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1. Einleitung

1.1 Historie / Erstbeschreibung und Namensgebung

Das Nuclear-protein-in-testis (NUT) Mittellinienkarzinom (engl. NUT midline carcinoma
(NC-Tumor/NC)) stellt einen Subtyp sehr aggressiver Plattenepithelkarzinome dar
132128 bei dem es zu einer chromosomalen Reorganisation im NUTM1 Gen kommt
(Anmerkung: das vom NUTM1 Gen exprimierte NUT Protein ist normalerweise nur in
postmeiotischen Spermatiden detektierbar, was dessen Namensgebung begrindet

hat; seine physiologische Funktion ist bislang nicht bekannt).19:24.44.48

NUTM1 bildet in den meisten Fallen mit dem Bromodomain-enthaltenden Protein 4
(BRD4) in der Folge einer aberranten Gentranslokalisation eine NUTM1-BRD4 Gen-
fusion. Als zweit- und dritthaufigste Fusionen kommt es zur Ausbildung von NUTM1-
BRD3 und NUTM1-NSD3 Fusionsgenen. Weitere Genfusionen sind in Literatur be-
schrieben, treten aber sehr viel seltener auf (z.B. Genfusionen mit den Zink Finger
Proteinen 532 und 592 (ZNF532, ZNF592)).2:8:50

Der ursprungliche Name ,Mittellinienkarzinom* (heute: NUT Carcinoma - NC) kommt
von den am haufigsten anzutreffenden Lokalisationen dieser Tumorentitat, die sich
sehr oft in der Korpermittellinie (Kopf, Hals, Mediastinum) abspielen. Allerdings wurden
mit der immer hdheren Anzahl an histologisch korrekt zugeordneten Fallen in den letz-
ten Jahren auch viele Lokalisationen auf3erhalb der Kérper-Mittellinie (u.a. in den Lun-
gen, Nieren und an anderen Lokalisationen) registriert. Bei derartigen "extra-zentralen"
Primarlokalisationen ist der Verlauf haufig durch ein besonders aggressives Tumor-
wachstum mit fruher Infiltration in umgebende anatomische Strukturen und einer aus-

gepragten diffusen Metastasierung gepréagt. 484951

Initial wurden NC-Tumore insbesondere bei Kindern und Jugendlichen beschrieben.
In der Tat betreffen NC-Tumore sehr haufig junge Menschen. Vor diesem Hintergrund
kommt es haufig zunachst zu der Stellung von Fehldiagnosen und inkorrekten Zuord-
nungen zu Tumoren, die bekanntermal3en und in erster Linie bei Kindern und Jugend-
lichen gehauft vorkommen (z.B. falschliche Klassifikation als Keimzelltumore oder als

gering differenzierte Karzinome).?”47
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Heutzutage weild man, dass NC-Tumore in jedem Lebensalter auftreten konnen. Es

findet sich eine Gleichverteilung bei Mannern und Frauen.

Die NC-Tumore stellen eine der aggressivsten Formen von Plattenepithelkarzinomen
dar; mehr als 80% der Patienten sterben innerhalb eines Jahres, gerechnet ab dem

Zeitpunkt der Diagnosestellung (Abb. 1).#’
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Abb. 1: Kaplan-Meier Kurve fir Patienten (behandelt mit diversen Therapieregimen)
mit NC-Tumoren. Quelle (Chau et al., 2019)2

Die Entitat der NC-Tumore wurde zuerst in Japan im Jahr 1991 bei einem initial falsch-
licherweise als Schilddusenkarzinom klassifizierten Tumor beschrieben. In aufwandi-
ger Arbeit fand sich in der weitergehenden Analytik Uberraschenderweise eine Gen-
translokation ((15;19) (q14; p13.1)). Die daraus resultierende NUTM1-BRD4 Fusion
galt zu diesem Zeitpunkt als mehr als ungewdhnlich und wurde erst 12 Jahre spater

dem Pathologen Dr. Christopher A. French/Boston, USA, vorgestellt.'®:53

Im weiteren Verlauf wurden noch vier weitere Falle mit genau dieser Translokation
identifiziert. Im Rahmen eines daraufhin von Dr. French initiierten systematischen
screenings an gering differenzierten Plattenepithelkarzinomen bei Kindern und jungen
Erwachsenen wurden dann weitere elf Falle mit NUTM1 Genfusionen identifiziert. Auf
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dieser ersten breiteren Wissensbasis wurde dann von Dr. French und Kollegen im Jahr

2004 diese neuartige Entitat der NC-Tumore definiert und publiziert.'®

Dr. French, der sich von Anfang ausgesprochen intensiv um die Erforschung samtli-
cher Aspekte der NC-Tumore kimmert, organisiert auch das weltweite Netzwerk zu
dieser sehr seltenen Tumorart (https.//www.dana-farber.org/nut-carcinoma/) und gilt
u.a. auch deshalb als der Nestor dieses Forschungsgebietes.

1.2 Epidemiologie

NC-Tumore stellen eine sehr seltene und ausgesprochen aggressiv verlaufende
maligne Erkrankung dar.3® Die Pravalenz liegt in den U.S.A. bei 3.600 Fallen pro Jahr.
Die Alterspanne betroffener Patienten bei Erstdiagnose umfasst das gesamte Lebens-
alter und liegt zwischen 18 Tagen und 80 Jahren. Das mittlere Lebensalter bei Erstdi-
agnose liegt bei 23,6 Jahren.84047 Jiingere Patienten weisen nach wie vor keine bes-

sere Uberlebensrate als altere Patienten auf (French CA, 2021).

Die haufigsten Tumorlokalisationen der NC-Tumore finden sich im Bereich Thorax/
Mediastinum (51%) sowie im Kopf-Hals-Bereich (41%). Andere Lokalisationen (Nie-

ren, Harnblase, Beckenknochen) sind im Vergleich hierzu sehr viel seltener (8%).2

Der Anteil der NC-Tumore an allen Tumorerkrankungen liegt bis dato bei lediglich 0,06
bis 0,2%. Allerdings liegen die ,wahren“ Zahlen vermutlich deutlich héher, da NC-Tu-
more nach wie vor nicht zuverlassig als solche diagnostiziert und dementsprechend
auch nicht vollstandig erfasst werden. Dadurch, dass in der feingeweblichen Untersu-
chung NC-Tumore zunachst haufig falschlicherweise nicht erkannt werden, sondern
lediglich der Aspekt des Vorliegens eines schlecht differenzierten Karzinoms attestiert
wird, wird eine rasche und bestmogliche Behandlung der NC-Patienten und eine Er-
fassung derselben in Klinischen Studien haufig zunachst erschwert. NC-Tumore wer-
den in dieser Konstellation nach wie vor viel zu selten als Differenzialdiagnose in Be-
tracht gezogen, obwohl seit vielen Jahren ein NC-spezifischer Antikorper zur Verfu-
gung steht, der in einer Uberall sehr einfach durchfihrbaren Immunhistochemie mit

hoher Spezifitat und Sensitivitat eingesetzt werden kann.

In Deutschland werden die meisten NC-Patienten am Universitatsklinikum Tubingen
(UKT) behandelt, da hier das derzeit fur Deutschland einzige Zentrum lokalisiert ist,
das bis zum Jahr 2021 eine Studien-spezifische Therapieoption (s.0.) anbieten konnte

-3-
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und diese Tumor-Entitat parallel dazu hier auch intensiv praklinisch beforscht wird.

Dadurch ist in den letzten Jahren am UKT eine besondere Expertise entstanden.

Da bisher immer noch zu wenige systematisch zu dieser sehr seltenen Krebserkran-
kung erhoben Daten bestehen, war es naheliegend, die bisherigen Daten der Tubinger
NC-Kohorte in einem eigenen NC-Register zusammenzustellen und im Detail zu ana-
lysieren, um auf dieser Basis neuartige wissenschaftliche Fragestellungen formulieren
zu kénnen, die nun im Rahmen weiterer praklinischer und klinischer NC-Studien Uber-

pruft werden kénnen.

1.3 Molekulargenetik der Erkrankung

Wie oben bereits beschrieben, kommt es bei NC-Tumoren zu einer chromosomalen
Reorganisation im NUTM1 Gen.8 Als eine der daraus resultierenden Gentranslokatio-
nen wurde im Jahr 2004 erstmals durch Dr. French eine NUTM1-BRD4 Genfusion
vorgestellt, nachdem es gelungen war, von den Primar-Tumorzellen des betroffenen
Patienten aus Japan eine stabile Tumor-Zelllinie zu erzeugen. An diesem Material
wurde zum ersten Mal festgestellt, das BRD4-NUTM1 Genfusionen aus einert (15;19)

Gentranslokation resultieren.!1.23.49

Heutzutage kann die molekulargenetische Diagnose eines NC-Tumors mittels einer
Karyotyp-Analyse gestellt werden, und zwar Uber Nachweis der charakteristischen
Translokation t (15;19), in 60% mit Juxtaposition der Gene BRD4 und NUT, als BRD4-
NUT Fusionsgen. Analog kdénnen auch andere Fusionsgene wie BRD3-NUT oder
NSD3-NUT diagnostiziert werden (Abb. 2).22:25

Es finden sich Fusionen zwischen dem 5" Ende des BRD4 und dem 3" Ende des
NUTM1 Genes auf dem strukturell veranderten Chromosom 19 (man spricht in diesem
Zusammenhang von einem sog. Derivatchromosom) wie auch zwischen dem 5” Ende
des NUTM1 und dem 3" Ende des BRD4 Genes auf dem Derivatchromosom 15.19:30
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Abb. 2: Schema der NUT-Genfusionen und der daraus resultierenden aberranten
Fusionsproteine. Quelle (French CA, 2018)'°

Das BRD4 Protein ist das wichtigste Mitglied der BRD-Familie. Es reguliert Transkrip-
tion, Zellwachstum, Zellzyklus sowie die Struktur des Chromatins. Eine Fehlregulation

flhrt in pathognomonischer Weise zu der Entstehung von NC-Tumoren. 19:24.46.52

Das BRD4-NUT Fusions (Onko-)protein enthalt zwei Bromodomanen (BD1 und BD2.
Hierbei handelt es sich um Proteininteraktionsdomanen, die spezifisch acetylierte
Lysinreste erkennen und diese binden. Zusatzlich enthalten sind eine extraterminale

Domane und ein bipartite nuclear localization signal (NLS).

BD1 bindet an die Histon-Acetyltransferase (HAT) p300, die dadurch aktiviert wird. Die
HAT p300 ist verantwortlich fir die bereits aufgeflihrten stark alterierten Transkripti-

onsmuster, aus denen der maligne Phanotyp der NC-Tumore resultiert.1219-21:46,52

1.4 Epigenetische Auswirkungen der NUT Translokationen

Das BRD4-NUT Fusions (Onko-)protein lokalisiert und aktiviert Histone (H3K27Ac,
H3K9, 14Ac). Dadurch entstehen transkriptionell hochaktive sog. Megadomanen, die

in einem Feed-Forward-Mechanismus weitere Fusionsproteine rekrutieren, so dass
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sich Uber die Zeit das Ausmal} der alterierten Transkriptionsmuster immer weiter zu-
nimmt (Abb. 3).3647.51 |m Resultat kommt es u.a. zur Stimulation der Transkription und
Expression von wichtigen Onkoproteinen wie MYC, p63 und MED24, was Tumor-
bedingend ist.® 728 Der pathogenetische Mechanismus anderer Fusionsproteine, wie
z.B. ZNF532-NUTM1 und NSD3-NUTM1, ist ahnlich gelagert wie beim Fusionsprotein
BRD4-NUTM1.32

PHYSIOLOGIC PATHOLOGIC
BRD4-NUT complex
ags | pdon LT COKg|
BRDA #-TEFD BROM PTEFD
@, 5@;23;' (P ? , ’ Q Q ?HBE NEDZ734
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Ac acetyl-lysine, MED mediator complex.

Abb. 3: Mechanistisches Modell, wie BRD4-NUT Fusionsproteine das aberrante Zell-
Wachstum antreiben und die Differenzierung von NC-Tumorzellen blockieren. Quelle
(Eagen, French CA, 2021)'6

Es gibt bis dato keinen Hinweis, dass andere Faktoren ursachlich die Entstehung von
NC-Tumoren herbeifihren. Nikotinabusus spielt offensichtlich keine Rolle bei der
Krankheitsentstehung. Bis dato wurde auch kein NC-Fall beobachtet, bei dem ein kau-
saler Zusammenhang mit Infektionen durch das Epstein-Barr Virus oder das Human

Papilloma Virus (HPV) hergestellt hatte werden kénnen.*’
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1.5 Molekulare Diagnostik und Klassifikation

Fur die Diagnosestellung von NC-Tumoren werden im Wesentlichen drei Methoden
verwendet: die Immunhistochemie, die Genomsequenzierung und die Fluorescence in
situ Hybridisierung (FISH).42

Seit 2009 steht ein spezifischer Antikorper fur die immunhistochemische Detektion von
NC-Tumoren zur Verfugung (monoclonal rabbit antibody, C52B1; Sensitivitat: 87%;
Spezifitat: nahe 100%).%'° Auf dieser Basis wurden in einfacher Weise tber 1.000
Falle an NC-Tumoren registriert. Jedes gering aggressiv wachsende Karzinom ohne
Drisendifferenzierung und ohne bekannte Atiologie sollte den Verdacht auf einen NC-

Tumor lenken und immunhistochemisch (Abb. 4) untersucht werden.'®

W | HRDA-NUT

ol e

140 -

160 | .

Abb. 4: Western Blot unter Verwendung des monoklonalen Antikorpers C52B1, der
spezifisch an die entsprechenden Fusionsproteine von NC-Tumoren bindet. (Uber-
nommen von Cell Signaling Technology, ohne Verfasser)*

Die FISH Technik ist ebenso sensitiv, jedoch aufwandiger zu etablieren und deswegen
nicht so stark verbreitet. Sie kann benutzt werden, um die genaue Art der chromoso-
malen Reorganisation in NUTM1 Gene zu bestimmen. Daruber hinaus steht das Ar-
cher® FusionPlex Solid Tumor Panel zur Verfligung, mit dem an Formalin-fixierten Pa-
raffin-eingebetteten Geweben (FFPE) alle Fusionspartner eindeutig detektiert werden
konnen.'® Weiterhin kénnen mit einer hochspezifischen Reverse trancriptase poly-
merase chain reaction (RT-PCR) die Fusionspartner von BRD3 und BRD4 detektiert

werden.
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Auch eine spezifische zytogenetische Analytik kann zum Einsatz kommen, bendtigt
allerdings sehr viel Zeit und Ressourcen; dartiber hinaus mussen hierfur die Gewebe-

proben frisch sein.®

1.6 Bildgebung

Die bildgebenden Verfahren spielen fir die Diagnosestellung eine wichtige Rolle. Die
kontrastverstarkte Computertomographie ist sehr hilfreich, um initial und im weiteren
Verlauf die jeweiligen Tumorlokalisationen und die Ausdehnung der Krankheit zu be-

stimmen.

Wegen seines besonders guten Weichteilkontrastes kommt der Magnetresonanz-
tomographie eine bedeutende Rolle fur die Diagnosestellung insbesondere bei Tumor-
lokalisationen im Kopf-/Halsbereich zu. Andere Methoden wie '8 F-FDG-PET/CT kon-
nen benutzt werden, um die Anwesenheit insbesondere distanter Metastasen zu be-

stimmen.#!

1.7 Klinische Auswirkungen der NUT Translokationen

Bei NC-Tumoren treten sehr haufig bereits initial unspezifische Beschwerden wie z.B.
eine B-Symptomatik (Mudigkeit, Fieber, Gewichtabnahme) auf. Spezifische und dem-
entsprechend besser auf die Tumorerkrankung hinweisende Beschwerden sind ab-
hangig von den jeweiligen Tumorlokalisationen (Abb. 5). Hier gehéren Schmerzen,
persistierende Husten, Dyspnoe, Verstopfung der Nase, Visusbeschwerden, Ge-
schmacksstorungen, usw.*? "Leider" kommt es haufig erst in sehr weit fortgeschritte-
nen Krankheitsstadium zu lokalen Tumorkompressionen und Infiltrationen umgeben-
der anatomischer Strukturen und damit starkeren Beschwerden, bei deren Abklarung
dann letztendlich die Diagnosestellung erfolgt.
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h

Abb. 5: NC-Primartumor in der rechten Sublingualdriise. Quelle: Storck et al., 201753

1.8 Prognosefaktoren

Die Prognose ist in aller Regel sehr schlecht. Bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
besteht haufig eine diffuse lymphogene Metastasierung, so dass kurative Resektionen
nicht mehr maoglich sind. Die Lebensdauer nach Diagnosestellung betragt derzeit in
aller Regel lediglich 5 bis 9 Monate. Am haufigsten kommt es durch lokale Tumorkom-
plikationen zum Tod der Betroffenen.?2244 Nur 16% der Patienten leben langer als 3
Jahre* (French CA, 2021). In einer Studie wurde nachgewiesen, dass Patienten mit
BRD4-NUTM1 Fusion eine schlechtere Prognose haben als die Patienten mit einer
BRD3-NUTM1 oder NSD3-NUTM1 Fusion.®

Eine wichtige Rolle fiir die Prognose spielt die Lokalisation des Primarius.#? NC-Tu-
more konnen in folgende Gruppen unterteilt werden (Abb. 6): Gruppe A Non-thoracic
primary mit BRD3- oder NSD3-NUT Fusionen, Gruppe B Non-thoracic primary mit
BRD4-NUT Fusion und Gruppe C Thoracic primary unabhangig von dem jeweiligen
Fusionspartner. Patienten mit Non-thoracic primary mit BRD3- oder NSD3-NUT Fusion
haben zum Zeitpunkt der Diagnosestellung seltener diffuse lymphogene Metastasen
und/oder Organmetastasen; die initiale Tumorgrof3e liegt meist unter 6 cm und eine
operative Resektion hat gute Erfolgsaussichten. Damit |asst sich feststellen, dass die
Gruppe A ein besseres Gesamtuberleben hat als die Gruppen B und C. Die Gruppe C

hat die schlechteste Prognose.?
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NUT carcinoma
patients
N=124

GROUP C
Non-thoradc primary Thoradc primary
N=57 N=67
Median 05S=4.4 months
95% Ci=[3.5-5.6]

GROUP A GROUP B

Non-thoracic primary Non-thoracic primary
& &
BRD3- or NSD3-NUT BRD4-NUT
N=12 N=45

Median 05=36.5 Median 05=10 months

Abb. 6: Unterteilung von NC-Tumoren in 3 Gruppen: Gruppe A Non-thoracic primary
mit BRD3- oder NSD3-NUT Fusionen, Gruppe B Non-thoracic primary mit BRD4-NUT
Fusion und Gruppe C Thoracic primary. Quelle (Chau, et al., 2019)2
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1.9 Therapieansatze

Es gibt bis jetzt keine effektive Therapie gegen diese ausgesprochen bosartige Neo-
plasie der NC-Tumore. Operative Resektionen und Bestrahlungen kénnen nur kurativ
sein, wenn die Tumorerkrankung in einem ausgesprochen frihen und dann noch

streng lokalisierten Stadium diagnostiziert wird.

Beim Einsatz von Chemotherapien wurden zahlreiche Kombinationen getestet.’® Am
haufigste eingesetzt werden Platin-haltige Wirkstoffe, Taxane oder Alkylanzien, jedoch

in aller Regel leider ohne nachhaltigen Erfolg.*’

Neben konventionellen Therapieformen wie Chirurgie, Radiotherapie und Chemothe-
rapie wurden in den letzten Jahren zahlreiche NC-spezifische small molecules (sog.
iBET-Inhibitoren) entwickelt, die eine neue Klasse von Medikamenten darstellen und
reversibel an die Bromodomanen der BET-Proteine (Bromodomanen; extraterminal
motif) BRD2, BRD3, BRD4 und BRDT binden und die Protein-Protein-Interaktion zwi-

schen BET-Proteinen und acetylierten Histonen und Transkriptionsfaktoren verhin-
dern.7:14.15,18,20,44

Ein derartiger small molecule-Wirkstoff wurde am Universitatsklinikum Tubingen im
Rahmen einer Phase | Studie (An Open Label, Phase la/lb Dose Finding Study with
Bl 894999; EudraCT: 2015-001111-12; clinicaltrials.gov: NCT02516553) bis zum Jahr

2021 intensiv untersucht.

Es wurde nachgewiesen, dass iBET-Inhibitoren erfolgversprechende Ergebnisse bei
NC-Tumoren haben kdnnen. Die Hauptnebenwirkung besteht in einer vorwiegend mo-
deraten Thrombozytopenie, was die Einsetzbarkeit und damit die Effektivitat der The-

rapie in aller Regel nur wenig einschrankt.'®

Daruber hinaus kommen fallweise auch klinisch bei anderen Indikationen zugelassene
Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACi) zum Einsatz (in erster Linie Vorinostat).
HDACI inhibieren das Tumorzellwachstum Uber eine epigenetische Reprogrammie-
rung und eine dadurch herbeigefihrte Re-Differenzierung. Es wurde ein Fall eines 10
Jahre alten Patienten beschrieben, der nach 5 Wochen Therapie mit Vorinostat eine
gute antitumorale Wirkung zeigte. Allerdings musste diese Therapie wegen starker
Nebenwirkungen (Ubelkeit und Erbrechen) haufig pausiert werden; das Kind starb

dann innerhalb weniger Monate bei einem weiteren Tumorprogress.32:37:48
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Abb. 7: (a) Ansprechen eines NC-Tumors im Bereich der Nasopharynx, initial (links)
und acht Tagen nach der Therapie mit iBET-Wirkstoff (rechts). (b) PET-CT vor (links)
und nach zwei Zyklen iBET Therapie (rechts). Quelle (French CA 2018)'®

1.10 Wissenschaftliche Fragestellungen

Das Universitatsklinikum Tldbingen (UKT) behandelt Deutschland-weit betrachtet die
meisten Patienten mit NC-Tumoren, da hier fir Deutschland das einzige Zentrum lo-
kalisiert war, das in den letzten Jahren eine Studien-spezifische Therapieoption (s.0.)
anbieten konnte (Phase | Studie unter dem Titel "An open label, Phase la/lb dose fin-
ding study with Bl 894999 orally administered once a day in patients with advanced
malignancies with repeated administration in patients with clinical benefit", clinicaltri-
als.gov accession number: NCT02516553) und diese Tumor-Entitat parallel dazu hier

auch intensiv praklinisch und klinisch beforscht wird.

Dadurch ist in den letzten Jahren am UKT eine besondere Expertise auf dem Gebiet
der NC-Tumore entstanden.

Da zu dieser sehr seltenen Krebserkrankung der NC-Tumore bisher immer noch zu
wenige systematisch erhoben Daten bestehen, sollten nun die Daten der Tubinger NC-
Kohorte in einem eigenen Register zusammengestellt und wissenschaftlich aufgear-

beitet werden.

-12 -



Einleitung

Im Rahmen der Analyse des Datenmaterials zu den Tubingern NC-Patienten sollten

in dieser Promotionsarbeit u.a. folgende Aspekte eingehend betrachtet werden:

1.

2.

Welche Altersstruktur weist die Tubinger Kohorte auf?

Welche Symptome waren in der Tubinger NC-Kohorte initial / vor Stellung der Di-

agnose "NC-Tumorerkrankung" bestimmend?

Welche diagnostische Methode hat letztendlich zur korrekten Diagnose einer NC-
Tumorerkrankung gefuhrt?

Was waren initial die haufigsten Fehldiagnosen bis die korrekte Diagnose einer NC-
Tumorerkrankung gestellt werden konnte? Wie gestalteten sich die "Irrwege", bis

eine korrekte Diagnose gestellt werden konnte?

Welche Frequenzen finden sich in Bezug auf die bekannten, NC-typischen Gen-
translokationen; finden sich im Tubinger Patientenkollektiv eventuell auch bis dato

unbekannte / vollkommen neuartige NC-Gentranslokationen?

Welche konventionellen Therapien (Chirurgie, Strahlentherapie, Chemotherapie,

etc.) kamen zum Einsatz?

Welche Prognose-bedingenden Faktoren finden sich in der Tubinger Kohorte?
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2. Material und Methoden

2.1 Tubinger NC-Patientenkohorte

In TUbinger Kohorte wurden im Zeitraum von 2016 - 2021 retrospektiv insgesamt 21
Patienten im Alter zwischen 18 und 70 Jahren mit einem NC-Tumor identifiziert. In die
hier vorgelegte retrospektive Analyse wurden alle NC-Patienten eingeschlossen, die
(i) mindesten einen Kontakt mit der Ambulanz der Abteilung Innere Medizin VIII,
Medizinische Onkologie und Pneumologie, Department Innere Medizin des Universi-
tatsklinikums TlUbingen aufzuweisen hatten und ihre samtlichen bis dahin erhobenen
Befunde zu einer Zweitbegutachtung vorgelegt hatten bzw. dann in Tubingen (ii) im
Rahmen der Phase | Studie unter dem Titel "An open label, Phase la/lb dose finding
study with Bl 894999 orally administered once a day in patients with advanced malig-
nancies with repeated administration in patients with clinical benefit", (clinicaltrials.gov
accession number: NCT02516553) oder (iii) im Rahmen individualisierter Therapiean-

satze behandelt wurden.

Die Mehrheit der Tubingern Falle stammte dabei naturgemal aus Deutschland. Nur

einzelne Fallen kamen aus den Nachbarlandern Schweiz und Danemark.

Abb. 8: Landkarte zu den Wohnorten der Patienten der Tubinger Kohorte: Darstellung
eines kleinen Teils unserer Datenbank (n=21). Die Mehrheit der Patienten stammt aus
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Deutschland, nur einzelne Falle stammen aus den Nachbarlandern Schweiz und Da-
nemark.

Universitatsklinikum TUbingen ist das einzige Zentrum in Deutschland, das zu NC- Pa-
tienten die Studie Therapie mit Bl 894999 bitten kann. Den anderen europaischen Lan-
dern sind Belgien, Frankreich und Spanien. Weltweit sind die USA (Massachusetts,
New York, Ohio, Texas) und Korea. Bl 894999 Studie steht allen Patienten zur Verfu-
gung, die mindestens 15 Jahren alt sind und bei denen ein NC-Tumor diagnostiziert
wurde. Ziel dieser Studie ist es, die hochste Dosis von Bl 894999 zu verabreichen, die

von den Patienten vertragen werden kann.

Diese Art der Therapie wurde oral, in Form von Tabletten einmal taglich verabreicht.
Es wird gepruft, ob dieses Medikament besser vertragen wird, wenn er kontinuierlich
eingenommen wird oder intermittierend. Die Therapie wird verabreicht, bis die Patien-
ten von der Behandlung profitieren und diese gut vertragen konnen. Den allgemeinen
Gesundheitszustand der Teilnehmer wird regelmafig von zustandigem arztlichem Per-

sonal Uberpruft.

In einer, nicht-randomisierter klinischen Studie welcher Sponsor Boehringer Ingelheim
ist, mit 174 erwachsenen Patienten wurden die Teilnehmer in drei Gruppen geteilt: Die
erste Gruppe (Group A) hat das Studien Medikament Bl 894999 einmal taglich, konti-
nuierlich in 3-wochigen Zyklus eingenommen (von Tag 1 bis zum Tag 21 in 3-wochigen
Zyklus). Die zweite Gruppe (Group B) hat das Studien Medikament Bl 894999 einmal
taglich, intermittierend zwei Wochen, gefolgt von einer Woche Pause in 3- wochigen
Zyklus eingenommen (von tag 1 bis zum Tag 14, gefolgt mit einer Woche Pause in 3-
wochigen Zyklus). Und die letzte, dritte Gruppe (Group C) hat das Studien Medikament
eine Woche eingenommen, gefolgt mit einer Woche Pause. Alle zwei Wochen in einem

4-Wochen Zyklus wiederholt.

Einige von Kriterien, die erfullt sein missen, um in dieser Studie teilzunehmen sind:
Volljahrigkeit in dem jeweiligen Land zum Zeitpunkt der Unterzeichnung der Einwilli-
gungserklarung, oder schriftliche Zustimmung des Patienten und der Eltern oder des
Erziehungsberechtigten des Jugendlichen fur die minderjahrigen Patienten. Lebenser-
wartung von mindestens 12 Wochen nach Beginn der Behandlung, histologisch oder
zytologisch bestatigte Diagnose eines fortgeschrittenen, inoperablen und/oder meta-
stasierten bosartigen soliden Tumors, bei denen die konventionelle Behandlung ver-

sagt hat oder fur die es keine Therapie mit nachgewiesener Wirksamkeit gibt oder fur
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Standardtherapien nicht zuganglich sind, ECOG-Performance Score 0 oder 1 zum
Zeitpunkt der Untersuchung (Fir NC-Karzinom ist eine Score von 2 zulassig), Gene-

sung von therapiebedingten Toxizitaten.

Alle Frauen in gebarfahigen Altern missen hochwirksamen Verhitungsmethode an-
wenden. Aufgrund der potenziell CYP3A4- induzierten Wirkung von Bl 894999 ist eine
zusatzliche Barrieremethode erforderlich. Mannliche Patienten, die eine Partnerin im
gebarfahigen Alter haben, missen Kondome verwenden, deren Partnerinnen sollen
ebenso eine hochwirksame Verhltungsmethode wahrend der Studie und fur mindes-

tens drei Monate nach Ende der Studie verwenden.

Ausschlusskriterien sind: Unfahigkeit, Tabletten zu schlucken, aktive Infektionskrank-
heiten, wie z. B. eine aktive Infektion mit SARS-CoV-2, eine aktive Hepatitis B-Infek-
tion, oder eine aktive Hepatitis C-Infektion und eine Infektion mit dem humanen Im-
mundefizienzvirus (HIV), Vorgeschichte von klinisch relevanten kardiovaskularen Ano-
malien wie unkontrollierter Bluthochdruck, kongestive Herzinsuffizienz der NYHA-
Klassifikation 3, instabile Angina pectoris, Herzrhythmusstorungen, Myokardinfarkt in-
nerhalb von 6 Monaten vor Studienbeginn und linksventrikulare Ejektionsfraktion
(LVEF) unter 50 % bei Studienbeginn. Erkrankung des Gehirnes oder des Leptome-
ningeals in den letzten 28 Tagen vor Studienbeginn. Serumkreatinin > 1,5 mg/dl, Ab-
solute Neutrophilenzahl < 1.500/mm3, Thrombozytenzahl < 100.000/mm?3, Bilirubin >
1,5 mg/dl, Aspartat-Aminotransferase (AST) und/oder Alanin-Aminotransferase (ALT)
Uber dem 2,5-fachen des oberen Grenzwertes der Norm (bzw. mehr als das Funffache,
wenn im Zusammenhang mit Lebermetastasen). Systemische Krebstherapie inner-
halb der letzten zwei Wochen fur NC-Patienten, Strahlentherapie innerhalb der letzten
vier Wochen. Schwangere, Stillende oder die Frauen die eine Schwangerschaft wah-
rend Dauer der Studie geplant haben, Behandlung mit anderen Prifpraparaten oder
Teilnahme an einer anderen klinischen Interventionsstudie innerhalb der letzten vier
Wochen oder innerhalb der fuUnffaches Halbwertzeit des vorangegangenen Prifprapa-
rats. Falls der Patient/in sich nicht an dem Protokoll anhalten kann, Drogen und/oder

Alkoholkonsum sind ebenso Ausschlusskriterien. 0
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2.2 Genehmigung der retrospektiven Datenanalyse und -auswertung
durch ein entsprechendes Ethikvotum

Seitens der Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultat der Eberhard-Karls-Uni-
versitat und am Universitatsklinikum Tubingen wurde mit Datum 17.8.2021 die Zusam-
menstellung und Auswertung der Tubinger Erwachsenen-Kohorte an NUT Mittellinien-
karzinomen (NUT midline carcinomas - NC) im Sinne einer retrospektiven Datenaus-
wertung gemal Priufplan vom 26.07.2021 zustimmend bewertet (Projekt-Nummer:
609/2021B0O2).

2.3 Diagnostische Methodik zur Feststellung des Vorliegens von NC-Tu-
moren

Die Diagnose der NC-Tumoren wurde in aller Regel mittels NUT-Immunhistochemie
bestatigt. Hierbei kam der primary rabbit monoclonal anti-NUT (C52B1) zum Einsatz.
Diese Immunhistochemie hat eine Sensitivitat von 87% und Spezifitdt von 100%.°3"
Primary rabbit monoclonal anti-NUT (C52B1) wird durch Immunisierung von Tieren mit
einem rekombinanten Protein, das dem menschlichen NUT-Protein entspricht, herge-
stellt. Seine Funktion ist, endogene Konzentrationen des gesamten NUT-Proteins, so-
wie des BRD4-NUT-Fusionsproteins in Geweben, durch Immunhistochemie und Im-

munfluoreszenz zu interpretieren.*3

Die Immunhistochemie wird an einem Schnitt des Primartumors durchgefuhrt, welcher
in Formalin fixiert und in Paraffin einbetten wird. Daraufhin folgt Deparaffinierung und
Rehydrierung, in einem Dampfdrucktopf in einer Dako pH 9,0 Losung (Dako USA, Car-
pinteria, CA) wurden die Schnitten antigenisiert. Hinterher folgt waschen in destillier-
tem Wasser und eine funfminttige Behandlung mit Peroxidase-Block zur Loschung
der Aktivitat der endogenen Peroxidase, nachfolgend werden die Schnitte eine Stunde
lang mit primary rabbit monoclonal anti-NUT (C52B1) (9,2 pg/ml) in Antikérperverdun-
nung (Dako) inkubiert. AnschlieRend in 50mM Tris-HCI (pH 7,4) gewaschen und mit
Meerrettichperoxidase-konjugierten sekundaren Antikorpern inkubiert. Die Farbung
wurde durch Inkubation mit Diaminobenzidin (DAB) entwickelt, und die Schnitte wur-

den mit Hamatoxylin gegengefarbt.3!

Der grof3te Nachteil der Immunhistochemie scheinen falsch negative Ergebnisse zu
sein. Die Grunde konnten in Zusammenhang mit technischen Problemen (Handha-
bung, Fixierung, Verarbeitung des Gewebes) zusammenzustehen. Aufgrund dessen,
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wird immer im Fall eines negativen Ergebnisses der Immunhistochemie bei einem ho-

hen Verdacht auf NC-Tumor eine FISH —Untersuchung empfohlen.3'

In Einzelfallen kamen aul3erdem Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH) zum
Einsatz. Mit dieser molekularzytogenetischen Technik kann das Vorhandensein oder
Fehlen spezifischer DNA-Sequenzen auf Chromosomen nachgewiesen und lokalisiert
werden.3438 In diesem Fall wird einer, komplementaren Strang einer Nukleotidsonde
benutzt, der mit Fluorescein, Biotin oder Digoxigenin markiert ist, um diese mit einer
bestimmten Sequenz der DNA oder RNA zu binden. Zur Visualisierung diesen, hybri-
disierten Sonden wird eine Fluoreszenzmikroskopie benutzt. Aullerdem sind Radio-
und Antigen-Markierungen maglich, jedoch in diesem Fall sprechen wir Uber nicht-flu-
oreszierende Methoden. Diese Methode wurde erstmals 1969 beschrieben. Grob kon-
nen man die Markierungs-Methoden in zwei groRen Gruppen eingeteilt werden: die
radioisotopische Markierung und nicht-isotopische Markierung. Die nicht-isotopische
Markierung gelten insgesamt als weniger empfindlich in Vergleich zu radioisotopische.
Jedoch besteht bei der radioisotopischen Markierung die Gefahr einer Exposition ge-
genuber Radioaktivitat, die Entsorgung von radioaktiven Abfallen, auRerdem die lange

Belichtungszeit und schlechte raumliche Auflésung.3*

Welche Sonde wird benutz hangt von mehreren Faktoren ab (Sensibilitat und Spezifitat
der Sonde, die Alternative der Produktion, Tiefe, bis zu der Sonde ins Gewebe eindrin-
gen kann, oder z.B. die Bestandigkeit der Hybride). Die bestmdgliche Grolie der Sonde
ist 50-300 Basen.3* Bei Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH) werden zwei Son-
den-Kategorien benotigt: erste sind lokusspezifische Sonden die, wie der Name schon
sagt, Funktion haben ein bestimmtes Gen oder Chromosomenbereich zu lokalisieren.
Diese werden hauptsachlich zur Beurteilung von Deletionen und Amplifikationen von
DNA-Sequenzen verwendet. Zweite Art der Sonde sind Chromosomenanstrichson-
den, diese werden zum Nachweis des Ursprungs strukturell abnormaler Chromoso-
men und zur Erkennung von Umlagerungen, an denen nicht homologe Chromosomen

beteiligt sind, genutzt werden.3*

Dabei ist es sehr wichtig, dass DNA und/oder RNA sowie die Gewebemorphologie
unbeschadigt bleiben. Gewebeschnitten durfen gefroren oder in Paraffin gelagert wer-
den. So kann dieses nach Jahren immer noch verwendet werden. Um der Zugang zur

Zielnukleinsaure zu erleichtern, wird am haufigsten Proteinase K verwendet.3
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AuBerdem kann mittels des Archer FusionPlex® Assays jeder NUTM1-Fusionspartner
identifiziert werden. Um die Fusionspartner zu erkennen, werden auf 3'- und 5°-Ende
cDNA synthetisiert. Die Daten werden dann durch Next- Generation sequencing (NGS)
auf verschiedene Plattformen gewonnen und die nachfolgende Analyse wird in der
Archer Analysis Pipeline durchgefuhrt, die danach digital, auf einer Software verfugbar
ist.?6 Mittels Next-Generation sequencing (NGS) ist es plausibel, eine Sequenzierung
von mehrere kleiner DNA-Fragmente gleichzeitig durchzufihren, um eine Mutation zu

identifizieren.3

Weiterhin steht auch eine Reverse trancriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
zur Verfugung. Diese Methode folgt in drei Schritten: die Amplifikation, Detektion und
Quantifizierung von Nukleinsduren. Der ganze Prozess ist heutzutage instrumentali-
siert. So wurden die Fehler vermieden und das Prozess wird beschleunigt. Reverse
trancriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) ist die empfindlichste, in vitro- Me-
thode fur den Nachweis von mRNA und die Amplifikation von RNA-Sequenzen. Mit
dieser Methode wird wahrend jeden Zyklus der PCR-Reaktion die Produktion von

Amplifikationsprodukte tiberwacht.*

Eine der grofiten Probleme dieser Methode ist eine adaquate Normalisierungsmetode

zu finden, um die haufigsten Fehler zu vermeiden.33

Der erste Schritt besteht in der Synthese von cDNA (complementary DNA) aus RNA.
Danach folgt mittels speziellen RNA- und DNA-abhangigen DNA- Polymerasen die
Amplifikation von der synthetisierten cDNA. Welche DNA- Polymerase verwendet wird,
hangt von dem Ziel des Experiments. Am haufigsten wird die Tag-DNA-Polymerase
verwendet. Enzymaktivitat kann durch Mg?* gestort werden, genauso wie erhohte
dNTP (2°-Desoxyribonucleosid-5’-triphosphate) — Konzentration. Die DNA-Polymera-
sen konnen entweder in getrennten (,zwei-Enzym/Zwei-Rohrchen®-) oder in einer Re-
aktion (““zwei Enzym/Ein-Réhrchen®-) verwendet. In Situation, in denen der Hinweis
auf eine grofRe Sekundarstruktur von Ziel -RNA besteht wurde ,Ein Enzym/ Ein-Rohr-
chen® System zu verwenden empfohlen. Hier wurde Bicinpuffer mit Mn?* eingesetzt.
Die Detektion von amplifizierten Produkten folgt mittels Fluoreszenzfarbstoffen. mRNA

kann mit semiquantitativen oder quantitativen Methoden bestimmt werden.®
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2.4 Methoden der Auswertung

Das Gesamtuberleben (Overall Survival, OS) der Patienten der Tubinger NC-Kohorte
wurde vom Zeitpunkt der ersten Krebsdiagnose (unabhangig, ob primar eine Fehldi-
agnose gestellt wurde oder nicht) bis zum Tod oder bis zum letzten Studien-bedingten

Follow-up berechnet.

Das Ereignis-freie Uberleben (EFS; auch: Progession-Free Survival (PFS)) wurde vom
Zeitpunkt der erstmaligen Stellung der NC-Krebsdiagnose bis zur Progression oder bis

zum Tod bzw. bis zum Zeitpunkt der letzten Nachuntersuchung berechnet.

FUr unsere retrospektive Analyse wurden folgende Kriterien beriicksichtigt:

e Alter bei erstmaliger Tumordiagnose

e Geschlecht

e Primartumorlokalisation

e Art der NC-spezifischen Gentranslokationen

e Tumorausmall zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
e Metastasierungsmuster

e Regionale Lymphknotenbeteiligung

e Erstbehandlungssequenz

e Art der ersten Therapieantwort

e Zur Diagnose fuhrende Bildgebung

e Artund Dauer der NC-spezifischen Symptome
e Paraneoplastische Syndrome

¢ An-/Abwesenheit maligner Erg

e Grading

-20-



Ergebnisse

3. Ergebnisse

Am Universitatsklinikum Tabingen (UKT) ist in den letzten Jahren eine besondere Ex-

pertise auf dem Gebiet der NUT midline carcinomas (NC-Tumore) entstanden.

Da zu dieser sehr seltenen Krebserkrankung der NC-Tumore bisher immer noch zu
wenige systematisch erhoben Daten bestehen, wurden die Daten der bisher in Tubin-
gen behandelten NC-Patienten in einem eigenen Register im Sinne einer Tubinger
NC-Kohorte zusammengestellt und wissenschaftlich aufgearbeitet.

Aus verschiedenen Voruntersuchungen (siehe Kapitel 1.1) ist bekannt, dass Patienten
mit NUT midline carcinoma (NC) eine ausgesprochen schlechte Prognose haben. Das

Gesamtuberleben liegt nach der Diagnosestellung bei lediglich 6 bis 9 Monaten.

In der bis dato noch wenig umfangreichen Tubinger NC-Kohorte (n=21) fand sich, dass
das Gesamtuberleben mit durchschnittlich 11,2 Monaten hdher liegt als bei den bereits

vorliegenden Daten.

Unter den Tubinger NC-Patienten gab es dabei allerdings auch einen Patienten mit
einer vergleichsweise sehr langen Uberlebenszeit von 2 Jahren und 4 Monaten und
daruber hinaus einen weiteren Patienten mit einem nachgerade "aulierordentlichem”
Gesamtluberleben von sogar 3 Jahren und 6 Monaten, wobei hier eine genaue Nach-
betrachtung der Daten (insbesondere der histologischen und - falls vorhanden - auch
der molekulargenetischen Befunde) noch in einer unabhangig von dieser Promotions-
arbeit anstehenden Begutachtung durchgefuhrt werden muss.

Bei den NC-Patienten der Tubinger Kohorte wurde beobachtet, dass die initiale Tum-
orgrofRe gar keine Rolle bei der Prognose spielt (Abb. 13). Patienten mit dem Nachweis
von Metastasen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose haben, unabhangig vom Tumorsta-
dium und vom Vorliegen von Organ- und/oder Lymphmetastasen, eine schlechtere
Prognose gezeigt (Abb. 14).

Die acht Patienten mit einer Primar-Tumorlokalisation (Abb. 11) im Kopf/Hals Bereich,
haben eine etwas bessere Prognose (durchschnittlich 12,1 Monate) im Vergleich zu
den neun Patienten mit der Primar-Tumorlokalisation im Bereich des Thoraxes (durch-
schnittlich 10,4 Monate). Bei den Frauen ergab sich mit durchschnittlich 13,7 Monaten

eine bessere Prognose als bei den Mannern mit durchschnittlich 9,9 Monaten (Abb.
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10). Zusatzlich wurde beobachtet, dass das Alter (Abb. 9) keine relevante Rolle bei

der Prognose spielen.

Faktoren wie genetische Pradisposition oder exogene Faktoren (Rauchen- und/oder

Alkoholkonsum, Adipositas) spielen bezuglich der Prognose ebenso keine Rolle.

Alter bei erstmaliger

i Krebsdiagnose in%

30

25

28,6
23,8
20 19 19
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4,8 4,8
, N [

18-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70
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Abb. 9: Darstellung des Alters der Patienten zum Zeitpunkt der Feststellung der Erst-
diagnose "NC-Tumorerkrankung". Es wurden 21 Patienten im Alter zwischen 18 und
70 Jahren der Tubinger NC-Kohorte berucksichtigt.

In der Abbildung 9 erkennen wir, dass die Tubinger NC-Kohorte 21 Patienten im Alter
zwischen 18 und 70 Jahren umfasst, bei denen nachweislich eine NC-Tumorerkran-
kung diagnostiziert wurde. Das Durchschnittsalter bei der Diagnosestellung betrug
40,4 Jahre. In der zweiten Lebensdekade (21-30 Jahre) ist hierbei der hochste Pro-
zentsatz mit Erstdiagnose von NC-Patienten anzutreffen (28,6%).

Geschlecht in%

Frauen
33%

Manner
67%

B Manner M Frauen

-22 -



Ergebnisse

Abb. 10: Darstellung des Geschlechts in Prozent der 21 Patienten mit NC-Tumorer-
krankung der Tubinger NC-Kohorte.

In Abbildung 10 ist ersichtlich, dass Manner in der vom Umfang her noch relativ kleinen

Tabinger NC-Kohorte mit 67% haufiger betroffen sind als Frauen mit 33%.

Primartumorlokalisation in%

Sonst
0%

Kopf/Hals
43%

Lunge
52%

Mediastinum
5%

= Lunge = Mediastinum = Kopf/Hals = Sonst

Abb. 11: Darstellung der Lokalisation der NC-Primartumore in Prozent bei den 21 Pa-
tienten mit NC-Tumorerkrankung der TUbinger NC-Kohorte.

Die Abbildung 11 zeigt, dass die haufigsten Tumorlokalisationen bei den 21 Patienten
der Tubinger NC-Kohorte im Bereich der Lungen (52%) und im Kopf-/Halsbereich
(43%) anzutreffen sind.

Das Mediastinum ist hingegen weniger haufig betroffen (5%). Andere Tumorlokalisati-
onen (Niere, Knochen, Leber etc.) wurden in unserer Tubinger NC-Kohorte bis dato

noch nicht beobachtet.
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Abb. 12: Darstellung der Art der Gentranslokationen bei den insgesamt 21 Patienten
mit NC-Tumorerkrankung der Tubinger NC-Kohorte.

In Abbildung 12 ist zu sehen, dass bei 38,1% der Patienten keine molekulargenetische
Bestimmung der fir NC-Tumorerkrankungen pathognomonischen Gentranslokationen
durchgefuhrt wurde, oder hat die molekulargenetische Bestimmung kein wegweisen-

der Befund gezeigt.

Bei den verbleibenden 61,9% der Patienten wurde die BRD4-NUTM1 Genfusion am

weitaus haufigsten diagnostiziert (Anteil: 47,6%).

Andere Genfusionen (BRD3-NUTM1, NSD3-NUTM1) wurden nur in wenigen Fallen
festgestellt (Anteil: 14,3%).
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Keine unbekannten oder vollkommen neuartigen NC-Gentranslokationen wurden bis

dato in der Tubinger NC-Kohorte ausfindig gemacht.

Tumordurchmesser bei Diagnose in%
50 47,6%
45 42,9%
40
35
30
25
20
15
10

9,5%

<6cm >6cm unbekannt

Abb. 13: Darstellung der Tumordurchmesser bei der Diagnosestellung von 21 Patien-
ten mit NC-Tumorerkrankung der TUbinger NC-Kohorte.

In der Abbildung 13 ist bemerkbar, dass die mediane Tumorgrofe zum Zeitpunkt der
ersten verfigbaren Schnittbildgebung (extern oder intern), bei 47,6% der NC-Patien-
ten = 6 cm betrug. Bei 42,9% der NC-Patienten lag die Tumorgrof3e bei < 6 cm. Es
konnte festgestellt werden, dass beide Tumorgrof3en (= 6 cm und < 6 cm) mit fast
gleichem Anteil zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nachgewiesen wurden, so dass
bezlglich dieses Parameters kein Unterschied besteht.

METASTASEN BEI ERSTDIAGNOSE IN%

4,8

nicht bekannt ®mnein #®ja
0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Abb. 14: Darstellung des prozentualen Anteils von Metastasen (regional und/oder nicht
regional, Lymphknoten- oder Organmetastasen) bei Erstdiagnose, unabhangig davon,
ob primar eine Fehldiagnose vorlag (falschlicherweise Zuordnung des histologischen
Befundes zu einer nicht-NC-Tumorentitat) oder nicht.

Die Abbildung 14 deutet darauf hin, dass sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (unab-
hangig davon, ob primar eine Fehldiagnose vorlag oder nicht) die Mehrheit der NC-
Patienten mit regionalen und/oder nicht-regionalen Lymphknoten- und/oder Organme-
tastasen (71,4%, 15 von 21 NC-Patienten) prasentierte.

Regionale
Lymphknotenbeteiligung

19%

Hja HEnein

Abb. 15: Darstellung der regionalen Lymphknotenbeteiligung in Prozent, unabhangig
vom Entwicklungsstadium der NC-Tumorerkrankung bei 21 Patienten der Tubinger
Kohorte.

In Abbildung 15 zeigt sich, dass die Mehrheit der Tubinger NC-Patienten
(81%, 17 von 21 Patienten) eine regionale Lymphknotenbeteiligung, unabhangig vom
Entwicklungsstadium der NC-Tumorerkrankung, aufweisen.
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Erstbehandlungssequenz

Best supportive care 9,5
Chirurgie 47,6
Bestrahlung * begleitende
. 9,5
Chemotherapie
Chemotherapie * begleitende
: 33,4
Immunotherapie
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Immunotherapie | Chemotherapie
% 33,4 9,5 47,6 9,5

Abb. 16: Darstellung der zuerst, bei den 21 Patienten mit NC-Tumorerkrankung der
Tubinger NC-Kohorte, zum Einsatz gekommenen Behandlungssequenz.

In Abbildung 16 ist ersichtlich, dass der grof3te Anteil der 21 Patienten mit NC-Tumor-
erkrankung der Tubinger NC-Kohorte zuerst chirurgisch behandelt wurde (im Sinne
einer moglichst groRvolumigen Tumormassenreduktion; kurative Intentionen waren
aufgrund des Uberwiegend fortgeschrittenen Tumorstadiums in der Regel nicht gege-
ben). Die zweithaufigste Behandlungssequenz ist die Chemotherapie, allein oder in

der Kombination mit der Immuntherapie.

Andere konventionellen Therapien, wie die Strahlentherapie hat initial nur wenige Pa-
tienten als Therapie bekommen. Aufgrund der ausgepragten Tumorerkrankung wurde
bei zwei Patienten bereits von Anfang an "lediglich" eine best supportive care Behand-
lung eingeleitet.
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Erste Therapieantwort

B Remission M Progression M Stable disease M Relapse H Nicht bekannt

Abb. 17: Darstellung der initialen Therapieantwort, unabhangig von der zuerst zur An-
wendung gekommenen Therapiemodalitat (siehe Abb. 17) bei den 21 Patienten mit
NC-Tumorerkrankung der Tubinger Kohorte.

Abbildung 17 zeigt, dass es beim gleichen Anteil der NC-Patienten (38%) zu einer
Progression und einer meist partiellen Tumor-Regression der Tumorkrankheit bereits
nach der initialen Therapie kam, und zwar unabhangig von der initial gewahlten The-
rapiemodalitat. Die Regression den meisten Fallen war allerdings nur Uber einem sehr
kurzfristigen Verlauf, da bereits im nachsten Tumor-Staging ein rascher Progress zu
sehen war. Bei 19% der NC-Patienten wurde ein Relaps bemerkt. Bei einem Patienten

(5%) lag nicht genug Informationen vor.
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Bildgebung, die zur Diagnose fiihrte
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Abb. 18: Darstellung der initial durchgeflhrten Bildgebungen, die zum Verdacht auf
das Vorliegen einer Tumorerkrankung gefuhrt haben.

In der Abbildung 18 ist ersichtlich, dass die Computertomographie dasjenige Verfahren
war, das am haufigsten zur Diagnose einer NC-Tumorerkrankung fuhrte (57,2%; 12
von 21 Patienten; dabei 10 NC-Patienten mit Primarlokalisation im Bereich des Thorax

und 2 NC-Patienten mit Primarlokalisation im Bereich Kopf-Hals).

Bei 5 Patienten (23,8%) fuhrte die Magnetresonanztomografie (MRT) zum Nachweis
eines NC-Tumors (4 dieser Patienten wiesen eine NC-Primarlokalisation im Kopf-Hals-
Bereich auf). Konventionelle Rontgen-Untersuchungen hatten, wegen deren niedriger
Sensitivitat nur selten zur Diagnose eines Tumorleidens gefuhrt. Die PET-CT wurde
initial sehr selten als diagnostisches Verfahren der Wahl zur Diagnosestellung benutzt,

dagegen haufiger zur Tumor-Verlaufskontrolle.

Als haufigste Fehldiagnosen wurden am Anfang der Krankheit eine Pneumonie, eine
Pleuritis oder eine Migrane vermutet. Erst mit weiteren diagnostischen Malkinahmen,

wie Bildgebung und Biopsieentnahmen, wurde eine konkrete Diagnose gestellt.

Bei manchen NC-Patienten wurde initial in nicht korrekter Weise eine andere bosartige
Krankheit histologisch festgestellt (meistens ein Plattenepithelkarzinom, ein kleinzelli-
ges oder ein nichtkleinzelliges Lungenkarzinom). Diese Diagnosen wurden entspre-
chend den Ergebnissen weiterer histologischer Untersuchungen im weiteren Verlauf

korrigiert und geandert.
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Dauer der Symptome

Nicht bekannt 23,8
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H% 14,3 9,5 28,6 14,3 9,5 23,8

Abb. 19: Darstellung der Dauer der Symptome, bevor bei den 21 Patienten mit NC-
Tumorerkrankung der Tubinger Kohorte erstmalig die Tumordiagnose gestellt wurde.

Die mit der Entwicklung der NC-Tumoren einhergehenden Beschwerden zeigen sich
verstandlicherweise in erster Linie abhangig von der Tumorlokalisation und sind zu-
nachst meist unspezifisch in ihrer Natur:

> Beieiner Tumorlokalisation im Bereich des Brustkorbes: Brustschmerzen, Husten,
Bluthusten (Hamoptysen) und Belastungsdyspnoe.

> Bei einer Tumorlokalisation im Kopf-Hals-Bereich: Kopfschmerzen, Ptosis, Dop-
pelbilder, Miosis, Heiserkeit, verstopfte Nase, Verlust des Geruchssinns und Er-
kaltungssymptomatiken.

» Daruber hinaus fand sich haufig auch eine B-Symptomatik (Gewichtsverlust, er-
hdhte Korpertemperatur und Nachschweil?).
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In der Abbildung 19 ist zu sehen, dass die Symptome bei 21 Patienten der TlUbinger
NC-Kohorte am haufigsten ca. zwei Monate angedauert haben, bevor die Diagnose
gestellt wurde (28,6%). In seltenen Fallen hielten die Beschwerden 3 Monate oder nur
paar Tagen (14,3%) an. Langer als 3 Monate anhaltende Beschwerden ohne Stellung
der Tumordiagnose traten in den seltensten Fallen auf.

Paraneoplastische Syndrome

19%

81%

Hja HEnein

Abb. 20: Darstellung des prozentualen Anteils an Patienten mit NC-Tumorerkrankung
der Tubinger Kohorte, bei denen paraneoplastische Syndrome (Hyperkalzamien,
Neutropenien, Thrombozytopenien, Polyneuropathien) vorlagen.

In der Abbildung 20 ist erkennbar, dass 17 von 21 Patienten (81%) paraneoplastische
Syndrome zeigten (am haufigsten in Form von Hyperkalzamie, Neutropenie, Throm-

bozytopenie, Polyneuropathie).

MALIGNER ERGUSS

Abb. 21: Darstellung des prozentualen Anteils an Patienten mit NC-Tumorerkrankung
der Tubinger Kohorte, bei denen maligne Erglisse vorlagen (Uberwiegend in Form von
eines meist einseitigen Pleuraergusses; selten auch als Perikarderguss).
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Abbildung 21 zeigt uns, dass bei 9 von 21 Patienten (43%) maligne Ergusse zu sehen
waren (am haufigsten in Form von meist einseitigen Pleuraergussen; selten auch in

Form eines Perikardergusses).
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Abb. 22: Darstellung des Differenzierungsgrades, der bei der pathologischen Untersu-
chung von Tumorgewebe bei 14 Patienten mit NC-Tumorerkrankung der Tubinger NC-
Kohorte festgestellt wurde. Bei den anderen 7 NC-Patienten der Tubinger NC-Kohorte
wurde kein Differenzierungsgrad bestimmt.

In der Abbildung 22 ist ersichtlich, dass bei 50% der NC-Patienten (7 von 14) der Tu-
binger NC-Kohorte schlecht differenziertes bosartiges Gewebe bei der pathologischen

Untersuchung von Tumorgewebe nachgewiesen wurde.

Bei 42,9% der Patienten wurde undifferenziertes bzw. anaplastisches bosartiges Ge-
webe festgestellt. Bei einem Patienten (7,1%) wurde niedrig differenziertes bdsartiges
Gewebe bei der pathologischen Untersuchung von Tumorgewebe nachgewiesen. Bei
anderen 7 Patienten wurde leider kein Differenzierungsrad bestimmt, da hier meistens

eine immunhistochemische Untersuchung der Gewebe durchgefuhrt wurde.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass die Tubinger NC-Kohorte erstmals eine
Deutschland-weite Datenbasis liefert, die in weiteren Ausbaustufen wesentliche Hilfe-
stellungen bei der Definition der beim NC vorliegenden speziellen Tumorbiologie lie-

fern wird.
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Insbesondere wird es im Rahmen einer kontinuierlichen Erweiterung dieser Kohorte
madglich werden, spezifische Fragestellungen an genau definierten Untergruppen der

Tubinger NC-Kohorte zu bearbeiten.
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4. Diskussion

NC-Tumore stellen dahingehend ein sehr wichtiges Gebiet der Tumorforschung dar,
weil diese eine besonders schlechte Prognose aufweisen und bislang ohne wirksame

therapeutische Optionen sind.

Die Zahl der gemeldeten NC-Falle nimmt immer noch kontinuierlich zu, was in erster
Linie darauf zurickzuflhren ist, dass NC-Tumore immer noch weitgehend unterdiag-
nostiziert sind und die wahre Pravalenz deutlich hdher liegt als die derzeit gemeldeten

Falle.

Vor diesem Hintergrund ist es erforderlich, an Standorten, an denen intensiv prakli-
nisch und klinisch zu dieser Tumorerkrankung geforscht wird, entsprechende NC-Re-

gister zu erstellen und darauf weiterfihrende Studien aufzubauen.

In einer weltweit angelegten NC-Register-Studie aus der Arbeitsgruppe von Dr. French
in Boston wurden im Zeitraum von 1993 - 2017 insgesamt 141 NC-Patienten aus 17
Landern identifiziert (pro Jahr rechnerisch 5,9 Patienten). In unserer eigenen Tubinger
NC-Kohorte wurden im Zeitraum von 2016 - 2021 insgesamt 21 Patienten aus 3 Lan-
dern identifiziert (pro Jahr rechnerisch 4,2 Patienten). Die Mehrheit der Tubingern Falle
stammt naturgemal® aus Deutschland. Nur einzelne Falle kommen aus den Nachbar-

landern Schweiz und Danemark.

Der Vergleich der zahlenmaRig bis dato noch weniger umfangreichen Tubinger NC-
Kohorte (n=21) mit der NC-Kohorte in Boston (n=141) hat in erster Linie folgende Er-

gebnisse zu Tage gefordert:

Die Prognose ist in beiden Kohorten (Tiibingen / Boston) ausgesprochen schlecht:

— Das durchschnittliche Gesamtuberleben liegt bei der Tubinger Kohorte mit 11,2

Monaten hoher als bei der Bostoner Kohorte mit 6,5 Monaten.

— In der Bostoner Kohorte gab es 16 Patienten, die nach der Diagnosestellung langer
als 3 Jahren gelebt haben; in der Tubinger Kohorte gab es hingegen lediglich zwei

Patienten mit einer Uberlebenszeit von langer als 2 Jahre.

— In der Bostoner Kohorte hatten die Patienten mit einer initialen Tumorgrof3e <6 cm
eine bessere Prognose. Bei der Tubinger Kohorte hingegen wurde beobachtet,

dass die initiale Tumorgrofle keine Rolle bei der Prognose spielt.
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Tiibinger NC Kohorte
Alter bei erstmaliger
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Abb. 23: Darstellung des Alters der Patienten zum Zeitpunkt der Feststellung der Erst-
diagnose "NC-Tumorerkrankung" bei den 21 Patienten der Tibinger NC-Kohorte.

In der Abbildung 23 ist zu sehen, dass in der TUbinger NC-Kohorte der hdchste Pro-
zentsatz der Erstdiagnose mit 28,6% in der zweiten Lebensdekade (21-30 Jahre) lag.
Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung lag in der Bostoner NC-Kohorte
bei 23,6 Jahren; in der Tubinger NC-Kohorte fand sich ein mittleres Alter von 40,4
Jahren.

Tiibinger NC Kohorte Bostoner NC Kohorte
Geschlecht in% Geschlecht in%

Frauen
33%
Manner

Frauen 48%

52%
Manner
67%

B Manner M Frauen H Manner M Frauen

Abb. 24: Vergleichende Geschlechterverteilung der 21 Patienten der Tubinger NC-Ko-
horte mit den 141 Patienten der Bostoner NC-Kohorte.

In der Abbildung 24 ist ersichtlich, dass in der Tubinger Kohorte (33%) in Vergleich zu
in der Bostoner Kohorte (52%) Frauen deutlich seltener als Manner betroffen sind.
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Tiibinger NC Kohorte Bostoner NC Kohorte
Primartumorlokalisation in% Primartumorlokalisation in%
Sonst Sonst Unknown
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Kopf/Hals
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m Lunge = Mediastinum Kopf/Hals = Sonst = Thorax = Kopf/Hals Sonst = Unknown

Abb. 25: Primartumorlokalisationen der 21 Patienten der Tubinger NC-Kohorte und der
141 Patienten der Bostoner NC-Kohorte.

Die Abbildung 25 zeigt uns, dass in beiden Kohorten der Thorax (Lunge und Medias-
tinum) der bevorzugte Manifestationsort ist. Dementsprechend besteht eine gute Uber-

einstimmung seitens der beiden Kohorten.
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Abb. 26: Die haufigsten Genfusionen der 21 Patienten der Tubinger NC-Kohorte und
der 127 Patienten der Bostoner NC-Kohorte.

In Abbildung 26 ist zu sehen, dass die BRD4-NUTM1 Fusion in beiden Kohorten im
Vergleich zu anderen Fusionspaare deutlich haufiger vertreten ist. Der Anteil lag bei
47,6% in der Tubinger Kohorte (Anmerkung: 38,1% der NC-Patienten war bzgl. dieses
Parameters nicht analysiert worden) und bei 78% den getesteten Patienten in der Bos-
toner Kohorte. Zweit- und dritthaufigste Fusionspaare sind in beiden Kohorten BRD3-
NUTM1 und NSD3-NUTM1. Dementsprechend besteht auch bei diesem Kriterium eine
sehr gute Ubereinstimmung seitens der beiden Kohorten.

-36 -



Diskussion

Tibinger NC Kohorte Bostoner NC Kohorte
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Abb. 27: Darstellung der Tumordurchmesser bei der Diagnosestellung bei den 21 Pa-
tienten mit NC-Tumorerkrankung der Tubinger Kohorte sowie bei den 141 Patienten
der Bostoner NC-Kohorte.

In Abbildung 27 ist zu sehen, dass bei der Mehrheit der Patienten der Tubinger NC-
Kohorte (47,6%) der Tumordurchmesser zum Zeitpunkt der ersten verfugbaren
Schnittbildgebung Uber oder genau bei 6 cm lag. Hingegen ist zu sehen, dass bei der
Mehrheit der Patienten der Bostoner NC-Kohorte (33%) der Tumordurchmesser bei
Diagnosestellung unter 6 cm lag. Bei der 39% der NC-Patienten der Bostoner Kohorte

sind die Daten Uber Tumordurchmesser bei der Diagnosestellung fehlend.

METASTASEN BEI ERSTDIAGNOSE (KEINE
VERGLEICHSDATEN FUR DIE BOSTONER NC-KOHORTE)

nicht bekannt ®mnein #®ja
0 40 50

Abb. 28: Darstellung des prozentualen Anteils von Metastasen (regional und/oder nicht
regional, Lymphknoten- oder Organmetastasen) bei Erstdiagnose, unabhangig davon,
ob primar eine Fehldiagnose vorlag (falschlicherweise Zuordnung des histologischen
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Befundes einer nicht-NC-Tumorentitat) oder nicht. Es sind keine Vergleichsdaten fur
die Bostoner Kohorte vorgeben.

In der Abbildung 28 zeigt sich, dass die meisten Patienten bereits zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung lymphogene Metastasen und/ oder Organmetastasen (15 von 21;
71,4%) hatten, und zwar unabhangig davon, ob zuerst eine Fehldiagnose gestellt
wurde oder nicht. Bei 4,8% der Patienten lagen nur ungentgende Informationen vor.

Fur die Bostoner Kohorte liegen keine Vergleichsdaten vor.

Tiibinger NC Kohorte
Regionale Lymphknotenbeteiligung
(keine Vergleichsdaten fiir die Bostoner NC-Kohorte)

19%

81%
Hja HEnein

Abb. 29: Darstellung der regionalen Lymphknotenbeteiligung, unabhangig vom Ent-
wicklungsstadium bei den 21 Patienten der Tubinger Kohorte. Leider sind keine Ver-
gleichsdaten fur die Bostoner Kohorte verflgbar.

In Abbildung 29 ist ersichtlich, dass 81% der Patienten der Tubinger NC-Kohorte, eine
regionale Lymphknotenbeteiligung, unabhangig vom Entwicklungsstadium der NC-Tu-

morerkrankung, erlitten. Flr die Bostoner Kohorte liegen keine Vergleichsdaten vor.

Tiibinger NC Kohorte Bostoner NC Kohorte
Erstbehandlungssequenz Erstbehandlungssequenz
g,g 47,6 o8 36
Chemotherapie =... 2 33,4 Chemotherapie 37
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40
Chemothe Bestrahlun Best Bestrahlung
rapie * gt . . . Chemothera + . .
begleitend  begleitend Chirurgie supéaac;retwe pie begleitende Chirurgie
e. e.. Chemother...
% 33,4 9,5 47,6 9,5 % 37 28 36

Abb. 30: Darstellung der zuerst bei den 21 Patienten mit NC-Tumorerkrankung der
Tubinger Kohorte und 112 Patienten der Bostoner Kohorte zum Einsatz gekommen
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Behandlungssequenz. Andere 29 Patienten haben entweder keine Therapie erhalten
oder ist sie nicht bekannt.

In der Abbildung 30 ist es zu sehen, dass der groldte Teil der 21 Patienten der Tubinger
Kohorte zuerst chirurgisch behandelt wurde. Eine Chemotherapie war die zweithau-
figste benutze initiale therapeutische Option. Eine Bestrahlung wurde am wenigsten
eingesetzt. Bei zwei Patienten wurde aufgrund der sehr ausgepragten Tumorerkran-

kung eine best supportive care angeboten.

Anderseits ist in Abbildung 30 zu sehen, dass es in der Bostoner Kohorte einen mini-
malen Unterschied zwischen operativer Therapie und Chemotherapie (Chemothera-
pie: 37%, operative Therapie: 36%) gibt. 29 Patienten der Bostoner Kohorte haben

entweder keine Therapie erhalten oder diese ist nicht bekannt.

Tiibinger NC Kohorte Bostoner NC Kohorte
Erste Therapieantwort Erste Therapieantwort

B Remission M Progression W Complete or partial response
Stable disease W Relapse M Stable or progressive disease
B Nicht bekannt Nicht bekannt

Abb. 31: Darstellung der initialen Therapieantwort, unabhangig von der zuerst zur An-
wendung gekommenen Therapiemodalitat bei den 21 Patienten mit NC-Tumorerkran-
kung der Tubinger Kohorte, und bei den 141 Patienten der Bostoner Kohorte.

In der Abbildung 31 ist ersichtlich, dass es zwischen der Tubinger und der Bostoner
Kohorte keinen wesentlichen Unterschied zwischen Patienten, die eine gute Antwort
(Remission) auf die Therapie hatten und Patienten, die einen Progress hatten, ergib.
19% der NC-Patienten der Tubinger Kohorte (4 von 21) haben, unabhangig von der
zuerst zur Anwendung gekommenen Therapiemodalitat, ein Rezidiv entwickelt. Falle

einer stabilen Erkrankung fanden sich in der Tubinger Kohorte nicht.
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Tiibinger NC Kohorte
Bildgebung, die zur Diagnose fiihrt

(keine Vergleichsdaten aus Boston)
70

60 57,2

50

40

30

20

10

CcT MRT PET-CT Nicht bekannt

Abb. 32: Darstellung der initial durchgefuhrten Bildgebungen bei 21 Patienten der Tu-
binger NC-Kohorte, die zum Verdacht auf das Vorliegen einer Tumorerkrankung ge-
fuhrt haben. Es sind keine Vergleichsdaten flr die Bostoner Kohorte vorgeben.

In der Abbildung 32 ist zu sehen, dass in der Tubinger Kohorte die Computertomogra-
phie, die haufigste initial durchgefihrte Bildgebung war, die auf das Vorliegen einer
Tumorerkrankung fuhrte (57,2%).

Die zweithaufigste Bildgebung war die MRT (23,8%). PET-CT flhrte nur sehr selten
zur Diagnose. Fur die Bostoner Kohorte liegen keine Vergleichsdaten vor.
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Tiibinger NC Kohorte
Dauer der Symptome
(ohne Vergleichsdaten aus Boston)

>3 Monate — 9,5

0 5 10 15 20 25 30 35
<1 Monat 1 Monat 2 Monate 3 Monate >3 Monate Nicht bekannt
% 14,3 9,5 28,6 14,3 9,5 23,8

Abb. 33: Darstellung der Dauer der Symptome, bevor bei den 21 Patienten mit NC-
Tumorerkrankung der Tubinger Kohorte erstmalig die Tumordiagnose gestellt wurde.
Es sind keine Vergleichsdaten fur Boston Kohorte vorgeben.

Die Abbildung 33 zeigt uns, dass bei 21 Patienten der Tibinger NC-Kohorte, die Symp-
tome meist ca. 2 Monaten angedauert haben, bevor die Diagnose gestellt wurde
(28,6%). In seltenen Fallen dauern die Beschwerden ein paar Tagen/Wochen (14,3%)
an. Im Ganzen haben die Beschwerden sehr seltener langer als 3 Monaten angedau-
ert.

In 23,8% der Falle standen uns leider nicht genug Informationen zur Verfigung. Fir

die Bostoner Kohorte liegen keine Vergleichsdaten vor.

41 -



Diskussion

Tiibinger NC Kohorte
Paraneoplastische Syndrome

19%

81%

Hja HEnein

Abb. 34: Darstellung des prozentualen Anteils an Patienten mit NC-Tumorerkrankung
der Tubinger Kohorte, bei denen paraneoplastische Syndrome (Thrombozytopenien,
Polyneuropathien, Neutropenien, Hyperkalzamien) vorlagen. Es sind leider keine Ver-
gleichsdaten fur die Bostoner Kohorte vorgeben.

In der Abbildung 34 zeigt sich, dass 81% der Patienten der Tubinger NC-Kohorte ein
Paraneoplastischen Syndrom entwickelt haben. Es liegen leider keine Vergleichsdaten
fur die Bostoner NC Kohorte vor.

TUBINGER NC KOHORTE
MALIGNER ERGUSS
(OHNE VERGLEICHSDATEN AUS BOSTON)

Abb. 35: Darstellung des prozentualen Anteils an Patienten mit NC-Tumorerkrankung
der Tubinger Kohorte, bei denen maligne Erglisse vorlagen (Uberwiegend in Form von
eines, meist einseitigen, Pleuraergusses; selten auch in Form eines Perikardergus-
ses). Es sind keine Vergleichsdaten flr die Bostoner Kohorte vorgeben.
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In der Abbildung 35 ist zu sehen, dass 43% der Patienten der Tubinger NC-Kohorte
maligne Erglsse, am haufigsten in Form von einseitigen Pleuraergissen, hatten; sel-
ten auch in Form eines Perikardergusses. Es gibt leider keine Vergleichsdaten flir Bos-
toner NC-Kohorte.

Tiibinger NC Kohorte
Grading
60
50
50
42,9
40
30
20
10 7,1
0
gut differenziert maRig differenziert schlecht differenziert undifferenziert
——% 0 7,1 50 42,9

Abb. 36: Darstellung des Differenzierungsgrades, der bei der pathologischen Untersu-
chung von Tumorgewebe der 14 Patienten mit NC-Tumorerkrankung der Tubinger Ko-
horte festgestellt wurde. Bei anderen 7 Patienten wurde kein Differenzierungsgrad be-
stimmt. Es sind keine Vergleichsdaten fur die Bostoner Kohorte vorgeben.

In der Abbildung 36 ist ersichtlich, dass bei 50% der Patienten ein schlecht differen-
ziertes bosartiges Gewebe, bei der pathologischen Untersuchung von Tumorgewebe
bei 14 Patienten der Tubinger NC-Kohorte nachgewiesen wurde.

Bei 42,9% der Patienten wurde ein undifferenziertes bzw. anaplastisches bdsartiges

Gewebe festgestellt. Es sind keine Vergleichsdaten flr Bostoner Kohorte vorgeben.

Man kann somit zusammenfassen, dass das mittlere Alter bei der Diagnosestellung,
in unserer zahlenmafig noch sehr kleinen Kohorte deutlich hoher ist. Weiteres findet
sich in unserer Kohorte haufiger eine mittlere TumorgréfRe bei genau, oder tber 6 cm

bei Diagnosestellung. In der Tubinger Kohorte sind Frauen deutlich seltener betroffen.
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Die haufigste initiale therapeutische Option in unserer Kohorte war Chirurgie, wahrend-
dessen in der Bostoner Kohorte einen minimalen Unterschied zwischen Chirurgie und

Chemotherapie zu sehen war.

Weiter kann festgehalten werden, dass zu den eingangs aufgeworfenen Fragestellun-
gen (siehe Abschnitt 1.10 Wissenschaftliche Fragestellungen) in der Diskussion de-
tailliert im Vergleich mit der Bostoner Kohorte Stellung genommen wurde (weitere Ko-
horten mit einer vergleichbaren Datenqualitat, die in diesen Vergleich einbezogen wer-

den kdnnten, sind leider bislang nicht verfugbar).

Blickt man auf eine retrospektive Studie von Giridhar et al. zwischen 1950 und 2017
mit insgesamt 119 Patienten aus unterschiedlichen Landern lag das durchschnittliche
Gesamtuberleben nach Stellung der Erstdiagnose, sehr ahnlich mit der Bostoner-NC-
Kohorte, bei 5 Monaten. In der Giridhar-Kohorte gab es drei Patienten, die nach der
Diagnosestellung langer als 10 Jahren gelebt haben. Das mittlere Alter bei der Diag-
nosestellung lag bei 23 Jahren. Frauen und Manner waren zu gleichen Teilen betrof-
fen. Die haufigsten Tumorlokalisationen stimmen mit denen in den TlUbinger- und Bos-
toner-NC-Kohorten uberein. Im Vergleich zur Tubinger-NC-Kohorte, in welcher die
Mehrheit der Patienten (15 von 21, 71,4 %) bereits zur Zeit der Diagnosestellung Me-
tastasen hatten, war dies in der Giridhar-Kohorte sogar bei 39,8 % der Patienten der
Fall. Genfusionen aus NUT-BRD4 stellte sich auch in der Giridhar-Kohorte als die hau-

figste nachgewiesene Translokation dar.?’

In der Giridhar Studie wurde weiterhin beobachtet, dass die Patienten, die Radio- und
Chemotherapie als initiale Therapieoptionen erhalten hatten, eine bessere Gesamt-
Uberlebenschance zeigten, vor allem bei einer Bestrahlungsdosis Uber 50 Gy. Bestrah-
lung spielte eine Rolle bei Patienten mit Primarlokalisationen im Kopf/Hals- und im
Lungenbereich, ausgenommen Mediastinum. Der Zeitpunkt der Bestrahlung bzgl. der
gesamten Behandlungssequenz spielte dabei keine Rolle. Die 1-Jahres-Uberlebens-
rate fur bestrahlte Patienten betrug 37,7 % in Vergleich zu 13 % flr die Patienten ohne
Radiotherapie. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrug 11 % gegeniiber 0 % flr nicht be-
strahlte Patienten.

Die 1-Jahres-Uberlebensrate fiir die Patienten mit Chemotherapie betrug 27 % in Ver-
gleich zu 0 % fur die Patienten ohne Chemotherapie. Dabei spielte die Chemotherapie
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nur bei der Primarlokalisation Mediastinum eine Rolle. Bei anderen Lokalisationen hat-
ten die unterschiedlichen Chemotherapie-Regime keinen Effekt auf das Gesamtiber-

leben gezeigt.?’

In einer West-Australischen Studie wurden alle Patienten bis zum Alter von 16 Jahren,
die sich im Kinderkrankenhaus "Princess Margaret Hospital for Children” zwischen
1989 und 2014 auf der onkologischen Abteilung gemeldet haben, eingeschlossen.

In diesem Zeitraum wurden insgesamt 14 Falle mit der Diagnose eines undifferenzier-
ten malignen Tumors festgestellt. Von diesen 14 Falle, funf waren immunhistoche-
misch positiv auf Marker des NC-Karzinoms, hatten drei Falle eine Brust-Lokalisation,
ein Fall hat eine paraspinale Tumor-Lokalisation und ein Fall hatte eine Lokalisation
im Kopf/Hals Bereich. Alle funf immunhistochemisch positiven Falle sprachen zu-
nachst auf die jeweils gewahlten Therapie-Regime an; im Verlauf zeigte sich aber je-

weils rasch ein Progress.®

Wang et al. berichten Uber einem 18-jahrigen Patienten mit der Lokalisation eines NC-
Karzinoms in Nasen- und Nasennebenhdhle. Die initiale Diagnose lautet basaloid-
squamoses Karzinom. Aufgrund des Alter des Patienten, der Tumorlokalisation und
einer mikroskopisch nachgewiesener Keratinisierung wurde das Vorliegen eines NC-

Tumors differentialdiagnostisch in Erwagung gezogen.%®

Mittels NUT-Immunhistochemie und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH)
konnte in diesem Fall tatsachlich die Diagnose eines NC-Karzinoms bestatigt werden.
Jedoch konnte trotzt der oben genannten Auffalligkeiten mittels einer Next Generation
sequencing (NGS) keine NUTM1 Gentranslokation nachgewiesen werden, wofur die
eingeschrankte Qualitat und die limitierte Menge der RNA, die fur diese diagnostische

Methode benutzt wurde, verantwortlich gemacht wurde.>®

Zudem berichten Grosse et al. Uber weitere zwei Patienten, bei denen eine NC-Diag-
nose erst nachfolgend mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH) gestellt und
gesichert wurde. Bei dem einen 35-jahriger Patienten mit Lungenprimarius im Lungen-
mittellappen und Beteiligung des Segmentbronchus wurde initial morphologisch der
Verdacht auf ein kleinzelliges Lungenkarzinom gestellt. Bei dem anderen 72-jahrigen
Patienten mit unklarem Primarius und disseminierten Lungen- und Knochenmetasten
und einem soliden Knoten in der rechten Niere wurde initial eine hamatologische

Krankheit vermutet.2®
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Fur den weiteren Ausbau der Tubinger NC-Kohorte im Sinne einer "feineren" Differen-
zierung der bisherigen Basis-Parameter sind neuere Arbeiten zur Diagnostik und The-

rapie von NC-Tumorpatienten von grofdem Interesse.

In einer groRen Kohorte von Riess et al. mit 181.838 Patienten konnte bei 31 Patienten
mittels comprehensive genomic profiling (CGP) eine BRD4-NUT Translokation festge-
stellt werden. Dabei war nur bei 16% (5/31) der Falle bereits initial die Diagnose NC
gestellt worden. Bei 22% (7/31) wurde initial die Diagnose eines non-small cell lung
cancer/ not otherwise specified (NSCLC-NOS) und bei 16 % (5/31) die Diagnose eines
non-small cell lung cancer / squamous cell carcinoma (NSCLC-SCC) gestellt.

Aus dieser groRen Kohorte wurden zwei besondere Falle hervorgehoben, bei denen
eine Behandlung mit anti-PD-1 und anti-PD-L1 Immuncheckpoint Inhibitoren durchge-
fuhrt worden waren. Bei dem Fall einer 52-jahrigen afroamerikanischen Frau mit der
initialen Diagnose eines metastasierten non-small cell lung cancer / squamous cell
carcinoma (NSCLC- SCC) wurde nachtraglich eine BRD4-NUTM1 Translokation nach-
gewiesen, Nach zwei Monaten einer Monotherapie mit Nivolumab zeigte sich zunachst
eine fast vollstandige Ruckbildung aller Tumormanifestationen; allerdings ergab dann
ein nachfolgendes Staging einen Progress der NC-Tumorerkrankung mit neu aufge-
tretenen Knochenmetastase. Obwohl daraufhin eine Immun-Kombinationstherapie mit
Nivolumab plus Ipilimumab eingeleitet wurde, kam es zum schnellen weiteren Pro-

gress der Krankheit.

In dem anderen Fall einer 39-jahrigen europaischen Frau mit initialer Diagnose eines
schlecht differenziertes squamous cell carcinoma wurde initial eine Therapie mit Cis-
platin, Etoposid und Bestrahlung der Raumforderung der Brust mit 60 Gy durchgefihrt.
Nachdem ein partielles Ansprechen festgestellt wurde, wurde eine Therapie mit dem
Immuncheckpoint Inhibitor Atezolizumab sowie mit Carboplatin und Paclitaxel einge-
leitet; parallel erfolgte eine palliative Bestrahlung der Lunge mit 8 Gy. Initial konnte ein
Ansprechen beobachtet werden; bereits nach finf Monaten kam es dann wieder zum

Progress der Krankheit.

Riess et al. haben eine Kohorte auf die Affinitat von BRD4-NUT zum MHC-Komplex
Uberpruft, da dieser Affinitat potenziell mit Immunantworten korrelieren kdnnte. Mog-
licherweise haben NC-Patienten mit einer BRD4-NUT Fusion, die ein Fusionspeptid
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mit der hohen Affinitat zum MHC-Komplex besitzen, eine bessere Antwort auf Immun-

Checkpoint-Inhibitoren.*> Entsprechende Ergebnisse stehen allerdings noch aus.

Bezuglich der Mdglichkeiten einer epigenetischen Therapie wurde in letzter Zeit sehr
viel Hoffnung auf Histone deacetylase inhibitor (HDACi) Wirkstoffe gesetzt. Zurzeit
sind Vorinostat und Romidepsin von der Food and Drug Administration (FDA) zuge-
lassen und auf dem Markt verfugbar. Schwartz et al. berichten Uber den Fall eines
minderjahrigen Patienten mit der Diagnose eines NC-Tumors in Mediastinum. Nach
oraler Einnahme des HDACi-Wirkstoffes Vorinostat (400 mg taglich) erfolgte finf Wo-
chen spater eine Kontrolle, hier wurde mittels Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) eine positivere Antwort auf HDACIi, bemerkt. Leider durch die Unvertraglichkeit
des Medikamentes im Sinne ausgepragter Ubelkeit und Erbrechen musste die weitere
Therapie mit Vorinostat unterbrechen werden. Der Patient ist gestorben elf Monaten
nach dem die Diagnose gestellt wurde. Aullerdem wurde eine dosislimitierende
Thrombozytopenie registriert.*

In einer Studie mit 13 koreanischen Patienten wurde in vier NC-Zelllinien bemerkt,
dass eine Kombination aus Histone deacetylase inhibitor (HDACI) und Phosphoino-
sitide 3-kinase inhibitor (PI3K), sogenannter CUDC-907, sehr wirksam gegen die
Proliferation von den NC Zellen ist (IC50=5,5-9,0 pmol/L).

In Gegenteil zur Giridhar Studie wurde in dieser Studie festgestellt, dass Patienten, die
eine chirurgische Intervention als initiale Therapie erhalten haben, eine bessere Ge-
samt-Uberlebenschance zeigen.

Bei den allen Patienten wurde mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH)
eine NUT Translokation identifiziert. Was spricht dafur wie wichtig es ist bei allen Pati-
enten mit der Diagnose eines schlecht differenziertes Plattenepithelkarzinoms so eine
diagnostische Malinahme durchzufiihren. Vor allem bei der Tumorlokalisation in der

Kopf-/Halsbereich und der Lunge.3®

Da bei NC-Tumorpatienten durch die Expression des BRD4-NUT Onkoproteins die
Expression der Histon Acetylase (HAT) verringert ist, helfen Histon Deacetylase Inhi-
bitoren (HDACI), die Verdrangung von HAT Proteinen wieder herzustellen, was zu ei-
nem shift hin zu einer verstarkten Differenzierung der NC-Tumorzellen fuhrt. Zusatzlich

wird das Wachstum der NC-Tumorzellen eingeschrankt.*8
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In einer weiteren Studie von Beesley et al. wurde die Zytotoxizitat verschiedener on-
kologischer Therapieoptionen verglichen. Dabei wurden drei Zelllinien mit BRD4-
NUTM1 Translokation und zwei Zelllinien mit anderen Tumorentitaten verglichen. Alle
Zelllinien stammten von minderjahrigen Patienten. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht
die Frage, wie sich die Reaktion dieser funf Zelllinien auf verschiedenen Wirkstoffklas-
sen darstellt. Verglichen werden 61 zytotoxische Substanzen aus 17 verschiedenen
Wirkstoffklassen, bei einer fixen Dosis von 10 uM. Zu diesen Wirkstoffen zahlen u.a.
Vincristinsulfat, der Bromodomain-Inhibitor JQ1, Flavopiridol, Gemcitabine, Paclitaxel,
Docetaxel, Etoposid, Methotrexat, Vorinostat, Topotecan, ... und viele weitere.

Daraus ergibt sich, dass Anthrazykline, Mikrotubuli-Inhibitoren, Topoisomerase-Inhibi-
toren und (inhibitor of cyclin-dependent kinase) CDK9 Flavopiridol eine ausgepragte
Zytotoxizitat aufweisen. Damit kdnnen diese Wirkstoffe in der Zukunft als der Aus-

gangspunkt fur die Verbesserung der NC-Therapie berucksichtigt werden.

Der Bromodomain-Inhibitor JQ1, Statine und der HDACi Wirkstoff Vorinostat weisen

eine intermediare Zytotoxizitat auf.

Steroide und Steroid-Rezeptor-Antagonisten weisen hingegen eine geringe bis gar
keine Zytotoxizitat auf.?

Bei einer funfunddreiBigjahrigen Patientin und einem dreizehnjahrigen Patienten mit
Diagnose eines NC-Tumors haben histologische Ergebnisse jeweils auf ein schlecht
differenziertes bis undifferenziertes Karzinom hingedeutet. Diese zwei Beispiele haben
Sun et al genutzt, um die Hypothese aufzustellen, dass das ,NC-Karzinom das Ergeb-
nis einer Hemmung der Tumorzellendifferenzierung in reife Plattenepithelzellen ist"
(Sun et al, 2015).54

In dieser Studie wurde ein hoheres Expressionsniveau von (sex determining region Y-
box 2) Sox2, (insulin-like growth factor-1 receptor) IGF-1R, (mammalian target of ra-
pamycin) mTOR, p-Akt und nukleare Expression von c-Myc, Sirtuin 1 und (enhancer
of Zeste, homolog 2) EZHZ2 in den undifferenzierten Tumorzellen in Vergleich zu Plat-
tenepithelzellen nachgewiesen. Alle diese Komponenten spielen eine wesentliche
Rolle in der Hemmung der Zelldifferenzierung bei NC-Karzinomen. Bezuglich dieses
Parameters "Zelldifferenzierung" wurde die antitumorale Wirksamkeit der Wirkstoffe

Curcumin, Metformin, Melatonin, Sulforaphane und Vorinostat evaluiert.5*

-48 -



Diskussion

Derartige neuere Erkenntnisse und Ansatze sind fur die weitere Entwicklung auf dem
Gebiet der NC-Tumore von grof3er Bedeutung, so dass sich festhalten Iasst, dass mit
dieser Arbeit ein wichtiger Grundstein fur die systematische Erfassung der Tubinger
NC-Patienten gelegt werden konnte, der in den nachsten Jahren weiter ausgebaut,

weiter differenziert und auch verstetigt werden muss.

Da parallel in der Abt. Medizinische Onkologie und Pneumologie umfangreiche prakili-
nische Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der NC-Tumore angelaufen sind, ist der
Aufbau der Tubinger NC-Kohorte bestens in ein Gesamt-Forschungskonzept einge-
bettet.

Aus diesen systematisch angelegten Forschungsarbeiten werden mit hoher Wahr-
scheinlichkeit neuartige Therapiekonzepte erwachsen, die den in jeder Hinsicht
schwer betroffenen und teilweise ausgesprochen jungen NC-Patienten zu Gute kom-

men werden (givair eEATTIOQ).
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5. Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Zusammenstellung und der Auswertung der Tubinger
Erwachsenen-Kohorte an Mittellinienkarzinomen (NUT midline carcinoma) sowie mit

dem Vergleich derselben mit der "Bostoner" Kohorte von Herrn Dr. C.A. French.

Das Nuclear-protein-in-testis (NUT) Mittellinienkarzinom ist eine seltene, jedoch sehr
aggressive Krankheit mit einer Gesamtiberlebensdauer von lediglich 5-9 Monaten.
NC-Tumore werden nach wie vor unterdiagnostiziert, haufig werden die Patienten erst
in einem spaten Stadium, wenn die Tumorerkrankung bereits sehr groRe Ausmale

angenommen hat und bereits disseminierte Metastasen vorliegen, vorgestellt.

Historisch betrachtet wurde diese Tumorerkrankung zuerst bei jungen Patienten be-
merkt. Mit der Zeit wurde dann aber festgestellt, dass auch altere Populationen betrof-
fen sind. Heutzutage steht, trotz zahlreichen Studien, immer noch keine adaquate

(wirksame) Therapie zur Verfugung.

Ziel dieser Arbeit war es, fur das Universitatsklinikum Tubingen eine eigene Kohorte
der hier vor Ort betreuten Patienten zu erstellen und zu charakterisieren. In Betracht
gezogen wurden Patienten, die sich mindesten einmal in der Ambulanz der Abteilung
Innere Medizin VIII, Medizinische Onkologie und Pneumologie, des Universitatsklini-
kums Tubingen vorgestellt haben bzw. an der Phase | Studie "An open label, Phase
la/Ib dose finding study with Bl 894999 orally administered once a day in patients with
advanced malignancies with repeated administration in patients with clinical benefit
(clinicaltrials.gov accession number: NCT02516553)" teilgenommen haben oder im

Rahmen individualisierter Therapieansatze behandelt wurden.

Die eigenen Tubinger Ergebnisse wurden Punkt-fur-Punkt mit den Ergebnissen einer
Kohorte in Boston/USA, die von Dr. Christopher A. French und Mitarbeitern zusam-
mengestellt und veroffentlicht wurde, verglichen. Dabei zeigten sich folgende Unter-
schiede zwischen diesen beiden Kohorten: Lediglich das mittlere Alter bei Diagnose-
stellung liegt in unserer zahlenmaldig noch sehr kleinen Kohorte deutlich héher. Weiter
findet sich in unserer Kohorte haufiger eine mittlere Tumorgrol3e bei genau oder Uber
6 cm bei Diagnosestellung. In der Tubinger Kohorte sind Frauen deutlich seltener be-
troffen. Die haufigste initiale therapeutische Option in unserer Kohorte war Chirurgie,
wahrenddessen in der Bostoner Kohorte ein minimaler Unterschied zwischen Chirur-

gie und Chemotherapie zu sehen war.
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Diese Ergebnisse ermutigen zur weiteren Datensammlung und zur kontinuierlichen
VergroRerung unserer Tubinger NC-Kohorte, da die Informationen uber diese Tumor-
erkrankung immer noch mangelhaft sind. Die verfligbare Behandlungsoptionen und
die Ansprache des Tumors auf die unterschiedlichen Therapie-Regime sollten weiter-

hin beobachtet werden.

Von zentraler Bedeutung ist insbesondere auch der Aspekt, dass diese Tumorerkran-
kung in der Zukunft viel haufiger noch als Differenzialdiagnose in Betracht gezogen
werden muss, um frihzeitig intervenieren zu kdnnen und die Chancen auf eine Kura-

tion substantiell zu erhohen.
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