnet werden konnten, entfallen in diese Subgruppe (Vgl. nach-
stehende Tabelle 11).
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Tabelle 11: Einteilung der nicht-klassifizierbaren Melanome nach primaren und sekundaren histologi-
schen Merkmalen.

Nicht Kklassifizierbare Melanome (n=51)

Histologische Subtypen n (%)
Malignes Melanom 26 (50,9)
Ulz. malignes Melanom 07 (13,7)
Ulz. malignes Melanom 02 (03,9)

mit Satellitose
Regressives Melanom 04 (07,8)
Desmoplastisches Melanom 01(01,9)
Ulz. ndvoides Melanom 01(01,9)
Navoides Melanom 02 (03,9)
mit Satellitose
Ulz. polypoides Melanom 05 (09,8)
Sarkomatoides Melanom 01(01,9)
Ulz. spindelzell. Melanom 01(01,9)
Spitzoides Melanom 01(01,9)

Anmerkung: Aufgrund von Rundungen ergibt sich eine prozentuale Gesamtsumme von 99,5%

Betrachtet man das histopathologische Merkmal ,nodular” als Sekundarcharakteristikum erga-
ben sich weitere ,knotige“ Melanome in unserer Gesamtkohorte (n=324):

Sekundar knotige Melanome, n=48

amelanot.
MM, n=6 ,
13%

H SSM

ALM, n=3
6% ALM

uLMM

m amelanot. MM

Abbildung 13: Haufigkeitsverteilung des histopathologischen Sekundarmerkmals ,nodular® nach
histologischem Subtyp: SSM=superfiziell spreitendes Melanom, ALM=Akral-lentiginéses Melanom,
LMM= Lentigo-maligna Melanom, amelanot. MM=amelanotisches Melanom.
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Insgesamt 48 Patienten (14,8%) wiesen ein sekundar knotiges Melanom auf. In 35 Fallen war
das Sekundarmerkmal mit einem superfiziell spreitenden Melanom (SSM) assoziiert, in 6 Fal-
len mit einem amelanotischen Melanom. Bei 4 Patienten mit einem Lentigo-maligna Melanom
(LMM) bzw. 3 Patienten mit einem akral-lentigindsen Melanom (ALM) konnte dieses histopa-

thologische Kriterium gleichfalls nachgewiesen werden.

In summa konnte bei 172 Tumoren (53,1% der Gesamtkohorte) ein primar oder sekundar
noulares Charakteristikum nachgewiesen werden. Die Korrelation des histopathologischen
Merkmals ,nodular mit einer nachgewiesenen NRAS-Mutation zeigt sich statistisch hoch sig-
nifikant (p<0,0001).

4.1.6. Primary tumor unknown (,,PTU*)

Die 28 Patienten mit einem PTU (primary tumor unknown) waren bei Diagnosestellung im Mit-
tel 65,2 Jahre alt (Median 72,00; SD 14,731; SF 2,784; Range 29-82 Jahre). Die Primarmani-
festation konnte in 78% der Falle anhand einer lymphogenen Metastasierung festgestellt wer-
den (Vgl. nachstehende Tabelle 12).

Tabelle 12: Tabellarische Ubersicht der Lokalisation der Primarmanifestation bei PTU.

Primdrmanifestation bei PTU, n=28 n (%)
LK-Filia bei PTU 13 (46)
Kutane Filia bei PTU 09 (32)
Lungenmetastase bei PTU 02 (07)
Hirnmetastase bei PTU 03 (11)
Viszerale Filia bei PTU 01 (04)

Anteilig waren 18 Patienten (64,3%) mannlichen und 10 (35,7%) weiblichen Geschlechts.

Das Gesamtlberleben dieser Patientenkohorte betrug im Median 23,00 Monate (MW 30,54;
SF 5,840; Range 2-140 Monate).
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4.2 Histopathologische Charakteristika

4.2.1. Vertikale Tumordicke nach Breslow

Bei insgesamt 269 Patienten aus der Gesamtkohorte konnte die vertikale Tumordicke nach
Breslow ermittelt werden. In 28 Fallen war diese bei unbekanntem Primartumor nicht festzu-

stellen, weshalb diese Patienten nicht in die Auswertung aufgenommen wurden.

In weiteren 27 Kasus fehlte eine entsprechende Dokumentation. Zur letztgenannten Gruppe
zahlen auch Patienten mit einem Schleimhaut- oder Bindehautmelanom, bei denen per defini-
tionem keine Tumordicke angegeben bzw. ausgemessen wird (n=7+1). In 19 Fallen wurde die

Tumordicke nicht dokumentiert.
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Abbildung 14: Balkendiagramm zur Verteilung der Tumore entsprechend der Tumordicke nach
Breslow (n=269) in Stadien T1 — T4.

In dem untersuchten Patientenkollektiv hatten 56 Tumore (20,8%) eine Eindringtiefe von 1,0-
2,0mm (T2). Auf die Gruppe 2,01-4,0mm (T3) entfielen 91 Tumore (33,8%). Nur 26 Patienten
(9,7%) wiesen ein Melanom mit einer Tumordicke <1,0mm und einem geringen Metastasie-
rungsrisiko (T1) auf. Der grofite Anteil des Patientenkollektivs (35,7%) umfasste Tumore mit
einer Tumordicke >4,0 mm (n=96) und zahlt zur Gruppe der Hochrisikomelanome mit einem

erhdhten Metastasierungsrisiko (T4).
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In der statistischen Auswertung mit dem Wilcoxon Signed Rank Test zeigte sich eine mediane
Tumordicke von 3,00mm (Mittelwert 4,25mm, Minimum 0,30mm, Maximum 80,00mm) bei ei-

nem zweiseitigen p-Wert von <0,0001.

Die Subtyp-spezifischen Analysen sind nachstehender Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 13: Tabellarische Darstellung der Tumordicke nach histologischem Subtyp mit Minimum, Ma-
ximum, Mittelwert, Median, 1. bzw. 3.Quartil und p-Wert (Wilcoxon Signed Rank Test).

Tumordicke nach histologischem Subtyp

Gesamt SSM NMM LMM ALM | AMM | NichtKlas-
sifizierbar
Min 0,30 0,30 0,30 0,48 1,10 0,95 0,50
Q1 1,70 1,26 2,45 2,45 3,05 1,84 1,70
Mittelwert 4,25 2,71 4,82 5,90 3,82 3,82 5,26
Median 3,00 2,15 3,50 3,50 3,64 2,15 3,40
Q3 4,8375 4,125 5,00 4,20 5,65 4,375 6,00
Max 80,00 9,00 80,00 30,00 7,80 15,00 30,00
p-Wert <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0039 | 0,0078 | 0,0010 <0,0001

Zur graphischen Darstellung und Vergleichbarkeit des Parameters Tumordicke nach Breslow

soll nachstehender Boxplot dienen.

Boxplot zur Tumordicke nach histologischem Subtyp

nicht klassifizierbar= I_:D_I
amelanot. MM I—Dj_l
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Histologischer Subtyp
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Abbildung 15: Boxplot-Darstellung der Tumordicke nach histologischem Subtyp. Zur Ubersichtli-
cheren Darstellung wurde die Abszisse logarithmiert. SSM=superfiziell spreitendes Melanom,
NMM=noduladres malignes Melanom, ALM=Akral-lentigindses Melanom, LMM=Lentigo-maligna Mela-
nom, amelanot. MM=amelanotisches Melanom, nicht klassifizierbar=nicht klassifizierbares malignes
Melanom.
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In der geschlechterspezifischen Analyse betrug die mediane Tumordicke bei Mannern 3,50mm
und 3,34mm bei Frauen. Als mittlere Tumordicke konnte bei Mannern ein Wert von 3,83mm
(Minimum 0,30mm, Maximum 30,00mm) respektive 5,06mm (Minimum 0,30mm, Maximum

80,00mm) bei Frauen berechnet werden.

Die ermittelten Werte zeigen hdchst signifikante Unterschiede zwischen mannlichem und
weiblichem Geschlecht (p-Wert <0,0001).

Die Korrelation der Tumordicke mit dem Erkrankungsalter der Patienten ergab folgende Ver-

teilung:
Altersverteilung nach histologischen Subtypen
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Abbildung 16: Boxplot-Darstellung der Altersverteilung (in Jahren) nach histologischem Subtyp.
SSM=superfiziell spreitendes Melanom, NMM=nodulédres malignes Melanom, ALM=Akral-lentiginGses
Melanom, LMM=Lentigo-maligna Melanom, amelanot.MM=amelanotisches Melanom, Schleim-
haut=Schleimhautmelanom, Bindehaut=Bindehautmelanom, PTU=unbekannter Primarius, nicht klassi-
fizierbar=nicht klassifizierbares malignes Melanom.

Hierbei zeigt sich, dass in unserer Patientenkohorte das nodulare Melanom dominant tber alle
Altersgruppen hinweg verteilt ist (Median 77,0 Jahre, Minimum 22 Jahre, Maximum 93 Jahre).
Das amelanotische Melanom zeigt eine dhnliche Verteilung (Median 72,0 Jahre, Minimum 31
Jahre, Maximum 93 Jahre). Dem superfiziell spreitenden Melanom (Median 77,0 Jahre, Mini-
mum 40 Jahre, Maximum 92 Jahre), dem Schleimhautmelanom (Median 71 Jahre, Minimum
45 Jahre, Maximum 86 Jahre) und den Patienten mit einem unbekannten Primarius (Median

74,5 Jahre, Minimum 41 Jahre, Maximum 85 Jahre) bzw. nicht klassifizierbaren Melanom
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(Median 75 Jahre, Minimum 42 Jahre, Maximum 92 Jahre) ist annahrend gleiches Erkran-
kungsalter gemein. Das ALM (Median 77,5 Jahre, Minimum 69 Jahre, Maximum 88 Jahre) und
das LMM (Median 80,5 Jahre, Minimum 58 Jahre, Maximum 84 Jahre) traten in unserer Pati-
entenkohorte vornehmlich im héheren Lebensalter auf. Eine Sonderstellung nimmt hier das
Bindehautmelanom (Median 46 Jahre) ein, da es nur in einem Fall nachgewiesen werden

konnte und somit keine statistisch relevante Analyse durchgefiihrt werden kann.

Die p-Werte in absteigender Rangfolge der Signifikanz: SSM, NMM, PTU und nicht klassifi-
zierbares malignes Melanom jeweils mit einem p-Wert <0,0001. AMM p=0,0010. ALM
p=0,0020. LMM p=0,0078. Schleimhautmelanom p= 0,0156.

4.2.2. Clark Level

Die Invasionstiefe der Tumorzellen des malignen Melanoms, das Clark Level, konnte in 203

von 324 Fallen ermittelt werden.

In 121 Fallen war dies nicht moglich. Dies ist u.a. dem Umstand geschuldet, dass der Primar-
tumor vor 1998 entfernt und das Clark Level nicht routinemaRig erfasst wurde, ein unbekannter
Primarius bzw. ein Schleimhaut- oder Bindehautmelanom vorlag, eine Shave-Biopsie erfolgt

ist oder die Dokumentation in den Patientenakten fehlte.

Tabelle 14: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Tumore nach Clark Level.

Verteilung der Tumore nach Clark Level (n=228)

Clark Level Anzahl Tumore in % Mittelwert in mm

I 0 0,00 0
I1 1 0,00 0,48

I1-111 1 0,00 0,35
I11 25 12,31 2,23

[I-1IV 11 5,42 1,99
I\% 147 72,41 3,51

V-V 10 493 5,16
Vv 9 4,43 7,33

Anmerkung: Aufgrund von Rundungen entspricht die prozentuale Gesamtsumme nicht 100%, sondern

99,5%.
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Die geringste Invasiontiefe war Clark Level Il (0,004%), was gleichbedeutend mit der Uberwin-
dung der Basalmembran und Invasion bis ins Stratum papillare ist. Ein Level Ill konnte bei 25
Patienten diagnostiziert werden und entspricht 12,31% am Gesamtkollektiv. Die weitaus
grolte Haufigkeit fand sich mit 147 Fallen in Level IV mit Vordringen der Tumorzellen in die
tiefe Dermis, was einem prozentualen Anteil von 72,41% entspricht. Bei 9 Patienten konnte
das hdchste Invasionslevel, Clark Level V, mit Eindringen der Tumorzellen bis in die Subkutis
verzeichnet werden (4,43%). Das Invasionslevel konnte bei 22 Patienten (10,35%) nicht exakt

bestimmt werden, bei diesen wurde ein Intermediarstadium II-1ll, 11I-IV bzw. IV-V angegeben.

4.2.3. Ulzeration

Aus dem Gesamtkollektiv von 324 Patienten konnten - abziglich der 28 Patienten mit unbe-
kanntem Primarius — in 296 Fallen Daten zur Ulzeration ermittelt werden. In 125 Fallen wurde
in den Therapiebefunden eine Ulzeration vermerkt, in 171 Fallen wurde diese nicht dokumen-
tiert. Die fehlende Dokumentation in den histologischen Befunden wurde als fehlende Ulzera-
tion gewertet. In der geschlechterspezifischen Analyse zeigten sich signifikant mehr Ulzerati-
onen bei Mannern (65,6%) als bei Frauen (34,4%).

Ulzeration des Primartumors

vorhanden
42%, n=125

nicht
vorhanden
58%, n=171

Abbildung 17: Ulzerationsstatus des Primartumors, dargestellt als Tortendiagramm.

Im Wilcoxon Signed Rank Test war der p-Wert fur beide Parameter signifikant (<0,0001).
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4.2.4. Wachterlymphknoten (sentinel lymph node, SLN)

Zu insgesamt 298 Fallen lagen Daten beziglich einer Wachterlymphknotenbiopsie (SLNB)
vor. Bei 181 Patienten (60,7%) wurde im Rahmen der Nachexzision eine SLNB durchgefiihrt.
In 117 Fallen ist eine SLNB aus verschiedenen Griinden nicht durchgefiihrt worden. Zu den
Grunden zahlen u.a. eine Tumordicke <1,0mm, Ablehnung der SLNB seitens der Patienten,
Nichtauffindbarkeit des SLN intraoperativ, Alter und Multimorbiditat der Patienten.

Tabelle 15: Tabellarische Ubersicht der Wachterlymphknotenbiopsien.

SLNB (n=298)

SLNB n (%)
durchgefiihrt 181 (61%)
nicht durchgefiihrt 117 (39%)

Von den insgesamt 181 Patienten, bei denen eine Wachterlymphknotenbiopsie (SLNB) durch-
gefuhrt wurde, konnte in 45% der Falle ein metastatischer Befall des SLN nachgewiesen wer-
den. In der pathologischen Untersuchung der Wachterlymphknoten zeigten sich hingegen 55%
nicht betroffen.

Wachterlymphknoten (SLN)

positiv
negativ 450/0, n=82

55%, n=99

Abbildung 18: Dichotome Darstellung des Wachterlymphknoten-Status, dargestellt als Tortendia-

gramm.
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In summa fanden sich bei 82 Patienten lymphogene Metastasen. In 81 Fallen mit positivem
SLN lag eine Angabe zur Tumordicke des Primarius vor. Eine Einstufung nach T-Stadium (Tu-

mordicke nach Breslow) findet sich in nachstehender Tabelle.

Tabelle 16: SLN-Positivitat nach SLNB, kategorisiert nach T-Stadium 1-4 (Tumordicke nach Breslow).

SLN-Positivitit nach Tumordicke, n=81 n (%)
T1: <1,0mm 02 (02,4)
T2: 1,00-2,00mm 14 (17,1)
T3: 2,01-4,00mm 38 (46,3)
T4: >4,00mm 27 (32,9)

In 38 Fallen (46,3%) lag eine Tumordicke von 2,01-4,00mm vor (T3). 27 Patienten (32,9%) mit
positivem SLN konnten dem Stadium T4 mit einer Tumordicke von >4,00mm zugeordnet wer-
den. Lediglich 2 Patienten (2,4%) wiesen ein low-risk Melanom mit einer Tumordicke von
<1,00mm im Stadium T1 auf. In 14 Fallen (17,1%) wurde eine Tumordicke von 1,00-2,00mm

angegeben.

Es zeigte sich eine starke Korrelation der SLN-Positivitat mit high-risk Melanomen und einer

Tumordicke >2,00mm.

Entsprechend dem pathologischen Staging lie3 sich ferner eine Stratifizierung in Mikro- und

Makrometastasen durchfiihren:

In toto fanden sich bei 60 der 82 Patienten mit positivem SLN Mikrometastasen. In 48 Fallen
(80%) waren ein Lymphknoten, in 11 Fallen (18,3%) zwei Lymphknoten und in einem Fall
(1,7%) drei Lymphknoten betroffen (MW 1,22; SD 0,45; SF 0,06). In der Gruppe der Patienten
mit nachgewiesenen Makrometastasen (n=22) waren in 18 Fallen (81,8%) ein Lymphknoten,
in 3 Fallen (13,6%) zwei Lymphknoten und in einem Fall (4,5%) drei Lymphknoten betroffen
(MW 1,23; SD 0,53; SF 0,11).

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Mikro- und Makrometastasen ergibt sich

nicht.
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Abbildung 19:

Bl Mikrometastase

1 Makrometastase

Mikro- und Makrometastasen, gruppiert nach Anzahl der Metastasen pro Fall.

4.3 Charakterisierung der Studienpopulation

Balkendiagramm zur Darstellung der Stratifizierung von Lymphknotenmetastasen in

Im Median stellten sich die Patienten 2,00 Monate nach Erstdiagnose eines malignen Mela-

noms in unserem Hauttumorzentrum (HTZ) zur Nachsorge vor. Die Streubreite betrug 0,00 bis
240,00 Monate. Das 25%-Perzentil lag bei 1,00 Monaten, das 75%-Perzentil bei 3,00 Monaten

und der Mittelwert bei 10,62 Monaten.

Im Wilcoxon Signed Rank Test zeigte sich der p-Wert héchst signifikant (<0,0001).

Vorstellung der Patienten im HTZ nach Erstdiagnose
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Hierbei konnte nach abgeschlossenem histopathologischen und pathologischem Staging

(SLNB) folgende Verteilung der Tumorstadien festgestellt werden:

Tabelle 17: Tabellarische Darstellung der Verteilung der AJCC Stadien bei Erstvorstellung im Hauttu-
morzentrum (HTZ) nach Anpassung an die AJCC Klassifikation von 2017 (8th edition).

AJCC Stadium 2017 (8th edition)
bei Erstvorstellung im HTZ

Stadium n (%)
1A 4 (01,23%)
IB 27 (08,33%)
[1A 28 (08,64%)
11B 34 (10,49%)
[1C 38 (11,73%)
11A 30 (09,26%)
11IB 53 (16,36%)
111IC 70 (21,60%)
[1ID 0 (00,00%)
IV M1a 1(00,31%)
IV M1b 10 (03,09%)
IV M1c 19 (05,86%)
IV M1d 10 (03,09%)

Anmerkung: Aufgrund von Rundungen entspricht die prozentuale Gesamtsumme nicht 100%, sondern
99,99%.

Hieraus ist ersichtlich, dass sich der Uberwiegende Anteil der Patienten bei Vorstellung im
Hauttumorzentrum im Stadium Ill befand (n=153; 47,22%). Die zweite gro3e Kohorte war im
Stadium Il (n=100; 30,86%). Die Patienten im Stadium | (n=31; 09,57%) sowie im Stadium IV

(n=40; 12,35%) waren in etwa gleich verteilt.

Betrachtet man die Gesamtkohorte (n=324) unter dem Aspekt der AJCC-Stadien bei jeweiliger
Erstdiagnose sowie am Ende der Datenerhebung (,cut-off) nach individueller Nachbeobach-
tungszeit, kann eine drastische Verschiebung hin zu hoheren Tumorstadien beobachtet wer-
den (Abbildung 21):

Im Stadium | befanden sich bei ,cut-off‘ von den initial 31 Patienten (9,57%) nur noch 9 Pati-
enten (2,78%). Dies entspricht in etwa einem Drittel der Anfangserhebung.

In Stadium Il konnten 38 Patienten (11,73%) gezahlt werden, was gleichfalls einer Reduktion
auf etwa ein Drittel der Anfangskohorte entspricht.

In Stadium Il waren 132 Patienten (40,74%) zu verzeichnen. Der Wert zeigt sich vergleichbar

mit der initialen Kohorte.
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Vergleich der AJCC-Stadien im Verlauf
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Abbildung 21: Graphische Gegenuberstellung der AJCC-Stadien bei Erstdiagnose (,initial“) und am
Ende der Datenerhebung (,cut-off*). Inoper.=inoperabel.

Knapp die Halfte der Patienten (n=145; 44,75%) wurde im Verlauf progredient (Median 22,00
Monate; MW 33,62 Monate nach Erstdiagnose; SD 42,61; SF 3,539, p<0,0001) und wechselte
in das Stadium IV.

Die 40 Patienten, welche sich bei Erstvorstellung im Stadium IV befanden, waren im Mittel
65,26 Jahre alt (Minimum 29 Jahre, Maximum 85 Jahre). Im Vergleich waren Patienten, die
eine Fernmetastasierung erlitten und dadurch ins Stadium IV wechselten, im Durchschnitt
68,33 Jahre alt (Minimum 33 Jahre, Maximum 87 Jahre). Hier zeigte sich somit kein signifi-
kanter Altersunterschied.

Am Ende der Datenerhebung befanden sich 179 Patienten (55,25%) in der Tumornachsorge
bzw. in Therapie, 103 Patienten (31,79%) waren verstorben, 4 Patienten (1,23%) waren nach
Komplettierung einer 10-jahrigen Nachbeobachtung aus der Nachsorge entlassen. Zu insge-

samt 38 Patienten (11,73%) fehlten weitere Dokumentationen, sie waren lost-to-follow-up,

67



wodurch keine weiteren Aussagen zu Uberleben, Tod oder weiterer Therapie getroffen werden

koénnen.

Von den 103 Todesfallen waren 12 (11,65%) nicht Melanom-assoziiert: 4 Patienten sind infolge
kardiovaskularer Ereignisse und 6 Patienten an ihrem Zweitmalignom (Kolon-Karzinom n=3,
Gallengang-Karzinom n=1, CLL n=1, Angiosarkom n=1) verstorben. 2 Patienten verstarben an
einer Sepsis.

Von den 145 Patienten, die sich am Ende der Datenerhebung im Stadium IV befanden (im
Median 22,00 Monate nach Erstdiagnose; MW 33,62, SF: 42,61; Range 0-306 Monate), haben
113 eine systemische Therapie erhalten. 11 Patienten erhielten eine rein chirurgische und 2
Patienten eine alleinige strahlentherapeutische Behandlung. Ein Patient erhielt im Rahmen
einer Studie eine triple-Therapie mit drei verschiedenen Antikérpern. 18 Patienten haben eine
Therapie abgelehnt.

Die 18 Patienten im Stadium IV, welche eine systemische Therapie abgelehnt haben, erreich-
ten das Stadium IV im Mittel nach 33,89 Monaten (Range 0-172 Monate; SD 38,78; SF 9,141;
p<0,0001).

Hiervon wiesen ein Patient eine lokoregionale und distante Lymphknotenmetastasierung, 11

Patienten eine viszerale Metastasierung und 6 Patienten eine cerebrale Metastasierung auf.

Tabelle 18: Tabellarische Ubersicht der Therapieablehnung im Stadium V.

Therapieablehnung im Stadium IV

Status bei Ende der Datenerhebung n (%)
Best Supportive Care 02 (11,11)
Lost-to-follow-up 04 (22,22)
verstorben 12 (66,67)

Zum Ende der Datenerhebung befanden sich zwei der 18 Patienten (11,11%) im Best Suppor-
tive Care (MW 11,5 Monate nach Erreichen des Stadium IV), vier Patienten (22,22%) waren
lost-to-follow-up (MW 9,75 Monate). 12 Patienten (66,67%) waren verstorben (MW 13,17 Mo-
nate).
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4.4 Mutationsanalysen

Mit Implementierung neuer Therapieoptionen in den klinischen Alltag hat die Kenntnis des

Mutationsstatus von Melanompatienten an Bedeutung gewonnen.

Bei allen 324 Patienten wurde in eine molekularpathologische Mutationsanalyse durchgefihrt,
die zur Detektion einer NRAS-Mutation gefuhrt hat.

Tabelle 19: Ubersicht der asservierten Tumorgewebe fiir die 1. Mutationsanalyse.

Tumorgewebe fiir die 1. Mutationsanalyse

Primarius n=192
Sentinel-Lymphknoten n=09
Lymphknotenmetastase n =45
Fernmetastase n=78

Die Mehrheit der Testungen erfolgte am Primarius (59,3%). In etwa einem Viertel der Falle
wurde die Analyse an einer Fernmetastase (24,1%) durchgefihrt, da der Primarius nicht zur
Verfligung stand oder sich die Tumorerkrankung durch eine Fernmetastasierung manifestierte.
In 13,89% der Falle konnte die Mutationstestung an einer Lymphknotenmetastase durchge-

fuhrt werden, bei neun Patienten (2,8%) diente hierzu der Wachterlymphknoten (SLN).

Haufigkeitsverteilung nach
molekularpathologischem Subtyp

160
140
120

136

100
80
60

37
40
20 13
| !
O —
Lo N R
NNV NN
P FEF S e

Abbildung 22: Haufigkeitsverteilung nachgewiesener NRAS — Mutationen nach molekularpatholo-
gischem Subtyp.
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Die weitaus haufigste NRAS-Mutation in unserer Patientenkohorte ist NRAS Q61R (41,98%).
Gefolgt von Q61K (32,41%), Q61L (11,42%), und Q61H (04,01%) in absteigender Rangfolge.

Desweiteren finden sich folgende, seltene NRAS — Mutationen: Q61P, Q70H, A146V, G12A,
G12C, G12D, G12S, G12V, G13D, G13E, G13E, G13R und G13V.

Bei insgesamt 28 Patienten erfolgte im Verlauf eine erneute Mutationstestung (MW 12,67 Mo-
nate nach Ersttestung; SD 0,44 Monate). Diese erfolgte an In-transit- oder Satelliten- (n=9),

Lymphknoten- (n=8) oder Fernmetastasen (n=11).

In 21 Fallen konnte die Subgruppe der NRAS — Mutation bestatigt werden. In 7 Kasus ergab

sich eine Anderung des Mutationsstatus:

Tabelle 20: Tabelle korrespondierender Mutationsstatus bei Erst- und Zweittestung.

Ersttestung Zweittestung

NRAS Anzahl NRAS
Wildtyp 6

Wildtyp 2 Q61K

Wildtyp 1 Q61L

Wildtyp 3 Q61R
G13D 1

G13D 1 Wildtyp

Alle Ersttestungen dieser Gruppe erfolgten am jeweiligen Primarius. Die Zweittestungen hin-
gegen wurden in funf Fallen an In-transit- bzw. Satellitenmetastasen, in einem Fall an einer
Lymphknotenmetastase sowie einmal an einer Fernmetastase durchgefihrt.

Ein signifikanter Unterschied in den Ergebnissen der zweiten Mutationstestung besteht nicht.
Die Verteilung der molekularpathologischen Subgruppen entspricht derer unserer Gesamtko-
horte. In einem Einzelfall kam es zum Verlust der zuvor nachgewiesenen Mutation.

In drei Fallen erfolgte eine dritte Mutationsanalyse (MW 34,33 Monate nach Ersttestung). Die
Mutationsanalysen wurden an Fernmetastasen durchgefihrt und bestatigten die zuvor in der

Zweittestung nachgewiesenen Mutationen.
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4.4.1. Koexistente, therapierelevante Mutationen

In der nachstehenden Tabelle finden sich die Mutationspaare koexistenter NRAS/BRAF- bzw.
NRAS/c-KIT — Mutationen.

Tabelle 21: Tabellarische Gegentiberstellung nachgewiesener NRAS-/BRAF- bzw. NRAS-/c-KIT — Mu-
tationspaare entsprechend der NRAS-Subgruppenmutation. Als therapierelevant ist die Aktivitat bzw.
Inaktivitat der Zweitmutation angegeben, der jeweilige Quellennachweis findet sich nachstehend.

Primarmutation Zweitmutation Zweitmutation
NRAS Anzahl BRAF c-KIT aktivierend/inaktivierend
Q61H 13

Q61H 1 N581S aktivierend 169
Q61H 1 V600E aktivierend 170
Q61K 105
Q61K 1 V600E aktivierend 170
Q61K 1 G466R inaktivierend 171
Q61L 37
Q61L 1 E586K aktivierend 172
Q61L 1 S467L inaktivierend 173
Q61R 136
Q61R 1 V600E aktivierend 170
Q61R 1 Exon 8 aktivierend 174
A146A 2

A146A 1 G469R aktivierend 175

G12D 7

G12D 1 N5911 unbekannt

G12D 1 V600K aktivierend 170
G13D 3

G13D 1 D594N inaktivierend 169
G13E 1

G13E 1 S467L inaktivierend 173

Insgesamt konnten 12 Patienten identifiziert werden, bei denen in einer Tumorprobe sowohl
eine NRAS- als auch eine BRAF— Mutation nachgewiesen wurde. Dies entspricht 3,7% der

Gesamtkohorte.

Von diesen Mutationspaarungen zeigten sich 7 Patienten mit aktivierender NRAS — Mutation
und koexistenter, aktivierender BRAF — Mutation. Eine pradominante Korrelation einer NRAS-

Subgruppenmutation mit einer distinkten BRAF-Mutation lie® sich nicht nachweisen. Thera-
FV600E
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und ein Patient mit einer BRAF Y% Mutation). Fiir die nachgewiesenen, aktivierenden BRAF
— Mutationen N581S, E586K und G469R stehen derzeit (noch) keine zielgerichteten Therapien
zur Verfiigung. Die Funktion der BRAF — N5911 ist bislang unbekannt. Die Funktion der BRAF
G466R Mutation gilt als inaktivierend und bietet somit keine spezifische Therapieoption. An-
teilig an der Gesamtkohorte wiesen somit 1,2% der Patienten eine therapierelevante, koexis-
tente BRAF — Mutation auf.

Bei einem Patienten fand sich ein koexistentes, therapierelevantes NRAS/c-KIT — Mutations-
paar (0,3% der Gesamtkohorte).

4.4.2. Begleitmutationen

Mittels New Generation Sequencing konnten im Rahmen der molekularpathologischen Unter-
suchungen weitere Begleitmutationen ermittelt werden. Diese sind in der nachstehenden Ta-
belle aufgefuhrt, bieten jedoch nach derzeitigem Kenntnisstand keine weiteren Therapieoptio-

nen.

Es zeigte sich, dass bei NRAS-mutierten Tumoren begleitend v.a. Mutationen an RAC1, PTEN
und TP53 auftraten, die im MAPK- und PI3K- Signalkaskadeweg regulatorische Funktionen

einnehmen ' und einer UV-induzierten Mutationslast entsprechen ©’.
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Tabelle 22: Tabellarische Auflistung koexistenter Begleitmutationen, die mittels New Generation Se-
quencing detektiert werden konnten. Die Onkogenitét ist unter ,Aktivitat* angegeben, der jeweilige Quel-
lennachweis findet sich nachstehend.

Koexistente Begleitmutation Anzahl Aktivitat
RAC 1 EX2: c86C>A p.29H 1 aktivierend 67
RAC 1 Ex2: c85C>T p.P29S 10 aktivierend 67

RAC 1 Ex2: c¢85_86delins GT p.P29V
CDKNZ2A Ex1: c442G>A p.A148T
CDKN2A Ex1: c.148C>T p.Q50
PIK3CA_S541F

IDH1-R132C

PDGFRA-D576N

KNSTRN Ex1: ¢c.119C>A p.A40E

aktivierend 67
unbekannt

aktivierend 176
unbekannt

aktivierend 177
unbekannt

aktivierend 178

MAP2K1: c.148C>T p.L50F unbekannt
OXA1L Ex1: c159_160insA p.A54Sfs*100 unbekannt
OXA1L Ex1: c169C>T p.L57F unbekannt

C150rf23 Ex1: c71C>T p.S24F
C150rf23 p.E5

aktivierend 178
unbekannt

PTEN A121E aktivierend 179

PTEN ¢.752G>T p.G251V unbekannt
PTEN Ex7: c.635-2A>G unbekannt
PTEN Ex8: c.1003C>T p.335* unbekannt

TP53: c380C>T p.S127F
TP53: ¢.993+3A>C
TP53 Ex4: ¢.215C>G p.P72R

aktivierend 180
unbekannt
inaktivierend 181

TP53-c559+2T>G unbekannt
TP53-R213 aktivierend 182
TP53-L145R aktivierend 183
TP53-G279E inaktivierend 184
TP53-1195T unbekannt
TP53-K139M unbekannt
TP53-Q136 aktivierend 185.186
TP53-P151R unbekannt
TP53-M237K unbekannt
TP53-S241F aktivierend 187
TP53 Ex9: ¢.993+1G>A Unbekannt
TP53-G245S aktivierend 188

HRAS Ex3: A59D
KRAS Ex2: c.34G>C p. G12R
KRAS Ex2: c34G>T p.G12C

R R R R R R R R R R R NRNRORNRRRRERRPE R RB RB R R WR R Ul

unbekannt
aktivierend 189

aktivierend 190
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Die Diversitat des NRAS-Mutationsstatus bei Patienten mit malignem Melanom konnte anhand
voranstehender Darstellungen veranschaulicht werden (Vgl. Abbildung 22, Haufigkeitsvertei-

lung nach molekularpathologischem Subtyp).

Deutlich wird, dass es sich bei den Mutationen Q61P, Q70H, A146V, G12A, G12C, G12D,
G12S, G12V, G13D, G13E, G13E, G13R und G13V um seltene Mutationen handelt, deren
Atiologie teilweise nicht abschlieRend geklart ist. Sie werden in den folgenden Analysen auf-

grund fehlender statistischer Signifikanz nicht weiter bericksichtigt.

Die Auswertungen im Folgenden beziehen sich auf die vier haufigsten Mutationen Q61H,
Q61K, Q61L und Q61R.
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4.4.3. Geschlechterspezifische Analyse der 4 haufigsten NRAS-Genotypen

In der Analyse der Geschlechterverteilung nach den vier haufigsten Genotypen NRAS Q61H,
NRAS Q61K, NRAS Q61L und NRAS Q61R ergab sich folgende Verteilung:

Genotypen Q61H, Q61K, Q61L und Q61R nach Geschlecht
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Abbildung 23:  Verteilung der vier haufigsten NRAS — Genotypen Q61H, Q61K, Q61L und Q61R
nach Geschlecht.

Bei allen vier Genotypen waren anteilig etwa 60% mannlichen und 40% weiblichen Ge-
schlechts. Es zeigte sich somit kein signifikanter Unterschied in der geschlechtsspezifischen
Verteilung nach NRAS — Genotyp.
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4.5 Metastasierungsverhalten

4.5.1. Metastasierung von Patienten mit NRAS-mutiertem malignen Melanom

In unserer Kohorte von 324 Patienten entwickelten 230 Patienten (71%) eine lokoregionale
und/oder Fernmetastasierung. 94 Patienten (29%) wiesen im Beobachtungszeitraum keine

Metastasen auf.

Betrachtet man die Chronologie der Metastasierung, so ist — wie bei einer Tumorerkrankung
zu erwarten — nicht eine einmalige Metastasierung erfolgt. Individuell fir den Patienten sind

bis zu neun Metastasierungszeitpunkte mit teils multilokularen Metastasen dokumentiert.

Da es sich um eine interindividuelle Chronologie handelt, erfolgte zur Analyse eines Metasta-
sierungsmusters nach Zeit eine gepoolte Analyse, in der alle dokumentierten Metastasen
stratifiziert nach Lokalisation (lokoregional, AJCC IV M1A — M1D) in Abhangigkeit des zeitli-

chen Auftretens erfasst wurden (1.-9. Metastasierungslinie, Vgl. Anhang 7.4).

Zu den lokoregionalen Metastasen (AJCC Il A — C) werden Satelliten- und Intransit-Metasta-
sen sowie LK-Metastasen der primaren Lymphknotenstationen gezahlt. Insgesamt sind 307
lokoregionale Metastasierungen dokumentiert. Diese manifestierten sich mit einer Streubreite
von 0-261 Monaten nach Erstdiagnose eines Melanoms (Median 19,00 Monate; SD 39,75; SF
2,269). Das 1.Perzentil (25%) lag bei 8,00 Monaten, das 3.Perzentil (75%) bei 41,00 Monaten.

Unter M1A subsummieren sich Fernmetastasen der Haut, Weichteilmetastasen und/oder dis-
tante, nicht regionare Lymphknotenmetastasen. Insgesamt sind 118 subkutan/ kutane Meta-
stasen, Weichteilmetastasen oder nicht regiondre Lymphknotenmetastasen dokumentiert.
Diese traten mit einer Streubreite von 0-263 Monaten nach Erstdiagnose eines Melanoms
(Median 28,50 Monate; SD 50,59; SF 4,657) auf. Das 1.Perzentil (25%) lag bei 12,75 Monaten,
das 3.Perzentil (75%) bei 51,25 Monaten.

Pulmonale Metastasen mit oder ohne Metastasen aus IV M1A werden zur Gruppe M1B ge-
zahlt. In dieser Gruppe sind 154 Falle dokumentiert. Pulmonale Metastasen manifestierten
sich mit einer Streubreite von 0-309 Monaten nach Erstdiagnose eines Melanoms (Median
27,00 Monate; SD 41,01; SF 3,305). Das 1.Perzentil (25%) lag bei 13,00 Monaten, das
3.Perzentil (75%) bei 47,25 Monaten.

Viszerale Fernmetastasen aufRerhalb des ZNS mit oder ohne Beteiligung aus M1A und M1B
kennzeichnen die Gruppe M1C. 156 viszerale Metastasierungen sind dokumentiert. Diese tra-
ten mit einer Streubreite von 0-148 Monaten nach Erstdiagnose eines Melanoms (Median
28,00 Monate; SD 28,00; SF 2,242) auf. Das 1.Perzentil (25%) lag bei 14,25 Monaten, das

3.Perzentil (75%) bei 50,00 Monaten.
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Gepoolte Metastasierung
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Abbildung 24: Gepoolte Metastasierung in Abhangigkeit von Zeit (Monaten) und Lokalisation (lo-
koregional, M1A-M1D), dargestellt in Boxplots.

Patienten mit cerebralen oder leptomeningealen Metastasen mit oder ohne Beteiligung aus
M1A-M1C werden der Gruppe M1D zugerechnet. 108 Falle cerebraler oder leptomeningealer
Metastasen sind dokumentiert. Sie manifestierten sich mit einer Streubreite von 0-312 Mona-
ten nach Erstdiagnose eines Melanoms (Median 24,00 Monate; SD 46,32; SF 4,457). Das
1.Perzentil (25%) lag bei 13,00 Monaten, das 3.Perzentil (75%) bei 36,00 Monaten.

Die Primarmetastasierung ergab folgende Verteilung: lokoregional 67% (n=156), M1A 6,5%
(n=15), M1B 11,7% (n=27), M1C 5,2% (n=12), M1D 8,7% (n=20).

77



Betrachtet man die ermittelten Mediane sowie das 1. und 3.Perzentil, kann festgestellt werden,
dass NRAS mutierte Patienten neben einer ausgepragten lokoregionalen Metastasierung zu

einer frihen cerebralen Metastasierung neigen.

Im Wilcoxon Signed Rank Test zeigten sich alle Ergebnisse hochst signifikant mit einem p-
Wert von <0,0001.

4.5.2. Metastasierung von Patienten mit positivem SLN

Insgesamt 45 Patienten von den 82 Patienten mit positivem Wachterlymphknoten (SLN) ent-

wickelten im Verlauf lokoregionale und/oder Fernmetastasen.

Der Mittelwert bis zum Auftreten der ersten Metastasierung betrug 14,82 Monate (Median
12,00 Monate; SD 16,21; SF 2,417; Range 1- 95 Monate). Das 1.Perzentil (25%) lag bei 4,50
Monaten, das 3.Perzentil (75%) bei 19,00 Monaten.
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Abbildung 25: Streudiagramm zur Darstellung des Auftretens der Erstmetastasierung nach Zeit

(Monate) von Patienten mit positivem Wachterlymphknoten.

Im Wilcoxon Signed Rank Test zeigte sich das Ergebnis hochst signifikant mit einem p-Wert
von <0,0001.
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Erstmetastasierung nach positivem SLN
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Abbildung 26: Haufigkeitsverteilung der Erstmetastasierung nach Lokalisation (lokoregional, M1A-
M1D) von Patienten mit positivem Wachterlymphknoten (SLN).

Von den 45 Patienten mit positivem Wachterlymphknoten, die eine Metastasierung erlitten,
entwickelten 56% lokoregionale Filiae. 15% wiesen als Erstmanifestation einer Metastasierung
pulmonale Metastasen auf, 13% hingegen cerebrale Filiae. Weichteilmetastasen und/oder dis-
tante Lymphknotenmetastasen konnten bei 9% erfasst werden, 7% entwickelten viszerale Me-

tastasen.

Im Wilcoxon Signed Rank Test zeigte sich das Ergebnis signifikant mit einem p-Wert von
p=0,0312.
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4.5.3. Korrelation des Metastasierungsortes mit dem NRAS-Genotyp

Fir die Prognose und das Uberleben von Patienten mit einem malignen Melanom ist das Er-
reichen des Stadium IV M1D mit Entwicklung von leptomeningealen und/oder Hirnmetastasen

von besonderer Bedeutung.

In unserem Kollektiv haben wir hierzu die individuellen Metastasierungswege unter Betrach-
tung der vier Hauptgenotypen NRAS Q61H, NRAS Q61K, NRAS Q61L und NRAS Q61R ana-
lysiert. Die weiteren Genotypen wurden aufgrund zu geringer Fallzahlen in dieser Analyse
ausgeschlossen.

Von den 291 Patienten, welche die Einschlusskriterien erfillten, wurde zunachst die Primér-

metastasierung entsprechend des Genotyps bestimmt:

Q61H, n=13
[ |
1 1 1 1
lokoreg., M1A, n=1, M1B, n=1, _
n=4. 31% 2.6% 2.6% M1C, n=0
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Abbildung 27: Hierarchiediagramme der Primarmetastasierung nach den Mutationsgenotypen
NRAS Q61H, NRAS Q61K, NRAS Q61L und NRAS Q61R. lokoreg. = lokoregional.
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Von den 13 Patienten mit einer NRAS Q61H Mutation entwickelten knapp die Halfte der Pati-
enten keine Metastasen (46,2%). Etwa ein Drittel entwickelte in der Primarmetastasierung lo-
koregionale Metastasen (31%), jeweils ein Patient entwickelte eine Weichteil-, Lungen-
oder Hirnmetastase.

In der Gruppe NRAS Q61K (n=105) entwickelten 30% keine Metastasen. In der Primarmetas-
tasierung zeigte sich bei 46% der Patienten eine lokoregionale Metastasierung. 5% entwickel-
ten Weichteilmetastasen, 3% pulmonale Metastasen, 10% viszerale Metastasen und 7% Hirn-
metastasen.

Patienten mit einer NRAS Q61L Mutation (n=37) entwickelten in 24,3% der Falle keine Meta-
stasen. Uber die Halfte (57%) wies initial ein lokoregionales Metastasierungsmuster auf. 2,7%
der Patienten entwickelten eine Weichteilmetastase, 5,4% eine Lungenmetastase. Bei 10,8%
konnte eine cerebrale Metastasierung festgestellt werden.

In der Gruppe NRAS Q61R (n=136) war in knapp einem Drittel der Falle (28%) keine Metas-
tasierung zu verzeichnen. 43% der Patienten wiesen lokoregionale Metastasen auf. Fernme-
tastasen im Stadium IV waren Uber die Kategorien M1A-M1D in etwa gleich verteilt (M1A 6%,
M1B 8%, M1C 9%, M1D 6%).

Somit scheint eine Tendenz zu bestehen, dass Patienten mit einer NRAS Q61H Mutation keine
oder lokoregionare Metastasen entwickeln. Fir Patienten mit einer NRAS Q61K Mutation hin-
gegen kann ein lokoregionales bzw. viszerales Metastasierungsmuster als wahrscheinlich an-
genommen werden. Fur Patienten mit einer NRAS Q61L Mutation scheint eine Korrelation zu
lokoregionalen und cerebralen Metastasen zu bestehen. Alleinig fur NRAS Q61R Patienten
besteht ein diffuses Metastasierungsmuster, das von keinen Uber lokoregionale Metastasen

bis hin zu jeder Art von Fernmetastasierung reicht.
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Betrachtet man die Metastasierungsverlaufe nach Genotyp bis zum Erreichen einer cerebralen
Metastasierung, ergeben sich folgende Abbildungen:
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Abbildung 28: Tortendiagramme zur Darstellung der Entwicklung von Hirnmetastasen nach Geno-

typ. Zentral dargestellt sind diejenigen Patienten, welche primar eine Hirnmetastasierung erlitten haben
sowie die unmittelbare Metastasierungsstufe vor Entwicklung cerebraler Metastasen. Sofern mehr als
eine Metastasierungsstufe zur Entwicklung von Hirnmetastasen gefiihrt hat, wurde dies durch eine pri-
mare bis quartare Entwicklungsstufe kenntlich gemacht. Lokoreg.=lokoregional.
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Insgesamt 58 der 291 Patienten entwickelten im Verlauf ihrer Erkrankung Hirnmetastasen
(19,93%). Bei 20 Patienten manifestierte sich die Hirnmetastasierung als Primarlokalisation.

Eine Aufstellung nach molekularpathologischem Subtyp findet sich in 0.g. Tortendiagrammen.

Bei 29 Patienten traten Hirnmetastasen in der 2.Metastasierungsfolge auf. Bei weiteren 9 Pa-

tienten traten nach individuellen Metastasierungsfolgen cerebrale Metastasen auf.

Tabelle 23: Tabellarische Ubersicht des relativen Risikos der Entwicklung cerebraler Metastasen nach
Genotyp (NRAS Q61H, NRAS Q61K, NRAS Q61L und NRAS Q61R).

Relatives Risiko der Entwicklung Relatives Risiko RR
cerebraler Metastasen

Q61H 0.77

Q61K 0.96

Q61L 1.22

Q61R 0.99

Trotz der geringen Fallzahlen, scheint fur die Patienten mit einer NRAS Q61L Mutation das

groBte Risiko zu bestehen, Hirnmetastasen zu entwickeln (RR=1,22).

In der Gesamtkohorte von 324 Patienten entwickelten insgesamt 68 Patienten (21%) Hirnme-

tastasen ungeachtet des korrelierenden Genotyps.

In der multivariaten Analyse zur Ermittlung pradiktiver Faktoren fur die Entwicklung von Hirn-
metastasen zeigte sich eine Tendenz, dass Patienten mit einem Primarius an den oberen Ext-
remitaten hierzu neigen (Hazard Ratio 1,250). Auch die NRAS Q61L Mutation scheint hierauf

einen Einfluss zu haben (Hazard Ratio 1,173).

Fir die Parameter Geschlecht, Alter und das histopathologische Merkmal ,nodular” ergab sich

kein Hinweis auf eine Assoziation.
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4.6 Analyse des Gesamtuberlebens nach 5 bzw. 10 Jahren

Fir die Analyse des Gesamtiberlebens (overall survival) nach 5 und 10 Jahren lagen 273
vollstandige Datensatze vor. Ausgeschlossen wurden unter diesem Gesichtspunkt Patienten,
die nicht am Melanom verstorben sind und Patienten, deren Nachverfolgung aufgrund ihres
Status als lost-to-follow-up nicht abschliefend méglich war. Definiert wurde das overall survival

als Zeitraum zwischen Erstdiagnose und Tod.

Angesichts der heterogenen Verteilung der NRAS-Mutationen, erfolgte die Analyse nur bei den
Genotypen Q61H, Q61K, Q61L und Q61R der nicht zensierten Patienten (n=245) im Vergleich
zur Gesamtkohorte (n=273). Die weiteren NRAS-Genotypen wurden aufgrund der geringen

Datenséatze nicht untersucht.

Melanom-spezifisches Uberleben, 5-Jahre
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Abbildung 29: Melanom-spezifisches Uberleben nach 5 Jahren, sortiert nach NRAS — Genotyp, dargestellt

in Kaplan-Meier-Kurven.
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Melanom-spezifisches Uberleben, 10 Jahre
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Abbildung 30: Melanom-spezifisches Uberleben nach 10 Jahren, sortiert nach NRAS — Genotyp,
dargestellt in Kaplan-Meier-Kurven.

Das Melanom-spezifische Gesamtuberleben fir die Gesamtkohorte betrug im Schatzverfah-
ren nach Kaplan-Meier nach 5 Jahren 62,9% (95%-KI: 59,2-66,6%). Das beste Ergebnis er-
zZielte die Gruppe Q61L mit 80,7% (95%-KI: 72,8-88,6%). Ein ebenfalls besseres Ergebnis als
die Gesamtkohorte erreichte die Gruppe Q61H mit 71,4% (95%-Kl: 54,3-88,5%). Verglichen
mit der Gesamtkohorte wiesen Patienten mit einer Q61R Mutation und einer 5-Jahres-Uberle-
benswahrscheinlichkeit von 62,0% (95%-KI: 56,4-67,6%) ein ahnliches Melanom-spezifisches
Uberleben auf. Ein deutlich schlechteres Resultat als die Gesamtkohorte verzeichnete die Pa-
tientenkohorte mit einer Q61K Mutation und einem 5-Jahres-Gesamtiberleben von 57,6%
(95%-Kl: 51,5-63,7%).

In der 10-Jahres Analyse erreichte die Gesamtkohorte ein Melanom-spezifische Gesamtiber-
leben von 46,7% (95%-KI: 41,7-51,7%). Das beste Ergebnis in der Langzeitanalyse erzielte
hier die Gruppe Q61H mit 71,4% (95%-KI: 54,3-88,5%). Allerdings lag das erreichte Uberle-
bens-Maximum bei dieser Gruppe bei 81,1 Monaten, so dass ein 10-Jahres-Vergleich nicht

durchfuhrbar ist.

Ein besseres Resultat als die Gesamtkohorte wies alleinig die Gruppe Q61L mit 67,2% (95%-
Kl: 53,3-81,1%) auf. Patienten mit einer Q61R Mutation erreichten mit 47,2% (95%-KI: 40,1-
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54,3%) ein ahnliches Ergebnis wie Gesamtkohorte. Die geringste 10-Jahres-Uberlebenswahr-
scheinlichkeit zeigten Patienten mit einer Q61K-Mutation (39,4%; 95%-Kl: 31,7-47,1%).

In der statistischen Analyse zeigten sich die Ergebnisse jedoch nicht signifikant (Log Rank Test
nach Mantel-Cox, p-Wert = 0,327).

In einer multivarianten Analyse mittels Cox-Regression untersuchten wir mégliche Einflussfak-
toren auf das Gesamtuberleben. Fir diese Analyse wurden von den vorgenannten 245 Pati-
enten 13 Datensatze zensiert, da bei diesen Patienten ein PTU (mit NRAS Q61H, Q61K, Q61L
oder Q61R Mutation) vorlag und keine Aussage beziglich des Kriteriums ,nodular® des Pri-

martumors maoglich war.

Tabelle 24: Multivariate Analyse moglicher Einflussfaktoren auf das Gesamtiiberleben.

Multivariate Analyse, Gesamtiiberleben

Anzahl 95%-KI p-Wert Hazard
Ratio
Altersgruppe <40 n=13 0,104-1,629 0,206 0,412
41-50 n=23 0,202-2,080 0,466 0,648
51-60 n=30 0,298-2,690 0,844 0,896
61-70 n=56 0,301-2,234 0,698 0,820
71-80 n=91 0,478-3,394 0,629 1,274
>80 n=19 Referenz Referenz Referenz
Geschlecht weiblich n=83 0,473-1,243 0,281 0,766
mannlich n=149 Referenz Referenz Referenz
NRAS Q61H n=08 0,079-1,651 0,189 0,362
Q61K n=80 0,929-2,317 0,100 1,467
Q61L n=30 0,124-1,024 0,055 0,357
Q61R n=114 Referenz Referenz | Referenz
Lokalisation Kopf/Hals n=30 0,825-3,528 0,149 1,706
Rumpf n=78 0,508-1,537 0,661 0,884
Obere Extr. n=58 0,358-1,300 0,245 0,682
Genital n=1 0,000-2,407275 0,980 0,000
Untere Extr. n=65 Referenz Referenz Referenz
Histologie nicht nodular n=94 0,627-1,554 0,921 0,977
nodular n=138 Referenz Referenz Referenz

Legende: Extr. = Extremitaten.
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Hiernach weisen Patienten mit einer NRAS Q61K Mutation eine Tendenz auf, friher zu ver-
sterben (Hazard Ratio 1,467). Auch die Lokalisation des Primartumors im Kopf-/Halsbereich
laRkt einen Einfluss auf das Gesamtiberleben vermuten (Hazard Ratio 1,706). Einen geringen
Einfluss auf das Gesamtiberleben scheint die Altersgruppe der 71-80-Jahrigen zu haben (Ha-
zard Ratio 1,274), kann jedoch nach unseren Ergebnissen nicht als eigenstandiger Pradiktor

fur das Gesamtuberleben herangezogen werden.

Das Geschlecht und das histopathologische Merkmal ,nodular” (als Primar- und Sekundarcha-
rakteristikum) sind in unserer Kohorte statistisch nicht mit einer verkirzten Uberlebensdauer

assoziiert.

4.7 Systemtherapie

Von den vorgenannt 145 Patienten, die im Verlauf das Stadium IV erreicht haben, erhielten
insgesamt 113 Patienten entsprechend ihrer nachgewiesenen NRAS-Mutation eine systemi-
sche Therapie (34,87% der Gesamtkohorte) und konnten fir die folgenden Analysen ausge-
wertet werden. Eine systemische Therapie wurde im Median 18,00 Monate nach Erstdiagnose
initiiert (MW 33,21; Range 0- 311 Monate; SF: 47,02; 25%-Perzentil 10,00; 75%-Perzentil
37,00).

12 der 145 Patienten im Stadium IV (M1A-M1D) wurden von dieser Auswertung exkludiert, da
sie entweder im Rahmen eines Best-Supportive-Care — Programms begleitet, rein chirurgisch
bzw. strahlentherapeutisch behandelt oder hinsichtlich einer koinzidenten, aktivierenden
BRAF-Mutation mit einer kombinierten BRAF-/MEK-Inhibition therapiert wurden. Auch Patien-

ten, die lost-to-follow-up waren, wurden von dieser Subanalyse ausgeschlossen.

4.7.1. Progression Free Survival (PFS), allgemein

Unter dem Aspekt des rezidivfreien Uberlebens (progression free survival, PFS) konnten 113

vollstandige Datensatze analysiert werden.

33 Patienten erhielten First-Line eine Chemotherapie, 76 eine Immuntherapie und 4 Patienten

eine zielgerichtete Therapie mit einem MEK-Inhibitor.
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Tabelle 25: Tabellarische Ubersicht der angewandten Systemtherapeutika.

Chemotherapie First-line | Second-line

gesamt n=33 n=10
Dacarbazin n=18 n=5
Paclitaxel n=1 n=1
Carboplatin/ Taxol n=2 n=0
Gemcitabine/ Treosulfan n=0 n=2
Tomolozomid n=1 n=0
BHD-Schema (Carmustin/ n=10 n=2
Hydroxyurea/ Dacarbazin)

Immuntherapie First-line | Second-line

gesamt n=76 n=40
Ipilimumab n=22 n=17
Ipilimumab/ Nivolumab n=12 n=4
Nivolumab n=11 n=8
Pembrolizumab n=31 n=11

Zielgerichtete Therapie First-line | Second-line

gesamt n=4 n=2
Trametinib n=3 n=2
Binimetinib n=1 n=0

Im interindividuellen Verlauf der Tumorerkrankung kam es bei Progress zu einem Wechsel der
Therapie. Insgesamt sind pro Patient bis zu flinf verschiedene Therapielinien dokumentiert.
Aufgrund der Diversitat der verschiedenen Therapeutika innerhalb jeder Gruppe, wurden diese
zu Chemotherapien, Immuntherapien und zielgerichteten Therapien zusammengefasst. Allei-
nig fur die Immuntherapien erfolgte eine gesonderte Analyse (Vgl. 4.7.2).

Die Ergebnisse der First-Line- und Second-Line-Therapien wurden im Folgenden als Kaplan-

Meier-Kurven dargestellit.
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Abbildung 31: Die Kaplan-Meier-Kurven A und B stellen das progressionsfreie Uberleben nach

Chemotherapie, Immuntherapie und zielgerichteter Therapie entsprechend den Therapielinien 1 und 2
dar. Zur besseren Visualisierung wurde die Abszisse in Abbildung B logarithmiert.

Das PFS betrug in der First-Line-Therapie fur die Gesamtgruppe im Median 4,00 Monate (MW
9,212; 95%-KI: 7,146-11,28; SF 1,043; Range 1-53 Monate). Fiir Patienten mit einer Chemo-

therapie liel3 sich ein medianes PFS von 2,00 Monaten (MW 6,00; 95%-KI: 2,182-9,818; SF
1,874; Range 1-53 Monate) ermitteln.

Das mediane PFS fir Patienten unter Immuntherapie betrug 7,50 Monate (MW 10,91; 95%-
Kl: 8,355-13,46; SF 1,281; Range 1-52 Monate). Fur Patienten, die im Einzelfall MEK-

Inhibitoren erhielten, ergab sich ein medianes PFS von 3,50 Monaten (MW 3,50; 95%-Kl:
1,446-5,554; SF 0,6455; Range 2-5 Monate).
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In der Second-Line-Therapie betrug das PFS fiir die Gesamtgruppe im Median 5,00 Monate
(MW 15,00; 95%-KI: 7,838-22,10; SF 3,567; Range 1-155 Monate). Patienten unter Chemo-
therapie erreichten ein medianes PFS von 3,00 Monaten (MW 6,60; 95%-KI: 1,722-11,48; SF
2,156; Range 2-23 Monate). Das mediane PFS fir Patienten unter Immuntherapie betrug 5,50
Monate (MW 17,65; 95%-KI: 8,475-26,83; SF 4,536; Range 1-155 Monate). Das PFS fir Pa-
tienten mit zielgerichteter Therapie belief sich im Median auf 4,00 Monate (MW 4,00; 95%-KI:
2,040-5,960; SF 1,00; Range 3-5 Monate).

Im Log Rank Test nach Mantel-Cox zeigte sich der Vergleich des PFS nach First-Line-Therapie
statistisch signifikant (p<0,0001), nach Second-Line-Therapie hingegen nicht (p=0,0901).

Auch die Therapielinien 3-5 wurden auf statistische Signifikanz Gberprift:

Hier zeigte sich in der 3.Therapielinie eine Signifikanz im Log Rank Test nach Mantel-Cox
(p=0,0353), in den Therapielinien 4 und 5 jedoch nicht (p=0,6965 bzw. p=0,1573).

Komplettierend seien die Ergebnisse der 3.-5. Therapielinie deskriptiv in tabellarischer Form

erganzt:

Tabelle 26: Deskriptive Statistik der Therapielinien 3-5 nach Substanzklasse.

Chemo- Immun- | Zielgerichtete
therapie therapie Therapie
3. Therapielinie
Anzahl n=12 n=16 n=3
Mittelwert 4,58 11,69 4,33
Median 3,50 7,00 4,00
Min.-Max. (Monate) 1-20 1-42 1-8
Standardfehler 5,071 13,169 3,512
4. Therapielinie
Anzahl n=3 n=5 n=2
Mittelwert 2,67 6,80 6,50
Median 1,00 3,00 6,50
Min.-Max. (Monate) 1-6 2-22 6-7
Standardfehler 2,887 8,526 0,707
5. Therapielinie
Anzahl n=2 n=0 n=2
Mittelwert 2,50 3,50
Median 2,50 3,50
Min.-Max. (Monate) 2-3 2-5
Standardfehler 0,707 2,121
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4.7.2. Progression Free Survival (PFS), Immuntherapien

Far NRAS-mutierte Melanompatienten gilt eine Immuntherapie derzeit als Goldstandard. Um
mogliche Unterschiede im Ansprechen auf die verschiedenen Checkpointinhibitoren zu identi-
fizieren, fihrten wir eine gesonderte Analyse durch. Es wurden jedoch nur die Therapielinien
1 und 2 betrachtet, da sich die Studienpopulation fir die weiteren Therapielinien als zu gering
erwies. Uberdies erfolgte keine Stratifizierung nach NRAS-Genotyp. Das PFS ermittelten wir
anhand des Schatzverfahrens nach Kaplan-Meier, die Behandlungsdauer entgegen mit einer
deskriptiven Analyse (Wilcoxon Signed Rank Test).
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Abbildung 32: Die Kaplan-Meier-Kurven A und B stellen das progressionsfreie Uberleben entspre-
chend den Immuntherapien (CTLA-4 AK, CTLA-4 AK/PD-1AK, PD1-AK) in den Therapielinien 1 und 2
dar. Zur besseren Visualisierung wurde die Abszisse in Abbildung B logarithmiert.
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Das Therapieansprechen (PFS) betrug in der First-Line-Therapie fur die Patienten mit dem
CTLA-4 Antikorper Ipilimumab im Median 3,50 Monate (MW 10,86; 95%-KI: 3,978-17,75; SF
3,311) bei einer medianen Behandlungsdauer von 3,00 Monaten (MW 2,545; 95%-KI: 2,097-
2,994; SF 0,2155; p<0,0001). Fur Patienten mit einer kombinierten Checkpointinhibition
(Ipilimumab plus Nivolumab) lag das PFS im Median bei 8,50 Monaten (MW 10,00; 95%-KI:
5,803-14,20; SF 1,907), die mediane Behandlungsdauer bei 7,50 Monaten (MW 8,583; 95%-
Kl: 5,205-11,96; SF 1,535; p=0,0005). Das mediane PFS fiir Patienten, die First-Line mit einem
PD1-Antikérper (Nivolumab oder Pembrolizumab) behandelt wurden, lag bei 7,00 Monaten
(MW 10,02; 95%-KI: 6,952-13,10; SF 1,521). Die mediane Behandlungsdauer betrug fiir diese
Patientengruppe 4,50 Monaten (MW 6,810; 95%-KI: 5,042-8,577; SF 0,8750; p<0,0001).

In der Zweitlinientherapie betrug das PFS fiir die Ipilimumab-Gruppe im Median 6,00 Monate
(MW 22,82; 95%-KI: 2,183-43,46; SF 9,737) bei einer medianen Behandlungsdauer von 3,00
Monaten (MW 2,353; 95%-Kl: 1,874-2,832; SF 0,2259; p<0,0001). Fir Patienten, die eine Im-
munkombinationstherapie erhielten, lief3 sich ein medianes PFS von 4,00 Monaten (MW 4,250;
95%-KI: 1,863-6,637; SF 0,7500) bei einer medianen Behandlungsdauer von 3,00 Monaten
(MW 3,250; 95%-KI: 1,248-5,252; SF 0,7500; p=0,1250) ermitteln. Das PFS fir Patienten un-
ter PD1-Antikérpertherapie betrug im Median 7,00 Monate (MW 15,53; 95%-Kl: 7,383-23,67;
SF 3,876). Die mediane Behandlungsdauer lag hier bei 5,00 Monaten (MW 8,579; 95%-KI:
4,989-12,17; SF 1,709; p<0,0001).

Im Log Rank Test nach Mantel-Cox zeigte sich der Vergleich des PFS nach Substanzklasse
in der Erstlinientherapie statistisch signifikant (p=0,0025), in der Zweitlinientherapie jedoch
nicht (p=0,4552).

Alle Ergebnisse bezlglich der Behandlungsdauer zeigten sich in der statistischen Analyse mit-
tels Wilcoxon Signed Rank Test hdchst signifikant (p<0,0001 bzw. p=0,0005), mit einer Aus-

nahme: Zweitlinientherapie/Immunkombinationstherapie, p=0,1250.
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Aus der Korrelation von PFS und Therapiedauer auf die verschiedenen Checkpointinhibitoren

ergibt sich folgende Darstellung:
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Abbildung 33: Boxplot-Darstellung von Therapieansprechen und Therapiedauer unter Checkpoint-
inhibition (CTLA-4 AK, CTLA-4 AK/PD-1AK, PD1-AK). (A) Therapielinie 1, (B) Therapielinie 2. Zur bes-
seren Visualisierung wurden die Ordinaten in A und B logarithmiert.
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4.8 Zweitmalignome

In unserer Patientenkohorte konnten wir das Auftreten weiterer Malignome beobachten. Eine
Auflistung aller verzeichneten Zweitmalignome in Paarung zum jeweiligen Mutationssubtyp ist

in der nachstehenden Tabelle aufgefiihrt.

Insgesamt entwickelten 38 Patienten ein Zweitmalignom, vier Patienten daruberhinaus ein
Drittmalignom. Am haufigsten konnte ein Prostatakarzinom als Zweitmalignom beobachtet
(n=8, 21,05%) werden. Funf Patienten (13,16%) erkrankten an einem Mammakarzinom. Ko-
lonkarzinome wurden bei vier Patienten (10,52%) registriert. Bei einem Patienten mit einer
NRAS Q 61K Mutation trat eine CLL als Drittmalignom auf. Ein Prostatakarzinom als Drittma-
lignom wurde bei zwei Patienten registriert, beide Patienten waren NRAS Q61R mutiert. In
einem Einzelfall konnte ein Angiosarkom bei einem NRAS Q61R-positiven Patienten als Dritt-
malignom beobachtet werden. Zudem wurden eine AIDS-Erkrankung und eine HIV-Infektion

erfasst.

Insgesamt zeigt sich eine starke Diversitat an Zweitmalignomen, welche nicht in Assoziation

zu einem distinkten NRAS-Genotyp zu stehen scheinen.
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Tabelle 27:
notyp.

Tabellarische Ubersicht aufgetretener Zweitmalignome in Assoziation zum jeweiligen NRAS — Ge-

Zweitmalignome in Abhangigkeit des

NRAS-Genotyps

Anzahl (n) % (n/324)
Non-Hodgkin Lymphom 3 0,93
Q61H 1 0,31
Q61R 2 0,62
B-Zell-Lymphom 3 0,93
Q61K 2 0,62
Q61L 1 0,31
CLL 1 0,31
Q61R 1 0,31
Haarzell-Leukimie 1 0,31
Q61R 1 0,31
Neuroendokrines-CA 1 0,31
Q61K 1 0,31
Schilddriisenkarzinom 1 0,31
Q61R 1 0,31
Osophaguskarzinom 2 0,62
Q61K 1 0,31
Q61R 1 0,31
Bronchialkarzinom 2 0,62
Q61K 1 0,31
Q61R 1 0,31
Mammakarzinom 5 1,54
Q61K 1 0,31
Q61R 3 0,93
G12R 1 0,31
Kolonkarzinom 4 1,23
Q61K 2 0,62
Q61R 1 0,31
G13R 1 0,31
Gallengangskarzinom 1 0,31
Q61R 1 0,31
Harnblasenkarzinom 1 0,31
Q61H 1 0,31
Nierenzellkarzinom 2 0,62
Q61K 1 0,31
Q61R 1 0,31
Urothelkarzinom 2 0,62
Q61R 2 0,62
Prostatakarzinom 8 2,46
Q61K 1 0,31
Q61L 1 0,31
Q61R 3 0,93
G12A 1 0,31
G12C 1 0,31
G12S 1 0,31
Vulvakarzinom 1 0,31
Q61K 1 0,31
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5. Diskussion

Das maligne Melanom ist eine bdsartige Neoplasie, die in Deutschland, aber auch europa-
und weltweit, eine kontinuierlich steigende Inzidenz erfahrt ' und als Tumorentitat des ho-

heren Alters gilt 1215163.191-194

Durch Implementierung immunmodulatorischer und zielgerichteter Therapien konnte das Ge-
samtuberleben betroffener Patienten verlangert und die Lebensqualitéat erheblich gesteigert

werden.

Trotz der Errungenschaften in Tumorbiologie und molekularpathologischer Diagnostik, steht
fur die Gruppe der NRAS-mutierten Melanompatienten derzeit keine zugelassene, zielgerich-

tete Therapie zur Verfligung.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation erfolgte eine umfassende Analyse der epidemiolo-
gischen, histopathologischen und therapiespezifischen Faktoren aller erfassten NRAS-
mutierten Melanompatienten am Hauttumorzentrum der Uniklinik Kéln von 01/1991 bis
03/2019. Uberdies wurden die Mutationsgenotypen von NRAS der Studienpopulation hinsicht-
lich des Metastasierungsverhaltens und Gesamtiiberlebens im malignen Melanom analysiert.
Nicht fur alle Fragestellungen lagen vollstdndige Datenséatze vor, so dass Zensierungen durch-
gefuhrt werden mussten und die GroRe des jeweiligen Patientenkollektivs eingeschrankt

wurde.

Unserer Kenntnis nach handelt es sich bei der vorliegenden Arbeit um die derzeit gréRte mo-
nozentrische Studie fir NRAS-mutierte Melanompatienten. Lediglich die multizentrische Stu-
die von Dummer et al. aus 2017 % zur Evaluation des MEK-Inhibitors Binimetinib bei NRAS-
mutierten Melanompatienten weist mit 402 rekrutierten Patienten aus 118 Zentren eine gro-

Rere NRAS-Studienpopulation auf.

5.1 Epidemiologie NRAS-mutierter Melanome

Unser Kollektiv umfasst 324 Melanompatienten mit nachgewiesener NRAS-Mutation, die ihre
Erstdiagnose in den Jahren 1991-2019 erhielten. Unsere Daten weisen einen starken Anstieg
an Erstdiagnosen mit positivem NRAS-Mutationsstatus in den Jahren 2005-2018 auf. Die In-
zidenz im Jahr 2019 fiel etwas geringer aus, da bei der vorliegenden Auswertung nur das 1.

Quartal des Jahres 2019 miteinbezogen wurde.

96



Die allgemein ansteigende Inzidenz an Melanomerkrankungen konnte in vielen Studien nach-
gewiesen werden '>'719%° Diesen Trend kénnen wir, wenn auch nur indirekt, bestatigen: Anti-
zipiert man eine Pravalenz von 20% NRAS-positiv mutierter Melanompatienten an der Ge-

t 195-197

samtheit dieser soliden Tumorentita , SO zeigen unsere Ergebnisse eine deutliche Inzi-

denzzunahme in den letzten zehn Jahren und sind kongruent zu vorpublizierten, epidemiolo-

gischen Daten ">,

Die Geschlechterverteilung in unserer Patientenkohorte zeigt eine Prddominanz des mannli-
chen Geschlechts (205 Manner und 119 Frauen). Im Wilcoxon Signed Rank Test zeigte sich
das Ergebnis hochst signifikant mit einem p-Wert von <0,0001 und stimmt mit den mutati-
onsunabhangigen Daten des Robert-Koch-Instituts und des Zentrums fiir Krebsregisterdaten
Uberein. Vergleichsdaten aus Italien (Guida et al. '*®), Frankreich (llie et al. ') und den USA

(Thomas et al. ') 8hneln unseren Ergebnissen mit minimalen Abweichungen.

Die Patienten mit nachgewiesener NRAS-Mutation waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose im
Median 70 Jahre (MW: 66,40) alt. Es zeigte sich, dass Frauen bei Diagnosestellung etwas
junger waren, der Median lag bei 66 Jahren (MW: 63,16; SD: 15,10; Range: 28-90). Der Er-
krankungsgipfel lag bei 61-80 Jahren. Bei Mannern lag der Median mit 72 Jahren (MW: 68,28;
SD 12,21; Range 21-95) geringfiigig Uber dem geschlechtsunspezifischen Median, der Erkran-
kungsgipfel hingegen bei 71-80 Jahren. Der geschlechtsunspezifische Median liegt in unserer
Studienpopulation marginal héher als in den Untersuchungen von Heppt et al. 2°° und Wu et

al. 2" die einen Median von 66 Jahren ermitteln konnten.

Aktuell und prognostisch sind in Deutschland bereinstimmend zu unseren Studienergebnis-
sen mehr Manner als Frauen von einem malignen Melanom betroffen '°. Das Erkrankungsalter
liegt mit 67 Jahren bei Mannern im Median um sieben Jahre hoher als bei Frauen mit 60 Jahren
'®_ Somit decken sich die Ergebnisse im Bezug zur Epidemiologie in unserer Studie der NRAS
mutierten Melanome mit den allgemeinen epidemiologischen Gesichtspunkten zur Geschlech-
ter- und Altersverteilung des malignen Melanoms, mit einer Abweichung in unserer Gruppe
der 31-40-Jahrigen. Hier ist anhand unserer Daten das Verhaltnis von Mannern zu Frauen 1:5.
Auch die Gruppe der 41-50-Jahrigen widerspricht der allgemeinen Geschlechterverteilung,

das Verhaltnis Manner zu Frauen liegt hier bei 1:1.

Begrindet sein kann diese Entwicklung darin, dass 2008 in Deutschland ein gesetzliches
Hautkrebsfriherkennungsprogramm fir Frauen und Manner ab 35 Jahren initiiert wurde. Hier-
nach haben alle >35-Jahrigen einen Anspruch alle 2 Jahre durch einen akkreditierten Arzt eine
Ganzkdrperinspektion zu erhalten 2°2. Da die Adharenz und Inanspruchnahme dieser Vorsor-
geleistung bei Frauen hoher als bei Mannern (Verhaltnis 3:1) ist, Iasst sich die ansteigende
Inzidenz bei jungen Frauen moglicherweise hierauf zuriickfiihren 2°2. Auch das veranderte

Freizeit- und Braunungsverhalten kann hierauf einen Einfluss haben. Gilt ein bronzener Teint
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vor allem bei jungen Frauen als zu erreichendes Schdnheitsideal, so steht eine intermittie-
rende UV-Exposition einer japanischen Arbeitsgruppe zufolge im Fokus, NRAS-vermittelte

Melanome zu induzieren 2% und kann als weiteres Erklarungsmodell herangezogen werden.

5.2 Histopathologie NRAS-mutierter Melanome

Den NRAS-mutierten Melanomen in unserer Studie lag mit 38,3% der Falle am haufigsten der
histopathologische Subtyp des nodularen malignen Melanoms (NMM) zugrunde - weit vor dem
superfiziell spreitenden Melanom (SSM) mit 25,9%. Das akral-lentigin6se Melanom (ALM) und
das amelanotische Melanom wurden jeweils in 3,1% der Tumore nachgewiesen, das Lentigo-
maligna Melanom (LMM) hingegen in 2,8%. In 7 Féllen (2,2%) konnte ein Schleimhautmela-
nom detektiert werden. In einem Einzelfall (0,3%) fand sich ein Bindehautmelanom. Bei 8,6%
der Patienten konnte kein Primartumor gefunden werden. Insgesamt 15,7% der Tumore waren
vorgenannten histopathologischen Subtypen nicht zuzuordnen.

Diese Verteilung steht jedoch im Widerspruch zu der allgemeinen histopathologischen Vertei-
lung, wie sie in epidemiologisch-histopathologischen Untersuchungen ohne Bezug auf Unter-
gruppen mit Mutationsstatus angegeben wird. Die Tubinger Arbeitsgruppe um Claus Garbe
weist flir das SSM einen prozentualen Anteil von 59% aus, 21% fir das NMM, etwa 11% fir
das LMM und ca. 4% fiir das ALM. Anderen histologischen Subtypen werden ca. 6% zugeord-
net 7. Diese allgemeine Haufigkeitsverteilung wurde jlingst in einer Studie von Gassenmaier
et al. mit Daten aus dem ,Deutschen Zentralregister Malignes Melanom*® sowie von einer nor-

wegischen Studiengruppe bestétigt 20420,

Insgesamt konnte in unserer Kohorte bei 172 Tumoren (53,1% der Gesamtkohorte) ein primar
oder sekundar nodulares Charakteristikum nachgewiesen werden. Die Korrelation des histo-
pathologischen Merkmals ,nodular” mit einem positiven NRAS-Mutationsstatus zeigte sich in
unseren Ergebnissen statistisch hoch signifikant (p<0,0001). In der altersspezifischen Analyse
war in unserem Kollektiv zudem eine Pradominanz des NMMs Uber alle Altersgruppen hinweg
zu verzeichnen (Median 77,0 Jahre, Minimum 22 Jahre, Maximum 93 Jahre, p-Wert <0,0001).

Hieraus lasst sich ableiten, dass NRAS mutierte Melanome haufiger dem histologischen Sub-
typ eines NMMs anstelle eines SSMs folgen. Unsere Ergebnisse stiitzen somit vorpublizierte
Studien, die — wenn auch in deutlich kleineren Studienpopulationen — eine Assoziation zwi-
schen NRAS-Mutationen und NMMs feststellen konnten 76:164194.195.200.206208 fyie norwegische
Arbeitsgruppe um Trude Robsahm konnte dariiber hinaus ein signifikant schlechteres Gesamt-
uberleben und damit verbunden eine schlechtere Prognose sowie eine erhohte geschlechts-

unspezifische Mortalitat fir Patienten mit nodulédren Melanomen feststellen 2%.
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Interessanterweise wurden in unserer Studienpopulation 8,6% der Tumorerkrankungen durch
Lymphknoten- oder Fernmetastasen ohne Hinweis auf einen Primartumor (PTU) evident. Von
den betroffenen Patienten wiesen 78% lymphogene und 22% Organfiliae auf. In 11% wurde
eine cerebrale Metastasierung festgestellt. Auch hier zeigte sich eine Androtropie von 65%. In
der Literatur wird die Inzidenz von Melanomerkrankungen ohne bekannten Primartumor stu-
dienabhangig mit 1,4-5,6% angegeben 2. Unsere Daten liegen jedoch weit héher. Dies
scheint eine Besonderheit bei NRAS-mutierten Patienten zu sein, bei denen Regressionspha-
nomene eine Rolle spielen kénnten. Bae et al. untersuchten 2084 Patienten mit einem PTU
ungeachtet ihres Mutationsstatus und stellten die Hypothese auf, dass nach Absiedlung von
Metastasen eine Komplettregression des Primartumors eingetreten oder der Ursprung in ekto-
pen Melanozyten von Kapselndvi an Lymphknoten zu finden sei 2. Eine Stratifizierung nach
BRAF- und NRAS-Mutationsstatus ist in der aktuellen Literatur nicht zu finden, kénnte aber ein

interessanter Aspekt fiir weitere, prospektive Untersuchungen sein.

Die topographische Verteilung NRAS-mutierter Melanome und deren Assoziation zu UV-
exponierten Lokalisationen wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Einige Studien weisen

164,208210211 andere Publikationen

eine Assoziation zu chronisch UV-exponierten Arealen aus
ziehen das Resilimee, dass NRAS-mutierte Melanome eher an Korperstellen entstehen, die
einer intermittierenden UV-Exposition ausgesetzt sind 2°*2'2 In unserer Studie zeigte sich mit
33,3% die hochste Pravalenz am Rumpf (Brust, Bauch, Ricken). In 24,7% waren die unteren
Extremitaten (Oberschenkel, Unterschenkel, Ful3) betroffen, in 18,2% die oberen Extremitaten
(Oberarm, Unterarm, Hand). Im Kopf-Hals-Bereich (Gesicht, Kopfhaut, Auge, Schleimhaute,
Hals) wurden 44 Melanome (13,58%) nachgewiesen, genital (inkl. Schleimhaute) hingegen 5
(2%). Das in unserer Analyse dargestellte Verteilungsmuster fir NRAS-Melanome ist kongru-
ent mit Vergleichsdaten von Heppt et al. und Thomas et al. aus Deutschland und den USA
161200 Fine Reihe anderer Publikationen, welche eine Korrelation von Primarlokalisation und
NRAS-Mutationsstatus untersucht haben, kommen hingegen zu dem Schluss, dass eine sig-
nifikante Assoziation zwischen NRAS-mutierten Melanomen zu oberen und unteren Extremi-
taten besteht 7276.164.195.203.213.214 "nyje in unserer Kohorte detektierten pradominanten Lokalisa-
tionen NRAS-mutierter Tumore widersprechen dabei einer chronisch UV-induzierten Tumor-
pathogenese bei NRAS-mutierten Melanomen und favorisieren die Hypothese einer kausalen

Rolle der intermittierenden UV-Exposition.

Der grofite Anteil des Patientenkollektivs (35,7%) umfasste Tumore mit einer Tumordicke >4,0
mm (n=96) und zahlt zur Gruppe der Hochrisikomelanome mit einem erhéhten Metastasie-
rungsrisiko (T4). In der statistischen Auswertung zeigte sich eine mediane Tumordicke von
3,00mm (Mittelwert 4,25mm, Minimum 0,30mm, Maximum 80,00mm) mit einem hoch signifi-
kanten p-Wert von <0,0001. In der geschlechterspezifischen Analyse betrug die mediane Tu-

mordicke bei Mannern 3,50mm (Mittelwert 3,83mm, Minimum 0,30mm, Maximum 30,00mm)
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und 3,34mm bei Frauen (Mittelwert 5,06mm, Minimum 0,30mm, Maximum 80,00mm). Unsere
Ergebnisse weisen hdchst signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede auf (p<0,0001)
und bestatigen damit einerseits die Daten von Robsahm et al., die eine hohere mediane Tu-
mordicke fur Manner feststellen konnten 2%, und andererseits die Erkenntnis von Devitt et al.,

dass NRAS-mutierte Tumore mit héheren Tumordicken vergesellschaftet sind 1%,

Bezuglich der Eindringtiefe nach Clark fand sich in unserer Kohorte am weitaus haufigsten mit
147 Fallen ein Level IV mit Vordringen der Tumorzellen in die tiefe Dermis, was einem prozen-
tualen Anteil von 72,41% entspricht. Bei 9 Patienten konnte das héchste Invasionslevel, Clark
Level V, mit Eindringen der Tumorzellen bis in die Subkutis verzeichnet werden (4,43%). Diese
Beobachtung ist kongruent zu Untersuchungen von Omholt et al. aus 2002 und Edlund-Rose
aus 2006 '**?'° die eine signifikante Assoziation von NRAS-Mutationen und héheren Clark
Leveln aufweisen konnten. Das histopathologische Merkmal des Clark Levels verliert jedoch

zunehmend an Bedeutung und wird in aktuelleren Studien nur noch rein deskriptiv erfasst.

Die Bedeutung der Ulzeration als prognostischer Parameter wurde in einer Vielzahl von Stu-
dien betont und gilt als wichtiges Kriterium in der AJCC-Klassifikation 536192216 |n unserer
Kohorte wiesen 125 Tumore (42%) eine Ulzeration auf. In der geschlechterspezifischen Ana-
lyse zeigte sich das Merkmal Ulzeration signifikant haufiger bei Mannern (65,6%) als bei
Frauen (34,4%). In der statistischen Analyse war der p-Wert fiir beide Ergebnisse hoch signi-
fikant (p<0,0001).

Die Ulzeration wurde von Kashani et al. als Kofaktor von dickeren Tumoren beschrieben, dem
eine zentrale Bedeutung fiir die Vaskularisierung und Angiogenese von Melanomen beige-
messen wird 2. Dies impliziert bei Vorliegen einer Ulzeration eine schlechtere Prognose durch
lymphogene Metastasen, wie von Munsch et al. beschrieben . In einer Metaanalyse konnten
Gutierrez-Castaneda et al. 2020 eine signifikante Assoziation von NRAS-Mutationen und dem
histopathologischen Charakteristikum einer Ulzeration identifizieren “®. Studienabhangig wird
der prozentuale Anteil bei NRAS-mutieten Melanomen mit 9,7-36% angegeben
162,164,195.196.204.205 Mt 64% konnten Si et al. in einer chinesischen Studienpopulation demge-
genuber eine deutlich hdhere Rate an ulzerierten NRAS-positiven Tumoren beobachten. Mit
42% nehmen die in unserer Kohorte dargestellten Daten diesbeziglich eine mittlere Position

ein und kénnen die Hypothese von Gutierrez-Castaneda et al. festigen.

Dass der Lymphknoten-Status neben der Tumordicke nach Breslow und der Ulzeration einen
der wichtigsten Einflussfaktoren fur die Prognose beim malignen Melanom darstellt, ist in der

Literatur hinreichend belegt '366-216,

Von den insgesamt 181 Patienten, bei denen eine Wachterlymphknotenbiopsie (SLNB) durch-
gefuhrt wurde, konnte in 45% der Falle ein metastatischer Befall des SLN nachgewiesen wer-

den. In der pathologischen Untersuchung der Wachterlymphknoten zeigten sich hingegen 55%
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nicht betroffen. Von den 82 Patienten mit positivem SLN fanden sich in 60 Fallen Mikrometa-
stasen. Hiervon waren in 80% ein Lymphknoten, in 18,3% zwei Lymphknoten und in einem
Fall (1,7%) drei Lymphknoten betroffen. In der Gruppe der Patienten mit nachgewiesenen
Makrometastasen (n=22) waren in 81,8% ein Lymphknoten, in 13,6% zwei Lymphknoten und
in 4,5% drei Lymphknoten betroffen.

Es zeigte sich eine starke Korrelation der SLN-Positivitat fur NRAS-mutierte high-risk Mela-
nome und einer Tumordicke >2,00mm. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Mikro- und Makrometastasen ergab sich nicht. Unsere Daten sind als kongruent zu den Er-
gebnissen von Leiter et al. aus der DeCOG-SLT-Studie anzusehen. Diese ermittelten einer-
seits zwar eine Assoziation von Tumorlast im SLN, Tumordicke und Ulzeration mit einem er-
hohten Risiko flir Fernmetastasen, Rezidiven und Melanom-spezifischem Versterben, konnten
andererseits aber anhand der Anzahl betroffener SLN keinen Einfluss auf die Prognose der
Tumorerkrankung feststellen ®'.

In der Literatur weisen nur wenige Studien eine SLN-Positivitat in Bezug auf den NRAS-
Mutationsstatus aus. Ein Grof3teil der Publikationen stellt zwar den prozentualen Anteil BRAF-
mutierter Patienten an der jeweiligen Gesamtkohorte mit positivem SLN heraus, jedoch kon-
trastierend zu BRAF-Wildtyp Patienten. Unter den BRAF-Wildtyp Patienten subsummieren
sich allerdings nicht nur NRAS-mutierte, sondern auch c-KIT- und NRAS/BRAF-Wildtyp Pati-
enten.

Einer jungst publizierten Studie von Liszkay et al. aus 2021 zufolge weisen nur 6,9% NRAS-
mutierte Melanompatienten einen positiven SLN auf — hingegen aber 65,5% mit einer BRAF-
Mutation und 17,2% mit NRAS/BRAF-Wildtyp %'®. In der Kohortenstudie von Heppt et al. wurde
nur bei 26 NRAS-mutierten Melanompatienten eine SLND durchgefiihrt, wovon 53% einen
positiven Wachterlymphknoten aufwiesen. Die Wahrscheinlichkeit fur einen positiven Wach-
terlymphknoten ist der australischen Arbeitsgruppe um Nikki Adler zufolge bedeutend héher
fir BRAF-mutierte Patienten 2'3. Aus ihren veréffentlichten Daten I&sst ein prozentualer Anteil
fur NRAS-Mutierte mit positivem SLN von 21 % ableiten (vs. 34% BRAF vs. 21% NRAS/BRAF-
Wildtyp) 2*2.

Der hohe prozentuale Anteil positiver Wachterlymphknotenbiopsien (SLNB) in unserem
Kollektiv ist unserem Verstandnis nach dadurch zu erklaren, dass die NRAS-mutierten
Melanome unserer Studie haufiger dem histopathologischen Muster des NMMs folgten,
oftmals eine Ulzeration zeigten und neben einem héheren Clark Level (V) auch eine hdhere
Tumordicke aufwiesen (TD >3,0 mm), was ein aggressiveres Tumorwachstum vermuten Iasst.

Diese Annahme deckt sich mit jener von Munsch et al. .
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5.3 Klassifikation von NRAS-Mutationen. Besteht die als dogmatisch be-
schriebene BRAF- bzw. NRAS- Exklusivitat wirklich?

Etwa 20% aller kutanen Melanome in der kaukasischen Bevolkerung weisen eine NRAS-
Mutation auf "%, Die Frequenz variiert jedoch studienabhéngig von 13% bis 39% 8%, In

asiatischen Populationen ist die Haufigkeit weitaus geringer und wird mit ca. 7% angegeben
203,212

In der aktuellen Literatur ist allgemein anerkannt, dass Mutationen am NRAS-Gen vor allem
im Codon 12, 13 und 61 auftreten '**'%_|m Exon 2 (Codon 12 und 13) handelt es sich um
somatische Mutationen, im Codon 61 (Exon 3, NRAS Q61) hingegen um sog. Missense- bzw.

sog. Hotspot-Mutationen 7374197,

Dumaz et al. belegten in ihrer Publikation aus 2019, dass Mutationen im Codon 12 und 13
signifikant haufiger bei mukosalen Melanomen auftreten als bei kutanen Melanomen 2. Diese
Beobachtung kénnen wir flr unsere Kohorte nicht bestatigen. Nur in einem Fall eines muko-
salen Melanoms lieR sich eine G13R-Mutation im Exon 2 nachweisen. Die weiteren 6 muko-
salen Melanome wiesen eine NRAS Q61 Mutation im Exon 3 auf. Die Mehrheit der Mutationen
im Exon 2 war mit einer UV-exponierten Lokalisation am Kopf assoziiert (n=9). In jeweils 6
Fallen wurde sie an Primartumoren an Rumpf und oberen Extremitaten, in 4 Fallen an den
unteren Extremitaten gefunden. Weitere 3 Mutationen wurden bei einem PTU nachgewiesen.
Eine Reihe von Publikationen konnte nachweisen, dass Codon 61 beim Melanom mit 84-88%
der Falle am haufigsten betroffen ist '421%9166.219 '\yonach diese Erkenntnis als gesichert gilt.
Dies kdnnen wir anhand unserer Ubereinstimmenden Ergebnisse bestatigen. Insgesamt
90,1% unserer Patienten wiesen eine Mutation im Codon 61 auf. Die haufigste NRAS-Mutation
in unserer Patientenkohorte war NRAS Q61R (41,98%), gefolgt von Q61K (32,41%), Q61L
(11,42%), und Q61H (4,01%). In Einzelfallen fanden sich die seltenen NRAS — Mutationen
Q61P, Q70H und A146V im Exon 3.

Der Grof3teil der Mutationsanalysen erfolgte am Gewebe des Primartumors (59,3%, n=192).
In etwa einem Viertel der Falle wurde die Analyse an einer Fernmetastase (24,1%) durchge-
fuhrt, in 13,89% erfolgte sie an Lymphknotenmetastasen bzw. am Wachterlymphknoten
(2,8%). In Zweitanalysen (n=28) konnte in 21 Fallen der vorbekannte NRAS-Genotyp bestatigt
werden, in 6 Kasus anderte sich der Mutationsstatus von Wildtyp auf eine Mutation im Codon
61. In einem Einzelfall konnte die zuvor nachgewiesene Mutation im Codon 13 nicht mehr

nachgewiesen werden.

Die Patienten mit Mutationen im Codon 12 und 13 (G12A, G12C, G12D, G12S, G12V, G13D,
G13E, G13E, G13R und G13V) wurden in den mutationsspezifischen Analysen aufgrund der
geringen Stichprobengrdfie nicht bertcksichtigt.
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Die Distribution der vier Hauptgenotypen unserer Studie (NRAS Q61H, NRAS Q61K, NRAS
Q61L und NRAS Q61R) ist konsistent mit vorpublizierten Daten 196198199220 yng entspricht der
Haufigkeitsverteilung des Cancer Genome Atlas (TCGA). Dort wird diese wie folgt angegeben:
Q61R 43%, Q61K 32%, Q61L 11%, Q61H 5% **'.

Bei allen vier Hauptgenotypen bestand eine Androtropie von 60% in der geschlechtsspezifi-

schen Analyse. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen zeigte sich nicht.

Als zusatzliche Mutationen konnten wir v.a. Varianten von RAC1, PTEN und TP53-Mutationen
identifizieren. Diese Signatur entspricht einer UV-induzierten Mutationslast ®’. Bedenkt man,
dass sich 30% der Melanome auf Basis eines existenten Navus entwickeln und der Grofteil
de novo entsteht %, untermauern unsere Ergebnisse die These von Gandini et al., dass Mela-
nome vor allem durch eine intermittierende UV-Exposition induziert werden 2. In unserer Ko-
horte fanden sich prozentual die haufigsten Primarlokalisationen im Bereich des Rumpfes, ge-
folgt von unteren und oberen Extremitaten, die als nicht primar UV-exponiert gelten. Hieraus
ist abzuleiten, dass NRAS-Melanome und ihre begleitende Mutationslast (v.a. RAC1, PTEN
und TP53) durch eine intermittierende UV-Strahlung ausgeldst werden kénnen. Unsere Daten

sind somit kongruent zu den vorpublizierten Daten von Hodis und Kunz 57222

, stehen jedoch
im Widerspruch zu den Ergebnissen von Ellerhorst et al., welche die Genese von NRAS-

Melanomen in Zusammenhang mit einer chronischen Sonnenexposition sehen 2,

Mehrere Arbeitsgruppen konnten in ihren Studien die simultane Koexistenz von BRAF- und
NRAS- Mutationen ausschlieRen und etablierten dadurch die These, dass ein Tumor nur eine
einzelne Treibermutation aufweisen kann 8164208223225 'K qexistente Treibermutationen fanden
sich in unserer Studienpopulation in insgesamt 12 Fallen. Hiervon waren 11 Falle NRAS/BRAF
mutiert, in einem Fall zeigte sich eine NRAS/c-KIT-Kombination. Mit 3,7% an der Gesamtko-
horte kdnnen wir hiermit bereits publizierte Daten bestatigen, die das Dogma der Exklusivitat
von NRAS- oder BRAF-Mutationen in Frage stellen '°°?%_ |n Kohortenstudien konnten Heppt
et al. in 2,3% der untersuchten 217 Patienten 2°° bzw. Goel et al. in 2,9% der 69 Patienten
umfassenden Studienpopulation ' simultane BRAF- und NRAS- Mutationen in einer Tumor-

221-229 gnder einem niedri-

probe nachweisen. Andere Publikationen berichten von Einzelfallen
geren prozentualen Anteil (0,6-2,0%) an der jeweiligen Studienpopulation '95%° Aussagen
bzgl. einer Therapierelevanz wurden jedoch nicht immer getroffen. Unsere Daten zur Pra-
valenz koexistenter BRAF- und NRAS-Mutationen liegen im Vergleich zu den publizierten Da-

ten etwas hoher.

Anteilig an der Gesamtkohorte wiesen in unserer Patientenkohorte 1,2% eine therapierele-
vante, koexistente BRAFY®E bz, V60K _ Mutation auf. Ein &hnliches Ergebnis (1,3%) lasst

sich aus den Daten von Heppt et al. ermitteln 2%,
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In einigen Publikationen wird die intratumorale Mutationsheterogenitat als Konsequenz einer
erfolgten Systemtherapie diskutiert und ist derzeit Gegenstand intensiver Forschung '3,
Grundlage laut Raaijmakers et al. sei jedoch, dass der Mutationsswitch nach eingeleiteter Sys-
temtherapie erfolgt und die differenten BRAF-, NRAS- oder c-KIT-Mutationen im Primarius und
distanten Filiae auf eine Resistenzentwicklung zuriickzufiihren ist 2!, Die Arbeitsgruppe um
Helen Rizos hingegen konnte eine Heterogenitat auch in solitdren Tumorlasionen nachweisen,
die zuvor mittels zielgerichteter Therapie behandelt wurden 2*. Unsere Daten beruhen auf
Mutationsanalysen an den Primargeweben vor Einleitung einer systemischen Therapie. Eine
sekundare Resistenzentwicklung durch eine erfolgte Therapie und konsekutive Aktivierung
zellularer Feedback-Mechanismen der RAS/RAF/MEK/ERK- bzw. PI3BK/AKT/mTOR - Signal-

141,233

kaskadewege als escape-Mechanismus ist demnach ausgeschlossen.

Die These, dass sich BRAF- und NRAS-Mutationen gegenseitig ausschlief3en, ist somit an-
hand unserer Datenlage widerlegt. Diese Erkenntnis hat Implikationen auf die Therapie fern-
metastasierter Patienten und untermauert die Forderung nach NGS zum molekularpathologi-
schen Staging anstelle einer sequentiellen Testungstrategie ab Stadium Ill bzw. Progress, wie
sie derzeit (noch) in der geltenden S3-Leitlinie zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge des

Melanoms propagiert wird ’.

5.4 Metastasierung des NRAS-mutierten malignen Melanoms

Die Untersuchung spezifischer Metastasierungsmuster fir NRAS-mutierte Melanompatienten
entsprechend ihres NRAS-Genotyps erfolgte in der vorliegenden retrospektiven Studie detail-
liert und wurde, unserer Kenntnis nach, anhand von real-life-Daten bis dato nicht publiziert.
Einige Autoren konnten eine Assoziation von NRAS-Mutationen zu einem lokoregionalen Me-
tastasierungmuster beobachten '32%. Auch eine Assoziation zu cerebralen Filiae scheint der

aktuellen Literatur zufolge zu bestehen 195213,

Mehrere Publikationen weisen auf ein aggressives Wachstumsverhalten von NRAS-mutierten
Melanomen hin. Rinonce et al. und Sheen et al. betonen in ihren Untersuchungen, dass NRAS-
Mutationen beim malignen Melanom friihzeitig zu Lymphknoten- und aber auch zu Fernmeta-
stasen fiihren 2°72*_ Diese Beobachtungen stiitzen die Ergebnisse der amerikanischen Stu-
diengruppe um Jaykumur Thumar, die eine signifikante Haufung von Lymphknotenmetastasen
bei NRAS-mutierten Melanompatienten im Vergleich zu BRAF- bzw. Wildtyp-Patienten fest-
stellen konnte (75% vs 46% bzw. 61%)2%. Thumar et al. zufolge kann fiir NRAS-Mutierte ein
lokoregionales Metastasierungsmuster mit oder ohne Weichteilmetastasen angenommen wer-

den %, Dies kdnnen wir anhand unserer Ergebnisse bestatigen.
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In unserem Kollektiv von 324 Patienten zahlte der Grofiteil der Tumore bei Erstdiagnose zur
Gruppe der Hochrisikomelanome (35,7%, n=96) mit einem erhohten Metastasierungsrisiko
(T4). Dabei setzte sich die Verteilung der analysierten Population entsprechend des AJCC-
Stadiums bei Erstdiagnose wie folgt zusammen: AJCC Stadium IV (n=40; 12,35%), Ill (n=153;
47,22%), Stadium Il (n=100; 30,86%), Stadium | (n=31; 09,57%). Knapp die Halfte der Pati-
enten (n=145; 44,75%) wurde im Verlauf der Erkrankung progredient (Median 22,00 Monate;
MW 33,62 Monate nach Erstdiagnose; SD 42,61; SF 3,539, Range 0-306 Monate, p<0,0001)
und wechselte aus Stadium |, Il oder Ill in das AJCC-Stadium IV.

Von den 45 Patienten mit positivem Wachterlymphknoten, die eine Metastasierung erlitten,
entwickelten 56% lokoregionale Filiae. Unter dem Aspekt der Fernmetastasierung wurde sie
in 15% in Form von pulmonalen Metastasen und in 13% als cerebrale Metastasen evident.
Weichteilmetastasen und/oder distante Lymphknotenmetastasen konnten bei 9% dieser Ko-

horte erfasst werden, 7% entwickelten viszerale Metastasen.

Die mediane Dauer bis zur Entwicklung einer Primarmetastasierung ab Erstdiagnose betrug
in unserer Studienpopulation 12,00 Monate und erwies sich in der statistischen Analyse als
signifikant (p =0,0312). Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen sowohl Thumar et al. als auch
Adler et al., die flr das disease-free-survial (DFS) Werte von 13,0 und 13,4 Monaten ermitteln
konnten 2'32° Die Studiengruppe um Markus Heppt hingegen eruierte ein Intervall von 18,0
Monaten 2%°. Den Untersuchungen von Heppt et al. und Thumar et al. gemein ist die Erkennt-
nis, dass NRAS-mutierte friiher als BRAF-mutierte Melanompatienten eine distante Metasta-
sierung aufweisen 2°%2*° So konnten Thumar et al. ein DFS von 18,3 Monaten und Heppt et
al. ein DFS von 2,4 Jahren ermitteln 2°%2°_ Adler et al. wiesen ein marginal kiirzeres DFS fiir
BRAF-Patienten im Vergleich zu NRAS-Patienten aus (12,5 Monate vs. 13,4 Monate) 2",

Die Primarmetastasierung unabhangig des SLN-Status in unserer Studie ergab folgende Ver-
teilung: lokoregional 67% (n=156), IV M1A 6,5% (n=15), IV M1B 11,7% (n=27), IV M1C 5,2%
(n=12), IV M1D 8,7% (n=20). Diese Verteilung deckt sich jedoch nicht mit der aktuellen Publi-
kation der italienischen Studiengruppe um Michele Guida aus 2021, die beziglich der Primar-
metastasierung NRAS-mutierter Melanompatienten ein vornehmlich viszerales Muster be-
obachten konnte (IV M1C 39%, IV M1A 28%, IV M1B 25%, IV M1D 6%) "%.

Insgesamt entwickelten in unserem Studienkollektiv 230 Patienten in den Stadien Ill und IV
(71%) lokoregionale und/oder Fernmetastasen. Anhand einer gepoolten Analyse erfassten wir
alle dokumentierten Filiae in unserer Studienpopulation in Abhangigkeit des Zeitintervalls ab
Erstdiagnose. Unter Betrachtung der ermittelten Mediane sowie des 1. und 3. Perzentils konn-
ten wir zeigen, dass NRAS-Mutationen beim Melanom zu einer ausgepragten lokoregionalen
(1.Perzentil 8,00 Monate; Median 19,00 Monate; 3.Perzentil 41,00 Monate) und frihen cereb-
ralen Metastasierung (1.Perzentil 13,00 Monate; Median 24,00 Monate; 3.Perzentil 36,00
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Monate) fihren. Die Ergebnisse erwiesen sich in der statistischen Analyse als hochst signifi-
kant mit einem p-Wert von <0,0001. Unsere Ergebnisse unterstreichen somit die Erkenntnisse
von Heppt et al., Ekedahl et al., Lyth et al. und Thumar et al., die fir NRAS-mutierte Melanom-
patienten ein vornehmlich lokoregionales Metastasierungsmuster aufzeigen konnten
163.192.200235 _ Gleichzeitig weisen sie auch auf ein friihzeitiges cerebrales Metastasierungsmus-
ter hin und sind somit in Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen von Jakob et al. '*° und Adler

| 213

eta zu sehen. Anders als Adler et al. konnten wir jedoch keine vermehrte Korrelation zu

pulmonalen Metastasen feststellen 2'3.

Um ein Genotyp-spezifisches Metastasierungsmuster identifizieren zu kénnen, erfolgte eine
Stratifizierung der Primarmetastasierung unserer Studienpopulation konkordant zu den vier
NRAS-Hauptgenotypen Q61H, Q61K, Q61L und Q61R. Unseren Ergebnissen zufolge scheint
fur Patienten mit einer NRAS Q61H Mutation eine Tendenz zu bestehen, keine oder lokoregi-
onare Metastasen zu entwickeln. Fur Patienten mit einer NRAS Q61K Mutation hingegen kann
ein lokoregionales bzw. viszerales Metastasierungsmuster als wahrscheinlich angenommen
werden. Fur Patienten mit einer NRAS Q61L Mutation lasst sich eine Korrelation zu lokoregi-
onalen und cerebralen Metastasen ableiten. Alleinig fur NRAS Q61R Patienten besteht ein

diffuses Metastasierungsmuster, das zu keinen oder zu jeder Art von Metastasen fuhrte.

Eine solche Stratifizierung spiegelt sich in der aktuellen Literatur nicht wider. Lediglich Bucheit
et al. untersuchten unterschiedliche Metastasierungscluster fir 136 NRAS-mutierte Melanom-
patienten entsprechend ihres Genotyps, konnten jedoch keine Unterschiede im Metastasie-
rungsverhalten feststellen 2*®. Deckend zu unseren Ergebnissen konnten Murphy et al. im
Mausmodell zeigen, dass NRAS Q61H zu wenigen oder keinen Metastasen flhren. Jedoch
konnte auch diese Studiengruppe keine spezifischen Metastasierungswege flir NRAS Q61R,
Q61K und Q61L im Tiermodell ermitteln 237,

Anhand unserer Untersuchungen konnten wir somit erstmals ein Genotyp-spezifisches Meta-
stasierungsmuster fiir NRAS-mutierte Melanompatienten in Abhangigkeit spezifischer NRAS-

Mutationen identifizieren.

Von besonderer Bedeutung fiir das Gesamtiiberleben von Melanompatienten ist die Entwick-
lung von Hirnmetastasen, die diesbeziiglich einen limitierenden Faktor darstellen 424, Das
Gesamtuberleben im Stadium IV M1D wird studienabhangig mit 3-12,5 Monaten angegeben
238241 Davies et al. zufolge liegt das Melanom an Position drei nach Lungen- und Brustkrebs
im Hinblick auf die Lebenszeitpravalenz von Hirnfiliae im Rahmen einer soliden Krebserkran-

kung 2%,

Verschiedene Publikationen haben die Pravalenz von Hirnmetastasen mit dem korrelierenden

BRAF- bzw. NRAS-Status untersucht. Davies et al. kamen zu der Erkenntnis, dass bis zu 75%

aller Melanompatienten im Verlauf der Krebserkrankung Hirnmetastasen entwickeln 242,
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Anteilig an unserer Gesamtkohorte entwickelten 21% der Patienten (n=68) Hirnmetastasen
ungeachtet des korrelierenden NRAS-Genotyps. Diese Daten ahneln den epidemiologischen
Ergebnissen von Fang et al., die einen Wert von 18% ermitteln konnten ?*°. Anderen Publika-
tionen zufolge liegt die Rate an NRAS-mutierten Melanompatienten, welche ein Stadium IV
M1D erreichen, jedoch deutlich héher (37-40%) 235243,

Die Arbeitsgruppe um Gino In untersuchte 2020 das molekulare Profil von 132 Hirnfiliae. Hier-
von wiesen 26,6% eine NRAS-Mutation und 52,4% eine BRAF-Mutation auf 2. Auch in der
Studie von Fang et al. mit 235 Patienten wiesen mit 56% mehr BRAF-mutierte als NRAS-
mutierte Patienten Hirnmetastasen auf #*°. Aufgrund unseres Studiendesigns kénnen wir

hierzu jedoch keine Aussage treffen.

Um einen mdglichen pradiktiven Genotyp fiir die Entwicklung von Hirnmetastasen bei NRAS-
mutierten Melanompatienten identifizieren zu kénnen, fihrten wir eine komparative Analyse
der vier Hauptgenotypen durch. Hierbei konnten wir feststellen, dass fur Patienten mit einer
NRAS Q61L Mutation das grote Risiko besteht, Hirnmetastasen zu entwickeln (RR=1,22). In
der ergdnzenden multivariaten Analyse konnten wir dies bestatigen (Hazard Ratio 1,173). Dar-
Uber hinaus zeigte sich die Tendenz, dass auch die Lokalisation des Primarius an den oberen
Extremitaten (Hazard Ratio 1,250) die Entwicklung von Hirnmetastasen beeinflusst. Fir die
Parameter Geschlecht, Alter sowie das histopathologische Merkmal ,nodular” ergab sich kein

Hinweis auf eine Assoziation zu einem Stadium IV M1D.

Bereits 2012 wiesen Adil Daud und Boris C. Bastian allein dem Vorliegen einer NRAS-Mutation
eine prognostische Signifikanz zu ?*°. Dies kénnen wir anhand unserer Untersuchungen be-
statigen und dariiber hinaus im Rahmen unserer Ergebnisse aufzeigen, dass fir die vier
NRAS-Hauptgenotypen unterschiedliche Metastasierungswege bestehen und insbesondere
der Genotyp NRAS Q61L zu cerebralen Metastasen flhrt.

5.5 Therapieansprechen NRAS-mutierter Melanompatienten auf System-
therapien

Die Systemtherapie des malignen Melanoms hat sich in den vergangenen 5 Jahren durch
Zulassung immunmodulatorischer und zielgerichteter Therapien drastisch verandert. Dennoch
gilt als allgemein anerkannt, dass NRAS-mutierte Melanome wie andere RAS-vermittelte Tu-
more eine schlechte Prognose und nur eingeschrankte Therapieoptionen aufweisen 126143246
Im Gegensatz zu BRAF-mutierten Melanomen bestehen derzeit keine zugelassenen, Mutati-
ons-spezifischen Therapiekonzepte flir Patienten mit NRAS-Mutationen, obwohl seit der Ent-

deckung des NRAS-Protoonkogens im Jahr 1982 '*® die Therapie dieser Patientenkohorte
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Gegenstand intensiver Forschung ist. Vor diesem Hintergrund haben wir das Ansprechen von

NRAS-mutierten Melanompatienten auf verschiedene Systemtherapeutika untersucht.

113 Patienten unserer Studienpopulation erhielten im AJCC-Stadium IV (M1A-M1D) eine sys-
temische Therapie (34,87%). Aufgrund der Diversitat der Systemtherapeutika wurden diese in
3 Gruppen unterschieden: 1. Chemotherapeutika, 2. Immuntherapien und 3. zielgerichtete
Therapien. In der First-Line-Therapie konnte ein medianes progressionsfreies Uberleben
(PFS) von 4,00 Monaten fir die Gesamtkohorte ermittelt werden. In der Substanzklassenana-
lyse wies Gruppe 2 (n=76) mit 7,50 Monaten das langste PFS auf. Fir die Gruppen 1 (n=33)
und 3 (n=4) lief3 sich ein PFS von 2,00 bzw. 3,50 Monaten ermitteln.

In der Second-Line-Therapie betrug das PFS fiir die Gesamtkohorte im Median 5,00 Monate.
Patienten unter Chemotherapie (n=10) bzw. zielgerichteter Therapie (n=2) wiesen ein PFS von
3,00 Monaten bzw. 4,00 auf. Die Gruppe der Patienten mit einer Immuntherapie (n=40) er-
reichte ein medianes PFS von 5,50 Monaten. In der statistischen Analyse zeigte sich das Er-
gebnis fur die Erstlinie hochst signifikant (p<0,0001), in der Zweitlinie hingegen nicht
(p=0,901).

In der Third-Line-Therapie wiesen Patienten mit einer Immuntherapie (n=16) ein medianes
PFS von 7,00 Monaten auf. Fir chemotherapeutisch (n=12) bzw. zielgerichtet behandelte Pa-
tienten (n=3) lie sich ein medianes PFS von 3,50 bzw. 4,00 Monaten ermitteln (p=0,0353). In
den Therapielinien vier und funf wurde keine statistische Signifikanz erreicht (p=0,6965 bzw.
p=0,1573).

Unsere Daten der Chemotherapie-Gruppen sind kongruent mit den Ergebnissen der Check-
mate-037-, Checkmate-066- und KEYNOTE-002-Studie, die ein PFS von 2,2 - 4,24 Monaten

fir Patienten unter Chemotherapie aufwiesen '07:247:248

. Die polnische Studiengruppe um
Bozena Cybulska-Stopa konnte 2020 ahnliche Ergebnisse fur die Erst- bis Drittlinie Chemo-
therapie ermitteln, mit minimalen Abweichungen (First-Line: 3,8 Monate; Second-Line: 2,4 Mo-
nate, Third-Line: 2,6 Monate) 2*°. Somit scheint ein chemotherapeutischer Ansatz fiir NRAS-

mutierte Melanompatienten nur zu einem kurzen PFS zu fiihren.

Der Einfluss zielgerichteter Therapien bei NRAS-mutierten Melanompatienten wurde in ver-
schiedenen Studien untersucht. Die Tyrosinkinase-Inhibitoren Pimasertib und Selumetinib
fuhrten mit 12,7 Wochen bzw. 2,2 Monaten zu keiner Verbesserung des PFS bei NRAS-
Patienten "2?*°, Der MEK-Inhibitor Trametinib wies in einer Phase-I-Studie ein PFS von 4,8

Monaten und ein OS von 81% nach 6 Monaten auf %

Grolke Erwartungen, eine zielgerichtete Therapie bei NRAS-mutierten Melanompatienten
etablieren zu kdnnen, weckten die Ergebnisse von Ascierto et al. aus 2013. In einer Phase-

1B-Studie untersuchten sie den MEK-Inhibitor Binimetinib im Stadium IV und konnten ein PFS
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von 3,7 Monaten bei NRAS- und 3,6 Monate bei BRAF-mutierten Melanompatienten nachwei-
sen %. Diese Erwartungen lieRen sich in der groRen NEMO-Studie von Dummer et al. mit 402
Patienten nicht bestatigen. Zwar lag das PFS hier mit 2,8 Monaten héher als im Vergleichsarm
mit DTIC (1,5 Monate) und wies eine statistische Signifikanz auf, ein klinischer Vorteil gegen-
Uber Patienten, die im Vergleichsarm DTIC erhielten, konnte allerdings nicht erzielt werden '%°.
Diese Daten bezlglich des PFS kdnnen wir anhand unserer Studienpopulation bestatigen,
wenngleich wir nur in Einzelfallen Patienten mit einem MEK-Inhibitor behandelt haben. Auffal-
lig ist, dass das PFS bei unseren Patienten in fortgeschrittenen Therapielinien unter Therapie
mit einem MEK-Inhibitor zunahm (max. 8 Monate in 3. Therapielinie bzw. 7 Monate in 4.The-
rapielinie). Diese Kasuistiken werfen die Frage auf, ob sich ein synergistischer Effekt durch die
zuvor durchgefihrte Immuntherapie in sequentieller Folge mit einem MEK-Inhibitor ergibt. Un-
sere Daten lassen nur eine Vermutung zu, diese sollte jedoch in weiteren, multizentrischen

Studien evaluiert werden.

Die klinische Aktivitat von Checkpointinhibitoren beim metastasierten malignen Melanom
wurde in verschiedenen Studien belegt und gilt derzeit als Goldstandard in der Systemthera-
pie. Einigen Publikationen zufolge profitieren NRAS-mutierte Melanompatienten mehr als
BRAF- oder Wildtyp-Patienten von einer Immuntherapie 24¢2".

Unabhangig der Substanzklasse konnten wir in unserer Studienpopulation unter Immunthera-
pie ein PFS von 7,50 Monaten in der Erstlinientherapie, 5,50 Monate in der Zweit- und 7,00

Monate in der Drittlinientherapie ermitteln.

Um zu evaluieren, ob Patienten mit einer NRAS-Mutation von einer distinkten Immuntherapie
in der First- bzw. Second-Line-Therapie profitieren, haben wir das PFS konkordant zu den
Therapieschemata CTLA-4-Antikorper, PD1-Antikérper oder Immunkombinationstherapie
(CTLA-4-AK + PD1-AK) ermittelt.

Hier zeigte sich, dass NRAS-Mutierte in der Erstlinientherapie von einer Checkpoint-Inhibition
mit einem PD1-Antikérper (Mono oder in Kombination mit CTLA-4) profitieren. Das mediane
Therapieansprechen war vergleichbar mit 8,50 Monaten (Kombi) vs. 7,00 Monaten (Mono).
Deutlich weniger haben sie von einer CTLA-4-Mono-Inhibition profitiert (3,50 Monate)
(p=0,0025).

In der Zweitlinientherapie lag das mediane Therapieansprechen interessanterweise fiir die
Kombination mit 4,00 Monaten hinter der Monotherapie mit Ipilimumab mit 6,00 Monaten zu-

rick. Am meisten profitierten die Patienten von einer PD1-Inhibition (7,00 Monate) (p=0,4552).

Betrachtet man die Mittelwerte so zeigen sich in der Erstlinie keine signifikanten Unterschiede,

in der Zweitlinie hingegen schon: Die Immunkombination weist mit 4,250 Monaten ein deutlich
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geringeres Therapieansprechen auf als die Monotherapien: Ipilimumab 22,82 Monate vs. PD1-
AK 15,53 Monate.

In einer jungst verdffentlichten italienischen Studie konnte gleichfalls ein nur geringes PFS von
4,0 Monaten in der Erstlinie fur die Ipilimumab-Monotherapie festgestellt werden. Der Studien-
gruppe um Michele Guida zufolge profitieren Patienten mit einer NRAS-Mutation signifikant
von einer primaren PD1-Antikdrpertherapie (PFS 15,0 Monate). Dies kdnnen wir anhand un-
serer Daten bestatigen, wenngleich das PFS in der italienischen Studiengruppe annahernd

doppelt so hoch war wie in unserer Studienpopulation "%,

Auch die Studiengruppe um Olivier Jules van Not aus den Niederlanden konnte 2021 einen
signifikanten Vorteil einer Checkpointinhibition in der Erstlinie mit einem PD1-Antikorper fir
NRAS-mutierte Melanompatienten feststellen (PFS 11,3 Monate vs. 9,9 Monate fir BRAF-
mutierte Melanompatienten) #°2. Annahernd deckend zu unseren Ergebnissen wiesen sie ein
PFS von 9,1 Monaten fiir die Immunkombination aus Ipilimumab plus Nivolumab aus ?°2. Diese
Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch mit der ebenfalls 2021 verdffentlichten Studie von
April Rose, die ein signifikant verbessertes PFS und OS fir NRAS-mutierte Melanompatienten
mit einer kombinierten PD1- und CTLA-4-Antikorpertherapie im Vergleich zu einer anti-PD1-
Monotherapie aufzeigen konnte und den NRAS-Status als Biomarker fur Auswahl der Thera-

piestrategie vorgeschlagen hat 2%,

In einer britischen Studie aus April 2021 wurde eine sequentielle Immuntherapie beim Mela-
nom unabhangig des zugrunde liegenden Mutationsstatus untersucht. Deckend zu unseren
Ergebnissen konnte die Studiengruppe um Thomas Wilson ein PFS von 4,0 Monaten fir
Ipilimumab Mono vs. 6,6 Monate unter anti-PD1-Therapie in der Erstlinie nachweisen 2**. In
der Zweitlinie differierte das mediane Ansprechen signifikant: 16,5 Monate fur PD1-Antikdrper
vs. 3,4 Monate fiir eine CTLA-4-Inhibition 2%*. Eine Studie von Zimmer et al. untersuchte muta-
tionsunabhangig den Einfluss von Ipilimumab als Mono- bzw. Kombinationstherapie mit Nivo-
lumab nach Progress in der Erstlinie mit einer PD1-Inhibition. Das mediane PFS fir die Mono-
therapie lag hier bei 3,0 Monaten, fiir die Imnmunkombination bei 2,0 Monaten 2*°. Unsere Da-
ten liegen doppelt so hoch und bestatigen somit ein besseres Ansprechen einer sequentiellen

CTLA-4-Monotherapie gegenlber einer Immunkombinationstherapie in der Zweitlinie.

Unsere Daten stellen ein Anhalt fir eine mégliche Sequenztherapie innerhalb der Checkpoin-
tinhibitoren und einen Entscheidungsalgorithmus in der Therapie von NRAS-mutierten Mela-
nompatienten dar und sollten anhand einer gréReren Studienpopulation, z.B. anhand zentraler

Registerdaten, gepruft werden.

Derzeit werden im Rahmen klinischer Studien verschiedene Ansatze zur Behandlung NRAS
mutierter Melanompatienten gepruft. Vor allem Kombinationen verschiedener Substanzklas-

sen werden untersucht:
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In einer 2018 publizierten Arbeit konnte die Studiengruppe um lleabett Echevarria-Vargas ei-
nen synergistischen, antitumorésen Effekt von BET- und MEK-Inhibitoren bei Zelllinien von
NRAS-mutierten Melanomen nachweisen. Die Kombination flihrte zu einer Blockade der DNA-
Replikation der Tumorzellen sowie ihrer Angiogenese 2%, Die Ergebnisse einer Phase IB Stu-

die stehen noch aus.

Anhand préklinischer Daten, konnten Atefi et al. ®’ zeigen, dass die Kombination aus einem
pan-RAF Inihibitor und einem MEK-Inhibitor zu einer signifikanten Tumorwachstumsinhibition

fuhrt. Ergebnisse aus klinischen Phase I/1l Studien bleiben abzuwarten.

Um eine mdgliche Resistenzentwicklung unter einer MEK-Inhibitor-Monotherapie zu Uberwin-
den hat die Studiengruppe um Martin Schuler in einer Phase 1b/2 Studie NRAS-mutierte Me-
lanompatienten mit einer Kombination aus dem CDK-4/6-Inhibitor Ribociclip und dem MEK-
Inhibitor Binimetinib behandelt. Das mediane PFS von 2,8 Monaten '® unter Binimetinib Mono
konnte so auf 6.7 Monate (95% ClI, 3.5-9.2) gesteigert werden 2%,

Eine spanische Studiengruppe verdffentlichte jingst ermutigende Ergebnisse der Phase-II-
Studie ,LEAP-004“: Die Kombination des Multikinase-Inhibitors Lenvatinib mit dem PD1-
Antikérper Pembrolizumab flihrte bei Patienten, die zuvor unter Checkpointimmuntherapie pro-
gredient geworden waren, zu einer disease control rate (DCR) von 65,0% fiir 6,3 Monate und

einem OS von 13,9 Monaten. Die Langzeitergebnisse bleiben jedoch abzuwarten.

5.6 Einfluss von NRAS-Mutationen auf das rezidivfreie und Gesamtiiberleben

von Patienten mit malignem Melanom

In der Literatur wird das Gesamtiberleben (overall survival, OS) von NRAS-mutierten Mela-
nompatienten widersprichlich diskutiert. Einigen Studien zufolge weisen NRAS-mutierte Pati-
enten ein deutlich besseres OS im Vergleich zu BRAF-mutierten oder Wildtyp-Patienten auf
259280 Andere Studiengruppen hingegen konnten keinen Einfluss des NRAS-Mutationsstatus
auf das Gesamtiiberleben feststellen 162164201.225234 D meijsten Autoren konstatieren jedoch
eine Korrelation von NRAS-Mutationsstatus und verkirztem OS, insbesondere nach Erreichen
eines Stadium IV 193208235283 Dje amerikanische Studiengruppe um John A. Jakob identifi-
zierte eine NRAS-Mutation beim Melanom als unabhangigen, negativ prognostischen Risiko-
faktor fur ein friihzeitiges Versterben (Hazard Ratio 2,05) '%°, was wenige Jahre spéater von

einer italienischen Studie bestatigt wurde .
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Es ist jedoch unklar, ob und welchen Einfluss die unterschiedlichen NRAS-Genotypen auf das
Gesamtuberleben haben. Diesbezlglich stehen nur wenige Untersuchungen in der Literatur

zur Verflgung.

Vor diesem Kontext wurden in unserem Kollektiv erstmalig real-life-Daten aus dem klinischen
Alltag von 273 NRAS-mutierten Melanompatienten nach 5 und 10 Jahren, stratifiziert nach

NRAS-Genotyp, ausgewertet.

In unserem Kollektiv betrug das Melanom-spezifische Gesamtiberleben fur die Gesamtko-
horte nach 5 Jahren im Schatzverfahren nach Kaplan-Meier 62,9%. Dies deckte sich anna-
hernd mit dem fiir den NRAS-Genotyp Q61R ermittelten Wert (62,0%). Das geringste 5-Jah-
res-Gesamtlberleben wiesen Patienten mit einer NRAS Q61K-Mutation auf (57,6%). Die
Gruppe Q61H lag mit 71,4% Uber dem Ergebnis der Gesamtkohorte. Erstaunlicherweise wies

die Gruppe mit dem NRAS-Genotyp Q61L das weitaus beste overall survival mit 80,7 % auf.

In der 10-Jahres-Analyse sank das OS flr die Gesamtkohorte auf 46,7%. Das Gesamtiberle-
ben nach NRAS-Genotypen folgt dabei der 5-Jahres-Analyse. NRAS Q61R entsprach mit
47,2% in etwa der Gesamtkohorte, wahrend NRAS Q61K das schlechteste OS mit 39,4% auf-
wies. Analog zum 5-Jahres-Uberleben lag das OS fiir die Gruppe der NRAS Q61L mutierten
Melanompatienten mit 67,2% etwa 20% Uber dem der Gesamtkohorte. Das Ergebnis fliir NRAS
Q61H muss fiir diese Subanalyse jedoch mit Vorbehalt betrachtet werden, da das OS nach 10

Jahren noch nicht erreicht wurde (71,4% nach 81,1 Monaten).

Anhand einer multivariaten Cox-Regression uberpruften wir weitere Einflussfaktoren auf das
Gesamtiberleben unseres Kollektivs. Als signifikanten Faktor fir ein kiirzeres overall survival
und damit einen negativ prognostischen Pradiktor konnten wir den NRAS Genotyp Q61K er-
mitteln (Hazard Ratio 1,467). Als reziproker und damit positiv prognostischen Pradiktor lief3
sich der Genotyp Q61L mit einer Hazard Ratio von 0,357 identifizieren. Auch die Lokalisation
des Primartumors im Kopf-/Halsbereich scheint einen negativen Einfluss auf das Gesamttiber-
leben zu haben (Hazard Ratio 1,706). Ebenso ein Lebensalter von 71-80 Jahren (Hazard Ratio
1,274). Das Geschlecht und das histopathologische Merkmal ,nodular” sind in unsererm Kol-

lektiv statistisch nicht mit einer verkiirzten Uberlebensdauer assoziiert.

Ein unerwartetes Ergebnis war, dass Patienten mit einer NRAS Q61L Mutation sowohl in der
5-Jahres- als auch in der 10-Jahres-Analyse das beste overall survival aufwiesen, was mittels
einer multivarianten Analyse bestatigt werden konnte. Dies ist erstaunlich, da wir im Rahmen
dieser Studie auch feststellen konnten, dass dieser Genotyp ein erhéhtes Risiko fur die Ent-
wicklung von Hirnmetastasen aufweist und das Erreichen eines Stadium IV M1D als limitie-
render Faktor im Gesamtiberleben gilt 282, Den Untersuchungen von Fang et al. zufolge
betragt die Uberlebenswahrscheinlichkeit fir Patienten im Stadium IV M1D 3-5 Monate #°.

Begriinden Iasst sich diese Beobachtung einerseits durch eine verbesserte Lokalkontrolle, die
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bspw. durch isolierte stereotaktische Bestrahlungen und/oder neurochirurgische Interventio-
nen erreicht werden kann 2, Andererseits konnten Tawbi et al. nachweisen, dass die Check-
pointinhibition mit der Kombination aus Ipilimumab und Nivolumab mutationsunabhangig bei
ca. 57% der betroffenen Patienten zu einem cerebralen Ansprechen filhrt 2. Die Frage, ob
nun diese onkologischen Interventionen oder die Tumorbiologie von NRAS Q61L diesem Pa-
radoxon zugrunde liegen, sollte kunftig in prospektiven, randomisierten Studien genauer un-

tersucht werden.

Die Einordnung der von uns ermittelten 5- und 10-Jahres-Gesamtiiberlebensraten vor dem
Hintergrund der aktuellen Literatur wird dadurch erschwert, dass die jingeren Publikationen
ein OS meist ab dem Zeitpunkt der Ersttherapie mit Immun- oder zielgerichteter Therapie de-

198.243 ynd ein 5- bzw. 10-Jahres-Uberleben (noch) nicht erreicht wurde. Daher kann

finieren
fur diesen Vergleich lediglich die Studie von Heppt et al. herangezogen werden, die ein 5-
Jahres-Uberleben von 68,2% fiir NRAS-mutierte Patienten ausweist, was von unserem Ergeb-
nis nur minimal abweicht. Eine Stratifizierung nach NRAS-Genotyp ist allerdings nicht erfolgt
200 Kirchberger et al. konnten ein OS fiir NRAS-mutierte Melanompatienten von 21 Monaten
vs. 33 Monate bei NRAS-Wildtyp unter Immuntherapie im Stadium IV ermitteln. Das OS fir die
Gruppe NRAS Q61R betrug im Median 25 Monate, fur NRAS Q61K 16 Monate und fir NRAS
Q61L 15 Monate. Patienten mit dem Genotyp Q61H hatten das mediane OS noch nicht er-

reicht 243,

Anfang des Jahres 2021 konnten Murphy et al. im Mausmodell nachweisen, dass Mutationen
im Codon Q61R, Q61K, und Q61L ein rasches Tumorwachstum induzieren kdnnen und zu
einem kurzen overall survival bei den Versuchstieren fihren (Q61K: 35 Wochen, Q61L: 35
Wochen, Q61R: 18 Wochen). Dementgegen entwickelten Versuchstiere mit einer Mutation im
Codon Q61H nur wenige oder keine Tumoren und wiesen ein OS von >60 Wochen auf (Median
wurde noch nicht erreicht) %", Diese translationalen Daten beschreiben eine Tendenz, die un-
seren Daten aus dem klinischen Alltag ahnelt, mit einer Abweichung. Der Genotyp NRAS
Q61K, den wir als negativ prognostischen Pradiktor fir ein verkirztes OS identifizieren konn-

ten, weist im Mausmodell ein deutlich besseres OS auf.

5.7 Assoziation von NRAS-Genotypen beim Melanom zu Zweitmalignomen

In unserer Kohorte entwickelten 38 Patienten (11,73% der Gesamtkohorte) ein Zweit- und 4
Patienten (1,23%) ein Drittmalignom. In einer grolen SEER-Studie von Deng et al. aus dem
Jahr 2020 wurde das Auftreten sekundarer Malignome vor der Immuntherapie-Ara (2005-
2010) und unter Immuntherapie (2011-2016) von Melanompatienten unabhangig des korres-

pondierenden Mutationsstatus untersucht 2. Hierzu wurden 2315 respektive 2701 Patienten
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analysiert. Hiervon wiesen 1,26% bzw. 1,42% Sekundarmalignome auf und damit deutlich we-
niger als in unserer Kohorte. Die Werte fiir hamatologische Neoplasien decken sich mit unse-
ren Ergebnissen. Das Auftreten von Nierenzellkarzinomen in unserer Kohorte ist mit 0,6% je-
doch geringer als in der SEER-Studie mit 2,77% bzw. 2,66%. Schilddrisenkarzinome, Harn-
blasenblasenkarzinome und Gallengangskarzinome entwickelten je 0,31% unserer Patienten,
Osophaguskarzinome und Urothelkarzinome hingegen 0,62%. Deng et al. wiesen Harnbla-
senkarzinome, Gallengangskarzinome, Osophaguskarzinome und Urothelkarzinome jedoch
nicht explizit aus, so dass eine Einordnung nicht mdglich ist. Bezuglich der Schilddriisenkarzi-
nome konnten sie eine Inzidenz von 2,13% bzw. 0% feststellen. 2,47% unserer Patienten ent-
wickelten ein Prostatakarzinom, erheblich mehr als in der Querschnittsstudie mit 0,63% bzw.
0,92%. Auch die Ergebnisse der sekundaren Kolonkarzinome ist mit 1,23% knapp doppelt so
hoch bzw. ahnlich den Ergebnissen von Deng et al. mit 0,66% bzw. 1,09%. Unsere Ergebnisse
bzgl. Mammakarzinomen mit 1,54% sind vergleichbar mit jenen der SEER-Studie (1,13% bzw.
1,55%). Weitaus seltener als in der Studie von Deng et al. konnten wir in unserer Kohorte das

Auftreten von Bronchialkarzinomen verzeichnen (0,62% vs. 1,93% bzw. 1,54%).

Zu beachten ist jedoch, dass in unserer Studie die regulare Inzidenz errechnet worden ist, in

der Studie von Deng et al. hingegen die standardisierte Inzidenzrate (SIR).

Mit einer Rate von 11,73% an Sekundarmalignomen liegt unsere Studienpopulation weit Gber
den Ergebnissen der SEER-Studie. Diese Beobachtung legt nahe, dass NRAS-positive Mela-
nompatienten ein hoheres Risiko aufweisen an weiteren Neoplasien zu erkranken, als Wild-
typ-, BRAF- oder c-KIT-mutierte Melanompatienten. Die Inzidenzrate wird bei Heppt et al. nicht
ausgewiesen, allerdings konnten die Autoren eine signifikante Haufung von Zweitmalignomen
bei NRAS-Patienten im Vergleich zu BRAF- oder Wildtyp-Patienten feststellen 2.

Als Erklarungsmodell hierfir kann der RAS/RAF/MEK/ERK - Signalkaskadeweg dienen, der
nicht nur beim Melanom, sondern auch bei anderen Tumorentitaten (u.a. Kolonkarzinom, Pros-

tatakarzinom, Schilddriisenkarzinom) von zentraler, molekularpathologischer Bedeutung ist
264,265

Eine Assoziation bestimmter Zweitneoplasien zu einem distinkten NRAS-Genotyp konnten wir

nicht identifizieren.
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7.3 Erhebungsbogen

Kriterien

Epidemiologische Daten

Geburtsdatum (Monat/Jahr)

Erstdiagnose

Alter bei Diagnose

Alter bei Ende der Datenerhebung

Erstvorstellung im Hauttumorzentrum (HTZ)
AJCC-Stadium bei Vorstellung im HTZ (2009/2017)
AJCC-Stadium bei Ende der Datenerhebung (2017)
Nachsorgestatus oder Sterbedatum (Monat/Jahr)

Tumorspezifika

Lokalisation
Histologischer Subtyp
Tumordicke nach Breslow
Ulzerationsstatus
Clark-Level

Therapie

Adjuvante Therapie
Systemische Therapie (Therapielinien)
Chirurgische und strahlentherapeutische Interventionen

Metastasen

Lokalisation (in zeitlicher Abfolge)
Zeitintervall zwischen einzelnen Metastasierungen (Mo-
nate)

Mutationsstatus

NRAS
BRAF
c-KIT
Koexistente Mutationen

Mutationsanalyse

Datum der Analyse (Monat/Jahr)
Lokalisation (Primarius vs. Metastase)
Zweit- oder Dritttestung

Zweitmalignom

Entitat, Erstdiagnose, ggfs. Therapien
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7.4 Metastasierungslinien 1 bis 9
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256
128- -|-
| [
-

32— u!<

Monate

3. Metastasierung

512~
256
128+

Monate
- W
0O ODN
] ] ]
LT

4- <
2_
1 1 1 1 1 1
R\ AR A\
\\
(3
R

Monate

Monate

2. Metastasierung

'r.!'
M &
li[“

3

@ W& O
SN

4. Metastasierung

512
256
1284

138



5. Metastasierung 6. Metastasierung
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