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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Schweifdriisenkarzinome sind selten, wobei die haufigste Form das ekkrine Porokarzinom (EP)
ist. Sein gutartiges Aquivalent ist das ekkrine Porom (EPO), welches ein mogliches Ubergangs-
stadium in der EP-Entwicklung darstellt. Frithere Forschungsarbeiten haben erste Einblicke in
das Genom des EP gegeben. Jedoch haben nur wenige Studien eine molekulare Charakterisie-
rung anhand von Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. Das fehlende Wissen iiber Genexpres-
sionsprofile schrankt das Verstandnis der EP-Biologie und moglicher Angriffspunkte fiir Pra-
zisionstherapien ein. Ziel dieser Studie war es daher, durch Untersuchung der tumorspezifi-
schen Genexpression tiefere Einblicke in die Biologie des EP zu gewinnen und potentielle
Schliisselfaktoren aufzudecken, die den malignen Ubergang vom EPO zum EP vorantreiben.
Eine Genexpressionsanalyse erfolgte an 23 formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Proben
primirer EP und umgebender normaler Haut (NH). Die genomweite Transkriptomanalyse mit-
tels Microarray wurde in einer Sondierungskohorte von 10 EP durchgefiihrt. Die Ergebnisse
wurden mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) in einer unabhidngigen Ko-
horte von 13 EP validiert und die Ergebnisse aus den EP-Proben in 17 EPO getestet.

Die Transkriptomanalyse demonstrierte deutliche Unterschiede der Genexpression bei den 10
untersuchten EP. Durch hierarchisches Clustern wurden zwei EP-Tumorsubtypen mit deutli-
chen transkriptionellen Unterschieden identifiziert, was auf eine Tumorheterogenitit hindeutet.
Zudem wurde bei EP im Vergleich zu NH eine weit verbreitete Herunterregulierung von Genen
beobachtet. Zu den herunterregulierten Genen gehorten Cluster of Differentiation 74 (CD74),
N-myc-downstream-regulated-gene-1 (NDGRI), Serin/Arginin Repetitive Matrix 2 (SRRM?2),
Cell Division Control Protein 42 (CDC42), Annexin A2 (ANXA2), Kruppel-like Factor 9
(KFL9) und Ribosome Biogenesis Factor 53 (NOP53). CD74, NDGR1, SRRM2, ANXA2 und
NOPS53 wiesen eine kontinuierliche Verringerung der Expression von NH iiber EPO zu EP auf.
Dies bekriftigt die Annahme, dass EPO als Ubergangszustand in der EP-Entwicklung fungiert.
Die Ergebnisse legen zudem nahe, dass neben dem p53-Signalweg und dem Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR)-Weg weitere Mechanismen der Tumorgenese, wie die Beteiligung der
Vascular Endothelial Growth Factor A/-Receptor 2 (VEGFA/VEGFR2)-Achse und des En-
dothelin-Weges, relevant sein konnten und potentielle Ansétze fiir Therapien bieten. Umfang-
reichere Studien mit einer grofleren Probenanzahl sind nétig, um die Ergebnisse zu validieren

und ein tieferes Verstdndnis der EP-Biologie zu erlangen.



Abstract I

Abstract

Sweat gland carcinomas are uncommon, with eccrine porocarcinoma (EP) being the most prev-
alent type. Its benign counterpart is the eccrine poroma (EPO), which represents a potential
transitional state in EP development. Previous research has provided first in-depth insights into
the genome of EP. However, only a few studies have performed molecular characterizations
based on gene expression analysis. The lack of knowledge about gene expression profiles limits
the understanding of EP biology, and possible targets for precision therapies. The aim of this
study was therefore to gain further insights into the biology of EP by investigating tumour-
specific gene expression and to uncover potential key factors that drive the malignant transition
from EPO to EP.

A gene expression analysis of 23 formalin-fixed, paraffin-embedded samples of primary EP
and surrounding normal skin (NH) was performed. Genome-wide transcriptome analysis by
microarray was conducted in an exploratory cohort of 10 EP. The results were validated by
quantitative polymerase chain reaction (QPCR) in an independent cohort of 13 EPs and the
results from the EP samples were tested in 17 EPO.

Transcriptome analysis demonstrated clear differences in gene expression in the 10 EPs ana-
lysed. Hierarchical clustering identified two EP tumour subtypes with distinct transcriptional
differences, indicating tumour heterogeneity. In addition, widespread downregulation of genes
was observed in EP compared to NH. Downregulated genes included Cluster of Differentiation
74 (CD74), N-myc-downstream-regulated-gene-1 (NDGR1), Serine/Arginine Repetitive Matrix
2 (SRRM?2), Cell Division Control Protein 42 (CDC42), Annexin A2 (ANXA2), Kruppel-like
Factor 9 (KFL9) and Ribosome Biogenesis Factor 53 (NOP53). CD74, NDGRI1, SRRM?2,
ANXA2 and NOP53 showed a continuous decrease in expression from NH to EPO to EP. This
provides additional evidence for the notion that EPO serves as an intermediate stage in the
development of EP.

The results also suggest, that in addition to the p53 signaling pathway and the Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR) pathway, other mechanisms of tumour development, such as the
involvement of the Vascular Endothelial Growth Factor A/- Receptor 2 (VEGFA/VEGFR?2) axis
and the endothelin pathway, may be relevant and offer potential approaches for therapies. More
extensive studies with a larger number of samples are necessary to validate the findings and

gain a deeper understanding of EP biology.
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1 Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Schweil3driisen und thre Tumore

1.1.1 Schwei3driisen

Schweifdriisen zdhlen neben den Haaren und Nageln zu den Hautanhangsgebilden, den Adne-
xen. Sie werden in ekkrine und apokrine Driisen unterteilt.[1, 2]

Der Mensch besitzt 1,6 bis 4 Millionen ekkrine Schweilldriisen, die den Hauptanteil der
Schweifdriisen darstellen. IThre Dichte 1st an Handen und Fuf3sohlen am hochsten (600 — 700
pro cm?) und am Riicken am geringsten, etwa 60 pro cm?. Sie sind fast am ganzen Kérper zu
finden, ausgespart sind z.B. die Lippen.[2]

Ekkrine Schweif3driisen weisen ein sekretorisches Driisenknauel auf, welches sich in der tiefen
Dermis an Cutis/Subcutis-Grenze befindet. Von hier steigt ein langer, sich durch die Dermis
ziehender Gang auf, der teils gerade und teils geschwungen verlduft und in der Epidermis in
das gewundene Akrosyringium, woriiber der Schweill nach auBlen abgegeben wird, miindet.[2-
4] Das sekretorische Driisenknauel besteht aus drei verschiedenen Zelltypen, den dunklen Zel-
len, hellen Zellen sowie Myoepithelzellen. Die dunklen mucdsen Zellen enthalten Mucingra-
nula. Die Funktion dieser Zellen ist nicht eindeutig geklart.[4] Die hellen Zellen sind reicher an
Mitochondrien und speichern Glycogen, was im Lichtmikroskop durch periodic acid-Schiff
(PAS) positive Granula erkennbar ist.[3] Die hohe Anzahl an Mitochondrien spricht fiir eine
iiberwiegende Beteiligung dieser Zellen an der Schweilproduktion.[2, 4] Die Myoepithelzellen
sind an der Entleerung der Endstiicke durch Kontraktion beteiligt.[3] Der nach oben fithrende
Gang weist ein zweischichtiges Epithel auf.[2] Eine luminale Kuticula hélt den Gang auf. Das
Akrosyringium als intraepidermaler Teil des Ganges ist gewunden und zeigt eine einsetzende
Verhornung.[3]

Die Innervation der ekkrinen Schweilldriise erfolgt sympathinerg iiber den Hypothalamus, wo-
bei Acetylcholin als Neurotransmitter fungiert.[2, 4]

Der ekkrine Schweif3 ist geruchslos und dient der Thermoregulation. Bei seiner Produktion im
Driisenknéuel entsteht zunichst der Primarschweil3, welcher pH-neutral ist. Durch die Re-
absorption von Natrium-, Chlorid- und Hydrogencarbonat-Ionen im duktalen Driisenabschnitt

besitzt der Schwei3 an der Hautoberfldche einen sauren pH-Wert zwischen 5 und 6.[1, 4]
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Die apokrinen Schweifidriisen
findet man axillar und genito-
anal, ebenfalls gelegentlich um
die Mamillen und um die Nabel-
region. Erst in der Pubertit wer-
den sie aktiviert.[1, 2, 4]
Apokrine Schweifldriisen unter-
scheiden sich vor allem im Auf-
bau, durch die Art der Sezernie-
rung und Innervation als auch
durch die Zusammensetzung und
die Bedeutung des Schweilles
von den ekkrinen Schweilidrii-

Abb. 1: Die Abbildung zeigt eine ,schematische Darstellung der
sen. Sie zeigen eine erkennbare SchweiBdriisen in der Haut: Ekkrine SchweiBdriisenknéuel (1)
miinden iiber einen gestreckten dermalen Gang (2) und das Akrosy-
ringium (3) an der Epidermisoberflache (4), apokrine SchweiBdrii-
durch Abschniirung von Zyto- senknéuel (5) miinden iiber einen kurzen Ausfithrungsgang (6) in
den oberen Follikelabschnitt (7)".[1]

Sekretion der Driisenendstiicke,

plasma-Anteilen.

Das sekretorische Endstiick weist zwei Zelltypen auf, sekretorische Zellen und
Myoepithelzellen.[3, 4] Diese Driisen enden in den Haarfollikel {iber den Talgdriisen oder
manchmal direkt i die Epidermis.[5] Eine schematische Darstellung der ekkrinen und
apokrinen Schweilldriisen ist in Abbildung 1 dargestellt.

Der apokrine Schweif} ist milchig und eine bakterielle Zersetzung an der Hautoberfldche fiihrt
zur Geruchsbildung. Er wird erst in der Pubertit gebildet, wenn die apokrinen Driisen einen
Entwicklungsschub erfahren.[1, 2, 4] Die freigesetzten chemischen Signale, die als Pheromone
bezeichnet werden, enthalten u.a. Androgene. Sie sind wichtig fiir die Kommunikation und das
Paarungsverhalten vieler Saugetiere, konnen jedoch aber auch Gefahr kommunizieren.[1] Die
Innervation der apokrinen Schweilldriisen erfolgt auch {iber den Sympathikus, jedoch adrenerg
iiber Adrenalin und Noradrenalin.[4]

In der Axillarregion und anogenital konnen Mischformen, so genannte apoekkrine Schweil3-

driisen auftreten, welche sowohl apokrine als auch ekkrine Eigenschaften aufweisen.[2, 6]
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1.1.2 SchweiBdriisenkarzinome

Bosartige SchweiBdriisentumore sind eine vielfaltige Gruppe der seltenen kutaner Adnex-Tu-
more, die sich in threm klinischen Verlauf und hinsichtlich der Prognose voneinander abgren-
zen.[7, 8] Sie zdhlen zu den niedrig malignen Tumoren. Bei nicht ausreichender Exzision ist
von einem hohen Rezidiv-Risiko auszugehen.[9]

Diagnostisch stellen diese Adnex-Tumore eine gro3e Herausforderung dar. Dies liegt an der
groBBen Anzahl an seltenen Entitdten, der verschiedenen Bezeichnungen fiir ein und dieselben
Neoplasmen und dhnlichen histologischen Eigenschaften.[8, 10, 11] Die Abgrenzung der
Schweifdriisenkarzinome von viszeralen Metastasen wie z.B. eines Adenokarzinoms gestaltet
sich oft schwierig.[8, 10]

Zu den eindeutig definierten Entitdten mit typischem klinischem Verlauf zihlen neben dem
Porokarzinom, auch das mikrozystische Adnexkarzinom, das muzindse ekkrine Karzinom, das
aggressive digitale papillare Adenokarzinom (ADPA), das adenoidzystische Karzinom sowie
Spiradeno-, Zylindro- und Hidradenokarzinom.[8]

Wie die SchweiBdriisen wurden auch die Schweilldriisentumore klassischerweise in die Grup-
pen apokrin und ekkrin eingeteilt. Es hat sich jedoch gezeigt, dass diese Neoplasien sowohl
apokrine als auch ekkrine Anteile aufzeigen kdnnen, was die traditionelle Einteilung herausfor-
dert.[5, 11]

SchweiBdriisentumore kénnen in einigen Fillen aus bestehenden gutartigen Aquivalenz-Tumo-
ren entstehen. So kann aus einem Porom ein Porokarzinom oder einem Hidradenom zu einem
Hidradenokarzinom evolvieren.[7, 10] Auf eine potenzielle Entwicklung vom Porom zum
Porokarzinom wird im weiteren Verlauf eingegangen. Fiir manche Schwei3driisenkarzinome
wie das priméar kutane muzindse Karzinom und das ADPA sind keine benignen Vorlauferlasi-
onen bislang beschrieben worden.[7, 10]

Eine Kenntnis des histologischen Aufbaus ist daher besonders wichtig, um eine Entwicklung
zu einem bosartigen Schweidriisentumor zu detektieren. Folgende Malignitétskriterien sind
bei bosartigen Schweilldriisentumoren zu nennen: Zellatypien, Mitosen, Nekrosen, ein infilt-

rierendes Wachstumsmuster mit perineuraler und lymphatischer Invasion.[5]
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1.2  Das ekkrine Porokarzinom

Das Porokarzinom ist die haufigste Form bosartiger Schweilidriisentumore.[5, 8, 12, 13] Es
wurde erstmalig im Jahre 1963 von Pinkus und Mehregan als epidermotrophes ekkrines Karzi-
nom dokumentiert.[14] Der Terminus ,,ekkrines Porokarzinom* (EP) wurde im Jahre 1969 von
Mishima und Morioka eingefiihrt.[15]

EP entsprechen einem Anteil von circa 0,005%-0,01% aller kutanen epithelialen Tumore.[13,
16]

Mit dem Begriff ,,ekkrines Porokarzinom" wurde dieses SchweiB3driisenkarzinom 2018 in die
Klassifikation der Hauttumore der Weltgesundheitsorganisation (WHO) aufgenommen.[17]

1.2.1 Epidemiologie

Die klinisch vielgestaltigen EP treten vor allem bei alteren Patienten auf. So weisen systemati-
sche Ubersichtarbeiten Mediane im Bereich der siebten und achten Lebensdekade auf[16, 18-
20] Einige wenige Fille wurden auch bei Kindern beschrieben, so bei einem 12-jdhrigen Pati-
enten, der an Xeroderma pigmentosum litt.[21]

Beide Geschlechter scheinen gleichermafen betroffen zu sein.[16, 22]

Wie das Geschlechterverhéltnis, so unterscheidet sich auch die Inzidenzrate in verschiedenen
Studien. Sie liegt bei etwa 0,02 - 0,2 pro 100.000 Personenjahre.[23] Eine finnische Studie kam
fiir die Jahre von 2007 bis 2017 fiir Méanner auf eine Inzidenz von 0,04 fiir Frauen und 0,06 fiir
Mainner.[24] Eine in Ostengland zwischen 2004 und 2014 durchgefiihrte Studie wies mit 1,3 fiir
Mainner und 2.4 fiir Frauen deutlich hohere Inzidenzraten fiir das EP aus.[25]

1.2.2 Klinisches Erscheinungsbild

EP treten am hiufigsten in Bereichen mit geringer Schweifldriisendichte auf, z. B. an den unte-
ren Extremitdten, gefolgt von Kopf und Hals.[16, 22] Salih et al. ermittelten in ihrer
Metaanalyse zu 453 Fallen von EP eine Manifestation im Kopf-Hals-Bereich zu 39,9% und im
Bereich der unteren Extremitaten zu 33,9%.[20] Im Rahmen ihrer Untersuchung von 69 Féllen

berichteten Robson et al, dass mit 44% der Fille die unteren Extremititen am haufigsten be-
troffen waren.[18] EP kdnnen jedoch auch an den oberen Extremitidten, am Riicken, an der

Brustwand, am Bauch oder im Genitalbereich auftreten.[20, 26, 27]



1 Einleitung 5

Hinsichtlich des klinischen Erscheinungsbildes zeigt sich grofle Variabilitit. Das EP prasentiert
sich meist als asymptomatischer, schmerzloser und solitdrer Knoten, der aber auch Ulzerieren
und Schmerzen verursachen kann.[13, 18, 20, 22] Neben den beiden letzteren Symptomen sind
Juckreiz, spontane Blutungen sowie ein schnelles Wachstum mégliche Hinweise auf eine ma-
ligne Transformation.[27] Die Knoten sind erythematds bis violett gefiarbt und zeigen eine
GroBe von etwa 0,4 cm bis 2 cm, wie Robson et al. zeigten. Invasive EP sind durchschnittlich
2 cm grof3.[18] Das Karzinom kann sich auch als warzendhnlicher Plaque oder durch Pigment-
anreicherung als Naevus présentieren.[7, 20] Eine fortgeschrittene Tumorerkrankung erkennt
man oft an einem Lymphddem und epidermotropen Metastasen.[5, 8]

Es werden Assoziationen mit dem extramammaéreren M. Paget und weiteren Erkrankungen wie
der Sarkoidose, chronischen lymphatischen Leukédmie, perniziéser Anamie, Morbus Hodgkin,

Naevus Sabaeus, HIV und Xeroderma Pigmentosum beschrieben.[27]

1.2.3 Histologie

Die histologische Begutachtung liefert die Grundlage fiir die Diagnosestellung.[13] Histolo-
gisch handelt es sich um einen bosartigen Tumor, der vom intraepidermalen Anteil der oberen
SchweiBdriisenausfithrungsginge, dem Akrosyringium ausgeht.[15] Er besteht aus poroiden
Zellverbanden mit einer duktalen Differenzierung, welche Komedonekrosen, Zellatypien,
Mitosen und Verbindungen zur Epidermis aufzeigen konnen.[8, 18, 28] Auch bei
oberflachlicher Tumoreindringtiefe kann eine LymphgefdBinvasion in Tumorumgebung
sichtbar sein.[8, 18] Insgesamt zeigt sich ein nukledrer Pleomorphismus.[18] Es ist mdglich,
dass das EP ausschlieBlich intraepidermal als Carcinoma in situ oder z. B. neben einem Porom
auftritt.[7, 8, 18, 28] Sekundar kann eine Verdickung der Epidermis sichtbar sein.[27] Neben
den zuvor beschriebenen typischen histologischen Mustern kann eine klare, spindelférmige,
muzindse oder squamdse Zelldifferenzierung vorhanden sein oder auch eine Kolonisierung
mit Melanozyten.[8, 18, 28]

Differentialdiagnostisch sollte das EP vor allem vom Plattenepithelkarzinom abgegrenzt wer-
den, insbesondere das intraepitheliale Porokarzinom vom Squamos Cell Carcinoma (SCC) in
situ (Morbus Bowen) oder auch vom gutartigen Porom.[5, 18]

Die histologischen Merkmale des EP werden in Abbildung le-h der Publikation von Holst et
al. dargestellt und erldutert.[13]
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1.2.4 Immunohistochemie

Immunohistochemische Eigenschaften kénnen die Diagnosestellung unterstiitzen. Um die
duktalen Strukturen der bésartigen Tumore aufzudecken, wird z. B. die immunhistochemische
Féarbung fiir Carcinoembryonales Antigen (CEA) und Epithelial Membran-Antigen (EMA) ver-
wendet.[ 18] Studien zeigen fiir das EP fiir EMA eine hohere Positivrate.[28, 29] Das Problem
ist jedoch, dass auch die ekkrinen Ginge von SCC durch diese Tests nachgewiesen werden,
sodass allein durch die Verwendung dieser Marker eine Diagnose des EP nicht mdglich
scheint.[30] Clusters of Differentiation 117 (CD117) und Cytokeratin 19 (CK 19) koénnten hier
eine Unterscheidung ermdglichen, da EP sich beziiglich dieser Marker haufiger positiv zeigen
als SCC.[31, 32]

Die immunhistochemische abnormale Expression von Tumorprotein 53 (p53), Retinoblastom-
Protein (RB), cyclinabhédngiger Kinaseinhibitor 2A (p16) und wahrscheinlich auch von Nuclear
in Testis (NUT) konnte zudem auf ein EP hinweisen und damit die Diagnose sichern (Verglei-
che 1.4).[33-35]

1.2.5 Differentialdiagnosen

Mogliche Differentialdiagnosen sind zahlreich. So kann das EP z B. als SCC,
Basalzellkarzinom (BCC), Morbus Paget, pyogenes Granulom, amelanotisches Melanom,
seborrdhische Keratose, Morbus Bowen, Fibrom, Verruca vulgaris oder metastatisches

Adenokarzinom fehldiagnostiziert werden.[18, 27]

1.2.6 Prognose

Ebenso wie die Inzidenzen unterscheiden sich auch die Uberlebensraten in den verschiedenen
Studien. In frithen Stadien scheint die Prognose gut. Nicht immer enthalten die Studien alle
nétigen Daten zum Follow-up.[20]

Die meisten Studien berichten iiber eine Lymphknoten-Metastasierung in ca. 20 % der Fille.
Zudem ergab sich nach Resektion fiir Lokalrezidive dieselbe Prozentzahl. Organmetastasen
zeigten sich in 10% der Fille.[18, 36] Salih et al. beobachteten in ihrer groflen Studie mit 453
Féllen 1im Jahr 2017 sogar eine Metastasierungsrate von 31 %, wobei die Lymphknotenbeteili-
gung bei 57,7% lag.[20] Als zweithdufigster Ort wurde mit 12,8% die Lunge angegeben.
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Andere Metastasierungsorte sind Leber, Gehirn, Haut, Knochen, Brust oder der Gastrointesti-
naltrakt sowie disseminierte Metastasierung.[20]

Scampa et al. kamen im Rahmen ihrer Studie zu 563 Fallen von EP der Kopf-Hals-Region auf
eine Gesamtiiberlebensrate nach 5 Jahren von 74,8 %, wobei die Prognose bei fortgeschrittenen
Krankheitsstadien und Metastasierung schlecht war.[37] Autoren einer finnischen Studie, die
die Informationen zu 69 Fillen von 2007 bis 2017 auswerteten, stellten fest, dass die 5-Jahres-
Uberlebensrate fiir Patienten mit EP nicht schlechter war als die der iibrigen Bevélkerung im
selben Alter.[24] Bei Lymphknotenbeteiligung berichteten Robson et al. iiber Mortalitétsraten
von bis zu 65 %.[18] Neben lymphvaskuldrer Invasion sind eine Eindringtiefe ab 7 mm und

eine hohe Anzahl an Mitosen mit einem schlechteren Outcome verbunden.[18]

1.2.7 Risikofaktoren und Pathogenese

Die Pathogenese des EP ist nicht eindeutig bekannt. Dieser Karzinomtyp kann de novo entste-
hen, sich aber auch aus bestehenden gutartigen Poromen entwickeln.[8] Robson et al. zeigten,
dass 18% der EP auf Boden eines EPO entstanden sind.[ 18] In der Studie von Shaw et al. wiesen
sogar alle 27 Patienten mit einem EP ein begleitendes EPO auf.[38]

Als weitere Risikofaktoren sind Immunsuppression und UV-Exposition anzusehen. So berich-
teten u. a. Mahomed et al. iiber fiinf Fille von EP bei immunsupprimierten Patienten.[39] Stu-
dienautoren stellten den Zusammenhang zur UV-Exposition her, da die betroffenen Stellen
(Kopf, Hals und Extremitédten) haufig erhohter UV-Exposition ausgesetzt waren.[20]

Puttonen et al. entdeckten im Rahmen ihrer Studien, dass UV-Strahlung eine immunsuppressive
Wirkung auf die Tumormikroumgebung sowohl beim EP als auch beim EPO hat.[40]

Ein Uberblick iiber die aktuelle Studienlage zu moglichen molekularen Mechanismen der Tu-

morgenese wird unter 1.4 gegeben.

1.2.8 Therapie

Die chirurgische Exzision steht im Vordergrund. Das am haufigsten angewendete Verfahren ist
die weite lokale Exzision (WLE) mit mindestens 2 mm-Sicherheitsabstand, wobei zunehmend
auch Mohs-Micrographic-Surgery (MMS) durchgefiihrt wird.[16, 19, 41] MMS ist eine gewe-
beschonende Technik der Hautkrebsentfernung. Sie ermdglicht die prazise Kontrolle des ge-

samten Tumorrandes, wobei die Erhaltung des gesunden Gewebes maximal 1st.[42]
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Eine Indikation fiir eine Sentinel-Lymphknoten (SLN)-Exstirpation besteht bei grofleren und
prognostisch ungiinstig gewerteten Tumoren mit Lymphinvasion.|8]

Tsunoda et al. untersuchten den Nutzen einer SLN-Biopsie in einer Kohorte von 13 Patienten

mit EP und fanden eine SLN-Metastasierung in 37,5%. Die Autoren stellen auf der Basis dieser

Zahlen und der Tatsache, dass der lymphatische Weg der Hauptmetastasierungsweg ist, die

Bedeutung der SLN-Biopsie fiir das Gesamtiiberleben heraus.[43]

Chemo- und Radiotherapie werden bei Metastasierung und Rezidiven empfohlen, es gibt je-

doch keine adaquaten Schemata oder Leitlinientherapien.[20, 27]

Myamato et al. stellten die Daten fiir 28 Falle, die mit Chemotherapeutika behandelt wurden, aus
der Literatur zusammen und stellten fest, dass 60% der Patienten mit platinhaltigen Wirkstoffen
behandelt wurden. Aufgrund ihrer Daten, dass nur 31,3 % der mit Carboplatin oder Cisplatin
behandelten Patienten eine therapeutische Antwort zeigten, leiteten sie eine relative Resistenz
des EP gegeniiber cytotoxischen Medikamenten ab.[23]

Als weitere systemische Therapie zeigte der Einsatz des gegen EGFR gerichteten monoklona-
len Antikorpers Cetuximab in Einzelfillen be1 metastasiertem EP einen Erfolg.[44, 45] Singh et
al. berichten {iber eine Remission verbunden mit der Gabe von Pembrolizumab. Dieser mo-
noklonale Antikorper gehort zu den Programmed Death receptor 1 (PD1)-Inhibitoren.[46] Zu
diesen Inhibitoren zahlt auch Nivolumab, welches beil emnem Patienten mit metastasiertem EP

zu einer Stabilisierung fiihrte.[44]

1.3  Das ekkrine Porom

Von den primaren Hauttumoren betreffen etwa 1 % die Schweilldriisen, wobei Porome etwa 10
% dieser Fille ausmachen.[22] Das ekkrine Porom zihlt zu den gutartigen Adnexneoplasien,
die aus dem intraepidermalen Teil des Schweifdriisengangs, dem Akrosyringium, stammen.
Sie wurden erstmals von Goldmann und Pinkus et al. im Jahr 1956 als poroid differenzierte
Epitheliome mit ekkrinem Ursprung beschrieben.[47] Porome gehdren zu den ekkrinen Tumo-
ren. In seltenen Fillen konnen sie apokrine, plattenepitheliale oder follikuldre Eigenschaften
aufweisen.[48]

Man unterscheidet beim Porom vier verschiedene Formen, die sich anhand der Zelltypen und

der Lage unterscheiden: Ekkrines Porom, Poroides Hidradenom, Hidroacanthoma simplex und
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der dermale Gangtumor.[9, 49, 50] Alle vier Begriffe wurden als Synonyme 2006 von der WHO
unter dem Terminus Poroma zusammengefasst.[49]

Das Hidroacanthoma simplex ist eine reine intraepthialele Fom des Poroms. Als Weiteres gibt
es den so genannten dermalen Gangtumor, erstmalig von Winkelmann und McLeod 1966 be-
schrieben, welcher in der Dermis liegt und aus verschieden groflen poroiden Zellverbidnden
besteht, die an manchen Stellen eine Verbindung zur Epidermis aufzeigen. GroBere knotige,
teils zystische Tumore werden als Poroides Hidradenom beschrieben. Es liegt 1soliert in der
Dermis und besteht aus kapsellosen, poroiden Zellen mit wenigen Gangstrukturen.[5, 9]

Im Rahmen dieser Dissertation werde ich mich ausschlieflich auf den Terminus des ekkrinen
Poroms beziehen (EPO). Auf die histologischen Kennzeichen des EPO wird im Kapitel 1.3.3

emngegangen.

1.3.1 Epidemiologie

Manner und Frauen sind gleichermaf3en betroffen. Es scheint keine Praferenz fiir Ethnizitit oder
Geschlecht zu geben. EPO konnen in jedem Alter und kongenital auftreten, sind meist jedoch

erst bei Erwachsenen zu finden.[22, 51, 52]

1.3.2 Klinisches Erscheinungsbild

Es tritt am haufigsten an den Akren, insbesondere den Handinnenflichen und FufBlsohlen
auf.[47] Ein Auftreten an anderen Hautstellen z. B. in der Kopf-Hals-Region, am Korperstamm
und restlichen Extremitéten ist moglich.[49]

Das EPO zeigt sich oft als langsam wachsende, asymptomatische solitiare Papel, Plaque oder
Knoten.[22] Farblich wird es meistens als rotlich, jedoch auch als hautfarben oder sogar blau
beschrieben.[49] Seine Oberflaichenbeschaffenheit variiert von weich bis warzenartig oder
schuppig und in seltenen Féllen kann es ulzerieren sowie Schmerzen oder Juckreiz auslo-

sen.[22, 53]

1.3.3 Histologie

Histologisch definiert sich das EPO durch kleine, quaderférmige Keratinozyten mit monomor-

phen und hyperchromatischen Zellkernen. Sie besitzen ein eosinophiles, glykogenreiches
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(PAS-Positives) Zytoplasma.[5, 22] Diese poroiden Zellen bilden Epithelproliferate, die sich
von der Epidermis abgrenzen und bis in die Dermis ziehen kénnen. Innerhalb der Tumorver-
bande findet man intra- und interzelluldre Vakuolen sowie rudimentdre Gangstrukturen als Hin-
weise auf rudimentdre Gangstrukturen.[5]

Porome kdnnen theoretisch Merkmale von malignen Neoplasien aufweisen, wie verschiedene
mitotische Figuren, ein ausgeprigt vaskularisiertes Stroma und Nekrosen.[22] Diese ,Necrosis
en masse" 1st jedoch als geordnete Form der Apoptose und nicht als Tumornekrose zu interpre-
tieren.[5, 22] Die Abbildung 1 a-d in der Publikation von Holst et al. illustriert die histologi-

schen Besonderheiten von EPO.[13]

1.3.4 Differentialdiagnosen

Differentialdiagnostisch kommen z. B. ein pyogenes Granulom, seborrhéische Keratosen,
Cilyndrom, Hidradenom oder ein BCC in Frage.[22] Eine dermatoskopische Abgrenzung fillt
wie beim EP oft schwer und die Diagnose sollte somit histopathologisch gesichert werden.[54,
55] Die Moglichkeit einer malignen Transformation zum EP sollte in die Differentialdiagnose
miteinbezogen werden.[56] Insbesondere ein Ulzerieren, Blutungen, Schmerzen oder akzele-

riertes Wachstum sind Griinde ein EP néher in Betracht zu ziehen.[22, 41]

1.3.5 Risikofaktoren und Pathogenese

Die genaue Atiologie des EPO ist unbekannt. Bestrahlung wird als eine mdgliche Ursache fiir
das Auftreten von EPO beschrieben.[57] In der Literatur wird von Féllen einer so genannten
Poromatose (dem gehéduften Auftreten von EPO) nach Chemo- und Strahlentherapie berich-
tet.[58]

Wie auch beim EP kann eine UV-Exposition eine immunsupressive Wirkung auf die EPO-
Mikroumgebung haben und stellt somit ein Risiko fiir die Entwicklung dar. Ebenso wurden neu
aufgetretene EPO bei Schwangeren erstdiagnostiziert.[59]

Der aktuelle Forschungsstand zur molekularen Pathogenese von EPO wird unter 1.4 dargestellt.
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1.3.6 Therapie

Die Standardtherapie des EPO besteht in der kurativen chirurgischen Exzision oder elektrochi-
rurgischen Destruktion bei oberflachlicheren Lisionen.[22] Eine alternative Therapie bei der
Poromatose stellt Imiquimod dar.[58]

Obwohl es sich um eine gutartige Neoplasie handelt, sind vereinzelt iiber Rezidive, trotz vor-
heriger Exzision, in der Literatur berichtet worden.[60-62] Im Vergleich zum EP sind Rezidive

beim gutartigen EPO jedoch selten.[22]

1.4 Aktueller molekularer Forschungstand zu EP und EPO

Zu den molekularen Entstehungsmechanismen sind nur wenige Studien durchgefiihrt worden,
und die Tumorbiologie ist weiterhin recht unklar. Wahrscheinlich wird die Entstehung des EP
von somatischen Mutationen vorangetrieben.[13, 27, 63, 64]

Im Folgenden soll ein Uberblick iiber die aktuelle Studienlage zu den molekularen Ursachen
von EP und EPO gegeben werden.

Denisova et al. identifizierten in einer Ganz-Exom-Sequenzierung (WES) von 14 priméren EP
eine hohe Gesamtmutationslast, welche in Zusammenhang mit UV-Exposition, der Apolipopro-
tein B mRNA Editing Catalytic Polypeptide like-Enzymdysregulation und defekter homologer
Doppelstrangbruchreparatur stand. Ein gestorter DNA-Reparaturmechanismus und eine Beein-
flussung des p53-Signalweges scheinen eine signifikante Rolle bei der EP-Atiologie zu spielen.
Eine gezielte Beeinflussung der p53-Achse, eine Inhibition der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase
(PARP) oder eine Immuntherapie kdnnten potenziell erfolgversprechende Therapieansitze bie-
ten.[13, 63]

Im Rahmen ihrer Untersuchung eines metastasierten EP fiihrten Westphal et al. ein genomi-
sches und transkriptomisches Profiling an einem metastasierten EP durch. Thre Ergebnisse zeig-
ten eine Signalweg-Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) und der
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) in den EP-Metastasen. Durch eine EGFR-gerich-
tete Therapie und Immun-Checkpoint-Inhibition konnte die fortgeschrittene Erkrankung des
Patienten mit metastasiertem EP iiber mehr als zwei Jahre stabilisiert und eine Progression ver-

hindert werden.[13, 44] Auch Comito et al. wiesen EGFR-Uberexpression fiir ein
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metastasiertes EP nach. Sie konnten zeigen, dass eine Therapie mit Cetuximab ein erfolgsver-
sprechender Ansatz war.[13, 65]

Thibodeau et al. fiihrten in ihrer Studie zu einem metastasierten EP eine umfassende Genom-
sowie Transkriptom-Analyse durch und entdeckten dabei zahlreiche genetische Veranderun-
gen, darunter einen Kopienverlust fiir die Tumorsuppressorgene Adenomat Polyposis coli
(APC), Phosphatase und Tensin-Homolog (PTEN) und cyclinabhdingiger Kinaseinhibitor 14
(CDKN14), cyclinabhdngiger Kinaseinhibitor 24 (CDKN2A), cyclinabhéingiger Kinaseinhi-
bitor 2B (CDKN2B) und eine verstarkte Expression fiir die Gene fiir Kirsten-RAS (KRAS),
EGFR und Neurogenes Lokus Notch-Homolog-Protein 1 (NOTCH1).[66]

Bosic et al. prasentierten 2018 eine Untersuchung von sechs EPO und sechs EP auf Mutationen
in 50 krebsrelevanten Genen mittels Next Generation Sequencing (NGS). Wahrend die EPO
nur wenige Mutationen aufwiesen, zeigten die EP bis zu sechs Mutationen pro Fall, wobei Tu-
morprotein 53 (7P53)-Mutationen immer dabei waren. Somit wiesen EP eine groflere geneti-
sche Heterogenitdt mit bis zu sechs mutierten Genen pro Fall auf. Wahrend 7P53-Mutationen
in allen EP auftraten, fanden sie vereinzelt Mutationen in Tumorsuppressorgenen, namlich in
Retinoblastoma 1 (RB1), APC, CDKN24 und PTEN. Zusitzlich zeigten am Phosphatidylinosi-
tol-4,5-Biphosphat-3-Kinase-Serin/Threonin-Kinase (PI3K-AKT) - und MAPK-Signalweg be-
teiligte Gene wie Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 (ABL1), Platelet Derived
Growth Factor Receptor Alpha (PDGFRA), Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase
Catalytic Subunit Alpha (PIK3CA), Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog (HRAS) und
Rearranged during Transfection (RET)-Mutationen. Auch sie fanden im Rahmen ihrer Unter-
suchungen UV-assoziierte Mutationen, und zwar bei 7P53, APC, CDKN2A4, PTEN und
RET[67]

Harms et al. schlugen 2016 nach ihrer Untersuchung von fiinf EP auf Mutationsereignisse in
126 krebsrelevanten Genen mittels Next-Generation-Sequenzierung HRAS und EGFR-Veran-
derungen ebenso wie die Inaktivierung von 7P53 und RBI als mogliche onkogene Treiber
vor.[64]

Bislang wurden nur wenige genetische Studien iiber EPO durchgefiihrt. Die oben schon er-
wiahnten Studien von Bosic et al. zeigten, dass EP eine hohere Mutationslast und haufiger re-
zidivierende 7P53-Mutationen aufwiesen als EPO.[67] In friiheren Studien wurde zudem da-
rauf hingewiesen, dass der Verlust von Tumorsuppressoren, insbesondere in Bezug auf 7P353,

das Fortschreiten von EPO zu EP fordern konnte [68]
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Zahn et al. wiesen iiber immunhistochemische Farbungsmuster nach, dass eine veranderte Ex-
pression von p53, pl6 und/oder Retinoblastom-Protein (RB) relativ spezifisch fiir EP im Ver-
gleich zu EPO ist.[34]

Sowohl be1 EPO als auch bei EP wurden in Untersuchungen Genfusionen gefunden, z. B. zwi-
schen Yes-associated protein 1 und Mastermind-like transcriptional coactivator 2 (YAPI-
MAML?2) oder YAPI und NUT-Midline Carcinoma Family Member (YAPI-NUTM). Diese
Funde untermauern die Hypothese, dass spezifische onkogene Triebkrifte eine wichtige Rolle
bei der Tumorigenese spielen und wahrscheinlich die Umwandlung von EPO in EP férdern.[35,
62] In ihrer Studie haben Sekine et al. 104 EPO und 11 EP per RNA-Sequenzierung untersucht
und dabei in 92 EPO und 7 EP Y4PI-Fusionen gefunden, die deren histogenetische Beziehung
unterstreicht und die These unterstiitzt, dass sich ein signifikanter Anteil von EPO durch ma-
ligne Transformation zum EP entwickelt. Sie konnten allerdings 7P53-Mutationen auch in EPO
nachweisen, woraus geschlossen wurde, dass sich diese Mutationen nicht eignen, gutartige von
bosartigen Neoplasmen zu unterscheiden.[62]

Tormo-Mainar et al. bestétigen eine Y4PI-NUTM-Genfusion bei einem Fall mit sehr spaten
Metastasen und sehen hier ein grof3es Potential fiir Diagnostik und Therapie.[33]

1.5 Ergédnzung zur Methodik

An dieser Stelle werden zuséatzliche Hinweise zur Methodik ergédnzt, die im zitierten Artikel
aufgrund der begrenzten Wortanzahl nicht ausfiihrlich behandelt werden konnten.[13]

Es sei darauf hingewiesen, dass im Artikel auf eine andere Arbeit von Surowy et al. verwiesen
wird, die aus dem Institut fiir Humangenetik Diisseldorf stammt und vergleichbare Methoden

im Zusammenhang mit der Genexpressionsanalyse von ADPA verwendet hat.[13, 69]

1.5.1 Experimentelles Vorgehen

Die Genexpressionsanalyse in der Explorationskohorte wurde mittels Microarray durchge-
fiihrt. Die Validierung der Kandidatengene erfolgte in einer unabhéngigen Kohorte im Rahmen
einer quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) in Echtzeit.
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Die Genexpressionsanalyse umfasste das gesamte Transkriptom. Unter einem Transkriptom
versteht man die Gesamtheit aller RNA-Molekiile, die zu einem bestimmten Zeitpunkt aus dem
Genom einer Zelle transkribiert werden.[70]

Das Transkriptomprofil spiegelt somit die Genaktivitdt wider und kann als Momentaufnahme
des Zellzustands betrachtet werden. Neben Informationen zur Genfunktion sind hierin auch
Details zur Genomplastizitat, zur Genexpressionsregulation und zu Modifikationen einzelner
Transkripte enthalten. Die Transkriptionsanalyse hat die Prazisionsonkologie entscheidend vo-
rangetrieben.[71]

Die Microarray-Technologie ist ein hybridisierungsbasierter Untersuchungsansatz. Sie ermog-
licht eine genomweite Genexpressionsanalyse fiir eine Probe in nur einem Experiment. Sie ist
fiir die Krebsforschung und Diagnosestellung von grofler Bedeutung.[72]

Diese Kopplung von Microarray und qPCR ist in Genexpressionsstudien ein Goldstandard. Bei
passender Filterung liefern die Daten aus beiden Verfahren vergleichbare Ergebnisse.[73]

Die qPCR ermdoglicht die Bestimmung der absoluten und relativen Quantifizierung der Expres-

sion fiir die Kandidatengene.[74]

1.5.2 RNA-Isolierung

Im Rahmen der Mikrodissektion wurden aus den formalin-fixiertes paraffineingebetteten Ge-
webe (FFPE)-Blocken mithilfe des Mikrotoms Schnitte angefertigt, die eine Dicke von 10 pm
aufwiesen. Anschliefend wurden die Gewebebereiche mit einem Skalpell fein separiert, um das
Tumorgewebe vom umgebenden Normalgewebe zu isolieren und homogenes Material zu er-
halten. Die histologische Abgrenzung zwischen Tumorgewebe und Normalgewebe erfolgte
vorab durch eine griindliche mikroskopische Begutachtung.

Die Entparaffinierung und RNA-Isolierung wurde gemiaB den Methoden von Surowy et al.,[13,
69] unter Verwendung des FormaPure DNA-Kits (Beckman Coulter Life Science, Indianapolis,
IN, USA) durchgefiihrt. Dies erfolgte entsprechend dem Protokoll zur Isolierung von Gesamt-
nukleinsduren (DNA/RNA) aus FFPE-Gewebe mit dem FormaPure DNA-Kit. Die Gewebely-
setemperatur und Inkubationszeit wurde entsprechend den Literaturempfehlungen fiir FFPE-

Gewebe weiter angepasst (vergleiche Limitationen 3.2).
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1.5.3 Transkriptom-Mikroarray

Nachdem die RNA-Proben durch ein fluorometrischen Assays (Qubit, RNA HS; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) und mithilfe der UV-Absorption (Nanodrop 1000 Spectropho-
tometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) quantifiziert wurden, erfolgte zudem
eine Messung der RNA-Qualitat mittels der RNA-Integritatsnummer (RIN) (Agilent 4200 Bi-
oanalyzer, Agilent RNA ScreenTape Assay, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

In der EP-Kohorte wurde von 10 Proben mit umgebendem Normalgewebe eine Trankriptom-
analyse mittels Microarray durchgefiihrt, wie in Surowy et al. beschrieben.[69]

Die Weiterverarbeitung der RNA erfolgte geméll den Herstelleranweisungen des GeneChip 3'
IVT Pico Kits (GeneChip 3' IVT Pico Kit 703308 Rev 1; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Zunichst erfolgte die cDNA-Synthese, in der 50 ng Gesamt-RNA in cDNA umge-
wandelt und anschlieBend voramplifiziert wurden, wobei acht Zyklen verwendet wurden. An-
schlieBend erfolgte die In-vitro-Transkription und die Biotin-Markierung der amplifizierten
RNA (aRNA). Als néichster Schritt wurde die markierte aRNA fragmentiert und anschliefend
auf den Arrays (Affymetrix PrimeView Human Gene Expression Microarrays, hergestellt von
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) hybridisiert iiber einen Zeitraum von 16 Stunden und bei
einer Temperatur von 45 °C. Anschliefend wurden die 4rrays mit einer Verbindung aus Strep-
tavidin und Phycoerythrin gefarbt und gemif3 den Herstelleranweisungen gescannt.[69]

Die Mikroarray-Daten, die in der Sondierungskohorte generiert wurden, wurden mit der Soft-
ware Transcriptome Analysis Console (TAC) (Version 4.0.1, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) analysiert. Die anfangliche Clusterbildung wurde mit Mikroarray-Son-
den durchgefiihrt, die einen False Discovery Rate (FDR)-korrigierten p (Wahrscheinlichkeit)-
Wert von < 0,05 fiir eine differentielle Genexpression (DGE) zwischen EP- und Normaler Haut
(NH)-Proben zeigten. Fiir den Vergleich der DGE von Transkriptom-Array-Daten aus EP- und
NH-Proben wurden folgende Auswahlkriterien fiir die Sonden angewendet: Fold Changes (FC)
< -2 oder > 2 mit einer Standardabweichung von < 1 sowohl in EP- als auch in NH-Proben; und
ein FDR-korrigierter p-Wert fiir eine DGE von < 0,001.

Die Clusteranalyse ordnete die Proben basierend auf thren Expressionsprofilen in Gruppen und
fithrte zu vier verschiedenen Arten von Vergleichen der DGE. Eine ausfiihrliche Beschreibung
dieses Vorgehens und der resultierenden Vergleiche findet sich in der Arbeit von Holst et al.[13]
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Fiir alle Vergleiche wurden Listen von differentiell exprimierten Genen (DEG), Cluster Plots
und Volcano Plots exportiert, die mit den 7ools der TAC erstellt wurden.

Ergdnzend wurden Clusterdendrogramme mit der 'hclust'-Funktion und Heatmaps fiir die ein-
zelnen Vergleiche mit dem Paket 'gplots' und der Funktion 'heatmap2()' in dem Programm R-
Studio generiert.[69, 75]

Fiir die Signalweganalyse wurde die TAC verwendet, welche auf Wikipaths als Ressource zu-
riickgreift.

1.5.4 gPCR

Zur Auswahl von Genen fiir die Validierung mit qQPCR wurden folgende Kriterien angewandt:
mehrere Sonden pro Gen, die signifikante FC-Werte wie oben beschrieben aufweisen, und
keine Sonden mit signifikanten oder unbedeutenden kontraren FC-Wert. Um die grofle Anzahl
der verbleibenden Gene fiir die Vergleiche 3 (CL1EP-C2EP) und 4 (CL1EP-CL2NH) zu stra-
tifizieren, wurden Gene mit Sonden ausgewahlt, die die 20 grofiten absoluten FC-Werte auf-
wiesen, und der Schwellenwert-FC aller einem Gen entsprechenden Sonden wurde auf mindes-
tens < -5 oder > 5 eingestellt. Es wurden nur proteinkodierende Gene mit Ausnahme von Ge-
ruchsrezeptorgenen beriicksichtigt. Dies ergab insgesamt 23 Kandidatengene fiir die qPCR-Va-
lidierung, die in der Tabelle 1 des Online Supplement der Veroffentlichung aufgefiihrt sind.[13]
Primer-Design fiir die qPCR war erfolgreich fiir 19 der ausgewéhlten 23 Gene. Diese Gene
wurden nach erfolgreichem Primer Design mittels qPCR validiert, wie in Surowy et al. be-
schrieben.[69]

J3-Actin (ACTB) wurde als interne Referenz verwendet. Bei der Primer-Erstellung wurde darauf
geachtet, dass die Exon-Exon-Grenzen des Target Gens durch die Primer Sequenzen iiberlappt
werden, um zu garantieren, dass wir nur mRNA als spéteres Amplifikationsprodukt erhalten.
Das AccuScript High Fidelity First Strand cDNA Synthesis Kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) wurde geméil} dem Protokoll des Herstellers fiir die reverse Transkription von
RNA verwendet unter Hinzunahme von zufilligen Hexamer-Primern. Fiir die cDNA-Generie-
rung wurden 500 ng RNA 1in einem Gesamtvolumen von 20 pl gelost.[69]

Der Power SYBR Green Master Mix (von Life Technologies, ThermoFisher Scientific, Carls-
bad, CA, USA) wurde geméll den Herstelleranweisungen fiir die Durchfiihrung der qPCR ver-
wendet.[69] Dieser Power SYBR Green Farbstoff lagert sich in der Doppelstrang-DNA als
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interkalierender Farbstoff an. Die gemessene Floureszenzintensitat entspricht der amplifizier-
ten Nukleinsdurenmenge.

Jede Probe wurde dreifach beziiglich sowohl fiir positive als auch negative Kontrollen auf 384-
Well-Platten auf dem Viia7-System (Life Technologies, ThermoFisher Scientific, Carlsbad,
CA, USA) amplifiziert. Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: zundchst 95 °C fiir 10 Minuten,
gefolgt von 45 Zyklen a 30 Sekunden bei 95 °C, 60 °C und 72 °C. Fiir jedes Triplikat wurden
Mittelwerte der Cycle Threshold (Ct)-Werte berechnet. Wenn ein Gen in der normalen Haut
nicht exprimiert wurde, d.h. Ct-Wert > 40, aber in der entsprechenden Tumorprobe eindeutig
exprimiert wurde, wurde der hochste Ct-Wert fiir die weiteren Berechnungen einbezogen.[69]
Die Qualititskontrolle der qPCR umfasste eine umfangreiche Bewertung der Gesamtleistung
des Gen-Assay und der Proben. Zu diesem Zweck wurden die Schmelz- und Amplifikations-
kurven beriicksichtigt. Nicht sichtbare oder nicht lineare Amplifikation, unregelméifige
Schmelzkurven oder das Fehlen einer Abgrenzung zur Negativkontrolle waren Griinde fiir eine
schlechte Bewertung. Insgesamt erfiillten 12 der 19 Gene die Qualitatskriterien und wurden in
der Explorationskohorte EP sowie in den Replikationskohorten EP und EPO weiter analysiert.
Unter Verwendung der ACt-Methode wurden die mittleren Ct-Werte an das Housekeeping-Gen

ACTB angepasst. Die FC-Werte zwischen den Tumor- und Kontrollgewebepaaren wurden als
2-AACT berechnet.[69] Nach log2-Transformation der ACt-Werte, wurde ein gepaarter t-Test

unter Verwendung der Funktion 't.test()' aus dem R-Paket 'stats' angewandt,[76] um die Unter-
schiede zwischen EP, EPO und NH zu detektieren. Die Clustering-Daten wurden mit dem R-
Paket 'agnes’ fiir hierarchisches Clustern mit der Methode der vollstdndigen Verkniipfung er-
stellt. Alle Diagramme wurden mit den R-Paketen 'ggplot2’, 'reshape’ und 'dendextend' er-
stellt.[77-79]

1.6 Ethikvotum

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-
Universitit genehmigt (Studiennummer: 5618R) und in Ubereinkunft mit der Deklaration von
Helsinki praktiziert. Es wurde von allen Patienten und Patientinnen eine schriftliche Einver-

stindniserkldrung vor Einschluss in die Studie eingeholt.



1 Einleitung 18

1.7 Ziele der Arbeit

Das EP ist eine seltene Krebsart, bei der die Kenntnis iiber die zugrunde liegenden Genexpres-
sionsprofile bislang unzureichend ist. Dies stellt eine erhebliche Hiirde dar, insbesondere wenn
es darum geht, potenzielle Ziele fiir Prazisionstherapien zu identifizieren. Die vorliegende Ar-
beit setzt sich zum Ziel, dieses Wissensdefizit zu beheben und die Mechanismen der Tumorent-
stehung bei EP besser zu verstehen und neue Ansétze fiir Therapien zu liefern.[13]

Zu diesem Zweck wurde eine Trankriptomanalyse an einer umfangreichen Kohorte von EP
durchgefiihrt,[ 13] denn Untersuchungen zur genomweiten Genexpression bieten eine ganzheit-
liche und hypothesenunabhéngige Darstellung zelluldrer Prozesse auf der Ebene der Transkrip-
tion.

Somit wurde eine Explorations-Kohorte von 10 EP einer Microarray-Analyse unterzogen, in
die umliegendes gesundes Gewebe mit einbezogen wurde. Ziel war es, signifikante Unter-
schiede in den Genexpressionsmustern zwischen den Tumoren und dem gesunden Gewebe zu
1identifizieren und auch mdégliche Variationen innerhalb der Tumore zu erkennen. Eine Signal-
weg-Analyse sollte aufzeigen, welche molekularen Mechanismen die Entwicklung von EP be-
einflussen, um Therapien ableiten zu kénnen.[13]

Um die Zuverlassigkeit der Microarray-Ergebnisse zu gewdéhrleisten, wurden ausgewahlte
Gene mittels qPCR 1n einer Validierungskohorte von 13 EP-Proben validiert. Dariiber hinaus
wurden die Ergebnisse aus den EP in einer Kohorte von 17 EPO untersucht, mit dem Ziel eine
mogliche Transformation von EPO zu EP zu erforschen.[13]

Die ekkrinen Schweildriisenkarzinome sind ein Forschungsschwerpunkt des Institutes fiir Hu-
mangenetik an der Universititsklinik Diisseldorf. Dabei bilden EP die gréfite histologisch ho-
mogene Subgruppe. Die systematische Erforschung des Exoms, des Transkriptoms und des
Methyloms soll Erkenntnisse zur Tumorbiologie liefern und die Grundlage fiir die Ableitung
zielgerichteter Therapien bilden.[80]

Die Behandlung seltener Tumorentititen ist herausfordernd, da ihr Verstidndnis oft begrenzt ist
und es keine leitlinienbasierten Therapien gibt. Die molekulare Charakterisierung von Tumoren
1st entscheidend fiir die Identifizierung von Angriffspunkten, die gezielt durch Therapien adres-
siert werden konnen. Durch eine umfassende genomweite Genexpressionsanalyse und die Un-
tersuchung der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen soll dazu beigetragen werden,

eine personalisierte Medizin voranzutreiben und die Patientenversorgung zu verbessern.
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INTRODUCTION

Sweat gland neoplasms encompass a heterogeneous but
well-defined group of rare cutaneous adnexal tumors.'?
Eccrine porocarcinoma (EP) represents the most common
form of malignant sweat gland tumor,'- but represents
only 0.005%—0.01% of all skin malignancies."* Its clini-
cal presentation is highly variable, and in contrast to its
aggressive nature, often non-suggestive of a malignant pro-
cess. Histopathology is a prerequisite for EP diagnosis.>*5
Eccrine porocarcinoma show a high tendency to local pro-
gression, tumor ulceration, local recurrence, and metastatic
disease. Limited data are available concerming EP biclogy
and treatment options, often resulting in an overall poor
outcome. As with other tumor entities, EP development
is most probably driven by somatic mutations.”® Previ-
ous research has provided the first in-depth insights into
the mutational landscape of EP. Denisova et al. performed
whole exome sequencing (WES) in a cohort of 14 pri-
mary EPs, and detected a high overall median mutation
burden. This study also indicated that defective homol-
ogous double strand break repair and the p53 path- way
play an important role in EP etiology. This suggests that
targeting of the p53 axis, Poly (ADP-ribose) poly-
merase (PARP) inhibition, or immune checkpoint inhibition
may represent promising treatment strategies.'? Westphal
et al. carried out genomic and transcriptomic profiling of
metastatic EP. They confirmed a high tumor muta- tional
burden, and demonstrated epidermal growth factor
receptor (EGFR)-mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway activation in metastatic tissue. Consistent with
this, the advanced disease of one patient with metastatic
EP was successfully controlled by EGFR-directed therapy
and immune checkpoint inhibition for a period of more
than 2 years."" In accordance, Comito et al. demonstrated,
that EGFR-overexpressing metastatic EP responded to
cetuximab.'?

Despite all this previous research, only few EP studies
have investigated the issue of molecular subtyping via
gene expression analyses, and these reports involved small
cohorts.'""* Lack of knowledge about gene expression pro-
files leaves a crucial gap in the understanding of EP and
represents an ongoing challenge to the identification of
possible targets for precision therapeutics.

The main aim of the present study was to generate in
depth insights into EP biology via the comprehensive

Conclusions: We demonstrated that EP is molecularly complex and that evolu-
tionary trajectories correspond to tumor initiation and progression. Our results
provide further evidence implicating the p53 axis and the EGFR pathway. Larger
samples are warranted to confirm our findings.

eccrine porocarcinoma, skin cancer, sweat gland carcinoma, transcriptome analysis

analysis of tumor-specific gene expression properties. The
analyses were conducted using n = 23 formalin-fixed,
paraffin-embedded (FFPE) samples of histologically well
characterized EP tumors and available normal skin (NS).
For such a rare tumor entity, this represents a large cohort.
Transcriptome analyses were conducted in an exploratory
cohort of ten of these 23 primary EPs, and findings were
validated in an independent replication cohort of the
remaining 13 primary EPs.

In addition, the present study aimed to generate insights
into the potential drivers of the malignant transformation
from eccrine poroma (EPQ), the benign counterpart of EP,
to EP.

Eccrine porocarcinoma originate from the upper sweat
gland excretory ducts. Transition to EP is described in up
to 18% of EPO cases.'* To date, few genetic studies of
poromas have been performed, and these have suggested
that specific oncogenic drivers play an important role in
tumorigenesis and probably promote the transformation of
EPOs to EPs. However, these studies have been limited by
technological constraints.'>'8

To improve knowledge of the transition from EPO to EP
change in terms of current diagnostics/therapeutics, find-
ings generated from the 23 EPs were tested in a cohort of
17 EPOs in order to gain insight into the potential drivers of
the malignant transformation from EPO to EP.

MATERIAL AND METHODS
Patients/samples

The present analyses were performed using ten FFPE tissue
samples from unrelated EP patients (exploratory EP cohort).
Inclusion criteria were: (1) primary tumor; (2) assignment of a
histopathological diagnosis by A.R. and J.R. (Figure 1); and

(3) no known history of familial occurrence. Age atdiagnosis
ranged from 41 to 78 years (mean age at onset 55.7 years),
including five female patients and four male patients.
Tumors were localized to the leg (n = 5), foot (n = 2), upper
arm (n= 1), back (n=1), neck (n = 1). In eight of the ten
patients, NS samples were available, and these were used
as matched controls. Results obtained in the exploratory EP
cohort were followed-up in an independent cohort of 13
additional EPs from unrelated EP patients and nine matched
NS (replication EP cohort), and in an additional cohort of 17
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FIGURE 1

(a) Poromas (EPOs) are benign eccrine neoplasias with ductal differentiation. They are often connected to the epidermis. The tumor

shows several tumor aggregates with monomorphous poroid cells. (b) These cells are eosinophilic, and have inconspicuous nuclel, very few mitotic
figures, and no cytological atypia. (c) In some areas ductal differentiation is evidenced by the presence of intracytoplasmic vacuoles or true ductal
structures surrounded by cuticular cells. (d) Some poromas show focal tumor necrosis, but this is not a sign of malignancy. (e) Porocarcinomas (EPs) are
often connected to the epidermis, and intraepithelial extensions are indistinguishable from those observed in Bowen's disease. The tumor aggregates
display atypical tumor cells with large hyperchromatic nuclei, many mitotic figures, and atypical mitoses. (f) Demonstration of ductal differentiation
within a porocarcinoma is necessary in order to distinguish the tumor from a conventional squamous cell. (g) The tumors show an infiltrating growth
pattern, and the surrounding tissue often shows signs of early intralymphatic spread. (h) The presence of large areas of necrosis surrounded by atypical

cells is more typical for porocarcinomas. HE stain, scale bar 100 pm.

EPOs from unrelated patients (poroma cohort). Tumors in
the replication EP cohort were selected in accordance with
the criteria used for the exploratory cohort. Age at diagnosis
ranged from 44 to 80 years (mean age at onset 63.2 years),
including six female patients and seven male patients.

Tumors were localized to the leg (n = 5), face (n = 2),
upper arm (n = 1), neck (n = 1), thorax/ decollete (n = 3),
external ear (n = 1). Ethical approval was obtained from
the ethics committee of the Heinrich Heine University
Dasseldorf, and all participants provided written informed
consent prior to inclusion (Ethics vote 5618R). The study
was conducted in accordance with the principles of the
Declaration of Helsinki.

RNA extraction

Microdissection to distinguish between tumor and NS was
performed using standard procedures. Deparaffination and
RNA isolation were performed as described in Surowy
etal.”®

Transcriptome microarray in the exploratory
cohort

Transcriptome analysis in the exploratory EP cohort was
performed via microarray, as described in Surowy et al.'?

Microarray data analysis

The microarray data generated in the exploratory cohort
were analyzed as described in Surowy et al."®

The cluster algorithm assigns the samples to clusters
according to their expression profiles for the analyzed
genes. During clustering, samples with the most simi-
lar expression profiles are grouped next to each other.
The initial cluster analysis revealed two groups of EP
tumors (see detailed description in the Results sec-
tion). Based on these findings, four different types of
differential gene expression (DGE) comparisons were
performed: (1) comparison 1 (EP-NS): overall analysis
of all EP samples (EP) and NS samples; (2) comparison
2 (CL2ZEP-CL2NS): analysis of EP samples from cluster 2
(CL2EP) and NS samples from cluster 2 (CL2NS); (3) com-
parison 3 (CL1EP-CL2EP): comparison of EP samples from
cluster 1 (CL1EP) and EP samples from cluster 2 (CL2EP);
(4) comparison 4 (CL1EP-CL2NS): analysis of EP samples
from cluster 1 (CL1EP) and NS samples from cluster 2
(CL2NS).

Since the initial criteria yielded no genes for compar-
isons 1 (EP-NS) and 2 (CL2EP-CL2NS), the false discovery
rate (FDR) corrected p value threshold was adjusted to
< 0.01 for comparison 1 (EP-NS), and to an uncor-
rected p value threshold of < 0.005 for comparison 2
(CL2EP-CL2NS).

Quantitative polymerase chain reaction
validation (QPCR)

gPCR was as described in Surowy et al.'® Expression
fold changes were calculated for the following compar-
isons: (a) EP vs. NS samples, (b) EPO vs. NS and (c) EP vs.
EPO.
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FIGURE 2 Results of the transcriptome microarray analysis. The last letter in the sample naming scheme indicates the sample type: T: eccrine
porocarcinoma (EP) samples, N. sumrounding healthy tissue samples (NS). (a) The dendrogram of the initial clustering analysis shows two distinct EP
tumor subgroups. (b—e): Differential gene expression heatmaps for comparisons 1—4. Heatmaps are clustered according to samples (columns) and
microarray probes (rows), which were selected in accordance with specified criteria. The row Z score indicates relative expression levels within each row

(blue: low expression; orange: high expression).

RESULTS

Transcriptome analysis revealed two distinct
EP tumor subgroups in the exploratory cohort

Initial clustering revealed two distinct clusters. One cluster
comprised EP samples (CL1EP) only. The second cluster
comprised both EP and NS (CL2EP and CL2NS) samples
(Figure 2a). Clustering heatmaps of the four comparisons
are shown in Figure 2b—e. As expected, each displays a
different number of DGEs (Table 1). Across all compar-
isons, a downregulation of multiple genes in tumor tissue
compared to NS was observed across all comparisons,
and widespread gene downregulation was observed in
CL1EP compared to CL2EP (CL1EP-CL2EP) (Figure 2 and
online supplementary Figure S1 and online supplementary
Table S1). Of the 23 DGEs out of the four comparisons
that were selected as candidates for validation, 22 showed
down-regulation in tumor tissue (online supplementary
Table S2). The top seven downregulated genes were Cluster
of differentiation 74 (CD74), N-myc-downstream-regulated-
gene-1 (NDGR1), Cell division control protein 42 (CDC42),
Serine/arginine repetitive matrix 2 (SRRM2), Annexin2
(ANXA2), Kruppel-like factor 9 (KFL9), and Ribosome
biogenesis factor 53 (NOP53).

Several cancer-related pathways were
dysregulated in EP

The major pathways that were dysregulated in association
with downregulated genes were: the endothelin path-
way; the vascular endothelial growth factor A-vascular

TABLE 1 Number of differentially expressed genes (microarray
results).

Comparison Genes down Genes up
C1 (EP-SHT) 29 1

C2 (C2EP-C2SHT) 18 9

C3 (C1EP-C2EP) 567 181

C4 (C1EP-C2SHT) 652 422

All microamray data generated in the exploratory cohort of n = 10 EP samples were
analyzed. The initial cluster analysis revealed two groups of EP tumors. Based on these
findings, four different types of DGE comparisons were performed:

(1) C1 (EP-SHT): comparison of all EP samples (EP) and sumrounding healthy tissue
(SHT) samples

(2) C2 (C2EP-C2SHT). comparison of EP samples from duster 2 (C2EP) and SHT
samples from cluster 2 (C2SHT)

(3) C3 (C1EP-C2EP): companson of EP samples from cluster 1 (C1EP) and EP samples
from cluster 2 (C2EP)

(4) C4 (C1EP-C2SHT). comparison of EP samples from duster 1 (C1EP) and SHT
samples from cluster 2 (C2SHT)
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endothelial growth factor receptor 2 (VEGFA-VEGFR2)
signaling pathway; the hair follicle development:
cytodifferentiation-part 3 of 3-pathway; the PodNet:
protein-protein interactions in the podocyte pathway; the
focal adhesion pathway; the transforming growth factor
(TGF)-beta signaling pathway; the cytoplasmic ribosomal
protein pathway; and the Hippo signal regulation pathway
(online supplementary Table S3).

Comparison of the two distinct tumor clusters CL1EP-
CL2EP (comparison 3) yielded 65 pathways that were
significantly affected (p-value < 0.01) by differential expres-
sion. These included all of the major pathways mentioned
above, with the exception of hair follicle development:
cytodifferentiation-part 3 of 3 pathway, and all were down-
regulated in CL1EP compared to CL2EP. In addition, this
analysis suggested that the Hippo-YAP and the EGF/EGFR
signaling pathways were significantly downregulated in the
CL1EP group compared to the CL2EP group.

The largest number of dysregulated pathways (n = 91)
was found in the comparison of CL1EP and NS (compar-
ison 4). While the above-mentioned pathways were also
affected in this analysis, the significant pathways, e.g. the
endothelin pathway, the VEGFA-VEGFR signaling pathway,
the cytoplasmic protein pathway, and the TGF-beta path-
way, each showed a higher number of DGEs than was
the case in the comparison of the CL1EP and the CL2EP
groups.

The comparison of the CL2EP tumor subgroup to NS
(comparison 2) yielded only two significantly affected
pathways: the endothelin pathway and the hair-follicle
development pathway part 3 of 3.

EPOs are a likely transitional state in EP
development

Downregulation in EP compared to NS samples was con-
firmed for five genes, i.e. CD74, NDGR1, SRRM2, CDC42,
and ANXAZ2 (Figure 3a). In contrast, ADAR (adenosine
deaminase RNA specific) and CDC248 (cluster of differen-
tiation endosialin) were significantly upregulated in EP.
A significant downregulation in EPO samples compared
to NS was found for CD74, NDGR1, SRRM2, and ANXA2
(Figure 3c). The genes CDC42, KFL9, and SRRM2 showed a
significantly lower level of expression in EP compared to
EPO (Figure 3b). Thus, the genes CD74, SRRM2, and
NDGR1 showed decreasing expression from EPO to EP.
While CDC42 and KFL9 showed no difference in expression
between EPO and NS, they showed borderline downreg-
ulation between EP and NS. A cluster analysis based on
the gPCR data showed extensive degree of separation
between EP and NS samples, whereas EPO samples tended
to cluster at intermediate positions (Figure 4). For many
of the individual assayed genes, this was also apparent
from the mean delta CT (dCT) values over all sample types
(Figure 5).
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DISCUSSION

To our knowledge, the present study investigated one of
the largest cohorts of histologically well-characterized FFPE
primary EP and matched NS samples to date, in addition to
a comparably large cohort of EPOs.

Our transcriptome-wide gene expression data revealed
an overall diversity in gene expression among the inves-
tigated EPs and indicated the existence of biologically
heterogeneous sub-entities. Hierarchical clustering iden-
tified two key matrisomal clusters, which are likely to
represent two major EP tumor subtypes with marked tran-
scriptional differences. Cluster 1 comprised four EP tumors.
These were similar in terms of their gene expression pattern,
but clearly demarcated from the six tumors that formed
cluster 2. Interestingly, while the clusters showed gene
expression similarities, they also showed expression dif-
ferences, suggesting specific genes expression patterns.
Most of the successfully validated genes showed differ-
ences in their expression levels in the distinct clusters,
and were significantly downregulated in cluster 1 (CL1EP)
compared to cluster 2 (CL2EP), e.g. NDGR1, CD74, CDC42,
ANXA2, and SRRM2. Downregulation of KFL9 was specific
for the comparison of CL2ZEP and NS (online supplementary
Table S2).

Tumor heterogeneity is a well-established phenomenon
in solid tumors, and represents an ongoing challenge in
the treatment of patients with advanced disease.?’ Despite
first promising approaches to the treatment of patients
with advanced EP including targeting of the EGFR pathway
and immune checkpoint inhibition,'"'? EP tumor hetero-
geneity and its impact on the selection of treatment strat-
egy remain poorly understood. To generate an in depth
understanding of tumor heterogeneity and its impact on
prognosis and therapy, molecular profiling of tumor tissue,
correlations with clinical parameters, and either long-term
patient follow-up or the establishment of a systematic
patient registry for rare diseases are imperative.

In addition to tumor heterogeneity, the exploratory tran-
scriptome analyses revealed a widespread downregulation
of multiple genes in EPs compared to NS. A likely expla-
nation for this observation is the existence of epigenetic
regulatory mechanisms, which can lead to the repression of
gene expression and gene silencing.?' Recent reports sug-
gest that epigenetic silencing of tumor suppressor genes
constitutes an early driving event in carcinogenesis.?'-23
However, to our knowledge, no systematic methylation
profiling or gene-specific DNA methylation analyses have
been performed to date in EP.

Our transcriptomic data, which were validated with
gPCR, revealed several downregulated genes, which are
frequently implicated in tumorigenesis and/ or tumor pro-
gression. These comprised CD74, NDGR1, SRRM2, CDC42,
and ANXAZ2. In addition, KFL9 and NOP53 showed a trend
towards downregulation. Some of these genes have not
been described previously in relation to EP etiology and
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FIGURE 3 Gene expression fold changes for
the genes studied with gPCR in eccrine
porocarcinoma (EP), eccrine poroma (EPO), and
surrounding healthy tissue (NS). Blue:
downregulation; orange: upregulation, dark
colors: pvalue <0.05. Top panel: EP vs. NS
(comparison a), middle panel: EP vs EPO
(comparison b), bottom panel: EPO vs. NS
(comparison c). In each panel, genes are ranked
from lowest to highest fold change.

FIGURE 4 Thedendrogram of the cluster
analysis based on qPCR data shows three broad
clusters that largely separate eccrine
porocarcinoma (EP) and surrounding healthy
tissue (NS) samples, while eccrine poromas (EPO)
samples tend to cluster at intermediate positions.
Sample type is indicated by the last letter in the
sample naming scheme and color: N (green): NS,
P (blue). EPO, T (red): EP.
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suggest further mechanisms of tumorigenesis. The mech-
anisms underlying the development of tumors are most
likely complex. They comprise transcriptomic and epige-
nomic alterations as well as somatic mutations in piv-
otal driver genes. The transcriptome reflects gene activity.
Changes in the transcriptome do not necessarily lead solely
to carcinogenesis. Potential driver mutations and intrinsic
modifications of driver genes can have a significant impact
on the transcriptome by altering the expression of cer-
tain genes. These genetic alterations are critical because
they can affect signaling pathways that lead to uncon-
trolled cell growth and thus contribute significantly to the
development of cancer.

NDGR1 and NOP53 are involved in the p53 axis of genome
maintenance. The p53 protein is a key regulator of cell
growth and death.?* In a recent study, our group demon-
strated that the p53 pathway is involved in EP eticlogy, and
that targeting of this pathway may represent a promising
treatment strategy.'®!'" NDRG1 regulates centrosome num-
ber and amplification, and its expression is induced in a
p53-dependent manner in response to DNA damage. Upon
homozygous loss of TP53, NDRG1 expression becomes
insufficient, leading to abnormal centrosome numbers and
genomic instability. > NOP53 modulates the response to
DNA damage by regulating DNA damage repair proteins
and p53 expression via the MDM2-mediated polyubiqui-
tination pathway.?® In addition, both NDGR1 and NOP53
are involved in the PI3K-AKT pathway, which is one of the
most frequently activated signal transduction pathways in
tumor development. This pathway modulates the intracel-
lular signal transduction response to extracellular signals,
as mediated through serine and/or threonine phosphory-
lation of a range of downstream substrates.”” Decreased
expression of NOP53 sensitizes cells to DNA damage,
delays DNA repair, and switches off G2/M checkpoint
activation.?®

SRRM2 encodes a pre-mRNA splicing protein. Recently,
RNA splicing regulators have emerged as a new class of pro-
teins that can act as oncoproteins or tumor suppressors,
and which may affect various cellular processes, including
epigenetic regulation and DNA damage response.?®

CDC42 is involved in cellular proliferation, transfor-
mation, and homeostasis, as well as cellular migration and
invasion processes.?’3' CDC42 can act as both an oncogene
and a tumor suppressor. As such, CDC42 is of importance
in maintaining cell differentiation and regulating pro-
genitor proliferation.® Previous authors have suggested
that short-term systemic treatment to decrease CDC42
activity improves the regenerative capacity of stem cells in
mice.*?

ANXAZ2 belongs to the calcium-mediated phospholipid-
binding protein family of annexins and has numerous
intra and extra cellular functions. ANXAZ2 exists in four
forms: cytoplasmic, surface membrane bound, nuclear,
and secreted.?® In many cancer types, overexpression
of ANXA2 has been reported to contribute to cancer
progression, metastasis and drug resistance, possibly sec-

ondary to enhanced angiogenesis.* Thus, anti-angiogenic
cancer therapies may represent promising therapeutic
targets.®

CD74 encodes a cell surface receptor, which is expressed
in multiple cell types. Recent research suggests that the
pleiotropic cytokine macrophage migration inhibitory fac-
tor (MIF) confers a risk for numerous inflammatory disorders
and malignancies via binding to the CD74 receptor and
the activation of downstream signaling pathways.** MIF
has been described as playing a central role in the regula-
tion of innate and adaptive immunity. Additionally, research
suggests that MIF inhibition could contribute towards over-
coming resistance to immune checkpoint blockade therapy
in melanoma.®’

KLF9 is a member of a family of DNA-binding transcrip-
tional regulators that control crucial cellular processes, e.g.
proliferation, differentiation, migration, and maintenance
of pluripotency.®**0 KLF9 influences keratinocyte prolifer-
ation and differentiation through diurnal control of target
gene expression.*' Reduced expression of this gene has
been reported in melanoma and cutaneous squamous cell
carcinoma.*?43

The results of the present study underline the power
of gene expression profiling in solid tumors and increase
understanding of the genetic architecture of EP, thus
advancing efforts to translate molecular findings into
prospective clinical trials of novel agents and promising
treatment strategies.''** However, the highly variable clin-
ical presentation of EP often impedes early diagnosis, and
the steps that lead to EP transformation remain poorly
understood.” %1745 To dissect the stages of EP carcinogen-
esis, we followed up our gene expression profiling results
in a cohort of EPO samples. Here, the aim was to identify
genes that show altered progression from NS to EPO to EP.
Interestingly, for several of the genes studied in EPO, the
respective expression levels were between those observed in
EP and NS, with CD74, SRRM2, NDGR1, NOP53, and ANXA2
all showing a stepwise reduction in expression from NS via
EPO to EP (Figures 3, 5). This suggests that these genes are
possible drivers of oncogenic transformation, and supports
the hypothesis that EPO is a risk factor for EP development.
Interestingly, the phenomenon of evolutionary trajecto-
ries that correspond to tumor initiation and progression
is well described in skin tumors, and has facilitated the
identification of molecular markers to enable early diag-
nosis and thus improve the clinical management of skin
malignancies.*®*’

Evolutionary trajectories are of great interest in under-
standing malignant transformation. Cancer can be viewed
as a Darwinian system, and thus evolutionary processes
such as mutation and selection can be used to explain the
origin and spread of malignant clones and subclones.*®

However, the development of malignant tumors can-
not be explained solely by a single evolutionary model,
such as the Darwinian model. Epigenetic changes, e.g. a
high degree of DNA methylation, which can inactivate
tumor suppressor genes, interactions with the clonal
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microenvironment and transcriptional plasticity influence
the evolutionary process.*® When mutations and epige-
netic changes in these cells favor self-renewal and clonal
growth, evolution toward malignancy occurs. However,
only a few mutations are driver mutations. In most cases,
cancer cell evolution aborts, and premalignant lesions
are much more common than malignant tumors. Sub-
clonal genetic diversity of a tumor can explain treatment
failure.*8.50

To expand our exploration of the transcriptional mech-
anisms of EP and potential new therapeutic avenues, a
pathway analysis of the results of genome-wide expres-
sion comparisons was performed (online supplementary
Table S3). Interestingly, our results are consistent with
first therapeutic successes and underscore the importance
of EGFR-targeted therapy.'''? Additionally, other cancer-
related pathways demonstrated a high significance in our
analysis, including the endothelin pathway, the VEGFA-
VEGFR2 signaling pathway, the focal adhesion pathway, the
TGF-beta signaling pathway, and the cytoplasmic riboso-
mal protein pathway. While these pathways currently do
not offer treatment alternatives for EP, they may poten-
tially serve as future therapeutic options. However, none
of the identified pathways showed consistent dysregula-
tion in all four comparisons, and no pathways were clearly
attributable to one of the two key matrisomal clusters. The
recruitment of larger cohorts of EP and EPO patients is thus
warranted in order to follow-up our findings.

In conclusion, the present study generated novel insights
into the transcriptional landscape of the rare sweat gland
carcinoma EP. Our results revealed a widespread downregu-
lation of genes in EP tumor tissue, which might be explained
by hitherto unexplored epigenetic regulatory mechanisms,
and indicate crucial oncogenic driver pathways. In accor-
dance with previous findings, our results implicate the p53
axis and the EGFR pathway in EP etiology, and support
the hypothesis that targeting of the p53 axis and EGFR
represent promising treatment strategies. Interestingly, the
investigated EPs were shown to be molecularly complex,
and evolutionary trajectories that correspond to tumor ini-
tiation and progression were demonstrated. This reinforces
the need to improve understanding of EP tumor hetero-
geneity and molecular hallmarks via integrative research
strategies that also consider poromas. This will be key
not only in terms of identifying high-risk individuals, but
also in terms of the translation of molecular findings into
prospective clinical trials of novel agents.
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3 Diskussion

3.1 Ergebnis-Diskussion

FFPE-Proben primirer EP und EPO sowie umgebender NH bildeten die Hauptdatenquellen
dieser Arbeit. 10 EP mit gepaartem gesundem NH, soweit vorhanden, bildeten die Explorations-
kohorte und wurden fiir die genomweite Genexpressionsanalyse durch Microarray verwendet.
Fiir die Validierung der Transkriptom-A4rray-Ergebnisse mittels qPCR wurden 13 zusétzliche
EP mit umgebender NH verwendet. Dariiber hinaus wurden die Resultate der EP an einer
Kohorte von 17 EPO iiberpriift.[13]

Nach Sichtung der aktuellen Studienlage, welche in dem Kapitel 1.4 dieser Arbeit zusammen-
gefasst wird, ist davon auszugehen, dass es sich um die bisher grof3te Kohorte aus EP und EPO
handelt, fiir die eine umfassende Genexpressionsanalyse durchgefiihrt wurde.[13]

Ziel dieser Dissertation war es, mithilfe der genomweiten Transkriptomanalyse weitere Er-
kenntnisse zu den molekularen Mechanismen der Tumorentwicklung zu erhalten und damit ein
tieferes Verstindnis der Tumorbiologie der EP zu gewinnen. Hierzu diente die Untersuchung
auf mogliche DGE in den EP, die Identifikation von Treibergenen und die Untersuchung der
Signalwege hinsichtlich signifikanter Verdnderungen. Zudem sollten mogliche Treiber fiir die
Transformation vom EPO zum EP identifiziert werden.[13]

Zusammenfassend ergab die Genexpressionsanalyse mittels Microarray und qPCR folgende
wichtige Ergebnisse:

s Bei dieser Tumorerkrankung liegen biologisch heterogene Subtypen vor. Denn die hie-
rarchische initiale Clusterbildung auf der Basis der Microarray-Daten identifizierte
zwei Tumorcluster mit deutlichen Unterschieden in der Genexpression.[13]

s Inallen Vergleichen dominierte eine Herunterregulierung von Genen in den EP im Ver-
gleich zu NH, aber auch in den Vergleichen der Tumorcluster untereinander. Die er-
folgreich validierten Gene Cluster of Differentiation 74 (CD74), N-myc-downstream-
regulated-gene-1 (NDGRI), Serin/Arginin Repetitive Matrix 2 (SRRM?2), Cell Division
Control Protein 42 (CDC42), Annexin A2 (ANXA2) und Ribosome Biogenesis Factor
53 (NOP53) waren in den EP im ersten Cluster in allen Vergleichen herunterreguliert.

Kruppel-like Factor 9 (KFL9) zeigte eine signifikante Herabregulierung in den EP im
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zweiten Cluster im Vergleich zu NH. Die Verringerung der Expressionsniveaus konnte
durch epigenetisches Stummschalten der Gene erklart werden.[13]

s  Unter den validierten Genen fanden sich sowohl Tumorsuppressor- als auch Onkogene,
die neue Erkenntnisse zur EP-Entwicklung lieferten.[13]

s Die Untersuchungen legen die Beteiligung der p53-Achse an der EP-Genese nahe. Denn
die Gene NDGRI und NOP53 sind in diese Achse eingebunden und waren herunterre-
guliert.[13]

»  Die Gene CD74, NDGR1, SRRM?2, ANXA2 und mit Trend zur Signifikanz auch NOP53
wiesen in der Studie eine schrittweise abnehmende Expression von NH iiber EPO zu EP
auf. Diese Beobachtung legt nahe, dass sie die onkogene Transformation vom EPO zum
EP fordern kénnten, und deutet darauf hin, dass EPO ein Ubergangsstadium in der
Entwicklung von EP darstellen konnte.[13]

» Die Signalweg-Analyse identifizierte zahlreiche Tumor bezogene Pfade und deutete un-
ter anderem auf eine mdgliche Beteiligung des Endothelin- und den VEGFA/VEGFR2-
Signalwegs an der EP-Entstehung hin. So konnten neue, noch nicht beschriebene Me-
chanismen der Tumorentstehung aufgezeigt werden. Die Ergebnisse untermauern zu-
dem die Relevanz der EGFR-gerichteten Therapie des EP.[13]

Mit diesen Erkenntnissen wird ein besseres Verstindnis der molekularen Mechanismen bei EP
erreicht, welches eine Grundlage fiir zukiinftige Forschung und klinische Anwendungen bietet.
Im Folgenden werden diese Teilergebnisse vor dem Hintergrund der aktuellen Literatur im

Hinblick auf die Ziele der Arbeit diskutiert.

3.1.1 Tumorheterogenitit der EP-Kohorte

Die durch das hierarchische Clustern auf der Basis der Microarray-Daten identifizierten Tu-
mor-Subtypen wiesen innerhalb eines Clusters Ahnlichkeiten in der Genexpression auf. Der
Vergleich beider Cluster brachte jedoch deutliche Unterschiede hervor. Dies lasst auf spezifi-
sche Genexpressionsmuster der Subtypen schlieflen. Vier EP bildeten Cluster 1 (CL1EP), sechs
EP zusammen mit allen NH das Cluster 2 (CL2EP und CL2NH). In Cluster 2 waren die sechs
EP als Untergruppe erkennbar, wie im Cluster-Dendrogramm aus Holst et al. Abbildung 2a,
dargestellt.[13] Die erfolgreich validierten Gene zeigten unterschiedliche Expressionsniveaus
in den Clustern. In CL1EP im Vergleich zu CL2EP waren die Expressionsstarken dieser Gene
deutlich herunterreguliert. Dies galt fiir die Gene CD74, NDGRI1, SRRM?2, CDC42, ANXA2,
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und NOP353. Fiir CL2EP war die Herabregulierung von KFL9 im Vergleich zu NH kennzeich-
nend, wie in der Online Supplement Tabelle 1 aus der Arbeit von Holst et al. zu sehen ist.[13]
Die Microarray-Analyse zeigte somit eine Tumorheterogenitat auf, die ein haufig beobachtba-
res Merkmal von Tumorerkrankungen ist und eine Behandlung fortgeschrittener Tumore er-
schwert.[13, 81-83]

Folgende Formen genetischer Heterogenitit be1 Tumoren werden in der Literatur unterschie-
den:

m Interpatientenheterogenitét: Unterschiede zwischen den Tumoren verschiedener Patien-
ten. Die Anerkennung dieser Heterogenitit fiihrt zur Entwicklung individualisierter Be-
handlungen.

m Intratumorale Heterogenitit: Diese bezieht sich auf den Primartumor und beruht auf den
mit jeder Teilung zusétzlich erworbenen Mutationen. Sie liefert die Grundlage fiir die
intermetastatische Heterogenitét, der eine grof3e klinische Bedeutung zukommt.

m Intermetastatische Heterogenitét: Diese bezieht sich auf die genetische Unterschiedlich-
keit verschiedener metastatischer Lasionen bei einem Patienten.

m Intrametastatische Heterogenitdt: Diese beschreibt die Unterschiede innerhalb einer
Metastase.[81]

Bei den genetischen Verdanderungen geht es nicht nur um Mutationen, sondern auch um epige-
netische Verdnderungen, wie den Methylierungszustand.[81] Auf die Epigenetik wird im wei-
teren Verlauf der Diskussion eingegangen.

Durch die der Dissertation zugrunde liegende Untersuchung konnte eine Interpatientenhetero-
genitét fiir die untersuchte Kohorte an EP aufgezeigt werden.[13] Die Tatsache, dass sdmtliche
analysierte EP in dieser Studie Primartumore sind und vor Therapiebeginn chirurgisch entfernt
wurden, schlie3t die Wahrscheinlichkeit aus, dass die beobachtete Tumorheterogenitit eine Re-
aktion auf schnelle genomische Veranderungen unter therapeutischem Druck darstellt.

Die Erstellung molekularer Profile von Tumorgewebe ist ein wichtiger Baustein, der die Tu-
morheterogenitit und deren Bedeutung fiir Therapie und Verlauf verstdndlich machen kann.
Das molekulare Profiling bietet die Moglichkeit der Klassifikation vieler solider Tumoren und
hat die Entwicklung und Umsetzung neuer Behandlungsansitze gefordert. Als spezifisches Tu-
mormerkmal bildet das Genexpressionsprofil die Basis fiir die Ableitung von Prazisionsthera-
pien. [82, 83] Dies gilt auch fiir seltene Tumore wie das EP.[13, 44, 63, 66]

In der Onkologie gewinnt die personalisierte Medizin besondere Bedeutung, vor allem wenn

bisherige Therapien frustran sind oder seltene Tumorerkrankungen vorliegen. Entscheidungen
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iiber die individuelle Therapie basieren auf dem molekularen Profil des Tumors und werden in
einem interdisziplindren Tumorboard getroffen, das Experten aus verschiedenen Fachbereichen
zusammenbringt. Ein Beispiel fiir die Umsetzung dieses Ansatzes ist das Zentrum fiir Persona-
lisierte Medizin in Diisseldorf, wo auf Grundlage eines ganzheitlichen Ansatzes malBgeschnei-
derte Behandlungen entwickelt werden, um jedem Patienten die bestmogliche Versorgung zu
bieten.[84]

Bezogen auf das EP konnten Fortschritte hinsichtlich des biologischen Verstandnisses und beim
therapeutischen Management erzielt werden, wie im Kapitel 1.4 und in der Publikation be-
schrieben. So konnte durch Hemmung von Immuncheckpoints und einen gezielten Eingriff in
den EGFR-Signalweg der Zustand eines Patienten mit metastasiertem EP iiber zwei1 Jahre sta-
bilisiert werden.[44] Der p53-Signalweg, die gezielte Hemmung der PARP,[63] und die
YAP1/TEAD-abhédngige Transkription,[62] sind Ansatzmoglichkeiten fiir neue Therapieoptio-
nen. Doch trotz aller Fortschritte ist die Tumorheterogenitit beim EP ein bisher wenig verstan-
denes Phanomen.[13]

Von groBer Bedeutung ist auch die Einrichtung eines Patientenregisters fiir seltene Tumorer-
krankungen. Nur so kénnen Tumorheterogenitit und ihre Auswirkung auf Therapie und Prog-
nose verstanden werden.[13]

In Europa spricht man dann von einer seltenen Erkrankung, wenn sie weniger als eine von 2000
Personen betrifft.[85] Von einer seltenen Krebserkrankung wird bei einer Inzidenz von weniger
als 6 pro 100 000 Personenjahre gesprochen.[86] Die Inzidenz von EP variiert in der Literatur
von 0,02 und 1,9 pro 100 000 Personenjahre, wie in Kapitel 1.2.1 aufgefiihrt. Daher zahlt es zu
den seltenen Krebserkrankungen.

Seltene Krebserkrankungen machen ca. 24% aller Krebserkrankungen aus. Auch wenn die
Gruppe dieser Erkrankungen heterogen ist, so treten fiir jede Form der seltenen Tumore ver-
gleichbare Problemlagen auf, wie z.B. Schwierigkeiten bei der Diagnosestellung, Mangel an
Therapien und erschwerte Forschungsbedingungen.[87]

Fiir seltene Erkrankungen bilden Patientenregister die unabdingbare Grundlage, um ausrei-
chende StichprobengroBen fiir die Forschung zu gewinnen.[85]

In emnem Register werden patientenbezogene Daten systematisch zum Zwecke der wissen-
schaftlichen Beschreibung und Analyse von Krankheitsverlaufen oder Behandlungsfolgen zu-
sammengetragen. Um die Brauchbarkeit von Datensammlungen sicherzustellen, miissen ein-

heitliche Begrifflichkeiten und Dokumentationsregeln beachtet werden.[88]
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Register spielen eine entscheidende Rolle bei Erforschung von Krankheitsverldufen und fiir die
Entwicklung und Uberpriifung von Therapien sowie das Auffinden von Biomarkern, insbeson-
dere bei seltenen Krebserkrankungen.[88, 89]

Das Projekt RARECARENet ist ein wichtiges Informationsnetzwerk fiir seltene Krebserkan-
kungen in Europa. Ein bedeutendes Ziel besteht darin, Daten aus verschiedenen europaischen
Krebsregistern zu sammeln und in eine gemeinsame Datenbank zu integrieren, um eine umfas-
sende Uberwachung und Erforschung seltener Krebserkrankungen zu erméglichen. Dabei ist
die Standardisierung der Daten zwischen den verschiedenen Registern ein entscheidendes Teil-
ziel, um die Datenqualitét zu verbessern.[90] Gerade fiir die Register fiir seltene Erkrankungen
besteht ein hohes Potential von der Digitalisierung im Gesundheitswesen zu profitieren, denn
die Datenzusammenfiihrung spielt hier eine entscheidende Rolle.[91]

Ein systematisches internationales Patientenregister wiirde die weitere Forschung fiir EP deut-
lich erleichtern. Neben allen Vorteilen der Datenzusammenfiihrung wiirde auch die Probenge-

winnung fiir weitere Studien vereinfacht.

3.1.2 Herunterregulierung zahlreicher DEG in EP

Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigten eine Herunterregulierung zahlreicher Gene in den
EP. Diese Herunterregulierung war sowohl im Vergleich zu normalen Geweben als auch im
intertumoralen Vergleich zwischen den EP-Clustern zu erkennen. Die CL1EP wiesen gegen-
iiber CL2EP eine Herunterregulierung auf. Eine iiberwiegende Herunterregulierung von Genen
in den Tumorproben zeigte sich in allen durchgefiihrten Genexpressionsvergleichen, wie in der
Tabelle 1 und der Abbildung 2b-e aus Holst et al. dargestellt.[13]

Epigenetische Regulationsmechanismen, welche zur Unterdriickung der Genexpression fiihren,
konnten diese Ergebnisse erklaren.[13] So kann die Genexpression von Tumorsuppressorgenen
durch diese Mechanismen unterdriickt werden, was zu einem Silencing dieser Gene fiihrt. Ein
solches Stummschalten von Tumorsuppressorgenen wird in der jiingsten Literatur als initial
treibendes Ereignis in der Entwicklung bosartiger Tumore beschrieben.[13, 92-94]

Mogliche epigenetische Verdnderungen sind z. B. DNA-Methylierung, Histonmodifikationen
und RNA-Veranderungen. Durch diese reversiblen, aber vererbbaren Modifikationen entstehen
verdnderte Genexpressionsmuster.[95] In zahlreichen Studien sind epigenetische Verdnderun-
gen fiir kutane Neoplasmen untersucht und auch gefunden worden. So fanden Goldberg et al.
in 88% ihrer untersuchten BCC eine Promoter- Methylierung fiir das Tumorsuppressorgen
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Fragile Histidine Triad Protein (FHIT).[96] Murao et al. fanden Hypermethylierung fiir meh-
rere Tumorsuppressorgene bei SCC, wobei die Promotorregion von Cadherin 1 (CDHI) in 95%
der untersuchten SCC hypermethyliert war. Dieses Gen unterdriickt Invasion und
Metastasierung.[97]

Auch fiir das maligne Melanom konnten spezifische DNA-Methylierungen gefunden werden.
Eine globale DNA-Hypomethylierung trug zur Immuntherapieresistenz bei. Dies liegt ursachlich
an der Forderung der Expression des Gens Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1).[98]
Promoter spezifische DNA-Hypermethylierungen wurden fiir zahlreiche Tumorsuppressorgene in
verschiedenen Studien nachgewiesen, z.B. fiir das Gen PTEN, wobei diese Hypermethylierung
ein negativer prognostischer Marker fiir das Uberleben beim malignen Melanom ist.[99] Eine
Hochregulierung von DNA-Methyltransferasen (DNTM) wurde in metastasierten Melanomen
im Vergleich zu Néavi gefunden. Diese epigenetische Verdnderung korrelierte mit Proliferation
und Tumorprogression.[100, 101]

Der Grad der DNA-Methylierung koénnte als Biomarker z.B. zur Unterscheidung zwischen Navi und
malignen Melanomen und zur Verlaufskontrolle dienen.[102] In einem Melanom-Maus-Modell
konnte die Behandlung mit DNMT zu einer Verbesserung der Immuntherapie fiihren. [103]
Auch wenn viele Zusammenhinge noch nicht verstanden sind, kdnnen epigenetische Analysen
zu einem besseren Verstandnis der Tumorentstehung und Progression fithren. Sie bieten eine
interessante Basis fiir Biomarker und Therapieansitze.[95, 102]

DNA-Methylierungsanalysen und auch Untersuchungen zu moglichen Histonmodifikation sind
fiir EP nach momentaner Studiensichtung noch nicht durchgefiihrt worden und stellen somit
einen zukiinftigen Studienansatz dar.[13]

Die mittels qPCR validierten Genexpressionsdaten wiesen in EP sowohl die Herunterregulie-
rung fiir Gene auf, die als Tumorsuppressoren bekannt sind als auch fiir onkogene Treibergene.
Zu den erfolgreich validierten Genen zihlten NDGRI, SRRM?2, CDC42, ANXA2, CD74, KFL9
und mit Trend zur Herunterregulierung auch NOP53.[13]

Einige dieser herunterregulierten Gene sind Bestandteile zentraler onkogener Signalwege. Im
Zusammenhang mit der EP-Entwicklung sind die obig genannten Gene in der Literatur noch
nicht erwahnt worden. Sie konnten auf zusétzliche Wege der Tumorgenese hinweisen. Einige
Gene sind jedoch in Achsen integriert, die schon im Rahmen der EP-Forschung oder in Korre-

lation mit anderen Hauttumoren erwihnt wurden.[13]
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Die obig genannten Gene werden nun im wissenschaftlichen Kontext in Bezug auf ihre Rolle
bei der Krebsentwicklung diskutiert.

NDGR1,[104, 105] und NOP53,[106] werden in der Literatur iiberwiegend als Tumorsuppres-
soren beschrieben und sind in die sogenannte p53-Achse involviert.[13]

Das Protein p53, von zentraler Bedeutung fiir die Erhaltung des Genoms, wirkt tumorsuppres-
siv, da es den Zellzyklus unterbricht und bei DNA-Schdden und onkogener Transformation
Apoptose einleitet.[13, 107]

Die Expression von NDGRI, welches an der Regulation der Zentrosomenzahl beteiligt ist, wird
nach emer DNA-Schidigung in Abhédngigkeit von p53 ausgeldst. Die Expression von NDGRI
1st nicht ausreichend, wenn ein homozygoter Verlust von 7P53 vorliegt. Dies fiihrt zu einer
abnormen Zentrosomenzahl und genomischer Instabilitdt.[13, 108] Die Promotorregion des
NDRG1-Gens enthélt eine p53-Bindungsstelle, die eine p53-abhédngige Transkriptionsaktivie-
rung ermoglicht. Ansédtze zur RNA-Interferenz und induzierbaren Genexpression legen nahe,
dass NDRG1 eine wichtige Rolle bei der p53-vermittelten Caspase-Aktivierung und Apoptose
spielt.[109] NDGRI hat die Fahigkeit EGFR herunterzuregulieren. Seine antionkogene Wir-
kung, sowohl in vivoe als auch in vitro, macht dieses Gen zu einem interessanten therapeutischen
Z1el.[104, 105] Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen die Bedeutung von NDGRI als Tu-
morsuppressor.[13]

NOPS3 (friiher als Glioma Tumor Suppressor Candidate Region Gen 2, GLTSCR2 bezeichnet)
steuert die Expression von DNA-Reparatur-Proteinen und die p53-Expression iiber den Murine
Double Minute 2 (MDM2) -vermittelten Polyubiquitinierungsweg und moduliert dariiber die
Reaktion auf DNA-Schédden. Folgenreich fiir die Zellen ist eine verminderte Expression von
NOPS53, denn die DNA-Reparatur ist dann verzogert und die Aktivierung des G2/M-Check-
points wird ausgeschaltet.[13, 106] Bei ribosomalem Stress verlagert sich NOP353 in das Nuk-
leoplasma, interagiert mit p53 und stabilisiert es. Dariiber hinaus hemmt die ektopische Expres-
sion von NOP53 das Wachstum von Krebszellen in einem Xenograft-Tiermodell iiber den p53-
abhingigen Weg erheblich. Es wurde vorgeschlagen, dass es ein neues Mitglied der Nukleolus-
Nukleoplasma-Achse fiir die Regulierung von p53 ist.[110]

Es konnte im Rahmen der Studie von Denisova et al. gezeigt werden, dass die p53-Achse in die
EP-Entstehung involviert ist.[63] Die Ergebnisse im Rahmen der vorliegenden Studie unter-
streichen, dass ein Eingriff in diese Achse ein erfolgsversprechender Therapieansatz sein

konnte.[13]
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NDGRI1 und NOP53 sind auch in den PI3K-AKT-Signalweg integriert. Bei diesem Signalweg
handelt es sich um einen der am hiufigsten aktivierten Signaliibertragungswege in der Tumo-
rentwicklung. Er beeinflusst die intrazelluldre Signaltransduktionsreaktion auf extrazellulare
Signale. Dies geschieht durch Serin- und/oder Threonin-Phosphorylierung einer Reihe von
nachgeschalteten Substraten.[13, 111]

SRRM?2 codiert fiir ein Protein, welches als Spleif3faktor agiert, dabei das alternative Spleiflen
reguliert und an der Organisation der Kernflecken wahrend des Zellzyklus beteiligt ist. Bei
Mangel an SRRM?2 konnen bestimmte Genabschnitte, sogenannte Kassetten-Exons, falsch ge-
schnitten werden, was zur Verdnderung groer Proteinbereiche fithren kann.[13, 112]

Defekte im alternativen Spleilen sind hadufig bei menschlichen Tumoren zu finden. RNA-
SpleiBregulatoren wurden jiingst als neue Proteinklasse identifiziert, die als Onkoproteine oder
Tumorsuppressoren agieren konnen. Sie konnen auf unterschiedliche zelluldre Prozesse einwir-
ken, darunter die epigenetische Regulierung und die Reaktion auf DNA-Schéden.[13, 113] Die
Dysregulation des alternativen Spleilens erweist sich als mogliche Basis fiir neuartige the-
rapeutische Ziele und Biomarker fiir das Fortschreiten bei Tumorerkrankungen.[114]

Die Ergebnisse dieser Untersuchung kénnten auf Spleidysregulationen im Rahmen der EP-
Entwicklung hindeuten.[13]

CDC42 1st an zahlreichen zelluldren Prozessen beteiligt. Dazu zdhlen Proliferation, Transfor-
mation, Homoostase sowie Migrations- und Invasionsprozesse.[13, 115, 116] In Studien wird
von Wirkungen als Onkogen als auch als Tumorsuppressor berichtet, wobei CDC42 eine Be-
deutung fiir die Aufrechterhaltung der Zelldifferenzierung und fiir die Regulierung der Proge-
nitorproliferation zugeschrieben wird.[13, 115]

In einem Mausmodell fiihrte heterozygoter CDC42-Mangel zu erhohter Proliferation und ver-
minderter Keratozyten-Apoptose sowie zu einer Schiadigung von Tight Junctions, Adherens
Junctions und Desmosomen. CDC42 scheint somit eine wichtige Rolle fiir die Hautentwicklung
und Hautbarrierefunktion emzunehmen.[13, 117]

ANXA2 7ahlt zur Familie der Calcium-vermittelten Phospholipid-bindenden Proteine der An-
nexine. ANXA2 werden vielfiltige Funktionen im intra- und extrazelluldren Kontext zuge-
schrieben. Es préasentiert sich in vier Formen: zytoplasmatisch, an die Oberflichenmembran
gebunden, kernstandig und sezerniert.[13, 118] In der Literatur wird ANXA42 als {iberwiegend
als Onkogen beschrieben. Fiir zahlreiche Krebsarten wird Uberexpression von ANXA42 berich-
tet, so z.B. bei Brustkrebs und dem hepatozelluldren Karzinom sowie verschiedenen Leukémie-

formen. Diese fiihrt zum Fortschreiten, zur Metastasierung und zur Arzneimittelresistenz. Eine
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verstarkte Angiogenese konnte mit der veranderten 4NXA42-Expression in Verbindung stehen.
Diese Erkenntnisse riicken antiangiogene Krebstherapien als interessante therapeutische Ziele
in den Fokus.[13, 119]

Bei wenigen Krebsarten wirkt ANXA42 als Tumorsuppressor, so bei dem Plattenepithelkarzinom
des Osophagus, Osteosarkom und Prostata-Krebs.[118]

CD74 kodiert fiir einen Zelloberflaichenrezeptor, der in vielen Zelltypen vorkommt und ist in
die Antigenprésentation bei der Immunantwort eingebunden.[13, 120] Studien von Zeiner et al.
zu Hirnmetastasen zeigten heterogene Expressionsniveaus von CD74 in derselben Tumorenti-
tdt, wobei niedrige CD74-Proteinexpression mit CD74-Promotor-Methylierung einher-
geht.[121]

Ein Risiko fiir zahlreiche entziindliche Erkrankungen und bésartige Tumore stellt das Zytokin
Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) iiber die Bindung an den CD74-Rezeptor und
die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege dar, wie zahlreiche Studien berichten. Zudem
wird in der Literatur die Bedeutung von MIF bei der Regulierung der angeborenen und adapti-
ven Immunitét hervorgehoben.[13, 122, 123]

Ogata et al. untersuchten die MIF/CD74-Achse und schlugen CD74 als prognostischen Tumor-
marker vor, der mit einem guten Uberleben bei Melanomen im Stadium III und IV assoziiert
ist, [124] MIF-Inhibition soll zudem zur Uberwindung der Resistenz gegen eine Immun-Check-
point-Blockade-Therapie beim Melanom beitragen.[13, 125]

KLF?9 steuert als DNA-bindender Transkriptionsregulator zentrale zelluldre Prozesse. Dazu
zdhlen Proliferation, Differenzierung, Migration und Erhaltung der Pluripotenz.[13, 126, 127]
Durch die tageszeitliche Kontrolle der Genexpression von Zielgenen nimmt es Einfluss auf die
Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten.[13, 128].

Bagati et al. stellen heraus, dass KLF9 bei mehreren Arten von menschlichen Krebsarten her-
unterreguliert war. Sie untersuchten selbst das Expressionsmuster von KLF9 in metastatischen
Melanomzellen und normalen menschlichen Melanozyten (NHM). Dabei wurde in metastasie-
renden Melanomzellen im Vergleich zu NHM ein signifikanter Riickgang der KLF9-Protein-
expression beobachtet. Messung der KLF9-Proteinexpression in menschlichen Melanompro-
ben mittels Immunhistochemie ergab einen sinkenden KLF9-Spiegel mit zunehmender Mela-
nomprogression. Funktionell legten sie einen Zusammenhang zwischen der KLF9-Expression
und der Reactive Oxygen Species (ROS)-Regulation nahe.[129]

Xing et al. zeigten in einer Studie zum SCC, dass Herunterregulierung von KLF9 die hemmende

Wirkung des Knockdowns von 6-Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-Biphosphatase 3
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(PFKFB3) auf die Proliferation, Metastasierung und aerobe Glykolyse von SCC-Zellen auf-
hebt. Somit wird wohl PFKFB3 durch KLF9 transkriptionell reguliert. PFKFB3-Silencing
durch KLF9 hemmt die Proliferation, Metastasierung und aerobe Glykolyse von kutanen Plat-
tenepithelkarzinomzellen.[130] Die Ergebnisse der vorliegenden Studie haben eine signifikante
verminderte Expression von KFL9 in EP aufgezeigt. Dies war kennzeichnend fiir die CL2EP
und entspricht den Ergebnissen von Studien zu anderen Hauttumoren. So wurde eine vermin-
derte Expression dieses Gens auch bei malignen Melanomen und Plattenepithelkarzinomen der
Haut festgestellt.[13, 129]

Die Ergebnisse dieser Studie zu den in den Tumorproben differentiell exprimierten und erfolg-
reich validierten Gene zeigen mdogliche neue Wege der EP-Entwicklung auf.[13] Die aufge-
fiihrten Gene sind bei verschiedenen Tumorerkrankungen schon in der Literatur als Onkogen
oder Tumorsuppressor beschrieben worden, fiir das EP jedoch nicht. Bemerkenswert 1st die
Bedeutung von KFL9 und CD74 fiir die Karzinogenese auch anderer Hauttumore. Die Studien-
ergebnisse verdeutlichen die Leistungsfahigkeit der Genexpressionsprofilierung bei soliden Tu-
moren. Damit wird ein besseres Verstandnis der molekularen Ursachen von EP mdglich.[13]
Die Ergebnisse helfen, wissenschaftliche Erkenntnisse auf molekularer Ebene voranzutreiben
und in zukunftsweisende klinische Studien einzubringen, die neue Medikamente und vielver-

sprechende Behandlungsansétze untersuchen.[13, 44]

3.1.3 EPO als potenzielles Ubergangsstadium in der EP-Entwicklung

Um den Prozess der EP-Karzinogenese weiter zu entschliisseln, sind im Rahmen dieser Studie
die Ergebnisse der Microarray basierten Genexpressionsanalyse nicht nur in weiteren EP- und
NH-Proben, sondern auch in einer Kohorte von EPO-Proben weiter untersucht worden. Die
Studienergebnisse wiesen aus, dass die Expressionsniveaus mehrerer untersuchter Gene in EPO
zwischen denen in EP und NH lagen. So zeigten CD74, NDGR1, SRRM?2, ANXA2 und NOP53
eine schrittweise verringerte Expression von NH iiber EPO zu EP auf.[13]

Die Entdeckung einer bosartigen Tumorerkrankung in einem frithen Stadium vor einer weitrei-
chenden lokalen Invasion und/oder metastatischen Ausbreitung fiihrt im Allgemeinen zu einer
giinstigeren Prognose. Eine frithzeitige Diagnose kann Morbiditdt und Mortalitdt verringern.
Eine solche ist beim EP eine Herausforderung, bedingt durch das sehr variable klinische Er-

scheinungsbild, wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben.[13]
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Die Schritte der Tumorevolution des EP sind nur ansatzweise bekannt. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit zu verstehen, wie somatische und molekulare Faktoren zur Krebsentstehung und
-progression beitragen.[13] Es wird in der Literatur beschrieben, dass bis zu 18% der EP auf
dem Boden eines EPO entstanden sind und somit EPO hochstwahrscheinlich als Vorlauferlasi-
onen zu klassifizieren sind.[18]

Um Erkenntnisse iiber den Weg von der Vorlauferldsion hin zum bésartigen EP gewinnen, soll-
ten Gene 1dentifiziert werden, die eine verdnderte Expression von NH zu EPO zu EP aufweisen.
Die Ergebnisse der qPCR zeigten fiir die obig genannten erfolgreich validierten Gene eine
schrittweise verringerte Expression fiir die oben genannten Gene, wie in den Abbildungen 3 bis
5 von Holst et al. dargestellt.[13] Somit liegt die Schlussfolgerung nahe, dass diese Gene mog-
licherweise die onkogene Transformation vorantreiben. Die Ergebnisse stiitzen die Hypothese,
dass EPO als moglicher Risikofaktor fiir die Entstehung von EP anzusehen sind.[13]

Gerade fiir Hauttumore sind die evolutiondren Bahnen, die zur Tumorentstehung fithren, gut
beschrieben. Sie bildeten die Basis fiir die Identifikation molekularer Marker. Die Kenntnis
dieser Marker hat zu Verbesserungen in Frithdiagnose und Therapie gefiihrt.[13, 131, 132] Das
Wissen iiber evolutionire Wege der bosartigen Transformation ist von grofler Bedeutung, da es
eine friihe Diagnose und damit eine bessere klinische Behandlung bosartiger Hautveranderun-
gen moglich macht.[13]

Maligne Transformation lésst sich einerseits durch die Betrachtung bosartiger Tumore als dar-
winistischem System erkldren und verstehen. Mutation und Selektion sind dabei zentrale Fak-
toren der Tumorevolution und fithren zur Entstehung und Ausbreitung von Clonen und Subclo-
nen. Dabei erfolgt die Entwicklung bei jedem Menschen einzigartig. Die Anzahl der Mutatio-
nen reicht von wenigen bis zu Hunderttausenden, wobei die Passenger-Mutationen von der An-
zahl her die Treiber-Mutation deutlich tibersteigen.[13, 133]

Doch nicht nur Mutation und Selektion treiben die Tumorentwicklung voran. Auch genetisch
identische Tumorzellen kénnen eine hohe Plastizitit aufweisen. Intratumorale Heterogenitit
findet ithre Grundlage z. B. auch in epigenetischen Verdnderungen wie z.B. einem hohen Grad
von DNA-Methylierung, alternativen SpleiBmustern, Transkriptionsplastizitidt und der Wech-
selwirkung mit der Mikroumgebung.[13, 133, 134]

Fiihren die obig genannten Verdnderungen zur Entwicklung neuer Eigenschaften im Bereich
von Proliferation, Migration und Invasion, so kann dies die Malignitét antreiben. Nur wenige

Mutationen bieten einen Vorteil zum Uberleben und zur Ausbreitung der Krebszellen im
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Gewebe. Dies zeigt auch die Haufigkeit von pramalignen Lasionen verglichen mit der Anzahl
bosartiger Tumore.[13, 134]

Die Ergebnisse dieser Studie liefern Einblicke in mdgliche Mechanismen der malignen Trans-
formation vom EPO zum EP. Sie unterstreichen die Bedeutung einer konsequenten Diagnose
und Behandlung von EPO sowie eines vertieften Verstindnisses der Entwicklungspfade bei
EP[13]

Eine klinische Konsequenz konnte sein, EPO, die insbesondere an typischen Risikolokalisatio-
nen fiir EP entstehen, zu iberwachen oder praventiv zu exzidieren, um eine maligne Transfor-
mation zu vermeiden.

Umfassendere Untersuchungen und gréflere Probenanzahlen sind erforderlich, um aussagekréf-

tigere und robustere Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen, wie in Abschnitt 3.2 dargelegt.

3.1.4 Dysregulation tumorrelevanter Signalwege

Auf der Basis der Ergebnisse der genomweiter Expressionsvergleiche wurde auch eine Signal-
weganalyse durchgefiihrt, wie in Tabelle 3 des Online Supplement der Publikation darge-
stellt.[13] Damit sollten die Transkriptionsmechanismen bei EP weiter erforscht und die Be-
deutung der Genxpressionsverdnderungen fiir die intra- und interzelluldren Signalwege analy-
siert werden. Als Ergebnis zeigte sich die Dysregulation zahlreicher Krebs bezogene Signal-
wege. Hierzu gehorten unter anderem der Endothelin-Signalweg, der VEGFA-VEGFR2-Sig-
nalweg, der Focal-Adhesion-Signalweg, der Transforming Growth Factor (TGF)-B-Signalweg,
der zytoplasmatische ribosomale Protein-Signalweg und der EGFR-Signalweg.[13]

Von besonderem Interesse ist die Entdeckung des Endothelin-Signalwegs fiir die Genese von
EP. Endotheline steuern das GefaBwachstum, und das Endothelin-1-System ist an der Umpro-
grammierung des Zellverhaltens in der Mikroumgebung des Tumors beteiligt.[135] Verdnde-
rungen in der Transkriptionsaktivitidt von Endothelin und seinen Rezeptoren, die an mehreren
Signalwege beteiligt sind, sind fiir die Karzinogenese von Bedeutung und wurden fiir verschie-
dene Tumortypen, einschlieBlich dem Melanom, beschrieben.[136]

Immunhistochemische Studien haben gezeigt, dass die Endothelin-Signalisierung iiber den Mi-
togen-aktivierten Protein (MAP)-Kinase-Weg zum Zellwachstum in SCC beitrdgt.[137]
Dariiber hinaus spielt der Endothelin-Signalweg nachweislich eine Schliisselrolle be1 Herz-

Kreislauf-Erkrankungen und pulmonaler arterieller Hypertonie (PAH). Dies hat zur
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Entwicklung von Therapeutika wie Endothelin-Rezeptor-Antagonisten gefiihrt. Hierdurch kon-
nen die erhdhten Konzentrationen endogener Vasokonstriktoren gesenkt werden. Diese thera-
peutischen Wirkstoffe werden derzeit im Zusammenhang mit PAH untersucht, sind aber auch
vielversprechende therapeutische Kandidaten im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen, de-
ren Nutzen jedoch noch nicht erwiesen ist.[138, 139]

Dariiber hinaus deuten die Daten der Signalweganalyse auf eine Beteiligung der
VEGFA/VEGFR2-Achse an der Entwicklung von EP hin.[13] Diese Achse ist ein Schliissel-
mediator der Angiogenese und an Wachstum, Migration und Uberleben von Endothelzellen
beteiligt. Sie beeinflusst zusammen mit der Endothelin-1-Achse nicht nur die Tumorzellen,
sondern auch deren Mikroumgebung.[140, 141]

Dieser Signalweg ist bei Melanomen gut bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass Melanom-
zellen VEGFR-1 und -2 sowie VEGFA exprimieren. Hierdurch werden die Proliferation,
Chemotaxis und extrazelluldre Matrixinvasion von Tumorzellen geférdert.[142] Es wurde auch
von Surowy et al. gezeigt, dass dieser Signalweg moglicherweise an der Entwicklung des
ADPA beteiligt ist, einem anderen seltenen SchweiBdriisentumor, der vorwiegend in den
Schweifdriisen der Finger und Zehen entsteht.[69] Medikamente, die auf die VEGF/VEGFR-
Achse abzielen, sind bereits verfiigbar und kénnten somit eine mégliche Therapieoption bei der
Behandlung von Schwei3driisenkarzinomen darstellen, um die Angiogenese zu hemmen.

Der TGF-B-Signalweg ist an der Regulierung von Wachstum, Entwicklung, Homdostase und
des Immunsystems beteiligt. Diese Signalkaskade kann sowohl tumorsuppressive Wirkungen
haben, indem sie die Zellproliferation hemmt und die Differenzierung in normale Zellen for-
dert, als auch onkogene Wirkungen bei fortgeschrittenem Krebs, indem sie das Fortschreiten
des Tumors und die Metastasierung fordert.[143]

Die Ubertragung von TGF-B-Signalen spielt eine Rolle bei der Weiterentwicklung verschiede-
ner Krebsarten, indem sie die Bewegung von Zellen verstarkt, das Eindringung von Krebszellen
unterstiitzt und die Reaktionen des Immunsystems unterdriickt. Beim malignen Melanom
wurde festgestellt, dass erhdhte Expression von TGF-p das Fortschreiten des Tumors begiins-
tigt. Es beeinflusst die Tumorplastizitat und die Antitumorimmunitét. Die zusétzliche Rolle als
Tumorsuppressor ist bei der Entwicklung von Antitumormedikamenten zu beachten.[144]

Der Focal-Adhesion-Signalweg, beeinflusst mit dem wichtigsten Regulator, der fokale Adha-
sionskinase, die Signaliibertragung durch Zelloberflichenrezeptoren in normalen und Krebs-
zellen identifiziert wurde. Dieses Protein ist in menschlichen Krebszellen haufig tiberexpri-

miert. Es steuert die Aktivititen von Krebszellen sowie der Tumormikroumgebung. Das
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umfasst die Regulation von Zellwanderung, Invasion und der Angiogenese. Inhibitoren dieses
Proteins haben sich als wirksame antitumorale Medikamente erwiesen.[145, 146]

Der zytoplasmatische ribosomale Protein-Signalweg ist mit der Koordination der Ribosomen-
Genese verkniipft. Die cytoplasmatischen ribosomalen Proteine sind bedeutsam fiir den Ribo-
somenaufbau, haben aber teilweise auch Ribosomen unabhidngige Funktionen wie z.B.
Aktivierung des p53-Signalweges bei zelluldrem Stress und Regulation des Zellzyklus. Die
Expression von cytoplasmatischen ribosomalen Proteinen wihrend der Tumorentstehung ist
haufig verdndert, die Produktion von Ribosomen erhoht. Der Einsatz einiger solcher Proteine
als Biomarker und molekulare Ziele in der Krebsbehandlung wird diskutiert und hat erste
Erfolge gezeigt.[147, 148]

Die Ergebnisse, die hier gefunden wurden, bestitigen zudem die Relevanz der EGFR-gerichte-
ten Therapie, die bei der Behandlung von EP erste therapeutische Erfolge gezeigt hat.[13, 44]
Denn im Rahmen der Signalweganalyse ergab sich eine signifikante Dysregulation des EGFR-
Signalweges in den CL1EP im Vergleich mit CL2EP. Die Ergebnisse sind in der Online
Supplement Tabelle 3 der Publikation visualisiert.[13]

EGFR ist ein wichtiger Zellwachstum und -differenzierung regulierender Rezeptor und gehdrt
zur Rezeptorfamilie der Tyrosinkinasen. EGFR und seine Wachstumsfaktorliganden treiben
fordern die Entstehung und Progression einiger Krebsarten. Sie sind beliebte Ziele fiir
Krebstherapien, wobei die Entwicklung von Resistenzen ein grofles Problem darstellt.[149]

Bis auf den EGFR-Signalweg, der schon eine Therapieoption fiir das EP ist, handelt es bei den
anderen gefundenen Signalwege nicht um derzeitige, sondern zukiinftige Therapieoptionen fiir
das EP, die durch weitere Forschung bestétigt werden sollten.[13]

Keiner der aufgedeckte verdnderten Signalwege war jedoch 1n allen vier Vergleichen durch-
gangig dysreguliert. Im Rahmen der Studie konnten keine Signalwege identifiziert werden, die
eindeutig einem der beiden matrisomalen Cluster zugeordnet werden konnten. Dies unter-
streicht die Wichtigkeit, die Ergebnisse an noch gréBere Kohorten von EP- und EPO-Patienten
zu iiberpriifen.[13]
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3.2 Limitationen

Die Aussagekraft dieser Studie kénnte durch mehrere Faktoren wie die Auswahl der Untersu-
chungsmethoden und die Qualitit und Quantitat der Proben eingeschrinkt sein.

Wihrend Microarrays die vorherrschende Transkriptom-Untersuchungsmethode der letzten
zwel Jahrzehnte waren, wird heute zunehmend die RNA-Sequenzierung eingesetzt.
Microarray-Untersuchungen bieten aufgrund der geringen Kosten und der Verfiigbarkeit fiir
Genom weite Expressionsanalysen Vorteile, brauchen jedoch eine Referenz zur Sondengestal-
tung. Die RNA-Sequenzierung hat einen hheren dynamischen Bereich und ist besser geeignet,
Transkripte mit geringer Haufigkeit zu identifizieren und die Erkennung und Analyse neuarti-
ger Transkripte zu erleichtern.[150] Dennoch wird beiden Verfahren eine dhnliche Leistungs-
fahigkeit zugeschrieben.[151] Obwohl Datenbanken von Genexpressionsdaten, die mittels
Microarray-Technologie generiert wurden, weiterhin von Nutzen sind,[151] bietet die RNA-
Sequenzierung eine vielversprechende Alternative fiir zukiinftige EP-Studien.

Trotz fortschrittlicher Technologien und Fortschritte auf dem Gebiet der Krebsforschung ist die
molekulare Architektur insbesondere seltener bosartiger Erkrankungen wie dem hier in der Stu-
die untersuchten EP nach wie vor unbekannt. Der Datenmangel zur Biologie von SchweiBdrii-
senkarzinomen liegt zum einen in ihrer Seltenheit begriindet. Dadurch sind Patientenkohorten
klein und weit verstreut. Die diagnostischen Herausforderungen und die Abgrenzung von mog-
lichen Differentialdiagnosen fithren wohl zudem zu einer gewissen Rate an iibersehenen Féllen.
Des Weiteren macht der Mangel an frisch gefrorenen Gewebeproben herausfordernde moleku-
lare Analysen mit FFPE-Gewebe notig, welches oft nur in geringer Menge und schlechter Qua-
litdt verfiigbar ist. Diese genannten Faktoren wurden bereits von Surowy et al. aufgefiihrt.[69]
FFPE-Gewebe stellen eine wertvolle Ressource in der klinischen Praxis dar, die im alltaglichen
diagnostischen Umfeld vielseitig eingesetzt wird.[152] Es ist die geldufigste Methode zur Ge-
webekonservierung in der Pathologie. Die Stabilitdt bei Raumtemperatur und die Eignung fiir
langfristige Lagerung sind Vorteile von FFPE-Proben.[153] Es gibt gro3e Probenarchive welt-
weit. Dartiber hinaus steigert die Prasenz umfassender klinischer Follow-up-Daten die Rele-
vanz dieser Archive.[154] Die Konservierung mit Formalin fiihrt jedoch zu einer Degradation
der RNA durch Vernetzung von Molekiilen und Fragmentierung, was eine erhebliche Beein-
trachtigung fiir weitere Analysen darstellt.[155, 156]

Daher ist es herausfordernd, hochwertige RNA aus FFPE-Gewebe fiir Genexpressionsanalysen

zu gewinnen. Studien zeigen jedoch, dass bereits aus 2ng RNA, die aus FFPE-Gewebe generiert
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wurden, reproduzierbare Microarray-Ergebnisse im Vergleich mit frisch gefrorenem Gewebe
erzielt werden konnten.[157] Um die RNA-Isolierung zu optimieren, gilt es mehrere Schritte
und Faktoren zu beriicksichtigen.[156, 157] Die Anwendung von Proteinase K zur Gewebelyse
1st unverzichtbar und in simtlichen gebrauchlichen Analysekits enthalten.[156] Durch eine
Verlangerung der Gewebelysezeit auf 10 Stunden wahrend der RNA-Isolation wird das Auf-
treten langkettiger RNA-Molekiile verringert, wahrend eine zusétzliche Inkubation bei 70 °C
signifikant zu einer Erthohung der RNA-Ausbeute fiihrt.[157]

Die Beurteilung der RNA- Qualitit 1st zudem zwingend erforderlich. Hohere RIN-Werte ver-
bessern die Detektionsrate in der qPCR. Zusétzlich zur RNA-Qualitit sind weitere Faktoren bei
FFPE-Gewebe wichtig fiir die qPCR. Die cDNA-Synthese sollte mit zufalligen Primern erfol-
gen, um die Konversionsrate zu verbessern. Dariiber hinaus kann eine cDNA-Voramplifikation
und Gen spezifisches Priming die Empfindlichkeit der qPCR erhéhen.[158]

Im Rahmen dieser Studie wurden die wesentlichen der hier aufgefiihrten Aspekte der verbes-
serten Analyse-Arbeit mit FFPE-Gewebe beriicksichtigt und experimentell umgesetzt.
Die begrenzte Verfiigbarkeit von frischem Gewebe, msbesondere aufgrund der Seltenheit von
EP ist dennoch eine bedeutende Einschrankung. Um dieser Herausforderung zu begegnen und
die Forschung auf diesem Gebiet voranzutreiben, ist eine verstarkte Zusammenarbeit zwischen
verschiedenen medizinischen Einrichtungen erforderlich. Die Etablierung von Netzwerken
oder Kollaborationen zwischen Kliniken und Forschungseinrichtungen kénnte den Zugang zu
frischen Gewebeproben erleichtern.

Weiterhin kann die Aussagekraft der Studie durch die geringe Anzahl an Proben und die geringe
Menge an genetischen Markern eingeschrinkt sein. Ein umfassenderer Ansatz in grofleren Ko-
horten ist erforderlich, um die Ergebnisse zu untermauern. Nichtsdestotrotz liefern diese Ein-
blicke in die Tumorbiologie von EP und die moglichen Mechanismen der malignen Transfor-

mation.[13]

3.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie lieferten Einblicke in die Transkriptionsprofile von EP-Tumoren
und zeigten Hinweise auf wichtige onkogene Antriebswege. Sie identifizierten Tumorsubtypen
mit deutlichen Unterschieden in der Genexpression und legen damit fiir EP eine Tumorhetero-

genitdt nahe. Eine iiberwiegende Herunterregulierung von Genen in den EP-Tumoren deutet
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darauf hin, dass epigenetische Regulationsmechanismen, wie DNA-Methylierung, eine Rolle
spielen kdnnten. Dies legt nahe, dass zukiinftige Studien zu epigenetischen Veranderungen po-
tenzielle Biomarker und therapeutische Ansétze identifizieren konnten.[13]

Die Ergebnisse zeigten eine verringerte Expression krebsassoziierter Gene in den EP-Tumoren,
darunter KLF9und CD74.[13] Fiir beide Gene wurde dies auch schon bei anderen Hauttumoren
beschrieben. Die konnte darauf hindeuten, dass dhnliche Antriebswege eine Rolle spielen.

Die festgestellte schrittweise reduzierte Expression einiger Gene von NH iiber EPO zu EP legen
zudem nahe, dass EPO mogliche Vorlauferlasionen von EP darstellen.[13]

Die Untersuchungen bestitigten die Involvierung der p53-Achse und des EGFR-Signalwegs an
der Atiologie von EP, was in Einklang mit fritheren Forschungen steht. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass eine gezielte Beeinflussung der p53-Achse und des EGFR-Signalwegs vielver-
sprechende Behandlungsansitze reprasentieren.[13] Zusatzlich wurden weitere dysregulierte
Signalwege entdeckt, darunter der Endothelin- und der VEGFA-VEGFR2- Signalweg.[13] Die
Studie unterstreicht die Komplexitidt der Tumorigenese von EP und bietet Einblicke in die
evolutiondren Pfade der Tumorentstehung und -progression. Das Verstandnis der Vielfalt von
EP-Tumoren und ihrer molekularen Eigenschaften sollte durch ganzheitliche Forschungsan-
sdtze mit Einbindung von EPO vertieft und in klinische Studien umgesetzt werden.[13]

Um die Mechanismen der EP-Tumorentwicklung besser zu erfassen, ist die Einrichtung eines
systematischen internationalen Patientenregisters ein wichtiger Schritt.[13] Dieses wiirde die
Verfiigbarkeit von Proben erhéhen und dadurch molekulare Studien mit aussagekraftigen Er-
gebnissen ermoglichen. Dariiber hinaus konnte es die Entwicklung neuer therapeutischer An-
sdtze beschleunigen.

Zusammenfassend bietet diese Dissertation eine solide Grundlage fiir weiterfiihrende For-
schung unter Einbeziehung moglicher klinischer Anwendungen. Zur Bestatigung der Ergebnisse
sind weitere Untersuchungen mit einer noch gréfleren Probenzahl erforderlich.[13]
Personalisierte Medizin kénnte dazu beitragen, diese Erkenntnisse in effektive, individuell an-
gepasste Behandlungen umzusetzen, um die bestmdglichen Ergebnisse fiir Patienten mit EP zu

erzielen.
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