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Einleitung - Eigenschaften maligner Tumoren

1 Einleitung

1.1 Eigenschaften maligner Tumoren

Krebszellen haben typische Eigenschaften, die sie von normalen Korperzellen
unterscheiden. Diese werden auch als Hallmarks of Cancer bezeichnet. Hierzu
zahlen unter anderem die unkontrollierte Zellteilung ohne die Beachtung aul3erer
Signale, die Resistenz gegen Apoptose und ein unbegrenztes Teilungspotential.
Aulerdem induzieren maligne Tumoren die Angiogenese, also die Neubildung
von Gefalden, haben einen veranderten Energiestoffwechsel und konnen Uber
variable Mechanismen einer Immunantwort entfliehen. Des Weiteren besitzen sie
die Fahigkeit, invasiv in das umliegende Gewebe einzuwachsen und Metastasen
auszubilden. (Hanahan und Weinberg, 2000; Hanahan und Weinberg, 2011)
Diesen tumorspezifischen Eigenschaften liegen genetische Veranderungen der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) zugrunde, die verschiedene zellulare Signalwege
betreffen. Deren physiologische Aufgabe ist es, die natlrliche Gewebehomdo-
stase aufrechtzuerhalten. Die Mechanismen, wie es zu krebsspezifischen Veran-
derungen kommt, sind vielfaltig. Neben dem Austausch einzelner Basen, was
auch als Single-nucleotide variant (SNV) bezeichnet wird, kdnnen auch Deletio-
nen und Amplifikationen von Teilen des Genoms vorliegen. Es wird zwischen
Deletionen und Amplifikationen kleiner Genabschnitte (Indels), einzelner oder
mehrerer Gene (Somatic copy-number alterations, SCNAs; Copy-number varia-
tions, CNVs) und ganzer Chromosomenarme (Aneuploidie) unterschieden. Au-
Rerdem konnen auch Genfusionen und epigenetische Mechanismen eine Rolle
spielen. Diese Schaden der DNA konnen einerseits angeboren sein und gehen
so mit einem von Geburt an erhdhten Krebsrisiko einher, das auch an die Nach-
kommen vererbt werden kann, oder sie werden im Laufe des Lebens erworben.
Bei Letzteren sind die wichtigsten Einflussfaktoren zum einen das Lebensalter,
da sich mit einer zunehmenden Anzahl an Zellteilungen zufallige Fehler im Ge-
nom ansammeln, und zum anderen aul3ere Einflisse. Hierzu zahlen beispiels-
weise die Exposition mit mutagener Strahlung oder Umweltgiften. (Stratton et al.,
2009)



1.1.1 Treiber- und Passenger-Mutationen

Die Entstehung maligner Tumoren stellt einen evolutionaren Prozess dar. Gene-
tische Veranderungen konnen dabei einer positiven oder negativen Selektion un-
terliegen. Bei der Analyse somatischer Mutationen wird zwischen
Treibermutationen und Passenger-Mutationen unterschieden. Treibermutationen
sind Alterationen, die der Zelle einen Wachstumsvorteil bringen und damit wah-
rend der Krebsentstehung oder -progression positiv selektiert werden. Im Gegen-
satz dazu tragen Passenger-Mutationen nicht kausal zur Krebsentwicklung bei
und bringen der Zelle daher keinen Selektionsvorteil (Stratton et al., 2009). Sie
konnen jedoch die Bildung von Neoepitopen zur Folge haben und damit zur Im-
munogenitat eines Tumors beitragen (Chen und Mellman, 2017). Aul3erdem ma-
chen sie in der Regel den groten Anteil der Mutationen in entarteten Zellen aus
(Greenman et al., 2007; Stratton et al., 2009).

Die von Treibermutationen betroffenen Gene werden als Treibergene bezeich-
net. Bei Treibergenen wird wiederum zwischen Protoonkogenen und Tumorsup-
pressorgenen unterschieden. Protoonkogene kodieren flir Proteine, die sich
beispielsweise positiv auf die die Zellteilung und das Uberleben der Zelle auswir-
ken und deren Uberaktivitdt daher zur Krebsentstehung beitragen kann. Sind
diese Gene in Krebszellen von Gain-of-Function-Mutationen betroffen, so werden
sie als Onkogene bezeichnet. Bei Gain-of-Function-Mutationen handelt es sich
in den meisten Fallen um sogenannte Missense-Mutationen (Bailey et al., 2018),
bei denen eine Aminosaure durch eine andere ausgetauscht wird. Im Gegensatz
dazu bilden Tumorsuppressorgene Genprodukte, die beispielsweise durch Her-
abregulation des Zellwachstums oder Induktion von Apoptose in geschadigten
Zellen der Krebsentstehung entgegenwirken. Diese Gene weisen in Krebszellen
haufig sogenannte Loss-of-Function- (LoF) Mutationen auf, die zu einem Funkti-
onsverlust des kodierten Proteins fihren. Da von jedem Gen zwei Allele vorhan-
den sind, mussen flr einen vollstandigen Funktionsverlust in der Regel beide
Allele betroffen sein (Knudson, 1971; Knudson, 2001). Bei LoF-Mutationen han-
delt es sich vor allem um Frameshift- oder Nonsense-Mutationen, die zu einem

vorzeitigen Abbruch der Translation fuhren (Bailey et al., 2018).



Einleitung - Eigenschaften maligner Tumoren

Die haufig von Mutationen betroffenen Treibergene sowie die Anzahl somati-
scher Mutationen im Tumorgewebe unterschieden sich grundlegend zwischen
Tumoren verschiedener Entitaten. Auch Tumoren, die von denselben Zellen aus-
gehen und sich klinisch und histologisch sehr ahnlich sind, konnen dennoch eine
ausgepragte molekulare Vielfalt aufweisen. (Bailey et al., 2018; Chalmers et al.,
2017; Kandoth et al., 2013)

1.1.2 Tumormutationslast (TMB)

Die Tumormutationslast wurde ursprunglich als Anzahl der nicht-synonymen
SNVs pro Megabase (Mb) des kodierenden Tumorgenoms definiert (Melendez
et al., 2018). Eine hohe TMB geht demnach mit einem groRen Unterschied der
analysierten Tumor-DNA zur DNA normaler Korperzellen einher. Daher kann die
TMB zur Abschatzung der Anzahl potenzieller Neoantigene eines Tumors heran-
gezogen werden, die eine Erkennung der Krebszellen durch das Immunsystem
ermoglichen (Rizvi et al., 2015; Rooney et al., 2015; Schumacher und Schreiber,
2015; Van Allen et al., 2015). Aufgrund dessen wird die TMB als pradiktiver Bio-
marker fur das Ansprechen von Immuncheckpoint-Inhibitoren diskutiert (Arora et
al., 2019) (siehe auch Kapitel 1.3.4.2).

Diese Annahme wird durch ein gutes Ansprechen von Tumorentitaten, die fur
eine hohe Mutationslast bekannt sind, auf Immuntherapeutika unterstutzt
(Brahmer et al., 2012). Zu diesen Tumorentitaten zahlen beispielsweise das ma-
ligne Melanom oder das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC)
(Chalmers et al., 2017; Vogelstein et al., 2013). Fir die jeweiligen Krebsarten
wurde aulRerdem eine Assoziation zwischen einer hohen TMB im Tumor und ei-
nem verbesserten Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren beschrieben
(Rizvi et al., 2015; Snyder et al., 2014). Bisher war es jedoch nicht mdglich, das
Therapieansprechen anhand der TMB sicher vorherzusagen oder sogar einen
pradiktiven Cutoff daftr einzufiihren (Rizvi et al., 2018; Snyder et al., 2014; Van
Allen et al., 2015).



1.1.3 Aneuploidie und chromosomale Instabilitat (CIN)

Aneuploidie wird als eine von der Norm abweichende Anzahl ganzer Chromoso-
men beziehungsweise (bzw.) Chromosomenteile in der Zelle definiert (Turajlic et
al., 2019). Hiervon muss die Polyploidie abgegrenzt werden, die zu einer Ver-
mehrung des gesamten Chromosomensatzes fihrt (Storchova und Pellman,
2004). Im Gegensatz zu SNVs hat die Aneuploidie genetische Alterationen zur
Folge, die groliere Teile des Genoms betreffen. Das resultiert in der veranderten
Expression einer héheren Zahl von Genen (Turajlic et al., 2019). Mit ungefahr
90 % ist der Groliteil solider Malignome von Aneuploidie betroffen (Taylor et al.,
2018; Weaver und Cleveland, 2006), was die Aneuploide zu einem zentralen
Merkmal von Krebszellen macht. Bereits vor mehr als 100 Jahren schrieb Boveri
(1914) der Aneuploidie eine mdgliche Rolle bei der Tumorentwicklung zu.

Die chromosomale Instabilitat (CIN) bezeichnet eine erhdhte Rate an Chromoso-
menverlusten und -zugewinnen bei der Zellteilung (McGranahan et al., 2012). Sie
wird daher als wichtigster, der Aneuploidie zugrundeliegender Mechanismus be-
trachtet (Lengauer et al., 1997). Auf molekularer Ebene spielt eine fehlerhafte
Trennung der Schwesterchromatiden in der Anaphase, beispielsweise durch De-
regulation des Spindelkontrollpunktes wahrend der Mitose, eine Rolle (Kops et
al., 2005). Dies hat eine ungleiche Verteilung der Chromosomen auf die Tocht-
erzellen zur Folge. Ein Merkmal chromosomaler Instabilitat ist, dass sich diese
fehlerhafte Aufteilung genetischen Materials bei der Zellteilung wiederholt.
Dadurch kommt es zu einer heterogenen bzw. subklonalen Aneuploidie im Tumor
(Heng et al., 2013; Lengauer et al., 1998). Es muss jedoch beachtet werden, dass
CIN nur eine mogliche Ursache der Aneuploidie im Tumor darstellt. Das Vorlie-
gen einer Aneuploidie ist daher nicht zwangslaufig auf eine chromosomale Insta-
bilitat zurickzufuhren (Gordon et al., 2012; Lengauer et al., 1997; McGranahan
et al., 2012).

McGranahan et al. (2012) unterschieden zwei verschiedene Formen chromoso-
maler Instabilitat: die numerische CIN (nCIN) und die strukturelle CIN (sCIN). Die
nCIN stellt, wie oben beschrieben, das Resultat einer fehlerhaften Verteilung der
Chromosomen auf die Tochterzellen wahrend der Mitose dar und resultiert in ei-

ner Aneuploidie. Die sCIN hat eine generelle strukturelle Instabilitat des Genoms
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zur Folge und aufert sich zum Beispiel in reziproken und nicht-reziproken
Translokationen, Amplifikationen, Deletionen sowie Insertionen (Bayani et al.,
2007). In der Regel sind chromosomal instabile Tumorzellen immer sowohl von
numerischen als auch von strukturellen Veranderungen betroffen (McGranahan
et al., 2012).

Fir die Aneuploidie wurden komplexe Effekte auf die zellulare Fitness beobach-
tet. In in vitro Studien ging sie beispielsweise mit einer verlangsamten Zellprolife-
ration einher (Wiliams et al., 2008). Entsprechendes wurde auch flr
chromosomal instabile Krebszellen beobachtet, wo die Stérung des mitotischen
Checkpoints zum Zelltod fuhrte (Kops et al., 2004; Kops et al., 2005). Als poten-
zieller Therapieansatz sowie prognostischer Marker ist die Erforschung von CIN
und Aneuploidie daher auch von klinischem Interesse.

Als Erklarung dieser phanotypischen Veranderungen kann die Gen-Dosis-Hypo-
these dienen. Diese besagt, dass Aneuploidie zur gleichzeitigen Dosisverande-
rung einer gro3en Zahl an Genen fuhrt, was wiederum in Dysbalancen wichtiger
Proteine und Signalwege resultiert. Folgen sind unter anderem proteotoxischer
Stress sowie eine Veranderung des Zellmetabolismus. Letzteres geht mit einem
erhdhten Energiebedarf einher und kann damit die zellulare Fitness negativ be-
einflussen. (Sheltzer und Amon, 2011)

Auf der anderen Seite werden der Aneuploidie unter bestimmten Umstanden po-
sitive Auswirkungen auf die zellulare Fitness zugeschrieben (Ben-David und
Amon, 2019; Sheltzer und Amon, 2011). Ein Erklarungsansatz hierfur sieht tu-
morférdernde Effekte wie beispielsweise Amplifikationen mutierter Onkogene
und den Verlust von Tumorsuppressorgenen sowie die Zunahme genomischer
Instabilitat als ursachlich an (Gordon et al., 2012). Die Tatsache, dass Deletionen
und Amplifikationen bestimmter Chromosomen fur einige Krebsarten charakte-
ristisch sind (Taylor et al., 2018), legt eine positive Selektion dieser Alterationen
als Treiber der Tumorgenese nahe, was die genannte Hypothese wiederum be-
starkt (Ben-David und Amon, 2019; Davoli et al., 2013).

Dieses Phanomen, dass sich Aneuploidie sowohl positiv als auch negativ auf die
zellulare Fitness auswirken kann, wird als das Aneuploidie-Paradoxon bezeich-
net (Sheltzer und Amon, 2011).



1.2 Next Generation Sequencing (NGS)

Uber die Sequenzierung der DNA kann die Abfolge der Basen im DNA-Molekil
bestimmt werden, was einen Ruckschluss auf die Primarstruktur des kodierten
Proteins erlaubt. Im klinischen Alltag wird das NGS verwendet, um Variationen
von Gensequenzen zu detektieren. Zwei Bereiche sind dabei von besonderer
Wichtigkeit. Einerseits dient das NGS der Identifikation sogenannter Keimbahn-
mutationen, die als Ausldser oder Risikofaktoren flr verschiedene genetische Er-
krankungen fungieren kdnnen. Keimbahnmutationen sind Mutationen, die in allen
Korperzellen eines Individuums zu finden sind und daher an die Nachkommen
vererbt werden konnen (Holinski-Feder, 2017). Diese Keimbahnmutationen mus-
sen jedoch nicht vererbt sein, sondern kdnnen auch de novo entstehen. Ande-
rerseits wird die DNA-Sequenzierung haufig dazu verwendet, somatische
Mutationen in malignen Tumoren zu identifizieren. Somatische Mutationen sind
erworbene Mutationen, die nur einzelne oder Gruppen von Zellen betreffen und
nicht an die nachfolgende Generation vererbt werden kénnen (Holinski-Feder,
2017). Fur die Identifikation somatischer Mutationen in malignen Tumoren wird
meist sowohl Tumor- als auch Normalgewebe desselben Patienten' sequenziert.
Die beiden Ergebnisse werden anschlieRend bioinformatisch auf Unterschiede
verglichen. So kénnen Treibergene nominiert werden, die Aufschluss Uber die
Entstehung der Krankheit geben oder als Therapietargets zielgerichteter Krebs-
therapien fungieren konnen (Shendure et al., 2017). An dieser Stelle ist das Pro-
jekt The Cancer Genome Altas (TCGA) zu nennen. Dieses Projekt hat sich die
umfangreiche Analyse molekularer Veranderungen und deren funktionelle Be-
deutung in verschiedenen Tumorentitaten zum Ziel gesetzt (The Cancer Genome
Atlas Research Network et al., 2013).

Die ersten Methoden zur Sequenzierung der DNA waren die chemische Methode
nach Maxam und Gilbert (Maxam und Gilbert, 1977) und die Sanger-Sequenzie-
rung. Hierbei konnte sich Letztere langfristig durchsetzen. Sie wurde erstmals
1977 durch Sanger und Coulson beschrieben (Sanger et al., 1977) und ist auch

LIn dieser Arbeit wird aus Griinden der besseren Lesbarkeit ausschlieBlich die mannliche Form verwendet.
Sie bezieht sich auf Personen aller Geschlechter.
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als Didesoxymethode oder Kettenabbruch-Synthese bekannt. Der zu sequenzie-
renden DNA werden neben Primern, der DNA-Polymerase und den vier verschie-
denen Nukleotiden auch radioaktiv markierte oder spater fluoreszenzmarkierte
Didesoxynukleotide zugegeben. Diesen Didesoxynukleotiden fehlt die 3‘-OH-
Gruppe, wodurch es beim zufalligen Einbau in die DNA zu einem Kettenabbruch
kommt. So entstehen DNA-Fragmente verschiedener Lange, die ein markiertes
Didesoxynukleotid am Ende tragen. Diese Fragmente werden mittels Gelelektro-
phorese der Lange nach aufgetrennt und die radioaktiven Signale konnen mit
Hilfe eines Rdntgenfilms visualisiert werden. Beim Einsatz von radioaktiv mar-
kierten Didesoxynukleotiden werden vier verschiedene Reaktionsansatze beno-
tigt, zu denen je nur eine der vier radioaktiven Basen hinzugegeben wird. Seit der
Verwendung von fluoreszierenden Nukleotiden ist ein Reaktionsansatz ausrei-
chend, da jede Base mit einem anderen Farbstoff markiert werden kann. Uber
die Lange der Fragmente und das ausgelesene Farbsignal kann die Information
uber die vorliegende Base an der jeweiligen Position der DNA generiert werden.
(Sanger et al., 1977; Shendure und Ji, 2008)

Die Sanger-Sequenzierung wird zunehmend durch das Next Generation Sequen-
cing (NGS) abgeldst. Das NGS ermdglicht die parallele Sequenzierung einer gro-
Ren Zahl von DNA-Molekulen, auch verschiedener Personen, in einem Lauf. Die
verfugbaren Technologien werden damit zunehmend zeit- und kosteneffektiver.
Die Funktionsweise des NGS soll an dieser Stelle anhand der lllumina Plattform
(lumina, San Diego, CA, USA) dargestellt werden, da diese in der vorliegenden
Arbeit zur Anwendung kam.

Vor Beginn der Sequenzierung muss die DNA vorbereitet werden. Dieser Pro-
zess wird als Library Preparation bezeichnet. Hierzu wird die DNA fragmentiert,
denaturiert und mit Adapter-DNA-Sequenzen versehen. Diese Adapter-Sequen-
zen werden mit Oligonukleotiden hybridisiert, die auf einer Flow Cell gebunden
sind, wo spater der Sequenziervorgang stattfinden wird. Anschlie3end wird fur
jedes der DNA-Fragmente auf der Flow Cell eine Kopie erstellt und das urspring-
liche Molekul wird ausgewaschen. Um wahrend der Sequenzierung ein starkes
Signal zu erhalten, werden die Kopien der DNA-Molekule mittels Bridge-Amplifi-
kation vervielfaltigt. Das fuhrt zur Bildung von Bereichen auf der Flow Cell, die

viele Kopien des gleichen DNA-Fragments enthalten, sogenannten Clustern.



Aulerdem wird jedes Template-Molekll mit einem Barcode, einer probenspezi-
fischen Basensequenz, versehen. Das stellt sicher, dass die Sequenzierdaten
der einzelnen DNA-Molekule dem richtigen Patienten zugeordnet werden kon-
nen. (Buermans und den Dunnen, 2014; Goodwin et al., 2016)

Der eigentliche Sequenziervorgang wird als Sequencing-by-Synthesis bezeich-
net. Hierfur werden, ahnlich wie bei der Sanger-Sequenzierung, fluoreszenzmar-
kierte Nukleotide mit einer blockierten 3'-OH-Gruppe verwendet, deren Einbau
zum Kettenabbruch fuhrt. Die Ubrigen Nukleotide werden voribergehend entfernt
und die Farben, die von den Fluoreszenzfarbstoffen der einzelnen Cluster aus-
gehen, werden aufgezeichnet. Aus der registrierten Farbe kann auf die einge-
baute Base ruckgeschlossen werden. AnschlieRend kommt es zur Abspaltung
der blockierenden und der fluoreszierenden Gruppe, wodurch ein weiteres Nuk-
leotid gebunden werden kann. Dieser Prozess wird viele Male wiederholt.
(Goodwin et al., 2016)

Auf diese Weise wird die Basensequenz fur jedes der DNA-Molekule ermittelt,
was jeweils einen Read produziert. Haufig wird die Sequenzierung als Paired-
End Sequencing durchgeflhrt. Das bedeutet, dass die DNA-Molekile von beiden
Enden ausgehend sequenziert werden. Die so entstehenden Reads kdnnen je
nach Lange der Template-DNA Uberlappen, was fur das spatere Alignment von
Vorteil ist. (Goodwin et al., 2016)

Wichtige Qualitatsparameter des NGS sind die Depth und die Coverage. Die
Depth, oder auch Sequenziertiefe, bezeichnet die Anzahl der Reads, die eine
bestimmte Basenposition abdecken. Je hdher diese Anzahl, desto wahrscheinli-
cher ist es, dass die Base an dieser Stelle richtig detektiert wurde. Die Coverage
ist als die horizontale Abdeckung der Zielregion definiert. Sie gibt an, welcher
Anteil der Target Region mit einer bestimmten Tiefe sequenziert wurde.
(Goodwin et al., 2016)

Das NGS produziert Rohdaten, die mittels bioinformatischer Analysen in aus-
wertbare Daten umgewandelt werden mussen. Wahrend der Sequenzierung er-
folgt die Transformation aufgezeichneter Signale in Informationen uber die
jeweils vorliegende Base. Diese werden zu Reads zusammengesetzt. Jeder de-
tektierten Base wird zusatzlich ein Qualitatsscore zugewiesen. AnschlielRend

werden die einzelnen Reads mit einem Referenz-Genom verglichen, um deren
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Position zu ermitteln. So kdnnen sie zu einer langen Sequenz zusammengesetzt
werden. Dieser Prozess wird als Alignment oder Mapping bezeichnet. Des Wei-
teren werden sogenannte Duplicate-Reads als Artefakte detektiert und heraus-
gefiltert. Falls Tumor- und Normalgewebe desselben Patienten sequenziert
wurde, muss das Alignment fur beide Proben separat durchgefuhrt werden. An-
schlielfend kommt es zum Variant-Calling. Dabei werden die Unterschiede zwi-
schen dem Referenzgenom und dem sequenzierten Genom analysiert. Im Fall
der Tumorsequenzierung wird das somatische Tumorgenom mit dem Keimbahn-
genom verglichen. Zum Schluss werden die detektierten Varianten annotiert. Bei
der Annotation werden den einzelnen Alterationen Informationen Uber deren bi-
ologische Signifikanz zugeordnet. (Oliver et al., 2015)

Mittels NGS kdonnen neben SNVs auch Indels sowie strukturelle Varianten detek-
tiert werden. FUr die Identifikation von CNVs sind zusatzliche Algorithmen not-
wendig. Das relativ neue Long-Read Sequencing, das sich durch eine wesentlich
grollere Lange der generierten Reads vom standardmalig verwendeten Short-
Read Sequencing unterscheidet, ist hierfur besser geeignet. (Mason-Suares et
al., 2016)

Je nach Fragestellung kdnnen verschiedene Zielregionen flr das NGS gewahlt
werden, die gegebenenfalls vor Beginn der Sequenzierung mit sogenannten
Baits angereichert werden mussen. Dieser Schritt wird als Target Enrichment
oder Targeted Capture bezeichnet. Es kann entweder das gesamte Genom
(Whole Genome Sequencing, WGS), das gesamte Exom (Whole Exome Se-
quencing, WES) oder nur eine bestimmte Target Region (Targeted Panel Se-
quencing, TPS) sequenziert werden. Jede dieser Methoden hat Vor- und
Nachteile. Beim WGS und WES kann eine groRere Zahl von Genen beurteilt wer-
den, jedoch ist die erreichte Sequenziertiefe meist schlechter und die Kosten der
Sequenzierung sind hoher. Dem gegenuber ist das TPS kostengunstiger und es
wird in der Regel eine bessere Coverage der Target Region erreicht (Oliver et
al., 2015). Allerdings muss bereits im Voraus eine Auswahl an Genen festgelegt
werden, Uber die anschlieRend eine Aussage gemacht werden kann. (Goodwin
et al., 2016; Hodges et al., 2007)



1.3 Malignes Melanom

Das maligne Melanom ist ein bosartiger Tumor, der von Melanozyten ausgeht.
Melanozyten sind Zellen, die wahrend der Entwicklung aus der Neuralleiste her-
vorgehen (Mort et al., 2015) und vor allem in der Basalschicht der Epidermis zu
finden sind. Neben der Epidermis kommen sie unter anderem auch in der Uvea
des Auges, den Schleimhauten sowie den Meningen vor.

Kommt es durch UV-Strahlung zu einer DNA-Schadigung der Keratinozyten, so
schitten Melanozyten den Botenstoff Melanozyten-stimulierendes Hormon
(MSH) aus. MSH bindet den Melanocortin-1-Rezeptor (MC1R) von Melanozyten
und regt auf diese Weise die Synthese des Pigments Melanin in den Zellen an.
Dieses wird an die Keratinozyten abgegeben (Costin und Hearing, 2007), wo es
die DNA vor weiterer Schadigung schutzt, indem es zur Streuung und Absorption
von UV-Strahlung beitragt (Kaidbey et al., 1979).

1.3.1 Epidemiologie

Ungefahr 4,5 % der Krebsneuerkrankungen gehen in Deutschland auf das ma-
ligne Melanom zuruck. Bei Betrachtung der relativen Krebshaufigkeit nach Ge-
schlecht lag das Melanom im Jahr 2018 auf Platz vier der Frauen und Platz flnf
der Manner. 2018 betrug die standardisierte Inzidenz 18,9 pro 100.000 fur Frauen
und 20,2 pro 100.000 fur Manner. (Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2021)

Die Inzidenz des malignen Melanoms unterlag in hellhautigen Populationen Ende
des 20. Jahrhunderts einer stetigen Zunahme (Garbe und Blum, 2001; Jemal et
al., 2001). Nach Einfuhrung des Hautkrebsscreenings im Jahr 2008 kam es in
Deutschland, durch eine fruhzeitige Diagnosestellung, vorubergehend zu einem
sprunghaften Anstieg der altersstandardisierten Erkrankungsrate. Seit 2012 blie-
ben die Erkrankungsraten bei Mannern zunachst konstant und waren bei den
Frauen leicht rucklaufig. (Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2021)

Das maligne Melanom weist, verglichen mit den anderen malignen Tumoren der
Haut, die ungunstigste Prognose auf (Gordon, 2013; Lazar, 2018). In der Regel
kommt es frihzeitig zu einer lymphogenen oder hamatogenen Metastasierung,

die fast jedes Organ des Korpers betreffen kann (Hauswirth, 2016). Wird der
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Tumor vor der Streuung entdeckt, so ist die Prognose mit einer 10-Jahres-Uber-
lebensrate zwischen 98 % im Stadium IA sowie 75 % im Stadium |l vergleichs-
weise gut (Gershenwald et al., 2017). Mehr als 80 % der Tumoren werden in den
Stadien | oder I, ohne Anzeichen einer Metastasierung, diagnostiziert (Zentrum
fur Krebsregisterdaten, 2021). Bei Vorliegen einer Fernmetastasierung ermittel-
ten Balch et al. (2009) hingegen 1-Jahres-Uberlebensraten zwischen 33 % und
62 %. Durch die Anwendung neuer Therapeutika, kann jedoch aktuell von einer
deutlich besseren Prognose im Stadium IV ausgegangen werden (Gershenwald
et al., 2017).

1.3.2 Pathogenese

1.3.2.1 Ultraviolettstrahlung (UVR)

In epidemiologischen Studien wurde die UVR als wichtiger Risikofaktor fur die
Entstehung des kutanen Melanoms identifiziert (Houghton und Viola, 1981). Es
wird zwischen UVA mit einer Wellenlange zwischen 320 und 400 nm, UVB mit
290 bis 320 nm und dem kurzwelligen UVC mit 200 bis 290 nm unterschieden.
Bei Zunahme der Wellenlange nimmt die Energie der Strahlung und damit deren
schadliche Effekte auf das Erbgut ab. UVC wird allerdings fast vollstandig vom
Ozon der Erdatmosphare absorbiert, weshalb vor allem der UVB-Strahlung ein
hoher mutagener Effekt zugeschrieben wird. (Garibyan und Fisher, 2010)

UVB fuhrt hauptsachlich zu zwei verschiedenen Klassen von DNA-Schaden: den
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren und den 6-4-Photoprodukten (Holinski-Feder,
2017). Dabei kommt es zur Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen benach-
barten Pyrimidinbasen. In der Regel werden diese Schaden durch Enzyme des
Nukleotid-Exzisions-Reparatursystems korrigiert (Goodsell, 2001). Ist dies je-
doch nicht der Fall, kann es zur Deamination von Cytosin- oder 5'-Methylcytosin-
Basen kommen. Das hat wiederum einen Basenaustausch zu Uracil bzw. Thymin
zur Folge. Ein hoher Anteil an C>T Transitionen ist somit charakteristisch fur das
kutane Melanom und wird auch als UV-Signatur bezeichnet (Brash et al., 1991).
(Ikehata und Ono, 2011; Pfeifer et al., 2005)

Die genauen Mechanismen, wie UV-Strahlung zur Melanomentstehung beitragt,

sind allerdings bis heute nicht abschliellend geklart. Da viele der bekannten
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Treibermutationen nicht durch C>T-Transitionen verursacht sind (Hodis et al.,
2012), werden in der Literatur auch alternative Wirkungsweisen der UVR disku-
tiert. Beispielsweise konnte durch UVA hervorgerufener oxidativer Stress oder
die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies eine Rolle spielen (Venza et al., 2015).

Im Gegensatz zum kutanen Melanom entstehen nach aktuellem Stand der For-
schung das akrale sowie das mukosale und uveale Melanom UV-unabhangig
(Ossio et al., 2017). Dies ist bereits aufgrund der sonnengeschuitzten subungua-

len, palmoplantaren, mukosalen und uvealen Lokalisationen naheliegend.

1.3.2.2 Genetische Veranlagung

Ungefahr 5-10 % der Melanomerkrankungen sind auf eine hereditare Ursache
zuruckzufuhren. Es wurden genetische Merkmale identifiziert, die mit einem er-
hdhten Risiko flr die Entstehung eines Melanoms assoziiert sind. Dazu gehdren
unter anderem rote Haare, helle Haut und Sommersprossen (Bliss et al., 1995).
Diese Eigenschaften sind mit Polymorphismen des MCT1R Gens assoziiert
(Valverde et al., 1995). Das Gen codiert fur den Melanocortin-1-Rezeptor, dessen
Stimulation durch den Liganden MSH zu einer Produktion des schwarzbraunen
Pigments Eumelanin fuhrt. Einige Polymorphismen des MC71R Gens haben je-
doch die Bildung von Phaomelanin, einem gelbroten Pigment, zur Folge, das
schlechter vor UV-Strahlung schuitzt als Eumelanin. Diese Veranderungen gehen
daher mit einer erhohten Anfalligkeit der DNA fur UV-Schaden einher und weisen
eine geringe Penetranz fur die Entwicklung eines Melanoms auf. (Bender et al.,
2016; Palmer et al., 2000)

Im Gegensatz dazu erhdhten Veranderungen einiger anderer Gene das Mela-
nomrisiko sehr stark und mit einer hohen Penetranz (Bishop et al., 2002). Das
Gen CDKNZ2A ist hierbei am bedeutsamsten. Bei CDKN2A handelt es sich um
ein Tumorsuppressorgen, das in ungefahr 40 % aller Melanom-Familien von ei-
ner Keimbahnmutation betroffen ist (Goldstein et al., 2007; Hussussian et al.,
1994; Kamb et al., 1994). AulRerdem ist das Protoonkogen CDK4 zu nennen, das
im Vergleich zu CDKN2A wesentlich seltener von Keimbahnmutationen betroffen
ist (Zuo et al., 1996). Fur beide Gene wurden ebenfalls somatische Alterationen
beschrieben (Akbani et al., 2015; Curtin et al., 2005).
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1.3.2.3 Somatische Treibermutationen

Das maligne Melanom zeichnet sich im Vergleich zu anderen soliden Tumoren
durch eine sehr hohe TMB aus (Chalmers et al., 2017). Wie bei den meisten
Tumorentitaten handelt es sich allerdings nur bei einem kleinen Teil dieser Mu-
tationen um Tumortreiber (Greenman et al., 2007; Stratton et al., 2009).
Heutzutage werden potenzielle Treibergene meist Uber WES-Daten grolder Tu-
morkohorten ermittelt. Somatische Mutationen werden dabei auf verschiedene
Signale positiver Selektion analysiert. Die gro3ten Melanom-Studien dieser Art
wurden von TCGA (Akbani et al., 2015), durch das Broad Institute (Hodis et al.,
2012) und von der Yale Universitat (Krauthammer et al., 2012) durchgefuhrt. Die
Rolle nominierter Gene muss anschlielRend in funktionellen Studien untersucht
und verifiziert werden.

An dieser Stelle soll lediglich auf die wichtigsten Melanom-Gene eingegangen
werden. Abbildung 1 gibt einen vereinfachten Uberblick tiber die Rolle einiger
Genprodukte in ausgewahlten und fur diese Arbeit relevanten Signalwegen.
BRAF (Davies et al., 2002) und NRAS (Padua et al., 1984) stellen aktuell die
bekanntesten Treibergene des malignen Melanoms dar. Bei beiden handelt es
sich um Protoonkogene, die haufig von aktivierenden Hotspot-Mutationen betrof-
fen sind. Ungefahr 50 % der Melanome tragen eine Mutation im V600-Codon des
BRAF Gens, meist V600E (Akbani et al., 2015). Das Gen NRAS weist in ungefahr
25 % der Falle aktivierende Mutationen in den Codons G12, G13 und Q61 auf,
wobei Letzteres beim Melanom am haufigsten betroffen ist (Akbani et al., 2015).
In der Regel schliel3en sich Hotspot-Mutationen dieser beiden Gene gegenseitig
aus (Hodis et al., 2012). Hodis et al. (2012) beschrieben, dass Tumoren ohne
BRAF und NRAS Hotspot-Mutationen besonders haufig von trunkierenden Vari-
anten im Tumorsuppressorgen NF1 betroffen sind.

BRAF und NRAS Hotspot-Mutationen sowie NF1 LoF-Mutationen fihren zu einer
Uberaktivitat des MAPK-Signalwegs (MAPK: Mitogen-activated protein kinase),
der in Abbildung 1 vereinfacht dargestellt ist (Davies et al., 2002; Vigil et al., 2010;
Wan et al., 2004). Dieser Signalweg spielt bei der Melanomagenese eine zentrale
Rolle. Insgesamt sind mehr als 90 % der Tumoren von mindestens einer Mutation
in einem Gen des Signalwegs betroffen (Sanchez-Vega et al., 2018). Aufgrund

dieser grol3en Bedeutung fur die Melanomentstehung entwickelten Akbani et al.
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(2015) ein molekulares Klassifikationssystem zur Einteilung der Melanome, an-
hand von Mutationen der drei genannten Gene (Kapitel 1.3.3.3).

Das Protoonkogen KIT, auch c-KIT genannt, ist ein weiteres Gen, das im malig-
nen Melanom haufig von Mutationen oder Amplifikationen betroffen ist (Curtin et
al., 2006). Das Gen kodiert fur eine Rezeptor-Tyrosinkinase (Yarden et al., 1987).
Durch Bindung des Stammzellfaktors an den Rezeptor kommt es zu einer Dime-
risierung, was wiederum eine Phosphorylierung der intrazellularen Abschnitte
von KIT zur Folge hat (Lev et al., 1992). Daraus resultiert eine Aktivierung zellu-
larer Signalwege, unter anderem des MAPK- und des PI3K-Signalwegs (Reddy
et al., 2017). Bestimmte Mutationen, wie beispielsweise K642E, fihren zu einer
konstitutiven Phosphorylierung und damit ligandenunabhangigen Aktivierung der
Rezeptor-Tyrosinkinase (Isozaki et al., 2000; Lux et al., 2000). Auch Amplifikati-
onen des KIT Gens werden im malignen Melanom haufig beobachtet (Curtin et
al., 2006). Alterationen des Gens kommen insgesamt besonders haufig in Tumo-
ren vor, die keine BRAF, RAS oder NF1 Mutationen aufweisen (Akbani et al.,
2015). AulRerdem sind vor allem akrale und mukosale Melanome sowie Tumoren
auf chronisch-sonnengeschadigter Haut betroffen (Curtin et al., 2006).

Neben Mutationen, die den kodierenden Bereich eines Gens betreffen, kbnnen
auch Varianten regulatorischer Bereiche zur Tumorentstehung beitragen. Das
prominenteste Beispiel im Fall des malignen Melanoms sind Hotspot-Mutationen
im Promoter des TERT Gens. Huang et al. (2013) beschrieben zwei Mutations-
hotspots in den Positionen 1.295.228 (228) und 1.295.250 (250) auf Chromosom
5. Horn et al. (2013) entdeckten zusatzlich Tandem-Mutationen der Hotspots
1.295.228/9 (228/9) sowie 1.295.242/3 (242/3). Das TERT Gen kodiert fir die
katalytische Untereinheit der Telomerase. Hierbei handelt es sich um ein Enzym,
das die Telomere an den Chromosomenenden aufrechterhalt, was fur das Tei-
lungspotential der Krebszelle von groRer Bedeutung ist. Durch die genannten
Hotspot-Mutationen entstehen neue Bindungsmotive fur ETS-Transkriptionsfak-
toren (Horn et al., 2013; Huang et al., 2013). Huang et al. (2013) beobachteten
einen zwei- bis vierfachen Anstieg der transkriptionellen Aktivitat beim Vorliegen
einer C228T oder C250T Variante im Tumor. In der Regel tragen Tumoren aus-

schliel3lich Mutationen in einem der Hotspots (Huang et al., 2013).
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Abbildung 1: Relevante Signalwege der Melanomagenese.

Stark vereinfachte Darstellung einiger Signalwege, die bei der Entstehung des
malignen Melanoms eine Rolle spielen. Fir manche Proteine ist der Genlocus in
Klammern angegeben. Orientiert an Sullivan et al. (2013).
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1.3.3 Klassifikation

1.3.3.1 Staging

Wie fur solide Tumoren ublich, wird das maligne Melanom nach dem TNM-Sys-
tem klassifiziert. Die aktuelle American Joint Committee on Cancer (AJCC) Sta-
dieneinteilung wird in Tabelle 1 dargestelit.

Fur die T-Klassifikation werden in den Stadien | und |l sowohl die Ausdehnung
des Primartumors als auch das Vorliegen einer Ulzeration berucksichtigt, da
diese Merkmale die wichtigsten prognostischen Faktoren darstellen. Im Stadium |
spielt aulRerdem die Mitoserate eine Rolle. Die Stadien | und Il beinhalten Tumo-
ren, fur die keine Metastasierung nachgewiesen werden kann. Im Stadium Ill liegt
bereits eine lokale Metastasierung, in Form von In-Transit-, (Mikro-)Satelliten-
und/oder Lymphknotenmetastasen, vor. Ab dem Stadium IV handelt es sich um
eine fernmetastasierte Erkrankung. Das Staging dient als Grundlage fur die Prog-

noseabschatzung und Therapieentscheidung. (Gershenwald et al., 2017)

Tabelle 1: Staging des malignen Melanoms nach AJCC im Zusammenhang mit
der TMN-Klassifikation (Gershenwald et al., 2017). Die Stadien I, lll und IV sind
vereinfacht dargestellt. Das Stadium Il ist aufgrund der Relevanz fur diese Arbeit
hervorgehoben.

Stadium T N M
Bezeichnung Dicke Ulzeration

| T1 <1mm Ja/Nein NO MO
T2 a >1-2mm Nein

A T2 b >1-2mm Ja NO MO
T3 a >2—-4mm Nein

1B T3 b >2—-4mm Ja
T4 a >4 mm Nein

| [ T4 b >4 mm Ja

n alle ab N1 MO

'} alle alle M1

T = Tumordicke (Dicke und Ulzerationsverhalten der verschiedenen T-Stadien sind angegeben)
N = Nodalstatus

M = Fernmetastasen

mm = Millimeter
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1.3.3.2 Histologische Klassifikation

Kutane Melanome werden in vier klassische Histologien eingeteilt (Clark et al.,
1969). Das superfiziell spreitende Melanom (SSM) zeichnet sich durch ein lang-
sames horizontales Wachstum aus. Klinisch stellt es sich in der Regel als flache
Erhabenheit mit unregelmalliger Begrenzung und variabler Pigmentierung dar.
Das nodulare Melanom (NM) imponiert meist als knotiger, dunkel pigmentierter
Tumor mit schnellem Wachstum in vertikaler Ebene. NM sind haufig exulzeriert
und neigen zur Blutung. Das Lentigo-maligna-Melanom (LMM) betrifft vorwie-
gend altere Individuen und entsteht auf sonnenexponierten Hautarealen. Oft geht
es aus einem Lentigo-maligna, einem ein in-situ Melanom, hervor. Ahnlich wie
das SSM zeigt das LMM ein langsames horizontales Wachstum. Das akrolenti-
ginbse Melanom (ALM) tritt, wie der Name bereits nahelegt, an den Akren auf.
Dort ist es meist palmoplantar oder subungual lokalisiert. In dunkelhautigen Po-
pulationen macht diese Histologie im Vergleich zu den anderen Histologien einen
grol3en Anteil der Melanome aus (Clark et al., 1986; Coleman et al., 1980).
(Hauswirth, 2016; Hegyi und Zelger, 2012; Ossio et al., 2017)

Mit ungefahr 60 % stellt das SSM in der deutschen Bevdlkerung die am haufigs-
ten beobachtete Histologie dar. Das NM macht circa (ca.) 20 % der Melanome
aus, gefolgt von LMM und ALM Tumoren, die in etwa 10 % bzw. 5 % der Falle
beobachtet werden (Garbe und Leiter, 2009).

1.3.3.3 Molekulare Subtypen

Anhand von Treibermutationen im MAPK-Signalweg wurden durch TCGA vier
molekulare Subtypen des malignen Melanoms definiert: BRAF, RAS, NF1 und
Triple-Wildtyp (Triple-WT). Fur die Einteilung werden die typischen Hotspot-Mu-
tationen im Gen BRAF und den drei RAS Genen NRAS, HRAS und KRAS her-
angezogen (Kapitel 1.3.2.3). Falls keine der genannten Mutationen vorliegt, das
NF1 Gen jedoch von einer Mutation betroffen ist, wird der Tumor dem NF1 Sub-
typ zugeordnet. Andernfalls wird er als Triple-WT klassifiziert. (Akbani et al.,
2015)
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1.3.4 Therapie

In diesem Abschnitt soll ein vereinfachter Uberblick (iber die Therapieoptionen
des malignen Melanoms gegeben werden. Hierfur wurden im Wesentlichen die
aktuelle deutsche S3 Leitlinie (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020) sowie die
Konsensempfehlungen der European Society For Medical Oncology (Keilholz et
al., 2020; Michielin et al., 2020) herangezogen.

Bei Verdacht auf ein malignes Melanom sollte in erster Linie eine Exzision mit
kleinem Sicherheitsabstand durchgeflhrt werden. Nach der pathologischen Di-
agnosesicherung sollte eine radikale Nachresektion erfolgen. Hierflur werden, in
Abhangigkeit der Tumordicke, Sicherheitsabstande von 1 cm oder 2 cm empfoh-
len (Sladden et al., 2009). Bei einer Tumordicke ab 1 mm sollte zusatzlich eine
Entfernung des Wachterlymphknotens erfolgen, um vorhandene Mikrometasta-
sen zu entdecken (Valsecchi et al., 2011). Bereits bei einer geringeren Tumordi-
cke sollte eine Biopsie des Wachterlymphknotens individuell mit dem Patienten
diskutiert werden (Michielin et al., 2020). Dies ist fur das korrekte Staging von
besonderer Relevanz. Die Indikation fur eine komplette Lymphknotendissektion
bei Vorliegen von Metastasen im Wachterlymphknoten ist vor dem Hintergrund
neuerer Studienergebnisse (Faries et al., 2017; Leiter et al., 2019) kritisch zu
stellen. Neue Daten weisen auferdem auf einen Uberlebensvorteil durch den
adjuvanten Einsatz des PD1-Inhibitors Pembrolizumab in den Stadien 11B und IIC
hin (Luke et al., 2022). Aufgrund eines hohen Rezidivrisikos sollte ab dem Sta-
dium IIC eine weitere Ausbreitungsdiagnostik mittels CT, PET-CT oder MRT des
gesamten Korpers sowie einer MRT des Kopfes durchgeflihrt werden.
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2020)

Auch in den Stadien IlIB, 1lIC und IlID sollte eine adjuvante Immuntherapie mit
einem Anti-PD-1-Antikérper angeboten werden (Eggermont et al., 2021). Falls
der Tumor eine BRAF V600 Mutation tragt, sollte dem Patienten alternativ eine
adjuvante Kombinationstherapie mit Dabrafenib plus Trametinib angeboten wer-
den (Long et al., 2017). Die Datenlage fur das Stadium IllA ist bezuglich einer
routinemafigen adjuvanten Therapie jedoch aktuell unzureichend (Michielin et
al., 2020). Auf die Funktionsweise der Immuncheckpoint-Inhibitoren und Signal-

transduktions-Inhibitoren wird in den Abschnitten 1.3.4.1 und 1.3.4.2 genauer
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eingegangen. Bei Vorliegen klinisch detektierter Lymphknotenmetastasen im
operablen Stadium Il ist aulRerdem eine radikale Lymphadenektomie zu empfeh-
len (Michielin et al., 2020).

Im Falle einer Fernmetastasierung (Stadium IV) sollte zuerst die Operabilitat der
Metastasen evaluiert werden. Eine Operation sollte in Betracht gezogen werden,
falls eine vollstandige Resektion technisch machbar ist. Im Anschluss sollte eine
adjuvante systemische Kombinationstherapie mit Nivolumab und Ipilimumab er-
folgen (Michielin et al., 2020; Zimmer et al., 2020). Bei Vorliegen einer BRAF
V600 Mutation ist die Datenlage hinsichtlich des Uberlegenen systemischen The-
rapieregimes bisher unzureichend (Michielin et al., 2020).

Falls die Resektion der Metastasen nicht in Frage kommt, sollte stattdessen eine
Systemtherapie erfolgen. Bei Fehlen einer BRAF V600 Mutation im Tumor sowie
Vorliegen aggressiver Tumoreigenschaften sollte eine Kombinationstherapie mit
Nivolumab und Ipilimumab bevorzugt werden (Wolchok et al., 2022). Alternativ,
vor allem bei Fehlen aggressiver Tumoreigenschaften, kann Nivolumab in Kom-
bination mit Relatlimab, einem LAG-3-Inhibitor (Tawbi et al., 2022) oder eine Mo-
notherapie mit einem Immuncheckpointinhibitor zur Anwendung kommen. Liegt
im Tumor eine V600E oder V600K Mutation des BRAF Gens vor, so kann alter-
nativ eine kombinierte BRAF- und MEK-Inhibitor-Therapie mit Dabrafenib plus
Trametinib (Flaherty et al., 2012b; Long et al., 2015), Encorafenib plus Binimeti-
nib (Dummer et al., 2018) oder Vemurafenib plus Cobimetinib (Ascierto et al.,
2016; Larkin et al., 2014) erfolgen. Immuntherapien fuhren, im Gegensatz zu den
zielgerichteten Therapien, im Aligemeinen haufiger zu einem dauerhaften, jedoch
initial verzégerten Ansprechen (Keilholz et al., 2020). Neue Daten weisen, bei
Vorliegen einer der genannten BRAF Mutationen, auf ein langer andauerndes
Ansprechen auf die Immuncheckpointinhibition gegenuber der BRAF/MEK-Inhi-
bition hin, vor allem bei Notwendigkeit eines Wechsels des Therapieregimes im
Verlauf (Atkins et al., 2022). In Ausnahmefallen kann bei Vorliegen einer KIT-
Inhibitor-sensitiven KIT Mutation die Off-Label-Anwendung eines cKIT-Inhibitors
wie Imatinib in Erwagung gezogen werden oder es kann eine Monochemothera-

pie mit Dacarbazin erfolgen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020).
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1.3.4.1 Signaltransduktions-Inhibitoren

Die Tumortherapie mit Signaltransduktions-Inhibitoren gehdért zu den zielgerich-
teten Krebstherapien. Hierfir werden Substanzen eingesetzt, die in gestorte Sig-
nalwege der Krebszelle eingreifen konnen. Der Vorteil der Signaltransduktions-
Inhibitoren im Vergleich zu klassischen Chemotherapeutika besteht darin, dass
sie theoretisch selektiv in Zellen wirken, die von spezifischen Veranderungen be-
troffen sind (Tsai et al., 2008). Das bedeutet jedoch auch, dass Patienten mit
entsprechenden molekularen Veranderungen in der Regel vor Therapiebeginn
identifiziert werden mussen. Die Sequenzierung des Tumorgenoms spielt hierfur
im klinischen Alltag eine zentrale Rolle.

FUr die Therapie des malignen Melanos kommen aktuell die BRAF-Inhibitoren
Vemurafenib, Dabrafenib und Encorafenib zum Einsatz, welche die Kinase BRAF
kompetitiv zu Adenosintriphosphat binden (Dummer et al., 2018; Holderfield et
al., 2014). Das geschieht bevorzugt im aktivierten Zustand, weshalb diese Sub-
stanzen nur fur die Varianten V600OE und V600K des BRAF Gens zugelassen
sind, die mit einer konstitutiven Aktivierung der kodierten Kinase einhergehen
(Davies et al., 2002; Holderfield et al., 2014). Die Bindung fuhrt zu einer Hem-
mung des MAPK-Signalwegs (Abbildung 1), was wiederum in einem reduzierten
Tumorwachstum resultieren kann (Flaherty et al., 2012a). Vemurafenib fuhrt in
ca. 80 % der BRAF-V600E-mutierten Melanome zu einer partiellen oder vollstan-
digen Tumorregression (Flaherty et al., 2010). In RAS-mutierten oder BRAF-WT
Tumoren kann es hingegen zu einer paradoxen RAS-abhangigen Uberaktivie-
rung des MAPK-Signalwegs kommen (Hatzivassiliou et al., 2010).

Empfohlen wird eine Kombinationstherapie von BRAF-Inhibitoren und MEK-Inhi-
bitoren, wie Trametinib, Cobimetinib oder Binimetinib (Dummer et al., 2018;
Larkin et al., 2014; Long et al., 2015). Diese soll einer Resistenzentwicklung des
Tumors vorbeugen (Corcoran et al., 2010; Diaz et al., 2012; Emery et al., 2009),
die haufig und zum Teil bereits sehr frih unter der Therapie auftritt (Flaherty et
al., 2010). Auf diese Weise kann ein langfristig verbessertes Uberleben erreicht
werden (Long et al., 2018). Als Grunde fur die Entwicklung von Resistenzen wer-
den unter anderem die Amplifikation des BRAF Gens (Corcoran et al., 2010), ein
Erwerb bestimmter MEK Mutationen (Emery et al., 2009), erhdhte CRAF Level
(Montagut et al., 2008) oder NRAS Mutationen (Nazarian et al., 2010) diskutiert.
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Trotz der selektiven Wirkung und der im Allgemeinen guten Vertraglichkeit dieser
Wirkstoffe, kann es zu Nebenwirkungen kommen. Diese betreffen vor allem die
Haut. Neben Photosensitivitat, Hautausschlagen und der Entwicklung von
Keratoakanthomen sowie Plattenepithelkarzinomen wurden auch Fatigue,
Arthralgien und Diarrhoe als unerwinschte Arzneimittelwirkungen beschrieben
(Anforth et al., 2013; Chapman et al., 2011).

1.3.4.2 Immuntherapie

Eine Reaktion des Immunsystems wird in der Regel durch korperfremde Anti-
gene ausgelost. Krebszellen, die sich unter anderem durch somatische Mutatio-
nen von gesunden Korperzellen unterscheiden, kdnnen daher potenziell vom
Immunsystem erkannt und bekampft werden (Schumacher und Schreiber, 2015).
Maligne Tumoren verfigen jedoch Uber diverse Mechanismen, um der korperei-
genen Immunantwort zu entgehen (Pardoll, 2012). Das Ziel der Immuntherapie
ist die Blockade sogenannter Immuncheckpoints. Dazu wurden monoklonale An-
tikdrper entwickelt, die gegen Programmed death 1 (PD-1), dessen Liganden PD-
L1 und Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) gerichtet sind (Pardoll, 2012).
Diese Checkpointblockade hat eine Entfesselung von T-Zellen zur Folge, die in
der Lage sind, den Tumor zu bekdmpfen (Topalian et al., 2016).

In Deutschland sind aktuell die PD-1-Antikdrper Nivolumab und Pembrolizumab
sowie der CTLA-4-Blocker Ipilimumab fur die Therapie des malignen Melanoms
zugelassen. PD-1-Blocker sollten aufgrund der klinischen Uberlegenheit zur Mo-
notherapie oder in Kombination mit Ipilimumab verwendet werden (Larkin et al.,
2015; Robert et al., 2015). Typische Nebenwirkungen der Immuntherapie sind
Autoimmunreaktionen, die prinzipiell jedes Gewebe betreffen konnen. Es wurden
beispielsweise Vitiligo, Diarrhoe und Enterokolitis, Hepatitis, Pneumonitis, Hypo-

physitis, Thyreoiditis sowie Polyarthritis beobachtet (Michot et al., 2016).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Fir diese Arbeit wurde Tumor- und Normalgewebe einer Kohorte aus 193 Mela-

nompatienten im Stadium Il mittels NGS sequenziert. Das Ziel war eine
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umfassende genetische Charakterisierung dieser Tumoren, da in der Literatur
bisher keine Stadium Il Melanom-Kohorte in einer vergleichbaren GrolRe be-
schrieben wurde.

Es sollte evaluiert werden, welche klinischen, histopathologischen und vor allem
genetischen Attribute Melanome im lokalisierten Stadium |l aufweisen und inwie-
weit sich diese von friheren Beobachtungen in metastasierten Tumoren hoherer
Stadien unterscheiden. Diese Unterschiede konnten mitunter auf Veranderungen
hinweisen, die mit einer Metastasierung im Zusammenhang stehen.

Ein Schwerpunkt der Arbeit lag dabei auf der Identifikation von Treibergenen. Die
Kenntnis der Treibergene und deren Signalwege erlaubt ein besseres Verstand-
nis der Mechanismen, die bei der Tumorentstehung und -progression eine Rolle
spielen (Stratton et al., 2009). Au3erdem konnen Treibermutationen auch als
Therapietargets fur zielgerichtete Therapien dienen. Hotspot-Mutationen des
Gens BRAF stellen beispielsweise pradiktive Faktoren flr das Ansprechen von
BRAF-Inhibitoren dar (Flaherty et al., 2010; Holderfield et al., 2014). Da das Vor-
liegen dieser Mutationen, neben RAS Hotspot-Mutationen und Varianten des
NF1 Gens, von Akbani et al. (2015) zur Einteilung der Melanome in molekulare
Subtypen herangezogen wurde, lag in der Arbeit besonderes Augenmerk auf den
Eigenschaften und Unterschieden dieser Subtypen.

Es stellte sich auRerdem die Frage, welche Faktoren im Stadium Il das Uberleben
und die Metastasierungstendenz von Melanomen malfigeblich beeinflussen. Die
Kenntnis hieriber konnte die Identifikation von Hochrisikopatienten bereits im fru-
hen Tumorstadium ermaoglichen. Aktuell werden Stadium Il Melanome uniform
mittels Tumorexzision therapiert (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020). Neue
Daten zeigten fiir die Stadien 1IB und IIC auRerdem einen Uberlebensvorteil
durch eine adjuvante systemische Therapie mit Pembrolizumab (Luke et al.,
2022). Durch die Identifikation von Faktoren, die mit einem hohen Risiko fur ein
Rezidiv einhergehen, kdnnte die Tumortherapie weiter optimiert werden. Daher
ist die Frage nach den Risikofaktoren fiir ein vermindertes rezidivfreies Uberle-
ben (RFS) und Gesamtuberleben (OS) auch aus klinischer Sicht von grof3er Re-

levanz.

22



Material und Methoden - Patientenkohorte

2 Material und Methoden

2.1 Patientenkohorte

Fir die Studie geeignete Patienten wurden anhand von Daten aus dem German
Central Melanoma Registry (CMMR) identifiziert. Die verwendeten Gewebepro-
ben stammten aus der Histopathologie der Universitats-Hautklinik in Tubingen.
Alle Patienten hatten sich schriftlich damit einverstanden erklart, dass deren Da-
ten zu wissenschaftlichen Zwecken verwendet werden durfen. Personenbezo-
gene Daten wurden pseudonymisiert und Name sowie Geburtsdatum wurden
nicht erfasst. Insgesamt lagen fur die Auswertung klinische Informationen Uber
das Alter zum Diagnosezeitpunkt, das Datum der Diagnose, das Geschlecht, OS
und RFS der Patienten sowie zu Lokalisation, Histologie, Tumorstadium, Tumor-
dicke, Ulzerations- und Regressionsstatus der Tumoren vor. Die Follow-up Zeit
wurde als die Zeit zwischen der Erstdiagnose und dem letzten Follow-Up oder
dem Tod definiert. Die Datenerhebung hierfir wurde im April 2019 abgeschlos-
sen. Fur die Berechnung des OS wurden alle dokumentierten Tode als Events
angesehen, unabhangig von der Todesursache. Das RFS wurde als die Zeit zwi-
schen der Erstdiagnose und jeglicher Form eines Rezidivs der Melanom-Erkran-
kung definiert.

Es erfolgte eine Beratung sowie die Zustimmung zur Durchfihrung der Studie
durch die Ethik-Kommission der medizinischen Fakultat und des Universitatskli-
nikums Tubingen (UKT) (Projekt-Nummern: 062/2019B0O2, 396/2019B0O2). Die
Studie wurde durch Novartis (Basel, Schweiz) finanziert.

Das CMMR wurde nach Patienten durchsucht, bei denen seit Beginn des Jahres
2000 ein malignes Melanom im Stadium |l diagnostiziert worden war. Dieser Zeit-
raum wurde gewahlt, da seit 2000 bei jedem Stadium |l Patienten neben der Exzi-
sion des Tumors zusatzlich eine Biopsie des Wachterlymphknotens durchgefuhrt
wurde. Der Status des Wachterlymphknotens ist fur die Unterscheidung zwi-
schen Stadium Il und Stadium Il Tumoren relevant (Gershenwald et al., 2017).
Die CMMR Abfrage ergab 1163 Stadium Il Melanompatienten, die die Diagnose
zwischen 2000 und 2018 erhalten hatten. Die Therapie war leitlinien- und stadi-

engerecht mittels Tumorexzision und in einigen Fallen einer zusatzlichen
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adjuvanten Interferon-Therapie erfolgt (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020).
Die Information, welche Patienten zusatzlich eine adjuvante Therapie erhalten
hatten, lag fur die Auswertung nicht vor. Von den im CMMR registrierten Patien-
ten war nur Tumorgewebe verfugbar, falls die Tumorexzision am UKT stattgefun-
den hatte. Insgesamt wurden somit 290 Patienten mit vorhandenem Formalin

fixierten und in Paraffin eingebetteten (FFPE) Tumorgewebe identifiziert.

2.2 Pathologie

Die Gewebeblocke wurden am Department fur Pathologie und Neuropathologie
des UKT von einem Dermatopathologen im HE-Schnitt begutachtet. Anschlie-
Rend erfolgte eine Mikrodissektion zur Trennung von Tumor- und Normalge-
webe. Auf diese Weise wurde die Gewinnung von Normal- und Tumor-DNA aus
dem vorhandenen Gewebeblock ermdglicht. Die genomische DNA (gDNA) fur
das NGS wurde aus 8 um dicken Paraffinschnitten isoliert. Dafir kamen das Max-
well® RSC DNA FFPE Kit und das Maxwell® RSC Instrument (Promega, Madi-
son, WI, USA) zum Einsatz. Von 31 der 290 identifizierten Patienten konnte kein
Tumor- oder Normalgewebe aus dem Gewebeblock gewonnen werden und in 39
Fallen war nicht ausreichend DNA fur die Sequenzierung verfigbar (Abbildung

2). Daher wurden diese Proben nicht in die weitere Analyse aufgenommen.

2.3 Next Generation Sequencing

Die Sequenzierung der Proben mittels NGS wurde am Institut fir Medizinische
Genetik und angewandte Genomik des UKT durchgefuhrt. Fur die Library
Construction wurden 200 ng gDNA verwendet. Diese wurde mittels Covaris Ult-
rasonication (LE220 Focused-ultrasonicator, Covaris, Woburn, MA, USA) auf
eine Grolle von 150-200 Basenpaaren (bp) fragmentiert. Das Hybrid-Capture
wurde mit dem SureSelect*" Low Input Target Enrichment System (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, CA, USA) durchgefuhrt. Zur Anreicherung der Zielregion
fur das Targeted Sequencing diente ein maldgeschneidertes Bait-Set. Damit wur-
den 693 Gene (Supplement 1) sowie sieben Promoter Regionen (Supplement 2)

und ausgewahlte Fusionsstellen angereichert. Die Library Construction erfolgte
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gemal den Angaben des Herstellers. Dies schlug fur acht Proben fehl, weshalb
die entsprechenden Patienten nicht in die weitere Auswertung eingeschlossen
werden konnten (Abbildung 2). Das NGS wurde mit dem NovaSeq 6000 oder
dem NextSeq 500 (llllumina, San Diego, CA, USA) im Paired-End Modus, gemaf
den Angaben des Herstellers, durchgefuhrt. Die Funktionsweise des NGS wurde
bereits im Kapitel 1.2 beschrieben. Zwei Proben mussten aufgrund von Proble-
men bei der Sequenzierung ausgeschlossen werden (Abbildung 2). Insgesamt
wurde daher von 210 Patienten sowohl Tumor- als auch Normalgewebe erfolg-

reich sequenziert.

2.4 Bioinformatische Analyse

2.4.1 Prozessierung der Rohdaten

Die NGS-Rohdaten wurden mit der hausinternen megSAP Pipeline, Version 0.1-
1143-gd053876 (IMGAG, https://github.com/imgag/megSAP) und dem ngs-bits
Package (IMGAG, https://github.com/imgag/ngs-bits) verarbeitet. Fur das Adap-
ter Trimming wurde das Tool SeqPurge (Sturm et al., 2016) verwendet. Das
Alignment auf das humane Referenzgenom (GRCh37) wurde mit BWA-MEM,
Version 0.7.17-r1188 (Li und Durbin, 2009) durchgefuhrt. Duplikate wurden mit
dem Algorithmus Samblaster, Version 0.1.24 (Faust und Hall, 2014) annotiert
und entfernt. Fir das Trimming der Uberlappenden Reads kam BamClipOverlap
(IMGAG, https://github.com/imgag/ngs-
bits/blob/master/doc/tools/BamClipOverlap.md) zum Einsatz. AnschlieRend
wurde das lokale Realignment der Reads auf die Target Region mit Hilfe von
ABRAZ2, Version 2.19 (Mose et al., 2014) realisiert. Fur Variant Calling und Vari-
ant Annotation dienten Strelka2 (Kim et al., 2018) und VEP, Version v95
(McLaren et al., 2016).
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2.4.2 Qualitatskontrolle

Fir die Qualitatskontrolle (QC) der Sequenzierung wurde QC Tools als Teil des
ngs-bits Package (IMGAG, https://github.com/imgag/ngs-bits) verwendet. Hier-
bei diente ReadQC als Teil von SeqPurge (Sturm et al., 2016) der Kontrolle der
Raw Reads (FASTQ-File), MappingQC der Analyse der Mapped Reads (BAM-
File) und VariantQC der Uberpriifung von Variantenlisten (VCF-File). AuRerdem
kam aufgrund der Sequenzierung von Tumor- und Normalproben zusatzlich der
Algorithmus SomaticQC (Schroeder et al., 2017) zur Anwendung.

Um eine hohe Qualitat der Varianten sicherzustellen, wurden Filterkriterien fest-
gelegt. Es wurden ausschlie3lich Varianten in die Analyse aufgenommen, die
eine Sequenziertiefe von mindestens 20 x sowohl im Tumor- als auch im Normal-
gewebe aufwiesen. Zusatzlich mussten diese mit einer Allelfrequenz von mindes-
tens 5 % und mindestens drei Reads im Tumor vorhanden sein. Aufgrund einer
zum Teil schlechten Abdeckung der entsprechenden Region, wurde die Analyse
von Hotspot-Mutationen des TERT Promoters unabhangig von den erlauterten
Filterkriterien manuell durchgeflhrt. Die Vorgehensweise ist im Abschnitt 2.4.7

dargestellt.

2.4.3 Ausschlusskriterien

Um eine moglichst hohe Qualitat der Daten zu gewahrleisten, wurden anhand
der QC Parameter einige Ausschlusskriterien formuliert. Probenpaare, von de-
nen mindestens eine Probe eine mediane Sequenziertiefe von weniger als 20x
aufwies, wurden ausgeschlossen (n = 6). Gleiches galt fir Probenpaare mit einer
20x Coverage unter 80 % (n = 9). AuRerdem mussten zwei Proben ausgeschlos-
sen werden, bei denen tumorspezifische DNA im Normalgewebe detektiert
wurde. Damit blieben schlussendlich 193 Patienten fur die endgultige Auswer-
tung (Abbildung 2).
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290 Patienten
mit vorhandenen

Gewebeblécken 31 Keine Tumor-/Normal-DNA vorhanden

> 78 39 Zugeringe DNA-Konzentration
Filter: DNA Qualitat
8 Library Preparation fehlgeschlagen

1 Barcode Problem

Filter: Prozessierung, 1  Kontamination
Sequenzierung

6  Maediane Sequenziertiefe < 20x

> 17 9  20x Coverage < 0.8

Filter: Datenanalyse R
v 2  Tumorkontamination im Normalgewebe

193 Patienten
analysiert

Abbildung 2: Filterkriterien der initialen 290 Stadium Il Patienten mit verfig-
baren Gewebebldcken.

Die Abfrage des CMMR ergab 290 Stadium Il Melanompatienten, deren Tumor
im Zeitraum zwischen 2000 und 2018 diagnostiziert wurde und fur die am UKT
Gewebeblocke verfugbar waren. Die Abbildung zeigt die angewendeten Aus-
schlusskriterien. Fur 78 Patienten war eine Sequenzierung mittels NGS aufgrund
einer geringen DNA-Qualitat nicht moglich. Die Sequenzierung von Tumor- und
Normalgewebe war fiur 210 der Ubrigen 212 Probenpaare erfolgreich. Davon
mussten jedoch wiederum 17 aufgrund der genannten Filterkriterien bei der Da-
tenanalyse ausgeschlossen werden. Schlussendlich wurden 193 Patienten der
Auswertung zugefluhrt.

2.4.4 Berechnung der TMB

FUr die Berechnung der TMB wurden exonische Varianten berlcksichtigt, fur die,
die im Abschnitt 2.4.2 genannte Qualitatskriterien zutrafen. Klassischerweise
werden fir die TMB-Berechnung ausschlieBlich nicht-synonyme somatische
SNVs verwendet (Rizvi et al., 2015). Aufgrund der Sequenzierung eines Genpa-
nels wurden wie von Chalmers et al. (2017) auch kleine Insertionen und Deletio-
nen (Indels) von einer GroRRe bis 25-30 bp sowie synonyme Varianten in die
Berechnung einbezogen. Obwonhl Letztere keine Neoantigene bilden, kann davon

ausgegangen werden, dass der zugrundeliegende Mutationsprozess auch an
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anderen Stellen des Genoms zu nicht-synonymen Mutationen flhrte (Chalmers
et al., 2017). Daher wurden sie bei der Berechnung ebenfalls bertcksichtigt. Mu-
tationen in den Genen HLA-A und HLA-B wurden von der Berechnung ausge-
nommen und die Panel-Grole wurde dafur korrigiert. Fur die
Panelsequenzierung werden in der Regel vor allem bekannte und potenzielle
Treibergene gewahlt. Um eine Uberschatzung der TMB zu vermeiden, wurde die
Berechnung auch dafur adjustiert, indem somatische Mutationen in einigen Tu-
morsuppressorgenen zuerst von der Gesamtzahl der Mutationen abgezogen und
spater wieder hinzugerechnet wurden. Eine Liste der bertcksichtigten Gene ist
im Anhang zu finden (Supplement 3). Die fur die Berechnung verwendete Grolie
des exonischen Targetbereichs, abzlglich der genannten Tumorsuppressor-
gene, lag bei 2,58 Mb. Die Mutationslast wurde anschlie3end auf die Grolie des

Exoms (45.05 Mb) hochgerechnet. Damit ergibt sich die folgende Formel:

( Somatische Var.—Var.in TSGs

GroRe Target X Grofde Exom) + Var.in TSGs

TMB =
Grofde Exom

Var. = Varianten
TSGs = Tumorsuppressorgene

Zur Validierung der TMB-Berechnung wurden online verdffentlichte TCGA WES-
Daten von Melanompatienten im Stadium |l verwendet (Akbani et al., 2015; GDC
Data Portal). Fur diese Tumoren wurde die Tumormutationslast ebenfalls nach
der beschriebenen Methode berechnet. Fir die Berechnung wurden ausschlief3-
lich Mutationen bertcksichtigt, die Gene der Target Region des in dieser Studie
verwendeten Panels betrafen. Aul3erdem wurde zum Vergleich die Gesamtzahl
der nicht-synonymen, kodierenden Mutationen fur die WES-Daten jeder TCGA

Probe ermittelt.
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2.4.5 Molekulare Subtypen

Die Patienten wurden, wie von TCGA vorgeschlagen (Akbani et al., 2015), in vier
genetische Subtypen unterteilt. Die Zuteilung erfolgte manuell. Patienten mit ei-
ner BRAF Mutation in den Positionen V600 oder K601 wurden dem BRAF Subtyp
zugeordnet. Tumoren mit NRAS, KRAS und HRAS Mutationen in den Codons
Q61, G12 oder G13 wurden als RAS-positiv klassifiziert. Falls keine der genann-
ten Varianten vorlag, wurde Uberpruft, ob das NF1 Gen von einer Mutation be-
troffen war. Traf dies zu, so wurde der Tumor dem NF1 Subtyp zugeordnet. Falls
keine der genannten Mutationen detektiert wurde, erfolgte die Zuteilung des Tu-
mors zum Subtyp Triple-WT (Akbani et al., 2015).

Alle NF1 Mutationen wurden zusatzlich dahingehend analysiert, ob sie mit einem
Funktionsverlust des Proteins (LoF) einhergehen. Daflir kamen die Tools ClinVar
(Landrum et al., 2013; Landrum et al., 2018) fur Frameshift- und Nonsense-Mu-
tationen, COSMIC (Tate et al., 2018) fur Missense-Mutationen sowie Alamut (In-
teractive Biosoftware, Rouen, Frankreich) fur Splice-Site-Mutationen zum

Einsatz.

2.4.6 ldentifizierung potenzieller Treibergene

Treibergene anhand von Signalen positiver Selektion zu detektieren, ist eine weit
verbreitete Herangehensweise (Akbani et al., 2015; Hodis et al., 2012). Diesem
Ansatz liegt die Annahme zugrunde, dass Treibermutationen, im Gegensatz zu
Passenger-Mutationen, der Zelle einen Wachstumsvorteil bringen und daher
nicht zufallig Uber das Genom verteilt sind (Porta-Pardo et al., 2017). Um NGS-
Daten auf Signale der positiven Selektion zu untersuchen, wurde eine Vielzahl
bioinformatischer Algorithmen entwickelt, von denen drei in dieser Studie ver-
wendet wurden. Die Entscheidung, Algorithmen zu kombinieren, resultiert dar-
aus, dass jedes der drei Tools in der Lage ist, unterschiedliche Signale positiver
Selektion zu erkennen. Wie von Tamborero et al. (2013) empfohlen, kamen Mut-
SigCV, OncodriveCLUST und OncodriveFM fur diese Analyse zum Einsatz. Die
Funktionsweise der genannten Algorithmen soll an dieser Stelle kurz erlautert

werden. In allen Fallen wurde ein Mutation Annotation Format (MAF) File
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verwendet, das samtliche Varianten aller Patienten enthalt, welche die im Ab-
schnitt 2.4.2 genannten Filterkriterien erfullten.

MutSigCV zielt darauf ab, Treibergene aufgrund einer relativen Haufung von Mu-
tationen zu identifizieren. Da sich die Mutationsraten verschiedener Tumorarten
sowie einzelner Patienten und verschiedener Abschnitte des Genoms stark un-
terscheiden, sind falsch positive Ergebnisse bei einer solchen Herangehens-
weise grundsatzlich sehr wahrscheinlich. Um dies zu verhindern, wird die
Mutationslast mit einem individuellen Hintergrundmodell verglichen. Dafur wer-
den einerseits Mutationsrate und -spektrum des einzelnen Patienten ermittelt.
Andererseits wird anhand des Replikationszeitpunktes und der Genexpression
ein fir das Gen spezifisches Hintergrundmodell erstellt. Damit wird dem Uber-
schatzen der Signifikanz mutierter Gene entgegengewirkt. (Lawrence et al.,
2013)

OncodriveCLUST nutzt aus, dass sich Treibermutationen oftmals in spezifischen
Positionen, sogenannten Clustern oder Hotspots, eines Gens haufen. Das ftrifft
vor allem auf Gain-of-Function-Mutationen zu, die in der Regel Onkogene betref-
fen (Tamborero et al., 2013). Im Fall des malignen Melanoms sind die relevan-
testen Beispiele der BRAF V600/K601 Hotspot sowie die NRAS Q61 und
G12/G13 Hotspots (Akbani et al., 2015). Fur jedes Cluster wird ein Score berech-
net, der Werte zwischen 0 und 1 annehmen kann. Ein Wert von 1 bedeutet, dass
alle Mutationen eines Gens in nur einer einzigen Position lokalisiert sind. An-
schliefend werden die Werte zu einem sogenannten Gene-Cluster Score fur das
jeweilige Gen addiert. Um die Mutationsheterogenitat des Genoms zu neutrali-
sieren und damit falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, wird mithilfe von sy-
nonymen Mutationen ein Hintergrundmodell erstellt, da diese theoretisch keinem
Selektionsdruck unterliegen. (Tamborero et al., 2013)

Im Gegensatz zu den anderen beiden Algorithmen basiert OncodriveFM nicht auf
der Haufigkeit bestimmter Mutationen in der Kohorte. Stattdessen liegt die An-
nahme zugrunde, dass Treibergene besonders haufig von Varianten mit hoher
funktioneller Auswirkung betroffen sind. OncodriveFM greift auf drei andere An-
wendungen zurtick: PolyPhen2 (Adzhubei et al., 2010), SIFT (Kumar et al., 2009;
Ng und Henikoff, 2003) und MutationAssessor (Reva et al., 2007; Reva et al.,

2011). Mithilfe dieser drei Algorithmen wird jeder Mutation jeweils ein Functional-
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Impact (FI) Score zugewiesen, anhand dessen wiederum ein Mittelwert flr das
jeweilige Gen berechnet wird. Dieser berechnete Score wird anschliefiend mit
einer Hintergrundverteilung verglichen. Weil OncodriveFM die positive Selektion
nicht Uber die Anzahl der Mutationen in einem Gen misst, kdnnen auch Treiber-
gene identifiziert werden, die nur in wenigen Tumoren der Kohorte von Mutatio-
nen betroffen sind. (Gonzalez-Perez und Lopez-Bigas, 2012)

Da jeweils alle sequenzierten Gene betrachtet werden, ist die Korrektur fur mul-
tiples Testen bereits in die einzelnen Algorithmen integriert (Gonzalez-Perez und
Lopez-Bigas, 2012; Lawrence et al., 2013; Tamborero et al., 2013). Es wurden
Signifikanzniveaus von 0,05 fir OncodriveFM und OncodriveCLUST sowie, ana-
log zum Vorgehen von Akbani et al. (2015), ein Signifikanzniveau von 0,1 fur
MutSigCV festgelegt (Akbani et al., 2015; Lawrence et al., 2013). Alle drei Algo-
rithmen wurden mittels lokaler Versionen auf den Servern der Uniklinik Tabingen
ausgefihrt. Analysen erfolgten sowohl fur die gesamte Kohorte als auch einzeln
fur jeden der vier molekularen Subtypen. Damit wurde sichergestellt, dass auch
Treibergene, die nur in den einzelnen Subtypen eine Rolle spielen, identifiziert
werden konnten. In jeder dieser insgesamt funf Kohorten wurden Gene als signi-
fikant angesehen, falls sie in mindestens zwei der drei Algorithmen signifikante

g-Werte aufwiesen.

2.4.7 TERT Promoter Mutationen

Da die Anreicherung des TERT Promoters nicht immer gelingt, wurden die in der
Literatur beschriebenen Hotspot-Positionen (Horn et al., 2013; Huang et al.,
2013) manuell auf Sequenziertiefe und vorliegende Basen in den Tumor- und
Normalproben begutachtet. Alle Proben, bei denen sowohl im Tumor als auch im
Normalgewebe die funf Positionen mit einer Tiefe von mindestens 20x abgedeckt
waren, wurden in die weitere Analyse aufgenommen. Proben, bei denen mindes-
tens eine Position in Tumor- oder Normalgewebe eine Tiefe von unter 10x auf-
wies, wurden ausgeschlossen. Alle Ubrigen Proben wurden manuell zugeordnet.
Lag eine glaubhafte Variante mit einer Allelfrequenz von mindestens 5 % und
mindestens drei Reads im Tumorgewebe vor, so wurde die Probe eingeschlos-

sen. Andernfalls wurde sie ausgeschlossen, da aufgrund der geringen Tiefe eine
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verlassliche Aussage uber das Vorliegen von Mutationen nicht sicher mdglich
war. Diese Vorgehensweise fiihrt allerdings zu einer Uberschatzung der Mutati-
onsfrequenz. Das wurde in Kauf genommen, um die Kohortengrofde moglichst
hoch zu halten und damit eine reprasentativere Abbildung der Verteilung von Mu-

tationen auf die einzelnen Hotspots zu erreichen.

2.4.8 Somatische Kopienzahlveranderungen

Fir die Detektion somatischer Kopienzahlveranderungen (SCNAs) in den einzel-
nen Proben wurde das Tool CIinCNV, Version 1.16 (Demidov und Ossowski,
2019) verwendet. ClinCNV analysiert den Copy-number (CN) Status einer Re-
gion mit Hilfe von Informationen Uber die Sequenziertiefe und die B-allele fre-
quency (BAF). Die Berechnung der BAF erfolgt mit Hilfe heterozygoter
Keimbahnvarianten. Der Anteil der Reads dieser verschiedenen Varianten im Tu-
morgewebe an der Sequenziertiefe der jeweiligen Position wird hierfur herange-
zogen. Ist eine heterozygote Basenposition im Tumor nicht von SCNAs betroffen,
so ware eine BAF von 0,5 bzw. 50 % zu erwarten. Bei der einfachen Amplifikation
eines Allels lage die BAF theoretisch bei 67 % oder 33 %, je nachdem welches
Allel betroffen ist. ClinCNV kann uber die Analyse von off-target Reads auch beim
TPS eine Aussage Uber das gesamte Genom treffen. (Demidov und Ossowski,
2019)

ClinCNV berechnet False-discovery rates (FDRs) jeweils fur die detektierten
CNVs und die analysierten Proben (Demidov und Ossowski, 2019). Neun Proben
wiesen bei der Analyse eine FDR Uber dem festgelegten Grenzwert von 5 % auf.
Fir sechs dieser Proben war jedoch eine manuelle Analyse moglich. Hierfur wur-
den diploide Regionen mit Hilfe des Integrative Genomics Viewer (IGV)
(Robinson et al., 2011; Robinson et al., 2017) identifiziert und deren Koordinaten
fur die Analyse der CNVs verwendet. Die Ubrigen drei Proben mussten fur alle
weiteren SCNA Analysen ausgeschlossen werden.

Die CN-Werte wurden fur Reinheit und Heterogenitat der Probe korrigiert, um
Integer CN-Werte zu erhalten. Die Amplifikation eines Gens wurde angenom-

men, falls es im Tumor eine Integer CN = 4 aufwies. Bei einer Integer CN von 1
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wurde das Gen als heterozygot deletiert angesehen. Eine homozygote Deletion

wurde wiederum bei einer integer CN von 0 angenommen.

2.4.9 GISTIC Analyse

Die CNV-Daten der Melanomkohorte wurden mit GISTIC, Version 2.0.23 (GIS-
TIC: Genomic ldentification of Significant Targets in Cancer) auf Signale positiver
Selektion analysiert, um SCNAs mit einer potenziellen Treiberrolle zu nominieren
(Beroukhim et al., 2007; Mermel et al., 2011). Der Algorithmus detektiert Regio-
nen, die haufiger deletiert oder amplifiziert sind, als durch Zufall zu erwarten
ware. Dabei wird auch die Amplitude der Alterationen berucksichtigt. Fur ho-
mozygote Deletionen und hochgradige Amplifikationen wird beispielsweise ein
grolierer Effekt angenommen. Bei der Analyse spielen zwei Schritte eine wesent-
liche Rolle. Zuerst wird ein G-Score fur die Aberrationen berechnet, der die Hau-
figkeit und die Amplitude der Veranderung berucksichtigt. Im Anschluss
berechnet der Algorithmus p-Werte fur die detektierten Aberrationen, die mittels
der FDR-Methode fur multiples Testen korrigiert werden. Fir signifikante Veran-
derungen wird nachfolgend eine sogenannte Peak-Region definiert. Diese Peak-
Region enthalt meist mehrere Gene, wodurch ein Ruckschluss auf die Treiber-
rolle eines einzelnen Gens in aller Regel nicht mdglich ist. (Beroukhim et al.,
2007; Mermel et al., 2011)

Die Analyse wurde erneut sowohl fur die gesamte Kohorte als auch separat fur
die einzelnen Subtypen durchgeflhrt. AuRerdem wurden, anders als fur die Ana-
lyse einzelner Gene (Kapitel 2.4.8), keine Cutoffs fur Amplifikationen und Deleti-
onen verwendet. Das Signifikanzniveau wurde, wie im Algorithmus voreingestellt,
auf 0,25 festgelegt (Hodis et al., 2012; Mermel et al., 2011). GISTIC benennt die
detektierten Regionen nach ihrem Peak. Daher sind die genomischen Regionen
haufig wesentlich gréfler, als durch inre Bezeichnung suggeriert. Der Einfachheit
halber wird in der vorliegenden Arbeit jeweils die von GISTIC ausgegebene Be-
zeichnung verwendet. Relevant ist jedoch, welche Gene laut dem Algorithmus
auf dem Wide-Peak der Region lokalisiert sind und wie dessen eigentliche Be-

grenzungen sind.
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2410 Aneuploidie-Score

Die Aneuploidie wird klassischerweise als der Verlust oder Zugewinn ganzer
Chromosomen oder Chromosomenarme definiert (Santaguida und Amon, 2015;
Taylor et al., 2018). Fir die Berechnung des Aneuploidie-Scores wurden daher
lediglich Deletionen und Amplifikationen herangezogen, die insgesamt mindes-
tens 80 % eines Chromosomenarmes betrafen. Es wurden, anders als fur die
Analyse einzelner Gene (Kapitel 2.4.8), keine speziellen Cutoffs fur das Vorliegen
von SCNAs verwendet. Die kurzen Arme der akrozentrischen Chromosomen 13,
14, 15, 21 und 22 wurden aufgrund der geringen GrofRe wie von Taylor et al.
(2018) nicht berucksichtigt. Die Gonosomen wurden ebenfalls nicht in die Be-
rechnung aufgenommen. Dem Chromosomenarm wurde im Fall einer Amplifika-
tion eine 1, bei einer Deletion eine -1 zugeordnet. Der Aneuploidie-Score ergab
sich aus der Summe veranderter Chromosomenarme. Dieser konnte somit Werte

zwischen 0 und 39 annehmen.

2411 Mutational Signatures

Mit Hilfe bioinformatischer Algorithmen ist es moglich, anhand des Musters so-
matischer Mutationen im Tumor, auf den zugrundeliegenden Mutationsprozess
zu schlief3en (Alexandrov et al., 2013b; Nik-Zainal et al., 2012). Auf diese Weise
kann die Rolle verschiedener Karzinogene oder DNA-Reparaturprozesse bei der
Tumorentstehung ermittelt werden (Nik-Zainal et al., 2012). Der Algorithmus ana-
lysiert hierflr die Haufigkeit einzelner Basenaustausche einer Probe und deren
Kontext im Trinukleotid (Nik-Zainal et al., 2012).

Die Analyse wurde mit dem R Package deconstructSigs (Rosenthal, 2016) fur
jede einzelne Probe durchgefuhrt. Es wurden ausschliel3lich Signaturen ausge-
geben, die mindestens 5 % der Mutationen in einer Probe ausmachten.

FlUr das Melanom ist die Signatur 7 von besonderer Bedeutung, da diese mit einer
Schadigung der DNA durch UV-Strahlung in Verbindung gebracht wird
(Alexandrov et al., 2013a). Typisch fur UV-Mutationen sind C>T und CC>TT
Transitionen, die Dipyrimidine betreffen (Ikehata und Ono, 2011; Pfeifer et al.,
2005). Daher wurden alle Melanome der Kohorte danach eingeteilt, ob die UV-

Signatur 7 in der jeweiligen Probe dominant war. Eine Probe wurde als Signatur
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7 positiv gewertet, falls die Signatur 7, verglichen mit den anderen Signaturen,
den groften Anteil zu den im Tumorgewebe beobachteten Mutationen beitrug.
Alle anderen Tumoren wurden als Signatur 7 negativ bewertet. In zwei Tumoren
wurden keine somatischen Mutationen detektiert. Diese wurden ebenfalls als Sig-
natur 7 negativ angesehen, da eine UV-Mutagenese in der Regel mit einer er-

héhten Mutationslast einhergeht.

2.5 Statistische Auswertung

Alle statistischen Tests wurden mit der statistischen Programmiersprache R, Ver-
sion: 4.1.1 (R Core Team, 2019) und RStudio (RStudio Team, 2019) durchge-
fuhrt. Folgende R Packages wurden fur die Auswertung zur Hilfe genommen:
ggplot2 (Wickham et al., 2016), survival (Therneau und Grambsch, 2000;
Therneau, 2019), survminer (Kassambara et al.,, 2019), deconstructSigs
(Rosenthal, 2016), ComplexHeatmap (Gu et al., 2016), dplyr (Wickham et al.,
2019), ggrepel (Slowikowski, 2019), reshape2 (Wickham, 2007), tidyverse
(Wickham, 2017), caret (Kuhn, 2019), leaps (Lumley, 2017), purrr (Henry und
Wickham, 2019a), tibble (Muller und Wickham, 2019), readr (Wickham et al.,
2018), tidyr (Wickham und Henry, 2019), magrittr (Bache und Wickham, 2014),
data.table (Dowle und Srinivasan, 2019), openxisx (Schauberger und Walker,
2020), rlang (Henry und Wickham, 2019b), circlize (Gu, 2014), scales (Wickham,
2018), colorspace (Zeileis et al., 2019), GetoptLong (Gu, 2020), RColorBrewer
(Neuwirth, 2014), BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19 (The Bioconductor Dev
Team, 2014), BiocManager (Morgan, 2019),

Falls nicht anders angegeben, wurden p-Werte unter dem Signifikanzniveau von
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. Fur multiples Testen wurde mit dem
Verfahren nach Benjamini-Hochberg (BH) korrigiert. In den verwendeten Algo-
rithmen zur Analyse der Treibergene und SCNAs war die Korrektur fir multiples
Testen bereits integriert und wurde daher nicht erneut vorgenommen.
Kontingenztafeln wurden mit dem Exakten Test nach Fisher oder dem Chi-Quad-
rat-Test ausgewertet. Fur 2x2 Tafeln kam der Exakte Test nach Fisher zum Ein-
satz. Fur groRere Tafeln wurde in der Regel der Chi-Quadrat-Test verwendet,
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falls alle Felder mindestens funf Beobachtungen aufwiesen. Andernfalls wurde
ebenfalls der Exakte Test nach Fisher genutzt.

Der Shapiro-Wilk-Test wurde verwendet, um auf das Vorliegen einer Normalver-
teilung zu prifen. Die TMB und das Patientenalter wurden als nicht normalverteilt
angesehen, weshalb nicht-parametrisches Testverfahren zum Einsatz kamen.
Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test herangezogen,
bei mehr als zwei Gruppen der Kruskal-Wallis-Test. Die Korrelation der TMB-
Werte (Kapitel 3.5) wurde mit Hilfe des Spearman’schen Rangkorrelationskoeffi-
zienten (Spearman’sches Rho) analysiert.

Die Uberlebensanalysen wurden anhand des Cox Proportional-Hazards Modells
sowie des Kaplan-Meier Schatzers durchgefuhrt. Fur univariate und multivariate
Cox-Regressionen kam das R Package survival (Therneau und Grambsch, 2000;
Therneau, 2019) zum Einsatz. Mit Hilfe der Funktion cox.zph() des Packages
wurde aullerdem getestet, ob die Proportional Hazard Assumption der einzelnen
Modelle erfullt war.

Abbildung 1 und Abbildung 2 wurden in Microsoft PowerPoint (Version 2003) er-
stellt, Abbildung 3 mittels Microsoft Excel (Version 2003). Fur die Lollipop-Plots
in Abbildung 4, Abbildung 10 und Supplement 5 wurde die Anwendung Mutation-
Mapper von cBioportal verwendet (Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013).

Fir die Ubrigen Abbildungen kam das R Pakage ggplot2 (Wickham et al., 2016)
zum Einsatz. Zur Erstellung der Heatmap in Abbildung 9 und des Oncoplots in
Abbildung 11 wurde zusatzlich das R Pakage complexHeatmap (Gu et al., 2016)
verwendet. Fir die Kaplan-Meier Uberlebenskurven in Abbildung 15 diente, ne-
ben ggplot2, das R Pakage survminer (Kassambara et al., 2019). Falls im Nach-
hinein Beschriftungen hinzugefugt wurden, kam das Programm Microsoft Paint
(Version 1.0) zum Einsatz.

In dieser Arbeit wird gemaR der deutschen Konvention das Komma (,) als Dezi-
maltrennzeichen verwendet. Die Abbildungen enthalten jedoch den Punkt (.) als

Dezimaltrennzeichen, gemal der englischsprachigen Konvention.
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Ergebnisse - Qualitatsparameter der Sequenzierung

3 Ergebnisse

3.1 Qualitatsparameter der Sequenzierung

Bei der Sequenzierung wurde fur die in die Auswertung eingeschlossenen Pro-
ben eine durchschnittliche Tiefe der Target Region von 604 x im Tumorgewebe
und 518 x im Normalgewebe erreicht. Die 100 x Coverage der Target Region lag

bei einem Mittelwert von 86,7 % im Tumorgewebe und 82,9 % im Normalgewebe.

3.2 Patientencharakteristika

Einen Uberblick tiber die klinischen Daten der gesamten Kohorte liefert die erste
Spalte der Tabelle 2. Auf Zusammenhange der klinischen Charakteristika mit der
Histologie und den molekularen Subtypen der untersuchten Tumoren wird in spa-
teren Abschnitten gesondert eingegangen.

Die eingeschlossenen Patienten waren zum Diagnosezeitpunkt zwischen 24 und
92 Jahre alt, wobei der Median bei 72 Jahren lag. Mit einem Anteil von 61,1 %
(n = 118) war der Groldteil der Kohorte mannlich. Die meisten Patienten wurden
im Tumorstadium IlA diagnostiziert (42,0 %, n = 81). Im Stadium IIB erhielten
33,7 % (n = 65) der Patienten die Diagnose, im Stadium IIC 24,4 % (n = 47). Ins-
gesamt wiesen 63,2 % (n = 122) der Melanome eine Ulzeration auf. Au3erdem
wurde bei 14,0 % (n = 27) eine Tumorregression beobachtet. 28,5 % (n = 55) der
Tumoren waren am Kopf oder Hals lokalisiert. In 26,9 % (n = 52) der Falle war
der Rumpf betroffen. Obere und untere Extremitat waren in 10,9 % (n = 21) bzw.
33,7 % (n = 65) Manifestationsort der Krebserkrankung. Bezlglich der histologi-
schen Klassifikation wurden 36,8 % (n = 71) der Melanome der Histologie SSM
zugeordnet und 24,4 % (n =47) dem Typ NM. 17,1 % (n = 33) wurden als ALM
klassifiziert und 10,4 % (n = 20) als LMM. 22 Tumoren (11,4 %) konnten keiner

dieser Kategorien sicher zugeordnet werden.

37



3.3 Histologie

Die Zusammenhange zwischen der Histologie und den klinischen und pathologi-
schen Charakteristika werden in Tabelle 2 dargestellt. Daten der Patienten, deren
Tumoren keiner der vier Histologien zugeordnet werden konnten, wurden nicht
gesondert betrachtet. Sie sind jedoch in der ersten Spalte bertcksichtigt.
Signifikante Unterschiede zwischen den histologischen Typen ergaben sich fur
die TMB (p =2 x 107'%), die Lokalisation (p =0,0005), die Tumorregression
(p = 0,046) und die Anzahl verstorbener Patienten (p = 0,037). Auf die TMB und
die Uberlebensanalysen wird an spaterer Stelle gesondert eingegangen.

SSM Patienten zeigten mit einem Median von 69 Jahren das geringste Alter zum
Zeitpunkt der Diagnose, LMM Patienten mit 75,5 Jahren das hochste. Diese Un-
terschiede waren jedoch nicht signifikant.

LMM Tumoren waren in 100 % der Falle im Kopf- und Halsbereich lokalisiert.
ALM waren ausschlieflich auf die Extremitaten beschrankt, wobei mit 90,9 % ein
Grolteil der Tumoren auf die untere Extremitat entfiel. SSM traten besonders
haufig am Rumpf auf (47,9 %).

Bezuglich der Tumorstadien wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Histologien festgestellt (p = 0,10). Auffallig war jedoch, dass NM und ALM
haufiger in einem fortgeschritteneren Stadium diagnostiziert wurden als SSM und
LMM. Bei Letzteren entfielen hingegen jeweils mindestens 50 % der Tumoren auf
das fruhe Stadium IIA. SSM waren aul3erdem besonders haufig von einer Tu-

morregression betroffen (26,8 %).
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Ergebnisse - Histologie

Tabelle 2: Klinische Charakteristika der Patienten mit Tumoren verschiedener
Histologien sowie der gesamten Kohorte.

alle SSM NM LMM ALM p-Wert
193 71 (36,8 %) 47 (24,4 %) 20 (10,4 %) 33 (17,1 %)
Alter [Jahre] 72,0 69,0 72,0 75,5 72,0 0,091
(Median (IQR)) (60,0-80,0) (56,0-78,5) (61,0-81,0) (71,8-81,0) (65,0-78,0)
TMB [var/Mb] 14,3 13,4 22,5 87,9 1,5 2x1016
(Median (IQR)) (43-40,2) (6,7-23,00 (12,4-42,8) (71,8-103) (1,0-2,4)
Geschlecht 0,80%
mannlich 118 (61,1%) 43(60,6%) 27(57,4%) 11(550%) 17 (51,5%)
weiblich 75 (38,9 %) 28 (39,4 %) 20 (42,6 %) 9 (45,0 %) 16 (48,5 %)
Lokalisation 0,0005
Kopf/Hals 55 (28,5 %) 8 (11,3 %) 14 (29,8 %) 20(100,0%) 0(0,0%)
Rumpf 52 (26,9 %) 34 (47,9 %) 13 (27,7 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Obere Extremitat  21(10,9%) 9 (12,7 %) 8 (17,0 %) 0(0,0 %) 3(9,1%)
Untere Extremitdt 65 (33,7%) 20(28,2%) 12(255%) 0(0,0%) 30 (90,9 %)
Stadium 0,10
A 81 (42,0 %) 36 (50,7 %) 14 (29,8 %) 11 (55,0 %) 13 (39,4 %)
1B 65(33,7%) 20(282%) 17(36,2%)  8(40,0 %) 11 (33,3 %)
lc 47 (24,4%) 15(21,1%) 16(34,0%) 1(50%) 9 (27,3 %)
Tumordicke 0,052
T2 28(14,5%) 14(19,7%) 3(6,4%) 3 (15,0 %) 7(21,2 %)
T3 100 (51,8 %) 39(54,9%) 25(53,2%) 15(750%) 14 (42,4 %)
T4 65 (33,7 %) 18 (25,4 %) 19 (40,4 %) 2 (10,0 %) 12 (36,4 %)
Ulzeration 0,54%
nein 71 (36,8 %) 25 (35,2 %) 14 (29,8 %) 9 (45,0 %) 9 (27,3 %)
ja 122 (63,2%) 46(64,8%) 33(70,2%) 11(550%) 24 (72,7 %)
Regression 0,046
nein 136 (70,5%) 52(73,2%) 41(87,2%) 12(60,0%) 20 (60,6 %)
ja 27 (14,0%) 19(26,8%)  4(8,5%) 1(5,0 %) 2(6,1%)
NA°® 30 (15,5 %) 0 (0,0 %) 2(4,3%) 7 (35,0 %) 11 (33,3 %)
Rezidiv 0,35%
nein 139 (72,0%) 53(74,6 %) 34 (72,3 %) 14 (70,0 %) 19 (57,6 %)
ja 54(28,0%) 18(254%) 13(27,7%) 6(30,0 %) 14 (42,4 %)
Tod 0,037
nein 152 (78,8%) 62(87,3%) 32(68,1%) 17(850%) 23 (69,7 %)
ja 41(21,2%)  9(12,7 %) 15(31,9%)  3(15,0 %) 10 (30,3 %)

° nicht in der Kontingenztafel fur den statistischen Test enthalten
#Chi-Quadrat-Test
IQR: Interquartilsabstand
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3.4 Molekulare Subtypen

Die 193 Tumoren der Kohorte wurden in vier molekularen Subtypen eingeteilt.
Den groéfRten Anteil machte mit 30,1 % der BRAF Subtyp aus. An zweiter Stelle
folgte der RAS Subtyp mit 28,0 % der Tumoren. Die kleinsten Anteile an der Ko-
horte hatten die Subtypen Triple-WT und NF1 mit 23,8 % bzw. 18,1 %.

Die Verteilung der BRAF Hotspot-Mutationen wird in Abbildung 3 und Abbildung
4 dargestellt. In 42 Tumoren (72,4 %), die dem BRAF Subtyp zugeordnet wurden,
lag eine BRAF V600E Mutation vor. Die zweithaufigste Hotspot-Mutation war die
BRAF V600K Variante, die in 13 Fallen (22,4 %) beobachtet wurde, gefolgt von
den Aminosauresubstitutionen V600R in zwei Tumoren (3,4 %) und V600D in
einer Probe (1,7 %). Das Basentriplett K601 war in der Kohorte nicht von
Punktmutationen betroffen, jedoch wurde in einem Tumor mit V60OE Mutation
zusatzlich eine K601 _W604 Deletion beobachtet. Aulierdem wurden in einem
Fall zusatzlich zu einer V60OOE Mutationen eine P751S Mutation detektiert. Des
Weiteren waren elf Tumoren von einer Missense-Mutation ohne gleichzeitige
Hotspot-Mutation im BRAF Gen betroffen. Diese Proben wurden daher nicht dem
BRAF Subtyp zugeordnet. Hiervon entfielen zwei auf das G469 Triplett (G469A,
G469R). AuBerdem war jeweils ein Tumor von einer Nonsense-Mutation
(Q709%), von einer Splice-Site-Mutation (609-3C>T), von einer kleinen In-Frame-
Deletion (N486_P490del) sowie von einer synonymen Mutation betroffen
(S616=).

Dem RAS Subtyp wurden 54 Proben zugeteilt, von denen 50 Tumoren NRAS
Mutationen trugen (Abbildung 3, Abbildung 4). Mit 96 % war im groften Teil der
Falle das Q61-Codon betroffen. Die Ubrigen 4 % der Hotspot-Mutationen entfie-
len auf das G13-Codon. Die haufigste Q61-Variante war der Aminosaureaus-
tausch durch Arginin (R), gefolgt von Lysin (K), Leucin (L) und Histidin (H). NRAS
Hotspot-Mutationen kamen in der Kohorte nie zusammen mit BRAF Hotspot-Mu-
tationen in derselben Probe vor (Exakter Test nach Fisher: p =5 x 10-'°). Die
ubrigen vier RAS Tumoren waren von Mutationen in den Genen HRAS oder
KRAS betroffen. Fur KRAS wurde die Variante G12E beobachtet. HRAS war in
drei Fallen von einer Hotspot-Mutation betroffen und zeigte jeweils eine G12D,
G13V oder Q61R Variante.
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Ergebnisse - Molekulare Subtypen

Insgesamt trugen 46 Tumoren kodierende oder Splice-Site-Mutationen des NF1
Gens. Sieben dieser Tumoren wiesen jedoch zusatzlich eine NRAS Hotspot-Mu-
tation und vier eine BRAF Hotspot-Mutation auf, wodurch sie jeweils dem RAS
bzw. BRAF Subtyp zugeordnet wurden. Somit wurden nur die tUbrigen 35 Proben
der NF1 Subgruppe zugewiesen. Abbildung 4 zeigt, dass die kodierenden NF1
Mutationen im Gegensatz zu den BRAF und NRAS Mutationen nicht gehauft in
Clustern vorkamen, sondern Uber das gesamte Gen verteilt waren. Von den 46
NF1-mutierten Tumoren wurde in 34 (70,8 %) Fallen mindestens eine Variante
als wahrscheinliche LoF-Mutation klassifiziert. Unter den Tumoren des NF1 Sub-
typs machten LoF-Mutationen mit 88,6 % (n = 31) einen groferen Anteil aus. Von
den Melanomen, die eine NF1 Mutation trugen, jedoch dem BRAF Subtyp zuge-
ordnet wurden, war keines von einer LoF-Mutation des NF71 Gens betroffen
(p =1 x 10%, Exakter Test nach Fisher). Unter den sieben NF7-mutierten Tumo-

ren des RAS Subtyps zeigten wiederum drei eine LoF-Mutation.

BRAF Hotspot-Mutationen NRAS Hotspot-Mutationen
V600D G13
Ve0ooR (2%) QE1H (4%)

(4%) ~

(a%)

QelL

V600K

(22%)

Q1R
(50%)

Q61K

VB00E (32%)
(72%)

Abbildung 3: Darstellung der Verteilung von BRAF V600 (n = 58) und NRAS
Q61 und G13 (n = 50) Hotspot-Mutationen auf die verschiedenen Aminosau-
reaustausche.

Tumor- und Normal-Probenpaare von Melanompatienten im Stadium Il wurden
mittels NGS sequenziert (n = 193). Mutations-Hotspots der Gene BRAF und
NRAS wurden in den analysierten Proben manuell ausgewertet. Die Diagramme
zeigen den Anteil der detektierten Varianten an der Gesamtzahl der BRAF V600
bzw. NRAS G13 und G61 Hotspot-Mutationen.
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Abbildung 4: Verteilung somatischer Mutationen auf den Genen BRAF,
NRAS und NF1.

Tumor- und Normal-Probenpaare von Melanompatienten im Stadium Il wurden
mittels NGS sequenziert (n = 193). Lollipop-Plots fur die drei Gene BRAF, NRAS
und NF1 wurden mit der Anwendung MutationMapper von cBioportal (Cerami et
al., 2012; Gao et al., 2013) erstellt. Die x-Achse zeigt die Aminosaureposition auf
dem Gen. Die Hohe der Lollipops stellt die Haufigkeit dar, mit der Varianten an
der jeweiligen Position detektiert wurden. War ein Aminosauretriplett von zwei
Mutationen betroffen, so wurden diese zu einem Aminosaureaustausch zusam-
mengefasst. Missense-Mutationen sind grun, trunkierende Mutationen
(Nonsense, Nonstop, Frameshift-Deletion, Frameshift-Insertion, Splice-Site)
schwarz, In-Frame-Deletionen und -Insertionen braun und alle anderen
Mutationstypen pink dargestellt. NF1 Mutationen waren Uber das gesamte Gen
verteilt. NRAS Mutationen clusterten im Aminosaure-Codon Q61 (n = 48). Auf
dem BRAF Gen konzentrierten sich die Mutationen besonders auf das Codon
V600 (n = 58).
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Ergebnisse - Molekulare Subtypen

Tabelle 3 gibt einen Uberblick liber die klinischen Charakteristika in Abhangigkeit
der molekularen Subtypen. Es wurden signifikante Unterschiede im Hinblick auf
Alter (p =0,0001), TMB (p = 1 x 10?), Histologie (p = 0,0005), Tumorlokalisa-
tion (p = 0,0005) und Rezidivrate (p = 0,044) beobachtet. Die TMB sowie das
Uberleben werden jeweils in einem eigenen Kapitel gesondert behandelt.

Das mediane Alter der NF1 Patienten lag mit 78 Jahren Uber dem der Gesamt-
kohorte von 72 Jahren (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,001), das der BRAF Patien-
ten war mit 63 Jahren signifikant niedriger (Mann-Whitney-U-Test: p = 8 x 10).
Der Anteil der molekularen Subtypen an den verschiedenen Histologien wird in
Abbildung 5A veranschaulicht. Beim SSM und NM stellten die Subtypen BRAF
(43,7 % bzw. 38,3 %) und RAS (40,8 % bzw. 29,8 %) die beiden gréRten Grup-
pen dar. In keiner anderen Histologie waren diese Subtypen so stark vertreten.
Die Histologie LMM wurde hingegen von NF1 (50,0 %) sowie Triple-WT Tumoren
(40,0 %) dominiert. Mit 57,6 % wurden mehr als die Halfte der ALM als Triple-WT
klassifiziert.

Die Verteilung von Tumoren der molekularen Subtypen auf die verschiedenen
Lokalisationen kann Abbildung 5B entnommen werden. Tumoren des Kopf-Hals-
Bereichs gehorten in 43,6 % der Falle dem Subtyp NF71 an. Dieser Subtyp
machte jedoch an Tumoren des Rumpfes und der unteren Extremitat, mit jeweils
weniger als 10 %, nur einen sehr kleinen Anteil aus. Am Rumpf lokalisierte Tu-
moren trugen hingegen meistens BRAF oder RAS Hotspot-Mutationen. Tumoren
der unteren Extremitat wurden haufig als Triple-WT (38,5 %) klassifiziert.

Das Tumorstadium bei Diagnose unterschied sich nicht signifikant zwischen den
Subtypen. Dennoch fiel auf, dass im RAS Subtyp 53,7 % der Melanome, und
damit mehr als in jedem anderen Subtyp, im frGhen Stadium IIA diagnostiziert
wurden. BRAF Tumoren zeigten mit 20,7 % vergleichsweise oft eine histologi-
sche Regression. Diesbezuglich bestanden jedoch ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede.
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Tabelle 3: Klinische Charakteristika der Patienten mit Tumoren unterschiedlicher

molekularer Subtypen und der gesamten Kohorte.

Alter [Jahre]
(Median (IQR))

TMB [var/Mb]
(Median (IQR))

Geschlecht
mannlich
weiblich

Histologie
SSM
NM
LMM
ALM
Andere/Unbek.°

Lokalisation
Kopf/Hals
Rumpf
Obere Extremitat
Untere Extremitat

Stadium
A
11B
Ic

Tumordicke
T2
T3
T4

Ulzeration
nein
ja

Regression
nein
ja
NA°®
Rezidiv
nein
ja
Tod
nein
ja

alle BRAF RAS NF1 Triple-WT p-Wert
193 58 (30,1 %) 54(28,0%) 35(18,1%) 46 (23,8%)
72 63,5 72,5 78 71,5 0.0001
(60,0-80,0) (50,5-75,8) (61,0-78,8) (72,0-83,5) (62,5-82,5) '
14,3 11,5 17,2 74,7 3,1 1x10-2
(43-40,2) (6,2-22,7) (6,3-24,6) (46,7-98,7) (1,4-14,4)

0,51%
118 (61,1 %) 39 (67,2 %) 30 (55,6 %) 23 (65,7 %) 26 (56,5 %)
75(38,9%) 19(32,8%) 24(44,4%) 12(34,3%) 20(43,5%)
71(36,8%) 31(53,4%) 29(53,7%) 5(14,3%) 6 (13,0 %) 0,0005
47 (24,4 %) 18 (31,0 %) 14 (25,9 %) 10 (28,6 %) 5(10,9 %)
20 (10,4 %) 1(1,7 %) 1(1,9%) 10 (28,6 %) 8(17,4 %)
33(17,1%) 5(8,6 %) 7 (13,0 %) 2(5,7 %) 19 (41,3 %)
22(11,4%)  3(52%) 3 (5,6 %) 8 (22,9 %) 8 (17,4 %)
55 (28,5 %) 12 (20,7 %) 8 (14,8 %) 24 (68,6 %) 11 (23,9 %) 0,0005
52(26,9%) 24(41,4%) 18(33,3%) 4(11,4%) 6 (13,0 %)
21 (10,9 %) 5(8,6 %) 8 (14,8 %) 4 (11,4 %) 4 (8,7 %)
65 (33,7 %) 17 (29,3 %) 20(37,0%) 3(8,6%) 25 (54,3 %)

0,60*
81 (42,0 %) 23 (39,7 %) 29 (53,7 %) 13 (37,1 %) 16 (34,8 %)
65(33,7%) 20(345%) 14(259%) 13(37,1%) 18(39,1%)
47 (24,4 %) 15 (25,9 %) 11 (20,4 %)  9(25,7 %) 12 (26,1 %)

0,73*
28 (14,5%) 8(13,8%) 10(18,5%) 5(14,3%) 5(10,9 %)
100 (51,8 %) 29(50,0%) 31(57,4%) 17(48,6%) 23(50,0%)
65(33,7%) 21(36,2%) 13(241%) 13(37,1%) 18(39,1%)

0,98*
71 (36,8 %) 21 (36,2 %) 21 (38,9 %) 12 (34,3 %) 17 (37,0 %)
122 (63,2%) 37(63,8%) 33(61,1%) 23(657%) 29 (63,0%)

0,76
136 (70,5%) 45(77,6%) 43(79,6%) 19(54,3%) 29 (63,0 %)
27 (14,0 %) 12 (20,7 %) 7 (13,0 %) 3 (8,6 %) 5(10,9 %)
30 (15,5 %) 1(1,7 %) 4(7,4 %) 13 (37,1 %) 12 (26,1 %)

0,044
139(72,0%) 41(70,7%) 39(72,2%) 31(88,6%)  28(60,9 %)
54 (28,0 %) 17 (29,3 %) 15(27,8%) 4(11,4 %) 18 (39,1 %)

0,34*

152 (78,8 %)
41 (21,2 %)

50 (86,2 %)
8 (13,8 %)

42 (77,8 %)
12 (22,2 %)

27 (77,1 %)
8(22,9 %)

33 (71,7 %)
13 (28,3 %)

° nicht in der Kontingenztafel fiir den statistischen Test enthalten

# Chi-Quadrat-Test
Unbek. = unbekannt
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Abbildung 5: Anteil der molekularen Subtypen an den verschiedenen Histo-
logien und Tumorlokalisationen.

Die Tumoren der Kohorte (n =193) wurden durch manuelle Auswertung der
NGS-Daten den molekularen Subtypen zugeordnet. Hierfir wurden Hotspot-Mu-
tationen der Gene BRAF (n=58) und RAS (n=54) sowie NF1 Mutationen
(n = 35) berucksichtigt (Akbani et al., 2015). Die Abbildungen illustrieren die An-
teile dieser Subtypen an den Tumoren der verschiedenen Histologien (A) und
Lokalisationen (B). Triple-WT Melanome dominierten die Histologie ALM sowie
die Tumoren der unteren Extremitat. Der NF1 Subtyp fand sich besonders haufig
in ALM sowie Tumoren der unteren Extremitat. SSM = superfiziell spreitendes
Melanom, NM = nodulares Melanom, LMM = Lentigo-maligna-Melanom, ALM =
akrolentigindses Melanom.
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3.5 Tumormutationslast

Um die Berechnungsmethode fur die TMB zu evaluieren wurde, wie in Kapitel
2.4.4 beschrieben, die TCGA Melanom-Kohorte zu Hilfe genommen. Die TCGA
Kohorte lieferte WES-Daten von 138 Stadium Il Patienten. Abbildung 6 stellt die
Korrelation der, mit der Tubinger Berechnungsweise ermittelten, TMB mit der Ge-
samtzahl an nicht-synonymen, kodierenden Varianten dar, die im WES detektiert
wurden. Die Werte waren signifikant miteinander korreliert (Spearman:
p <2 x 107" Rho = 0,98).

Da fur die Stadium Il TCGA Kohorte und die Tubinger Kohorte die gleiche TMB-
Berechnungsweise angewendet wurde, ist die Verteilung der Werte zwischen
den Kohorten in Abbildung 7 direkt vergleichbar. Der Median lag bei 12.6 var/Mb
(IQR: 5,0 — 22,4 var/Mb) in der TCGA Kohorte und bei 14,3 var/Mb (IQR: 4,3 —
40,2 var/Mb) in der Tubinger Kohorte. Es bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Kohorten (p = 0,14, Mann-Whitney-U-Test).
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Gesamtzahl der nicht-synonymen, kodierenden Varianten
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Ergebnisse - Tumormutationslast

Abbildung 6: Korrelation der tiber das Panel berechneten TMB-Werte mit der
Gesamtzahl nicht-synonymer, kodierender Varianten in TCGA Stadium I
Melanomen.

Fur die Analyse wurden TCGA WES-Daten von Stadium Il Melanomen verwen-
det. Um die Tubinger Berechnungsweise zu evaluieren, wurden die Ergebnisse
der TMB-Berechnung anhand der Target Region des fur diese Studie verwende-
ten Genpanels mit der Gesamtzahl der nicht-synonymen und kodierenden Vari-
anten des gesamten Genoms verglichen. Die Korrelation der Werte wurde nach
Spearman berechnet und war mit R = 0,98 (p < 2 x 10'%) sehr hoch.
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Abbildung 7: Vergleich der TMB-Werte zwischen den Tumoren dieser Studie
(n =193) und den TCGA Stadium Il Melanomen (n = 138).

TMB-Werte der Tubinger und TCGA Stadium Il Melanom-Kohorten wurden ver-
glichen. Die Berechnung der TMB-Werte fur die TCGA WES-Daten wurde analog
zur Berechnungsweise der hier vorliegenden Studie (Tubinger Kohorte) durchge-
fuhrt. Daflr wurden ausschlielich Varianten der Gene berlcksichtigt, die auch
auf dem sequenzierten Genpanel der Tubinger Kohorte vorhanden waren. Es
bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kohorten (Mann-
Whitney-U-Test: p = 0,14).
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Zwischen den molekularen Subtypen zeigten sich signifikante Unterschiede der
TMB-Werte (Abbildung 8A, p =1 x 10-'?). Der NF1 Subtyp wies mit einem Me-
dian von 74,7 var/Mb die signifikant héchste Tumormutationslast auf (Mann-Whit-
ney-U-Test: p = 3 x 107'2). Die geringste TMB fand sich mit einem Median von
3,1 var/Mb in Triple-WT Tumoren (Mann-Whitney-U-Test: p =4 x 10%). In Abbil-
dung 8A sind unter den Triple-WT Melanomen acht Ausreiler zu erkennen, die
eine Mutationslast von uber 40 var/Mb aufwiesen. Diese hatten die Lokalisation
im Kopf-Hals-Bereich gemeinsam. Es handelte sich aulierdem bei sechs der acht
Tumoren um LMM. Des Weiteren wurde in funf dieser Tumoren eine Missense-
Mutation des KIT Gens detektiert.

Auch Melanome verschiedener Histologien unterschieden sich signifikant hin-
sichtlich ihrer TMB (p = < 2 x 106) (Abbildung 8B). Tumoren der Histologie ALM
zeigten dabei mit 1,5 var/MB den kleinsten Median (Mann-Whitney-U-Test:
p =2 x 10-"%). Vor allem ist auch das geringe Maximum der TMB in ALM von 6,7
var/Mb hervorzuheben. LMM Tumoren wiesen demgegenuber mit 87,9 var/Mb
die héchste mediane TMB auf (Mann-Whitney-U-Test: p = 3 x 107).

Abbildung 8C stellt die TMB-Verteilung in Abhangigkeit der Tumorlokalisation
dar. Tumoren im Kopf- und Halsbereich waren dabei mit einem Median von
71,7 var/Mb insgesamt von der hochsten TMB betroffen (Mann-Whitney-U-Test:
p = 2 x 10-"3), Die niedrigsten Werte wurde im Bereich der unteren Extremitat be-
obachtet (Median = 4,3 var/Mb, Mann-Whitney-U-Test: p = 3 x 10-12).
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Abbildung 8: Vergleich der TMB-Werte in Stadium Il Melanomen zwischen
verschiedenen molekularen Subtypen, Histologien und Lokalisationen.

Die TMB-Werte wurden anhand der NGS-Daten des sequenzierten Genpanels
berechnet. Die Boxplots stellen die TMB-Werte fir Tumoren der verschiedenen
molekularen Subtypen (A), Histologien (B) und Lokalisationen (C) gegenuber. Ei-
nige Datenpunkte wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit abgeschnitten und
als Dreiecke dargestellt. Die Beschriftung gibt den TMB-Wert dieser Proben wie-
der. Zur statistischen Testung der Unterschiede zwischen den Gruppen wurde
der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Es bestanden fur alle drei Variablen signifi-
kante Unterschiede (Molekularer Subtyp: p =1 x 1012, Histologie: p = <2 x 10
6 Lokalisation: p = 2 x 10-1%). SSM = superfiziell spreitendes Melanom, NM =
nodulares Melanom, LMM = Lentigo-maligna-Melanom, ALM = akrolentigindses
Melanom.
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3.6 Mutational Signatures

Far alle Proben, auch fur solche mit nur sehr wenigen Mutationen, wurden die
Signaturen der zugrundeliegenden Mutationsprozesse ermittelt. Hierbei wurden
ausschlie3lich Signaturen berlcksichtigt, die mindestens 5 % der detektierten
Mutationen eines Tumors zugrunde lagen. Der Anteil der 30 verschiedenen Sig-
naturen am Mutationsspektrum der Proben istin Abbildung 9 dargestellt. Die Pro-
ben sind nach den molekularen Subtypen angeordnet und innerhalb dieser
aufsteigend nach der Mutationslast sortiert. Die beiden dominantesten Signatu-
ren stellten Signatur 7 und Signatur 1 dar, wobei Signatur 7 insgesamt den grof3-
ten Einfluss hatte. Diese Beobachtung traf vor allem auf Tumoren mit einer hohen
TMB zu. In Proben, die nur eine kleine Zahl an Mutationen aufwiesen, war der
Beitrag entsprechend geringer. Andere Signaturen, die nur in einer oder wenigen
Proben einen grof3en Anteil der Mutationen ausmachten, wurden zusammen mit
einer niedrigen TMB beobachtet. Dabei machte Signatur 3 beispielsweise in zwei

Melanomen mindestens 50 % der Mutationen aus, Signatur 15 in drei Tumoren.
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Abbildung 9: Anteil der verschiedenen Mutational Signatures an den detek-
tierten Mutationen der einzelnen Tumorproben.

Die Mutational Signatures wurden fur jede der 193 sequenzierten Proben mit dem
R Package DeconstructSigs (Rosenthal, 2016) analysiert. Signaturen, die in der
jeweiligen Probe mindestens 5 % der detektierten Mutationen ausmachten, wur-
den berlcksichtigt. Die Proben sind nach der Zugehorigkeit zu den molekularen
Subtypen angeordnet. Oben im Graphen ist die jeweilige TMB der Probe abge-
bildet. Die Heatmap stellt den Anteil der Signaturen an den Mutationen der ein-
zelnen Proben dar. In allen Subtypen waren vor allem die Signaturen 1 und 7
dominant. Besonders in Proben mit geringer TMB dominierten haufig andere Sig-
naturen als die UV-Signatur 7.

Der Anteil der einzelnen Proben mit und ohne Dominanz der Signatur 7 in den
verschiedenen molekularen Subtypen kann Tabelle 4 entnommen werden. Der
Beitrag der UV-Signatur war im NF1 Subtyp mit 94,3 % am grof3ten. Triple-WT
Tumoren wurden hingegen nur zu 41,3 % als Signatur 7 positiv gewertet. Der
BRAF und der RAS Subtyp lagen mit 65,5 % bzw. 68,5 % dazwischen.

Tabelle 4: Anzahl und Anteil der Tumoren mit und ohne eine Dominanz der Sig-
natur 7 aufgegliedert nach dem vorliegenden molekularen Subtyp.

BRAF RAS NF1 Triple-WT
Gesamt 58 54 35 46
Signatur 7 positiv = 38 (65,5 %) 37 (68,5 %) 33 (94,3 %) 19 (41,3 %)
Signatur 7 negativ 20 (34,5 %) 17 (31,5 %) 2 (5,7 %) 27 (58,7 %)

Die gleiche Analyse wurde flr die verschiedenen Histologien durchgefliihrt. Das
Ergebnis ist in Tabelle 5 dargestellt. LMM und NM Tumoren waren mit 90,0 %
bzw. 87,2 % besonders haufig Signatur 7 positiv. ALM Tumoren wiesen hingegen
lediglich in 6,1 % der Falle eine Dominanz der UV-Signatur auf.

Tabelle 5: Anzahl und Anteil der Tumoren mit und ohne eine Dominanz der Sig-
natur 7 aufgegliedert nach der vorliegenden Histologie.

SSM NM LMM ALM
Gesamt 71 47 20 33
Signatur 7 positiv. = 51 (71,8 %) 41 (87,2 %) 18 (90,0 %) 2(6,1%)
Signatur 7 negativ 20 (28,2 %) 6(12,8 %) 2 (10,0 %) 31 (93,9 %)
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Des Weiteren wurde untersucht, ob das Vorliegen kodierender Varianten in den
detektierten Treibergenen (Kapitel 3.7.1, Supplement 4) mit der Dominanz einer
UV-Signatur in der jeweiligen Probe assoziiert war.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt. Als statistischer Test wurde der
Exakte Test nach Fisher verwendet. Die p-Werte wurden mit Hilfe des Verfahrens
nach Benjamini-Hochberg fur multiples Testen korrigiert. 15 der 29 Gene zeigten
p-Werte unter dem Signifikanzniveau von 0,05. Die Anordnung in Tabelle 6
erfolgte nach aufsteigendem p-Wert. Auffallig ist, dass unter den Tumoren, die
keine Dominanz der Signatur 7 aufwiesen, insgesamt nur wenige von Mutationen
in den aufgeflhrten Genen betroffen waren. Lediglich fur die Gene BRAF, NRAS
und KIT war der Anteil an Signatur 7 negativen Proben, die von einer Mutation
betroffen waren, vergleichsweise hoch. Mutationen dieser drei Gene waren
aulRerdem nicht signifikant mit dem Vorherrschen der Signatur 7 assoziiert.

Als Gene mit besonders niedrigen p-Werten missen ADAMTS18, MECOM,
COL3A1, TET2, EPHA3 und CDKNZ2A hervorgehoben werden (p <0,001).
Ebenfalls geringe p-Werte (p < 0,005) wurden fur die Gene ARID2, PTPRC,
HGF, NF1 und TP53 ermittelt.
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Tabelle 6: Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus der nominierten Trei-
bergene und dem Vorherrschen der UV-Signatur in der jeweiligen Probe.

Gen s7+, m+ s7-, m+ s7+,m- s7-,m- OR(95% Kl) p-Wert
ADAMTS18 44 2 83 64 16,78 (4,11-148,2) 1x10°
MECOM 35 0 92 66 Inf (6,12 - Inf) 1x10°
COL3A1 45 2 82 64 17,37 (4,26 -153,3) 1x10°
TET2 30 0 97 66 Inf (4,94 — Inf) 9x10°°
EPHA3 27 0 100 66 Inf (4,28 - Inf) 3x10°
CDKN2A 28 1 99 65 18,22 (2,86-760,4) 0,0002
ARID2 18 0 109 66 Inf (2,54 — Inf) 0,0016
PTPRC 23 1 104 65 14,26 (2,21-599,5) 0,0016
HGF 17 0 110 66 Inf (2,36 — Inf) 0,0024
NF1 33 4 94 62 5,40 (1,79 - 22,03) 0,0024
TP53 21 1 106 65 12,77 (1,96 - 539,3) 0,0035
DICER1 18 1 109 65 10,65 (1,61-453,1) 0,010
CBL 16 1 111 65 9,30(1,38-398,2) 0,017
CBLB 15 1 112 65 8,64 (1,27 -371,4) 0,026
NUP98 14 1 113 65 8,00 (1,17 -345,1) 0,042
CYP3A5 7 0 120 66 Inf (0,76 - Inf) 0,17
TCF12 6 0 121 66 Inf (0,62 — Inf) 0,17
MAP2K1 12 2 115 64 3,32 (0,71-31,48) 0,22
AR 12 2 115 64 3,32 (0,71 -31,48) 0,22
PPP6C 9 1 118 65 4,93 (0,66 - 220,4) 0,24
NRAS 37 14 90 52 1,52 (0,72 - 3,35) 0,40
RPL5 4 0 123 66 Inf (0,34 — Inf) 0,40
BRAF 48 20 79 46 1,40 (0,71 - 2,80) 0,432
cDCc27 6 1 121 65 3,21 (0,38 - 150,4) 0,51
TOP2A 8 2 119 64 2,14 (0,41 - 21,31) 0,58
CARM1 3 0 124 66 Inf (0,21 - Inf) 0,59
CAST 3 0 124 66 Inf (0,21 - Inf) 0,59
PTEN 6 3 121 63 1,04 (0,21 - 6,65) 1

KIT 11 5 116 61 1,16 (0,35 - 4,44) 1

m = Mutation im genannten Gen
s7 = UV-Signatur

+ = vorhanden/positiv

- = nicht vorhanden/negativ

OR = Odds Ratio

Inf = infinite, unendlich
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3.7 Single Nucleotide Variants

3.7.1 Potenzielle Treibergene

Die Algorithmen OncodriveCLUST, OncodriveFM und MutSigCV wurden auf die
NGS-Daten der gesamten Kohorte sowie der einzelnen molekularen Subtypen
angewendet. Ein Gen wurde als potenzielles Treibergen nominiert, falls es in ei-
ner dieser analysierten Kohorten in mindestens zwei Algorithmen als signifikant
erkannt wurde. Die Ubersicht der Gene sowie deren signifikante gq-Werte in den
verschiedenen Algorithmen und Kohorten ist in Supplement 4 zu finden.

In der Gesamtkohorte wurde die grofdte Anzahl potenzieller Treiber identifiziert.
Fur sieben Gene ergaben sich in allen drei Algorithmen signifikante g-Werte. Da-
bei handelte es sich um BRAF, NRAS, CDKN2A, TP53, CBL, MAP2K1 und
PPP6C. Lollipop-Plots, die die Verteilung der Mutationen eines Gens darstellen,
sind fur PPP6C, CDKN2A und TP53 im Anhang zu finden (Supplement 5). Abbil-
dung 10 zeigt, dass Mutationen des Gens CBL auf zwei Cluster konzentriert wa-
ren. Eines betraf in erster Linie die Aminosauren Q367 und Y371 und damit die
Linker-Region des Proteins. Das zweite Cluster betraf die Positionen P417 und
F418 und war daher, wie in Abbildung 10 dargestellt, in der Zink-Finger Doméane
von CBL lokalisiert. Bei den Mutationen dieser beiden Hotspots handelte es sich
ausschlie3lich um Missense-Mutationen. Die in der Kohorte detektierten CBL
Mutationen sind in Supplement 6 aufgelistet.

15 weitere Gene wurden in der Gesamtkohorte von mindestens zwei Algorithmen
detektiert: ARID2, HGF, NF1, ADAMTS18. CARM1, CAST, CDC27, CYP3AS,
DICER1, NUP98, PTEN, RPL5, TCF12, TET2 und TOP2A. Aullerdem wiesen
unter anderem RAC7 (q =7 x 10”7, OncodriveCLUST), PREX2 (q = 2 x 10, On-
codriveFM) und SF3B1 (q = 3 x 108, OncodriveFM) in jeweils einem Algorithmus
sehr kleine g-Werte auf. Da fur diese Gene allerdings nur jeweils ein Algorithmus
ein signifikantes Ergebnis generierte, wurden sie nicht als Treiber nominiert.

Im BRAF Subtyp wurden vier potenzielle Treibergene identifiziert. Hierzu zahlte
zum einen das BRAF Gen. Das liegt nahe, da der Subtyp auf einer Auswahl von
Proben mit BRAF Hotspot-Mutation basiert. Des Weiteren waren die drei Gene
MECOM, CDKNZ2A und PTPRC in jeweils zwei Tools signifikant. Der BRAF
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Subtyp stellte die einzige Patientengruppe dar, in der MECOM und PTPRC als
potenzielle Treiber klassifiziert wurden.

Im RAS Subtyp wurden sechs Gene als mdgliche Tumortreiber identifiziert.
NRAS und CDKNZ2A waren hierbei in drei Algorithmen signifikant, ARID2, PPP6C
COL3A1 und EPHA3 in zwei.

Im Subtyp NF1 wurden die sechs Gene NF1, CDKN2A, TP53, CBL, HGF, CBLB
und AR als Treiber nominiert, wobei CDKNZ2A in allen drei Algorithmen signifi-
kante g-Werte aufwies. Obwohl HGF in der OncodriveCLUST Analyse nicht sig-
nifikant war, zeigten vier der 17 Tumoren, die in der Gesamtkohorte von einer
kodierenden Mutation des Gens betroffen waren, die Variante E199K. CBLB
wurde ausschlief3lich im Subtyp NF1 als Treibergen nominiert. Lediglich in der
Gesamtkohorte generierte MutSigCV ebenfalls einen signifikanten g-Wert fir die-
ses Gen (q =3 x 10°).

In Triple-WT Melanomen wurden die Gene KIT, BRAF, CBL und COL3A1 durch
jeweils zwei Algorithmen detektiert. KIT wies in keinem Algorithmus einer ande-
ren Kohorte einen signifikanten g-Wert auf. Supplement 7 gibt einen Uberblick

uber die in der Kohorte beobachteten KIT Mutationen.
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Abbildung 10: Mutationscluster des Gens CBL.

Tumor- und Normal-Probenpaare von Melanompatienten im Stadium Il wurden
mittels NGS sequenziert (n = 193). Der Lollipop-Plot stellt die Positionen detek-
tierter Mutationen des Gens CBL in der Kohorte dar. Zur Erstellung der Grafik
wurde die Anwendung MutationMapper von cBioportal (Cerami et al., 2012; Gao
et al., 2013) verwendet. Die x-Achse zeigt die Aminosaureposition auf dem Gen.
Die HOhe der Lollipops gibt die Anzahl der Mutationen an der jeweiligen Position
wieder. Missense-Mutationen sind grun, trunkierende Mutationen (Nonsense,
Nonstop, Frameshift-Deletion, Frameshift-Insertion, Splice-Site) schwarz, In-
Frame-Deletionen und -Insertionen braun und alle anderen Mutationstypen pink
dargestellt. Es zeigten sich zwei Mutationscluster. Davon betraf eines vor allem
die Aminosauren Q367 und Y371 und ein zweites in erster Linie die Positionen
P417 und F418.
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Abbildung 11: Oncoplot der wichtigsten Patientencharakteristika sowie der
SNVs und CNVs ausgewahiter Gene.

Der Oncoplot fasst die wichtigsten klinischen und molekularen Veranderungen
der analysierten Stadium Il Melanom-Kohorte (n = 193) zusammen. Jede Spalte
der Abbildung steht fur einen Patienten bzw. dessen Tumor, jede Zeile stellt ein
Gen oder ein klinisches Charakteristikum dar. Die Proben wurden anhand der
molekularen Subtypen sortiert. Wahrend die Zeilen in der Grafikmitte Genmuta-
tionen markieren, geben die Zeilen im unteren Grafikteil das Vorliegen von Amp-
lifikationen oder Deletionen wieder. AMP = Amplifikation, DEL = Deletion,
y = Jahre, SSM = superfiziell spreitendes Melanom, NM = nodulares Melanom,
LMM = Lentigo-maligna-Melanom, ALM = akrolentigindses Melanom.

Neben den Signalen der positiven Selektion ist auch der Anteil, der von Mutatio-
nen in den nominierten Treibergenen betroffenen Tumoren, an den verschiede-
nen Subtypen fur die Interpretation der Ergebnisse von Interesse. Dieser ist
Tabelle 7 zu entnehmen. Es wurden alle nicht-synonymen, kodierenden Varian-
ten der jeweiligen Gene berucksichtigt. Von den identifizierten Treibergenen wa-
ren BRAF, NRAS, COL3A1, ADAMTS18 und NF1 in der Kohorte am haufigsten
mutiert. Ein Grol3teil der Gene wies im NF1 Subtyp den héchsten Anteil mutierter
Tumoren auf. Triple-WT Melanome zeigten hingegen im Vergleich sehr geringe
Mutationszahlen. Ausnahmen hiervon stellten unter anderem das KIT Gen
(23,9 %) sowie die Gene CBL (13,0 %), PTPRC (13,0 %), MAP2K1 (10,9 %),
COL3A1 (13,0 %) und ADAMTS18 (13,0 %) dar, wobei die beiden letzteren in
allen Subtypen besonders hohe Mutationsfrequenzen aufwiesen. Auch der Anteil
an BRAF-mutierten Proben war mit 10,9 % relativ hoch. Bei diesen BRAF Muta-
tionen handelte es sich jedoch nicht um die typischen Hotspot-Mutationen. Im
RAS Subtyp war mit 11,1 % eine vergleichsweise gro3e Zahl an PPP6C Mutati-
onen auffallig. AuRerdem wurden dort geringe Mutationszahlen der Gene KIT
(0 %) und CBL (1,9 %) beobachtet, wobei dieser negative Zusammenhang zwi-
schen Mutationen der genannten Gene und RAS Hotspot-Mutationen signifikant
war (Exakter Test nach Fisher: p = 0,007 fur KIT bzw. p = 0,044 fur CBL). Des
Weiteren war ein signifikanter Zusammenhang fur die Abwesenheit von Mutatio-
nen der Gene KIT, CBL, und TP53 mit dem BRAF Subtyp zu beobachten. Dort
lag der Anteil an mutierten Proben bei 1,7 % fur KIT (p = 0,043), 0 % fur CBL
(p =0,002) und 3,4 % fur TP53 (p = 0,025).
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Tabelle 7: Anteil der Proben in der Gesamtkohorte und in den molekularen Sub-
typen, die von einer nicht-synonymen, kodierenden Mutation in den nominierten
Treibergenen betroffenen waren.

Gen gesamt BRAF RAS NF1 Triple-WT
BRAF 352 % 100,0 % 3,7% 8,6 % 10,9 %
NRAS 26,4 % 0,0 % 92,6 % 2,9% 0,0 %
COL3A1 24,4 % 13,8 % 22,2 % 60,0 % 13,0%
ADAMTS18 23,8% 17,2 % 16,7 % 60,0 % 13,0%
NF1 19,2 % 52% 9,3% 82,9 % 0,0 %
MECOM 18,1 % 17,2 % 14,8 % 42,9 % 4,3%
TET2 15,5 % 6,9 % 11,1 % 45,7 % 8,7%
CDKN2A 15,0 % 10,3 % 14,8 % 37,1% 4,3%
EPHA3 14,0 % 3,4% 13,0 % 40,0 % 8,7%
PTPRC 12,4 % 6,9 % 7,4 % 28,6 % 13,0%
TP53 11,4 % 3,4% 5,6 % 40,0 % 6,5 %
DICER1 9,8 % 10,3 % 7,4 % 20,0 % 4,3%
ARID2 9,3% 3,4 % 11,1 % 20,0 % 6,5 %
CBL 8,8 % 0,0 % 1,9% 28,6 % 13,0%
HGF 8,8 % 8,6 % 5,6 % 25,7 % 0,0 %
CBLB 8,3% 6,9 % 5,6 % 22,9% 2,2%
KIT 8,3% 1,7 % 0,0 % 11,4 % 23,9%
NUPS8 7,8% 0,0 % 11,1 % 22,9% 2,2%
MAP2K1 7,3 % 52 % 3,7% 11,4 % 10,9 %
AR 7,3 % 52% 5,6 % 17,1 % 4,3%
PPP6C 52 % 1,7% 11,1 % 5,7% 2,2%
TOP2A 52% 3,4% 7,4 % 8,6 % 2,2%
PTEN 4,7 % 52% 1,9% 5,7% 6,5 %
cbc27 3,6% 1,7 % 1,9% 11,4 % 2,2%
CYP3A5 3,6% 52% 3,7% 5,7 % 0,0 %
TCF12 3,1% 1,7 % 0,0 % 8,6 % 4,3%
RPL5 2,1% 1,7% 1,9% 5,7 % 0,0 %
CARM1 1,6 % 0,0 % 1,9% 5,7% 0,0 %
CAST 1,6 % 0,0 % 1,9 % 2,9% 2,2%
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3.7.2 TERT Promoter Mutationen

Unter den im Kapitel 2.4.7 genannten Voraussetzungen wurden 111 Patienten in
die Auswertung der TERT Promotor Mutationen aufgenommen. Davon wurde in
77,5 % (n = 86) der Tumoren eine Mutation in einem der Mutationshotspots des
TERT Promoters detektiert. Von diesen 111 Proben wiesen 65 eine gute Sequen-
ziertiefe von mindestens 20x in allen Hotspot-Positionen auf. 61,5 % dieser 65
Proben waren wiederum von einer Hotspot-Mutation betroffen.

Bei allen detektierten Mutationen handelte es sich um C>T-Transitionen. Aul3er-
dem war ausnahmslos hochstens je einer der Hotspots von einer Veranderung
betroffen. Wie Tabelle 8 indirekt zu entnehmen, entfielen 50 % der Hotspot-Mu-
tationen auf die Position C228, gefolgt von Position C250, die in 43,0 % der Falle
betroffen war. Sechs der 43 C228T Mutationen zeigten zusatzlich eine C>T-Tran-
sition im benachbarten Codon C229. Tandem-Mutationen der Codons C242 und
C243 wurden lediglich in sechs Fallen beobachtet.

Tabelle 8: TERT Promoter Hotspot-Mutationen der Gesamtkohorte (n = 111),
aufgegliedert nach ihrer Lokalisation auf Chromosom 5.

Variante Anzahl Anteil
Wildtyp 25 22,5 %
1.295.228 C>T 43 38,7 %
1.295.242/3 CC>TT 6 54%
1.295.250 C>T 37 33,3%

Die Aufschlisselung der TERT Promoter Mutationen nach den vier molekularen
Subtypen ist Tabelle 9 zu entnehmen. Der NF1 Subtyp wies mit 95,5 % der in die
Analyse eingeschlossenen Proben den hochsten Anteil an Tumoren mit TERT
Promoter Mutation auf. Triple-WT Melanome zeigten demgegenuber mit 39,1 %
die geringste Mutationsfrequenz. Wie in der Gesamtkohorte entfiel in den Subty-
pen BRAF und NF1 der groRte Anteil der Mutationen auf den Hotspot C228. In
der RAS und Triple-WT Kohorte war jedoch der C250 Hotspot etwas haufiger von
einer Mutation betroffen.
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Es bestand aul’erdem ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen
von TERT Promoter Mutationen und einer Dominanz der UV-Signatur 7 im Tum-

orgewebe (Exakter Test nach Fisher: p =6 x 10-19).

Tabelle 9: Haufigkeit der Hotspot-Mutationen des TERT Promoters in den mole-
kularen Subtypen (n = 111).

BRAF RAS NF1 Triple-WT
gesamt 38 28 22 23
mutiert 32 (84,2%) 24 (85,7 %) 21 (95,5 %) 9 (39,1%)
C228T 16 (42,1%) 10 (35,7 %) 14 (63,6 %) 3 (13,0%)
CC242/3TT 3 (7,9%) 1 (3,6%) 1 (4,5%) 1 (4,3%)
C250T 13 (34,2 %) 13 (46,4 %) 6 (27,3%) 5 (21,7 %)

3.8 Somatische Kopienzahlveranderungen

Far 3 Patienten war aus Qualitatsgrinden die Auswertung der CNVs nicht mog-
lich. Davon gehorten zwei Proben dem NF1 Subtyp und eine dem RAS Subtyp
an. Diese Proben wurden daher bei allen Analysen dieses Kapitels nicht bertck-
sichtigt.

Abbildung 12 stellt die Verteilung des von SCNAs betroffenen Genomanteils in
den molekularen Subtypen dar. Fiur die Berechnung wurden alle detektierten
SCNAs ohne Cutoffs berucksichtigt (Kapitel 2.4.8). Die Werte reichten in der Ge-
samtkohorte von 0 % bis 46,8 %. Triple-WT Tumoren wiesen mit 13,0 % den
héchsten Median auf, RAS Tumoren mit 9,7 % den niedrigsten. Insgesamt exis-
tierten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den molekularen Sub-
typen (Kruskal-Wallis Test: p = 0,18).
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Abbildung 12: Vergleich des von SCNAs betroffenen Anteils am gesamten
Genom zwischen den molekularen Subtypen.

Die CNVs der Stadium Il Melanomkohorte wurden mit ClinCNV anhand der vor-
liegenden NGS-Daten ermittelt (n = 190). Der Boxplot stellt die HOhe des von
SCNAs betroffenen Genomanteils in Abhangigkeit der molekularen Subtypen
dar. Die Begrenzungen der Box markieren das erste bzw. dritte Quartil. Es exis-
tierten keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier Subtypen (Kruskal-
Wallis Test: p = 0,18).

Abbildung 13 wurde mittels GISTIC 2.0 erstellt und gibt einen Uberblick (iber die
genomischen Regionen, die in den Proben von SCNAs betroffen waren. Die Ab-
bildung zeigt deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Chromoso-
men. Einige waren in der Kohorte besonders haufig von Deletionen betroffen, wie
beispielsweise 64, 9 und 10. Andere, wie zum Beispiel 1q, 6p, 7 und 8q, wiesen

vor allem Amplifikationen auf.
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Abbildung 13: Darstellung des Copy-number (CN) Profils der Stadium Il Me-
lanomkohorte.

193 Melanompatienten im Stadium Il wurden mittels NGS sequenziert. Fir 190
Tumoren war die Analyse der CNVs durch ClinCNV erfolgreich. Die Heatmap
wurde mittels GISTIC 2.0 anhand dieser Daten erstellt. Die Chromosomen sind
vertikal angeordnet. Die analysierten Proben sind nebeneinander auf der x-
Achse dargestellt. Deletionen sind blau, Amplifikationen rot. Die Chromosomen
1q, 6p, 7 und 8q waren in der Kohorte besonders haufig von Amplifikationen be-
troffen. Haufig deletiert waren die Chromosomen 6q, 9 und 10.
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Die Gesamtkohorte sowie die molekularen Subtypen wurden mittels GISTIC 2.0
auf Signale positiver Selektion von SCNAs analysiert. Abbildung 14 zeigt die
GISTIC Ergebnisse der Gesamtkohorte (n = 190). Die Ergebnisse der vier mole-
kularen Subtypen sind in Supplement 8 dargestellt. Das Signifikanzniveau lag,
wie im Algorithmus voreingestellt, bei 0,25 (grine Linie). Da auf den meisten der
detektierten Genabschnitte viele Gene lokalisiert waren, kann nicht sicher auf ein
einzelnes Gen als Ursache der positiven Selektion geschlossen werden. Ledig-
lich fur signifikante Regionen, die laut GISTIC nur eine geringe Anzahl an Genen
beinhalteten, ist ein Rickschluss auf das der Selektion zugrundeliegende Gen
mit hoher Wahrscheinlichkeit moglich. Fur die manuelle Beschriftung der geno-
mischen Regionen in den Abbildungen wurden einige Gene ausgewahlt, die auf
dem von GISITIC ausgegebenen Wide-Peak der jeweiligen Region lokalisiert wa-
ren und aufgrund der aktuellen Studienlage von Interesse sein kdnnten.

In der Gesamtkohorte wies die Deletion der Region 9p21.3 den niedrigsten q-
Wert auf. Auf dem entsprechenden Wide-Peak war neben CDKNZ2A nur ein wei-
teres Gen, C90rf53, lokalisiert. Weitere Deletionen in der Gesamtkohorte, fur die
GISTIC nur eine geringe Anzahl an Genen auf dem Wide-Peak ausgab, betrafen
die Regionen 10921.2 und 17g11.2. Die erste dieser Deletionen beinhaltete le-
diglich die Gene ANK3 und C100rf40, die zweite ausschliel3lich NF1. Unter den
Amplifikationen wies 11g13.3 den geringsten g-Wert auf. Der Wide-Peak dieser
Region enthielt drei Gene: CCND1, FGF19 und ORAOV1. Weitere signifikante
Amplifikationen mit Wide-Peaks, die nur einzelne Gene enthielten, betrafen 4912
mit KIT, 17925.3 mit RPTOR und 3p13 mit MITF. Die signifikante Amplifikation
des Locus 22913.2 beinhaltete mit EP300, RBX1 und MIR1281 ebenfalls nur eine

vergleichsweise geringe Anzahl an Genen.

Bei der separaten Analyse der molekularen Subtypen ergaben sich einige Ge-
meinsamkeiten zwischen den Ergebnissen (Supplement 8). In allen vier Subty-
pen wurde die Deletion der Region 9p21.3 detektiert, die das Gen CDKNZ2A
enthielt. Die Deletion des Locus 6925.3, wo unter anderem das ARID1B Gen
lokalisiert war, ergab in der BRAF, NF1 und Triple-WT Kohorte signifikante g-
Werte. Auch der Locus 6g23.3, dessen Deletion im RAS Subtyp signifikant war,

enthielt dieses Gen. Das Gen CBL, das bereits im Kapitel 3.7.1 als potenzieller
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Tumortreiber nominiert wurde, befand sich ebenfalls in allen Subtypen auf einer
signifikant deletierten Region (11924.1: BRAF und NF1; 11923.3: RAS; 11923.1:
Triple-WT). AuRerdem wurde in der RAS, NF1 und Triple-WT Kohorte die Amp-
lifikation des Locus 12q15 detektiert. Von dieser Amplifikation war unter anderem
das Gen MDM?2 betroffen.

Zum Teil wurden Alterationen von GISTIC im Gegensatz dazu lediglich in einem
oder wenigen Subtypen identifiziert. Beispielsweise war die Deletion von 17q11.2
nur in den Subtypen NF7 und Triple-WT signifikant. Im Wide-Peak der Region
war unter anderem das Gen NF1 lokalisiert, in der Triple-WT Kohorte sogar aus-
schlie3lich. In diesen beiden Subtypen fand sich aulderdem die Amplifikation des
Locus 12914.1 mit dem Gen CDK4 als signifikante Alteration. In RAS und Triple-
WT Tumoren wurde die Amplifikation der Region 11q13.3 detektiert, die unter
anderem das CCND1 Gen enthielt. TERT war auf dem Locus 5p15.33 lokalisiert,
der ebenfalls in RAS und Triple-WT Tumoren signifikant amplifiziert war. Das Gen
PTEN war von einer Deletion des Locus 10g11.22 in der BRAF Kohorte und der
Region 10g21.2 in Triple-WT Tumoren betroffen. Auf diesen genomischen Ab-
schnitten waren jedoch in beiden Fallen eine grol3e Anzahl weiterer Gene lokali-
siert. Die Amplifikation der Region 4q12 war nur in der Triple-WT Kohorte
signifikant und enthielt dort ausschlielich das KIT Gen. Spezifisch fur die BRAF
Kohorte war die Amplifikation von 1p12, die unter anderem das Gen NOTCH?2
betraf, sowie von 7933 mit dem Gen BRAF. Im NF1 Subtyp wurde eine 5p12
Amplifikation identifiziert, deren Wide-Peak lediglich das Gen FGF 10 beinhaltete.
Dieser Locus war in keinem der anderen Subtypen signifikant amplifiziert. Die
3p13 Amplifikation, die auch in der Gesamtkohorte signifikant war und lediglich
das Gen MITF im Wide-Peak aufwies, wurde ausschlieBlich im Triple-WT Subtyp
detektiert.

In Tabelle 10 sind fir einige Gene die Anteile der Tumoren mit Amplifikationen
(CN = 4) und Deletionen an der Gesamtkohorte sowie an den verschiedenen
molekularen Subtypen angegeben. Dabei wurde nicht zwischen homozygoten
und heterozygoten Deletionen unterschieden. In der Tabelle wurden die in Abbil-

dung 14 beschrifteten Gene sowie PTEN berucksichtigt.
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Tabelle 10 zeigt, dass die Alterationsfrequenzen der meisten Gene in der Triple-
WT Kohorte verglichen mit den anderen Subtypen besonders hoch waren. Dies
galt insbesondere fur Amplifikationen. Fur alle aufgefuhrten Gene bis auf BRAF
und MITF wies der Triple-WT Subtyp den hochsten Anteil an von einer Amplifi-
kation betroffenen Tumoren auf. Besonders deutlich zeigte sich dieser Unter-
schied fur Amplifikationen der Gene KIT, MDM2, CCND1 und RAC1. Das Gen
BRAF war hingegen haufiger im BRAF Subtyp amplifiziert und MITF haufiger im
NF1 Subtyp.

Von CDKNZ2A Deletionen waren BRAF und RAS Tumoren am haufigsten betrof-
fen. PTEN Deletionen traten im BRAF Subtyp ungefahr doppelt so haufig auf, wie
in den anderen Subtypen. NF1 Deletionen kamen haufiger in NF7 und Triple-WT
Tumoren vor. Von CBL Deletionen waren die Subtypen RAS und NF1 besonders

haufig betroffen.

Tabelle 10: Der Anteil der von Amplifikationen und Deletionen ausgewahlter
Gene betroffenen Tumoren in der Gesamtkohorte und den molekularen Subty-
pen.

Gesamt BRAF RAS NF1 Triple-WT
Amplifikationen
BRAF 15,9 % 22,4 % 9,4 % 152 % 17,4 %
TERT 11,3 % 8,6 % 7,5% 15,2 % 17,4 %
CCND1 12,3 % 6,9 % 11,3 % 12,1 % 21,7 %
KIT 8,7% 3,4% 7,5% 6,1 % 19,6 %
MITF 9,2% 3,4% 5,7% 18,2 % 152 %
CDK4 10,3 % 3,4% 3,8% 152 % 239 %
MDM2 11,3 % 52 % 5,7% 9,1% 28,3 %
RAC1 15,4 % 10,3 % 7,5% 18,2 % 30,4 %
mMYC 18,5 % 10,3 % 18,9 % 21,2 % 28,3 %
RBX1 14,9 % 6,9 % 18,9 % 18,2 % 19,6 %
Deletionen
CDKN2A 53,8 % 62,1 % 62,3 % 48,5 % 43,5%
PTEN 26,2 % 41,4 % 22,6 % 21,2 % 17,4 %
ARID1B 32,8% 32,8% 35,8 % 30,3% 34,8%
NF1 13,3 % 12,1% 5,7% 21,2 % 19,6 %
CBL 33,8 % 25,9 % 45,3 % 45,5 % 26,1 %
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Abbildung 14: GISTIC Ergebnisse der Gesamtkohorte.

Die CNVs der NGS-Daten wurden mittels ClinCNV analysiert. Fur 3 Patienten
war dies aufgrund der geringen Qualitat der Daten nicht mdglich. Davon gehorten
zwei dem Subtyp NF7 und einer dem RAS Subtyp an. Anschlie3end wurden die
SCNAs der gesamten Kohorte sowie der einzelnen molekularen Subtypen mittels
GISTIC auf Signale positiver Selektion untersucht. Der Graph bildet die Ergeb-
nisse der Gesamtkohorte ab (n = 190). Amplifikationen sind in Graph A, Deletio-
nen in Graph B aufgetragen. Die Skala links gibt die Lokalisation der detektierten
SCNAs auf dem Genom wieder. Die untere x-Achse zeigt die Hohe der ermittel-
ten FDR g-Werte, die obere die entsprechenden G-Scores. Die grine, vertikale
Linie stellt das Signifikanzniveau fur die FDR g-Werte dar. Die Beschriftungen auf

der rechten Seite geben die Bezeichnungen der signifikanten Regionen an. "q

bezeichnet den langen Chromosomenarm, "p" den kurzen Arm. Aul3erdem wur-
den manuell ausgewahlte Gene der Peak-Region erganzt. Hierfir wurden Gene
gewabhlt, die bereits in Studien als SCNAs des malignen Melanoms beschrieben
wurden oder solche, die anderweitig von Interesse sein konnten. A. Amplifikatio-
nen. B. Deletionen.

Von den 22 Proben, die eine TERT Amplifikation aufwiesen, wurden 12 Proben
aufgrund einer zu geringen Sequenziertiefe der Hotspot-Positionen von der Ana-
lyse der TERT Promoter Mutationen ausgeschlossen (Kapitel 2.4.7). Weitere drei
dieser amplifizierten Proben waren nicht gleichzeitig von einer Mutation in den
analysierten Hotspots betroffen. Sieben Melanome zeigten sowohl eine Amplifi-
kation des TERT Gens als auch eine Hotspot-Mutation im TERT Promoter. In
Triple-WT Tumoren entfielen die beobachteten TERT Amplifikationen aus-
schlief3lich auf Proben, die keine zusatzliche Mutation aufwiesen oder in der Ana-
lyse der TERT Promoter Mutationen nicht berlcksichtigt werden konnten.

66 Proben der Kohorte waren von einer heterozygoten Deletion des CBL Gens
betroffen, von denen funf gleichzeitig eine Mutation des Gens trugen. Vier dieser
funf Mutationen betrafen die Aminosaurepositionen P417 oder F418. Homozy-

gote Deletionen wurden nicht beobachtet.
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3.9 Uberlebensanalysen

Fir die Uberlebensanalysen lagen Daten Uber das Gesamtiiberleben (OS) sowie
das rezidivfreie Uberleben (RFS) vor. Die mediane Follow-up Zeit betrug 33 Mo-
nate (Range: 1 — 213 Monate). Insgesamt wurde in 54 Fallen ein Rezidiv doku-
mentiert, das im Median nach 14 Monaten auftrat (Range: 3 — 72 Monate). Bei
32 dieser 54 Rezidive handelte es sich um Fernmetastasen (Stadium IV). Die
ubrigen wurden als Stadium Il Erkrankung eingestuft. Keiner der Rezidivtumoren
hatte die gleiche Lokalisation wie der exzidierte Primarius.

Uber die Therapieschemata, die im Rezidivfall zur Anwendung kamen, lagen
keine Informationen vor. Insgesamt starben 41 Patienten, deren medianes Ge-
samtuberleben 26 Monate betrug (Range: 5 — 126 Monate). Hierbei wurde nicht
unterschieden, ob der Tod durch die Melanomerkrankung hervorgerufen wurde
oder eine andere Ursache hatte. Bei lediglich 26 dieser verstorbenen Patienten

wurde zuvor ein Rezidiv der Tumorerkrankung festgestellt.

Mittels univariater Cox-Analysen wurde der Einfluss ausgewahlter klinischer Pa-
rameter, der TMB, der molekularen Subtypen, der TERT Promoter Mutationen
sowie der Aneuploidie auf das RFS und das OS analysiert. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 11 aufgefuhrt. In den univariaten Analysen wurden ausschlie3lich Pro-
ben berucksichtigt, fur die die jeweiligen Informationen vorlagen. Die Anzahl der
Patienten mit fehlenden Daten ist jeweils in der Spalte "fehlend" angegeben. Die
Proportional Hazard Assumption wurde in allen Fallen erflllt, mit Ausnahme der
OS-Analysen fur die Faktoren Ulzeration und Regression.

Lediglich das Alter, die Tumordicke und das Tumorstadium sowie der molekulare
Subtyp zeigten in der univariaten Cox-Analyse einen signifikanten Einfluss auf
das RFS. Das Alter wurde als kontinuierliche Variable analysiert und wies eine
relativ kleine Hazard Ratio (HR) von 1,03 (95%-Konfidenzintervall (95% Kil):
1,005 - 1,05) auf. Nur das Stadium IIC war gegenuber dem Stadium |IA mit einem
signifikant schlechteren RFS assoziiert (95% Kl: 1,46 - 5,20; Abbildung 15.1A).
Ein ahnlicher Zusammenhang zeigte sich fur die Tumordicke, wobei lediglich T4
gegenuber T2 mit einer signifikant schlechteren Prognose einherging (95% Ki:

1,12 - 7,80). Die Analyse der molekularen Subtypen ergab fur NF1 Tumoren im
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Vergleich zu Triple-WT Melanomen ein signifikant besseres RFS (Abbildung
15.3A). Mit 0,3 war die entsprechende HR aullerdem weit von der 1 entfernt
(95% KI: 0,10 - 0,89). Dieser Zusammenhang blieb auch in der multivariaten Ana-
lyse nach Korrektur fur unter anderem Alter und Tumorstadium signifikant (Ta-
belle 12). Fur BRAF und RAS Tumoren wurde bezuglich des RFS kein
signifikanter Unterschied zu Triple-WT Tumoren festgestellt.

Als prognostische Faktoren des OS wurden, wie auch fur das RFS, Alter, Stadium
und Tumordicke identifiziert. Zusatzlich wies die Histologie des Tumors einen sig-
nifikanten Einfluss auf das OS auf (Abbildung 15.2). SSM waren dabei mit einem
signifikant besseren OS verglichen mit NM assoziiert (p = 0,008; HR = 0,32; 95%
Kl: 0,14 —0,74). Fir LMM wurde bei der Auswertung des OS ebenfalls eine kleine
HR beobachtet (HR = 0,33), wobei dieser Zusammenhang nicht signifikant war
(p =0,079; 95% KI: 0,09 — 1,14). Bezuglich der molekularen Subtypen ergaben
sich bei der Analyse des OS, im Gegensatz zum RFS, keine signifikanten Unter-
schiede. Lediglich Tumoren des BRAF Subtyps wiesen mit 0,43 eine relativ kleine
HR auf. Das Signifikanzniveau wurde dabei allerdings nicht unterschritten
(p = 0,060; 95% KI: 0,18 — 1,04). Abbildung 15.3B zeigt eine Tendenz zu einem
besseren OS von Patienten mit BRAF Tumoren gegenuber jenen mit anderen
Melanomsubtypen in den ersten Jahren nach Diagnosestellung.

Die TMB wurde sowohl als binarer Faktor, mit dem Median der Kohorte als Cutoff,
als auch als kontinuierliche Variable analysiert. FUr keine der beiden Herange-
hensweisen ergaben sich signifikante Unterschiede bezuglich RFS oder OS. Ins-
besondere fir das OS verliefen die Uberlebenskurven dicht beieinander
(Abbildung 15.4B). In der Analyse der TMB als kontinuierlicher Marker zeigte sich
aullerdem eine HR, die sehr nah am Wert 1 lokalisiert war. Dies wird vor allem
auch bei Betrachtung des 95%-Konfidenzintervalls deutlich (RFS: 0,99 - 1,00;
0S: 0,99 - 1,01).

Auch hinsichtlich des Mutationsstatus des TERT Promoters ergab sich kein sig-
nifikanter Zusammenhang zum Outcome. In Abbildung 15.5A ist die Tendenz zu
einem verkurzten RFS der Patienten ohne TERT Promoter Mutation zu erken-
nen, wobei das Signifikanzniveau nicht unterschritten wurde (p = 0,25). Die Aus-

wertung wurde fur eine Kohorte wiederholt, die nur kutane Melanome der
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Histologien SSM, NM und LMM beinhaltete (n = 86, davon neun ohne Hotspot-
Mutation des TERT Promoters). Auch bei der Analyse dieser Subgruppe war kein
signifikanter Zusammenhang auszumachen (RFS: HR = 1,03; 95% Kl: 0,24 —
4,44; p =0,97; OS: HR = 1,13; 95% KI: 0,15 - 8,70; p = 0,91).

Die Auswirkung der Aneuploidie auf das Outcome wurde analysiert, indem die
Kohorte in vier Quartile eingeteilt wurde. Die Werte des Aneuploidie-Scores be-
wegten sich dabei zwischen 0 und 16. Das erste Quartil lag bei einem Score von
1, der Median bei 3 und das dritte Quartil bei 5. Da der verwendete Aneuploidie-
Score nur ganzzahlige Werte annehmen kann, war eine Einteilung in vier Grup-
pen gleicher Grdlde nicht moglich. In die Gruppe mit den hdchsten Werten wurden
Proben mit einem Score > 5 eingeschlossen (n = 42). Fur das dritte Quartil wur-
den Proben mit Werten > 3 bis einschlieRlich 5 bertcksichtigt (n = 34). Das
zweite Quartil beinhaltete alle Melanome mit einem Aneuploidie-Score > 1 bis
einschlieBlich 3 (n = 63). Die tUbrigen 51 Tumoren wurden dem ersten Quartil zu-
gewiesen. Abbildung 15.6A zeigt, dass nach dem ersten Jahr der Nachbeobach-
tung besonders viele Rezidive im dritten Quartil auftraten. Insgesamt ergaben
sich jedoch weder fur das RFS noch fur das OS signifikante p-Werte.
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Tabelle 11: Univariate Cox-Analysen ausgewabhlter klinischer Faktoren sowie der
TMB, des molekularen Subtyps, des TERT Promoter Status und der Aneuploidie.

Rezidivfreies Uberleben (RFS) Gesamtiiberleben (0S)
fehlend HR 95% KI p-Wert HR 95% KI p-Wert

Alter 1,03 1,005 - 1,05 0,018 1,10 1,06-1,14 2 x 107
TMB kontinuierlich 0,99 0,99-1,00 0,14 1,00 0,99-1,01 0,98
TMB binar

niedrig (< 14,3)°

hoch (> 14,3) 0,85 0,49 - 1,45 0,54 0,93 0,50 - 1,73 0,83
Geschlecht

weiblich®

ménnlich 1,10 0,64 - 1,90 0,74 1,05 0,56 - 1,98 0,87
AJCC Stadium

IA°

1B 1,16 0,58-2,30 0,67 2,78 1,12-6,89 0,028

Inc 2,76 1,46 - 5,20 0,002 7,88 3,29-18,87 4x10°
Tumordicke

T2°

T3 1,50 0,57 - 3,93 0,41 6,39 0,84 -48,46 0,073

T4 2,96 1,12-7,80 0,028 20,16 2,66 -153,0 0,004
Ulzeration

nein®

ja 1,42 0,79-2,54 0,24 1,96 0,93-4,11 0,077
Regression 30

nein®

ja 1,87 0,95 - 3,69 0,072 1,45 0,60 - 3,56 0,41
Lokalisation

Kopf/Hals®

Rumpf 1,11 0,53 -2,30 0,79 1,66 0,67 - 4,11 0,27

Obere Extremitt 0,36 0,08 - 1,60 0,18 0,73 0,16 - 3,45 0,69

Untere Extremitit 1,26 0,65 - 2,46 0,49 1,88 0,82 - 4,31 0,14
Histologie 22

NMm®

SSM 0,83 0,40-1,69 0,60 0,32 0,14-0,74 0,008

LMM 0,90 0,34-2,37 0,83 0,33 0,09-1,14 0,079

ALM 1,39 0,65-2,96 0,39 0,76 0,34-1,71 0,50
Subtyp

Triple-WT®

BRAF 0,67 0,34 -1,30 0,23 0,43 0,18 - 1,04 0,060

RAS 0,65 0,33-1,29 0,22 0,74 0,33 -1,64 0,46

NF1 0,30 0,10-0,89 0,030 0,95 0,39-2,28 0,90
TERT Promoter 82

Wildtyp®

Hotspot-Mutation 0,63 0,29-1,39 0,25 0,90 0,30-2,75 0,86
Aneuploidie 3

1. Quartil°

2. Quartil 1,26 0,61 - 2,60 0,53 0,87 0,38 -2,02 0,75

3. Quartil 1,50 0,65 - 3,47 0,35 1,33 0,53 - 3,39 0,55

4. Quartil 1,41 0,64 - 3,08 0,40 1,39 0,59 - 3,27 0,46

° Referenzkategorie, HR = Hazard Ratio, KI: Konfidenzintervall
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Abbildung 15: Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir ausgewihlite Faktoren.

Fir 193 Melanompatienten im Stadium 1l wurden Uberlebensdaten analysiert.
Die jeweils als "A" benannte Abbildung stellt das rezidivfreie Uberleben (RFS)
dar, die mit "B" bezeichnete das Gesamtiberleben (OS). Uber die Histologie, die
Aneuploidie und den Mutationsstatus des TERT Promoters lagen nicht fur alle
Tumoren Daten vor. Die Anzahl der in der Auswertung berucksichtigten Patienten
ist in der jeweiligen Abbildung angegeben. In der univariaten Analyse ergaben
sich signifikante Unterschiede fur das Stadium (RFS und OS), den molekularen
Subtyp (RFS) sowie die Histologie (OS). Die Ergebnisse der entsprechenden uni-
variaten Cox-Analysen sind Tabelle 11 zu entnehmen. Die Kurven wurden bei
120 Monaten abgeschnitten, da die Nachbeobachtung von Stadium Il Melanom-
patienten in der Regel nur Uber 10 Jahre erfolgt.
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Des Weiteren wurde der Einfluss des Mutationsstatus der nominierten Treiber-
gene auf das RFS und das OS analysiert. Hierfur wurden Gene bericksichtigt,
die in der Gesamtkohorte als Treiber nominiert wurden und dort in mindestens
5 % der Tumoren von einer kodierenden, nicht-synonymen Mutation betroffen
waren (Supplement 4, Tabelle 7). Das traf fir BRAF, NRAS, NF1, ADAMTS18,
TET2, CDKN2A, TP53, DICER1, ARID2, CBL, HGF, NUP98, MAP2K1, PPP6C
und TOPZ2A zu. Da die Einteilung in die molekularen Subtypen auf dem Vorliegen
von Mutationen der Gene BRAF, NRAS und NF1 basiert, wurde auf die erneute
Analyse dieser Gene verzichtet. Fur die ubrigen Gene wurden jeweils die Proben,
welche von einer kodierenden Mutation des Gens betroffen waren, mit den WT-
Proben verglichen. Die Ergebnisse wurden anschlie®end, separat fur RFS und
OS, mit Hilfe des BH-Verfahrens fur multiples Testen korrigiert. Nach der BH-
Korrektur ergab sich flr keines der genannten Gene ein signifikanter Einfluss auf
das RFS oder das OS (Supplement 9).

Neben den Auswirkungen von Mutationen in potenziellen Treibergenen wurde
auch der Einfluss der finf von GISTIC als deletiert detektierten Regionen analy-
siert, die die geringsten g-Werte aufwiesen. Die Peaks dieser funf Regionen la-
gen bei 9p21.3, 9p24.3, 11923.1, 6925.3 und 6921 (Abbildung 14). Die von
GISTIC ermittelten Begrenzungen der Regionen kénnen Supplement 10 enthom-
men werden. Da sich die Begrenzungen der CNVs zwischen verschiedenen Pro-
ben grundlegend unterscheiden, wurden die GISTIC Ergebnisse fur die
Uberlebensanalysen verwendet. Proben mit einem Amplitude Threshold von
< - 0,1 fur die entsprechende Region wurden als deletiert angesehen und mit den
ubrigen WT-Proben verglichen. Die p-Werte wurden erneut mittels des BH-Ver-
fahrens fur multiples Testen korrigiert. Die Ergebnisse dieser Auswertung konnen
Supplement 11 entnommen werden. Lediglich fur die Deletion der Region
11923.1 ergab sich eine signifikante Auswirkung auf das Outcome (Abbildung
16). Patienten, deren Tumor eine Deletion aufwies, zeigten hierbei ein schlech-
teres OS mit einer HR von 4,75 (95% Kl: 2,32 — 9,73; korrigiertes p = 0,0001)
gegenuber Patienten, deren Tumor nicht von einer Deletion betroffen war. Diese

Assoziation blieb auch in der multivariaten Cox-Analyse signifikant (Tabelle 12).
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Hinsichtlich des RFS bestand kein signifikanter Unterschied in Abhangigkeit des
Vorliegens einer 11923.1 Deletion im Tumor (95% Kl: 0,77 — 2,24). Die 261
Gene, die auf dem Wide-Peak der GISTIC Region 11923.1 lokalisiert sind, kon-
nen Supplement 12 entnommen werden. Unter anderem traf dies auf das Gen
CBL zu.
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Abbildung 16: Kaplan-Meier Uberlebenskurven in Abhéingigkeit des
Deletionsstatus der GISTIC Region 11g23.1

Von 190 Melanompatienten im Stadium Il wurden mittels NGS CNV-Daten ge-
wonnen. Mit dem Algorithmus GISTIC wurden signifikant amplifizierte und dele-
tierte Regionen identifiziert. Uberlebensanalysen fur die funf signifikanten
Deletionen mit den kleinsten g-Werten wurden durchgefuhrt. Nach der Korrektur
fur multiples Testen waren lediglich Deletionen der Region 11923.1 mit einem
signifikant schlechteren OS assoziiert (p = 0,0001; HR =4,75; 95% Kl: 2,32 —
9,73). Die Abbildung stellt die Uberlebenskurven fiir Patienten mit und ohne De-
letion der 11923.1 GISTIC Region jeweils fur das RFS (A) und das OS (B) ge-
genuber. Die Kurven wurden bei 120 Monaten abgeschnitten, da die
Nachbeobachtung von Stadium Il Melanompatienten in der Regel nur Gber 10
Jahre erfolgt.

75



Die Ergebnisse der multivariaten Cox-Analysen des RFS und des OS sind in Ta-
belle 12 aufgeflhrt. Da in der Kohorte lediglich 55 Events fur das RFS und 41
Events fur das OS auftraten, wurden nur funf Variablen in das Modell einge-
schlossen. Auf die Analyse von Tumordicke und Ulzeration wurde verzichtet, da
das Stadium Uber diese beiden Faktoren definiert ist. Es wurden Variablen ge-
wahlt, die fur diese Studie von besonderem Interesse waren.

In der multivariaten Analyse des RFS waren das Alter und das Tumorstadium IIC
mit einem verkurzten RFS assoziiert, wohingegen der Subtyp NF1, verglichen
mit Triple-WT, mit einem verbesserten RFS einherging. Das Alter und die Tu-
morstadien 1IB und [IC waren ebenfalls mit einem signifikant schlechteren OS
assoziiert. Zudem wurde genau wie in der univariaten Analyse im Zusammen-
hang mit Deletionen der von GISTIC als signifikant identifizierten Region 11923.1
ein schlechteres OS beobachtet (p = 0,008, HR = 2,85). Die TMB wies auch in

der multivariaten Analyse keine Signifikanz auf.

Tabelle 12: Multivariate Cox-Analysen fur RFS und OS (n = 190).

Rezidivfreies Uberleben (RFS) Gesamtiiberleben (0S)
HR 95% Kl p-Wert HR 95% Ki p-Wert

Alter 1,03 1,01-1,05 0,010 1,09 1,05-1,13 1x10°
TMB binar

niedrig (< 14,3)°

hoch (> 14,3) 1,20 0,65-2,21 0,56 1,19 0,52-2,71 0,68
Stadium

I1A°

1B 1,20 0,60-2,40 0,61 2,52 1,003-6,33 0,049

Ic 2,72 1,41-527 0,003 6,88 2,72-17,43 5x10°
Subtyp

Triple-WT*®

BRAF 0,87 044-1,73 0,69 1,12 0,43-2,94 0,81

RAS 0,76 0,37-1,57 0,46 1,16 0,49-2,75 0,74

NF1 0,25 0,08-0,82 0,022 0,88 0,29 -2,67 0,83
GISTIC Region 11g23.1

Wildtyp®

Deletion 1,04 0,58-1,86 0,90 2,85 1,31-6,19 0,008

° Referenzkategorie
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4 Diskussion

4.1 Methodik und potenzielle Fehlerquellen

Da das NGS grole Mengen an Daten generiert, wird fur deren Auswertung von
bioinformatischen bzw. statistischen Methoden Gebrauch gemacht. Diese Her-
angehensweisen stltzen sich auf eine Reihe an Grundannahmen, die sich zum
Teil zwischen verschiedenen Studien grundlegend unterscheiden. Auch hinsicht-
lich der Berechnung von TMB und Aneuploidie herrscht eine ausgepragte Hete-
rogenitat (Melendez et al., 2018). Diese Abweichungen konnten zu
widerspruchlichen Ergebnissen von Studien fuhren. Daher sollen an diese Stelle
zunachst die wichtigsten verwendeten Methoden bezlglich Heterogenitat und

weiterer moglicher Fehlerquellen diskutiert werden.

4.1.1 Eigenschaften der verwendeten Gewebeproben

Die DNA fur die Sequenzierung wurde aus FFPE-Tumorblocken gewonnen. Da
Stadium Il Melanome teilweise eine sehr geringe Tumordicke von lediglich etwas
mehr als 1 mm aufweisen (Kapitel 1.3.3.1), war es in einigen Fallen nicht mdglich,
genug DNA fur das NGS zu gewinnen. Aufgrund dessen mussten einige Proben
bereits vor der Sequenzierung ausgeschlossen werden. Eine wichtige Fehler-
quelle ist, dass sowohl Tumor- als auch Normalgewebe aus demselben Gewe-
beblock gewonnen wurden. Durch eine ungenaue Dissektion der Abschnitte
konnte es folglich in einigen Proben zu einer Kontamination der Normal-DNA mit
Tumor-DNA gekommen sein. Dadurch wird die Detektion von Tumorvarianten
verhindert oder erschwert. AuRerdem ist es ebenfalls moglich, dass in der extra-
hierten Tumor-DNA ein groRRer Anteil an Normal-DNA vorhanden war. Da nur
Varianten in die Analyse aufgenommen wurden, die eine Allelfrequenz von min-
destens 5 % aufwiesen, konnte ein sehr geringer Tumoranteil die Detektion ech-
ter Varianten verhindern. Das Gleiche gilt jedoch auch flr subklonale Varianten,
die nur in einem kleinen Anteil der Tumorzellen zu finden sind. FlUr zwei Proben
der Kohorte konnten weder Mutationen noch SCNAs identifiziert werden, wofur

ein geringer Tumoranteil dieser Proben ursachlich sein konnte.
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Auch die Fixierung mit Formalin und die anschliefende Einbettung in Paraffin,
eine Methodik, die sehr haufig zur Gewebekonservierung verwendet wird, stellt
eine wichtige potenzielle Fehlerquelle dar. Hierdurch kann es zu Artefakten bei
der Sequenzierung kommen, wie beispielsweise Transitionen von Cytosin zu
Thymin und Fragmentierung der DNA (Do und Dobrovic, 2009; Greer et al., 1991;
Melendez et al., 2018). Vor allem C>T Transitionen sind fir viele der durchge-
fuhrten Analysen relevant. Diese konnen zur Detektion von Mutationen im Tum-
orgewebe fuhren, die vor der Fixierung des Gewebes nicht vorhanden waren.
Daraus kénnte unter anderem eine Uberschatzung der TMB sowie der Mutati-
onsfrequenz des TERT Promoters resultieren. Da auch UV-Strahlung klassi-
scherweise C>T Transitionen zur Folge hat (lkehata und Ono, 2011; Pfeifer et
al., 2005), ist diese Fehlerquelle aulerdem im Hinblick auf die Analyse der Mu-
tational Signatures relevant.

Im Idealfall sollte nicht-fixiertes Gewebe dem FFPE Material vorgezogen werden
(Allgauer et al., 2018). Das ist jedoch, wie in der vorliegenden Studie, nicht immer
moglich. Prentice et al. (2018) konnten hingegen zeigen, dass die Allelfrequen-
zen der durch FFPE verursachten Transitionen in der Regel bei unter 2 % liegen.
Varianten mit einer Frequenz von bis zu 5 % wurden, wie in Kapitel 2.4.2 be-
schrieben, in den Variantenlisten nicht berucksichtigt. Daher kann davon ausge-
gangen werden, dass die meisten durch FFPE entstandenen Transitionen
herausgefiltert wurden. FUr einige, sehr alte Proben kann allerdings eine Verfal-

schung nicht ganzlich ausgeschlossen werden (Prentice et al., 2018).

4.1.2 Berechnung der TMB

Urspruanglich wurde die TMB als die Anzahl nicht-synonymer SNVs pro Mega-
base des kodierenden Genoms im WES von Tumor-Normal-Probenpaaren defi-
niert (Melendez et al., 2018). Die bedeutendste Abweichung zu dieser
Herangehensweise in der vorliegenden Studie stellt die Sequenzierung der Pro-
ben mittels Targeted Panel Sequencing (TPS) dar. Auf die Verwendung von
FFPE-Material wurde bereits im Abschnitt 4.1.1 eingegangen.

Aufgrund geringerer Kosten und einer kirzeren Sequenzierdauer stellt das TPS

eine attraktive Alternative zum WES flr die TMB-Analyse dar. Im Gegensatz zur
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ursprunglichen Definition wird dabei nur ein kleiner Teil des Genoms sequenziert,
wodurch die direkte Vergleichbarkeit der Werte grundsatzlich fraglich ist. In Stu-
dien wurde jedoch fur Sequenzierpanels ausreichender Grolde eine gute Korre-
lation mit WES TMB-Werten gezeigt (Chalmers et al., 2017; Rizvi et al., 2018).
Chalmers et al. (2017) identifizierten eine Panelgrofie von 1,1 Mb als Cutoff fir
eine suffiziente Aussagekraft. Da das verwendete Panel eine Grdlie von insge-
samt 3,14 Mb aufwies, kann eine gute Abbildung der Gesamt-TMB angenommen
werden. Aulerdem ist die Auswahl der Gene eines Panels dahingehend verzerrt,
dass typische Treibergene Uberreprasentiert sind. Das kann theoretisch zu einer
Uberschatzung der Mutationslast fihren. Wie in Kapitel 2.4.4 beschrieben, wurde
deshalb bei der Berechnung der TMB fur Mutationen in ausgewahlten Krebsge-
nen korrigiert. Diese Herangehensweise wurde mit Hilfe verfugbarer TCGA Da-
ten von Stadium Il Melanompatienten validiert, wobei sich eine hohe Korrelation
der Panel-Werte mit denen der urspriinglichen TMB-Definition zeigte (Abbildung
6). Daher kann insgesamt eine solide Aussagekraft des verwendeten Berech-
nungsverfahrens angenommen werden.

Ein grolRer Vorteil des TPS gegenuber dem WES ist neben Zeit- und Kostenas-
pekten die durchschnittlich hohere Sequenziertiefe der einzelnen Varianten.
Diese ermdglicht eine bessere Sensitivitat fur die Detektion von Mutationen, auch
in Proben mit geringem Tumorgehalt und grofl3er Heterogenitat des Tumors
(Melendez et al., 2018). Eine weitere Starke der Studie ist, dass Probenpaare
aus Tumor- und Normalgewebe verwendet wurden, um somatische Mutationen
zu identifizieren. Chalmers et al. (2017) verzichteten beispielsweise auf die Se-
quenzierung von Normalgewebe. Stattdessen wurden Keimbahnmutationen mit-
tels verschiedener Algorithmen detektiert und herausgefiltert (Chalmers et al.,
2017). Die zusatzliche Sequenzierung einer Normalprobe ist diesem statistischen
Verfahren vorzuziehen, da auf diese Weise auch seltene Keimbahnvarianten von
somatischen Mutationen unterschieden werden kdnnen (Melendez et al., 2018).
Hierdurch fallen jedoch héhere Kosten flr die Sequenzierung an.

Vor diesem Hintergrund kann insgesamt eine gute Aussagekraft der TMB sowie
eine Vergleichbarkeit zu TMB-Werten in Studien, die von der ursprunglichen De-

finition Gebrauch machten, angenommen werden.
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4.1.3 ldentifizierung potenzieller Treibergene

Bioinformatische Algorithmen zur Identifikation potenzieller Treibergene unter-
scheiden sich hinsichtlich der gemessenen Auspragung positiver Selektion zum
Teil grundlegend voneinander. Daher kdnnen, in Abhangigkeit des verwendeten
Algorithmus, sehr unterschiedliche Gene detektiert werden. In der Studie wurde
deshalb eine Kombination aus den drei Algorithmen MutSigCV, Oncodri-
veCLUST und OncodriveFM verwendet. Diese Kombination wurde bereits von
Tamborero et al. (2013) empfohlen, da sich die Tools gut erganzen.

MutSigCV identifiziert vor allem haufig mutierte Treibergene (Lawrence et al.,
2013). Der Algorithmus MutSig wurde ebenfalls von Akbani et al. (2015) in der
TCGA Melanom-Studie verwendet. OncodriveCLUST detektiert in erster Linie
Onkogene, da besonders Gain-of-Function-Mutationen in Clustern vorkommen
(Tamborero et al., 2013). OncodriveFM ist demgegenuber besser fur die Detek-
tion von Tumorsuppressorgenen geeignet (Tamborero et al., 2013). Aufgrund
dieser grundlegenden Unterschiede und da mindestens zwei Algorithmen fur die
Nominierung signifikante g-Werte aufweisen mussten, ist es sehr wahrscheinlich,
dass mdgliche Treibergene Ubersehen wurden. Das trifft vor allem auf selten mu-
tierte Gene zu, weil lediglich OncodriveFM unabhangig von der Mutationszahl
arbeitet (Gonzalez-Perez und Lopez-Bigas, 2012). Des Weiteren muss beachtet
werden, dass aufgrund der Verwendung eines Genpanels logischerweise auch
nur Aussagen Uber die sequenzierten Gene gemacht werden konnen. Die Durch-
fuhrung eines WES ware prinzipiell fur diese Analyse besser geeignet gewesen.
Die molekularen Subtypen wurden zusatzlich separat analysiert, da sie sich zum
Teil wesentlich voneinander unterscheiden (Akbani et al., 2015). Daher liegt
nahe, dass auch verschiedene Treiber bei der Tumorentstehung eine Rolle spie-
len. Auf diese Weise ist es mdoglich Gene zu nominieren, die nur in einem Subtyp
eine Rolle spielen. Die Detektion selten mutierter Treiber wird jedoch durch die
kleinere Kohortengrolie erschwert.

Eine haufig diskutierte Problematik stellt aullerdem das durch die Algorithmen
berechnete Hintergrundmodell der Mutationsfrequenz dar. Die Schwierigkeit be-
steht darin, dass sich nicht nur die Mutationsraten einzelner Tumoren und Tumo-

rentitdten relevant voneinander unterscheiden. Es existieren auch grofRe
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Unterschiede zwischen verschiedenen Abschnitten des Genoms und innerhalb
einzelner Gene. Wird diese Hintergrundmutationsrate unterschatzt, so steigt die
Zahl an falsch-positiv detektierten Treibermutationen. Wird sie hingegen uber-
schatzt, so werden Treiber schwerer erkannt und die Zahl der falsch-negativen
nimmt zu (Lawrence et al., 2013). Die Berechnungsweisen der Hintergrundmo-
delle wurden bereits in Kapitel 2.4.6 beschrieben. Diese Herangehensweisen
stellen allerdings eine starke Vereinfachung der Realitat dar. Bei synonymen Mu-
tationen, die von Oncodrive CLUST flur das Hintergrundmodell verwendet werden,
wird beispielsweise Uber Auswirkungen auf die mRNA Prozessierung oder die
Chromatin-Remodellierung spekuliert (Tamborero et al., 2013). Damit kénnten
sie ebenfalls einer positiven Selektion unterliegen. Lawrence et al. (2013) sind
aulRerdem der Meinung, dass andere Formen der Heterogenitat, wie beispiels-
weise Kataegis, weiterer Untersuchung bedirfen, um sie im Hintergrundmodell
angemessen berlcksichtigen zu kdnnen. Hess et al. (2019) kritisierten aktuelle
Algorithmen, da sie die basenspezifische Variabilitat im Hintergrundmodell nicht
hinreichend abbilden und damit Mutations-Hotspots identifizieren, die eigentlich
keiner positiven Selektion unterliegen. Diesbezuglich gibt es definitiv noch Ver-
besserungs- und Weiterentwicklungspotential.

Ein grundlegender Kritikpunkt betrifft die Definition von Treibergenen uber das
Vorliegen von Treibermutationen. Vogelstein et al. (2013) pladierten daflr, den
Begriff des Treibergens auszudehnen, da auch epigenetische Mechanismen zur
veranderten Expression eines Gens fuhren konnen. Daher kann es auch unab-
hangig von klassischen Mutationen zu einem Wachstumsvorteil der Zelle kom-
men. Die drei verwendeten Algorithmen basieren hingegen ausschlief3lich auf der
Analyse somatischer Mutationen. Uber epigenetische Mechanismen lagen in die-
ser Studie keine Informationen vor.

Insgesamt ist es folglich nicht maglich, alle Treibergene bzw. -mutationen mittels
bioinformatischer Algorithmen zu identifizieren. Da zwei von drei Algorithmen sig-
nifikante g-Werte aufweisen mussten, ist eine Treiberrolle der detektierten Gene
jedoch wahrscheinlich. Die Detektion eines Gens stellt allerdings keinen Beweis
fur hierfur dar. Es ist lediglich moglich potenzielle Treiber zu nominieren, deren

Rolle anschlieRend in weiteren Studien evaluiert werden muss.
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4.1.4 Aneuploidie als Surrogatmarker fuir CIN

Hinsichtlich der Messung chromosomaler Instabilitat von Tumoren gibt es eben-
falls groRe Unterschiede zwischen verschiedenen Studien. Da die direkte Mes-
sung der CIN nur schwer moglich ist, werden in den meisten Fallen indirekte
Methoden verwendet. Diese messen chromosomale Instabilitdt stellvertretend
uber Surrogatmarker. (Gordon et al., 2012; McGranahan et al., 2012)

Es existieren viele Studien, die sich mit den Auswirkungen von Aneuploidie auf
die Krebsentwicklung und die zellulare Fitness befassten. Zum Teil wurde die
Aneuploidie hierbei als indirekter Surrogatmarker fir chromosomale Instabilitat
verwendet (Miyazaki et al., 1999). Andere Studien analysierten demgegenuber
die direkten Effekte der Aneuploidie (Davoli et al., 2017). Grundsatzlich ist es
wichtig, zwischen Aneuploidie und CIN zu differenzieren, da Aneuploidie lediglich
eine der mdglichen Folgen chromosomaler Instabilitat darstellt und auch andere
Ursachen haben kann (Gordon et al., 2012; Lengauer et al., 1997; McGranahan
et al., 2012). Des Weiteren ist zu beachten, dass Aneuploidie ein Resultat der
nCIN ist, wobei die sCIN, die im Gegensatz dazu zu strukturellen Chromosome-
nabberationen fuhrt, unbericksichtigt bleibt (McGranahan et al., 2012). In der Li-
teratur wird Aneuploidie aul’erdem als mogliche Ursache flr die Entwicklung
genomischer Instabilitdt angesehen (Burrell et al., 2013; Holland und Cleveland,
2009). Daher kann bei der Betrachtung von Studienergebnissen oftmals nicht
unterschieden werden, ob die Aneuploidie direkt oder die zugrundeliegende CIN
ursachlich fur die beobachteten Effekte war. In Kapitel 4.6.5 wird aufgrund dieser
zum Teil untrennbaren Zusammenhange sowohl auf Studien eingegangen, die
die Effekte von CIN untersuchten, als auch auf solche, die sich mit Aneuploidie
auseinandersetzten.

Die Messung der CIN Uber Aneuploidie als Surrogatmarker kann, im Vergleich
zu anderen Verfahren wie beispielsweise der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) (Roylance et al., 2011), anhand von NGS-Daten erfolgen und stellt folglich
eine attraktive Messmethode dar. Ein groRer Nachteil dabei ist, dass lediglich ein
Zeitpunkt wahrend der Tumorprogression abgebildet werden kann (Lengauer et
al., 1997), was dem Verstandnis von CIN als sukzessiven Zugewinn von Veran-

derungen Uber die Zeit (Lengauer et al., 1998; Miyazaki et al., 1999) nicht gerecht
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wird. Die Veranderung des Karyotyps Uber die Zeit anhand von Biopsaten zu
messen ist jedoch bisher quasi nicht mdglich (Geigl et al., 2008). Auch die Hete-
rogenitat des Tumors, die ebenfalls eine Folge der CIN darstellt (Geigl et al.,
2008), wird bei der Analyse von Aneuploidie Uber NGS-Daten vernachlassigt.

Wie in der Studie von Taylor et al. (2018) wurde fur die Auswertung ein Aneuplo-
idie-Score entwickelt, der sich Uber die Anzahl ganzer Chromosomenarme, die
im Tumor von SCNAs betroffen sind, errechnet. Ben-David und Amon (2019) kri-
tisierten, dass bei dieser Herangehensweise die unterschiedliche Grolie der
Chromosomenarme vernachlassigt wird. Als Folge dessen ist es moglich, dass
ein Abschnitt mit einer hohen Zahl betroffener Gene auf einem grof3en Chromo-
somenarm nicht bertcksichtigt wird, der auf einem kleinen Arm in die Berechnung
eingeflossen ware. Da die Anzahl betroffener Gene mit dem resultierenden Pha-
notyp korreliert, postulierten die Autoren, dass die Aneuploidie durch die Defini-
tion eines uniformen Grenzwertes flr die Grolke der bericksichtigten Regionen
besser abgebildet wurde. Die meisten Studien machen jedoch von der klassi-
schen Definition der Aneuploidie Gebrauch. Daher sprachen sich die Autoren da-
fur aus, diese Herangehensweise beizubehalten, um Heterogenitat zu

vermindern. (Ben-David und Amon, 2019)
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4.2 Besonderheiten der Stadium Il Kohorte

Die analysierte Kohorte bestand ausschlieB3lich aus Stadium Il Tumoren. Daher
werden an dieser Stelle zuerst einige Abweichungen zu Ergebnissen friherer
Studien, die vor allem Melanome hoherer Stadien beinhalteten, diskutiert. Es
stellt sich die Frage, ob diese Unterschiede auf den selektiven Einschluss der
Patienten zurickgehen oder ob andere Diskrepanzen der Studienkohorten dafur
ursachlich sind. Da ein direkter Vergleich der verschiedenen Stadien des Mela-
noms nicht Gegenstand der Auswertung war, kann diese Frage nicht mit ab-

schlieRender Sicherheit beantwortet werden.

4.2.1 Anteile der molekularen Subtypen und Histologien

ALM waren mit einem Anteil von 17,1 % der Kohorte verglichen mit 5-10 % in
einer grollen Melanomstudie aller Tumorstadien Uberreprasentiert (Garbe und
Leiter, 2009). Gleichzeitig waren SSM mit 36,8 % der Tumoren gegenuber 60 %
der Melanome in der deutschen Bevdlkerung deutlich unterreprasentiert (Garbe
und Leiter, 2009). Es ist denkbar, dass diese Unterschiede durch eine durch-
schnittlich hdhere Tumordicke der ALM zum Diagnosezeitpunkt zu erklaren sind
(Kuchelmeister et al., 2000). Bradford et al. (2009) beobachteten, dass viele ALM
im Stadium Il diagnostiziert wurden. Tumoren anderer Histologien wurden hinge-
gen haufiger bereits im sehr frihen Stadium | entdeckt (Bradford et al., 2009).
Eine andere Erklarung kdnnte jedoch auch der selektive Einschluss von Tumoren
sein, die am UKT exzidiert worden waren. Moglicherweise ist das ALM durch
dessen subunguale oder palmoplantare Lokalisation (Clark et al., 1986) fur eine
schwierige Exzision pradestiniert, was die Therapie an einer Universitatsklinik
notwendig machen kdnnte.

Auch der BRAF Subtyp war mit einem Anteil von 30,1 % im Vergleich zu friheren
Studienergebnissen unterreprasentiert. In der Literatur wiesen in der Regel zwi-
schen 40 % und 60 % der Melanome BRAF Hotspot-Mutationen auf (Akbani et
al., 2015; Greaves et al., 2013; Long et al., 2011). Tumoren des BRAF Subtyps
machten in der analysierten Kohorte einen grof3en Anteil der SSM aus, jedoch

nur einen kleinen der ALM (Abbildung 5). Dieser Zusammenhang wurde bereits
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von Maldonado et al. (2003) beschrieben. Daher besteht vermutlich ein Zusam-
menhang zu den bereits diskutierten Abweichungen bezlglich der Histologien.
BRAF Mutationen sind fur eine frihe Entstehung wahrend der Melanomagenese
bekannt (Shain et al., 2015b). Daher ist es unwahrscheinlich, dass der Unter-
schied im selektiven Einschluss von Stadium Il Patienten begrindet liegt.
Thomas et al. (2015) beobachteten jedoch ebenfalls eine BRAF Mutationsrate
von 30 % in einer Kohorte mit einem grof3en Anteil dunner Primartumoren. Eine
andere Studie stellte aulerdem die signifikante Assoziation von BRAF Mutatio-
nen mit einem héheren Tumorstadium fest (Kim et al., 2015). Dies impliziert, dass
es aller Wahrscheinlichkeit nach in manchen Fallen auch wahrend der Tumor-
progression zu einer Akquisition von BRAF Mutationen kommt, was wiederum
mit einer groRere Mutationsfrequenz in hoheren Stadien einhergehen wirde.

Der Anteil an Tumoren mit BRAF V600E und V600K Mutationen, die mit Uber
90 % den Grofteil der BRAF Hotspot Mutationen ausmachten (Abbildung 3), ist
auch aus klinischer Sicht relevant. Eine adjuvante Therapie mit BRAF-Inhibitoren
konnte moglicherweise in frihen Tumorstadien das Ruckfallrisiko verringern. Der
Einsatz einer adjuvanten Therapie mit Dabrafenib und Trametinib wurde fur das
Stadium Il in einer doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie untersucht (Long
et al., 2017). Diese adjuvante Kombinationstherapie hatte eine signifikant gerin-
gere Rezidivrate zur Folge (Long et al., 2017). Satzger et al. (2015) beschrieben
aullerdem eine hohe Konkordanz zwischen BRAF Mutationen im Primarius und
im entsprechenden Metastasengewebe. Das deutet auf eine positive Selektion
dieser Mutationen wahrend der Tumorprogression hin. Es liegt daher nahe, dass
auch Tumoren in lokalisierten Tumorstadien von der Therapie mit BRAF-Inhibi-
toren profitieren kdnnten. Diese Frage konnte jedoch mit den vorhandenen Daten
nicht untersucht werden. Stattdessen werden diesbezlglich Placebo-kontrollierte
Studien an Stadium |l Patienten benotigt. Eine adjuvante Therapie konnte vor
allem im Stadium 1IC sinnvoll sein, da sich fur diese Patienten die 5- und 10-
Jahres-Uberlebensraten im Bereich derer des Stadiums 1lIB bewegen
(Gershenwald et al., 2017). Obwohl der BRAF Subtyp einen geringeren Anteil
der Tumoren ausmachte als in anderen Studien beschrieben, kdnnten dennoch
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theoretisch 55 Patienten, bzw. 28,5 % der Kohorte, mit einer V600E oder V600K
Mutation von der Therapie mit BRAF- und MEK-Inhibitoren profitieren.

4.2.2 Hohe der TMB

Das maligne Melanom ist eine Tumorentitat, die sich verglichen mit den meisten
anderen soliden Tumoren durch eine sehr hohe Mutationslast auszeichnet.
(Alexandrov et al., 2013a; Chalmers et al., 2017). Als wichtigster Grund hierfur
wird die oftmals hochgradige Schadigung der DNA durch UV-Strahlung angese-
hen (Greenman et al., 2007). In gro3en Melanom-Studien wurden mediane Mu-
tationslasten von 14,4 var/Mb (Chalmers et al., 2017; Hodis et al., 2012) bzw.
eine durchschnittliche TMB von 16,8 var/Mb (Akbani et al., 2015) berichtet. Die
mediane TMB der hier analysierten Kohorte lag mit 14,3 var/Mb (IQR: 4,3 -
40,2 var/Mb) geringfugig unter diesen Werten. In den genannten Studien wurden
allerdings Tumoren aller Stadien berlcksichtigt.

Im direkten Vergleich zu den TCGA Stadium Il Melanom-Daten ergab sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der TMB. In den TCGA Proben lag der Me-
dian mit 12,6 var/Mb (IQR: 5,0 — 22,4 var/Mb) etwas unter dem der Tubinger Ko-
horte. Es ist fraglich, ob die Differenzen zu den oben genannten Melanom-
Studien durch den selektiven Einschluss von Stadium Il Patienten zu erklaren
sind oder ob sich hier lediglich die Heterogenitat der TMB-Analyse (Kapitel 4.1.2)
sowie Unterschiede bei der Zusammensetzung der Kohorten widerspiegeln.
Conic und Arbesman (2018) untersuchten ebenfalls anhand von TCGA Daten
potenzielle Unterschiede zwischen den TMB-Werten in Melanomen verschiede-
ner Stadien. Sie konnten jedoch keine signifikanten Abweichungen feststellen
(Conic und Arbesman, 2018). Das unterstutzt die Annahme, dass der geringere
TMB-Median der analysierten Kohorte nicht auf dem selektiven Einschluss von

Patienten im Tumorstadium Il basiert.
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4.3 Eigenschaften der Histologien und molekularen Subtypen

Die Einteilung von Melanomen in molekulare Subtypen ist, wie im Abschnitt 4.2.1
erwahnt, aufgrund der therapeutischen Anwendung von BRAF- und MEK-Inhibi-
toren auch aus klinischer Sicht relevant. Wie zuvor in der Literatur beschrieben,
lagen BRAF und RAS Hotspot-Mutationen auch in dieser Stadium || Kohorte nicht
gleichzeitig im Tumor vor, was fur eine funktionelle Redundanz dieser Varianten
spricht (Akbani et al., 2015; Davies et al., 2002; Goel et al., 2006). BRAF Hotspot-
Mutationen wurden ebenfalls in der Kohorte nicht mit LoF-Mutation des NF1
Gens beobachtet. Letztere traten jedoch zusammen mit RAS Hotspot-Mutationen
auf. Ein ahnlicher Zusammenhang wurde auch von Akbani et al. (2015) beschrie-
ben. Das unterstreicht die wichtige Rolle dieser Alterationen bei der Melanoment-
stehung.

Vor der Einflhrung der molekularen Klassifikation wurden Melanome hauptsach-
lich anhand der Histologie eingeteilt. An dieser Stelle soll auf die klinischen Attri-
bute sowie die TMB und UV-Signatur der verschiedenen Histologien und
Subtypen im Stadium Il eingegangen werden. Auf Unterschiede zwischen den
Subtypen hinsichtlich detektierter Tumortreiber und positiv selektierter SCNAs

sowie den Auswirkungen auf das Outcome wird an spaterer Stelle eingegangen.

4.3.1 Unterschiede bei TMB und UV-Exposition

Die TMB unterschied sich in der Kohorte signifikant zwischen Tumoren verschie-
dener Subtypen, Histologien und Lokalisationen (Abbildung 8). Ursachlich dafir
ist am ehesten eine Assoziation dieser Attribute mit verschiedenen Graden der
UV-Exposition. Curtin et al. (2005) stellten die Hypothese auf, dass sich je nach
Grad der UV-Exposition genetisch verschiedene Melanome entwickeln. Diese
genetische Diversitat geht auch mit grundlegenden klinischen Unterschieden ein-
her (Curtin et al., 2005). Insgesamt war in der gesamten Kohorte die UV-Signatur
7 vorherrschend (Alexandrov et al., 2013a). Vor allem in Tumoren mit hoher Mu-
tationslast wurde diese Signatur besonders haufig beobachtet (Abbildung 9). Das
unterstitzt die Hypothese, dass eine exzessive UV-Exposition mit einer hohen

TMB des Tumors einhergeht (Greenman et al., 2007).
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NF1 Tumoren sowie LMM wiesen in der Kohorte die hochsten TMB-Werte auf.
Tumoren beider Gruppen waren zu einem Grol3teil im Kopf-Hals-Bereich lokali-
siert. Diese Lokalisation passt zu der Beschreibung des LMM als Neoplasie der
chronisch sonnenexponierten Areale des Korpers (Clark et al., 1969; Whiteman
et al., 2006). Eine starke Assoziation zwischen NF7 Tumoren und der UV-Signa-
tur wurde bereits von Akbani et al. (2015) und Cirenajwis et al. (2017) beschrie-
ben. Tumoren der beiden Gruppen wiesen auch in der Stadium Il Kohorte zum
groflten Teil eine UV-Dominanz auf (Tabelle 4, Tabelle 5). NF1 Patienten waren
mit einem Median von 78 Jahren aul3erdem signifikant alter als die Patienten der
anderen Subtypen, was in einer hdheren kumulativen Sonnenexposition begrin-
det sein konnte. Das passt zu den Ergebnissen anderer Studien (Akbani et al.,
2015; Krauthammer et al., 2015; Menzies et al., 2012). Beim LMM lag eine klare
Dominanz des NF1 (50 %) und des Triple-WT Subtyps (40 %) vor. Tumoren des
NF1 Subtyps wiesen wiederum haufig die Histologien NM und LMM auf. Diese
Uberschneidungen kénnten fir die genannten Gemeinsamkeiten zwischen LMM
und dem NF1 Subtyp verantwortlich sein.

Far Triple-WT Tumoren und ALM wurde die niedrigste TMB beobachtet. Zwi-
schen den beiden Gruppen gab es groRe Uberschneidungen. Triple-WT Tumo-
ren machten mehr als die Halfte der ALM aus. ALM waren auf3erdem besonders
haufig an der unteren Extremitat lokalisiert, die ebenfalls mit einer sehr geringen
TMB assoziiert war. Die niedrige TMB von ALM und Triple-WT Melanomen spie-
gelt sich in den Signatur 7 Anteilen dieser Tumoren wider. Vor allem in ALM hatte
die UV-Signatur mit 6,1 % nur einen sehr geringen Einfluss (Tabelle 5). ALM sind
fur eine UV-unabhangige Entstehung bekannt (Hayward et al., 2017), was auf-
grund der der palmoplantaren oder subungualen Lokalisation naheliegt (Clark et
al., 1986). Das ALM stellte aufgrund einer geringen Streuung der TMB-Werte ei-
nen guten Pradiktor fur eine niedrige TMB dar. Des Weiteren wiesen Triple-WT
Tumoren unter den molekularen Subtypen den kleinsten Anteil der UV-Signatur-
dominanten Proben auf. Dieser lag jedoch mit 41,3 % noch immer weit iber dem
der ALM (Tabelle 4, Tabelle 5). Auch die Streuung der TMB-Werte war im Ver-
gleich zum ALM groer (Abbildung 8). Bereits Cirenajwis et al. (2017) und Akbani
et al. (2015) beobachteten die niedrigste TMB im Triple-WT Subtyp. In den Triple-
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WT Tumoren, die nicht von der UV-Signatur dominiert waren, hatte vor allem die
Signatur 1 einen grof3en Einfluss. Insgesamt wurde diese in der gesamten Ko-
horte, nach Signatur 7, am zweithaufigsten beobachtet. Signatur 1 ist mit dem
Alter assoziiert und wurde schon zuvor in malignen Melanomen beschrieben
(Alexandrov et al., 2013a). Des Weiteren zeigten einzelne Proben einen hohen
Anteil anderer Signaturen, wie beispielsweise 3, 6, 11, 16 und 30. Dies impliziert,
dass in Tumoren, die UV-unabhangig entstehen, vielfaltige Prozesse zur Tumo-
rentstehung beitragen konnen. Es muss jedoch beachtet werden, dass der Algo-
rithmus bei einer sehr kleinen Anzahl an Mutationen im Tumorgewebe
Schwierigkeiten mit der Zuordnung der Signaturen hat. Daher missen die Ergeb-
nisse in den entsprechenden Proben zurlckhaltend interpretiert werden. Auf Sig-
naturen, die nur in einzelnen Proben dominant waren, soll deshalb an dieser
Stelle nicht naher eingegangen werden.

BRAF und RAS Tumoren sowie SSM und NM wiesen insgesamt moderate TMB-
Werte auf. BRAF Melanome und SSM waren vergleichsweise haufig am Rumpf
lokalisiert, was zu einer intermittierenden UV-Exposition passt. Mit einer intermit-
tierenden UV-Exposition wurden diese Gruppen schon zuvor in Verbindung ge-
bracht (Kim et al., 2015; Naldi et al.,, 2005; Whiteman et al., 2006). BRAF
Patienten waren auflerdem signifikant junger als der Rest der Kohorte. Dieser
Zusammenhang wurde ebenfalls zuvor beschrieben (Akbani et al., 2015;
Menzies et al., 2012).

NM waren, wie bereits von Clark et al. (1986) beobachtet, auf verschiedene Lo-
kalisationen verteilt. Trotz der moderaten TMB-Werte von RAS Melanomen wur-
den diese in der Literatur mit einer chronischen Sonnenexposition in Verbindung
gebracht (Shain und Bastian, 2016). In der analysierten Stadium Il Kohorte war
der Anteil an Proben mit einer Dominanz der UV-Signatur jedoch nur unwesent-
lich grof3er als im BRAF Subtyp. Damit zeigte sich fur die Subtypen RAS und
BRAF hinsichtlich TMB und UV-Signatur ein sehr ahnliches Verhalten.
Zusammenfassend wurden in der Stadium |l Kohorte Assoziationen zwischen
UV-Exposition, TMB, molekularem Subtyp und Histologie des Tumors sowie dem
Patientenalter beobachtet. Diese Beobachtungen unterstutzen die Hypothese,

dass es in Abhangigkeit des Grades der UV-Exposition zur Entwicklung
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genetisch verschiedener Melanome kommt (Bastian, 2014; Curtin et al., 2005;
Shain und Bastian, 2016). Die Histologien unterschieden sich hinsichtlich des
Vorliegens der Signatur 7 zum Teil deutlicher als die molekularen Subtypen (Ta-
belle 5).

Die Kenntnis der Faktoren, die die TMB maf3geblich beeinflussen, ist auch aus
klinischer Sicht relevant, da damit bereits vor der Sequenzierung eines Tumors
die Abschatzung der TMB ermoglicht werden konnte. Interessant ware dies vor
allem, sollte die TMB als pradiktiver Biomarker fur das Ansprechen von Immun-
therapien in der Klinik etabliert werden. Mdglicherweise kdnnten die hohen Kos-
ten des NGS sogar eingespart werden. In der analysierten Kohorte zeigte sich
jedoch fur die meisten Faktoren eine deutliche Streuung der Werte. Dies konnte
eine Pradiktion des TMB-Wertes fur einzelne Patienten anhand dieser Parameter
erschweren. Allein die Histologie ALM prasentierte sich als guter Hinweis auf das
Vorliegen einer niedrigen TMB in der Probe. Moglicherweise ware eine gute Pra-
diktion der Werte uber das Einbeziehen vieler verschiedener Faktoren moglich.
Um dies zu evaluieren werden jedoch weitere Studien mit grol3en Patientenzah-
len bendtigt. Daher sollte auch die Einteilung der Melanome in verschiedene His-
tologien nicht vollstandig durch die molekularen Subtypen ersetzt, sondern

besser um diese erganzt werden.

4.3.2 Haufigkeit der TERT Promoter Mutationen

Auch die Mutationsfrequenzen der TERT Promoter Hotspots unterschieden sich
zwischen den molekularen Subtypen. Der Anteil an mutierten Proben war dabei
im NF1 Subtyp am gréften. Triple-WT Tumoren waren im Vergleich zu Melano-
men anderer Subtypen wesentlich seltener von TERT Promoter Hotspot-Mutati-
onen betroffen. Dieser Zusammenhang wurde bereits von Akbani et al. (2015) in
der TCGA Kohorte beobachtet, wobei dort der Anteil an mutierten Proben im
Triple-WT Subtyp mit unter 10 % noch wesentlich geringer war. Die Autoren ver-
muteten fur Triple-WT Tumoren einen alternativen Weg der TERT Aktivierung
(Akbani et al., 2015). In der Stadium || Kohorte ware das haufige Vorliegen von
TERT Amplifikationen in Triple-WT Tumoren (Tabelle 10) als aktivierende Alte-

ration denkbar. Fur einige der Melanome wurde jedoch weder eine Amplifikation
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des TERT Gens noch eine Mutation des Promoters nachgewiesen. In diesen Tu-
moren konnten eventuell andere, zum Beispiel epigenetische, Aktivierungsme-
chanismen eine Rolle spielen. AuRerdem wurden auch im haufig mutierten NF1
Subtyp viele TERT Amplifikationen beobachtet. Die TERT Region war allerdings
in der GISTIC Analyse des NF1 Subtyps im Gegensatz zur Triple-WT Subkohorte
nicht signifikant amplifiziert. Daher kdnnte es sich um einen Zufall handeln, dass
diese Region in NF1 Tumoren von einer Amplifikation mitbetroffen war.

In der Literatur werden Hotspot-Mutationen des TERT Promoters mit chronischer
oder intermittierender UV-Exposition in Verbindung gebracht (Heidenreich et al.,
2014). Mehrere Studien beobachteten, dass ALM Tumoren seltener von den be-
sagten Mutationen betroffen waren (de Unamuno Bustos et al., 2016; Griewank
et al., 2014; Heidenreich et al., 2014). Auch Zehir et al. (2017) wiesen TERT
Promoter Mutationen vor allem in kutanen Melanomen nach. Diese Hypothese
wird in der analysierten Kohorte durch einen signifikanten Zusammenhang der
TERT Mutationen mit der UV-Signatur unterstutzt. Das konnte als Erklarung fur
die unterschiedlichen Mutationsfrequenzen in den Subtypen NF71 und Triple-WT
dienen (siehe auch Kapitel 4.3.1). In anderen Studien wurde aul3erdem eine As-
soziation von TERT Promoter Mutationen mit BRAF und NRAS Mutationen ge-
funden (Griewank et al., 2014; Heidenreich et al., 2014), passend zu den hohen
Mutationsfrequenzen in BRAF und RAS Tumoren.

Horn et al. (2013) beobachteten eine Mutationsfrequenz von 85 % in metastati-
schem Gewebe und demgegenuber lediglich 33 % in Primartumoren. Die Sta-
dium II Melanome der Tubinger Kohorte wiesen im Vergleich dazu eine
wesentlich hdhere Mutationsfrequenz auf. Horn et al. (2013) raumten ein, dass
die Sensitivitat im Gewebe der Primartumoren aufgrund einer Kontamination mit
Normalgewebe moglicherweise herabgesetzt war, was diese Abweichung zum
Teil erklaren konnte. Aullerdem wurde in der genannten Studie nicht angegeben,
um welches Tumorstadium es sich bei den jeweiligen Primartumoren handelte.
Griewank et al. (2014) beschrieben ebenfalls eine signifikant hdhere Mutations-
frequenz des TERT Promoters in Metastasengewebe im Vergleich zu Primartu-
moren. Weiterhin gibt es Evidenz fur eine Assoziation dieser Mutationen mit

aggressiven Tumoreigenschaften (Heidenreich et al., 2014; Nagore et al., 2016;

91



Pépulo et al., 2014). Shain et al. (2015b) beobachteten hingegen bereits in inter-
mediaren Lasionen und in-situ Melanomen eine Mutationsfrequenz von 77 %,
was auf ein sehr frihes Auftreten dieser Veranderungen schlieen lasst. Bei aus-
schliel3licher Betrachtung der Proben mit einer guten Sequenziertiefe der Hot-
spot-Positionen wiesen in der Stadium |l Kohorte 61,5 % der Tumoren eine
entsprechende Mutation auf. Dieser hohe Wert passt zu den Beobachtungen von
Shain et al. (2015b) und unterstutzt die Hypothese, dass TERT Mutationen meist

frih wahrend der Tumorgenese entstehen.
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4.4 Treibergene des Melanoms im Stadium Il

Die Entdeckung von Treibergenen hat wesentlich zum Verstandnis verschiede-
ner Krebserkrankungen beigetragen, indem zentrale Mechanismen und Signal-
wege der Krebsentstehung ermittelt werden konnten. Die Identifikation weiterer
Treibergene ist noch immer eines der Hauptziele der Krebsforschung. Aus klini-
scher Sicht ist das vor allem im Hinblick auf die Entwicklung und den Einsatz von
Signaltransduktions-Inhibitoren von zunehmender Bedeutung. Auf diese Weise
konnen beispielsweise neue Therapietargets identifiziert werden. Aulderdem ist
es madglich, durch die NGS Analyse von Tumorproben eine Aussage daruber zu
treffen, welche Patienten von bereits zugelassenen Substanzen profitieren konn-

ten.

4.4.1 Uberschneidung zu Melanomen héherer Stadien

Die meisten detektierten Gene, die in dieser Analyse sehr niedrige g-Werte in
vielen Algorithmen aufwiesen, wurden bereits in friiheren Studien als Treiber des
malignen Melanoms beschrieben. Hierzu zahlen die schon lange bekannten Trei-
bergene BRAF (Davies et al., 2002), NRAS (Padua et al., 1984) und NF1
(Andersen et al., 1993) sowie PTEN (Guldberg et al., 1997), CDKNZ2A
(Hussussian et al., 1994; Kamb et al., 1994), KIT (Curtin et al., 2006) und TP53
(Hodis et al., 2012; Ragnarsson-Olding et al., 2002). AuRerdem wurden auch
Gene in der Kohorte detektiert, die erst in den letzten zehn Jahren als Treiber
des Melanoms nominiert wurden. Dazu gehdrten beispielsweise PPP6C (Hodis
et al., 2012), MAP2K1 (Nikolaev et al., 2011) und ARID2 (Krauthammer et al.,
2012). Auch MECOM wurde zuvor als mogliches Onkogen (Bailey et al., 2018)
und ADAMTS18 als Tumorsuppressorgen des kutanen Melanoms identifiziert
(Wei et al., 2010). Das fur eine Protein-Tyrosinkinase kodierende Gen EPHA3
wurde ebenfalls in einer vorherigen Studie als Tumortreiber des Melanoms be-
schrieben (Ding et al., 2014). Die erneute Detektion der genannten Gene in die-
ser neuen Melanomkohorte erhartet den Verdacht, dass diese tatsachlich eine
Treiberrolle innehaben. Abgesehen davon wurde CBL bereits im desmoplasti-

schen Melanom als Treiber diskutiert (Shain et al., 2015a).
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In den meisten Studien des malignen Melanoms machte Metastasengewebe ei-
nen grofRen Anteil der analysierten Proben aus. Das trifft auch fur die Arbeiten
von Hodis et al. (2012) sowie Akbani et al. (2015) zu, die ebenfalls Treibergene
mittels statistischer Methoden identifizierten. Die Tatsache, dass sehr viele be-
kannte Treibergene auch in der analysierten Stadium Il Kohorte detektiert wurden
und ein grol3er Anteil der Tumoren eine entsprechende Mutation dieser Gene
aufwies (Abbildung 11), legt eine relativ frihe Entstehung der Veranderungen
wahrend der Tumorgenese und -progression nahe. Daraus leitet sich die Frage
nach der Rolle dieser Gene bei der Metastasierung ab. Diesbezlglich sind zwei
Hypothesen naheliegend.

Auf der einen Seite ist es denkbar, dass Mutationen dieser Gene lediglich Treiber
der Tumorinitiation darstellen und allein fur die Metastasierung nicht ausreichend
sind. Dann ware es notig, dass wahrend der Tumorprogression weitere geneti-
sche Veranderungen hinzukommen. Dies kdnnte wiederum durch Alterationen
begunstigt werden, die beispielsweise DNA-Reparaturmechanismen betreffen.
Auf der anderen Seite ware es maoglich, dass Tumoren im Stadium |l bereits die
Fahigkeit der Metastasenbildung besitzen und es nur noch nicht zu einer Klini-
schen Manifestation von Fernmetastasen kam. Shain und Bastian (2016) stellten
auf Grundlage diverser Studien die Hypothese auf, dass schon im sehr frihen
Stadium Melanomzellen disseminieren. Moglicherweise werden diese freien Tu-
morzellen durch das Immunsystem bekampft, was eine Metastasenbildung vor-
erst und in vielen Fallen auch langfristig verhindern konnte. Ob bestimmte
Treibermutationen fur die Metastasierung verantwortlich sind, ist allerdings bisher
nicht abschliel3end geklart (Shain und Bastian, 2016).

Eine Assoziation zwischen dem Vorliegen von Mutationen in einem Gen und ei-
nem verkurzten RFS konnte auf dessen zentrale Rolle bei der Metastasierung
hinweisen. Da alle beobachteten Rezidive nicht an der Lokalisation des Primarius
auftraten, kann davon ausgegangen werden, dass bereits zum Zeitpunkt der Tu-
morexzision Zellen disseminiert waren und die Fahigkeit zur Metastasierung so-
mit bereits im Stadium Il vorlag. Aufgrund dieser Uberlegungen wurde der
Einfluss von Mutationen der detektierten Treibergene auf RFS und auch OS ana-

lysiert. Die Ergebnisse dieser Analysen werden im Kapitel 4.6.6 diskutiert.
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4.4.2 Unterschiede zwischen den molekularen Subtypen

Wie auch fur viele andere Tumorattribute zeigten sich hinsichtlich der Mutations-
frequenzen nominierter Treibergene zum Teil grundlegende Unterschiede zwi-
schen den molekularen Subtypen.

In NF1 Tumoren lagen fur die meisten Gene hohe Mutationszahlen vor, in Triple-
WT Tumoren im Vergleich dazu besonders geringe. Das hangt aller Wahrschein-
lichkeit nach mit den bereits diskutierten Unterschieden der TMB-Werte zusam-
men (Kapitel 4.3.1). Auch Cirenajwis et al. (2017) machten diese Beobachtung
und fuhrten sie ebenfalls auf eine erhdhte Mutationsrate von NF7 Tumoren zu-
ruck. Es ware hingegen auch denkbar, dass vor allem in Triple-WT Tumoren al-
ternative Mechanismen zu Alterationen von Treibergenen fuhren. Akbani et al.
(2015) beobachteten beispielsweise in diesen Tumoren besonders viele CN-Seg-
mente und fokale Amplifikationen von Onkogenen. Auch in der analysierten Ko-
horte waren viele Proben des Triple-WT Subtyps von SCNAs in zuvor
beschriebenen oder von GISTIC identifizierten Treibergenen betroffen (Kapitel
3.8).

Bei der Suche nach potenziellen Treibergenen in der Triple-WT Kohorte wurden
die Gene KIT, COL3A1, CBL und BRAF nominiert. Bereits Siroy et al. (2015)
beschrieben eine signifikante Haufung von KIT Mutationen in akralen und muko-
salen Melanomen. Die in der hier vorliegenden Arbeit beobachtete negative As-
soziation von KIT Mutationen mit den Subtypen BRAF und RAS deutet aulRerdem
auf eine funktionelle Redundanz dieser Alterationen hin. Das ist auch aus funkti-
oneller Sicht naheliegend, da KIT zu einer Aktivierung des MAPK-Signalwegs
beitragt (Reddy et al., 2017). Gegebenenfalls kdnnte es sich daher um einen
funften molekularen Subtyp des malignen Melanoms handeln. In der Kohorte
wurden jedoch in einigen Proben gleichzeitig Mutationen des NF1 Gens detek-
tiert (Supplement 7). Auf die KIT Mutationen wird im Abschnitt 4.4.3 naher einge-
gangen. Das Gen CBL wird in Kapitel 4.4.4 naher beleuchtet. Die Detektion des
Gens BRAF in der Triple-WT Kohorte konnte darauf hindeuten, dass auch Muta-
tionen, die nicht die typischen BRAF-Hotspots betreffen, zu einer Aktivierung des

MAPK-Signalwegs beitragen und damit einer positiven Selektion unterliegen.
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FUr Gene, die im gleichen Tumor haufig zusammen mutiert sind, ist eine koope-
rierende Funktion bei der Tumorgenese denkbar. Das gilt auch fir Gene, die nur
in einem bestimmten Subtyp detektiert wurden. TP53 wurde neben der Gesamt-
kohorte beispielsweise lediglich in Tumoren des NF1 Subtyps als Treiber nomi-
niert. Bereits Cirenajwis et al. (2017) beobachteten TP53 Mutationen besonders
haufig in NF1 Tumoren. Auch Akbani et al. (2015) beschrieben eine hohe Muta-
tionsfrequenz des TP53 Gens in NF1 Melanomen. Das kdnnte bedeuten, dass
Alterationen dieser Gene bei der Karzinogenese zusammenwirken. Dieser Zu-
sammenhang konnte jedoch auch dadurch mediiert sein, dass sowohl NF1 Mu-
tationen als auch TP53 Mutationen haufig in Tumoren prasent waren, die eine
UV-Schadigung aufwiesen (Kapitel 4.3.1 und 4.4.5).

Auch HGF wurde von den vier Subtypen lediglich in NF7 Tumoren als Treiber
nominiert. Das Gen HGF kodiert fur ein Protein, das mit der Rezeptor-Tyrosin-
kinase c-MET an der Zelloberflache interagiert (Bottaro et al., 1991). Die intrazel-
lulare Signalweiterleitung erfolgt unter anderem Uber den MAPK- und den PI3K-
Signalweg (Ponzetto et al., 1996; Trusolino et al., 2010). Es wurde gezeigt, dass
Uber diese Signalwege auch ein anti-apoptotischer Effekt vermittelt wird (Xiao et
al., 2001). Im Gegensatz zu benignen Melanozyten sekretieren Melanomzellen
HGF, was zu einer autokrinen Stimulation des c-MET Rezeptors fuhrt (Czyz,
2018; Otsuka et al., 1998). Da das Gen HGF in dieser Stadium |l Kohorte von
bioinformatischen Algorithmen als potenzieller Treiber identifiziert wurde, ware
es denkbar, dass Mutationen des Gens moglicherweise zu einer gesteigerten
Sekretion oder Wirkung von HGF beitragen. Obwohl HGF nicht durch Oncodri-
veCLUST detektiert wurde, gab es in der Kohorte eine relative Haufung von
E199K Mutationen, die damit von besonderer Relevanz sein konnten.

Fur PPP6C wurde ein Zusammenhang zwischen Hotspot-Mutationen des Gens
und dem RAS Subtyp bereits von Akbani et al. (2015) beobachtet. Auch in der
analysierten Stadium Il Kohorte wurde PPP6C neben der Gesamtkohorte ledig-
lich im RAS Subtyp als Treiber nominiert. ARID2 und EPHA3 waren ebenfalls nur
in RAS Tumoren signifikant.
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4.4.3 KIT Mutationen als mogliche Therapietargets im Stadium Il

In der Kohorte wurden unter anderem funf L576P Mutationen sowie eine K642E
und eine V559A Mutation des KIT Gens beobachtet (Supplement 7), die die
Juxtamembrandomane des Rezeptors betrafen (Curtin et al., 2006). Auch in der
Melanomkohorte von Curtin et al. (2006) wurden diese Mutationen detektiert, was
fur ein regelhaftes Vorkommen in Melanomen spricht. Garrido und Bastian (2010)
fassten KIT Mutationen einiger Melanom-Studien zusammen, wobei ebenfalls
besonders haufig die Varianten L576P und K642E beobachtet wurden. Gleiches
gilt fir eine Studie von Cirenajwis et al. (2017), wo auRerdem zwei N822K Muta-
tionen des KIT Gens gefunden wurden. Diese Variante wurde einmal in der vor-
liegenden Stadium |l Kohorte detektiert (Supplement 7).

KIT Mutationen sind von klinischem Interesse, da sie zum Teil mit einem guten
Ansprechen des Tumors auf KIT-Inhibitoren, wie beispielsweise Imatinib, asso-
ziiert sind. Antonescu et al. (2007) beobachteten, in vitro, eine Imatinib- und
Dasatinib-Sensitivitat von analen Melanomen, welche eine L576P Mutation auf-
wiesen. Auch in klinischen Studien zeigte sich vor allem fur Mutationen der Exone
11 und 13, die unter anderem die Aminosauren L576, V559 und K642 beinhalten,
ein pradiktiver Wert fur das Ansprechen des Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib
(Carvajal et al., 2011; Guo et al., 2011; Hodi et al., 2013).

FUr KIT Amplifikationen wurden diesbezuglich verschiedene Beobachtungen ge-
macht. Carvajal et al. (2011) beschrieben einen Trend hin zu einem verbesserten
Ansprechen von Tumoren mit gleichzeitiger KIT Amplifikation und Mutation auf
Imatinib. In anderen Studien wurden fur Tumoren, die ausschliel3liche von einer
KIT Amplifikation oder Uberexpression betroffen waren, schlechtere Ansprechra-
ten auf Imatinib und Sunitinib im Vergleich zu Tumoren mit KIT Mutationen beo-
bachtet (Hodi et al., 2013; Minor et al., 2012). Hodi et al. (2013) konnten hingegen
keinen signifikanten Unterschied zwischen KI/T-mutierten und -amplifizierten Tu-
moren bezlglich der Zeit bis zur Progression der Erkrankung feststellen. Da in
einem Tumor eine erworbene Resistenz gegen Imatinib mit einer Zunahme der
Kopienzahl des KIT Gens im Tumor einherging, spekulierten die Autoren, dass
KIT Amplifikationen womoglich zur Resistenzentwicklung beitragen konnten
(Hodi et al., 2013)
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Die meisten der in der analysierten Kohorte beobachteten KIT Mutationen traten
in Triple-WT Melanomen auf (Supplement 7). Von 46 Triple-WT Tumoren waren
insgesamt elf von mindestens einer Missense-Mutation im KIT Gen betroffen.
Aulerdem wiesen mit 19,6 % ein groRer Anteil der Triple-WT Melanome eine KIT
Amplifikation auf (Tabelle 10). Finf Tumoren waren dabei zugleich von einer Mis-
sense-Mutation und einer zum Teil hochgradigen Amplifikation betroffen (Supp-
lement 7). Da diese Kohorte im Vergleich zu anderen Studien viele ALM enthielt,
ist eine Uberschatzung der allgemeinen Mutationsfrequenz des KIT Gens im Sta-
dium Il jedoch wahrscheinlich.

Da Triple-WT Melanome nicht mit BRAF- und MEK-Inhibitoren therapiert werden
konnen und durch eine oftmals geringe TMB auch ein schlechteres Ansprechen
auf Immuncheckpoint-Inhibitoren naheliegt, konnten diese Patienten im Rezidiv
gegebenenfalls von einer Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren profitieren.
Garrido und Bastian (2010) postulierten au3erdem, dass ein friher Therapiebe-
ginn mit KIT-Inhibitoren vorteilhaft fur das Outcome sein konnte. Sie argumen-
tierten, dass bei einer kleinen Anzahl an Tumorzellen die Wahrscheinlichkeit
geringer ist, dass eine Variante vorliegt, die eine Therapieresistenz vermitteln
kann. Des Weiteren konnte auf diese Weise der Entwicklung von Hirnmetastasen
vorgebeugt werden, die aufgrund der Blut-Hirn-Schranke nur schwer einer sys-
temischen Therapie zuganglich sind. (Garrido und Bastian, 2010)

Daher sollte in weiteren Studien evaluiert werden, ob Patienten mit einem KIT-
mutierten Melanom und einem hohen Rezidivrisiko bereits im Stadium Il von ei-

ner Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren profitieren konnen.

4.4.4 CBL als potenzieller Tumortreiber des malignen Melanoms

Da CBL in der Gesamtkohorte von allen drei Algorithmen detektiert wurde, soll
auf eine mdgliche Treiberrolle des Gens naher eingegangen werden.

Das Gen CBL, auch c-CBL oder Casitas B-lineage lymphoma genannt, kodiert
fur eine sogenannte RING-Finger E3 Ubiquitin Ligase (Sanjay et al., 2001). CBL
und CBLB stellen Homologe dar, die damit eine ahnliche Funktion aufweisen

(Keane et al., 1995). Die Annahme einer potenziellen Treiberrolle wird durch die
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Detektion beider Gene in der Kohorte mittels der verwendeten Algorithmen un-
terstutzt, wobei CBLB jedoch lediglich im NF1 Subtyp signifikant war.

Die Nominierung dieser beiden Gene im NF1 Subtyp kdnnte auf eine besonders
wichtige Rolle in Tumoren dieses Subtyps hinweisen. BRAF bzw. RAS Hotspot-
Mutationen und CBL Mutationen schienen sich in der Kohorte aulerdem gegen-
seitig auszuschlie®en (Exakter Test nach Fisher: p = 0,002 bzw. p = 0,044). Das
deutet auf eine funktionelle Redundanz dieser Veranderungen hin. Im Gegensatz
zu CBL zeigten sich CBLB Mutationen jedoch auch in einigen BRAF und NRAS
Proben. Vermutlich ist dies durch Unterschiede der Funktionen von CBL und
CBLB zu erklaren. Denkbar ware, dass CBLB beispielsweise einen geringeren
Einfluss auf den MAPK-Signalweg haben konnte.

E3 Ubiquitin Ligasen tragen unter anderem dazu bei, den Abbau von Proteinen
zu initiieren. An die entsprechenden Proteine werden mit Hilfe der Ubiquitin Liga-
sen mehrere Ubiquitin-Molekule tUber kovalente Bindungen angehangt. Das flhrt
wiederum zu einem Abbau der markierten Proteine durch das Proteasom.
(Ciechanover, 1998)

Wildtyp Formen von CBL und CBLB spielen auf diese Weise auch eine Rolle
beim Abbau aktivierter Rezeptor-Tyrosinkinasen (Ettenberg et al., 1999;
Levkowitz et al., 1999; Miyake et al., 1998; Ota und Samelson, 1997). Daraus
resultiert eine verminderte Aktivierung der betroffenen Signalwege, wie beispiels-
weise des MAPK-Signalwegs (Ettenberg et al., 1999) und des PI3K-Signalwegs
(Kales et al., 2010). Unabhangig von diesem Mechanismus wird auch eine indi-
rekte Hemmung des MAPK-Signalwegs angenommen, indem CBL kompetitiv zu
SOS an Grb2 bindet (Abbildung 1) (Schmidt und Dikic, 2005).

Neben der Funktion als E3 Ubiquitin Ligase fungiert CBL auch als Adapter-Pro-
tein. Auf diese Weise interagiert es mit einer grolRen Zahl anderer Proteine
(Swaminathan und Tsygankov, 2006) und fuhrt unter anderem zu einer direkten
Aktivierung des MAPK-Signalwegs (Finkelstein und Shimizu, 2000; Garcia-
Guzman et al., 2000).

Aufgrund dieser vielfaltigen und zum Teil gegensatzlichen Funktionen sind fur
CBL sowohl onkogene als auch tumorsuppressive Einflisse beschrieben (Kales
et al., 2010).
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In der Literatur wird CBL haufig als Protoonkogen bezeichnet (Andoniou et al.,
1994; Lupher et al., 1998). Onkogene Formen, wie beispielsweise v-CBL und
70Z-CBL, zeichnen sich durch Deletionen oder Mutationen in der sogenannten
Linker-Region und der RING-Finger-Domane (Position 381-420) aus (Grand et
al., 2009; Kales et al., 2010). Vor allem Mutationen der Linker-Region scheinen
dabei fur die Onkogenese relevant zu sein (Thien et al., 2001). Es wird vermutet,
dass diese onkogenen Proteine die Funktion des Wildtyp CBL blockieren,
wodurch eine Polyubiquitinierung und Herabregulation von Rezeptor-Tyrosin-
kinasen verhindert wird (Kales et al., 2010; Thien et al., 2001). AuRerdem wurde
in Studien auch in Abwesenheit von Wildtyp CBL eine EGFR-aktivierende Rolle
beschrieben (Thien und Langdon, 1997).

Hingegen wurden fur bestimmte CBL Hotspot-Mutationen, die einen Verlust der
Ubiquitinierungsaktivitat des Enzyms zur Folge hatten, eine verminderte Herab-
regulation proliferationsférdernder Signalwege gezeigt. Levkowitz et al. (1999)
beobachteten beispielsweise, dass das CBL Protein durch eine Mutation der
Aminosaure Y371 in vitro nicht mehr in der Lage war, den aktivierten EGF-Re-
zeptor zu ubiquitieren. Als Ursache daflir sahen die Autoren an, dass eine Phos-
phorylierung der Aminosaure durch den Austausch von Tyrosin nicht mehr
moglich war. (Levkowitz et al., 1999)

Grand et al. (2009) beobachteten in einer Studie hamatologischer Neoplasien
ebenfalls einen Verlust der Ubiquitin Ligase-Aktivitat fir die Mutationen S376F,
H398Y, P417A und R420Q. Diese fuhrten zu einem autonomen Wachstum der
Zellen. Die Autoren vermuteten, dass fur die maligne Transformation jedoch ge-
gebenenfalls weitere kooperierende Veranderungen notwendig sein konnten.
(Grand et al., 2009)

Kumaradevan et al. (2018) zeigten weiterhin, dass die Y371H Mutation zu einer
verminderten Herabregulation des Protoonkogens B-Catenin in kolorektalen Kar-
zinomen fuhrte. Dies hatte wiederum ein erhdhtes Wachstum mutierter Tumor-
zellen zur Folge. Aul3erdem war eine hohe CBL Expression mit einem besseren
Uberleben von Patienten mit kolorektalen Karzinomen im Stadium IV assoziiert.
(Kumaradevan et al., 2018)
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Die genannten Beobachtungen deuten auf eine Rolle des Gens als Tumorsupp-
ressor hin, dessen Funktionsverlust zu einer Hochregulation von Signalwegen
fuhrt.

Bezogen auf das maligne Melanom sind die Angaben in der Literatur ebenfalls
heterogen. In kutanen Formen des malignen Melanoms wurde fur CBL bisher
noch keine generelle Treiberrolle angenommen.

Nihal und Wood (2016) beobachteten eine hohe Expression von CBL in Mela-
nomzellen verglichen mit Zellen benigner melanozytarer Navi. Der Unterschied
war allerdings nicht signifikant. Ein Knock-Down der CBL Expression fuhrte zwar
nicht zum Zelltod, jedoch wurde eine geringere Proliferation und Invasion der
Zellen beobachtet. (Nihal und Wood, 2016)

Diese Beobachtung lasst vermuten, dass es sich bei CBL auch im malignen Me-
lanom um ein Onkogen handeln kdnnte. Die Studie beschaftigte sich allerdings
nicht mit den Auswirkungen bestimmter Mutationen, sondern lediglich mit den
Folgen einer herabgesetzten Expression von Wildtyp CBL.

Shain et al. (2015a) vermuteten hingegen eine Rolle von CBL als Tumorsuppres-
sor im desmoplastischen Melanom. Das Gen wies in der Kohorte eine hohe Zahl
an Missense- und Nonsense-Varianten sowie Deletionen auf. Des Weiteren ver-
muteten die Autoren eine funktionelle Redundanz zu aktivierenden Mutationen
der Gene BRAF und NRAS. Dieser Zusammenhang kdnnte niedrige Mutations-
raten von CBL in anderen Melanomstudien erklaren, die meist einen sehr hohen
Anteil an BRAF und NRAS mutierten Proben aufweisen. (Shain et al., 2015a)

In der analysierten Stadium Il Kohorte wies CBL unter anderem in der Oncodri-
veCLUST Analyse einen signifikanten g-Wert auf. In zwei Proben wurde eine
Missense-Mutation der mehrfach beschriebenen Y371 Aminosaure detektiert
(Kumaradevan et al., 2018; Levkowitz et al., 1999). Aulierdem wurden auch Mu-
tationen der von Grand et al. (2009) erwahnten Position P417 beobachtet sowie
der angrenzenden Aminosaure F418. Vier dieser funf Proben, waren gleichzeitig
von einer heterozygoten Deletion des CBL Gens betroffen. Diese Beobachtun-

gen unterstutzen die Hypothese einer tumorsuppressiven Rolle des Gens.
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In der GISTIC Analyse wurde auRerdem die Deletion einer Region detektiert, auf
der unter anderem CBL lokalisiert war. Die Deletion des Gens deutet ebenfalls
auf eine Rolle als Tumorsuppressor hin. Es ist allerdings nicht auszuschliel3en,
dass die Detektion der Region mittels GISTIC aus der positiven Selektion eines
anderen dort lokalisierten Gens resultiert. Insgesamt wiesen 66 Proben der Ko-
horte eine heterozygote Deletion des CBL Gens auf, homozygote Deletionen
wurden allerdings nicht beobachtet. Lediglich funf Proben trugen neben der De-
letion zusatzlich mindestens eine Mutation des Gens, wovon wiederum vier einen
der detektierten Mutationshotspots betrafen. Laut der Knudson-Hypothese mus-
sen fur die vollstandige Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens in der Regel
beide Allele von inaktivierenden Alterationen betroffen sein (Knudson, 1971). Bei
CBL konnte es sich jedoch um ein haploinsuffizientes Gen handeln. Das wurde
bedeuten, dass die Dosis des Genprodukts eines einzelnen Allels nicht ausreicht,
um die normale Genfunktion in der Zelle aufrecht zu erhalten (Payne und Kemp,
2005).

Der Einfluss von CBL auf den MAPK-Signalweg, der im malignen Melanom von
zentraler Bedeutung ist (Sanchez-Vega et al., 2018), unterstitzt die Annahme
einer Treiberrolle des Gens. In den Subtypen NF71 und Triple-WT scheint CBL
besonders relevant zu sein, da sich nur in der Analyse dieser beiden Subtypen
signifikante g-Werte fir das Gen ergaben und Mutationen hier besonders haufig
beobachtet wurden. In Triple-WT Tumoren kénnten CBL Mutationen eine von
BRAF und NRAS unabhangige Aktivierung des MAPK-Signalwegs ermoglichen.
NF1 Mutationen kdonnten mdoglicherweise zu einer geringeren Aktivierung des
MAKP-Signalwegs im Vergleich zu BRAF und NRAS Mutationen fuhren. Das
wulrde weitere Alterationen des Signalwegs, wie zum Beispiel CBL Mutationen,
in diesem Subtyp n6tig machen. Da fur einige der detektierten Mutationen bereits
zuvor ein Funktionsverlust der Ubiquitinligaseaktivitat von CBL berichtet wurde
(Grand et al., 2009; Kumaradevan et al., 2018; Levkowitz et al., 1999) und das
Gen in der Kohorte auf einer in GISTIC signifikanten Deletion lokalisiert war, liegt
eine tumorsuppressive Rolle im Melanom nahe. Dies muss durch funktionelle
Analysen verifiziert werden, indem der Einfluss der detektierten Mutationen sowie

von Deletionen und Amplifikationen auf Melanomzellen untersucht wird.
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4.4.5 Assoziation detektierter Treibergene mit der UV-Signatur

Es ist auffallend, dass fur sehr viele der potenziellen Treibergene eine signifikante
Assoziation zwischen einer Mutation im jeweiligen Gen und dem Vorliegen der
Signatur 7 in der entsprechenden Probe bestand (Tabelle 6). Der wahrschein-
lichste Grund dafir ist, dass UV-Strahlung als Mutagen mit einer hohen Tumor-
mutationslast einhergeht (Chalmers et al., 2017). Entsprechend ist auch die
Wahrscheinlichkeit groRer, dass ein Gen zufallig von einer Mutation betroffen ist.
Daher sind besonders die Gene mit einem sehr geringen g-Wert sowie Gene, fur
die kein Zusammenhang zu Signatur 7 nachgewiesen werden konnte von Inte-
resse.

Bei Letzteren sind BRAF, NRAS und KIT besonders hervorzuheben. Die klassi-
schen BRAF Mutationen werden haufig bereits in benignen melanozytaren Navi
beobachtet (Shain et al., 2015b). NRAS Mutationen wurden von Shain et al.
(2015b) ab intermediaren Lasionen beschrieben, also ebenfalls vor dem invasi-
ven Stadium. Bei den meisten Mutationen in diesen klassischen Treibergenen
handelt es sich nicht um UV-typische C>T Transitionen (Hodis et al., 2012).
Denkbar ware daher, dass diesen Mutationen nur ein geringer UV-Einfluss zu-
grunde liegt, eine UV-Schadigung jedoch mdglicherweise im weiteren Verlauf der
Tumorentwicklung hinzukommt. Auch Ringer (2016) schloss aus Studienergeb-
nissen, dass die Akquisition von UV-Mutationen wahrend der Tumorprogression
fortgesetzt wird. Insgesamt passt dies zu der Beobachtung, dass in der Kohorte
keine signifikante Assoziation zwischen BRAF und NRAS Mutationen mit der UV-
Signatur bestand. KIT Mutationen treten sowohl haufig in den UV-unabhangigen
ALM und mukosalen Melanomen als auch in Melanomen, die auf Hautarealen
mit chronischer Sonnenschadigung entstehen, sogenannten CSD-Melanomen,
auf (Curtin et al., 2006). Dies passt wiederum zur mangelnden Assoziation zwi-

schen einer Mutation des KIT Gens mit der UV-Signatur.

Fur Gene, deren Mutationen hochsignifikant mit der Signatur 7 assoziiert waren,
ware beispielsweise eine Rolle im Reparaturmechanismus von UV-Schaden
denkbar. Eine Mutation des entsprechenden Gens kdnnte dazu fuhren, dass

DNA-Schaden nicht mehr repariert werden oder die Zelle der Apoptose entgehen
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kann. Die nominierten Treibergene NF1, MECOM, TET2, CDKN2A, PTPRC,
TP53, ARID2, HGF sowie ADAMTS18, COL3A1 und EPHAS3 wiesen in der vor-
liegenden Studie besonders niedrige p-Werte auf. In der Literatur wurden einige
dieser Gene bereits im Zusammenhang mit einer UV-Signatur beim malignen
Melanom genannt.

Lee et al. (2015) beobachteten, dass Gene, die als epigenetische Regulatoren
gelten, vermehrt von UV-Signatur Mutationen betroffen waren. Hierzu zahlten
beispielsweise MECOM, TET2 und ARID2. MECOM wurde hierbei besonders
hervorgehoben, da das Gen einen besonders grof3en Anteil an UVB-Mutationen
aufwies. AulRerdem wurde auch in den Genen TP53 (84,6 %), CDKNZ2A (81,8 %)
und EPHAS3 ein hoher Anteil an UV-Mutationen beobachtet. (Lee et al., 2015)
Hocker und Tsao (2007) stellten ebenfalls einen groRen Anteil an Mutationen mit
UVB-Signatur in den Genen TP53 und CDKNZ2A fest. Daher nahmen die Autoren
fur diese Gene eine direkte Rolle von UV-Strahlung bei der Mutagenese an
(Hocker und Tsao, 2007). Akbani et al. (2015) machten fur TP53 Mutationen eine
ahnliche Beobachtung. 93,9 % der Mutationen traten in Proben mit einer UV-Sig-
natur auf (Akbani et al., 2015).

Das Tumorsuppressorgen TP53 hat in der Wildtyp Form eine Reihe von Funkti-
onen. Dazu gehdren beispielsweise die Induktion von Apoptose, Zellseneszenz
und Zellzyklusarrest als Reaktion auf Schadigungen der DNA sowie die DNA-
Reparatur (Aubrey et al., 2016). Diese Funktionen kdnnten durch Mutationen be-
eintrachtigt werden. Die Folge ware, dass Zellen Uberleben konnen, die eine
starke UV-Schadigung aufweisen. Das wurde wiederum die Assoziation von Mu-
tationen des Gens mit dem Vorliegen der UV-Signatur erklaren.
Zusammenfassend wurden in der analysierten Kohorte einige bereits zuvor be-
schriebene Assoziationen von Mutationen bestimmter Gene mit einer UV-Muta-
genese beobachtet. Fur diese Gene konnte eine Rolle bei der Reparatur von UV-
Mutationen denkbar sein. Anhand der vorliegenden Daten kann die Frage nach
der Ursache der beobachteten Assoziationen jedoch nicht sicher beantwortet

werden.
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4.5 SCNAs des Melanoms im Stadium Il

Alternativ zu Mutationen, kdnnen auch Amplifikationen zur Aktivierung von On-
kogenen und Deletionen zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen beitra-
gen. Daher unterliegen diese genetischen Alterationen ebenfalls einer positiven
Selektion (Beroukhim et al., 2007). Da SCNAs jedoch im Gegensatz zu Mutatio-
nen meist mehrere Gene betreffen, ist es schwierig eine Alteration sicher auf ein
einzelnes zugrundeliegendes Ziel-Gen zurlckzufuhren (Beroukhim et al., 2007).
Fir die Identifikation dieser Ziel-Gene werden weitere Studien bendtigt, die auch
funktionelle Testungen beinhalten sollten (Beroukhim et al., 2010). Lediglich, falls
auf dem Wide-Peak der von GISTIC detektierten Region nur ein Gen lokalisiert
ist, kann davon ausgegangen werden, dass dieses Gen wahrscheinlich der posi-
tiven Selektion zugrunde lag. Fur Alterationen groflierer Regionen ist auRerdem
denkbar, dass eine Kombination aus mehreren, dort lokalisierten Genen bei der
Tumorgenese eine Rolle spielt. Fur Aberrationen ganzer Chromosomen oder
Chromosomenarme, die im Rahmen einer Aneuploidie beobachtet werden (Ka-
pitel 1.1.3), wird beispielsweise angenommen, dass sich die betroffenen Gene

kooperierend auf den Phanotyp auswirken (Bonney et al., 2015; Xue et al., 2012).

4.5.1 Aberrationen ganzer Chromosomenarme

Taylor et al. (2018) setzten sich mit Mustern der Aneuploidie in Krebszellen im
Allgemeinen sowie in verschiedenen soliden Tumorentitaten auseinander. Dabei
fanden sie, dass der Chromosomenarm 8q den insgesamt am haufigsten ampli-
fizierten Chromosomenarm darstellte. Der Arm 1q war ebenfalls vor allem von
Amplifikationen betroffen. Die Autoren beobachteten wesentliche Unterschiede
zwischen Tumoren verschiedener Entitaten. Die Aneuploidie-Muster waren dabei
zu einem grof3en Teil abhangig vom Ursprungsgewebe. Melanome bildeten ein
Cluster mit anderen Tumoren neuraler Abstammung. Fir dieses Cluster war eine
haufige Amplifikation des Chromosoms 7 charakteristisch sowie insgesamt we-
niger Aberrationen im Vergleich zu anderen Tumorentitaten. Fur kutane Mela-
nome war aul3erdem eine Deletion des Chromosoms 10 besonders prominent.
(Taylor et al., 2018)
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Auch in der analysierten Stadium Il Melanom-Kohorte zeigten sich Amplifikatio-
nen der Chromosomenarme 8q, 1q und 7 wie auch Deletionen des Chromosoms
10 in vielen Proben (Abbildung 13). Die Deletionen der Chromosomen 6q, 9 und
10 sowie Amplifikationen von 1q, 6p 7 und 8q, die in der analysierten Stadium Il
Kohorte besonders auffielen, wurden bereits von Bastian et al. (1998) beschrie-
ben. In der genannten Studie wurde hingegen das gesamte Chromosom 8, nicht
nur dessen langer Arm, als haufig amplifiziert beobachtet (Bastian et al., 1998).
In der Stadium || Kohorte war der Chromosomenarm 8p im Gegensatz dazu eher
von Deletionen betroffen. Auch Guan et al. (2015) beobachteten anhand von
TCGA Daten unter anderem signifikante Amplifikationen von 1q, 6p und 7 sowie
Deletionen von 6q, 9 und 10 im Melanom. Die Kohorte beinhaltete zum grofiten
Teil metastatische Tumoren (Guan et al., 2015).

Wahrend der Tumorprogression zeigen maligne Melanome eine Zunahme
karyotypischer Veranderungen. In Studien nahmen CNVs wahrend der klinischen
Progression von Vorlauferlasionen zu Melanomen sowie von lokalen zu metasta-
sierten Tumoren zu (Balaban et al., 1986; Kaufmann et al., 2014; Shain et al.,
2015b). Bastian et al. (2003) beschrieben auRerdem mit 13 % eine geringe Fre-
quenz chromosomaler Aberrationen in benignen Navi im Gegensatz zu 96,2 %
in malignen Melanomen. In der vorliegenden Studie zeigte sich, wie oben erlau-
tert, bereits im Stadium Il eine grolde Anzahl typischer Alterationen. Es ist aller-
dings wahrscheinlich, dass wahrend der Progression von lokalisierten Stadium II
Tumoren zu einer metastatischen Tumorerkrankung noch weitere Alterationen
hinzukommen oder eine grof3ere Zahl der Tumoren die beschriebenen Verande-
rungen akquiriert. Das konnte anhand der vorliegenden Daten nicht analysiert

werden.
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4.5.2 Fokale SCNAs und potenzielle Treibergene

In der Stadium Il Gesamtkohorte wurden von GISTIC viele fokale Alterationen
identifiziert, die bereits zuvor beschrieben waren und im Melanom bekannte Trei-
bergene betrafen. Dazu gehdrten die Gene KIT, MITF, TERT, BRAF, CCND1,
CDK4, MDM2 und MYC, die auf amplifizierten Regionen lokalisiert waren, sowie
die Deletion einer Region, die CDKNZ2A enthielt (Akbani et al., 2015; Bastian et
al., 1998; Curtin et al., 2005; Curtin et al., 2006; Garraway et al., 2005; Guan et
al., 2015; Hodis et al., 2012; Lin et al., 2008). Shain et al. (2015b) fanden einen
Zusammenhang zwischen Deletionen der Gene CDKNZ2A und PTEN sowie Amp-
lifikationen von BRAF, MDM2 und TERT und der Progression von einer benignen
melanozytaren Lasion zu einem invasiven Melanom. Die Ergebnisse der Stadium
Il Kohorte deuten darauf hin, dass diese Gene bereits im fruhen Stadium des
Melanoms haufig von SCNAs betroffen sind. Jedoch kann erneut nicht ausge-
schlossen werden, dass die Haufigkeit dieser Alterationen wahrend der Progres-
sion zu einer metastatischen Erkrankung noch zunimmt. Deletionen der PTEN
Region wurden, entgegen fruheren Studienergebnissen, die das Gen im Mela-
nom als haufig amplifiziert identifizierten (Curtin et al., 2005; Lin et al., 2008;
Shain et al., 2015b), in der Gesamtkohorte nicht von GISTIC detektiert. Auf die-
ses Gen wird an spaterer Stelle dieses Kapitels erneut eingegangen.

Neben den zuvor bekannten Genen befand sich CBL in der Gesamtkohorte so-
wie in allen vier Subtypen auf einer signifikant deletierten Region. Die Rolle von
CBL wurde bereits in Kapitel 4.4.4 diskutiert. GISTIC identifizierte aul3erdem fo-
kale SCNAs, die nicht zuvor beschrieben waren und nur ein einzelnes oder we-
nige Gene einschlossen. Diese betrafen unter anderem Amplifikationen der Gene
RPTOR und RBX1 sowie Deletionen von ANK3. Auch das Gen NF1 war allein
auf einem von GISTIC als deletiert identifizierten Wide-Peak lokalisiert.

Das Gen RPTOR kodiert fir Regulatory associated protein of MTOR complex 1,
das mit mTOR interagiert und daher eine Rolle im mTOR-Signalweg innehat
(Hara et al., 2002). Dieser Signalweg ist dem PI3K-Signalweg nachgeschaltet
und beeinflusst Zellmetabolismus und Zellwachstum (Hocker et al., 2008;
Woullschleger et al., 2006). Pépulo et al. (2011) vermuteten zuvor einen Einfluss

des mTOR-Signalwegs bei der Progression des kutanen Melanoms.
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RBX1 kodiert fur das Protein RING-box protein 1, das Teil des SCF-Komplexes,
einem E3 Ubiquitin Ligase Komplex, ist. Dieser Komplex ist an der Kontrolle der
Zellzyklusprogression beteiligt, indem er zum Abbau hierfur wichtiger Komponen-
ten beitragt (Kamura et al., 1999; Nakayama und Nakayama, 2006; Sun et al.,
2001). Die grundlegende Funktion von Ubiquitin Ligasen wurde bereits in Kapitel
4.4.4 beleuchtet. Es wurde zuvor vermutet, dass die Deregulation des SCF-Kom-
plexes zur Krebsentstehung beitragen konnte (Bielskiene et al., 2015; Nakayama
und Nakayama, 2006).

Das Gen ANK3 (Ankyrin 3) kodiert fir das AnkyrinG Protein (Kordeli et al., 1995).
Ankyrine verbinden integrale Membranproteine mit Komponenten des Zytoske-
letts, wodurch sie unter anderem dazu in der Lage sind, Zellmaotilitat und Prolife-
ration zu regulieren (Bennett, 1992; De Matteis und Morrow, 1998). Des Weiteren
wurde in der Literatur eine Assoziation zwischen der Herabregulation von ANK3
und einem schlechteren Outcome von Krebserkrankungen beschrieben, vor al-
lem fur Prostatakarzinome (Glinsky et al., 2005; Wang et al., 2016). Bereits
Lattanzi et al. (2018) berichteten nicht-synonyme SNVs von ANK3 in NM Tumo-
ren.

Zusammenfassend konnte dies darauf hindeuten, dass SCNAs der beschriebe-
nen Gene bei der Melanomagenese eine Rolle spielen. Die Effekte dieser Alte-

rationen in Melanomzellen mussen jedoch in weiteren Studien evaluiert werden.

Genau wie fur Mutationen verschiedener Treibergene, wurden auch bezuglich
der SCNAs zwischen den molekularen Subtypen deutliche Unterschiede festge-
stellt. Mdgliche Erklarungen fur Gemeinsamkeiten und Unterschiede hinsichtlich
Alterationsfrequenzen einzelner Gene wurden in Kapitel 4.4.2 fur die mutierten
Treibergene diskutiert. Insgesamt wiesen Triple-WT Tumoren den hochsten Me-
dian des von CNVs betroffenen Genomanteils auf. Diesbezuglich wurde jedoch
kein signifikanter Unterschied festgestellt. Neben der von Akbani et al. (2015)
gezeigten hohen Rate an CN-Segmenten und fokalen Amplifikationen in Triple-
WT Tumoren, wurde auch fur ALM ein vergleichsweise hoher Grad an chromo-
somalen Aberrationen (Curtin et al., 2005) sowie eine groRe Zahl an Amplifikati-
onen beschrieben (Bastian et al., 2000). Da es sich bei 41,3 % der Triple-WT
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Tumoren in der Kohorte um ALM handelte, passen diese Beobachtungen gut
zusammen.

In Kapitel 4.4.2 wurde bereits erwahnt, dass SCNAs in Triple-WT Melanomen
aufgrund der niedrigen Mutationsfrequenzen vieler Treibergene eine Alternative
fur die Aktivierung relevanter Signalwege darstellen kdnnten. Dafur spricht, dass
viele Gene in einem relativ gro3en Anteil der Tumoren des Triple-WT Subtyps
von SCNAs betroffen waren (Tabelle 10). Des Weiteren wurde beispielsweise die
Deletion der NF1 Region neben dem NF1 Subtyp auch in der Triple-WT Kohorte
von GISTIC detektiert. Da NF1 dabei allein auf dem Wide-Peak angegeben war,
ware die Deletion des Gens in Triple-WT Melanomen als Alternative zu LoF-Mu-
tationen denkbar.

Prinzipiell wurden sehr viele Amplifikationen bekannter Protoonkogene, die nur
in einem Teil der Subtypen in signifikanten Regionen lokalisiert waren, im Triple-
WT Subtyp beobachtet. Dazu gehdrten beispielsweise MDM2, CDK4, CCND1,
TERT, KIT und MITF. KIT und MITF waren dabei ausschlieB3lich in Triple-WT
Melanomen signifikant und alleine auf dem Wide-Peak lokalisiert, was fur eine
wichtige Rolle der beiden Gene in diesem Subtyp sprechen kdnnte.

Entgegen diesen Beobachtungen postulierten Garraway et al. (2005) einen Zu-
sammenhang zwischen BRAF Mutationen und MITF Amplifikationen. Auch
Akbani et al. (2015) fanden mit Hilfe von GISTIC, dass MITF Amplifikationen aus-
schliel3lich im BRAF Subtyp einen signifikanten g-Wert aufwiesen. Im Gegensatz
dazu waren BRAF Melanome in der Stadium Il Kohorte lediglich in 3,4 % der
Falle von MITF Amplifikationen betroffen. Denkbar ware, dass MITF Amplifikati-
onen in BRAF Tumoren erst zu einem spateren Zeitpunkt der Tumorprogression
entstehen. Dafur spricht, dass Garraway et al. (2005) MITF Amplifikationen be-
sonders haufig im metastasierten Stadium der Erkrankung nachwiesen.

CDK4 und CCND1 Amplifikationen wurden von Curtin et al. (2005) vor allem in
Wildtyp Tumoren fur BRAF und NRAS beobachtet, was zu der hier beschriebe-
nen Detektion der Alterationen im Triple-WT Subtyp passt. In der analysierten
Kohorte war jedoch die CCND1 Region auch im RAS Subtyp signifikant amplifi-
ziert. KIT Amplifikationen wurden von Pfarr et al. (2016) ebenfalls in BRAF- und
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RAS-wildtyp Tumoren beschrieben. Auf die Bedeutung des KIT Gens im Triple-
WT Subtyp wurde in den Kapiteln 4.4.2 und 4.4.3 eingegangen.

Die Amplifikation der BRAF Region wurde von GISTIC ausschliel3lich im BRAF
Subtyp detektiert. Corcoran et al. (2010) identifizierten BRAF Amplifikationen als
Resistenzmechanismus gegen BRAF- und MEK-Inhibitoren in vitro. Die Autoren
zeigten hingegen auRerdem, dass eine Kombinationstherapie der Substanzen in
der Lage war, diese Resistenz zu Uberwinden (Corcoran et al., 2010). Die lden-
tifikation dieser Amplifikationen im BRAF Subtyp bereits im fruhen und fur BRAF-
und MEK-Inhibitoren Therapie-naiven Stadium Il in 22,4 % der Tumoren spricht
dafir, dass es sich um einen primaren Resistenzmechanismus handeln kdnnte.
Das unterstreicht die Wichtigkeit des Einsatzes einer Kombinationstherapie aus
BRAF- und MEK-Inhibitoren. Inwieweit dieser Zusammenhang im klinischen All-
tag als pradiktiver Faktor flr das Therapieansprechen auf BRAF- und MEK-Inhi-
bitoren genutzt werden kdnnte, muss in weiteren Studien evaluiert werden.

Im BRAF Subtyp war aullerdem, im Gegensatz zu den anderen Subtypen, die
Region 1p12 signifikant amplifiziert. Unter anderem war auf dem Wide-Peak das
Gen NOTCH?2 lokalisiert, das somit der positiven Selektion dieser Amplifikation
zugrunde liegen konnte. In der TCGA Melanom-Kohorte wurde diese Region
ebenfalls speziell im BRAF Subtyp von GISTIC identifiziert (Akbani et al., 2015;
Guan et al., 2015).

PTEN, ein Gen das bereits zuvor in Melanomen als mutiertes und deletiertes
Tumorsuppressorgen beschrieben wurde (Curtin et al., 2005; Guldberg et al.,
1997), lag lediglich in den Subtypen BRAF und Triple-WT auf von GISTIC als
deletiert identifizierten Regionen. Neben PTEN war jeweils noch eine grole Zahl
weiterer Gene auf den jeweiligen Wide-Peaks lokalisiert. In der Gesamtkohorte
der Stadium Il Tumoren wurde das Gen hingegen nicht von GISTIC detektiert.
Das konnte dafursprechen, dass PTEN erst im weiteren Verlauf der Tumorer-
krankung einer verstarkten positiven Selektion unterliegt. Allerdings war beson-
ders in BRAF Melanomen mit 41,4 % ein hoher Anteil der Tumoren von einer
PTEN Deletion betroffen. Curtin et al. (2005) beobachteten ebenfalls, dass BRAF
Tumoren im Gegensatz zu NRAS Melanomen besonders haufig von PTEN De-

letionen betroffen waren. in der analysierten Stadium Il Kohorte wies der RAS
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Subtyp zwar mit 22,6 % einen relativ gro3en Anteil an Tumoren mit PTEN Dele-
tion auf, jedoch wurde in RAS Melanomen die PTEN Region nicht von GISTIC
detektiert. Als Erklarungsansatz fuhrten Curtin et al. (2005) eine Studie von Tsao
et al. (2000) an, die fur NRAS Aktivierung und PTEN Verlust eine funktionelle
Redundanz in Melanomzellen nahelegte. Am ehesten ist diese Redundanz auf
eine Aktivierung des PI3K-Signalweges durch Alterationen beider Gene zurlck-
zufihren (Rodriguez-Viciana et al., 1994; Stambolic et al., 1998). Curtin et al.
(2005) vermuteten, dass in BRAF Tumoren hingegen die zusatzliche Alteration

von PTEN fir die Aktivierung des PI3K-Signalwegs benotigt wird.

Damit wurden in der analysierten Stadium Il Kohorte viele bereits zuvor beschrie-
bene SCNAs und Zusammenhange dieser zu den molekularen Subtypen festge-
stellt. Die Identifikation der Gene, die die Grundlage der positiven Selektion
dieser SCNAs darstellen, kdnnte Gegenstand zukulnftiger Studien sein. Aulder-
dem wird in Zukunft voraussichtlich das relativ neue Long-Read Sequencing das
in dieser Studie verwendete Short-Read Sequencing fur die CNV-Analyse ablo-

sen (Mason-Suares et al., 2016).
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4.6 Einflussfaktoren des Outcomes von Stadium Il Melanomen

In frihen Tumorstadien ist es von grol3em Interesse, Patienten mit einem erhoh-
ten Risiko fur das Fortschreiten der Erkrankung zu identifizieren. Da Patienten
mit Stadium Il Melanomen zum Teil eine schlechtere Prognose haben als solche
mit Stadium IlIIA Tumoren (Balch et al., 2009), ist es von Interesse, die Risi-
kostratifizierung weiter zu optimieren. Dafur mussten neben dem Tumorstadium
zusatzliche prognoserelevante Parameter ausfindig gemacht werden.

Eine genauere Stratifizierung des Rezidiv- und Sterberisikos im Stadium Il ware
auch von grofRer klinischer Relevanz. Immuncheckpoint-Inhibitoren sowie BRAF-
und MEK-Inhibitoren wurden bisher erst ab dem Stadium Ill zur Melanomtherapie
eingesetzt (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020). Eine aktuelle Studie zeigte je-
doch auch fiir die Stadien 11B und IIC einen Uberlebensvorteil durch den adjuvan-
ten Einsatz von Pembrolizumab (Luke et al., 2022). Da diese Substanzen zum
Teil gravierende Nebenwirkungen hervorrufen (Anforth et al., 2013; Chapman et
al., 2011; Michot et al., 2016), ist eine Anwendung vor allem bei einem hohen
Rezidivrisiko der Erkrankung sinnvoll. Des Weiteren ware es gegebenenfalls
sinnvoll, die Intervalle zwischen den Nachsorgeuntersuchungen fir Hochrisiko-
patienten zu verkurzen.

Fir diese Studie wurden sowohl Daten (ber das rezidivfreie Uberleben (RFS) als
auch Uber das Gesamtuberleben (OS) dokumentiert. Da es sich mit 193 einge-
schlossenen Patienten um eine grofe Kohorte handelte, kann im Allgemeinen
eine gute Aussagekraft der Ergebnisse angenommen werden. Ein weiterer Vor-
teil ist, dass die Patienten vor Auftreten eines Rezidivs mehr oder weniger ein-
heitlich therapiert wurden. Im Stadium Il steht die Exzision des Tumors im
Vordergrund, die in einzelnen Fallen durch eine adjuvante Interferon-Therapie
erganzt wird (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020). Fir das RFS kdnnen daher
die verschiedenen Faktoren weitestgehend unabhangig von den Effekten unter-
schiedlicher Therapeutika wie Immuncheckpoint-Inhibitoren oder BRAF- und
MEK-Inhibitoren beurteilt werden.

Neben dem RFS soll jedoch auch auf das OS eingegangen werden, da das Ge-
samtluberleben flr den Pateinten den relevanteren Endpunkt darstellt. Hinsicht-

lich des OS existieren allerdings zwei gro3e Nachteile. Erstens wird dabei nicht
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bertcksichtigt, ob die Patienten an den Folgen eines Melanoms verstarben oder
ob der Tod andere Ursachen hatte. Das ist vor allem im Hinblick auf Patienten
hoheren Alters relevant. Zweitens lagen keine Informationen Uber das Therapie-
regime im Falle eines Rezidivs vor. Da der Einschluss von Patienten Uber einen
grol3en Zeitraum erfolgte, die gut wirksamen Immuncheckpoint-Inhibitoren sowie
BRAF- und MEK-Inhibitoren hingegen erst seit einigen Jahren in klinischer An-
wendung sind (Davey et al., 2016), muss angenommen werden, dass die Re-
zidive zum Teil sehr unterschiedlich therapiert wurden. Ein weiterer Nachteil der
Studie ist, dass die Nachbeobachtungszeit flr einzelne Patienten sehr kurz war.
Insgesamt zeigte sich fur das Stadium Il, dass die Stadieneinteilung nach Infilt-
rationstiefe und Ulzerationsstatus, wie bereits hinlanglich bekannt, einen guten
prognostischen Faktor fur RFS und OS darstellte (Gershenwald et al., 2017). Der
Ulzerationsstatus allein hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das Out-
come und auch der Regressionsstatus war nicht signifikant mit dem RFS oder
dem OS assoziiert. Diese Beobachtung hatten bereits Leiter et al. (2004) fur

dinne primare Melanome mit einer Dicke bis einschlie3lich 1 mm gemacht.

Des Weiteren war in der analysierten Kohorte ein hoheres Alter signifikant mit
einem schlechteren OS und RFS assoziiert. Balch et al. (2013) beobachteten
ebenfalls ein schlechteres melanomspezifische Uberleben (MSS) mit zunehmen-
der Lebensdekade in Tumoren der Stadien |, 1l und Ill. Die Autoren vermuteten
eine Kombination verschiedener Faktoren als ursachlich fur diesen Zusammen-
hang, unter anderem Veranderungen der Immunabwehr und des Lymphflusses
sowie der Tumorattribute bzw. histologischen Charakteristika im Alter (Balch et
al., 2013). Auch Leiter et al. (2004) fanden fur dinne Melanome bis maximal 1
mm Dicke ein signifikant schlechteres MSS der Patienten mit einem Alter von
mindestens 60 Jahren im Verglich zu jenen unter 60 Jahren. Dieser Einfluss war
unabhangig von Geschlecht, Tumordicke, Histologie und Lokalisation (Leiter et
al., 2004). Gegebenenfalls ware es daher sinnvoll, das Patientenalter beim Fest-
legen der Nachsorgeintervalle zu berucksichtigen.

Auf den Einfluss der Histologie sowie der verschiedenen molekularen Faktoren

wird im Folgenden gesondert eingegangen.
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4.6.1 Histologie

Zwischen den Histologien ergaben sich lediglich bei der Analyse des OS signifi-
kante Unterschiede. Patienten mit SSM zeigten dabei ein signifikant besseres
Outcome verglichen mit NM Patienten. Auch LMM wiesen im Vergleich zu NM
eine HR deutlich unter 1 auf, wobei das Signifikanzniveau jedoch nicht unter-
schritten wurde. Ein signifikanter Unterschied zwischen NM und ALM ergab sich
in der analysierten Kohorte hingegen nicht. Diese Beobachtungen passen prinzi-
piell zu friheren Studienergebnissen, obwohl dort in der Regel der Einfluss auf
das MSS analysiert wurde. Es wurde wiederholt ein schlechteres MSS von NM
Patienten verglichen mit SSM Patienten berichtet (Lattanzi et al., 2018; Mishra et
al., 2019). Auch ALM Tumoren wurden mit einem schlechteren 5- und 10-Jahres-
MSS im Vergleich zu kutanen Formen des Melanoms in Verbindung gebracht
(Bradford et al., 2009). Diese Beobachtung ware wiederum damit vereinbar, dass
ALM und NM Tumoren in der analysierten Kohorte ein ahnliches Outcome auf-
wiesen.

Als Grunde fur ein schlechteres Outcome bei Vorliegen von ALM und NM wurde
wiederholt ein schnelleres Tumorwachstum (Liu et al., 2006) und die daraus re-
sultierende spatere Diagnosestellung in einem héheren Tumorstadium diskutiert
(Bradford et al., 2009; Teramoto et al., 2018). Lattanzi et al. (2018) untersuchten
diesen Zusammenhang fur das NM in einer groRen Kohorte mit Melanomen der
Stadien | bis Ill. Nach Korrektur fir Tumorstadium, -dicke und einige weitere Fak-
toren zeigten NM Tumoren im Vergleich zu SSM jedoch noch immer ein signifi-
kant schlechteres MSS (Lattanzi et al., 2018). In einer anderen Studie wurde
auch fur das ALM, nach Korrektur fur Stadium und Tumordicke, eine schlechtere
Prognose festgestellt (Bradford et al., 2009). Das spricht fur einen direkten prog-
noserelevanten Einfluss der Histologie.

In der analysierten Stadium |l Kohorte wurden besonders LMM und SSM ver-
mehrt im frihen Stadium IIA diagnostiziert (Tabelle 2). Obwohl kein signifikanter
Unterschied bei der Stadienverteilung der Histologien festgestellt wurde, konnte
das den Unterschied des OS zwischen NM und SSM zum Teil erklaren. Die His-
tologie wurde aufgrund der relativ kleinen Gesamtzahl an Events in der Kohorte

allerdings nicht in die multivariate Analyse eingeschlossen. Daher kann keine
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Aussage daruber gemacht werden, ob der Zusammenhang tatsachlich Gber das
Tumorstadium vermittelt wurde.

Die Unterschiede bei der Analyse des OS konnten aul3erdem durch ein besseres
Ansprechen der SSM und LMM Rezidivtumoren auf Systemtherapien mediiert
sein. SSM waren beispielsweise in der Kohorte besonders haufig von BRAF Hot-
spot-Mutationen betroffen (Abbildung 5), was eine Therapie mit einem BRAF-
Inhibitor ermoglicht (Flaherty et al., 2010; Leitlinienprogramm Onkologie, 2020).
LMM wiesen im Vergleich zu den anderen Histologien eine hohere TMB auf (Ab-
bildung 8). Das kdnnte wiederum mit einem verbesserten Ansprechen auf Im-

muncheckpoint-Inhibitoren einhergehen (Snyder et al., 2014).

4.6.2 Molekulare Subtypen

Mit der Frage, ob BRAF, RAS und NF1 Mutationen das Outcome der Patienten
beeinflussen, befassten sich bereits einige Studien. Bisher zeigten die meisten
Arbeiten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem molekularen Sub-
typ und dem Outcome (Akbani et al., 2015; Edlundh-Rose et al., 2006;
Krauthammer et al., 2015; Long et al., 2011; Maldonado et al., 2003).

Thomas et al. (2015) beschrieben hingegen flr eine relativ gro3e Kohorte von
Primartumoren (n = 912) ein signifikant schlechteres MSS fir NRAS- und BRAF-
mutierte Tumoren, die sich mindestens im Stadium IIB befanden. Die Signifikanz
zeigte sich erst nach Korrektur fur einige Faktoren, wie beispielsweise das Tu-
morstadium. FUr Tumoren in niedrigeren Stadien ergab sich hingegen keine Sig-
nifikanz. Daraus schlossen die Autoren, dass BRAF und NRAS Mutationen nur
im hoéheren Tumorstadium mit einem schlechteren Outcome assoziiert sind.
(Thomas et al., 2015)

Cirenajwis et al. (2017) fanden ein signifikant schlechteres MSS sowie OS fur
NF1-mutierte Tumoren. In der multivariaten Analyse blieb der Unterschied jedoch
lediglich fur das MSS signifikant (n = 626). Des Weiteren wurde kein signifikanter
Zusammenhang gefunden, falls nur Primartumoren bei der Analyse berucksich-
tigt wurden. (Cirenajwis et al., 2017)

Aufgrund dieser zum Teil widersprichlichen Ergebnisse kann anhand der aktu-

ellen Studienlage keine allgemeine Aussage uber die Auswirkung der Subtypen
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auf das Outcome gemacht werden. AulRerdem gibt es in den genannten Studien
Hinweise darauf, dass lediglich in hdheren Tumorstadien ein Zusammenhang
zwischen den analysierten Mutationen und dem Outcome besteht.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde ein signifikant besseres RFS von NF1 Tu-
moren im Vergleich zu Triple-WT Tumoren festgestellt (HR = 0,30). Weitere As-
soziationen zeigten sich nicht. Dieses Ergebnis scheint auf den ersten Blick
unstimmig mit dem von Cirenajwis et al. (2017) beschriebenen schlechteren MSS
der NF1 Tumoren. Allerdings lagen in der genannten Studie keine Informationen
Uber das RFS vor und fur Primartumoren ergab sich ebenfalls keine signifikante
Assoziation mit dem Outcome (Cirenajwis et al., 2017).

Eine mogliche Begrindung fur das langere RFS von Patienten mit Melanomen
des NF1 Subtyps ist die hohere TMB dieser Tumoren. Diese kdnnte beispiels-
weise auch unabhangig von einer Immuntherapie eine bessere Bekampfung des
Tumors durch das korpereigene Immunsystem ermdglichen (Klebanov et al.,
2019). Dem widerspricht, dass die TMB keine signifikante Auswirkung auf das
RFS zeigte. Aullerdem ergab sich in der multivariaten Analyse, nach Korrektur
fur TMB, Alter und Stadium, noch immer ein signifikanter p-Wert, was gegen ei-
nen kausalen Zusammenhang dieser Faktoren spricht. Es ist also naheliegend,
dass der Zusammenhang zwischen der Zugehdrigkeit des Tumors zum NF7 Sub-
typ und dem verbesserten RFS nicht durch andere Faktoren mediiert ist.
Hinsichtlich des OS ergaben sich keine signifikanten Assoziationen. Im Vergleich
zu Triple-WT Tumoren wiesen BRAF Tumoren eine niedrige HR auf, wobei das
Signifikanzniveau nicht unterschritten wurde (HR = 0,43; p = 0,060). Das passt
wiederum nicht zu der Beobachtung von Thomas et al. (2015), die ein schlechte-
res MSS fur BRAF-mutierte Tumoren berichteten. Da in der Stadium |l Kohorte
keine Informationen Uber das Therapieregime im Rezidivfall vorlagen, kdnnte die-
ser Trend jedoch auf ein besseres Ansprechen der BRAF Tumoren auf BRAF-
und MEK-Inhibitoren zurickgehen (Flaherty et al., 2010; Hatzivassiliou et al.,
2010).
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4.6.3 Tumormutationslast

Wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, ist die TMB vor allem als moglicher pradiktiver
Biomarker fur das Ansprechen der Immuncheckpoint-Inhibitoren von klinischem
Interesse (Arora et al., 2019). Daraus leitet sich die Frage ab, ob die TMB auch
als prognostischer Biomarker, unabhangig von der Behandlung mit Immunthera-
peutika, das Outcome beeinflusst. Die durchgefuhrte Studie war die erste, die
einen prognostischen Wert der TMB in Stadium || Melanomen untersuchte.

Fir die TMB wurde kein signifikanter Einfluss auf RFS oder OS festgestellt, we-
der bei der Analyse als kontinuierlicher noch als binarer Faktor. Die Hazard Ra-
tios der kontinuierlichen Analyse lagen aulerdem sehr nahe am Wert 1, was die
Annahme unterstiutzt, dass die Hohe der TMB im Stadium |l tatsachlich keinen
Einfluss auf das Outcome hat. Die Ergebnisse der OS Analyse mussen mit Zu-
ruckhaltung interpretiert werden, da eine hohe TMB als pradiktiver Marker fur das
Ansprechen von Immuntherapien angesehen wird (Rizvi et al., 2015) und Infor-
mationen uUber den Einsatz dieser Therapeutika im Rezidiv-Fall nicht vorlagen.
Die Studienlage zur Rolle der TMB als prognostischer Faktor ist ambivalent und
soll daher im Folgenden beleuchtet werden.

Owada-Ozaki et al. (2018) beobachteten, dass sich eine hohe TMB fir NSCLC
Patienten im Stadium | sowohl negativ auf das OS als auch auf das krankheits-
freie Uberleben (DFS) auswirkte. Fiir die Auswertung wurde der Median der Ko-
horte als Cutoff zwischen hoher und niedriger TMB verwendet. Die Autoren
interpretierten eine hohe TMB als Zeichen erhohter Malignitat. (Owada-Ozaki et
al., 2018)

Eine weitere Studie zeigte, in einer Kohorte mit Adenokarzinomen der Lunge aller
Stadien, ebenfalls ein schlechteres OS bei Vorliegen einer hohen Mutationslast.
Dieser Zusammenhang blieb auch in der multivariaten Cox-Analyse bestehen.
Die Cutoffs wurden hierbei jedoch scheinbar willkirlich festgelegt und es wurde
nicht berichtet, welche Patienten gegebenenfalls mittels Immuntherapie behan-
delt worden waren. AuRerdem wurde lediglich ein kleines Genpanel mit 51 Ge-
nen sequenziert. (Xiao et al., 2016)

Samstein et al. (2019) untersuchten den Zusammenhang zwischen hoher TMB

und dem OS in fortgeschrittenen Tumoren verschiedener Entitaten. Als Cutoff
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wurde die 80. Perzentile der jeweiligen Tumorentitat gewahlt. Lediglich fur das
kolorektale Karzinom ergab sich ein signifikanter Zusammenhang, wobei die
Uberlebenskurven nach ca. 175 Monaten kreuzten. Nach diesem Zeitpunkt wies
die Gruppe mit einer hohen TMB das bessere OS auf, davor die mit einer niedri-
gen. Fur das Melanom wurde kein signifikanter Zusammenhang festgestellt, wo-
bei die Kohortengréfte mit n = 31 gering war. Auch fur NSCLC Tumoren (n = 623)
zeigte sich kein signifikanter Einfluss auf das OS. (Samstein et al., 2019)
Klebanov et al. (2019) postulierten einen Uberlebensvorteil von Patienten mit Tu-
moren, die eine hohe Mutationslast aufwiesen und gleichzeitig einer Tumorentitat
mit einem bekanntermalien grof3en Anteil an Passenger-Mutationen angehorten.
Dieser Zusammenhang wurde auch fur das maligne Melanom nachgewiesen.
Fir die Analyse wurden TCGA Daten verwendet. Informationen tUber das Thera-
pieregime waren laut den Autoren fur einige Patienten nicht verfliigbar, weshalb
der Einfluss verschiedener Therapieschemata auf das Uberleben nicht in die
Auswertung einbezogen werden konnte. Als Surrogatmarker fur die TMB wurde
in der Studie von der sogenannten "Tumor exonic missense mutational burden”
(TEMMB) Gebrauch gemacht, die allerdings gut mit der exonischen Mutationslast
korrelierte. (Klebanov et al., 2019)

Gupta et al. (2015) stellten anhand von TCGA Melanom-Daten aller Stadien
(n = 266) ein signifikant besseres Gesamtuberleben flr Patienten mit einer hohen
logarithmisch-transformierten Anzahl an Missense-Mutationen fest. In der mul-
tivariaten Analyse wurde dabei jedoch nicht beachtet, ob die Patienten eine The-
rapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren erhalten hatten. Der Cutoff fur die
Einteilung in Gruppen mit hoher und niedriger Mutationslast wurde mittels einer
Optimierungsmethode definiert. (Gupta et al., 2015)

Davoli et al. (2017) beobachteten, ebenfalls anhand der TCGA Daten, ein signi-
fikant besseres Uberleben von Melanompatienten hoher Tumorstadien mit einer
grolden Anzahl an Mutationen. Als Cutoff wurde der Median der Kohorte verwen-
det. Patienten, die eine Immun- oder Interferontherapie erhielten, wurden von der
Analyse ausgeschlossen. (Davoli et al., 2017)

Insgesamt sind die Studienergebnisse damit sehr vielfaltig und zum Teil wider-

spruchlich. Die genannten Studien zeigten jedoch fur das maligne Melanom, im
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Gegensatz zu anderen Tumorentitaten wie dem Bronchialkarzinom, wiederholt
einen Uberlebensvorteil durch hohe TMB-Werte (Davoli et al., 2017; Gupta et al.,
2015; Klebanov et al., 2019). Teile der Abweichungen zwischen den Studien
konnten durch ein unterschiedliches Verhalten der verschiedenen Tumorentita-
ten erklart werden (Klebanov et al., 2019).

Oftmals wurden TCGA Daten fur die Analyse des malignen Melanoms verwen-
det. Die TCGA Melanom-Kohorte besteht zu einem grof3en Teil aus metastasier-
ten Stadium IV Tumoren (Akbani et al., 2015). Das konnte eine mogliche
Begriundung fur die Abweichungen zu den Ergebnissen der hier analysierten Sta-
dium Il Kohorte darstellen. Es ware denkbar, dass die TMB erst in einem fortge-
schrittenen Tumorstadium die Prognose beeinflusst. Beim Vergleich der
Studienergebnisse muss auflerdem beachtet werden, dass die Herangehens-
weise sich zum Teil wesentlich zwischen den verschiedenen Studien unter-
schied. Die Heterogenitat bei der Berechnung der TMB wurde bereits in Kapitel
4.1.2 diskutiert. Des Weiteren gab es auch maf3gebliche Unterschiede hinsicht-
lich der Definition des Cutoffs zur Differenzierung zwischen hoher und niedriger
TMB. Aullerdem wurde zum Teil nicht berichtet, ob die Patienten im Verlauf der
Erkrankung mit Immuncheckpoint-Inhibitoren behandelt worden waren (Gupta et
al., 2015; Klebanov et al., 2019; Xiao et al., 2016). Daher ist in diesen Fallen die
Differenzierung zwischen einem prognostischen und einem pradiktiven Einfluss
der TMB nur schwer moglich.

Obwohl die analysierte Kohorte mit 193 Patienten relativ grofl3 war, sollte die Be-
obachtung, dass die TMB in Stadium Il Melanomen das Outcome der Erkrankung
nicht signifikant beeinflusste, in weiteren Studien mit Primartumoren verifiziert
werden. Es ware sinnvoll, in Zukunft einheitliche Methoden flir die Berechnung
der TMB und die Festlegung von Cutoffs zu definieren (Goto, 2018). Auf diese
Weise konnte die Vergleichbarkeit von Studien gewahrleistet werden.

119



4.6.4 TERT Promoter Mutationen

TERT Promoter Mutationen wurden in Studien mit aggressiven Tumoreigen-
schaften wie erhohter Tumordicke und Ulzeration in Verbindung gebracht
(Heidenreich et al., 2014; Nagore et al., 2016; Pépulo et al., 2014). Daher wurde
wiederholt auch eine prognostische Auswirkung dieser Alterationen untersucht.
Griewank et al. (2014) wiesen fur nicht-akrale Melanome einen signifikanten Zu-
sammenhang der Hotspot-Mutationen mit einem schlechteren OS der Patienten
nach. Fur Melanome der Tumorstadien | und Il (n = 300) wurde auch von Nagore
et al. (2016) ein signifikant kiirzeres krankheitsfreies Uberleben und MSS bei
Vorliegen einer TERT Promoter Mutation berichtet. Dieser Zusammenhang be-
statigte sich in der multivariaten Analyse jedoch lediglich fur das MSS, wobei der
p-Wert mit p = 0,05 nahe dem Signifikanzniveu lag (Nagore et al., 2016). Aller-
dings wurde in der multivariaten Analyse zusatzlich zwischen dem ausschliel3li-
chen Vorliegen einer TERT Promoter Mutation und der Kombination dieser mit
einer BRAF oder NRAS Mutation im Tumor unterschieden. Letztere Gruppe
zeigte auch in der multivariaten Analyse im Vergleich zu TERT-wildtyp Tumoren
fir beide Uberlebensparameter signifikante p-Werte (Nagore et al., 2016). Zehir
et al. (2017) fanden im Gegensatz zu fruheren Studien keine signifikante Auswir-
kung der Mutationen im TERT Promoter auf das OS von Melanompatienten.

In der analysierten Kohorte wurde fur das Stadium Il kein signifikanter Effekt von
Mutationen der TERT Promoter Hotspots auf das RFS oder OS festgestellt. Die
Auswertung wurde zusatzlich fur eine Subkohorte mit ausschlieBlich kutanen Me-
lanomen wiederholt, da auch Griewank et al. (2014) nur nicht-akrale Melanome
fur die Analyse berlcksichtigten. Hierflr ergab sich in der analysierte Stadium Il
Kohorte jedoch ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Out-
come und dem Vorliegen einer TERT Promoter Hotspot-Mutation.

Zumindest ein Teil der in den genannten Studien beobachteten Zusammenhange
zwischen Hotspot-Mutationen des TERT Promoters und dem Outcome koénnte
auf eine Assoziation dieser Mutationen mit klinisch aggressiven Tumoreigen-
schaften zuruckzufuhren sein. Dafur spricht, dass sich in der Studie von Nagore
et al. (2016), nach Korrektur fur unter anderem Alter und Stadium, in der multiva-

riaten Analyse fiir das krankheitsfreie Uberleben kein signifikanter
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Zusammenhang ergab und das MSS das Signifikanzniveau nur knapp unter-
schritt. Da sich aulRerdem nicht nur die Tumorstadien, sondern auch die einzel-
nen Substadien hinsichtlich der Prognose wesentlich unterscheiden
(Gershenwald et al., 2017), sollten diese in der multivariaten Cox-Analyse eben-
falls bertcksichtigt werden. Nagore et al. (2016) korrigierten beispielsweise nur
fur die Tumorstadien | und Il, nicht aber fir die jeweiligen Substadien. Da jedoch
in der hier vorliegenden Arbeit fur das gesamte Stadium I, unabhangig von den
Substadien, kein signifikanter Effekt beobachtet wurde, kann dieser Kritikpunkt
die Abweichungen zu friheren Studien nicht vollstandig begrinden.

Eine mdgliche Erklarung kdnnte sein, dass in der analysierten Kohorte in lediglich
114 Fallen Informationen Uber den Mutationsstatus des TERT Promoters vorla-
gen (Kapitel 2.4.7). Diese Zahl konnte zu gering sein, um sehr kleine Effekte auf
das Uberleben nachzuweisen. Auch Zehir et al. (2017) beobachteten jedoch fiir

das Melanom keinen signifikanten Zusammenhang.

4.6.5 Aneuploidie

Aneuploidie kann in einem Grol3teil solider Malignome als somatische Alteration
der Tumorzellen beobachtet werden (Taylor et al., 2018; Weaver und Cleveland,
2006). In Kapitel 1.1.3 wurden bereits einige Eigenschaften von Aneuploidie und
CIN in vitro sowie das Aneuploidie-Paradoxon beleuchtet. Daraus resultiert die
Frage, ob der Grad der Aneuploidie bzw. der chromosomalen Instabilitat im Tu-
mor den klinischen Verlauf der Erkrankung beeinflusst. Wie in Kapitel 4.1.4 dis-
kutiert, wurde in der vorliegenden Arbeit die Aneuploidie als Surrogatmarker fur
chromosomale Instabilitat verwendet.

In der analysierten Stadium Il Kohorte wurde kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Grad der Aneuploidie im Tumorgewebe und dem RFS oder OS
festgestellt. FUr die Analyse wurde die Kohorte anhand eines Aneuploidie-Scores
in vier Quartile unterteilt, die miteinander verglichen wurden. Dieser Herange-
hensweise lag die aus Studien abgeleitete Annahme zugrunde, dass Patienten
mit einer hohen Aneuploidie im Tumor ein schlechteres Outcome aufweisen, jene
mit einer extremen Aneuploidie jedoch insgesamt wiederum ein verbessertes

(Birkbak et al., 2011; Roylance et al., 2011). Es existieren bereits einige Studien
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an Tumoren anderer Entitaten, die einen Einfluss von CIN und Aneuploidie auf
das Outcome der Patienten feststellten. Die Datenlage flr das maligne Melanom
ist allerdings bisher sehr begrenzt. Daher sollen zunachst die Ergebnisse grof3er
Studien dargestellt werden, die sich mit den Effekten in anderen Tumorentitaten
auseinandersetzten. Bei der Interpretation der Studienergebnisse muss bedacht
werden, dass zum Teil eine groRe Heterogenitat bei der Messung von CIN und
Aneuploidie besteht (Kapitel 4.1.4).

Carter et al. (2006) beschrieben fur chromosomal instabile Tumoren sechs ver-
schiedener Tumorentitaten eine Assoziation zwischen CIN und einem schlechte-
ren klinischen Outcome. Dieser Zusammenhang galt unter anderem flr Kohorten
von Mammakarzinomen, Adenokarzinomen der Lunge, Mesotheliomen sowie
Gliomen. Die Studie machte von CIN-25- und CIN-70-Signaturen Gebrauch. Die
Berechnung dieser Signaturen erfolgte anhand von Expressionsdaten 25 bzw.
70 ausgewahlter Gene, die mit der sogenannten totalen funktionellen Aneuploidie
korrelierten. Bei der Analyse verschiedener Mammakarzinomstadien zeigte sich
lediglich fur die niedrigen Stadien | und Il ein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen der CIN-25-Signatur und einem schlechteren Outcome. (Carter et al.,
2006)

Eine Meta-Analyse von mehr als 60 Studien untersuchte die Assoziation von CIN
oder Aneuploidie bzw. Polyploidie mit dem klinischen Outcome des kolorektalen
Karzinoms. Wie die CIN in den einzelnen Studien definiert war, wurde nicht im
Detail ausgefuhrt. In 20 der betrachteten Studien wurde ein signifikanter Zusam-
menhang zwischen CIN und einem schlechteren Gesamtluberleben nachgewie-
sen. Dieser Zusammenhang wurde auch in der separaten Analyse der
Tumorstadien Il und Il detektiert. Die Autoren schlussfolgerten, dass CIN in ko-
lorektalen Karzinomen mit einem schlechteren Outcome einhergeht. (Walther et
al., 2008)

Birkbak et al. (2011) beobachteten in einer Meta-Analyse verschiedener solider
Tumoren einen Zusammenhang zwischen extremer CIN, definiert als das
hochste Quartil der Kohorte, und einer verbesserten Prognose im Vergleich zum
dritten Quartil. Der Grad der vorliegenden CIN wurde erneut mittels der CIN-70

Signatur gemessen. Der genannte Zusammenhang zeigte sich in
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Mammakarzinomen, Ovarialkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen der Lunge
sowie Magenkarzinomen. Diese Assoziation war auRerdem unabhangig von der
Durchfuhrung einer adjuvanten Therapie. Die Studie beschaftigte sich jedoch
ebenfalls nicht mit den Auswirkungen im malignen Melanom (Birkbak et al., 2011)
Auch Roylance et al. (2011) stellten in einer Kohorte von 51 Ostrogenrezeptor-
negativen Mammakarzinomen ein signifikant besseres Uberleben der Patienten
mit Tumoren, die von einer ,extremen® CIN betroffen waren, fest. Dieser Zusam-
menhang blieb auch in der multivariaten Analyse bestehen. Fiir Ostrogenrezep-
tor-positive Mammakarzinome war hingegen das Vorliegen einer ,extremen® CIN
im Tumor mit dem schlechtesten Uberleben assoziiert. Die CIN wurde unter an-
derem mittels zentromerer FISH der Chromosomen 2 und 15 sowie anhand der
CIN-70-Signatur ermittelt. Auch fur Magenkarzinome, Ovarialkarzinome und
NSCLC wurde anhand der CIN-70-Signautur ein verbessertes Uberleben im
héchsten Quartil des jeweiligen Kollektivs festgestellt. Die Effekte von CIN im
malignen Melanom wurden auch in dieser Studie nicht untersucht. (Roylance et
al., 2011)

Als mdoglicher Erklarungsansatz fur das wiederholt beschriebene schlechtere
Outcome chromosomal instabiler Tumoren kdnnte eine Assoziation zwischen der
durch CIN hervorgerufenen intratumoralen Heterogenitat mit einer erhohten An-
passungsfahigkeit des Tumors dienen (Heng et al., 2013; Turajlic et al., 2019).
Durch eine groliere genetische Variabilitat der Zellpopulation haben CIN-Tumo-
ren aus evolutionarer Sicht bessere Chancen einen therapieresistenten Klon her-
vorzubringen (Gerlinger und Swanton, 2010). Bei extremer Auspragung von CIN
oder Aneuploidie scheint jedoch eine negative Auswirkung auf die zellulare Fit-
ness zu Uberwiegen (Turajlic et al., 2019). Diese Annahme kénnte einen Ansatz-
punkt fur neue Therapeutika darstellen (Janssen et al., 2009; Kops et al., 2004;
Tang et al., 2011). Janssen et al. (2009) hielten beispielsweise eine selektive
Abtdtung von Tumorzellen durch die Induktion einer fehlerhaften Chromoso-
mentrennung wahrend der Mitose flir mdglich. AuRerdem zeigten einige Medika-
mente in vitro eine erhdhte Zytotoxizitat in Zellen mit komplexen Karyotypen
(Roschke et al., 2005).

123



Wie bereits erwahnt ist die bisherige Datenlage zum Einfluss von Aneuploidie
und CIN auf das klinische Outcome fur das maligne Melanom durftig. Kaufmann
et al. (2014) stellten fur Melanome keine signifikante Auswirkung von CIN auf die
Metastasierungstendenz von Primartumoren fest. In der Studie wurde erneut von
einer CIN-Signatur Gebrauch gemacht (Kaufmann et al., 2014).

Im Gegensatz zu anderen Tumorentitaten beobachteten auch Davoli et al. (2017)
fur das Melanom keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem SCNA-Ni-
veau und dem Outcome, unabhangig von der Anwendung systemischer Thera-
peutika. Es zeigte sich in der analysierten Kohorte jedoch eine Tendenz hin zu
einem besseren Outcome in Verbindung mit einem hohen SCNA-Niveau. Aulder-
dem wurde eine signifikante Assoziation zwischen einem hohen SCNA-Level im
Tumor und einer verbesserten Prognose in Verbindung mit der Applikation von
CTLA-4-Inhibitoren gefunden. Da eine negative Korrelation zwischen Aneuploi-
die und dem zytotoxischen Immuninfiltrat im Tumorgewebe auffiel, vermuteten
die Autoren, dass ein niedrigeres SCNA-Level im Tumor mit einer verbesserten
Immunreaktion einhergeht. Fur Aberrationen ganzer Chromosomen und Chro-
mosomenarme wurde in dieser Hinsicht ein besonders grofer Einfluss beobach-
tet. Als Erklarungsansatz wurde angefuhrt, dass Aneuploidie durch die Induktion
eines Proteinungleichgewichts eine erhohte Prasentation von Wildtyp-Proteinen
auf MHC zur Folge haben kénnte. (Davoli et al., 2017)

Vor allem der von Davoli et al. (2017) beschriebene positive Einfluss von SCNAs
auf die Prognose nach einer Immuntherapie konnte auch von klinischem Inte-
resse sein und sollte daher in weiteren Studien untersucht werden. Diesbezuglich
konnte anhand der vorliegenden Daten fur die Stadium Il Kohorte keine Aussage
gemacht werden. Das Ergebnis der analysierten Kohorte unterstitzt allerdings
die Annahme, dass fur das maligne Melanom unabhangig vom Therapieregime
kein Zusammenhang zwischen Aneuploidie und Outcome besteht. Es sollten je-
doch weitere Studien mit grolReren Patientenzahlen durchgefuhrt werden. Ob-
wohl bereits einige Studien auch Patienten in frlheren Stadien analysierten
(Carter et al., 2006; Walther et al., 2008), sollte der prognostische Wert von CIN
und Aneuploidie in Abhangigkeit des Stadiums evaluiert werden. Da karyotypi-

sche Veranderungen wahrend der Tumorprogression zunehmen (Balaban et al.,
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Diskussion - Einflussfaktoren des Outcomes von Stadium Il Melanomen

1986; Carter et al., 2006; Kaufmann et al., 2014; Shain et al., 2015b), ist denkbar,
dass es sich um einen Stadien-spezifischen prognostischen Marker handeln
konnte (Laubert et al., 2015).

4.6.6 Mutationen und SCNAs potenzieller Treibergene

Alterationen in Treibergenen werden als wichtige Ursachen fur die Tumorentste-
hung und Progression angesehen. Daher liegt nahe, dass Mutationen, Amplifika-
tionen und Deletionen von Treibergenen auch mit aggressiveren
Tumoreigenschaften und folglich einem schlechteren klinischen Outcome einher
gehen kdnnten. Die Studienlage in Bezug auf dieses Thema ist erneut ambiva-
lent. Fur einige Treibergene wurde bereits in verschiedenen Arbeiten eine nega-
tive Auswirkung auf das Outcome nachgewiesen. Wie in Kapitel 4.6.4 beleuchtet,
beobachteten beispielsweise mehrere Studien eine negative Auswirkung von
TERT Promoter Mutationen auf das Uberleben betroffener Patienten (Griewank
et al., 2014; Nagore et al., 2016). Auch fur BRAF, NRAS und NF1 Mutationen
wurde in einigen Arbeiten, wie in Kapitel 4.6.2 diskutiert, ein negativer Einfluss
auf das Outcome von Melanompatienten festgestellt (Thomas et al., 2015). In
einer Kohorte mit kolorektalen Karzinomen der Stadien Il und Il zeigte sich hin-
gegen kein Einfluss verschiedener Treibermutationen auf die Prognose
(Mouradov et al., 2013).

Es ist sehr wahrscheinlich, dass sich nicht alle Treibergene diesbezlglich gleich
verhalten. Fur Gene, deren Alteration mit einem verkurzten RFS einhergeht, ware
eine Rolle bei der Metastasierung denkbar. Veranderungen, die zu einem ver-
kirzten OS fuhren, kdnnten zusatzlich zu der Metastasierungstendenz mit einer

generell erhohten Aggressivitat des Tumors assoziiert sein.

Im Gegensatz zu dem bereits diskutierten Einfluss der molekularen Subtypen auf
das RFS (Kapitel 4.6.2), konnte fir die Ubrigen analysierten potenziellen Treiber-
gene in der Kohorte kein Einfluss auf das Outcome der Patienten beobachtet
werden. Eine Erklarung dafur konnte sein, dass meist nicht die Mutation eines
einzelnen Gens, sondern eine Kombination aus genomischen Alterationen fur ein

aggressiveres Tumorverhalten verantwortlich ist. AuRerdem ware denkbar, dass
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einige Treibergene lediglich zur Tumorinitiation, nicht jedoch zur Metastasierung
beitragen. Des Weiteren wurden in der Analyse alle kodierenden Mutationen be-
rucksichtigt, nicht nur jene, die nachgewiesenermalien zu einem Funktionsver-
lust von Tumorsuppressorgenen oder einem Gain-of-Function von Onkogenen
fuhren. Diese Herangehensweise wurde gewahlt, um fur alle Gene einheitlich zu
verfahren. Flr die nominierten Tumortreiber, die zuvor im Melanom noch nicht
beschrieben waren, hatte andernfalls Uber die genauen Auswirkungen der ein-
zelnen Mutationen spekuliert werden mussen. Interessant ware es daher, auch
den Einfluss der Expressionslevel dieser Gene auf das Uberleben zu priifen, da
vom Vorliegen einer kodierenden Mutation in den Tumorzellen nicht automatisch
auf die tatsachliche Expression des Gens geschlossen werden kann. Fur die ana-
lysierten Proben waren jedoch keine Expressionsdaten verfugbar.

Bei der Analyse des Einflusses der von GISTIC als hochsignifikant detektierten
Deletionen auf das Uberleben war die Deletion der Region 11g23.1 mit einem
schlechteren OS assoziiert. Ein Zusammenhang zwischen einem Loss of Hete-
rozygosity (LOH) der Region 11923 und dem Auftreten von Lymphknotenmeta-
stasen wurde bereits von Herbst et al. (2000) fir das maligne Melanom
beschrieben. Ein LOH der Region wurde in 38 % der Primartumoren, 67 % der
regionalen Lymphknotenmetastasen und 100 % der Fernmetastasen beobachtet
(Herbst et al., 2000). Dies unterstutzt die Hypothese, dass eine Deletion der von
GISTIC detektierten Region mit einem aggressiveren Tumorverhalten assoziiert
sein konnte. Bei einer hohen Signifikanz von p = 0,0001 nach der BH-Korrektur
ist ein durch Zufall entstandenes Ergebnis unwahrscheinlich. Trotzdem sollten
die Ergebnisse in weiteren Studien verifiziert werden.

Aufgrund der GroRRe der GISTIC Region 11g23.1 war eine hohe Anzahl an Genen
auf dem entsprechenden Wide-Peak lokalisiert (Abbildung 14, Supplement 10).
Wie bereits in Kapitel 4.5 erklart, ist es daher nicht mdglich, die positive Selektion
der Alteration sicher auf ein einzelnes Gen zurtckzufuhren. Interessanterweise
war jedoch auch das Gen CBL, das von allen drei Algorithmen als potenzielles
Treibergen nominiert wurde (Kapitel 4.4.4), auf dem Wide-Peak der Region
11923.1 lokalisiert. Diese Beobachtung konnte eine Rolle von CBL als Tumor-

suppressorgen des malignen Melanoms unterstitzen.
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Diskussion - Einflussfaktoren des Outcomes von Stadium Il Melanomen

Es existieren bereits Studien anderer Tumorentitaten, die Unterschiede in der
CBL Expression als prognostischen Faktor identifizierten. Kumaradevan et al.
(2018) beobachteten in einer Patientenkohorte mit kolorektalen Karzinomen im
Stadium IV eine Assoziation zwischen hoher CBL Expression und einem verbes-
serten OS (n = 72). Zwischen den Gruppen mit hoher und niedriger CBL Expres-
sion existierten jedoch Unterschiede hinsichtlich der therapeutischen
Herangehensweise (Kumaradevan et al., 2018). Im Gegensatz dazu fanden Jing
et al. (2016) flr Gliome ein signifikant schlechteres progressionsfreies Uberleben
(PFS) sowie OS im Zusammenhang mit einer hohen CBL Expression. Tumoren
mit einer hohen Expression wiesen dabei insgesamt ein hdheres Tumorstadium
auf, allerdings wurde der Zusammenhang zu einem schlechteren Outcome auch
unabhangig vom Tumorstadium in der multivariaten Analyse nachgewiesen (Jing
et al., 2016). Luo et al. (2018) identifizierten ebenfalls eine hohe Expression von
CBL und dessen Homolog CBLB als negative Einflussfaktoren auf das OS und
PFS in Chordomen der Schadelbasis (n = 70).

Damit wurden sowohl positive als auch negative Auswirkungen der CBL Expres-
sion auf das Outcome verschiedener Tumorarten beobachtet. Diese Widerspru-
che koénnten mit den vielfaltigen Funktionen zusammenhangen, die CBL in der
Zelle ausubt (Kapitel 4.4.4). Es ware denkbar, dass sich der Einfluss von CBL auf
das Uberleben zwischen verschiedenen Tumorentitdten unterscheidet. Da CBL
in der Melanomkohorte auf einer deletierten Region lokalisiert war, ware eine ne-
gative Beeinflussung des OS durch die Deletion des Gens moglich. Allerdings
konnte fur diesen Effekt auch ein anderes auf dem Wide-Peak lokalisiertes Gen
verantwortlich sein oder, aufgrund der Grdl3e der Region, auch eine Kombination
mehrerer Gene. Aullerdem konnten keine Auswirkungen von CBL Mutationen
auf das Outcome beobachtet werden (Kapitel 3.9). Das konnte jedoch erneut da-
mit zusammenhangen, dass bei der Analyse nicht nach den funktionellen Aus-
wirkungen der einzelnen Mutationen gefiltert wurde. Ein signifikanter Einfluss von
Mutationen, die zu einem Funktionsverlust von CBL fuhren, kénnte hierdurch
uberlagert worden sein. Die Funktion von CBL in Melanomzellen sowie ein po-
tenzieller Einfluss auf das Outcome der Patienten sollte in weiteren Studien un-

tersucht werden.
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4.7 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine gro3e Kohorte aus Patienten mit Stadium |l
Melanomen mittels NGS auf molekulargenetische Eigenschaften analysiert.

Ein wichtiger Aspekt war dabei der indirekte Vergleich von und die Abgrenzung
zu Studienergebnissen, die vornehmlich an Melanomen hdéherer Tumorstadien
gewonnen wurden. Zusammenfassend zeigte sich, dass die klinischen und ge-
netischen Charakteristika der Stadium Il Tumoren haufig mit denen hoherer Sta-
dien Ubereinstimmten. Es wurden mit BRAF, NRAS, NF1, PTEN, CDKNZ2A, KIT,
TP53, PPP6C, MAP2K1 und ARIDZ2 beispielsweise viele der typischen Treiber-
gene von den verwendeten Algorithmen identifiziert. Auch TERT Promoter-Mu-
tationen wurden in einem grof3en Anteil der Tumoren beobachtet. Die GISTIC
Analyse identifizierte ebenfalls einige Regionen, die bereits bekannte Treiber-
gene enthielten. Hierzu gehdérten Amplifikationen von KIT, MITF, TERT, BRAF,
CCND1, CDK4, MDM2 und MYC sowie Deletionen von CDKNZ2A. Wie in vorhe-
rigen Studien metastasierter Melanome (Bastian et al., 1998; Guan et al., 2015),
zeigten sich aullerdem Amplifikationen der Chromosomenarme 1q, 6p, 7 und 8q
sowie Deletionen von 6q, 9 und 10 in vielen Proben. Die weitere Zunahme dieser
karyotypischen Veranderungen wahrend der Tumorprogression konnte jedoch
anhand der vorliegenden Daten nicht ausgeschlossen werden.

Es ergaben sich jedoch auch geringfugige Unterschiede zu Ergebnissen vorhe-
riger Studien. Dazu gehorte beispielsweise ein auffallend geringer Anteil an
BRAF-mutierten Melanomen, was jedoch auch in einem hoheren Anteil von ALM
an der Studienpopulation begriindet sein konnte.

Die Detektion von Unterschieden war in der vorliegenden Arbeit nur sehr be-
grenzt moglich, da anhand der vorliegenden Daten lediglich ein indirekter Ver-
gleich erfolgen konnte. Um den Unterschieden zwischen Stadium Il Melanomen
und Melanomen hdherer Tumorstadien weiter nachzugehen, sollten daher Fol-
gestudien angeschlossen werden. Ein direkter Vergleich ware durch die gleich-
zeitige Analyse von Tumorgewebe von Melanomen im Stadium |l und

Metastasengewebe im Fall eines Fernrezidivs des Tumors mdglich.
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Diskussion - Schlussfolgerung

Ein weiteres Ziel der Studie war die Identifikation von Unterschieden zwischen
den molekularen Subtypen BRAF, RAS, NF1 und Triple-WT (Akbani et al., 2015)
im frihen Tumorstadium, da diese unter anderem mit pradiktiven Faktoren fur
das Ansprechen zielgerichteter Therapien assoziiert sind. Die vier Subtypen wie-
sen, wie bereits zuvor in Studien beobachtet (Akbani et al., 2015; Cirenajwis et
al., 2017), deutliche Unterschiede hinsichtlich klinischer und histopathologischer
Eigenschaften, der TMB sowie der vorherrschenden Tumortreiber und SCNAs
auf. NF1 Tumoren zeichneten sich beispielsweise durch eine hohe TMB, das
hdchste Patientenalter, eine Dominanz der UV-Signatur sowie das Uberwiegende
Auftreten im Kopf-Hals-Bereich aus. Triple-WT Tumoren waren im Gegensatz
dazu meist an der unteren Extremitat lokalisiert, gehorten oft der ALM Histologie
an und wiesen die geringste TMB unter den Subtypen auf. AuRerdem waren sie
haufig von KIT Mutationen betroffen und trugen besonders viele SCNAs, die als
alternativer Mechanismus zu Mutationen bei der Tumorgenese dienen konnten.
Dain Triple-WT Tumoren der Einsatz von BRAF- und MEK-Inhibitoren nicht mog-
lich ist und die TMB in den meisten Tumoren vergleichsweise gering ist, was mit
einem verminderten Ansprechen auf Immuncheckpointinhibitoren einhergehen
konnte, kdme eventuell eine Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren in Frage. Da
KIT Mutationen bereits im Stadium Il haufig vorhanden waren, unter anderem
solche, die in vorherigen Studien mit einem Ansprechen auf besagte Substanzen
assoziiert waren (Carvajal et al., 2011; Guo et al., 2011; Hodi et al., 2013), kénn-
ten Patienten mit einem hohen Rezidivrisiko bereits im frthen Tumorstadium von
einer systemischen Therapie mit diesen Substanzen profitieren. Diesbezlglich

mussten weitere Studien angeschlossen werden.

Ein weiterer zentraler Aspekt der Arbeit war die Identifikation moglicher Treiber-
gene im nicht-metastasierten Tumorstadium. Als neuer potenzieller Tumortreiber
istdas Gen CBL, das von allen drei Algorithmen in der Gesamtkohorte identifiziert
wurde, besonders hervorzuheben. Bisher wurde CBL lediglich im desmoplasti-
schen Melanom als mogliches Treibergen diskutiert (Shain et al., 2015a). Die
Annahme einer Treiberrolle des Gens wird durch die Detektion der Mutations-

cluster im Bereich um die Positionen P417 und Y371 unterstitzt. Diese beiden
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Positionen wurden bereits in Studien anderer Neoplasien als mutiert beschrie-
ben, was sich wiederum auf die Funktion des Genprodukts auswirkte (Grand et
al., 2009; Kumaradevan et al., 2018). Das Vorliegen einer Mutation von CBL war
aulRerdem signifikant mit der Abwesenheit einer BRAF oder NRAS Hotspot-Mu-
tation im Tumor assoziiert, was auf eine funktionelle Redundanz dieser Alterati-
onen hindeutet. Diese Hypothese wird durch Studienergebnisse unterstutzt, die
eine Beeinflussung des MAPK-Signalwegs durch CBL postulieren (Ettenberg et
al., 1999; Finkelstein und Shimizu, 2000; Schmidt und Dikic, 2005). Damit konnte
CBL einen alternativen Aktivierungsmechanismus dieses Signalweges in den
Subtypen NF1 und Triple-WT, unabhangig von den klassischen BRAF und NRAS
Mutationen, darstellen. Es sollten sich weitere Studien anschliel3en, die sich bei-
spielsweise mit Expressionsdaten des Gens in von Mutationen betroffenen Tu-
moren auseinandersetzen. Auf diese Weise koénnte die Annahme einer
Treiberrolle ggf. weiter erhartet werden. Auf3erdem sollte in vitro untersucht wer-
den, wie sich die verschiedenen Mutationen sowie die SCNAs des Gens auf Me-
lanomzellen auswirken. Sollte sich tatsachlich ein Einfluss auf den im Melanom
zentralen MAPK-Signalweg zeigen, ware es von Interesse, die pradiktive Auswir-
kung von CBL Mutationen hinsichtlich des Ansprechens auf BRAF- und MEK-
Inhibitoren, die therapeutisch in den MAPK-Signalweg eingreifen, zu untersu-
chen.

Auch die weiteren von den Algorithmen identifizierten potenziellen Treibergene,
wie beispielsweise HGF und ADAMTS18, die zuvor nie oder nur in wenigen Stu-
dien beschrieben wurden, sollten Inhalt weiterer Forschung sein. Bezuglich der
Detektion von SCNAs ist der Ruckschluss auf ein zugrundeliegendes Gen meist
schwierig, da viele der identifizierten Regionen eine groRe Zahl an Genen ent-
hielten. Hervorzuheben sind jedoch Amplifikationen von RPTOR und RBX1 so-
wie Deletionen von ANKS3, die allein oder nur mit wenigen weiteren Genen auf
detektierten Regionen lokalisiert waren. Diese sollten ebenfalls in weiteren Stu-
dien genauer betrachtet werden. Neu identifizierte Treibergene kdnnten als The-

rapietargets fur zielgerichtete Tumortherapien dienen.
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Eine weitere Zielsetzung der Studie betraf die Identifikation prognostischer Fak-
toren im lokalisierten Tumorstadium Il. Das RFS und das OS wurden in der hier
vorliegenden Arbeit vor allem durch die bereits bekannten Faktoren Tumordicke,
Tumorstadium sowie das Patientenalter und die Histologie (OS) beeinflusst.
Diese Beobachtungen unterstitzen die aktuelle Stadieneinteilung, die sich aus
der Tumordicke und dem Vorliegen einer Ulzeration im Tumor ergibt
(Gershenwald et al., 2017). Als Konsequenz dieser Ergebnisse konnte eine Be-
rucksichtigung des Alters bei der Festlegung der Nachsorgeintervalle erfolgen,
da altere Patienten ein hoheres Rezidivrisiko aufwiesen. Diesbezlglich mussten
jedoch weitere Studien mit héheren Patientenzahlen angeschlossen werden.
Far die genetischen Eigenschaften wie die TMB, das Vorliegen einer TERT Pro-
moter Hotspot-Mutation, den Grad der Aneuploidie im Tumorgewebe sowie das
Vorliegen von Mutationen in den nominierten Treibergenen konnte im Stadium I
keine signifikante Auswirkung auf die Prognose festgestellt werden. Lediglich die
Zuordnung des Tumors zum NF71 Subtyp war mit einem verbesserten RFS im
Vergleich zu Patienten mit Triple-WT Melanomen assoziiert.

Als neuer prognostischer Faktor des OS wurde die Deletion der mittels GISTIC
detektierten Region 11g23.1 im Tumorgewebe identifiziert. Dieser Einfluss blieb
auch nach Korrektur fur Alter, TMB, Tumorstadium und molekularen Subtyp sig-
nifikant (HR = 2,85). Auf dem Wide-Peak der genannten Region war unter ande-
rem das als Treiber nominierte Gen CBL lokalisiert, was eine tumorsuppressive
Rolle des Gens unterstutzen konnte. Da die von GISTIC identifizierte Region
11923.1 sehr grol3 war und somit sehr viele Gene beinhaltete, sollten weitere
Studien folgen, um die der positiven Selektion zugrunde liegenden Ziel-Gene zu
identifizieren. Aul3erdem sollte klinisch evaluiert werden, ob eine Einbeziehung
dieses Prognosefaktors die Risikostratifizierung weiter verbessern und eventuell
eine zusatzliche systemische Therapie im frihen Stadium rechtfertigen konnte.

Eine wichtige Limitation der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie ist, dass
keine Informationen tber das Melanom-spezifische Uberleben sowie das Thera-
pieregime im Fall eines Rezidivs vorlagen. So konnte der Einfluss verschiedener

systemischer Therapien auf das Outcome nicht berlcksichtigt werden.
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Aulerdem war aufgrund der Sequenzierung eines Gen-Panels keine Aussage
Uber Mutationen der nicht-sequenzierten Gene maoglich.

Eine weitere potenzielle Fehlerquelle stellt die Verwendung von FFPE-Material
dar. Diese Art der Gewebefixierung konnte Artefakte bei der Sequenzierung ver-
ursachen (Do und Dobrovic, 2009; Greer et al., 1991; Melendez et al., 2018).
Aulerdem wurden Tumor- und Normalgewebe aus dem gleichen Gewebeblock
gewonnen, wodurch eine Kontamination des Normalgewebes mit Tumorgewebe
moglich ware.

Allgemeine Limitationen der Herangehensweise sind die Heterogenitat bei der
Messung von TMB, Aneuploidie und CIN zwischen verschiedenen Studien und
das in Kapitel 4.1.3 diskutierte Verbesserungspotential hinsichtlich der verwen-
deten Algorithmen fur die Detektion von Tumortreibern. Fur die Zukunft ware es
von Bedeutung, Herangehensweisen und Definitionen zu vereinheitlichen, um
eine bessere Vergleichbarkeit verschiedener Studien zu gewahrleisten. Damit
konnte sichergestellt werden, dass unterschiedliche Studienergebnisse nicht auf
methodische Faktoren zurtickgehen.

Trotz der aufgezeigten Verbesserungspotenziale handelt es sich mit 193 Mela-
nompatienten um eine grol3e Studienkohorte, die in dieser Form und dieser Ko-
hortengroRe auch die Identifikation kleiner Unterschiede des Outcomes sowie
selten mutierter Treibergene ermdglicht. Die meisten bisherigen Studien beinhal-
teten vor allem Melanome der metastasierten Stadien Il und IV. Dies gilt auch
fur die TCGA Melanomkohorte (Akbani et al., 2015). Durch die Sequenzierung
von Tumor- und Normalgewebe konnte au3erdem sichergestellt werden, dass es
sich bei den detektierten Mutationen um somatische Veranderungen handelt. Mit-
tels der Kombination von drei Algorithmen zur Detektion potenzieller Treibergene
steigt aullerdem die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei den identifizierten Ge-
nen tatsachlich um relevante Tumortreiber handelt. Ein weiterer Vorteil der Studie
besteht darin, dass das RFS im Stadium Il weitestgehend unabhangig vom Ein-
fluss systemischer Therapien ist, da diese zum Zeitpunkt der Datenerhebung erst

ab Stadium lll zum Einsatz kamen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Das Ziel der Studie war eine umfassende Charakterisierung der genetischen
Eigenschaften von Melanomen im Stadium Il sowie die Analyse prognostischer
Einflussfaktoren auf das rezidivfreie Uberleben (RFS) und das Gesamtiiberleben
(OS) im frihen Erkrankungsstadium. Hierfur wurde das Tumor- und Normalge-
webe einer Kohorte aus 193 Patienten mit Stadium |l Melanomen mittels Next
Generation Sequencing eines Genpanels aus 693 Genen auf somatische Muta-
tionen und Somatic copy-number alterations (SCNAs) analysiert.

Mit Hilfe der bioinformatischen Algorithmen MutSigCV, OncodriveCLUST und
OncodriveFM sowie GISTIC fur SCNAs wurden potenzielle Treibergene in der
Gesamtkohorte sowie den vier molekularen Subtypen BRAF, RAS, NF1 und
Triple-WT identifiziert. Auf diese Weise wurden viele Gene detektiert, die bereits
zuvor als Treibergene des Melanoms bekannt waren sowie einige, die bisher
nicht in diesem Zusammenhang beschreiben waren. Dabei ist das Gen CBL als
mogliches Tumorsuppressorgen besonders hervorzuheben. Mutationen dieses
Gens konnten als alternativer Aktivierungsmechanismus des MAPK-Signalwegs
zu den typischen BRAF und NRAS Hotspot-Mutationen fungieren. CBL wurde
zuvor eine mogliche Treiberrolle in desmoplastischen Melanomen zugeschrieben
(Shain et al., 2015a).

In der Stadium Il Kohorte wurden die klinischen und pathologischen Faktoren
Tumorstadium, Tumordicke und Alter bei Diagnosestellung als prognostisch re-
levant identifiziert. AuRerdem wirkte sich die Histologie signifikant auf das OS aus
und NF1 Tumoren waren mit einem verbesserten RFS assoziiert. Fur die Tumor-
mutationslast (TMB), die Aneuploidie sowie den Mutationsstatus der nominierten
Treibergene ergaben sich keine signifikanten Auswirkungen auf das RFS oder
das OS. Als neuer prognostischer Parameter wurde die Deletion der von GISTIC
identifizierten Region 11923.1 gefunden, die mit einem signifikant schlechteren
OS einherging (HR = 4,75). Dieser Zusammenhang blieb auch nach Korrektur fur
die Parameter Alter bei Diagnose, TMB, Tumorstadium und molekularen Subtyp

signifikant.
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Hinsichtlich der molekulargenetischen Eigenschaften ergaben sich insgesamt
groRe Ubereinstimmungen mit Tumoren héherer Stadien. Fiir neu identifizierte
Tumortreiber, wie beispielsweise CBL, ware eine Nutzung als Therapietargets fur
neue, zielgerichtete Therapeutika denkbar. Die prognostische Relevanz der
11g23.1 Deletion kdnnte eine verbesserte Risikostratifizierung ermoéglichen und
madglicherweise den Einsatz individualisierter Therapieschemata bereits im frihe-

ren Stadium rechtfertigen. Dies muss in weiteren Studien untersucht werden.
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Anhang

Supplement 1: Angereicherte Gene des verwendeten Sequenzierpanels.

ABCB1 CD274 EIF4A2 GNAI1 LRRK2 NSD1 RAD51D STK19
ABCC2 D276 ELF3 GNAQ LYN NSD2 RAD52 STK31
ABCC4 CD70 EML4 GNAS LZTR1 NSD3 RAD54L STK40
ABCG2 CD79A EP300 GOLGAS MAD2L2 NTN4 RAF1 SUFU
ABL1 CD79B EPCAM GOT1 MALAT1 NTRK1 RANBP2 SULT1A1
ABL2 cbcz7 EPHA2 GPS2 MAML2 NTRK2 RARA SUz12
ABRAXAS1 CDC73 EPHA3 GPX1 MAP2K1 NTRK3 RASA1 SYK
ACO1 CDH1 EPHA5 GREM1 MAP2K2 NUMA1 RB1 SYNE1
ACTB CDH20 EPHA6 GRIN2A MAP2K4 NUP93 RBM10 TAF1
ACVR1B CDK12 EPHA7 GRM3 MAP2K7 NUP98 RBMX TAP1
ACVR2A CDK2 EPHB1 GSK3B MAP3K1 NUTM1 RECQL4 TBL1XR1
ADAM10 CDK4 EPHB2 GSTP1 MAP3K13 OR5A1 REL TBX3
ADAMTS18 | CDK6 EPHB6 GUCY1A2 MAP3K3 oTC RET TCF12
ADCY1 CDK8 EPPK1 GUSB MAP3K4 PABPC1 RHBDF2 TCF3
ADGRA2 CDKN1A ERBB2 H3F3A MAP4K1 PAK1 RHEB TCF7L2
AJUBA CDKN1B ERBB3 H3F3C MAP4K3 PAK3 RHOA TERT
AKAP9 CDKN2A ERBB4 HCFC1 MAPK1 PAKS RICTOR TET1
AKT1 CDKN2B ERCC1 HERC1 MAPKS8IP1 PALB2 RIT1 TET2
AKT2 CDKN2C ERCC2 HGF MAX PARP1 RNF43 TFDP1
AKT3 CEBPA ERCC3 HIF1A MBD1 PARP2 ROS1 TGFBR1
ALK CHD1 ERCC4 HIST1IHIC MCIR PARP3 RPA1 TGFBR2
ALOX12B CHD3 ERCC5 HIST1IH2BD | MCL1 PARP4 RPGR TGIF1
AMER1 CHD4 ERG HIST1IH3B MDC1 PAX5 RPL22 TIPARP
ANK3 CHD8 ESR1 HLA-A MDM2 PAX8 RPL5 TJP2
APAF1 CHEK1 ESR2 HLA-B MDM4 PBRM1 RPS15 TLR4
APC CHEK2 ETV1 HNF1A MECOM PCBP1 RPS6KA4 TMEM127
APCDD1 CHUK ETV4 HOXD8 MED1 PCSK9 RPS6KB2 TMEMA43
AR cic ETV5 HRAS MED12 PDCD1 RPTOR TMPRSS2
ARAF CLTC ETV6 HSD3B1 MED17 PDGFRA RUNX1 TNF
ARFRP1 CNOT1 EWSR1 HSP90AB1 MED23 PDGFRB RUNX1T1 TNFAIP3
ARHGAP35 | CNTNAP1 EXT1 HSPA8 MEF2A PDK1 RUNX3 TNFRSF14
ARHGEF6 COL1A1 EXT2 ICOSLG MEF2B PDPK1 RXRA TNNI3
ARID1A COL3A1 EZH1 IDH1 MEN1 PHF6 RYBP TNNT2
ARID1B COMT EZH2 IDH2 MET PHOX2B RYR1 TNPO1
ARID2 COP1 FAMA46C IFNGR1 MGA PIK3C2B SACS TOM1
ARID5B CRBN FANCA IGF1 MITF PIK3C2G SAV1 TOP1
ASXL1 CREB1 FANCC IGF1IR MLH1 PIK3C3 SBDS TOP2A
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ASXL2 CREBBP FANCD2 IGF2 MLH3 PIK3CA SCN11A TP53
ATM CRKL FANCE IGF2R MLLT10 PIK3CB SCN5A TP53BP1
ATP1A1 CRLF2 FANCF IKBKE MLLT3 PIK3CD SDHA TP63
ATR CRTC1 FANCG IKZF1 MMP2 PIK3CG SDHAF2 TPMT
ATRX CRTC3 FANCI IL10 MN1 PIK3R1 SDHB TPX2
AURKA CSDE1 FANCL IL7R MNDA PIK3R2 SDHC TRAF3
AURKB CSFIR FANCM ING1 MPL PIM1 SDHD TRAF7
AXIN1 CTCF FAS INHBA MPO PIP5K1A SETBP1 TRIM28
AXIN2 CTLA4 FAT1 INPP4B MRE11 PKP2 SETD2 TRIO
AXL CTNNA1 FAT3 INPPL1 MSH2 PLCG1 SETDB1 TRRAP
B2M CTNNB1 FBN1 INSR MSH6 PLCG2 SF3B1 TSC1
BACH1 CTNND1 FBXO11 IRF4 MTHFR PLK2 SGK1 T5C2
BAP1 CTTN FBXW7 IRS1 MTOR PMAIP1 SH2B3 TSHR
BARD1 cuL1 FES IRS2 MUTYH PML SH2D1A TTK
BB(C3 CUL4A FGF10 IRS4 MYB PMS1 SHQ1 TXNIP
BCL2 CUL4B FGF12 JAG1 MYBPC3 PMS2 SIN3A TYMS
BCL2L1 CUX1 FGF14 JAG2 MYC PNRC1 SLC19A1 U2AF1
BCL2L11 CYLD FGF19 JAK1 MYCL POLD1 SLC22A2 UBE2T
BCL2L2 CYP17A1 FGF23 JAK2 MYCN POLE SLC26A3 UBR5
BCL6 CYP1B1 FGF3 JAK3 MYD88 POLQ SLCO1B3 UGT1A1
BCLAF1 CYP2C19 FGF4 JUN MYH7 POLR3B SLX4 UPF3B
BCOR CYpP2C8 FGF6 KALRN MYHS POU2F2 SMAD2 UsP9x
BCORL1 CYP2C9 FGF7 KAT6A myL2 PPM1D SMAD3 VHL
BCR CYP2D6 FGFBP1 KCNH2 MYL3 PPP2R1A SMAD4 VTCN1
BLM CYP3A4 FGFR1 KCNQ1 MYLK PPP6C SMARCA1 WASF3
BMPRI1A CYP3A5 FGFR2 KDM5A MYOD1 PRDM1 SMARCA4 WISP3
BRAF DAXX FGFR3 KDM5C NAV3 PREX2 SMARCB1 WNK1
BRCA1 DCUN1D1 FGFR4 KDMG6A NBN PRKAG2 SMARCD1 WRN
BRCA2 DDB2 FH KDR NCOA3 PRKAR1A SMC1A Wr1
BRD4 DDR1 FLCN KEAP1 NCOR1 PRKDC SMC3 XIAP
BRIP1 DDR2 FLI1 KEL NCOR2 PRKN SMO XPA
BTG1 DDX3X FLT1 KIT NEDDAL PRPF8 SNCAIP XPC
BTK DDX5 FLT3 KLF4 NF1 PRSS8 S0CS1 XPO1
BUB1B DIAPH1 FLT4 KLF5 NF2 PRX S0D2 XRCC2
CAD DICER1 FN1 KLHL6 NFE2L2 PSIP1 5051 XRCC3
CALR DIDO1 FOXA1 KMT2A NFKB1 PTCH1 SOX10 YAP1
CARD11 DIS3 FOXA2 KMT2B NFKB2 PTEN SOX17 YES1
CARM1 DMD FOXE1 KMT2C NFKBIA PTGS2 SOX2 ZFHX3
CASP8 DNMT1 FOXL2 KMT2D NIN PTPN11 SOX9 ZFP36L1
CAST DNMT3A FOXP1 KRAS NIPBL PTPRC SPEN ZFP36L2
CBFB DNMT3B Foxai1 LAMA2 NKX2-1 PTPRD SPOP ZMYM2
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CBL DOTIL FUBP1 LATS1 NKX3-1 PTPRS SPOPL ZMYM3
CBLB DPYD GABRA6 LATS2 NOTCH1 PTPRT SPTA1 ZNF217
CBLC E2F3 GATA1 LCP1 NOTCH2 QKI SPTAN1 ZNF703
CCAR1 EED GATA2 LDLR NOTCH3 RAC1 SRC ZNF750
CCND1 EEF1A1 GATA3 LIFR NOTCH4 RAD21 SRSF2 ZNF814
CCND2 EGFL7 GID4 LMNA NPM1 RAD50 STAG2 ZRSR2
CCND3 EGFR GLA LMO1 NQO1 RAD51 STAT3

CCNE1 EGR3 GNA11 LPP NR4A2 RAD51B STAT4

cD1D EIFIAX GNA13 LRP1B NRAS RAD51C STK11

Supplement 2: Angereicherte Promoter-Regionen des verwendeten Sequenzier-

panels.

Chromosom Startposition Endposition Gen
chr2 47629807 47630406 MSH2
chr2 47636849 47637448 MSH2
chr2 48009785 48010384 MSH6
chr3 37034479 37035078 MLH1
chr3 37034804 37035403 MLH1
chr3 37053025 37053624 MLH1
chr5 1294968 1295567 TERT
chr7 6048580 6049179 PMS2
chri2 133263828 133264427 POLE
chrl9 50887105 50887704 POLD1
chrl9 50901590 50902189 POLD1
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Supplement 3: Liste der Tumorsuppressorgene fur deren Mutationen bei der

Berechnung der TMB korrigiert wurde, um eine

Uberschatzung der Werte zu

vermeiden.
ABI1 BRIP1 CNBP FANCD2 LRP1B PML RPL10 STAG2
ACVR1B BTG1 CNOT3 FANCE LZTR1 PMS2 RPL22 STK11
ACVR2A BUB1B CNTNAP2 FANCF MAX POLD1 RPL5 SUFU
AMER1 CAMTA1 CPEB3 FANCG MEN1 POLE RSPO2 TENT5C
APC CARS CREB3L1 FAS MGMT POLG SBDS TET2
ARHGAP26 CASP3 CSMD3 FAT1 MLF1 POT1 SDHA TGFBR2
ARHGEF10 CASP8 CTCF FAT4 MLH1 PPARG SDHAF2 TMEM127
ARHGEF10L CASP9 CUL3 FBLN2 MSH2 PPP6C SDHB TNFAIP3
ARHGEF12 CBFA2T3 CYLD FBX0O11 MSH6 PRDM1 SDHC TNFRSF14
ARID1A CBFB DDX10 FBXW7 MUTYH PRDM2 SDHD TPM3
ARID1B CBLB DDX3X FEN1 MYH9 PRF1 SETD1B TRAF7
ARID2 CCDC6 DICER1 FH N4BP2 PTCH1 SETD2 TRIM33
ASXL1 CCNB1IP1 DNM2 FHIT NAB2 PTEN SFPQ TSC1
ASXL2 CCNC DROSHA FLCN NBN PTPN13 SFRP4 TSC2
ATM CD274 EBF1 FUS NCOA4 PTPN6 SH2B3 UBR5
ATP2B3 CcDC73 EED GPC5 NCOR1 PTPRB SIRPA USP44
ATR CDH1 EIF3E GRIN2A NCOR2 PTPRC SLC34A2 VHL
ATRX CDH10 ELF3 HNF1A NDRG1 PTPRD SMAD2 WIF1
AXIN1 CDH11 ELL ID3 NF1 PTPRK SMAD3 WNK2
AXIN2 CDK12 EP300 IGF2BP2 NF2 PTPRT SMAD4 WRN
B2M CDKN1B EPS15 IKZF1 NFKBIE RAD17 SMARCA4 XPA
BAP1 CDKN2A ERCC2 KAT6B NRG1 RAD51B SMARCB1 XPC
BARD1 CDKN2C ERCC3 KDM5C NTHL1 RANBP2 SMARCD1 YWHAE
BAX CDX2 ERCC4 KEAP1 PALB2 RB1 SMARCE1 ZBTB16
BAZ1A CEBPA ETNK1 KLF6 PATZ1 RBM10 SMCI1A ZFHX3
BCL10 CHD2 ETV6 KMT2C PBRM1 RFWD3 S0OCS1 ZMYM3
BCOR CHEK2 EXT1 KNL1 PER1 RHOH SOX21 ZNF331
BLM ClITA EXT2 LARP4B PHF6 RMI2 SOX9 ZNRF3
BRCA1 CLTC FANCA LEPROTL1 PHOX2B RNF43 SPEN ZRSR2
BRCA2 CLTCL1 FANCC LRIG3 PIK3R1 ROBO2 STAG1
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Supplement 4: Nominierte Treibergene in der Gesamtkohorte und den molekularen Subtypen sowie deren signifikante g-Werte
in der Analyse mittels MutSigCV, Oncodrive CLUST und OncodriveFM.

BRAF
CDKN2A
NRAS
PPP6C
CBL
TP53
MAP2K1
ARID2
HGF
NF1
ADAMTS18
CARM1
CAST
cbc27
CYP3A5
DICER1
NUP98
PTEN
RPL5
TCF12
TET2
TOP2A
MECOM
PTPRC
COL3A1
EPHA3
AR
CBLB
KIT

gesamt BRAF RAS NF1 Triple-WT
CLUST  MutSig M CLUST  MutSig FM CLUST  MutSig FM CLUST  MutSig FM CLUST  MutSig FM
1x107 6x10712 5x101 8x107 4x101 4x10°3 0,003 0,051 0,021
5x10° 4x1012 1x1014 0,029 7x10°8 0,004 0,0002 5x10® 7%10°° 0,0002 1x1012
6x10°1° 6x1012 2x1012 5x107 5x101t 2x1012
3x107 0,005 2x10°® 0,009 0,051 5x101
0,0007 0 0,0001 0,010 0,0008 0,079 0,004
0,003 0,015 0 0,004 0,006 3x10®
0,014 4x107 3x10° 0,003 0,008
0 9x10°1 0,008 3x10°® 0,017
9x102 7x10° 0,0001 0,001
4x1012 0 0,024 0 0
0,034 0,033 5x10°8
7x107 0,046
0,063 0,0005
0,036 0,005
0,015 0,022
0,0001 0,014 0,010
1x101° 0,0005 0,023
0,0003 0,0002
0,063 0,019
0,006 0,020 0,025
1x10%2 0,007 0,003
0,093 0,036
0,004 0,011
4x10°° 0,040 0,013
6x1012 0,0002 0,016 4x107 0,088 0,029
0,030 0,003
0,003 0,005
3x10° 0,042 0,003
0,008 0,003

MutSig = MutSigCV, CLUST = OncodriveCLUST, FM = OncodriveFM, hellgrau: signifikanter g-Wert in zwei Algorithmen, dunkelgrau: signifikanter g-Wert in drei Algorithmen
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Supplement 5: Mutationscluster der Gene PPP6C, CDKN2A und TP53, die
einen g-Wert < 0,01 in der OncodriveCLUST-Analyse der Gesamtkohorte
aufwiesen.

Tumor- und Normal-Probenpaare von Melanompatienten im Stadium || wurden
mittels NGS sequenziert (n = 193). Lollipop-Plots fir Gene, die in mindestens
zwei von drei Treibergenalgorithmen detektiert wurde und die einen g-Wert von
< 0,01 in der Oncodrive CLUST-Analyse der Gesamtkohorte aufwiesen, wurden
erstellt. Hierfur wurde die Anwendung MutationMapper von cBioportal (Cerami et
al., 2012; Gao et al., 2013) verwendet. Die x-Achse zeigt die Aminosaureposition
auf dem Gen. Die HOhe der Lollipops gibt die Anzahl der Mutationen in der jewei-
ligen Position des Gens wieder. Missense-Mutationen sind grin, trunkierende
Mutationen (Nonsense, Nonstop, Frameshift-Deletion, Frameshift-Insertion,
Splice-Site) schwarz, In-Frame-Deletionen und -Insertionen braun und alle
anderen Mutationstypen pink dargestellt. Das Gen PPP6C zeigte ein besonders
prominentes Mutationscluster, das die Aminosaureposition 117 betraf. CDKN2A
wies mehrere Cluster auf, von denen die Position P94 in der Kohorte am
haufigsten von Mutationen betroffen war. Auch fur TP53 wurden mehrere Cluster
beobachtet, wobei die Position R248 die meisten Mutationen aufwies.
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Supplement 6: Detektierte CBL Mutationen des kodierenden Bereichs.

Patienten ID CBL Mutation  CBL Mutation  CBL Deletion Subtyp TMB
273 S22L Nein NF1 74,70
301 R180W Nein Triple- WT 41,56
14 R180W Heterozygot NF1 63,69
320 S217F Nein NF1 249,86
37 Q358* Nein Triple-WT 75,95
48 V363K Nein Triple-WT 102,69
159 Q367H Nein Triple-WT 75,50
120 Y371H Nein Triple-WT 3,84
274 Y371N Nein NF1 56,36
161 P417L Heterozygot NF1 31,53
164 P417S F418l Heterozygot NF1 99,45
136 P417S P417F Heterozygot NF1 80,81
227 F418C Nein Triple-WT 96,50
317 F418lI Heterozygot NF1 20,54
339 P582S Nein NF1 71,69
313 E696K Nein RAS 40,20
178 Q882* Nein NF1 136,46
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Anhang

Supplement 7: Detektierte KIT Mutationen des kodierenden Bereichs. Synonyme
Mutationen wurden nicht angegeben.

Patienten ID KIT Mutation KIT Mutation KIT Amplifikation  Subtyp TMB
344 P141L Nein NF1 97,90
81 S147F Nein NF1 60,18
41 C443s S628G CN =17 Triple-WT 5,72
286 P524L Nein Triple-WT 85,38
289 A533D D579del CN=21 Triple-WT 2,41
162 P551L D816Y Nein NF1 169,66
133 V559A A781V Nein Triple-WT 4,81
321 L576P Nein NF1 50,64
248 L576P CN=15 Triple-WT 0,95
314 L576P Nein Triple-WT 3,36
159 L576P Nein Triple-WT 75,50
37 L576P H630D Nein Triple-WT 75,95
348 R634W Nein Triple-WT 84,15
227 K642E CN=4 Triple-WT 96,50
333 K684K Nein BRAF 68,26
120 N822K CN=4 Triple-WT 3,84

CN = Anzahl der Kopien des KIT Gens in der jeweiligen Probe, falls eine Amplifikation vorlag.
Falls CN < 4, wurde das Gen als nicht amplifiziert gewertet.
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Anhang

RAS Subtyp (n = 53)
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NF1 Subtyp (n = 33)
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Anhang

Triple-WT Subtyp (n = 46)
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Supplement 8: GISTIC Ergebnisse der molekularen Subtypen.

Die CNVs einer Stadium Il Melanomkohorte (n = 193) wurden mittels ClinCNV
anhand vorliegender NGS-Daten analysiert. Fur drei Tumoren war dies aufgrund
der geringen Qualitat der Daten nicht moglich. Davon gehorten zwei dem Subtyp
NF1 und einer dem RAS Subtyp an. AnschlieBend wurden die SCNAs der ge-
samten Kohorte sowie der molekularen Subtypen mittels GISTIC auf Signale po-
sitiver Selektion untersucht. Die Graphen auf den vier vorhergegangenen Seiten
zeigen die Ergebnisse der molekularen Subtypen. Die roten Graphen (A) illust-
rieren Amplifikationen, blaue Graphen (B) zeigen Deletionen. Die Skala auf der
linken Seite gibt die Lokalisation der Regionen auf dem Genom an. Die untere x-
Achse zeigt die Hohe der ermittelten FDR g-Werte. Die grune, vertikale Linie stellt
das Signifikanzniveau fur die g-Werte dar. Die Beschriftungen auf der rechten
Seite zeigen die genaue Bezeichnung der signifikanten Region. "q" steht dabei
fur den langen Chromosomenarm, "p" fur den kurzen Arm. Aulderdem wurden
ausgewahlte Gene der Peak-Region manuell erganzt. Daflir wurden Gene ge-
wahlt, die bereits zuvor in Studien des malignen Melanoms als amplifiziert oder
deletiert beschrieben wurden, oder solche, die anderweitig von Interesse sein
konnten. 1. BRAF Subtyp (n=258). 2. RAS Subtyp (n=253). 3. NF1 Subtyp
(n=33). 4. Triple-WT Subtyp (n = 46). A. Amplifikationen. B. Deletionen.
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Anhang

Supplement 9: Univariate Cox-Analysen in Abhangigkeit des Mutationsstatus der
in der Gesamtkohorte nominierten Treibergene, die in mindestens 5 % der Tu-
moren von einer kodierenden, nicht-synonymen Mutation betroffen waren.

Rezidivfreies Uberleben (RFS) Gesamtiiberleben (OS)

n HR 95% KI p-Wert  korr. HR 95% KI p-Wert korr.

ADAMTS18

Wildtyp® 147

Mutation 46 0,74 0,37-1,47 039 0,78 0,81 0,37-1,75 0,59 0,93
TET2

Wildtyp® 163

Mutation 30 0,98 0,46-2,08 09 096 0,84 0,33-2,13 0,71 0,93
CDKN2A

Wildtyp® 164

Mutation 29 1,44 0,74-2,80 0,28 0,78 1,26 0,58-2,73 0,57 0,93
TP53

Wildtyp® 171

Mutation 22 0,52 0,16-1,65 0,27 0,78 1,75 0,73-4,18 0,21 0,70
DICER1

Wildtyp® 174

Mutation 19 0,62 0,22-1,72 0,36 078 042 0,10-1,75 0,23 0,70
ARID2

Wildtyp® 175

Mutation 18 097 0,35-2,70 0,96 0,96 2,39 1,00-5,71 0,050 0,54
CBL

Wildtyp® 176

Mutation 17 086 0,31-239 0,78 0,96 0,80 0,25-2,59 0,71 0,93
HGF

Wildtyp® 176

Mutation 17 051 0,12-2,10 0,35 0,78 1,18 0,36-3,84 0,78 0,93
NUP98

Wildtyp® 178

Mutation 15 0,41 0,10-1,67 0,21 0,78 1,05 0,37-2,95 0,93 1,00
MAP2K1

Wildtyp® 179

Mutation 14 0,87 0,27-2,78 0,81 0,96 2,25 0,88-5,76 0,090 0,54
PPP6C

Wildtyp® 183

Mutation 10 1,07 0,26-4,40 0,93 0,96 1,63 0,39-6,76 0,50 0,93
TOP2A

Wildtyp® 183

Mutation 10 0,75 0,18-3,08 0,69 0,96 0,00 0,00 - Inf 1,00 1,00

° Referenzkategorie, HR = Hazard Ratio, KI: Konfidenzintervall, korr.: korrigierter p-Wert.
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Supplement 10: Begrenzungen der funf deletierten Regionen mit den kleinsten
g-Werten in GISTIC.

Region Wide Peak Limits Peak Limits Region Limits
9p21.3 chr9:  21868501- chr9:  21967183- chr9:  1-42527627
21968794 21968697
9p24.3 chr9:  1-14853103 chr9:  1118533- chr9:  1-42527627
1615339
11g23.1  chrll: 106579213- chrll: 110697331- chrll: 80985294-
132219865 113074770 135006516
60925.3 chr6:  154307667- chr6:  160645862- chré:  72357937-
166552472 160680813 171115067
6021 chré:  94529953- chré:  112073547- chré:  72357937-
145673803 115474974 171115067

chr: Chromosom

Supplement 11: Univariate Cox-Analysen fur die funf deletierten Regionen, die in
der GISTIC Analyse die kleinsten g-Werte aufwiesen.

Rezidivfreies Uberleben (RFS)

Gesamtiiberleben (0S)

n HR 95% KI p-Wert  korr. HR 95% KI p-Wert korr.
9p21.3
Wildtyp® 70
Deletion 120 1,82 0,99-3,35 0,054 0,27 1,56 0,79-3,08 0,20 0,42
9p24.3
Wildtyp® 107
Deletion 83 1,45 0,84-252 0,19 0,47 1,43 0,76-2,71 0,27 0,42
11g23.1
Wildtyp® 108
Deletion 82 1,31 0,77-2,24 0,32 0,51 4,75 2,32-9,73 2x10° 0,0001
6025.3
Wildtyp® 109
Deletion 81 1,20 0,70-2,05 0,51 0,51 1,35 0,73-2,51 0,33 0,42
6021
Wildtyp® 110
Deletion 80 1,20 0,70-2,06 0,50 0,51 1,19 0,64-2,22 0,58 0,58

° Referenzkategorie, HR = Hazard Ratio, KI: Konfidenzintervall, korr.: korrigierter p-Wert.
Deletion: GISTIC amplitude threshold t <-0.1
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Supplement 12: Liste der Gene, die auf dem Wide-Peak der von GISTIC als de-
letiert detektierten Region 11923.1 lokalisiert waren.

hsa-mir-3167 NCAM1 TREH IFT46 FAMS55A OR6M1
hsa-mir-100 NFRKB CEP164 PRDM10 FAMS55B OR10G4
hsa-mir-4301 NNMT EXPH5 DSCAML1 AMICA1 OR10G7
hsa-mir-34c NPAT PHLDB1 GRAMD1B CWF19L2 OR8B3

ACAT1 NRGN SIK2 ARHGAP20 KDELC2 OR8A1

ACRV1 PAFAH1B2 ARHGEF12 USP28 LAYN Cllorf87
APLP2 POU2AF1 SIK3 PKNOX2 TTC36 Cl1lorf92
APOA1l PPP2R1B VSIG2 TP53AIP1 PATE1 C11orf88
APOA4 PTS BACE1 ABCG4 Cllorf65 MIR100HG
APOC3 PVRL1 TRIM29 ROBO3 ADAMTS15 PATE2

ARCN1 RDX CADM1 Cllorfl MPZL3 PATE4

ATM RPS25 POU2F3 RNF26 Cllorf45 FLJ39051
FXYD2 SC5DL HINFP FAM118B HYLS1 SNX19

CXCR5 SCN2B REXO2 NLRX1 TMEM218 MIRLET7A2
CBL SCN4B OR8G2 Cllorf6l SLC37A2 MIR100

CD3D SDHD OR8B8 ALG9Y OR8B12 MIR125B1
CD3E ST3GAL4 OR8G1 CLMP OR8G5 MIR34B

CD3G SLN TIMM8B PDZD3 OR10G8 MIR34C

CHEK1 SORL1 OR8B2 Cllorf63 OR10G9 BLID

CRYAB SRPR DCPS CCDC15 OR10S1 LINC00167
DDX6 ST14 ZBTB44 TMPRSS5 OR6T1 HEPN1

DDX10 TAGLN DDX25 PUS3 OR4D5 LOC643923
DLAT TECTA NTM MFRP TBCEL CLDN25
DPAGT1 THY1 CDON BCO2 TMEM136 LOC649133
DRD2 UPK2 SIDT2 TMPRSS13 HEPACAM RPL23AP64
ETS1 ZBTB16 TRAPPC4 KIRREL3 OAF LOC100132078
FDX1 ZNF202 SPA17 BUD13 ANKK1 PATE3

FLI1 CULS FXYD6 TMEM25 RNF214 LOC100288346
SLC37A4 BARX2 SIAE RPUSD4 LOC283143 BACE1-AS
GRIK4 ZNF259 Cllorf71 TBRG1 BCLOL MIR4301
GUCY1A2 usp2 ROBO4 UBASH3B FOXR1 MIR3167
H2AFX PCSK7 SLC35F2 DIXDC1 CCDC153 LOC100499227
HMBS HTR3B RAB39A ZC3H12C OR8D1 MIR3656
HSPA8 ZW10 BTG4 ESAM OR8D2 LOC100507392
HSPB2 UBE4A FAMS55D ALKBH8 OR8B4 LOC100526771
HTR3A El24 TTC12 FDXACB1 KIRREL3-AS3 HSPB2-C11orf52
ILI0RA FEZ1 Cllorf57 Cllorf52 CCDC84 FXYD6-FXYD2
IL18 ARHGAP32 ELMOD1 TIRAP TMEM225 MIR4493
STT3A C2CD2L FOXRED1 C1QTNF5 OR8D4 MIR4491
KCNJ1 RBM7 SCN3B PANX3 Cllorf53 MIR4492
KCNJ5 MPZL2 VPS11 APOA5 LOC341056 LOC100652768
VWASA HYOU1 TEX12 TMEM45B Cllorf34

MCAM ATP5L CRTAM Cl1orf93 BSX

MLL ADAMTS8 TMPRSS4 PIH1D2 OR6X1
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