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1. Einleitung

Das Nierenzellkarzinom ist ein maligner epithelialer Tumor der Niere und macht >90%
aller Nierentumore aus. Es gehort zu den 10 haufigsten Malignomen weltweit und betrifft
Manner zweimal haufiger als Frauen, meistens ab dem 60. Lebensjahr!. Die weltweite
Inzidenz des Nierenzellkarzinoms hat in den letzten Jahrzehnten einen Zuwachs in allen
Stadien erfahren, wéahrend die Mortalitat seit den 90er Jahren leicht abnimmt?. Historisch
wurde das Nierenzellkarzinom als eine Entitat betrachtet, die aus den epithelialen Zellen
der unterschiedlichen Abschnitte des Tubulussystems oder aus den Sammelrohren
entstent. Durch den Fortschritt der histopathologischen und molekularen
Charakterisierung, konnten in den letzten zwei Jahrzehnten mehrere neue Subtypen des
Nierenzellkarzinoms erschlossen werden. Dies hat zu wiederholten Revisionen der
Klassifikation mit der Einfihrung neuer Entitaten gefuhrt, die sich in Hinblick auf den
klinischen Verlauf und auf das metastasierende Potential sowie die Prognose stark
unterscheiden?3.

Der haufigste Subtyp ist das klarzellige Nierenzellkarzinom, das 75% aller Nierentumore
ausmacht.

Als nicht-klarzellige  Nierenzellkarzinome werden alle weiteren  Entitaten
zusammengefasst, die sich pathologisch, molekularpathologisch und Klinisch
phanotypisch vom klarzelligen Nierenzellkarzinom unterschieden. Die meisten treten
sehr selten auf, diejenigen mit einer Inzidenz =25% sind die papillaren (7—14%) und die
chromophoben (6-11%) Nierenzellkarzinome. Das papillare Nierenzellkarzinom kann
histomorphologisch in Typ | und Il unterteilt werden, wobei letztere durch einen deutlich
aggressiveren klinischen Verlauf charakterisiert wird. Die weiteren Subtypen des
Nierenzellkarzinoms treten sehr selten auf (jeder einzelne Subtyp in £1% der Falle) und
werden als unklassifizierbare Karzinomen zusammengefasst*>,

Unter den haufigsten Entititen haben das chromophobe und das papillare
Nierenzellkarzinom Typ | die gunstigste Prognose, gefolgt werden sie vom klarzelligen

und vom papillaren Nierenzellkarzinoms Typ 1178,



Charakterisierung und klinische Implikationen der molekularen Hintergriinde von Subtypen des
Nierenzellkarzinoms | Jozefina Casuscelli

Doch auch die meist eher Kklinisch indolent verlaufenden chromophoben oder papillaren
Typ | Karzinome kénnen ein aggressives Verhalten aufweisen und Metastasen
entwickeln, die systemisch unterschiedlich schwer therapierbar sind.

Andere neuere Entitaten dagegen, wie das klarzellig-papillare Nierenzellkarzinom, haben
besonders indolente klinische Merkmale, die eine Klassifikation als Karzinom in Frage
stellen. Die molekularen Hintergriinde flir diese Eigenschaften sind weitestgehend
unbekannt.

Wird das Nierenzellkarzinom in einem lokal begrenzten Stadium diagnostiziert, stehen
dem Patienten als definitive Behandlungsoptionen die partielle oder die radikale
Nephrektomie zur Verfigung. Patienten, die wegen der Begleiterkrankungen oder des
fortgeschrittenen Alters nicht operativ behandelt werden kénnen, werden ablative
Therapien oder die aktive Uberwachung angeboten.

Das fortgeschrittene oder metastasierte Nierenzellkarzinom wird systemisch behandelt,
wobei die Erkrankung als Chemotherapie-resistent erkannt ist.

Die umfassende Charakterisierung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms hat im Jahre
2005 zur Einfihrung von zielgerichteten Medikamenten wie die Tyrosinkinase- und
mTOR-Inhibitoren®1%1! gefiihrt. Diese Praparate, die den beim klarzelligen
Nierenzellkarzinom gestorten vascular-endothlial growth factor (VEGF) Signalweg
hemmen, haben die Prognose dieses Subtyps in dem letzten Jahrzehnt deutlich
verbessert'?13, Das klarzellige Nierenzellkarzinom stand auch im Fokus aller
Zulassungsstudien, die in den letzten Jahren zur Einfihrung einer neuen Klasse von
Substanzen in der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms gefiihrt haben!#1°;
Kombinationen von unterschiedlichen Immun-Checkpoint-Inhibitoren'®1” oder aber die
Kombination von Checkpoint-Inhibitoren und Tyrosinkinase-Inhibitoren!®® ermdglichen
heutzutage ein dramtisches Therapieansprechen und folglich ein Uberleben von bis zu
90% im ersten Jahr der systemischen Behandlung?8.

Im Gegensatz dazu, existieren bis heute keine Standardtherapien fur die selteneren
Subtypen, wie das papillare oder das chromophobe Nierenzellkarzinom, da die
zugrundeliegenden genetischen und molekularen Hintergrinde dieser Entitaten
unterschiedlich sind und die moéglichen therapeutischen Zielmolekile noch teilweise

unbekannt sind.
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Das Uberleben der Patienten mit nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinomen hat sich seit der
Einfuhrung der zielgerichteten Medikamente verbessert, aber nicht in dem Mal3e wie
beim klarzelligen Nierenzellkarzinom. In vielen Fallen wirken zielgerichtete Medikamente
oder Immuncheckpoint-Inhibitoren auch bei nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinomen?°,
die Grunde sind aber meist nicht erkenntlich und es gibt keinen Konsens iber die
Therapieempfehlung dieser Patienten im metastasierten Zustand?*.

Laufend zeigen zudem neue Erkenntnisse, dass die einzelnen Subtypen selbst ebenfalls
sehr heterogen sind und kénnen weiter histologisch, molekularpathologisch und Klinisch
subtypisiert werden. Dies betrifft auch das klarzellige Nierenzellkarzinom und kann
moglicherweise auch der Grund daftr sein, dass nicht jeder Patient auf eine zielgerichtete
Therapie oder eine Checkpoint-Inhibitor-Therapie anspricht.

Insbesondere wegen der intertumoralen Heterogenitdt und der daraus folgenden
Seltenheit der einzelnen Subtypen, muss eine umfassende Charakterisierung der
seltenen Histologien vorangetrieben werden.

Die Erkennung der zugrundeliegenden molekularen Ursachen kann potentiell durch ein
personalisiertes therapeutisches Vorgehen eine Verbesserung der Prognose
ermoglichen. Diese sollte auf der Erforschung klinischer, immunhistochemischer, aber

auch insbesondere molekularer Marker basieren.
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2. Zielsetzung

Aus diesem Kontext heraus ergaben sich die Fragestellungen, die der Implementierung
des molekularen Wissens uber die unterschiedlichen Varianten des Nierenzellkarzinoms
dienen. Die Erkenntnisse sollen die Entwicklung einer personalisierten Nachsorge nach
kurativer Lokaltherapie sowie den Einsatz zielgerichteter Therapien im Falle der
systemischen, metastasierten Form des Nierenzellkarzinoms fordern.

Diese  Fragestellungen sind Gegenstand der nachfolgend aufgefiihrten

wissenschatftlichen Arbeiten und stellen sich wie folgt dar:

- Welche sind die genomischen Hintergriinde des aggressiv verlaufenden

chromophoben Nierenzellkarzinoms? (Teilprojekt 3.1)

- Gibt es klinische Faktoren, die einen aggressiven Verlauf des chromophoben

Nierenzellkarzinom aufzeigen? (Teilprojekt 3.2.1 und Teilprojekt 3.2.2)

- Kann man durch genetische Mutationen das Nierenzellkarzinom weiter
charakterisieren und den klinischen Verlauf prognostizieren? (Teilprojekt 3.3.1
und Teilprojekt 3.3.2)

- Welche Grinde koénnen das benigne Verhalten des klarzellig-papillares

Nierenzellkarzinoms erklaren? (Teilprojekt 3.4)
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3. Wissenschaftliche Arbeiten

3.1 Evolution des aggressiv verlaufenden chromophoben Nierenzellkarzinoms??
Das chromophobe Nierenzellkarzinom, als dritthaufigste Subtyp des
Nierenzellkarzinoms, entsteht, anders als das klarzellige Nierenzellkarzinom, aus
den distalen Tubuluszellen des Nephrons.

Obwohl dieser Subtyp haufig durch sehr grofle Raumforderungen im Bereich der
Niere charakterisiert ist, betragt die Inzidenz der Metastasierung lediglich 6-7%23.
Es gibt bis dato keine prognostischen Biomarker, die auf eine metastatische
Entwicklung hindeuten und im Falle einer systemischen Erkrankung, gibt es keine
spezifischen  zielgerichteten  Therapieoptionen fiur das chromophobe
Nierenzellkarzinom.

Frihe zytogenetische Analysen hatten den Verlust von bestimmten
Chromosomensatze (Chromosomenpaare 1, 2, 6, 10, 13, 17 und 21) in den
meisten chromophoben Nierenzellkarzinomen gezeigt, mit einer sehr geringen
Gesamtploiditat im Vergleich zu gesunden Nierenzellen, aber auch in Vergleich zu
den anderen humanen Malignomen?42526, Das Genom einer gesunden Zelle ist
namlich diploid (DNA Ploiditat = 2), fir das chromophobe Nierenzellkarzinom
wurde folglich ein hypodiploides Genom beschrieben (Ploiditat <2)23,

Die Arbeit des ,The Cancer Genome Atlas“* (TCGA) zum chromophoben
Nierenzellkarzinom (TCGA-KICH) aus dem Jahre 2014 hatte im Vergleich zu den
anderen untersuchten Tumorentitdten eine geringe Mutationslast (~0.4/Mb) bei
diesem Subtyp festgestellt. Es wurden lediglich vereinzelt Mutationen in den
Genen TP53 (20-32%) und PTEN (6-9%) durch umfassende genomische
Analysen ermittelt. Die klinische Relevanz dieser Verdnderungen, insbesondere
der Zusammenhang mit einem aggressiven Verlauf der Erkrankung, wurde
allerdings nicht erforscht.

Es ist sonderlich, dass ein Malignom mit multiplen chromosomalen Verlusten und
einer geringen Mutationslast letale Metastasen entwickeln kann: chromosomale
Verluste fihren namlich zu proteotoxischen Stress, der die Zellproliferation und

folglich das invasive Wachstum unterbindet?”’.
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Anhand dieser Tatsachen wurde das hier dargestellte Projekt initiiert, mit dem Ziel
der Analyse der genomischen Verdnderungen der chromophoben
Nierenzelkarzinome, die letale Metastasen entwickelten und die mdglicherweise
als potentielle Biomarker eingesetzt werden kdonnten, um die Nachsorge nach

kurativer Nephrektomie individuell zu gestalten.

Es wurde die Hypothese der Entwicklung der Erkrankung im Sinne einer Evolution
erstellt: das benigne Karzinom erwirbt im Verlauf der Erkrankung spezifische

Merkmale, um invasiv zu werden.

Um das Projekt zu verwirklichen mussten zunéchst ausreichend viele
Tumorproben von Patienten mit einem chromophoben Nierenzellkarzinom im
metastasierten Zustand identifiziert werden. Zudem sollten sowohl Primartumoren,
als auch Metastasen von einzelnen Patienten untersucht werden, um die Evolution
nachzuvollziehen.

Bei der Seltenheit der Erkrankung, die in den USA jahrlich zu ca. 300 neu
diagnostizierten Fallen von metastasierten chromophoben Nierenzellkarzinom
fuhrt, musste das Vorhaben multizentrisch erfolgen.

Es wurde zunéachst eine retrospektive Datenbank mit allen Tumorproben und
klinischen Daten von Patienten mit chromophoben Nierenzellkarzinom erstellt, die
am Memorial Sloan Kettering Cancer Center in den letzten 15 Jahren behandelt
wurden.

Zudem wurden in Kooperation mit fihrenden uro-onkologischen Zentren der
Vereinigten Staaten (Department of Urology an der University of California Los
Angeles und das Department of Urology der Mayo Clinic) weitere Tumorproben
von metastasierten chromophoben Nierenzellkarzinomen angefordert.

Final verfiugte man Uber 49 Tumorproben (Primartumoren und entsprechende
Metastasenbiopsien) von 38 Patienten mit metastasierten chromophoben
Nierenzellkarzinom. Zur Kontrolle wurden die Primartumorproben von 41

Patienten mit chromophoben Nierenzellkarzinom hinzugezogen, die in einem
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Beobachtungsverlauf von mindestens 5 Jahren nach der Diagnose keine
Metastasen oder Rezidiv entwickelt hatten.

Im Rahmen des Pilotprojektes wurden zunachst 5 Tumorproben von Patienten mit
metastasierten chromophoben Nierenzellkarzinom umfassend mittels ,whole
genome sequencing” (WGS) Verfahren untersucht.

Entgegen friheren Erkenntnissen wiesen die untersuchten Tumore eine
Uberdurchschnittliche haufige Anreicherung von Mutationen in den Genen TP53,
PTEN und CDKNZ2A auf.

Interessanterweise, zeigte zudem das Genom fast aller initial mit WGS
untersuchten Proben eine Ploiditat von >2 (Mittelwert 2.49-3.55).

Diese Alterationen in den genannten Genen sind pathognomonisch fiir einen
aggressiven Verlauf und wurden in der TCGA-KICH Arbeit dargestellt, es wurde
aber nicht spezifisch auf das phanotypische Verhalten der Tumore eingegangen,
die diese Alterationen zeigten.

Die Veranderung der Ploiditat im Sinne einer Polyploidie, des als ,hypodiploiden®
bekannten chromophoben Nierenzellkarzinoms ist neuartig bei dieser
Tumorentitat und wurde bereits bei anderen Karzinomen beschrieben, wo sie mit
einer schlechten Prognose assoziiert ist?8.

Basierend auf diesen Ergebnissen des WGS erfolgte am ,MSKCC Genomics Core
Laboratory die gezielte genetische Charakterisierung der Exone aller
vorhandenen Tumorproben mittels lllumina HiSeq 2500 Sequenzierung, um
effizient genetische Varianten zu detektieren.

Die angewendete MSK-IMPACT™ Methode (Integrated Mutation Profiling of
Actionable Cancer Targets) wurde am MSKCC entwickelt 2230 und beruht auf der
Detektion eines Pool von tber 300 Exons und Introns, die auch im klarzelligen
Nierenzellkarzinom-Projekt des TCGA (TCGA-KIRC) und im TCGA-KICH
beschrieben wurden3.

Ferner wurde das Genom aller untersuchten Proben spezifisch und umfassend auf
die Ploiditat untersucht. Hierfir wurde ein Algorithmus angewendet, der in
Zusammenarbeit mit einem der Koautoren (V.E.S.) anhand der hier analysierten
Proben entwickelt wurde. Die Methode wurde FACETS benannt (Fraction and
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Allele-Specific Copy Number Estimates from Tumor Sequencing)®? und beruht auf
die Allel-spezifische Detektion von Verdnderungen der Kopienanzahl anhand von
Daten der Next-Generation Sequenzierung. Dabei koénnen Loss-of-
Heterozygosity, Allel-spezifische Amplifikationen oder Verluste, Homo- oder
Heterozygote Deletionen sowie allgemeine Veranderungen der
Chromosomenzahlen berechnet werden.

Dieses Programm erlaubt eine Genomanalyse, die Uber die reine Analyse der
Genmutationen hinausgeht. Die Effizienz von FACETS bei der Analyse der
Ploiditat wurde anhand der TCGA-KICH Kohorte validiert.

Desweiteren wurden die durch FACETS erzielten Ergebnisse mittels etablierter
Methoden, wie die SNP Array Analyse (Affymetrix OncoScan)®® und die
konventionelle FISH-Untersuchung an einer Auswahl der hier untersuchten
Tumorproben bestatigt.

In den Proben, die klinisch durch einen aggressiven Verlauf gekennzeichnet
waren, konnten genomische Verédnderungen identifiziert werden, die in der
Literatur mit der Metastasenentwicklung und der Erkrankungsprogression
assoziiert sind.

Es handelte sich hierbei um eine Uberdurchschnittlich hohe Frequenz an
Mutationen in den Genen TP53 und PTEN, sowie die zeitliche Abfolge von
chromosomalen Verlusten spezifischer Chromosomensétze gefolgt von einer
Duplikation, die von uns als ,imbalanced chromosomal duplication® (ICD)
bezeichnet wurde, wenn =23 Chromosome dupliziert erschienen.

Diese Merkmale waren in den Metastasenproben angereichert, was uns dazu
veranlasste, fur 5 Patienten von denen mehreren Tumorproben vorhanden waren
(Primartumoren und 21 Metastasen) phylogenetische Baume zu erstellen, um die
genomische Evolution des Tumors anhand der subklonalen Rekonstruktion

darzustellen3.

Der Einfluss der detektierten Veranderungen auf das Uberleben der einzelnen
Patienten wurde ebenfalls untersucht und validiert, in dem die unabhangige

Kohorte des TCGA-KICH Projektes fur die Analyse hinzugezogen wurde.
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Zusammenfassend, konnte die Studie die Hintergrinde des metastatisch
verlaufenden chromophoben Nierenzellkarzinoms erleuchten.

Am Anfang der Pathogenese steht der Verlust der Chromosomenpaare 1, 2, 6, 10,
13,17 und 21, da diese Veranderung anhand der phylogenetischen Untersuchung,
initial in alles Proben vermutet wurde. In Tumorproben, die phanotypisch
progredient verliefen, wurde als erste fuhrende Mutation TP53 in den
phylogenetischen Studien nachgewiesen, gefolgt von der chromosomalen
Duplikation, der sogenannten ICD und der Mutationen im Gen PTEN.

Wenn keine der genannten Merkmale nachgewiesen werden konnte, wie anhand
der TCGA-KICH Kohorte bestatigt, betrug das 5-Jahres-Uberleben 97%. Wurde
eines der genannten genomischen Merkmale nachgewiesen (TP53, PTEN oder
ICD), sank das 5-Jahres-Uberleben auf 74%. In unserer Kohorte betrug das 5-
Jahres-Uberleben respektive 100% und 37%, was den prognostischen Stellenwert
von Mutationen in TP53, PTEN und ICD unterstreicht.

Die prospektive Validierung dieser Parameter in der Klinik steht aus und sollte
gefordert werden, um durch die Erfassung dieser Hochrisikocharakteristika zu
Beginn der Erkrankung eine personalisierte und engmaschige Nachsorge

ermdglichen zu kdnnen.
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3.2 Prognostische klinische Kriterien fir den aggressiven Verlauf des

chromophoben Nierenzellkarzinom

3.2.1 Klinische Parameter mit prognostischer Relevanz fir das chromophobe

12

Nierenzellkarzinom3®

Als  dritthaufigste  Entitdtt des  Nierenzellkarzinoms  (5-10%  aller
Nierenzellkarzinome) wird die chromophobe Form durch einen eher gutartigen
Verlauf charakterisiert. Obwohl die Primartumore meist sehr grol3 werden, kann
eine operative Sanierung in den meisten Fallen die Patienten heilen, denn ein
invasives Wachstum mit Metastasenentwicklung wird lediglich in 5-10% der Falle
beobachtets®.

Die bevorzugte Metastasenlokalisation betrifft die Leber und die Knochen und die
Patienten haben in diesem Fall eine schlechte Prognose, da die systemische
Behandlung mit maRigen Erfolgen eingesetzt werden kann?3.

Bei der Seltenheit der Erkrankung sind die betroffenen Patienten in den klinischen
Phase Il Studien unterreprésentiert, die nicht-klarzellige Nierenzellkarzinome
untersuchen.

Somit bedarf es dringend einer frihen Klassifizierung zum Diagnosezeitpunkt, um
die Patienten mit einem hohen Rezidivrisiko zu erfassen.

Solange personalisierte Biomarker wie der Tumormutationsstatus oder die
Analyse der Ploiditat nicht flir den Einsatz in der Praxis validiert werden??, sind
valide klinische Parameter als prognostische Biomarker erforderlich.

Dies ist unabdingbar, um Patienten mit einem erhdhten Rezidivrisiko eine
engmaschige Nachsorge anbieten zu kbnnen und im Falle einer Metastasierung
gegebenenfalls eine Metastasektomie anzubieten, bis der Einsatz von
zielgerichteten Medikamenten méglich wird.

Bis dato haben retrospektiven Analysen des chromophoben Nierenzellkarzinom
kleine Kohorten untersucht und keine eindeutigen prognostischen Kriterien

ermittelt, die das Risiko einer Metastasierung aufzeigen®’.
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Wir prasentieren hier die grof3te Serie von Patienten mit dieser seltenen Entitat,
die am Memorial Sloan Kettering Cancer Center zwischen 1990 und 2016 operativ
behandelt wurden mit dem Ziel der Identifizierung prognostischer klinischer
Biomarker.

Insgesamt wurden 496 Patienten mit nachgewiesenem chromophoben
Nierenzellkarzinom identifiziert. Die klinischen und pathologischen Charakteristika
wurden mit denen von 3312 Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom, die im
selben Zeitraum an dem Zentrum behandelt wurden, verglichen.

Im Beobachtungszeitraum wurden ferner das Rezidiv-freie Uberleben und das
Gesamtuberleben erfasst.

Der mediane Beobachtungszeitraum betrug knapp 5 Jahre. Die Ergebnisse haben
folgende Unterschiede in den Kohorten beleuchtet: Patienten mit chromophobem
Nierenzellkarzinom sind junger (59 versus 61 Jahren), weniger haufig Manner
(54,8% versus 66,3%), mit einem niedrigen BMI (27.34 versus 29.09) und wirden
haufiger mit einer partiellen Nephrektomie behandelt (62,5% versus 51,5%) als
Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinom. Desweiteren wiesen chromophobe
Nierenzellkarzinome gunstigere T-Stadien auf (T1-2 78% versus 67%) und
entwickelten seltener Metastasen (5% versus 15,3%) als das klarzellige
Nierenzellkarzinom.

Das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben (RFS) betrug 94,9% fiir das chromophobe
und 84% fiir das klarzellige Nierenzellkarzinom (10-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben
respektive 91,7% und 79,4%). Das 5-Jahres-Gesamtiiberleben (OS) betrug 92,3%
fur das chromophobe und 81,7% fur das klarzellige Nierenzellkarzinom (10-
Jahres-Gesamtiberleben respektive 82,1% und 63,9%).

Die multivariate Analyse bestatigten, dass Patienten mit einem chromophoben
Nierenzellkarzinom eine gunstigere Prognose in Hinblick auf das Rezidivfreiheit
und Gesamtluberleben haben. Die Tumorgréf3e und das Vorhandensein einer
sarkomatoiden Differenzierung sind allerdings mit dem Risiko der Entwicklung von

Metastasen assoziiert.
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3.2.2
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Zusammenfassend ist das chromophobe Nierenzellkarzinom eine Entitat mit
einem eher indolenten klinischen Verlauf. Jedoch sind grof3e Primértumoren und
der histopathologische Nachweis von sarkomatoider Differenzierung mit der
Entwicklung von Metastasen assoziiert. Daher sollten diese Faktoren in Zukunft
fur die Nachsorgeplanung der Patienten nach kurativer Nierenoperation
einbezogen werden.

Betroffenen Patienten sollte ferner die weitere molekulare Diagnostik angeboten

werden und der Einschluss in klinische Studien erméglicht werden.

Einfluss der sarkomatoiden Differenzierung auf den klinischen Verlauf und
die Systemtherapie beim chromophoben Nierenzellkarzinom38

Das chromophobe Nierenzellkarzinom hat im lokalisierten Zustand eine exzellente
Prognose mit einem 10-Jahres Uberleben von 80-90% 2239 und einem geringen
Metastasierungspotential. Liegen aber genomische oder histopathologische
Risikofaktoren vor, kann sich ein metastasierter Zustand entwickeln und die
heutzutage verfigbaren therapeutischen Optionen sind unzureichend in
prospektiven klinischen Studien untersucht worden4041,

Die Beobachtungen zum chromophoben Nierenzellkarzinom im Rahmen dieser
wissenschaftlichen Arbeit, sowie die hierzu verfliigbare Literatur bestatigen, dass
der histopathologische Nachweis einer sarkomatoiden Differenzierung mit einer
ungunstigen Prognose einhergeht.

Dies betrifft alle Subtypen des Nierenzellkarzinoms im lokalisierten*? und
metastasiertem Zustand %3, wobei die Daten zum Ansprechen dieser spezifischen
Tumordifferenzierung auf die Systemtherapie meist aus kleinen retrospektiven
Analysen stammen.

Beim chromophoben Nierenzellkarzinom wird die sarkomatoide Differenzierung
mit einer Inzidenz zwischen 2-11% beschrieben?23644 und die Prognose bei
metastasierten Patienten ist vergleichbar mit oder ohne zusatzlicher

sarkomatoider Differenzierung.
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Wegen der durftigen Daten und der uns zur Verfligung stehenden Analyse
spezifisch metastasierter Patienten mit chromophoben Nierenzellkarzinom, wurde
die Prasens von sarkomatoider Differenzierung bei diesen Tumoren in Hinblick auf
das klinische Verhalten und das Ansprechen auf die Therapie untersucht.

Es wurden alle Patienten mit metastasiertem chromophoben Nierenzellkarzinom
erfasst, die zwischen 1990 und 2016 am Memorial Sloan Kettering Cancer Center
eine Systemtherapie erhalten hatten und dessen Tumorproben fur die
pathologische Begutachtung vorhanden waren.

Die histopathologische Begutachtung erfolgte erneut, um eine sarkomatoide
Differenzierung anhand der Prasenz von spindelférmigen Zellen nachzuweisen.

Ein Teil der Proben wurde zusatzlich mittels MSK-IMPACT™ sequenziert.

Insgesamt wurden 109 Patienten mit nachgewiesenem metastasierten
chromophoben Nierenzellkarzinom identifiziert, die eine Erstlinientherapie am
MSKCC erhalten hatten. Davon hatten 29 eine nachgewiesene sarkomatoide
Differenzierung und deren Charakteristika wurden mit denen der Patienten ohne
sarkomatoider Differenzierung verglichen.

Patienten mit sarkomatoider Differenzierung wiesen haufiger einen primar
metastasierten Zustand, sowie Symptome auf (respektive 48% versus 19%
[P=0.002] und 48% versus 10% [P <0.0001]). Bei den 80 Patienten, die initial nach
der operativen Behandlung keinen Metastasen zeigten, war die Zeit bis zur
Diagnose von Metastasen (TTR: time to recurrence) median langer fur die 65
Patienten ohne sarkomatoider Differenzierung (48,8 Monate versus 2,7 Monate
[p<0.001)).

Insgesamt erhielten 52 Patienten eine Erstlinienbehandlung (17 mit und 35 ohne
sarkomatoider Differenzierung). Die Zeit bis zum Therapieabbruch bei Progress
der Erkrankung (TTF: time to treatment failure) war kirzer fur die 17 Patienten mit
sarkomatoider Differenzierung (1,8 Monate versus 8,0 Monate [p<0.001]) und
auch die weiteren Therapielinien zeigten keinen andauernden Erfolg.

Bei einem medianen Beobachtungszeitraum von 14 Monaten wurde ein medianes

Gesamtiuberleben fir alle 109 Patienten von 25 Monaten beobachtet, mit einer
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Uberlebensrate von 62,4% nach 12 Monate. Patienten mit sarkomatoider
Differenzierung haben ein geringeres Gesamtuberleben gezeigt (7,5 Monate
versus 38 Monate [p<0.001]).

Insgesamt wurden 30 Tumorproben aus 22 Patienten sequenziert (6 mit und 16
ohne sarkomatoider Differenzierung). Die haufigsten Mutationen waren in den
Genen TP53 (64%) und PTEN (45%), wobei es keine Unterschiede in den zwei
Gruppen gab.

Die spezifische Analyse der Mutationslast anhand der TMB (tumor mutational
burden) und der Mikrosatelliteninstabilitdt Sensor Score (MSI-sensor Score) ergab
eine geringere Mutationslast und einen niedrigen MSI-Score in Tumoren mit
sarkomatoider Differenzierung. Mdglicherweise ist die Assoziation von hoher TMB
und hohem MSI-Score ein Hinweis auf das Ansprechen auf die Immun-Checkpoint
— Inhibitor-Therapie.

Diese wurde leider in unserer Kohorte nicht gezielt untersucht, angesichts der
retrospektiven Natur der Studie und der heterogenen Therapieoptionen, die auch
dem langen Beobachtungszeitraum geschuldet waren.

Dennoch ist es die bis dato grof3te Kohorte von Patienten mit metastasiertem
chromophoben Nierenzellkarzinom, bei der die prognostische Signifikanz der

sarkomatoiden Differenzierung untersucht wurde.

Chromophobe Nierenzellkarzinome mit sarkomatoider Differenzierung weisen
eindrucksvolle Unterschiede auf in Bezug auf den Klinischen Verlauf, das
Ansprechen auf die Systemtherapie und das Gesamttberleben. Das unterstreicht
die Relevanz der histopathologischen Begutachtung mit Angabe der
sarkomatoiden Differenzierung, als einflussreicher prognostischer Biomarker beim

chromophoben Nierenzellkarzinom.
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Stratifizierung mit prognostischer Relevanz durch die genetische

Charakterisierung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms

3.3.1 Nachweis von Veranderungen der TERT Gen Promoter Region und Einfluss
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auf den klinischen Verlauf beim Nierenzellkarzinom#6

Das Nierenzellkarzinom ist der Uberbegriff fiir eine Vielzahl heterogener maligner
Erkrankungen, die aus dem Nephron hervorgehen. Es wird zwischen dem
haufigsten Subtyp, das klarzellige Nierenzellkarzinom (75% der Falle) und die nicht-
klarzelligen Nierenzellkarzinome, die eine Zusammenfassung aller weiteren
selteneren Entitaten darstellt®3,

Trotz rasanter wissenschaftlicher Fortschritte in den letzten zwei Jahrzehnten ist
das gesamte Spektrum der Treiber fur die Krebsentstehung in den
unterschiedlichen Subgruppen nicht bekannt. Die Tumoren innerhalb eines Subtyps
sind sehr heterogen, somit sind bestimmte genetische Treiber fur die
Krebsentstehung méglichweise in mehreren Subtypen Uberlappend vertreten.

Ein mdglicher ist die Veranderung des TERT Gens auf dem Chromosom 5. Das
Gen kodiert ein Enzym, die Telomerase, das die Telomere am Ende jedes
Chromosoms verlangert. Telomere werden nach jeder Zellteilung allm&hlich
verkirzt, bis nach einer Anzahl von Zellteilungen die Apoptose eingeleitet wird4’.
Das Enzym Telomerase, wird in proliferierende Zellen exprimiert verhindert die
Rekombination und die Degradation der Telomere nach jeder Zellteilung®®. In
differenzierten Zellen wird das TERT Gen durch Genstilllegung nicht exprimiert.

In Krebszellen wird allerdings das TERT Gen Uberexprimiert, insbesondere durch
Mutationen in der TERT Promoter Region*®-51, In mehreren Malignomen sind die
Uberexpressionen des TERT Gens und somit die hohe Aktivitat des TERT Enzyms
mit einem fortgeschrittenen klinischen Verlauf und einer schlechten Prognose
assoziiert®,

Beim Nierenzellkarzinom wurde eine Frequenz von TERT Promoter Mutationen von
6-10% beschrieben®253, die eingesetzten Nachweismethoden (PCR, Sanger

Sequenzierung) konnen allerdings die effektive Frequenz unterschéatzen.
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Interessanterweise wurde in der TCGA-KIRC Untersuchung des klarzelligen

Nierenzellkarzinoms die TERT Region nicht in die Analyse miteinbezogen3.

Gegenstand dieser Arbeit wurde somit die Erfassung der Pravalenz von TERT Gen
und Promoter-Region Mutationen und deren Einfluss auf das klinische Outcome in

Patienten mit klarzelligen und nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinomen.

Es wurden alle Patienten untersucht, die zwischen 1999 und 2015 am Memorial
Sloan Kettering Cancer Center wegen ihres Nierenzellkarzinoms eine Biopsie oder
eine Operation des Tumors erhalten hatten und dessen Tumorproben zwischen
2013 und 2015 mittels MSK-IMPACT™ oder ,whole-genome sequencing”
sequenziert wurden.

Dabei wurde spezifisch nach Veranderungen in 9 Genen gesucht, die anhand der
publizierten Daten als genetische Treiber des Nierenzellkarzinoms anerkannt sind.
Diese Gene sind: VHL, PBRM1, BAP1, SETD2, TERT, KDM5C, TP53, mTOR,
PTEN 25545  Die klinischen und pathologischen Charakteristika der Patienten
wurden mittels Cox Regressionsanalysen mit den erfassten Mutationen assoziiert,
insbesondere TERT Mutationen. Desweiteren wurden fir das klarzellige
Nierenzellkarzinom multivariable Modelle mit dem SSIGN Score (basierend auf

Tumor-Stadium, GroRe, Graduierung und Nekrose)®’ erstellt.

Insgesamt wurden 281 Patienten untersucht, 147 (52,3%) mit klarzelligen und 134
(47,7%) mit nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinom. Die Kohorten unterschieden sich
signifikant in Hinblick auf die demographischen Charakteristika, Tumorgraduierung,
Tumorstadium und sarkomatoide Differenzierung, sodass die weiteren
Untersuchungen getrennt durchgefuhrt wurden.

TERT Mutationen wurden in 12,2% (18/147) der klarzelligen und in 10,4% (14/134)
der nicht-klarzelligen Nierenkarzinomen, mit Mutationen der Promoter Region in
94,4% (17/18) der klarzelligen und in 92,8% (13/14) der nicht-klarzelligen

Nierenkarzinomen.
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TERT Promoter Mutationen wurden bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen in keinem
Fall mit einer der anderen untersuchten Mutationen gemeinsam festgestellt. Die
Uberlebensuntersuchungen bei diesen Patienten ergaben, dass die Detektion von
Mutationen in der TERT Promoter Region mit einem deutlich reduzierten
krebsspezifischen Uberleben einherging (p=0.013), aber es zeigte sich keine
Assoziation von TERT Veranderungen und dem Rezidiv-freien Uberleben
(p=0.567). In der multivariablen Untersuchung waren sowohl TERT Promoter
Mutationen als auch BAP1 Mutationen mit einem hoheren Risiko von
krebsspezifischem Tod assoziiert (respektive p=0.009 und p=0.011), wahrend nur

TP53 Mutationen mit einem erhéhten Rezidivrisiko einhergingen (p=0.033).

Auch bei den nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinomen waren TERT Mutationen in
fast allen Fallen nicht mit den anderen untersuchten Veranderungen assoziiert, bis
auf zwei Tumorproben, in denen TERT mit TP53 und SETD2 Mutationen auftraten.
Wie bereits in den Vorarbeiten beschrieben, wurden TERT Mutationen bei
chromophoben Nierenzellkarzinomen nachgewiesen??>2%, aber hier wurden diese
auch in anderen Subtypen gezeigt (in papillaren, nicht-klassifizierbaren und TFE3
Tanslokationskarzinomen). Die Uberlebensuntersuchungen mit und ohne TERT
Mutation ergaben einen Vorteil fur das krebsspezifische Uberleben, wenn die
Mutation nicht vorhanden war, die statistische Relevanz konnte aber nicht erreicht
werden. Keine der untersuchten Faktoren hatte einen Einfluss auf das Rezidiv-freie
Uberleben, lediglich die sarkomatoide Differenzierung war signifikant mit einem
schlechteren krebsspezifischen Uberleben assoziiert (p=0.004).

In dieser Arbeit wurde erstmalig die Pravalenz von TERT Mutationen bei
klarzelligen, aber auch bei mehreren Subtypen der nicht-klarzelligen Karzinomen
detektiert. Wie bereits fir andere Karzinome belegt®®®!, hat auch diese Analyse
einen unginstigen Einfluss der TERT Veranderungen auf das Uberleben bei
klarzelligen Nierenzellkarzinomen aufgezeigt. Die fehlende statistisch relevante
Assoziation bei den nicht-klarzelligen Karzinomen ist der Heterogenitat dieser

Gruppe geschuldet.
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Die Ergebnisse unterstreichen den Stellenwert der TERT-Verdanderungen fur die
Pathogenese, die unabhangig vom Nierenzellkarzinom-Subtyp ist: da in der Regel
in den betroffenen Tumoren keine weiteren Veranderungen festgestellt wurden,
charakterisiert die TERT Alteration einen spezifischen Subtyp mit einem eigenen
Treiber fur die Tumorentstehung und einer schlechteren Prognose®®. TERT
Veranderungen sind ein prognostisch relevanter Biomarker und kdénnten potentiell

das Ziel von Therapeutika darstellen.

3.3.2 Integration von somatischen Mutationen in den klinischen Verlauf beim

20

klarzelligen Nierenzellkarzinom

Die Verbreitung von NGS Sequenzierungstechnologien hat das Verstandnis und die
potentielle Therapie vieler Tumorerkrankungen revolutioniert. Diese Fortschritte
betreffen auch das klarzelligen Nierenzellkarzinoms: grof3e internationale Projekte
von Konsortien wie das ,The Cancer Genome Atlas“ (TCGA)%!, das ,International
Cancer Genome Consortium“ (ICGC)%8, und der ,University of Tokyo“*® haben die
Mutationslandschaft des klarzelligen Nierenzellkarzinoms erleuchtet.

Ziel dieser Projekte war es, die molekularen Hintergrinde der Krebsentstehung
beim Nierenzellkarzinom aufzuzeigen, um potentielle zielgerichtete Therapiestudien
zu ermoglichen.

Zudem sollten prognostische Biomarker identifiziert werden, die Uber die
Aussagekraft der traditionellen Kklinischen und histopathologischen Variablen
hinaus, einen Hinweis tber den klinischen Verlauf liefern sollten.

Der Zusammenhang zwischen den Mutationen und den Klinisch-pathologischen
Charakteristika wurde jedoch bis dato nur in kleinen Kohorten untersucht, was
gemeinsam mit der niedrigen Frequenz bestimmter Mutationen zu nicht
signifikanten multivariablen Analysen gefihrt hat.

Somit war unser Bestreben die weltweit grol3te Datenbank aller
Nierenzellkarzinomsubtypen zu erstellen, mit Kklinischen, pathologischen und
Sequenzierungsdaten. Hierfur wurden in erster Linie Patienten und Tumorproben

aus dem Memorial Sloan Kettering Cancer Center einbezogen, aber auch alle
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offentlich verfigbaren Daten der 0.g. publizierten Studien. Mit den Daten von >1000

Patienten

mit klarzelligen Nierenzellkarzinom konnte die Analyse der

Zusammenhange der somatischen Genmutationen und der klinisch-pathologischen

Charakteristika die Klarung mehrerer Fragestellungen erlauben.

3.3.2.1.

Analyse von somatischen Mutationen und klinischem Outcome in 1049
Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinom?®°

Es wurden insgesamt 348 Patienten mit prospektiven gesammelten
genomischen und klinischen Daten aus dem Memorial Sloan Kettering
Cancer Center eingeschlossen. Unter Einbezug der zuvor publizierten
Daten der o0.g. Studien wurden insgesamt 1049 Patienten analysiert. Es
wurde als Grundlage ein Panel von 14 Genen gewahlt, wobei fur alle
eingeschlossenen Patienten Daten zu den Genen VHL, PBRM1, SETD2
und BAP1 vorhanden waren. Der Beobachtungszeitraum begann zum
Zeitpunkt der operativen Behandlung mittels Nephrektomie und es wurde
das Rezidiv-freie sowie das Krebs-spezifische Uberleben analysiert.

Es wurde eine Assoziation zwischen Tumorgrof3e und Mutation im Gen
BAP1 (g=0.013), wahrend keine Assoziation zwischen den Mutationen
und dem Tumorstadium festgestellt wurde. Mutationen in den Genen
BAP1 und TP53 zeigten im multivariablen Modell ein reduziertes
krebsspezifisches Uberleben (CSS). Nach Einbezug des SSIGN Score
bleib lediglich TP53 statistisch signifikant (q=0.0005). Mutationen im Gen
SETD2 waren in den Modellen ohne und nach Adjustierung mittels
SSIGN Score mit einem reduzierten Rezidiv-freien Uberleben (q=0.047)
(RFS).

Zusammenfassend zeigt die Untersuchung von >1000 Patienten weltweit,
dass somatische Mutationen in den Genen BAP1, SETD2 und TP53 mit
einer  schlechteren  klinischen  Prognose beim  klarzelligen
Nierenzellkarzinom assoziiert sind. Nach Adjustierung der Kohorten

waren die Mutationen in den Genen TP53 und SETD2, respektive mit
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3.3.2.2.

einem geringeren krebsspezifischen und rezidivfreien Uberleben

vergesellschaftet.

Charakterisierung von somatischen Mutationen in kleinen letalen
klarzelligen Nierenzellkarzinomen®:

Die Inzidenz des klarzelligen Nierenzellkarzinom ist in den letzten
Jahrzehnten stetig gewachsen. Diese Tatsache ist den optimierten
bildgebenden Verfahren geschuldet, die immer mehr kleine inzidentelle
Raumforderungen der Nieren diagnostizieren lassen. In der Tat sind die
meisten inzidentellen Nierentumore < 4 cm grof® und werden als ,small
renal masses“ (SRMs) bezeichnet®?. Es gibt mehrere Leitlinien und
Empfehlungen zur Behandlung dieser SRMs®3%> und die meisten
Patienten haben nach der lokalen kurativen Therapie eine glnstige
Prognose. Dennoch entwickeln einige Tumore Lokalrezidive oder
Metastasen und kénnen zum Tod der Patienten fiihren®®.

Die zugrundeliegende Tumorbiologie dieser letalen SRMs ist unbekannt
und der Einsatz von potentiellen Biomarker kann das Management der
betroffenen Patienten in Zukunft maRgeblich beeinflussen. Wir
analysierten die genetischen Mutationen der SRMs als mdgliche
Biomarker.

Hierfir wurde die o.g. Datenbank abgefragt. Es wurden insgesamt 203
Patienten in die finale Analyse eingeschlossen. Es wurde die Frequenz
von 6 Mutationen analysiert (VHL, PBRM1, SETD2, BAP1, MTOR,
KDMS5C), die in mindestens 5% der Falle auftrat, die Metastasen
entwickelten oder an der Erkrankung starb. Diese Falle wurden mit denen
verglichen, die im Beobachtungszeitraum keine Metastasen entwickelt
hatten.

Die Mutationen in den Genen SETD2 (p=0.014) und KDM5C (p=0.033)
traten haufiger in Patienten auf, die Metastasen entwickelt hatten oder an

der Erkrankung verstorben waren. Die Uberlebensuntersuchung ergab,
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dass KMD5C Mutationen eine starke Assoziation mit geringerem Rezidiv-

freien und krebsspezifischen Uberleben.

Zusammenfassend, SRM haben meistens eine sehr gute Prognose nach
der Behandlung oder durch aktive Uberwachung. Wir haben in dieser
Arbeit die somatischen Mutationen identifiziert, die klinisch aggressiv
verlaufende SRM charakterisieren. Diese Erkenntnis, sollte weitere
Untersuchungen der SRM férdern, um in Zukunft mit KDM5C Mutationen
und anderen Biomarker bereits zum Zeitpunkt einer Biopsie das weitere

Management der Patienten zu bestimmen.
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Das klarzellig-(tubulo-)papillare  Nierenzellkarzinom macht ca. 1% aller
Nierenzellkarzinome aus und ist damit der haufigste der 2013 durch die Konsensus
Konferenz der Internationalen Gesellschaft fur Uropathologie (ISUP) neu
beschriebenen Nierenzellkarzinom-Subtypen?3.

Die Tumorzellen sind charakterisiert durch zystische, drisenférmige, solide und
papillare Komponente. Das Zytoplasma ist hell und meist wird eine niedrige
Graduierung angegeben®’. Es fehlen Veranderungen, die fur ein invasives
Wachstum typisch sind, wie prominente Nukeoli, mitotische Bilder, Nekrosen und
sarkomatoide Differenzierung.

Trotz Uberlappender Merkmale mit klarzelligen und papillaren
Nierenzellkarzinomen, weisen diese Tumore eine eindeutige Immunhistochemie
und individuelle molekulare Profile auf. Immunhistochemisch sind pathognomonisch
die Positivitat von Zytokeratin 7 (CK7) und Carboanhydrase IX (CAIX), sowie die
negative Reaktion fiir Alpha-Methylacyl-CoA Racemase (AMACR) und CD10¢’.
Genetische Analysen haben die klare Unterscheidung zum klarzelligen
Nierenzellkarzinom bewiesen: es fehlen Verluste des Chromosomes 3p und des
VHL Gens. Auch die typischen Veranderungen der papillaren Nierenzellkarzinome,
wie der Zugewinn der Chromosome 7 und 17 werden nicht nachgewiesen®®,
Insgesamt wurden keine charakteristischen genetischen Veranderungen
festgestellt.

Das immunhistochemische Expressionsprofil fir diese Entitat mittlerweile bekannt
und sehr typisch. Die Diagnose dieser Entitat wird nun vermehrt durch die Uro-
Pathologen gestellt. Es liegen allerdings keine umfassenden genomischen
Analysen des klarzellig-papillaren Nierenzellkarzinoms vor.

Die Anzahl der publizierten Falle mit einer langeren klinischen Verlaufsbeobachtung
ist bis dato sehr klein, jedoch wurde hier noch kein Fall mit einer Metastasierung

beschrieben®7-69,
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Diese Tatsachen verleiten zur Hypothese, dass das klarzellig-papillare
Nierenzellkarzinom eine Neoplasie mit indolentem klinischem Verlauf ist®’.

Die unbekannten molekularen Hintergrinde und das Fehlen einer umfassenden
klinischen Analyse, haben zur Erstellung der nachfolgend beschriebenen
wissenschaftlichen Projekte zum klarzellig-papillaren Nierenzellkarzinom gefuhrt.
In dem ersten Teil der Arbeit wurden sowohl der klinischen Verlauf, als auch die
genomischen Charakteristika dieser neuen Entitat, anhand der aktuell grof3ten
Kohorte von Patienten mit klarzellig-papillaren Nierenzellkarzinom definiert. Obwohl
die Diagnosestellung dieser Entitat noch sehr selten ist, wurde auf die langjahrige
Erfahrung der Uro-Pathologen des Memorial Sloan Kettering Cancer Center mit
dieser Entitdt berufen, die diesen Subtyp bereits ab dem Jahr 2007

diagnostizierten®®,

Analyse der grofRten Kohorte von Patienten mit klarzellig-papillaren
Nierenzellkarzinom

(Die hier prasentierten Daten wurden noch nicht in peer-reviewed Journals
veroffentlicht, daher werden die Ergebnisse nicht im Detail aufgefuhrt)

Anhand der unter Punkt 3.3 beschriebenen Datenbank wurden alle Patienten
identifiziert, bei denen ein klarzellig-papillares Nierenzellkarzinom diagnostiziert
wurde. Die ermittelten Tumorproben wurden einer histopathologischen
Nachbefundung durch die Uro-Pathologen des Memorial Sloan Kettering Cancer
Center unterzogen.

Als Ergebnis der Nachbefundung wurden insgesamt 44 Patienten mit klarzellig-
papillaren Nierenzellkarzinom eingeschlossen, die am Memorial Sloan Kettering
Cancer Center zwischen 2007 und 2014 behandelt wurden.

Die Untersuchung der klinischen und pathologischen Charakteristika erfolgte im
Vergleich zu derer von Patienten mit klarzelligen und papillaren

Nierezellkarzinomen.
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Die Patienten mit Kklarzellig-papillaren Nierenzellkarzinom wiesen Kkleinere
Primartumoren auf und es wurde die relative Haufung von synchronem Auftreten
mit anderen Nierenzellkarzinom Subtypen verzeichnet. Anders bei den anderen
haufigeren Entitdten des Nierenzellkarzinoms waren weibliche Patientinnen
haufiger von dieser Entitat betroffen. Kein Patient der Kohorte mit reinem klarzellig-
papillaren  Nierenzellkarzinom  entwickelte  Metastasen im  gesamten
Beobachtungszeitraum von median 64,3 Monaten.

Diese Ergebnisse bestatigen erstmalig anhand einer grol3en retrospektiven Kohorte

die indolente Natur dieser Entitat.

Ferner wurden 5 représentative Tumorproben der ,whole exome sequencing®
Analyse unterzogen, wahrend 10 weitere Tumorproben mittels ,target sequencing®
Analyse durch MSK-IMPACT™ untersucht wurden. Es wurde ein sehr niedriges
TMB im Vergleich zu klarzelligen oder papillaren Nierenzellkarzinomen festgestellt.
Es wurden keine somatischen Genmutationen aufgezeigt, die in mehr als einer
Probe wiederholt wurden. Die Proben wurden zudem auf die allel-spezifischen
Kopien untersucht, mittels des unter 3.1. beschriebenen Algorithmus FACETS 22,
was auch keine relevanten Veranderungen auf chromosomaler Ebene hervorheben
konnte.

Zusammenfassend konnte durch die Sequenzierung kein genetischer Treiber fir
die Tumorgenese aufgezeigt werden.

Die klinisch indolente Natur des klarzellig-papillaren Nierenzellkarzinoms sollte
weiter durch klinische Studien validiert werden, wahrend die ,stumme genetische
Mutationslandschaft® weitere Analyse fordern sollte, um die molekularen
Veranderungen zu definieren, die diesen Tumor entstehen lassen und die fur den

gutartigen Verlauf dieses Subtyps verantwortlich sind.

UngewdOhnlicher oxidativer Metabolismus als zugrundeliegende Veranderung

des klarzellig-papillaren Nierenzellkarzinoms?®
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Der molekulare Phéanotyp des klarzellig-papillaren Nierenzellkarzinom zeigt keine
typischen genomischen Mutationen weder in unseren Untersuchungen (siehe
3.4.1.) als auch in den klarzellig-papillaren Nierenzellkarzinom Proben der TCGA-
KIRC Studie®!, sodass diese Entitat als ,genomisch stummer* Tumor bezeichnet
wird.

Um die molekularen Hintergriinde dieser Entitat weiter zu definieren, wurden
Analysen der Turmozellen durchfihrt mit einem besonderen Fokus auf den
metabolischen Phanotyp.

Die ,whole genome*“ Sequenzierung der unter 3.4.1. beschriebenen Tumorproben
hatte die Vermutung hervorgehoben, dass diese Tumoren einen signifikanten
Schwund an mitochondrialer DNA und RNA aufweisen.

Zudem hatte die metabolomische Analyse des klarzelligen Nierenzellkarzinoms
durch unsere Arbeitsgruppe 2 Tumorproben aufgezeigt, die durch spezielle
metabolische Merkmale gekennzeichnet waren: die 30-fache Erhéhung der
Anhaufung von Sorbitol’*72, Die Nachuntersuchung dieser 2 Proben bestatigte,
dass es sich hierbei um klarzellig-papillare Nierenzellkarzinome handelte. Diese
Erkenntnis wurde bestatigt, als weitere 9 klarzellig-papillare Nierenzellkarzinom
Proben metabolomisch profiliert wurden.

Diese Beobachtung wurde durch Analysen der Zellkulturen von klarzellig-papillaren
Nierenzellkarzinome bestétigt.

Wahrend die Stérung der mitochondrialen Atmungskette nicht als Treiber der
Onkogenese anerkannt wird, sind einige Karzinome durch die mitochondriale
Dysfunktion charakterisiert. Das betrifft in hohem MalRe auch das klarzellige
Nierenzellkarzinom: der Verlust des Tumorsuppressor Gens VHL aktiviert HIF
(hypoxia inducible factor), was die mitochondriale Atmungskette zugunsten der
Glykolyse runterreguliert’?.

Ferner wurde hier beobachtet, dass diese Zellen einem hohen oxidativen Stress
unterliegen. Dies erklarte die aufRerordentlich hohe Anh&aufung von intrazellularem
Sorbitol deutlich und unterstreicht einen eigenen metabolischen Phanotyp, abseits

der Atmungskette.
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Entsprechend kann das helle Zytoplasma des klarzellig-papillaren

Nierenzellkarzinom auf das Uberangebot von Glykogen zuriickgefiihrt werden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse wie “nicht-genetische” Ursachen fur
die Tumorentstehung in Anbetracht gezogen werden kdnnen, insbesondere, wenn

Tumore sich als ,genomisch stumm®“ in der DNA-Analyse darstellen®.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das vorliegende Habilitationsprojekt
neue Erkenntnisse Uber die Subtypen des Nierenzellkarzinoms liefert.

In erster Linie wurde mittels umfassender genomischer Analysen eine aufwendig
zusammengestellte Kohorte von Tumoren des sehr seltenen metastatisch verlaufenden
chromophoben Nierenzellkarzinoms charakterisiert.

Die Erkenntnisse haben die genomischen Verdanderungen auf chromosomaler und DNA
Ebene aufgezeigt, die typisch fur einen aggressiven Verlauf dieses Uublicherweise
indolenten Karzinoms sind. Der frihe Nachweis von Mutationen in den Genen TP53 und
PTEN, sowie die chromosomale Duplikation (ICD) sollten als genomische Biomarker fir
eine ungunstige Prognose dienen, um nach der operativen Sanierung eine engmaschige

Nachsorge erlauben.

Bis zum Einzug der molekularen Diagnostik mittels Gensequenzierung in die Praxis,
kénnen klinische Faktoren eine ungunstige Prognose beim chromophoben
Nierenzellkarzinom aufzeigen. Die Untersuchung einer grof3en Kohorte von Patienten mit
chromophoben Nierenzellkarzinom in einem langen Beobachtungszeitraum haben die
eher indolente Natur dieser Entitat bestatigt. Allerdings sind die Tumorgréf3e und eine
sarkomatoide Differenzierung Risikofaktoren fir einen invasiven Verlauf, deren
Wertigkeit in prospektiven Studien validiert werden sollte.

Die sarkomatoide Differenzierung ist fur viele Tumorentitdten mit einem schlechteren
Uberleben assoziiert. Diese Tatsache wurde genauer anhand einer Kohorte des seltenen
sarkomatoiden chromophoben Nierenzellkarzinomen untersucht, die systemisch am
MSKCC behandelt wurde. Die prognostische Wertigkeit dieser histologischen
Verdnderung wurde bestatigt mit einem deutlich schlechteren Ansprechen auf die

gangigen Systemtherapien bei der metastasierten Erkrankung.

Die genetischen Veranderungen kdnnen unabhé&ngig vom histopathologischen Subtyp
eine spezifische Pathogenese aufzeigen und einen klinischen Verlauf des

Nierenzellkarzinoms charakterisieren. Die Erkenntnis hat die Untersuchung einer
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genetischen Variation gezeigt, die beim Kklarzelligen Nierenzellkarzinom durch die
Arbeiten der grol3en Konsortien (TCGA und ICGC) nicht einbezogen wurde: die TERT
Gen Promoter Region. 10-12% aller Nierenkarzinome zeigen Mutationen in diesem Gen,
unabhangig vom Subtyp, und weisen eine schlechtere Prognose auf. Dies ist ein Zeichen
fur eine spezifische Pathogenese, die einen prognostisch relevanten Biomarker darstellt,

aber auch potentiell das Ziel von Therapeutika sein kénnte.

Die Vorarbeiten zum chromophoben Nierenzellkarzinom im Rahmen dieser
Forschungsarbeit haben die Relevanz der Zusammenhange der somatischen
Genmutationen und der klinisch-pathologischen Charakteristika aufgezeigt. Diese
Erkenntnisse sollten auch beim deutlich haufigeren klarzelligen Nierenzellkarzinom
untersucht werden. Zu diesem Zwecke wurde die grof3te Datenbank mit klinischen und
genomischen Daten erstellt unter Einbezug der publizierten Ergebnisse der
internationalen Konsortien (TCGA, ICGC und University of Tokyo), um prognostisch
relevante klinische und genomische Biomarker zu identifizieren.

Die Analyse hat ergeben, dass Mutationen in den Genen TP53 und SETD2, respektive
mit einem geringeren krebsspezifischen und rezidivfreien Uberleben beim klarzelligen
Nierenzellkarzinom vergesellschaftet sind.

Ferner, hat die Untersuchung von kleinen Primartumoren in dieser Kohorte die
somatische Mutation identifiziert, die mit einem ungunstigen klinischen Verlauf assoziiert
ist. Nierentumoren <4 cm (SRM) haben ublicherweise eine sehr gute Prognose nach der
lokalen Behandlung. Tragen sie aber eine Mutation im Gen KMD5C besteht ein erhdhtes
Risiko fur die Entwicklung von Metastasen.

Die Identifikation von genomischen Biomarker sollte den Behandlungsverlauf leiten, um

individuelle Therapieentscheidungen zu treffen.

Aus dieser Datenbank konnten weitere Erkenntnisse gewonnen werden, die das
Management von Patienten mit Nierenzellkarzinom in Zukunft beeinflussen werden”-77,
wenn die genetische Analyse von somatischen Mutationen des Tumors Einzug in den

klinischen Alltag finden wird.
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Es gibt allerdings Tumore, die sich genetisch ,stumm® darstellen. Ein Beispiel daftr ist
das indolent verlaufende klarzellig-papillare Nierenzellkarzinom.

Die im Rahmen eines Teilprojektes untersuchte Kohorte dieser neuen Entitat war
charakterisiert durch die Abwesenheit von metastatischen Verlaufen. Desweiteren
wurden keine genetischen Veranderungen in den target und ,whole genome® NGS
Verfahren nachgewiesen.

Die vorlaufigen Ergebnisse fuhrten zur umfassenden metabolomischen Analyse dieser
Tumore. Es wurde ein komplett neuartiger Mechanismus der Tumorentstehung
beobachtet, der mutmalflich auch der Grund fir den indolenten Verlauf dieses

metabolisch aktiven Tumors darstellt.

Die genannten Projekte sind am Memorial Sloan Kettering im Rahmen meines
zweijahrigen Forschungsaufenthalts durchgefiihrt und abgeschlossen worden. Zurtick an
der LMU konnte ich die gewonnene Erfahrung in Tumorgenetik in die Diagnostik,
Behandlung und Auswertung von uro-onkologischen Patienten einbringen?,

Im Rahmen des neu etablierten Molekularen Tumorboards wurden vermehrt
Tumorproben von Patienten mit Nieren-, Prostata- und Harnblasenkarzinom untersucht

und deren Prognose und Therapie dadurch in einigen Fallen beeinflusst.

Analog dem Einsatz am Memorial Sloan Kettering Cancer Center wird aktuell eine
umfassende Datenbank an der Urologischen Klinik der LMU aufgebaut. Die klinischen
und genomischen Parameter der behandelten Patienten werden retro- und zukinftig
auch prospektiv in unterschiedlichen Projekten untersucht werden, um insbesondere
seltene Subtypen in Hinblick auf Prognose und Therapieansprechen im metastasierten
Zustand zu charakterisieren. Dies betrifft neben den Nierenzellkarzinom-Subtypen, auch
seltene Varianten des Harnblasenkarzinoms (z.B. Plattenepithelkarzinome der
Harnblase, Urothelkarzinome mit FGFR-Mutationen) und seltene, aggressive Varianten
des Prostatakarzinoms (z.B. sarkomatoide oder neuroendokrine Prostatakarzinome,
BRCA-Mutationstragende Prostatakarzinome) (Ergebnisse noch nicht verdéffentlicht).
Insbesondere wird auch der Einfluss von unterschiedlichen molekularen und klinischen

Faktoren auf die Toxizitat und Effektivitat der neuen Immun-Checkpoint-Inhibitor-
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Therapien beim metastasierten Nierenzell- und Urothelkarzinom untersucht. Eine bereits
abgeschlossene Arbeit Uber den Einfluss von Alter auf die Immuntherapie hat gezeigt,
dass Checkpoint-Inhibitoren auch bei Patienten alter als 75 Jahren sicher eingesetzt
werden kénnen und im Vergleich zu jingeren Patienten analoge Effektivitat erzielen’®.
Weitere Projekte in Kooperation mit dem Pathologischen Institut der LMU beinhalten die
Analyse von immunhistochemischen und molekularen Faktoren und die Assoziation mit
klinischen Parameter bei den genannten Tumorentitaten, die bereits vielversprechende

Vorergebnisse erbracht haben (Ergebnisse noch nicht verdéffentlicht).
Die Erfassung und Analyse der klinischen, immunhistochemischen und molekularen

Marker soll zu einem personalisierten therapeutischen Vorgehen fiihren mit dem Ziel der

Verbesserung der Prognose von uro-onkologischen Patienten.
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5.  Abklrzungsverzeichnis

AMACR
BAP1

CAIX
CDKNZ2A
CK7

CSS

DNA
FACETS

HIF

ICD

ICGC
KDM5C
MSI-sensor Score
MSK-IMPACT™
MSKCC
MTOR

NGS

oS

PBRM1

PCR

PTEN

RFS

RNA

SETD2

SNP Array
SRM

SSIGN Score
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Alpha-Methylacyl-CoA Racemase
BRCAL associated protein-1
Carboanhydrase IX

Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A
Cytokeratin 7

Cancer Specific Survival
Desoxyribonucleic Acid

Fraction and Allele-Specific Copy Number Estimates from Tumor Sequencin
Hypoxia Inducible Factor

Imbalanced Chromosomal Duplication
International Cancer Genome Consortium
Lysine-specific demethylase 5C
Mikrosatelliteninstabilitat Sensor Score
Integrated Mutation Profiling of Actionable Cancer Targets
Memorial Sloan Kettering Cancer Center
mechanistic Target of Rapamycin
Next-Generation Sequencing

Overall Survival

Polybromo 1

Polymerase Chain Reaction
Phosphatase and Tensin homolog
Recurrence Free Survival

Ribonucleic Acid

SET Domain Containing 2

Single nucleotide polymorphism Array
Small Renal Masses

Stage, Size, Grade, and Necrosis Score
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TCGA
TCGA-KICH
TCGA-KIRC
TPS3

TTF

TTR

VEGF

VHL

WGS
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The Cancer Genome Atlas

The Cancer Genome Atlas-Kidney Renal Chromophobe
The Cancer Genome Atlas-Kidney Renal Clear Cell
Tumor Protein 53

Time to Treatment Failure

Time To Recurrence

Vascular-Endothlial Growth Factor

Von Hippel Lindau

Whole Genome Sequencing
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