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Chapter 10

Renal cell carcinoma (RCC) is among the top 10 most common malignancies in men with
clear cell RCC (cc-RCC) as the majority subtype. 30% of patients have metastatic spread
by the time of initial diagnosis and need systematic therapies. Sunitinib, an oral tyrosine
kinase inhibitor, has been approved by FDA in 2006 and became the first-line treatment for
cc-mRCC patients due to its dramatic improvement in progression-free survival (PFS) and
overall survival (OS) and affordable toxicity. However, the inter-individual variability of
sunitinib outcomes is large. Some clinical factors, such as blood pressure, can partly predict
sunitinib efficacy, but they are not enough. More insight into the genetic factors underlying
sunitinib outcome could also be helpful to improve optimization of treatment. In this thesis,
the relevance of single nucleotide polymorphisms (SNPs) to sunitinib treatment in (cc)-

mRCC patients was investigated with regard to efficacy and toxicity.

Chapter 1 contains a general introduction, describing the epidemiology, classification and
treatment evolution for RCC, giving a short overview on the challenge of sunitinib
treatment in clinical practice, and providing the current knowledge concerning the role of

pharmacogenetics in sunitinib treatment for patients with mRCC.

In Chapter 2, we systematically collected available published data from a total of 33
publications including 9,977 patients from clinical trials, expanded access program and
real-world clinical practice and performed a comprehensive meta-analysis to compare
sunitinib efficacy and toxicity in Asian and Caucasian mRCC patients. We observed that
Asian patients had similar sunitinib efficacy, but burdened a higher incidence of all grades
hand-foot syndrome, > grade 2 fatigue, > grade 2 hand-foot syndrome and > grade 2
thrombocytopenia, in comparison to Caucasian patients. This suggests dose adjustment in

Asian patients should be considered.

Chapter 3 describes an exploratory study with the aim to evaluate the previous identified
eight SNPs in genes CYP3A4, NR1I2, POR, IL8, IL13, IL4-R and MET (between 2011 and
2013) for possible associations with efficacy and toxicity of sunitinib in a large cohort. We
found that T allele of IL8 rs1126647 was associated with an increased risk of hypertension
and T allele in IL13 rs1800925 with higher risk of leukopenia and any toxicity > grade 2,
which suggested a relationship between interleukin genes IL8 and IL13 and the
development of sunitinib-induced adverse events. Still, further validation in an independent

cohort is warranted to confirm our findings.
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VEGFR1 rs9582036 and rs9554320 have been shown to be predictive for PFS and/or OS
in sunitinib-treated mMRCC patients from three previous studies. In Chapter 4, we aimed to
assess whether the previous associations could be confirmed in three independent well-
characterized cohorts (SUTOX, CCF and SOGUG) and to perform a meta-analysis
including all available data. We only validated the associations of both SNPs with sunitinib
PFS in the CCF cohort, but not in SUTOX or SOGUG cohort. After meta-analysis, we
failed to observe any significant associations, indicating the limited value of both SNPs in

clinical use as predictor for sunitinib efficacy in mRCC patients.

Chapter 5 and Chapter 6 pay particular attention to CYP3A5 rs776746 and CYP3A4
rs4646437. To explain the earlier association of CYP3A4 rs4646437 with sunitinib-induced
hypertension, Chapter 5 was conducted by testing the effect of CYP3A4 rs4646437 on
sunitinib clearance. Here, the A-allele carriers of CYP3A4 rs4646437 had an average 29.3%
higher clearance of sunitinib, indicating that the A-allele of CYP3A4 rs4646437 might be
associated with an increased CYP3A4 enzyme activity. Later on, the linkage disequilibrium
between CYP3A5 rs776746 and CYP3A4 rs4646437 in Caucasian population was
considered. To have a better understanding of the role of two SNPs in sunitinib treatment,
CYP3A5 rs776746 and CYP3A4 rs4646437 have been analyzed simultaneously in
relationship with sunitinib clearance in a post hoc study in Chapter 5 and with sunitinib-
induced hypertension in Chapter 6. Our results suggest that CYP3AS5 rs776746, rather than

CYP3A4 rs4646437 is the causal genetic factor in the above associations.

For the past decade, an emphasis has been placed on SNPs of genes involved in
angiogenesis pathway in the field of sunitinib pharmacogenetics in mMRCC. Recently, an
increasing number of studies have shown the interaction between antiangiogenic drugs and
immune responses. In Chapter 7, we applied a tagging SNP approach to investigate
whether genetic variants within genes (CD274, PDCD1 and CTLA-4) encoding checkpoints
(PD-L1, PD-1 and CTLA-4) could be useful as prognostic or predictive biomarkers for
sunitinib outcome in a discovery and an independent validation as well as a combined
cohort of cc-mRCC patients. Our results revealed that CTLA-4 rs231775 was associated
with improved OS, implying this polymorphism may serve as a prognostic marker for cc-
mRCC patients.
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Till now, an increasing number of studies have been done attempting to find a genetic
biomarker to predict sunitinib outcomes. Yet, none of the previously investigated genetic
variants have been implemented into clinical practice. Chapter 8 describes what we need

to make this dream a reality.

Chapter 9 provides a discussion of the studies presented in this thesis and describes several
obstacles preventing the utility of genetic biomarkers from clinical practice. In addition,
future perspectives are presented on further pharmacogenetic research as well as new

treatment options and technologies.
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Chapter 10

Niercelkanker (RCC) behoort tot de top 10 meest voorkomende maligniteiten bij mannen
en het heldercellig RCC (cc-RCC) vormt het belangrijkste histologische subtype. Bij
diagnose is bij 30% van de patiénten de ziekte gemetastaseerd (mRCC) en is systemische
therapie nodig. Sunitinib, een orale tyrosine kinase remmer, is door de FDA geregistreerd
in 2006 en werd de eerstelijnstherapie voor cc-mRCC patiénten met een sterke verbetering
van de progressievrije overleving (PFS) en de algehele overleving (OS) met aanvaardbare
toxiciteit. Echter, de interindividuele variabiliteit van sunitinib respons is groot. Een aantal
klinische factoren, waaronder de MSKCC-criteria of Heng criteria, kunnen in zekere mate
de effectiviteit van sunitinib voorspellen, maar zij voldoen niet helemaal. Meer inzicht in de
genetische factoren die van invloed zijn op de uitkomst van de behandeling met sunitinib
kan van nut zijn om de uitkomst van de behandeling verder te verbeteren. In dit proefschrift
is de relevantie van Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) voor de uitkomst van de
behandeling met sunitinib in (cc)-mRCC patiénten onderzocht, zowel met betrekking tot

effectiviteit als toxiciteit.

Hoofdstuk 1 omvat een algemene inleiding en beschrijft de epidemiologie, de classificatie
en de ontwikkeling van de behandeling van mRCC en geeft een kort overzicht van de
uitdagingen bij de behandeling met sunitinib in de klinische praktijk. Ook wordt de huidige
stand van zaken met betrekking tot de rol van farmacogenetica bij de sunitinib behandeling

van patiénten met mRCC besproken.

In Hoofdstuk 2 verzamelden we systematisch gegevens van studies vanuit 33 publicaties
met in totaal 9.997 patiénten uit klinische studies, ‘expanded access’ programma’s, en uit
de Klinische praktijk. Er werd een uitgebreide meta-analyse verricht om de effectiviteit en
toxiciteit van sunitinib te vergelijken in Aziatische en Kaukasische patiénten met mRCC.
Wij vonden dat Aziatische patiénten een vergelijkbare effectiviteit hadden, maar een hogere
incidentie van bijwerkingen ondervonden, met name alle graden hand-voet-syndroom, >
graad 2 vermoeidheid, > graad 2 hand-voet-syndroom en > graad 2 thrombocytopenie. Dit

suggereert dat bij Aziatische patiénten een dosisaanpassing moet worden overwogen.

In Hoofdstuk 3 wordt een exploratieve studie beschreven met het doel om na te gaan of 8
eerder gevonden SNPs in de genen CYP3A4, NR1I2, POR, IL8, IL13, IL4-R en MET (tussen
2011-2013) konden worden gerepliceerd in een omvangrijk cohort voor een associatie met

effectiviteit en toxiciteit. We vonden dat het T-allel van IL8 rs1126647, was geassocieerd
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met een verhoogde kans op hypertensie en het T-allel in IL13 rs1800925, met een hogere
kans op leukopenie en toxiciteit > graad 2, wat suggereert dat er een verband is tussen de
interleukine genen IL8 en IL13 en de ontwikkeling van sunitinib geinduceerde
bijwerkingen. Om onze bevindingen te bevestigen is een validatie in een onafhankelijk

cohort nodig.

In drie eerdere studies werd aangetoond dat VEGFR1 rs958206 en rs9554320 een
veelbelovende voorspellende waarde hadden voor PFS en/of OS in mRCC patiénten die
met sunitinib behandeld werden. In Hoofdstuk 4 stelden wij onszelf ten doel om na te gaan
of de eerdere associaties bevestigd konden worden in drie onafhankelijke, goed
gedefinieerde cohorten (SUTOX, CCF en SOGUG). Ook is er een meta-analyse verricht
waarbij alle beschikbare gegevens werden gecombineerd. Alleen de associaties van beide
SNPs met sunitinib PFS in het CCF-cohort konden worden gevalideerd, maar niet in het
SUTOX of SOGUG-cohort. In de meta-analyse werden geen geen significante associaties
gevonden, hetgeen duidt op de beperkte waarde van beide SNPs in de klinische praktijk als
het gaat om het voorspellen van de effectiviteit van sunitinib in de behandeling van mRCC

patiénten.

In Hoofdstuk 5 en Hoofdstuk 6 werd nader ingegaan op CYP3A5 rs776746 en CYP3A4
rs4646437. Om de eerdere associatie van CYP3A4 rs4646437 met door sunitinib
veroorzaakte hypertensie te verklaren werd in Hoofdstuk 5 het effect bepaald van deze SNP
op de klaring van sunitinib. De A-allel dragers van CYP3A4 rs4646437 hadden gemiddeld
een 29,3% hogere klaring van sunitinib, hetgeen erop duidt dat het A-allel van CYP3A4
rs4646437 gepaard gaat met een toegenomen activiteit van het enzym CYP3A4. Ook is
onderzocht of er een verband (linkage desequilibrium) is tussen CYP3A5 rs776746 en
CYP3A4 rs4646437 in de Kaukasische populatie. Om de rol van deze twee SNPs beter te
begrijpen zijn CYP3A5 rs776746 en CYP3A4 rs4646437 gezamenlijk geanalyseerd, waarbij
in een posthoc analyse is gekeken naar het effect op sunitinib klaring in Hoofdstuk 5 en op
door sunitinib veroorzaakte hypertensie in Hoofdstuk 6. Uit onze resultaten blijkt dat
CYP3A5 rs776746 de belangrijkste genetische factor, en dat CYP3A4 rs4646437 in dit

verband minder relevant is.

In het afgelopen decennium heeft de nadruk in het farmacogenetisch onderzoek naar mRCC

vooral gelegen op SNPs van genen die betrokken zijn bij angiogenese. Echter, recent wordt
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vaker gekeken naar de interactie van geneesmiddelen die anti-angiogenetisch werken de
immuunrespons. In Hoofdstuk 7 hebben wij door middel van tagging SNPs onderzocht of
genetische variatie in genen (CD274, PDCD1 en CTLA-4) die coderen voor de
‘checkpoints’ (PD-L1, PD-1 en CTLA-4) van belang zijn als prognostische of predictieve
merker voor de behandeling met sunitinib. Onze resultaten lieten zien dat de variant CTLA-
4 rs231775 geassocieerd was met OS, wat suggereert dat dit polymorfisme kan dienen als

een prognostische biomarker voor cc-mRCC patiénten.

Er zijn tot op heden enkele duizenden studies verricht waarbij getracht is een genetische
biomarker te vinden waarmee de uitkomst van behandeling met sunitinib voorspeld kan
worden. Geen van deze eerder onderzochte genetische varianten zijn echter toegepast in de
klinische praktijk. In Hoofdstuk 8 beschrijven wij wat er nodig is om klinische toepassing

te bereiken.

Hoofdstuk 9 bevat een samenvatting van de studies die in dit proefschrift worden
beschreven en ook wordt nader ingegaan op de hindernissen die het gebruik van genetische
biomarkers in de klinische praktijk in de weg staan. Tevens worden in dit hoofdstuk
perspectieven geschetst wvoor toekomstig farmacogenetisch onderzoek, nieuwe

behandelingsmogelijkheden en nieuwe technologieén.
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B aiuiE (RCC) BT AEMEMIBN 2~3%, Hrf 70~75% A& 4N (cc-RCC) .
WG, 30%[F) B H Wiz iR E gl (mRCCO « HAlT, 7 THmEST
JRAFER M B B VA AN (cc-mRCC) g M B B 7 FBL, W 2006 4E4 34 [H
FDA LA IR SRR B R B e B Je . i T Ho Togm dt e ) (PRS) Al
AR (OS) IR B8 AR BUF I S, H AT Je # Je A cc-mRCC B 1)
—LRIRIT 4. AR, AMRIEES JE B BT RO 2 A AR TE RN . RS Z AL
ESEEY JE & JE IR TT i ML S R 5 U IO PR IT R AEAR ORI, (AN J& DA g
SRR T IO ES Je B R IR AT R Tk, MR T O B RIE ] SRR 2
A RAR SCHERE 7T SR — KA. AU R A IR 2 A1 (SNPs) H#7 )8
BJIRIT cc-mRCC B W7 M3 mIE F AR GYERT 78, itk — B4R = &7 e B e 10
7 RERME S H A

S TN B A B RRAT O L I R B RNR ST AT T SRR, JF
] LA 1 &F JE B JE Va7 8 i PR SEZ B T Mk 14 ) R B 24 W88 A 2 A2 8 JE B e R )T
e -

BT, ZRGHCIREER, REUT 9977 4 mRCC EHEF R B 8T sk (PFS Al
0S) FFREINEM R AEZRMEFE . BILLEE LRSI, RALE T TR E F S g
BE AR B T MO RNE R R AR ERIRN TSR ERENRER . 4553
RIGEMEREMLL, EHEEBAG AL PFS 1 OS, H&EHLT LLE1E,
3~4 YT, 3~4 HFJRELEENER 3~4 /NI E 1) R A SR, S
HHATERY S B Je s A s

=T BEHRR CYP3A4, NRLI2, POR, IL8, IL13, IL4-R FI MET [+ 8 4> SNP
L& e S T AN TR RIE FIIIAT G E . 95K B 1L8 rs1126647 () T 43724 5
M5 A AR IEA SR, IL13 rs1800925 & K A7AE T S Ak R (1 40 sl b ) A2 4 A 2
RUL ERENER R RN, SR BN RAER IL8 M IL13 HE7 e B e #RIfE
LB

IR 9E R VEGFRL rs9582036 F1 rs9554320 L5 #iill4T & & Je vaI7 ¥ PES Fl/8%,
OS fImfet:. FEIEEAE 3 PMIAFIK cc-mRCC HE 1 (SUTOX, CCF #il SOGUG)

2 H%E VEGFRY rs9582036 Al rs9554320 547 B B R T MBI 5, FExTBLA £ 3t
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TR BIABI AT 45 R BN AE CCF BA%I 7 VEGFRL rs9582036 A1 rs9554320
5 PFS fEAE R E M KM, 1MAE SUTOX F1 SOGUG FA%IH, VEGFRL rs9582036 #il
rs9554320 L &7 Je & JeI7 MM K LGt = . B4 REW VEGFR1
rs9582036 1 rs9554320 1 Jy &7 J& B J& y7 A TR FR 7L I AR L 1y B2 FH B R

URAIZH T 2016 K3 CYP3A4 rs4646437 1] A S0 3R & KA e B e i S 1
e L XU e B AR AR v . (HE T CYP3A4 rsd646437 IHAE NI, TikMire iRk 5%
Pe. SBAFIELIRT CYP3A4 rsd646437 Xl &7 e B R i bR s m, KI CYP3A4
rs4646437 1] A SEALHEH 4% 3 47 e BRI R T 4 | 29.3%, 8 CYP3A4
rs4646437 1) A S EEFI AT R CYP3A4 By s PEIE NG 0. Boli SCkRIE, mimzm A
#EH CYP3AS rs776746 Fll CYP3A4 rs4646437 2 [AIfFAEESIA 4. Kk, CYP3A4
rs4646437 55 &7 Je B Je AN RS SR B 2 A S P AR JE AT ek B T CYP3AS
rs776746. Nik— LB CYP3AS rs776746 I CYP3A4 rs4646437 547 e & JBifyT i
FRME, SBRFEMREET AT 5% CYP3AS 15776746 Fl CYP3A4 rs4646437
&8 & el e B e 5 0 iR AT U R 4 A, S5 RER ] CYP3AS
rs776746 C(ifiiA~ /& CYP3A4 rsd646437) & iR AH ISP Y 3 B ik 4 K 7.

SR, 15 mRCC 3 h &7 8 B 8 25t & 0t Fo U, F 70 3 s AR v 7R LA AR
FIRAAAR SRR SNPs. Jeilt, oK R 22 BT 78 2 B0 I8 A R 25 5 4 8 S N 2
EAATEM EAEH . L& RHMRIL SNP J5idk, WEAi4midt &5 (PD-L1, PD-1 fl
CTLA-4) %A (CD274, PDCD1 1 CTLA-4) [FIMAZIFIR 2 A1E 58788 e )T 2
M. S5 EIR CTLA-4 rs231775 [f) GG JE KA # OS & T HAm I A, 2
7 CTLA-4 rs231775 R {2 cc-mRCC &3 1 15 Fa b o

B AR AR W b RS ARSI (¥ #E 1R T2 O IR IR T R OR (KA B, ORI E 1B T
TARTUI E7JE B Je 97 R A e br B . SR, BEHAT, MORH B AR E
YIRS T 45 S EFJE B JE IR IR T h e BB\ IR 1 SRR — A5 A i I Ak
il o

FILER AR FEHEAT T &g, 408 1 B AR A2 2L Ybs B N T 47
JE B Je MR IG T T T I B 1R, B TR JE B JE IR AR AR ST L T

I FEBARMIIE TE 7592 LA L B 4 P e 7 O [ V67 25420 o
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