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1 EINLEITUNG

Tumoren des zentralen Nervensystems machen insgesamt knapp drei Prozent aller
Krebserkrankungen aus. Ihre jahrliche Inzidenz liegt bei ungefidhr 15 Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohnern, die Prévalenz bei ca. 60 Patienten pro 100.000 Einwohnern. Bei
Kindern ist der prozentuale Anteil von Tumoren des Nervensystems deutlich hoher als bei
Erwachsenen. Hier stellen sie nach den kindlichen Leukdmieformen die zweithdufigste
Gruppe der Krebserkrankungen dar (1, 2) Unter den primdren Tumoren des zentralen
Nervensystems bilden die Gliome die mit Abstand groBte Gruppe. Die systematische
histologische Einordnung der Gliome erfolgt heute weltweit einheitlich gemif3 der von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) herausgegebenen WHO-Klassifikation der Tumoren des
Nervensystems (3) Die WHO-Gradierung stellt eine prognostische Einschédtzung der Tumoren
dar und umfasst eine vierstufige Skalierung von WHO-Grad 1 (benigne) bis zu WHO-Grad
IV (hochmaligne).

Die héaufigste Untergruppe innerhalb der Gliome stellen die diffus infiltrativ
wachsenden astrozytdren Tumoren dar, die mehr als 60% aller Gliome ausmachen. Das
diffuse Astrozytom (WHO-Grad II) ist der histologisch am besten differenzierte Vertreter
dieser Gruppe, weist aber aufgrund seines diffus infiltrierenden Wachstumsverhaltens sowie
seiner Neigung zu malignen Progression trotzdem langfristig eine ungiinstige Prognose auf.
So konnen sich aus diffusen Astrozytomen, die sich typischerweise im jungen bis mittleren
Erwachsenenalter manifestieren, im Verlauf anaplastische Astrozytome (WHO-Grad III) und
schlieBlich sekunddre Glioblastome (WHO-Grad IV, sGBIV) entwickeln. Die primiren
Glioblastome (WHO-Grad IV, pGBIV), d.h. Glioblastome, die de novo ohne niedriggradigere
Vorlauferldsion entstehen, stellen die haufigsten und zugleich bosartigsten Hirntumoren des
Menschen dar. Der klinische Verlauf der Glioblastome ist in der Regel rasch progredient und
die Uberlebenszeit der betroffenen Patienten betrigt nur 6 - 15 Monate nach
Diagnosestellung. Wiahrend die durch maligne Progression entstandenen sekundiren
Glioblastome typischerweise im Laufe des 4.-5. Lebensjahrzehnts auftreten, zeigen die
hdufigeren primidren Glioblastome einen deutlich spidteren Altersgipfel im 6.-7.
Lebensjahrzehnt.

Histologisch sind primédre und sekundidre Glioblastome nicht zu unterscheiden,

allerdings weisen sie ein unterschiedliches Spektrum molekulargenetischer Verdanderungen
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auf, die auf eine verschiedenartige Pathogenese dieser beiden Tumorarten hindeuten (Abb.1)
(4) So stellen Amplifikationen (ca. 40%) mit konsekutiver Uberexpression (ca. 60%) des
EGFR-Gens auf Chromosom 7pl2 sowie Aberrationen in Genen des PTEN/PI3K/AKT-
Signalweges Schliisselverdnderungen in priméren Glioblastomen dar, wohingegen sekundére
Glioblastome typischerweise hohe Mutationsfrequenzen (ca. 70%) des TP53-

Tumorsuppressorgens auf Chromosom 17p13 und des /DHI-Gens auf 2q33 aufweisen (4-8).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der unterschiedlichen molekularen Pathogenese in Gliomen
(Modifiziert nach Riemenschneider et al., Acta Neuropathol. 120:567-84, 2010).

Eine weitere Untergruppe der Gliome stellen die oligodendroglialen Tumoren dar, die
ca. 5-6% aller Gliome ausmachen (9) Es werden zwei Malignitdtsgrade, WHO-Grad II fiir gut
differenzierte Tumoren und WHO-Grad III fiir die anaplastischen Varianten, unterschieden
(10) Des Weiteren differenziert man zwischen Oligodendrogliomen und Oligoastrozytomen,

die neben einer oligodendroglialen Tumorkomponente zusdtzlich eine astrozytire



Differenzierung aufweisen, wobei in anaplastischen Oligoastrozytomen - im Unterschied zu
anaplastischen Oligodendrogliomen - das Vorliegen von Nekrosen mit einer deutlich
schlechteren Prognose assoziiert ist, so dass diese Tumoren neuerdings als sog. ,,Glioblastome
mit oligodendroglialer Komponente (WHO-Grad IV)*“ eingestuft werden (11).

Die klinisch bedeutsamste genetische Verinderung in Oligodendrogliomen stellt der
kombinierte Allelverlust auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 und dem langen Arm von
Chromosom 19 dar, der sich in etwa 80% der niedriggradigen Oligodendrogliome (WHO-
Grad II), 60% der anaplastischen Oligodendrogliome (WHO-Grad III) sowie etwa 50% der
oligoastrozytdren Tumoren (WHO-Grad II bzw. III) findet (9, 12) Patienten mit Tumoren, die
einen kombinierten 1p/19q-Verlust aufweisen, zeigen in der Regel ein signifikant besseres
Therapieansprechen auf eine Chemo- oder Radiotherapie und weisen eine giinstigere
Prognose auf (13-15) Die kombinierten Allelverluste sind Folge einer unbalancierten t(1;19)
(q10;p10) Translokation in den Tumorzellen (16, 17), wobei die entsprechenden Zielgene der
Allelverluste sowie der zugrunde liegende Mechanismus der Translokation (18) bislang noch
nicht eindeutig identifiziert werden konnten.

Kiirzlich wurde gezeigt, dass Mutationen im Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDHI) Gen
und seltener im verwandten /DH2 Gen in der Mehrheit der diffusen Astrozytome,
Oligodendrogliome und Oligoastrozytome der WHO-Grade II und III sowie der sekundiren
Glioblastome (WHO-Grad IV) zu einem sehr frithen Zeitpunkt in der Tumorentstehung
nachweisbar sind und somit eine entscheidende Bedeutung fiir die Initiierung der
Tumorentstehung haben diirften (5, 8) Auf diesen Sachverhalt und die klinische Bedeutung
dieser Mutationen wird aber zu einem spéteren Zeitpunkt im Rahmen der eigenen Arbeiten
noch ausfiihrlich eingegangen.

Die aktuelle WHO-Klassifikation teilt die Tumoren ausschlieBlich nach histologischen
Kriterien ein. In einigen Entitit, wie z.B. den oligoastrozytiren Mischtumoren, gelingt dies
aber nicht immer reproduzierbar (19). Des Weiteren existieren zur Zeit auch keine
immunhistochemischen oder molekulargenetischen Marker, die eine zuverldssige
Unterscheidung dieser Tumorentititen erlauben wiirden. Die molekulargenetische
Charakterisierung der Gliome hat dazu beigetragen, die Mechanismen und Tumorgenese
besser zu verstehen, das Patientenmanagement durch die Identifizierung neuer diagnostischer,
prognostischer und préadiktiver Marker zu verbessern sowie Studienpatienten besser

stratifizieren zu konnen (20). Untersuchungen mittels Microarray-basierten



Genexpressionsanalysen zeigten z.B. fiir Tumoren mit 1p/19q Verlusten eine sogenannte
proneurale Genexpressionssignatur, die mit einer guten Prognose in anaplastischen Gliomen
assoziiert ist (21, 22). Einige der in Abb.1 dargestellten Aberration in Gliomen haben eine
diagnostische und z.T. auch prognostische Bedeutung. Letztlich muss aber festgestellt
werden, dass die meisten Aberrationen nicht den Status eines Biomarkers im engeren Sinne
erfiillen. Von einem Biomarker ist zu erwarten, dass er in besonderem Mal3e diagnostische,
prognostische und préadiktive Informationen liefert, die tber die rein histologische
Tumorklassifikation hinausgehen. So werden z.B. Glioblastom-assoziierte genetische
Alterationen wie EGFR-Amplifikation oder 7P53-Mutationen beziiglich ihres prognostischen
Effektes nach wie vor kontrovers diskutiert (23). Von einem diagnostischen Biomarker ist zu
fordern, dass er bei histologisch mehrdeutigen Befunden eine eindeutige Klassifikation
ermoglicht und eine nach klinischen Gesichtspunkten sinnvolle Differenzierung von
unterschiedlichen Tumorentitdten erlaubt. Ein prognostischer Marker sollte mit dem Rezidiv-
freien Intervall bzw. dem Gesamtiiberleben korrelieren, ein pradiktiver Marker sollte dagegen
Informationen {iiber das Ansprechen bestimmter Therapieformen liefern. Unter
Beriicksichtigung dieser Kriterien reduzieren sich derzeit die fiir die klinische
Neuroonkologie relevanten molekularen Parameter im Wesentlichen auf drei
vielversprechende Marker. Dies sind der kombinierte Verlust von 1p und 19q in
oligodendroglialen Tumoren, die MGMT-Promotorhypermethylierung in malignen Gliomen,
insbesondere Glioblastomen, sowie Mutationen des IDHI- und IDH2-Gens in diffusen
Gliomen. Derzeit laufende Studien stratifizieren ihre Patientenkollektive bereits nach 1p/19q-
Deletion oder MGMT-Promotormethylierung. I/DHI-Mutationen wurden kiirzlich als
wichtigster prognostischer Marker in anaplastischen Giomen identifiziert (24, 25) und stellen
einen hilfreichen Marker in der Differentialdiagnostik von diffusen Gliomen dar. Zudem sind
sie von herausragender Bedeutung fiir das Verstindnis der Pathogenese von Gliomen und
hinsichtlich der Entwicklung neuer, Pathogenese-basierter Therapieansédtze fiir diese

Tumoren.



2 EIGENE ARBEITEN UND DISKUSSION

Die vorliegende kumulative Habilitationsschrift befasst sich mit der klinischen Validierung
bekannter Gliom-assoziierter molekularer Verdnderungen sowie der Identifizierung und
klinischen, d.h. diagnostischen und prognostischen Charakterisierung neuartiger molekularer
Veridnderungen in Gliomen. Ein besonderes Augenmerk liegt dabei auf den fiir die klinische
Neuroonkologie derzeit wichtigsten molekularen Biomarkern, d.h. kombinierten Verlusten

von Ip und 19q, MGMT-Promotormethylierung und Mutationen im /DH - oder IDH2-Gen.

Die in Kapitel 2.1 (Anhang 1 und 2) beschriebenen Arbeiten widmen sich der Feinkartierung
der Kandidatenregion auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 sowie der Bedeutung des
MGMT-Gens in oligodendroglialen Tumoren. Die in Kapitel 2.2 (Anhdnge 3 bis 7)
beschriebenen Arbeiten beschéftigen sich mit der Identifizierung und Charakterisierung von
neuen Kandidatengenen in oligodendroglialen Tumoren. Ein besonderer Schwerpunkt liegt
hierbei auf einem translationalen Forschungsansatz mit Charakterisierung der gefundenen

molekularen Aberrationen hinsichtlich ihrer prognostischen und diagnostischen Relevanz.

Der Schwerpunkt der in Kapitel 2.3 (Anhang 8 bis 12) vorgestellten Arbeiten dieser
Habilitationsschrift liegt auf molekularen Untersuchungen zur Rolle von Aberrationen des
MGMT Gens in Glioblastomen. Hierbei liegt der Schwerpunkt auf der vergleichenden
Untersuchung unterschiedlicher Analyseverfahren sowie der Korrelation dieser

Verdnderungen mit anderen genetischen Aberrationen und klinischen Parametern.

Die in Kapitel 2.4 (Anhang 13) vorgestellte Arbeiten dieser Habilitationsschrift befassen sich
mit der Untersuchung eines neu gefundenen, epigenetisch regulierten Kandidatengens, dem
»dual-specificity mitogen-activated protein kinase phosphatase-2“-Gen (DUSP4/MKP-2) in

Gliomen.

Die in Kapitel 2.5 (Anhang 14 und 16) vorgestellten Arbeiten fokussieren schlieBlich auf
Untersuchungen der Gene /DHI und IDH?2 in Gliomen, insbesondere in Hinblick auf deren
diagnostische und prognostische Bedeutung sowie der Etablierung eines sensitiven und rasch

durchfiihrbaren Assays zur Mutationsdetektion mit Hilfe der DNA-Pyrosequenzierung.



2.1 Oligodendrogliale Tumoren: Verfeinerung der Kandidatenregionen auf dem kurzen
Arm von Chromosom 1, Untersuchungen des MGMT-Gens und Korrelation des 1p/19q

Status mit dem klinischen Verlauf

Lange Zeit war die histologische Unterscheidung zwischen astrozytidren und
oligodendroglialen Tumoren klinisch von untergeordneter Bedeutung, da sich die Prognose
und auch die Therapie nicht wesentlich unterschieden. Der erste entscheidende Schritt in eine
differenziertere, klinisch relevante Betrachtungsweise kam mit einer Arbeit von Cairncross et
al. (26), die erstmals beschrieb, dass Patienten mit anaplastischen oligodendroglialen
Tumoren besser auf eine alkylierende Chemotherapie nach dem sog. PCV-Schema
(Procarbazin, Lomustin und Vincristin) ansprechen als astrozytidre Tumoren und ein ldngeres
Progressions-freies Intervall aufweisen. Einige Jahre spiter wurde gezeigt, dass kombinierte
Verluste der Chromosomenarme 1p und 19q in bis zu 80% der oligodendroglialen Tumoren
vorkommen und ein frithes Ereignis in der Tumorgenese darstellen (12). Einen weiteren
Meilenstein stellte dann die Arbeit von Cairncross und Mitarbeitern dar (14), in der gezeigte
wurde, dass Patienten mit oligodendroglialen Tumoren, in denen Verluste von 1p und 19q
vorlagen, gut auf eine PCV-Chemotherapie ansprechen und eine signifikant bessere Prognose
haben, wohingegen Patienten, deren Tumoren keine 1p/19q-Verluste, stattdessen aber
Deletionen des CDKN2A Gens aufwiesen, eine deutlich schlechtere Prognose hatten. Auf
Grundlage u.a. dieser 3 Arbeiten begann die intensive Suche nach Kandidatengenen auf den

Chromosomenarmen 1p und 19q.

Zu diesem Zweck etablierten wir eine Serie von 89 Patienten mit oligodendroglialen
Tumoren, von denen in ausreichender Menge hochmolekulare DNA aus Tumorgewebe und
peripheren Blutleukozyten verfiigbar war, um in einem ersten Schritt eine Feinkartierung der
Deletionen auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 vorzunehmen und mogliche
Kandidatenregionen fiir Tumorsuppressorgene einzugrenzen (27). Hierzu untersuchen wir 30
polymorphe Marker auf 1p und zusitzlich 7 polymorphe Marker auf 19q. Ein Verlust von
Allelen auf 1p und 19q fand sich in 20/24 (83%) Oligodendrogliomen (WHO-Grad II, OII),
15/24 (63%) anaplastischen Oligodendrogliomen (WHO-Grad III, AOIII), 10/18 (56%)
Oligoastrozytomen (WHO-Grad II, OAII) und 12/23 (52%) anaplastischen
Oligoastrozytomen (WHO-Grad III, AOAIII). Wihrend die tiberwiegende Zahl der Tumoren



einen vollstandigen Verlust von Ip zeigte, fanden wir fiinf Tumoren, die lediglich partielle
Deletionen auf 1p aufwiesen. Mit Hilfe dieser Tumoren konnten wir die folgenden
umschriebenen Kandidatenregionen definieren: Region 1: 1p36.31-pter distal von D1S2633,
Region 2: 1p36.22-p36.31 zwischen DI15§489 und DI152642 sowie Region 3: 1p34.2-p36.1
zwischen D152743 und D1S482 (Abb. 2).
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Abbildung 2. (A) zeigt Beispiele von Mikrosatelliten-Analysen in 4 oligodendroglialen Tumoren mit
interstitiellen Verlusten auf 1p. Die obere Abszisse bezeichnet die Fall-Nummer (T, Tumor; B, Blut).
Die Mikrosatellitenmarker sind entsprechend ihrer Lokalisation vom Telomer zum Centromer
aufgelistet. Die Pfeilkopfe markieren Allelverluste in der Tumor-DNA. (B) zeigt eine graphische
Zusammenfassung der LOH-Verteilung an den einzelnen Mikrosatellitenmarkern auf 1p in diesen
Tumoren. Die linke Ordinate zeigt ein Schema des kurzen Arms von Chromosom 1, daneben stehen
die untersuchten Mikrosatellitenmarker. Die {berlappenden LOH-Muster der in der Abszisse
bezeichneten Tumoren beschreiben somit 3 Kanidatenregionen, die in den Abschnitten 1p36.31-pter
(Region 1), 1p26.2-1p36.3 (Region 2) und 1p34.2-p36.1 (Region 3) liegen. Zu beachten ist, dass die
Mikrosatellitenverteilung nicht proportional dargestellt ist. Die Region 1 und 2 umfasst ca. 5,7
Megabasen, die Region 3 ca. 17 Megabasen. (schwarze Kreise, LOH; graue Kreise, nicht informativ;
weille Kreise, Retention beider Allele im Tumor).

In der von uns untersuchten Serie fand sich auf dem Chromosomenarm 19q keine partielle

Deletion. Die Korrelation der LOH-Befunde mit den Uberlebensdaten der Patienten zeigte,
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dass der kombinierte Verlust auf 1p/19q mit einem ldngeren Rezidiv-freien Intervall und
Gesamtiiberleben signifikant assoziiert ist. Einzelheiten dazu sind in der nachfolgenden

Tabelle 1 aufgelistet, sowie den Kaplan-Meier-Kurven in Abb. 3 zu entnehmen.

Tabelle 1. Zusammenfassung der Uberlebensdaten in Monaten in Bezug auf den 1p/19q LOH-Status
und die Diagnose (TTP, Progressions-freie Zeit ; OS, Gesamtiiberleben)

Histologie LOH Status Anzahl TTP (0N} _ S-Jahres-
(Median) (Median) Uberlebensrate
Ooll total 21 53 170 95 %
LOH 1p+19q 20 53 170 100 %
kein LOH 1p+19q 1 49 - -
AOIII total 19 34 58 46 %
LOH 1p+19q 10 59 - 63 %
kein LOH 1p+19q 9 13 33 19 %
OAIl total 17 61 105 72 %
LOH 1p+19q 9 61 172 92 %
kein LOH 1p+19q 8 45 105 70 %
AOAII total 18 77 91 75 %
LOH 1p+19q 9 86 91 80 %
kein LOH 1p+19q 9 77 46 36 %
OIl / OAIl total 38 57 170 85 %
LOH 1p+19q 29 57 172 92 %
kein LOH 1p+19q 9 47 105 70 %
AOIII / AOAIII total 37 58 91 58 %
LOH 1p+19q 19 86 91 80 %
kein LOH 1p+19q 18 39 46 36 %

Diese Arbeit (27), die auf einem sowohl molekulargenetisch als auch klinisch gut
charakterisierten Kollektiv von Patienten mit oligodendroglialen Tumoren (OII, AOIII, OAII,
AOAIII) basiert und die drei darin identifizierten umschriebenen Kandidatenregionen stellen
die Basis fiir die nachfolgend vorgestellten Arbeiten iiber oligodendrogliale Tumoren dar.
Neben der Bestétigung, dass der kombinierte Verlust auf 1p und 19q von prognostisch
giinstiger Bedeutung ist konnten wir die potentiellen Kandidatenregionen deutlich genauer
definieren und wie kurz zuvor Iuchi et al. (28) zeigen, dass Patienten, deren Tumoren eine

interstitielle Deletion auf 1p aufweisen, eine deutlich schlechtere Prognose haben als
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Patienten, deren Tumoren kombinierte Verluste von 1p/19q oder keine Verdnderungen dieser

Chromosomenarme aufweisen (Abb.31).
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Abbildung 3. Ausgewdhlte Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben (OS) sowie die
Progressions-freie Zeit (TTP) von Patienten mit oligodendroglialen Tumoren. A, OS von Patienten mit
WHO-Grad II vs. III Tumoren. B-C, TTP und OS von Patienten mit WHO-Grad II Tumoren mit und
ohne kombiniertem 1p/19q Verlust. D-E, TTP und OS von Patienten mit WHO-Grad III Tumoren mit
und ohne kombiniertem 1p/19q Verlust. F-G, TTP und OS von Patienten mit AOIII stratifiziert nach
dem 1p/19¢g-Status. H, OS von AOAIII Patienten stratifiziert nach dem 1p/19g-Status. I, OS von vier
Patienten mit Tumoren mit interstitiellem LOH auf 1p im Vergleich zu Tumoren mit und ohne
kompletten Verlust auf 1p.

Diese Tatsache ist insofern von groBer klinischer Bedeutung, da nur die reprisentative
Untersuchung des ganzen Chromosomenarms von 1p mit gleichzeitiger Analyse von 19q eine
prognostisch zuverldssige Aussage erlaubt. Dies ist insbesondere hinsichtlich der gewihlten
Detektionsmethode zu beachten, da einige Techniken der molekularen Diagnostik einen
partiellen Verlust u.U. nicht detektieren konnen, z.B. FISH, aber auch die Mikrosatelliten-
Analyse muss durch die Verwendung mehrerer Marker, die {iber den gesamten
Chromosomenarm verteilt sind sicherstellen, einen partiellen Verlust nicht zu tibersehen. Die

Array-CGH bietet hier eine, wenn auch zeit- und kostenintensivere Alternative (29).
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In einer auf dem vorgestellten Tumorkollektiv basierenden Arbeit (30) untersuchten wir in
Hinblick auf das gute Ansprechen von oligodendroglialen Tumoren auf alkylierende
Chemotherapeutika eine Subpopulation von 52 Tumoren auf Promotormethylierung und
mRNA- bzw. Protein-Expression der O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT).
Zusitzlich korrelierten wir diese Befunde mit dem1p/19g-Status dieser Tumoren, da bereits
einige Zeit vorher ein moglicher Zusammenhang von MGMT-Promotormethylierung und
kombiniertem Allelverlust auf 1p/19q beschrieben wurde (31).

Der zytotoxische Effekt von alkylierenden Chemotherapeutika basiert hauptsichlich auf der
Alkylierung der O6-Position von Guanin in der DNA (32, 33) O6-alkyliertes Guanin kann
durch das Gen O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) repariert werden. MGMT
fungiert dabei als DNA-Reparaturenzym, das das mutagene Alkyladukt von der O6-Position
des Guanins wieder entfernt und somit zu einer Therapieresistenzentwicklung in Tumorzellen
fithren kann (33). Demzufolge konnte fiir eine reduzierte MGMT-Expression bzw. -Aktivitét
eine erhohte Chemosensitivitdit in unterschiedlichen Tumoren, einschlieBlich Gliomen
nachgewiesen werden (34). Als moglicher Mechanismus einer erniedrigen MGMT-Aktivitit
bzw. -Expression wurde in unterschiedlichen Tumoren eine Hypermethylierung des MGMT-
Promotors nachgewiesen (31, 35, 36).

Mittels direkter Sequenzierung von Natriumbisulfit-behandelter DNA konnten wir in 46 von
52 Tumoren (88%) eine Hypermethylierung des MGMT-Promotors nachweisen. Die Mehrheit
dieser Fille zeigte ebenfalls eine reduzierte mRNA-Expression in der real-time RT-PCR und
eine verminderte, immunhistochemisch bestimmte Protein-Expression (Abb. 4 und 5). Des
Weiteren fanden wir, dass sowohl die Haufigkeit der Methylierung als auch die Rate der
methylierten CpG-Positionen in Tumoren mit kombiniertem 1p/19q-Verlust signifikant héher
war, eine Beobachtung, die das gute Ansprechen auf Chemotherapie dieser Tumoren zum Teil

mit erklidren konnte.
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Abbildung 4. Sequenzierung des MGMT-Promoters nach Natriumbisulfit-Modifikation der DNA in
ausgewdhlten Tumoren (links, A-C) und normalem Hirngewebe (links, D). Die Pfeilspitzen zeigen auf
methylierte CpG-Dinukleotide in der untersuchten Promotorregion (CpG 6-13). Der Tumor OA3 (A)
zeigt nur eine Methylierung in einem Teil der CpG-Dinukleotide wohingegen die Tumoren AO4 (B)
und AOA1 (C) ecine partielle oder vollstindige Methylierung aller CpG-Dinukleotide dieses
Promotorabschnittes aufweisen. (E-F) Beispiel einer real-time RT-PCR Analyse der MGMT mRNA-
Expression in zwei AOIII (AO35, AO11) im Vergleich zu normalem Hirngewebe (NB). Die X-Achsen
bezeichnet jeweils die Zykluszahl, die Y-Achsen die relative PCR-Produktmenge. (E) Man erkennt
eine verminderte mRNA Expression von MGMT in AO35 im Vergleich zu NB. Wihrend die Referenz
mRNA (4RF) eine annghernd gleiche Zyklenzahl im Schwellenwert (Ct) aufweist., zeigt die MGMT
Kurve von AO35 eine deutliche Verschiebung nach rechts im Vergleich zur NB-Kurve. Der relative
mRNA Werte von MGMT im Vergleich zu NB betrug 0,2. (F) Hohe Expression von MGMT mRNA in
Tumor AO11 mit deutlicher Verschiebung der MGMT Kurve nach links fiir AO11 im Vergleich zu NB.
Die Kurven von AO11 und NB fiir die Referenz mRNA (4RF'1) schneiden dagegen wieder anndhernd
in der gleichen Zyklenzahl den Ct-Wert. Der relative mRNA Werte von MGMT im Vergleich zu NB
betrug 12. Der Tumor AO35 zeigte sowohl eine MGMT-Promotorhypermethylierung als auch einen
kombinierten Allelverlust auf 1p und 19q, der Tumor AO11 dagegen nicht.
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Abbildung 5. Immunhistochemische Farbungen des MGMT-Proteins (Klon: MT3.1, NeoMarkers,
Fremont, CA) in oligodendroglialen Tumoren. (a) Das Oligodendrogliom O8 ohne LOH 1p/19q zeigt
eine nukledre Positivitdt fir MGMT bei fehlender MGMT-Promotorhypermethylierung. (b) Im Tumor
014 fand sich dagegen keine nukledire MGMT-Positivitdit in den Tumorzellen (lediglich die
Gefidllendothelien reagieren positiv). Dieser Tumor wies einen kombinierten 1p/19q-Verlust und eine
Hypermethylierung des MGMT-Promotors auf. (e-d), Der Tumor AO6 ist ein anaplastisches
Oligodendrogliom mit fokaler Positivitit fir MGMT (c¢) wihrend der Tumor AO19 keine MGMT-
Positivitdt zeigt (d). Beide Tumoren hatten molekularbiologisch eine MGMT-
Promotorhypermethylierung und einen kombinierten 1p/19q Verlust. (e-f) Der MGMT-
Promotormethylierte Tumor AOA12 zeigt in zellreichen Arealen keine nukleire MGMT-Positivitit
von Tumorzellen (e), dagegen finden sich in zelldirmeren Arealen mehrere positive Zellen (f).

Uber die Rolle der MGMT-Promotormethylierung und Expression in Glioblastomen wird
noch ausfiihrlich im Kapitel 2.3 berichtet.
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2.2 Identifizierung und klinische Bedeutung von neuen Kandidatengenen und

chromosomalen Verinderungen in oligodendroglialen Tumoren

In dem folgenden Abschnitt liegt der Schwerpunkt auf Arbeiten, die sich mit der
Identifizierung und Charakterisierung von neuen Kandidatengenen bzw. —regionen in
oligodendroglialen Tumoren beschiftigen. Von besonderer Bedeutung ist hier zudem ein
translationaler Forschungsansatz hinsichtlich der prognostischen und diagnostischen

Bedeutung der gefundenen Verdnderungen.

Zytogenetische und molekulargenetische Untersuchungen haben iiber einen Verlust auf dem
langen Arm von Chromosom 14 (14q) in verschieden Gliomen berichtet (37, 38). Mittels der
,Differential Methylation Hybridization* (DMH) Methode wurden in Vorarbeiten im Labor
von Priv.-Doz. Dr. A. Waha am Institut fiir Neuropathologie in Bonn zwei Fragmente auf 14q
(14g23.1, CGI-Klon #396 und 14q32.12, CGI-Klon #519) identifiziert, die differenziell in
oligodendroglialen aber nicht in astrozytiren Tumoren methyliert waren. In den
Validierungsuntersuchungen an einer Serie von 43 astrozytdren und oligodendroglialen
Tumoren untersuchten wir diese Regionen hinsichtlich moglicher Allelverluste mittels
Mikrosatellitenanalyse und Hypermethylierung mittels methylierungsspezifischer PCR
(MSP). Die Mikrosatellitenanalyse zeigte einen Verlust der Heterozygotie (LOH) in 7/28
(25%) der oligodendroglialen Tumoren und in 3/15 (20%) der astrozytdren Tumoren. Sieben
Tumoren zeigen einen vollstindigen Verlust aller informativen Marker, wogegen drei
Tumoren einen partiellen Verlust zeigen und die Kandidatenregion 14q22.3—q32.1 zwischen
den Markern D/4S5282 und D14S995 definierten. Die MSP-Analyse des Fragments auf
14g32.12 erbrachte eine Hypermethylierung in 12/43 (28%) der untersuchten Gliome. Eine
Hypermethylierung war ausschlieflich in Tumoren mit oligodendroglialer Differenzierung
nachweisbar (12/28, 43%). Keiner der hypermethylierten Tumoren zeigte dagegen Verluste
auf 14q. Insgesamt zeigten somit 19/28 (68%) der oligodendroglialen Tumoren entweder

einen Verlust auf 14q22.3—q32.2 oder eine Hypermethylierung auf 14q32 (Abb. 6).
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Abbildung 6. Graphische Darstellung der Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse auf Chromosom 14q
in oligodendroglialen und astrozytiren Tumoren in Abhéngigkeit vom Methylierungstatus des
anonymen Lokus CGI-Klon #519 auf 14q32.12.

Zusammenfassend konnen wir somit ebenfalls annehmen, dass auf 14q bislang nicht
identifizierte, potentielle Gliom-assoziierte Tumorsuppressorgene liegen und die
ausschlieBlich in oligodendroglialen Tumoren nachweisbare Hypermethylierung auf 14q32.12
vermutlich eine Rolle im Rahmen der epigenetischen DNA-Modifikation in dieser
Tumorentitét spielt. Diesbeziiglich wire auch ein Zusammenhang zwischen dem kiirzlich in
einem Teil der Gliome beschriebenen CpG-Insel-Methylierungs-Phinotyp (CIMP), der
insbesondere in /DHI mutanten und 1p/19qg-deletierten Tumoren vorkommt, zu diskutieren

(39).

Basierend auf der eigenen Feinkartierung des kurzen Arms von Chromosom 1 in
oligodendroglialen Tumoren (27) und in Kooperation mit Priv.-Doz. Dr. Christian Hartmann,
Institut fiir Neuropathologie in Heidelberg, der eine Feinkartierung des langen Arms von
Chromosom 19 publizierte (40) wurde in einem gemeinsamen Projekt mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Peter Lichter am Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg
cDNA-Microarray-basierte Expressionsprofile von 35 Gliomen (8 All, 7 OII, 14 AOIIL, 6
AOAIIl) erstellt, um neue potentielle Kandidatengene zu identifizieren, die in der
Pathogenese dieser Tumoren von Bedeutung sind (41). Hierzu wurden ¢cDNA-Mikroarrays
mit 7.000 humanen, Tumor-relevanten, Gen-spezifischen Fragmenten benutzt (42, 43) die

zusétzlich durch 215 selbst hergestellte cDNA Fragmente ergidnzt wurden, die alle Gene in
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den zuvor identifizierten chromosomalen Regionen auf 1p (1p36.31-pter, distal von D/S2633;
1p36.22-p36.31, zwischen DI1S489 und D152642; 1p34.2-p36.1, zwischen D1S2743 und
D15482) (27) und 19q (19q13.3 zwischen D/952719 und D195246) (40) umfassten. Die
Expressionsprofile von Gliomen mit und ohne kombinierten 1p/19q-Verlusten wurden mittels
»significant analysis for microarrays (SAM)“ durchgefiihrt, die die Gene identifiziert, die
differenziell in den genannten Tumorgruppen exprimiert werden. AnschlieBend wurde die
sog. ,,Prediction analysis for microarrays (PAM)* eingesetzt, um aus den zuvor identifizierten
Genen sog. ,,Classifier” zu definieren. Diese Untersuchungen identifizierten u.a. 8 Gene aus
den Kandidatengenregionen auf 1p und 19q (MGC4399, SRM und ICMT auf 1p36.31-13
sowie RPLI18, FTL, ZIN, FLJ10781 und DBP auf 19q.132-33). In einem nachfolgenden
Validierungsschritt mittels quantitativer real-time RT-PCR konnte fiir die Gene MGC4399,
ICMT und RPLIS eine differentielle Expression zwischen 1p/19qg-deletierten und 1p/19q-
intakten Gliomen bestdtigt werden. Weiterhin konnten wir zeigen, dass das zytosolische
Phospholipase A2 Gen (PLA2G4C) auf 19ql13.3 signifikant niedriger in anaplastischen
Oligodendrogliomen (WHO-Grad III) exprimiert wird, als in niedriggradigen
Oligodendrogliomen (WHO-Grad II). Zusammenfassend wurden in diesem Projekt somit
interessante neue Kandidatengene identifiziert, die offensichtlich eine Rolle in der

Pathogenese oligodendroglialer Tumoren spielen.

Ein besonders aussichtsreicher Kandidat, der im Rahmen der o.g. Analysen (41)
identifiziert wurde, war das ,,CBP/p300-interacting transactivator with glutamic acid/aspartic
domain 4 (CITED4) Gen auf 1p34.2, das in oligodendroglialen Tumoren mit kombiniertem
Verlust auf 1p und 19q signifikant niedriger exprimiert wurde als in oligodendroglialen
Tumoren ohne einen kombinierten 1p/19g-Verlust. Diese Daten konnten anhand des eigenen,
zum groften Teil bereits publizierten Kollektivs (27) validiert werden. Insgesamt bestand die
Patientenkohorte fiir diese Studie aus 78 Patienten mit oligodendroglialen Tumoren (21 OII, 3
OAII, 8 All, 29 AOIII, 17 AOAIII). Die nachfolgend durchgefiihrte Mutationsanalysen
mittels SSCP und Direktsequenzierung erbrachten keine Hinweise auf eine somatische
Mutation im CITED4 Gen. Allerdings konnten wir erstmalig nachweisen, dass die niedrige
Expression von CITED4 signifikant mit einer Promotorhypermethylierung dieses Gens
assoziiert ist (Abb. 7a und b). Der kausale Zusammenhang zwischen niedriger Expression und

Promotorhypermethylierung wurde auch in Zelllinien-Experimenten bestdtigt, die zeigten,
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dass die mRNA Expression von CITED4 nach Behandlung mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin und
Trichostatin A in mehreren Gliomzelllinie wieder anstieg, die einen hypermethylierten

CITED4 Promotor haben (Abb. 7c und d).
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Abbildung 7. (A) Beispiel einer quantitativen real-time RT-PCR zur Bestimmung der CITED4
mRNA Expression. Wahrend das nicht-neoplastische Gehirngewebe (NB) und das Astrozytom (WHO-
Grad I1) A82 ohne kombinierten 1p/19g-Verlust anndhernd identische Kurvenverldufe fiir CITED4 und
das Referenzgen ARF'I zeigen, ist fiir das anaplastische Oligodendrogliom (WHO-Grad I1I) AO84 eine
deutliche Rechtsverschiebung der Kurve fir CITED4 nachweisbar, die fiir eine verminderte
Expression von CITED4 in diesem Tumor spricht. Das Expressionsniveau lag fiir AO84 bei 20% im
Vergleich zu NB und A82. (B) DNA-Sequenz der CITED4 assoziierten CpG-Insel nach
Natriumbisulfit-Behandlung der DNA aus dem Tumor AO84 mit methylierten CpG Dinukleotiden
(Pfeilspitzen) in der oberen Abbildung, dagegen keine CpG Dinukleotidmethylierung in der darunter
dargestellten Sequenzen des Tumors A82 bzw. der Normalhirnprobe (NB). Als Positivkontrolle ist
zuunterst eine mit Sssl-Methylase behandelte NB-Probe mit vollstindiger Methylierung aller CpG
Positionen dargestellt. (C) Bestimmung der Reexpression von CITED4 mRNA mittels quantitativer
real-time RT-PCR in 3 Gliomzelllinien (A172, T98G und U138MG) unter Standard-Bedingungen (1)
und nach Behandlung der Zelllinien mit 500 nM bzw. 1mM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin und je 1 mM
Trichostatin A (2 und 3) sowie (D) die auf ein 3%-iges Agarosegel aufgetragenen PCR-Produkte der
Zelllinie A172. Im Vergleich zu dem Kontrollgen ARF1 ist auch hier in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der real-time RT-PCR ein deutlicher Anstieg des PCR-Signals fiir CITED4 nach
Behandlung mit 5-Aza-2°-Deoxycytidin und Trichostatin A nachweisbar.
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Des Weiteren ergaben korrelative Analysen, dass eine Promotorhypermethylierung von
CITED4 signifikant mit einem lédngeren Rezidiv-freien Intervall und Gesamtiiberleben von
Patienten mit oligodendroglialen Tumoren assoziiert ist. Zusammenfassen schlieBen wir aus
diesen Ergebnissen, dass das in oligodendroglialen Tumoren mit kombiniertem 1p/19g-
Verlust epigenetisch herunterregulierte CITED4 als neuer prognostischer Marker in dieser
Tumorentitdt anzusehen ist. Ob CITED4 tumorsuppressive Eigenschaften hat, muss in
weitergehenden in vitro und in vivo Untersuchungen funktionell analysiert werden. Ein
Mausmodell mit konstitutivem CITED4 Knock-out wurde hierfiir kiirzlich im Rahmen des
NGFNPrUs Hirntumornetzes generiert und wird derzeit am DKFZ in Heidelberg phinotypisch
charakterisiert.

Ein weiteres aussichtsreiches Kandidatengen, welches das ,,Epitheliale Membran
Protein 3*“ (EMP3) kodiert, wurde ebenfalls im Rahmen der o.g. Analysen (41) identifiziert
und liegt auf 19q13.3. Auch EMP3 wird in oligodendroglialen Tumoren mit kombiniertem
Verlust auf 1p und 19q vermindert exprimiert (44) und soll im Folgenden kurz vorgestellt
werden. Die von uns erhobenen Befunde werden auch durch Ergebnisse einer anderen
Arbeitsgruppe (45) in Neuroblastomen und Astrozytomen unterstiitzt, die als Mechanismus
einer verminderten FEMP3-Expression eine epigenetische Inaktivierung dieses Gens
beschrieben. An einem erweiterten Tumorkollektiv aus 162 Gliomen (22 OII, 36 AOIII, 5
OAIIL, 11 AOAIII, 24 AIl, 25 AAIIL, 30 pGBIV und 9 sGBIV) wurde die
Promotormethylierung von EMP3 mittels Natriumbisulfit-Sequenzierung bestimmt. Von 132
dieser Gliome (28 OII, 33 AOIIL, 5 OAII, 31 AOAIII, 7 All, 15 AAIII und 13 pGBIV) wurde
zusitzlich auch ein Mutationsscreening mittels SSCP-Analyse durchgefiihrt. Von 78 Gliomen
(10 OII, 21 AOIII, 2 OAIL, 8 AOAIIL 9 AIlL, 10 AAIIL, 9 pGBIV und 9 sGBIV) stand
weiterhin mRNA in ausreichender Menge und Qualitit fiir mRNA-Expressionsanalysen zur
Verfiigung.

Die Mutationsanalysen mittels SSCP erbrachte keinen Hinweis auf EMP3-Mutationen
in Gliomen. In der Mehrheit der oligodendroglialen Tumoren fanden wir jedoch eine
Hypermethylierung in der 5°-Region des EMP3-Gens, die signifikant mit einer erniedrigten
mRNA-Expression und Verlusten auf 19q korrelierte. Astrozytome wiesen ebenfalls eine
signifikante Assoziation zwischen reduzierter EMP3 mRNA-Expression und
Promotorhypermethylierung auf, jedoch waren diese Beobachtungen unabhingig vom 19q-

Status. Eine EMP3 Promotorhypermethylierung konnte in iiber 80% der diffusen oder
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anaplastischen Astrozytome und sekunddren Glioblastome gefunden werden. Primire
Glioblastome zeigten dagegen mehrheitlich keine EMP3-Hypermethylierung dafiir aber eine
hiufige EMP3-Uberexpression. Insgesamt scheint £EMP3 somit ein epigenetisch regulierter
Tumorsuppressorgen-Kandidat auf 19q13 in Gliomen zu sein. Dies wird auch durch die
Arbeiten anderer Autoren unterstiitzt, die {iber eine wachstumshemmende Wirkung von EMP3

auf Neuroblastomzellen in vitro berichteten (45).
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Abbildung 8. (A-B) EMP3-Promotorhypermethylierung und mRNA-Expressionsanalyse in
oligodendroglialen Tumoren WHO-Grad II und III. (A) Sequenzbeispiele aus einem Bereich der 5°-
CpG reichen Region von EMP3 nach Natriumbisulfit-Behandlung der DNA. Die obere Sequenz zeigt
den Tumor O22 mit methylierten CpG Positionen (Pfeilspitzen) und darunter den Tumor AO22 und
eine nicht-neoplastische Gehirngewebskontrolle (NB2) ohne Methylierung (Dargestellt ist jeweils die
reverse Sequenz von Chromosom 19, Nukleotide 53520611 bis 53520671, UCSC genome browser,
Mar 2006 (hgl8) assembly). (B) Dot-Plot-Diagramm der EMP3 mRNA-Expression in
oligodendroglialen Tumoren stratifiziert nach dem EMP3 Promotermethylierungsstatus (34 Tumoren
mit und 7 Tumoren ohne EMP3 Hypermethylierung; meth., EMP3 hypermethyliert; non-meth., EMP3
nicht hypermethyliert) sowie nach dem Allelstatus auf 19q (27 Tumoren mit und 13 ohne Allelverluste
auf 19q; LOH = Verlust der Heterozygotie; RET = Retention der Heterozygotie). Die mittlere
Expression (horizontale Linien) in Tumoren mit EMP3 Hypermethylierung bzw. Tumoren mit 19q-
Verlust ist jeweils signifikant niedriger (p = 0,01, Student t-Test). (C-F) Kaplan-Meier Analysen
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hinsichtlich EMP3-Hypermethylierung (C,D) bzw. LOH auf 1p/19q (E,F) und Gesamtiiberleben (OS)
in 21 Patienten mit WHO Grad II bzw. 25 Patient mit WHO Grad III Tumoren (C,E) und einer
Untergruppe von 25 Tumoren mit anaplastischen oligodendroglialen Tumoren (D,F). Es zeigt sich eine
signifikante Assoziation zwischen FEMP3-Hypermethylierung bzw. LOH 1p/19q mit dem
Gesamtiiberleben (OS) in der Gesamtpopulation (C,E), sowie zwischen LOH 1p/19q und OS in der
Subpopulation aus Patienten mit anaplastischen oligodendroglialen Tumoren (F), hingegen nicht in
dieser Subgruppe beziiglich EMP3-Hypermethylierung (D).

SchlieBlich fithrten wir in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Ruthild Weber
am Institut fiir Genetik der Universitit Bonn an einer Subpopulation des eigenen
Patientenkollektivs mit oligodendroglialen Tumoren (27) eine vergleichende Genom-weite
komparative Hybridisierung (CGH) durch, um prognostisch bedeutsame genomische
Aberrationen zu identifizieren (46). Fiir diese Untersuchung standen uns 70 Gliompatienten
mit den folgenden Diagnosen zur Verfiigung: 16 OII, 5 OAII, 22 AOIIl und 27 AOAIIL
Abbildung 9 gibt einen Ubersicht iiber die gefundenen Gewinne und Verluste in dem

untersuchten Patientenkollektiv.
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Abbildung 9. Ubersicht iiber die mittels CGH-Analyse in 70 oligodendroglialen Tumoren gefundenen
chromosomalen Gewinne und Verluste. (A) Ergebnisse in 21 niedriggradigen oligodendroglialen
Tumoren (WHO-Grad II). Durchgezogene Linien: Oligodendrogliome (n=16); gestrichelte Linien:
Oligoastrozytome (n=5). (B) Ergebnisse in 49 anaplastischen oligodendroglialen Tumoren (WHO-
Grad III). Durchgezogene Linien, anaplastische Oligodendrogliome (n=24); gestrichelte Linien,
anaplastische Oligoastrozytome (n=25). Verluste sind auf der linken, Gewinne auf der rechten Seite
der chromosomalen Ideogramme aufgetragen. Hochgradige Amplifikationen sind durch fette Linien
auf der rechten Seite der Ideogramme gekennzeichnet.

Als haufigste Aberrationen fanden sich Verluste auf 19q (64%), 1p (59%), 9p (26%), 4q
(21%), 10q (19%), 18q (17%) und Gewinne auf 7q (24%), 19p (19%), 7p (17%). In der
22



univariaten Analyse erwiesen sich der kombinierte Verlust auf 1p und 19q sowie der Verlust

auf 19q hinsichtlich lingerem Gesamtiiberleben als prognostisch signifikant. Gewinne auf 7,

8q, 19q, 20, sowie Verluste auf 9p, 10, 18q, Xp waren mit einem kiirzeren Uberleben

assoziiert (Abb.10).
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Abbildung 10. Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben in Monaten fiir ausgewéhlte
unbalancierte genomische Aberationen mit signifikant schlechterer Prognose in (A) 21 Patienten mit
niedriggradigen oligodendroglialen Tumoren (WHO-Grad II) und (B-I) in 49 Patienten mit
hochgradigen anaplastischen oligodendroglialen Tumoren (WHO-Grad III). Die in den einzelnen
Abbildungen angegebenen p-Werte beziehen sich auf Ergebnisse von Logrank-Testungen.

Die im Anschluss durchgefiihrte multivariate Analyse identifizierte die nachfolgend

aufgeflihrten Aberrationen als prognostisch ungiinstig:
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Tabelle 2. Ergebnisse der multivariaten Analysen. Aufgefithrt sind die prognostisch ungiinstigen
Faktoren fiir das Gesamtkollektiv (WHO-Grad II und III) sowie fiir die Patienten mit WHO-Grad 111
Gliomen.

Standard

Tumoren Parameter Schatzwert . Odds Ratio  95% CI
abweichung

WHO-Grad 2,074 0,569 7,96 2,61-24,28

WHO-Grad IT+ I 5 oo auf7p 1,813 0,483 6,13 2,38-15,80
(n=70 Patienten)

Verluste auf 9p 0,955 0,391 2,60 1,21-5,59

Gewinne auf 7p 2,328 0,622 10,26 3,03-34,75

WHO-Grad Il 5 e auf8q 1,619 0,622 505  1,38-18,48
(n=49 Patienten)

Verluste auf 18q 1,118 0,458 3,06 1,25-7,50

1: 1p/19q loss,keine unglinstige Aberration (n=16)
2: kein 1p/19 loss, keine unglinstige Aberration (n=8)

100 3: 1p/19q loss, 2 1 unglinstige Aberration (n=11)
4: kein 1p/19q loss, 2 1 unglinstige Aberration (n=14)
""" K
T
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Abbildung 11. Kaplan-Meier-Kurven fiir 49 Patienten mit anaplastischen oligodendroglialen Tumoren
(WHO-Grad 1II) stratifiziert nach den in der Abbildung genannten vier molekular definierten
Subgruppen. Den giinstigsten Verlauf zeigen Patienten, deren Tumoren 1p/19g-Deletionen aber keine
der univariat prognostisch ungiinstigen Alterationen aufweisen (Gruppe 1), wihrend Patienten, deren
Tumoren mindestens eine der prognostisch ungiinstigen Alteration zeigen (Gruppe 3 und 4), eine
deutlich schlechtere Prognose haben, selbst wenn die Tumoren eine 1p/19g-Deletion aufweisen
(Gruppe 3).
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Patienten mit anaplastischen oligodendroglialen Tumoren und einem oder mehreren
prognostisch ungiinstigen genomischen Aberrationen wiesen unabhéngig vom 1p/19g-Status
einen signifikant (p=0,037) ungiinstigeren Verlauf auf (Abb.11). Das Gesamtiiberleben der
einzelnen molekular definierten Gruppen betrug: 107 Monate (Gruppe 1: 1p/19q LOH,

keine prognostisch ungiinstige Aberration), 91 Monate (Gruppe 2: kein 1p/19 LOH, keine
prognostisch ungiinstige Aberration), 36 Monate (Gruppe 3: 1p/19q LOH, > 1 prognostisch
ungiinstige Aberration) und 21,5 Monate (Gruppe 4: kein 1p/19q LOH, > 1 ungiinstige
prognostisch Aberration) (vgl. Abb. 11).

Zusammenfassend konnten wir eine Anzahl von unabhingigen genomischen
Aberrationen identifizieren, die mit einem verkiirzen Gesamtiiberleben in oligodendroglialen
Tumoren assoziiert sind. Wichtig erscheint in diesem Zusammenhang, dass unabhéngig von
1p/19g-Status auch weitere in dieser Arbeit identifizierte molekulare Marker mit prognostisch
unglinstiger Assoziation untersucht werden sollten, um eine umfassendere prognostische

Aussage fiir Patienten mit oligodendroglialen Tumoren machen zu konnen.

Wihrend Cairncross et al. initial noch davon ausgingen, dass oligodendrogliale
Tumoren mit 1p/19g-Verlusten selektiv besser auf PCV-Chemotherapie ansprechen (14)
konnte bald gezeigt werden, dass auch Patienten, die nur mit einer Strahlentherapie behandelt
wurden, ein lingeres Uberleben aufwiesen, wenn sie Tumoren mit diesem molekularen
Marker hatten (47). Dies wurde in drei unabhéngigen, prospektiven Studien (13, 15, 24)
bestitigt. In der RTOG Studie (13) mit 289 Patienten wurden 4 Zyklen PCV als neoadjuvantes
Dosis-intensiviertes Schemata gegeben, wohingegen in der EORTC Studie (15) mit 368
Patienten 6 Zyklen PCV-Chemotherapie nach der Bestrahlung gegeben wurde. Der
Kontrollarm erhielt in beiden Studien lediglich Strahlentherapie. Unabhéngig davon, ob die
Patienten primdr kombiniert behandelt oder nur radiotherapiert wurden, erwies sich der
Verlust von 1p und 19q in beiden Studien als hochsignifikanter prognostischer Marker. Zu
einem dhnlichen Ergebnisse kam auch die NOA-04 Studie der Neuroonkologischen
Arbeitsgemeinschaft (NOA) an 318 Patienten mit anaplastischen Gliomen (WHO-Grad III).
In dieser Studie erhielten die Patienten primér entweder eine alleinige Radiotherapie oder eine
alleinige Chemotherapie (Temozolomid oder PCV). Im Rezidiv wurden die primér
radiotherapierten Patienten dann mit einer Chemotherapie behandelt und vice versa. Auch in

der NOA-04 Studie erwies sich der Verlust von Ip und 19q als Therapie-unabhédngiger
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prognostischer Marker. Zusédtzlich konnte gezeigt werden, dass unabhdngig von der initialen
Behandlung Patienten, deren Tumoren einen methylierten MGMT-Promotor oder eine /DH1
Mutation aufwiesen, signifikant ldnger iiberlebten (24).

Die genannten Ergebnisse konnen allerdings die Frage nicht kldaren, ob 1p/19g-
Verluste einen prognostischen Marker darstellen, der unabhéngig von der Art der Therapie ist,
oder ob es sich um einen priadiktiven Marker handelt, der nur dann mit einem lédngeren
Uberleben assoziiert ist, wenn die Patienten mit einer zytotoxischen Therapie, d.h. Radio-
und/oder Chemotherapie, behandelt werden. Zur Beantwortung dieser Frage wire der
Zeitraum von der 1. Operation bis zum 1. Rezidiv bei Patienten mit und ohne adjuvante
Therapie zu analysieren. Dieser Ansatz birgt allerdings ethische Probleme in sich, da
zumindest bei anaplastischen Gliomen eine adjuvante Radio- oder Chemotherapie als
Standardtherapie gilt, auf die im Regelfall nicht verzichtet werden kann. Auf der anderen
Seite erhalten Patienten mit WHO-Grad II Gliomen in der Regel nach der ersten Resektion
keine adjuvante Therapie, so dass eine prospektive Untersuchung zu dieser Fragestellung
schwierig ist. In einer retrospektiven Untersuchung von Patienten des deutschen
Gliomnetzwerkes (48) zeigten sich keine Unterschiede im Progressions-freien Intervall bei
Patienten mit oligodendroglialen Tumoren mit bzw. ohne kombinierten 1p/19q-Verlust, wenn
keine adjuvante Therapie gegeben wurde. Dies wiirde dafiir sprechen, dass 1p/19g-Verluste
nur dann von prognostischer Bedeutung sind, wenn die Patienten zusétzlich zur Operation
noch eine adjuvante zytotoxische Therapie erhalten, was, wie gesagt, die Standardtherapie bei

Patienten mit anaplastischen Gliomen ist.
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2.3 Bedeutung des MGMT-Gens in Glioblastomen

Der folgende Abschnitt berichtet tiber die Ergebnisse der eigenen Arbeiten, die sich mit der
Bedeutung des MGMT-Gens in Glioblastomen beschiftigen. Insbesondere wird die MGMT-
Promotormethylierung mittels methylierungsspezifischer PCR (MSP), die nach wie vor als
Goldstandard gilt, mit alternativen Analyseverfahren verglichen und die Ergebnisse mit
anderen genetischen Aberrationen und klinischen Parametern im Sinne eines translationalen
Forschungsansatzes korreliert.

Die Resistenz gegeniiber Chemotherapie stellt ein Hauptproblem bei der Behandlung
von Glioblastompatienten dar (vgl. Ubersicht in Kaina et al. (49)). Die O6-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT) ist ein DNA-Reparaturenzym, das Alkyl-Gruppen von der
O6-Position des Guanins entfernen kann. Diese O6-Position des Guanins stellt die am
haufigsten betroffene Position der DNA-Alkylierung durch alkylierende Chemotherapeutika
dar. Die Expression von MGMT schiitzt gesunde Zellen vor karzinogener Alkylierung, aber
sie schiitzt auch Tumorzellen vor alkylierenden Chemotherapeutika. Die Methylierung des
MGMT-Promotors begiinstigt die Bindung von Methyl-CpG-binding-Proteinen wie Methyl-
CpG-binding protein2 (MeCP2) und Methyl-CpG-binding domain protein (MBD2). Dies
fihrt tiber Alterationen der Chromatinstruktur zur Behinderung der Bindung von
Transkriptionsfaktoren und damit zum sogenannten Gensilencing. Die klinische Bedeutung
des epigenetischen MGMT-Silencings wurde erstmals bei Patienten mit anaplastischen
Astrozytomen (WHO-Grad III) und Glioblastomen (WHO-Grad IV) unter Nitrosourea-
Chemotherapie beschrieben, die ein lingeres Uberleben zeigten, wenn sie Tumoren mit einer

MGMT-Promotormethylierung hatten (50).

Fiir Jahrzehnte waren die neurochirurgische Tumorresektion und die postoperative
Strahlentherapie die Eckpunkte der Glioblastomtherapie. Alter, Karnofsky-Performance-Scale
(KPS) und das Resektionsausmall waren anerkannte prognostische Parameter fiir alle
hiufigen Gliomentititen einschlieBlich der Glioblastome. Chemotherapie erwies sich
mehrheitlich als wenig effektiv, bis zur Einfiihrung von Temozolamid. In der EORTC
26981-22981 NCIC CE.3 Studie (51) wurde erstmals im Rahmen einer prospektiven,
randomisierten Phase III-Studie der positive Effekt von Temozolamid in der

Primédrbehandlung von Glioblastompatienten nachgewiesen, d.h. es zeigte sich eine

27



Verlingerung des medianen Uberlebens unter kombinierter Radiochemotherapie mit
Temozolamid im Vergleich zur alleinigen Strahlentherapie von 12,1 Monate auf 14,6 Monate.
Die 2-Jahre Uberlebenszeit stieg unter kombinierter Therapie von 10% auf 26%. In einer
nachfolgenden Arbeit an einem Teilkollektiv dieser Studie wurde dann nachgewiesen, dass
Patienten, deren Tumoren einen methylierten MGMT-Promotor zeigten, einen wesentliche
stirkeren Nutzen von der Temozolamid-Therapie hatten als die Patienten, deren Tumoren
keine MGMT-Promotormethylierung hatten (36). In 45% der untersuchten Glioblastome lief3
sich eine MGMT-Promotorhypermethylierung nachweisen und die entsprechenden Patienten
zeigten ein medianes Uberleben von 21,7 Monaten im Vergleich zu 15,3 Monaten fiir
Patienten mit Tumoren ohne MGMT-Promotormethylierung. Die 2-Jahre Uberlebensrate stieg
von 23% auf 46%. Durch die EORTC 26981-22981 NCIC CE.3 Studie wurde die derzeit
giiltige Standardtherapie des Glioblastoms, bestehend aus Tumorresektion gefolgt von
Radiotherapie mit konkomitanter und adjuvanter Temodal-Behandlung, definiert (51). Der
positive Effekt dieser Therapie insbesondere bei Patienten mit MGMT-methylierten Tumoren
wurde kiirzlich auch im Langzeitverlauf mit Auswertung der 5-Jahre-Uberlebensraten der
Patienten der EORTC 26981-22981 NCIC CE.3 Studie bestitigt (52).

Die Bedeutung des MGMT-Promotormethylierungsstatus in anderen Gliomentitéten
sei hier nur kurz aufgefiihrt. In niedriggradigen Gliomen (WHO-Grad II) ist eine
prognosische Bedeutung nicht hinreichend belegt. Hier gibt es widerspriichliche Ergebnisse
an zumeist sehr kleinen, retrospektiven Patientenkohorten, die teilweise eine prognostisch
giinstige (53), teilweise aber auch eine ungiinstige Rolle nahelegt (vgl. die Ubersichtsarbeit
von Weller et al. (54)). In Patienten mit anaplastischen Gliomen ist die MGMT-
Promotormethylierung ein prognostisch giinstiger Parameter und zwar unabhingig von der
Art der Behandlung, d.h. Radiotherapie, Chemotherapie oder kombinierte
Radiochemotherapie (24, 55).

Einen kritischen und nach wie vor kontrovers diskutierten Sachverhalt stellt die
Technik bzw. Methode dar, mit der im klinischen Alltag der Methylierungsstatus des MGMT-
Promotors bestimmt wird. Als Standard gilt nach wie vor die methylierungsspezifische-PCR-
Analyse (MSP) unter Verwendung eines Primer-Sets, das auf den Arbeiten von Esteller et al.
(1999) bzw. Hegi et al. (2005) basiert (36, 56). Aber auch andere methodische Ansitze wie

die DNA-Pyrosequenzierung, real-time RT-PCR-basierte Expressionsanalysen, Nachweis der

28



Proteinexpression mittels Immunhistochemie oder Western-Blot sowie enzymatische
Aktivititsassays stellen prinzipiell alternative Methoden dar (vgl. die Ubersichtsarbeit von

Weller et al. (54)).

Ziel der nachfolgend vorgestellten eigenen Untersuchungen (57) war es, die MSP als
etabliertes und international akzeptiertes Analyseverfahren mit anderen Methoden auf ihre
Zuverlassigkeit hin zu vergleichen. Neben der MSP wurden die sog. ,,combined bisulfite
restriction analysis®, COBRA, eine ,,primer extension- and denaturing high-performance
liquid chromatography-basierte Methode SIRPH (SNuPE ion pair-reverse phase high-
performance liquid chromatography) und die DNA-Pyrosequenzierung untersucht. Zunichst
wurde mittels Natriumbisulfit-Direktsequenzierung das Methylierungsprofil des MGMT-
Promotors in 22 Glioblastomen und 3 nicht-neoplastischen Gehirngewebsproben bestimmit.
Daran anschliefend wurden die Regionen identifiziert, die am besten zwischen methyliertem
und unmethyliertem MGMT-Promotor diskriminieren konnten. Diese Daten wurden
verwendet um optimale Primer fiir die zu untersuchenden Methoden COBRA, SIRPH und
Pyrosequenzierung herzustellen. Im Anschluss wurden alle 3 Verfahren hinsichtlich
Zuverldssigkeit und Reproduzierbarkeit an den bereits gut charakterisierten Tumorproben
validiert. Dabei zeigte sich die Pyrosequenzierung als beste und sensitivste Methode, die
zusétzlich robust und einfach anzuwenden ist und dariiber hinaus noch quantitative
Ergebnisse im Vergleich zu der nicht-quantitativen MSP-Methode liefert (57).

In einer neueren Arbeit (58), deren Ergebnisse weiter unten noch ausfiihrlicher
besprochen werden, konnten wir zeigen, dass die MSP und Pyrosequenzierung konkordante
Ergebnisse liefern. Dunn et al. (59) berichtete, dass abhidngig vom Ausmal} der MGMT-
Promotormethylierung eine Assoziation zur Prognose besteht, wenn mehr als 29% methylierte
Allele vorliegen. Als cut-off fiir den Nachweis einer MGMT-Promoter-Methylierung wurde in
dieser Arbeit ein Wert von 9% methylierter Allele vorgeschlagen, was gut zu dem in den
eigenen Untersuchungen verwendeten Schwellenwert von 8% passt (58). Neben der Frage des
besten Schwellenwertes muss nach wie vor auch die Frage, welche Region des MGMT-
Promotors den tatsdchlich hochsten pradiktiven bzw. prognostischen Stellenwert hat, in
weiterfithrenden Studien genauer untersucht werden.

Eine weitere wichtige Fragestellung betrifft die Moglichkeit der Durchfiihrung von

MGMT-Promotormethylierungsanalysen an sehr kleinen Gewebeproben sowie das Problem
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der potentiellen regionalen Heterogenitit der MGMT-Promotormethylierung in malignen
Gliomen. In der Neuroonkologie werden vermehrt mittels stereotaktisch gefiihrter Navigation
kleine Gewebeproben von maximal 1 mm?® zur Diagnosesicherung und weiteren
Therapieplanung entnommen, die unter der Voraussetzung von reprdsentativ entnommenen
Gewebeproben in der Regel eine zuverldssige histologische Diagnose ermoglichen. Inwieweit
die MGMT-Promotormethylierung und die Protein-Expression in solchen kleinen seriell
entnommen Gewebeproben variiert und ob beide Analyseverfahren miteinander korrelieren,
wurde in einer gemeinsamen Arbeit mit Kollegen der Neurochurgischen Klinik und des
Instituts fiir Neuropathologie der Ludwig Maximilians-Universitdt Miinchen im Rahmen des
Deutschen Gliomnetzwerkes untersucht (60). Hierzu wurden von 25 Patienten mit malignen
Gliomen (16 pGBIV, 4 primdre AAIIL, 2 sGBIV, 3 sekundidre AAIII) zwischen 2 und 4
Biopsieproben von unterschiedlichen Tumorregionen untersucht. Der MGMT-
Promotormethylierungsstatus wurde an insgesamt 69 Gewebeproben mittels MSP (56) und
Natriumbisulfit-Sequenzierung (30) bestimmt. Beide Analyseverfahren zeigten eine 100%ige
Konkordanz. Die MGMT-Promotormethylierungsrate betrug in den primédren Gliomen 30%
und in den sekunddren Gliomen 80%. Innerhalb der untersuchten Tumorproben eines
Patienten waren bei 24 Patienten iibereinstimmende Ergebnisse zu detektieren. Nur in einem
Patienten ergaben sich diskordante Befunde zwischen unterschiedlichen Proben, die auf ein
durch Gewebsnekrosen verursachtes falsch negatives Ergebnis in einer Probe erkldrt werden
konnten. Zur Bestimmung der MGMT-Proteinexpression mittels Immunhistochemie (30)
standen von 13 Tumoren geeignete stereotaktischen Gewebeproben zur Verfiigung. Die
einzelnen Proben eines Patienten zeigten jeweils gleiche bzw. anndhrend gleiche
Expressionlevels, wobei eine Korrelation mit dem MGMT-Promotormethylierungsstatus nicht

nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 12. Beispielhafte Darstellung der Ergebnisse von jeweils 3 Proben von 2
Glioblastompatienten (Links: Pat-ID: 7 ohne MGMT-Promotorhypermethylierung und rechts Pat.-ID:
6 mit MGMT-Promotorhypermethylierung). Die oberen Abbildungen zeigen die Ergebnisse der MSP,
wobei das 93 bp-Fragment das unmethylierte und das 89bp-Fragment die methylierten PCR-Produkte
darstellen. Die Zahlenangaben oberhalb der Banden geben die Lokalisation der Stereotaxieproben
relativ zum Zielpunkt in mm an. In allen 3 Proben von Patent 7 ist ein unmethyliertes PCR-Produkt
nachweisbar, wohingegen das methylierte PCR-Produkt nur rechts in Proben von Patient 6
nachweisbar ist. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der MSP sind im unteren Bereich der
Abbildung die Ergebnisse der Natriumbisulfit-Sequenzierung dargestellt. Die Nummern links
kennzeichnen die einzelnen sequenzierten CpG-Dinukleotide.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse dieser Untersuchungen somit dafiir, dass die
Verteilung der MGMT-Promotormethylierung innerhalb eines Tumors homogen ist und somit
die Bestimmung des MGMT-Promotormethylierungsstatus in kleinen stereotaktisch
gewonnenen Gewebeproben als reprédsentativ angesehen werden kann. Die
immunhistochemische Bestimmung der MGMT-Proteinexpression erscheint dagegen als

Biomarker fiir die Routinediagnostik weniger geeignet (60). Dieser Befund bestétigte sich
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auch in einer anderen Arbeit (61), deren dezidiertes Ziel es war, die Aussagekraft der
immunhistochemischen MGMT-Bestimmung im Detail zu tberpriifen. Hierzu wurde an
einem Subkollektiv von 164 Glioblastompatienten der EORTC 26981-22981/NCIC CE.3-
Studie (36) ein Gewebemikroarray (TMA) angefertigt, um die Zuverldssigkeit der
immunhistochemischen MGMT-Bestimmung zu untersuchen. Dazu wurden in unserem
Institut diese TMAs mit zwei kommerziell erhéltlichen Antikérpern (Klon MT3.1 und
MT23.2) gefarbt. Die immunhistochemischen Befunde wurden semiquantitativ durch 4
Neuropathologen aus 3 Instituten nach standardisierten Kriterien jeweils in einem Abstand

von 3 bis 6 Wochen zweimal ausgewertet.

m
M

i - s b3y F I fa - 8 \ . .
. i ’ ’ . - 1% v Py »

. g . 1 o1 f b F R R = . oldfh s 2 £

Vhaadlm 3 BT g e : o oy 0L G ) 3 ] 4 'y 4 i

W S e Ll e S e eI KRRt or

Abbildung 13. Immunhistochemische Ergebnisse mit 2 unterschiedlichen Antikérpern gegen MGMT.
(A-D) Abbildung einer Probe des TMA. Klon MT3.1 (A,C) und Klon MT23.2 (B,D); Beide
Antikorper zeigen in der Mehrheit eine nukledre Positivitit der Tumorzellkerne. (E-H) Abbildung
einer anderen Probe des TMA. Klon MT3.1 (E,G) und Klon MT23.2 (F,H); Beide Antikorper zeigen
eine nukledre Positivitdt in einer Minderheit der Tumorzellkerne. Vergroferung: x10 (A,B,E,F) und
x40 Vergrofierung (C,D,G,H).

Die individuelle Ubereinstimmung aus den einzelnen Auswertung der jeweiligen
Untersucher zeigte eine sehr hohe Reproduzierbarkeit. Allerdings fand sich eine deutliche
Variation zwischen den einzelnen Untersuchern. Die immunhistochemisch bestimmte
MGMT-Expression unabhingig von dem verwendeten Antikorper zeigte keine signifikante
Korrelation mit dem MGMT-Promotormethylierungsstatus und auch keine Assoziation mit
dem Uberleben, so dass aus unserer Untersuchung der Schluss gezogen werden muss, dass die

immunhistochemische Bestimmung von MGMT nicht als klinischer Biomarker in die
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Routinediagnostik von Gliomen zu verwenden ist, wie sich dies auch schon in der zuvor

dargestellten Arbeit (60) abgezeichnet hatte.

Wie bereits vorher ausgefiihrt, hat sich der MGMT-Promotormethylierungstatus als

bedeutender molekulare Marker hinsichtlich Prognose und Ansprechen auf alkylierende
Chemotherapie bei Patienten mit einem Glioblastom etabliert. Der mogliche Zusammenhang
dieses Markers zu anderen bekannten molekularen Markern und deren klinische Signifikanz
war dagegen noch weitgehend unbekannt, und wurde daher eingehend von uns untersucht
(62). In einer Kohorte von 67 Patienten mit neu diagnostizierten primédren Glioblastomen
(WHO-Grad IV), die alle standardisiert nach der Tumorresektion eine Strahlentherapie und
adjuvante Chemotherapie mit Temozolamid erhielten, wurden hierfiir folgende molekulare
Parameter bestimmt:
MGMT-Promotormethylierung mittels MSP, MGMT mRNA-Expression mittels real-time-RT-
PCR und MGMT Protein-Expression mittels Immunhistochemie. Des Weiteren wurden 7
bekannte MGMT-Polymorphismen untersucht, da es in der Literatur Hinweise gab, dass
einige Polymorphismen mit einem erhohten Tumorrisiko, u.a. in Gliomen (63) sowie mit der
MGMT-Promotormethylierung in kolorektalen Karzinomen (64) assoziiert sind. Inwieweit
diese Beobachtungen auch fiir das Therapieansprechen und die Prognose von Glioblastomen
von Relevanz sind, wurde bislang nicht untersucht und stellt in der hier vorgestellten Arbeit
ein wesentliches Novum dar. Zusétzlich wurden weitere bekannte genetische Alteration,
darunter Amplifikationen der Gene EGFR, PDGFRA, CDK4 und MDM?2, TP53-Mutationen
sowie Allelverluste auf den Chromosomen-Armen 1p, 10q und 19q bestimmt.

Zunichst wurde untersucht, inwieweit die Gewebeautbereitung fiir die Ergebnisse der
MGMT MSP-Analyse von Bedeutung ist. Hierfiir wurde von mehrere Patienten, von denen
sowohl bei -80°C tiefgefrorenes Tumorgewebe als auch Formalin-fixiertes und Paraffin-
eingebettetes Tumorgewebe der gleichen Operation verfiigbar war, eine MSP mit der jeweils
aus den beiden unterschiedlichen Proben extrahierten DNA durchgefiithrt. Wie in Abb. 14
dargestellt, ist es mit der MSP moglich, vergleichbare Ergebnisse sowohl mit aus Paraffin-
Material als auch aus Frischgewebe isolierter DNA zu erzielen, so dass der routinemissigen

Verwendung von DNA aus Paraffinmaterial nichts entgegen spricht.
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Abbildung 14. MSP-Ergebnisse von 3 unterschiedlichen Glioblastomen (GB949, GB911 und GB961)
jeweils durchgefiihrt mit extrahierter DNA aus Frischgewebe (Kryo) und Paraffin-eingebettetem
Gewebe (Paraffin). Unabhéngig von der verwendeten DNA zeigen alle Proben identische Ergebnisse.
M, PCR mit Primern fiir die methylierte MGMT-Promotorsequenz; U, PCR mit Primern fiir die nicht-
methylierte MGMT-Promotorsequenz. B, Negativ-Kontrolle mit DNA aus Blutleukozyten; A172,
DNA der Gliomzelllinie A172 als Positivkontrolle fiir die MGMT Promotmethylierung.

Wie weiter oben bereits ausgefiihrt wurde, ergaben eigene Untersuchungen, dass die
immunhistochemische Bestimmung der MGMT-Expression nicht mit dem MGMT
Promotormethylierungsstatus korreliert und keine zuverlidssige bzw. prognostisch bedeutsame
Aussagen in Gliomen erlaubt (60, 61). Eine mégliche Ursache fiir die fehlende Korrelation
von Immunhistochemie und MSP stellt dabei die Kontamination des Tumorgewebes u.a.
durch Mikrogliazellen dar. Wir haben daher erstmals systematisch diese Kontamination
mittels ergdnzend durchgefiihrter immunhistochemischer Farbung gegen CD68, einem
Marker fiir Mikroglia und Makrophagen, beriicksichtigt und die Fraktion CD68-gefdrbter
Zellen mit dem Anteil der MGMT-positiven Zellen verglichen und so versucht, die
Wahrscheinlichkeit von durch Mikrogliakontamination bedingten, falsch positiven

immunhistochemischen Ergebnissen zu reduzieren.
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Abbildung 15. (A-D) Reprisentative Aufnahmen zur Illustration der semiquantitativen Auswertung
der immunhistochemischen Untersuchungen zur Expression des MGMT-Proteins in Glioblastomen. A,
Glioblastom ohne positive Tumorzellen (GB973). Lediglich die GefidBBendothelien, als interne positiv-
Kontrolle sind markiert. B, Glioblastom mit weniger als 10% positiven Tumorzellen (GB958). C,
Glioblastom mit 10-50% positiven Tumorzellen (GB10E). D, Glioblastom mit mehr als 50% positiven
Tumorzellen (GB875). Es wurden nur Zellen mit Kernanfirbung als positiv gewertet. (E-F)
Immunhistochemische Farbungen fiir MGMT und CD68 auf entsprechenden Schnittstufen eines
Glioblastoms (GB946) mit nachgewiesener MGMT-Promotormethylierung in der MSP. Die meisten
MGMT-positiven Zellen (E) entsprechen einer dichten Infiltration aus CD68-positiven
Mikrogliazellen (F). Alle Schnitte wurden mit Himalaun gegengeférbt. (urspriingliche mikroskopische
Vergroflerungen: A-D, 400x, E-F, 200x)

Auch nach Korrektur der CD68-positiven Mikrogliazellen erbrachte die
immunhistochemische MGMT-Bestimmung allerdings keine signifikante Assoziationen mit
den Ergebnissen der MSP-Analysen (s. Abb.15 E und F) und dem Gesamtiiberleben der
Patienten. Allerdings konnte in MGMT Promotormethylierten Glioblastomen eine signifikant
niedrigere MGMT mRNA-Expression nachgewiesen werden als in unmethylierten
Glioblastomen, wobei in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in der Arbeit von Preusser et
al. (65) weder die immunhistochemische MGMT-Bestimmung, noch die MGMT mRNA-
Bestimmung geeignet erscheint, die MSP als Methode der Wahl in der molekularen

Diagnostik von Gliomen zu ersetzen. Die nachfolgende Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber
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die Ergebnisse der an der eigenen Kohorte von 66 Glioblastompatienten erzielten

molekularen Ergebnisse.

Tabelle 3. Zusammenfassung der molekularen und immunhistochemischen Ergebnisse und deren
Bedeutung fiir das Progressions-freie Uberleben (PFS) und das Gesamtiiberleben (OS) von
Glioblastompatienten. n.d., nicht durchgefiihrt; *, p-Wert bestimmt mittels log-rank Test,
Signifikanzniveau: p < 0,05; ** MGMT- Proteinexpression ohne Korrektur der
Mikrogliakontamination; ***, MGMT-Proteinexpression mit Korrektur der CD68-positiven
Mikrogliakontamination; fett, signifikante Werte.

|Molekulare Parameter Anzahl Prozent p-Wert*
Patienten PFS OS

[MGMT Promotormethylierung (MSP) 26/66 39 % 0,0001 4
[Verminderte MGMT mRNA Expression 9/23 39 % 0,023 0,093
MGMT Protein Expression™** > 50% 11/61 17 % 0,975 0,893

10-50% 20/61 36 %

<10% 16/61 24 %

negativ 14/61 22 %
MGMT Protein Expression™** > 50% 7/58 12 % 0,517 0,456

10-50% 11/58 19 %

<10% 20/58 34 %

negativ 20/58 34 %
MGMT ¢.-56C>T Polymorphismus 6/61 10 % 0,332 0,866
IMGMT ¢.159C>T Polymorphismus 14/65 22 % 0,524 0,828
IMGMT c.195G>C Polymorphismus 0/65 0 % n.d. n.d.
MGMT ¢.250C>T Polymorphismus 14/65 22 % 0,524 0,828
IMGMT ¢.427A>G Polymorphismus 3/62 5% 0,684 0,045
IMGMT c.478G>A Polymorphismus 0/62 0 % n.d. n.d.
(MGMT ¢.533A>G Polymorphismus 3/62 5 % 0,684 0,045
CDK4 Amplifikation 7/64 11 % 0,349 0,746
IMD M2 Amplifikation 5/65 8 % 0,172 0,493
[PDGFRA Amplifikation 1/65 2% n.d. n.d.
EGFR Amplifikation 26/66 39 % 0,522 0,90
TP53 Mutation 13/65 20 % 0,061 0,397
LOH auf Ip 4/45 9 % 0,697 0,032
LOH auf 19q 8/45 18 % 0,187 0,918
LOH auf 1p und 19q 1/45 2 % 0,902 0,211
LOH auf 10q 31/44 70 % 0,434 0,513

Mit einer Methylierungsrate des MGMT-Promotors von 39% liegen unsere Ergebnisse
in dem zu erwartenden Rahmen, der je nach Studie zwischen 30 und 60% angegeben wird

(54). Das MGMT-Gen enthélt mehrere Einzelnukleotikpolymorphismen (SNPs), z.B. die
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¢.-56C>T Variante in Exon 1, die ¢.159C>T, ¢.195G>T und ¢.250C>T Varianten in Exon 3
sowie die ¢.427A>G, ¢.478G>A und c.533A>G Varianten in Exon 5. Von einigen dieser SNPs
sind Effekte auf die MGMT-Aktivitit beschrieben (66). Einige Autoren (67, 68) fanden fiir
die ¢.427A>G and c¢.533A>G Polymorphismen eine Assoziation mit einem erhohte
Tumorrisiko, wihrend andere Autoren (69, 70) eine solche Assoziation nicht nachweisen
konnten. In unserer Serie waren die c.427A>G und c.533A>G SNPs in 5% der Patienten
nachweisbar. Diese Frequenz liegt unter der von anderen Autoren beobachteten Frequenz von
11% bis 28% in einer kaukasischen Population (68). Obwohl wir Hinweise fiir ein kiirzeres
Gesamtiiberleben (OS) in Glioblastompatienten mit der ¢.533A>G Variante fanden, sind diese
Daten aufgrund der geringen Fallzahl zuriickhaltend zu interpretieren.

Die Publikation von Ogino et al. (64) berichtete, dass in kolorektalen Karzinomen der
c.-56C>T SNP mit einer MGMT-Promotormethylierung und einem Verlust der MGMT-
Proteinexpression assoziiert ist. Diese Beobachtung konnten wir in unserer Gruppe von
Glioblastompatienten nicht bestéitigen. Interessanter Weise ist die ¢.478G>A Variante mit
einer Resistenz gegeniiber O6-Benzylguanin, einem pharmakologischen Inhibitor von
MGMT assoziiert (67). Diese Beobachtung ist von klinischem Interesse, da die additive
Behandlung mit O6-Benzylguanin bereits klinisch erprobt wird, um die Sensitivitdt von
Glioblastomen gegeniiber Temozolamid zu erh6éhen (71). In unserer Serie konnten wir diesen
SNP allerdings nicht nachweisen, so dass insgesamt die Haufigkeit dieser Variante in
Glioblastompatienten sehr niedrig ist und damit deren klinische Relevanz eher gering sein

diirfte.

Die tibrigen in der eigenen Arbeit untersuchten molekularen Parameter (Amplifikation
von EGFR, PDGFR, CDK4 und MDM?2, Mutation von 7P53, LOH auf 1p, 10q und 19q)
erbrachten abgesehen von einem prognostisch ungiinstigen Verlauf von Tumoren mit
Allelverlusten auf 1p, wie auch von Boulay et al. (72) berichtet, keine signifikante
Assoziation zum TTP bzw. OS (Tabelle 3), wie dies auch in der gréeren prospektiven Studie

an Patienten des Deutschen Gliomentzwerkes beobachtet wurde (23).

In Ubereinstimmung mit der Literatur zeigten die in der eigenen Arbeit untersuchten
Glioblastompatienten ein signifikant langeres Gesamtiiberleben, wenn eine Methylierung des

MGMT-Promotors nachweisbar war. In einer multivariaten Analyse erwiesen sich die MGMT-
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Promotormethylierung und die nahezu-vollstindige Tumorresektion (NCR) als die

bedeutsamsten unabhingigen prognostischen Faktoren (Abb.16).
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Abbildung 16. Uberlebensanalyse der untersuchten Glioblastompatienten stratifiziert nach dem
MGMT-Promotormethylierungsstatus und dem ResektionsausmalBl fiir das Progressions-freie
Uberleben (A) und das Gesamtiiberleben (B). Die vier Patientengruppen setzen sich wie folgt
zusammen: 1, MGMT-Promotor methyliert und fast-vollsténdige Tumorresektion (MGMT meth. /
NCR); 2, MGMT-Promotor methyliert und unvollsténdige Tumorresektion (MGMT meth. / no NCR);
3, MGMT-Promotor unmethyliert und fast-vollstindige Resektion (MGMT unmeth. / NCR); 4,
MGMT-Promotor unmethyliert und unvollstindige Resektion (MGMT unmeth. / no NCR). Patienten
der Gruppe 1 haben im Vergleich zu den anderen Gruppen die beste Prognose, Patienten der Gruppe 4
die ungtinstigste Prognose, wihrend die Gruppen 2 und 3 anndhernd gleiche Verldufe der Kaplan-
Meier-Kurven aufweisen.

In dem nachfolgend vorgestellten Projekt (58) wurde untersucht, ob sich in
Glioblastomrezidiven der MGMT-Promotormethylierungsstatus und die Poteinexpression von
MGMT verdndert, da bekanntermalen Glioblastome mit MGMT-Promotormethylierung gut
auf eine Chemotherapie mit Temozolamid ansprechen, im Regelfall aber dennoch
rezidivieren. Bislang gab es zu dieser Fragestellung nur kleinere, widerspriichliche Serien
(Ubersicht in Weller et al. (54)). Zu diesem Zweck wurde in der eigenen Arbeit eine
retrospektive Kohorte aus 80 Glioblastompatienten untersucht, von denen sowohl
Gewebeproben des jeweiligen Primirtumors als auch eines zugehorigen Rezidivtumors nach
Radio- oder Radiochemotherapie zur Verfiigung standen. Neben der MSP-Analyse zur
Bestimmung des MGMT-Promotormethylierungsstatus wurde an Tumorproben von 48
Patienten der Methylierungsstatus des MGMT-Promotors mittels Pyrosequenzierung sowie in

Tumorproben von 43 Patienten die MGMT-Proteinexpression bestimmt.
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Die nachfolgende Abbildung 17 gibt einen Uberblick iiber die in den eigenen Analysen
verwendeten Primerkombinationen im Vergleich zu den von Hegi et al. (36) verwendeten

Primern.

tCGttttCGCGLttC CGCGtttt
taga{COREEEGEGEEECEACGL tCGt gt t tECECayt o
CGtatCGtttgCGatttggtgagtgtttgggtCGLLLCGLL
ttCGgaagagtg€GgagttttttttCGggaCGgtggtagtt
tCGagtggttttgtaggCetttttatttCGtCGLCGggtgt
ggggtCGttttgatttttatttatttCGggCGagttttagg
tgCGttttaagtgttttttaggtgttgtttagttttttttC

EOEEEEEEEEE - L0t gCGL Lgtagtgat Lt

Abbildung 17. Schematische Darstellung eines Teils der MGMT-Promotorsequenz. Dargestellt ist die
modifizierte methylierte Sequenz nach Natriumbisulfit-Behandlung der DNA. Farbig hervorgehoben
sind die unterschiedlichen Primersets aus der EORTC/NCIC 26981-22981/CE.3 Studie bzw. der
aktuellen Arbeit. Hegi et al. (36) verwendeten einen zweistufigen (nested) PCR-Ansatz mit Primern,
die initial von Palmisano et al. (73) beschrieben wurde (rot, erster Amplifikationsschritt; gelb, Primer
fiir die nested-PCR-Amplifikation, die spezifisch die methylierte Sequenz detektiert). Die Position der
in den eigenen Untersuchungen eingesetzten MSP-Primer sind mit Blau hinterlegt (iiberlappende
Sequenzabschnitte der blauen und gelben Primer sind mit Griin hinterlegt). Die von uns mittels DNA-
Pyrosequenzierung analysierte Sequenz ist mit einem schwarzen Rahmen gekennzeichnet.

Mittels MSP-Analyse war eine MGMT-Promotormethylierung in den Primirtumoren
von 28 Patienten nachweisbar, 3 Patienten zeigten eine grenzwertige bzw. schwache
Methylierung und bei 49 Patienten hatten die Tumoren keine MGMT-Promotormethylierung.
In 71 Patienten (89%) war im Rezidiv keine Anderung des MGMT-Promotorstatus
nachweisbar. MSP-Analyse und DNA-Pyrosequenzierung zeigten konkordante Resultate
(Abb.18 und Tabelle 4).
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Abbildung 18. Beispicle der MGMT-Promotormethylierungsanalysen mittels MSP (A) und DNA-
Pyrosequenzierung (B) an DNA-Proben aus den Primidrtumoren (PT) und korrespondierenden
Rezidivtumoren (RT) von vier ausgewéhlten Patienten (Pat. 66, 72, 79 und 80). DNA aus peripheren
Blut-Leukozyten (Blut) und der Gliomzelllinie A172 dienten als Negativ- bzw. Positivkontrolle.
Patient 80 weist sowohl im PT als auch im RT keine MGMT-Promotormethylierung (UM) auf. Patient
66 zeigt eine schwache MGMT-Promotormethylierung im PT aber eine deutliche Methylierung (M) im
RT. Im Gegensatz dazu zeigt Patient 72 eine MGMT-Promotormethylierung im PT, dagegen aber keine
MGMT-Promotormethylierung im RT. Patient 79 zeigt sowohl im PT als auch im RT eine MGMT-
Promotormethylierung (M). Die gemittelte methylierte Allelfrequenz in der Pyrosequenzierung ist in
der rechten Ecke eines jeden Pyrogramms aufgetragen. Bei einer methylierten Allelfrequenz von < 8%
fiir unmethylierte Tumoren und > 12% fiir methylierte Tumoren zeigt sich fiir beide Methoden eine
100%-ige Ubereinstimmung.

In Ubereinstimmung mit den bereits vorgestellten Arbeiten (18, 60, 65) war auch in der
Primidr- versus Rezidivglioblastomstudie keine Assoziation zwischen MGMT-
Promotormethylierung und immunhistochemischer Proteinexpression nachweisbar. Dagegen
bestitigt sich die positive Assoziation der MGMT-Promotormethylierung mit einem ldangeren
Progressions-freien Intervall und dem Gesamtiiberleben (Abb. 19). Erstmals konnte in dieser
Studie gezeigt werden, dass die Patienten, deren Tumor einen methylierten MGMT-Promotor
aufweist, auch nach dem Rezidiv noch von einer alkylierenden Chemotherapie profitieren

(Abb. 19E).
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Abbildung 19. Kaplan-Meier-Kurven von 64 Glioblastompatienten, die mit Bestrahlung und
Temozolamid-Therapie nach der 1. Operation behandelt wurden. Gezeigt sind die Kurven fiir das (A)
Progressions-freie Intervall (PFS), (B) Gesamtiiberleben (OS) und (C) Uberleben nach dem Rezidiv
(PRS), jeweils stratifiziert nach dem MGMT-Promotormethylierungsstatus bestimmt am jeweiligen
Primértumor. (D) PRS stratifiziert nach Rezidivtherapie (mit oder ohne alkylierende Chemotherapie).
(E) Stratifizierung nach MGMT-Promotorstatus und Rezidivtherapie.
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Tabelle 4. Zusammenfassung der Ergebnisse der MGMT-Promotormethylierungsanalysen mittels
methylierungsspezifischer-PCR (MSP) und DNA-Pyrosequenzierung (PSQ) sowie der
immunhistochemischen Ergebnisse (IRS, immunoreactivity score) in Primér- und
Rezidivglioblastomen.

MGMT-Promotorstatus im Rezidivtumor
MSP
nicht schwach .
methyliert methyliert methyliert total
nicht methyliert 48 1 0 49
MSP schwach me'thyllert 1 1 1 3
methyliert 5 1 22 28
total 54 3 23 80
PSQ
0 3 (1) 1
MGMT- , . < 8%methylierte Allele  >8% methylierte Allele | total
Promotor- < 8% methylierte 28 0 28
status PSQ Allele
im >8% Xlltletilylierte 5 15 20
Primér- ee
tumor total 33 15 48
IRS
0 1 2 3 total
0 1 0 0 0 1
L) 1 2 13 6 4 25
2 1 8 2 3 14
total 4 21 8 7 40

In einer Reihe von Studien haben sich Hinweise ergeben, dass Verdnderungen in den DNA
Mismatch-Repair (MMR)-Genen in der Resistenzentwicklung von Temozolamid und der
Progression von Glioblastomen involviert sind (74-78) Die Entwicklung des sog.
Hypermutations-Phénotyps mit Ausbildung einer Defizienz fiir die MMR-Funktion wird auch
in Zusammenhang mit der Temozolamid-Therapie bei Patienten mit MGMT-
Promotormethylierung diskutiert (79). Zusitzlich zeigen in vivo und in vitro Studien, dass
MSH6-Mutationen im Rahmen einer Temozolamid-Therapie fiir die Resistenzentwicklung
gegeniiber diesem Chemotherapeutikum mitverantwortlich sein kénnten (78). Andererseits

scheint es dadurch nicht zu einer Mikrosatelliten-Instabilitdt zu kommen (80).
AuBler durch Punktmutationen kénnen MMR-Gene auch epigenetisch durch eine aberrante

Promotormethylierung inaktiviert werden. Einige Hinweise darauf liefern Arbeiten, die tiber

eine MLHI-Promotormethylierung in Gliomen berichteten (81-83).
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Um der Frage nach einer moglichen Promotormethylierung und/oder einem Verlust der
Proteinexpression von MMR-Genen unter Temozolamidtherapie von Gliomen nachzugehen,
haben wir Primédr- und Rezidivtumoren von 48 Glioblastompatienten auf
Promotormethylierung der Gene MLHI, MSH2, MSH6, und PMS2 hin mittels
Pyrosequenzierung untersucht. Fiir die Gene MLHI und MSH2 wurden zusitzlich
Promotormethylierungsanalysen mittels MSP durchgefiihrt. Die Expression aller vier MMR-
Proteinen wurde zudem immunhistochemisch an Paraffinschnitten von Primér- und
Rezidivglioblastomen von insgesamt 43 Patienten bestimmt.

Weder in der Pyrosequenzierung noch in der MSP-Analyse fand sich eine
Promotormethylierung in einem der vier MMR-Gene in den von uns untersuchten Primér-
und Rezidivglioblastomen. Dies spricht dafiir, dass eine epigenetische Regulation dieser Gene
tiber eine verdnderte Promotormethylierung keine wesentliche Rolle in Glioblastomen spielt.
Bei den immunhistochemischen Analysen fand sich hingegen oftmals eine Abnahme der
Expression eines oder mehrerer der untersuchten MMR-Proteine vom Primdr- zum
Rezidivtumor. Abbildung 20 zeigt exemplarisch einige Tumoren mit reduzierter MMR-
Proteinexpression im Rezidivtumor im Vergleich zum jeweiligen Primértumor. Die
molekularen Mechanismen, die der Reduktion der MMR-Proteinexpression in
Rezidivglioblastomen zu Grunde liegen, sind bislang noch unbekannt. Die eigenen Ergebnisse
sprechen dagegen, dass eine aberrante Promotormethylierung urséchlich fiir die verminderte
Proteinexpression im Rezidiv ist. In diesem Zusammenhang zeigt eine von Papait et al. (83)
veroffentlichte Untersuchung einen potentiellen Alternativmechanismus auf. Die Autoren
fanden Hinweise dafiir, dass unter Therapie mit Temozolamid und Carmustin eine
ausgeprigte Heterochromatinreorganisation stattfindet, wobei der Gehalt an acetyliertem
Histone H3 abnimmt und trimethyliertes Lysin auf Position 9 von Histon H3 zunimmt. Des
Weiteren fanden sich hohere gebundene Mengen von MeCP2 und HPlalpha am Chromatin.
Diese Befunde sprechen somit fiir eine Beeinflussung des Histoncodes durch Temozolomid,
die moglicherweise zu einer verminderten Transkription und Expression verschiedener Gene
fihren konnte. Die Bestdtigung dieser Hypothese bedarf aber noch weiterfiihrender

experimenteller Untersuchungen.
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Abbildung 20. Beispiele der immunhistochemischen Férbeergebnisse fiir einzelne MMR-Gene in

Primér- und zugehorigen Rezidivtumoren von Glioblastompatienten. A-B) MLH1 (Patient 53); C-D)
MSH?2 (Patient 53); E-F) MSHG6 (Patient 47); G-H) PMS2 (Patient 30). Dargestellt sind Beispiele von
Patienten mit reduzierter Proteinexpression im Rezidivtumor (B,D,F,H) im Vergleich zum
zugehorigen Primirtumor (A,C,E,G). Die positive nukledre Immunreaktivitét ist durch die braune
Farbe des Chromogens 3’3-Diaminobenzidin gegeben. Alle Schnitte sind mit Hdmalaun gegengefirbt
(urspriingliche mikroskopische VergroBerung: 400x).

Hinsichlich der klinischen Bedeutung der eigenen Ergebnisse an Primér- und
Rezidivglioblastomen (58) lédsst sich festhalten, dass der Methylierungsstatus des MGMT-
Promoters unter adjuvanter Therapie in Glioblastomen i.d.R. unverdndert bleibt, so dass
Mehrfachbestimmungen in Rezidivtumoren nicht unbedingt notwendig sind. Des Weiteren ist

der Befund von Bedeutung, dass der Nachweis einer MGMT-Promotormethylierung im
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Primédrtumor auch noch von Bedeutung hinsichtlich der Prognose nach alkylierender
Chemotherapie in der Rezidivbehandlung ist (Abb.19E).

Hinsichtlich des klinischen Stellenwerts des MGMT-Promotormethylierungsstatus
kann festgehalten werden, dass die MGMT-Promotormethylierung bislang der einzige
pradiktive Marker fiir das Ansprechen von Glioblastomen auf eine Chemotherapie mit
alkylierenden Medikamenten ist (84). In anaplastischen Gliomen kommt der MGMT-
Promotormethylierung eine prognostische Relevanz zu, die unabhédngig von der Art der
adjuvanten Therapie ist, was in mehreren unabhingigen Studien nachgewiesen wurde (54).
Die Frage warum Patienten mit anaplastischen Gliomen und MGMT-Promotormethylierung
einen gilinstigeren Verlauf auch bei alleiniger Strahlentherapie zeigen, ist bislang noch nicht
geklart. Bislang gibt es zumindest keine Hinweise dafiir, dass MGMT auch Strahlen-
induzierte DNA-Schidden reparieren kann. Es ist somit zu dikutieren, ob die MGMT-
Promotormethylierung u.U. nur ein Marker fiir andere genetische oder epigenetische
Verdnderungen darstellt, welche das Ansprechen auf Strahlentherapie modulieren konnen.
Hier sei kurz die Assoziation zwischen MGMT-Promotormethylierung, 1p/19g-Deletion und
IDH]-Mutation genannt. Nach neueren Untersuchungen zeigen z.B. Gliome mit /DHI-
Mutation hdufig einen sogenannten ,,Glioma-CpG island methylator phenotype* (G-CIMP)
(39), so dass moglicherweise in diesen Tumoren Radiotherapieresistenzgene epigenetisch
inaktiviert sind. Die Uberpriifung dieser Hypothese bedarf allerdings noch weitergehender
experimenteller Arbeiten.

Wenn auch von der pradiktiven und prognostischen Information des MGMT-
Promotormethylierungsstatus hiufig keine individuellen Therapieentscheidungen abhéngen,
wird dieser molekulare Marker derzeit bereits zur Stratifizierung von Glioblastompatienten in
unterschiedliche klinische Studien herangezogen. Eine Auswertung von Ergebnissen
klinischer Studien an Patienten mit hohergradigen Gliomen ist ohne Beriicksichtung des
MGMT-Promotorstatus heutzutage nicht mehr sinnvoll. Ob sich die MSP-Methode als
Standard in der Routinediagnostik weiter behaupten wird oder ob quantitative
Analyseverfahren, wie z.B. die DNA-Pyrosequenzierung aussagekréftigere und verldBlichere
Verfahren sind, muss sich in zukiinftigen Studien zeigen (Ubersicht in Weller et al. (54)). In
jedem Fall ist zu berticksichtigen, dass auch der Probenauf- und -verarbeitung mit Parametern
wie der Art und Dauer der Fixierung, DNA-Extraktionsverfahren, addquater Natriumbisulfit-

Konvertierung, ausreichender Tumorzellgehalt der Probe und Lagerung der DNA eine hohe
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Bedeutung zukommt. Insofern ist auch die Etablierung von geeigneten Mafnahmen zur
Uberpriifung und Sicherstellung der Qualitit in der molekularen Diagnostik von Gliomen sehr

wichtig.
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2.4 Epigenetische Regulation des DUSP4/MKP2- Gens in Gliomen

Die in diesem Kapitel vorgestellte Arbeit (85) befasst sich mit der Analyse eines neuen
putativen Tumorsuppressorgens, das in Gliomen epigenetisch reguliert ist und im Rahmen
einer Kooperation mit Herr Priv.-Doz. Dr. Waha vom Institut fiir Neuropathologie der
Universitdt Bonn entstand. Fiir die genomweite Analyse von Tumorgeweben auf de novo
Methylierung wurde ein Mikroarray-basiertes Verfahren, die sog. Differentielle
Methylierungs-Hybridisierung (DMH) eingesetzt (86). Mit diesem Ansatz wurde die
Promotorregion des ,,dual-specificity mitogen-activated protein kinase phosphatase-2*-Gens
(DUSP4/MKP-2), das spezifisch MAP-Kinasen dephosphoryliert und inaktiviert, als
hypermethyliert in Gliomen identifiziert. Die MAPK-Phosphatasen (MKP) dephosphorylieren
Phosphothreonin und Phosphotyrosin in MAPKs, einschlieBlich c-Jun NH2-terminale
Proteinkinase (JNK)/Stress-aktivierte Proteinkinase, p38 MAPK, und extrazelluldre Signal—
abhidngige Kinase (ERK). MKPs konnen auf diesem Wege die MAPK-Signalwege
inaktivieren und damit die Proliferation hemmen. Bislang kennt man 10 MKPs, die eine
spezifische Substratspezifitidt aufweisen. DUSP4/MKP-2 inaktiviert ERK1, ERK2 und JNK,
wird in einer Reihe von Geweben exprimiert und ist im Zellkern lokalisiert.

In insgesamt 83 astrozytdren Gliomen (8 All, 9 AAIII, 53 pGBIV und 13 sGBIV) und
5 Gliomzelllinien haben wir den Methylierungsstatus und die mRNA-Expression des DUSP4-
Gens bestimmt und die Ergebnisse mit anderen molekularen Verdnderungen in den

untersuchten Tumoren sowie dem klinischen Verlauf der Patienten verglichen.
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Abbildung 21. De novo Methylierung der Promotoregion von DUSP4/MKP-2 in Gliomen. (A)
Schema des DUSP4/MKP-2 Gens (NM_057158) mit Lokalisation des DMH-Klons und der CpG-Insel
28 (CpG:28 chr8:29266203-29266920) sowie Darstellung der mittels Natriumbisulfit-Sequenzierung
untersuchten CpG Positionen 1-23. (B) Reverse Natriumbisulfit-Sequenzierung eines anaplastischen
Astrozytoms (AA143) und einer Normalgewebekontrolle (NB3). Methylierte CpG- und methylierte
CpA-Positionen 8-16 sind unterstrichen. (C) Reprisentative Natriumbisulfit-Sequenzierung der CpG
Positionen 1-23 einzelner Klone von pGBM, sGBM, AAIII, AIl und Kontrollgewebe (NB1-3) (D)
COBRA von DUSP4/MKP-2. BstUl-Restriktionsfragmente kommen mehrheitlich in AIl, AAIII und
sGBIV, dagegen nur ganz vereinzelt in pGBIV (GB875) zur Darstellung.
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Abbildung 22. Transkriptionelle Herunterregulierung von DUSP4/MKP-2 in Gliomen und
Gliomzelllinien durch Promotorhypermethylierung. (A) Relative Transkriptlevels von DUSP4/MKP-2
zu ARFI bestimmt durch real-time RT-PCR in unterschiedlichen Gliomen und Normalhirnkontrollen.
Die gestrichelte Linie repridsentiert den mittleren Expressionswert der Normalhirnkontrollen. Die
schwarzen Balken zeigten zusitzlich eine Hypermethylierung des DUSP4-Promotors an, bei den
grauen Balken konnte keine Methylierungsanalyse durchgefiihrt werden. (B) Relative Transkriptlevels
von DUSP4/MKP-2 zu ARFI in Glioblastomzelllinien ohne und mit 5-Aza-2’Deoxycytidin-
Behandlung.
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Abbildung 23. Uberexpression von DUSP4/MKP-2 hemmt die Koloniebildung der U373MG und
A712 Zelllinien (Boxplots rechts). (links) Reprisentative Bilder des colony-formation-Assays Oben,
Kontrolle: U373MG Zellen transfiziert mit dem pcDNA4/myc-His empty Vector; DUSP4: U373MG
Zellen transfiziert mit dem DUSP4-pcDNA4/myc-His Plasmid. Unten, Kontrolle: A172-Zellen
transfiziert mit dem pcDNA4/myc-His empty Vector; DUSP4: A172 Zellen transfiziert mit dem
DUSP4-pcDNA4/myc-His Plasmid. Die Zellen wurden mit Crystalviolet gegengefirbt.
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In den eigenen Untersuchungen wurde erstmals eine aberrante Methylierung des
Promotors von DUSP4/MKP-2 in humanen Gliomen berichtet. Anderer Mitglieder der MPK-
Familie wurden bereits in anderen Tumorentitdten als epigenetisch reguliert beschrieben, so
z.B. DUSP6/MKP-3, das in primdren Pankreastumoren und Pankreaszelllinien hypomethyliert
ist (87). Unsere Resultate zeigen, dass in diffusen Astrozytomen, anaplastischen
Astrozytomen und sekunddren Glioblastomen hédufiger eine DUSP4/MKP-2
Promotormethylierung nachweisbar ist als in primdren Glioblastomen. Es bestand eine
Assoziation mit reduzierter mRNA-Expression sowie mit 7P53- und /DHI-Mutationen.
Dagegen fand sich keine DUSP4/MKP-2-Promotormethylierung in Tumoren mit EGFR-
Amplifikation. Die Inaktivierung von DUSP4/MKP-2 in sGBIV und die gut untersuchte
Amplifikation von EGFR in pGBIV liefert Evidenz dafiir, dass der MAPK-Signalweg eine
grofle Bedeutung in der molekulare Pathogenese von astrozytiren Gliomen besitzt. Innerhalb
der Gruppe von Patienten mit pGBIV fand sich ein signifikant lingeres Uberleben fiir
Patienten mit DUSP4/MKP2-hypermethylierten Tumoren. Eine dhnliche Beobachtung konnte
auch bei Lungenkarzinomen gemacht werden, die eine Inaktivierung von DUSP4/MKP2
aufwiesen (88). Unsere funktionellen Untersuchungen zeigen, dass eine Uberexpression von
DUSP4/MKP2 zur einer Wachstumshemmung von Gliomzellen in vitro fithrt und somit

DUSP4/MKP?2 einen interessanten neuen Tumorsuppressorgen-Kandidaten darstellt.
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2.5 IDH1 Mutationen als neuer diagnostischer und prognostischer Marker fiir Gliome

Die in diesem Kapitel vorgestellten drei eigenen Originalarbeiten befassen sich mit dem
hochaktuellen Thema der Rolle von Mutationen im /DH - und IDH2-Gen in der Pathogenese
und molekularen Diagnostik von Gliomen. Zum einen werden die an einer groflen Serie
glialer Tumoren erzielten Ergebnisse beziiglich der Haufigkeit und Verteilung der einzelnen
Mutationen in unterschiedlichen glialen Tumorentititen prasentiert (89), anschlieBend wird
ein von uns etablierter Assay mit Hilfe der Pyrosequenztechnik zur sensitiven und raschen
Mutationsdetektion fiir die Routinediagnostik vorgestellt (90) und abschlieBend werden
anerkannte prognostische Parameter wie WHO-Grad, Alter, /DH-Mutations- und MGMT-
Promotormethylierungs-Status hinsichtlicher ihrer jeweiligen prognostischen Relevanz in
Astrozytomen unterschiedlichen WHO-Grades verglichen und deren Bedeutung fiir die

zukiinftige Tumorklassifikationen diskutiert (91).

Isocitratdehydrogenasen (IDH) sind Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphatase
(NADP+; IDH1 und IDH2) oder Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NAD+, IDH3) abhingig
und katalysieren die oxidative Decarboxylierung von Isocitrat (ICT) in alpha-Ketoglutarat (a-
KG), wobei von den 5 bekannten Isocitratdehydrogenasen (IDH) Genen lediglich das
NADPH-abhéngigen IDH1 (lokalisiert im Zytoplasma, Peroxisomen und endoplasmatischem
Retikukum) und IDH2 (Lokalisation in den Mitochondrien) eine Bedeutung fiir die
Tumorgenese der Gliome haben. Die 3 NAD-abhingigen Isocitratdehydrogenasen sind
ausschlieBlich in Mitochondrien lokalisiert und Bestandteil des Krebs-Zyklus (vgl. die
Ubersichtsarbeit von Fu et al. (2010), (92)).

In einem Genom-weiten Sequenzierungsansatz von Tumoren fanden Parson et al. (6)
erstmalig Mutationen im /DHI-Gen in einem Teil der Glioblastome, darunter insbesondere
Tumoren von jlngeren Patienten und sekunddre Glioblastome. Nachfolgende Studien
bestitigten diesen Befund und zeigten, dass /DHI-Mutationen in primédren Glioblastomen
eher selten sind, d.h. auf ca. 5-10% der Tumoren beschriankt sind, dagegen in diffusen und
anaplastischen Gliomen sowie sekundédren Glioblastomen in bis zu 80% der Tumoren
nachweisbar sind (5, 8). Klinisch sind Mutationen im IDHI/-Gen sowohl in
Glioblastompatienten als auch in Patienten mit anaplastischen Gliomen mit einer deutlich
glinstigeren Prognose assoziiert (8, 23, 24). Multivariate Analysen haben ergeben, dass IDH -
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Mutationen den zur Zeit starksten unabhédngigen prognostischen Faktor fiir Patienten mit
diesen Gliomen darstellen (24, 25). Im Gegensatz dazu ist die Datenlage fiir Patienten mit
niedriggradigen diffusen Gliomen (WHO-Grad II) noch kontrovers. Einige Autoren fanden
auch fiir diese Patienten einen prognostisch giinstigen Effekt (25, 93), wobei der /DH I-Status
jedoch keinen Einflufl auf das Ansprechen auf Temozolamid hatte (93). In einer Arbeit von
Kim et al. (94) konnte dieser prognostisch giinstige Effekt nicht bestétigt werden. Die
Verteilung der genetischen Aberrationen in dieser Untersuchung an 360 niedriggradigen
diffusen Gliomen betrug 70-80% fiir /DH[-Mutationen, 60% fiir 7P53-Mutationen in diffusen
Astrozytomen, 70% fiir LOH auf 1p/19q in Oligodendrogliomen und jeweils 40-45% LOH
1p/19q oder TP53-Mutationen in Oligoastrozytomen. Insgesamt 93% aller WHO-Grad II
Gliome trug mindestens eine dieser genetischen Aberrationen. Multivariate Analysen unter
Berticksichtigung von Alter und Therapie weisen 7P53 als signifikant prognostisch ungiinstig
und LOH 1p/19q als signifikant prognostisch giinstig aus, wihrend sich fiir /DH/-Mutationen
keine signifikante prognostische Bedeutung zeigte (94).

Wihrend sich /DHI-Mutationen als prognostisch giinstiger Marker fiir Patienten mit
hohergradigen astrozytiren und oligodendroglialen Gliomen erwiesen, konnte bislang nicht
gezeigt werden, dass /DHI-Mutationen in Gliomen préadiktiv fiir das Ansprechen auf eine
bestimmte Therapie sind (93). In einer neueren Arbeit (95) konnte durch Hemmung von
Glutaminase mittels siRNA oder des ,kleinen Molekiil“ DPTES die Konvertierung von
Glutamat in alpha-Ketoglutarat gechemmt werden. Da alpha-Ketoglutarat das Substrat fiir das
mutante IDHI1-Protein ist, um daraus 2-Hydroxyglutarat zu bilden, kommt es bei IDHI-
mutanten Gliomen durch diese Behandlung zu einem verlangsamten Wachstum, ein Effekt der
durch Gabe von alpha-Ketoglutarat wieder umgekehrt werden kann. Damit zeichnet sich ein
potentiell vielversprechender Ansatz zur gezielten Behandlung von [IDHI-mutanten
Glioblastomen ab.

In einer Kooperation mit Herrn Priv.-Doz. Dr. Christian Hartmann, Institut fiir
Neuropathologie der Universitdt Heidelberg und anderen Kollegen wurde die Haufigkeit und
Verteilung von [DHI- und IDH2-Mutationen in 1.010 diffusen astrozytidren und
oligodendroglialen Tumoren untersucht (89). Eine Ubersicht iiber die gefundenen Ergebnisse
gibt Tabelle 5. Neben den eigenen Resultaten (grau hinterlegte Zeilen) sind vergleichend die
Ergebnisse anderer grofler Serien gegeniibergestellt. Unsere Daten zeigen, dass die R1323C

IDHI-Mutante stark mit astrozytdren Tumoren assoziiert ist, widhrend /DH2-Mutation

52



vorzugsweise in oligodendroglialen Tumoren auftreten. Des Weiteren fanden wir in dem
untersuchten Kollektiv, dass das Manifestationsalter von anaplastischen Gliomen mit /DH -

Mutation 6 Jahre vor dem der anaplastischen Gliome ohne /DH/-Mutation liegt.

Tabelle 5. Haufigkeit und Verteilung von /DH - und /DH2-Mutationen in 1.010 diffusen astrozytdren
und oligodendroglialen Tumoren (grau hinterlegte Reihen). Im Vergleich dazu Mutationshédufigkeiten
in anderen publizierten Serien.

IDHI1
664 143 132 103 111 60 115
RISZH 1 G394 1 61 79) | (63,0%) | (57.9%) | (80,5%) | (63,8%) | (78,9%) | (65,0%)
29 17 7 0 2 1 1
RIZE 1 CNT 1 090y | 7.5%) | GI%) | (0%) | (1.1%) | (1.3%) | (0.6%)
11 3 3 2 4
Hartmann | R025 | O%A 1 0 | a3%) | (3%) | (5%) | 23%) | ° 0
2009 10 2 3 3 1 1
RI3G | C39C | 100y | 09%) | 13%) | 0 | (7% | (13%) | (0.6%)
2 1 1
R132L G395T (0,2%) 0 (0,4%) 0 (0,6%) 0 0
716 165 146 105 121 62 117
(70,9%) | (72,7%) | (64,0%) | (82,0%) | (69,5%) | (81,6%) | (66,1%)
Balss 2008 281 34/46 29/47 36/51 36/54 36/46 29/37
(T1,2%) | (73,9%) | (61,7%) | (70,6%) | (66,7%) | (78,3%) | (78,4%)
Watanabe 173 60/68 21/27 31/39 6/8 16/17 10/14
2009 (83,2%) | (88,2%) | (77,8%) | (79.5%) | (75,0%) | (94,1%) | (71,4%)
Korshunov 50 41/50
2009 (82,0%) | (82,0%)
Yan 2009 179 25/30 36/52 41/51 31/36 3/3 7/7
(79,9%) | (83,3%) | (69,2%) | (80,4%) | (86,1%) | (100%) | (100%)
IDH?2
20 2 2 3 6 1 6
LTI GolSA 2.0% 0,9% 0,9% 2.3% 3,4% 1,3% 3.4%
2.0%) | (09%) | (0.9%) | 23%) | (3:4%) | (13%) | (3.4%)
6 1 2 3
Hartmann | 0 2M | O3BT g 6oy | O O 08w | aaw | Y| 4%
2009 5 2 1 2
RIZW | AST | (2| 0 0 o | @ 0 A%
\ 2 2 6 9 1 9
LI 0.0%) | 09%) | @.7%) | 5.3%) | (13%) | (5,1%)
Yan 179 2/30 2/52 2/51 3/36 0/3 0/7
2009 (5.0%) | (6,7%) | (3.8%) | 3.9%) | (83%) | (0%) | (0%)
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Aufgrund der klinischen und prognostischen Bedeutung dieser Mutationen etablierten wir
einen auf dem Prinzip der DNA-Pyrosequenzierung basierenden Assay, der nicht nur
kostengiinstig sondern auch innerhalb eines Arbeitstages durchfiihrbar ist, und quantitative
Ergebnisse hinsichtlich des prozentualen Anteils von [IDHI- und IDH2-Mutationen in einer
DNA-Probe liefert (90). Ziel dieser Arbeit war zum Einen die Validierung der
Pyrosequenziertechnik gegeniiber der konventionellen Sanger-Sequenziertechnik, zum
Anderen die Uberpriifung, ob diese Methode auch geeignet ist, Formalin-fixiertes und
Paraffin-eingebettetes Gewebe zu untersuchen, und in wie weit die Sensitivitdt dieser
Methode ausreicht, um eine Mutation z.B. auch noch in der Tumorinfiltrationszone mit nur
geringem Tumorzellanteil zu detektieren. Insgesamt wurde hierfiir eine Serie von 262
Gliomen unterschiedlicher Entititen mittels Pyrosequenzierung (n = 228) und/oder
konventioneller Sequenzierung (n = 220) untersucht. Beide Methoden erbrachten ohne
Ausnahme kongruente Ergebnisse (Tabelle 6 und Abb. 24). Der Vergleich von DNA aus
Paraffin-eingebettetem Gewebe und Frischgewebe der gleichen Patienten (n = 10) erbrachte
ebenfalls kongruente Ergebnisse, mit kleineren Schwankungen in der mutanten Allelfrequenz
bei der Pyrosequenzierung. Die mediane mutante Allelfrequenz in den Frischgewebeproben
lag bei 38,5% (Spannweite: 30% — 46%) und in den Paraffin-eingebetteten Gewebeproben bei
39,5% (Spannweite: 18% — 43%). Der histologisch geschétzte Tumorzellgehalt betrug fiir alle
Gewebeproben mindestens 80%. Die Verteilung der in dieser Arbeit gefundenen /DHI- und
IDH2-Mutation (Tabelle 6) entspricht den bereits oben erwéhnten Verteilungsmustern aus

anderen groB3en Serien (s. auch Tabelle 5).
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Tabelle 6. Ergebnisse der /IDHI- und IDH2-Mutationsuntersuchung. PXA, pleomorphes
Xanthoastrozytom; *Nur die Tumoren ohne /DHI-Mutation wurden auf /DH2-Mutationen
hin untersucht.

Histologie All (0)1] AAIII | AOIII | sGBIV | pGBIV | PXA
IDH

untersuchte Tumoren 15 8 19 10 16 152 42
Wild-type 5 3 3 2 3 141 42
R132H 8 5 14 7 13 10 0
R132G 0 0 1 1 0 0
R132S 1 0 1 0 1 0
R132C 1 0 0 0 0 0
Mutationen, gesamt 10 5 16 8 13 11 0
IDH?2

untersuchte Tumoren 5* 3* 3* 2% 3* 152 42
Wild-Typ 4 1 3 0 2 152 42
R172K 1 1 0 1 1 0 0
R172M 0 0 0 1 0 0 0
R172W 0 1 0 0 0 0 0
Mutationen, gesamt 1 2 0 2 1 0 0

Zusétzlich konnte in dieser Arbeit an der bislang grofiten Serie der seltenen pleomorphen
Xanthoastrozytome (n = 42) gezeigt werden, das diese Tumorentitit keine /DH - oder IDH?2-
Mutationen aufweist. Eine aktuelle Arbeit spricht dafiir, dass diese spezielle astrozytire
Tumorentitit in mehr als 60% der Félle aktivierende Punktmutationen im BRAF-Onkogen

aufweist (96).

55



A

250
200
150
100 - h ; !l

HI .

A:0%,C:55%,G 0%, T:45% G T C(;-:T CA

B
A: 0%, C: 0%, G 63%, T: 36% GCA(;GCA
150}
100
50 \ J
oS
C ACTGSEC

Abbildung 24. Beispiel einer /DHI- und IDH2-Mutation in zwei ausgewéhlten Gliomen, detektiert
mit Pyrosequenzierung und konventioneller Sequenzierung. (A) Pyrogramm mit reverser Sequenz
(links) und die korrespondierende Vorwirtssequenz bestimmt mittels konventioneller Sequenzierung
(rechts): Dargestellt ist eine heterozygote G>A Punktmutation des Nukleotids 395 des /DHI-Gens,
die zu einer Missense-Mutation im Codon 132 (c.395G>A, R132H) fithrt (Tumor: GB875). (B),
Pyrogramm mit Vorwirtssequenz (links) und die korrespondierende Vorwirtssequenz bestimmt
mittels konventioneller Sequenzierung (rechts): Dargestellt ist eine heterozygote Punktmutation G>T
des Nukleotids 515 des IDH2-Gens, die zu einer Missense-Mutation in Codon 172 (c.515G>T,
R172M) fiihrt (Tumor: AO18).

Die nachfolgende Abb. 25 zeigt, dass die Pyrosequenzierung auch in Gewebeproben mit
geringem Tumorzellgehalt zuverldssige Ergebnisse erbringt, was insbesondere fiir die oft
schwierige Differentialdiagnose zwischen reaktiv verdndertem Hirngewebe und der
Infiltrationszone eines diffusen Glioms von hohem diagnostischen Stellenwert ist.
Mittlerweile ist zwar auch ein kommerzieller Antikérper gegen die haufigste /DH-Mutante
R132H verfiigbar, zum Ausschluss bzw. Nachweis der {ibrigen, selteneren Mutationen ist aber
weiterhin eine Diagnose nur mittels Sequenzierung moglich. Um die Sensitivitdt der
Pyrosequenzierung weiter zu untersuchen, fithrten wir eine Analyse einer Verdiinnungsreihe

durch (Abb. 26).
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Abbildung 25. Pyrosequenzierung von DNA-Extrakten aus soliden Tumoranteilen (oben, geschitzter
Tumorzellgehalt {iber 80%) und der Infiltrationszone (unten, geschitzter Tumorzellgehalt unter 20%)
in einem anaplastischen Astrozytom (AA187) mit /DH1-Mutation. Links ist jeweils die reprédsentative
Histologie abgebildet, rechts die Pyrogramme der entsprechenden Sequenzierungen. In beiden
Analysen zeigt sich eine C>A Punktmutation (Pfeilspitze) des Nukleotids 394, entsprechend einer
Missense-Mutation in Codon 132 (¢.394C>A, R1328S).
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Abbildung 26. Sensitivitit der /DH-Mutationsdetektion mittels Pyrosequenzierung. Abgebildet sind
die Ergebnisse der Verdiinnungsreihe aus Wild-Typ /DHI DNA und DNA des Tumors AA231 mit
einer homozygoten R132H-/DH]-Mutation. Die Ordinate gibt die mutante Allelfrequenz an, die
Abszisse die unterschiedlichen Konzentrationen von AA231 DNA, die als PCR-Template eingesetzt
wurde. Der Ausschnitt zeigt eine VergroBerung der Verdiinnungsschritte 0-10% AA231-DNA. Mittels
Pyrosequenzierung ist es moglich, eine Mutation zu detektieren, wenn der die mutante Allelfrequenz
bei 4% liegt. Um Mutationen von Hintergrundrauschen zu unterscheiden, wird ein Schwellenwert ab
5% Allelfrequenz vom Hersteller (Qiagen) empfohlen.
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In der Gruppe der Glioblastome konnten wir in der eigenen Serie Assoziationen von /DH -
Mutationen mit jiingerem Alter der Patienten (/DH-Mutation: Median 42 Jahre, Spannbreite:
25 - 54 Jahre; IDHI-Wildtyp: Median 60 Jahre, Spannbreite: 11 — 83 Jahre) und dem
Gesamtiiberleben der Patienten bestétigen, dagegen fand sich keine Assoziation mit dem
MGMT-Methylierungsstatus. Sanson et al. (25) berichtete tiber eine signifikante Assoziation
zwischen IDHI-Mutation und MGMT-Promotormethylierung in einer Serie von 194 Gliomen
der WHO-Grade II-IV. Diese Diskrepanz ldasst sich moglicherweise damit erkldren, dass
sowohl IDHI-Mutationen als auch MGMT-Promotormethylierung in etwa gleich hoher
Frequenz und oftmals gemeinsam in niedriggradigen und anaplastischen Gliomen sowie
sekundiaren Glioblastomen auftreten, dagegen sind /DHI-Mutationen in priméren
Glioblastomen wesentlich seltener als eine MGMT-Promotormethylierung. Die multivariate
Analyse der eigenen Daten identifizierte /DHI-Mutation (OR = 0.352 [0.148 - 0.839]),
Resektionsausmall (OR = 0.484 [0.322 - 0.728]) und MGMT-Promotormethylierung (OR =
0.578 [0.393 - 0.850]) als signifikante unabhéngige prognostische Faktoren fiir Patienten mit

priméren Glioblastomen.

In der letzten in diese Habilitationsschrift eingeschlossenen Originalarbeit haben wir
uns in Kooperation mit Kollegen aus Heidelberg, Ziirich und Leipzig mit der Frage
beschiéftigt, inwieweit der molekulare Marker ,,/DH [-Mutation* moglicherweise eine stirkere
prognostische Aussagekraft als die gegenwirtigen histologischen Kriterien der WHO-
Klassifikation fiir die Einteilung von anaplastischen Astrozytomen und Glioblastomen haben
(91). Die aktuelle Klassifikation der Hirntumoren basiert nach wie vor auf rein histologischen
und immunhistochemischen Befunden, wohingegen molekulare Daten bislang keinen Einfluss
auf die Tumorklassifikation und - gradierung haben. Die von uns durchgefiihrte Studie
umfasste zwei grofle Patientenkollektive aus der NOA-04 Studie (24) und der prospektiven
Kohorte des Deutschen Gliomnetzwerks (23). Insgesamt wurden Tumoren von 382 Patienten
mit malignen astrozytdren Gliomen (145 AAIIl und 237 pGBIV) untersucht. In der Gruppe
der anaplastischen Astrozytome fanden sich /DH-Mutationen in 60% der Tumoren, dagegen
in der Gruppe der Glioblastome lediglich in 7,2% der Tumoren, was sehr gut mit den
Angaben in der Literatur libereinstimmt (5, 8, 23-25). Die anschlieBend durchgefiihrten
Uberlebensanalysen zeigten erwartungsgemiB eine signifikant giinstigere Prognose fiir

Patienten mit anaplastischen Astrozytomen des WHO-Grades III gegeniiber Patienten mit
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Glioblastomen des WHO-Grades IV. Allerdings ergab die Stratifizierung nach dem /DHI-
Status eine noch deutlichere Unterscheidung in zwei prognostische unterschiedliche
Patientengruppen. Daneben waren auch der MGMT-Promotormethylierungsstatus und das
Lebensalter prognostisch relevante Parameter in univariaten Analysen. Bei Kombination der
verschiedenen Parameter zeigte sich, dass Patienten, deren Tumoren eine /DH[-Mutation und
eine MGMT-Promotormethylierung haben, den glinstigsten Verlauf zeigten, wohingegen
Patienten, deren Tumoren keine dieser Verdnderungen zeigten, die ungiinstigste Prognose

hatten (Abb. 27A).
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Abbildung 27. Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben von 382 Patienten mit malignen
astrozytdren Gliomen stratifiziert nach den molekularen Markern /DHI-Mutation und MGMT-
Promotormethylierung (A) bzw. nach /DH-Mutationsstatus und histologischer Diagnose (B).

Wie aus Abbildung 27B ersichtlich wird, &dndert sich die Prognosesequenz fiir Patienten mit
malignen astrozytdren Gliomen zu Gunsten der Glioblastompatienten mit /DH-Mutation, die
eine signifikant bessere Prognose aufweisen als Patienten mit anaplastischen Astrozytomen
ohne [DHI-Mutation. Das bedeutet, dass dem IDH]I-Status eine groflere prognostische
Relevanz zukommt, als die gegenwirtige Gradierung gemidll der aktuellen WHO-
Klassifikation der Hirntumoren. Auch in der multivariaten Analyse bestétigte sich die IDH -
Mutation als prognostisch bedeutsamster Faktor, gefolgt von Histologie und MGMT-

Promotormethylierung (91).
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Hinsichtlich der funktionellen Auswirkungen von /DH[-Mutationen auf das Wachstum
von Gliomen gibt es erste sehr interessante Befunde. In der Arbeit von Zhao et al. (97) konnte
gezeigt werden, dass Zellen mit /DHI-Mutation ihre katalytische Aktivitdt Isocitrat unter
Bildung von NADPH zu a-KG zu konvertieren verlieren. a-KG wiederum bewirkt die
Degradierung des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1 (HIF-1a), der eine zentrale Rolle in der
zelluldren Adaption auf Hypoxie einnimmt und die Expression vielfdltiger Gene, u.a des
Glukosestoffwechsels, der Angiogenese, der Zellmotilitdt induziert (98). Neben diesem
Funktionsverlust beobachtet man bei /DH[-mutanten Zellen auch einen Funktionsgewinn bei
dem a-KG unter Verbrauch von NADPH in R(-)-2HG konvergiert wird. Entsprechend kann R
(-)-2HG in Gliomproben erhoht nachgewiesen werden (99). IDHI mutante Tumore
verbrauchen somit NADPH, anstelle dieses zu produzieren, was Glioblastome fiir Strahlen-
und Chemotherapie sensibilisieren, und u.a. die giinstigere Prognose dieser Patienten erkldren
konnte (100).

In einer aktuellen Arbeit von Figueroa et al. (101) tiber IDH1- und IDH2-Mutationen
in Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML), der einzigen Tumorentitit neben den
Gliomen, in der vermehrt Mutationen von IDHI und IDH2 beschrieben wurden, wurde
nachgewiesen, das /DHI-mutante AML einen Hypermethylierungsphédnotyp, dhnlich der
Beobachtung von Noushmehr et al. (39) in Gliomen, aufweisen. Dieser Phéanotyp wird durch
die verminderte Aktivitit des alpha-Ketoglutarat-abhidngigen Enzyms TET2 bedingt, was
letztlich in einer reduzierten Hydroxylierung methylierter CpG-Dinukleotide und damit
vermutlich verminderten DNA-Demethylierung resultiert. Dabei sind IDHI- und [IDH2-
Mutationen exklusiv mit Mutationen im 7E72-Gen assoziiert. Andere Autoren bestétigten
diese Befunde und berichteten, dass die verstdrkte Produktion von 2-Hydroxyglutarat als
Folge einer IDHI- oder IDH2-Mutation zu einer kompetitiven Hemmung von alpha-
Ketoglutarat-abhéngigen Dioxygenasen, darunter u.a. Histondemethylasen und die TET-
Proteine, fiihrt, was letztlich in einer globalen Verdnderung der DNA-Methylierung und des
Histonkodes resultiert (102).

Diese Genom-weiten Alterationen der Histon- und DNA-Methylierung kénnten auch Ursache
fiir den von Noushmehr et al. (2010) beschriebenen ,,Glioma- CpG island methylator
phenotyp (G-CIMP)*“ darstellen, der mit vor allem in Gliomen mit /DHI- oder IDH2-
Mutationen zu beobachten und mit einer proneuralen Expressionssignatur sowie klinisch

giinstigeren Prognose assoziiert ist (39).
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3 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende kumulative Habilitationsschrift befasst sich mit Identifizierung und
klinischen Validierung diagnostischer, prognostischer und préadiktiver molekularer Marker fiir
Patienten mit oligodendroglialen und astrozytidren Gliomen. Ein besonderer Schwerpunkt
liegt dabei auf Untersuchungen zur klinischen Bedeutung der drei derzeit wichtigsten
molekularen Biomarker in Gliomen, d.h. (1) dem kombiniertem Verlust der
Chromosomenarme 1p und 19q in oligodendroglialen Tumoren, (2) der MGMT-
Promotormethylierung in anaplastischen Gliomen und Glioblastomen und (3) dem Nachweis
von Mutationen der Gene /DHI und IDH2 in diffusen niedriggradigen und malignen
Gliomen.

Durch molekulare Analysen einer grofen Zahl von hochpolymorphen
Mikrosatellitenmarkern auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 und dem langen Arm von
Chromosom 19 konnten wir die prognostisch giinstige Bedeutung eines kombinierten
Verlustes von Allelen auf 1p und 19q fiir Patienten mit oligodendroglialen Tumoren bestétigen
und zeigen, das partielle Deletionen auf 1p, im Unterschied zu vollstdndigen Verlusten von 1p
und 19q, mit einer deutlich schlechteren Prognose fiir die betroffenen Patienten assoziiert sind
(Felsberg et al. 2004, Anlage 1). Des Weiteren gelang es iiber eine Feinkartierung der
Deletionen auf 1p die Kandidatengenregion auf diesem Chromosomenarm weiter eingrenzen.
In einer weiteren Untersuchung fanden wir, dass in bis zu 88% der oligodendroglialen
Tumoren eine MGMT-Promotormethylierung nachweisbar ist, die zu einer verminderten
Expression dieses DNA-Reparatur- und Chemotherapieresistenz-Gens auf mRNA- und
Proteinebene fiihrt. Insgesamt bestand eine signifikante Assoziation zwischen MGMT-
Promotormethylierung und kombinierten 1p/19q-Verlusten in oligodendroglialen Tumoren
(Mollemann et al. 2004, Anlage 2). Beide Verdnderungen tragen somit sehr wahrscheinlich zu
dem besseren klinischen Ansprechen auf eine adjuvante cytotoxische Therapie, wie z.B. eine
alkylierende Chemotherapie, dieser Tumoren bei.

Ein weiterer Schwerpunkt der in dieser Habilitationsschrift zusammengefassten
Arbeiten lag auf der Identifizierung und molekularen Charakterisierung von neuen,
epigenetisch regulierten Kandidatengenen mit potentiell tumorsuppressiven Eigenschaften in
Gliomen. Mittels eines Mikroarray-basierten Screening-Ansatzes, der sogenannten

,Differential Methylation Hybridization (DMH)*, gelang es, ein neues CpG-reiches DNA-
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Fragment auf 14q32.12 zu identifizieren, das ausschlieBlich in oligodendroglialen Tumoren
hypermethyliert vorlag (Felsberg et al. 2005, Anlage 3). Keine der hypermethylierten
Tumoren zeigte dagegen Allelverluste auf 14q. Insgesamt zeigten 68% der oligodendroglialen
Tumoren entweder einen Verlust auf 14q22.3—q32.2 oder eine Hypermethylierung auf 14q32,
so dass vermutet werden kann, dass in dieser Region ein oder mehrere Oligodendrogliom-
assoziierte potentielle Tumorsuppressorgene liegen konnten. Basierend auf der eigenen
Feinkartierung von 1p- und 19g-Deletionen in oligodendroglialen Tumoren (Felsberg et al.
2004) wurde ein cDNA-Mikroarray konstruiert, der neben 7.000 Tumor-relevanten, Gen-
spezifischen Sonden zusitzlich 215 ¢cDNA-Fragmente umfasste, die alle Gene in den zuvor
identifizierten Kandidatenregionen auf 1p und 19q reprédsentierten. Eine Expressionsanalyse
von oligodendroglialen Tumoren mit Hilfe dieser cDNA-Mikroarrays erbrachte eine Reihe
von differentiell exprimierten neuen Kandidatengenen, die spezifisch in Tumoren mit 1p/19q-
Deletionen vermindert exprimiert wurden (Tews et al. 2006, Anlage 4). Hierzu zéhlte u.a. das
CITED4-Gen auf 1p34.2. Es zeigten sich zwar keine somatische Mutationen in diesem Gen,
wir konnten aber nachweisen, dass die niedrige Expression von CITED4 in 1p/19g-deletierten
Gliomen signifikant mit einer Promotorhypermethylierung dieses Gens assoziiert war. Diese
wiederum war dhnlich wie die 1p/19g-Deletion mit einem ldngeren Rezidiv-freien Intervall
und einem ldngeren Gesamtiiberleben der betroffenen Patienten verbunden (Tews et al. 2007,
Anlage 5).

Ein weiteres Kandidatengen, das EMP3-Gen auf 19ql13.3, zeigte ebenfalls eine
verminderte Expression in oligodendroglialen Tumoren mit kombiniertem 1p und 19q Verlust.
Auch fur EMP3 fand sich als Ursache des Expressionsverlustes in der Mehrheit der
oligodendroglialen Tumoren eine Hypermethylierung des EMP3-Promotors, die wiederum
signifikant mit Verlusten auf 19q korrelierte. Eine EMP3 Hypermethylierung fand sich aber
auch in der Mehrheit der diffusen und anaplastischen Astrozytome sowie der sich daraus
entwickelnden sekundéren Glioblastome, wihrend primdre Glioblastome mehrheitlich keine
EMP3-Promotormethylierung aufwiesen und sogar eine Uberexpression auf mRNA-Ebene
zeigten (Kunitz et al. 2007, Anlage 6). Mit Hilfe der DMH-Methode haben wir zusétzlich das
DUSP4/MKP-2-Gen gefunden, dass ebenfalls in diffusen und anaplastischen Astrozytomen
sowie sekunddren Glioblastomen, aber nicht in primiren Glioblastomen, hédufig durch eine
aberrante Promotormethylierung transkriptionell herunterreguliert. DUSP4/MKP-2

Promotormethylierung und verminderte Expression waren dabei mit 7P53- und IDHI-
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Mutationen, dagegen nicht mit EGFR-Amplifikation assoziiert (Waha, Felsberg et al. 2009,
Anlage 13).

Aufbauend auf genomweiten Analysen chromosomaler Imbalanzen mit Hilfe der
Comparativen genomischen Hybridisierung (CGH) haben wir neue genomische Gewinne und
Verluste identifiziert, die mit kiirzerem Uberleben von Patienten mit oligodendroglialen
Tumoren assoziiert sind (Trost et al. 2007, Anlage 7). Die multivariate Analyse identifizierte
fiir das Gesamtkollektiv der untersuchten Patienten den WHO-Grad, Gewinne auf 7p und
Verluste auf 9p als signifikant prognostisch ungiinstige Faktoren. Innerhalb der
Patientengruppe mit WHO-Grad III Tumoren erwiesen sich Gewinne auf 7p und 8q sowie
Verluste auf 18q als signifikante prognostisch ungiinstige Parameter. Wichtig erscheint in
diesem Zusammenhang, dass zusitzlich vom 1p/19q-Status auch die in dieser Arbeit
identifizierten, prognostisch ungiinstigen molekularen Marker bestimmt werden miissten, um
verldBlichere prognostische Aussage itiber den Verlauf der Erkrankung bei Patienten mit
oligodendroglialen Gliomen machen zu kénnen.

Ein weiterer Schwerpunkt der eigenen Arbeiten lag auf der Untersuchung der Rolle
von Verdnderungen des MGMT-Gens, d.h. insbesondere der MGMT-Promotormethylierung,
in Glioblastomen. Hierbei lag der Schwerpunkt auf der vergleichenden Untersuchung
unterschiedlicher Analyseverfahren zur Bestimmung dieses molekularen Markers sowie der
Korrelation dieser Verdnderungen mit anderen genetischen Aberrationen und klinischen
Daten. In einer methodischen Arbeit konnten wir zeigen, das die Pyrosequenzierung eine
sensitive Methode, die zusétzlich robust und einfach anzuwenden ist und dariiber hinaus
quantitative Ergebnisse im Vergleich zu der semiquantitativen MSP liefert (Mikeska et al.
2007, Anlage 8). In mehreren Arbeiten iiber die immunhistochemische Bestimmung der
MGMT-Proteinexpression an unterschiedlichen Tumorserien und mit verschiedenen
Antikorpern (Grasbon-Frodl et al. 2007, Pruesser et al. 2008, Felsberg et al. 2009, 2011,
Anlagen 9-12) konnten wir belegen, das die MGMT-Proteinexpression als Biomarker fiir die
Routinediagnostik weniger geeignet ist als die molekulare Bestimmung der MGMT-
Promotormethylierung, selbst wenn man ,Kontaminationen“ des Tumorgewebes durch
Leukozyten, Mikrogliazellen u.d, separat bestimmt und entsprechende Korrekturen in der
Auswertung vornimmt. Zudem bestitigten die eigenen Ergebnisse, dass die DNA-
Pyrosequenzierung konkordante Ergebnisse zur Methylierungs-spezifischen PCR (MSP) in
der Bestimmung der MGMT-Promotormethylierung bringt, dass der MGMT-
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Promotormethylierungsstatus sich zwischen Primidr- und Reziditumor in der Regel nicht
verdndert (Felsberg et al. 2011, Anlage 12) und dass der Methylierungsstatus in Tumoren
regional homogen verteilt ist (Grasbon-Frodl et al. 2007, Anlage 9). Letzteres bedeutet, dass
auch kleine, z.B. stereotaktisch gewonnene Gewebeproben ausreichen, um zuverldssig den
MGMT-Promotormethylierungsstatus zu bestimmen. Eine erneute Bestimmung im Rezidiv ist
im Regelfall nicht notwendig. Fiir die Durchfiihrung der molekularen Analytik ist die Art der
Gewebeasservierung und -prozessierung von untergeordneter Bedeutung, da sowohl aus
Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebettetem Gewebe als auch aus tiefgefrorenem
Frischgewebe qualitativ gleichwertige Ergebnisse mit der MSP-Methode erzielt werden
konnen (Felsberg et al. 2009, Anlage 11).

Des Weiteren untersuchten wir den potentiellen Zusammenhang zwischen MGMT-
Promotormethylierung und anderen bekannten molekularen Verédnderungen in Gliomen, wie
z.B. Amplifikationen von EGFR, PDGFRA, CDK4 und MDM?2, TP53-Mutationen sowie
Allelverluste auf den Chromosomen-Armen 1p, 10q und 19q. Es ergab sich jedoch keine
signifikante Assoziation zu einer dieser Alterationen. Sieben bekannte MGMT-
Polymorphismen, die z.T. mit der MGMT-Aktivitdt assoziiert sein sollen, wurden ebenfalls
untersucht. Obwohl wir Hinweise fiir ein kiirzeres Gesamtiiberleben in Gliobastom-Patienten
mit der ¢.533A>G MGMT-Variante fanden, sind diese Daten zuriickhaltend zu interpretieren,
da insgesamt nur eine kleine Fallzahl zur Verfiigung stand und in unserer Serie nur vereinzelt
Polymorphismen nachweisbar waren. Wie bereits in mehreren Arbeiten belegt, konnten wir in
einer multivariaten Analyse die MGMT-Promotormethylierung und die Tumorresektion als
die bedeutsamsten unabhingigen prognostischen Faktoren fiir Glioblastompatienten
identifizieren, die postoperativ eine Radio- und Chemotherapie mit Temozolomid erhalten
(Felsberg et al. 2009, Anlage 11). Auch in einer unabhidngigen Arbeit {iber
Glioblastomrezidive (Felsberg et al. 2011, Anlage 12) bestdtigte sich die positive Assoziation
zwischen MGMT-Promotormethylierung und lédngerem Progressions-freiem Intervall bzw.
Gesamtiiberleben.  Des Weiteren zeigte sich, dass Patienten mit MGMT-methylierten
Glioblastomen auch nach dem Rezidiv noch eine lingere Uberlebenszeit aufweisen, wenn sie
erneut chemotherapeutisch behandelt werden.

Der letzte Teil dieser Habilitationsschrift beschéftigte sich mit der diagnostischen und
prognostischen Rolle von Mutationen im /DHI- oder seltener /DH2-Gen in Gliomen. Zum

einen konnten wir an einer groflen Serie glialer Tumoren Héufigkeit und Verteilung der
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einzelnen Mutationen bestimmen und zeigen, dass die R1323C /DHI-Mutante eng mit
astrozytiren Tumoren assoziiert ist, wahrend /DH2-Mutationen vorzugsweise in
oligodendroglialen Tumoren auftreten. Ferner stellten wir fest, dass sich anaplastische Gliome
mit /DH-Mutation im schnitt sechs Jahre frither manifestieren als histologisch gleichartige
Gliome ohne /DHI[-Mutation (Hartmann et al. 2009, Anlage 14). Zur routinemifigen
Bestimmung dieser Mutationen etablierten wir einen Pyrosequenzierungs-basierten
quantitativen Assay, mit dem /DHI- und IDH2-Mutationen zuverldssig an routinemifig
fixierten und eigebetteten Gewebeproben mit hoher Sensitivitit und Spezifitdt nachgewieen
werden konnen. Mit dieser Methode konnten die prognostische Bedeutung von IDHI-
Mutationen fiir Patienten mit Glioblastomen bestidtigen und nachweisen, das pleomorphe
Xanthoastrozytome im Unterschied zu diffusen Astrozytomen keine /DHI- und IDH2-
Mutationen aufweisen (Felsberg et al. 2009, Anlage 15). Schliellich konnten wir an einer
groflen, klinisch gut charakterisierten Patientkohorte zeigen, dass dem /DHI-Status sogar
groBBere prognostische Relevanz fiir Patienten mit malignen astrozytdren Tumoren zukommt,
als die konventionelle histologische Gradierung nach der WHO-Klassifikation der Tumoren
des Nervensystems (Hartmann et al. 2010, Anlage 16).

Zusammenfassend wurden mit den in dieser Habilitationsschrift
grundlagenwissenschaftlichen und translationalen Studien neue molekulare Marker fiir
Gliome identifiziert, molekular charakterisiert und klinisch validiert. Mit den Markern
MGMT-Promotormethylierung, 1p/19g-Deletion und [IDHI-/IDH2-Mutation stehen seit
kurzer Zeit drei prognostische und z.T. auch préadiktive molekulare Marker zur Verfiigung, die
nun Eingang in die molekulare Diagnostik von Gliomen gefunden haben. Im Rahmen von
aktuellen klinischen Therapiestudien werden diese Marker obligat bestimmt und zum Teil als
Aufnahmekriterium fiir bestimmte Studien eingesetzt. Es ist zu erwarten, dass diese und neue
molekulare Biomarker in absehbarer Zukunft auch in der Routinediagnostik zur Anwendung
kommen und in der nichsten Revision der WHO-Klassifikation von Tumoren des

Nervensystems beriicksichtigt werden.
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