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Hintergrund

Die intratumorale Heterogenitit stellt eine
pathologisch-histomorphologisch schon
seit langem bekannte Eigenschaft malig-
ner Tumoren dar. Durch Einsatz der Tie-
fensequenzierung (,deep sequencing®)
ist es mittlerweile jedoch méglich, intra-
tumorale Heterogenitét mit bisher unge-
kanntem Auflésungsvermogen auf der
Ganzgenomebene zu analysieren. Da-
bei triagt die Erhohung der Sequenzier-
tiefe (,,coverage®) entscheidend dazu bei,
auch selten vorkommende Mutationen zu
identifizieren. Dies hat eine Reihe wich-
tiger translationaler Implikationen, die
unten diskutiert werden sollen. An die-
ser Stelle sei angemerkt, dass die mole-
kularen Mechanismen, die zur genomi-
schen Instabilitit von Tumoren beitra-
gen, mit grofler Wahrscheinlichkeit auch
firr die intratumorale Heterogenitét ver-
antwortlich sind (8 Abb. 1). Dies sind
im Wesentlichen Mechanismen, die bei
der Reparatur von DNA-Schiden eine
Rolle spielen. DNA-Schéden konnen da-
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bei intrinsisch, zum Beispiel durch sog.
DNA-Replikationsstress auftreten oder
durch mutagene Einfliisse, die jhren Ur-
sprung auflerhalb der Tumorzelle haben.
Wie genau in diesem Zusammenspiel von
DNA-Schédigung, Reparatur und Mikro-
environment Subpopulationen von z. T.
genomisch hochgradig variierenden Tu-
morzellen entstehen, erwartet dringend
der weiteren grundlagenwissenschaftli-
chen Kldrung.

Intratumorale Heterogenitat
am Beispiel des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms

Die ausgepragte intratumorale genomi-
sche Heterogenitit des Nierenzellkarzi-
noms wurde schlaglichtartig in einer 2012
erschienen Publikation von Gerlinger et
al. [1] hervorgehoben. Hierbei konnte an
einer relativ kleine Kohorte von vier Pa-
tienten durch ,multiregion whole-exo-
me sequencing” gezeigt werden, dass die
Mehrzahl (60-70%) aller somatischen
Mutationen heterogen, d. h. nicht in je-

der sequenzierten Region nachweisbar
sind. Exemplarisch wurden von einem
Patienten mit metastasiertem klarzelligen
Nierenzellkarzinom verschiedene Regio-
nen des Primirtumors (initial n=9, aus-
geschlossen n=2) sowie der Metastasen
(n=3) sequenziert. Es wurden insgesamt
101 Punktmutationen sowie 32 Indels (,,in-
sertion or deletion of bases“) gefunden.
Von den bereits bekannten rekurrent mu-
tierten Genen des klarzelligen Nierenzell-
karzinoms [2, 3] konnten Mutationen in
VHL, MTOR sowie KDM5C und SETD2
bestitigt werden. Bemerkenswerterweise
wurden nur etwa ein Viertel aller soma-
tischen Genmutationen ubiquitar in Pri-
miértumor und Metastasen nachgewie-
sen. Demgegeniiber waren wiederum et-
wa ein Viertel der somatischen Mutatio-
nen und Indels ausschlief3lich in nur einer
sequenzierten Region zu finden (,,private
mutations). Daneben wurden Genmuta-
tionen gefunden, die iiberwiegend nur in-
nerhalb der Primartumors oder der Me-
tastasen vorhanden waren. Es ist darauf
hinzuweisen, dass eine bestimmte Re-
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Abb. 1 A Genomische Instabilitét, intratumo-
rale Heterogenitét und Therapieresistenz kon-
nen nicht isoliert betrachtet werden, sondern
reflektieren die Tatsache, dass Mutationsvorgan-
ge und Selektionsprozesse zu einer permanen-
ten Um- und Uberformung von Tumorzellgeno-
men fiihren

gion des Primértumors bereits Mutatio-
nen aufwies, die sich auch in den Metas-
tasen fanden, so dass diese Region als Ur-
sprungsort der Tumordissemination an-
gesehen werden kann. Wahrend eine 2bp-
Deletion von VHL als sog. Stammmuta-
tion ubiquitdr nachweisbar war, wurden
im SETD2- und KDM5C-Gen z. T. unter-
schiedliche Mutationen in verschiedenen
Tumorregionen nachgewiesen. Diese Er-
gebnisse legen nicht nur eine sich verzwei-
gende intratumorale Evolution nahe, son-
dern dariiber hinaus auch eine konvergie-
rende intratumorale Evolution. Warum
das gleiche Gen in verschiedenen, raum-
lich separierten Tumorpopulationen wie-
derholt ein Target fiir verschiedene soma-
tische Mutationen darstellt, ist unbekannt,
deutet aber auf eine herausragende Be-
deutung von chromatinmodellierenden
Prozessen bei der Progression des klar-
zelligen Nierenzellkarzinoms hin.

Diese grundlegenden Mechanismen
der intratumoralen Evolution konnten
an einem zweiten Kollektiv von zusétz-
lich acht klarzelligen Nierenzellkarzi-
nomen bestitigt werden [4]. Neben der
VHL-Mutation konnte in dieser Studie
auch ein Verlust von Chromosom 3p als
Stammereignis aus der Klasse der ,s0-
matic copy number alterations® identi-
fiziert werden. ,,Multiregion exome se-
quencing® zeigte hier eine Haufigkeit he-
terogener somatischer Mutationen von
67% [4]. Weiterhin wurde deutlich, dass
in einer definierten Tumorregion multip-
le Subklone vorhanden sein kénnen. Bo-
na fide ,,driver mutations“ wurden mehr-
heitlich entlang der Aste des phylogeneti-
schen Tumorstammbaums nachgewiesen.
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Im Zuge der verzweigten Tumorevolution
kénnen sich so Subklone mit jeweils spe-
zifischer genomischer Ausstattung ein-
schliefllich subklonaler Driver-Mutatio-
nen ausbilden. Bemerkenswerterweise
lasst sich die intratumorale Heterogeni-
tat des klarzelligen Nierenzellkarzinoms
auch anhand etablierter prognostisch re-
levanter transkriptioneller Signaturen ab-
bilden. Hierbei wurde deutlich, dass sich
in demselben Patienten gleichzeitig Tu-
morregionen mit guter Prognose (ccA)
und schlechter Prognose (ccB) nachwei-
sen lassen [1].

Durch diese Ergebnisse wird nahe-
gelegt, dass, zum jetzigen Stand der For-
schung, die Analyse einer Einzelbiopsie
eines Nierenzellkarzinoms nicht nur die
Anzahl potentieller Driver-Mutationen
mit grofSer Wahrscheinlichkeit unterre-
présentiert, sondern auch mit Hinblick
auf eine Prognoseabschitzung vorsich-
tig interpretiert werden muss [1, 4]. Aller-
dings ist auch zu betonen, dass eine funk-
tionale Validierung subklonaler Driver-
Mutationen und eine Abschitzung der
Wertigkeit intratumoraler Heterogeni-
tét als Prognosefaktor derzeit noch aus-
stehen.

Malignes Wachstum -
Evolution im Zeitraffer

Die beschriebenen Untersuchungen ver-
deutlichen, dass grundlegende Prinzipi-
en der darwinistischen Evolution, Muta-
tion und natiirliche Selektion, auch auf
das Wachstum maligner Tumoren ange-
wendet werden kénnen [5]. Die gleichzei-
tige Ausbildung von intratumoralen Sub-
klonen mit z. T. unterschiedlichen Driver-
Mutationen bei gleichzeitiger Konservie-
rung von Stammmutationen lassen ver-
muten, dass letztere eine wichtige Rol-
le bei der Entstehung genomischer Insta-
bilitat spielen. Gleichzeitig sind vielfalti-
ge endogene und exogene Selektionsbar-
rieren vorstellbar. Diese konnen zelluldre
Stressantworten, aber z. B. auch eine re-
duzierte Versorgung mit Wachstumsfak-
toren oder eine antitumorale Immunant-
wort umfassen. Dariiber hinaus tragt na-
titrlich auch die nicht-operative Therapie
der Tumorerkrankung zur Selektion be-
stimmter Subpopulationen bei. Es ist des-
halb anzunehmen, dass Tumorzellgeno-

me zwischen einer erh6hten genomischen
Instabilitét einerseits und Selektionsdrii-
cken andererseits einer permanenten Um-
formung unterliegen, welche sich schluss-
endlich in der intratumoralen Heteroge-
nitat abbildet.

Klinisch-translationale
Implikationen

Ob eine Charakterisierung der intra-
tumoralen genomischen Heterogeni-
tat fir eine weitere Risikostratifizierung
von Patienten mit klarzelligem Nieren-
zellkarzinom geeignet ist, kann aufgrund
der nur geringen bisher untersuchten
Fallzahlen zum jetzigen Zeitpunkt noch
nicht gesagt werden. Besondere Bedeu-
tung konnte der intratumoralen Hetero-
genitit als Ausdruck von Mutations- und
Selektionsprozessen allerdings beim Ein-
satz zielgerichteter Therapien zukommen
(8 Abb. 1). Hier sei als Beispiel auf eine
Studie von Rini et al. [6] verwiesen, in der
gezeigt werden konnte, dass die Zweitli-
nienbehandlung mit Tyrosinkinaseinhibi-
tor (TKI) v. a. dann das progressionsfreie
Uberleben verbessert, wenn die Erstli-
nienbehandlung mit Zytokinen und nicht
bereits mit einem vom Wirkmechanismus
her dhnlichen TKI durchgefithrt wurde.
Im Lichte der genomischen intratumora-
len Heterogenitit konnte man diese ab-
geschwichte klinische Effektivitat durch
Selektion von resistenten Subpopulatio-
nen bzw. Depletion sensitiver Tumorzel-
len durch die zuvor durchgefiihrte TKI-
Therapie zumindest ansatzweise erklaren.

Ein Ziel der personalisierten Tumor-
therapie ist das Ausnutzen von Driver-
Mutation als neue therapeutische Targets.
Aufgrund der heterogenen und subklona-
len Expression von bona fide ,,driver mu-
tations” [4], stellt ein solcher Ansatz beim
fortgeschrittenen klarzelligen Nierenzell-
karzinom eine Herausforderung dar. Wei-
terhin muss beriicksichtigt werden, dass
die Heterogenitit und damit Plastizitat
von Tumorzellgenomen zu einer Situa-
tion fithren, in der im Prinzip nach jedem
Therapiezyklus alternative Driver-Muta-
tionen auftreten kénnen. Eine intermittie-
rende molekulare Analyse zwischen The-
rapiezyklen erscheint daher unerlésslich,
wie eindriicklich in einer jiingsten Ana-
lyse beim Prostatakarzinom gezeigt wur-
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de [7]. Es konnte in diesem Zusammen-
hang beim klarzelligen Nierenzellkar-
zinom vorteilhaft sein, Stammmutatio-
nen bzw. ubiquitdr vorhandene Mutatio-
nen, die ja etwa ein Viertel aller Mutatio-
nen ausmachen, durch innovative Ansétze
therapeutisch weiter auszunutzen. Aller-
dings wiirde ein solcher Ansatz nur dann
vielversprechend sein, wenn die Tumor-
zellen nicht ab einem bestimmten Zeit-
punkt unabhingig von der Stamm-Mu-
tation werden sollten. Eine bemerkens-
werte Entdeckung diesbeziiglich ist, dass
eine Vorbehandlung mit einem mTOR-
Inhibitor (,,mammalian target of rapamy-
cin®) mit einer besonders geringen Hete-
rogenitit bei Erhalt der Stammmutation
assoziiert war [4]. Eine biologische Er-
klarung dieses Ergebnisses und eine Be-
statigung an grofleren Kohorten stehen
noch aus, es konnte allerdings zukiinfti-
ge Kombinations- und Sequenztherapien
beim metastasierten Nierenzellkarzinom
beeinflussen.

Fazit fiir die Praxis

Die intratumorale Heterogenitat des
klarzelligen Nierenzellkarzinoms stellt
eine grundlagenwissenschaftliche und
klinisch-translationale Herausforderung
dar. Allerdings ist es aufgrund der gerin-
gen bisher untersuchten Patientenzah-
len und der noch ausstehenden multi-
zentrischen und prospektiven Validie-
rung derzeit noch verfriiht, weitergehen-
de Riickschliisse auf die prognostische
und therapeutische Relevanz zu ziehen.
Die Tatsache, dass trotz ausgepragter in-
tratumoraler Heterogenitat ubiquitar
vorhandenen genomische Veranderun-
gen auch beim fortgeschrittenen klarzel-
ligen Nierenzellkarzinom nachgewiesen
werden konnen, lasst hoffen, dass sich
dadurch neue therapeutische Interven-
tionsmoglichkeiten ergeben.
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Zusammenfassung

Das fortgeschrittene klarzellige Nierenzellkar-
zinom zeichnet sich durch eine ausgepragte
intratumorale Heterogenitét aus. Anhand von
genomweiten Deep-sequencing-Analysen
und Rekonstruktion phylogenetischer Pro-
zesse konnten sowohl sich verzweigende als
auch konvergierende genetische Ereignisse
in Subpopulationen von Tumorzellen nach-
gewiesen werden. Dabei wurde deutlich,
dass bona fide , driver mutations” haufig sub-
klonal auftreten, was die Entwicklung neu-

er zielgerichteter Therapien erschweren kann.
Andererseits waren sog. Stammmutationen
wie die Inaktivierung des von-Hippel-Lin-
dau- (VHL-)Tumorsuppressorgens und Verlus-
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te von Chromosom 3p ubiquitar nachweisbar
und stellen daher weiterhin attraktive thera-
peutische Targets dar. Dessen ungeachtet ist
das Zusammenspiel von genomischer Insta-
bilitat, intratumoraler Heterogenitat und The-
rapieresistenz eine wichtige Herausforderung
fiir die zukUnftige Entwicklung neuer prog-
nostischer und pradiktiver Biomarker sowie
personalisierter Therapiestrategien.

Schliisselworter

Tiefensequenzierung - Biomarker -
Instabilitdt, genomische - Heterogenitat,
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Abstract

Advanced clear cell renal cell carcinoma is
characterized by extensive intratumoral ge-
nomic heterogeneity and branched as well as
convergent evolutionary traits with genom-
ically different subclones evolving in paral-
lel in the same tumor. Distinct driver muta-
tions can be found in spatially separated sub-
clones, which may hinder the development
of novel targeted therapies. However, truncal
mutations of the VHL tumor suppressor gene
and chromosome 3p loss were ubiquitously
detected and will hence continue to be a fo-

Intratumoral heterogeneity in renal cell carcinoma.
Molecular basis and translational implications

cus of future drug development. Neverthe-
less, genomic instability, enhanced tumor ge-
nome plasticity and intratumoral heteroge-
neity are likely to represent major challenges
towards biomarker development and person-
alized patient care.
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