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2. Zusammenfassung in Deutsch

Einleitung: Diffuse Gliome des Erwachsenenalters werden in drei verschiedene Gruppen
eingeteilt, Astrozytome, Glioblastome und Oligodendrogliome. Die Einteilung erfolgt vor
allem anhand der histologischen Befunde und anhand von zwei genetischen Markern: IDH-
Mutationen und 1p/19q Kodeletionen. Glioblastome sind weder IDH mutiert noch weisen
sie eine 1p/19q Kodeletion auf. Astrozytome und Oligodendrogliome sind IDH mutiert,
wobei Oligodendrogliome zusétzlich noch eine 1p/19q Kodeletion aufweisen miissen. Bei
diesen Tumoren sind zusitzlich noch einige andere Gen-Mutationen und Copy Number
Variations bekannt deren prognostische und diagnostische Bedeutung noch GroBteiles
unbekannt ist. Aullerdem wirkt sich die Methylierung des MGMT-Promotors auf das
Survival aus. Die Therapie ist von der Tumorentitit abhéngig, hdufig wird eine Resektion
mit einer Strahlentherapie und Chemotherapie kombiniert. Die Prognose ist bei den
Tumoren hochst unterschiedlich, wiahrend das Overall Survival bei Glioblastomen in der
Literatur mit eineinhalb Jahren angegeben wird, liegt das Progression Free Survival bei
Oligodendrogliomen bei iiber 10 Jahren.

Methoden: Es wurden 314 Fille analysiert, hierbei entfielen 220 auf Glioblastome, 60 auf
Astrozytome und 34 auf Oligodendrogliome. Wihrend fiir alle Fille die histopathologische
Diagnose vorhanden war, waren nur fiir einen Teil der Félle Survival Daten bzw. molekulare
Daten vorhanden. Es wurden univariate Survivalanalysen durchgefiihrt. Hierbei wurde fiir
jede der drei Gruppen die Auswirkung von MGMT-Promotor Methylation, Copy Number
Variations und eines Panels von Gen-Mutationen auf das Overall Survival ausgewertet.
Ergebnisse: Eine Methylierung des MGMT-Promotors war sowohl bei Glioblastomen als
auch bei Astrozytomen mit einem besseren Survival assoziiert. Wihrend bei den
Astrozytomen und Oligodendrogliomen keine Copy Number Variations von ganzen
Chromosomen gefunden werden konnten, welche sich signifikant auf das Survival
auswirken, konnte bei den Glioblastomen fiir Loss 10 und Gain 5 eine negative Auswirkung
auf das Survival nachgewiesen werden. Bei den Oligodendrogliomen konnte eine negative
Auswirkung von einer SMO-Mutation auf das Survival nachgewiesen werden. In der
Gruppe der Glioblastome waren PTCH1, SMO und JAK3 mit einem schlechteren Survival

verbunden.

Diskussion:



Im Rahmen dieser Arbeit konnten einige fiir das Survival bei diffusen glialen Tumoren,
relevante Biomarker vorgestellt werden, welche auch mit der aktuellen Literatur verglichen
wurden. Die Auswirkung der Mutationen und CNV auf das Survival muss allerdings noch

in zuséatzlichen Studien validiert werden.



3. Abstract in Englisch

Introduction: The group of adult-type diffuse gliomas consists of three different entities.
Astrocytoma, Glioblastoma und Oligodendroglioma. Tumor classification is largely
dependent on histological and molecular features. IDH-mutation und 1p/19q codeletion are
the most important diagnostic biomarkers. While IDH-mutation is mandatory in
Astrocytomas and Oligodendrogliomas, Glioblastomas never exhibit IDH-Mutations.
1p/19q codeletion is the key feature of Oligodendrogliomas. In addition to the markers
mentioned above, there are many more markers of unknown prognostic and diagnostic
significance. MGMT-promotor methylation is another prognostic marker of high
importance. Treatment of diffuse gliomas depends on the entity; in most cases it is a
combination of tumor resection and radiochemotherapy. Survival varies greatly and depends
mainly on the diagnosis. Whereas Overall Survival for Glioblastomas is very short, with an
OS of mere 18 months, Progression Free Survival for Oligodendrogliomas is more than 10
years.

Methods: 314 cases were analyzed. Most of them were Glioblastomas (220) and to a lesser
extent Astrocytomas (60) and Oligodendrogliomas (34). While histopathological assessment
was available for all cases, survival data and molecular information was not available for
some cases. Univariate survival analysis was performed on the three groups. We calculated
the effect of MGMT-promotor methylation, Copy Number Variations, and gene-mutations
on the Overall Survival.

Results: MGMT-promotor methylation is significantly associated with better Overall
Survival in Glioblastoma and Astrocytoma. While Copy Number Variations of whole
chromosomes are not associated with a significant effect on survival in Oligodendrogliomas
and Astrocytomas, Loss 10 und Gain 5 lead to a significantly poor OS in Glioblastoma.
PTCHI1 and JAK3 have a detrimental effect on OS in Glioblastoma. Furthermore, SMO leads
to a poor OS in Glioblastoma and Oligodendroglioma.

Discussion:

The effect of certain biomarkers on the O2verall Survival in adult-type diffuse gliomas was
evaluated in this thesis and compared to previously published results. However, the effect of

those markers on the Overall Survival needs to be studied in further trials.



4. Angaben von bereits erfolgen Veroffentlichungen

Es sind noch keine Publikationen erfolgt.
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7. Einleitung
71. WHO-Klassifikation 2021

71.1. Astrozytom, IDH-mutiert

Astrozytome sind diffuse Tumore, welche hédufig eher jiingere und ménnliche Patient*innen
betreffen. Diese Tumore kommen vor allem im Bereich der Frontallappen vor, in selteneren
Féllen auch an anderen Stellen des Gehirns. Astrozytome werden nach der WHO-
Klassifikation eingeteilt, wobei der WHO-Grad 1 bei IDH-mutierten Tumoren nicht
vorkommt.

Um die Diagnose Astrozytom, IDH-mutiert stellen zu diirfen, muss IDH mutiert sein und es
darf keine 1p/19q Kodeletion vorkommen. Weiters treten in vielen Fillen bei Astrozytomen
ATRX und TP53 Mutationen auf. (1)

Makroskopisch gesehen ist der Tumor schlecht von seiner Umgebung zu unterscheiden und
es kommt zu einer Verdrangung von benachbarten Strukturen. Im Anschnitt wird der Tumor
héufig als grau und ,,glasig® beschrieben. In der Histologie unterscheidet man zwischen dem
fibrilldren und dem gemistozytischen Astrozytom. (2)

Die Einteilung in die WHO-Grade erfolgt anhand der Anzahl der Mitosen sowie dem
Vorhandensein von Anaplasie, Nekrosen und/oder der Proliferation von Blutgefd3en. Eine
biallelische CDKN2A/B Deletion fiihrt automatisch zu einer Klassifikation als Astrozytom,
IDH-mutiert WHO- Grad 4. (3)

Im MRT nehmen Astrozytome der WHO-Klasse 4 und 3 eher Kontrastmittel auf als WHO-
Grad 2 Astrozytome. Ein fiir die Astrozytome typischer MRT-Befund ist der T2 — FLAIR
Missmatch. Darunter versteht man in der Radiologie, dass bei diesen Tumoren im T2 Bild
eine hyperintense Lasion auffillt, welche im FLAIR Bild allerdings hypointens ist. Diese

Lasion ist oft von einem FLAIR-hyperintensen Ring umgeben. (4)




7.1.2. Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19q-
kodeletiert

Ahnlich wie bei Astrozytomen, IDH-mutiert muss ein Oligodendrogliom eine IDH-Mutation
aufweisen, auBBerdem muss eine 1p/19q Kodeletion vorhanden sein. Man unterscheidet
zwischen dem Oligodendrogliom WHO Grad 2 und 3, wobei Tumore mit WHO-Grad 2 ein
besseres Survival haben. Andere héufige bei Oligodendrogliomen auftretende Gen
Mutationen sind: CIC, TERT und FUBP1. Oligodendrogliome kommen am héufigsten im
Frontallappen vor, und es sind etwas mehr Ménner als Frauen von diesem Tumor betroffen.
Patient*innen mit einem WHO-Grad 3 Oligodendrogliom sind etwas élter als solche mit

einem WHO-Grad 2 Tumor. (1)

In der Makroskopie stellt sich der Tumor héufig rétlich bis grau dar. Einblutungen und Kalk
kommen in vielen Féllen vor. Bei histologischer Betrachtung hat der Tumor typischerweise
ein honigwabenformiges Aussehen. Auch der niedriggradige Tumor ist typischerweise
zellreich, das Zytoplasma ist hell und die Zellen sind alle &hnlich aussehend. Die
makroskopischen Verkalkungen sind auch in der Histologie zu sehen. (2)

Oligodendrogliome weisen in der Bildgebung hédufig kalzifizierte Areale auf und sind
unscharf begrenzt. Die Kontrastmittelaufnahme im MRT ist, dhnlich wie bei den

Astrozytomen, bei hohergradigen Tumoren vermehrt zu beobachten. (4)

7.1.3. Glioblastom, IDH-Wildtyp

Glioblastome gehdren ebenfalls zur Gruppe der diffusen astrozytdren Tumore. Aufgrund
threr ausgesprochen schlechten Prognose haben Glioblastome immer den WHO-Grad 4. Die
definierenden Eigenschaften eines Glioblastoms sind ein IDH und H3 Wildtyp. Dartiber
hinaus bestehen fiinf weitere Merkmale, welche typisch fiir Glioblastome sind: Nekrosen,
mikrovaskuldre Proliferation, TERT-Mutation, EGFR-Mutation, oder Copy Number
Variations der DNA mit Gain Chromosomen 7 und/oder Loss Chromosom 10. Damit die
Diagnose Glioblastom gestellt werden kann, muss also ein diffuser astrozytdrer Tumor

vorliegen, welcher nicht IDH mutiert, nicht H3 mutiert ist und zumindest eines der oben
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genannten finf Merkmale aufweist. Glioblastome kommen vor allem bei Personen im

hoéheren Alter vor, wobei Ménner etwas hiufiger betroffen sind als Frauen. (1)

Glioblastome konnen makroskopisch verschiedenartig aussehen, wobei hdufig mehrere
unterscheidbare Areale bestehen. Es wechseln sich nekrotische, eingeblutete und graue
sowie weile Tumoranteile ab. Der Tumor wéchst infiltrativ und breitet sich auch auf beide
Hirnhemisphdren aus, dadurch entsteht ein Phidnomen, das als Schmetterlingsgliom
bezeichnet wird. (2)

In der Histologie ist der Tumor anisozytotisch, schlecht differenziert, zellreich und infiltriert
umgebendes Neuropil. Typisch sind Nekrosen im Tumor, um welche sich die Tumorzellen
wie Palisaden anordnen. Zudem kommt es bei Glioblastomen zur Neoangiogenese, also der
Neubildung von allerdings unreifen Blutgefden, die als pathologische GefdBproliferate

imponieren, teils auch glomeruloid. (1)

In der Bildgebung konnen Glioblastome verschiedenartig aussehen. Dabei ist die Lésion
meistens schlecht von ihrer Umgebung abzugrenzen. Typisch ist ein dicker Saum von
Tumorgewebe, welcher eine zentrale Nekrose umgibt. Diese Nekrosezone nimmt im MRT
kein Kontrastmittel auf, wihrend der Saum héufig eine Kontrastmittelaufnahme zeigt. Im
CT ist die Nekrose hypodens, der Saum hyper- oder isodens. Haufig wird der Tumor von
einem stark ausgedehnten Hirnddem umgeben und es sind Einblutungen zu sehen. Das

wahre Ausmal} des Tumors ist meisten grofer als die Bildgebung vermuten lassen wiirde.

(5)

7.2. Therapie von diffusen Gliomen

Therapeutisch wird eine Totalresektion des Tumors angestrebt, sofern diese chirurgisch
moglich ist, ansonsten erfolgt eine Teilresektion. Wenn iiberhaupt keine Resektion moglich
ist, oder von Patient*innen nicht gewlinscht wird, kann eine stereotaktische Biopsie zur
Sicherung der Diagnose erfolgen. (6)

Zusitzlich zu dem chirurgischen Eingriff erfolgt hiufig eine kombinierte Radio-
Chemotherapie. Laut der aktuellen DGN Leitlinie fiir Gliome kann bei Oligodendrogliomen
WHO Grad 2 und Astrozytomen WHO Grad 2 unter Umstdnden nur eine Resektion ohne

Radio-Chemotherapie erfolgen. Bei allen anderen diffusen glialen Tumoren sollte die




chirurgische Therapie mit Radio- und Chemotherapie kombiniert werden. Wihrend bei
Astrozytomen und Glioblastomen meistens Temozolomid verwendet wird, erfolgt die
Therapie von Oligodendrogliomen in den meisten Fillen nach dem PCV-Schema
(Procarbazin + CCNU + Vincristin). Bei der Strahlentherapie wird nicht die gesamte Dosis
von 50-60 Gray in einer Sitzung appliziert, sondern es erfolgt eine Aufteilung auf ca. 2 Gray
pro Behandlungstag, um die Nebenwirkungen fiir das gesunde Parenchym moglichst gering
zu halten. (7)

Zusdtzlich kann eine symptomorientierte Therapie notwendig sein, welche eine
Schmerztherapie und die Behandlung eines eventuellen Hirnddems beinhaltet. Bei
Hirntumoren kommt es gehduft als Erstsymptom zu epileptischen Anfillen. Es sollte keine
generelle Anfallsprophylaxe durchgefiihrt werden, sondern nur nach einem stattgehabten
Anfallsereignis eine Therapie gestartet werden. Dariiber hinaus ist die psychologische
Betreuung der Patient*innen von grof8er Bedeutung. Nach der priméren Therapie wird eine
Nachkontrolle mittels MRT alle 3-6 Monate empfohlen, um ein Rezidiv mdglichst frith

erkennen zu kénnen. (6)

7.21. Prognose

Die Prognose ist abhéngig von der Tumorentitit, dem WHO-Grad, sowie dem Alter und dem
klinischen Zustand der Patient*innen. Wahrend bei niedriggradigen Astrozytomen und
Oligodendrogliomen Progression Free Survivals (PFS) von iiber 10 Jahren moglich sind, ist
die Lebenserwartung bei Patient*innen mit Glioblastom ausgesprochen schlecht, wobei hier
das mediane Overall Survival (OS) bei ca. eineinhalb Jahren liegt. (6)

Die Auswirkung von verschiedenen molekularen Markern auf das Survival bei diffusen
astrozytdren und oligodendroglialen Hirntumoren wird im nachfolgenden Kapitel

beschrieben und im Rahmen der eigenen Untersuchungen behandelt.

7.3. Molekulare Eigenschaften

Die Klassifizierung der Tumore nicht nur nach ihren histologischen Eigenschaften, sondern
auch nach ihren molekularen Eigenschaften ist von groer Bedeutung, weil die integrierten
molekularen Befunde bei weitem besser mit dem Outcome korrelieren als der reine

morphologische histologische Befund. (8)




Vor der WHO-Klassifikation 2016 wurden Hirntumore nur anhand der histologischen
Kiriterien klassifiziert. Im Laufe der Zeit konnte gezeigt werden, dass Patient*innen mit
Tumoren, welche IDH mutiert waren, oder eine 1p/19q Kodelletion aufweisen, ein bei
weitem besseres Survival hatten als solche ohne die genannten Verdnderungen. Seit der
WHO-Klassifikation 2016 ist somit die molekulare Signatur des Tumors maf3geblich fiir die
Diagnose. (9)

Mit der aktuellen WHO Klassifikation von 2021 kamen einige Verdnderungen hinzu.

Wie weiter unten beschrieben, filhren Verdnderungen gewisser Gene zur Diagnose eines
hochgradigen Tumors, auch wenn dieser unter Umstéinden im Mikroskop niedriggradiger
imponiert. Auch wenn bereits einige Verdnderungen etabliert sind, existieren in diffusen
Hirntumoren noch viele weitere Mutationen, bei welchen die Auswirkungen noch nicht

bekannt sind, und welche zusétzlich Unterschiede im Survival der Patient*innen erklidren

konnten. (10)

7.3.1. Chromosomale Aberrationen

Bei Tumoren kann es zur Deletion oder Duplikation von ganzen Chromosomen, Armen von
Chromosomen oder kleinerer Abschnitte von Chromosomen kommen. Aulerdem kann es

zu einem Austausch von Chromosomenbruchstiicken kommen, den Translokationen. (11)

In der vorliegenden Arbeit werden nur Kopienzahlverdnderungen von ganzen
Chromosomen behandelt, die zumindest zweimal im untersuchten Kollektiv auftreten.
Verdnderungen nur von einzelnen Armen von Chromosomen oder Translokationen wurden
nicht ausgewertet. Widhrend bei manchen chromosomalen Aberrationen bereits
Auswirkungen auf das Survival bekannt sind, und diese, so wie oben beschrieben, Eingang
in die Diagnosekriterien gefunden haben, ist bei anderen kaum etwas bekannt. In der
vorliegenden  Arbeit wird wunter anderem versucht, die Auswirkung von

Kopienzahlverdnderungen auf das Survival zu ergriinden.
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Fiir Glioblastome ist eine Verlangerung des Survivals bei einem zusétzlichen Chromosom
19 und 20 beschrieben. Eine neuere Untersuchung geht allerdings davon aus, dass ein Gain
19 unabhingig von einem zusitzlichen Chromosom 20 zu einem besseren Survival fiihrt.
(12)

Mit dem cIMPACT-NOW Update 3 wurde das molekulare Glioblastom etabliert, auch auf
Basis von Gain Chromosom 7 und Loss Chromosom 10. (13)

Bereits vor 20 Jahren konnte auch fiir die Gruppe der Astrozytome WHO Grad 2 ein Nachteil
fiir das Survival festgestellt werden, wenn diese einen Gain des Chromosoms 7 aufwiesen.
Allerdings muss beachtet werden, dass die Diagnosen anhand der WHO-Kriterien von 1993
gestellt wurden. (14)

Im Gegensatz zu den Astrozytomen und Glioblastomen sind bei den Oligodendrogliomen
auch aktuell keine Auswirkungen von Deletionen oder Duplikationen von ganzen

Chromosomen bekannt. (15)

7.3.2. MGMT

Das MGMT-Gen kodiert fiir die O6-Methylguanine-DNA Methyltransferase, einem Enzym,
welches fiir die Entfernung von Methylgruppen von der DNA verantwortlich ist. Dem Gen
ist ein Promotor vorgeschaltet, welcher im methylierten Zustand den Effekt hat, dass in
weiterer Folge kein Enzym mehr produziert wird. (16)

Dies ist deswegen von Bedeutung, weil das hiufig fiir die Therapie von Gliomen geniitzte
Medikament Temozolomid Guanin methyliert. Das methylierte Guanin (O6-MG) bewirkt
Fehler in der Replikation der DNA, welche in weiterer Folge dazu fiihren, dass die Zelle in
Apoptose geht. (17) Zellen mit intaktem MGMT konnen das methylierte Guanin entfernen,
und sind dadurch gegen die Wirkung von Temozolomid geschiitzt. (16)

Die indirekte Bestimmung der MGMT-Aktivitét kann mithilfe von verschiedenen Methoden
erfolgen. Dazu zédhlen verschiedene PCR-Methoden und die Immunhistochemie, (18) wobei
die Immunhistochemie deutlich schlechter dazu geeignet ist, die Wirkung von Temozolomid
und damit das Survival der Patient*innen vorherzusagen, als die PCR basierten Methoden
Pyrosequencing und Methylation-specifische PCR. (19)

In einer Studie mit 75 Patient*innen mit Gliomen WHO Grad 2 konnte gezeigt werden, dass

das Progression Free Survival und Overall Survival signifikant besser ist, wenn MGMT
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methyliert ist. (20) Es konnte allerdings noch nicht eindeutig nachgewiesen werden, ob
dieser Effekt allein am MGMT-Status liegt, oder ob es noch andere Einflussfaktoren gibt.
(21) Auch bei Glioblastomen konnte nachgewiesen werden, dass das Overall Survival mit

methyliertem MGMT-Promotor lédnger ist. (22)

7.3.3. Gen Mutationen

Im folgenden Abschnitt werden diejenigen Gene vorgestellt, welche in der anschlieBenden
Analyse im Hinblick auf ihre Auswirkung auf das Survival ausgewertet werden. Wahrend
in einigen Fallen bereits viel zu dem jeweiligen Gen publiziert wurde, ist bei anderen Genen
noch wenig bekannt. Bei vielen Genen sind die Auswirkungen auf das Survival der
Patient*innen bei diffusen astrozytiren und oligodendroglialen Gliomen noch unbekannt.
Gene, die im Kollektiv in zumindest zwei Fillen mutiert waren, wurden hinsichtlich Overall
Survival analysiert, das sind APC, CDKNIA, JAK3 ,KLLN, LZTR1, MET, PTCHI1, PTPN,
SMO, TSC1, TSC2, VHL.

AnschlieBend werden diejenigen Gene, bei welchen bereits etwas {liber die Auswirkung auf
das Survival bekannt ist, in ihrer physiologischen Funktion vorgestellt und ihre Bedeutung

bei Hirntumoren zusammengefasst.

7.3.3.1. ATM

Das ATM-Gen ist nach dem Ataxia teleangiectatica -Syndrom benannt, da es bei dieser
Erkrankung zu einer Mutation im ATM-Gen kommt. Die Aufgaben des ATM-Gens liegen
unter anderem in der Behebung von DNA-Doppelstrangbriichen, wobei das Gen auf
verschiedene zelluldre Pathways einwirkt. Doppelstrangbriiche der DNA entstehen unter
anderem bei Einwirkung von ionisierenden Strahlen, weswegen ATM-Mutationen mit einer
vermehrten Effektivitit von Strahlentherapie in Verbindung gebracht werden. (23)
Allerdings ist die klinische Bedeutung von ATM bei Hirntumoren noch Grof3teils unklar.
In einer Studie wurden 39 Patient*innen mit einem Glioblastom, bei dem ATM mutiert war
(Nachweis mittels NGS), untersucht. Bei den Studienpatient*innen wurde eine teilweise
Resektion des Tumors durch eine Radio- und Chemotherapie ergédnzt. Es zeigte sich zwar
eine Tumorkontrolle innerhalb des Bestrahlungsfeldes, allerdings konnte keine signifikante

Auswirkung auf das Survival nachgewiesen werden. (24)
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Eine andere Arbeit untersuchte mit immunhistochemischem Nachweis von p-ATM und p53
die Auswirkung auf das Survival bei Glioblastomen. Hierbei konnte nachgewiesen werden,
dass Tumore mit einer niedrigen Expression von ATM ein besseres Survival hatten als

solche mit hoher ATM-Expression. (25)

7.3.3.2. ATRX

Mutationen des ATRX-Gens fithren zum X-chromosomalen Alpha-Thalassimie-Geistige
Retardierung-Syndrom. Bei diesem Syndrom treten faziale Auffalligkeiten, mentale
Retardierung und Alpha Thalassdmie auf, wobei nicht alle Symptome bei allen
Patient*innen vorhanden sein miissen. Das Syndrom wird X chromosomal vererbt. (26)

ATRX spielt eine wichtige Rolle in der Remodellierung von Chromatin und im Zellzyklus.
(27) Bei Oligodendrogliomen und Astrozytomen, bei denen die Diagnose sowohl
histologisch als auch molekular gestellt worden war, konnte keine unabhédngige Auswirkung
von ATRX auf das Survival nachgewiesen werden. (28) ATRX ist bei Oligodendrogliomen
nur selten mutiert und kann somit die Unterscheidung zwischen Oligodendrogliomen und
Astrozytomen erleichtern. Fiir Glioblastome konnte eine positive Auswirkung einer

Mutation auf das Survival nachgewiesen werden. (27)

7.3.3.3. CIC

Die genaue Rolle von CIC in der Entstehung und im Verlauf von Tumoren ist bisher noch
unklar. CIC-Mutationen kommen in den meisten Fillen nur in Oligodendrogliomen WHO-
Grad 2 oder 3 vor. Mutationen von CIC zeigen keine signifikante Auswirkung auf das PFS

oder OS bei Oligodendrogliomen. (29)

7.3.3.4. EGFR

Das EGFR-Gen codiert eine Rezeptor Tyrosin Kinase (RTK), den Epidermal Growth Factor
Receptor. Rezeptor Tyrosin Kinasen bestehen aus drei Teilen: einem extrazelluldren, einem
die Membran durchspannenden Anteil und einem im inneren der Zelle liegenden Anteil.
Informationen, welche durch Liganden an der Auflenseite der Zelle ankommen werden

durch RTKSs in die Zellen weitergeleitet und greifen dort in den Stoffwechsel der Zelle ein.
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Dies fiihrt unter anderem zu einer Hemmung der Apoptose sowie Zellwachstum und einer
Neubildung von Blutgefifien. (30)

In Gliomen kommt es hdufig zu Verdnderungen in der Signalkaskade, wie etwa einer
vermehrten Expression von Rezeptoren oder einer verstirkten Reaktion der Zelle auf ein
Signal von auflen. Dadurch kommt es zu einer gesteigerten Zellproliferation bei gleichzeitig
vermindertem Absterben von Zellen. An diesem Punkt setzen einige Medikamente zur
Tumortherapie an, welche den EGFR-Rezeptor hemmen. (31)

Fir EGFR-Mutationen sind in der Literatur keine signifikanten Auswirkungen auf das

Survival bei Glioblastomen beschrieben. (32) (33)

7.3.3.5. IDH

Das Produkt des IDH 1 oder 2 Gens ist die Isocitratdehydrogenase. Die Aufgabe der
Isocitratdehydrogenase ist es im Rahmen des Citratzyklus, Isocitrat in a-Ketoglutarat
umzuwandeln. Sie spielt daher eine wichtige Rolle im Energiehaushalt der Zelle. (34)
Bei IDH-Mutationen funktioniert diese Umwandlung im Tumor nicht mehr und es sammelt
sich D2-Hydroxyglutarat in den Zellen an. Dies fiihrt in weiterer Folge zu Veranderungen
im Zellstoffwechsel und der Gen Expression, wodurch Tumorentstehung und Wachstum
gefordert werden.

Sowohl bei IDH]1 als auch bei IDH2 gibt es zwei relevante Mutationen diese betreffen bei
IDH]1 die Aminosaurereste R132 und R100, bei IDH2 die Aminosaurereste R172 und R140.
(35)

IDH-Mutationen konnen mittels verschiedener Methoden nachgewiesen werden.
Einerseits konnen Verdnderungen mittels Sanger Sequencing oder anderen PCR-
Methoden durchgefiihrt werden. Andererseits kann direkt in formalinfixiertem
Gewebe die Mutation mittels IHC nachgewiesen werden. Hierbei muss allerdings
darauf geachtet werden, dass der haufig genutzte Antikoérper nur an eine spezifische
IDH-Mutation (R132H) bindet und somit andere IDH-Mutationen tibersehen werden.
Die R132H Mutation tritt in Gliomen am héufigsten auf, 90% der IDH mutierten Fille

weisen diese Mutation auf. (36)
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Laut der aktuellen WHO-Klassifikation ist die IDH-Mutation gemeinsam mit der 1p/19q
Kodeletion der zentrale Marker anhand dessen die Einteilung in die drei Tumorgruppen
erfolgt, da sich gezeigt hat, dass IDH-Mutationen eine grofde Auswirkung auf das
Survival von Patient*innen mit diffusen Gliomen zeigten. Alle GBM sind als IDH Wildtyp
definiert, wahrend Oligodendrogliome und Astrozytome IDH mutiert sein miissen. IDH
mutierte Glioblastome existieren nicht mehr und werden seit der WHO-Klassifikation

2021 als Astrozytome WHO Grad 4 bezeichnet. (4)

7.3.3.6. MLH1

MLH ist ein Bestandteil des DNA Missmatch Repair Systems. Dieses korrigiert im
physiologischen Zustand Fehler in der DNA-Replikation. Bei vielen Tumorpréidispositions-
Syndromen kommt es zu Fehlfunktionen dieses Systems, wodurch es im Laufe des Lebens
zu einem massiv erhohten Tumorrisiko kommt. (37)

Es wurde kein Zusammenhang zwischen immunhistochemischem Nachweis von MLH1 und
dem Overall Survival bei Low grade Astrozytomen gefunden. (38) Auch in der Gruppe der
Glioblastome konnte in einer anderen Studie kein Zusammenhang von MLH1 und dem

Survival gefunden werden. (39)

7.3.3.7. PIK3CA

Das PIK3CA Gen codiert fiir einen Teil der Phosphatidylinositol 3-Kinase. Diese ist fiir die
PI3K/Akt Signalkaskade von Bedeutung. Dadurch wirken sich Mutationen des PIK3CA
Gens auf viele verschiedene Aspekte des Stoffwechsels der Zelle aus. (40)

Mutationen im PIK3CA Gen sind sowohl mit einem schlechteren OS als auch PFS bei

Glioblastomen verbunden. (41)

7.3.3.8. RB1

Dieses Gen ist nach einem Tumor des Auges, dem Retinoblastom benannt, bei welchem es

in den meisten Fillen mutiert ist.
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Das RB-Protein spielt eine wichtige Rolle in der Steuerung des Zellzyklus. Das RB-Protein
bindet im nicht phosphorylierten Zustand den Transkriptionsfaktor E2F, welcher in weiterer
Folge die S-Phase des Zellzyklus einleitet. Verdnderungen im RB1 Protein wirken sich somit
stark auf die Proliferation der Zellen aus. Mutationen im RB1 Gen kommen in vielen
Tumoren vor. (34)

Bei Glioblastomen wurde eine Auswirkung von RB1 auf das Survival beschrieben. In einer
Studie mit 282 Patient*innen konnte nachgewiesen werden, dass Patient*innen, bei denen
RB1 mutiert war, ein signifikant lingeres Uberleben hatten als solche ohne RB1 Mutation.
(42)

Fiir Astrozytome konnte eine negative Auswirkung auf das Progression Free Survival nicht

aber auf das Overall Survival nachgewiesen werden. (43)

7.3.3.9. TP53

In gesunden Zellen besteht die Aufgabe von TP53 darin, den Zellzyklus im Falle einer DNA-
Schiadigung anzuhalten oder die Apoptose einzuleiten. Dadurch wird verhindert, dass sich
geschidigte Zellen weiter teilen konnen. Schiaden im TP53 Gen verhindern diese Funktion
und sind in Tumoren vieler Entitdten zu finden. (34)

Bei Glioblastomen konnte TP53 eine Rolle in der Entstehung von Metastasen spielen. Bei
diesen Tumoren kommt es nur sehr selten zu einer Metastasierung in andere Organe, weniger
als 2% der Tumore metastasieren laut Literatur. Fiir GBM mit TP53 Mutation wurde ein
signifikant hoheres Risiko fiir extrakranielle Metastasen beschrieben. (44)

Zum Einfluss von TP53 auf das Survival bei Low grade Gliomen gibt es widerspriichliche
Aussagen. In einer Studie, welche das Survival unabhéngig von der histologischen Diagnose
bestimmte, konnte kein signifikanter Effekt auf das OS festgestellt werden. (45)

Eine zweite Studie stellte bei Oligodendrogliomen und Astrozytomen jeweils gegensitzliche
Effekte fest, wobei TP53 mutierte Astrozytome ein besseres OS aufweisen. Dieser Effekt
war nur in der univariaten Auswertung vorhanden. Eine spezielle Form der TP53 Mutation
(das Codon 273), flihrt auch bei Beriicksichtigung von Alter, Geschlecht, IDH-Status und
WHO-Grad zu einem signifikant hoheren OS. Bei Oligodendrogliomen fiihrt TP53 zu einem
kiirzeren OS in der univariaten Analyse. (46) Bei den Glioblastomen konnte in einer kleinen
Studie mit 21 Patient*innen keine signifikante Auswirkung auf das OS nachgewiesen

werden. (25)
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8. Material und Methoden

Fiir die vorliegende Arbeit wurden 314 Félle von Patient*innen, bei denen ein Tumor aus
der Gruppe der diffusen astrozytiren und oligodendroglialen Tumore pathologisch
diagnostiziert wurde, ausgewertet. Das Projekt wurde von der Ethikkommission der Med
Uni Graz genehmigt. Als Grundlage diente eine Datenbank von Hirntumorfallen des D&F
Institutes der Pathologie der MedUni Graz. In der vorliegenden Arbeit wurden nur Fille
beriicksichtigt, bei denen ein priméres Gliom aufgetreten war. Rezidive und Hirntumore
anderer Entitdt wurden nicht beriicksichtigt. Fiir alle Félle lagen eine makroskopische sowie
histologische Beschreibung und eine histologische Diagnose vor. Von der Universitatsklinik
fiir Neurologie wurden Survivaldaten zu den jeweiligen Fallen bereitgestellt. Zuséatzlich zu
den histologischen und klinischen Informationen konnten in vielen Fillen auch
Informationen zu MGMT, Copy Number Variations (CNV), und Gen Mutationen im Tumor
ausgewertet werden. Es wurden die Glioblastome, Astrozytome und Oligodendrogliome
jeweils separat analysiert. In jeder Diagnosegruppe wurden drei Modelle, jeweils fiir
MGMT, CNV und Genmutationen, berechnet. Als Parameter fiir die Survivalanalyse
wurden diejenigen Merkmale ausgewdhlt, welche in ihrer jeweiligen Gruppe mindestens
zweimal vorkamen.

Die Auswirkung auf das Overall Survival wurde mittels einem univariaten Cox Regression
Modell berechnet. Alle Berechnungen wurden mittels R durchgefiihrt. (47) Fiir die
statistische Analyse und die Erstellung der Graphiken wurden folgende Pakete in R

verwendet: readxl, tidyverse, WriteXLS, RColorBrewer, survival, forestmodel, survminer.

8.1. Pyrosequencing

Bei der Pyrosequenzierung wird zuerst die Stelle im Genom, welche von Interesse ist, in
unserem Fall, das Exon 1 von MGMT mittels PCR amplifiziert. Danach wird eine Bisulfat
Konvertierung durchgefiihrt, hierbei wird Natriumbisulfat genutzt, um Cytosin in Uracil
umzuwandeln. Das methylierte Cytosin kann nicht umgewandelt werden. Dieser
Unterschied wird zum Nachweis der Methylierung genutzt. (48)

AnschlieBend findet die Sequenzierung statt. Bei der Pyrosequenzierung findet die Analyse
statt, wihrend DNA synthetisiert wird. Hierfiir werden die vorher synthetisierten DNA-
Abschnitte in einer Kammer fixiert. Daraufthin werden die vier verschiedenen

Nukleosidtriphosphate abwechselnd in die Kammer eingeleitet. Beim Binden eines
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Nukleosidtriphosphats wird Pyrophosphat frei, welches iiber einen Zwischenschritt zu ATP
umgewandelt wird. Dieses ATP dient dem Enzym Luciferase als Energielieferant um
Luciferin zu Oxyluciferin umzusetzen. Dabei wird Licht frei. Das freigewordene Lichtsignal
wird aufgezeichnet. Anhand des Lichtsignals kann anschlieBend die DNA-Sequenz

rekonstruiert werden. (49)

8.1.1. MGMT

Die Analyse erfolgte mittels Pyrosequenzierung mit dem MGMT Pyro Kit
Methylierungsassay (QIAGEN®). Dieses Methylierungsassay misst quantitativ die
Methylierung an vier verschiedenen Stellen im Exon 1 des MGMT-Gens. (50)

Von diesen vier Methylierungswerten wird der Durschnitt ermittelt (MGMT-Mean).

Fiir die weitere Analyse wurden Fille, welche eine MGMT Methylierung von grof3er oder
gleich 5 Prozent aufwiesen als methyliert und Félle mit einer Methylierung von unter 5
Prozent als unmethyliert klassifiziert. Dieser Methylierungsstatus wurde nachfolgend als

dichotome Variable in der Survivalanalyse verwendet.

8.2. Next Generation Sequencing

Beim Next Generation Sequencing kann im Vergleich zu dlteren Methoden viel mehr DNA
in kiirzerer Zeit sequenziert werden. Dabei werden viele kleine Bruchstiicke der zu
sequenzierenden DNA gleichzeitig analysiert und aus den daraus gewonnen Informationen
wird dann die richtige Basensequenz rekonstruiert. NGS ist ein Uberbegriff fiir mehrere
verschiedene Sequenzierungsmethoden. In unserem Fall wurde lon Torrent Sequencing
verwendet. (51)

Bei dieser Methode erfolgt die Sequenzierung auf einem Chip, auf welchem die zu
sequenzierenden DNA-Bruchstiicke gebunden werden und DNA-Polymerase vorhanden ist.
AnschlieBend wird abwechselnd eine der vier DNA-Basen eingebracht. Wenn eine Base
durch die DNA-Polymerase ligiert wird, kommt es zu einer Freisetzung eines H-Ions. Dies
fiihrt zu einer Verschiebung des pH-Wertes im jeweiligen Bereich des Chips. Anhand der
pH-Verschiebung kann festgestellt werden, ob die jeweilige Base gebunden hat oder nicht,
und somit kann die Abfolge der Basen bestimmt werden. AnschlieBend werden die
Sequenzen miteinander verglichen und die komplette Sequenz aus den vielen verschiedenen

Bruchstiicken rekonstruiert. (52)
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8.2.1. Genmutationen

Die Auswertung der Genmutationen erfolgte mittels des Ion AmpliSeq Neuro V4 Panels,
welches von der Pathologie der MedUni Graz entwickelt wurde, um die diagnostisch
relevanten bei ZNS-Tumoren mutierten Gene analysieren zu konnen. Die im Panel
erhaltenen Gene sind in der Abbildung 4 ersichtlich. Die Sequenzierung erfolgte mit dem
AmpliSeq System. Fiir die Survivalanalyse wurde der Mutationsstatus als dichotome

Variable (mutiert/nicht mutiert) codiert.

8.2.2. CNV

Fiir die Analyse der Copy Number Variations wurde ebenfalls ein AmpliSeq Panel
verwendet. Mit diesem konnen sowohl Veranderungen von ganzen Chromosomen, Armen
von Chromosomen und kleinere Verédnderungen auf den Chromosomenarmen nachgewiesen
werden.

Fiir die Auswertungen in der vorliegenden Arbeit wurden nur Verdnderungen von ganzen

Chromosomen beriicksichtigt.
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9. Ergebnisse

9.1. Deskriptive Analyse

9.1.1. Haufigkeit der Diagnosen

Insgesamt beinhaltete das Patient*innenkollektiv nach Ausschluss von Fillen, bei denen
keine Daten vorhanden waren, oder welche die oben genannten Diagnosekriterien nicht
erfiillten, 314 Patient*innen. Davon entfielen 220 (70%) der Fille auf die Diagnose
Glioblastom, IDH-Wildtyp (GBM). 34 Fille (11%) wurden als Oligodendrogliom
klassifiziert, wobei hiervon 28 (9%) vom WHO-Grad 2 waren und 6 (2%) vom WHO-Grad
3. Bei den restlichen 60 (19 %) Fillen handelte es sich um Astrozytome, IDH-mutiert. Diese
Gruppe besteht aus Tumoren vom WHO-Grad 2 - 4. Wobei WHO-Grad 2 Tumore 37-mal
(12%), WHO-Grad 3 Tumore 19-mal (6%) und WHO-Grad 4 nur viermal (1%) vorkamen.
Hier zeigt sich die Tendenz, dass bei IDH-mutierten Oligodendrogliomen und Astrozytomen
hohergradige Tumore seltener vorkommen als niedriggradige. Der Grofteil der im
Beobachtungszeitraum diagnostizierten zerebralen Tumore, die im Rahmen der Studie

untersucht wurden, waren Glioblastome.
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Abbildung 1: Verteilung der Diagnosen
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9.1.2. Alter der Patient*innen

Das Durchschnittsalter aller Patient*innen in unserer Kohorte betrug zum
Diagnosezeitpunkt 58.08 Jahre (95% CI 56.40-59.76). In der Gruppe der Glioblastome war
das Durchschnittsalter 63.6 Jahre (95% CI 61.96- 65.16). Die Patient*innen, bei denen ein
Oligodendrogliomen oder Astrozytomen diagnostiziert wurde, waren bei der Diagnose
jinger, mit einem Durchschnittsalter von 49.2 (95% CI 44.29- 54.06) bzw. 43.1 (95% CI
39.6- 46.5) Jahren.

Auch innerhalb der Diagnosegruppen variiert das Alter. Bei den Oligodendrogliomen
betrdgt das Durchschnittsalter beim WHO-Grad 2 46.6 Jahre (95% CI 41.72- 51.49) und
beim WHO-Grad 3 61,2 Jahre (95% CI 45.25- 77.09). Der Altersdurchschnitt der
Astrozytome WHO Grad 2 liegt bei 40.4 (95% CI 36.09- 44.72), der Astrozytome WHO
Grad 3 bei 48.5 (95% CI 41.64- 55.31) und der Astrozytome WHO Grad 4 bei 41,8 (95% CI
37 - 46.50). Allerdings ist anzumerken, dass Oligodendrogliome WHO Grad 3 und speziell

Astrozytome WHO 4 seltener vorkommen.
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Diagnose

Abbildung 2: Alter zum Zeitpunkt der Diagnose

21



9.1.3. Uberlebenszeiten

Die Uberlebenszeiten unterscheiden sich stark zwischen den drei Diagnosegruppen.

Wihrend das mediane Uberleben in der Gruppe der Glioblastome mit 11 Monaten am

kiirzten ist, ist das Survival bei den Astrozytomen mit 9 Jahren und 6 Monaten bedeutend

langer. Das Survival von Patient*innen mit Oligodendrogliom ist im Vergleich mit den

beiden vorher genannten Gruppen um einiges besser.
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Abbildung 3 Survival innerhalb der Diagnosegruppen
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9.1.4. MGMT
Es war fiir 99% der Glioblastome, 94% der Oligodendrogliome und 92% der Astrozytome
ein MGMT-Wert vorhanden. Der durchschnittliche MGMT-Wert war zwischen den
verschiedenen Gruppen sehr heterogen. Bei den GBM betrug der durchschnittliche MGMT-
Wert 14,2 % (95% CI 11.9- 16.5). Bei ndherer Betrachtung der MGMT-Werte in der Gruppe
der Glioblastome zeigt sich, dass mehr als die Hilfte der GBMs MGMT unmethyliert sind,
es aber auch viele Fille mit hoher und sehr hoher MGMT-Methylierung gibt.
Der durchschnittliche MGMT-Wert der Oligodendrogliome betrug 28.4 % (95% CI 95%
22.4 34.3). Wobei Oligodendrogliome vom WHO-Grad 2 einen MGMT-Wert von 23.8
(95% CI 18.9-28.7) hatten und dieser bei Oligodendrogliomen vom WHO-Grad 3 48,2 (95%
CI28.02 - 68.32) betrug und damit deutlich hoher war.
Bei den Astrozytomen betrug der Mittelwert 16.5 (95% CI 13.2 - 19.9). Astrozytome WHO
2 hatten einen Wert von 15.2 (95% CI 11.2-19.1), Astrozytome WHO 3 von 17.8 (95% CI
10.7- 25) und die vier Astrozytome WHO 4 von 21.2 (95% CI 3.12- 39.26).

80-

MGMT Mean
3 3

8]
o
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Abbildung 4: Verteilung des MGMT Mean

9.1.5. Auswertung der Gen Mutationen

Fiir 75% der Glioblastome, 100% der Oligodendrogliome und 95% der Astrozytome waren
Daten zu den Genmutationen vorhanden.
Abgesehen von den fiir die Diagnose wichtigen IDH1/2 Mutationen kamen in den

verschiedenen Tumorgruppen noch andere Mutationen in unterschiedlicher Haufigkeit vor.
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Im Durchschnitt war bei den Glioblastomen ein (95% CI 0.86- 1.21) Gen aus dem Panel
mutiert und bei den Oligodendrogliomen und Astrozytomen jeweils 1.62 (95% CI 1.23- 2)
bzw. 1.5 (95% CI 1.32 -1.75) Gene.

Bei den Glioblastomen kam eine gro3e Bandbreite an mutierten Genen vor, wobei ein
Viertel der Félle keine Mutationen in den untersuchten Genen aufwiest. Die in iiber 10% der
Fille auftretenden héufigen Mutationen waren TP53, PTEN, EGFR und RBI.
Definitionsgemal gab es keine IDH1/2 Mutationen in dieser Gruppe.

Die Astrozytome waren knapp zur Hélfte TP53 mutiert, andere Mutationen kamen
nur zu einem sehr geringen Prozentsatz vor.

Bei den Oligodendrogliomen kam mit 21 % eine CIC-Mutation hdufig vor. Wahrend
die meisten Astrozytome IDH 1 mutiert waren, war bei knapp einem Fiinftel der
Oligodendrogliome eine IDH2 Mutation zu finden. Andere Mutationen kamen kaum

VOr.
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Verteilung der Gen-Mutationen
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Abbildung 5 Verteilung der Gen Mutationen
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9.1.6. Auswertung der Copy Number Variations (CNV)

Fiir 26% der Glioblastome, 97% der Oligodendrogliome und 73% der Astrozytome waren
Daten zu den Copy Number Variations vorhanden.

Die Anzahl der Copy Number Variations ganze Chromosomen betreffend war im
Durchschnitt in der Gruppe der Glioblastome mit 3.6 am hochsten. (95% CI 3.04- 4.15). Die
Oligodendrogliome und Astrozytome hatten eine Anzahl von 0,94 (95% CI  0.31- 1.57).
bzw. 0,48 (95% CI 0.18-0.77). Wéhrend fast alle GBM CNVs aufwiesen, hatten 70% der
Astrozytome und 64 % der Oligodendrogliome keine Kopienzahlverdnderungen von ganzen

Chromosomen.

26



Verteilung der Copy Number Variations

Gen

Alle

Y%Alle

GBM

%GBM

IDHmut

%IDHmMut

Oligo

%O0Oligo

nocnv

56

42

4

7

31

70

b2
p—

(=]
g

Gain7

42

31

36

63

w

[9N]

Loss10

41

31

41

72

Lossl3

18

13

14

25

Gainl9

18

13

18

Lossl4

15

11

11

Gain20

11

oo

10

Loss 15

10

(=2

Loss22

Loss 4

—

Loss18

—

Loss6

Gain9

Gainl7

LossH

Gain2

Gain8

Gain 21

Loss8

Loss9

Lossl6

Lossl7

Loss19

Loss21

Gainl

Gain3

Gainl6

Loss3

Loss12

Gainb

Gainll

Gainl8

LossT

Lossll

Gain4

Gain6

Gain22

=== = = = B BRI B D B Q0| Lo o QO Qo Lo QO Q| Qo e e e | | O Oy 1| CO| OO D

[l el Ml el el Bl el B el el Bl I el B AN I o ] O S T S O SN SN e Y ) P T TR L P g e L ] R ) Rt R |

ol el W Bl gl R SR Rl S0 g I VL) RV RWIS) Raw] i SG RG] RULT SRR ILY o ) SR o e S ROUY ) e RS L ) O] e o)

B BSOS B b3 O | O e [ | Q| T O O | O O e | O =T | ]| © | O 1| ) O

Gain X

OO QOO QQIOQQIOQIOQIQ|H O QOIQIO|HIQCHIFINKEFEOQO K FHEWHE =IO WD

CIoIC|C|o|C OO0 NNOCICC IO O|NNIUIN O N TN NOS=O| T

oo OO O|= =IO O = OO = O|W =IO O =W =D

SOOI C|O|W OO W W OO OO OO WO O WO O WO || O| WD O D w o w

Abbildung 6 Verteilung der Copy Number Variations
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9.2.

Survival Analyse

9.2.1. MGMT
Variable N Hazard ratio p
MGMT 216 L : 0.45 (0.34,0.61) <0.001

T T T T
0.4 0.5 0.6 0.7

Abbildung 7: MGMT GBM

Variable

Hazard ratio

p

MGMT

55

0.33 (0.13,0.80) 0.01

T T
0.2 0.4

Abbildung 8: MGMT Astrozytome

Patient*innen, mit einem Tumor, bei welchem der MGMT mean Wert iiber 5 war, hatten

eine signifikant niedrigere Hazard ratio als solche mit niedrigerem MGMT-Wert. Dies gilt

fiir die Gruppe der Astrozytome und der Glioblastome. Die Hazard ratio fiir MGMT > 5
betrug 0.45 (95 CI 0,34-0,61) bei den Glioblastomen und 0.33 (95 CI 0,13-0,81) bei den

Astrozytomen. Bei den Oligodendrogliomen kamen keine MGMT-Werte von unter 5 vor,

damit waren alle Oligodendrogliome MGMT methyliert, und somit konnte keine

Auswirkung quantifiziert werden.

9.2.2. Chromosomale Aberrationen

Variable N Hazard ratio p

nocnv 31/44 ;
l — 0.51(0.18,1.44) 0.2

Gain7 3/44 |
; ; L I 1.92 (0.43, 8.64) 0.4

Gain9 2/44 E
— 1| 1.46 (0.19,11.23) 0.7

t

Abbildung 9 CNV Astrozytome
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| Variable N Hazard ratio p
nocnv 4/57 —— 0.30 (0.07, 1.26) 0.10
Gain7 36/57 - 1.17 (0.64, 2.12) 0.61
Loss10 41/57 —— 1.97 (1.00, 3.90) 0.05
Loss13 14/57 —— 0.99 (0.51, 1.90) 0.97
Loss14 11/57 —— 1.29 (0.64, 2.61) 0.48
Gain19 18/57 —— 0.85 (0.47, 1.56) 0.60
Gain20 10/57 —— 1.31 (0.63, 2.71) 0.47
Loss15 6/57 — i — 1.74 (0.73, 4.14) 0.21
Loss22 8/57 — 1.61(0.72, 3.61) 0.25
Loss4. 2/57 —— 2.35 (0.56, 9.85) 0.24
Loss18 3/57 —— 2.94 (0.89, 9.69) 0.08
Loss6 6/57 -~ 1.92 (0.80, 4.58) 0.14
Gain9 4/57 —— 0.89 (0.26, 2.96) 0.84
Gain17 3/57 ——— 0.50 (0.12, 2.11) 0.34
Gain2 4/57 —— 0.92 (0.33, 2.57) 0.87
Gain8 2/57 ] : 0.22 (0.03, 1.64) 0.14
Gain21 4/57 N B 2.23 (0.79, 6.28) 0.13
Loss8 3/57 —— 1.70 (0.52, 5.50) 0.38
Loss9 2/57 —— 1.07 (0.26, 4.46) 0.92
Loss16 3/57 —— 0.77 (0.24, 2.50) 0.66
Loss17 3/57 — 1.51 (0.46, 4.92) 0.49
Loss19 2/57 —— 0.85 (0.20, 3.55) 0.83
Gainl 3/57 - 0.28 (0.04, 2.01) 0.20
Gain3 3/57 —— 0.63 (0.15, 2.73) 0.54
Gain16 3/57 —— 1.01 (0.24, 4.21) 0.98
Gain5 2/57  ———— | 18.95(3.64,98.66)  <0.001
Gain18 2/57 . = 2.63 (0.62, 11.11) 0.19
01 2 05 1 2 5 10 5
Abbildung 10 CNV Glioblastome
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Abbildung 11 CNV Oligodendrogliome
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In der Gruppe der Astrozytome und Oligodendrogliome war kein Parameter signifikant mit
einem besseren oder schlechteren Survival verbunden.

Bei den Glioblastomen sind in der univariaten Cox- Regression Loss 10 und Gain 5
signifikant mit einer schlechteren Hazard ratio verbunden. Die Hazard Ratio fiir Loss10
betragt 1,97 (95 % CI 1.00- 3.90) p 0.05, und fiir Gain5 18.95 (95% CI 3.64-98.66) p <0.001.
Variablen mit einem p-Wert von mehr als 0,99 wurden nicht grafisch dargestellt. Dies betraf
bei den Astrozytomen Loss 13 und Loss 15, bei den Oligodendrogliomen Gain 7, Loss 5 und
Loss 21.
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9.2.3.

Auswertung der Gen Mutationen

l Variable N Hazard ratio p
TP53 48/164 + 0.97 (0.68,1.39)  0.88
PTEN 43/164 - 1.04 (0.72,1.50)  0.83
nomut 42/164 —— 0.94 (0.65,136)  0.75
EGFR 24/164 — 1.05 (0.67,1.66)  0.82
Rbl  18/164 N 0.68 (0.40, 1.16)  0.16
PIK3CA 10/164 —— 0.92 (0.47,1.80)  0.80
TSC2 12/164 — 1.35(0.75, 2.45)  0.32
MET 9/164 N 0.60 (0.28, 1.28)  0.18
LZTR1 8/164 —— 1.31(0.64,268)  0.46
PTCH1 6/164 .- 2.34 (1.03,533)  0.04
PTCH2 8/164 ——— 0.62 (0.27, 1.42)  0.26
SMO 2/164 L 3.99 (0.97, 16.40)  0.05
APC 4/164 . 1.67 (0.61,4.53)  0.32
KLLN  3/164 - 114 (0.36,357)  0.83
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VHL 3/164 S 1.34 (0.42, 421)  0.62
MLH1 2/164 u 0.93 (0.23,3.76)  0.92
CDKN1A 2/164 : - 3.65 (0.89, 14.95)  0.07
JAK3 2 /164 : = 513 (1.23,21.31)  0.02
ATRX 2 /164 - 0.62 (0.15,2.52)  0.50
PTPN 2 /164 = 0.84 (0.21,3.40)  0.81
ATM 2/164 | ' - | 3.48(0.85,14.29)  0.08
Abbildung 12 NGS Glioblastome
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PTCHI und JAK3 Mutationen waren in der Gruppe der Glioblastome signifikant. Eine
vorhandene PTCH1 Mutation erh6ht bei den GBM die Hazard ratio auf 2.34 (95% CI 1.03-
5.33) p=0.04 und eine JAK3 Mutation auf 5.13 (95 % CI 1.23-21.31) p=0.02. AuBlerdem
zeigte sich die SMO-Mutation signifikant, mit einer Hazard Ratio von 3,99 (95 % CI 0,97-
16,40) p=0.05. ATM und CDKN1A Mutationen waren knapp nicht signifikant.

Es konnten keine fiir Astrozytome relevanten Mutationen gefunden werden.

Bei den Oligodendrogliomen ist die SMO-Mutation mit einem signifikant schlechteren
Outcome assoziiert mit einer Hazard Ratio von 18.04 (95% CI 1.12-290.75) p=0.04.
Variablen, bei denen ein p-Wert von mehr als 0,99 berechnet wurde, wurden nicht grafisch
dargestellt. Dies betraf bei den Astrozytomen SMO und bei den Oligodendrogliomen
PIK3CA, PTCHI und CIC.
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10. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Auswirkungen verschiedener
molekularpathologischer Biomarker auf das Survival bei diffusen glialen Hirntumoren zu
untersuchen. Wihrend die Bedeutung einiger Marker bereits etabliert ist, konnten einige

weitere potenzielle prognostische Marker identifiziert werden.
10.1. Vergleichende Erlauterungen

10.1.1. Alter und Survival

Wihrend das mediane Uberleben in der Gruppe der Glioblastome am kiirzten ist, ist das
Survival bei den Astrozytomen und Oligodendrogliomen bedeutend lédnger.

Das mediane Survival bei den Astrozytomen ist mit dem in der Literatur beschrieben
vergleichbar und betrdgt 9 Jahre und 6 Monate. Bei den Glioblastomen ist das Overall
Survival in unserer Kohorte, mit einer medianen Uberlebenszeit von 11 Monaten, etwas
kiirzer als das in der Literatur mit eineinhalb Jahren angegebene Survival. Bei den
Oligodendrogliomen sind in unserer Kohorte nach 25 Jahren noch mehr als die Hélfte der
Patienten am Leben oder gingen fiir das Follow Up verloren, wodurch keine mediane

Survival Zeit angegeben werden kann.(6)

10.1.2. MGMT

Der Marker MGMT methyliert / nicht methyliert war in dieser Kohorte sowohl bei den
Astrozytomen als auch bei den Glioblastomen signifikant. Dies deckt sich mit den
publizierten Beobachtungen, dass eine MGMT Methylierung sich positiv auf das Survival
auswirkt. (20)(22)

Auffillig ist der Trend in der Gruppe der Astrozytome und besonders in jener der
Oligodendrogliome, dass mit hoherem WHO-Grad auch eine hhere MGMT Methylierung
einhergeht. Bei den Glioblastomen fallen einige Tumore mit sehr hohem MGMT-

Methylierungsgrad auf.
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10.1.3. CNV

Wie in der Literatur bereits beschrieben(15), konnten bei den Oligodendrogliomen keine
signifikanten Auswirkungen von Kopienzahlverdnderungen ganzer Chromosomen auf das

Survival gezeigt werden.

Die negative Auswirkung von Loss Chromosom 18 war in unserer Untersuchung bei den
Glioblastomen nur grenzwertig nicht signifikant und konnte einen Marker flir weitere
Untersuchung darstellen. Bei den Glioblastomen war in unserer Gruppe anders als in anderen
Studien (12) kein signifikanter Effekt von Verdnderungen am Chromosom 19 oder 20

nachzuweisen.

Der in unserer Kohorte nachgewiesene negative Effekt von einem Gain 5, konnte auf das
Gen SKP2, welches auf dem Chromosom 5 liegt, zuriickzufiihren sein. In einer kleinen
japanischen Studie konnte nachgewiesen werden, dass vor allem junge Patient*innen welche
an einem Glioblastom erkrankt waren, welches eine erhohte Expression von SKP2 hatte, ein
schlechteres Survival hatten. (53) Allerdings wurde hier die Expression von SKP2 direkt

mittels Immunhistochemie nachgewiesen.

In der vorliegenden Kohorte wirkte sich ein Loss 10 negativ auf das Survival aus. Allerdings
hatte Gain 7 keine signifikanten Auswirkungen auf das Survival. Loss10/Gain7 ist einer
jener Marker, welche die molekulare Diagnose eines Glioblastoms ermdglichen. Hierdurch
stellt sich die Frage, ob ein alleiniger Loss10 als diagnostischer und pradiktiver Marker bei
den Glioblastomen verwendet werden konnte. (1)

Bei den Astrozytomen scheinen Gain 7 und Gain 9 keine relevante Auswirkung auf das
Overall Survival zu haben. Allerdings zeigt sich auch hier eine leichte Tendenz zu einem
besseren Survival bei Fillen ohne Copy Number Variations. Dies konnte der Ausganspunkt
fiir weitere prospektive Studien sein.

AuBerdem fallen in unserer Kohorte 4 Glioblastome auf welche keine Kopienzahlver-
anderungen ganzer Chromosomen aufweisen. Diese zeigen ebenfalls eine Tendenz zu einem

besseren Survival.
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10.1.4. Gen Mutationen

Obwohl statistisch nicht signifikant, zeigt sich in unserer Kohorte eine Tendenz fiir ein
schlechteres Survival bei Patienten mit ATM mutiertem Glioblastom. Im Vergleich dazu
wurde bei Glioblastomen mit einer immunhistochemisch nachgewiesenen niedrigen

Expression von ATM ein besseres Survival berichtet. (25)

Wihrend in der Arbeit von Pekmeczi et. al. sowohl Immunhistochemie als auch genetische
Sequenzierung zum Nachweis von Verdnderungen von ATRX genutzt wurden, wurde von
uns ausschlieBlich NGS zur Feststellung des ATRX- Status verwendet. Pekmeczi et. al
konnten einen signifikant positiven Effekt von ATRX Mutationen auf das Survival von
Patient*innen mit Glioblastom nachweisen. Dies ldsst sich in unserer Kohorte nicht
nachvollziehen, allerdings ist anzumerken, dass nur 2 Patient*innen unserer Kohorte eine

ATRX Mutation aufweisen (28)

In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten Auswirkungen von CIC auf das
Survival bei Oligodendrogliomen gefunden werden, dies deckt sich auch mit den andernorts
publizierten Beobachtungen. (29)

Die Mutation des RB1 Gens war in einer anderen Studie mit einem positiven Effekt auf das
Survival von Glioblastomen vergesellschafte.t (42) In unserer Kohorte ist ein positiver

Trend zu erkennen. RB1 kam in unserer Kohorte bei den Astrozytomen nicht vor.

TP53-Mutationen war in unserer Kohorte in keiner Diagnosegruppe mit einem signifikanten
Effekt auf das Survival verkniipft. Im Vergleich dazu wurde in anderen Studien von einem
positiven Effekt im Fall von Astrozytomen bzw. einem negativen Effekt fiir die Gruppe der
Oligodendrogliome berichtet. (46)

Wie bereits von anderen Autoren beschrieben (33)(32) zeigten EGFR-Mutationen keine

signifikanten Auswirkungen auf das Survival.
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Anders als in der Literatur beschrieben waren in unserer Kohorte weder PTEN (54) noch
PIK3CA (41) mit einer signifikanten Auswirkung auf das Survival verbunden.
MLH-Mutationen fithren bei Glioblastomen weder in unsere Kohorte noch in der Literatur
zu einem signifikant ldingerem Survival. (39)

Interessant ist die Tatsache, dass in der vorliegenden Kohorte PTCH1 zu einem signifikant

schlechterem Survival fiihrt, wihrend PTCH2 eine Tendenz zu einem bessern Survival zeigt.

10.2. Kiritische Reflexion

Beziiglich der Aussagekraft der Ergebnisse gibt es teilweise Einschriankungen. Die
Fallzahlen waren in den einzelnen Subgruppen, teilweise klein. Es kommen Entitdten wie
das Astrozytom, IDH-mutiert, WHO CNS Grad 4 selten vor, auch Oligodendrogliome, IDH-
mutiert und 1pl19g-kodeltiert, WHO CNS Grad 3 sind seltener. Manche
Kopienzahlverdanderungen oder Genmutationen sind héufig, andere waren nur in zwei oder
drei Fillen in der Kohorte nachzuweisen. Ferner waren in der retrospektiven Datenerhebung
nicht fiir alle Félle jeweils die drei Untersuchungsmethoden (MGMT, CNV, und NGS-
Mutationspanel) vorhanden. Aus diesem Grund konnte auch keine sinnvolle multivariate

Untersuchung durchgefiihrt werden.

10.3. Schlussfolgerungen

Abgesehen von den bereits etablierten molekularen Diagnosekriterien fanden wir einige
Marker, welche fiir die WHO-Graduierung in den drei Diagnosegruppen und deren Prognose
dienen konnten. Allerdings sind hierfiir noch weitere Untersuchungen von gréferen
Patientenkollektiven und vergleichende Untersuchungen mit anderen Kollektiven

notwendig.

Auch wenn in der vorliegenden Arbeit einige potenzielle Marker vorgestellt werden

konnten, miissen diese in weiteren grofler angelegten Studien validiert werden.
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Allerdings ist nicht nur Forschung im Hinblick auf die Klassifizierung der Tumore
notwendig, sondern auch im Bezug auf Therapiemethoden, vor allem fiir Glioblastome sind

die aktuellen Therapiemethoden wenig effektiv.
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