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1 EINLEITUNG

1.1. TUMORE DER HAUT

Nicht-melanozytare Tumore der Haut sind die haufigste Krebsart weltweit mit einer
Jahr fir Jahr weiter steigenden Inzidenz.! Die Entstehung dieser Hauttumoren wird
von verschiedenen Faktoren wie genetischen Pradispositionen, Umweltbelastungen
und Sonnenexposition beeinflusst. Das Basalzellkarzinom (BCC) ist global gesehen
die Hautkrebsform mit der hochsten Pravalenz. Es macht etwa 70-80% aller
Hauttumoren aus. Die Haufigkeit des BCCs variiert je nach geografischer Region und
Sonnenexposition der Bevolkerung. In England liegt die altersstandardisierte
Inzidenzrate bei ca. 110 pro 100.000 Personen pro Jahr, wohingegen die Inzidenzrate
in Australien etwa das 20-fache betragt.? Das Plattenepithelkarzinom (SCC) ist die
zweithaufigste Hautkrebsart weltweit. Die Inzidenzraten von SCC variieren ebenfalls,
wobei sie in Regionen mit starker Sonnenexposition und bei alteren Menschen hoher
sind. In Deutschland betragt die altersstandardisierte Inzidenzrate ca. 40 pro 100.000
Personen pro Jahr. In den USA und Australien liegt diese entsprechend hoher.? Das
atypische Fibroxanthom (AFX) ist im Vergleich zu den oben genannten
Hauttumorarten seltener und weniger gut untersucht. Informationen Uber seine
weltweite und deutschlandweite Haufigkeit sind begrenzt und zeigen sich bisher
uneinheitlich. Aufgrund seiner Eigenschaften stellt es in der Diagnostik aktuell teilweise
eine  Herausforderung dar und die klinischen, histologischen und
immunhistochemischen Charakteristika sind bisher nicht abschlieend geklart.

1.2. DAS ATYPISCHE FIBROXANTHOM (AFX)

Beim AFX handelt es sich um eine seltene Neoplasie der Haut.? Prazise Daten zur
Inzidenz und Pravalenz liegen nicht vor. In den Klassifikationen der Weichteiltumoren
der Weltgesundheitsorganisation*® sowohl von 2013 als auch von 2020 wird das AFX
der Kategorie ,Weichgewebstumoren unklarer Differenzierung” zugeordnet. In dieser
Klassifikation werden die einzelnen Entitaten zusatzlich in Bezug auf ihre Dignitat
eingeteilt. Die Einteilung erfolgt in ,maligne®, ,intermediar® und ,benigne®. Das AFX
erhalt hier den Zusatz ,intermediar®. Dies spiegelt die klinisch beobachteten
Eigenschaften des AFX als schnell wachsenden Tumor mit niedrigem Rezidiv- und

Metastasierungsrisiko wider.55



Erstmalig wurde der Begriff atypisches Fibroxanthom 1961 von Helwig verwendet.” Er
beschrieb diese Tumore als relativ gut umschriebene Infiltrationen der Dermis durch
pleomorphe Spindelzellen, mehrkernige atypische Riesenzellen und Mitosen, die sich
vor allem im Bereich lichtexponierter Areale, wie dem Gesicht und der Kopfhaut, finden
lieRen. Grundlage fur die Bezeichnung war die Beobachtung des Autors einer
xanthomatosen Erscheinung der Zellen, von denen er vermutete, fibroblastaren
Ursprungs zu sein. Eine klare Zuordnung der Dignitat erfolgte zum Zeitpunkt der
Erstbeschreibung nicht. Die klinischen Verlaufe zeigten sich jedoch benigne.” Etwas
spater veroffentlichten Kempson und McGavran die erste grof3ere Publikation mit einer
Fallserie von 21 Patientinnen und Patienten.® lhre Ergebnisse bestatigten die
histologische Charakterisierung von Helwig und auch die Einschatzung zur Benignitat
der Verlaufe. Allerdings diskutierten die Autoren als Ursache fur das Auftreten des AFX
reparative oder reaktive Prozesse vorgeschadigter Hautareale. Es folgten Arbeiten
von Kroe und Pitcock sowie Hudson und Winkelmann®'°, die die Befunde zur
klinischen und histologischen Charakterisierung im Wesentlichen bestatigten.
Allerdings wurden bereits frih Zweifel an der Homogenitat der als AFX beschriebenen
Tumore geduRert. In Ubereinstimmung mit dieser Vermutung zeigten Studien, die die
Einschatzung verschiedener Fachleute zum gleichen Tumorpraparat verglichen, dass
Retikulohistiozytome, Myofibrosarkome, Leiomyosarkome, aber auch
pseudosarkomatése Dermatofibrome haufig als AFX fehldiagnostiziert wurden.'
Zudem liel3 sich auch der initial geduRerte Verdacht, dass es sich beim AFX um eine
oberflachliche Variante des malignen fibrosen Histiozytoms (MFH, heute
undifferenziertes pleomorphes Sarkom, UPS) handelt, nicht bestatigen (Fletcher
1992). Hier trugen vor allem die neuen diagnostischen Moglichkeiten durch
Immunhistochemie und Elektronenmikroskopie dazu bei, das AFX als eigenstandige
Entitat besser zu definieren und von anderen, haufig mit dem AFX verwechselten
Tumoren, abzugrenzen. In der aktuellen S1-Leitlinie “atypisches Fibroxanthom und
pleomorphes dermales Sarkom (PDS)” aus dem Jahr 20222 werden das AFX und das
PDS einer Entitat zugeordnet, da sie klinisch, histologisch sowie molekulargenetisch
Ahnlichkeiten aufweisen. Als PDS werden Tumoren bezeichnet, die dem AFX
histomorphologisch gleichen, die Dermis jedoch Uberschreiten und sowohl perineurale
und lymphovaskulare Infiltration sowie nekrotische Tumoranteile aufweisen kénnen. '3

'S Das PDS ist dabei meist unscharf abgegrenzt und oft aggressiv infiltrativ wachsend.



Als mogliche Ursachen der Entstehung eines AFX wurden durch UV-Strahlung
induzierte Genmutationen von p53 diskutiert.'®'” Mutationen im p53-Gen spielen eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung und Entwicklung von Hauttumoren. Das p53-
Gen ist ein Tumorsuppressorgen, das fur die Kontrolle des Zellzyklus und die
Verhinderung von unkontrollierter Zellteilung verantwortlich ist. Mutationen in diesem
Gen konnen zu einer Funktionsstorung von p53 fuhren, was wiederum zu einer
gesteigerten Zellproliferation und zur Entwicklung von Tumoren fihren kann. Das p53-
Gen ist das am haufigsten mutierte Gen bei menschlichen Tumoren, einschlie3lich
Hauttumoren. Es wurde gezeigt, dass etwa die Halfte aller menschlichen
Krebserkrankungen eine Mutation im p53-Gen aufweisen. In Bezug auf Hauttumoren
sind diese Mutationen besonders relevant beim SCC und MM. Andere als mogliche
Ursachen diskutierte Faktoren sind reaktive Umbauprozesse nach Gewebeschaden
oder Bestrahlungen.®'® Weiterhin wurden beim PDS BRAF-Amplifikationen
beschrieben.’® Das BRAF-Gen kodiert die Serin/Threonin-Proteinkinase BRAF, die
das normale Zellwachstum und die Zellproliferation reguliert. Es ist bei Tumoren haufig
mutiert, wobei die hochsten Mutationsraten bei Leukamien und MM beschrieben
wurden. BRAF-Mutationen kdnnen dabei zu einer konstitutiven Aktivierung der BRAF-
Kinase und ihrer nachgeschalteten Signalubertragung Uber den “Mitogen-Activated
Protein (MAP) Kinase”-Signalweg fiihren.'® Der MAP-Kinase-Signalweg spielt eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung und Entwicklung von Hauttumoren.?%-2' Dieser
Signalweg ist eine komplexe Signalkaskade, die Zellwachstum, Proliferation,
Differenzierung, Apoptose und die Antwort auf externe Umweltfaktoren reguliert. In der
Haut sind MAP-Kinasen an der Steuerung von zellularen Prozessen beteiligt, die fur
die Aufrechterhaltung einer normalen Gewebestruktur und -funktion von grofRer
Bedeutung sind. Der MAP-Kinase-Signalweg besteht aus einer Reihe von
aufeinanderfolgenden Phosphorylierungsreaktionen (siehe Abbildung 1). Die durch
Phosphorylierung aktivierten Proteine gelangen in den Zellkern und regulieren dort die
Aktivitat von Transkriptionsfaktoren, die die Expression bestimmter Gene kontrollieren.
Im Zusammenhang mit Hauttumoren, wie dem BCC, dem SCC und dem MM, wurde
eine gesteigerte Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs beobachtet. Mutationen in
Komponenten dieses Signalwegs, wie zum Beispiel in den Genen RAS oder BRAF,
werden haufig bei verschiedenen Hautkrebsarten beobachtet. Diese Mutationen
fuhren zu einer konstitutiven Aktivierung des Signalwegs und tragen zur

unkontrollierten Zellproliferation, verminderten Apoptose und einer gestorten
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Zelldifferenzierung bei, die charakteristisch fur Hauttumoren sind. Insbesondere beim
MM sind Mutationen im BRAF-Gen besonders bedeutsam. Mit 40-60% ist die BRAF
V600 Mutation die beim kutanen malignen Melanom am haufigsten auftretende
Mutation gefolgt von NRAS in 15-25% und NF1 in 13,1% der Falle. Eine Inhibition des
MAP-Kinase-Signaltransduktionswegs stellt daher eine therapeutische Option beim
malignen Melanom dar.'®22-26 Dies hat zur Entwicklung von zielgerichteten Therapien
gefuhrt, die spezifische BRAF-Inhibitoren verwenden, um das Wachstum und die
Ausbreitung von Melanomzellen gezielt zu hemmen. Die Erforschung dieses
Signalwegs bei anderen Hautkrebsarten kann perspektivisch dazu beitragen, Ansatze
fur nicht-operative Therapien zu identifizieren. Die Relevanz von Veranderungen im
MAP-Kinase Signalweg fur AFX/PDS ist bisher allerdings nicht gut untersucht und war
deshalb ein zentraler Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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Abbildung 1. Schematische lllustration des MAP-Kinase Signalweges. Zu Beginn der
Kaskade bindet der epidermale Wachstumsfaktor EGF an den EGF-Rezeptor (EGFR), der
sich in der Zellmembran befindet. Dies sto3t eine GTP-abhangige Phosphorylierung von RAF
an und in der Folge von der MAP-Kinase (auch ERK genannt). ERK wird durch
Phosphorylierung an Threonin, Serin und Tyrosin aktiviert und wandert in den Zellkern, wo es
als Transkriptionsfaktor wirkt und die Transkription von IEGs (immediate early genes) auslost
und so die Zellproliferation steuert. (Nutzung des Bildes unter der Creative Commons
Attribution-Share Alike 4.0 International Lizenz ohne Modifikationen, Bildquelle:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:MAPKpathway_diagram.svg).



1.2.1. Klinik des AFX

Meist imponiert das AFX als einzelner, haut- bis fleischfarbener, haufig ulzerierter
Nodus mit einem Durchmesser bis zu mehreren Zentimetern, der insbesondere in
sonnengeschadigten Arealen auftritt. Der Tumor wachst in der Regel innerhalb von
wenigen Wochen bis zu mehreren Monaten. Betroffen sind hauptsachlich altere,
hellhautige Patientinnen und Patienten in der 7.-8. Lebensdekade. Das mannliche
Geschlecht ist deutlich haufiger betroffen.'®27-30 Auch ein Auftreten bei jlingeren
Patientinnen und Patienten ist beschrieben. Hier sind haufiger auch die nicht
sonnenexponierten bedeckten Korperareale wie Stamm und Extremitaten
betroffen.'®3" Ebenso wird bei jlingeren Patientinnen und Patienten ein vermehrtes
Auftreten bei Xeroderma pigmentosum beschrieben.3233 Im Unterschied zum AFX,
zeigt sich das PDS haufig unscharf begrenzt und infiltrativ wachsend. Fur das PDS
sind dabei ebenfalls schnelle, zum Teil aber auch langsamere Verlaufe beschrieben.
Die das AFX umgebende Haut weist haufig einen chronischen Lichtschaden auf.
Haufig zeigen sich bei den vom AFX betroffenen Patientinnen und Patienten auch
Prakanzerosen und  weitere  Hauttumore, wie aktinische Keratosen,

Plattenepithelkarzinome und Basalzellkarzinome.343%
1.2.2. Histologie des AFX

Das AFX ist ein seltener Hauttumor mesenchymalen Ursprungs.'®27-30 Das AFX
wachst als gut umschriebener Tumor haufig exophytisch. Die Epidermis ist haufig
ulzeriert. Es zeigen sich Spindelzellen, epitheloide Zellen und mehrkernige
Riesenzellen mit teils atypischen Mitosefiguren.?”22 Der Tumor bleibt auf die Dermis
beschrankt. Im Unterschied zum AFX Uberschreitet das PDS die Dermis und infiltriert
die Subkutis, Muskulatur oder Faszien, Gefal3e und/oder Nerven. Hier konnen auch
nekrotische Tumoranteile vorliegen.?63” Das AFX und PDS zeigen dabei eine
relevante Entdifferenzierung. Insgesamt zeigen das AFX und PDS eher unspezifische
histologische Veranderungen im Vergleich zu anderen Hauttumoren, sodass in der
Regel eine weitergehende immunhistochemische Betrachtung notwendig ist.

1.2.3. Immunhistochemie des AFX

Studien untersuchten die immunhistochemischen Eigenschaften des AFX und PDS.
Hierbei zeigten sich die Tumorzellen des AFX/PDS positiv fur CD10, CD99,
8



Prokollagen und fokal positiv flir CD68 sowie a-SMA.?7:38-44 Gelegentlich zeigten sich
die in Studien untersuchten AFX-Proben auch positiv fur CD31, Melan-A und HMB-
45.4%46 Auch immunhistochemisch lieBen sich bisher keine spezifischen Marker flr
das AFX und PDS identifizieren, sodass die Untersuchung einer Reihe von Markern

notwendig erscheint, um das AFX und PDS von anderen Tumoren abzugrenzen.

a-SMA (Alpha-Smooth-Muscle-Actin) ist ein Marker fur glatte Muskelzellen und
myofibroblastische Zellen. In der Dermatohistopathologie wird a-SMA oft verwendet,
um myofibroblastische Differenzierung und Tumore mit glatten
Muskelzellkomponenten, wie zum Beispiel Leiomyome, Leiomyosarkome oder

Dermatofibrosarkome, zu identifizieren.4’

CD10 ist auch bekannt als Neprilysin und dient der Abgrenzung von BCC zu anderen
Tumorarten. Es ist ein Oberflachenmarker und Enzym, das an der Spaltung und
Inaktivierung von Peptidhormonen beteiligt ist. BCC zeigen in der Regel eine starke
CD10-Expression, wahrend andere Tumorarten normalerweise keine CD10-

Expression aufweisen.*’

CD31 (auch Plattenendothelzelladhasionsmolekul-1 [PECAM-1]), wird vor allem von
Endothelzellen der Blutgefalle exprimiert und ist ein Oberflachenmarker, der in der

Diagnosestellung von vaskularen Lasionen und Angiosarkomen von Bedeutung ist.4’

CD68 ist ein Zelladhasionsmolekul aus der Gruppe der CD (Cluster of Differentiation)-
Oberflachenmerkmale, welches von Makrophagen exprimiert wird. In der
Dermatohistopathologie kann CD68 bei der Unterscheidung von entzindlichen

Prozessen von Hauttumoren wie zum Beispiel BCC hilfreich sein.*’

CD99 ist ein membranassoziiertes Glykoprotein aus der Gruppe der CD-
Oberflachenmerkmale, welches vor allem von Weichteilsarkomen exprimiert wird. In
der Dermatohistopathologie kann CD99 zur Abgrenzung von Sarkomen und anderen

Tumorarten beitragen.*

Melan-A und HMB-45 sind immunhistochemische Marker, die sich vor allem in
Melanozyten finden. Sie konnen in der Diagnostik genutzt werden, um Melanozyten,



die pigmentproduzierenden Zellen in der Haut, zu identifizieren und das MM von

anderen pigmentierten Lasionen zu unterscheiden.*®

Prokollagen ist ein Vorlaufermolekul von Kollagen, das fur die Struktur und Festigkeit
des Bindegewebes verantwortlich ist. In der Dermatohistopathologie kann die
Immunmarkierung von Prokollagen bei der Unterscheidung von Fibroblasten und
Fibrozyten von anderen Zelltypen hilfreich sein. Es wird unter anderem in Fibroblasten

von Dermatofibromen und einigen anderen Hauttumoren exprimiert.*
1.2.4. Diagnostik und Differentialdiagnostik des AFX

Die Diagnose AFX ist nicht leicht zu stellen. Das klinische Erscheinungsbild ist nicht
eindeutig dem AFX zuzuordnen, sondern kann beispielsweise auch mit schlecht
differenzierten Varianten eines malignen Melanoms (MM) oder eines spinozellularen
Karzinoms (SCC) verwechselt werden. Als weitere Differenzialdiagnosen sollten das
Pleomorphe dermale Sarkom (PDS), das Leiomyosarkom (LMS), Myxofibrosarkom,
fibroses Histiozytom (FH), pleomorphes Fibrom, Granularzelltumor und das kutane
Angiosarkom (AS) ausgeschlossen werden. Gemal aktuellem Stand der Forschung
handelt es sich beim AFX um eine histologische und immunhistochemische
Ausschlussdiagnose. In der aktuellen deutschen Leitlinie'? wird eine tiefe
Spindelbiopsie bzw. eine komplette Exzision des Tumors empfohlen mit einer
anschlieBenden Bandbreite an immunhistochemischen Untersuchungen, um die
Diagnose zu sichern. Bei einer zu oberflachlichen Biopsie ist nach aktueller Erkenntnis
keine Differenzierung zwischen AFX und PDS moglich. Da bis heute keine
spezifischen Marker fur das AFX identifiziert werden konnten, ist die Diagnose des
AFX weiterhin eine Ausschlussdiagnose. Mithilfe der Immunhistochemie werden die in
Frage kommenden Differentialdiagnosen, u.a. SCC, MM, Gefal’stumore sowie andere
Sarkome, die in der Regel eine deutlich schlechtere Prognose aufweisen als das AFX,
ausgeschlossen .28

Zum  Ausschluss der Differentialdiagnosen  sollten  Zytokeratinmarker,
Melanozytenmarker, Gefalmarker und Muskelmarker sowie CD10 herangezogen
werden.?®4%49 Als obligate Routinemarker werden in der aktuellen deutschen Leitlinie
Zytokeratinmarker (AE1/3, KL1, CAMS.2), melanozytare Marker (S100, SOX10),
Desmin und CD34/ERG empfohlen. Als fakultative Marker werden zudem CD10, o-
SMA, PDGFRB, CD99, Prokollagen-1, CD68 und Ki-M1p empfohlen.'?
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Tabelle 1. Haufige Differentialdiagnosen des AFX und deren immunhistochemisches

Farbeverhalten

Diagnose Immunhistochemisches Farbeverhalten

AFX Positiv fir CD10, CD99, Prokollagen, CD68, SMA
Negativ fiir Panzytokeratin-Marker (AE1/3, KL1, CAM5.2), Melanozytare Marker
($100, Sox10) und CD34/ERG

AS Positiv fiir CD31, CD34

SCC Positiv fiir PanCK

MM Positiv fir S100B, MelanA*, HMB45*
LMS Positiv flir Desmin, SMA, Caldesmon

Legende: AFX=Atypisches Fibroxanthom, AS=Angiosarkom, SCC=Plattenepithelkarzinom,

MM=malignes Melanom, LMS=Leiomyosarkom, *nicht beim spindelzelligen oder desmoplastischen MM
1.2.5. Therapie des AFX

Die Therapie der Wahl, gemall der aktuellen Leitlinienempfehlungen, stellt die
komplette Exzision des Tumors dar. Hierbei zeigte die Therapie mittels Mohs Chirurgie
einen Vorteil gegenuber der grof3zlgigen Exzision ohne mikroskopische Kontrolle. Ein
Sicherheitsabstand zum Tumorrand sollte eingehalten werden.>® Beim AFX zeigt sich
die mikroskopisch-kontrollierte Chirurgie (MKC) alleine zur klinischen Heilung
ausreichend. Ist die mikroskopisch-kontrollierte Chirurgie nicht moglich, sollte eine
grol3ziugige Exzision mit einem klinischen Sicherheitsabstand von 0,5 Zentimetern
erfolgen. Durch die komplette operative Entfernung des Tumors konnten sowohl
Lokalrezidive als auch die haufig damit korrespondierenden metastasierenden
Tumoren reduziert werden.5'-%4

Das PDS sollte ebenfalls in toto, wenn moglich mittels mikroskopisch-kontrollierter
Chirurgie, entfernt werden. Zusatzlich ist ein Sicherheitsabstand von 2 Zentimetern
empfohlen, der je nach Tumorlokalisation an die anatomischen Gegebenheiten
angepasst werden muss.5%%5-57 Vor allem die Therapie von primar nicht operablen
Tumoren oder Rezidiven stellt aktuell eine Herausforderung in der Therapie des AFX
und PDS dar.

Die Strahlentherapie stellt bei unvollstandiger Tumorresektion eine erganzende

Therapieoption dar, wobei es aktuell keine ausreichende Evidenz zur Ableitung von
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konkreten Empfehlungen zur Dosis, Fraktionierung und Dauer gibt.>® Im Hinblick auf
eine adjuvante Strahlentherapie bei vollstandig exzidierten PDS, berichtete eine Arbeit
mit kleinem Kollektiv von einer positiven, jedoch nicht signifikanten Tendenz bezuglich
ihres Nutzens hinsichtlich der  beobachteten Lokalrezidivrate und
Metastasierungsrate.%®

Bis heute gibt es keine standardisierte und evidenzbasierte Systemtherapie bei AFX
und PDS. Im Fall von inoperablen oder metastasierten Tumoren sollte eine individuelle

Entscheidung in einer interdisziplinaren Tumorkonferenz getroffen werden.

Zum Einsatz der Chemotherapie bei AFX und PDS gibt es lediglich Einzelfallberichte.
Miller et al. (2012) dokumentierten eine erfolgreiche Therapie von Hautmetastasen
sowie Lymphknotenmetastasen mit Adriamycin und Ifosfamid bei einem Patienten.?’
Crimini et al. (2019) berichten von einer erfolgreichen Behandlung eines AFX/PDS
Rezidivs mit Elektrochemotherapie. Das verwendete Chemotherapeutikum hier war
Bleomycin.®® In einem Fallbericht wurde zudem der erfolgreiche Einsatz von

Doxorubicin bei AFX beschrieben.8?

Der Einsatz von Immuntherapien bei AFX/PDS wird aktuell diskutiert. Aufgrund der
hohen Mutationslast von PDS scheint eine Behandlung mit Immuntherapien moglich.
Verschiedene Arbeitsgruppen schlugen vor, dass Patientinnen und Patienten in
fortgeschrittenen Tumorstadien von einer Therapie mit den programmed cell death
protein 1 (PD-1) -Inhibitoren Pembrolizumab und Nivolumab sowie einem anti-CTLA-
4 Antikorper wie Ipilimumab profitieren konnten.56-61.62 Die Wirksamkeit einer Therapie
mit anti-PD-1-Antikorpern konnte in ersten Fallberichten gezeigt werden.56.61.62

Zu zielgerichteten Therapien bei AFX/PDS gibt es bisher keine Erfahrungen. Diese
konnten jedoch bei Nachweis onkogener Alterationen zum Einsatz kommen. 36163
Hierbei konnte vor allem der MAP-Kinase-Signaltransduktionsweg einen maoglichen
Angriffspunkt bieten.?%2" Dysregulationen dieser Signaltransduktionskaskade kénnen
zu Tumorentstehung und Tumorprogression fuhren. Einzelne Elemente dieser
Signalkaskade dienen bereits als Angriffspunkte zielgerichteter Therapien z.B. beim
malignen Melanom.®* Ein Einsatz solcher therapeutischer Strategien beim AFX/PDS

wurde allerdings bisher nicht untersucht.
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Bisher liegt keine Evidenz zur Nachsorge von Patientinnen und Patienten mit
AFX/PDS vor. In der aktuellen S1-Leitlinie wird fur das AFX und PDS eine Nachsorge
Uber insgesamt 5 Jahre empfohlen. Fur das AFX in einer Frequenz der
Untersuchungen im Abstand von je 6 Monaten in den ersten zwei Jahren und dann
jahrlich. Fur das PDS in einer Frequenz der Untersuchungen im Abstand von je 3
Monaten in den ersten drei Jahren und dann alle 6 Monate. Diese umfasst neben
klinischen Kontrollen beim PDS auch eine Sonographie der Lymphknoten und eine
Sonographie der Primartumorregion. '

1.2.6. Prognose des AFX

Die Prognose des AFX ist abhangig von der vertikalen Eindringtiefe des Tumors, von
der Infiltration von Muskeln und/oder Fettgewebe und der Infiltration in Nerven
und/oder Gefalle. Das AFX hat im Vergleich zum PDS in der Regel eine bessere
Prognose. Bei vollstandiger Exzision des AFX sind sowohl ein Lokalrezidiv als auch
eine Metastasierung selten.5>%" In der Literatur findet sich nach korrekter Anwendung
der aktuellen Diagnosekriterien ein Fall eines metastasierten AFX.%8

Bei den alteren in der Literatur beschriebenen Fallen von Metastasen bei AFX handelt
es sich um Berichte aus einer Zeit ohne den Einsatz immunhistochemischer Marker.
Hier handelt es sich ruckblickend vermutlich nicht um ein AFX nach aktueller Definition.
In der neueren Literatur sind keine Falle von metastasiertem AFX zu finden. Fur das
PDS sind Lokalrezidive und Metastasierungen in der Literatur beschrieben und werden
mit einer Haufigkeit von 5-28% fur Lokalrezidive und 8,8-20% fur Metastasierung
angegeben.374958 Das Auftreten von Lokalrezidiven beim PDS innerhalb der ersten
zwei Jahre nach Primarexzision wurde wiederholt beschrieben. Hier handelt es sich
haufig um nicht vollstandig exzidierte Primartumoren.3” 67 Ein zusatzlich zur
mikroskopisch-kontrollierten Exzision entnommener Sicherheitsabstand von bis zu 2
cm wird beim PDS empfohlen, um das Lokalrezidivrisiko zu minimieren.%8 Ist der PDS
Primarius sehr dick und infiltriert tiefere Strukturen, kann dies das Risiko fur
Lymphknotenmetastasen, Hautmetastasen und selten, in etwa 4-10%, auch fur
Fernmetastasen erhohen. Hiervon betroffen sind haufiger Patientinnen und Patienten
mit vorbestehender hamatologischer Grunderkrankung.3749:58
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1.3. FRAGESTELLUNG UND HYPOTHESEN

Das atypische Fibroxanthom ist ein seltener Hauttumor, der aufgrund seiner variablen
morphologischen Merkmale und seiner ahnlichen Erscheinungsbilder zu anderen
Tumorarten eine Herausforderung bei der Diagnosestellung darstellt. Bisher stellt die
Diagnose eines AFX eine Ausschlussdiagnose dar, da keine spezifischen
histologischen oder immunhistochemischen Marker verfugbar sind. Die Klassifikation
ist somit nur Uber eine Abgrenzung zu anderen Tumorarten moglich. Zudem zeigt sich
das Wachstumsverhalten des AFX variabel, ohne dass die hierfur verantwortlichen
Mechanismen bisher abschliefend geklart werden konnten. Ein besseres Verstandnis
der klinischen, histologischen und immunhistochemischen Charakteristika des AFX,
sowie der beteiligten Mechanismen der Tumorgenese und Tumorproliferation, konnte
dazu beitragen eine prazisere Diagnostik zu ermdglichen und Ansatzpunkte fur
Behandlungsmaoglichkeiten zu identifizieren.

Zielsetzung
Die vorgelegte Arbeit hatte zum Ziel, die klinischen, histologischen und

immunhistochemischen Charakteristika des AFX anhand zweier unabhangiger
Stichproben von Tumorpraparaten zu untersuchen. DarUber hinaus sollte eine
mogliche Beteiligung des MAP-Kinase-Signalwegs an der Pathogenese des AFX
geklart werden, um potentielle Ansatze fur alternative Therapieoptionen zu ermitteln.

Folgende Hypothesen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit gepruft:

Hypothese 1

Bezlglich der klinischen Prasentation des AFX erwarten wir entsprechend der
Erkenntnisse aus vorherigen Studien eine Lokalisation des Tumors in lichtexponierten
Arealen, ein haufiges Auftreten anderer Hauttumore bei den Patientinnen und

Patienten sowie Juckreiz und Blutungen des Tumors als haufige klinische Symptome.
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Hypothese 2

Im Hinblick auf die immunhistochemischen Charakteristika erwarten wir eine
Negativitat fur Melanozyten-, Endothel-, Keratinozyten-Marker und Desmin sowie eine
Positivitat fur Aktin, Vimentin, CD10, CD68 und CD99. Wir erwarten, dass sich diese
Expressionsmuster konsistent in der Betrachtung der Immunpositivitat (d.h. Anteil
positiver Tumorareale) sowie auch in der kombinierten Betrachtung der
Immunpositivitdt und Immunintensitat Gber einen  immunhistochemischen

Gesamtscore abbilden lassen.

Hypothese 3

Bei AFX-Tumorproben erwarten wir eine hohe Expression von Proteinen der MAP-
Kinase-Kaskade (BRAF, ERK, pERK, MEK, pMEK). In diesem Zusammenhang
vermuten wir eine Mutation im NRAS- oder BRAF-Gen als mogliche Ursache einer

gesteigerten Aktivitat des MAP-Kinase-Signalwegs.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. STICHPROBEN

Die Grundlage der vorgelegten Arbeit bilden die Auswertungen der klinischen,

histologischen und immunhistochemischen Marker zweier unabhangiger Kohorten.
2.1.1. Kohorte 1 - Mannheimer Kohorte

In der Mannheimer Kohorte wurden alle in der Klinik fur Dermatologie, Venerologie
und Allergologie der Universitatsmedizin Mannheim (UMM) im Zeitraum von Januar
2003 bis Juli 2014 mit AFX diagnostizierten Patientinnen und Patienten
eingeschlossen. Dies waren insgesamt 27 Falle. Davon vier Frauen und 23 Manner.
Die Gesamtzahl der verfugbaren histologischen Tumorpraparate dieser Gruppe betrug
27 (100% der Stichprobe).

2.1.2. Kohorte 2 - Externe Kohorte

Die Gruppe der externen Patientinnen und Patienten setzte sich aus 29 Personen
zusammen, deren Tumorexzisionen ambulant in verschiedenen dermatologischen
Praxen in Deutschland durchgefuhrt wurden und im MVZ Dermatopathologie Prof. Dr.
Kind in Offenbach untersucht und als AFX diagnostiziert wurden. Es wurden uns 73
Gewebeproben von insgesamt 31 Patientinnen und Patienten aus dem Zeitraum
zwischen 2011 und 2012 zur Verfugung gestellt. Von diesen Gewebeproben waren 29
Tumorpraparate von 29 Patientinnen und Patienten aus dem Zeitraum zwischen 2011
und 2012 zur weiteren Untersuchung geeignet. Klinische Informationen zu den
Patientinnen und Patienten lagen nicht vor, sodass diese Gewebe ausschlieflich
immunhistochemisch untersucht wurden und nur in die immunhistochemische

Auswertung dieser Arbeit einflossen.

2.2. ERFASSUNG KLINISCHER DATEN

Von der Stichprobe der externen Patientinnen und Patienten aus dem MVZ flr
Dermatopathologie Prof. Dr. Kind in Offenbach lagen keinerlei klinische Informationen
vor. Eine Auswertung der Behandlungsakten war hier nicht moglich. Fur die
Stichprobe der Mannheimer Patienten-Kohorte, die in der Klinik fur Dermatologie,

Venerologie und Allergologie der Universitatsmedizin Mannheim behandelt wurde,
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erfolgte die Auswertung der Behandlungsakten zur Erhebung folgender Daten: Alter
bei Diagnosestellung, Geschlecht, Einweisungsdiagnose, Symptomatik, Lokalisation,
TumorgroRe, Aussehen des Tumors, Komorbiditaten, Therapie. Dartuber hinaus
erfolgte in dieser Gruppe die Erfassung weiterer klinischer und soziodemographischer
Variablen mit Hilfe eines speziell fur diese Arbeit erstellten Fragebogens (siehe
Anhang 7.1). Dieser Fragebogen wurde an 18 der 27 Patientinnen und Patienten der
Mannheimer Kohorte versendet, die zum Untersuchungszeitpunkt im Herbst 2014
erreichbar und mit der Teilnahme einverstanden waren. Von 18 versendeten
Fragebogen erhielten wir 17 Fragebodgen ausgefullt zurtck, die in die Auswertung
miteinbezogen wurden. Einige Fragebdgen wurden jedoch nicht komplett ausgefullt,
sodass die Informationen zu den einzelnen Punkten nicht immer von allen Befragten

vorliegen.

2.2.1. Fragebogen zur Erfassung von Risikofaktoren und klinischen

Charakteristika der Patientinnen und Patienten

Anhand bisher bekannter Risikofaktoren fur Hauttumoren im Allgemeinen und
spezieller Risikofaktoren fur das AFX wurde ein Fragebogen mit den Unterkategorien
1. Allgemeine Angaben, 2. Freizeitverhalten, 3. Erkrankungen und 4. Der Tumor (hier:
AFX) entwickelt (siehe Anhang 7.1).

Es wurden u.a. Daten zu Person, Wohnort, Beruf, Noxen erhoben. Es wurde gezielt
nach Freizeitaktivitaten und -verhalten in der Kindheit und Freizeitverhalten in den
letzten 20 Jahren vor der Tumorerkrankung gefragt. Des Weiteren wurde die
Sonnenexpositionsdauer, Verwendung von Sonnenschutz und die Teilnahme an
Hautkrebsscreeninguntersuchungen erfragt (sieche Anhang 7.1).

Daruber hinaus wurden zusatzliche Angaben zur Haar- und Augenfarbe sowie zum
Hauttyp, erfasst (siehe Anhang 7.1).

Im Teil ,Erkrankungen® wurde gezielt nach weiteren Erkrankungen und insbesondere
nach Krebserkrankungen und deren spezifischer Therapien, gefragt (sieche Anhang
7.1). Der letzte Teil des Fragebogens enthielt Fragen zum AFX (siehe Anhang 7.1).
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2.3. HISTOLOGISCHE UND IMMUNHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Fir eine histologische und eine anschlielende immunhistochemische Untersuchung
standen 27 intraoperativ gewonnene Tumorexzisate von insgesamt 27 Patientinnen
und Patienten aus der Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie der
Universitatsmedizin Mannheim zur Verfugung. Fur eine immunhistochemische
Untersuchung standen zusatzlich 29 Praparate aus dem MVZ Dermatopathologie
Prof. Dr. Kind in Offenbach zur Verfugung.

Nach der operativen Exzision in der Klinik fir Dermatologie, Venerologie und
Allergologie der Universitatsmedizin Mannheim wurden die entnommenen
Tumorgewebe zur weiteren Aufarbeitung in das Institut fur Pathologie der
Universitatsmedizin Mannheim transportiert. Dort erfolgte durch die Mitarbeiter und
Mitarbeiterinnen des Instituts fur Pathologie der Universitatsmedizin Mannheim nach
vorheriger standardisierter Aufbereitung der Praparate eine Hamatoxylin-Eosin (HE)-
Farbung der Gewebeproben entsprechend dem HE- Protokoll fur Autostainer XL von
Leica wie unter Abschnitt 2.3.1 beschrieben.

Die Fixierung der Praparate erfolgte mithilfe von Autotechnicon TP 1020 von Leica.
Zunachst wurden die Proben 2-mal in Formalin 10% gegeben und im Anschluss in
aufsteigender Alkoholreihe (70% — 80% — 96% — 2-mal 100%) entwassert. Die
Proben wurden danach 2-mal in Xylol verbracht bevor sie in Paraffin eingebettet
wurden und im letzten Schritt per Hand am Folgetag in Kassetten mit Paraffin
eingedeckt wurden.

2.3.1. Hamatoxylin-Eosin (HE)- Farbung

Die HE-Farbung gehort zu den Standardfarbungen. Sie dient haufig als
Ubersichtsfarbung, bevor immunhistochemische Farbungen angefertigt werden. Sie
besteht aus zwei Anteilen, die fur die unterschiedliche Farbung verschiedener Anteile
der Zellen verantwortlich sind. Hamatoxylin wird aus dem Blauholzbaum gewonnen
und ist dadurch ein naturlicher Farbstoff, der jedoch erst durch Oxidation zu Hamatein
seine typische Farbe erhalt. Eosin ist ein klnstlich hergestellter, saurer Farbstoff.®® Der

Hamatoxylinanteil farbt basophile Strukturen wie Zellkerne, Kalk und Bakterien blau,
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wohingegen der Eosinanteil fur die Rotfarbung von azidophilen Strukturen wie
Bindegewebe, Zytoplasma, Muskulatur, Osteoid sowie Exsudat verantwortlich ist.

Durchfuhrung der HE-Farbung anhand des HE- Protokolls fur Autostainer XL von
Leica: Die Proben wurden hierfur 4-mal in Folge fur jeweils 1 Minute in Xylol
entparaffiniert und im Anschluss in absteigender Alkoholreihe (99% — 96% — 70%)
fur jeweils 1 Minute in Wasser gebracht. Danach erfolgte die Farbung in Hamatoxylin
fur 4 Minuten gefolgt von erneutem Wassern Uber 10 Minuten und anschlie3ender
Farbung mit Eosin 0,5% fur 2 Minuten vor wiederholtem Wassern fur 0,30 Minuten. In
aufsteigender Ethanolreihe (80% — 96% — 96% (fur je 0,30 Minuten) — 99% — 99%
— 99% (fur je 1 Minute)) wurde zunachst entwassert und, bevor das Eindecken mit

Eukit erfolgte, 2-mal fur jeweils 1 Minute in Xylol verbracht.

Nach Durchfihrung dieser Farbung konnten weitere Untersuchungsschritte erfolgen.

2.3.2. Ermittlung der Tumordicke und des dominanten Zelltyps

Mit dem Lichtmikroskop BX45 von Olympus (OLYMPUS Life And Material Science
Europa GmbH, Hamburg, Deutschland) und einer 20er Vergrolerung wurde die
Tumordicke der einzelnen formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten und HE-
gefarbten Praparate ermittelt. DarUber hinaus erfolgte die Ermittlung des Zelltyps
(epitheloid, spindelzellig, gemischt) in Prozent.

2.3.3. Tissue microarrays (TMAs)

In seiner heutigen Form wurde der TMA erstmalig im Jahre 1998 von Kononen et al.
(1998) beschrieben. Bei diesem Verfahren werden mithilfe einer Hohlnadel aus
reprasentativen Regionen formalinfixierter, in Paraffin eingebetteter Gewebeschnitte
Stanzen mit einem Durchmesser von 0,6 mm und einer Hohe von 3-4 mm entnommen.
Bis zu 1000 dieser Gewebszylinder verschiedener zu untersuchender Gewebe werden
dann in einen neuen Wachsblock eingebracht. Hiervon kdnnen nachfolgend bis zu 200
Schnitte von 4-8 um Dicke geschnitten werden.”® Diese Methode wurde gewahlt, da
sie sowohl gewebesparend, als auch kosteneffizient ist. Zudem ermdoglicht sie die
Untersuchung von Gewebeproben unterschiedlicher Patientinnen und Patienten und
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Praparaten mit einer einzigen immunhistochemischen Farbung, was zu einer
optimierten Standardisierung und Vergleichbarkeit zwischen den Proben beitragt. Zur
Herstellung eines TMAs wurde ein fur den Tumor reprasentatives Areal des
formalinfixierten in Paraffin eingebetteten und HE-gefarbten Gewebeschnittes durch
einen erfahrenen Facharzt fir Dermatologie ausgewahlt und markiert. Die Erstellung
des TMAs wurde vom Nationalen Centrum fur Tumorerkrankungen Heidelberg und der
klinischen Kooperationseinheit Dermatoonkologie (KKE G300) des Deutschen
Krebsforschungszentrums (DKFZ) in Heidelberg Ubernommen. Die TMAs wurden mit
Hilfe des TissueMax Automated and Personal Tissue Microarrayer (Arrayit
Corporation, Sunnyvale, Kalifornien, USA) nach dem Hersteller-Protokoll”" erstellt. Auf
diese Weise wurde ein TMA fur die Proben der Mannheimer Kohorte (TMA1) und ein
TMA fur die Proben der externen Kohorte (TMA2) angefertigt. Nach Erstellung des
TMAs durch das NCT wurden die Blocke von Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des
Labors der Klinik far Dermatologie, Venerologie und Allergologie der
Universitatsmedizin Mannheim fur 24 Stunden in 4% Paraformaldehyd fixiert und in
Paraffin eingebettet und im Anschluss in 4 ym dicke Scheiben geschnitten und auf je
einem Objekttrager fur die einzelnen immunhistochemischen Farbungen fixiert. Die
Farbungen erfolgten gemal} eines standardisierten Protokolls (siehe Abschnitt 2.3.4)
und entsprechend der Empfehlung des Herstellers der jeweiligen Antikorper (siehe
Tabelle 2).
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2.3.4. Immunhistochemische Analysen

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurden eine Reihe von immunhistochemischen

Markern untersucht (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2. Ubersicht der verwendeten Antikdrper

Primarantikorper Kilon Typ Hersteller Code
Aktin 1A4 Mouse Agilent MO0851
BRAF VE1 Mouse Amsbio E19290
CD10 56C6 Mouse Sigma-Aldrich 110M16
CD34 QBENd10 Mouse Beckman Coulter PN IM0786
CD68 PG-M1 Mouse Dako MO0876
CD99 12E7 Mouse Dako M3601
Desmin polyclonal Rabbit Thermo Fisher Scientific RB-9014-R7
EGFR 31G7 Mouse Diagnostic BioSystems Mob461
ERK1/2 137F5 Rabbit Cell Signaling Technology #4695S
Ki67 SP6 Rabbit Abcam AG Ab16667
MART1/ Melan-A A103 Mouse Thermo Fisher Scientific MAS5-14168
MEK 1/2 L38C12 Mouse Cell Signaling Technology #4694S
NF1 polyclonal Rabbit Santa Cruz Biotechnology SC-67
Pan-Cytokeratin H-240 Rabbit Santa Cruz Biotechnology SC-15367
pPERK1/2 20G11 Rabbit Cell Signaling Technology #4376S
pPMEK1/2 166F8 Rabbit Cell Signaling Technology #2338S
Anti-S100 polyclonal Rabbit Abcam AG Ab868
Vimentin SP20 Rabbit Thermo Fisher Scientific RM-9120-S

Anmerkung: Als Sekundarantikérper wurden Dako EnVision+ System-HRP, AEC, Rabbit K4009, Dako,
Germany und Dako EnVision+ System-HRP, AEC, Mouse K4005, Dako, Germany verwendet.

Die Farbungen wurden von den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Labors der
Klinik fuar Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Universitatsmedizin
Mannheim gemal} Standard Protokoll durchgefuhrt.

Die Proben wurden nach Standard Protokoll zunachst 3-mal fur jeweils 5 Minuten in
Xylol verbracht und danach Uber eine absteigende Alkoholreihe (100% — 100% —
90% — 80% — 70%) fur jeweils 3 Minuten in destilliertes Wasser gebracht fur 15
Sekunden. Die Proben wurden dann 5-10 Minuten mit TBS gewaschen. Es folgte das
Kochen, je nach verwendetem Antikorper, entweder in HIER Citrate Puffer bei pH 6,0

(Zytomed, Bestellnummer ZUC028-500) oder in HIER T-EDTA-Puffer bei pH 9,0
21



(Zytomed, Bestellnummer ZUC029-500), bei 100°C fur 60 Minuten im Wasserbad
gefolgt von Abkuhlen Uber 20-30 Minuten (Dako-Pen S2002) und Einbringen in
destilliertes Wasser fur 15 Sekunden. Im Anschluss wurde 3-mal gewaschen, 2-mal
mit TBS und 1-mal mit TBS-T 20 1% fur 5 Minuten bevor der Peroxidase Block (Dako
Kit), 0,03% dazugegeben und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten
Kammer inkubiert wurde. Anschliefiend wurde erneut 3-mal gewaschen (2-mal mit
TBS fur 5 Minuten und 1-mal mit TBS-T fur 5 Minuten) bevor der Primarantikorper mit
Dako Antikorper Verdunnung (S0809) hinzugegeben und Uber Nacht in der feuchten
Kammer bei 4°C inkubiert wurde. Danach wurde 3-mal gewaschen, 2-mal mit TBS und
1-mal mit TBS-T 20 1% fur 5 Minuten bevor der Sekundarantikdrper Dako EnVision-
System-HRP (Rabbit K4009 oder K4005 Mouse) fur 60 Minuten bei Raumtemperatur
in der feuchten Kammer inkubiert wurde. Nach wiederholtem 3-maligem Waschen, 2-
mal mit TBS und 1-mal mit TBS-T 20 1% fur 5 Minuten wurde 1 Tropfen AEC flr 10-
30 Minuten hinzugegeben. Die Farbung wurde anschliel3end mit destilliertem Wasser
gestoppt und es erfolgte eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin 1:10 far 7 Minuten und
anschlieBendem Waschen mit je 2-mal Leitungswasser und 2-mal destilliertem
Wasser bevor das Eindecken mit Dako S3025 erfolgte.

Die immunhistologische Auswertung wurde mittels Lichtmikroskop BX45 von Olympus
(Olympus Life And Material Science Europa GmbH, Hamburg, Deutschland) in 20-
facher VergroRerung der Praparate von zwei unabhangigen Untersucherinnen
durchgefuhrt. Des Weiteren wurden die TMA-Schnitte mit dem Nikon Eclipse Ni
Mikroskop (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) in einer 20er Vergrol3erung eingescannt.
Die Auswertung der Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen erfolgte durch
die Verfasserin der Arbeit unter Supervision einer erfahrenen Facharztin far
Dermatologie der Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie der
Universitatsmedizin Mannheim. Dabei erfolgte die Beurteilung der Positivitat der
jeweiligen Tumorprobe fur einen jeden Antikorper als dichotome Entscheidung
(Ja/Nein) und in positiven Fallen die Quantifizierung der Positivitat im Sinne des
prozentualen Anteils der positiv gefarbten Areale an der Gesamtflache der Probe (in
%). Fur die Auswertung des TMAs beider untersuchten Kohorten hinsichtlich MEK,
pMEK, ERK, pERK, EGFR und NF1 wurde ein spezielles Scoring System verwendet.
Aus dem Produkt von Quantitat und Intensitat der Immunpositivitat errechnet sich ein

Gesamtscore (siehe unten). Dieses Scoring System wurde 2014 von 3 Mitarbeitern
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der Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Universitatsmedizin
Mannheim fur die TMA-Analyse zur IHC-Bewertung auf Basis von Arbeiten von Lian
et al. (1999) und Nisolle et al. (2012) entwickelt.”>”® Anhand der Intensitat und
Quantitat der Farbung wird ein Gesamtscore ermittelt, der sich wie folgt berechnet:

Gesamtscore = Immunpositivitats (IP) Score x Inmunintensitats (ll) Score

Fiar die Intensitat der Farbung (Immunintensitat) wurden Werte von 0-3 vergeben,
wobei eine Intensitat von 0 keiner Reaktion, eine Intensitat von 1 einer leichten, eine
Intensitat von 2 einer mafligen und eine Intensitat von 3 einer starken Reaktion
entspricht. Die Quantitat, also der prozentuale Anteil der gefarbten Zellen
(Immunpositivitat), wurde den Kategorien 0-4 zugeordnet mit Kategorie 0 (<1%), 1 (1-
9%), 2 (10-24%), 3 (25-74%), 4 (75-100%). Aus der Multiplikation der Scores fur IP
und |l ergibt sich ein Gesamtscore mit Werten zwischen 0 und 12. Dieser Score wurde
fur jede Probe des TMAs berechnet. Der Durchschnittswert der ermittelten Werte eines
Tripletts ergibt den jeweiligen Score eines Tumorsamples.’* Die Erhebung erfolgte

auch hier durch zwei unabhangige Untersucherinnen.
2.4, MUTATIONS-ANALYSE DER BRAF- UND NRAS-GENE

Zum Zeitpunkt der Erstellung der vorgelegten Arbeit war die genetische Basis des
beim AFX beobachteten schnellen Tumorwachstums nicht abschlieRend geklart.
Aufgrund der Relevanz und dem therapeutischen Potential, die sich aus Mutationen
im NRAS- und BRAF-Gen ergeben, wurden potentielle Mutationen bei einer
Teilstichprobe von n=7 Tumorproben untersucht, die die hochste Expression von
Proteinen des MAP-Kinase Signalwegs zeigten (MEK, ERK, pERK, pMEK). Die
Mutationsanalysen wurden im |Institut fur Pathologie der Universitatsmedizin
Mannheim durchgefuhrt. Diese erfolgten mittels Qiagen Pyrosequencer mit den
entsprechenden Therascreen Pyro Kits fur BRAF und NRAS der Firma Qiagen
(QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland). Die Ergebnisse der Analysen wurden im
Anschluss digital an die Projektmitarbeiterinnen und -mitarbeiter der Klinik flr
Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Universitatsmedizin Mannheim
Ubermittelt. Die Analysen wurden dort entsprechend etablierter Prozeduren
durchgefuhrt. Da die molekulargenetischen Analysen im Rahmen der vorgelegten
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Arbeit lediglich Zusatzanalysen darstellen, wird auf eine detaillierte Beschreibung der
Methodik verzichtet. Die Details zur verwendeten Methodik sind ausfuhrlich in

Publikationen der Arbeitsgruppe dargestellt.”
2.5. STATISTISCHE ANALYSEN DER DATEN

Die Analyse der Daten und die Erstellung von Abbildungen erfolgte mit Hilfe der
statistischen Analyse Software IBM SPSS in der Version 27.0 (IBM Company, Armonk,
New York, USA). Die Auswertung der klinischen, demographischen und
Fragebogendaten erfolgte dabei mittels geeigneter deskriptiver Male fur die jeweiligen
Parameter. Auch die Analyse der histologischen Daten zu Tumordicke und dem Anteil
von Epitheloid- und Spindelzellen im jeweiligen Praparat erfolgt mit Hilfe geeigneter
deskriptiver Mal3e fur die jeweiligen Parameter. Die Darstellung der Positivitat und
Intensitat sowie des Immunhistochemischen Gesamtscores erfolgte durch geeignete
Summenmale. Der Vergleich der beiden Studien-Kohorten im Hinblick auf die
Haufigkeiten positiver Reaktionen auf einen entsprechenden Antigen-Marker erfolgte
mittels Fisher-Yates-Test beziehungsweise einem exakten Chi-Quadrat-Test. Die
Analyse von Gruppenunterschieden erfolgte fur normalverteilte Variablen mit Hilfe von
t-Tests fur ungepaarte Stichproben und im Falle nicht-normalverteilter Variablen und
ZielgroRen mit ordinalem Skalenniveau (lI-Score, IP-Score, IHC-Gesamt-Score) mit
Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests. Die Normalverteilung der Daten wurde mittels
visueller Inspektion und Shapiro- Wilk Test Uberpruft.
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3. ERGEBNISSE

Den dargestellten  Ergebnissen liegen die  klinischen, histologischen,
immunhistochemischen und genetischen Daten einer Kohorte von N=27 Patientinnen
und Patienten aus der Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie der
Universitatsmedizin Mannheim zu Grunde und die immunhistochemischen Daten von
N=29 Patientinnen und Patienten einer externen Kohorte, deren Proben von einem

externen dermatopathologischen Labor zur Verfugung gestellt wurden.
3.1. KLINISCHE DATEN

Das als Mannheimer Kollektiv bezeichnete Kollektiv von Patientinnen und Patienten
bestand aus insgesamt 27 Personen. Eine Ubersicht der soziodemographischen und
klinischen Charakteristika der Stichprobe ist in Tabelle 3 dargestellt. Das Kollektiv
umfasste 85% (23/27) mannliche Patienten und 15% (4/27) weibliche Patientinnen.
Dies entspricht einem Verhaltnis Manner zu Frauen von 5,6:1. Das Alter der
Patientinnen und Patienten bei Erstdiagnose zeigte eine Spannbreite von 67 bis 95
Jahren. Das Durchschnittsalter lag bei 78,70 +/- 7,69 Jahren, der Median bei 77
Jahren.
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Tabelle 3. Darstellung der soziodemographischen und klinischen Charakteristika der
Mannheimer Kohorte sowie der klinischen Prasentation und mikroskopisch-histologischen und
immunhistochemischen Prasentation der Tumorproben, die als AFX klassifiziert worden

waren.

Mannheimer Kohorte (N=27)

Alter [in Jahren; M (SD)]

Geschlecht [Manner/Frauen]

Hauttyp nach Fitzpatrick [Typ I/Typ Il/Typ lll: Typ IV/Typ V/Typ

V|]#1
Anderer Hauttumor [Ja/Nein]
Raucher [Ja/Nein]#

Packyears [Pack x Anzahl Raucherjahre; M (SD)]

Exposition gegenliber Chemikalien in der VVorgeschichte

[Ja/Nein]?
Radiotherapie in der Vorgeschichte [Ja/Nein]#
Chemotherapie in der Vorgeschichte [Ja/Nein] #

Phototherapie in der Vorgeschichte [Ja/Nein]#

78,70 (7.,7)
23 (85,2%) / 4 (14,8%)
0/9/6/0/1/0

16 (59,3%) / 11 (40,7%)
9 (52,9%) / 8 (47,1%)
11,15 (18,8)

4 (23,5%) /10 (67,5%)

2 (11,8%) / 15 (88,2%)
1(5,9%) / 16 (94,1%)
4 (23,5%) / 13 (76,5%)

Klinische Prasentation

Lokalisation [Capillitium/Gesicht/Ohr/Hand/ Dekolleté]

Juckreiz [Ja/Nein] #
Ulzeration mit Blutung [Ja/Nein]#

Metastasierung [Ja/Nein] #

14/5/6/1/1
8 (47,1%) / 9 (52,9%)
7 (41,2%) / 10 (58,8%)
0 (0%) /17 (100%)

Histologisch-immunhistochemische Prasentation

Tumordicke [in mm; M (SD)]

PanCK [% positiver Praparate, n=21]

PanCK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)]
MART1 [% positiver Praparate, n=21]

MART1 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)]
S100 [% positiver Praparate, n=20]

S100 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)]
CD34 [% positiver Praparate, n=14]

CD34 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)]
Aktin [% positiver Praparate, n=26]

Aktin [Positivitat der Praparate in %; M (SD)]
Desmin [% positiver Praparate, n=24]

Desmin [Positivitat der Praparate in %; M (SD)]
Vimentin [% positiver Praparate, n=21]
Vimentin [Positivitat der Praparate in %; M (SD)]
CD68 [% positiver Praparate, n=24]
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562 (3,2)
0%

0(0)

0%

0 (0)

0%

(0)

0%

0(0)

53,8%
16,66 (19,9)
8,3%

2,60 (10,5)
100%

81,90 (12,5)
87,5%



CD68 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 42,94 (16,9)

Ki67 [% positiver Praparate, n=23] 87,5%

Ki67 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 27,82 (15,1)
CD99 [% positiver Praparate, n=21] 61,9%
CD99 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 68,46 (34,1)
CD10 [% positiver Praparate, n=26] 96,2%
CD10 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 57,75 (27,9)
BRAF [% positiver Praparate, n=21] 61,9%
BRAF [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 50,76 (29,4)
MEK [% positiver Praparate, n=21] 38,1%

MEK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 67,5 (30,5)
PMEK [% positiver Praparate, n=21] 95,2%
pMEK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 78,50 (20,3)
ERK [% positiver Praparate, n=21] 81,0%

ERK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 47,88 (28,8)
PERK [% positiver Praparate, n=21] 38,1%
pERK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 4,79 (7,9)

Legende: M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, # = Fehlende Werte fiir n=10 Patientinnen und
Patienten, da nur ein Teil der Stichprobe mittels Fragebogen befragt wurde (n=18) und n=17 auf den

zugesandten Zusatzfragebogen antwortete; '=Einteilung der Hauttypen nach.”®

3.1.1. Auswertung des Fragebogens zur Erfassung von Risikofaktoren

Von 17 der 27 Patientinnen und Patienten des Mannheimer Kollektivs konnten mittels
Fragebogen noch weitere Uber die Inhalte der Behandlungsakte hinausgehende Daten
erhoben werden. Einige Fragen wurden teilweise offengelassen, weswegen sich

teilweise eine abweichende Gesamtzahl ergibt.

Daten zu Geburtsort, Beruf und Lebensmittelpunkt

94,1% (16/17) der befragten Patientinnen und Patienten wurden in Deutschland
geboren, 1 Patient (5,8%) wurde im Ausland (Bosnien-Herzegowina) geboren. Allen
17 Patientinnen und Patienten gemeinsam war der Hauptlebensmittelpunkt in
Deutschland, genauer  in der Rhein-Neckar-Odenwald-Region, dem
Haupteinzugsgebiet unserer Klinik. Angaben zum Beruf machten 13/17 der befragten
Patientinnen und Patienten. Es wurden die Berufe Maler, Hausfrau, Diplomingenieur,
Kaufmann fur Baustoffe, Pfarrer, kaufmannischer Angestellter, Maschinenschlosser,
Wirtschaftsingenieur,  Oberstudienrat, = Speditionskaufmann,  Elektroingenieur,
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Verkaufsleiter, Beamter und Dreher genannt. Keiner der 17 Patientinnen und Patienten
arbeitete beruflich im Freien.

Daten zur Exposition gegeniber Chemikalien, Strahlentherapie, Phototherapie,

Chemotherapie und Nikotin

Kontakt zu Chemikalien im Beruf gaben 4/17 Patientinnen und Patienten, (23,5%) an.
Als Kontaktstoffe wurden Losungsmittel, Holzschutzmittel, Kihlmittel, Asbest, Eternit,
Bleiwei®  (Bleihydroxidkarbonat),  Menninge  (Blei  (ll,IV)-oxid),  Salmiak
(Ammoniumchlorid) und Ammoniak jeweils einfach genannt. Anamnestisch konnte bei
1 Patienten (5,88%) eine Phototherapie bei atopischer Dermatitis ermittelt werden.
Einer Radiatio aufgrund von anderen Tumorerkrankungen hatten sich anamnestisch 2
Patienten (11,76%) unterzogen. Die Frage nach Nikotinkonsum im Laufe ihres Lebens
beantworteten 47% (8/17) mit nein und 53% (9/17) der Patientinnen und Patienten mit
ja. Unter den 9 Patientinnen und Patienten, die einen Nikotinkonsum angaben, waren
zum Zeitpunkt der Befragung noch 3 Personen aktive Raucher und Raucherinnen, die
anderen 6 hatten den Nikotinkonsum inzwischen aufgegeben. Der durchschnittliche
Nikotinkonsum der ehemaligen sowie der aktiven Raucher und Raucherinnen

erbrachte einen Wert von durchschnittlich 11,1 Packyears (SD=18,8).

Daten zum Hauttyp und zu regelmafRigem Hautkrebsscreening

16 Patientinnen und Patienten gaben mittels Fragebogen eine Einschatzung zu ihrem
individuellen Hauttyp, basierend auf ihrer Haarfarbe, Augenfarbe sowie dem
Braunungs- und Verbrennungsverhalten der Haut, ab. Hierbei identifizierten sich die
Teilnehmer als Hauttypen Il, 1l und V (n=9 [56%] Hauttyp II, n=6 [37%] Hauttyp Ill, n=1
[6%] Hauttyp V) (siehe Abbildung 2).7® Angaben zu regelmaRigem Hautscreening
nach Diagnose des Hauttumors machten 16 von 17 der befragten Patientinnen und
Patienten. Von 1 Patienten fehlen die Angaben in dieser Kategorie. 12 von 16
Patientinnen und Patienten gaben an, mindestens 2-mal jahrlich zum
Hautkrebsscreening zu gehen. 1 von 16 Patientinnen und Patienten gaben an, das
Screening mindestens 1-mal pro Jahr wahrzunehmen, nur 3 von 16 Patientinnen und

Patienten gaben an, dies seltener als 1-mal pro Jahr wahrzunehmen.
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Hauttyp nach
Fitzpatrick

B Hauttyp 2
B Hauttyp 3
W Hauttyp 5

Abbildung 2. Haufigkeit der verschiedenen Hauttypen bei Patientinnen und Patienten der
Mannheimer Kohorte (Daten waren fur n=16 Patientinnen und Patienten verfiigbar).

Familienanamnese

Die Familienanamnese fir Hauttumoren war bei allen 17 befragten Patientinnen und

Patienten leer.

Daten zu Prédkanzerosen und anderen Hauttumoren

Bei den Begleiterkrankungen wurde insbesondere nach weiteren Hauttumoren
gefragt. 55,60% (15/27) der Patientinnen und Patienten wiesen noch mindestens 1
weitere Prakanzerose oder 1 weiteren Hauttumor in der Vorgeschichte auf (siehe
Abbildung 3). Dies war bei 5/27 (18,50%) der Patientinnen und Patienten eine
aktinische Keratose, bei 7/27 (25,90%) ein Morbus Bowen, bei 1/27 (3,70%)
Patientinnen und Patienten eine Lentigo Maligna, bei 1/27 (3,70%) ein malignes
Melanom, bei 1/27 Patienten (3,70%) ein malignes fibroses Histiozytom (MFH), bei
7127 (25,90%) Patientinnen und Patienten ein Basalzellkarzinom (BCC), bei 7/27
(25,90%) Patientinnen und Patienten ein spinozelluldres Karzinom (SCC), bei 1/27
Patienten (3,70%) ein Bowen-Karzinom und bei 1/27 Patienten eine Mykosis fungoides
(3,70%).
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Abbildung 3. Darstellung der Haufigkeit von Prakanzerosen und anderen Hauttumoren in

der Mannheimer Kohorte.

Daten zu anderen Begleiterkrankungen

Im Bereich der Begleiterkrankungen wurden insbesondere Krebserkrankungen
anderer Organe als der Haut, Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
Schilddrusenerkrankungen sowie Diabetes erfragt. Begleitende Krebserkrankungen
waren bei 33,33% (9/27) der Patientinnen und Patienten des Mannheimer Kollektivs
vorhanden. Diese betrafen bei 4 Patienten die Prostata, bei 1 Patientin die Mamma,
bei 1 Patienten den Larynx, in 2 weiteren Fallen das blutbildende System (chronisch
lymphatische Leukamie (CLL)) und bei 1 weiteren Patienten das Lymphsystem (Non
Hodgkin Lymphom (NHL)). Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems waren bei
18,52% (5/27) vorhanden. Bei 8/27 Patientinnen und Patienten (29,63%) war
begleitend ein Diabetes mellitus Typ Il bekannt. Schilddrisenerkrankungen waren bei
5/27 Patientinnen und Patienten (18,52%) als Begleiterkrankungen genannt worden.
Von den 5 Patientinnen und Patienten mit bekannter Erkrankung der Schilddrise
waren dies in 1 Fall eine Struma multinodosa, in den verbleibenden 4 Fallen eine

Hypothyreose.
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Daten zum Freizeitverhalten

Zu Freizeitaktivitaten in der Kindheit machten die Patientinnen und Patienten folgende
Angaben: 3 von 17 Patientinnen und Patienten gaben an, haufig gewandert zu sein,
7/17 manchmal, 5/17 selten. 2 von 17 Patientinnen und Patienten gaben an, in der
Kindheit nie gewandert zu sein. Wintersport wurde nach Angaben der Patientinnen
und Patienten von 3/16 Personen haufig, von 3/16 manchmal, selten von 2/16 und nie
von 8/16 der Befragten ausgelbt. Von 1 Patienten fehlten hierzu die Angaben. Im
Punkt Spazierengehen antworteten 11/16 Patientinnen und Patienten mit haufig, 2/16
mit manchmal, 1/16 mit selten und 2/16 mit nie. 1 Patient machte hierzu keine
Angaben. Ful3ballspielen wurde von 2/17 Personen als haufige Aktivitat benannt, 3/17
gaben an manchmal FuRball gespielt zu haben, 3/17 gaben an dies selten getan zu
haben und 8/17 nie. Fahrradfahren nannten 12/17 als haufige Aktivitat, 2/17 als
manchmal, 1/17 als selten und 2/17 als nie. Joggen nannten 2/16 Patientinnen und
Patienten als seltene, 14/16 als nie durchgefuhrte Aktivitat. 1 Patient machte in dieser
Kategorie keine Angabe. Von den Befragten nannten 6/17 Schwimmen als haufige,
5/17 als manchmal, 2/17 als seltene und 4/17 als nie durchgeflhrte Freizeitaktivitat.
Tennis hat in seiner Kindheit nur 1 der Patienten haufig gespielt, 93,75% verneinten
dies (15/16). Von 1 befragten Patienten fehlt die Angabe in der Kategorie
Tennisspielen. Golfspielen und Segeln wurde von allen Patientinnen und Patienten,
die eine Angabe in dieser Kategorie machten (16/16), verneint. Gartenarbeit fuhrten
8/17 haufig, 3/17 manchmal, 3/17 selten und 3/17 nie aus. Jahrlicher Urlaub in
sonnigen Regionen wurde von 2/17 als haufig, von 3/17 als manchmal, von 1/17 als
selten und von 11/17 als nie genannt. Sonnenbaden waren 2/17 haufig, 2/17
manchmal, 3/17 selten und 10/17 der Befragten nie. Sonnencreme wurde von keiner
bzw. keinem der 17 Befragten haufig verwendet, 2/17 benutzten sie manchmal, 6/17
selten und 9/17 verwendeten nie Sonnencreme. Sonnenbrande in der Kindheit gaben
die Patientinnen und Patienten mit folgender Haufigkeit an: 1/17 haufig, 2/17
manchmal, 7/17 selten und 7/17 nie.

Fir den Zeitraum der letzten 20 Jahre vor der Diagnose AFX machten die befragten
Personen folgende Angaben zu ihren Freizeitaktivitaten: Die Frage ob sie in diesem
Zeitraum gewandert seien beantworteten insgesamt 16 Patientinnen und Patienten.
8/15 mit haufig, 3/15 mit manchmal, 1/15 mit selten und 3/15 mit nie. 2 Patienten
machten keine Angaben in dieser Kategorie. Wintersport betrieben 1/15 haufig, 3/15

manchmal, 2/15 selten und 9/15 nie. 2 Patientinnen und Patienten machten hierzu
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keine Angaben. Spazieren gingen 9/16 haufig, 2/16 manchmal, 4/16 selten und 1/16
nie. Von 1 Patienten wurde keine Angabe gemacht. Ful3ballspielen gehorte bei 1/16
Patienten haufig, bei keiner bzw. keinem der Patientinnen und Patienten manchmal,
bei 1/16 selten und bei 14/16 nie zu den Freizeitaktivitaten. 1 Patient machte keine
Angabe. Fahrradfahren nannten 8/16 als haufige Aktivitat, 3/16 manchmal, 1/16 selten
und 4/16 nie. Von 1 Patienten wurde diese Frage nicht beantwortet. Joggen gingen
2/15 haufig, keine der befragten Personen manchmal oder selten, 13/15 nie. 2 der
befragten Patientinnen und Patienten machten hierzu keine Angaben. Schwimmen
wurde unter den Freizeitaktivitaten bei jeweils 4/16 als haufig, 4/16 manchmal und 3/16
selten sowie bei 5/16 nie genannt. 1 Patient hat diese Frage nicht beantwortet.
Jahrlichen Urlaub in sonnenreichen Regionen fuhrten 3/16 haufig, 7/16 manchmal,
1/16 selten und 5/16 Personen nie durch. 1 Patient hat diese Frage nicht beantwortet.
Sonnenbaden wurde von 1/15 selten und von 14/15 als nie genannt. Von 2
Patientinnen und Patienten fehlt die Angabe. 1/16 Patienten benutzte haufig
Sonnencreme, 4/16 manchmal, 7/16 selten und 4/16 nie. 1 Patient machte keine
Angabe. Sonnenbrande hatten 7/17 Patientinnen und Patienten selten, 10/17 nie.
Gartenarbeit war bei 9/16 haufig, bei 3/16 manchmal, bei 1/16 selten und bei 3/16
befragten nie ein Teil der Freizeitaktivitaten. 1 Patient machte keine Angaben. 1/15
gab Tennisspielen als haufige Freizeitaktivitat an, wohingegen 14/15 diese Aktivitat
nie ausubten. 2 Patientinnen und Patienten haben diese Frage nicht beantwortet.
Segeln sowie Golfspielen spielte auch im Erwachsenenalter bei den Befragten keine
Rolle. 100% gaben an, weder gesegelt zu sein noch Golf gespielt zu haben (jeweils

15/15). Von 2 Patientinnen und Patienten fehlten auch hier die Antworten.

Daten zur UV-Exposition und zum Sonnenschutz

Insgesamt zeigte sich bei 12/17 Patientinnen und Patienten, dass sie sehr viel Zeit
(>=2 Stunden) im Freien verbracht haben. 4/17 Patientinnen und Patienten hingegen
verbrachten keine Zeit im Freien. Die Aufenthaltsdauer erstreckte sich Uber einen
Zeitraum von 0 bis hin zu 8 Stunden taglich, mit einem Median von 2,58 Stunden.
Besuche im Solarium wurden von 100% aller befragten Patientinnen und Patienten
(17/17) sowohl in der Vergangenheit, als auch zum aktuellen Zeitpunkt der Befragung,
verneint. Zur Verwendung von Sonnenschutz textiler Art (Kleidung, Hut) auf3erten sich
15/16 Patientinnen und Patienten positiv, 1 Patient verneinte die Verwendung. 1

Patient machte keine Angabe. Unter den Patientinnen und Patienten, die sich positiv
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aullerten machten jedoch 3/16 die Bemerkung, dies erst seit dem Tumor zu tun.
Sonnencreme mit Lichtschutzfaktor verwendeten 7/15 der Befragten. Angaben zur
Hohe des Lichtschutzfaktors machten nur 4/7. Der unter ihnen durchschnittlich
verwendete Lichtschutzfaktor (LSF) lag bei 40. Als Ferienziele wurden dreifach ,die
Berge“ genannt, Mehrfachnennungen gab es von Osterreich und verschiedenen
Regionen ltaliens, weitere Angaben waren Griechenland, Kanaren, Kroatien,

Frankreich, Grof3britannien, USA, Skandinavien, Deutschland und Polen.

Daten zur klinischen Symptomatik des AFX

Daten zur klinischen Symptomatik sind in Tabelle 3 dargestellt. In keinem Fall (0/17)
war ein Rezidiv oder eine Metastasierung aufgetreten. Das AFX wurde bei 12/17
Patientinnen und Patienten durch den Haus- bzw. Hautarzt erkannt. Bei 1/17 Befragten
sei der Tumor zuerst den Angehorigen aufgefallen und 4/17 Patientinnen und
Patienten haben den Tumor selbst entdeckt.

3.2. KLINISCHE UND HISTOLOGISCHE PRASENTATION DES AFX

Die Ergebnisse zur Histologie des AFX beziehen sich allein auf die Mannheimer
Kohorte (N=27). Die Auswertung zur Klinik setzt sich aus den anamnestischen
Aufzeichnungen der Krankenakten zum Zeitpunkt des klinischen Aufenthaltes sowie
teils erganzende Angaben durch den Fragebogen zusammen.

Zur allgemeinen histologischen Untersuchung standen 25 Praparate der 27
Patientinnen und Patienten zur Verfugung. Angaben zu den ubrigen zwei Tumoren
stammen aus den entsprechenden vorliegenden histologischen Befunden der
Krankenakte.

Das klinische Bild des Tumors wurde in allen 27 Fallen als solitarer, hautfarbener
Nodus mit in 52% der Falle ulzerierter Oberflache beschrieben (siehe Abbildung 4).
Histologisch zeigten sich die Tumoren zellreich, mit einer Ausbreitung in der Dermis.
In 20% der Falle zeigte sich eine Infiltration des subkutanen Fettgewebes. Faszie oder
Muskulatur wurde von keinem unserer 27 untersuchten Tumoren infiltriert. Perineurale
Infiltration zeigte sich in 1 der untersuchten Praparate (4%). Es war in keinem Fall eine

vaskulare Infiltration zu finden.
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Abbildung 4. Darstellung des Wachstumsverhaltens der AFX in der untersuchten

Patientenkohorte.

Die Tumordicke liel3 sich im Bereich zwischen 2,5 mm und 17,5 mm einordnen, mit
einem Durchschnittswert von 5,62 mm und einer Standardabweichung von 3,20 mm
(siehe Abbildung 5).

Tumordicke .
(in Millitmetern) 12

0 5 10 15 20

Abbildung 5. Darstellung des Mittelwerts und der Interquartilsabstande der gemessenen

Tumordicken der AFX-Praparate

Die Tumore befanden sich in lichtexponierten Arealen (siehe Abbildung 6). Am
haufigsten trat das AFX in der untersuchten Mannheimer Patientenkohorte im Bereich
des Capillitiums auf, gefolgt von Ohr und Gesicht. Deutlich seltener fand sich das AFX

in anderen Bereichen wie der Hand und dem Dekolleté.
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Abbildung 6. Darstellung der Haufigkeiten der Lokalisationen des AFX in der untersuchten
Mannheimer Patientenkohorte (N=27).

Histologisch lielen sich Tumoren von vermehrt spindelzelligem sowie Tumoren mit
vermehrt epitheloidzelligem Zelltyp finden. Ebenso war eine Mischung beider Typen
zu sehen. Ein Uberwiegend spindelzelliges Bild (>50%) zeigte sich in 52,4% der
untersuchten Tumoren (siehe Abbildung 7). Das epitheloide Zellbild Uberwog in
19,0% der untersuchten Tumoren. In 28,6% der Tumoren zeigte sich ein zwischen

epitheloiden und spindelzelligen Tumorzellen ausgeglichenes Verhaltnis.
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Abbildung 7. Darstellung der beobachteten Haufigkeiten des dominierenden Zelltyps
(Spindelzellen versus Epitheloidzellen) in den AFX-Tumorpraparaten der Mannheimer
Patientenkohorte.

Insgesamt zeigte sich mikroskopisch ein Bild pleomorpher, hyperchromatischer
Zellkerne, haufig mit teils atypischen Mitosefiguren. Riesenzellen wurden in 12% (3
von 25) der untersuchten Praparate gefunden.

In 21 der 25 Praparate wurde eine solare Elastose detektiert. In 4 der 25 untersuchten
Schnitte konnte keine solare Elastose gefunden werden. Das Ausmal} der solaren
Elastose wurde in 4 Kategorien (0 bis 3) eingeteilt, wobei 0 der Abwesenheit von
Zeichen einer solaren Elastose entspricht, 1 einer milden, 2 einer moderaten und 3
einer intensiven Auspragung. Eine milde solare Elastose zeigte sich in 6/25 Fallen,
eine maRige solare Elastose in 4 von 25 und eine intensive solare Elastose war in 11

von 25 Praparaten zu finden.
3.3. ERGEBNISSE DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN UNTERSUCHUNGEN

3.3.1. Ergebnisse der Mannheimer Patientenkohorte

Von insgesamt 21 der 27 Patientenproben des Mannheimer Kollektivs war es moglich
einen TMA zur immunhistochemischen Farbung zu erstellen. Von den Ubrigen 6

Patienten lagen zum Teil aus zuvor durchgeflhrten Farbungen bereits Praparate oder
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Ergebnisse vor, die dann ebenfalls mit in die Auswertung einbezogen wurden, sodass
sich teilweise unterschiedliche Gesamtanzahlen von untersuchten Praparaten

zwischen den einzelnen Farbungen ergeben (siehe Tabelle 3).

Eine Ubersicht der Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen der
Mannheimer Kohorte (N=27) findet sich in Tabelle 3 und Abbildung 8. Die Farbung
mit einem Antikorper gegen den Melanozytenmarker S100 lieferte in allen 20
untersuchten Praparaten ein negatives Ergebnis. 23 der vorliegenden Praparate
wurden mit einem anti-MART1 Antikorper angefarbt und zeigten sich in allen Fallen
negativ. PanCK war in allen 21 untersuchten Praparaten negativ. Negativ waren auch
alle 14 mit einem anti-CD34 Antikorper gefarbten Praparate. Desminexpression
konnte in 8,3% (2/24) der Proben detektiert werden mit einem Anteil Desmin-positiver
Zellen zwischen 10% und 50%. Smooth Muscle Actin (SMA) konnte in 53,8% (14/26)
der untersuchten Praparate nachgewiesen werden (<10% bis max. 70%). Die Farbung
mit einem anti-CD99 Antikorper reagierte positiv in 61,9% (13/21) der Falle, wobei 20%
bis 100% der Zellen CD99 exprimierten. Die Expression von CD68 wurde in 87,5%
(21/24) der untersuchten Tumorpraparate festgestellt, mit einem Anteil der CDG68-
exprimierenden Zellen zwischen 20 bis 90%. In 96,2 % (25/26) zeigte sich die Farbung
mit anti-CD10 Antikorper positiv. mit einem Anteil CD10-exprimierender Zellen
zwischen 10 und 90%. Vimentinexpression konnte in allen untersuchten Praparaten
detektiert werden mit einem Anteil Vimentin-exprimierender Zellen zwischen 70% bis
100%. Mithilfe des Proliferationsmarkers Ki67 wurde bei 23 untersuchten Praparaten

ein Anteil an Tumorzellen zwischen 10% und 50% angefarbt.
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untersuchten Stichprobe (N=27)

Abbildung 8. Darstellung des Anteils positiv gefarbter Proben fir die untersuchten
immunhistochemischen Marker (Vimentin, CD10, CD68, ERK, CD99, BRAF, Aktin, Desmin,
PanCK, CD34, S100).

Die folgenden Untersuchungen der am MAPK- Signalweg beteiligten Proteine MEK,
pMEK, ERK, pERK wurden nur mit den 21 Praparaten im vorliegenden TMA des
Mannheimer Kollektivs durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 und Abbildung
9 dargestellt. Es ergab sich eine zu jeweils 38,1% (8/21) vorliegende Positivitat sowohl
fur MEK als auch fur pERK. Dabei exprimierten 20% bis 100% der Zellen MEK und
<1% bis max. 20% exprimierten pERK. 61,9% (13/21) der Praparate zeigten eine
Positivitat fur BRAF mit <10% bis 90% BRAF-exprimierenden Zellen. 17/21 (81%) der
Praparate waren positiv fur ERK mit einem Anteil von 10% bis 100% ERK-
exprimierender Zellen. pMEK-Expression war in 95,2% (20/21) der Proben
nachweisbar mit einem Anteil von 50% bis 100% pMEK-exprimierender Zellen.

3.3.2. Ergebnisse der externen Patientenkohorte und Vergleich mit der

Mannheimer Kohorte

Von dem erstellten TMA aus 29 Gewebeproben der externen Patientenkohorte wurden
dieselben Farbungen wie fur die Mannheimer Kohorte angefertigt. Aufgrund geringen
Probenmaterials waren fur drei Patientenproben keine Auswertungen maoglich.

Weiterhin gab es einzelne Farbungen, die bei gewissen Tumorproben des TMAs

38



ebenfalls nicht auswertbar waren. Somit ergeben sich unterschiedliche
Gesamtprobenzahlen der verschiedenen Farbungen. Eine Darstellung der fur die
jeweilige Farbung verfugbaren Proben und der Ergebnisse fur das externe
Patientenkollektiv findet sich in Tabelle 4.

Tabelle 4. Darstellung mikroskopisch-histologischen und immunhistochemischen

Prasentation der als AFX klassifizierten Proben des externen Patientenkollektivs (N=29).

Externe Patientenkohorte (N=29)

Histologisch-immunhistochemische Prasentation

PanCK [% positiver Praparate, n=24] 0%

PanCK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 0 (0)
MART1 [% positiver Praparate, n=25] 0%

MART1 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 0 (0)

S100 [% positiver Praparate, n=24] 62,5%
S100 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 9,21 (12,9)
CD34 [% positiver Praparate, n=22] 100%
CD34 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 50,91 (14,8)
Aktin [% positiver Praparate, n=23] 52,2%
Aktin [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 20,00 (32,6)
Desmin [% positiver Praparate, n=25] 12,0%
Desmin [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 10,00 (8,7)
Vimentin [% positiver Praparate, n=20] 75,0%
Vimentin [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 29,00 (24,5)
CD68 [% positiver Praparate, n=23] 79,3%
CDG68 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 24,29 (32,1)
Ki67 [% positiver Praparate, n=22] 100%

Ki67 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 11,19 (6,1)
CD99 [% positiver Praparate, n=23] 73,9%
CD99 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 24,29 (32,1)
CD10 [% positiver Praparate, n=23] 91,3%
CD10 [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 48,33 (34,0)
BRAF [% positiver Praparate, n=24] 8,3%

BRAF [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 1,58 (6,9)
MEK [% positiver Praparate, n=23] 26,1%

MEK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 4,52 (9,7)
PMEK [% positiver Praparate, n=25] 0%

pMEK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 0,00 (0,0)
ERK [% positiver Praparate, n=24] 91,7%
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ERK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 53,10 (31,4)
pPERK [% positiver Praparate, n=22] 48,0%
pERK [Positivitat der Praparate in %; M (SD)] 6,94 (11,1)

Legende: M = Mittelwert, SD = Standardabweichung.

Im Vergleich zu dem Mannheimer Kollektiv (siehe Abbildung 9 und Tabelle 5), zeigte
sich ein ahnliches Farbeverhalten fur einige der untersuchten Marker. Auch hier zeigte
sich eine Negativitat fur PanCK und MART1 sowie eine geringe Expression von
Desmin und dartber hinaus eine intermediare Expression von CD68, CD10, CD99,
Ki67, Aktin und Vimentin. Im Vergleich zur Mannheimer Kohorte zeigte sich dabei eine
hohere Expression von Desmin (t=-6,205, p<0,001) sowie eine signifikant geringere
Expression von Vimentin (t=8,780, p<0,001), CD68 (t=3,168, p=0,003), CD99
(t=3,808, p<0,001) und Ki67 (t=4,696, p<0,001). Im Unterschied zu den Ergebnissen
der Mannheimer Kohorte zeigte sich im Gruppenvergleich auch eine signifikant hohere
Positivitat fur S100 (t=-2,847, p=0,007). Hierbei zeigte sich allerdings eine niedrige
mittlere Positivitat der Proben von circa 9%. Weiterhin zeigte sich ein signifikanter
Unterschied im Hinblick auf die Expression von CD34 mit einer Positivitat des Markers
in 100% der untersuchten externen Proben mit einer mittleren Positivitat von circa 51%
(t=-12,827, p<0,001). Dies Stand im deutlichen Kontrast zu den Werten der
Mannheimer Kohorte (siehe Abbildung 9).

Im Hinblick auf die untersuchten Parameter des MAP-Kinase Signalwegs zeigte sich
in den Proben der externen Patientenkohorte ahnliche Expressionsmuster fur ERK und
pERK (siehe Abbildung 9 und Tabelle 5), aber im Unterschied zur Mannheimer
Kohorte signifikant geringere Expressionen fur pMEK (t=19,360, p<0,001), MEK
(t=8,571, p<0,001) und BRAF (t=7,058, p<0,001), was auf eine deutliche Variabilitat
der Expressionsmuster hindeutet.
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Tabelle 5. Vergleich der Anteile positiv gefarbter Bereiche der AFX-Praparate zwischen der

Mannheimer und der externen Kohorte

Parameter Mannheimer Externe Kohorte  T-Statistik p-Wert  Korrigierter
Kohorte (N=29) (zweiseitig) p-Wert
(N27) (FDR-
Korrektur)
PanCK
n 25 24
M 0,00 0,00 - -
SD 0,00 0,00
MART1
n 22 24
M 0,00 0,00 - -
SD 0,00 0,00
$100
n 16 24
M 0,00 9,21 -2,847 0,007* 0,009*
SD 0,00 12,88
CD34
n 14 22
M 0,00 50,91 -12,827 <0,001* 0,002*
SD 0,00 14,77
Aktin
n 12 20
M 16,67 20,00 -0,319 0,752 0,752
SD 19,99 32,57
Desmin
n 21 3
M 0,00 10,00 -6,205 <0,001* 0,002*
SD 0,00 8,66
Vimentin
n 21 20
M 81,90 29,00 8,780 <0,001* 0,002*
SD 12,50 24,47
CD99
n 13 21
M 68,46 24,29 3,808 0,001* 0,002*
SD 34,12 32,10
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CD10

n 20 18
M 57,75 48,33 0,937 0,355 0,451
SD 27,93 33,95

CD68
n 17 23
M 42,94 23,26 3,168 0,003* 0,005*
SD 16,96 21,03

Ki67
n 23 21
M 27,83 11,19 4,696 <0,001* 0,002*
SD 15,14 6,10

BRAF
n 13 19
M 50,77 1,58 7,058 <0,001* 0,002*
SD 29,43 6,88

MEK
n 8 21
M 67,50 4,52 8,571 <0,001* 0,002*
SD 30,59 9,73

pPMEK
n 20 25
M 78,50 0,00 19,360 <0,001* 0,002*
SD 20,33 0,00

ERK
n 17,00 21,00
M 47,88 53,10 -0,527 0,601 0,675
SD 28,85 31,40

PERK
n 8 18
M 4,79 6,94 -0,492 0,627 0,675
SD 7,97 11,13

Legende: M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = Angabe der Patientenproben mit verfiigbaren
Werten je Parameter, *= signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen p<0,05. Die Signifikanzen
blieben auch nach Korrektur fir multiples Testen unter Verwendung der ,False Discovery Rate* (FDR)
Korrektur nach Benjamini und Hochberg bestehen. Alle Ergebnisse wurden mit Hilfe nicht-
parametrischer Mann-Whitney-U-Tests validiert, die die Ergebnisse der parametrischen t-Test flr

ungepaarte Stichproben bestatigen.
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Abbildung 9. Darstellung des Anteils positiv gefarbter Proben fir die untersuchten

immunhistochemischen Marker in den beiden untersuchten Kohorten.
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3.3.3. Ergebnisse des immunhistochemischen Scores

Um die starke MAP-Kinase-Signalweg-Aktivierung weiter zu untersuchen, erfolgte
eine weitere Untersuchung der Expression der am MAP-Kinase-Signalweg beteiligten
Proteine Ki67, MEK, pMEK, ERK, pERK, EGFR und NF1 unter Einbeziehung der
Proben des externen Kollektivs. Die Ergebnisse dieser Analysen und des Vergleichs
zwischen den beiden Patientenkollektiven ist in Tabelle 6 und Abbildung 10
dargestellt. Hierbei zeigte sich insbesondere eine starke Expression von pMEK, ERK
und pERK sowie EGFR und eine im Vergleich zu diesen Markern niedrigere
Expression von NF1 und MEK. Die Ergebnisse deckten sich im Wesentlichen mit den
Ergebnissen der zuvor dargestellten Auswertungen zur Positivitat der Proben fur die
Marker ERK, MEK, pMEK, pERK, BRAF und Ki67. Hier zeigten sich die mittleren
Werte fur die Ergebnisse der Immunpositivitat im vergleichbaren Wertebereich. Die
Ergebnisse fur EGFR wiesen dabei auf eine relevante intermediare Expression bei
60% der Proben der Mannheimer Kohorte und 53% der externen Kohorte hin. Im
Hinblick auf NF1 zeigte sich eine niedrige bis sehr niedrige Expression in der
Mannheimer (30%) und der externen Kohorte (4%) (siehe Abbildung 11). Hier zeigte
sich fur einzelne Parameter teilweise eine Variabilitat der Auspragung (siehe
Abbildung 11).

Der Vergleich zwischen den beiden Patientenkohorten zeigte signifikant hohere IHC-
Gesamtscores in der Mannheimer Kohorte fur die Parameter pMEK (Z=-2,32,
p<0,020), BRAF (Z=-3,62, p<0,001), Ki67 (Z=-3,02, p=0,003) und NF1 (Z=-3,62,
p<0,001) (siehe Tabelle 6). Fur die Ubrigen untersuchten Parameter zeigten sich
ahnliche Werte fur die untersuchten Proben beider Gruppen.
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Abbildung 10. Darstellung der Auspragungen (Mediane) der Immunpositivitdt und
Immunintensitat sowie des hieraus ermittelten IHC-Gesamtscores flr beide untersuchten
Kollektive fur die Marker BRAF, EGFR, ERK, Ki67, MEK, pMEK, NF1 und pERK.
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Tabelle 6 Vergleich der Auspragungen der Immunpositivitdt und Immunintensitat sowie des
hieraus ermittelten IHC-Gesamtscores flir die Marker BRAF, EGFR, ERK, Ki67, MEK, pMEK,
NF1, pERK zwischen der Mannheimer Kohorte (N=27) und der externen Kohorte (N=29)

Mannheimer Externe Mann- Z- p-Wert  Korrigierter
Kohorte = Kohorte Whitney U- Statistik (zweiseitig) p-Wert
(N=27) (N=29) Statistik (FDR-
Korrektur)
Immunpositivitat
BRAF
n 20 23
M 1,55 0,26 114 -3,38 0,001* 0,006*
SD 1,64 0,92
Immunintensitat
BRAF
n 20 23
M 1,30 0,13 106 -3,64 <0,001* 0,006*
SD 1,22 0,46
IHC-Gesamtscore
BRAF
n 20 24
M 3,70 0,33 113 -3,62 0,001* 0,006*
SD 4,45 1,13
Immunpositivitat
EGFR
n 20 26
M 1,95 2,00 266 0,14 0,885 0,956
SD 1,82 1,96
Immunintensitat
EGFR
n 20 26
M 1,30 1,31 258 -0,47 0,963 0,963
SD 1,26 1,32
IHC-Gesamtscore
EGFR
n 20 26
M 4,50 5,00 264 0,10 0,916 0,956
SD 4,88 5,28
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Immunintensitat
ERK

n 20 24
M 1,90 2,75 335 2,30 0,021* 0,046*
SD 1,17 1,36

Immunpositivitat

ERK
n 20 24
M 2,10 2,50 277 0,19 0,358 0,452
SD 1,48 0,89

IHC-Gesamtscore

ERK
n 20 24
M 5,35 7,75 314 1,79 0,073 0,146
SD 4,49 4,14

Immunpositivitat

Ki67
n 20 23
M 1,50 1,00 115 -3,826 <0,001* 0,006*
SD 0,51 0,00

Immunintensitat

Ki67
n 20 22
M 2,85 2,95 232 0,70 0,481 0,550
SD 0,49 0,21

IHC-Gesamtscore

Ki67
n 20 24
M 4,30 3,08 137 -3,02 0,003* 0,014*
SD 1,66 0,65

Immunpositivitat

MEK
n 19 24
M 1,32 0,46 176 -1,53 0,126 0,189
SD 1,77 0,98

Immunintensitat

MEK
n 19 23
M 0,95 0,39 170 -1,47 0,142 0,200
SD 1,22 0,72
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IHC-Gesamtscore
MEK

n 19 24
M 3,05 0,67 173 -1,62 0,105 0,168
SD 4,54 1,373

Immunpositivitat

NF1
n 20 25
M 0,75 0,08 184 -2,39 0,017* 0,045*
SD 1,29 0,40

Immunintensitat NF1
n 20 25
M 0,50 0,04 183 -2,43 0,015* 0,045*
SD 0,83 0,20

IHC-Gesamtscore

NF1
n 20 25
M 1,20 0,08 183 -2,43 0,015* 0,045*
SD 2,09 0,40

Immunpositivitat

pERK
n 20 25
M 0,25 0,56 312 1,68 0,093 0,159
SD 0,44 0,65

Immunintensitat

pERK
N 20 25
M 0,70 0,84 278 0,74 0,458 0,550
SD 1,17 0,94

IHC-Gesamtscore

pERK
N 20 25
M 0,55 1,00 303 1,39 0,162 0,216
SD 1,05 1,26

Immunpositivitat

pMEK
N 19 17
M 3,11 1,76 83 -2,57 0,012* 0,045*
SD 1,20 1,60
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Immunintensitat

pMEK
N 18 17
M 2,00 1,35 105 -1,74 0,082 0,151
SD 0,77 1,11

IHC-Gesamtscore

pMEK
n 19 17
M 6,74 3,82 89 -2,32 0,020* 0,046*
SD 3,60 4,04

Legende: M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, IHC-Gesamtscore = Immunhistochemischer Gesamtscore

(adaptiert nach Knappe et al., 2016), n = Anzahl der Proben mit verfiigbaren Werten je Parameter, *= signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen p<0,05. Die Signifikanzen blieben auch nach Korrektur fiir multiples Testen

unter Verwendung der ,,False Discovery Rate” (FDR-)Korrektur nach Benjamini und Hochberg bestehen.
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Abbildung 11. Mittelwerte und Variabilitdt der Anteile positiv gefarbter Probenareale fur die
immunhistochemischen Marker in den beiden Patientenkohorten (° = Kennzeichnung von
Fallen mit Extremwerten > 1,5 x Interquartilsabstand < 3 x Interquartilsabstand; * =
Kennzeichnung von Fallen mit Extremwerten > 3,0 x Interquartilsabstand).
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3.3.4. Ergebnisse der Mutationsanalysen

7 von 21 Proben der Mannheimer Kohorte wiesen eine erhohte Expression von pMEK
und ERK auf und wurden daher einer Sequenzierung des BRAF- und NRAS-Gens
unterzogen. Diese Analyse konnte keine Mutationen des BRAF- oder NRAS-Gens
detektieren.
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4. DISKUSSION

Das AFX ist ein seltener Hauttumor, dessen Abgrenzung zu anderen Tumoren der
Haut seit der Erstbeschreibung in den 1960er Jahren eine Herausforderung darstellt.
Klinisch prasentiert sich das AFX dabei typischerweise als ein bis zu mehreren
Zentimetern durchmessender, schmerzloser, zum Teil ulzerierter Knoten, welcher vor
allem in chronisch lichtexponierten Bereichen (Kopf und Hals) auftritt. Das AFX
imponiert dabei oft als schnell wachsender, jedoch gut umschriebener Tumor. Es zeigt
sich histologisch haufig ein Bild spindelférmiger und epitheloider Zellen, mit atypischen
mehrkernigen Riesenzellen sowie atypischen Mitosen. Studien wiesen allerdings
darauf hin, dass dieses histomorphologische Bild keine prazise Differenzierung des
AFX von anderen Hauttumoren ermdglicht. So zeigten Studien, dass insbesondere
Retikulohistiozytome, Myofibrosarkome, Leiomyosarkome, aber auch
pseudosarkomatése Dermatofibrome regelmanig als AFX fehldiagnostiziert wurden.™
Insbesondere das pleomorphe dermale Sarkom (PDS) zeigt histopathologische
Ahnlichkeiten mit dem AFX, mit atypischen Riesenzellen und atypischen Mitosen, was
eine Abgrenzung teilweise erschweren kann. Im Unterschied zum AFX zeigt sich das
PDS eher unscharf begrenzt und eher infiltrativ wachsend mit teilweise schnelleren
klinischen Verlaufen als beim AFX. Histomorphologisch sind die atypischen
mehrkernigen Riesenzellen und atypischen Mitosen beim AFX in der Regel auf die
Dermis beschrankt, wohingegen sie beim PDS auch im subkutanen Fettgewebe oder
anderen tiefer liegenden Strukturen zu finden sind. Aufgrund der eingeschrankten
Spezifitat der Histologie wiesen Studien auf die Notwendigkeit zusatzlicher
immunhistochemischer Untersuchungen zur Diagnosestellung und Abgrenzung von
anderen Tumoren, wie dem SCC, dem Melanom, von Gefaldtumoren, anderen

Sarkomen, dem Retikulohistiozytom und dem atypischen fibrosen Histiozytom, hin.34

In der vorliegenden Arbeit wurden anhand der Tumorpraparate zweier unabhangiger
Kollektive mit N=27 und N=29 Fallen die Expressionsprofile immunhistochemischer
Marker bei den Tumoren, die als AFX klassifiziert worden waren, untersucht. Daruber
hinaus wurden die klinischen Charakteristika der betroffenen Patientinnen und

Patienten erfasst und deskriptiv analysiert.
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4.1. KLINISCHE PRASENTATION DES AFX IN DER UNTERSUCHTEN
STICHPROBE

In Ubereinstimmung mit unserer ersten Hypothese (siehe Abschnitt 1.3) sowie
frliheren Fallserien und Fallberichten?®7” wiesen die verfligbaren Fragebogendaten
des Mannheimer Kollektivs darauf hin, dass die als AFX klassifizierten Tumore vor
allem im Bereich des Kopfes und anderen lichtexponierten Arealen lokalisiert waren.
Daruber hinaus zeigte sich passend zu Vorbefunden eine klinische Prasentation mit
Blutungen oder Juckreiz in knapp der Halfte der untersuchten Falle. Die Patientinnen
und Patienten wiesen dabei ein mittleres Alter von circa 79 Jahren auf, was zu den
Ergebnissen friiherer Fallserien passt.?477 In der untersuchten Stichprobe zeigte sich
eine Dominanz der lichtempfindlichen Hauttypen sowie Hinweise auf eine spezifische
UV-Exposition im Rahmen einer zurlckliegenden Phototherapie bei circa einem
Viertel der Patientinnen und Patienten. In Ubereinstimmung mit friiheren Arbeiten3435
konnte bei mehr als der Halfte der Patientinnen und Patienten mindestens ein weiterer
Hauttumor bzw. Prakanzerose festgestellt werden. Besonders haufig waren SCC,
BCC, Aktinische Keratose und M. Bowen. Bei keinem der Patientinnen und Patienten
mit verfugbaren Daten kam es zur Metastasierung oder einem Rezidiv, vereinbar mit

den vorbeschriebenen klinischen Verlaufen des AFX.
4.2. IMMUNHISTOCHEMISCHE EXPRESSIONSPROFILE DER AFX-PROBEN

Die Analysen der Expressionsprofile der immunhistochemischen Marker bei den als
AFX klassifizierten Tumorproben aus der Mannheimer Patientenkohorte, ergaben eine
Negativitat fur die Marker PanCK, MART1 und S100 sowie eine geringe Expression
von CD34 und Desmin. Im Unterschied dazu exprimierte ein hoher Anteil an Zellen
CD10, Ki67, Aktin, Vimentin und CD99. Expression von CD68 konnte in mehr als der
Halfte der untersuchten Tumorpraparate nachgewiesen werden mit einer mittleren
Positivitat von 43%.

In allen untersuchten Proben lag eine positive Expression von Ki67 mit intermediarer
Immunpositivitat vor, was fur eine hohe Proliferationsaktivitat der untersuchten Tumore
spricht. PanCK ist ein Marker fur Keratine, die eine Gruppe von Faserproteinen sind,
die in den Epithelzellen der Haut vorkommen. Dieser Marker wird in der
immunhistochemischen Diagnostik haufig verwendet, um epitheliale Tumoren wie
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Basalzellkarzinom (BCC) und Plattenepithelkarzinom (SCC) von anderen nicht-
epithelialen Hauttumoren zu unterscheiden. Die Negativitat fur PanCK deutet darauf
hin, dass das untersuchte Gewebe keine epitheliale Differenzierung aufweist. Dieser
Befund stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien Uberein und spricht gegen eine
zuvor uber Jahrzehnte diskutierte epitheliale Differenzierung des AFX. Die Negativitat
der Proben auf MART1 und S100, als spezifische Marker flur Melanozyten
beziehungsweise Nervenzellen, unterstreicht die Abgrenzung der untersuchten AFX-
Tumorpraparate von Melanomen. Die geringe Expression von CD34 ist vereinbar mit
den Ergebnissen anderer Studien.?78 Die geringe Expression von CD34, als ein
Marker fur endotheliale Vorlauferzellen, die an der Bildung von Blutgefalien beteiligt
sind, spricht fur eine Abgrenzung der untersuchten Tumorproben gegenuber
Angiosarkomen und anderen GefalRtumoren. Die geringe Expression von Desmin in
den untersuchten Praparaten, als ein Marker fur Muskelgewebe, spricht fur eine
Abgrenzung von Leiomyomen und Leiomyosarkomen der Haut. Der Nachweis einer
fehlenden Expression von Desmin kann vor allem in Fallen einer Positivitat fur Aktin
zum Ausschluss eines Leiomyosarkoms beitragen. Die hohe Expression von CD10,
auch bekannt als Neprilysin, kann als nicht-spezifischer Marker interpretiert werden,
der sich in friheren Arbeiten bei AFX konsistent erhoht zeigte, aber auch eine
Positivitat bei SCC und BCC aufweist.** Zusammen mit der negativen Expression von
PanCK ist das Expressionsmuster aber vereinbar mit der Diagnose eines AFX, wie sie
in friheren Studien beschrieben wurde und spricht fir das Vorliegen eines nicht-
epithelialen Tumors. Das Expressionsmuster von CD99, einem membranassoziierten
Glykoprotein, ist vereinbar mit Vorbefunden und unterstiitzt die Abgrenzung zu MFH.4°
Im Unterschied zu MFH exprimierte die Mehrheit der untersuchten Proben (62%)
CD99 mit intermediarer Positivitat von im Mittel 68%. Die Expressionsmuster fur Aktin
und Vimentin, als Proteine mesenchymalen Gewebes, sind vereinbar mit den
Befunden frilherer Arbeiten.”® Die Autoren dieser Arbeiten wiesen darauf hin, dass
eine starke Positivitat auf Aktin, kombiniert mit einer spindelzelligen Histomorphologie,
zu einer falschen Diagnose eines kutanen Leiomyosarkoms fuhren kann. Die
vorliegenden Praparate zeigten sich zwar in etwas mehr als der Halfte der Falle
Spindelzell-dominant (d.h. >50%), in Abgrenzung zum MFH jedoch mit einem
intermediaren Aktin- und Vimentin-Expressionsprofil. In den Tumorpraparaten der
Mannheimer Kohorte wurde ein intermediar-positives Expressionsmuster des

Makrophagenmarkers CD68 beobachtet. Dieses Muster bestatigt fruhere
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Fallserien®®78 in denen eine Expression von CD68 in als AFX klassifizierten Proben
beobachtet wurde. Zusammengefasst zeigen sich die Expressionsmuster, wie sie in
den Tumorproben der aktuellen Kohorte beobachtet wurden, in Ubereinstimmung mit
vorherigen Studien.?87® Zudem stimmen die Befunde Uberein mit dem gemafl der
aktuellen S1-Leitlinie'? typischen immunhistochemischen Muster eines AFX. Die
Diagnose AFX stellt in der Regel eine Ausschlussdiagnose dar und beruht meist auf
dem Fehlen von Melanozyten- (S100, MART1) und Epithelmarkern (PanCK) sowie
Desmin, wobei die positive Farbung fur unspezifische Marker wie Aktin, CD68, und
CD10 haufig beobachtet wird. Die Ergebnisse der Mannheimer Kohorte waren
dementsprechend vereinbar mit unserer zweiten Hypothese (siehe Abschnitt 1.3).

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen der zweiten, externen,
Kohorte mit N=29 Patienten lieferten ahnliche Ergebnisse, wie die Analysen der
Proben der Mannheimer Kohorte fur einige der untersuchten Marker. Auch hier zeigte
sich eine Negativitat fur PanCK und MART1 sowie eine geringe Expression von
Desmin und dartber hinaus eine intermediare Expression von CD68, CD10, CD99,
Ki67, Aktin und Vimentin. Im Vergleich zur Mannheimer Kohorte wurde dabei eine
hohere Expression von Desmin sowie eine geringere Expression von Vimentin, CD68,
CD99 und Ki67 beobachtet. Im Unterschied zu den Ergebnissen der Mannheimer
Kohorte war allerdings ein signifikant hoherer Anteil der Proben (62%) positiv fur S100.
Allerdings wiesen die S100-exprimierenden Proben der externen Kohorte eine geringe
mittlere Immunpositivitat von circa 9% auf, sodass der hohere Anteil S100-
exprimierender Proben vor allem durch Proben mit einer geringen Auspragung der
Positivitat bedingt wird. Weiterhin konnte in allen untersuchten externen Proben die
Expression von CD34 mit einer mittleren Immunpositivitat von circa 51% detektiert
werden. Diese beiden Befunde stehen im Gegensatz zu bisherigen Arbeiten?® und
konnten auf eine Fehlklassifikation hinweisen. Gegen die Fehlklassifikation eines MM
als AFX spricht allerdings die Negativitat auf MART1, sodass auch denkbar ist, dass
S100-positive Langerhans-Zellen zur Positivitat beigetragen haben konnen. In Bezug
auf die diffuse Positivitat fur CD34 sind oberflachliche CD34-positive fibroblastische
Tumoren (Superficial CD34-positive fibroblastic tumor, SCPFT) und das
Dermatofibrosarkoma  protuberans (DFSP) als Differentialdiagnosen  zu

diskutieren.80.81
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Insgesamt zeigte sich ein differenziertes Expressionsmuster verschiedener
immunhistochemischer Marker, das mit vorherigen Arbeiten Ubereinstimmt. Zur
diagnostischen Abklarung des Verdachts auf ein AFX empfiehlt sich daher die
gleichzeitige Bestimmung multipler Marker. Diese Uberlegung zeigt sich in
Ubereinstimmung mit den aktuellen Empfehlungen der S1-Leitlinie, die zum
Ausschluss anderer Differentialdiagnosen ein immunhistochemisches Panel von
mindestens 2 melanozytaren Markern (z.B. S100, MART1), 2 Zytokeratinmarkern (z.B.
PanCK), und 1 Muskelmarker (z.B. Desmin) sowie erganzenden Untersuchungen auf
weitere Marker wie CD10, GefaRmarker (z.B. CD34) und weitere myozytare Marker
(z.B. a-SMA) empfiehlt.?

4.3. BEFUNDE zuM MAP-KINASE-SIGNALWEG

Veranderungen des MAP-Kinase Signalwegs finden sich haufig bei Hauttumoren,
insbesondere beim MM. Beim MM sind Mutationen im BRAF-Gen und NRAS-Gen
besonders haufig. Diese Mutationen fuhren zu einer konstitutiven Aktivierung des
MAP-Kinase-Signalwegs, die das unkontrollierte Wachstum und die Ausbreitung des
MMs begunstigt. BRAF-Inhibitoren, die spezifisch gegen mutiertes BRAF gerichtet
sind, zeigen deutliche Effekte in der Therapie des MM.8 Medikamente wie
Vemurafenib und Dabrafenib hemmen das Wachstum von Melanomzellen effektiv und
verbessern die Uberlebensraten von Patientinnen und Patienten mit fortgeschrittenem
MM. Ein weiterer vielversprechender Ansatz, der auf die MAP-Kinase Signalkaskade
abzielt, sind MEK-Inhibitoren, die mit BRAF-Inhibitoren kombiniert werden. MEK ist ein
weiteres Schlusselprotein im MAP-Kinase-Signalweg, das nach der Aktivierung von
BRAF phosphoryliert wird und somit weitere Downstream-Prozesse in der Kaskade
anstoflt. Patientinnen und Patienten, die mit einer Kombination aus BRAF- und MEK-
Inhibitoren behandelt werden, entwickeln seltener Resistenzen als Patientinnen und
Patienten, die mit einer Monotherapie mit einem BRAF- oder MEK-Inhibitor allein
behandelt werden. Neben dem MM ist eine Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs
auch in einigen nicht-melanozytaren Hautkrebsarten wie dem BCC und dem SCC
beschrieben worden. In einigen Fallen haben sich auch hier BRAF-Inhibitoren als
wirksam erwiesen, insbesondere bei seltenen Fallen von BRAF-mutierten BCC.
Aufgrund der Relevanz der Signalkaskade fur die Zellproliferation, Apoptose und damit
fur das Tumorwachstum, stellen therapeutische Ansatze, die in diese Signalkaskade
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eingreifen, potentiell effektive und zielgerichtete Interventionen dar, insbesondere in
Fallen, in denen eine primare operative Therapie nicht moglich ist. Besonders grol3e
Tumoren oder Tumoren an anatomisch schwierig zu operierenden Lokalisationen
erfordern adjuvante Therapien oder Therapiealternativen. Die Strahlentherapie stellt
eine solche adjuvante Therapie bei nicht zu erreichender RO-Resektion oder auch bei
inoperablen Tumoren dar. Therapiealternativen gibt es bisher keine. Chemotherapien

haben sich in der Vergangenheit als ineffizient herausgestellt.

In der aktuellen Arbeit wurden deshalb die Expressionsmuster unterschiedlicher
Komponenten des MAP-Kinase Signalweges untersucht und dariber hinaus bei den
Tumoren mit der starksten Expression von Proteinen des MAP-Kinase Signalwegs
(n=7) nach Mutationen in den BRAF- und NRAS-Genen gesucht. Im Hinblick auf die
Expression von unterschiedlichen Komponenten des MAP-Kinase Signalweges war in
Ubereinstimmung mit unserer dritten Hypothese (siehe Abschnitt 1.3) in den
Praparaten der Mannheimer Kohorte eine Expression von pMEK in fast allen
untersuchten Proben (95%) sowie eine positive Expression von ERK in mehr als 80%
der Proben nachweisbar. BRAF Expression konnte in %3 und MEK und pERK
Expression in V3 der untersuchten Praparate detektiert werden. Die Mutationsanalyse
der 7 Tumoren mit der starksten Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweg konnte keine
Mutationen in den BRAF- und NRAS-Genen ausfindig machen. Dies weist darauf hin,
dass die erhohte Aktivitat des MAP-Kinase-Signalwegs durch andere Veranderungen
hervorgerufen wird. Hieraus ergibt sich, dass, basierend auf den aktuellen Daten, eine
Therapie mit einem BRAF-Inhibitor bei Patienten mit AFX keine hohe Aussicht auf
Erfolg hat. Der Nachweis einer verstarkten Expression von EGFR deutet darauf hin,
dass eine veranderte EGFR-Aktivierung moglicherweise zu der beobachteten
verstarkten Expression von MEK und pMEK beitragt. Diese These konnte in
zukunftigen Arbeiten mit Hilfe einer Mutationsanalyse des EGFR-Gens gepruft
werden. Hieraus konnten sich Ansatzpunkte fur die Behandlung mit Hilfe von EGFR-
Inhibitoren ergeben beziehungsweise eine Grundlage fur die Prufung ihrer Effektivitat
bei Patientinnen und Patienten mit AFX darstellen. Eine alternative Erklarung fur die
beobachtete hohe Expression von Proteinen der MAP-Kinase-Signalkaskade stellt
eine Enthemmung der Kaskade durch eine erniedrigte Aktivitat von NF1 dar, wie sie
in der aktuellen Arbeit in den Tumorproben beider Kohorten gefunden wurden. Die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen zudem auf eine niedrige Expression von
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NF1 in den untersuchten Tumorproben beider Kohorten hin, mit signifikant niedrigeren
Werten in den Proben des externen Patientenkollektivs. NF1 spielt eine wichtige Rolle
bei der Entstehung und Entwicklung von Hauttumoren, insbesondere bei der
Neurofibromatose, einer genetischen Erkrankung, die durch die Bildung von
Neurofibromen gekennzeichnet ist. NF1 ist ein Protein, das durch das NF1-Gen codiert
wird und als Tumorsuppressor fungiert. Mutationen im NF1-Gen flihren zu einem
Verlust oder einer verminderten Funktion von NF1. Dies hat zur Folge, dass die MAP-
Kinase-Signalkaskade dauerhaft aktiviert ist, was wiederum die unkontrollierte
Zellproliferation und das Wachstum begunstigt. Die Bedeutung von NF1 fir die
Therapie von Hauttumoren, insbesondere bei Neurofiboromatose, liegt in der
Erforschung neuer Behandlungsansatze, die auf die Wiederherstellung oder
Stabilisierung der Funktion von NF1 abzielen. Die Entwicklung von Therapien flr
Hauttumoren, die auf NF1 abzielen, steht jedoch noch in den Anfangen, und weitere
klinische Studien und Forschung sind erforderlich, um die Wirksamkeit und Sicherheit

solcher Behandlungsansatze zu bewerten.

Im Vergleich zu den Proben der Mannheimer Kohorte wurden in den Proben der
externen Patientenkohorte ahnliche Expressionsmuster fur ERK und pERK, aber im
Unterschied signifikant geringere Expressionen fur pMEK, MEK und BRAF detektiert,
was auf eine deutliche Variabilitat der Expressionsmuster hindeutet. Dies kann so
interpretiert werden, dass fur Therapien, die auf die MAP-Kinase-Signalkaskade
abzielen, nicht prinzipiell von einer Effektivitat ausgegangen werden kann, sondern
vielmehr einzelne Patientinnen und Patienten mit hohen Expressionsprofilen von einer
solchen Behandlung profitieren konnten. Perspektivisch mussten Patientinnen und
Patienten entsprechend stratifiziert werden. Hierdurch konnten moglicherweise
diejenigen Patientinnen und Patienten profitieren, fur die eine primar operative
Therapie nicht moglich ist und die gleichzeitig eine hohe Aktivitat des MAP-Kinase-
Signalwegs zeigen. Allerdings muss die Effektivitat solcher Therapieansatze erst in
prospektiven randomisierten Studien gepruft werden.

4.4. AUSWERTUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN SCORES

Basierend auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde fiur einige der relevanten

immunhistochemischen Marker (Ki67, BRAF, MEK, pMEK, ERK, pERK, NF1 und

EFGR) ein Gesamtscore ermittelt, der durch Multiplikation der Intensitat und Quantitat
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des Expressionsmusters des jeweiligen Markers fur eine jede Tumorprobe bestimmt
wurde und mit Hilfe eines zuvor festgelegten Schemas erfasst wurde.” Der IHC
Gesamt-Score erlaubt dabei eine Gewichtung der Auspragung und Intensitat des
gemessenen Musters. Dabei entsteht durch Multiplikation der Intensitat in 4 Stufen (0
bis 3) mit der Auspragung der Positivitat des Signals in 5 Stufen (0 bis 4) ein Parameter
mit hoherer Varianz als die konstituierenden Werte. Dies erlaubt im Vergleich zur
Betrachtung der Einzelparameter eine bessere Darstellung einer moglichen Variabilitat
der Intensitat und Positivitat uber verschiedene Proben hinweg. In der vorliegenden
Stichprobe war entsprechend eine deutliche Varianz der Werte mit hohen
Standardabweichungen nachweisbar, was fur eine deutliche Heterogenitat der
Auspragung uber Tumorproben hinweg spricht und damit fur eine individuelle
Variabilitat der Manifestation des AFX.

Die Werte dieses Scores deckten sich mit den Ergebnissen der zuvor dargestellten
Auswertungen zur Positivitat der Proben fur die Marker ERK, MEK, pMEK, pERK,
BRAF und Ki67. Hier lagen die mittleren Werte fur die Ergebnisse der Immunpositivitat
im vergleichbaren Wertebereich, was fur eine Vergleichbarkeit der mittels beider
Ansatze ermittelten Werte spricht und die Bedeutung der Befunde, insbesondere die
hohe Expression von pMEK, unterstreicht. Als zusatzliche Parameter wurden in diesen
Analysen NF1 und EGFR betrachtet als 2 Schlusselproteine fur die Regulation der
Zellproliferation und Tumorentstehung im Rahmen multipler Hauttumore. Die
Ergebnisse fur EGFR bestatigten dabei eine relevante intermediare Expression bei
60% der Proben der Mannheimer Kohorte und 53% der externen Patientenkohorte. Im
Hinblick auf NF1 zeigte sich eine niedrige bis sehr niedrige Expression in der
Mannheimer (30%) und der externen Kohorte (4%). Eine mogliche Rolle von EGFR
und NF1 im Zusammenhang mit der beobachteten Expression der Parameter des
MAP-Kinase-Signalwegs, insbesondere von pMEK und ERK, wurde bereits diskutiert
und wird durch diese Ergebnisse weiter unterstutzt. Zusammenfassend unterstitzen
die Befunde der zusatzlichen Ermittlung und Analyse der IHC-Gesamt-Scores fur die
Parameter ERK, MEK, pMEK, pERK, BRAF und Ki67 die Ergebnisse der Analyse der
Immunpositivitat und die Ergebnisse zu NF1 und zu EGFR liefern wichtige zusatzliche
Hinweise auf deren mdogliche Beteiligung an der beobachteten Hochregulation des

MAP-Kinase Signalwegs.
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4.5. LIMITATIONEN DER VORGELEGTEN ARBEIT

Die Daten der aktuellen Arbeit beruhen auf zwei unabhangigen Patientenstichproben.
Diese wurden allerdings nicht zufallig ausgewahlt, sondern stellten sogenannte
Gelegenheitsstichproben dar. Dieses Vorgehen wurde aufgrund der Seltenheit der
untersuchten Tumorentitat gewahlt, um eine ausreichende Anzahl an Tumorproben
und damit Aussagekraft und Generalisierbarkeit der Analysen zu ermdglichen. Eine
Verzerrung der Ergebnisse durch Besonderheiten der Stichproben, aufgrund von nicht
beobachteten Faktoren, kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Allerdings
unterstiitzt die Ubereinstimmung der vorliegenden Befunde der Mannheimer
Stichprobe mit Vorbefunden multipler unabhangiger internationaler Studien die

Reprasentativitat der untersuchten Stichprobe.

Die histologische Untersuchung der Proben der Mannheimer Kohorte zeigt bei 6 der
27 Proben eine Infiltration des subkutanen Fettgewebes. Diesbezuglich muss eine
Klassifikation dieser Tumorentitaten als PDS diskutiert werden, welche allerdings im
Nachgang an die Datenerhebung und Datenauswertung der vorliegenden Arbeit als
eigenstandige Entitat definiert wurde. Eine separate Sensitivitatsanalyse, die nur
Tumorproben ohne infiltratives Wachstum berucksichtigte, bestatigte allerdings die
Befunde in der Gesamtstichprobe, ohne signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen (siehe Anhang 7.2). Zudem muss berucksichtigt werden, dass die
Diagnose AFX auf der damals im Jahr 2014 gangigen Praxis beruhte, was nicht
zwingend den diagnostischen Empfehlungen der aktuellen Leitlinien zum AFX
entspricht, welche im Verlauf der Erstellung der Arbeit vor Kurzem veroffentlicht

wurden.?

In den Analysen zeigten sich fur einige untersuchte immunhistochemische Parameter
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Patientenkohorten. Basierend auf den
verfugbaren Daten kann keine abschlielRende Klarung dieser Unterschiede erfolgen.
Allerdings zeigen sich die Ergebnisse der Mannheimer Patientenkohorte in
Ubereinstimmung mit bisherigen Studien und den in den aktuellen Leitlinien
formulierten diagnostischen Kriterien fur ein AFX. Weiterhin sprechen die verfugbaren
klinischen Daten Uber einen Beobachtungszeitraum von bis zu 5 Jahren
(Probenentnahme im Jahr 2009 und Nachbefragung im Jahr 2014) - insbesondere die
fehlende Metastasierung - fur die Korrektheit der Diagnose eines AFX. Fir die externe
60



Patientenkohorte liegen solche Daten nicht vor, sodass hier keine zusatzliche
Validierung der Korrektheit der Diagnose erfolgen kann. Allerdings zeigen sich auch in
dieser Stichprobe die meisten Befunde passend zu Vorbefunden. Zu den unerwartet
positiven Befunden fur CD34 und S100 kénnen zum einen S100-positive Langerhans-
Zellen beigetragen haben, zum anderen missen oberflachliche CD34-positive SCPFT
und das DFSP als mdgliche Differentialdiagnosen diskutiert werden.88! Dabei muss -
wie bereits erortert - die gangige klinische Praxis zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
im Jahr 2014 berucksichtigt werden. Insgesamt stellen die fehlenden klinischen und
histologischen Daten (bspw. Tumordicke) fur die externe Patientenkohorte eine
Limitation der vorgelegten Arbeit dar. Allerdings ermoglichte die Untersuchung einer
unabhangigen zweiten Stichprobe - auch ohne diese Daten - die Konsistenz der
Befunde 2zu prufen und Schlussfolgerungen uber die Variabilitat der

Expressionsmuster zu ziehen.

Der TMA stellt ein Gewebe und Antikorper sparendes Verfahren zur
immunhistochemischen Untersuchung von Tumoren dar. Dabei wird ein kleiner Teil
des Tumors untersucht, dessen Auswahl mit dem Ziel erfolgt, einen moglichst
reprasentativen Ausschnitt des Gesamttumors darzustellen. Die Generalisierbarkeit
der mittels TMA gewonnen Ergebnisse hangt dabei entscheidend von der Auswahl
des untersuchten Teilbereichs des Tumors und der Homogenitat des Tumors ab. Auch
hier unterstiitzt die Ubereinstimmung der Befunde der Mannheimer Patientenkohorte
mit bisherigen Studienbefunden die Reprasentativitat der untersuchten Stichprobe.

Die Auswertung der TMAs erfolgte - entsprechend der gangigen Praxis - durch
Sichtung und manuelle Quantifizierung der Expressionsmuster. Durch dieses
Vorgehen kann eine Abhangigkeit der Ergebnisse vom Untersucher/Untersucherin
bzw. den Untersuchern/Untersucherinnen nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
Allerdings zeigten Arbeiten, dass die Auswertung von TMA durch Nicht-Pathologen,
nach vorheriger Einweisung durch Fachpersonal, zu validen und reproduzierbaren
Ergebnissen fuhrt, sodass das angewandte Prozedere prinzipiell geeignet erscheint,
valide und replizierbare Ergebnisse zu ermitteln. In diesem Kontext konnten
perspektivisch automatisierte Bildauswertungen mittels Kl zu einer weiteren

Standardisierung und Objektivierung beitragen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das AFX ist ein seltener Tumor der Haut, der sich haufig als schnell wachsender, haut-
bis fleischfarbener, knotiger Tumor prasentiert, der insbesondere in
sonnenexponierten Arealen auftritt und vornehmlich Manner im hdheren Alter betrifft.
Die Diagnostik des AFX stellt eine Herausforderung dar, da bisher keine spezifischen
histologischen oder immunhistochemischen Marker zur Verfligung stehen. Daruber
hinaus sind die genetischen Mechanismen, die der Tumorgenese zu Grunde liegen
und die potentielle Ansatzpunkte fur therapeutische Strategien im Falle nicht operabler
Tumore darstellen konnten, bisher nicht abschliellend identifiziert worden. In der
vorliegenden Arbeit wurde deshalb das histologische, immunhistochemische und
molekulargenetische Profil von AFX-Tumorpraparaten von zwei Kohorten mit N=27
und N=29 Patientinnen und Patienten mit Hilfe etablierter Standardprozeduren
untersucht und verglichen. Die Ergebnisse der vorliegenden Auswertung bestatigen
die Erkenntnisse, die aus vorherigen Arbeiten zu der klinischen Prasentation des AFX
gewonnen wurden. So zeigte sich eine Lokalisation der Tumore in sonnenexponierten
Arealen, insbesondere im Bereich des Kopfes und typische klinische Symptome wie
Juckreiz und Blutung. Durch die Nachbefragung der Patientinnen und Patienten nach
einem Zeitraum von bis zu 5 Jahren nach initialer Tumorresektion, lielen sich
Hinweise auf die Rezidivfreiheit Uber diesen Zeitraum ermitteln, was die Diagnose
eines AFX bei diesen Patientinnen und Patienten unterstiutzte. Im Hinblick auf die
immunhistochemischen Charakteristika der Tumorproben der Mannheimer Kohorte
(N=27) wurde eine Negativitat fur die Marker PanCK, MART1 und S100 sowie eine
geringe Expression von CD34 und Desmin nachgewiesen. Im Unterschied dazu zeigte
sich ein hoher Anteil an Zellen, die CD10, Ki67, Aktin, Vimentin und CD99
exprimierten. Im Hinblick auf CDG68 zeigte sich ein intermediares Expressionsmuster.
Diese Befunde lielRen sich, abgesehen von einer hoheren Expression von S100 und
CD34, in der unabhangigen Stichprobe externer Patientinnen und Patienten (N=29)
replizieren. In den anschlieRenden Analysen der Expression von Proteinen der MAP-
Kinase Kaskade (BRAF, MEK, pMEK, ERK, pERK) wurde in den Praparaten der
Mannheimer Kohorte eine Expression von pMEK in fast allen untersuchten Proben
(95%) sowie eine positive Expression von ERK in mehr als 80% der Proben detektiert.
BRAF Expression war in % und MEK und pERK Expression in 4 der untersuchten
Praparate sichtbar. Im Vergleich zu den Proben der Mannheimer Kohorte, zeigten sich
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in den Proben der externen Kohorte ahnliche Expressionsmuster fur ERK und pERK,
aber im Unterschied signifikant geringere Expressionen fur pMEK, MEK und BRAF,
was auf eine deutliche Variabilitat der Expressionsmuster hindeutet. In der
durchgefuhrten Mutationsanalyse der 7 Tumoren mit der starksten Aktivierung im
MAP-Kinase-Signalweg konnten keine Mutationen in den BRAF- und NRAS-Genen
nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die erhdhte Aktivitat des MAP-
Kinase-Signalwegs durch andere Mechanismen hervorgerufen wird. Indirekte
Hinweise fur diese Vermutung liefern auch die Ergebnisse der zusatzlichen Analysen
von NF1 und EGFR. In beiden Stichproben wurde eine niedrige NF1 Expression
gefunden, was als moglicher Hinweis auf eine NF1-assoziierte Disinhibition der MAP-
Kinase-Kaskade aufgefasst werden kann. DarUber hinaus weist die hohe Expression
von EGFR im Tumorgewebe auf eine mogliche EGFR-assoziierte Dysregulation der
MAP-Kinase-Kaskade hin. Beide Signalwege konnten perspektivisch Ansatzpunkte fur
Therapien darstellen in Fallen, in denen weder eine operative Therapie, noch eine

Strahlentherapie des AFX aussichtsreich erscheint.
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7. TABELLARISCHER ANHANG

7.1. FRAGEBOGEN FUR PATIENTINNEN UND PATIENTEN MIT ATYPISCHEM
FIBROXANTHOM (AFX)

1. Allgemeine Angaben

Name:

Geburtsdatum:

Geburtsort:

An welchen Orten haben Sie im Laufe lhres Lebens gewohnt und wie lange?

Wo? Wie lange?

Haben Sie in suidlichen Landern gewohnt z.B. Ferienhaus?
¢ JA und zwar in fur ca. Wochen pro Jahr
+ NEIN

Welchen Beruf haben Sie ausgeiibt bzw. Giben Sie aus?

Hatten Sie bei lhrer Arbeit Kontakt mit Chemikalien?
+ JA, und zwar mit
+ NEIN

Rauchen Sie oder haben Sie geraucht?
¢ JA ichraucheseit  Jahrenca. __ Zigaretten pro Tag
¢ JAichhabe _ Jahreca.___ Zigaretten pro Tag geraucht
¢ NEIN, ich habe nie geraucht.
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2. Freizeitverhalten

Bitte schatzen Sie die Haufigkeit der folgenden Aktivitaten in der Kindheit ein:

Aktivitat nie selten | manchmal | haufig

Wandern

Wintersport

Spazierengehen

FuBballspielen

Fahrradfahren

Joggen

Schwimmen

Sonnenbaden

Jahrlicher Urlaub in

sonnigen Regionen

Gartenarbeit

Segeln

Tennisspielen

Golfspielen

Bitte schatzen Sie die Haufigkeit von Sonnenbranden und Benutzung von

Sonnencreme in der Kindheit ein:

Benutzung von

Sonnencreme

Sonnenbrande

Jetzt schatzen Sie dies bitte fiir die letzten 20 Jahre vor Ihrer Tumorerkrankung

ein:

Aktivitat nie selten manchmal haufig

Wandern

Wintersport

Spazierengehen

FuBballspielen

Fahrradfahren
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Joggen

Schwimmen

Sonnenbaden

Jahrlicher Urlaub in

sonnenreichen Regionen

Gartenarbeit

Segeln

Tennisspielen

Golfspielen

Benutzung von

Sonnencreme

Sonnenbrande

Haben Sie friither ein Solarium besucht oder besuchen es noch heute?

+ JA, ich besuche ein Solarium momentan ca. Mal im Monat
+ JA, friher ca. Besuche im Monat
+ NEIN

Verbringen Sie viel Zeit im Freien?
¢ JA, und zwar Stunden pro Tag
+ NEIN

Wo haben Sie hauptsachlich Ihre Ferien verbracht?

Benutzen Sie Sonnenschutz?
¢ JA, und zwar Lichtschutzfaktor
+ NEIN

72



Tragen Sie zum Schutz vor Sonne Kleidung oder Hut?
¢ JA
¢+ NEIN

Wie regelmaRig gehen Sie zum Hautarzt?
¢ seltener als 1x im Jahr

¢ 1xim Jahr

¢ 2x im Jahr

¢ mehr als 2x im Jahr

Wie wirden Sie lhren Hauttyp beschreiben?

¢+ Weilde, helle Haut, stark sonnenbrandgefahrdet, braunt kaum

¢ Relativ helle Haut, sonnenbrandgefahrdet, braunt gering

¢ Etwas dunklere haut, wenig sonnenbrandgefahrdet, braunt schnell

¢ Braune Haut, kaum sonnenbrandgefahrdet, braunt schnell und dunkel

¢ Dunkelbraune oder schwarze Haut, nicht sonnenbrandgefahrdet, braunt immer stark

Welche Haarfarbe haben Sie (ohne Farbung)? Wenn Sie bereits graue Haare

haben, geben Sie dies bitte zusatzlich zu lhrer friiheren Naturhaarfarbe an.

Welche Augenfarbe haben Sie?

3. Erkrankungen

An welchen anderen Erkrankungen leiden Sie?

¢ Diabetes

¢ Schilddrisenerkrankungen

¢ Herzerkrankung

¢ Andere Krebserkrankungen (z.B. Prostatakrebs, Blutkrebs, Darmkrebs...)

Und zwar:
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Haben Sie schon einmal eine Chemotherapie erhalten?
¢ JA
¢+ NEIN

Haben Sie schon einmal eine Bestrahlung erhalten (z.B. wegen einer
Krebserkrankung)?

¢ JA

¢+ NEIN

Haben Sie schon einmal eine Lichttherapie erhalten (z.B. wegen Neurodermitis
oder Schuppenflechte)?

¢ JA

¢ NEIN

Sind auch bei lhren Eltern, Geschwistern und Kindern Hautkrebserkrankungen
aufgetreten?
¢+ JA

Welche? Bei wem?

+ NEIN

4. Fragen zu lhrem AFX

Wer hat damals den Tumor erkannt?
¢ ich selbst

¢ der Hausarzt

¢ der Hautarzt

¢ Familienangehorige
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Hatten Sie damals Juckreiz?
¢ JA
+ NEIN

Hat der Tumor manchmal geblutet?
¢ JA
¢+ NEIN

Waren Sie nach der Operation regelmaRig bei den Kontrollterminen?
¢ JA

¢+ NEIN

Ist bei lIhnen der Tumor nochmals wiedergekommen?

¢ JA

¢+ NEIN

Haben Sie Metastasen von diesem Tumor?
¢ JA, und zwar dort

+ NEIN
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7.2. VERGLEICH DER GRUPPEN MIT UND OHNE INFILTRATIVES WACHSTUM

Wachstum des Tumors

nicht infiltrativ

100%

38%

81%

69%

100%

63%

0%

infiltrativ

33%

m
S =
-
=
@
=

67%

100%

100%

0%

100%

100%

0%

PERK positiv

PMEK positiv

MEK positiv

ERK positiv

BRAF positiv

Vimentin positiv

Desmin positiv

Aktin positiv

Ki6 7 positiv

CD99 positiv

CD68 positiv

CD34 positiv

CD10 positiv

MART1 positiv

S100 positiv

PanCK positiv

0% 0%
0% 0%
0% 0%
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