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Sowohl genetische als auch Umwelt-
faktoren beeinflussen die Entstehung
von malignen Melanomen. Die wich-
tigsten Risikofaktoren fiir die Ent-
wicklung eines malignen Melanoms
sind das Vorkommen von Melanomen
in der Vorgeschichte oder bei Famili-
enmitgliedern, eine grof3e Anzahl ge-
wohnlicher oder atypischer Navus-
zellndvi, Immunsuppression, Hauttyp
und Ultraviolettstrahlen (UV-)Exposi-
tion [26, 35]. Es gibt zunehmend Hin-
weise, dass genetisch distinkte Sub-
typen des nichtfamilidiren malignen
Melanoms auf einem unterschied-
lichen MaB an UV-Exposition beruhen
und zur klinischen Heterogenitat die-
ser Tumoren beitragen[1, 2,7, 10, 22,
42]. Erkenntnisse zu den haufigsten
genetischen Verinderungen und zu
lokalisationsabhangigen Besonder-
heiten des malignen Melanoms sind
Gegenstand dieser Arbeit.

UV-Exposition als Risikofaktor

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte haben
die Inzidenz und initial auch die Morta-
litat des Melanoms in Landern mit iiber-
wiegend hellhdutiger Bevolkerung, so
auch in Deutschland, stark zugenommen
[30, 45]. Die vermehrte und verstirkte
meist intermittierende UV-Exposition im
Freien oder im Braunungsapparat, die zu-
weilen den Charakter einer stoffgebunde-
nen Abhingigkeit annimmt [51], hat mafi-
geblich zur Inzidenzzunahme des malig-
nen Melanoms beigetragen [26, 35]. In-
tensive intermittierende UV-Exposition
und Sonnenbrande im jungen Lebensal-
ter sind mit einem besonders hohen Risi-
ko assoziiert [54].
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Haufige genetische
Verdnderungen

Im Folgenden werden die hdufigsten
beim malignen Melanom beobachteten
genetischen Verdnderungen beschrieben
(B Abb.1).

MAPK-Signalweg

In verschiedenen Studien wurde gezeigt,
dass der MAPK- (Mitogen-aktivierte-
Proteinkinase-) Signalweg eine entschei-
dende Rolle bei der Melanomentstehung
einnimmt. Durch onkogene Mutationen
aktiviertes N-RAS aktiviert die Serin-Th-
reonin-Proteinkinase Raf, welche in den
3 Isoformen A-Raf, B-Raf und C-Raf vor-
kommt. RAF phosphoryliert und aktiviert
MEK, eine weitere Serin-Threonin-Pro-
teinkinase. MEK schliefllich phosphory-
liert und aktiviert die Kinasen ERK1 und
ERK?2. Letztere sind in die Regulation der
Zellproliferation involviert und tragen zur
vermehrten Proliferation von Tumorzel-
len bei [27]. Die Aktivierung des MAPK-
Signalweges scheint eine zentrale Rol-
le bei der Entstehung melanozytarer Tu-
moren einzunehmen. Eine Aktivierung
dieses Weges findet sich bei rund 80% al-
ler Melanome, wobei entweder eine so-
matische Missense-Mutation von BRAF
oder seltener eine Mutation von N-RAS
vorliegt [14, 16]. Onkogene BRAF-Muta-
tionen finden sich aber nicht nur bei ma-
lignen Melanomen, sondern auch bei me-
lanozytdren Navi [14, 39]. Wihrend gut-
artige Navi auf die Aktivierung dieses Si-
gnalweges mit einer stabilen Wachstums-
inhibition (Seneszenz) antworten [34],
wachsen maligne Melanome weiter und

akkumulieren weitere genetische Verén-
derungen.

p1 6INK4a und p14ARF

Das Gen CDKN2A auf Chromosom 9p21
kodiert iiber einen alternativen Leserah-
men 2 verschiedene Proteine, p16VK+
und p14”RE. Diese beiden Proteine haben
Tumorsuppressorfunktion. Nach Phos-
phorylierung des Retinoblastomproteins
(Rb) durch die Cyklin-abhédngigen Pro-
teinkinasen CDK4 und CDKG6 kann die
Zelle in die S-Phase des Zellzyklus eintre-
ten. p16™X4 hemmt die CDK4/6 vermit-
telte Phosphorylierung von Rb und ver-
hindert dadurch die Zellzyklusprogressi-
on. p14ARF hemmt MDM 2, welches den
Abbau von ps3 beschleunigt und erhéht
dadurch die Konzentration des Tumor-
suppressors ps3. Der Verlust von p16™K4
und p14ARF pridisponiert zur Melanom-
entwicklung [9]. Keimbahnmutationen
des CDKN2A-Gens werden bei 25% aller
Melanomfamilien beobachtet [41].

Microphthalmia-assoziierter
Transkriptionsfaktor (MITF)

MITF reguliert Entwicklung, Funkti-
on und Uberleben von Melanozyten, in-
dem es verschiedene Differenzierungs-
gene und Gene der Zellzyklusprogressi-
on steuert [31]. In den meisten Zellen ist
ein Zellzyklusarrest fiir die normale Dif-
ferenzierung notwendig. MITF 16st den
Zellzyklusarrest durch die Aktivierung
von p16™K4 und die Hypophosphorylie-
rung des Rb-Proteins aus. Diese Verbin-
dung von Zellzyklusarrest und Differen-
zierung erklart moglicherweise, weshalb



beim malignen Melanom haufig Alterati-
onen von p16™K4 nachweisbar sind [32].

Amplifikationen des MITF-Gens wur-
den bei priméren (10%) und metastasier-
ten (15%) Melanomen nachgewiesen. In
Melanomzellinien waren MITF-Amplifi-
kationen assoziiert mit einer BRAF-Muta-
tion und p16™K4-Inaktivierung [21]. Di-
es deutet moglicherweise darauf hin, dass
die Amplifikation von MITF in Kombi-
nation mit einer Deregulation der Zell-
zykluskontrolle und der vermehrten Ak-
tivierung des MAPK-Signalweges die Tu-
morbildung und/oder das Tumoriiberle-
ben férdert. Experimentell konnte gezeigt
werden, dass reduzierte MITF-Aktivitat
die Empfindlichkeit von Melanomzellen
fiir konventionelle Chemotherapeutika
steigert [21].

Phosphatidylinositol-3'-
Kinase- (P13 K-)Signalweg

PTEN ist eine Lipid-Protein-Phosphata-
se mit den Eigenschaften eines Tumor-
suppressorgens [50]. PTEN inhibiert die
Phosphorylierung und damit Aktivie-
rung der Serin-Threonin-Kinase Akt
durch PI3 K. Akt seinerseits inhibiert die
Apoptose und stimuliert die Progression
des Zellzyklus sowie die Zellproliferati-
on [36]. Die Expression von phosphory-
liertem Akt nimmt mit der Melanompro-
gression zu und korreliert invers mit dem
Patienteniiberleben [13, 44]. Ein Hetero-
zygotieverlust des PTEN-Locus auf Chro-
mosom 10q wurde in etwa 30-50% [25,
40] und Mutationen von PTEN in 10% al-
ler Melanome gefunden [23]. Eine selek-
tive Aktivierung von Akt konnte bei bis zu
60% nichtfamilidrer Melanomen nachge-
wiesen werden [44]. Die Deregulation von
Akt umfasst einerseits eine Uberexpressi-
on infolge der Erhohung der Anzahl von
Genkopien und andererseits eine vermin-
derte Funtion des PTEN-Proteins durch
Verlust des PTEN-Gens [44].
Mutationen im N-RAS-Gen und ge-
netische Alterationen in PTEN scheinen
sich zumindest in Melanomzelllinien zu
erginzen. Zelllinien mit einer Mutation in
dem einen Gen haben nur ausnahmsweise
eine Mutation im anderen Gen [47]. RAS
kann die PI3 K stimulieren, die ihrerseits
die Konzentration von Phosphatidylinosi-
tol-3-Triphosphaten erhéht [15]. Mutiertes

Abb. 1 » Stark verein-
fachte Darstellung der
wichtigsten Signal-
transduktionswege,
die bei malignen Mela-
nomen involviert sein
konnen. RAS aktiviert
sowohl den MAPK-
Signalweg als auch
den PI3K-Signalweg

G1-S Ubergang

Abb. 2 A a CyclinD1-Amplifikation in einem Melanom von chronisch sonnenbelasteter Haut. Die
groBen Tumorzellen in der rechten unteren Bildhélfte enthalten teils gruppierte vermehrte rote Gen-
signale und eine normale Anzahl griine Zentromersignale. b Amplifikation des MDM 2-Gens in einem
akralen Melanom. Die roten Gensignale sind deutlich vermehrt

PTEN kann diese nicht dephosphorylie-
ren und wirkt somit synergistisch zu akti-
viertem N-RAS.

Genetische Veranderungen und
anatomische Lokalisation

Maligne Melanome lassen sich aufgrund
ihrer anatomischen Lokalisation und
der damit verbundenen Sonnenexposi-
tion gruppieren in Melanome von chro-
nisch oder intermittierend sonnenexpo-
nierter Haut, akrale Melanome, Mukosa-
melanome und Uveamelanome. Am hau-
figsten entwickeln sich Melanome in in-
termittierend sonnenexponierter Haut,
bei Médnnern am Riicken und bei Frauen
an den Beinen. Menschen, die im Freien
arbeiten und chronisch sonnenexponiert

sind, entwickeln dagegen seltener Mela-
nome [20]. Fiir die Entstehung von Mela-
nomen in den verschiedenen Lokalisati-
onen wurden unterschiedliche Mechanis-
men identifiziert (8 Tab. 1). Whiteman
et al. [52, 53] wiesen nach, dass p53-posi-
tive Melanome bevorzugt im Kopf-Hals-
Bereich und an den unteren Extremitéten
vorkommen und assoziiert sind mit der
Unféhigkeit zur Hautbraunung sowie ei-
ner Anamnese von nichtmelanozytiren
Hauttumoren. p53-negative Tumoren wa-
ren dagegen mit der Navusdichte und mit
Sommersprossen assoziiert.
BRAF-Mutationsanalysen ergaben un-
terschiedliche Mutationshéufigkeiten in
Abhingigkeit der anatomischen Lokalisa-
tion des Primartumors. Mutationen fan-
den sich bei bis zu 59% der Tumoren von
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Tab. 1 Genetische Veranderungen von Melanomen in Abhéngigkeit der anatomischen

Lokalisation des Primartumors

Lokalisation BRAF/N-RAS- Mutation und/oder  Andere héufige genetische

Mutation multiple Kopien Veranderungen
von KIT

Haut mit intermittie- ~ Haufig [12, 33] Nein [11] Verlust von Chromosom 10 [12]

render UV-Belastung

Haut mit chronischer ~ Selten[12, 33] Ja[11] Erhohte Kopienzahl des

UV-Belastung CyclinD1-Gens [12, 22]

Akrale Haut Selten [12, 29] Ja[11] Amplifikationen in frithen
Tumorstadien [1, 2]

Mukosa Selten[12,18] Ja[11] Amplifikationen [12]

Uvea Selten [17, 56] Nein [37] Chromosomenverluste (1p, 3,
6q) und -zugewinne (6p, 8q)
[22,28]

intermittierend sonnenexponierter Haut
und sind dort signifikant hiufiger als in
den iibrigen Lokalisationen [12, 33]. Me-
lanome von chronisch sonnenexponierter
Haut zeigen dagegen in der komparativen
genomischen Hybridisierung (CGH) sig-
nifikant mehr Amplifikationen als solche
von intermittierend sonnenexponierter
Haut ([2]; @ Abb. 2 a).

Akrale, mukosale und uveale Mela-
nome weisen nur sehr selten BRAF-Mu-
tationen auf [17, 18, 33, 46]. Akrale und
mukosale Melanome sind charakterisiert
durch haufigere chromosomale Aberra-
tionen und Genamplifikationen als die
tibrigen Melanome, wobei in jeder Lo-
kalisation distinkte Regionen des Ge-
noms betroffen sind [2, 12, 49]. Die Am-
plifikationen beim akralen Melanom
(8 Abb. 2 b) sind im Gegensatz zu vielen
anderen Tumoren ein frithes Ereignis und
schon in nichtinvasiven In-situ-Lasionen
vorhanden [1, 24]. Amplifikationen konn-
ten auch in bis zu 3 mm vom Primartu-
mor entfernten und zytologisch unauffil-
ligen isolierten Melanozyten nachgewie-
sen werden [1]. Dies konnte eine Erkla-
rung fiir die hohe Rate an Lokalrezidiven
bei akralen Tumoren sein [48].

Curtin et al. [11] konnten zeigen, dass
Melanome von aktinisch geschédigter
Haut, akrale und mukosale Melanome
gehduft Mutationen oder erhéhte Kopien-
zahlen des KIT-Gens aufweisen, wihrend
Veranderungen des KIT-Gens in Melano-
men von intermittierend UV-exponierter
Haut in keinem von 18 Fillen nachweis-
bar waren. Die Autoren weisen darauf
hin, dass das héufig beobachtete lentigi-
nose Wachstumsmuster der von Verande-
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rungen des Gens betroffenen Melanom-
subtypen méglicherweise mit der Funk-
tion von KIT bei der Migration und dem
»Homing“ der Melanozyten in der basalen
Epidermis zusammenhéngen kénnte.

Uveamelanome sind gekennzeichnet
durch typische Chromosomenverluste
(1p; 3, 6q) und -zugewinne (6p, 8q; [28]).
Die hiufige Kombination einer Monoso-
mie des Chromosoms 3 mit zusitzlichen
Kopien von 8q ist mit einer schlechten
Prognose assoziiert [43]. Mutationen von
KIT konnten wir in einer eigenen Unter-
suchung an 101 Uveamelanomen nicht
nachweisen [37].

Bedeutung fiir die Diagnostik

Von der molekularpathologischen Dia-
gnostik erhoffen wir uns eine Hilfestel-
lung bei der Ermittlung der Diagnose,
Subklassifizierung, Prognose, Therapie-
auswahl und Therapieantwort von Tu-
moren. Molekularpathologische Untersu-
chungen haben jedoch noch keinen Ein-
gang in die Routinediagnostik des ma-
lignen Melanoms gefunden. Dieser Um-
stand wird erkldrt durch das Fehlen von
einfach und kostengiinstig analysier-
baren molekularen Markern, die im Ein-
zelfall eine klare Aussage beziiglich Digni-
tat oder Prognose der melanozytiren La-
sion erlauben. Sehr oft zeigen diese Mar-
ker kontinuierliche Veranderungen von
gewohnlichen Navi zu dysplastischen Na-
vi zu Melanomen in radiérer bzw. vertika-
ler Wachstumsphase und schliefllich zum
metastasierenden Melanom [8].

Einige Zusatzuntersuchungen wie bei-
spielsweise die immunhistochemische

Expression von Ki-67 und anderen Zell-
zyklusproteinen [8], BRAF-Mutationsa-
nalysen [38], CGH |[2, 3, 12] oder Genex-
pressionsarrays [6] erhchen die Sensitivi-
tat und Spezifitit der Diagnose von his-
tologisch unklaren melanozytiren Lisi-
onen. Da das Resultat der Zusatzuntersu-
chungen aufgrund der biologischen He-
terogenitdt melanozytérer Lisionen nie in
allen benignen bzw. malignen Tumoren
einheitlich ausfillt, ist die Aussagekraft
im Einzelfall aber beschrankt und muss
durch den erfahrenen Pathologen in Zu-
sammenschau mit den iibrigen morpho-
logischen und klinischen Befunden beur-
teilt werden.

Die vermehrte Berticksichtigung der
anatomischen Lokalisation und die Quan-
tifizierung der solaren Elastose in der Tu-
morumgebung als approximatives Maf}
fiir die Sonnenexposition koénnten fiir
das Studium genetischer Unterschiede im
Rahmen von Forschungsprojekten rele-
vant sein.

Die Analyse bestimmter molekularer
Verdnderungen zur Selektion von Pati-
enten fiir eine gezielte molekulare The-
rapie ist zum jetzigen Zeitpunkt Zentren
vorbehalten, an denen entsprechende
Therapiestudien laufen [4]. Anhand der
Entwicklung der molekularen Diagnostik
bei anderen Tumortypen wie dem Mam-
makarzinom oder dem Kolonkarzinom ist
aber vorauszusehen, dass solche Aufgaben
in den néchsten Jahren auch auf die Der-
matopathologen zukommen werden [8].

Bedeutung fiir die Therapie

Das Uberleben von Melanompatienten
mit inoperablen Fernmetastasen lasst sich
nach wie vor therapeutisch kaum verbes-
sern [19]. Grofle Hoffnungen werden des-
halb in neue Therapien gesetzt, die mo-
lekulare Ziele eines individuellen Tumors
anvisieren.

Die vielversprechendsten Resultate
wurden mit dem RAF-Inhibitor Sorafenib
in Kombination mit Chemotherapie er-
zielt. Sorafenib blockiert die Aktivitdt von
mutiertem und Wildtyp BRAF in Tumor-
zellen, wirkt aber auch gegen verschie-
dene Rezeptortyrosinkinasen, die bei der
Neovaskularisation und Tumorprogressi-
on involviert sind [55]. Allerdings wurden
bislang nur kleine bis mittelgrof3e Pha-
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se II klinische Studien beim metastasier-
ten Melanom durchgefiihrt [4]. In Mela-
nomen akraler, mukosaler und chronisch
UV-exponierter Haut wurden KIT-Muta-
tionen nachgewiesen, die auch bei Tumo-
ren vorkommen, welche auf eine Imati-
nib-Therapie ansprechen [11]. Dieser Um-
stand lasst hoffen, dass der Subgruppe von
Melanompatienten mit Mutation des KIT-
Gens mit einer Imatinib-Therapie gehol-
fen werden kénnte.

Daten aus Studien mit molekularen ge-
zielten Therapien haben gezeigt, dass die
Anwesenheit eines molekularen Ziels den
therapeutischen Erfolg nicht automatisch
garantiert [5]. Aufgabe der Forschung
wird es einerseits sein, diejenigen mole-
kularen Verdnderungen zu identifizieren,
die durch eine spezifische Therapie beein-
flussbar sind. Andererseits miissen repro-
duzierbare und sensitive Marker fiir das
Therapieansprechen etabliert werden.

Die Pharmaindustrie investiert im-
mense Geldbetrage in die Entwicklung
neuer Therapeutika. Forschungsgelder
firr die Ermittlung relevanter diagnosti-
scher Parameter fiir die korrekte Selekti-
on von Patientensubgruppen durch den
Pathologen, die auf eine bestimmte The-
rapie eine hohe Ansprechwahrscheinlich-
keit haben werden, flieflen dagegen deut-
lich spérlicher. Wenn die neuen gezielten
Therapien effektiv und bezahlbar sein sol-
len, muss dieses Missverhaltnis in der For-
schungsférderung reduziert werden.

Ausblick

Die konventionelle Lichtmikrosko-
pie wird auch in Zukunft einen zentra-
len Stellenwert in der Melanomdiagnos-
tik einnehmen. In einzelnen Féllen wer-
den als Erganzung molekulare Zusatz-
untersuchungen zur Anwendung gelan-
gen, die in Studien mit eindeutigen Me-
lanomfillen etabliert wurden. Aktuelle
Forschungsanstrengungen zielen durch
die Kombination mehrerer molekularer
Marker auf eine Verbesserung der Vor-
aussagekraft des Metastasierungsrisikos
eines individuellen Tumors im Vergleich
zum herkdmmlichen klinisch-patholo-
gischen Staging [8]. Viele dieser Marker
konnten auch potenzielle Therapieziele
abgeben, die jedoch aufgrund der gene-
tischen Heterogenitit melanozytarer Tu-
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Zusammenfassung

Maligne Melanome bilden eine heterogene
Gruppe von Tumoren, die in Abhangigkeit
von ihrer anatomischen Lokalisation und der
UV-Exposition charakteristische genetische
Aberrationen aufweisen. Eine Aktivierung des
Mitogen-aktivierte-Proteinkinase- (MAPK-
)Signaltransduktionsweges findet sich bei
einem GroBteil aller Melanome, wobei ent-
weder eine somatische Missense-Mutation
von BRAF oder deutlich seltener eine Muta-
tion von N-RAS vorliegt. Der Verlust der bei-
den Produkte des CDKN2A-Gens, p16*fF und
p14NK4a oder die Amplifikation von Microph-
thalmia-assoziiertem Transkriptionsfaktor
(MITF) pradisponieren ebenfalls zur Melano-
mentwicklung. BRAF-Mutationen werden
vor allem in Melanomen von intermittierend
UV-exponierter Haut beobachtet. Akrale und
mukosale Melanome sowie solche von chro-
nisch UV-geschadigter Haut sind durch dis-

tinkte Muster chromosomaler Aberrationen
mit haufigen Amplifikationen sowie Alterati-
onen des KIT-Gens gekennzeichnet, wahrend
BRAF-Mutationen in diesen Lokalisationen
selten nachweisbar sind. Uveamelanome zei-
gen wiederkehrende Chromosomenverluste
(1p, 3, 6q) und Zugewinne (6p, 8q), aber kaum
BRAF-Mutationen. Bis heute haben mole-
kulare Untersuchungen noch keinen festen
Platz in der Routinediagnostik des malignen
Melanoms. Die Entwicklung gezielter mole-
kularer Therapeutika wird es aber zukiinftig
notwendig machen, mittels molekularpatho-
logischer Methoden diejenigen Melanom-
patienten zu identifizieren, die von einer be-
stimmten Therapie am ehesten profitieren.

Schliisselworter

Melanom - Genetische Veranderungen -
Mutationen - MAPK-Signalweg - Transkripti-
onsfaktoren

Molecular heterogeneity of malignant melanomas

Abstract

Malignant melanomas make up a heteroge-
neous group of tumors characterized by par-
ticular genetic aberrations depending on
their anatomic localization and UV exposure.
Activation of the mitogen-activated protein
kinase (MAPK) signaling pathway is found in
the majority of melanomas, with either so-
matic missense mutations of BRAF or, consid-
erably more rarely, mutations of N-RAS. The
loss of both products of the CDKN2A gene,
proteins p16*%* and p14™Nk4a, or amplification
of microphthalmia-associated transcription-
al factor (MITF) are also predisposing factors
in the development of melanoma. BRAF mu-
tations are observed mainly in melanomas on
skin liable to intermittent UV exposure. Acral
and mucosal melanomas, and also melano-
mas on skin damaged by chronic exposure to
the sun are characterized by distinct patterns

of chromosomal aberrations with frequent
amplifications and alterations of the KIT
gene, while BRAF mutations are rarely found
in these sites. Uveal melanomas show recur-
rent chromosomal losses (1p, 3, 6g) and gains
(6p, 89), but mutations of BRAF are hardly ev-
er found. So far, ancillary molecular studies
are not regularly applied in the routine diag-
nostic procedures performed when malig-
nant melanoma is suspected. In the future,
however, the development of targeted mo-
lecular therapies will require that molecular
pathological techniques are used to identify
the melanoma patients who will most proba-
bly benefit from a particular therapy.

Keywords

Melanoma - Genetic alterations - Mutations -
MAPK signaling pathway - Transcriptional
factors
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moren nur bei einer Subgruppe wirksam
sein diirften. Entsprechend wird es in Zu-
kunft unsere Aufgabe sein, fiir eine The-
rapie infrage kommende Patienten mittels
molekulardiagnostischer Tests zu identi-
fizieren.

Fazit fiir die Praxis

Verschiedene Wege konnen zum Mela-
nom fiihren. Diese sind oftmals fiir eine
bestimmte anatomische Lokalisation ty-
pisch. Bei der Erforschung genetischer
Verdanderungen melanozytarer Tumoren
sollte deshalb der Tumorlokalisation ver-
mehrt Beachtung geschenkt werden.
Trotz zahlreicher neuer Erkenntnisse zur
Genetik des malignen Melanom:s, stellt
die konventionell histologische Beurtei-
lung melanozytérer Tumoren nach wie
vor den diagnostischen Goldstandard
dar. Die genetischen Heterogenitat ma-
ligner Melanome und die Komplexitat
der involvierten Mechanismen erschwert
die Entwicklung effektiver gezielter The-
rapeutika fiir fortgeschrittene Tumoren.
Aufgabe der Pathologen wird es sein, die
fiir eine solche gezielte Therapie infrage
kommenden Melanompatienten zu iden-
tifizieren.
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