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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Klassifikation von Gliomen basiert nach der neuen Weltgesundheitsorganisation
(WHO)-Klassifikation der Tumoren des zentralen Nervensystems (2016) sowohl auf
histologischen Befunden als auch auf der Bestimmung diagnostischer Biomarker, sodass
insgesamt eine integrierte, d.h. histologisch und molekular fundierte Diagnosestellung
erfolgt. Aufgrund der stetig wachsenden Kenntnisse Uber genetische Biomarker flr
verschiedene Gliome muss die neuropathologische Diagnostik diesen Anforderungen
nachkommen, damit eine integrierte Diagnosestellung fir eine prazisere
Differentialdiagnose sowie ein verbessertes Vorhersagen des Therapieansprechens und
der Prognose von Gliompatienten gewahrleistet werden kann. Fir die umfassende
molekulare Diagnose von Gliomen wurde in dieser Arbeit die Gen-Panel-Sequenzierung
auf den lon PGM™- und lon Proton™-Sequenzierplattformen etabliert und validiert. Dafiir
wurde im Vorfeld ein Gliom-spezifisches Gen-Panel, bestehend aus 20 in Gliomen haufig
veranderten Genen und Genbereichen, erstellt. Eine hohe Spezifitdt sowie Sensitivitat der
Gen-Panel-Sequenzierung wurde fir die Detektion von DNA-Sequenzvarianten und
Veranderungen der Kopienzahl ermittelt. Der Arbeitsablauf wurde flir die Anwendung der
Methode zur Analyse von DNA aus Formalin-fixiertem und in Paraffin-eingebettetem
(FFPE) Tumorgewebe optimiert. Anhand der Sequenzierungsdaten von 121 untersuchten
Gliomen unterschiedlicher Histologien und Gradierungen wurden im Rahmen einer
uniberwachten Clusteranalyse der Sequenzierdaten folgende molekulare Tumorgruppen
ermittelt: (1) Astrozytare Gliome mit Mutationen in dem Isozitratdehydrogenase-Gen 1
(IDH1) und haufigen Mutationen in den Genen TP53 und ATRX, (2) oligodendrogliale
Gliome mit IDH1- oder IDH2-Mutationen und Kodeletion der Chromosomenarme 1p und
19q sowie haufigen Mutationen im C/C-Gen und im TERT-Genpromotor, sowie (3)
Glioblastome ohne IDH1- oder IDH2-Mutationen mit haufigen TERT-Promotormutationen
und entweder EGFR-Amplifikationen sowie homozygoter CDKNZ2A-Deletionen oder
Mutationen in PTEN und NF1. Die in dieser Arbeit erfolgte Etablierung und extensive
Validierung der Gen-Panel-Sequenzierung hat gezeigt, dass diese Methode fir die
integrierte  molekulare und histologische Diagnosestellung von Gliomen prinzipiell

geeignet und routinemafig anwendbar ist.

In einem weiteren Projektteil wurde mittels Gen-Panel-Sequenzierung von 50 Genen und
Genregionen das Mutationsprofil in 65 Paaren aus primadren und rezidivierten
Glioblastomen bestimmt und die Ergebnisse jeweils zwischen Priméar- und Rezidivtumor

der einzelnen Patienten miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich, dass Primar- und



Zusammenfassung

Rezidivglioblastome klonale Tumoren sind, die immer mindestens eine gemeinsame
genetische Veranderung aufweisen. Veranderungen im Mutationsprofil zwischen Primar-
und Rezidivtumor kdénnen dabei von Patient zu Patient unterschiedlich sein. Es konnte
sowohl eine lineare Evolution von Rezidiven aus dem im Primartumor dominanten
Tumorzellklon als auch eine verzweigte Evolution aus im Primartumor seltenen und zum
Teil frGhen Subklonen nachgewiesen werden. Am haufigsten fanden sich in den
Rezidivtumoren neu erworbene Mutationen in den Genen TP53, PTEN, EGFR und NF1.
In einigen Fallen wurden zwischen Primar- und Rezidivtumor unterschiedliche Mutationen
im gleichen Gen nachgewiesen. Die Entwicklung eines DNA-Hypermutationsphanotyps
durch Mutationen in DNA-Mismatch-Reparatur-Genen nach Therapie mit dem
alkylierenden Zytostatikum Temozolomid fand sich nur in zwei der 65 untersuchten
Rezidivtumore.

Insgesamt unterstreichen die eigenen Ergebnisse die Komplexitdt der genetischen
Veranderungen, die mit der Entstehung und Progression von Glioblastomen assoziiert
sind. Die molekularen Mechanismen bei der Entwicklung einer Therapieresistenz und
Rezidivtumorbildung sind dabei zwischen unterschiedlichen Patienten sehr heterogen.
Hinsichtlich des Einsatzes molekular zielgerichter Therapieansatze in der
Glioblastomrezidivtherapie sprechen die erhobenen Befunde dafiir, dass das
Mutationsspektrum im Primartumor sich im Regelfall nicht identisch im Rezidivtumor
wiederfinden I&sst, sodass eine molekulardiagnostische Testung von

Rezidivglioblastomen vor gezielter Therapie notwendig und sinnvoll erscheint.
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Abstract

The classification of gliomas is based on the new World Health Organization (WHO)
classification of central nervous system tumors (2016) which combines histological
findings and the analysis of molecular biomarkers into an integrated diagnosis. The
increasing knowledge concerning the molecular genetics of gliomas and the identification
of novel biomarkers for distinct glioma types requires neuropathological diagnostic
laboratories to imply new methods for molecular diagnostics that enable integrated
diagnostics as well as an improved prediction of therapy response and prognosis in the
individual patient. In this project, gene panel next generation sequencing was established
on the lon PGM™- und lon Proton™-sequencing platforms and validated as a novel
technique for advanced molecular diagnostics of gliomas. For this purpose, a glioma-
tailored gene panel, including the 20 most commonly mutated genes or gene regions in
gliomas, was assembled. Extensive validation experiments revealed that glioma gene
panel sequencing allows for the detection of tumor-associated sequence alterations and
copy number variations with high specificity and sensitivity. The respective workflow was
optimized for the use of DNA extracted from formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE)
tumor material. Based on glioma gene panel sequencing data of 121 gliomas of various
tumor types and WHO grades, unsupervised cluster analysis revealed the following
molecular tumor groups: (1) astrocytic gliomas with mutations in IDH1 and frequent
mutations in TP53 and ATRX, (2) oligodendroglial gliomas with mutations in IDH7 or IDH2
and codeletion of the chromosome arms 1p and 19q as well as common mutations in CIC
and the TERT promoter, (3) glioblastomas without /IDH1 mutations but mutations in the
promoter region of TERT as well as EGFR amplification and homozygous CDKNZ2A
deletion or mutations in PTEN and NF1. Collectively, the establishment and extensive
validation of gene panel sequencing performed in this thesis demonstrated that the
method is suitable for molecular diagnostic routine application and may facilitate modern

integrated histological and molecular classification of gliomas.

In a second project, 50 genes or gene regions of 65 primary and recurrent glioblastoma
pairs were sequenced by gene panel sequencing to assess the differences and
similarities of somatic alterations in primary and recurrent glioblastoma tumors. The
results showed that primary and recurrent tumors are clonal tumors which invariably
shared at least one genetic alteration. Mutation profiles either revealed a linear evolution
of recurrent tumors from the predominant clone in the primary tumor or a branched

evolution from a minor subclone of the primary tumor. Most of the mutations exclusively

vi



Abstract

detected in recurrent tumors were mutations in TP53, PTEN, EGFR and NF1. Some
tumor pairs showed a switch between different mutations in the same gene between
primary and recurrent tumors of a single patient. Two of 65 recurrent tumors showed a
DNA hypermutation phenotype due to mutations in a DNA mismatch-repair gene following
treatment with the DNA-alkylating agent temozolomide. The comparison of genetic
patterns between primary and recurrent tumors suggest that complex genetic changes are
associated with glioblastoma progression. Molecular processes potentially driving therapy
resistance and tumor recurrence are heterogeneous from patient to patient. In addition,
the own results indicate that the genetic mutations in recurrent glioblastomas may differ
from those in the initial tumor, thus emphasizing that molecular testing of recurrent tumor
tissue may be essential for optimal prediction of benefit of the patients from targeted

therapy approaches in relapsed disease.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Gliome: Epidemiologie, Diagnostik und Therapie

Primare Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS) machen ca. 2-3 % aller
Krebserkrankungen aus (Riemenschneider u. Reifenberger 2009). Gliome und
Meningeome gehoéren zu den haufigsten primaren Hirntumoren. Die Mehrzahl der Gliome
(80 %) sind biologisch und klinisch boésartige Tumoren (Weller et al. 2015). Das
bdsartigste und zugleich haufigste Gliom (ca. 60 % aller Gliome) ist das Glioblastom. Die
5-Jahres-Uberlebensrate von Glioblastom-Patienten betragt weniger als 3 % (Ohgaki u.
Kleihues 2005).

Gliome entstehen aus neuroglialen Stamm- oder Vorlauferzellen und wurden nach
morphologischen Ahnlichkeiten ihrer Tumorzellen zu den normalen glialen Zelltypen in
Astrozytome, Oligodendrogliome und Ependymome histologisch unterteilt (Louis et al.
2007; Weller et al. 2015). In der aktuellen Weltgesundheitsorganisation (WHO)-
Klassifikation flir Tumoren des ZNS 2016 werden erstmalig nicht nur histologische und
immunhistochemische Merkmale, sondern auch bestimmte molekulare Biomarker zur
Tumorklassifikation verwendet und das Konzept der integrierten histologischen und
molekularen Klassifikation fir Gliome eingefiihrt (Louis et al. 2016). Dies bedeutet, dass
die Tumorkategorisierung sowohl auf phanotypischen als auch auf genotypischen
Parametern beruht. Diagnostische molekulare Biomarker fir Gliome sind hierbei
Mutationen im IDH1-(isocitrate dehydrogenase 1) bzw. IDHZ2-(isocitrate dehydrogenase
2)-Gen, eine Kodeletion der Chromosomenarme 1p und 19q, eine K27M-Mutation im
H3F3A-(H3 histone family member 3A)-Gen und Fusionen zwischen den Genen C110rf95
und RELA (C110rf95-RELA Fusionen) (Louis et al. 2016).

Gliome werden nach der WHO-Klassifikation der ZNS-Tumoren in die Malignitatsgrade |
bis IV eingeteilt, wobei Tumoren des WHO-Grades | am wenigstens maligne sind.
Patienten mit einem WHO-Grad-I-Gliom, z.B. einem pilozytischen Astrozytom, kénnen
zumeist durch eine chirurgische Resektion des gegeniber dem angrenzenden
Gehirngewebe gut begrenzt wachsenden Tumors geheilt werden. Diffuse Gliome (WHO-
Grad Il) wachsen langsam und werden nach einer operativen Resektion, insbesondere
bei jingeren und klinisch asymptomatischen Patienten unter 40 Jahren, vorerst
beobachtet. Bei alteren Patienten sowie Patienten mit fortschreitendem Krankheitsverlauf
folgt dagegen in den meisten Fallen eine postoperative Strahlen- und/oder

Chemotherapie (Reifenberger et al. 2016). Diffuse Gliome treten nach initialer Therapie im
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Regelfall erneut auf und entwickeln sich im Rezidiv haufig zu einem anaplastischen Gliom
(WHO-Grad Ill) oder einem sekundaren Glioblastom (WHO-Grad V). Anaplastische
Gliome (WHO-Grad lll) und Glioblastome (WHO-Grad 1V) sind hochmaligne Tumoren, die
schnell wachsen und diffus in das gesunde Hirnparenchym infiltrieren. Patienten mit
einem anaplastischen Gliom (WHO-Grad Ill) werden postoperativ mit Radio- und/oder
Chemotherapie behandelt. Die Standardtherapie des Glioblastoms umfasst die operative
Tumorresektion, gefolgt von einer kombinierten Radio- und Chemotherapie mit
Temozolomid und nachfolgend sechs Zyklen Erhaltungschemotherapie mit Temozolomid
(Stupp et al. 2005). Temozolomid methyliert Nukleinbasen im DNA-Molekiil, wodurch u.a.
06- und N7-Methylguanin sowie N3-Methyladenin entstehen (Agarwala u. Kirkwood
2000). 0O6-Methylguanin wird durch die 0O-6-Methylguanin-DNA Methyltransferase
(MGMT) repariert, ohne das Genom zu schadigen. Eine hohe Sensivitdt gegen
Temozolomid wurde in Tumoren festgestellt, in denen das MGMT-Gen epigenetisch durch
eine Hypermethylierung im Promotorbereich transkriptionell inaktiviert ist (Hegi et al.
2005; Wick u. Weller 2009). In diesem Fall kommt es durch O6-Methylguanin zu einer
Basenfehlpaarung wahrend der DNA-Replikation, die durch DNA-Mismatch-
Reparaturenzyme  ausgeschnitten  wird, wodurch  Einzel- und nachfolgend
Doppelstrangbriiche in der DNA entstehen und der Apoptose-Signalweg induziert wird.
Eine MGMT-Promotormethylierung im Tumorgewebe korreliert daher mit einem besseren
Ansprechen auf eine Temozolomidbehandlung und einer verlangerten Uberlebenszeit von
Glioblastompatienten (Hegi et al. 2005; Wick et al. 2014). Die Bestimmung des MGMT-
Promotorstatus kann bei der Entscheidung (ber die postoperative Therapie bei
Glioblastompatienten Gber 70 Jahre helfen (Malmstrém et al. 2012; Wick et al. 2012). Im
Falle einer MGMT-Promotormethylierung werden die Patienten mit Temozolomid allein
oder in Kombination mit Bestrahlung behandelt, wahrend im Falle des Nachweises eines
nicht-methylierten MGMT-Promotors ausschliel3lich Strahlentherapie eingesetzt wird
(Reifenberger et al. 2016). Die mediane Uberlebenszeit von Patienten mit einem
Glioblastom hangt neben dem Lebensalter, dem klinischen Zustand des Patienten, dem
Ausmal} der Tumorresektion und dem MGMT-Status wesentlich davon ab, ob eine IDH-
Mutation in den Tumorzellen vorliegt (Reifenberger et al. 2016). Das mediane Uberleben
von Patienten mit einem IDH-Wildtyp-Glioblastom liegt im Mittel zwischen 14 und 17
Monaten, wahrend Patienten mit einem IDH-mutierten Glioblastom im Mittel ungefahr 30
Monate nach Diagnosestellung Uberleben (Reifenberger et al. 2016). Trotz der
zytotoxischen Wirkung der Strahlenbehandlung und systemischer Gabe von Temozolomid
rezidivieren Glioblastome nahezu immer und sind dann oftmals Therapie-resistent. Das

Auftreten einer Therapie-Resistenz wurde mit einem veranderten genetischen Profil des
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Rezidivtumors im Vergleich zum Primartumor in Zusammenhang gebracht (Johnson et al.
2014).

1.1.1 Die Weltgesundheitsorganisation (WHO)-Klassifikation der Gliome

Tumoren des ZNS wurden bis Mai 2016 hinsichtlich ihrer immunhistochemischen und
histologischen Merkmale gemaly der WHO-Klassifikation 2007 in verschiedene Entitaten
und WHO-Tumorgrade eingeordnet (Tabelle 1) (Louis et al. 2007). Neue
molekularpathologische Erkenntnisse haben dazu beigetragen, dass die WHO-
Klassifikation von Tumoren des ZNS Uberarbeitet wurde (Louis et al. 2016). Die aktuelle
Version aus dem Jahr 2016 beinhaltet neben immunhistochemischen und histologischen
Eigenschaften auch molekulargenetische Marker, welche eine genauere diagnostische
Einordnung erlauben und somit die Klassifikation insbesondere auch der Gliome erheblich
verbessern (Louis et al. 2016; Reifenberger et al. 2016).

Nach der vormaligen WHO-KIassifikation von 2007, welche zum Zeitpunkt des Beginns
der experimentellen Arbeiten an dieser Dissertation noch gultig war, wurden die diffusen
und anaplastischen Gliome der WHO-Grade Il und Il rein histologisch in diffuse
Astrozytome WHO-Grad |l (A Il), anaplastische Astrozytome WHO-Grad Il (AA ),
Oligodendrogliome WHO-Grad Il (O II), anaplastische Oligodendrogliome WHO-Grad IlI
(AO Ill), Oligoastrozytome WHO-Grad Il (OA Il) und anaplastische Oligoastrozytome
WHO-Grad Il (AOA l1ll) eingeteilt. Zusatzlich gibt es das Glioblastom (WHO-Grad 1V) mit
seinen histologischen Varianten, d.h. dem Riesenzellglioblastom und dem Gliosarkom
(Louis et al. 2007). Rein klinisch lassen sich unter den Glioblastomen primare (pGB V)
und sekundare Glioblastome (sekGB 1V) unterscheiden. Letztere entstehen aus
niedriggradigeren Vorlauferlasionen (WHO-Grade Il oder IllI) und treten daher
hauptsachlich bei jungen Erwachsenen vor dem 50. Lebensjahr auf. Primare
Glioblastome entwickeln sich dagegen de novo und finden sich hauptsachlich bei
Patienten hoheren Alters, d.h. jenseits des 50. Lebensjahres (Ohgaki u. Kleihues 2005).
Pilozytische Astrozytome WHO-Grad | (piloA 1), subependymale Riesenzellastrozytome
WHO-Grad | und pleomorphe Xanthoastrozytome WHO-Grad Il (PXA IlI) gehéren zu
hauptsachlich bei Kindern und Jugendlichen auftretenden astrozytdren Gliomen mit
zumeist besser begrenztem Tumorwachstum (Louis et al. 2007). Des Weiteren wurden in
der WHO-Klassifikation 2007 noch die verschiedenen ependymalen Tumoren
(Subependymom WHO-Grad |, myxopapillares Ependymom WHO-Grad |, Ependymom

WHO-Grad Il und anaplastisches Ependymom WHO-Grad Ill) sowie sonstige seltene
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Gliome wie das Astroblastom, das chordoide Gliom des 3. Ventrikels und das
angiozentrische Gliom aufgelistet (Louis et al. 2007, vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: WHO-KIassifikation und Gradierung von Gliomen 2007*

Astrozytare Tumoren WHO-Grad

Pilozytisches Astrozytom I

Subependymales Riesenzellastrozytom I

Pleomorphes Xanthoastrozytom 1
Diffuses Astrozytom I
Anaplastisches Astrozytom i
Glioblastom v
Gliomatosis cerebri 1]

Oligodendrogliale Tumoren

Oligodendrogliom Il
Anaplastisches Oligodendrogliom 1

Oligoastrozytire Tumoren

Oligoastrozytome Il
Anaplastische Oligoastrozytome i

Ependymale Tumoren

Supependymom I
Myxopapillares Ependymom I
Ependymom I
Anaplastisches Ependymom [l

Sonstige Gliome

Astroblastom -
Chordoides Gliom des 3. Ventrikels Il
Angiozentrisches Gliom I

* nach Louis et al. (2007), ohne histologische Varianten.

Nach der neuen WHO-KIassifikation von Tumoren des ZNS aus dem Jahr 2016 bilden die
diffusen Gliome nun eine groBe Ubergruppe bestehend aus den astrozytaren Tumoren
der WHO-Grade II, lll und IV, den oligodendroglialen Tumoren der WHO-Grade Il und llI
sowie der neuen Entitat des diffusen Mittellinienglioms mit Histon 3 K27M (H3-K27M)-
Mutation (Tabelle 2). Unter den diffusen und anaplastischen Astrozytomen (WHO-Grad |l
und IIl) werden jeweils die eigentlichen IDH-mutierten Entitdten von den provisorischen
Entititen ohne IDH-Mutation und den NOS-Kategorien (aus dem Englischen ‘not
otherwise specified') unterschieden. Die Bezeichnung NOS impliziert, dass aufgrund einer
fehlenden Bestimmung des IDH-Mutationsstatus keine genauere Diagnose zugewiesen

werden kann. Glioblastome werden nach der neuen WHO-Klassifikation in Glioblastome,
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IDH-Wildtyp, und Glioblastome, IDH-mutiert sowie Glioblastome, NOS unterteilt.
Glioblastome, IDH-Wildtyp, entsprechen dabei groRtenteils primaren Glioblastomen,
wohingegen sekundare Glioblastome Uberwiegend in die Gruppe der Glioblastome mit
IDH-Mutation fallen (Louis et al. 2016). Diffuse Gliome mit einer K27M-Mutation im
H3F3A-Gen oder im HIST1H3B/C-(H3 histone family member 1B/C, H3.1)-Gen werden
als diffuse Mittelliniengliome, H3-K27M-mutiert, WHO-Grad |V, klassifiziert. Diese
Tumoren sind Uberwiegend in Mittellinienstrukturen des ZNS wie Hirnstamm, Thalamus
und Rickenmark lokalisiert (Reifenberger et al. 2016). Oligodendrogliome und
anaplastische Oligodendrogliome sind in der neuen WHO-Klassifikation durch eine IDH-
Mutation und einen kombinierten Verlust der Chromosomenarmen 1p und 19q (1p/19g-
Kodeletion) definiert. Diese werden entsprechend als Oligodendrogliom bzw.
anaplastisches Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19g-kodeletiert beschrieben. Eine
Klassifikation von diffusen Gliomen als Oligoastrozytom bzw. anaplastisches
Oligoastrozytom ist in der WHO-Klassifikation eigentlich nicht mehr vorgesehen, da sich
gezeigt hat, dass diese Mischgliome bei entsprechender molekularer Testung entweder
einen astrozytaren oder einen oligodendroglialen Genotyp aufweisen (Louis et al. 2016).
Ist eine molekulare Analyse jedoch nicht mdglich, kénnen Gliome mit gemischtem
Phéanotyp als Oligoastrozytom, NOS, bzw. anaplastisches Oligoastrozytom, NOS,
klassifiziert werden, was aber mdglichst vermieden werden sollte.

Neben den diffusen Astrozytomen bilden die Astrozytome mit umschriebenen
Wachstumsverhalten eine eigene Gruppe, bestehend aus den pilozytischen
Astrozytomen, den pleomorphen Xanthoastrozytomen und den subependymalen
Riesenzellastrozytomen. Die Gliomatosis cerebri ist nicht mehr als eigenstéandige Entitat
gelistet. Unter den ependymalen Tumoren wurde das Ependymom mit RELA-Fusion als

neue Entitat hinzugeflgt (Tabelle 2).
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Tabelle 2: WHO-KIassifikation und Gradierung von Gliomen 2016

Diffuse astrozytare und oligodendrogliale Tumoren WHO-Grad

Diffuses Astrozytom, IDH-mutiert 1
Diffuses Astrozytom, IDH-Wildtyp Il
Diffuses Astrozytom, NOS 1
Anaplastisches Astrozytom, IDH-mutiert i
Anaplastisches Astrozytom, IDH-Wildtyp i
Anaplastisches Astrozytom, NOS i

Glioblastom, IDH-Wildtyp A\
Glioblastom, IDH-mutiert v
Glioblastom, NOS v
Diffuses Mittelliniengliom, H3-K27M-mutiert v

Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19-kodeletiert Il
Oligodendrogliom, NOS Il
Anaplastisches Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19- i
kodeletiert
Anaplastisches Oligodendrogliom, NOS 1]
Oligoastrozytom, NOS Il
Anaplastisches Oligoastrozytom, NOS Il

Andere astrozytiare Tumoren

Pilozytisches Astrozytom I
Subependymales Riesenzellastrozytom I
Pleomorphes Xanthoastrozytom Il
Anaplastisches pleomorphes Xanthoastrozytom i

Ependymale Tumoren

Supependymom I
Myxopapillares Ependymom I
Ependymom Il
Ependymom, RELA Fusion-positiv Il oder Il
Anaplastisches Ependymom i

Sonstige Gliome

Astroblastom -
Angiozentrisches Gliom I
Chordoides Gliom des 3. Ventrikels [l

1.1.2 Molekulare Pathologie von Gliomen

Das Wissen uber somatische Veranderungen in den verschiedenen Entitdten von
Gliomen hat in den letzten zehn Jahren drastisch zugenommen (Parsons et al. 2008; Yan
et al. 2009; Schwartzentruber et al. 2012; Sturm et al. 2012; Brennan et al. 2013; Brat et
al. 2015; Suzuki et al. 2015; Ceccarelli et al. 2016). Durch u.a. Genom- oder Exom-weite

DNA-Sequenzierungen konnten charakteristische DNA-Sequenzalterationen,
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Veranderungen in der Zahl der Genkopien (copy number variations, CNVs) und
Chromosomen-Umordnungen als Ursachen fir die Entwicklung und Progression der
unterschiedlichen Entitaten von Gliomen identifiziert werden (Abbildung 1). Nach der
aktuellen WHO-Klassifikation der Tumoren des ZNS (Louis et al. 2016) werden diffuse
Gliome molekular insbesondere nach ihrem IDH-Mutationsstatus unterschieden (Tabelle
2). Eine IDH-Mutation wird dabei als ein tumor-initierender Faktor angesehen, der am
Anfang der Gliom-Entwicklung steht (Suzuki et al. 2015). Die IDH1-R132H-Mutation
kommt in Gliomen am haufigsten (ca. 90 %) vor, die IDH1-Varianten R132C, R132L und
R132S werden ebenso wie IDH2 Kodon-172-Mutationen weniger haufig identifiziert (Balss
et al. 2008; Hartmann et al. 2009; Yan et al. 2009). Mutante IDH-Proteine haben diverse
Auswirkungen auf den Stoffwechsel. Im intakten Zustand katalysiert die
Isozitratdehydrogenase die oxidative Dekarboxylierung von lIsozitrat zu a-Ketoglutarat
unter Generierung von NADPH. Mutantes IDH hingegen katalysiert die Umwandlung von
a-Ketoglutarat unter NADPH-Verbrauch zu 2-Hydroxyglutarat (Dang et al. 2009). 2-
Hydroxyglutarat ist ein Onkometabolit, welcher unter anderem Histon-Demethylasen und
5-Methylcytosin-Hydroxylasen inhibiert, wodurch es zu einer Zunahme der Histon-
Methylierung bzw. Hypermethylierung von CpG-Inseln im Genom kommt (Xu et al. 2011).
Die Hypermethylierung von CpG-Inseln wird als ,Gliom-CpG-Insel-methylierter Phanotyp
(G-CIMP) bezeichnet (Noushmehr et al. 2010). Durch das 2-Hydroxyglutarat wird
aulerdem der Hypoxie-induzierte Faktor HIF-1 hochreguliert, wodurch die Angiogenese
gefordert wird (Zhao et al. 2009).

Fir die Tumorgenese und Progression von Gliomen sind jedoch noch weitere
chromosomale und genetische Veranderungen nétig. Diese haben Einfluss auf wichtige
Signalwege, die eine Schlisselrolle in der Regulation von Zellproliferation, Apoptose,
Differenzierung und Migration spielen, wie z.B. p53-, Retinoblastom-(Rb)-Signalweg und
die Rezeptor-Tyrosinkinase-abhangigen (RTK)-Signalwege PISK/AKT/mTOR bzw.
RAS/MAPK (Brennan et al. 2013; Weller et al. 2015; Reifenberger et al. 2016). Andere
betroffene Komponenten bzw. Funktionseinheiten in der Zelle sind der Chromatin-
Remodulierungskomplex, der Zitrat-Zyklus und die Regulation von Histonmodifizierungen
(Suzuki et al. 2015).

1.1.2.1 Diffuse und anaplastische Astrozytome, IDH-mutiert

IDH-mutierte astrozytare Tumoren sind neben einer Mutation in IDH1 oder IDHZ2 durch
Mutationen im Tumorsuppressorgen TP53 (in >80 % der Falle) und Mutation im
transkriptionellen Regulator ATRX (a-thalassemia/mental retardation syndrom X-linked)-
Gen (in ca. 70-80% der Falle) charakterisiert (Brat et al. 2015; Suzuki et al. 2015;
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Ceccarelli et al. 2016) (Abbildung 1). Durch Veranderungen im p53-Signalweg wird die
Apoptose sowie der Zellzyklusarrest gehemmt (Olivier et al. 2010). Durch Mutationen in
ATRX kommt es zu einem Verlust der nukledren ATRX-Expression, wodurch das
Chromatin remoduliert und die Regulation der Telomerldnge verandert wird (Heaphy et al.
2011; Lovejoy et al. 2012; Schwartzentruber et al. 2012; Jiao et al. 2012). Neben den
genannten Mutationen sind in Astrozytomen auch typische chromosomale Veranderungen
bekannt. Ein Gewinn von Chromosom 7 (Trisomie 7) oder des langen Arms von
Chromosom 7 (7q) ist haufig in WHO-Grad-Il- und IlI-Astrozytomen, wahrend ein Verlust
des Chromosomenarms 10g in anaplastischen Astrozytomen und sekundaren
Glioblastomen nachgewiesen werden konnte. In den héhergradigen Tumoren ist zudem
haufiger ein homozygoter Verlust der Zellzyklusgene CDKNZ2A und CDKNZ2B (cyclin-
dependent kinase inhibitors 2A und 2B) auf 9p21 zu finden (Riemenschneider u.
Reifenberger 2009; Reifenberger et al. 2016).

1.1.2.2 Oligodendrogliome und anaplastische Oligodendrogliome, IDH-mutiert
und 1p/19g-kodeletiert

Oligodendrogliome sind genetisch charakterisiert durch Mutation in /IDH1 oder IDH2 und
durch die Kodeletion der Chromosomenarme 1p und 19q (Riemenschneider et al. 2010;
Louis et al. 2016) (Abbildung 1). Der kombinierte Verlust kommt durch eine unbalancierte
Translokation zwischen Chromosom 1 und 19 zustande, wodurch ein 1p/19qg-Derivat
(t(1p;19q)) verloren geht und ein Derivat wahrend der Replikation bestehen bleibt (Griffin
et al. 2006). Es konnte gezeigt werden, dass ein kombinierter 1p/19g-Verlust zu einem
besseren Chemotherapie-Ansprechen und somit zu einer langeren Uberlebenszeit der
Patienten fuhrt, wodurch die 1p/19g-Kodeletion als pradiktiver Marker gilt (Cairncross et
al. 1998; van den Bent, Martin J et al. 2013). Zuséatzlich sind Oligodendrogliome durch
Mutationen im TERT (telomerase reverse transkriptase)-Genpromotor (ca. 95 %) und im
CIC (capicua transcriptional repressor)-Gen (ca. 75 %) charakterisiert (Bettegowda et al.
2011; Cahill et al. 2015; Heidenreich et al. 2015). TERT kodiert fur eine katalytische
Untereinheit der Telomerase, welche fir die Telomerverlangerung der Chromosomen
wichtig ist. Mutationen im TERT-Promotor erhéhen die Telomerase-Aktivitat, was u.a. zur
Inhibierung von Apoptose und Seneszenz flhrt (Bodnar et al. 1998; Mosrati et al. 2015).
CIC fungiert als Transkriptionsrepressor und ist dem Rezeptortyrosinkinase (RTK)-
Signalweg nachgeschaltet (Bettegowda et al. 2011). Es konnte gezeigt werden, dass die
Inaktivierung von CIC durch Mutationen mit der Hochregulierung von Genen, die in der
Zellproliferation beteiligt sind, assoziiert ist (Gleize et al. 2015). In ca. einem Drittel der

Oligodendrogliome wurden auch Mutationen im Gen FUBP1 (far upstream element
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binding protein 1) auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 identifiziert (Bettegowda et al.
2011).

1.1.2.3 Glioblastome

Glioblastome tragen eine Vielzahl von chromosomalen und genetischen Veranderungen
(Riemenschneider u. Reifenberger 2009) und werden gemal der neuen WHO-
Klassifikation nach ihrem IDH-Status in zwei Hauptgruppen unterteilt (Louis et al. 2016)
(Abbildung 1). IDH-mutierte Glioblastome (ca. 10 % der Falle) tragen Mutationen, die
auch in diffusen und anaplastischen Gliomen nachgewiesen wurden, darunter am
haufigsten TP53- und ATRX-Mutationen (Reifenberger et al. 2016). Zusatzlich finden sich
weitere chromosomale Aberrationen wie Verluste der Chromosomenarme 9p und 10q. In
IDH-Wildtyp-Glioblastomen ist haufig das EGFR (epidermal growth factor receptor)-Gen
(40 %) amplifiziert, welches eine Rezeptor-Tyrosinkinase kodiert, die das Tumorwachstum
Uber die Zellproliferations- und Zellmigrationssignalwege RAS/MAP und PI3K/AKT
stimuliert (Ohgaki u. Kleihues 2005; Riemenschneider et al. 2010). Ungefahr die Halfte
der EGFR-amplifizierten Glioblastome exprimieren die EGFRVvllI-Variante, die durch eine
Deletion von Exon 2 bis 7 charakterisiert ist (Weller et al. 2014b). Die EGFRuvll/l-Variante
ist konstitutiv aktiv und stellt ein tumorspezifisches Antigen dar, welches als Zielstruktur
fur eine Peptid-basierte Vakzinierungstherapie fungieren kann (Thorne et al. 2016).
Andere Autoren haben die Expression von EGFRVIII auch mit einer vermehrten Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies und damit verbundenem oxidativen Stress und DNA-
Beschadigung assoziiert (Nitta et al. 2010). Eine weitere Rezeptortyrosinkinase, PDGFRA
(platelet derived growth factor receptor alpha), ist in einem kleineren Anteil der
Glioblastome amplifiziert (Brennan et al. 2009). Mehr als 70 % der IDH-Wildtyp-
Glioblastome tragen eine TERT-Promotormutation und ca. 25-30 % eine TP53-Mutation.
Weitere haufig auftretende Alterationen in IDH-Wildtyp-Glioblastomen sind Gewinne von
Chromosom 7 (Trisomie 7), Verluste von Chromosom 10 (Monosomie 10), homozygote
Deletion von CDKN2A/B auf 9p21, Deletion und/oder Mutation des RB1 (retinoblastoma
1)-Gens, Amplifikation von CDK4 oder CDK®6 (cyclin-depentent kinases 4 und 6), MDM?2
oder MDM4 (murine double minute 2 und 4), Mutationen im PTEN (phosphatase and
tensin homolog on chromosome 10)-Gen und NF1 (neurofibromin 1)-Gen (Brennan et al.
2013; Weller et al. 2015). RB1 sowie CDKN2A/B kodieren fur Tumorsuppressorgene, die
den Zellzyklus negativ regulieren (Murphree u. Benedict 1984; Gil u. Peters 2006). CDK4
und CDK6 hingegen sind wichtige Regulatoren fiir die Zellzyklus-Progression und
fungieren damit als Onkoproteine (Schmidt et al. 1994; Grafia u. Reddy 1995). PTEN

kodiert ein Tumorsuppressorgen, welches den AKT-Signalweg negativ reguliert (Haas-
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Kogan et al. 1998; Stambolic et al. 1998). NF1 ist ein negativer Regulator des RAS/MAP-
Signalweges (Bollag et al. 1996). In Glioblastomen, IDH-Wildtyp, werden somit eine
Vielzahl von biologisch-relevanten  Signalwegen, welche Einfluss auf die
Tumorentstehung und -progression haben, durch genetische Mutationen oder
chromosomale Imbalancen in den Tumorzellen in ihrer Aktivitat verandert. Anhand von
mRNA-Expressionsprofil-Daten wurden Glioblastome in vier verschiedene Subtypen
unterteilt: proneural, neural, klassisch und mesenchymal (Verhaak, Roel G W et al. 2010).
Die neurale Subgruppe ist durch die Expression verschiedener Neuronenmarker
gekennzeichnet  (NEFL, GABRA1, SYT1 und SLC12A). Durch  DNA-
Methylierungsanalysen wurden zudem sechs verschiedene molekulare Subgruppen von
Glioblastomen anhand epigenetischer Muster und Genexpressions-Daten identifiziert
(Sturm et al. 2012). Eine Gruppe mit proneuralem Expressionsprofil stellen die IDH-
mutierten, G-CIMP-positiven und grofitenteils MGMT-Promotor-methylierten Glioblastome
dar. Zu einer weiteren proneuralen Gruppe gehoéren die Rezeptorthyrosinkinase | (RTK [)
IDH-Wildtyp Glioblastome, bei denen haufig PDGFRA-Amplifikationen zu finden sind. Zu
der RTK-II-Subgruppe gehoéren die Glioblastome, IDH-Wildtyp mit klassischem mRNA-
Expressionsprofil. Die klassische Subgruppe ist durch Chromosom 7-Gewinne und
haufiger EGFR-Genamplifikationen gepaart mit dem Verlust von Chromosom 10 und einer
homozygoten Deletion von CDKNZ2A charakterisiert. Die mesenchymale Subgruppe
kennzeichnet sich durch fokale hemizygote Deletion der Chromosomenregion 17911.2
aus. Damit verbunden sind geringe Level von NF1-mRNA-Expression (Verhaak, Roel G
W et al. 2010). Zwei padiatrische Glioblastom-Subgruppen werden durch die H3F3A-
Mutationen im Kodon K27 oder im Kodon G34 unterschieden (Sturm et al. 2012). Nach
der neuen WHO-Klassifikation stellen die K27-mutierten Glioblastome eine eigene Entitat
dar (Louis et al. 2016).

1.1.2.4 Diffuse Mittellinienglioblastome, H3-K27M-mutiert

Diffuse Mittellinienglioblastome sind bdsartige Gliome, die typischerweise im Hirnstamm,
Thalamus oder Rickenmark bei Kindern und jungen Erwachsenen auftreten und
histologisch oftmals Merkmale eines Glioblastoms aufweisen (Louis et al. 2016). Sie
unterscheiden sich jedoch von IDH-Wildtyp-Glioblastomen in ihrer molekularen Signatur,
da eine charakteristische H3-K27M-Mutation vorliegt (Abbildung 1). Normalerweise ist H3-
K27 trimethyliert und assoziiert mit der Inaktivierung von Genpromotoren (Bender et al.
2013; Venneti et al. 2013). Der Austausch von Lysin (K) zu Methionin (M) an Position 27
fuhrt zum Verlust dieser Trimethylierung, eine Veranderung, die man sich in der

Diagnostik dieser Tumoren durch den immunhistochemischen Nachweis eines Verlustes
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der nuklearen Expression von H3-K27me3 zunutze macht. Des Weiteren kann man das
mutante H3-K27M-Protein immunhistochemisch in den Tumorzellkernen mit Hilfe eines
mutationsspezifischen Antikérpers nachweisen (Louis et al. 2016). Mutationen im
HIST1H3B (histone cluster 1 H3 family member b)-Gen sind in diffusen Mittelliniengliomen
weniger haufig zu finden. Zusatzlich finden sich in H3-K27M-mutierten diffusen
Mittelliniengliomen gehauft Mutationen in verschiedenen anderen Genen, darunter TP53-,
PPMD1-, ACVR1- und FGFR1- Mutationen sowie Amplifikationen der Gene PDGFRA,
MYC, MYCN, CDK4, CDK6, CCND1-3 oder MET (Reifenberger et al. 2016).

1.1.2.5 Andere astrozytare Tumoren

In pilozytischen Astrozytomen (WHO-Grad ) sind Mutationen, Duplikationen und
Fusionen des BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase)-Gens haufig,
insbesondere in Tumoren des Kleinhirns bei Kindern (Jones, David T W et al. 2013).
BRAF fungiert als ein Regulator des Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-
Signalweges und Mutationen in diesem Protein verursachen eine deregulierte Aktivierung
dieser wachstumsférdernden Signalkaskade. In einem kleineren Teil der pilozytischen
Astrozytome fehlen BRAF-Alterationen, stattdessen finden sich dann Veranderungen in
anderen Komponenten des MAPK-Signalweges, wie Mutationen in den Genen NF1,
FGFR1, KRAS und PTPN11 oder NTRK2-Genfusionen (Jones, David T W et al. 2013).
Subependymale Riesenzellastrozytome (WHO-Grad 1) zeigen typischerweise Mutationen
im TSC1 (tuberous sclerosis 1 bzw. hamartin)-Gen oder im TSC2 (tuberous sclerosis 2
bzw. tuberin)-Gen (Chan et al. 2004). Pleomorphe Xanthoastrozytome (WHO-Grad II)
sind charakterisiert durch die Punktmutation BRAF-V600E (ca. 65 % der Falle) (Schindler
et al. 2011). Daneben sind der Verlust von Chromosom 9 und homozygote Deletionen von
CDKNZ2A und B haufig (Weber et al. 2007; Koelsche et al. 2014).

11
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Abbildung 1: Haufige molekulare Verdnderungen in IDH-Wildtyp- und IDH-mutierten
Gliomen. Niedriggradige, pilozytische Astrozytome und pleomorphe Xanthoastrozytome (blauer
Kasten links) zeigen nur wenige molekulare Veranderungen, welche haufig das BRAF-Gen
betreffen. IDH-mutierte Gliome sind in Astrozytome und Oligodendrogliome unterteilt.
Oligodendrogliome tragen Mutationen in den Genen CIC, TERT und FUBP1 sowie die
charakterische Kombination aus IDH-Mutation und Kodeletion von 1p und 19q. Astrozytome haben
zusatzlich typischerweise ATRX- und TP53-Mutationen und kénnen sich zu einem IDH-mutierten
Glioblastom entwickeln (griiner Kasten). IDH-Wildtyp-Glioblastome WHO-Grad IV haben viele
genetische Aberrationen, u.a. in H3F3A-G34, EGFR, CDKN2A/B, PTEN, TERT und NF1
(orangener Kasten). Diffuse Mittelliniengliome, H3-K27M-mutiert, weisen neben der
charakteristischen H3-K27M-Mutation noch Veranderungen in vielen anderen Genen, darunter z.B.
Mutationen in den Genen TP53, PPMD1, ACVR1 und FGFR1 sowie Amplifikationen verschiedener
Onkogene, z.B. PDGFRA, MYC, MYCN und anderer auf.

1.1.3 Neuropathologische Diagnostik von Gliomen

Die neuropathologische Diagnostik von Gliomen erfolgt zunachst (ber die
lichtmikroskopische Beurteilung von auf Objekttragern aufgebrachten und mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Schnittpraparaten der verflugbaren
Tumorgewebeproben. Uber immunhistochemische, d.h. Antikérper-vermittelte Farbungen
werden zusatzlich bestimmte diagnostische Marker an Schnittpraparaten bestimmt.
Hierzu gehdren neben Differenzierungsmarkern, wie z.B. GFAP (glial fibrillary acidic
protein), und Proliferationsmarkern, wie z.B. Ki67 (MIB-1), inzwischen auch der
Antikorper-basierte Nachweis von tumorassoziierten Mutationen, darunter z.B. IDH1-
R132H, H3-K27M, BRAF-V600E und EGFRVIIl, sowie von Verlusten der nuklearen
Expression von ATRX oder H3-K27me3 (Malzkorn u. Reifenberger 2016). In jlingster Zeit
ist mit der neuen WHO-KIassifikation (Louis et al. 2016) der Bedarf an zusatzlichen
molekularen Analysen zur Diagnostik von Hirntumoren gestiegen (Malzkorn wu.
Reifenberger 2016). In der Routinediagnostik wird die haufigste IDH1-Mutation, d.h. IDH1-

R132H, immunhistochemisch mit Hilfe eines mutationsspezifischen monoklonalen
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Antikorpers detektiert (Capper et al. 2009). Alternativ kénnen nicht nur die R132H-
Mutation, sondern auch andere, weniger haufig vorkommende IDH1-R132- bzw. IDH2-
R172-Mutationen, durch Sanger-Sequenzierung oder mittels Pyrosequenzierung
identifiziert werden (Felsberg et al. 2010). Mittels DNA-Sequenzierung kénnen auch
gezielt Mutationen im TERT-Promotor (hg19 chr5:9.[1295228C>T] und g.[1295250C>T]),
im H3F3A-Gen (G34 und K27) und im BRAF-Gen (V600) nachgewiesen werden. Eine
Kodeletion der Chromosomenarme 1p und 19q wird haufig Gber Mikrosatelliten-basierte
Untersuchungen, die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)-Technik sowie mittels
MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) oder Mikroarray-basierte
Verfahren bestimmt (Riemenschneider et al. 2010). Der diagnostische Nachweis von
BRAF- oder RELA-Genfusionen in pilozytischen Astrozytomen bzw. Ependymomen
erfolgt entweder Uber FISH-Analysen oder mit Hilfe fusionsspezischer reverser
transcriptase PCR (RT-PCR)-Assays (Malzkorn u. Reifenberger 2016; Masui et al. 2016).
Der Methylierungsstatus des MGMT-Promotors wird ausgehend von Natriumbisulfit-
behandelter Tumor-DNA entweder Uber eine Pyrosequenzierung oder eine
methylierungsspezifische PCR (MSP) nachgewiesen (Wick et al. 2014). Letztlich werden
die histologischen, immunhistochemischen und molekularen Befunde abschlieRend zu
einer integrierten Diagnose gemal der WHO-Klassifikation von ZNS-Tumoren (Louis et

al. 2016) zusammengefasst.

1.2 Hochdurchsatz-Sequenzierung in der medizinischen Diagnostik

Die Hochdurchsatzsequenzierung oder auch Next-Generation-Sequencing (NGS) wird in
immer mehr Bereichen der Medizin wie der Humangenetik, Forensik, Infektionsdiagnostik
sowie der Krebsdiagnostik und -forschung angewendet (MaclLean et al. 2009; Rehm
2013; Yang et al. 2014; Bgrsting u. Morling 2015; Lapin et al. 2016; Vemula et al. 2016).
Je nach Fragestellung kdnnen das komplette Genom, das ganze Exom oder ausgewahlte
Zielgene sequenziert werden. In der onkologischen Diagnostik werden immer haufiger
Gen-Panel-Analysen eingesetzt (Ellison et al. 2015; Malapelle et al. 2015; Padmanabhan
et al. 2016). Mittels Gen-Panel-Analysen kdénnen klinisch relevante Gene fur ein
bestimmtes Krankheitsbild parallel sequenziert werden. Die Kenntnis von genetischen
Tumormarkern in vielen verschiedenen Krebsarten erlaubt eine gezielte Sequenzierung
von sogenannten  Hotspot-Mutationen  oder -Regionen. Die traditionellen
Routinemethoden wie Sanger-Sequenzierung, Pyrosequenzierung oder DNA-
Fragmentanalysen reichen flr die gleichzeitige Analyse der Fille an bekannten

Tumormarkern jedoch zumeist nicht mehr aus. Die Menge an verfigbarem Tumormaterial
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ist oft limitiert, wodurch der Einsatz eines breitgefacherten Untersuchungsspektrums mit
vielen verschiedenen Methoden oftmals nicht méglich ist. Die Gen-Panel-Sequenzierung
ermdglicht eine effektive und kostenglnstige Diagnostik, bei der aus wenig DNA-Material
selektive Genregionen mit klinischer Signifikanz parallel sequenziert werden kénnen
(Luthra et al. 2015). Die Varianten kdnnen mittels Anzahl der DNA-Sequenzen des
Mutations- bzw. Wildtyp-Nukleotids quantitativ bestimmt werden. Der Vorteil dieser Panels
im Vergleich zu Genom- oder Exomsequenzierung ist die hohe Abdeckung der
Zielregionen, wodurch die analytische Sensitivitdt und Spezifitdt hoch ist (Rehm et al.
2013). Aulierdem werden insgesamt weniger Sequenzen bendtigt, da nur wenige
ausgewahlte Genombereiche abgedeckt werden. Dadurch kénnen die Kosten niedrig
gehalten werden. Vorgefertigte Gen-Panels kénnen seit einigen Jahren fir die NGS-
Diagnostik von verschiedenen Krebserkrankungen auch kommerziell erworben werden.
Die flihrenden Firmen fir Hochdurchsatzsequenzierungen, lllumina und Thermo Fisher
Scientific, bieten aber auch ein auf jeweilige Belange des Untersuchers individuell
angepasstes, eigenes Panel-Design an, sodass tumorrelevante Genregionen spezifisch
selektiert werden kénnen.

Fir die Etablierung der Gen-Panel-Sequenzierung bzw. einer NGS-Plattform in der
klinischen Diagnostik hat das American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) Richtlinien zur Verfugung gestellt (Rehm et al. 2013). Ein wichtiger Aspekt ist die
Validierung der Hochdurchsatzsequenzierung, zu der verschiedene Parameter gehdren
(Tabelle 3). Eine valide Variantendetektion wird hierbei Uber die Sensitivitat sowie
Spezifitdt Uberprift. Die NGS-Daten missen reproduzierbar sein und eine
Sequenzierungstiefe fur Varianten muss bestimmt werden. Bestimmte Genbereiche, wie
z.B. GC-reiche DNA-Abschnitte, sind schwieriger zu sequenzieren, sodass eine geringe
Abdeckung in diesen Bereichen haufig ist. Die generierten Sequenzen sollten einen
bestimmten Qualitatswert erreichen. Dieser Qualitdtswert wird Uber den sogenannten
Phred-Score bestimmt, der die Wahrscheinlichkeit angibt, dass eine Base nicht korrekt
gelesen wurde. Ein Phred-Score von 20 gibt an, dass eine von 100 Basen wahrscheinlich
falsch gelesen wurde (99 % Genauigkeit).

Die Gen-Panel-Sequenzierung zur molekularen Diagnostik von Tumoren bringt neben den
genannten Vorteilen auch Herausforderungen mit sich. Die komplexen NGS-Datensatze
muissen bioinformatisch gefiltert und ausgewertet werden. Software-Lésungen flr
klinische Berichte sind mittlerweile auf dem Markt, jedoch sind die Kosten flr
Jahreslizenzen hoch. AuRerdem muss die Datenmenge sicher und Uber einen langeren
Zeitraum gespeichert werden. Neben somatischen Mutationen werden ebenfalls
Keimbahnmutationen detektiert. Es sollte zuvor geklart werden, ob der Patient Gber eine

Keimbahnmutation in Kenntnis gesetzt werden moéchte. Die Etablierung der NGS-
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Methode befindet sich im stetigen Prozess, jedoch hat sich die Gen-Panel-Sequenzierung
bereits in der molekularen Diagnostik etabliert. Die Kosten werden in Deutschland seit
dem 1. Juli 2016 von den Krankenkassen fiur Gen-Panel unter 25 kb Ubernommen

(Kassenarztliche Bundesvereinigung 2016)

Tabelle 3: Parameter fiir die Etablierung von Gen-Panel-Sequenzierungen in der
molekularen Diagnostik nach Luthra et al. und den Richtlinien des American
College of Medical Genetics and Genomics (Rehm et al. 2013; Luthra et al. 2015).

Parameter Erklarung Zweck
analytische Sensitivitat Tumorproben mit bekannten Fahigkeit der Methode,
Mutationen re-sequenzieren und Varianten zu detektieren
bestatigen
analytische Spezifitat unbekannte Mutationen tber Falsch-positiv-Rate
etablierte Methoden bestatigen aufdecken
oder falsifizieren
Genauigkeit Detektion von Mutationen Reproduktion der
unabhangig von Anwender und Mutationsdetektion
Sequenzierungslauf
Qualitat des prozentuale Abdeckung der Zielregion sequenziert?
Sequenzierungslaufs Zielregion und durchschnittliche Wahrscheinlichkeit, dass
GrofRe der Amplikons eine Base nicht korrekt
Phred-Score bestimmen gelesen wurde
Limitierung der Limitierung fur die Detektion von | je nach Variantenregion (z.
Detektion molekularen Veranderungen B. GC-reiche Region) und

Detektion von CNVs (mehr
Amplikons nétig)
unterschiedlich

Sequenzierungstiefe Sequenzierungstiefe je nach Tumorzellgehalt
und Grenze der identifizieren fur eine valide kann die Allelfrequenz von
Allelfrequenz somatische Variantendetektion somatischen Mutationen

variieren; GC-reiche
Regionen werden oft
schlecht abgedeckt;
Erhéhung der
Sequenzierungstiefe notig

1.3 lon PGM™, lon Proton™ und lon S5™ Next-Generation-Sequencing (NGS)-
Systeme

In der vorliegenden Arbeit wurde die lon Torrent™-Technologie von Thermo Fisher

Scientific fir die Durchfihrung von NGS-Analysen verwendet. Diese ist seit 2010 auf dem

Markt und nutzt als erste kommerzielle Sequenzierungstechnologie einen Halbleiterchip
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zur Detektion (Rothberg et al. 2011). Der erste kommerziell erhaltliche Sequenzierer mit
dieser Technik, der lon Torrent Personal Genome Machine (lon PGM™)-Sequenzierer,
dient speziell zur Sequenzierung von ausgewahlten Zielsequenzen im Genom, z.B. im
Rahmen einer Gen-Panel-Sequenzierung. Mitte 2012 wurde der Jlon Proton™-
Sequenzierer eingeflihrt, der durch seine groRere Kapazitat auch fur Transkriptom- sowie

5TM

Exomsequenzierung geeignet ist. Der Sequenzierer lon S5 wurde 2015 vorgestellt und

5™ kann wie

ist in der Handhabung einfacher zu bedienen als die Vorganger. Der lon S
der lon Proton™-Sequenzierer sowohl fiir Gen-Panel-Sequenzierungen als auch fir
Transkriptom- und Exomsequenzierungen genutzt werden.

Fir die Sequenzierung mittels lon Torrent™-

Technologie missen an amplifizierte DNA-
bzw. cDNA-Fragmente spezifische Adapter ligiert werden (Rothberg et al. 2011). Die
DNA-Fragmente werden in einer Emulsions-PCR (emPCR) in Ol/Wasser-Mizellen an
Klgelchen, sogenannte lon Sphere™-Partikel (ISPs), gekoppelt und dort klonal

™_Gerat, welches eine

vervielfaltigt. Die emPCR erfolgt automatisch Gber das OneTouch
in situ Thermocycling-PCR durchfihrt. Anschlieend erfolgt eine Selektion von Fragment-
positiven /ISPs mit Hilfe von magnetischen Streptavidin-Beads mittels des One TouchES™-
Instrumentes. Millionen der angereicherten ISPs werden anschlielend in den
Sequenzierungschip pipettiert, wo sie in den Vertiefungen (wells) des Halbleiterchips
immobilisiert werden. In den wells wird der Komplementarstrang des DNA-Fragments
synthetisiert. Die Sequenzierer fluten den Chip automatisch und sequenziell mit
definierten Nukleotiden. Beim Einbau der Nukleotide in den DNA-Strang durch die
Polymerase wird ein einzelnes Proton freigesetzt. Da an einem ISP Millionen DNA-
Fragmente derselben Sequenz gebunden sind, summiert sich die Protonenfreisetzung,
und eine lokale pH-Anderung wird durch den Halbleiterchip gemessen. Das Signal
korreliert dabei mit der Anzahl der eingebauten Nukleotide. Die Freisetzung der Protonen
wird in eine digitale Informationen libersetzt (Ghose 2012). Uber die lon Torrent™-Suite-
Software kann der Sequenzierungslauf Uberprift werden. Zusatzlich kann die Software
DNA-Varianten wie single nucleotide variants (SNVs, Einzel-Nukleotid-Varianten) und
kombinierte Insertions/Deletions-Mutationen (Indels) identifizieren. Die erste Generation
der Sequenzierchips fir den lon PGM™-Sequenzierer (lon 314™-Chip) kann etwa 1,3
Millionen lonensensoren fassen, was eine Sequenzierkapazitat von ca. zehn Megabasen
(10 MB) ermdglicht. Die zweite Generation (lon 316™-Chip) misst etwa 6,3 Millionen

lonensensoren (100 MB) und hat eine 10-mal hdhere Durchsatzrate als der lon 314™-

Chip. Eine dritte Generation, der Jon 318™.
lon Proton™-kompatible lon PI™-Chip hat 165 Millionen wells. Die Anzahl der

detektierbaren Sequenzen (reads) liegt bei etwa 60 bis 80 Millionen, wodurch ein

-Chip tragt elf Millionen Sensoren (1 GB). Der

Durchsatz von ca. 10 GB erzeugt werden kann. Fir den neuen Sequenzierer lon S5™
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kénnen drei verschiedene Chips verwendet werden. Der lon 520™-Chip kann drei bis funf
Millionen reads erzeugen, der lon 530™ Chip 15 bis 20 Millionen und der lon 540™-Chip
60-80 Millionen reads.

1.4 Ziele der Arbeit

Die molekulare Diagnostik von Gliomen beschrankt sich aktuell auf die individuelle
Analyse Gliom-relevanter Mutationen in wenigen ausgewahlten Genen (IDH1, IDH2,
BRAF, H3F3A und TERT) sowie den Nachweis von Kodeletionen der Chromosomenarme
1p und 19q (Malzkorn u. Reifenberger 2016). Mit der Implementierung der Gen-Panel-
Sequenzierung sollte diese Diagnostik erweitert werden, sodass noch bessere
diagnostische, prognostische und pradiktive Aussagen zu jedem einzelnen Patienten
getroffen werden kdénnen. Die Gen-Panel-Sequenzierung detektiert gleichzeitig
verschiedene genetische Veranderungen mit einer Methode und kann so die neue WHO-
Klassifikation der Tumoren des ZNS (Louis et al. 2016), die sowohl die Histologie der
Gliome als auch molekulare Veranderungen in Markergenen bertcksichtigt, mit der
Detektion multipler, diagnostisch relevanter Genveranderungen in Gliom-assoziierten
Genen verbinden.

Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Etablierung der NGS-Panelsequenzierung fiir
Gliome mittels der lon-Technologie unter Verwendung der am Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrum (BMFZ) verfigbaren Jon-Torrent-PGM™- und lon-Proton™.-
Sequenzierplattformen, die Validierung der NGS-Panelsequenzierung sowie die
Implementierung  der  NGS-Panelsequenzierung in die  neuropathologische
Routinediagnostik. Zuerst wurden durch intensive Literaturrecherche die Gliom-relevanten
Gene und eventuell vorhandene HotSpot-Mutationsregionen identifiziert, die dann mittels
Gen-Panel-Sequenzierung in Gliomen untersucht werden sollten. Anschlieend sollte die
Sensitivitdt und Spezifitdt der Gen-Panel-Sequenzierung an einer Serie von Gliomen
unterschiedlicher Entitdt und mit teilweise bekannten Mutationen in Gliom-relevanten
Genen uberpruft werden. Weiterhin sollte die Fragestellung geklart werden, ob die
Methode und der Arbeitsablauf der Amplikon-basierten Gen-Panel-Sequenzierung fir die
diagnostische Routineanwendung von malignen Gliomen geeignet ist. Faktoren dafur
waren der Zeitaufwand, die Handhabung und die Kosten von der DNA-Extraktion Gber die
Erstellung der NGS-Bibliotheken und die Sequenzierung bis hin zur Auswertung der
Daten.

In einem weiteren Projektteil wurde die Gen-Panel-Sequenzierung zur vergleichenden

genetischen Analyse von Primar- und Rezidivtumoren bei Patienten mit Glioblastomen,
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IDH-Wildtyp, eingesetzt. Hierbei stellten sich die Fragen, ob unterschiedliche
Mutationsmuster zwischen Primar- und Rezidivglioblastomen in den jeweiligen
Tumorpaaren individueller Patienten zu finden sind und ob dadurch z.B. Subklone des
Tumors identifiziert werden kdnnen, die zur Tumorprogression und Rezidivbildung nach
initialer Therapie beitragen. Dabei sollte der Vergleich der Mutationsprofile in Primar- und
Rezidivtumoren auch Hinweise auf moégliche genetische Veranderungen liefern, die zu
einer Resistenzentwicklung der Tumoren gegeniiber dem in der Primartherapie des
Glioblastoms  standardmaRig verwendeten alkylierenden  Chemotherapeutikum

Temozolomid geben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Die verwendeten Laborgerate fir die experimentellen Untersuchungen sind in Tabelle 4

zusammengefasst.

Tabelle 4: Verwendete Laborgerate.

Gerat Bezeichnung Firma
PCR-Geréte T3000 Thermocycler, Biometra,
T3 Thermocycler Goéttingen,

Deutschland

DNA-Sequenzierer (BMFZ)

lon PGM™ Sequencer,

Thermo Fisher

Kapillarelektrophoresemachine
(BMFZ)

lon Proton™ Sequencer, lon Scientific,
Torrent Waltham, USA
lon One Touch (BMFZ) The lon OneTouch™ 2 System | Thermo Fisher
Scientific,
Waltham, USA
Fluorometer Qubit® 2.0 Fluorometer Thermo Fisher
Scientific,
Waltham, USA
Spektrometer Nanodrop ND-1000 Thermo Fisher
Spektrometer Scientific,
Waltham, USA
Chip-basierte Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent

Technologies,
Santa Clara, USA

Zentrifugen

Centrifuge 5415D

Centrifuge 5424

Rotina 46R

Eppendorf,
Hamburg,
Deutschland
Eppendorf,
Hamburg,
Deutschland
Hettich,
Kirchlengern;
Deutschland

Real-Time PCR-Gerat

StepOne Plus™ Real-Time
Cycler

Applied
Biosystems,
Foster City, USA

Kapillar-Sequenzierer (BMFZ)

Applied Biosystems HITACHI,

Thermo Fisher

Energieversorgung

3130xI Genetic Analzyer Scientific,
Waltham, USA
Gelelektrophorese Power PAC 300 Biorad, Hercules,

USA
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Geldokumentationssystem Quantum Capture ST4 Vilber,
Eberhardzell,
Deutschland
Vakuuminfiltrationsprozessor Tissue Tek VIP Sakura Finetek
Europe, Leiden,
Niederlande
Vakuumpumpe Vacuum Pump (230 V, 50 Hz) Qiagen, Hilden,
Deutschland
Vakuumarbeitsstation Pyro-Mark Q24 Workstation Qiagen, Hilden,
Deutschland
DNA-Pyrosequenzierer Pyro-Mark 24 Qiagen, Hilden,
Deutschland
Automatisiertes DNA/RNA- Maxwell® Rapid Sample Promega,
Extraktionssystem Concentrator (RSC) Madison, USA
2.1.2 Kits
Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden die in Tabelle 5
zusammengefassten molekularbiologischen Kits verwendet.
Tabelle 5: Verwendete Kits.
Kit Firma Artikel-
nummer
High Sensitivity (HS) DNA Assay Kit | Agilent Technologies, Santa | Q33120
BMFZ Clara, USA
lon PI™ Sequencing 200 Kit v3 Thermo Fisher Scientific, 4488315
BMFZ Waltham, USA
Qubit® dsDNA BR Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Q32853
Waltham, USA
Qubit® dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Q32854
Waltham, USA
Magnetblock DynMag™96 Slide Thermo Fisher Scientific, 12331D
Waltham, USA
Agencourt AMPure XP Thermo Fisher Scientific, A63881
Waltham, USA
lon PGM™ Template OT2 200 Kit Thermo Fisher Scientific, 4480974
BMFZ Waltham, USA
lon PI™ Hij-Q™ Sequencing 200 Kit | Thermo Fisher Scientific, A26433
BMFZ Waltham, USA
Taq DNA Polymerase Recombinant | Thermo Fisher Scientific, 10342-020
Waltham, USA
Hot Star Tag® DNA Polymerase Qiagen, Hilden, Deutschland | 203205
QIAmp DNA FFPE Kit Qiagen, Hilden, Deutschland | 56404
GeneRead DNA FFPE Tissue Kit Qiagen, Hilden, Deutschland | 180134
NulceoSpin® Plasma XS Kit Macherey-Nagel, Diren, 740900.50
Deutschland
JETQUICK Tissue DNA Spin Kit 250 | GENOMED, Ldhne, 440250
Deutschland
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PureLink Genomic DNA Mini Kit Thermo Fisher Scientific, K-1820-1
Waltham, USA

BigDye 3.1 Sequenzierungs-Mix Thermo Fisher Scientific, 4337455

BMFZ Waltham, USA

PyroMark® Gold Q24 Reagents Qiagen, Hilden, Deutschland | 970802

PyroMark® Q24 Cartrige Qiagen, Hilden, Deutschland | 979202

EZ DNA Methylation-Gold™ Kit ZYMO RESEARCH, Irvine, ZRC184620
USA

TagMan® Copy Number Reference Thermo Fisher Scientific, 4401631

Assay RNAse P Waltham, USA 4403328

Taq Man® Life Tech RNAse P Thermo Fisher Scientific, 4316831

Detection Reagents (FAM™) Waltham, USA

PTEN TagMan® Copy Number Thermo Fisher Scientific, PN4400291

Assay, Hs05152772 cn Waltham, USA

CDKNZ2A TagMan® Copy Number Thermo Fisher Scientific, PN4400291

Assay, Hs02738179 cn Waltham, USA

lon Xpress™ Barcode Adapters Thermo Fisher Scientific,

1-16 Waltham, USA 4471250

17-32 4474009

33-48 4474518

lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 Thermo Fisher Scientific, 4480441
Waltham, USA

My-Budget Universal Agarose Bio-Budget Technologies 10-35-1020
GmbH, Krefeld, Deutschland

Maxwell® RSC Large Volume Promega, Madison, USA AS1480

ccfDNA Plasma

2.1.3 Verwendete Computer-Software und Auswerteprogramme

Fir die Auswertung von NGS-Daten und anderen experimentellen Ergebnissen sowie

statistische Analysen wurden die in Tabelle 6 aufgelisteten Computer-Softwares sowie

methodenspezifische Auswerteprogramme eingesetzt.

Tabelle 6: Verwendete Computer-Software und Auswerteprogramme.

Programm

Firma

ANNOVAR

Open source:
http:.//www.openbioinformatics.org/annovar

NextGENe® v.2.3.4

Softgenetics, State College, USA

Torrent Suite™ software 4.4

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Torrent Variant Caller Plugin v4.0

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Torrent Variant Caller Plugin v4.4

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

CopyCaller™ software version 2.0

Applied Biosystems, Foster City, USA

“R" (Version 3.2.2)

Open source: https://cran.r-
project.org/bin/windows/
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"RStudio" (Version 0.99.484)

Open source:
https://www.rstudio.com/products/rstudio/downloa
a/

R Paket “NMF” (Version 0.20.6)

Open source: https://cran.r-
project.org/web/packages/NMF/index.html

R Paket“stats” (Version 3.2.2)

Open source: https://cran.r-
project.org/bin/windows/

Integrative Genomics Viewer (IGV
2.3)

Broad Institute, Cambridge, USA

2100 Expert Software
B.02.08.S1648

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

GraphPad Prism Version 5.00

GraphPad Software incorporated, La Jolla, USA

Finch TV Version 1.4.0

Geospiza incorporated, Waltham, USA

StepOne Plus™ Software v2.3

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Nanodrop-1000 3.7.1

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Quantum Capture ST4

Vilber, Eberhardzell, Deutschland

2.1.4 Tumorgewebeproben von Patienten mit Gliomen

2.1.4.1 Tumorgewebeproben fur die Etablierung der NGS-Plattform

Fur die im Rahmen der vorliegenden Dissertation zur Etablierung der NGS-Technologie
durchgefiihrten molekularen Untersuchungen an Tumorgewebeproben aus der ZNS-
(ZNS-TuBa) am
projektspezifisches Ethikvotum von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
4012). Far die

Etablierung und Validierung der NGS-basierten Gen-Panel-Sequenzierung von Gliomen

Tumorgewebebank Institut  fir Neuropathologie wurde ein

Heinrich-Heine-Universitat Duisseldorf eingeholt (Studiennummer
wurden insgesamt Tumoren von 121 Gliompatienten untersucht, die an der Klinik fur
Duisseldorf

Tumorgewebeproben am Institut fiir Neuropathologie neuropathologisch klassifiziert

Neurochirurgie der Heinrich-Heine-Universitat operiert und deren
wurden (Tabelle 7). Alle Tumoren wurden urspringlich nach der WHO-KIlassifikation der
Tumoren des ZNS aus dem Jahr 2007 klassifiziert (Louis et al. 2007). Die Tumorserie
umfasste demnach neun diffuse Astrozytome WHO-Grad I,
Astrozytome WHO-Grad lll, 52 Glioblastome WHO-Grad IV, neun Oligoastrozytome

WHO-Grad ll, elf anaplastische Oligoastrozytome WHO-Grad Ill, neun Oligodendrogliome

13 anaplastische

WHO-Grad I, acht anaplastische Oligodendrogliome WHO-Grad Ill, vier pleomorphe
Xanthoastrozytome WHO-Grad |l

anaplastischen Merkmalen (PXA w.a.f.), sowie flnf pilozytische Astrozytome WHO-Grad

und ein pleomorphes Xanthoastrozytom mit

I. Das durchschnittliche Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung lag bei 45
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Jahren. Der jungste Patient war zwei Jahre alt, der alteste Patient 79 Jahre. Die Tumoren

stammten von 69 mannlichen und 52 weiblichen Patienten.

Tabelle 7: Ubersicht liber die fiir die Etablierung und Validierung der NGS-Plattform
verwendeten Tumorproben mit Angaben zu Diagnose sowie Alter und Geschlecht
der Patienten.

| ier | e T oschiecht | Diygncss tee
1 062 40 w ol
2 o070 42 M ol
3 o1 51 M ol
4 O75 44 M ol
5 O 81 52 W ol
6 090 36 M ol
7 O 84 46 w ol
8 o77 52 W ol
9 O 65 37 W ol
10 AO 75 58 w AO Il
11 AO 86 29 M AO Il
12 AO 97 76 w AO Il
13 AO 98 55 M AO Il
14 AO 84 45 w AO Il
15 AO 109 32 W AO Il
16 AO 83 64 w AO Il
17 AO 147 44 M AO Il
18 AOA 197 33 M AOA Il
19 OA 87 35 w OA lll
20 OA 97 37 w OA Il
21 OA 114 40 W OA Il
22 OA 117 26 M OA Il
23 OA 143 58 M OAIll
24 OA 176 39 W OA Il
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25 OA 156 42 w OAIl
26 OA 150 32 M OAIl
27 OA 181 23 w OAIl
28 AOA 166 36 w AOAIII
29 AOA 25 64 M AOAIII
30 AOA 196 61 w AOAIII
31 AOA 32 49 M AOAIII
32 AOA 170 43 M AOAIII
33 AOA 111 47 M AOAIII
34 AOA 198 38 w AOAIII
35 AOA 80 47 M AOAIII
36 AOA 62 31 M AOAIII
37 AOA 124 49 M AOAIII
38 A 213 38 M All
39 A 214 32 M All
40 A 248 30 w All
41 A 345 59 M All
42 A 312 44 M All
43 A 329 23 w All
44 A 406 29 w All
45 A 355 23 M All
46 A 422 31 M All
47 AA 205 42 M AA I
48 AA 200 79 w AA N
49 AA 229 43 M AA N
50 AA 284 42 w AA I
51 AA 375 43 M AA N
52 AA 282 23 w AA N
53 AA 472 24 M AA I
54 AA 454 53 M AA N
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55 AA 512 29 w AA I
56 AA 445 50 M AA I
57 AA 430 72 M AA N
58 AA 466 45 M AA N
59 AA 568 48 w AA I
60 GB 654 36 M GBIV
61 GB 1111 35 w GBIV
62 GB 1041 38 w GBIV
63 GB 1047 46 w GBIV
64 GB 2119 36 M GBIV
65 GB 2183 50 M GBIV
66 GB 2415 45 M GBIV
67 GB 2189 51 M GBIV
68 GB 2657 52 M GBIV
69 GB 2546 48 w GBIV
70 GB 1763 45 M GBIV
71 GB 564 66 w GBIV
72 GB 1248 59 w GBIV
73 GB 1545 66 w GBIV
74 GB 1595 71 M GBIV
75 GB 1936 76 w GBIV
76 GB 2109 70 M GBIV
7 GB 2234 73 M GBIV
78 GB 2214 39 M GBIV
79 GB 2507 64 w GBIV
80 GB 2514 61 M GBIV
81 GB 1266E 56 M GBIV
82 GB 2212 71 w GBIV
83 GB 3023 69 w GBIV
84 GB 3004 78 M GBIV
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85 GB 3015 77 w GBIV
86 GB 3043 60 M GBIV
87 GB 2880 5 w GBIV
88 GB 2343 34 w GBIV
89 GB 2320 42 w GBIV
90 GB 1528 69 w GBIV
91 GB 2249 59 M GBIV
92 GB 2290 38 M GBIV
93 GB 2270 47 M GBIV
94 GB 2417 43 M GBIV
95 GB 2269 74 M GBIV
96 GB 2646 49 w GBIV
97 GB 2539 49 M GBIV
98 GB 1300 58 M GBIV
99 GB 2086 62 M GBIV
100 GB 2538 72 M GBIV
101 GB 2448 64 M GBIV
102 GB 2526 50 w GBIV
103 GB 2334 73 M GB iV
104 GB 2380 48 M GBIV
105 GB 2660 54 M GBIV
106 GB 2530 43 M GBIV
107 GB 3045 15 w GBIV
108 GB 1128 68 w GBIV
109 GB 1185 57 M GBIV
110 GB 1193 43 M GBIV
111 GB 2385 15 M GBIV
112 PXA10E 6 M PXA I
113 PXA 24E 8 w PXA
114 PXA 31E 10 w PXA
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115 PXA 54E 16 M PXA
116 PXA 62E 21 M PXA w.af.
117 PA 160 13 w PA
118 PA 193 22 M PA
119 PA 135 7 w PA
120 PA 179 2 w PA
121 PA 125 15 w PA

M= Mannlich, W= Weiblich, A II: Diffuses Astrozytom WHO Grad Il; AA lll: Anaplastisches
Astrozytom WHO Grade llI; AO lll: Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad Ill; AOA
[ll: Anaplastisches Oligoastrozytom WHO Grad lIl; APXA lll: Anaplastisches pleomorphes
Xanthoastrozytom WHO Grad Ill; GB IV: Glioblastom WHO Grade 1V; O |l
Oligodendrogliom WHO Grad II; OA II: Oligoastrozytom WHO Grad II; PA I Pilozytisches
Astrozytom WHO Grad |; PXA II: Pleomorphes Xanthoastrozytom WHO Grad II; PXA
w.a.f.: PXA mit anaplastischen Merkmalen.

2.1.4.2 Gliomproben fir das Rezidivtumor-Projekt

Der Projektteili zu den NGS-basierten Untersuchungen von Primar- und
Rezidivglioblastomen ist Teil eines multizentrischen vom Bundesministerium fur Bildung
und Forschung (BMBF)-geférderten Verbundprojektes (SysGlio - Systembasierte
Vorhersagen flr das biologische und klinische Verhalten von Gliomen), weshalb in
diesem Projekt auch Gewebeproben von Patienten aus dem Deutschen Gliomnetzwerk
(German Glioma Network, GGN) analysiert wurden. Fir dieses Projekt wurde ebenfalls
ein projektspezifisches Ethikvotum von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
eingeholt (Studiennummer 4940). Die Analyse beinhaltete Tumorproben von 65
Glioblastom-Patienten, die nach der ersten Operation entweder eine kombinierte Radio-
/Chemotherapie erhalten haben (n=51 Patienten), nur mit einer Radiotherapie behandelt
wurden (n=6 Patienten), nur mit einer Chemotherapie behandelt wurden (n=2 Patienten)
oder keine adjuvante Behandlung nach der ersten Operation erhalten hatten (n=6
Patienten). Die Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht mit ausgewahlten klinischen Daten der
Patienten, von denen Tumorproben des Primar- und Rezidivtumors vergleichend

untersucht wurden.
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Tabelle 8: Ausgewabhlte klinische Daten der 65 Glioblastompatienten, von denen

Primar-und Rezidivtumor untersucht wurden.

Priméartherapie

Zeit zwischen 1.

Nr. PAT-ID (ﬁ:ﬁre) Geschlecht 1 n(‘;lch de_r und 2. Operation
. Operation (Tage)
1 009KXOTD 43 M ST+TMZ 218
2 1F33A2M5 76 W ST+TMZ 128
3 20SWDRYU 77 W ST+TMZ 1008
4 21ISINAU 39 M ST+TMZ 599
5 22B58SJO 60 W ST+TMZ 1368
6 38XCWMO05 80 M ST+TMZ 145
7 3M1P7VOJ 60 W ST+TMZ 329
8 3RO58ZYE 60 M ST+TMZ 307
9 54XA7PMO 50 W ST+TMZ 147
10 6927CJ4D 59 M ST+TMZ 187
11 6W2PGOU5 44 M ST 382
12 754K7PNH 44 M ST+TMZ 1057
13 83RPQTKM 59 M ST+TMZ 735
14 8KJ2WIA8 73 M ST+TMZ 298
15 9M9CIzU5 74 M ST+TMZ 34
16 BAGHQFDK 61 M ST+TMZ 149
17 CCNAYKSJ 38 M ST+TMZ 309
18 DD25LFLA 48 W ST+TMZ 260
19 EERU6G9RH 72 M ST+TMZ 180
20 FADTJOTV 46 M T™MZ 174
21 J1HJST50 45 M ST+TMZ 210
22 J81vQ8XxJ 59 W ST+TMZ 852
23 LVY2D7W3 44 M ST+TMZ 423
24 M986HS4Z 59 M ST+TMZ 245
25 MKY181CY 65 W ST+TMZ 413
26 O46ZNY3S 64 M ST+TMZ 309
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27 PCS7KCRW 57 M ST+TMZ 159
28 PRWQU4Z3 72 M ST 379
29 QUNMKW6Q 53 M ST+TMZ 159
30 R1NLP8V6 59 M ST+TMZ 634
31 R224R087 67 W ST 111
32 R2104Z752 37 M ST+TMZ 1522
33 RMQHM31W 14 M ST+TMZ 275
34 RUP0Z64J 72 M ST+TMZ 817
35 S50YPOUZ 52 M T™MZ 225
36 SBC305BR 47 M ST+TMZ 315
37 TBO92ADK 16 W ST+TMZ 365
38 TPO240WS 42 M ST+TMZ 131
39 UEPV37X1 50 M ST+TMZ 205
40 UVT3NUNO 75 W ST+TMZ 868
41 V4F52K0W 69 M ST+TMZ 412
42 ZETKND4U 48 w ST+TMZ 676
43 ZH2YTMZ2 49 M ST+TMZ 309
44 ZVUH4POH 33 W ST+TMZ 271
45 3012L 37 w keine Therapie 120
46 3146L 54 M ST+TMZ 210
47 3152C 58 M ST+TMZ 475
48 3196T 63 M ST+TMZ 401
49 3387N 59 W ST+TMZ 160
50 3406P 73 M ST 248
51 3490E 55 w ST+TMZ 270
52 4270H 58 M ST 294
53 4678M 67 W ST 170
54 4759N 67 M ST+TMZ 213
55 6239E 60 M ST+TMZ 1523
56 6317N 58 M ST+TMZ 308
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57 8235N 62 M keine Therapie 128
58 8236T 50 M keine Therapie 66
59 8237C 68 M keine Therapie 95
60 8238F 63 M keine Therapie 36
61 8244P 72 M keine Therapie 38
62 3575A 70 M ST+TMZ 210
63 Bev7 - A9 48 M ST+TMZ 936
64 Bev9 - A11 49 M ST+TMZ 420
65 M8ULQODZ 48 M ST+TMZ 179

ST: Strahlentherapie, TMZ: Temozolomid, M= mannlich, W= weiblich, PAT-ID:
Pseudonymisierte Patienten-Identifikationsnummer.

2.1.5 Untersuchte Zelllinien

Fir die Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der CDKN2A-Kopienzahl mittels Gen-Panel-
NGS wurde DNA aus den Zelllinien U118MG (ATCC, Manassas, USA) und aus primaren
normalen humanen dermalen Fibroblasten (NHDF) (Promocell, Heidelberg, Germany)
verwendet. U118MG hat eine homozygote CDKN2A-Deletion.

2.1.6 Chemikalien

Die im Rahmen des Dissertationsprojektes verwendeten Chemikalien wurden von den
Firmen Biometra GmbH, Merck Millipore, Carl Roth GmbH, VWR und Sigma-Aldrich
Chemie GmbH bezogen (Tabelle 9).

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien.

Chemikalie Firma
5 : —— -
40 % (19.1)Ac[}./_lamld/Blsacrylamld Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
dsung
Agarose Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Bromphenolblau (669,96 g/mol) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) (78,13 g/mol) | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, USA

Formamid 80 % (v/v) (45,04 g/mol) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

TRIS (121,14 g/mol) Deutschland
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Borsaure

(61,83 g/mol) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

8 M Urea (60,06 g/mol) Deutschland

Tetramethylehtylendiamin

(TEMED) (116,20 g/mol) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, USA

Ammoniumpersulfat (APS) (372,24

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, USA
g/mol)

VWR, Langenfeld, Deutschland

Ethanol absolut (46,06 g/mol) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Essigsaure 100 % (60,05 g/mol) Deutschland

Natriumcarbonat (105,99 g/mol) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Salptersaure 65 % (63,01 g/mol) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Silbernitrat (169.87 g/mol) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Xylencyanol (538,6 g/mol) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, USA
Xylol (106,17 g/mol) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Extraktion

2.2.1.1 DNA-Extraktion aus Formalin-fixiertem und in Paraffin-eingebettetem
Tumorgewebe

Die Konservierung und Einbettung der Tumorgewebeproben erfolgte in der
Routinediagnostik am Institut fr Neuropathologie. Fiir die DNA-Extraktion aus Formalin-
fixierten und in Paraffin-eingebetteten (FFPE) Tumorgewebeproben wurden ein bis funf
Schnitte @ 10 ym von einem ca. 10x10 mm groRem Gewebestlick mit einem Mikrotom
abgeschnitten. Es wurden nur Gewebeproben verwendet, die histologisch mindestens
einen Tumorzellgehalt von 80 % aufwiesen. Gewebeproben mit einem Tumorzellgehalt
von insgesamt weniger als 80 % wurden von Technischen Assistenten auf Objekttrager
gezogen und Areale mit mehr als 80 % Tumorzellen anschlieRend mikrodisseziert.

Die Extraktion der DNA aus FFPE-Proben erfolgte mittels des QIAmp DNA FFPE Tissue
Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) wie im Herstellerprotokoll des Kits beschrieben. Der
Xylol-Schritt zur Entparaffinierung der Gewebeschnitte wurde, abweichend vom Protokoll,
zweimal durchgefihrt. Des Weiteren wurde DNA aus FFPE-Proben mit Hilfe des
GeneRead DNA FFPE Kits (Qiagen) gemal} des Herstellerprotokolls extrahiert. Durch die

Formalinfixierung des Tumorgewebes kann es zur Desaminierung von Cytosinbasen der
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DNA kommen, wodurch Cytosin in Uracil umgewandelt wird. Das Protokoll beinhaltet eine
Behandlung der DNA mit Uracil-N-Glycosylase (UNG), wodurch desaminierte
Cytosinreste entfernt werden, sodass Formalin-induzierte, d.h. artifizielle C-nach-T-
Transitionen in der nachfolgenden Sequenzierung minimiert werden (Do u. Dobrovic
2012).

2.2.1.2 DNA-Extraktion aus tiefgefrorenem Tumorgewebe

Tumorgewebeproben wurden innerhalb von 30 Minuten nach der neurochirurgischen
Resektion in flissigem Stickstoff unfixiert schockgefroren und anschlieBend bei -80 °C
tiefgefroren gelagert. Der Tumorzellgehalt der tiefgefrorenen Gewebestlicke wurde von
Neuropathologen lichtmikroskopisch bestimmt. Es wurden nur Proben mit einem
Tumorzellgehalt von mindestens 80 % fir die DNA-Extraktion verwendet. Die DNA-
Extraktion aus gefrorenem Tumorgewebe erfolgte mit dem JETQUICK Tissue DNA Spin
Kit 250 (GENOMED, Loéhne, Deutschland). Die Extraktion erfolgte wie im
Herstellerprotokoll beschrieben mit folgender Ausnahme: Die Zentrifugation nach der Lyse
wurde bei Raumtemperatur und nicht bei 4 °C durchgefihrt. Die Extraktion von DNA aus
den kultivierten Zellen U118MG erfolgte mit der gleichen Methode. Die DNA aus den

kultivierten NHDF-Zellen wurde von Dr. Dr. Ana-Maria Florea zur Verfligung gestellt.

2.2.1.3 DNA-Extraktion aus Blut

Die DNA-Extraktion aus EDTA-Blut erfolgte mit Hilfe des PureLink Genomic DNA Mini Kits
(Thermo Fisher Scientific). Die Extraktion basiert auf der selektiven Bindung von DNA an

eine Silikamembran und wurde wie im Herstellerprotokoll beschrieben durchgefihrt.

2.2.1.4 Extraktion von zellfreier DNA aus Blutplasma

Fir die molekulare Analyse von im Blutplasma zirkulierender, zellfreier Tumor-DNA von
Patienten mit ZNS-Tumoren wurde ebenfalls ein Votum der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat eingeholt (Studien-Nr. 5256). Die Abnahme von Blut von Patienten
mit Gliomen oder ZNS-Metastasen erfolgte in der Klinik fir Neurochirurgie unter
Verwendung von speziellen Blutplasma-Réhrchen (Cell-Free DNA BCT®, Streck). Diese
Blutréhrchen enthalten einen Formaldehyd-freien Konservierungsstoff, der es erlaubt,
kernhaltige Blutzellen zu stabilisieren. Die intrazellulare DNA wird somit nicht freigesetzt
und zellfreie, zirkulierende DNA kann gezielt isoliert werden. Die Praparation des
Blutplasmas aus den entnommenen Blutproben wurde nach Herstellerprotokoll

durchgeflihrt (Version 350547-8). Die Extraktion von zellfreier, zirkulierender DNA aus
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Blutplasma erfolgte durch das NucleoSpin® Plasma XS Kit nach Firmenprotokoll
(Macherey-Nagel, Duren, Deutschland). AuRerdem wurde das QIAamp Circulating
Nucleic Acid Kit (Qiagen) nach Herstellerangabe zur Extraktion verwendet. Als dritte
Extraktionsmethode von zellfreier DNA aus Plasma wurden der Maxwell® Rapid Sample
Concentrator (Promega, Madison, USA) und das Kit Maxwell® RSC Large Volume
ccfDNA Plasma Kit-Custom (Promega) verwendet. Die Extraktion wurde wie im

Herstellerprotokoll beschrieben durchgefiihrt.

2.2.2 DNA-Konzentrationsbestimmungen

2.2.2.1 Das Nanodrop-Spektrophotometer

Eine erste DNA-Quantifizierung wurde mittels eines Nanodrop-Gerates (Nanodrop ND-
1000 Spektrometer, Thermo Fisher Scientific) nach der DNA-Extraktion durchgeflihrt. Das
Nanodrop-Fluorometer kann  Uber  spektralphotometrische  Messungen einen
Wellenlangenbereich von 220 nm bis 750 nm abdecken. Das Extinktionsmaximum der
doppelstrangigen DNA liegt bei 260 nm, von organischen Substanzen und chaotropen

Salzen bei 230 nm und von Proteinen bei 280 nm. Die Konzentrationsangabe erfolgte in

ng/ul.

2.2.2.2 Das Qubit-Fluorometer

Eine sensitivere DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe eines Qubit-
Fluorometers (Qubit® 2.0 Fluorometer, Thermo Fisher Scientific). Fur die DNA-Messung
wurden das Qubit® dsDNA HS Assay Kit und das Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) nach Herstellerprotokoll verwendet. Bei der Methode bindet ein DNA-
Doppelstrang (ds)-interkalierender Fluoreszenz-Farbstoff in die kleine Furche der DNA.
Das Fluorometer misst die Anzahl der Fluoreszenz-Signale, die direkt proportional zur
dsDNA-Konzentration in der Losung ist. Das Qubit-Fluorometer konvertiert die Signale in

DNA-Konzentrationen mit Hilfe von DNA-Standards bekannter Konzentrationen.

2.2.2.3 Quantitative Real-Time-PCR

Die Konzentration von stark degradierter DNA (z. B. FFPE-DNA oder zellfreier DNA aus
Blutplasma) wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR) bestimmt. Dabei wird
die Menge an amplifizierbarer DNA gemessen. In der gqRT-PCR wird die Vervielfaltigung

der PCR-Produkte in Echtzeit Uber Fluoreszenz gemessen. Bei der Methode wird eine
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fluorogene Sonde eingesetzt, die sich sequenzspezifisch an die Ziel-DNA anlagert und
am 5%-Ende einen fluoreszierenden Reporter-Farbstoff und am 3’-Ende einen Quencher-
Farbstoff tragt. In raumlicher Nahe unterdriickt das Quencher-Molekl die vom Fluorophor
emittierte Fluoreszenz, welche von der Lichtquelle des PCR-Geréts via Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer angeregt wird. Wahrend der PCR wird die DNA-Polymerase mit
5-3‘-Exonukleaseaktivitat aktiviert und die Sonde wird wahrend der Synthese des
Gegenstrangs am 5-Ende abgebaut. Das Fluorophor und der Quencher entfernen sich
voneinander und die Fluoreszenz des Reporters steigt. Nach jeder Elongation findet eine
Fluoreszenz-Messung statt, die proportional mit der Menge der amplifizierten PCR-
Produkte zunimmt.

Zur DNA-Konzentrationsbestimmung wurde das TagMan® RNase P Detection Reagents
Kit (Thermo Fisher Scientific) sowie alternativ das TagMan® Copy Number Reference
RNAse P Assay (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Mit dem Kit und dem Assay wird
das Ribonuklease P RNA Komponent H1 (H1RNA)-Gen (RPPH1) auf Chromosom 14
detektiert, welches als endogenes Referenzgen in humanen Proben dient (hg19,
chr.14:20811565). Die qRT-PCR wurde mit dem StepOne Plus™ Cycler (Applied
Biosystems) durchgefuhrt. Die Quantifizierung der DNA erfolgte Gber eine Standardkurve,
wobei sieben verschiedene DNA-Verdunnungen als Triplikate verwendet wurden. Die
Ausgangskonzentration des Standards lag bei 5 ng/ul, der in 1:2 Schritten verdinnt
wurde. In der StepOne Plus™ Software v2.3 wurden die genannten Analyseparameter
und Probennamen eingetragen. Als Fluorophor diente das 6-Carboxyfluorescein (FAM)
bzw. das 4,7,2-Trichloro-7'-Phenyl-6-Carboxyfluorescein (VIC) und als Quencher
Tetramethylrhodamine (TAMRA). Als passiver Referenzfarbstoff zur Normalisierung des
fluoreszierenden Reportersignals diente ROX. Das qRT-PCR-Programm wurde wie folgt
durchgeflhrt.

Schritt Temperatur Zeit

1 50°C 2 min

2 95°C 10 min

3 95°C 15s Schritt 3 bis 4: 40 Zyklen
4 60°C 1 min
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2.2.3 lon PGM™ und lon Proton™ Hochdurchsatz-Sequenzierung

2.2.3.1 Erstellung von benutzerdefinierten Gliom-assoziierten Gen-Panels mit dem
AmpliSeq™ Designer Tool

Der lon AmpliSeq™ Designer (https://ampliseq.com; Thermo Fisher Scientific) dient zum
Primer-Design von benutzerdefinierten Gen-Panels. Die Primer-Pools werden fir die
Erstellung von NGS-Bibliotheken bendtigt. Die parallel-amplifizierten Zielregionen,
sogenannte Amplikons, kénnen anschlieBend mittels lonen-Halbleitertechnologie
sequenziert werden (Rothberg et al. 2011). Je mehr Genregionen abgedeckt werden,
desto niedriger wird die Amplikon-Spezifitdit, da Regionen mit ahnlichen Sequenzen
ahnliche Primersequenzen haben. Die lon AmpliSeq™ Designer Software erstellt mehrere
Multiplex-Primer-Lésungen, wobei diese je nach Spezifitat in ,highest specificity *, ,medium
specificity’ und ,relaxed specificity’ eingeteilt werden. Die Relaxation der Parameter kann
die Abdeckung der Zielregionen erhéhen, jedoch steigt auch das Risiko fir Nebeneffekte
(sogenannte ,off-targets’), wodurch ungewollte DNA-Regionen zusatzlich amplifiziert
werden. Eine weitere Mdglichkeit flr die Erhdéhung der Abdeckung ist der Einsatz
mehrerer Primer-Pools, sodass Primerpaare in einer Multiplex-PCR-Reaktion nicht
miteinander in Konflikt geraten. Je mehr Primer-Pools, desto mehr DNA und Reagenz
wird fir die Bibliothekserstellung bendétigt. Dies hat Auswirkungen auf die Kosten pro
Probe. Vor Erstellung der eigenen Gliom-spezifischen Gen-Panels 1 und 2 wurden Uber
intensive Literaturrecherche Zielgene zusammengetragen und ausgewahlt (Kapitel 3.1).
Die Primersequenzen flir das Gliom-Gen-Panel 1 finden sich in Zacher et al. (2016). Die
Primersequenzen fir das Gliom-Gen-Panel2 (IAD75775_173) finden sich auf
https://ampliseq.com. Die Primersequenzen kénnen auf Anfrage Uber einen AmpliSeq-

Link geteilt werden.

2.2.3.2 Erstellung von Amplikon-basierten NGS-Bibliotheken

Die Erstellung der Amplikon-basierten NGS-Bibliotheken erfolgte mittels des Jon
AmpliSeq™ Library 2.0 Kits (Thermo Fisher Scientific) und beinhaltete folgende
Arbeitsschritte: (1) Multiplex-PCR, (2) partieller Primer-Verdau, (3) Adapter-Ligation, (4)
Aufreinigung der NGS-Bibliotheken, (5) Amplifikation und erneute Aufreinigung der NGS-
Bibliotheken sowie (6) Quantifizierung und Qualitdtsanalyse der amplifizierten NGS-
Bibliotheken (Abbildung 2). Alle Arbeitsschritte sind ausfiihrlich im lon AmpliSeq’™-DNA-
RNA-LibPrep-Protokoll (MAN0006735 Rev.5 und A.0 und B.0) erklart und werden daher
nachfolgend nur kurz beschrieben. Die Erstellung einer NGS-Bibliothek bendtigt ca. sechs

Stunden Arbeitszeit. Maximal acht NGS-Bibliotheken wurden gleichzeitig erstellt.
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2.2.3.2.1 Multiplex-PCR

Die Erstellung der NGS-Bibliotheken startete mit der parallelen Amplifikation von
genomischen Zielregionen. Dafir wurden die zu sequenzierenden DNA-Proben auf eine
Konzentration von 10 ng/ul verdinnt. Die DNA-Konzentrationen wurden mittels Qubit
(Kryo-DNA bzw. DNA aus Zellkulturen) bzw. gqRT-PCR (FFPE-DNA bzw. cfDNA)
bestimmt. Die Primer von Gliom-Gen-Panel 1 und 2 waren jeweils in zwei Primerpools
aufgeteilt. Fur die Multiplex-PCR wurde jeder Primer-Pool separat amplifiziert. Die
Multiplex-PCR-Reaktionen wurden in Achter-PCR-Streifen angesetzt. Fiir DNA aus Kryo-
bzw- Blutproben wurden 17 Zyklen, fur FFPE-DNA 20 Zyklen und flr zellfreie-DNA
(cfDNAs) bis zu 28 PCR-Zyklen verwendet.

2.2.3.2.2 Partieller Primer-Verdau
Nach der Multiplex-PCR folgte der Primer-Verdau mittels FuPa-Reagenz. FuPa verdaut
die Primersequenzen und phosphoryliert die Amplikons fir die anschlieRende Adapter-

Ligation.

2.2.3.2.3 Adapter-Ligation

Nach dem Primer-Verdau erfolgte die Ligation der Adapter A und P1 sowie der Barcode-
Adapter (lon Xpress™ Barcode Adapter Kit, Thermo Fisher Scientific) an die Amplikons.
Die P1- und A-Adapter werden flr die spatere Amplifikation der Amplikons an den /lon
Sphere™-Partikel (ISPs) und fiir die Sequenzierung bendtigt (Adapter Sequenzen siehe
unten). Der A-Adapter enthalt ebenso eine Schlisselsequenz (TCAG), die am Anfang der
Sequenzierung erkannt wird. Um verschiedene Proben spater unterscheiden zu kénnen,

wurden zusatzlich Barcode-Sequenzen ligiert.

Adapter Sequenz A:

5¢ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC-TCAG-Fragment-spezifische-Sequenz-3°
Adapter Sequenz P1:

5 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT-Fragment-spezifische-Sequenz-3’

2.2.3.2.4 Aufreinigung der NGS-Bibliotheken

Die Amplikon-Bibliotheken wurden in einem nachsten Schritt mit Magnet-Beads
(Agencourt® AMPure® XP Reagent) zur Entfernung von Primer- und Adapterresten
aufgereinigt. Jeder Bead besteht aus Polystyrol umgeben von Magnetit, welches mit
Carboxyl-Molekulen beschichtet ist. Unter Polyethylenglykol (PEG) und Salz (20 % PEG,
2,5 M NaCl) wird die DNA an die Carboxylgruppen gebunden (Fisher et al. 2011). Je mehr
PEG eingesetzt wird, desto kleinere DNA-Fragmente kénnen binden. Die Immobilisation
ist somit abhangig von der Konzentration von PEG und Salz und das Volumenverhaltnis
von Beads zu DNA.
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2.2.3.2.5 Amplifikation und Aufreinigung der NGS-Bibliothek

Nach der Aufreinigung wurden die NGS-Bibliotheken mit dem Platinum® PCR SuperMix
High Fidelity und Library Amplification Primer Mix selektiv angereichert. Wahrend der
Ligation der P1- und A-Adapter an die Zielsequenzen kann es zu Fehlbindungen
kommen, sodass nur der P1- bzw. nur der A-Adapter binden. Beim Amplifikationsschritt
werden nur die NGS-Bibliotheken mit P1- und A-Adaptersequenzen vervielfaltig. Fir die
Aufreinigung der NGS-Bibliothek von PCR-Resten wurde erneut das Agencourt AMPure®
XP Reagent genutzt.

Barcode Adapter X )OO0 Adapter Ligation
P1 o000
. .
Barcode

POV OTODPIDDIOTDDA
Quantifizierung der Bibliothek

Multiplexen der Bibliotheken

Abbildung 2: Ablauf der Generierung einer NGS-Bibliothek. Aus genomischer DNA werden
Zielsequenzen parallel amplifiziert (Multiplex-PCR). Nach dem Primer-Verdau mittels FuPa-
Reagenz werden die Adapter-Sequenzen P1 und A und der Barcode ligiert. Die Adaptersequenz X
fasst die Sequenzen des A-Adapters (im Bild rot) und die Sequenz des jeweiligen Barcodes (im
Bild hellblau) zusammen. Die NGS-Bibliotheken werden aufgereinigt (nicht dargestellt) und mittels
Qubit-Messung und Bioanalyzer quantifiziert. Die NGS-Bibliotheken werden auf ca. 200 pM
verdiinnt (nicht dargestellt) und anschlieRend fiir einen NGS-Lauf gepoolt (Abbildung modifiziert
aus lon AmpliSeq™-DNA-RNA-LibPrep-Protokoll MAN0006735).
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2.2.3.2.6 Quantifizierung und Qualitdtsanalyse der amplifizierten NGS-Bibliothek

Die amplifizierten Amplikon-Bibliotheken wurden mittels Qubit 2.0 Fluorometer
quantifiziert (Qubit-Fluorometer siehe 2.2.2.2). Mit Hilfe des Chip-basierten
Kapillarelektrophoresegerates Agilent 2100 Bioanalyzer wurde die Qualitat der
Bibliotheken bestimmt. Die Analysen wurden mittels High Sensitivity (HS) DNA Assay
(Agilent Technologies) vom Genomics und Transcriptomics Labor (GTL) des Biologisch-
Medizinisches Forschungszentrums (BMFZ) durchgefihrt. Durch den HS-DNA Chip
kénnen Nukleinsaurefragmente in der GréRe von 50 bis 7000 bp analysiert werden. Die
Detektion erfolgte durch eingelagerte Fluoreszenzfarbstoffe, die in gelartigen Bildern
(Banden) und Elektropherogrammen (peaks) dargestellt werden. Mittels der 2700 Expert
Software (Agilent Technologies) und einem mit aufgetragenen DNA-Marker wurde die
GroRenverteilung der NGS-Bibliotheken in Basenpaaren visualisiert und analysiert. Die
GrolRe der NGS-Bibliotheken sollte im Durchschnitt bei ca. 200 bp liegen. Die GroRRe der
Bibliotheken setzt sich aus der Zielsequenz, P1- und A-Adaptersequenzen, Barcode-
Sequenz, einer Schlisselsequenz und Primer-Resten zusammen. Die NGS-Bibliotheken
wurden auf eine Konzentration von 200 pM verdinnt. Fir die Verdlinnung der NGS-
Bibliothek auf 200 pM wurde das Molekulargewicht der Bibliothek berechnet (660 g/mol*
Basenpaarlange der NGS-Bibliothek) und darauf folgend die Molaritat der NGS-Bibliothek
(Stockkonzentration NGS-Bibliothek/Molekulargewicht der NGS-Bibliothek). Die Molaritat
der Bibliothek wurde mit dem Faktor ,200° dividiert. Eine Auflistung der Berechnung folgt

zur Ubersicht:

Stockkonzentration NGS-Bibliothek= X pg/L

Molekulargewicht von dsDNA= 660 g/mol

Basenpaarlange der Bibliothek= Y bp

Molekulargewicht der Bibliothek= (660 g/mol) * (Y bp)

Molaritat der Stock-Bibliothek= (X pg/L)/(Y bp*660 pg/pmol) =Z pmol/L
Verdinnungsfaktor auf 200 pM= (Z pmol/L)/200

AnschlieBend wurden die verdinnten Bibliotheken erneut mittels Qubit in einer
Doppelbestimmung quantifiziert. Die Bibliotheken wurden &quimolar gemischt und
abschlieftend auf 6 bzw. 8 pM verdlinnt. Fir die Sequenzierung auf dem lon Torrent
Personal Genome Machine™-Sequenzierer wurden bis zu funf Bibliotheken gepoolt. Fir

die Sequenzierung auf dem lon Proton™ wurden bis zu 43 NGS-Bibliotheken gepoolt.
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2.2.3.3 Klonale Amplifikation der NGS-Bibliotheken an lon Sphere™-Partikeln (ISP)

Die klonale Amplifikation der DNA-Fragmente an lon Sphere™-Partikeln (ISP) wurde am
lon OneTouch™ 2 System durchgefiihrt. Uber den P1-Adapter werden die DNA-
Fragmente an komplementare Oligonukleotide an den ISP gebunden. Die DNA-
Polymerase synthetisiert einen neuen DNA-Strang. Uber Denaturierung wird das
Ausgangs-DNA-Fragment abgespalten und bindet anschlieRend erneut an P1-
Oligonukleotide und die Synthese startet erneut. Der neue DNA-Strang bleibt durch das
Zuckerphosphatriickrat der DNA am [SP gebunden. Mittels biotinylierten Reverse-
Primers, welcher komplementar zum A-Adapter ist, und der Polymerase wird der neue
Strang aufgebaut. Die klonale Amplifikation wurde mittels einer Emulsions-PCR
durchgefiihrt. Hierbei findet die PCR-Reaktion in Ol/Wasser-Mizellen statt, wobei
idealerweise eine Mizelle ein ISP und ein DNA-Fragment beinhaltet. Dies wird dadurch
erreicht, dass Uberproportional viele (Millionen) /ISPs eingesetzt werden. Ein ISP tragt
nach der klonalen Amplifikation mehrfache Kopien (hundert- bis tausendfach) einer
Zielsequenz. Die Emulsions-PCR wurde nach dem Herstellerprotokoll im lon OneTouch™
2 System durchgefiihrt und bendétigte von der Probenaufbereitung bis zum Ende der
Emulsions-PCR ca. sechs Stunden (lon PGM™ 200 Template OT2 200 Kit oder lon PI™
Template OT2 200 Kit v3 und lon PI™ Hi-Q™ OT2 200 Kit). Zur Durchfihrung der
klonalen Amplifikation wurde das lon OneTouch™ 2 Gerat gemall Herstellerangaben

eingerichtet.

2.2.3.4 Aufreinigung der Fragment-positiven ISPs und Qualitatskontrolle

Nach der Emulsions-PCR erfolgte eine Anreicherung der Fragment-reichen /ISPs (positive
ISPs) mittels Streptavidin beads (Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads). Die
Aufreinigung erfolgte automatisch fur 30 Minuten im /on OneTouch™ ES und wurde am
GTLs des BMFZ durchgefihrt (lon OneTouch™ 200 Template Kit v2 DL). Bei der
Aufreinigung werden positive ISPs Uber Biotin mit einem DynaMag-Magneten angezogen
und selektiert. Uber Waschlésungen werden negativ-beladenen ISPs weggewaschen.
Mittels einer Melt-off-Losung (125 mM NaOH und 0,1% Tween®20) wird die DNA
denaturiert, sodass diese einzelstrangig vorliegt. Anschlielend wird eine
Qualitatskontrolle durchgefihrt, in der nicht-angereicherte und angereicherete /ISPs Uber
das Qubit 2.0 Fluorometer gemessen wurden. Die Qualitdtsanalysen wurden am GTL des
BMFZ durchgeflihrt. Das Fluorophor Alexa Fluor® 488 prasentiert alle /SPs, da das
Fluorophor Uber Oligos an die Oligonukleotide vom ISP koppelt. Das Fluorophor Alexa
Fluor® 647 bindet tber Oligonukleotide an die A-Adapter-Sequenz und markiert alle /SPs
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mit DNA-Fragmenten (Abbildung 3). Das Verhaltnis der Alexa Fluor® 488-Fluoreszenz zur
Alexa Fluor® 647-Fluoreszenz ist ein Mall fur die beladenen [SPs. Nach
Herstellerangaben sollte der Anteil an positiven /ISPs vor der Aufreinigung bei 10-30% und

nach der Aufreinigung bei Uber 50 % liegen.

ISP ohne DNA-Fragment

Alexa Fluor® 488 dye

¥ Alexa Fluor® 647 dye

Primer

J/ T

ISP mit DNA-Fragment
B B
B’ B’ ;

Abbildung 3: Schema eines DNA-Fragment-negativen und eines -positiven ISPs. An einem
ISP ohne DNA-Fragment bindet nur der Alexa Fluor 488 Farbstoff (dye). Am ISP mit DNA-
Fragment binden beide Farbstoffe. Das Verhaltnis der Fragment-negativen und -positiven ISPs ist
ein Mal fur die beladenen /SPs.

2.2.3.5 Hochdurchsatz-Sequenzierung

Die Hochdurchsatz-Sequenzierungen wurden mittels der Jon PGM™- oder lon Proton™-
Sequenzierer am GTLs des BMFZ durchgeflihrt. Bei diesen Sequenzierungsplattformen
werden Millionen Mikroreaktionskammern (wells) auf einem Halbleiterchip mit /SPs
besetzt. Wahrend der Sequenzierung wird der Chip sequentiell in einer bestimmten
Nukleotid-Reihenfolge geflutet. Diese lautet:

,TACGTACGTCTGAGCATCGATCGATGTACAGC’. Beim Einbau eines Nukleotids mit
Hilfe der DNA-Polymerase werden Protonen freigesetzt (Abbildung 4A). Es kommt zu
einer Anderung des pH-Werts, welche von einer Protonen-sensitiven Sensorplatte unter

den wells detektiert wird und in ein digitales Signal translatiert wird. Die Ubrigen
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Nukleotide im Chip werden weggewaschen und der Chip wird mit dem nachsten Nukleotid
geflutet (Abbildung 4B). In einem 200 bp-Lauf strdmen 200-mal Nukleotide ein. Das
detektierte Signal ist dabei proportional zur Anzahl der eingebauten Nukleotide am
komplementaren DNA-Strang (Abbildung 4C).
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Abbildung 4: Funktionsweise der lon Torrent™ Halbleiter-Sequenzierung. A) Schematische
Darstellung einer einzelnen Mikroreaktionskammer (well) des lon Torrent Sequenzier-Chips. Im
well befindet sich jeweils ein ISPs mit vielen DNA-Templates. Wenn ein Nukleotid in die DNA
eingebaut wird, wird ein Proton freigesetzt und der pH-Wert (ApH) im well andert sich. Dies fiihrt zu
einer Anderung des Oberflachenpotenzials der Metall-oxid-Leseschicht (metal-oxide-sensing layer)
und somit zu einer Anderung der Spannung (AV) am Feldeffekt-Transistor. B) 1-Nukleotid
Inkorporations-Signal aus einem well. Der Pfeil markiert den Start der Nukleotid-Uberflutung. Die
blaue Linie zeigt die Frequenz an. Die rote Linie zeigt das physikalische Model. Nach der
Nukleotidliberflutung wird der Chip gewaschen; das Signal sinkt. C) Die ersten 100 Durchlaufe in
einem well. Jede Farbe steht fir eine andere Base. Die Hohe der Balken reprasentiert die Anzahl
der Basen, die eingebaut worden sind (Abbildung modifiziert nach Rothberg et al. 2011).

Fir die PGM-Sequenzierung wurden die Sequenzierungschips lon 316™ oder lon 318™
und das lon PGM™ Sequencing 200 Kit v2 verwendet. Fiur die Proton-Sequenzierungen
wurden die lon PI™ v2 und v3 Chips und sowie die Sequenzierungschemie aus dem lon
PI™ Sequencing 200 Kit v3 sowie dem lon PI™ Hij-Q™ Sequencing 200 Kit eingesetzt.
Die Sequenzierung wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt und dauerte jeweils ca.

zwei bis drei Stunden.

2.2.3.6 Analyse der NGS-Daten zur Detektion von Sequenzvarianten und
Kopienzahlveranderungen

Die generierten Amplikon-Sequenzen wurden mit dem menschlichen Referenzgenom
GRCh37 (hg19) in den Zielregionen des Gliom-Gen-Panels abgeglichen. Dies erfolgte
Uber die Torrent Suite™ Software 4.4 (TMAP Algorithmus). Varianten wurden (iber das
Torrent Variant Caller Plugin v4.0 oder v4.4 mit hohen somatischen Stringenz-Parametern
(siehe 5.1 Anhang) selektiert (variant calling). Die Analyse dauert je nach Probenanzahl

mehrere Stunden. Die Annotation jeder detektierten Variante erfolgte Uber die open-
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source Software ANNOVAR. Informationen aus verschiedenen Datenbanken wurden in
einer Excel-Tabelle pro Probe zusammengefasst: NCBI Reference Sequence Database
(RefSeq), Exome Sequencing Project (ESP), 1000 Genomes Project (1000g), dbSNP,
ClinvVar, COSMIC, gwasCatalog, PhyloP, SIFT, PolyPhen2, LRT, Mutation Taster und
FATHMM. Das variant calling sowie die Annotation wurden von Frau Dr. Stefanie
Stepanow aus dem GTL des BMFZ durchgefihrt. Die Integrative Genomics Viewer (IGV
2.3)-Software diente zur Visualisierung der Sequenzen, wodurch mogliche Fehler im
variant calling nachgeprift wurden. Fir die somatischen Mutationsanalysen wurden nur
die Varianten bertcksichtigt, die in exonischen und splice-site Genregionen lagen. Eine
Ausnahme war die Genpromotorregion von TERT. Die Annovarlisten wurden in einer
Access-Datenbank (,gliomas_base.mdb®) mittels RStudio mit Hilfe von Dr. Wolfgang
Kaisers (Version 0.98.1091) gespeichert.

Veranderungen der Genkopienzahl (CNVs) wurden mit der NextGENe® v.2.3.4 Software
(SoftGenetics, State College, PA, USA) ermittelt. Sequenzierte Blutproben dienten als
Kontrolle. Zur CNV-Analyse berechnet die Software den Wert reads pro Kilobase pro
Millionen gemappter reads (RPKM aus dem engl. ,reads per kilobase per million reads")
und die Wahrscheinlichkeit (Likelihood) basierend auf Streuungswerten und read-
Abdeckungsverhaltnis.  Mittels  Hidden  Markov  Model wurden die CNV-
Wahrscheinlichkeiten fur jedes Amplikon berechnet und geschatzt und ein Verhaltniswert
(Ratio) ausgegeben (NextGENe® User Manual: NextGENe-2.4.1-UG001, SoftGenetics).
Der Verhaltniswert 0,5 steht flir eine normale Genkopienanzahl und der Wert 0,33 fir eine
hemizygote Deletion (Berechnung siehe unten). Duplikationen haben nach NextGENe®
einen Wert von 0,6 und wurden in den Analysen als Gewinn definiert. Der Grenzwert von
Amplifikationen wurden bei einer Vervierfachung der kompletten Genkopienanzahl gesetzt
(Ratio: min. 0,8). Jedoch war der Ratio-Wert der Amplifikationen in den meisten Fallen >1.
Die Ratio-Berechnungen der NextGENe®-Software sahen wie folgt aus:

Ratio = Anzahl Kopien Tumor/(Anzahl Kopien Tumor+ Anzahl Kopien Kontrollprobe).
Fir eine normale Kopienzahl gilt: Ratio = 2/2+2 =0,5

Fur eine heterozygote Deletion gilt: Ratio = 1/(1+2) = 0,33

Fur eine Duplikation gilt: Ratio = 3/(3+2) = 0,6

Fur eine Amplifikation gilt: Ratio = 8/(8+2) = 0,8

Fur die CDKN2A-Verdinnungsreihe zur Detektion von homozygoter CDKN2A-Deletion
wurden die erwarteten Ratios der Zellmischungsverhaltnisse von 90 Teile U118MG-
DNA:10 Teile NHDF-DNA und 80 Teile U118MG-DNA:20 Teile NHDF-DNA wie folgt
berechnet:

Kopienzahl homozygote CDKN2A-Deletion (U118MG-DNA) =0
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Kopienzahl normale CKDN2A Kopienzahl (NHDF-DNA) = 2

Kopienzahl Mischungsverhaltnis von 90:10 =0 x 0,9 + 2x 0,1 =0,2

Berechneter erwarteter Ratio-Wert fir Mischungsverhaltnis von 90:10 = 0,2/(0,2+2) = 0,09
Kopienzahl Mischungsverhaltnis von 80:20 =0 x 0,8 + 2x 0,2 =0,4

Berechnete erwarteter Ratio-Wert flir Mischungsverhaltnis von 80:20 = 0,4/(0,4+2) =
0,167

Die Mittelwerte der Ratios fir zehn CDKN2A-Amplikons wurden fir jedes
Mischungsverhaltnis berechnet. Die Pearson-Korrelation der erzielten Ratios wurde

mittels GraphPad Prism (Version 5.0) berechnet.

2.2.3.7 Unlberwachte Clusteranalyse

Eine uniberwachte (nicht-supervidierte) Clusteranalyse (average linkage hierarchical) der
121 Gliompanel-NGS-Datensatze basierte auf der Distanzmessung Uber den Jaccard-
Koeffizienten. Die Analyse wurde mit der statistischen Berechnungssprache von ,R®
(Version 3.2.2) und R Studio® (Version 0.99.484) sowie den ,R*-Paketen ,NMF” (Version
0.20.6) und ,stats“ (Version 3.2.2) von Dr. Bastian Malzkorn durchgefuhrt.

2.2.4 Methoden zur Validierung von Tumor-assozierten Verdnderungen

Die Hochdurchsatz-Sequenzierungen und anschlie@enden Analysen von 121 Gliom-
Proben identifizierte viele somatische Mutationen und Kopienzahl-Veranderungen (CNVs)
in den 20 ausgewahlten Genen bzw. Genregionen des Gliom-Gen-Panels 1. Um die
Spezifitdt und Sensitivitat der Methode zu testen, wurden alle detektierten CNVs und
ausgewahlte Mutationen uber standardisierte Routinemethoden getestet. Zur Validierung
der NGS-Ergebnisse wurden folgende Methoden verwendet: Standard-PCR mit
anschlielender Sanger-Sequenzierung, quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR), DNA-
Pyrosequenzierung, Immunhistochemische Farbungen, LOH (Loss of heterozygosity,

Verlust der Heterozygotie)- Analyse mittels Mikrosatellitenmarkern.

2.2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Gelelektrophorese

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Methode, um
spezifische DNA-Abschnitte zu amplifizieren. Dabei wird die DNA bei hohen Temperaturen
denaturiert (95°C) und Oligonukleotide (Primer) mit einer bestimmten Sequenz lagern sich
nach Abklhlung an die DNA-Strange (50-60°C) an. Die Primerstrange werden mittels

einer Tag-Polymerase verlangert (72°C). Dieser Zyklus wird mehrfach wiederholt, sodass
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eine theoretisch exponentielle Vermehrung der jeweiligen DNA-Sequenz erreicht wird. Die
PCR wurde mit Hilfe des HotStarTaq Polymerase Kits der Firma Qiagen durchgefiihrt. Die
Primer-Sequenzen entsprechen den Primer-Sequenzen des jeweiligen Amplikons (Zacher

et al. 2016). Die PCR wurde folgendermafien angesetzt:

Mastermix Volumen/Ansatz
PCR Puffer, 10x 2,5 ul

dNTP Mix (10 mM) 2,5yl

Forward Primer (10 uM) 1,5 ul

Reverse Primer (10 yM) 1,5 ul
genomische DNA (20 ng/ul) 1l

HotStarTaqTM Polymerase (5 units/pl) 0,125 pl
Milli-Q-Wasser 15,875 pl

Bei DNA-Sequenzen mit GC-reichen Abschnitten (z.B. der TERT-Promotorregion) wurde
den PCR-Ansatzen Q-Solution (Qiagen) hinzugefugt:

Mastermix Volumen/Ansatz
PCR Puffer, 10x 2,5 ul

dNTP Mix (10 mM) 2,5yl

Forward Primer (10 uM) 1,5 ul

Reverse Primer (10 M) 1,5 ul
genomische DNA (20 ng/ul) 1l

Q Solution, 5x 5ul

HotStarTaq™ Polymerase (5 units/ul) 0,125 pl
Milli-Q-Wasser 10,875 pl

Die PCR wurde nach dem folgenden Programm durchgefihrt:
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Schritt Temperatur _ Zeit

1 95°C 15 min

2 95°C 15s

3 60°C 15s

4 72°C 15s  Schritt 2 bis 4: 35 bzw. 40 Zyklen fir GC-reiche
5 72°C 5 min DNA-Abschnitte

6 10°C o0

Die Bestimmung der Qualitdt und Lange der PCR-Produkte erfolgte durch Auftrennung
Uber ein 3 %-iges Agarosegel (my-Budget Universal Agarose, Bio-Budget Technologies,
Deutschland, Krefeld). Zum Anfarben der DNA wurde der Midori Green (Biozym Scientific
GmbH, Oldendorf, Deutschland)-Farbstoff verwendet.

2.2.4.2 Aufreinigung von PCR-Produkten

Vor der Sanger-Sequenzierung wurden die PCR-Produkte aufgereinigt. Far die
Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das Jet Quick DNA Purification Kit (GENOMED,
Loehne, Germany) nach Herstellerprotokoll verwendet. Eine weitere Methode zur
Aufreinigung von PCR-Produkten wurde mittels paramagnetischer Beads von Agencourt
AMPure XP, wie im Protokoll beschrieben, durchgeflihrt (Protokoll 000387v001).

2.2.4.3 Sanger-Sequenzierung

Die Methode beruht auf einer enzymatischen Reaktion, bei der je eine der vier Basen als
fluoreszierendes Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP) in den neu synthetisierten DNA-
Strang eingebaut wird und es auf Grund der fehlenden 3'-Hydroxylgruppe zum
Kettenabbruch des neusynthetisierten Strangs kommt (Sanger et al. 1977). Es entstehen
DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange, die mittels Kapillargelelektrophorese
aufgetrennt und von einem Detektor (CCD-Kamera) erkannt werden kdénnen. Die
Sequenzierung erfolgte mit dem BigDye 3.1 Sequenzierungs-Mix (Thermo Fisher
Scientific) auf dem Kapillarsequenzierer 37130x/ (Applied Biosystems HITACHI, 3130xl
Genetic Analyzer) durch das GTLs des BMFZ. Die visuelle Auswertung der Sequenzen
erfolgte Uber das Programm Finch TV 1.4.0 Geospiza Incorporation (Perkin Elmer,
Waltham, MA).
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2.2.4.4 Detektion von Genamplifikationen mittels SYBR® Green gRT-PCR

Die Amplifikation des EGFR-Gens in Glioblastomen wurde mittels quantitativer Real-
Time-PCR (StepOne Plus™, Thermo Fisher Scientific) detektiert und validiert. Als
Referenzgewebe wurden zwei nicht-neoplastische Hirngewebe (NB 1, NB 2) und als
Positivkontrolle eine Probe mit bekannter EGFR-Amplifikation mitgefihrt (Probe
GB1266E). Als Referenzgen fir die relative Quantifizierung wurde der WI-3306 STS
[sequence-tagged site] auf 2q21 verwendet. Die Detektion der PCR-Produkte erfolgt Gber
den DNA-interkalierender Farbstoff SYBR-Green (Platinum® SYBR® Green gqPCR
SuperMix-UDG, Thermo Fisher Scientific). Durch die Bindung von SYBR-Green an die
dsDNA entstent ein DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex, wodurch die Fluoreszenz
ansteigt. Durch die Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitat des emittierenden SYBR-
Greens wahrend des Temperaturanstiegs von 60 °C bis 95 °C wird eine Schmelzkurve
erstellt. Durch die steigende Temperatur wird die dsDNA schrittweise denaturiert. Dies
induziert eine Reduktion des Fluoreszenzsignals. Der Ct (threshold-cycle)-Wert gibt den
PCR-Zyklus an, bei dem der Fluoreszenz-Anstieg exponentiell iber den Hintergrund
ansteigt. Die Ct-Werte wurden aus der Software StepOne v2.3 entnommen. Fir die
Auswertung wurden die ACt-Werte sowie die AACt-Werte berechnet (Livak u. Schmittgen
2001). Aus dem AACt-Wert berechnet sich die n-fache Expression (2 “22°) der jeweiligen
Probe. Der Mastermix-Ansatz flir die gRT-PCR sah wie folgt aus:

Mastermix EGFR-Gen

Volumen/Ansatz

Forward Primer (10 uM) (cactgcctcatctctcaccatc) 0,25 ul
Reverse Primer (10 uM) (gactcaccgtagctccagac) 0,25 pl
genomische DNA (20 ng/ul) 20 ng
ROX Reference Dye 0,5 ul
2 x SYBR-Green-SuperMix-UDG 12,5 pl
Milli-Q-Wasser 6,5 pl

Mastermix Referenzgen WI13306.1.

Volumen/Ansatz

Forward Primer (10 uM) (catgactgcgagcccaagatg) 0,75 pl
Reverse Primer (10 yM) (caggtggtgtcatcagaatcag) 0,75 ul
genomische DNA (20 ng/ul) 20 ng
ROX Reference Dye 0,5 ul
2 x SYBR-Green-SuperMix-UDG 12,5 pl
Milli-Q-Wasser 5,5 ul
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2.2.4.5 Bestimmung von Gendeletionen mittels TagMan™ qRT-PCR

Die Bestimmung von PTEN-Deletionen bzw. CDKNZ2A-Deletionen erfolgte mittels des
PTEN TagMan® Copy Number Assay (Hs05152772_cn, Thermo Fisher Scientific) bzw.
CDKN2A TagMan® Copy Number Assay (Hs02738179 cn, 9p21.3c, Thermo Fisher
Scientific) mittels StepOne Plus™ Real-Time-PCR-Gerats (Thermo Fisher Scientific).
RNaseP (4403326, 14q11.2) diente als Referenzgen. Die Bestimmung der Gen-
Kopienzahl wurde mit der CopyCaller™ Software Version 2.0 (Applied Biosystems)
durchgefiihrt. Alle Proben wurden in Triplikaten analysiert. Die relativen Genkopien
wurden mit der AACt-Methode bestimmt (Livak u. Schmittgen 2001). Humanes nicht-
neoplastisches Hirngewebe (Biocat, D1234035-BC, Biocat GmbH, Heidelberg,

Deutschland) diente als Kalibratorprobe.

2.2.4.6 DNA-Pyrosequenzierung zur Validierung von Punktmutationen

Die Validierung von somatischen Mutationen im Kodon 132 des IDH7-Gens und im Kodon
600 des BRAF-Gens wurde mittels DNA-Pyrosequenzierung und dem PyroMark Q24
Sequenzierer (Qiagen) durchgefihrt (Felsberg et al. 2010). Die DNA-Pyrosequenzierung
ist eine sequencing by synthesis Methode bei der freigesetztes Pyrophosphat (PPi)
detektiert wird. Wahrend des Einbaus eines Nukleotids durch die DNA-Polymerase wird
PPi freigesetzt, welches Uber die ATP Sulfurylase in ATP umgewandelt wird. ATP wirkt
als Substrat fir die Luciferase-vermittelte Konversion von Luciferin zu Oxyluciferin,
welches Licht generiert und Uber eine Kamera detektiert wird. Die Lichtintensitat ist
proportional zur Anzahl an ATP. Fur die Pyrosequenzierung wurde das PyroMark® Gold
Q24 Reagent Kit (Qiagen) verwendet. Die in Tabelle 10 aufgelisteten Primer-Sequenzen
wurden fur die jeweiligen Untersuchungen verwendet. Der PCR-Ansatz wurde wie folgt
durchgeflhrt:

Mastermix Volumen/Ansatz
PCR Puffer, 10x 2,5 ul

dNTP Mix (10 mM) 2,5yl

Forward Primer Biotinyliert (10 uM) 2,5yl

Reverse Primer (10 yM) 2,5 ul
genomische DNA (20 ng/pl) 1ul

HotStarTaq™ Polymerase (5 units/ul) 0,2 ul
Milli-Q-Wasser 16,8 pl
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Tabelle 10: Primernamen und Sequenzen fiir die Pyrosequenzierung zur Detektion
von IDH1-R132, IDH2-R172 und BRAF-V600-Mutationen.

Primername

Primersequenz

BRAF F1bio [Btn]ggtgattttggtctagctaca
BRAF R1 aaatggatccagacaactg
BRAF Seq1 ggacccactccatcgagatt
IDH1 F1bio [Btn]ggcttgtgagtggatgggta
IDH1 R1 gccaacatgacttacttgatcc
IDH1 Seq1 gatccccataagcatg
IDH2 R1bio [Btn]ctccacccetggcctacct
IDH2 F1 ctggaccaagcccatcacc
IDH2 Seq1 aagcccatcaccatt

Die Konzentrationen der Stammldsungen betrugen jeweils 100 uM. Fir den Ansatz der

Pyrosequenzierung wurden die Primer auf 10 uM verdinnt. [Btn], Biotinylierung am 5°-

Ende des Primers. Fir die DNA-Pyrosequenzierung wurde der Mastermix wie folgt

angesetzt:

Mastermix Volumen/Ansatz
PCR-Produkt 10 pl
Streptavidin Sepharose® High Performance Beads, 2,5 ul

GE Healthcare

PyroMark Binding Buffer, Qiagen 2 ul
Milli-Q-Wasser 80 ul

Das PCR-Programm der

Pyrosequenzierung wurde wie folgt zusammengefasst

ausgefiuhrt:

Schritt Temperatur _ Zeit

1 95°C 15 min

2 95°C 30s

3 58°C 30s

4 70°C 30s  Schritt 2 bis 4: 45 Zyklen
5 72°C 5 min

6 10°C o
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2.2.4.7 Immunhistochemie zur Detektion von IDH71-R132H-Mutation, nukledrem ATRX-
Verlust und EGFRuvlII-Mutation

Zusatzlich zur DNA-Pyrosequenzierung wurden IDH1-R132H-Mutationen mittels
Immunhistochemie validiert. Fur die Detektion dieser IDH1-Mutation wurde der mutations-
spezifische, monoklonale Antikérper mIDH1R132H (clone H09, Dianova, Hamburg,
Deutschland) wie in Capper et al. (Capper et al. 2009) beschrieben, eingesetzt. Des
Weiteren wurden die EGFRVvIII-Mutation mittels eines EGFRVlIIl-spezifischen Antikdrpers
(rabbit polyclonal lot #6549 antiserum, Celldex, Needham, MA) wie beschrieben
nachgewiesen (Weller et al. 2014a). Die Detektion der nuklearen ATRX-Expression
erfolgte mit Hilfe eines polyklonalen Antikérpers (HPA001906, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). Alle immunhistochemischen Farbungen wurden auf dem automatisierten Dako
Autostainer Plus durchgefihrt. 3,3-Diaminobenzidin wurde als Substrat fir die

Peroxidase-Reaktion verwendet. Die Immunschnitte wurden mit Hamalaun gegengefarbt.

2.2.4.8 Mikrosatelliten-Untersuchung zum Nachweis von Allelverlusten

Durch PCR-basierte Analysen von Mikrosatelliten lassen sich Verluste von Allelen eines
bestimmten Chromosomenabschnitts im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe
eines Patienten nachweisen. Mikrosatelliten sind kurze, polymorphe, repetitive DNA-
Sequenzen, die sich in jedem Genom unterschiedlich oft hintereinander wiederholen
(Jelinek et al. 1980). Durch PCR-Amplifikation eines polymorphen Mikrosatelliten-Lokus
lassen sich vaterliche und muitterliche Allele anhand unterschiedlicher groRer PCR-
Produkte unterscheiden. In der Tumor-DNA kann es durch eine chromosomale Deletion
zum Verlust eines Allels kommen, ein Phanomen, das man als Verlust der Heterozygotie
(loss of heterozygosity, LOH) bezeichnet. Oligodendrogliale Tumoren sind durch den
kombinierten Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 (1p) und des langen Arms von
Chromosom 19 (19q) charakterisiert, der in der Mikrosatellitenanalyse zu einem LOH auf
beiden Chromosomenarmen fihrt (Reifenberger et al. 1994).

Die Alleltypisierung der Chromosomenarme 1p und 19q wurde mittels PCR-Analyse von
elf verschiedenen Mikrosatellitenmarkern durchgefihrt. Fir 1p wurden die Marker
D1S468, D1S507, D1S200, D1S2696, D1S211 und D1S489 analysiert. Fur 19q basierten
die Untersuchungen auf den Markern D19S219, D19S1182, D19S572, D19S210 und
D198596 (Tabelle 11). Die PCR-Produkte der Mikrosatellitenmarker wurden unter

verschiedenen PCR-Bedingungen amplifiziert (siehe unten).
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Tabelle 11: Primersequenzen fiir untersuchten Mikrosatellitenmarker auf 1p und
19q.

Primername Primersequenzen Position
D1S468F aattaaccgttttggtcct
D1S468R gcgacacacacttccc 1p36.32
D1S489F agctagaccaagtctcaaca 1p36.22
D1S489R acaaaatgatggggttatgg '
D1S507F aggggatcttggcacttgg 1p36.21
D1S507R ctctagggtttctggaaaatgctg '
D1S211F agctacatggcaggatcaga 1p34.1
D1S211R ggattccttgctctggaaag '
D1S200F gtactgtaacttgggtaactgaaac 1p32.3
D1S200R tggcagacctgaacatcata '
D1S2696F aaaaatgagtccagtagaagcct 1p12
D1S2696R agccagatttacatcccag
D19S219F gtgagccaagattgtgcc 1913.32
D19S219R gactatttctgagacagattccca '
D19S1182F ctcgtactaattctgaaact 19913.3
D19S1182R gtattggagttgcaactgt )
D19S596F gaatccgagaggtggg
D19S596R gccagagccactgtgt 19913.33
D19S572F atttgggtgtgctgacacg 19q13.42
D19S572R gggccacatcctatccec '
D19S210F tcacactcactggtctctca 19913.43
D19S210R ggtgtgcctgtgtgtaaaag '

Die Mastermix-Ansatze fiir Mikrosatelliten D19S270 und D19S219 (Annealing-Temperatur

bei 60°C) wurden mittels HotStarTaq Polymerase Kits der Firma Qiagen wie folgt

angesetzt.

Mastermix Volumen/Ansatz
PCR Puffer, 10x 2,5 ul

dNTP Mix (10 mM) 2,5yl

Forward Primer (10 uM) 1,5 ul

Reverse Primer (10 yM) 1,5 ul
genomische DNA (20 ng/pl) 1ul

HotStarTaq™ DNA Polymerase (5 units/ul) 0,1 pl
Milli-Q-Wasser 15,4 ul
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Der Mastermix-Ansatz fir Mikrosatellit D19S1182 (Annealing-Temperatur bei 52°C) wurde

wie folgt angesetzt.

Mastermix Volumen/Ansatz
10x PCR Rxn Buffer, Thermo Fisher Scientific 2,5 ul
dNTP Mix (2 nM) 2,5yl
Forward Primer (10 uM) 1,5 ul
Reverse Primer (10 uM) 1,5yl
genomische DNA (20 ng/pl) 1 ul
MgCl2 (50 mM), Qiagen 0,75 ul
Tag DNA Polymerase (5 units/ ul), Thermo Fisher Scientific 0,1 ul
Q-Solution, Qiagen 5ul
Milli-Q-Wasser 9,9 ul

Der Mastermix-Ansatz fur Mikrosatellit D19S596 (Annealing-Temperatur bei 58°C) wurde

wie folgt angesetzt.

Mastermix Volumen/Ansatz
10x PCR Rxn Buffer, Thermo Fisher Scientific 2,5 ul

dNTP Mix (2 nM) 2,5l

Forward Primer (10 uM) 1,5 ul

Reverse Primer (10 uM) 1,5 ul
genomische DNA (20 ng/ul) 1l

MgCl2 (50 mM), Qiagen 1 ul

Tag DNA Polymerase (5 units/ ul), Thermo Fisher Scientific 0,1 ul

DMSO 100 % Sl
Milli-Q-Wasser 9,9 ul

Die Mastermix-Ansatze fur Mikrosatelliten D1S211, D1S52696, D1S507, D1S200, D15489
und D1S468 (Annealing-Temperatur bei 56°C) sowie Mikrosatellit D19S572 (Annealing-

Temperatur bei 62°C) wurden wie folgt angesetzt.
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Mastermix Volumen/Ansatz
10x PCR Rxn Buffer, Thermo Fisher Scientific 2,5 ul

dNTP Mix (2 nM) 2,5l

Forward Primer (10 uM) 1,5 ul

Reverse Primer (10 uM) 1,5yl
genomische DNA (20 ng/ul) 1l

MgClz (50 mM), Qiagen 0,75 ul

Tag DNA Polymerase (5 units/ ul), Thermo Fisher Scientific 0,1 ul
Milli-Q-Wasser 15,15 pl

Die PCR-Programme fiir die HotStarTaqg™ Polymerase (Qiagen) und die Tag DNA
Polymerase (Thermo Fisher Scientific) liefen wie folgt beschrieben ab. Die HotStarTaq™
Polymerase wurde bei 95 °C fir 15 Minuten und die Tag DNA Polymerase fur funf Minuten
bei 95°C aktiviert.

Schritt Temperatur Zeit

1 95°C 5 bzw. 15 min je nach Taq Polymerase

2 95°C 20s

3 52°, 56°, 60 ° bzw.62 °C 20s

4 72°C 20s  Schritt 2 bis 4: 30x bei Kryomaterial
40x bei FFPE Material

5 72°C 5 min

6 8°C o0

Die Mikrosatelliten-PCR-Produkte wurden mit 5 yl Formamid-Puffer (Zusammensetzung
siehe unten) gemischt und fir 10 Minuten bei 95°C denaturiert. Die PCR-Produkte wurden
auf 12 %-ige Polyacrylamidgele (Zusammensetzung nachfolgend) geladen. Die

gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 45 W fiir 1,2 bis 2,1 Stunden.

Formamid-Ladepuffer:

80 % (v/v) Formamid

0,025 % (w/v) Xylencyanol
0,025 % (w/v) Bromphenolblau
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12% (1:19) 8 M Urea Polyacrylamidgel

40 % (19:1) Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung, Merck Bestellnr.1.00640.1000)
10x TBE (1 M Tris-Base, 1 M Borsaure, 0,02 M EDTA)

8 M Urea (Roth Bestellnr. 2317.1)

Die Gellésung wurde zum Start der Polymerisierungsreaktion mit dem Radikalstarter
Ammoniumpersulfat (APS, Sigma-Aldrich Bestellnummer A-9164-100g) und dem
Polymerisierungskatalysator Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma-Aldrich, Bestellnr.
T2 250-0) versetzt. Die PCR-Produkte wurden mittels Silberfarbung sichtbar gemacht
(Budowle et al. 1991). Abweichend davon wurde 0,2 %-iges Silbernitrat verwendet. Die
spezifischen Banden (PCR-Produkte) fir eine Tumor-DNA-Probe wurden mit den
spezifischen Banden der korrespondierenden Blut-DNA-Probe verglichen. Der Verlust
einer Bande in der Tumor-DNA reprasentiert den Verlust eines Allels des entsprechenden

Mikrosatellitenlokus.

2.2.4.9 DNA-Methylierungsanalysen

2.2.4.9.1 Natriumbisulfit-Konvertierung von genomischer DNA

Hierzu wird die DNA mit Natriumbisulfit behandelt, wodurch unmethyliertes Cytosin in
Uracil konvertiert wird. Methyliertes Cytosin bleibt dagegen unverandert. Die Bisulfit-
Konvertierung wurde mit Hilfe des EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (ZYMO RESEARCH,

Freiburg) wie im Protokoll des Kits beschrieben durchgefihrt.

2.2.4.9.2 Methylierungsanalyse der ATRX-assoziierten 5-CpG-Insel

Die Methylierungsanalysen wurden zur ldentifizierung einer Hypermethylierung der im
Promotorbereich des ATRX-Gens gelegenen 5'-CpG-Insel CpG: 54 (hg38, chrX:
77041004-77041725) durchgefihrt. Folgende Primer wurden verwendet, um diese CpG-
Insel ausgehend von Bisulfit-konvertierter DNA zu amplifizieren und anschlieend mittels
Sanger-Sequenzierung zu sequenzieren (Tabelle 12). Bisulfit-konvertierte, unmethylierte
Cytosin-Nukleotide werden zu Uracil und sind in der Primer-Sequenz als kleines .t
dargestellt. Als Kontrolle fur die unmethylierte DNA-Sequenz wurde Blut-DNA von einem

mannlichen Patienten eingesetzt.
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Tabelle 12: Primer-Sequenzen zur

assoziierten CpG-insel.

Amplifikation von Sequenzen der

ATRX-

Primername

Sequenz

Forward-Primer 1 (Fwd1)

GHAATTITHTGHTGAGtTCGGtttAAt

Forward-Primer 2 (Fwd2)

GHTTTGAGITGTGGGGAGGTTt

Forward-Primer 3 (Fwd3)

GITHTITGTTTATTITTTGGTGHTGTG

Reverse-Primer 1 (Rev1)

tTTGGTGGGTTAGGHTGTGTG

Reverse-Primer 2 (Rev2)

TAGGTTGtTGGAGATGGGAAGtALt

Der Mastermix wurde mittels HotStarTaq® DNA Polymerase Kit von Qiagen wie folgt zur

Amplifikation von Sequenzen der ATRX-assoziierten 5'- CpG-Insel angesetzt.

Mastermix

Volumen/Ansatz

PCR Puffer, 10x

dNTP Mix (10 mM)

Forward Primer (10 yM)

Reverse Primer (10 yM)

genomische DNA (20 ng/pl)

2,5 ul
2,5 ul
1,5 ul
1,5 ul

1l

HotStarTaqg™ DNA Polymerase (5 units/ul) 0,125 pl

Milli-Q-Wasser

Q-Solution

Das PCR-Programm lief wie folgt ab:

Schritt Temperatur _ Zeit

1 95°C 15 min
2 95°C 30s

3 58°C 30s

4 70°C 30s

5 72°C 5 min
6 10°C o0

10,875 pl
5 ul

Schritt 2 bis 4: 45 Zyklen

Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und dann mittels Sanger-Methode sequenziert

(siehe Abschnitte 2.2.4.2 und 2.2.4.3).
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3 Ergebnisse

3.1  Zusammenstellung der Gliom-Gen-Panel 1 und 2

Ein erstes benutzerdefiniertes ,Gliom-Gen-Panel mit 20 Zielgenen bzw. Zielregionen
wurde bereits im Vorfeld dieser Arbeit erstellt und bestellt (Gliom-Panel 1, IAD39893 33,
Referenzgenom: hg19; Tabelle 13). Die ausgewahlten Gene sind an verschiedenen
Signalwegen zur Proliferation, Apoptose, Angiogenese und Zellzyklus beteiligt und haufig
in Gliomen mutiert (Schwartzentruber et al. 2012; Brennan et al. 2013; Brat et al. 2015;
Suzuki et al. 2015; Ceccarelli et al. 2016). Das Gen-Panel umfasst 660 Zielsequenzen,
die Amplikons genannt werden und eine Gesamtsequenz von 66 kB genomischer DNA
Uberspannen. Die durchschnittliche Amplikonlange betragt ca. 175 bp. Das Gliom-Gen-
Panel 1 beinhaltet Gene und Genregionen, die haufig in Gliomen verandert sind und
diagnostische Relevanz haben. Aus diesem Grund wurde dieses Gen-Panel zur

Etablierung flr die diagnostische Routine von Gliomen verwendet.

Tabelle 13: Gliom-Gen-Panel 1 (IAD39893). Angegeben sind Name und chromosomale
Lokalisation der 20 reprasentierten Gene und ob die jeweilige kodierende Sequenz (cds)
oder Regionen mit Mutations-Hotspots (Region) abgedeckt sind.

Gen Vollstiandiger Name Chromosom Typ
NRAS Neuroblastomﬁ RAS viral oncogene 1p13.2 cds
omolog
FUBP1 Far upstream element binding protein 1 1p31.1 cds
CDKN2C Cyclin dependent kinase inhibitor 2C 1p32 cds
H3F3A H3 histone family member 3A 1941 Region
IDH1 Isocitrate dehydrogene_lse (NADP(+)) 1, 2433.3 Region
cytosolic
PIK3CA Phosphatldylln03|to!-4,5-b|sphosphate 3- 3426.3 cds
kinase catalytic subunit alpha
TERT Telomerase reverse transcriptase 5p15.33 Region
PIK3R1 Phosph0|n05|t|de-3-l_<|nase regulatory 5q13 cds
subunit 1
EGFR Epidermal growth factor receptor 7p12.3-p12.1 cds
BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine 7q34 Region
kinase
CDKN2A Cyclin dependent kinase inhibitor 2A 9p21 cds
CDKN2B Cyclin dependent kinase inhibitor 2B 9p21 cds
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PTEN Phosphatase and tensin homolog on 10923.3 cds
chromosome 10
RB1 RB transcriptional corepressor 1 13q14.1-2 cds
IDH2 Isocitrate dehy.drogenas'e (NADP(+)) 2, 15026.1 Region
mitochondrial
TP53 Tumor protein p53 17p13.1 cds
NF1 Neurofibromin 1 17q911.2 cds
CiC Capicua transcriptional repressor 19q13.2 cds
NF2 Neurofibromin 2 22q12.2 cds
Alpha-Thalassemia/Mental Retardation
ATRX Syndrome X-Linked chromatin Xg13 cds
remodeler

Fur die Primersequenzen siehe Zusatztabelle 3 (Zacher et al. 2016).

Ein zweites Gliom-Gen-Panel mit 28 weiteren Genen bzw. Genregionen wurde im Laufe
der Doktorarbeit erstellt (Gliom-Panel 2, IAD75775_173, Referenzgenom: hg19;

Tabelle 14). Dieses Gen-Panel beinhaltet Gene, die weniger haufig in Glioblastomen
verandert sind (CDK4, CDK6, MDM2, MDM4, MET, PDGFRA, KRAS, IRS2, PIK3C2B,
PTPN11), in diffusen intrinsischen pontinen Gliomen (ACVR1, PPM1D, Hist1H3B, DAXX,
CCND1, CCND2, CCND3) und/oder in niedriggradigen Gliomen des Kindesalters mutiert
vorliegen (FGFR1, TSC1, TSC2, MYB, MYBL1 und NTRK2) (Knobbe u. Reifenberger
2003; Jones, David T W et al. 2013; Ramkissoon et al. 2013; Wu et al. 2014; Suzuki et al.
2015; Weller et al. 2015; Nikbakht et al. 2016). Die ausgewahlten Gene kodieren u.a. fur
Proteine, die am Zellzyklus und den RTK-abhangigen Signalwegen beteiligt sind
(Buschges et al. 1999; Rodriguez-Hernandez et al. 2013; Suzuki et al. 2015). Zusatzlich
wurden Gene abgedeckt, die flir Mismatch-Reparaturproteine kodieren (MSH2, MSH6,
PMS2, MLH1) (Rodriguez-Hernandez et al. 2013). MTAP wurde dem Gen-Panel
hinzugefligt, um einen grélkeren Bereich auf Chromosom 9p abzudecken. Die zwei
Referenzgene RAB7A (Chr.3g21.3) und GABRG3 (Chr.15912) wurden hinzugefligt, um
die Kopienzahl von Genregionen besser bestimmen zu kénnen. Diese beiden Gene sind
in Chromosomenregionen lokalisiert, die in Gliomen nur selten von Veranderung der
Kopienzahl betroffen sind (Brennan et al. 2013). Es wurde ein Gliom-Gen-Panel mit
srelaxed specificity’ Parametern ausgewahlt, da eine groltmdogliche Abdeckung der
Zielregionen erreicht werden sollte. Das Gliom-Gen-Panel 2 Uberspannt 70 kb an DNA-
Sequenz, umfasst 709 Zielsequenzen und deckt 96,91 % der ausgewahlten Genregionen
ab.
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Tabelle 14: Gliom-Gen-Panel 2 (IAD75775_173). Angegeben sind Name und
chromosomale Lokalisation der reprasentierten Gene. Entweder sind die jeweilige
kodierende Sequenz (cds) oder nur Genregionen (Region) abgedeckt.

Gen Vollstiandiger Name Chromosom Typ
MDM4 MDM4, P53 Regulator 1932 Region
Phosphatidylinositol-4-phosphate 3-

PIK3C2B kinase catalytic subunit type 2 beta 1932 cds
ACVRI1 Activin A receptor type 1 2924 .1 Region
MSH6 MutS homolog 6 2p16 cds
MSH2 MutS homolog 2 2p21 cds
RAB7A RABTA, member_RAS oncogene 3¢21.3 Region

family
MLH1 MutL homolog 1 3p21.3 cds
PDGFRA Platelet derived g{gxgh factor receptor 4q12 cds
MYB MYB proto-oncogene, transcription 6q22-923 Region
factor
CCND3 Cyclin D3 6p21 Region
DAXX Death domain associated protein 6p21 cds
HIST1H3B Histone cluster 1 H3 family member b 6p22.2 cds
CDK6 Cyclin dependent kinase 6 7921-22 Region
MET MET proto-opcoqene, receptor 7431 Region
tyrosine kinase
PMS2 PMS1 homolog 2, mismatch repair 7p22.2 cds
system component
MYBL1 MYB proto-oncogene like 1 8g13.1 Region
FGFR1 Fibroblast growth factor receptor 1 8p12 Region
NTRK2 Neurotrophic recep2>tor tyrosine kinase 9q22.1 cds
TSC1 Tuberous sclerosis 1 9934 cds
MTAP Methylthioadenosine phosphorylase 9p21 cds
CCND1 Cyclin D1 11913 region
CDK4 Cyclin dependent kinase 4 12914 region
PTPN11 Protein tyrosine phosphatase, non- 12024 cds
receptor type 11
MDM?2 MDMZ2 proto-oncogene 12q14.3-q15 region
CCND2 Cyclin D2 12p13 region
KRAS KRAS proto-oncogene, GTPase 12p21.1 cds
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IRS2 Insulin receptor substrate 2 13.34 Region

gamma-aminobutyric acid type A
receptor gammag subunit

TSC2 Tuberous clerosis 2 16p13.3 cds

Protein hosphatase, Mg2+/Mn2+
dependent 1D

GABRG3 15912 region

PPM1D 17923.2 cds

Bei der ersten Sequenzierung mit dem Gliom-Gen-Panel 2 zeigte sich, dass die
Amplikons AMPL7154384345 (MSH2) und AMPL7153012066 (MSH6) mit weniger als
zehn reads/Probe abgedeckt wurden, sodass mogliche somatische Varianten in diesen
Regionen nicht zu detektieren waren. Weiterhin zeigte sich, dass PMS2CI, ein Pseudogen
von PMS2, durch Homologie von Exon 9 und Exon 11-15 ebenfalls sequenziert wurde.
Die sequenzierten reads bzw. detektierten Varianten der homologen Regionen konnten
nicht eindeutig PMS2 oder PMS2C| zugeordnet werden. Insgesamt wurden folgende

Kodons nicht vom Panel abgedeckt:

Tabelle 15: Kodons von MSH2, MSH6 und PMS2, deren Sequenzen im Gliom-Gen-
Panel 2 nicht-abgedeckt sind.

Gen Nicht abgedeckte Kodons
MSH2 185-197
21-80
MSH6 153-155
885-900
666-669
PMS2 170-179

3.2 Etablierung der Gliom-Gen-Panel-Sequenzierung fiir die diagnostische
Routineanwendung

Ein wesentlicher Teil der vorliegenden Arbeit bestand in der Etablierung der
Hochdurchsatzsequenzierung des Gliom-Gen-Panels 1. Der Arbeitsablauf der
Panelsequenzierung beinhaltete mehrere Arbeitsschritte. Der Arbeitsablauf begann mit
der DNA-Extraktion aus verschiedenen Materialien mittels verschiedener Extraktionskits.
DNA aus FFPE-Material, frischem Gewebe, Blut und Blutplasma wurde extrahiert und
quantifiziert. Die NGS-Bibliotheken wurden erstellt und deren Qualitat Gberprift. Nach der
Sequenzierung folgte die Datenanalyse und die Validierung der detektierten Varianten.

Die einzelnen Arbeitsschritte wurden ausgearbeitet und optimiert.
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3.2.1 Konzentrations- und Qualitdtsbestimmungen der untersuchten genomischen
DNA und der daraus generierten NGS-Bibliotheken

3.2.1.1 Quantifizierung von degradierter DNA mittels gqRT-PCR

Zur Konzentrationsbestimmung von FFPE-DNA wurde das TagMan® RNase P Detection
Reagents Kit sowie alternativ das TagMan® Copy Number Reference RNAse P Assay
verwendet. Da die RNaseP TaqgMan qRT-PCR DNA-Bestimmungsmethoden im
Arbeitsablauf aufwendiger und teurer sind als die DNA-Messungen mittels Qubit, wurden
die verschiedenen DNA-Konzentrationsbestimmungen verglichen.

Die DNA-Quantifizierungsergebnisse von 20 FFPE-DNA-Proben, die mittels Qubit,
NanoDrop oder gRT-PCR bestimmt worden waren, zeigten starke Abweichungen
(Abbildung 5). Die FFPE-DNA-Proben zeigten in der NanoDrop-Messung eine
durchschnittiche DNA-Konzentration von 52 ng/ul (Standardabweichung: 2,17 ng/ul). Die
Bestimmung mittels qRT-PCR zeigte im Mittel eine sechsfach geringere DNA-
Konzentration und eine durchschnittiche DNA-Konzentration von 8,5 ng/ul
(Standardabweichung: 3,0 ng/ul). Die gemessenen Werte mittels Qubit zeigten zum Teill
hohere DNA-Konzentrationen im Vergleich zur gqRT-PCR-Methode (durchschnittliche
DNA-Konzentration: 10,7 ng/ul, Standardabweichung: 3,4 ng/ul). Teilweise wurden
doppelte bis dreifache Konzentrationen gemessen. Fir zehn DNA-Proben wurden
ahnliche DNA-Konzentrationen mittels Qubit und qRT-PCR bestimmt; zwei Proben hatten
in der Qubit-Messung, verglichen mit der gRT-PCR-Methode, eine geringere DNA-
Konzentration. Sechs Proben zeigten héhere DNA-Konzentrationen mittels Qubit-
Methode. Das qRT-PCR-Produkt war 87 bp grof3, sodass kleinere DNA-Fragmente nicht
vervielfaltigt wurden. Mittels Qubit-Messung wurde Doppelstrang-DNA gemessen,
wodurch auch degradierte DNA-Fragmente erfasst wurden. Die unterschiedlichen Werte
zwischen Qubit und gRT-PCR wiesen darauf hin, dass zum Teil kleine, degradierte DNA-
Fragmente in den Proben zu finden waren. Die Zielsequenzen in Gliom-Gen-Panel 1 sind
Uber 100-bp lang, sodass kleinere DNA-Fragmente in der Multiplex-PCR weniger effizient
oder gar nicht vervielfaltig werden kénnen. Mittels gRT-PCR wurde die Menge an zu
amplifizierender DNA (>85 bp) gemessen, wodurch diese DNA-
Konzentrationsbestimmungsmethode im Vergleich sensitiver als die Qubit-Messung ist.
Trotz des groReren Arbeitsaufwands der qRT-PCR-Methode wurden daher die im
Protokoll empfohlene gRT-PCR fir die FFPE-DNA-Quantifizierung im Weiteren
verwendet. Die Konzentrationsmessung von DNA aus tiefgefrorenem Gewebe (Kryo-
DNA) erfolgte wie im Protokoll empfohlen tUber die Qubit-Messung. Hier gab es keine

Unterschiede zwischen den mittels Qubit-Methode und gRT-PCR bestimmten Werten.
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Abbildung 5: FFPE-DNA-Konzentrationen (ng/pl) gemessen mittels NanoDrop® ND-1000,
Qubit® 2.0 und gRT-PCR von 20 verschiedenen Tumorproben.

3.2.1.2 Qualitatsanalyse der NGS-Bibliotheken

Vor der Sequenzierung wurden die GroRenverteilungen der NGS-Bibliotheken unter
Nutzung eines Bioanalyzers 2100 (Agilent Technologies), wie in Kapitel 2.2.3.2.6
beschrieben, bestimmt. Die Elektropherogramme ergaben ein charakteristisches Profil der
intakten Bibliotheken von zwei hohen Peaks zwischen 100 und 300 Basenpaaren. Die
Bibliotheken von Gliom-Panel 1 waren durchschnittlich 199-201 bp grof3 (Abbildung 6A).
NGS-Bibliotheken, die mit zu stark degradierter DNA erstellt wurden, zeigten
abweichende Bioanalyzer-Profile (Abbildung 6B und 6C). Haufig wurden Peaks bei ca.
120 bp detektiert (Abbildung 6B). Bei diesen Bibliotheken wurden vermehrt falsch-positive
Varianten detektiert (siehe Kapitel 3.2.3.1). In dem vorliegenden Beispiel (Abbildung 6B)
wurden mittels Variant Caller 63 Varianten detektiert, wobei die durchschnittliche
Detektion an Varianten in diesem Sequenzierungslauf bei 44 Varianten lag. Fir wenige
NGS-Bibliotheken wurde eine higelformige Erhdéhung zwischen 100 und 350 bp
beobachtet (Abbildung 6C). In diesen Fallen wurden nur wenige reads erzielt, wodurch die
Sensitivitdt der Variantendetektion sank. In dem vorliegenden Beispiel (Abbildung 6C)
wurden nur 137644 reads erzeugt und damit 10- bis 15-mal weniger reads als die
Bibliotheken im selben Sequenzierungslauf. Die durchschnittliche Amplikonabdeckung bei
dieser Probe lag bei 122 reads. Die Erstellung der atypischen NGS-Bibliotheken (wie in
Abbildungen 6B und 6C gezeigt) wurde wiederholt, jedoch konnte in den meisten Fallen
keine Verbesserung der Qualitat erzielt werden. Weiterhin wurden NGS-Bibliotheken mit

geringerer Konzentration (250 bis 500 pg/ul) erstellt (Abbildung 6D). In der Sequenzierung
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zeigten diese Bibliotheken eine ausreichende Anzahl von reads und konnten zur

Variantendetektion genutzt werden.
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Abbildung 6: Qualititsmessung der NGS-Bibliotheken unter Nutzung eines Bioanalyzers
2100 (Agilent Technologies). Die Elektropherogramme (Peaks) zeigen die GréRenverteilung der
in den NGS-Bibliotheken reprasentierten DNA-Fragmente an. X-Achse: Lange in bp nach einem
DNA-Langenstandard. Y-Achse: Fluoreszenzwert (FU). DNA-Marker bei 35 bp und 10380 bp. A)
Profil einer guten NGS-Bibliothek, die fir das Gliom-Gen-Panel 1 erstellt wurde. Die Fragmente
liegen zwischen 100 und 300 Basenpaaren und sind durchschnittlich 200 bp-lang. B) Profil einer
NGS-Bibliothek mit einem hohen Peak bei einer Fragmentlange von 120 bp, was darauf hinweist,
dass diese Bibliothek ausgehend von stark degradierter DNA erstellt wurde. C) Profil einer anderen
Bibliothek, die ebenfalls ausgehend von einer stark degradierten DNA generiert wurde. D) Profil
einer NGS-Bibliothek mit schwachen Fluoreszenzwerten, aber typischem Peak bei 200-bp, ein
typischer Befund fur Bibliotheken, die von intakter, aber sehr niedrig konzentrierter DNA erzeugt
wurden.

3.2.2 Optimierung der Gen-Panel-Sequenzierung
3.2.2.1 Amplikonabdeckung und Qualitat der Gen-Panel-Sequenzierung

Wahrend der Etablierungsphase wurden neun Sequenzierungslaufe auf dem lon PGM™
und funf auf dem Jon Proton™ durchgefiihrt. Das Gliom-Gen-Panel 1 umfasst 660
Amplikons mit einer durchschnittlichen Amplikonldnge von 106 Basenpaaren. Um eine
Varianten-Frequenz von 2 % detektieren zu kénnen, sollte eine Amplikonabdeckung von

mindestens 1000 reads im Durchschnitt erreicht werden (somatische Parameter:
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mindestens 20 reads fur das Varianten-Allel). Fir einen Sequenzierungslauf mittels /on
318™-Chip (4 bis 5,5 Millionen reads) wurden drei bis vier Proben gepoolt. Auf dem lon
Proton™-Chip (60 bis 80 Millionen reads) wurden 39 bis 40 Proben gepoolt. Die
durchschnittliche Anzahl an erfassten reads pro Probe lag bei 1510942 mit einem
medianen Phred-Score von 27. Die Qualitdt der generierten Sequenzen mittels lon
PGM™ war im Vergleich zu lon Proton™-Sequenzierungen héher (Tabelle 16). Der
Phred-Score fiir lon PGM™-Laufe lag im Mittel bei 28,7 und fir lon Proton™-Laufe bei 25.
Im Durchschnitt waren die Amplikons mit 2226 reads (lon PGM™: 1979 reads/Amplikon,
lon Proton™ 2473 reads/Amplikon) abgedeckt, wobei 97 % der Amplikons mit mindestens
300 reads und 88 % mit mindestens 1000 reads abgedeckt waren. Die vorgegebene

durchschnittliche Abdeckung von 1000 reads wurde in allen NGS-Laufen erfillt.

Tabelle 16: Auflistung der lon PGM™- bzw. lon Proton™ -Laufe und der generierten

NGS-Sequenzen und Phred-Scores.

NGS Lauf reads Phred-Score
PGM1 4303379 28
PGM2 5728197 28
PGM3 3993886 30
PGM4 4021628 27
PGM5 4866399 28
PGM6 5651975 29
PGM7 5798701 30
PGM8 5374873 29
PGM9 5773620 29

Proton1 81494423 26
Proton2 75937740 26
Proton3 83701097 24
Proton4 48268062 25
Proton5 96880722 24

Die Abdeckung von vier GC-reichen Amplikons lag in jedem Sequenzierungslauf
durchschnittlich unter 20 reads (Tabelle 17, vgl. Zacher et al. 2016). Amplikon
AMPL3806956579 liegt im TERT-Promotorbereich und wurde durchschnittlich mit 13
reads abgedeckt. Das Amplikon AMPL388003993 liegt im EGFR-Gen und wurde im
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Durchschnitt nur mit einem read abgedeckt. Amplikon AMPL2020425967 deckt einen
Bereich im CDKN2A-Gen ab und wurde in keiner Probe sequenziert. AMPL3687401430
CiC Die

Nukleotidsequenzen der vier genannten Amplikons haben einen GC-Gehalt von 78-82 %,

liegt in und wurde durchschnittich mit neun reads abgedeckt.

wodurch diese Sequenzen weniger effizient sequenziert wurden.

Tabelle 17: Zusammenfassung der GC-reichen Amplikons mit regelmaRig
schlechter Abdeckung (Zacher et al. 2016).
GC Amplikon | Amplikon
Amplikon-ID Gen Chr | Gehalt Start- Stop- @ reads
in % Position Position
AMPL3806956579 TERT 5 82 1295151 1295315 13
AMPL388003993 EGFR 7 79 55087034 | 55087200 1
AMPL2020425967 | CDKN2A | 9 77 21974785 | 21974952 0
AMPL3687401430 CiC 19 78 42799197 | 42799346 9
Diese Amplikons sind mit weniger als 20 reads im Durchschnitt in den

Sequenzierungslaufen abgedeckt. Chr: Chromosom, @: durchschnittlich

3.2.2.2 Optimierung der Abdeckung der GC-reichen TERT-Promotorsequenz

Anfangliche Gen-Panel-Sequenzierungslaufe zeigten eine geringe Abdeckung der GC-
reichen AMPL3806956579). Da
Schlisselmutationen (hg19, chr.5:C1295228T und C1295250T) haufig in dieser Region in

Gliomen auftreten, sollte die Sequenzierungsabdeckung optimiert werden. Es wurden

TERT-Promotorsequenz (Amplikon: zwei

verschiedene Lésungsansatze getestet:

1. Um eine nicht-effiziente Amplifikation der TERT-Promotorsequenz in der Multiplex-
PCR auszuschliel®en, wurde eine Einzel-PCR der TERT-Region durchgefihrt. Das
PCR-Produkt wurde aquimolar oder in 10- oder 100-facher Konzentration zur Multiplex-
PCR zugefugt. Die anschlielende Sequenzierung zeigte aber keine Erhdéhung der
Abdeckung der TERT-Promotorsequenzen mit diesem Ansatz.

2. Im nachsten Ansatz wurde eine Einzel-Bibliothek flr TERT generiert und diese
aquimolar oder in zehnfacher Konzentration zur fertigen NGS-Bibliothek hinzugeflgt.

Auch hierdurch gelang es nicht, eine erhéhte Anzahl von TERT-reads zu generieren.

In einem dritten Lésungsansatz wurden Fusionsprimer designt. Die Primer bestanden aus
der A-Adaptersequenz, einer Barcode-Adaptersequenz und dem TERT-Forward-Primer

(5'-ccatctcatccctgegtgtctccgactcag-barcode-gat-cagcgcetgec-3') sowie dem TERT-Reverse-
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Primer und der P1-Adaptersequenz (5'- cctctctatgggcagtcggtgat-ccgtectgecccttcac-3')
(Abbildung 7A). Die PCR-Produkte dieser Primerpaare bestanden folglich aus der A-
Adaptersequenz, Barcodesequenz, der TERT-Promotor-Zielsequenz und der P1-
Adaptersequenz. Das TERT-Amplikon wurde mit Agencourt® AMPure® XP Beads
aufgereinigt, auf 200 pM verdinnt und zur dazugehdrigen Barcode-Bibliotheksprobe
equimolar hinzugefugt. Mit dieser Methode konnte die Abdeckung der TERT-
Promotorregion auf Uber 1500 reads erhdoht werden. Es wurden jedoch nur reads in

Forward-Richtung sequenziert (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Optimierung der Abdeckung der GC-reichen TERT-Promotorsequenz. A) Aus
genomischer DNA wurde die Zielregion mit den bekannten Mutationshotspots im TERT-Promotor
mittels Fusionsprimer amplifiziert. Die Fusionsprimer bestanden aus den Zielprimern und der
Barcode- (BC) sowie den A-Adapter- und P1-Adaptersequenzen. Das Ergebnis sind Fusions-
Amplikonprodukte. B) Die Anzahl an TERT-Sequenzen von Amplikon 3806956579 wurde mittels
Fusionsprimer auf iber 1500 erhéht. Es wurden nur Forward-reads erzeugt (rote Reihen). Die
Fusionsprimer wurden mit Barcode-24-Adaptersequenzen (lonXpress 24) entworfen.
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Nachdem viel Zeit und Arbeit in die Optimierung der TERT-Promotorabdeckung geflossen
war, wurde von der Firma Life Technologies die lon Torrent™- und lon Proton™-
Sequenzierungschemie auf eine high-quality (HiQ)-Chemie (PI™ Hi-Q™ OT2 200 Kit fir
die Emulsions-PCR und das lon PI™ Hi-Q™ Sequencing 200 Kit fir die Sequenzierung)
umgestellt. Dies fuhrte dazu, dass auch ohne Verwendung von Fusionsprimern fir das
TERT-Amplikon eine erhohte Forward-read-Anzahl der TERT-Promotorregion im mit
dieser Chemie durchgefiihrten Jlon Proton™-Lauf generiert wurde. Dabei ist zu beachten,
dass die Abdeckung des letzten Proton-Laufs mit insgesamt 96880722 reads sehr hoch
war. Die durchschnittliche Anzahl von TERT-reads lag bei 114. Dadurch konnte auf eine
separate Amplifikation mit Fusionsprimern verzichtet werden. Die Detektion der Mutation
im TERT-Promotorbereich erforderte allerdings eine visuelle Ansicht mittels Integrative
Genomics Viewer (IGV 2.3), welcher die sequenzierten Amplikons interaktiv darstellt.
Dabei werden Referenz-Nukleotide als graue Balken und Mutationen als farbige,
alternative Nukleotide dargestellt. Mit dem Wechsel zur HiQ-Chemie erhéhte sich ebenso
die Abdeckung des Amplikons AMPL388003993 (EGFR) von durchschnittlich einem read
zu 116 reads und des Amplikons AMPL3687401430 (CIC) von durchschnittlich neun
reads zu 20 reads. Amplikon AMPL2020425967 (CDKNZ2A) konnte dagegen in keinem

der NGS-Laufe sequenziert werden.

3.2.2.3 Detektion und Eliminierung von C/T-Artefakten in FFPE-DNA

Genomische DNA aus FFPE-Tumormaterial ist durch die Formalin-Fixierung und
Einbettung des Gewebes degradiert. Um sicherzustellen, dass die Variantendetektion in
degradierter DNA, die aus FFPE-Material (FFPE-DNA) extrahiert wurde, vergleichbar mit
der Variantendetektion in hochmolekularer DNA ist, die aus tiefgefrorenem Tumorgewebe
(Kryo-DNA) gewonnen wurde, wurde jeweils Kryo-DNA und dazugehdrige FFPE-DNA aus
15 verschiedenen Gliomen extrahiert und sequenziert (vgl. Zacher et al. 2016). Uber 74 %
der gefundenen Varianten (189 nicht-synonyme und synonyme Varianten) konnten in den
DNA-Proben aus beiden Tumormaterialien gefunden werden (Abbildung 8A). Insgesamt
acht Varianten (3 %) wurden nur in Kryo-DNA detektiert. Insgesamt 58 Varianten (23 %)
wurden mittels variant calling ausschlie3lich in den FFPE-DNAs detektiert. Davon konnten
acht Varianten (8/58, 14 %) im IG-Viewer in geringer Frequenz (1-2 %) auch in den
entsprechenden Kryo-DNAs identifiziert werden. 46 von 58 Varianten (79 %) wurden als
Cytosin zu Thymin (C>T)-Transitionen identifiziert und traten mit alternativen Allel-
Frequenzen von unter 10 % auf. C>T-Transitionen kdnnen artifiziell durch eine Formalin-
induzierte Desaminierung von Cytosin zu Uracil entstehen (Do u. Dobrovic 2012). Aus

neun Tumorproben mit solchen C>T-Transitionen wurde erneut DNA aus dem FFPE-

65



Ergebnisse

Material extrahiert. Hierfir wurde aber nun das neue FFPE-DNA Extraktionskit von
Qiagen (GeneRead DNA FFPE Kit) verwendet. Das Protokoll dieses Kits beinhaltet eine
Uracil-N-Glykosylase (UNG)-Behandlung, wodurch desaminierte Cytosinreste entfernt
und nicht mehr amplifiziert werden. Die Sequenzierungsergebnisse dieser DNA-Proben
zeigten eine drastische Reduzierung der C>T (G>A)-Transitionen (Abbildung 8B). In den
neun FFPE-DNAs ohne UNG-Behandlung wurden 39 C>T-Transitionen detektiert. Nach
erneuter Extraktion und UNG-Behandlung wurde nur eine C>T-Variante in geringer
Frequenz sequenziert. Diese Variante konnte als echte Variante identifiziert werden
(TP53: G147E, COSM43714). Da die DNA-Extraktion Uber das GeneRead DNA FFPE Kit
somit eine Reduktion der Formalin-induzierten C>T-Artefakte von 100 % bewirkte, wurde
fur nachfolgende DNA-Extraktionen aus FFPE-Material ausschliel3lich dieses Kit

verwendet.
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Abbildung 8: A) Anzahl der mittels Gliom-Gen-Panel 1 in Kryo-DNA- und korrespondierenden
FFPE-DNA-Proben von 15 Gliomen detektierten Sequenzvarianten. Die meisten Varianten wurden
sowohl in den Kryo-DNA als auch den FFPE-DNA gefunden. Uber 20 % der Varianten (C>T-
Transitionen) wurden nur in der FFPE-DNA gefunden. B) Anzahl der C>T-Transitionen in FFPE-
DNAs mit und ohne UNG-Behandlung. Ohne UNG-Behandlung wurden in neun Gliomen 39 C>T-
Transitionen detektiert. Nach einer Behandlung der DNA mit UNG und einer erneuten
Sequenzierung wurden diese C>T-Transitionen auf eine Variante reduziert, die eine echte Mutation
und kein Formalin-indiziertes C>T-Artefakt darstellte.

3.2.3 Detektion von somatischen Varianten
3.2.3.1 Detektion von Polymorphismen und somatischen Mutationen

Fir die Identifizierung von somatischen, tumorspezifischen Mutationen in Gliomen wurden
die vom Variant Caller identifizierten Varianten mittels Annovar annotiert (siehe 2.2.3). Die
Annovarlisten beinhalten sowohl intronische als auch exonische Mutationen. Zur
Detektion von somatischen Mutationen wurden exonische, protein-kodierende Varianten

selektiert. Varianten, die das kodierte Protein nicht verandern (synonyme Mutationen),
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wurden nach Abgleich von 14 Blutkontrollproben nicht weiter analysiert, da alle
detektierten synonymen Mutationen sowohl in der Tumorprobe als auch in der Blutprobe
identifiziert wurden. Polymorphismen wurden mittels bekannter dbSNP-Nummern, Uber
die Allelfrequenzen (100 % = homozygoter, 50 % = heterozygoter Polymorphismus) und
Haufigkeiten in der Population (Datenbanken Exome Sequencing Project [ESP], 1000
Genomes Project [1000q]) identifiziert. Ein zusatzlicher Abgleich der Polymorphismen
erfolgte Uber die Sequenzierungsergebnisse von 14 Leukozyten-DNAs (vgl. Zacher et al.
2016). Dabei wurden in den korrespondierenden 14 Tumorproben 51 von 82
Sequenzvarianten als somatische, tumorspezifische Mutationen identifiziert (Tabelle 25,
Anhang). Alle Varianten, die sowohl in der Tumor-DNA als auch in der Leukozyten-DNA
detektiert wurden, waren in Datenbanken bereits als bekannte Polymorphismen
dokumentiert. Bekannte somatische Mutationen wurden mittels COSMIC- bzw. ClinVar-
Datenbanken detektiert. Unbekannte Mutationen wurden zunachst im IG-Viewer 2.3
visuell analysiert. Varianten in ausschlieBlich inkompletten reads (Abbildung 9A) oder
niedrig-frequente Varianten in Homopolymer-Regionen (Abbildung 9B) wurden als falsch-
positive Varianten ausgeschlossen. Ebenso wurden vermehrt falsch-positive Varianten an
Uberlappenden Primer-Bindestellen von zwei Amplikons festgestellt (Abbildung 10 und
Tabelle 18). Als zusatzlicher Abgleich dienten die Sequenzen der Leukozyten-DNA, bei
denen die Sequenzierungsartefakte ebenfalls auftraten. Mittels Vorhersage-Algorithmen
(SIFT, PolyPhen2, LRT, Mutation Taster und FATHMM) wurden wahrscheinliche
Auswirkungen der unbekannten Varianten annotiert und wahrscheinliche Polymorphismen

gefiltert.
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NGS-Bibliothek
lonXpress4

Referenz Sequenz
IAD39893_33

AMPL1774839225

NGS-Bibliothek
lonXpress45

Referenz Sequenz
IAD39893_33

AMPL1080601983

Abbildung 9: Beispiele fiir falsch-positive Varianten A) Ausschliellich in den kurzen, nicht
kompletten Sequenzen wurden Guanine statt Cytosine sequenziert (hg 19, CIC, chr19: 42798976,
Amplikon AMPL1774839225). B) In vielen reads wurde eine Deletion am Beginn eines Adenin-
Polymerstretches detektiert. Diese falsch-positive Deletion war in den meisten untersuchten
Proben zu finden (hg 19, PTEN, chr10: 89720812, Amplikon AMPL1080601983).

NGS-
Bibliothek
lonXpress40

Referenz Sequenz.

TCTCCACTTCACCCCGETCACCACCACTTTCCAGGTTGGETTCTACTGECTGTICCAAGTIAACTTICAGCAGAGCGAACARARAAGTCC
IAD39893_33 NF1

AMPL413941247
AMPL1119573899

Abbildung 10: Beispiel fiir eine falsch-positive Variante im Primer-Uberlappungsbereich der
Amplikons AMPL413941247 und AMPL1119573899 im NF71-Gen auf Chromosom 17 in der
NGS-Probe mit Barcode 40. In den reads von Amplikon AMPL413941247 wurden an Position
29654525 auch Cytosin-Nukleotide detektiert. Die reads von Amplikon AMPL1119573899 zeigen
hingegen nur das Referenz-Nukleotid (Thymin).
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Tabelle 18: Genpositionen von haufigen falsch-positiven Varianten mit niedriger
Frequenz an iiberlappenden Primerbindestellen.

falsch-detektierte Uberlappende
Chr. Variante an Gen Primerbindestellen der
Position Amplikons
2 209113221 IDHT A/A\I\SAF;LS 3? 983073;15362569
17 29587488 NF1 ﬁmgtgg] gggggg
17 29654525 NF1 ,:\|\'>|/I |f |_L1411139954713284979
19 42799329 CIC ﬁm&?ggzgggggg
22 30000043 NF2 : |\'>|/I |f |_L14027087859701 32365
X 76920172 ATRX ﬁm:zld igggiéggs
X 76938057 ATRX QMEH 2228‘;2122
X 76954078 ATRX ﬁmgtﬁ ;ggggg

Chr.: Chromosom

3.2.3.2 Bestimmung des Schwellenwertes fiir eine homozygote CDKN2A-Deletion

Das Gliom-Gen-Panel 1 wurde hauptsachlich zur Detektion von Mutationen in den 20
Zielgenen erstellt. Zusatzlich wurde die NGS-Methode aber auch erfolgreich fir die
Analyse von Veranderungen der Kopienzahl (copy number variation, CNV) angewandt
(vgl. Zacher et al. 2016). Zum einen wurde die durchschnittliche read-Anzahl einer
Zielregion mit der durchschnittlichen read-Anzahl der anderen Zielregionen in derselben
Probe verglichen. Zum anderen wurden CNVs (ber die NextGENe®-Software berechnet.
CNVs der Gene EGFR und PTEN lie3en sich zuverlassig bestimmen. Die gemeinsame
Deletion von FUBP1, NRAS, CDKN2C (lokalisiert auf 1p) und CIC (lokalisiert auf 19q)
wurde als Hinweis auf eine Kodeletion der Chromosomenarme 1p und 19q interpretiert.
Die Genregionen wurden mit 59 Amplikons (EGFR), 19 Amplikons (PTEN) bzw. 53
(FUBP1, NRAS und CDKNZ2C) und 56 Amplikons (C/C) abgedeckt. CDKN2A wurde von
elf Amplikons abgedeckt, wovon ein Amplikon wegen eines hohen GC-Gehalts nicht
analysierbar war. Aufgrund der geringen Amplikonanzahl fir CDKN2A wurden insgesamt
relativ wenige CDKN2A-reads sequenziert. Um zu Uberprifen, ob hemi- bzw. homozygote
CDKNZ2A-Deletionen mittels Gen-Panel-Sequenzierung detektiert werden kénnen, wurde
eine Verdunnungsreihe angesetzt, die einerseits DNA aus Zellen der Gliom-Zelllinie
U118MG, die eine homozygote CDKNZ2A-Deletion tragen, beinhaltete, und andererseits
DNA aus primaren, normalen, humanen, dermalen Fibroblasten (NHDF) in
unterschiedlichen Konzentrationen enthielt (Anteile U118MG-DNA zu NHDF-DNA: 0:100,
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50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10, 100:0). Die U118MG-DNA- zu NHDF-DNA-Verhaltnisse
von 80:20, 90:10 und 100:0 spiegeln einen Tumorzellgehalt von mindestens 80 % wider
und reprasentieren damit eine homozygote CKDNZ2A-Deletion. Das Verhaltnis von 50:50
(U118MG-DNA:NHDF-DNA) spiegelte den Verlust eines der beiden CDKN2A-Allele wider
(heterozygote Deletion). Die DNA-Mischungen wurden mittels CDKN2A qRT-PCR
TagMan copy number assay (Kalibrator: NHDF) analysiert (Abbildung 11A). Mit Erhéhung
des U118MG-DNA-Anteils sank die CDKN2A-Kopienzahl, was sich in niedrigeren qRT-
PCR-Quotienten widerspiegelte. Die qRT-PCR-Quotienten lagen nah an den erwarteten
Werten (Abbildung 11A). Fir die Erstellung der NGS-Bibliotheken wurden dieselben DNA-
Mischungen verwendet. Der Sequenzierungsdatensatz der Fibroblasten NHDF-DNA
diente als Kontrolle. Die beobachteten Verhaltnisse wurden mit der NextGENe™-Software
berechnet und sind zusammen mit den erwarteten Werten in Abbildung 11 dargestellt. Die
ermittelten Werte lagen nah an den erwarteten Werten. Die DNA-Mischung flr eine
hemizygote Deletion (50 Teile U118MG-DNA:50 Teile NHDF-DNA; erwarteter Wert:
0,333, Berechnung siehe 2.2.3.6) zeigte ein beobachtetes Verhaltnis von 0,367. Die DNA-
Mischungen fir einen Tumorzellgehalt von 90 % und 80 % (90 Teile U118MG-DNA:10
Teile NHDF-DNA und 80 Teile U118MG-DNA:20 Teile NHDF-DNA) hatten die erwarteten
Ratio-Werte von 0,09 und 0,167 (Berechnung siehe 2.2.3.6) und zeigten Ratio-Werte von
von 0,111 bzw. 0,19, welche 0,021 bzw. 0,024 von den erwarteten Werten abwichen. Als
Schwellenwert einer homozygoten CKDNZ2A-Deletion fur eine Tumorprobe mit mindestens

80 % Tumorgehalt wurde somit eine Ratio von 0,19 ermittelt (Berechnung siehe 2.2.3.6).
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Abbildung 11: Bestimmung der CDKN2A-Kopienzahl in einer Verdiinnungsserie mit DNA
aus CDKN2A-defizienten U118MG-Zellen und NHDF-Zellen ohne CDKN2A-Verlust. Angezeigt
ist die experimentell bestimmte CDKNZ2A-Kopienzahl in Relation zur erwarteten CDKNZ2A-
Kopienzahl. Die Punkte auf den Geraden entsprechen von links nach rechts unterschiedlichen
Mischungsverhaltnissen der beiden Zelllinien-DNAs (U118MG-DNA:NHDF-DNA): 100:0, 90:10,
80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 0:100 (U118MG-DNA:NHDF-DNA). A) gRT-PCR-Daten: Die
Kopienzahl 2.0 der NHDF-Zellen entspricht zwei Allelen von CDKN2A (r= 0,9993) B) NGS-Daten
der Verdinnungsreihe analysiert mit der NextGENe-Software. Ein Verhaltnis von 0,5 entspricht
einer Kopienzahl von 2 (r = 0,9903) (Abbildung modifiziert aus Zacher et al. 2016, Zusatzabbildung

1).
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Durch die geringe Anzahl an Amplikons fir CDKN2A kann es zwischen den NGS-
Bibliotheken und Sequenzierungslaufen jedoch zu Variationen der CDKNZ2A-read-
Abdeckung kommen. Eine verbesserte Schatzung der homozygoten CDKN2A-Deletion in
der DNA einer Tumorprobe kann durch die Hinzunahme der entsprechenden Blut-DNA
erzielt werden. Fr Tumorproben ohne entsprechende Kontrolle und einem Verhaltniswert
an der Grenze von 0,19 sollte daher in der diagnostischen Anwendung eine Validierung

der homozygoten Deletion mittels COKN2A TagMan copy number assay erfolgen.

3.2.3.3 Sequenzierung von DNA aus stereotaktischen Biopsieproben

Zur histologischen Diagnostik werden Tumorgewebeproben sowohl von offenen
Resektionen als auch von stereotaktischen Hirnbiopsien (stereotaktisch-gewonnen
Tumorproben) verwendet. Gewebeproben aus stereotaktischen Biopsien enthalten nur
wenige Tumorzellen, sodass nur geringe DNA-Mengen extrahiert werden konnen. Die
NGS-Sequenzierungen und Variantendetektion in DNA aus drei durch stereotaktischer
Probenentnahme gewonnenen Tumorproben (STB A, STB B, STB C) wurden mit den
entsprechenden DNA-Proben verglichen, die aus grof3en Tumorproben extrahiert wurden,
welche aus offenen Resektionen (OR A, OR B, OR C) der gleichen Tumoren stammten
(Tabelle 19, vgl. Zacher et al. 2016). In der DNA aus Biopsieprobe STB A wurden 31
Varianten gefunden, die in der DNA aus der korrespondierenden OR-A-Probe nicht
gefunden wurden (nicht aufgelistet). 90 % dieser Varianten hatten eine geringere
Allelfrequenz als 10 %. Die hohe Anzahl an Varianten mit niedriger Allelfrequenz und eine
geringe Konzentration der NGS-Bibliothek lassen auf eine starke Degradierung der aus
der kleinen STB-A-Probe isolierten DNA schlie3en. Trotz der stark degradierten DNA aus
STB A konnten somatische, tumorspezifische Mutationen in H3F3A und ATRX mit
ahnlichen Frequenzen wie in der aus der zugehdrigen offenen Resektionsprobe isolierten
DNA identifiziert werden (Tabelle 19). Fur die Tumorpaare B und C wurde jeweils eine
ahnliche Anzahl an somatischen Varianten zwischen der STB und der
korrespondierenden OR-Probe detektiert (Tabelle 19). Fur STBB und OR B wurden
sieben bzw. sechs Varianten identifiziert. Sechs somatische Mutationen wurden fir
Tumorpaar B detektiert, wobei die charakteristische IDH7-p.R132H-Mutation mit 37 % und
35 % in den Tumorproben aus der stereotaktisch-gewonnen OP sowie aus offener
Resektion ahnliche Allelfrequenzen aufwies. Mutationen in PIK3R1, CDKN2A, TP53 und
NF1 zeigten in STB B eine hohere Frequenz im Vergleich zu OR B. Die Mutation in Gen
PIK3CA (p.M1043l) konnte nur in geringer Frequenz in STB B detektiert werden. Fir

Tumorpaar C wurden drei somatische Mutationen mit &ahnlichen Allel-Frequenzen
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annotiert (zweimal in TP53 und einmal TERT) und eine Amplifikation von EGFR wurde

nachgewiesen.

Tabelle 19: Somatische Varianten und deren Allel-Frequenzen in DNA-Proben aus
stereotaktischen Biopsien und offenen Resektionen von drei unterschiedlichen
Gliomen (A, B und C).

STBA ORA | STBB ORB STBC ORC
Gen Mut. Freq. Freq. Freq Freq. Freq. Freq.
Mut. Mut. Mut Mut. Mut. Mut.
H3F3A p.K28M | 25,9% 351 %
ATRX p.L2202R | 34,5% 36,2 %
IDH1 p.R132H 37,3% 352%
PIK3R1 E155X 353% 232%
PIK3CA M1043l 7% 0%
CDKN2A p.Y44X 571%  28,2%
PTEN p.S229X 43% 16,6 %
TP53 R141C 754 % 654 %
NF1 p.R1000S 30,4 % 20,6 %
TP53 p.P45S 31,7 % 39,8 %
TP53 p.Q38X 42,4 % 39,3 %
EGFR Ampl. Ampl.
TERT C228T v v

Mut.: Mutation, Freq.: Frequenz, Ampl.: Amplifikation.

Der Vergleich der Sequenzierungen von DNA, die aus stereotaktischen Tumorproben
extrahiert wurde und den korrespondierenden Tumorproben aus offenen Resektionen
zeigte, dass reprasentative Mutationsprofile Gber NGS auch aus minimal-invasiv

gewonnenen, sehr kleinen Tumorgewebsproben detektiert werden kénnen.

3.2.3.4 Sequenzierung von zirkulierender Tumor-DNA

In diesem Projektteil sollte Gberprift werden, ob sich zellfreie Tumor-DNA (cfDNA) in
ausreichender Menge und Qualitat aus dem Blutplasma von Patienten mit ZNS-Tumoren
isolieren lasst und sich mittels NGS die gleichen Veranderungen im Tumor und der cfDNA
nachweisen lassen. Dazu wurde zunachst cfDNA aus insgesamt 18 Blutplasma-Proben
von Patienten mit Karzinommetastasen im Gehirn extrahiert. Aus acht Blutplasma-Proben

konnten keine ausreichenden Mengen an cfDNA flr eine Bibliothekerstellung extrahiert
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werden. Von zehn cfDNA-Proben wurden NGS-Bibliotheken mit 28 Zyklen pro Multiplex-
PCR unter Verwendung des kommerziellen lon AmpliSeq™ Cancer HotSpot Panels v2
(Thermo Fisher Scientific) erstellt. In sieben dieser zehn Falle war die Konzentration der
NGS-Bibliothek allerdings fir eine Sequenzierung zu gering. Drei cfDNA-Proben und die
dazugehdérigen Tumorproben wurden erfolgreich sequenziert. In zwei cfDNA-Proben
konnten somatische Varianten (PTEN p.M35V bzw. EGFR-Amplifikation), die in den
entsprechenden ZNS-Metastasen identifiziert wurden, nicht nachgewiesen werden. In
Probe MET2861 wurden zwei somatische Mutationen in TP53-p.R148T und in CDKN2A-
p.R58X sowohl in der Tumorprobe als auch in der cfDNA detektiert (Abbildung 12). In der
cfDNA lagen die Allel-Frequenzen der beiden Mutationen 10 % bis 13 % unter den Allel-
Frequenzen in der Tumor-DNA. In der Leukozyten-DNA lieken sich die beiden
tumorspezifischen Varianten nicht nachweisen. Diese Pilotversuche zur lIsolierung und
Sequenzierung von cfDNA haben gezeigt, dass eine Detektion von somatischen
Varianten in cfDNA maoglich ist. Jedoch missen die Arbeitsschritte der cfDNA-Extraktion
und der Bibliothekserstellung noch weiter optimiert werden, um in einem hdheren Anteil

der Patienten genligend cfDNA fur eine erfolgreiche NGS-Analyse zu gewinnen.

A Tumor DNA zell-freie DNA Leukozyten DNA
AF =57% AF = 47% AF = 0%
= -
%"2 ii GGGAGAGACCGGCGCACA
TP53, B | 0 60
C>G, ‘ ! = .
p.R148T =
TP53 TP53
B Tumor DNA zell-freie DNA Leukozyten DNA
AF = 43% AF =30% AF = 0%
= [ ]
gDKNZA’ ;: : = GCCACTCGGGCGCTGCCC
> — = 90
p.R58X
CDKN2A CDKN2A

Abbildung 12: Detektion von somatischen Mutationen in Tumor-DNA aus Gewebe und
zellfreier Tumor-DNA aus Plasma in einem Patienten mit einer intracerebralen
Karzinometastase. A) Nachweis einer TP53 C>G, p.R148T Mutation. B) Nachweis einer CDKN2A
G>A, p.R58X Mutation. Abgebildet sind jeweils Ausschnitte der IGV-Software fir die TP53- bzw.
CDKNZ2A-Regionen in der Tumor-DNA und in der zellfreien-DNA. Beide Mutationen waren mittels
Sanger-Sequenzierung nicht in der Leukozyten-DNA des Patienten zu finden.
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3.2.4 Validierung von Mutationen und Kopienzahlveréanderungen

Vor der Implementierung eines Gliom-Gen-Panels in der molekular-diagnostischen
Routine muss sichergestellt werden, dass die Methode valide, sensitive und spezifische
Ergebnisse erbringt. Zu Beginn des Projekts wurden zwei Patientenproben (GB564 und
GB1047) ausgewahlt, die bekannte Mutationen, d.h. BRAF-V600E, PTEN-G132D sowie
IDH-R132H aufwiesen. Nach erfolgreicher Detektion dieser Mutationen Uber das /lon
PGM™-System wurden weitere Gliom-DNA-Proben Uber den lon PGM™ und den lon
Proton™ sequenziert. Zusatzlich wurde von 14 Patienten neben der Tumor-DNA auch die
Leukozyten-DNA sequenziert, um haufige Polymorphismen zu identifizieren und
nachfolgend herauszufiltern (siehe Kapitel 3.2.3.1). Es zeigte sich, dass alle gefundenen
Polymorphismen in o6ffentlichen Datenbanken dokumentiert sind, sodass eine
Unterscheidung von somatischen Mutationen und Polymorphismen in den untersuchten
Genregionen auch ohne Blutprobe mdglich ist (Tabelle 25, Anhang).

In der Gen-Panel-Sequenzierung von 121 Gliom-Proben wurden insgesamt 389
genetische Veranderungen gefunden (Tabelle 26, Anhang, vgl. Zacher et al. 2016). 66
Gliom-assoziierte Veranderungen in 37 Gliom-Proben waren vor den NGS-
Sequenzierungen bereits durch gezielte molekulare Analysen einzelner Gene bzw.
Chromosomen bekannt. Alle 38 vorher bekannten SNVs, inklusive 25 IDH1-R132H-
Mutationen, drei IDH2-R172K-Mutationen, sechs BRAF-V600E-Mutationen, zwei H3F3A-
K27M-Mutationen, einer H3F3A-G34R-Mutation und einer PTEN-G132D-Mutation wurden
Uber die Gen-Panel-Sequenzierung bestatigt. Aullerdem wurden 22 CNVs, zehn 1p/19g-
Kodeletionen und zwolf EGFR-Amplifikationen Uber die Gen-Panel-Sequenzierung
detektiert. FUr die genannten SNVs und CNVs konnte somit eine Sensitivitat von 100 %
erreicht werden. Die Sensitivitdt der EGFRVvlll-Detektion war hingegen geringer. Von
sechs bekannten EGFRVIII-Veranderungen wurden drei auch mittels NGS detektiert. Hier
zeigte sich, dass die Sensitivitdt von RT-PCR und Immunhistochemie hoéher ist, als die
NGS-basierte Methode. Neben den 66 schon bekannten genetischen Veranderungen und
66 TERT-Promotormutationen wurden 260 neue Varianten in den 121 untersuchten
Gliomen mittels der Gen-Panel-Sequenzierung identifiziert. Die gefundenen DNA-
Sequenzveranderungen beinhalteten  nonsynonymous SNVs, stopgain  SNVs,
nonframeshift Substitutionen, frameshift Insertionen, frameshift Deletionen, splice site
Mutationen, stoploss SNVs und Promotorregion SNVs. Zusatzlich fanden sich 47 CNVs.
Fur die Validierung der neuen Veranderungen wurden 59 Sequenzveranderungen
ausgewahlt und konnten mittels Sanger-Sequenzierung, Pyrosequenzierung und/oder
Immunhistochemie durchweg bestatigt werden (Abbildung 13 und Abbildung 14).

Mutationen mit einer Allel-Frequenz geringer als 15 % wurden fur die Validierung
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ausgeschlossen, da die Detektionsgrenze insbesondere bei der Sanger-Sequenzierung
hoher ist. Die 47 CNVs, inklusive drei EGFR-Amplifikationen, zwei EGFRvll/I-Varianten, 13
homozygoten CDKN2A-Deletionen, zwolf hemizygoten PTEN-Verlusten und 17 1p/19g-
Kodeletionen wurden Uber unabhangige Methoden verifiziert. Die Spezifitat der Gen-
Panel-NGS-Methode von DNA-Sequenzveranderungen und Kopienzahl-Veranderungen

lag somit bei 100 %.

A 1 1 l- L} B
= = 5
JlH e B L
GC TACA GA GAAATCTC GAT
_ 90 100

CCATCGAGATTTCACTGTAGC
" R S A

BRAF V600E

Abbildung 13: Validierung einer in der Gen-Panel-NGS detektierten BRAF-V600E-Mutation
mittels Sanger-Sequenzierung. A) Gezeigt sind die visuell-komprimierten reads von BRAF an der
Position hg19, chr.7: 140453136. Die Mutation in BRAF-V600E (A>T) wurde in der Gen-Panel-
Sequenzierung detektiert (Ausschnitt aus der IGV-Software). B) Die entsprechende Mutation
wurde mittels Sanger-Sequenzierung validiert. Der rote Pfeil gibt die Position der Variante an
(hg19, chr.7: 140453136).
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Abbildung 14: Beispiele von molekularen Veranderungen in Gliomen, die mittels Gen-Panel-
NGS detektiert und mit unabhéangigen Methoden validiert wurden (Abbildung modifiziert aus
Zacher et al. 2016). A) Oligoastrozytom (OA97) mit einer IDH1-R132H-Mutation. 44 % der IDH1-
reads zeigen Transitionen von C zu T an der Position Chromosom 2:209113112, hg 19 (/IG-Viewer
Ausschnitt links). Die IDH7-R132H-Mutation in Tumorprobe OA97 wurde mittels Immunhistochemie
(Mitte) und DNA-Pyrosequenzierung (rechts) validiert. Die Pyrosequenzierung zeigte eine
Allelfrequenz von 47 % fir das mutante Allel. B) Detektion einer EGFR-Amplifikation mit
gleichzeitiger EGFRVvllI-Mutation in einem Glioblastom (GB2234) mittels Gen-Panel-
Sequenzierung. Im Vergleich zu den anderen abgedeckten Chromosomenregionen wurde fir
EGFR eine massiv erhéhte Abdeckung von tber 70000 reads pro Amplikon detektiert (links). Die
EGFRUVlll-Deletion zeigte sich durch Abnahme der read-Anzahl fir die EGFR-Exone 2-7 (roter
Pfeil) relativ betrachtet zu den Exonen 1 und 8-28. Uber qRT-PCR wurde die EGFR-Amplifikation
bestatigt (Mitte, NB: nicht-neoplastisches Hirngewebe). Die EGFRVIlI-Deletion wurde mittels
immunhistochemischer Farbung mit einem EGFRVvlll-spezifischen Antikdrper validiert (rechts). C)
Detektion einer 1p/19-Kodeletion in einem anaplastischen Oligodendrogliom (AO84). Die read-
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Anzahl fir die Gene FUBP1, NRAS, CDKN2C (1p) und CIC (19q) ist im Vergleich zu der Anzahl an
reads in einer Kontroll-DNA aus Blut reduziert (links, rote Punkte bzw. mit roten Balken unterlegte
Bereiche). Uber Mikrosatellitenanalyse wurde die 1p/19g-Kodeletion in AO84 bestétigt (rechts).
Gezeigt sind die Mikrosatellitenmarker D1S2696 (1p) und D19S8279 (19q) in der Tumor-DNA (T)
und in der dazu gehorigen Blut-DNA (B). Die Pfeile markieren die in der Tumor-DNA deletierten
Allele. D) Glioblastom (GB654) mit einer homozygoten CDKNZ2A-Deletion, die mittels Gen-Panel-
NGS detektiert wurde (links). Die read-Anzahl fir die Genregionen von CDKNZ2A auf 9p ist im
Vergleich zu der Anzahl an reads in einer Blutkontrolle stark reduziert (links, rote Punkte).
Reduzierte Abdeckungsverhaltnisse sind auch flir das Gen PTEN auf 10q zu beobachten
(ebenfalls rote Punkte). Hier liegt eine hemizygote Deletion vor. Die homozygote CDKN2A-Deletion
wurde mit qRT-PCR im TagMan® copy number Assay verifiziert (rechts). DNA aus nicht-
neoplastischem Hirngewebe (NB) wurde als Normalkontrolle genutzt, wohingegen DNA aus der
Zelllinie U118MG als Kontrolle fiir eine DNA mit homozygoter CDKN2A-Deletion diente (Abbildung
modifiziert aus Zacher et al. 2016, Abbildung 1).

3.2.4.1 ATRX-Mutationen und Verlust der nukledren ATRX-Expression

Ein Verlust der nukledren ATRX-Expression aufgrund von ATRX-Mutationen wurde als
haufige Veranderung in Kombination mit TP53-Mutationen in IDH-mutierten diffusen und
anaplastischen Astrozytomen der WHO-Grade Il und Il sowie in IDH-mutierten
Glioblastomen (WHO-Grad IV) beschrieben (Liu et al. 2012; Killela et al. 2014;
Reifenberger et al. 2016). Die Gen-Panel-Sequenzierung von 42 Astrozytomen
identifizierte 31 Tumoren mit IDH1- und TP53-Mutationen. In 23 dieser Tumoren lief3en
sich ATRX-Genveranderungen uber die Gen-Panel-Sequenzierung detektieren (vgl.
Zacher et al. 2016). In 18 der 23 ATRX-mutanten Tumoren wurden die ATRX-
Expressionsverluste mittels Immunhistochemie kontrolliert und bestatigt (Abbildung 15).
Acht der 31 IDH1- oder IDH2- und TP53-mutierten Tumore zeigten keine ATRX-
Mutationen. In sechs der acht Astrozytome wurde Uber Immunhistochemie nukleare
Expressionsverlust von ATRX identifiziert. Die Proteinverluste konnten nicht durch
exonische Mutationen oder Deletionen im ATRX-Gen erklart werden. Eine
Hypermethylierung der CpG-Insel im ATRX-Gen (hg38, CpG65, chrX: 77785468-
77786289) wurde daraufhin mittels Bisulfit-Sequenzierung analysiert, aber nicht detektiert,
sodass der ATRX-Verlust nicht durch eine Inaktivierung des Gens aufgrund einer
aberranten  Promotormethylierung erklart werden konnte. Post-transkriptionelle
Mechanismen kdnnten fur den beobachteten Proteinverlust im Zellkern verantwortlich
sein. Diese Hypothese wurde in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt. Wichtig ist allerdings
der Befund, dass die Detektion von ATRX-Alterationen mittels Gen-Panel-NGS offenbar
weniger sensitiv ist, als der immunhistochemische Nachweis eines Verlustes der
nukledren ATRX-Expression (Zacher et al. 2016).
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Abbildung 15: Vergleich zwischen den mittels NGS-Analyse detektierten ATRX-Mutationen
und dem Verlust von nukledarer ATRX-Expression, der mittels Immunhistochemie in IDH-
und TP53-mutierten Astrozytomen nachgewiesen wurde (Abbildung modifiziert aus Zacher
et al. 2016). A) In 24 fand sich ein nukledrer ATRX-Verlust in der Immunhistochemie. In 18 der 24
Tumoren wurden (gleichzeitig ATRX-Genveranderungen mittels NGS identifiziert. Sechs
Astrozytome zeigten einen ATRX-Verlust, jedoch keine ATRX-Mutation oder -Deletion. B)
Exemplarisches immunhistochemisches Bild mit Verlust der ATRX-Expression in den
Tumorzellkernen (blau), aber nicht in nicht-neoplastischen Mikroglialzellen und vaskularen Zellen
(braun-angefarbte Zellkerne). In Fall AA472 wurde eine ATRX-Mutation mit NGS detektiert. C)
Tumor GB2189 zeigte keine ATRX-Mutation in der Gen-Panel-Sequenzierung, hatte aber trotzdem
einen immunhistochemisch nachweisbaren Verlust der nukledren ATRX-Expression (Abbildung
modfiziert aus Zacher et al. 2016, Zusatzabbildung 2).

3.2.5 Bestimmung der Mutationsprofile in 121 Gliomen und molekulare
Klassifikation mittels uniiberwachter Clusteranalyse

Die Gen-Panel-Sequenzierungen von 121 Gliomen unterschiedlicher Entitaten
(Diagnosestellung nach WHO 2007) ergab insgesamt 392 genetische Aberrationen
(Tabelle 26, vgl. Zacher et al. 2016). In 115 Gliomen waren Veranderungen in der DNA-
Sequenz oder in der Kopienzahl von Genregionen nachweisbar. In sechs Tumoren (vier
pilozytische und zwei anaplastische Astrozytome) wurden keine Veranderungen in den 20
Kandidatengenen bzw. Regionen identifiziert. In 87 % der diffusen und anaplastischen
Gliome (60/69) wurden Mutationen in IDH1 oder IDHZ2 detektiert. Die haufigste Mutation
war IDH1-R132H (85 %), gefolgt von den Mutationen IDH1-R132S (6,7 %), IDH2-R172K
(5 %), IDH1-R132L und IDH1-R132C (je 1,7 %). In Uber der Halfte der Tumoren (66/121)
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waren Mutationen in der TERT-Promotorregion (hg19, chr5:9.[1295228C>T] und
g.[1295250C>T]) vorhanden. Am  haufigsten wurden  TERT-Mutationen in
Oligodendrogliomen detektiert (O II: 89 %, 8/9 Tumoren; AO Ill: 100 %, 8/8 Tumoren).
Weiterhin wurden TERT-Mutationen in primaren Glioblastomen (87 %, 34/39 Tumoren)
und den Oligoastrozytomen (OA Il: 33 %, 3/9 Tumoren; AOA lll: 72 %, 8/11 Tumoren)
detektiert. Kodeletionen von 1p/19q wurden hauptsachlich in Oligodendrogliomen (88 %,
15/17 O Il und AO Ill) und Oligoastrozytomen (50 %, 10/20 OA Il und AOA Ill) sowie in
zwei sekundaren Glioblastomen identifiziert. Dabei trugen alle 1p/19g-kodeletierten
Gliome =zusatzlich IDH1- oder IDH2-Mutationen sowie TERT-Promotormutationen.
Zusatzlich konnten in den 1p/19g-kodeletierten Gliomen FUBP1- und/oder CIC-
Mutationen gefunden werden (in FUBP1: 19 %, 5/27 Falle aller 1p/19g-kodeletierten
Gliome bzw. CIC: 67 % 18/27 Falle aller 1p/19g-kodeletierten Gliome). In 46 der 121
Tumoren (38 %) wurden TP53-Mutationen detektiert, wobei Astrozytome und
Glioblastome am haufigsten betroffen waren (A Il: 78 %, 7/9 Tumoren; AA Ill: 85 %, 11/13
Tumoren; sekGB IV: 80 %, 8/10 Tumoren; pGB IV: 23 %, 9/39). In 54 % (12/22 Tumoren)
der diffusen und anaplastischen Astrozytome  wurden auch ATRX-Mutationen
nachgewiesen. EGFR war in einem Drittel der primaren Glioblastome amplifiziert,
aulRerdem in einem anaplastischen Astrozytom sowie einem anaplastischen
Oligoastrozytom. Alle EGFR-amplifizierten Tumoren hatten keine /DH-Mutation. Die
EGFRuvlll-Variante lief3 sich in finf Glioblastomen mittels Gen-Panel-Sequenzierung und
drei Glioblastomen zusatzlich mittels qRT-PCR nachweisen. Charakteristische
Veranderungen in primaren Glioblastomen waren auflerdem hemizygote PTEN-
Deletionen (28 %, 11/39 Tumoren), PTEN-Mutationen (41 %, 16/39 Tumoren) und
homozygote CDKNZ2A-Deletionen (26 %, 10/39 Tumoren), die auch in pleomorphen
Xanthoastrozytomen (PXAs) haufig zu finden waren (40 %, 2/5 Tumoren). In vier von flnf
PXAs (80 %) lag eine BRAF-V600E-Mutation vor, die auch in einem von funf pilozytischen
Astrozytomen (20 %) und in zwei von 50 Glioblastomen (4 %) identifiziert wurde. H3F3A-
Mutationen fanden sich in vier Glioblastomen und einem anaplastischen Astrozytom.
Weitere Mutationen in den 121 untersuchten Tumoren betrafen die Gene NF1 (n=10),
PIK3CA (n=9), PIK3R1 (n=5), NRAS (n=3), RB1 (n=1), CDKN2A (n=2), CDKN2C (n=1)
und NF2 (n=1).

Um das Potential der Ergebnisse der Gen-Panel-Sequenzierung fiir eine molekulare
Tumorklassifikation zu untersuchen, wurde eine nicht-supervidierte, hierarchische
Clusteranalyse der NGS-Daten von den 121 Gliomproben durchgefuihrt (Abbildung 16).
Hierbei wurden alle Sequenzveranderungen und Kopienzahlveranderungen (CNVs) der
Gene FUBP1, NRAS und CDKN2C (1p), EGFR (7p), CDKN2A (9p), PTEN (10q) und CIC

(19q) einbezogen. Die Clusteranalyse zeigte unterschiedliche, molekular definierte
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Tumorgruppen, wobei diese im Wesentlichen durch unterschiedliche Mutationsmuster der
Gene IDH1/2, TERT, CIC, PTEN, TP53, ATRX ebenso 1p/19g-Kodeletionen und EGFR-
Amplifikationen definiert wurden. Eine molekulare Hauptgruppe von Tumoren wurde durch
IDH1-, TP53- und ATRX-Mutationen charakterisiert (griner Balken in Abbildung 16). 19
groRtenteils astrozytéare und oligoastrozytare Tumoren zeigten Mutationen in allen drei
genannten Genen. Zehn Tumoren zeigten kombinierte IDH7- und TP53-Mutationen, acht
Tumoren hatten keine IDH71-Mutation, dafir TP53- und/oder ATRX-Mutationen. In vier
IDH-Wildtyp-Gliomen konnten H3F3A-Mutationen nachgewiesen werden. Die zweite
molekulare Gruppe (roter Balken in Abbildung 16) setzte sich hauptsachlich aus 30
Oligodendrogliomen und oligoastrozytaren Tumoren zusammen. In diesen Gliomen
wurden Mutationen in IDH1/2 (n=30), TERT (n=30) und CIC (n=19) sowie 1p/19g-
Kodeletionen nachgewiesen. Zusatzlich zeigten sich Mutationen in FUBP1 (n=5), PIK3CA
(n=5), PIK3R1 (n=3), NRAS (n=2) und TP53 (n=2). In der dritten molekularen Gruppe
wurden 38 Tumoren, Uberwiegend primare Glioblastome, zusammen klassifiziert (roter
Balken in Abbildung 16). Diese Tumoren zeigten keine Mutationen in IDH1 oder IDH2,
aber haufig Mutationen im TERT-Promotor (n=34). Gliome mit Mutationen in NF1 (n=5)
und/oder PTEN (n=19) wurden einer anderen Untergruppe zugeteilt als Gliome mit EGFR-
Amplifikation (n=14) und EGFRVIII (n=8). Weitere haufige Veranderungen in der Gruppe
waren homozygote CDKNZ2A-Deletionen (n=7), PTEN-Deletionen (n=11) und Mutationen
in TP53 (n=5) und EGFR (n=4). Insgesamt 15 Tumoren wurden nicht in eine der drei
molekularen Hauptgruppen eingeteilt (grauer Balken in Abbildung 16). Hiervon zeigten
sechs Tumorfélle keine genetischen Veranderungen in den 20 Kandidatengenen und
Regionen (vier pilozytisches Astrozytome und zwei anaplastische Astrozytome). Weitere
neun Gliome zeigten BRAF-Mutationen (n=6), TERT-Mutationen (n=2), homozygote
CDKNZ2A-Deletionen (n=2) und PIK3CA-Mutationen (n=2).

Die nicht-supervidierte Clusteranalyse ordnete den grofiten Teil der Tumoren in drei
molekulare Hauptgruppen, die diagnostisch fir prognostisch distinkte Subgruppen der
diffusen Gliome in Erwachsenen sind (Suzuki et al. 2015; Brat et al. 2015; Ceccarelli et al.
2016). Die Gruppen entsprechen IDH-, TP53- und/oder ATRX-mutierten Astrozytomen
(1), IDH- und TERT-mutierten sowie 1p/19g-kodelletierten Oligodendrogliomen (2) und
IDH-Wildtyp Glioblastomen mit TERT- und PTEN-Mutationen sowie EGFR-Amplifikation

(3).
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Abbildung 16: Nicht-supervisierte hierarchische Clusteranalyse der mittels Gen-Panel-
Sequenzierung in 121 Gliomen gefundenen Mutationen (Zacher et al. 2016). Blaue Kasten
zeigen die Prasenz einer Veranderung an; graue Kasten zeigen keine Prasenz an. Die Gliome
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wurden abhangig vom Mutationsmuster durch die unsupervidierte Clusteranalyse in vier
molekulare Subgruppen unterteilt (grau, grin, rot, blau). In der grauen Gruppe befinden sich die
Gliome mit keiner oder nur wenigen Mutationen in den 20 ausgewahlten Genen. In der griinen sind
hauptsachlich astrozytére Gliome mit Mutationen in den Genen IDH1 oder H3F3A, TP53 und/oder
ATRX gruppiert. Tumoren mit haufigen Mutationen in IDH1 oder IDH2, TERT, CIC und eine 1p/19-
Kodeletion clustern zusammen in der roten Gruppe. In der letzten Subgruppe (blau) finden sich
hauptsachlich primare IDH-Wildtyp-Glioblastome mit hdufigen Mutationen in TERT, PTEN und NF1
sowie EGFR-Amplifikation, EGFRVIll-Deletion und homozygoter CDKNZ2A-Deletion. Die
Abkurzungen und Bezeichnungen folgen der WHO-KIlassifikation von Tumoren des ZNS aus dem
Jahr 2007 (Louis et al. 2007): A IlI, Diffuses Astrozytom WHO-Grad II; AA lll, Anaplastisches
Astrozytom WHO-Grad 1ll; O |II, Oligodendrogliom WHO-Grad Il; AO lll, Anaplastisches
Oligodendrogliom WHO-Grad Ill; OA I, Oligoastrozytom WHO-Grad II; AOA lll, Anaplastisches
Oligoastrozytom WHO-Grad IIl; GB IV, Glioblastom WHO-Grad IV; PA |, Pilozytisches Astrozytom
WHO-Grad I; PXA, Pleomorphes Xanthoastrozytom; *beinhaltet TERT-Mutationen, die mit Sanger-
Sequenzierung und/oder NGS detektiert wurden; ** homozygote CDKN2A-Deletion; ***EGFRvIII-
Variante, die mittels Immunhistochemie und/oder NGS identifiziert wurden (Abbilung modifiziert
aus Zacher et al. 2016, Abbildung 2).

3.2.6 Anwendung der NGS-Daten fiir die histologische und molekulare
Klassifikation von Gliomen

Nach der neuen WHO-Klassifikation von Tumoren des ZNS aus dem Jahr 2016 (WHO
2007, (Louis et al. 2016) sind sowohl histologische Merkmale als auch genetische
Biomarker fur die Diagnostik von Gliomen relevant. Die 121 sequenzierten Gliome wurden
urspringlich gemaR der WHO-KIlassifikation von Tumoren des ZNS aus dem Jahr 2007
(WHO 2007, (Louis et al. 2007) rein histologisch diagnostiziert. Die 111 diffus infiltrativ
wachsenden Gliome der eigenen Serie wurden anhand der ermittelten NGS-Daten nach
der aktuellen WHO 2016 neu klassifiziert (Abbildung 17).

Hierbei wurden gemal® WHO 2016 die NGS-Daten zu den molekularen Markern IDH1-
oder IDH2-Mutation, 1p/19g-Kodeletion und H3F3A-K27-Mutation benutzt (vgl. Zacher et
al. 2016).

Die deutlichsten Veranderungen in der Klassifikation zeigten sich fur die 20
oligoastrozytaren Tumoren gemall WHO 2007. Diese Gruppe entféllt in der Einteilung
entsprechend der neuen WHO 2016, da diese Tumoren nun aufgrund der Analyse
molekularer Marker entweder den oligodendroglialen Tumoren mit IDH-Mutation und
1p/19g-Kodeletion oder den astrozytaren Gliomen mit oder ohne IDH-Mutation
zugeordnet werden (Abbildung 17). Funf IDH-mutierte Oligoastrozytome ohne 1p/19g-
Kodeletion wurden als diffuse Astrozytome, IDH-mutiert, reklassifiziert. Vier
Oligoastrozytome zeigten |IDH-Mutationen und 1p/19g-Kodeletionen; sie wurden
entsprechend als Oligodendrogliome, IDH-mutiert und 1p/19qg-kodeletiert eingeordnet. Die
anaplastischen Oligoastrozytome nach WHO 2007 teilten sich in sieben anaplastische
Oligodendrogliome, IDH-mutiert und 1p/19g-kodeletiert, ein anaplastisches Astrozytom,

IDH-mutiert, und drei anaplastische Astrozytome, IDH-Wildtyp auf. Unter den diffusen
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Astrozytomen (WHO-Grad IlI) nach WHO 2007 wurde in allen Fallen eine IDH-Mutation
gefunden, wodurch diese Gruppe nach neuer WHO 2016 vollstandig den diffusen
Astrozytomen, IDH-mutiert (WHO-Grad Il) zugeordnet werden konnte. In der Gruppe der
anaplastischen Astrozytome waren acht IDH-mutierte und vier IDH-Wildtyp Tumoren
sowie ein Gliom mit H3F3A-K27-Mutation. Von 17 Oligodendrogliomen zeigten 15 eine
IDH-Mutation und 1p/19g-Kodeletion. Fur zwei Falle konnte keine Oligodendrogliom-
assoziierte genetische Signatur gefunden werden, wodurch die beiden Falle nach WHO
2016 in die Gruppe der Oligodendrogliome, NOS (not otherwise specified) fallen. Nach
WHO 2007 wurden 52 Glioblastome diagnostiziert. 81 % (n=42) wurden als Glioblastom,
IDH-Wildtyp, eingeordnet. Acht Tumoren zeigten eine IDH-Mutation und wurden somit als
Glioblastom, IDH-mutiert, reklassifiziert. In zwei Glioblastomen wurden sowohl IDH-
Mutationen als auch 1p/19qg-Kodeletion detektiert. Diese Tumoren wurden entsprechend
nach der WHO 2016 als anaplastische Oligodendrogliome, IDH-mutiert und 1p/19g-
kodeletiert diagnostiziert. Zwei Glioblastome wurden aufgrund einer nachgewiesenen
H3F3A-K27-Mutation als diffuse Mittellinienglioblastome, H3-K27M-mutiert, reklassifiziert.

Histologische Diagnose In.tegriene histologische und molekulare
(WHO 2007) Diagnose

9All é 9 A l, IDH-mutiet
/

8 AA Ill, IDH-mutiert

TSl 4 AA NI, IDH-Wildtyp
1 AA lll, H3-K27-mutiert
9O0AIll 5All, IDH-mutiert

4 0 I, IDH-mutiert & 1p/19g-Ko-deletiert
7 AQ Ill, IDH-mutiert & 1p/19g-Ko-deletiert
11 ACAIII ——— 1 AAIll, IDH-mutiert
3AA NI, IDH-Wildtyp
901l % 70 I, IDH-mutiert & 1p/19q-Ko-deletiert
201I,NOS
8A0 Il —é\_‘ 8 AO Ill, IDH-mutiert & 1p/19g-Ko-deletiert

42 GBIV, IDH-Wildtyp
52GB IV

8 GB IV, IDH-mutiert & 1p/19g-Ko-deletiert
2 AO lll, IDH-mutiert & 1p/19g-Ko-deletiert
2 GB IV, H3-K27-mutiert

Abbildung 17: Diagnosen nach WHO-Klassifikation der Tumoren des ZNS aus dem Jahr
2007 (WHO 2007) und WHO 2016 (WHO 2016) fiir 111 diffus infiltrativ wachsende Gliome. Die
Reklassifikation der Gliome zeigt nach WHO 2016 zum Teil eine andere Diagnose als die
Klassifikation nach WHO 2007 (A = diffuses Astrozytom, AA= analplastisches Astrozytom, OA =
Oligoastrozytom, AOA = Anaplastisches Oligoastrozytom, O = Oligodendrogliom, AO =
Anaplastisches Oligodendrogliom, GB = Glioblastom, NOS = not otherwise specified, Abbildung
modifiziert aus Zacher et al. 2016, Abbildung 3).
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3.3 Identifizierung von genetischen Veranderungen in Primar- und
Rezidivglioblastomen mittels Gen-Panel-Sequenzierung

Glioblastom-Patienten entwickeln trotz Resektion des Tumors und anschlielfender
Strahlen- sowie Chemotherapie regelmafig lokale Rezidivtumoren mit ungulnstiger
Prognose. Die Ausbildung einer Therapie-Resistenz in Gliomrezidiven wurde mit einem
veranderten genetischen Profil im Vergleich zum Primartumor assoziiert (Johnson et al.
2014). In diesem Projekt der Dissertationsarbeit wurden die Mutationsmuster von 65
primaren Glioblastomen und deren Rezidiven mittels Gen-Panel-Sequenzierung
verglichen. Die Analyse sollte Aufschluss Gber genetische Veranderungen geben, die mit
der Tumorprogression und der Entwicklung einer Resistenz gegenliber dem
Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) in Glioblastomen assoziiert sind. Die Analyse
umfasste Tumoren von Glioblastompatienten, die nach der Operation eine kombinierte
Strahlen-/Chemotherapie erhielten (n=51 Patienten), nur mit Radiotherapie behandelt
wurden (n=6 Patienten), nur Chemotherapie erhielten (n=2 Patienten) oder keine
postoperative Behandlung bekommen haben (n=6 Patienten) (Patientenliste siehe
2.1.4.2). Fur dieses Projekt wurde zuséatzlich zum Gliom-Gen-Panel 1 das Gliom-Gen-
Panel 2 verwendet (siehe Tabelle 14, IAD75775_173).

3.3.1 Mutationen in Primar- und Rezidivglioblastomen

Dieser Versuchsansatz sollte Aufschluss geben, inwiefern sich Primartumor und der
korrespondierende Rezidivtumor im Mutationsprofil unterscheiden und ob bestimmte
Mutationen durch die Behandlung mit dem alkylierenden Chemotherapeutikum TMZ,
welches flir seine mutagene Wirkung bekannt ist (Bodell et al. 2003), induziert werden.
Der Fokus der ersten Sequenzdatenauswertung lag auf dem Vergleich der
Mutationsprofile von Primar- und Rezidivtumor. In 22 von 65 untersuchten Tumorpaaren
(34 %) fanden sich keine Unterschiede im Mutationsprofil zwischen Primar- und
Rezidivtumor (Tabelle 27, Anhang). Dabei handelte es sich um Tumorpaare von vier der
sechs Patienten, die keine adjuvante Behandlung erhalten hatten, sowie von vier
Patienten, die nur mit einer Strahlentherapie behandelt worden waren, sowie weiterhin um
Tumorpaare von zwei Patienten, die nur mit Chemotherapie und zwolf Patienten, die mit
einer kombinierten Strahlen- und Chemotherapie behandelt worden waren. Somit wurden
in acht von zwolf (67 %) TMZ-unbehandelten Tumorpaaren und 14 von 53 TMZ-
behandelten Fallen (26 %) keine Unterschiede im Mutationsprofil gefunden. In 43 von 65
Fallen (66 %) wurden Unterschiede im Mutationsprofii vom Primartumor zum

Rezidivtumor detektiert. Die 43 Paare setzen sich aus Patienten zusammen, die nach der
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Erstoperation nicht behandelt wurden (n=2), nur eine Strahlentherapie (n=2) oder eine
kombinierten Strahlen- und Chemotherapie (n=39) bekommen hatten. TMZ-unbehandelte
Primartumoren zeigten somit in 33 % der Falle (4/12) ein unterschiedliches Mutationsprofil
in Primar- und Rezidivtumor, wohingegen in den TMZ-behandelten Fallen die Anzahl mit
74 % (39/53) wesentlich hoher lag. Die jeweiligen Tumorpaare trugen jedoch alle jeweils
mindestens eine gemeinsame Mutation, was dafur spricht, dass sich die Rezidivtumoren
aus einem bereits im Primartumor vorhandenen Tumorzellklon entwickelt haben.
Insgesamt waren in TMZ-behandelten und —unbehandelten Fallen 58 % der detektierten
Mutationen (n=161) sowohl in den Primartumoren als auch in den Rezidivtumoren
nachweisbar. 13 % (n=37) der detektierten Mutationen wurden nur in den jeweiligen
Primartumoren detektiert. Diese Mutationen werden nachfolgend als exklusive Mutationen
der Primartumoren bezeichnet. Hingegen wurden 28 % (n=78) der detektierten
Mutationen nur in den jeweiligen Rezidiviumoren eines Tumorpaares identifiziert. Diese
Mutationen werden nachfolgend als exklusive Mutationen der Rezidivtumoren bezeichnet.
In den zwdlf TMZ-unbehandelten Fallen wurden 85 % der detektierten Mutationen (n=28)
jeweils sowohl im Primartumor als auch im Rezidivtumor detektiert, 3 % exklusiv im
Primartumor (n=1) und 12 % exklusiv im Redizivtumor (n=4).

Insgesamt wurden die meisten Mutationen im TERT-Promotor (n=56) und in den Genen
EGFR (n=41), PTEN (n=31), TP53 (n=18), NF1 (n= 15) und PIK3CA (n=14) identifiziert
(Abbildung 18A). Dabei sind alle Mutationen einberechnet, die exklusiv im Primartumor,
exklusiv im Rezidiv und in Primar- und Rezidivtumor identifiziert wurden. In den 65
primaren Glioblastomen wurde die TERT-Promotormutation am haufigsten detektiert
(n=56/65 Tumoren, 86 %). Die TERT-Mutationen blieben, mit einer Ausnahme, im Rezidiv
bestehen (Abbildung 18B). Mutationen in EGFR und PTEN wurden ebenfalls haufig
sowohl im Primartumor als auch im korrespondierenden Rezidivtumor identifiziert. Von 41
gefundenen EGFR-Mutationen wurden 19 sowohl im Primar- als auch Rezidivtumor
detektiert (46 %). Neun der 41 EGFR-Mutationen (22 %) wurden exklusiv im Primartumor
und 13 (32 %) exklusiv im Rezidivtumor gefunden. Mutationen in PTEN wurden insgesamt
31-mal identifiziert, wobei 19 Mutationen (61 %) sowohl im Primar- als auch Rezidivtumor
detektiert wurden. Acht der 31 PTEN-Mutationen (26 %) wurden exklusiv im Primartumor
und vier (13 %) exklusiv im Rezidivtumor gefunden. Insgesamt wurden 27 TP53-
Mutationen und 14 PIK3CA-Mutationen in Primar- und Rezidivtumor gefunden. In den
Rezidivtumoren wurden dreimal so haufig exklusive TP53 (7/27, 26 %)- bzw. PIK3CA
(3/14, 21 %)-Mutationen identifiziert im Vergleich zu exklusiven TP53- bzw. PIK3CA-
Mutationen in Primartumoren (2/27 bzw. 1/14 Mutationen, beides 7 %). Die Mehrheit der
15 identifizierten NF7-Mutationen und acht ATRX-Mutationen wurden exklusiv in den
Rezidivtumoren detektiert (NF1: 9/15, 60 %; ATRX: 6/8, 75 %). Mutationen in PDGFRA
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wurden in acht Primartumoren identifiziert, wovon nur noch zwei Mutationen in den

zugehorigen Rezidivtumoren nachzuweisen waren (2/8, 25 %).
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Abbildung 18: Mutationsprofile von Primdr- und Rezidivtumoren von 65
Glioblastompatienten. A) Anzahl der Mutationen pro Gen, die in beiden Tumoren (dunkelblau),
nur im Primartumor (hellblau) oder nur im Rezidiv (grau) gefunden wurden. In den Genen TERT,
EGFR, PTEN, TP53, NF1 und PIK3CA wurden am haufigsten Mutationen detektiert. Es wurden nur
Gene abgebildet, in denen mehr als zweimal Mutationen gefunden wurden. B) Darstellung der
Mutationen in den 65 Patienten (pro Patient eine Spalte), die nach den verschiedenen
postoperativen Behandlungen gruppiert wurden (TMZ+ST = Temozolomid und Strahlentherapie,
TMZ = nur Temozolomid, ST = nur Strahlentherapie). Es wurden nur solche Gene (rechte Spalte)
aufgelistet, in denen mindestens vier Mutationen gefunden wurden. Mutationen in Primar- und
Rezidivtumoren sind dunkelblau markiert. Mutationen, die nur in Primartumoren gefunden wurden,
sind hellblau markiert. Mutationen, die nur im Rezidiv identifiziert wurden, sind grau koloriert.
TERT-Promotormutationen wurden in 86 % der Glioblastome identifiziert. In nur einem Fall konnte
die im Primartumor vorhandene TERT-Promotormutation im Rezidiv nicht mehr nachgewiesen
werden. Zwei TP53-Mutationen in zwei Primartumoren waren in den zugehdrigen Rezidiven nicht
mehr vorhanden. Beide Primartumoren trugen jeweils eine weitere TP53-Mutation, die im Rezidiv
weiter nachzuweisen war. In den unbehandelten Fallen ist nur eine neu hinzugewonnen Mutation
in den Rezidiven identifiziert worden. mut: Mutation.

3.3.2 Genkopiezahlverdnderungen in Primér- und Rezidivglioblastomen

Neben somatischen Mutationen sind in Glioblastomen auch eine Vielzahl von
chromosomalen Imbalanzen (CNVs) bekannt, die auch fir den Vergleich von
genomischen Veranderungen in Primar- und Rezidivtumorpaaren herangezogen wurden

(Abbildung 19). Die Sequenzierungsergebnisse von wenigen Fallen konnten nicht in die
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CNV-Analyse miteinbezogen werden, da die Streuung der Amplikonabdeckung zu grof3
war und eine eindeutige Aussage uUber Amplifikation oder Deletion nicht méglich war
(keine Daten fur den Rezidivtumor Gliom-Panel2: R1NLP8V6, 6317N, 3146L, Bev7,
3490E, J81VQ8XJ, R2104Z52; keine Daten fur Glioma-Panel1: Bev9, J81VQ8XJ,
R2104Z52). In den 65 untersuchten Tumorpaaren (Primartumor und korrespondierendes
Rezidiv) wurden insgesamt 63,6 % der identifizierten CNVs sowohl im Primartumor als
auch im zugehdrigen Rezidivtumor gefunden. 23,8 % der CNVs wurden exklusiv in den
Primartumoren und 13,8 % exklusiv in den Rezidiven detektiert. In sieben Tumorpaaren
wurden keine CNVs in den sequenzierten Regionen detektiert. In 18 Tumorpaaren
wurden identische CNVs in Primartumor und Rezidiv identifiziert (Chemo- und
Strahlentherapie: 15 Patienten, Strahlentherapie: ein Patient, keine Therapie: zwei
Patienten). In 40 Patienten wurden Unterschiede in CNVs zwischen Primartumor und
Rezidiv gefunden (Chemo- und Strahlentherapie: 31 Patienten, Strahlentherapie: vier
Patienten, Chemotherapie: zwei Patienten, keine Therapie: drei Patienten). Am haufigsten
wurde ein Gewinn von DNA-Sequenzen auf Chromosom 7 detektiert (40/65, 62 %).
Insgesamt vier Gene bzw. Genregionen (EGFR [kodierende Region], PMS2 [kodierende
Region], MET [Genregion] und CDK6 [Genregion]) sind auf Chromosom 7 lokalisiert und
wurden mit Gliompanel 1 und 2 abgedeckt. Die Detektion des Chromosom-7-Gewinns
erfolgte mittels CNV-Analyse dieser Gene. In acht der 40 Falle (20 %) konnte der
Chromosomen-7-Gewinn im Rezidiv nicht mehr nachgewiesen werden. In 32 der 65
Primartumoren (49%) wurde eine EGFR-Amplifikation detektiert. In vier der zugehdrigen
Rezidivtumoren (12,5 %) konnte die Amplifikation nicht mehr nachgewiesen werden und
in einem Rezidivtumor wurde eine EGFR-Amplifikation exklusiv gefunden, die im
Primartumor nicht nachweisbar war. Vierundzwanzig Primartumoren (37 %) zeigten
PTEN-Deletionen, in sechs Rezidiven (25 %) wurden die im Primartumor vorhandenen
PTEN-Deletion nicht mehr detektiert. Homozygote CDKNZ2A/B-Deletionen wurden
Uberwiegend in den Primartumoren (18/65) detektiert. EIf der 18 homozygoten
CDKNZ2A/B-Deletionen (61 %) konnten nicht mehr im Rezdivitumor detektiert werden. Die
EGFRyvlll-Variante bzw. Amplifikation von CDK4 wurde in 12/65 (18 %) bzw. 9/65 (14 %)
der Primartumoren detektiert. Vier von zwolf EGFRVIII-Varianten (33 %) bzw. zwei der elf
CDK4-Amplifikationen (18 %) konnten nicht mehr in den Rezidivtumoren identifiziert
werden. Amplifikationen von PDGFRA wurden in 4/65 (6 %) Primartumoren identifiziert
und alle wurden auch in den zugehérigen Rezidiven nachgewiesen. In zwei
Rezidivtumoren wurden PDGFRA-Amplifikationen neu hinzugewonnen. Amplifikationen
von MDM2 wurden in 6/65 (9 %) Primartumoren identifiziert, wovon funf in den Rezidiven
erhalten blieben. Deletionen von /RS2 und RB71 wurden in 7/65 (11 %) bzw. 6/65 (9 %)

der Primartumoren detektiert. Vier der sieben IRS2-Deletionen wurden nicht mehr im
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Rezidiv nachgewiesen (57 %). Dafir wurden drei neue IRS2-Deletionen exklusiv in
weiteren Rezidivtumoren identifiziert. Die finf RB71-Deletionen wurden in allen Rezidiven
nachgewiesen und zusatzlich wurden zwei neue RB7-Deletionen hinzugewonnen. Ein
Gewinn von CIC (19q13.2) wurde in insgesamt zehn Primartumoren identifiziert. In 80 %
(8/10) wurde der Gewinn von CIC auch im Rezidivtumor identifiziert. In den TMZ-
behandelten Fallen wurden insgesamt 196 CNVs in den Primartumoren nachgewiesen.
Von den 196 CNVs wurden 70 % (139/196) auch in den zugehorigen Rezidiven
identifiziert. In den zwolf TMZ-unbehandelten Primartumoren wurden 21 CNVs detektiert,

wovon 90 % in den Rezidiven erhalten blieben.
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Abbildung 19: CNV-Profile der Glioblastom-Tumorpaare. A) Anzahl der CNVs, die in beiden
Tumoren gefunden wurden (dunkelblau), nur im Primartumor (hellblau) oder nur im Rezidiv (grau).
Insgesamt wurden 65 Tumorpaare untersucht. Die Kopienzahlen der Gene EGFR und PTEN sind
am haufigsten verandert. In mindestens zehn Patienten wurden Veranderungen in CDKNZ2A/B,
EGFRvIll, PDGFRA, IRS2 und CDK4 detektiert. Es wurden nur Gene abgebildet, in denen haufiger
als dreimal Veranderungen gefunden wurden (Gewinn von Genen nicht abgebildet). Es wurden nur
Amplifikationen und Deletionen abgebildet. Ampl= Amplifikation, Del= Deletion. B) Patienten (pro
Patient eine Spalte) sind nach den verschiedenen Behandlungen sortiert (TMZ+ST= Temozolomid
und Strahlentherapie, TMZ= nur Temozolomid, ST= nur Strahlentherapie). Es sind nur solche
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CNVs aufgelistet, die haufiger als dreimal vorkommen. CNVs in beiden Tumorgruppen sind
dunkelblau markiert. CNVs, die nur im Primartumor gefunden wurden, sind hellblau markiert.
CNVs, die nur im Rezidiv nachgewiesen wurden, sind grau koloriert (griine Felder = Primar- oder
Rezidivtumor nicht auswertbar). Chromosom-7-Gewinn und EGFR-Amplifikation sind die
haufigsten CNVs in den sequenzierten Glioblastomen und sind gréRtenteils in den Rezidiven auch
nachweisbar. In 64 % aller CDKN2A-deletierten Glioblastome ist der Verlust im Rezidivtumor nicht
mehr identifizierbar. In den unbehandelten Fallen wurden - mit zwei Ausnahmen - alle in den
Primartumoren vorkommenden CNVs auch in den Rezidiven identifiziert. Zusatzlich wurden
exklusive CNVs in den Rezidiven detektiert. Ampl: Amplifikation, Del: Deletion, homo.: homozygot,
hem.: hemizygot.

Insgesamt wurden 61 % der Mutationen und CNVs sowohl im Rezidiv- als auch im
Primartumor detektiert. 18 % der SNVs und CNVs wurden exklusiv in den Primartumoren
und 21 % exklusiv in Rezidivtumoren nachgewiesen. In insgesamt zehn Fallen wurden
exakt dieselben Varianten (SNVs und/oder CNVs), im Primartumor und auch im Rezidiv
detektiert. Dazu zahlten sowohl unbehandelte als auch TMZ-therapierte Tumorpaare
(Tabelle 20). In den meisten TMZ-behandelten Tumorpaaren (55 %) wurden aber auch
Varianten ausschlieBlich im Primartumor und/oder ausschlieRlich im Rezidivtumor
detektiert. In den TMZ-unbehandelten Fallen wurde in drei Tumorpaaren (25 %) kein
Unterschied im Variantenprofil detektiert. In 17 % der TMZ-unbehandelten Tumorpaare
(2/12) wurden nur exklusive Varianten im Primartumor identifiziert, wohingegen in 33 %
der TMZ-unbehandelten Tumorpaare (4/12) nur exklusive Varianten in den Rezidiven

detektiert wurden.

Tabelle 20: Verteilung der mittels Gen-Panel-Sequenzierung detektierten Varianten
in den 65 untersuchten Tumorpaaren, abhangig von der TMZ-Behandlung.

TMZ-behandelt ohne TMZ-
n=53 Behandlung n=12

Primar- und Rezidivtumorpaare mit o o

identischem Variantenprofil n=10 151 % 25.0%
Tgmorpaqre mit Varianten, dl_e nur 18,9 % 16,7 %

im Primartumor auftraten n= 13
Tumorpaare mit Varianten, die nur o o

im Rezidiv auftraten n=10 3% 33,3 %
Tumorpaare mit Varianten, die nur
im Primartumor oder nur im Rezidiv 54,7 % 25,0 %
auftraten n=32
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3.3.3 Verédnderte Signalwege in Primar- und Rezidivtumoren

Die Varianten in Primartumoren bzw. ihren Rezidiven geben einen Hinweis darauf, welche
Signalwege und Mechanismen fir die Tumorprogression wichtig sind. In beiden
Tumorgruppen wurden hauptsachlich Varianten in solchen Genen identifiziert, die
Proteine des RTK-PI3K-mTOR-Signalweges (n=117 Varianten), oder des Zellzyklus bzw.
Apoptosesignalweges (n=71 Varianten) kodieren (Tabelle 21). Zu ahnlichen Teilen
konnten exklusive Varianten von Genen, die am Apoptosesignalweg beteiligt sind, im
Primar- bzw. Rezidivtumor beobachtet werden, wohingegen Mutationen im TERT-
Promotor mit einer Ausnahme in allen Tumoren (n=56) bestehen blieben. Mutationen im
RTK-PI3BK-mTOR-Signalweg wurden als exklusive Varianten haufiger in Primartumoren
(n=45) als in Rezidivtumoren (n=31) nachgewiesen. Mutationen von Genen, die MAPK-
Signalweg-Proteine kodieren oder mit diesen assoziiert sind, wurden sowohl in Primar- als
auch im korrespondierenden Rezidivtumor detektiert (n=15). In den Rezidivtumoren
wurden insgesamt 12 Varianten detektiert, die in den dazugehdrigen Primartumoren nicht
zu finden waren. Insgesamt 13 Varianten wurden in den transkriptionellen
Regulationsgenen CIC bzw. FUBP1 jeweils in Primartumoren und zugehérigen
Rezidivtumoren identifiziert, wobei exklusive Mutationen in zwei Primartumoren und neun
Rezidivtumoren gefunden wurden. Sowohl fir Gene des Mismatch-Reparaturweges als
auch fur den Insulin-Signalweg wurden drei bzw. vier Varianten in beiden Tumorgruppen
identifiziert. Exklusive /RS2-Varianten in Primar- oder Rezidivtumor wurden zu gleichen
Teilen gefunden. Mutationen in den Transkriptionsfaktor-kodierenden Genen MYB und
MYBL1 wurden in vier Primar-/Rezidivitumorpaaren bzw. nur in Rezidivtumoren (n=3)
detektiert. Mutationen in H3F3A waren in zwei Patienten im Primar- und Rezidivtumor
vorhanden. Veranderungen in DAXX bzw. ATRX wurden hauptsachlich in den
Rezidivtumoren (n=9) und Primar-/Rezidivtumorpaaren (n=6) identifiziert. In allen
wichtigen Glioblastom-Signalwegen wurden Varianten sowohl im Primartumor als auch im
Rezidiv detektiert. Hauptsachlich waren solche Gene verandert, die mit dem RTK-PI3K-

mTOR-Signalweg, dem Zellzyklus bzw. der Telomerlangenregulation assoziiert sind.

90



Ergebnisse

Tabelle 21: Veranderte Signalwege und Anzahl der detektierten Varianten in Primar-

und Rezidivtumoren

Signalweg/ Gene Anzahl Anzahl Anzahl
. Varianten in | Varianten | Varianten
Mechanismus Primiar- und | nur im nur im
Rezidiv- Primar- Rezidiv-
tumoren tumor tumor
Zellzyklus bzw. TP53, RB1, CDK4/6, 71 23 22
Apoptose CCND1-3, MDM2/4,
Regulation CDKNZ2A/C, PPM1D
RTK-PI3K-mTOR EGFR, PTEN, 117 45 31
PIK3CA, PIK3R1,
PIK3C2B,
PDGFRA, MET
Telomer TERT 56 1 0
MAPK-Signalweg NRAS, BRAF, KRAS, | 15 4 12
NF1
Transkriptionale CIC, FUBP1 13 2 9
Regulation
Insulin-Signaling IRS2 3 5 5
Mismatch- MSH2/6, MLH1, 4 2 4
Reparatur- PMS2
mechanismus
Transkriptions- MYBL, MYB 4 0 3
faktoren
Histonmodifikation | H3F3A 2 0 0
Telomerregulation | ATRX, DAXX 5 1 9
Chromatin-
Remodeling

Varianten: Mutationen, Amplifikationen, Deletion und Gewinne

3.3.4 Austausch von Varianten im selben Gen

Beim Vergleich der Varianten zwischen den Tumorpaaren wurden mehrere Austausche
von Varianten im selben Gen zwischen Primar- und Rezidivtumor identifiziert.

Dieses Phanomen konnte in neun von 65 Fallen (14 %) detektiert werden. Am haufigsten
wurde ein Austausch im EGFR-Gen identifiziert (n=6), weiterhin zweimal in PTEN und

einmal in PTPN11. In sechs Fallen wurde eine Punktmutation durch eine andere
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Punktmutation ersetzt (Abbildung 20). In Tumorpaar PCS7KCRW wurde die PTEN-
Variante p.G165E im Primartumor mit der p.H123P-Variante im Rezidivtumor
ausgetauscht (Abbildung 20A). In Tumorpaar 22B58SJO anderte sich die PTEN-
Punktmutation von p.M134| zu p.R233X (Abbildung 20B). Tumorpaar 8283F zeigte einen
Tausch im PTPN11-Gen (Abbildung 20C, p.A461T zu p.E69K). Sowohl in Tumorpaar
J1HJST50 als auch in 3196T wurde ein Austausch einer Punktmutation in EGFR
identifiziert (Abbildung 20D und E, p.R680Q zu p.A289D und p.L62R zu p.G719G). In
Tumorpaar LVY2D7W3 wurde sowohl die Punktmutation EGFR-p.R521K als auch die
EGFRyvlll-Variante im Primartumor detektiert. Beide Varianten konnten im Rezidiv nicht

mehr nachgewiesen werden, stattdessen die Mutationen p.Y610C und p.T605A.

A PCSTKCRW B 22B58SJ0O
N o Mo 50
T 5< 40\
B —PTEN ©5 30 , —PTEN,
[ ’ =
ng= pG165E | =& 20 >\/ p-M134l
o35 < L BTEN] %= 10 - A % —PTEN,
L= 9 | | p.H123P 0 , , p.R233X
Initial- Rezidiv Initial-  Rezidiv
tumor tumor
C 8238F D J1HJST50
N 40 N o 100
5 = S 80 /
® 5 N/ —PTPN11, 85 60 Vs —EGFR,
*g p.A4G1T 3§ 40 S p.R680Q
. |
Z3 —PTPN11, 23 20 ™ —EGFR,
0 : , p.EBOK 0 L T p.A289D
Initial- Rezidiv Initial-  Rezidiv
tumor tumor
E 3196T F LVY2D7W3
100 ———— 100
S SR 80  d —EGFR,
o= ‘89 P / p.Y610C
o= 60 - —EGFR, oc 60 /
2o L62R =9 40 4 —EGFR,
LE 40 - L8 o vl p.TB05A
L2 20 - —EGFR, 35 / :
= Tl pG710G | *= 01 4 N __EGFR,
s e | - Initial-  Rezidiv p.R521K
Initial- Rezidiv tumor
tumor

Abbildung 20: Austausch von Mutationen im selben Gen. Mutationen in den Genen EGFR,
PTEN und PTPN11 im Primartumor werden durch eine andere Mutation im selben Gen im
zugehorigen Rezidivtumor abgeldst. A) Tumorpaar PCS7KCRW: Tausch der Mutation p.G165E zu
p.H123P in PTEN. B) Tumorpaar 22B58SJO: Tausch der Mutation p.M134l zu p.R233X in PTEN.
C) Tumorpaar 8283F: Tausch der Mutation p.A461T zu p.E69K in PTPN11. D) Tumorpaar
JTHJST50: Tausch der Mutation p.R680Q zu p.A289D in EGFR. E) Tumorpaar 3196T: Tauch der
Mutation p.L62R zu p.G719G in EGFR. F) Tumorpaar LVY2D7W3: Tausch der Mutation p.R521K
zu p.Y610C und p.T605A in EGFR.
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In den Tumorpaaren 83RPQTKM und O46ZNY3S wurde ebenso die EGFRVIlI-Variante
durch andere Punktmutationen in EGFR abgeldst (p.S229C bzw. p.A289V). In
UVT3NUNO wurde der gegenteilige Fall festgestellt. Im Primartumor wurde die Mutation
p.G598V in EGFR identifiziert, wohingegen im Rezidiv die EGFRVIII-Variante vorhanden
war. In Tumorpaar TPO240WS wurde eine Amplifikation im Rezeptortyrosinkinasegen im
Primartumor durch eine EGFR-Mutation im Rezidiv abgeldst. In 3M1P7VOJ konnte ein
PDGFRA-Gewinn im Primartumor detektiert werden, der nicht mehr im Rezidiv zu finden

war. Hier wurde eine EGFR-Variante detektiert.

3.3.5 Hypermutationsphéanotyp in Rezidiven

Das Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) alkyliert die Nukleotide Guanin und
Adenin, wodurch u. a. O6-Methylguanin entsteht (Agarwala u. Kirkwood 2000). O6-
Methylguanin kann durch das Reparaturenzym MGMT aus der DNA entfernt werden,
ohne diese zu schadigen (Lips u. Kaina 2001). Wenn O6-Methylguanin nicht vor der DNA-
Replikation durch MGMT entfernt wurde, wird Thymin anstatt Cytosin gegenuber dem O6-
Methylguanin eingebaut. Diese Basen-Fehlpaarung wird normalerweise von dem
mismatch-Reparaturmechanismus erkannt. Durch die mismatch-Reparaturenzyme kommt
es zum Strangbruch der DNA, wodurch der Apoptose-Signalweg induziert und der
Zellzyklus-Arrest eingeleitet wird. Insbesondere Rezidivtumoren kénnen eine Therapie-
Resistenz entwickeln, indem Mutationen in Mismatch-Reparaturgene ausgebildet werden
und die zytotoxische Wirkung des Chemotherapeutikums dadurch ausbleibt. Bei inaktiven
Reparaturenzymen bleibt es bei der Fehlpaarung von Thymin und O6-Methylguanin. Dies
fuhrt zur einer erhéhten Anzahl an C>T (A>G)-Transitionen im Genom und wird als
Hypermutationsphanotyp bezeichnet (Yip et al. 2009). In dieser Arbeit wurden
Rezidivtumoren hinsichtlich ihrer Anzahl an C>T-Transitionen untersucht und mit der
Anzahl an C>T-Transitionen im Primartumor verglichen. C>T-Transitionen (bzw. A>G)
wurden als haufigste Mutation in allen untersuchten Tumoren detektiert (Abbildung 21).
Sie machten ca. 60 % der Basenaustausche aus. Somatische Mutationen im Primar- als
auch Rezidivtumor und exklusive Mutationen in Rezidivtumoren wurden in 62 % bzw.
65 % als C>T-Transitionen identifiziert und sind damit etwas haufiger im Vergleich zur
Anzahl der exklusiven C>T Mutationen im Primartumor (57 %). Die weiteren Nukleotid-
Veranderungen A>G (T>C), G>C (C>G), C>A (G>T), A>C (T>G) und A>T (T>A) traten

mit jeweils geringeren Frequenzen von 0-18 % auf.
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Abbildung 21: Prozentuale Anzahl der Nukleotid-Veranderungen. Die gemeinsamen
Mutationen in Primar- und Rezidivtumor wurden grofdtenteils (65 %) als C>T-(G>A)-Transitionen
identifiziert (dunkler blauer Balken, links). Exklusive Mutationen in den Rezidivtumoren wurden zu
62 % als C>T-Transitionen identifiziert (grauer Balken, links) und exklusive Mutationen in den
Primartumoren zu 56 % (hellblauer Balken, links). Damit war der prozentuale Anteil an C>T-(G>A)-
Transitionen in den Primartumoren etwas geringer im Vergleich zum C>T-Anteil in den
Rezidivtumoren. Weitere Nukleotid-Veranderungen (A>G, G>C, C>A, A>C und A>T) traten mit
einer geringeren Frequenz auf.

C>T-Transitionen sind haufig in Tumoren zu finden, die das Mismatch-Reparatursystem
deaktiviert haben. Daher wurden die sechs Tumorpaare selektiert, in denen Mutationen in
den Mismatch-Reparaturgenen MSH2, MSH6, MLH1 bzw. PMS2 gefunden wurden
(Tabelle 22).

Tabelle 22: Tumorpaare mit Mutationen in DNA-Mismatch-Reparaturgenen.

Tumorpaar Gen Mutation Frgq_uo/eo nz Frsgzu%z
6927CJ4D MLH1 c.A655G:p.1219V 40 46
Bev7 MLH1 c.G166A:p.E56K 0 4
J81vQ8XxJ PMS2 c.G2016A:p.M672I 10 8
V4F52KO0W | PMS2 c.T1480G:p.S494A 66 68
MKY181CY | MSH6 c.G278A:p.G93E 0 28
MKY181CY | MSH6 c.G318A:p.W106X 0 29
3490e MSH2 | c.1718delC:p.A573fs 91 94
3490e MSH?2 c.G82A:p.E28K 0 53

PT.: Primartumor, Rez.: Rezidivtumor

Der Primar- als auch Rezidivtumor von Tumorpaar 6927CJ4D zeigte eine MLH1 Mutation

mit einer Allelfrequenz von 40 % bzw. 46 %. Im Tumorpaar konnte keine erhéhte Anzahl
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an C>T-Transitionen festgestellt werden. Im Rezidiv von 6927CJ4D wurden nur zwei
exklusive Mutationen in TP53 (c.C628T:p.R210X) und ATRX (c.A5465G:p.N1822S)
identifiziert, wovon nur eine Mutation eine C>T-Transition aufweist. Im Rezidiv von
Tumorpaar Bev7 war eine MLH7-Mutation mit einer Allelfrequenz von 4 % nachweisbar.
Hier wurden keine weiteren exklusiven Mutationen detektiert. In den Tumorpaaren
V4F52KOW und J81VQ8XJ wurden Varianten im PMS2-Gen detektiert. In den Rezidiv-
tumoren wurde eine frameshift-Deletion in NF2 (exon2:¢.139_143del:p.F47fs) bzw. keine
weitere exklusive Variante detektiert. In zwei weiteren Tumorpaaren 3490e und
MKY181CY wurden Mutationen in MSH2 bzw. MSH6 detektiert (Tabelle 23 und Tabelle
24). Beide Falle zeigten eine erhdhte Anzahl an exklusiven Varianten (21 Mutationen bzw.
acht Mutationen) in dem jeweiligen Rezidivtumor. Im Rezidiv 3490e konnten 95 % dieser
Varianten als C>T-(G>A)-Transitionen in 13 verschiedenen Genen identifiziert werden. Im
Rezidivtumor vom Gliompaar MKY181CY zeigten alle acht Varianten Cytosin- zu Thymin-
Veranderungen. In zwei Fallen von 51 Temozolomid-behandelten Tumoren (4 %) wurde
der hypermutierte Phanotyp festgestellt. Eine hohe Anzahl an C>T-Transitionen im
Rezidivtumor konnte in den Fallen mit MSH2 bzw. MSH6-Mutationen ermittelt werden. Die
detektierten Mutationen in den mismatch-Genen PMS2 und MLH1 zeigten diesen Effekt

nicht.

Tabelle 23: Exklusive Mutationen im Rezidivtumor von Tumorpaar 3490e.

Gen A;T:t(;iil::' Frg(-?_uoz nz Fr;q_uoz NZ | Basenaustausch
MSH?2 p.E28K 0 53 G>A
FUBP1 p.P493S 0 5 C>T
NRAS p.D108N 0 19 G>A
PIK3R1 exon8:c.1019+1G>A 0 28 +1G>A
EGFR p.G682D 0 7 G>A
EGFR p.S1162N 0 6 G>A

NF1 p.A702V 0 17 C>T

NF1 p.V1371M 0 6 G>A

NF1 p.G1481S 0 7 G>A

CIC p.P1292L 0 21 C>T

CiC exon18:c.6922+1G>A 0 8 +1G>A
ATRX p.D1174N 0 5 G>A
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ATRX p.G189R 0 10 G>A
MYBL1 p.N473D 0 29 A>G
MYBL1 p.A445T 0 4 G>A
NTRK2 p.S167F 0 18 C>T
TSC1 p.RO02K 0 33 G>A
TSC1 p.L360F 0 5 C>T
TSC1 p.P118S 0 8 C>T
IRS2 p.P712L 0 15 C>T
TSC2 exon4:c.226-1G>A 0 48 -1G>A

95 % der Varianten im Rezidiv waren C>T bzw. G>A Transitionen. PT.: Primartumor,
Rez.: Rezidivtumor.

Tabelle 24: Exklusive Mutationen im Rezidivtumor von Tumorpaar MKY181CY

Aminosaure-

Frequenz

Frequenz

Gen austausch PT % RT % Basenaustausch
FUBP1 p.P638S 0 4 C>T
PIK3CA p.E503K 0 5 G>A

NF1 p.W1258X 0 7 G>A

NF1 p.P2782S 0 24 C>T

ATRX p.E1171K 0 24 G>A
MSH6 p.G93E 0 28 G>A
MSH6 p-W106X 0 29 G>A
CDK4 exon3:c.218+1G>A 0 22 +1G>A

100 % der Varianten im Rezidiv waren C>T bzw. G>A Transitionen. PT.: Primartumor,
Rez.: Rezidivtumor.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung der Gen-Panel-Sequenzierung

Die neue WHO-KIlassifikation der Tumoren des zentralen Nervensystems aus dem Jahr
2016 integriert histologische Merkmale und genetische Veranderungen flr die Diagnostik
von malignen Gliomen (Louis et al. 2016). Neu entdeckte molekulare Veranderungen
erweitern stetig das Spektrum von potentiellen Biomarkern in Gliomen und genetische
Profile werden im Hinblick auf diagnostische, prognostische und pradiktive Aussagen fir
den einzelnen Patienten immer wichtiger (Weller et al. 2015; Reifenberger et al. 2016).
Bisher werden molekulare Biomarker jeweils einzeln mittels gezielter Analysetechniken
wie Immunhistochemie, Sanger-Sequenzierung, DNA-Pyrosequenzierung, DNA-
Fragmentanalysen, z.B.  Mikrosatellitenpolymorphismus-Analysen, oder  FISH-
Untersuchungen in der neuropathologischen Diagnostik detektiert. Fir die verschiedenen
Methoden sind zum einen gréRere Mengen an Tumorgewebe erforderlich und zum
anderen sind oftmals multiple Markerbestimmungen notwendig, was den Arbeitsaufwand
und die Kosten erhoht. Durch die stetige Weiterentwicklung der Hochdurchsatz-
Sequenzierung ist heutzutage eine Implementierung dieser Technik in die medizinische
diagnostische Routine moéglich (MacLean et al. 2009; Rehm 2013; Yang et al. 2014;
Barsting u. Morling 2015; Vemula et al. 2016). Die NGS-Plattformen kénnen dabei die
vielen einzelnen Routinemethoden ablésen, da zahlreiche genetische Veranderungen auf
einmal detektiert werden kénnen. Durch die Gen-Panel-Sequenzierung kann zudem die
Zeitspanne von der Operation des Patienten bis zur umfassenden histologischen und
molekularen Diagnosestellung gesenkt werden. Darlber hinaus kénnen die Kosten, auf
die Menge der zu untersuchenden Biomarker gerechnet, geringer gehalten werden. Die
Gen-Panel-Sequenzierung mittels lon Torrent™- bzw. Proton™-Plattformen erlaubt
Sequenzierungen ab einer Gesamtmenge von nur 10 ng DNA, wodurch nur wenig
Tumormaterial, wie z. B. im Falle von Stereotaxie-Proben, nétig ist. NGS-Bibliotheken
konnen mit Barcode-Adapter versehen werden, sodass eine Sequenzierung von
mehreren Proben gleichzeitig moglich ist. Das Design von Gen-Panels, z.B. mittels des
AmpliSeq™-Designers, ermoglicht die Abdeckung von kurzen Zielregionen, wodurch
kurze DNA-Fragmente, wie sie bei degradierter DNA aus FFPE-Gewebeproben vorliegen,
erfolgreich amplifiziert werden kénnen. Ein weiterer Vorteil der Amplikon-basierten Next-
Generation-Sequenzierung von Genen oder Genregionen ist die hohe

Sequenzabdeckung, wodurch insbesondere somatische Varianten spezifisch und sensitiv
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detektiert werden koénnen. Die Etablierung der Gen-Panel-Sequenzierung in der
diagnostischen Routine beinhaltete u.a. die Uberpriifung der Validitat der detektierten
Varianten, der Genauigkeit der Sequenzierung und die Bestimmung der
Sequenzierungstiefe. In der vorliegenden Arbeit wurden die Sequenzierungsdaten von
121 Gliomen ausgewertet und hinsichtlich ihrer Sensitivitat und Spezifitat untersucht. Das
Ergebnis der Validierung und erkannte methodische Herausforderungen werden in den
nachsten Kapiteln diskutiert. Des Weiteren wurde der Arbeitsablauf der
Panelsequenzierung dargestellt, und folglich wird die Implementierung der

Panelsequenzierung fir die diagnostische Routinediagnostik eroértert.

4.1.1 Methodische Herausforderungen der Gen-Panel-Sequenzierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das selbstdesignte Gliompanel (IAD39893 33), das 20
haufig mutierte Genregionen in Gliomen abdeckt, fir die molekulare Diagnostik von
Gliomen etabliert und validiert. Das Ziel der Untersuchungen war es, eine neue
Sequenzierungsmethode zur sensitiven und spezifischen Detektion von somatischen
Mutationen und Kopienzahlveranderungen (CNVs) in Gliomen zu entwickeln.
Der Methodenablauf begann mit der Optimierung der DNA-Extraktion aus routinemafig
fur die neuropathologische Diagnostik asserviertem Tumormaterial. Die Formalin-
Fixierung und die Einbettung von Tumorgewebe in Paraffin (sogenannte FFPE-Proben)
induzieren eine Degradierung von Nukleinsauren, wodurch die aus FFPE-Tumorproben
isolierte DNA haufig nur aus kleinen DNA-Fragmenten besteht (Gilbert, M Thomas P et al.
2007). Die DNA-Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer quantitativen Echtzeit-PCR (qRT-
PCR). Bei dieser Methode werden DNA-Fragmente von 87-bp Lange amplifiziert und
quantifiziert. Die Konzentrationsbestimmung von FFPE-DNA mittels gRT-PCR zeigte zum
Teil geringere Werte als die mit dem Qubit™-System fluorometrisch ermittelten DNA-
Konzentrationen. In diesen Fallen kénnte es sich um stark degradierte DNA-Proben
gehandelt haben, die mittels Qubit™-Verfahren zu hoch konzentriert eingeschatzt wurden.
Mittels Qubit™ wird doppelstrangige DNA unabhangig von ihrer Lange gemessen,
wodurch auch kleinere DNA-Fragmente mit dieser Methode erfasst werden kénnen
(Thermo Fisher Scientific 2010). Im Gegensatz dazu werden mittels qRT-PCR nur solche
Fragmente erfasst, die mindestens 87-bp grol® sind und beide Bindestellen fur das
verwendete Primerpaar enthalten. Da der Grad der DNA-Degradierung in jeder Probe
unterschiedlich hoch sein konnte, wurde die Konzentration von FFPE-DNA und zellfreier-
DNA (cfDNA) aus Blutplasma mittels qRT-PCR quantifiziert. Die gqRT-PCR dauerte im

Arbeitsablauf ca. drei Stunden langer als die Qubit-Messung, jedoch konnte auf diese
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Weise verhindert werden, dass zu wenig amplifizierbare DNA in die nachfolgende
Multiplex-PCR eingesetzt wurde. Wenn moglich, sollte auf den Einsatz zu stark
degradierter DNA verzichtet werden, da sich in den damit durchgeflhrten
Sequenzierungen gezeigt hat, dass NGS-Bibliotheken dann haufig nicht erfolgreich
erstellt werden konnten. Dies wurde auch bei der Verwendung von cfDNA aus Blutplasma
beobachtet. Zellfreie Tumor-DNA besteht aus kleinen, doppelstrangigen DNA-
Fragmenten, welche aus apoptotischen oder nekrotischen Tumorzellen freigesetzt werden
(Jahr et al. 2001). Die cfDNA kann aus Blutplasma extrahiert werden, wodurch eine nicht-
invasive, molekulare Tumordiagnose mdglich ist (Bennett et al. 2016; Cheng et al. 2016).
Mittels AmpliSeq-Designer koénnen seit Mitte 2016 spezifische cfDNA-Gen-Panels mit
kleineren Zielregionen erstellt werden, sodass auch stark degradierte DNA eingesetzt
werden kann. Das Ausmall der DNA-Degradierung kann mittels Qualitatsanalyse-
Systemen, wie dem Fragment-Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies) oder dem
Tape Station Instrument (Agilent Technologies), vor der Bibliothekserstellung untersucht
werden. Diese zusatzliche Qualitatsanalyse steigert die Kosten pro Probe, jedoch kdnnte
in der zertifizierten Routinediagnostik eine erfolgreiche Sequenzierung Uber die DNA-
Qualitdt gewahrleistet werden. Diese DNA-Qualitdtsanalyse wurde im Rahmen der
eigenen Untersuchungen allerdings nicht durchgefiihrt. Hingegen wurden die erstellten
NGS-Bibliotheken Uber den Agilent Bioanalyzer qualitativ ausgewertet. Hier zeigten sich
Qualitdtsunterschiede zwischen NGS-Bibliotheken, die aus intakter oder stark
degradierter DNA generiert wurden. Erfolgreich erstellte Bibliotheken aus degradierter
DNA konnten zwar sequenziert werden, jedoch wurden gehauft falsch-positive Varianten
mit geringer Frequenz detektiert. Diese Varianten mussten zeitaufwendig im /G-Viewer
visuell begutachtet werden. Zusatzlich zeigte sich eine hohe Streuung der
Amplikonabdeckung, wodurch eine Kopienzahl-Analyse bei Proben mit stark-degradierter
DNA teilweise nicht méglich war.

In den fir diese Arbeit durchgefiihrten neun lon PGM™- und funf lon Proton™-L&ufen
wurden im Durchschnitt mehr als 1,5 Millionen reads pro Probe und 2000 reads pro
Amplikon sequenziert. Diese hohe Abdeckung erlaubte eine hohe Spezifitat der
Variantendetektion mit einer Allel-Frequenz von 1 %, jedoch wurden dadurch auch falsch-
positive Mutationen mit geringer Frequenz detektiert. Der grofte Teil der falsch-positiven
Varianten wurden als C>T-Artefakte in den sequenzierten FFPE-DNAs identifiziert.
Wahrend der Fixierung des Tumorgewebes in Formalin kommt es zur
Desaminierungsreaktion, bei der Cytosin in Uracil konvertiert wird (Do u. Dobrovic 2012).
Die C>T-Transition ist ein bekanntes Problem in der molekularpathologischen Diagnostik
und stellt ein noch gréReres Problem fir die hoch-sensitive NGS-Technik dar (Do u.

Dobrovic 2015). Do und Kollegen wiesen nach, dass die Formalin-induzierten C>T-
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Artefakte mittels Uracil-DNA-Glykosylase-(UNG)-Behandlung der aus FFPE-Proben
gewonnenen DNA reduziert werden konnten. UNG ist ein Reparaturenzym, welches
Uracil aus der DNA hydrolysiert (Longo et al. 1990). Mit der Umstellung auf das
GeneRead DNA FFPE Kit von Qiagen, welches eine UNG-Behandlung der DNA wahrend
der Extraktion beinhaltet, konnten alle C>T-Artefakte eliminiert werden. Die DNA-
Extraktionen aus FFPE-Tumormaterial wurden daher nachfolgend ausschlief3lich mit der
UNG-Behandlung durchgefiihrt, was die Detektion von falsch-positiven Varianten stark
reduzierte.

Weitere falsch-positive Varianten wurden in zumeist intronischen Homopolymer-Regionen
detektiert. Homopolymer-Fehler entstehen durch ungenaue Strémungssignale, die aus
langen Abfolgen desselben Nukleotids resultieren (Bragg et al. 2013). Dieser Fehler ist fur
unterschiedliche NGS-Plattformen bekannt (Loman et al. 2012; Bragg et al. 2013). Da im
Rahmen dieser Arbeit nur exonische Bereiche analysiert wurden, hatten Homopolymer-
Fehler grofitenteils keine Auswirkungen auf die Variantendetektion. Andere falsch-positive
Varianten wurden an Uberlappenden Primerbindestellen von zwei Amplikons und nicht
vollstdndigen Sequenzen detektiert. Die falschen Varianten entstehen durch
unspezifische Primerbindungen, sogenannte mispriming events, wahrend der Multiplex-
PCR (McCall et al. 2014). Diese sollten grotenteils durch Algorithmen im Primerdesign
eines Gen-Panels ausgeschlossen werden, kénnen allerdings nicht komplett vermieden
werden. Da die Detektion der falsch-positiven Varianten reproduzierbar auftrat, wurde
eine Liste mit haufigen falsch-positiven Varianten erstellt, mit der detektierte Varianten
abglichen und gefiltert wurden. Eine weitere Mdglichkeit, dieses Problem zu umgehen, ist
die Analyse von nur komplett sequenzierten Amplikons, da die meisten mispriming events
zu kleineren Sequenzlangen fiihren (McCall et al. 2014). Dies ist allerdings in der Analyse
aufwendiger und die Amplikon-Abdeckung wiirde sinken.

Fir die Sequenzierungstechnologien sind neben den falsch-positiven Varianten in
Homopolymerbereichen oder Primerbindestellen GC-reiche Amplikons eine grolle
Herausforderung (Quail et al. 2012). GC-reiche Sequenzen bilden haufig sekundare
intramolekulare Strukturen, wodurch eine Amplifikation gehemmt wird (McDowell et al.
1998). In dem verwendeten Gliom-Gen-Panel 1 wurden insgesamt vier GC-reiche
Amplikons durchschnittlich mit weniger als 20 reads abgedeckt. Mit Wechsel zur
verbesserten Sequenzierungschemie im letzten Protonlauf der Etablierungsphase wurde
die Abdeckung von drei dieser Amplikons erhéht. Insgesamt war die Abdeckung in
diesem Lauf mit 96 Millionen reads sehr hoch. Spatere Protonlaufe zeigten weiterhin
groltenteils eine ausreichende Abdeckung von Forward-Sequenzen im TERT-
Promotorbereich. In diesem Bereich liegen die 2zwei haufigen Mutationen
chr.5:[g.C1295228T] und [g.C1295250T] in Gliomen, die in anderen Studien nur limitiert
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mittels NGS detektiert werden konnten und eine Validierung mittels Sanger-
Sequenzierung erforderlich machten (Suzuki et al. 2015; Dubbink et al. 2016). Durch die
Verwendung von spezifischen Fusionsprimern wurde die Abdeckung des TERT-
Amplikons erhéht. Fir diese Methode ist jedoch eine zusatzliche PCR pro Probe
notwendig. Zusatzlich mussen Barcode-spezifische Fusionsprimer entworfen werden, was
ein zusatzlicher Kostenaufwand ist. Insofern wurde dieses Verfahren in den eigenen
Untersuchungen nicht dauerhaft eingesetzt. Trotz verbesserter Sequenzierungschemie
lieRen sich keine Reverse-Sequenzen der TERT-Promotorregion erzeugen, wodurch die
TERT-Promotormutationen durch die Variant-Caller-Software haufig nicht automatisch
detektiert wurden, da die Detektion beide Sequenzierungsrichtungen erfordert. Die
Detektion der TERT-Mutationen mussten daher visuell Uber den IG-Viewer erfolgen.
Zusatzlich wurden die TERT-Mutationen mittels Sanger-Sequenzierung validiert. Es
zeigte sich, dass die beiden TERT-Hotspot-Mutationen trotz wenigen reads spezifisch
detektiert werden konnten. Eine weitere Schwierigkeit der Amplikon-basierten Methode
wurde mit den Analysen des zweiten Gliom-Gen-Panels offensichtlich. Die Sequenzierung
des Gens PMS2 konnte nicht zu 100 % gewahrleistet werden, da das Pseudogen
PMS2CL eine Sequenzidentitat von Exon 2 und Exon 11-15 zu PMS2 aufweist (van der
Klift, Heleen M et al. 2010). Varianten in diesem Bereich mussten mit Long-Range-PCRs
validiert werden, bei der groRe Genbereiche bis 50 kb amplifiziert werden (Clendenning et
al. 2006). Dies ist mit DNA aus FFPE-Material nicht umsetzbar, da die DNA degradiert ist
und aus zu kleinen DNA-Fragmenten besteht.

Zusammenfassend wurden in der Etablierungsphase der Gen-Panel-Sequenzierung
verschiedene Probleme bekannt: Der Einsatz von stark degradierter DNA (u.a. bei cfDNA
oder DNA aus FFPE-Tumormaterial) in die Multiplex-PCR erfordert eine sensitive DNA-
Konzentrationsbestimmung mittels qRT-PCR. Zu stark degradierte DNA-Proben kénnen
prinzipiell sequenziert werden, jedoch wurden haufiger falsch-positive Varianten
detektiert. C>T-Transitionen wurden vermehrt in DNA aus FFPE detektiert, was durch
eine Behandlung der DNA mit der Uracil-DNA-Glykosylase behoben werden konnte.
Sequenzierungsfehler in Homopolymer-Regionen konnten aufgrund von intronischer
Lokalisation aulRer Acht gelassen werden. Haufige falsch-positive Varianten an Primer-
Bindungsstellen wurden reproduzierbar detektiert und dokumentiert. Die read-Abdeckung
der TERT-Promotorregion wurde durch eine neue Sequenzierungschemie verbessert,
jedoch musste die Begutachtung der Sequenzen aufgrund von fehlenden Reverse-
Sequenzen visuell bei IGV erfolgen. Die Sequenzierung von Genen, die homologe
Pseudogene aufweisen, erfordert eine Validierung der detektierten Varianten mittels
Long-Range-PCR. Dies konnte aufgrund der degradieten DNA aus FFPE nicht

durchgeflihrt werden.
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4.1.2 Validierung der Gen-Panel-Sequenzierung

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war die Validierung der Resultate, die mit dem NGS-
basierten Gliom-Gen-Panel erzielt wurden. Die Sequenzierung von 121 Gliomen
verschiedener Entitaten und Malignitatsgrade zeigte eine hohe Sensitivitat und Spezifitat
in der Detektion von Sequenzveranderungen. Diagnostisch relevante Mutationen in IDH1,
IDH2, TP53, ATRX, CIC, PTEN, H3F3A, BRAF und TERT wurden detektiert und mit
unabhangigen Routinemethoden validiert. Weiterhin wurden diagnostisch wichtige CNVs
einschliellich der Kodeletion von 1p/19q und der EGFR-Amplifikation identifiziert und
bestatigt. In den histologisch klassifizierten Tumoren wurden die fir die jeweiligen
Entitdten bekannten molekularen Verdnderungen nachgewiesen. Die eigenen Resultate
belegen eine hohe Sensitivitdt und Spezifitat der Gen-Panel-Sequenzierung. Obwohl das
Gliom-Gen-Panel hauptsachlich fir die NGS-basierte Detektion von DNA-
Sequenzveranderungen gedacht war, konnten auch bereits bekannte CNVs wie EGFR-
Amplifikationen und 1p/19g-Kodeletionen identifiziert werden. EGFR und die Regionen
von Chromosom 1p und 19 q werden jeweils mit iber 50 Amplikons abgedeckt. Diese
Abdeckung der Zielregionen erlaubte eine sensitive Schatzung von CNVs, was durch eine
100 %-ige Sensitivitdt und Spezifitdt fur die Detektion von EGFR-Amplifikation und
1p/19g-Kodeletion experimentell bestatigt werden konnte (Grasso et al. 2015). Die
Detektion von PTEN-(10q23.3)-Deletionen war auf 19 Amplikons beschrankt und nur in
23 % der untersuchten Glioblastome lieR sich eine PTEN-Deletion mittels Gen-Panel-
Sequenzierung nachweisen. In vorherigen Studien zeigte sich dagegen ein wesentlich
hdherer Anteil (bis zu 90 %) von Glioblastomen mit hemizygoten 10g-Deletionen (Weller
et al. 2015). Somit scheint der Nachweis von Chromosom-10-Verlusten mit dem Gliom-
Gen-Panel 1 nicht sehr sensitiv zu sein. Fir die Detektion einer chromosomalen
Monosomie kdnnte die Sensitivitat allerdings durch die Erhéhung der Amplikonzahl fir
das jeweilige Chromosom gesteigert werden. Die Detektion von homozygoten CDKN2A-
Deletionen mittels Gen-Panel-NGS war aufgrund der kleinen GengréRe auf zehn
Amplikons beschrankt. Mittels einer Verdinnungsreihe wurde ein Schwellenwert flr
homozygote CDKN2A-Deletionen in Gliomproben mit mindestens 80 % Tumorzellgehalt
bestimmt. Abweichungen des erzielten Schwellenwertes im Vergleich zum erwarteten
Wert kann mit Varianzen in der Ziel-Amplifikation, heterogener Anreicherung der NGS-
Bibliotheken oder dem individuellen Sequenzierungslauf erklart werden. Eine
Wiederholung der Gen-Panel-Sequenzierung der Verdinnungsreihe wurde aus
kostentechnischen Grinden nicht durchgefihrt. Alle mittels NGS detektierten
homozygoten CDKN2A-Deletionen konnten mittels TagMan™-Assay verifiziert werden.

Fur die Detektion von Kopienzahl-Veranderungen von weiteren kleinen Genen in der
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diagnostischen Routine wird daher die Bestimmung eines individuellen Schwellenwertes
mit Hilfe einer DNA-Verdunnungsreihe empfohlen. Weiterhin kénnten zusatzlich
intronische Bereiche abgedeckt werden, sodass sich die Amplikon-Anzahl fur ein Gen
erhdht. In 25 % der IDH-Wildtyp-Glioblastome fand sich eine homozygote CDKNZ2A-
Deletion, wohingegen diese Veranderung in vorherigen Veroffentlichungen in bis zu 40 %
dieser Tumoren nachgewiesen wurde (Schmidt et al. 1994; Brennan et al. 2013). Die
homozygote CDKNZ2A-Deletion tritt oft kombiniert mit einer EGFR-Amplifikation auf
(Weller et al. 2015). Ein Drittel der primaren Glioblastome wiesen EGFR-Amplifikationen
auf, sodass der Anteil (25 %) an CDKN2A-Deletionen in unserer Tumorserie realistisch
ist. Eine limitierte Sensitivitdt der NGS-Methode wurde fur die Detektion der EGFRVIII-
Mutation beobachtet. Eine reduzierte Abdeckung der EGFR-Exone 2-7 in einem Tumor
mit EGFR-Amplifikation lie3 sich nicht in allen Fallen in der Gen-Panel-Sequenzierung
nachweisen. Eine geringe Sensitivitit von Amplikon-basierten Techniken fiir den
Nachweis von CNVs kann durch eine Kontamination des Tumorgewebes mit nicht
neoplastischen Zellen und einer genetischen Heterogenitat der Tumorzellen bedingt sein
(Solomon et al. 2009). Im Falle der EGFRVIII-Mutation ist es in der Tat so, dass diese
haufig auf eine kleine Subpopulationen der EGFR-amplifizierten Gliomzellen beschrankt
ist (Weller et al. 2014b). Insofern ist ein Nachweis dieser Mutation mittels
Immunhistochemie oder mittels reverser Transkriptions-PCR sensitiver (Weller et al.
2014b). Auch hinsichtlich des Nachweises von Veranderungen des ATRX-Gens sprechen
die eigenen Ergebnisse daflr, dass die Gen-Panel-Sequenzierung zwar eine 100 %-ige
Spezifitdt, aber eine niedrigere Sensitivitdt im Vergleich zur immunhistochemischen
Bestimmung der nukledren ATRX-Proteinexpression aufweist. Mittels Immunhistochemie
konnten in mehreren Fallen Verluste der nukledren ATRX-Expression detektiert werden,
die in der Gen-Panel-Sequenzierung keine nachweisbaren Mutationen oder Deletionen im
ATRX-Gen zeigten. Diese Beobachtung wurde von anderen Autoren auch schon in einer
Studie zu Leiomyosarkomen gemacht (Yang et al. 2015). In den eigenen, zusatzlich
durchgeflihrten DNA-Methylierungsanalysen der in der 5'-Region des ATRX-Gens
lokalisierten CpG-Insel ergaben sich keine Hinweise auf eine aberrante DNA-Methylierung
in den Gliomen mit nukledarem ATRX-Verlust, in denen keine ATRX-Mutation vorlag.
Mogliche andere Mechanismen, die zu einem Verlust der ATRX-Expression flhren
kénnten, waren Mutationen im Intron- oder Promotorbereich sowie post-transkriptionelle
Modifizierungen, z. B. eine Herunterregulation der ATRX-mRNA durch Bindung von
microRNAs an die 3'-untranslatierte Region des ATRX-Transkriptes. Diesen Hypothesen
wurde in der vorliegenden Arbeit aber nicht weiter nachgegangen.

Neben den genannten Limitiationen der NGS-Gen-Panel-Sequenzierung zeigte die

Methode zuverlassige, sowohl spezifische als auch sensitive Resultate. Aufgrund der in
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den 121 untersuchten Gliomproben gefundenen Mutationsmuster konnten die
verschiedenen Gliome in robuste molekulare Subguppen unterteilt werden. Mittels
unsupervidierter Clusteranalyse wurden genetisch ahnliche Tumorgruppen unterteilt. IDH-
Wildtyp-Glioblastome trugen fast alle eine TERT-Promotormutation und zeigten zudem
EGFR-Amplifikationen, haufig kombiniert mit CDOKN2A- und PTEN-Deletion, oder PTEN-
und NF171-Mutationen. IDH-mutierte astrozytdre Gliome waren durch zuséatzliche
Mutationen in TP53 und ATRX gruppiert. Dieser Untergruppe wurden bioinformatisch
auch |IDH-Wildtyp-Gliome zugeordnet, die TP53- und ATRX-Mutationen trugen und
zusatzlich Mutationen im H3F3A-Gen aufwiesen. Unter diesen befanden sich Gliome mit
der H3F3A-K27M-Mutation, die nach der WHO-Klassifikation der Tumoren des ZNS 2016
als eigene Entitat betrachtet werden, welche als diffuses Mittelliniengliom, H3-K27M-
mutiert, bezeichnet wird (Louis et al. 2016). IDH-mutierte Oligodendrogliome wurden
aufgrund von Mutationen in TERT und CIC sowie der 1p/19g-Kodeletion in einer eigenen
Gruppe zusammengefasst. Eine weitere Gruppe bildet sich aus Gliomen mit nur wenigen
bzw. keinen genetischen Veranderungen in den untersuchten 20 Zielgenen. In vier
pilozytischen Astrozytomen wurden keine genetischen Aberrationen detektiert. Hier
kénnten Fusionen von KIAA1549 und BRAF vorliegen (Collins et al. 2015), die aber mit

dem verwendeten Gliom-Gen-Panel-NGS nicht detektierbar sind.

Insgesamt wurden in allen Sequenzierungslaufen hohe Qualitatswerte erreicht. Der
Qualitatswert wird als Phred-Score angegeben, der die Fehlerwahrscheinlichkeit fur eine
Base angibt. Der Base wird eine Qualitdtsbewertung hinsichtlich der Intensitat ihres
detektierten Sequenziersignals zugewiesen (Phred-score: Q20= zu 99 % ist die
Basenvergabe korrekt) (Ewing u. Green 1998). Mittels lon PGM™ wurde eine hohere
Sequenzierungsqualitat erreicht als mit dem lon Proton™. Die hohe Kapazitat des lon
Proton™ konnte einen Einfluss auf die Qualitat der Sequenzen haben. Mit einem Phred-
score von 25 sind die Qualitaten der reads jedoch dennoch sehr hoch, wodurch eine
valide Detektion von Varianten gewahrleistet wird und die Kosten der NGS-
Sequenzierung durch die hohe Kapazitdt des lon Proton™ gering gehalten werden
konnen. Die Clusteranalyse und die diversen eigenen Validierungsexperimente belegten
die Robustheit der Gen-Panel-Sequenzierung, was durch die Einordnung der Gliome in
diagnostisch und prognostisch relevante Tumorgruppen, d.h. IDH-Wildtyp-Glioblastome,
IDH-mutierte  astrozytare Gliome, sowie |IDH-mutierte und 1p/19g-kodeletierte
Oligodendrogliome bekraftigt wird, die sich auch in groRen, auf Exom-weiten
Sequenzierungen beruhenden TCGA-Studien ergaben (Brennan et al. 2013; Suzuki et al.
2015; Ceccarelli et al. 2016).
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4.1.3 Gen-Panel-Sequenzierung in der Routinediagnostik

Die molekularen Daten aus den Gliom-Gen-Panel-Sequenzierungen wurden genutzt, um
die urspringlich nach der WHO-Klassifikation der Tumoren des ZNS aus dem Jahr 2007
(WHO 2007) klassifizierten 111 Gliome des Erwachsenenalters nach der neuen WHO-
Klassifikation 2016 zu re-klassifizieren. Die neue WHO-Klassifikation integriert
histologische und molekulare Merkmale und teilt die Gliome im Wesentlichen in IDH-
mutierte astrozytare Gliome WHO-Grad Il und lll, IDH-mutierte und 1p/19g-deletierte
Oligodendrogliome WHO-Grad Il und Ill, sowie Glioblastome WHO-Grad IV mit oder ohne
IDH-Mutation ein (Louis et al. 2016). Die neue Einordnung der Gliome berucksichtigt
somit die wichtigsten molekularen Marker in der Tumordiagnose und bestarkt den Einsatz
von Gen-Panel-Sequenzierungen in der molekularen Routinediagnostik. Hinsichtlich der
gewlnschten  Sensitivitdt der  Variantendetektion  wird  Ublicherweise eine
Variantenfrequenz von 2 bis 5 % angegeben (Frampton et al. 2013; Wang et al. 2015;
Froyen et al. 2016; de Leng, Wendy W J et al. 2016). Dies wurde in der eigenen Arbeit
durch die hohe read-Abdeckung gewabhrleistet. Durch die hohe Abdeckung ist jedoch die
Wahrscheinlichkeit einer Detektion von falsch-positiven Varianten erhoht. In der
diagnostischen Routine sind daher Qualitatskontrollen der DNA wichtig, um gute
Sequenzierungsergebnisse, z. B. wenige falsch-positive Varianten, zu gewahrleisten.
Negativ-Listen mit bekannten falsch-positiven Mutationen kdnnen die Detektion von
echten somatischen Mutationen erleichtern. Die eigenen Ergebnisse belegen, dass die
Sequenzierung von aus FFPE-Material isolierter, degradierter DNA und die Detektion von
somatischen Mutationen in geringen DNA-Mengen, wie sie z.B. aus stereotaktisch
gewonnenen Tumorproben oder aus Blutplasma isolierbar sind, prinzipiell mdglich ist. Die
Allelfrequenzen der Mutationen in DNA-Proben, die aus stereotaktisch gewonnenen
Tumorproben isoliert wurden, zeigten dhnliche Werte im Vergleich zu korrespondierenden
DNA-Proben des gleichen Tumors, die aus einer gré3eren Tumorprobe, welche mittels
einer offenen Resektion entfernt wurde, gewonnen wurden.

In letzter Zeit spielt insbesondere die Analyse von zellfreier, zirkulierender Tumor-DNA
(cfDNA) aus Blutplasma, die sog. liquid biopsy, eine zunehmende Rolle beim nicht-
invasiven Monitoring von somatischen Mutationen und fir die Bestimmung der
Therapieeffektivitat (Bettegowda et al. 2014). Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
wurden bereits erfolgreiche Studien zur Rolle von cfDNA-Analysen als prognostischer und
pradiktiver Biomarker veréffentlicht (Thress et al. 2015; Ai et al. 2016). In Gliompatienten
ist die Menge an =zellfreier Tumor-DNA im Blutplasma jedoch meist gering, was
insbesondere der Blut-Hirn-Schranke zugeschrieben wird (Bettegowda et al. 2014). Dies

konnte auch im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, da grofitenteils keine
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ausreichenden Mengen an cfDNA aus Blutplasma extrahiert werden konnten. Neue
Extraktionskits konnten eine bessere cfDNA-Ausbeute bringen, sodass mehr cfDNA aus
Blutplasma gewonnen werden kann. Mit Hilfe der AmpliSeq™-Software ist es zudem
moglich, Primer speziell fur die Gen-Panelanalyse von cfDNA zu entwerfen. Weiterhin
kénnen auch spezifische Panels zur Detektion von Fusionsgenen erstellt werden, welche
in Gliomen immer haufiger identifiziert werden und als diagnostisch und therapeutisch
relevant gelten (Weller et al. 2015; Reifenberger et al. 2016). Die KIAA1549-BRAF-
Genfusion kann z.B. als diagnostischer Marker fir pilozytische Astrozytome verwandt
werden und wurde zudem als prognostischer Faktor innerhalb dieser Tumorgruppe
beschrieben (Becker et al. 2015). FGFR-TACC3, ARHGEF2-NTRK1, CHTOP-NTRK1 und
weitere Fusionsprodukte wurden in Glioblastomen identifiziert und kénnten in Zukunft als
molekulare Marker fungieren (Parker et al. 2013; Zheng et al. 2014). Wichtige
diagnostisch-genetische Veranderungen wie IDH-Mutation und 1p/19qg-Kodeletion werden
mit dem erstellten Gliom-Gen-Panel bereits abgedeckt, jedoch werden zukiinftig neu
detektierte Biomarker fir individualisierte Therapien eine Erweiterung des Panels nétig
machen. Die Zeit von der Operation bis zum molekularen Profil des Tumors betragt fur die
Gen-Panel-NGS-Analytik etwa eine Woche und liegt somit gut im zeitlichen Rahmen von
etwa 2-4 Wochen zwischen Operation und Beginn der postoperativen Strahlen- und
Chemotherapie (Stupp et al. 2005). Uber die Gen-Panel-Sequenzierung werden viele
genetische Veranderungen gleichzeitig detektiert, sodass nachtragliche Anforderungen
zur Bearbeitung zusatzlicher Marker reduziert werden kdénnen. Ein zweites Gliom-Gen-
Panel mit Genen, die weniger haufig in Gliomen verandert sind, wurde im Rahmen dieser
Arbeit bereits erstellt. Die schnelle Entwicklung und Flexibilitat neuer Panels erleichtert
den Einsatz der NGS-basierter Sequenzierungen in der Tumordiagnostik. In dieser Arbeit
wurden jedoch auch einige potentielle Probleme der parallelen Hochdurchsatz-
Sequenzierung identifiziert (s.0.), die eine Validierung eines jeden neuen Gen-Panels und
die Bestimmung von Qualitatsfaktoren unerldsslich machen. Die Robustheit der Gen-
Panel-Sequenzierung insbesondere bei der Detektion von somatischen Mutationen

spricht jedoch fir einen Einsatz in der diagnostischen Routine.

4.2 Variantenmuster von rezidivierenden Glioblastomen

Die Standardbehandlung des Glioblastoms beinhaltet die operative Entfernung von
Tumorgewebe und eine nachfolgende, kombinierte Strahlen- und Chemotherapie (Stupp
et al. 2005). Im Laufe der Erkrankung rezidiviert der Tumor allerdings nahezu immer und

ist dann haufig therapieresistenter im Vergleich zum Initialtumor (Stupp et al. 2009; Weller
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et al. 2013). Therapieversagen und Resistenzentwicklung wird unter anderem der hohen
intratumoralen Heterogenitat in malignen Gliomen zugeschrieben (Marusyk u. Polyak
2010; Parker et al. 2015). Im Median sind gemafRy einer Publikation aus 2014 sieben
verschiedene Subklone in einem Glioblastom zu erwarten (Andor et al. 2014). In aktuellen
Hochdurchsatz-Sequenzierungsstudien wurde zudem nachgewiesen, dass Primartumor
und Rezidivtumor eines Patienten oftmals unterschiedliche molekulare Muster aufweisen
und klonal divers sind (Campos et al. 2016; Wang et al. 2016). Dies konnte in der
vorliegenden Studie an 65 Primar- und Rezidivtumorpaaren ebenfalls nachgewiesen
werden. Trotz des unterschiedlichen Mutationsprofils beruhen bisherige Behandlungen
des rezividierenden Tumors typischerweise auf am Primartumor erhobenen Befunden
(Campos et al. 2016). Je nach klinischem Zustand des einzelnen Patienten und der
Lokalisation eines Rezidivglioms werden die Patienten erneut operiert und/oder mittels
Bestrahlung bzw. Kombinationstherapie behandelt (Weller et al. 2013; Roy et al. 2015).
Dies soll in erster Linie bestehende neurologische Ausfalle minimieren und die
Tumorprogression reduzieren. Mit verbessertem Wissen Uber die molekulare Signatur des
Rezidivtumors kdénnten in Zukunft gerichtete, molekulare Therapieansatze (siehe
Abschnitt 4.2.2) eingesetzt werden, die sich speziell gegen den Tumor richten, wodurch

ein Therapieversagen und Resistenzentwicklung vermieden werden sollen.

4.2.1 Entwicklung eines Hypermutationsphéanotyps als Folge der
Temozolomidbehandlung

Das alkylierende Zytostatikum Temozolomid wird routinemaRig in der Chemotherapie des
Glioblastoms eingesetzt (Stupp et al. 2005). Temozolomid methyliert das DNA-Molekdl,
wodurch sich O6- und N7-Methylguanin bzw. N3-Methyladenin bilden (Agarwala u.
Kirkwood 2000; Plummer et al. 2005). N7-Methylguanin und N3-Methyladenin werden
mittels Nukleotid-Exzisionsreparaturweg entfernt, ohne die DNA zu schadigen. O6-
Methylguanin wird durch das DNA-Reparaturprotein MGMT ohne Genomschadigung
entfernt (Pegg et al. 1995). Im Fall einer fehlenden MGMT-Expression, z.B. als Folge
einer MGMT-Promotormethylierung (Wick et al. 2014), wird O6-Methylguanin durch den
Mismatch-Reparaturmechanismus entfernt, wodurch zunachst Einzel- und nachfolgend
Doppelstrangbriiche der DNA entstehen (Agarwala u. Kirkwood 2000). Dadurch werden
Zellzyklusarrest oder Apoptose ausgeldst (Lips u. Kaina 2001). Bei einer Inaktivierung des
Mismatch-Reparatursignalwegs, durch z. B. Mutation, bleibt O6-Methylguanin in der DNA
bestehen, das sich bei der ndchsten DNA-Replikation mit Thymin statt Cytosin bindet.
Dies kann wiederum zu multiplen Temzolomid-induzierten C>T-Mutationen flhren, die

Uber das gesamte Genom verteilt sind und multiple Gene betreffen (TCGA 2008). Dieses
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Phanomen wird als Hypermutations- oder Hypermutatorphanotyp beschrieben und kann
als mdgliche Ursache der Entwicklung von Temozolomid-resistenten Tumorzellklonen und
der Entwicklung von Tumorrezidiven fungieren (Campos et al. 2016). Mittels
immunhistochemischer Farbungen wurde eine in Rezidivglioblastomen im Vergleich zu
Primartumoren verminderte Expression der Mismatch-Reparaturenzyme MLH1, PMS2,
MSH2 und MSH6 beschrieben (Felsberg et al. 2014) und zum Teil auch unter Therapie
erworbene Mutationen im MSH6-Gen gefunden (Cahill et al. 2007; TCGA 2008). In der
eigenen Arbeit fand sich ein Hypermutationsphanotyp in nur zwei von 53 TMZ-
behandelten Glioblastomen (4 %). In diesen zwei Rezidivtumoren wurden Mutationen in
den Mismatch-Reparaturgenen MSH2 bzw. MSH6 nachgewiesen. Die hohe Anzahl an
Mutationen mit der C>T-Transition (>95 % aller in den Tumoren detektierten exklusiven
SNVs) in den zwei Rezidiven passt zu einer Inaktivierung des Mismatch-
Reparatursignalwegs aufgrund der gefundenen Mutationen in MSH2 bzw. MSH6. In vier
weiteren Fallen wurden Mutationen in den Reparaturgenen MLH1 bzw. PMS2 detektiert.
In diesen Fallen zeigte sich allerdings kein Hypermutationsphanotyp im Rezidivtumor. In
anderen Studien wurden hypermutierte Tumoren mit Mutationen in PMS2 und MLH1
assoziiert (Kim et al. 2015; Wang et al. 2016). Wang et al. (2016) detektierten einen
héheren Anteil an hypermutierten Gliomrezidiven (17 %) mittels Whole-Genome- bzw.
Whole-Transcriptome-Sequenzierungen. In 16 von 17 hypermutierten TMZ-behandelten
Glioblastomen wurden Mutationen in den Mismatch-Reparaturgenen MSH6, MSH4,
MSHS5, PMS1, PMS2, MLH1 oder MLHZ2 gefunden, wodurch eine 100-fach hoéhere
Mutationsrate in den Rezidiven im Vergleich zum Primartumor beobachtet wurde (Wang
et al. 2016). MSH5, PMS1 und MLHZ2 wurden in unserer Studie mittels Gen-Panel-
Sequenzierung nicht abgedeckt, sodass Mutationen in diesen Genen nicht detektiert
werden konnten. Fir PMS2 kdnnen Mutationen aufgrund der hohen Homologie zum
Pseudogen PMS2CL (van der Klift et al. 2010) nicht sensitiv Gber die in der eigenen Arbeit
verwendete Amplikon-basierte NGS-Analyse detektiert werden. Das Pseudogen PMS2CL
weist eine Sequenzidentitdt von Exon 2 und Exon 11-15 zu PMS2 auf (van der KIift,
Heleen M et al. 2010). Die zwei gefundenen Mutationen in PMS2 liegen in den Exonen 11
und 12 und kénnten somit auch falschlicherweise PMS2 zugeordnet worden sein. Die
sequenzierten reads kénnten vom Pseudogen PMS2C/ stammen und die detektierten
Mutationen in eben diesem Pseudogen lokalisiert sein. In diesem Fall wirde das
Reparaturenzym PMS2 funktionsfahig sein, wodurch eine Abwesenheit des DNA-
Hypermutationsphanotyps in den Rezidiven erklart werden kdnnte. Die Identifizierung von
Mutationen in Exon 9 und 11-15 von PMS2 kann Uber long-range-PCRs und Sanger-
Sequenzierung erfolgen (Clendenning et al. 2006). Die Gene MSH2, MSH6 und PMS2

wurden zudem nicht vollstandig im Gliompanel abgedeckt, sodass mdglicherweise
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bestimmte somatische Mutationen, die in den nicht abgedeckten Sequenzen liegen, nicht
detektiert wurden (Tabelle 15). Zudem werden in der Gen-Panel-Sequenzierung nur
wenige, in den eigenen Untersuchungen 50 Zielregionen abgedeckt, sodass andere,
moglicherweise hypermutierte Genbereiche nicht erfasst werden. Die beobachtete
niedrige Rate von Rezidiven mit Hypermutationsphanotyp koénnte auch durch eine
Temozolomid-Resistenz der Tumorzellen durch von MGMT erklart werden, das die TMZ-
induzierten Alkylgruppen an der O6-Position von Guanin entfernt und dadurch die
zytotoxische Wirkung von Temozolomid aushebelt. Eine transkriptionelle Inaktivierung von
MGMT durch aberrante Methylierung seines Promotors wurde mit einer verlangerten
Lebensdauer von Glioblastom-Patienten assoziiert (Hegi et al. 2005; Wick et al. 2014). In
der vorliegenden  Studie war von zwdlf  Glioblastomen der MGMT-
Promotormethylierungsstatus bekannt. In zehn Fallen wurde keine MGMT-
Promotormethylierung detektiert, sodass die geringe Rate von hypermutierten Tumoren
madglicherweise auch durch einen vergleichsweise niedrigen Anteil von MGMT-Promotor-
methylierten Tumoren erklart werden kann. Diese Hypothese muss experimentell durch
Bestimmung des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus in der kompletten Tumorserie
untermauert werden. Andere Autoren identifizierten ein hypermutiertes Rezidivgliom,
welches ebenfalls eine IDH71-Mutation trug (Kim et al. 2015). Sie schlussfolgerten, dass
die /DH1-Mutation eine globale Hypermethylierung der DNA in den Tumorzellen
induzierte, welche eine Methylierung des MGMT-Promotors mit einschloss, wodurch die
Voraussetzung zur  Entwicklung eines  DNA-Hypermutationsphanotyps  unter
Temozolomidbehandlung gegeben war (Kim et al. 2015). In den von uns untersuchten 65
Glioblastomen wurde allerdings nur in einem Tumor eine /IDH1-Mutation (p.R132C Fall:
R2104252)  detektiert. In  dem  korrespondierenden Rezidiv. war  kein
Hypermutationsphanotyp festzustellen. Der MGMT-Promotormethylierungsstatus war in
dieser Tumorprobe nicht bekannt.

Zusammenfassend kann die TMZ-Behandlung bei Tumoren mit inaktivem Mismatch-
Reparaturmechanismus einen Hypermutations-Phanotyp auslosen. Dadurch
unterscheidet sich das Mutationsprofil zwischen Primar- und Rezidivtumor wesentlich,

was allerdings in der eigenen Fallserie nur in zwei von 65 Patienten der Fall war.

4.2.2 Molekulare Evolution von Glioblastomen

In dieser Arbeit wurde mittels Gen-Panel-Sequenzierung bestatigt, dass sowohl TMZ-
behandelte als auch TMZ-unbehandelte Glioblastome ein verandertes Mutationsprofil im

Rezidiv im Vergleich zum zugehérigen Primartumor aufweisen kdnnen. Insgesamt wurden
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Mutationen haufiger in Rezidiven nach Radiotherapie und kombinierter TMZ-Behandlung
identifiziert. Die meisten Aberrationen (61 %) wurden allerdings sowohl im Primar- als
auch im Rezidivtumor gefunden, was unterstreicht, dass sich Rezidivgliome aus
vorbestehenden Tumorzellklonen im Primartumor entwickeln. Ahnliche Mutationsraten
wurden in Untersuchungen von Primar- und Rezidiviumoren von anderen Autoren
ermittelt, die 54 % bzw. 68 % gemeinsame Mutationen detektierten (Johnson et al. 2014;
Kim et al. 2015). Mutationen im TERT-Promotor wurden, mit Ausnahme von einem
Tumorpaar, durchgangig sowohl im Initialtumor als auch im Rezidiv detektiert. Dies deutet
darauf hin, dass es sich hierbei um eine frihe Mutation in der Tumorentstehung handelt
und die Erhaltung der Telomere eine notwendige Voraussetzung fir die Bildung von
Hirntumoren ist (Killela 2013). Promotormutationen im TERT-Gen verstarken die TERT-
Expression und verhindern Telomer-Verkirzungen und somit die Seneszenz von
Tumorzellen (Bodnar et al. 1998; Campisi u. d'Adda di Fagagna 2007). Beide detektierten
H3F3A-Mutationen wurden ebenfalls im Rezidiv beibehalten, wodurch die von der
Mutation ausgeldsten Veranderung der posttranslationalen Modifikation von Histonen in
der Tumorprogression weiterhin wichtig scheinen (Schwartzentruber et al. 2012).
Weiterhin sind Gene in Primar- und Rezidivtumor verandert, deren Genprodukte im RTK-
PIBK-mTOR-Signalweg (EGFR, PTEN, PIK3CA, PTEN) beteiligt oder fur die Regulation
von Zellzyklus-Progression bzw. Apoptose wichtig sind (TP53, RB1, CDK4/6) (Suzuki et
al. 2015). Kim et al. (2015) beschreiben zwischen Primar- und Rezidivtumor gemeinsame
Mutationen als klonale Mutationen, die in allen bzw. den meisten Tumorzellen prasent
sind und sich somit in der frihen Tumorentwicklung gebildet haben mussen. Weitere
somatische Varianten wurden nur im Initialtumor oder nur im Rezidiv identifiziert. Sie
stellen somit subklonale Varianten dar, die erst spater in der Tumorentwicklung entstehen
(Johnson et al. 2014; Kim et al. 2015). Exklusive Varianten in Genen, die im Zellzyklus
bzw. im RTK-PI3K-mTOR-Signalweg und in der Chromatin-Remodulierung assoziiert
sind, wurden sowohl in Primartumoren als auch Rezidivtumoren identifiziert. Mutationen in
Subklonen kénnten in der Tumorprogression einen selektiven Vorteil bringen (Johnson et
al. 2014). Die Theorie der klonalen Evolution von Tumoren wurde erstmals 1976
beschrieben (Nowell 1976). Nowell beschrieb die Tumorprogression als einen
evolutiondren Prozess, der schrittweise durch somatische Mutationen in
Tumorzellsubklonen mit sequentiellen Selektionen stattfindet. Tumorzellsubklone werden
beispielsweise durch operative Entfernung sowie Strahlen- und Chemotherapie selektiert
(Kim et al. 2015). In der eigenen Serie konnten 13 % der Mutationen und 24 % der CNVs
im Primartumor im nachfolgenden Rezidivtumor nicht mehr detektiert werden, was eine
Eliminierung von Subklonen durch die Behandlung des Primartumors vermuten lasst.

Einige wenige resistente Tumorzellen Uberleben die Behandlung und bilden eine
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Tumorpopulation als Rezidiv aus. Der Rezidivtumor tragt sowohl funktionell relevante
Varianten des Primartumors und akkumuliert weitere Mutationen in Subklonen, wodurch
eine Heterogenitat auch im Rezidiv zu finden ist (Andor et al. 2014). Eine im Vergleich zu
exklusiven Mutationen des Primartumors hdéhere Anzahl an exklusiven Mutationen des
Rezidivtumors konnte im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden. In zwei Rezidiven wurde
zusatzlich eine TMZ-induzierte Hypermutation detektiert (siehe Abschnitt 5.2.1). Hingegen
wurden weniger CNVs im Rezidiv im Vergleich zu behandelten Primartumoren gefunden.
Rezidivtumoren enthalten oftmals viel nekrotisches Gewebe und kénnen ausgepragte
reaktive Veranderungen aufweisen, wodurch die Qualitdt der DNA aus Rezidiv-
Gewebeproben sowie der Anteil an Tumor-DNA geringer sein kdnnen als im Primartumor
(Campos et al. 2016). Dies konnte dazu beigetragen haben, dass chromosomale
Aberrationen mittels gezielter Gen-Panel-Sequenzierung in Rezidivtumoren weniger
sensitiv detektiert wurden. Die Analyse mittels /llumina-Infinium-HumanMethylation450-
(450k)-Array deckt 99 % der RefSeq-Gene (RefSeq= Referenz-Sequenz-Datenbank vom
National Center for Biotechnology Information [NCBI]) ab und erlaubt woméglich eine
sensitivere Detektion von CNVs, die eine gezielte Panelsequenzierung nicht
gewahrleisten kann (Sahm et al. 2016). Weiterhin ist anzunehmen, dass die
Temozolomid-Behandlung Tumorzellen mit chromosomalen Aberrationen eliminiert bzw.
reduziert. In zwdlf TMZ-unbehandelten Tumoren wurden insgesamt 21 CNVs in den
Primartumoren detektiert, wovon 19 CNVs in den Rezidivtumoren erhalten blieben (90 %).
Im Vergleich wurden bei TMZ-behandelten Tumoren nur 70 % der im Primartumor
gefundenen CNVs auch in den Rezidiven identifiziert. Der Vergleich zwischen CNVs in
TMZ-unbehandelten und TMZ-behandelten Tumoren gibt Hinweise, dass Tumorzellen mit
chromosomalen Veranderungen sensitiver auf Temozolomid reagieren. Diese Vermutung
misste allerdings mit Erhéhung der Fallzahl und umfassender Genomanalyse von TMZ-
unbehandelten Patienten verifiziert werden. Wang und Kollegen konnten Uber ein
mathematisches Modell zeigen, dass die Evolution von Glioblastomen stark verzweigt ist
und sich nicht linear entwickelt. In einer linearen Evolution bildet ein Klon eine Mutation
aus und entwickelt Uber Jahre neue Varianten (Yates u. Campbell 2012). In 24 % der
TMZ-behandelten Tumorpaare wurden keine Unterschiede im Variantenprofil zwischen
Primar- und Rezidivtumor detektiert bzw. es wurden nur weitere Varianten im Rezidiv
gefunden. In TMZ-unbehandelten Tumoren ist der Anteil an Tumorpaaren, die dasselbe
Variantenprofil haben, mit insgesamt 58 % hdéher. Nach Definition kdnnte in diesen
Glioblastomen eine lineare Tumorprogression vorliegen, die bereits in vorherigen Studien
in wenigen Glioblastomen vermutet wurde (Johnson et al. 2014). Eine lineare
Tumorentwicklung ist somit in unbehandelten Tumoren wahrscheinlicher als in

behandelten Tumoren. Durch die fehlende Therapie musste sich der Tumor weniger
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anpassen und bildete keine bzw. nur wenige weitere Mutationen aus. In den meisten
TMZ-behandelten Tumoren wurde ein diverses Variantenprofil in den Tumorpaaren
identifiziert, was auf eine verzweigte Tumor-Evolution hindeutet (Wang et al. 2016). Die
Arbeiten von Wang et al. und Kim et al. erklaren, dass die stark verzweigte
Tumorprogression als konvergente Tumorevolution erklart werden kann (Kim et al. 2015;
Wang et al. 2016). Die konvergente Evolution beschreibt einen gemeinsamen Vorfahrklon
von Primartumor und Rezidivtumor mit wenigen Schillisselmutationen. Mdagliche
Schlisselmutationen bzw. -varianten waren gemal den eigenen Ergebnissen u.a.
Veranderungen in TERT, EGFR, PTEN, TP53, NF1 oder PIK3CA. Klonale Mutationen in
TP53, PIK3CA, EGFR und PTEN wurden bereits beschrieben (Kim et al. 2015; Wang et
al. 2016). Die Klone von Primar- und Rezidivtumor scheinen sich zum Teil bereits vor der
Diagnose des Primartumors auseinander zu entwickeln (Kim et al. 2015; Wang et al.
2016). Neue unterschiedliche Populationen entstehen, die koexistieren und sich parallel
entwickeln. Subklone verandern durch unterschiedliche Varianten in verschiedenen
Genen dieselben Schlisselsignalwege, wie z.B. den RTK-PI3K-mTOR Signalweg bzw.
Zellzyklus- und/oder Apoptose-regulierende Proteinnetzwerke. In den eigenen
Untersuchungen fanden sich zwischen Primar- und Rezidivtumor unterschiedliche
Mutationen im selben Gen in 14 % der Tumorpaare. Hauptsachlich waren dabei die Gene
PTEN und EGFR betroffen. Weiterhin wurden in einem Tumorpaar unterschiedliche
Mutationen im Gen PTPN11 gefunden, welches in der Studie von Wang et al. (2016) als
Tumorprogressionsgen aufgefuhrt wird. In derselben Studie wurden zwischen Primar- und
Rezidivtumor distinkte Varianten in den Genen TP53 und PDGFRA gefunden, was nach
Wang die Theorie der konvergenten Evolution unterstreicht. In den vorliegenden Daten
und vorherigen Studien (Johnson et al. 2014; Kim et al. 2015) ist somit sowohl eine

lineare als auch eine verzweigte Tumor-Evolution erkennbar (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Graphische Darstellung von zwei Modellen der Tumorevolution. A) Modell der
verzweigten Tumorevolution. Das Modell beschreibt eine gemeinsame Abstammung von Initial-
und Rezidivitumor von einem Tumorzellklon, der durch Mutationen in einer Vorlauferzelle
entstanden ist (modifiziert nach (Wang et al. 2016). Somatische Varianten entstehen in Priméar- und
Rezidivtumor und Subklone von Primar- und Rezidivtumor entwickeln sich parallel und unabhangig
voneinander. Durch Selektion von therapieresistenten Subklonen entsteht das Rezidiv, welches
wiederum neue Subklone ausbildet. B) Im Modell der linearen Evolution bildet eine Vorlauferzelle
nach und nach somatische Mutationen aus. Wenige Klone entkommen der Eliminierung durch
Behandlung und formen das Rezidiv, welches neue somatische Varianten ausbilden kann.

In TMZ-unbehandelten Fallen ist eine lineare Tumorprogression wahrscheinlicher,
wohingegen in TMZ-behandelten Tumoren eine komplexere Tumorevolution vermutet
werden kann. Diese Komplexitat kann auch durch einen TMZ-ausgeldsten
Hypermutationsphanotyp verstarkt sein (siehe 4.2.1). Die hohe molekulare
Vielschichtigkeit und Heterogenitat von Glioblastomen ermdoglicht es den Tumoren,
Therapieresistenzen auszubilden, wodurch einzelne Tumorklone Uberleben und sich
weiter entwickeln (Kim et al. 2015). Dieses Phanomen erschwert die Erstellung neuer
gezielter Glioblastomtherapien (Sottoriva et al. 2013). Die Untersuchung der molekularen
Grundlagen der Tumorprogression ermdglicht es jedoch, den Effekt von adjuvanten
Therapeutika auf den Tumor besser zu verstehen und darauf aufbauend potentiell neue
Strategien zu entwickeln, mit denen eine Resistenzentwicklung vermieden oder zumindest
verzdgert werden kann. In der vorliegenden Studie wurde ersichtlich, dass das genetische
Profil von Glioblastomen dynamisch ist und sich das Mutationsprofil von Primar- und
Rezidivtumor grundlegend unterscheiden kann. Die Rezidivbildung kann von Patient zu
Patient molekular unterschiedlich verlaufen. Fur eine effektive Behandlung des
Rezidivtumors ist es somit empfehlenswert, das molekulare Muster des Rezidivs zukunftig

zu analysieren und dahingehend den Patienten zielgerichtet zu behandeln. Potenzielle
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molekulare Ansatze fir eine zielgerichtete Glioblastomtherapie wurden bereits in
experimentellen oder praklinischen Studien getestet, die sich gegen veranderte Proteine
im RTK-PIBK-mTOR Signalweg oder gegen Mechanismen bei der Histonmodifikation
richten (Hashizume et al. 2014; Reardon et al. 2014; Robinson et al. 2014; Schuster et al.
2015; Pitz et al. 2015). Diese beinhalten Inhibitoren gegen EGFR, PI3K, BRAF und
H3F3A-K27 Demethylierungsinhibitoren oder Peptid Vakzination gegen EGFRUVIIL.
Ebenfalls wurden Peptid-Vakzination gegen mutantes IDH1 und Inhibitoren gegen
mutantes IDH1 getestet (Rohle et al. 2013; Schumacher et al. 2014). Je mehr
zielgerichtete Therapiemdéglichkeiten in Zukunft zur Verfligung stehen, desto geringer ist

die Auspragung von Resistenzmechanismen und Weiterentwicklung des Glioblastoms.
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5 Anhang

5.1 Verwendete Parameter fiir das variant calling (somatic high stringency)

Fir das variant calling mittels Torrent Suite™ Software 4.4 wurden die folgenden, als

json.-Datei gespeicherten, Parameter verwendet:

{

"long_indel_assembler": {
"short_suffix_match": 5,
"output_mnv": 0,
"min_indel_size": 4,
"min_var_count": 5,
"min_var_freq": 0.14999999999999999,
"kmer_len": 19,
"max_hp_length": 8,
"relative_strand_bias": 0.80000000000000004

3

"meta": {
"tvcargs": "tvc"

3

"torrent_variant_caller": {
"snp_min_allele_freq": 0.02,
"snp_strand_bias": 0.90000000000000002,
"hotspot_min_coverage": 20,
"hotspot_min_cov_each_strand": 2,
"hotspot_min_allele_freq": 0.02,
"snp_min_variant_score": 10.0,
"hotspot_strand_bias": 0.94999999999999996,

"hp_max_length": 8,
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12

"filter_insertion_predictions": 0.20000000000000001,
"indel_min_variant_score": 10.0,
"indel_min_coverage": 20,

"heavy_tailed": 3,

"outlier_probability": 0.0050000000000000001,
"data_quality_stringency": 8.5,
"snp_min_cov_each_strand": 3,
"hotspot_min_variant_score": 6.0,
"indel_strand_bias": 0.84999999999999998,
"downsample_to_coverage": 2000,
"filter_unusual_predictions": 0.25,
"indel_min_allele_freq": 0.050000000000000003,
"do_snp_realignment": 1,

"prediction_precision": 1.0,
"indel_min_cov_each_strand": 3,
"filter_deletion_predictions": 0.20000000000000001,
"suppress_recalibration": 1,

"snp_min_coverage": 20

"freebayes": {

1}

"gen_min_coverage": 20,

"allow_mnps": 1,

"allow_complex": 0,
"read_max_mismatch_fraction": 1.0,
"read_mismatch_limit": 10,

"allow_indels": 1,

"min_mapping_qv": 4,

"gen_min_alt_allele_freq": 0.035000000000000003,

"allow_snps": 1,

"gen_min_indel_alt_allele_freq": 0.10000000000000001
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5.2 In Blut-DNA und/oder Tumor-DNA von 14 Gliompatienten identifizierte
Sequenzvarianten

In 14 Patienten wurden sowohl die Tumor-DNA als auch die aus Leukozyten isolierte DNA

(Blut-DNA) mit Hilfe des Gliompanels 1 auf Sequenzvarianten hin untersucht. Tabelle 25

fasst die in ausschlieRlich in der Tumor-DNA detektierten, d.h. somatischen Mutationen,

und die sowohl in der Tumor- als auch in der zugehdrigen Blut-DNA gefundenen

Sequenzvarianten, d.h. DNA-Polymorphismen, zusammen.

Tabelle 25: Zusammenfassung der in Blut-DNA und/oder Tumor-DNA von 14
ausgewahlten Gliompatienten gefundenen nicht-synonymen Sequenzvarianten (aus
Zacher et al. 2016).

Fall DNA Sequenzvariante dbSNP Nummer
IDH1, c.G395A, p.R132H rs121913500
Tumor CIC, c.C630A, p.F210L
CIC, c.A4531T, p.11511F
090 TERT, g.C1295250T
EGFR, c.G1562A, p.R521K rs2227983
Tumor und Blut CDKN2A, c.G442A, p.A148T rs3731249
TP53, c.C98G, p.P33R rs1042522
FUBP1, exon19:c.1706-1G>A
IDH1, c.G395A, p.R132H rs121913500
CIC, c.G4354T, p.E1452X
Tumor
CIC, c.T4384G, p.S1462A
AOA 166 CIC, c.G4544A, p.R1515H
TERT, g.C1295250T
EGFR, c.G1562A, p.R521K rs2227983
Tumor und Blut TP53, ¢.C98G, p.P33R rs1042522
ATRX, c.C2671G, p.Q891E rs3088074
Tumor PTEN, exon5:c.492+2T>-
AOA 196 NF1, c.6787_6790del, p.2263_2264del
Tumor und Blut NF1, c.T528A, p.D176E rs112306990
FUBP1, c.1466_1467insT, p.Y489fs
Tumor IDH1, c.G395A, p.R132H rs121913500
CIC, c.C3640T, p.R1214X
TERT, g.C1295250T
AO 97 PIK3R1, c.G168A, p.M56I rs3730089
EGFR, c.G1562A, p.R521K rs2227983
Tumor und Blut TP53, ¢.C98G, p.P33R rs1042522
CIC, c.C1979T, p.P660L rs139337301
ATRX, c.C2671G, p.Q891E rs3088074
Tumor IDH1, ¢.G395A, p.R132H rs121913500
TP53, c.C421T, p.R141C rs121913343
OA 87 EGFR, c.G1562A, p.R521K rs2227983
Tumor und Blut ATRX, c.C2671G, p.Q891E rs3088074
PIK3CA, c.A1173G, p.I391M rs3729680
IDH1, ¢.G395A, p.R132H rs121913500
081 Tumor NRAS, c.A182G, p.Q61R rs11554290
TERT, g.C.1295228T
Tumor und Blut EGFR, c.G1562A, p.R521K rs2227983
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TP53, c.C98G, p.P33R rs1042522
CDKN2A, c.G442A, p.A148T rs3731249
NF1, c.T528A, p.D176E rs112306990
IDH1, ¢.G395A, p.R132H rs121913500
Tumor TP53, c.G379T, p.D127Y
ATRX, c.4011delC, p.S1337fs
AA 472 ATRX, c.C1882T, p.R628X
PIK3R1, c.G168A, p.M56I rs3730089
Tumor und Blut EGFR, c.G1562A, p.R521K rs2227983
TP53, ¢.C98G, p.P33R rs1042522
ATRX, c.C2671G, p.Q891E rs3088074
IDH1, ¢.G395A, p.R132H rs121913500
TP53, c.G338A, p.G113D rs121912656
Tumor
OA 114 TP53, c.C59T, p.P20L
ATRX, ¢.T5237G, p.11746S
Tumor und Blut EGFR, c.G1562A, p.R521K rs2227983
TP53, c.C98G, p.P33R rs1042522
IDH1, ¢.G395A, p.R132H rs121913500
FUBP1, c.T1857G, p.Y619X
Tumor FUBP1, ¢.1307_1310del, p.436_437del
AO 147 CIC, c.C2347T, p.Q783X
TERT, g.C1295228T
Tumor und Blut PIK3R1, c.G168A, p.M56I rs3730089
TP53, ¢.C98G, p.P33R rs1042522
IDH1, ¢.G395A, p.R132H rs121913500
Tumor CDKNZ2A, c.262delG, p.E88fs
GB 2189 TP53, c.G347A, p.R116Q rs11540652
TP53, c.A256G, p.T86A
Tumor und Blut TP53, c.C98G, p.P33R rs1042522
ATRX, c.C2671G, p.Q891E rs3088074
IDH1, c.G395A, p.R132H rs121913500
Tumor PIK3CA, c.G1624A, p.E542K rs121913273
AOA 62 CIC, c.A614G, p.N205S
TERT, g.C1295228T
Tumor und Blut PIK3R1, c.G168A, p.M56I rs3730089
TP53, p.P33R rs1042522
IDH1, p.R132S rs121913499
FUBP1, p.G529X
Tumor NF1, p.F201L
AOA 80 CIC, p.R215W
TERT, g.C1295250T
Tumor und Blut EGFR, c.G1562A, p.R521K rs2227983
TP53, ¢.C98G, p.P33R rs1042522
Tumor TERT, g.1295228T
GB 2234 Tumor und Blut TP53, c.C98G, p.P33R rs1042522
ATRX, c.C2671G, p.Q891E rs3088074
TP53, c.A182G, p.H61R
Tumor NF1, c.C4084T, p.R1362X rs137854560
NF1, exon3:c.288+1G>A
GB 2514 TP53, ¢.C98G, p.P33R rs1042522
Tumor und Blut ATRX, c.C2671G, p.Q891E rs3088074
PIK3CA, c.A1173G, p.I391M rs3729680
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5.3 Zusammenfassung der 121 untersuchten Gliome der Gliom-Gen-Panel-
Etablierung

Die mittels Panelsequenzierung in 121 Gliomen detektierten Mutationen sowie
Genkopienzahlveranderungen sowie zugehdrige klinische Daten und Diagnosen nach
WHO 2007 und 2016 sind in Tabelle 26 aufgelistet.

Tabelle 26: Zusammenfassung der in den 121 untersuchten Gliomen gefundenen
genetischen Verdanderungen (vgl. Zacher et al. 2016). Aufgeflihrt sind klinische Daten,
Diagnosen gemall WHO 2007 und 2016, sowie die detektierten Mutationen und
Kopienzahlveranderungen (CNVs). Mutationen in TERT hg19 chr5:9.[1295228C>T] and
hg19 chr5:9.[1295250C>T] wurden wie folgt abgekirzt TERT, g.C1295228T and
g.C1295250T. Blau kolorierte Mutationen/CNVs waren vor der Sequenzierung bekannt
und wurden mittels NGS bestatigt. Rot kolorierte Mutationen/CNVs wurden mittels NGS
detektiert und wurden mit anderen Methoden validiert. * Falle mit niedriger TERT-
Abdeckung wurden mittels Sanger-Sequenzierung validiert. Verwendete Abklrzungen: M,
mannlich; W, weiblich; mut, mutiert; Kodel, kodeletiert; NOS, not otherwise specified; A II:
Diffuses Astrozytom WHO Grad II; AA lll: Anaplastisches Astrozytom WHO Grade III; AO
lll:  Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad |Ill; AOA Illl: Anaplastisches
Oligoastrozytom WHO Grad Ill; APXA Ill: Anaplastisches pleomorphes Xanthoastrozytom
WHO Grad llI; GB IV: Glioblastom WHO Grade IV; O II: Oligodendrogliom WHO Grad ll;
OA 1I: Oligoastrozytom WHO Grad II; PA I: Pilozytisches Astrozytom WHO Grad I; PXA II:
Pleomorphes Xanthoastrozytom WHO Grad II; PXA w.a.f.. PXA mit anaplastischen
Merkmalen; mut: mutiert; kodel: kodeletiert; NOS: nicht anders spezifiziert.

Alter Gesch- Tumor Irjii)asge- Detektierte Diagnose WHO
Fall Jah- lecht Lok.alls- WHO Detektierte Mutationen CNVs 2016
ren ation
2007
PIK3CA, G1624A:p.E542K
IDH1, c.G395A:p.R132H 1p/19g Ko- | O II, IDH mut &
0621 40 w Frontal | Ol CIC, c.C643T:p.R215W deletion 1p/19 kodel
TERT, g.C1295228T*
IDH1, c.G395A:p.R132H 1p/19q Ko- | O II, IDH mut &
070 | 42 M Frontal | Ol TERT, g.C1295228T * deletion 1p/19 kodel
o071 | 51 M Parieto- | o CIC, c.C1967T:p.AB56V O Il, NOS
occipital
Fronto- IDHT, c.G395A:p.R132H 1p/19q Ko- | Ol IDH mut &

075 | 44 M ol TERT, 9.C1295228T *

temporal CIC, ¢.G714C:p \W238C deletion 1p/19 kodel
NRAS, c.A182G:p.Q61R
081 | 52 W g;‘:lgttgl oll IDH1, ¢.G395A:p.R132H 15{31'230?' o 1”{;/'1%ch:’;“;|&
TERT, g.C1295228T *
CIC, c.A4531T:p.11511F
CIC, c.C630A:p.F210L 1p/199 Ko- | OII, IDH mut &
090 | 36 M Frontal |\ Ol IDH1, c.G395A:p.R132H deletion 1p/19 kodel,
TERT, g.C1295250T *
CIC, c.177_184del:p.59_62del
FUBP1, c.C1288T:p.R430C 1p/199 Ko- | OII, IDH mut &
084 46 w Frontal | Ol TERT, g.C1295228T * deletion 1p/19 kodel

IDH1, c.G395A:p.R132H
PIK3R1, p.192_193del
TERT, 9.C1295228T *

or7 52 W Frontal ol IDH1, c.G395A:p.R132H O Il, NOS$

CIC, c.G2793A:p.M931I
CIC, c.G4544A:p.R1515H
PIK3CA, ¢.G3145C:p.G1049R

TERT, g.C1295228T * 1p/19q Ko- | AO Ill, IDH mut &
065 37 w Frontal |\ Ol IDH1, c.cgasgsA:p.R132H Yelation 1p/19 kodel
CIC, c.G644A:p.R215Q
A0 | o " Tom> | Ao CIC, c.C1057T:p.R353X /199 Ko- | AO Il IDH mut &
75 oral IDH1, ¢.G395A:p.R132H deletion 1p/19q kodel
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TERT, 9.C1295228T *
CIC, c.A679C:p.N227H
AO IDH1, c.G395A:p.R132H 1p/19q Ko- | AO Ill, IDH mut &
g6 | 2° Frontal | AOII cic, c.G683A:p?R2280 Seletion 1p/19q kodel
TERT, 9.C1295250T *
CIC, c.C3640T:p.R1214X
AO FUBP1, ¢.1466_1467insT:p.Y489%s | 1p/19q Ko- | AO Ill, IDH mut &
97 | 76 Frontal | AOII IDH1, c.G§95A:p.R13E)2H eletion 1p/19q kodel
TERT, 9.C1295250T *
Temp- NFT. GATT2+2T>A
| s oro- | AOII IDH1, ¢.G395A:p.R132H 107194 Ko- A%'/'is';ngo"JZf&
parietal TERT, g.C1295250T *
NRAS, ¢.C181A:p.Q61K
AO CIC, c.C3328T:p.Q1110X 1p/19g Ko- | AO Ill, IDH mut &
ga | Frontal | AOII IDH1,c.G395A?p.R132H Seletion 1p/19q kodel
TERT, 9.C1295228T *
TERT, 9.C1295228T *
0w | w | fme on | gt | e | m s
CIC, c.G7T14T:p.W238C
TERT, 9.C1295228T *
PIK3CA, ¢.A3140G:p.H1047R
PIK3R1, exon14:c.1746-1G>A
AO PIK3R1, 1p/19q Ko- | AO Ill, IDH mut &
g3 | % Frontal | AOII ¢.927 930del:p.309_310del eletion 1p/19q kodel
NF2, exon13:c.1341-1G>A
IDH1, ¢.G395A:p.R132H
TP53, ¢.C271T:p.LO1F
TERT, 9.C1295228T *
CIC, ¢.C2347T:p.Q783X
A0 |, Fronto- | Ao FUBP1, c.T1857G:p.Y619X 1p/19q Ko- | AO Ill, IDH mut &
147 parietal FUBP1, deletion 1p/19q kodel
¢.1307_1310del:p.436_437del
IDHT, ¢.G395A:p.R132H
AOA IDHT, c.G395A:p.R132H 1p/19q Ko- | O I, IDH mut &
197 | 33 Temporal | AOA I TERT, g.C129§228T* Féelefi‘on 1p/19 kodel
oA IDHT, ¢.G395A:p.R132H ATRX Exon
o | 3 Frontal | OAII P53, 6.0421T:p RI41C 128 All, IDH mut
Deletion
IDHT, ¢.G395A:p.R132H
OA 37 Fronto- OAll TERT, g.C1295228T * 1p/19q Ko- O Il, IDH mut &
97 parietal CIC, c.G757A:p.A253T deletion 1p/19 kodel
CIC, exon9:c.1464+1G>A
ATRX, c.T5237G:p 117468
o | 40 Frontal | OAII ID7{-I/31’33(?.S?:%€S))€\I'.:F;.§;3€H Al , IDH mut
TP53, ¢.G338A:p.G113D
oA ATRX, p.D2044_Y2045delinsX
AR Frontal | OAIl IDH1, ¢.G395A:p.R132H All, IDH mut
TP53, c.C346T:p.R116W
TERT, 9.C1295228T *
o | 58 Parietal | OAIl PIK3R1, c.T257G:p.L86X 10199 Ko- | Ol IDH mut &
IDH1, ¢.G395A:p.R132H P
R | 39 Frontal | OAII ’TE,’DF;;: ‘égiggﬁ;gg}iﬁﬂ Al IDH mut
oA IDH1, ¢.C394T:p.R132C
156 42 Frontal OAll TP53, c.A320G:p.N107S A ll, IDH mut
ATRX, exon8:c.481-1G>C
TP53, c.A92G:p.Y31C
OA Temp- EGFR, ¢.C2884T:p.R962C
150 | 32 oral OAll ATRX, ex0n25:¢.5673-1G>C All, IDH mut
IDH1, ¢.G395T:p.R132L
OA TERT, g.C1295228T * Tp19q Ko- | O, IDHmut &
181 | 2 Frontal | OAll IDH?, c.g515A:p.R172K Yelotion 1p/19 kodel
FUBP1, exon19:c.1706-1G>A
CIC, c.G4354T:p.E1452X
AOA CIC, c.G4544A:p.R1515H 1p/19g Ko- | AO Ill, IDH mut &
166 | 30 Frontal | AGAIII IDH1, c.G395A:pp.R132H Seletion 1p/19q kodel
CIC, ¢.T4384G:p.S1462A
TERT, 9.C1295250T *
AOA 64 Parieto- AOA Il CIC, c.4582delC:p.P1528fs EGFR AA lll, IDH
25 occipital TERT, g.C1295228T * Amplifikation Wildtypl*
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PTEN, exon5:c.492+2T>-
proal Ny Frontal | AOAIII NF1, M 'E*H
c.6787_6790del:p.2263 2264del Y
AOA Temp- _ AA T, IDH
5 | 49 oo | AoA ATRX, c.T4679G:p.L1560R Wildiyp
CIC, c.C643T-p.R215W
AOA 43 Fronto- AOA Il CIC, ¢.G602A:p.R201Q 1p/19g Ko- | AO lll, IDH mut &
170 parietal IDH1, c.G395A:p.R132H deletion 1p/19q codel
TERT, g.C1295228T *
CIC, ¢.C2872T:p.Q958X
ol e Lhoan| TR g | s | Aol oo
IDH1, c.G395A:p.R132H
PIK3CA, ¢.C1221G:p.C407W
ATRX,
‘}gg 38 F;‘r’ir;tt‘;'l AOAIIl | ¢.4769 4770del:p.1590_1590del AA Il IDH mut
P IDH1, c.G395A:p.R132H
TP53, c.T262C:p.Y88H
IDHT, c.C394A:p.R132S
TERT, g.C1295250T *
AE%A 47 Frontal | AOA Ill CIC, ¢.C643T:p.R215W 1%/;9930*2‘" AO1 ”/'1’ éD':o“;:f &
FUBP1, c.G1585T:p.G529X pr=q
TP53, c.G440A:p.G147E
CIC, c.A614G:p.N205S
AOA TERT, g.C1295228T * 1p/19q Ko- | AO Ill, IDH mut &
g2 | 3 Frontal | AGAIIL | puesca c.G1624A:p. E542K deletion 1p/19q codel
IDH1, c.G395A:p.R132H
IDH2, ¢.G515A:p.R172K
‘}‘2):\ 49 Parietal | AOA Il CIC, c.GT2A:p.W24X 1%glge(tqioKno- Aa ”/'1' E';D'I‘('o’g:f &
TERT, g.C1295250T * pr=q
IDHT, c.C394A:p.R132S
A213| 38 Frontal | Al TERT 0.01205226T * A ll, IDH mut
ATRX, ¢.C2227T:p.R743X
A214| 32 Occipital | Al IDH1, ¢.G395A:p.R132H A ll, IDH mut
TP53, c.C421T:p.R141C
ot TP53, c.A446G:p.D149G
A248| 30 ;or?e?al All ATRX, c.C4162T:p.R1388X A ll, IDH mut
P IDH1, c.G395A:p.R132H
Temp- IDH1, c.G395A:p.R132H
A345| 59 oral All TP53, c.G131A:p.C44Y All, IDH mut
Temp- IDHT, ¢.G395A:p.R132H
A312) 44 oral All TP53, ¢.T202G:p.Y68D All, IDH mut
Fronto- IDH1, c.C394A:p.R1328
A329| 23 temp-oro- | Al ATRX, c.G674A:p.W225X A ll, IDH mut
parietal TP53, c.G128A:p.R43H
IDHT, c.G395A:p.R132H
A406| 29 Occipital | Al ATRX, ¢.T5951G:p.L1984R A ll, IDH mut
TP53, c.G8A:p.C3Y
T TP53, c.C421T:p.R141C
A355| 23 E?;f All IDH1, ¢.G395A:p.R132H A I, IDH mut
ATRX, exon30:c.6585+1G>A
TERT, g.C1295228T *
A422| 31 Frontal | Al IDH?, 6.5 1BABRITK A ll, IDH mut
TP53, c.C421T:p.R141C
AA Fronto- ATRX,
205 | 2 parietal | AAT c.2534_2535del:p.845_845del AAIL, IDH mut
IDH1, c.G395A:p.R132H
AA Temporo- AA lI1,IDH
200 | 7° parietal | AAN Wildtyp
AA TP53, c.C421T:p.R141C
oy | 43 Frontal | AAII IDHT. o.G305A D R132H AA III, IDH mut
ATRX,
AA c.2542_2545del:p.848_849del
oen | 42 Frontal | AAII IDHT, 0.G395Ap.R132H AA III, IDH mut
TP53, c.G334A:p.G112S
AA Temp- AA T, IDH
375 | 43 oral | AANI Wildtyp
A ATRX, c.1322delC:p.P441fs
2o | 23 Frontal | AAII IDH1, ¢.G395A:p.R132H AA III, IDH mut
TP53, c.G440A:p.G147E
A Erontor ATRX, c.4011delC:p.51337fs
aro | 2 romooral | AATI ATRX, c.C1882T:p.R628X AA III, IDH mut
P IDH1, c.G395A:p.R132H
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TP53, c.G379T:p.D127Y
TP53, c.A263G:p.Y88C
ATRX, c.A6112T:p.K2038X
H3F3A, c.A83T:p.K28M
| s Thalamus | AA IlI NF7, AL Ha-H27
C.6787_6790del:p.2263_2264del
NF1,
c.7163_7166del:p.2388 2389del
AA Fronto- IDHT, c.G395A:p.R132H
512 | 20 temporal | AA!! TP53, c.G428T:p.C143F AAIL, IDH mut
TP53, c.C421T:p.R141C
AA Temp- TP53, c.G128A:p.R43H
445 | 50 oral | AAII ATRX, ¢.G5776T:p.G1926X AAI, 1DH mut
IDH1, c.G395A:p.R132H
AR o, Temp- | aapn TERT, g.C1295228T * EGFR AA 11l IDH
430 oral PTEN, c.A16G:p.K6E Amplifikation Wildtyp™*
TP53, c.C421T:p.R141C
IDH1, c.G395A:p.R132H
PIK3R1, c.G463T:p.E155X
AA | 45 Frontal | AAIII CDKN2A, c.C132G:p.Yaax | ATRXEXON 91 p 1 iDH mut
466 Deletion
PTEN, c.C686G:p.S229X
NF1, c.C2998A:p.R1000S
NF1, c.G3790T:p.E1264X
AA TP53, c.T122G:p.V41G AA 11l IDH
568 | 4° Frontal | AAIII TP53, ¢.T7C:p.C3R Wildtyp
GB cerebral TP53, c.C346T:p.R116W homozygote
oss | 36 o6 | GBIV | ATRX c.3846delC:p.1282fs CDKN2A | GBIV, IDH mut
IDH1, c.G395A:p.R132H Deletion
GB Cerebral IDH1, c.C394A:p.R1328
1111 | 30 Nnos | GBIV TP53, ¢.C139T:p.HA7Y GB IV, IDH mut
IDH1, ¢.G395A:p.R132H
GB Cerebral PIK3CA, c.A1008G:p.I336M
1041 | 38 nos | GBWV TP53, exon8:c.658-1G>C GB IV, IDH mut
ATRX, ¢.1019_1020insA:p.T340fs
GB Cerebral TP53, c.G418T:p.V140L
1047 | 8 nos | GBIV IDH1, ¢.G395A:p.R132H GB IV, IDH mut
CIC, c.G121Ap.VA1I
TP53, c.C628T:p.R210X
TP53, c.G209A:p.R70H
GB | 35 Temp- | gg |y ATRX, ¢.2355delA:p.K785f: GBIV, IDH
2119 oral ) C. elA:p.K785fs , mut
IDH1, c.G395A:p.R132H
NF1, c.G663A:p.W221X
NF1, c.G1275A:p.W425X
TERT, g.C1295228T *
CDKN2C,
2(1353 50 Frontal | GBIV |c.141_142insGGAAATCCCGAGAT 132123()&"' AO1”/|1’S|3DHcor2:f&
TGCCA:p.L47fs =g
IDH1, ¢.G395A:p.R132H
ATRX, c.T3231G:p.Y1077X
- IDH1, ¢.G395A:p.R132H
vats | 45 Frontal | GBIV PIK3R1, c.C346A:p.P116T GB IV, IDH mut
TP53, c.T262C:p.Y88H
TP53, exon6:c.597+1G>A
TP53, c.G347A:p.R116Q
GB Temp- IDH1, ¢.G395A:p.R132H
2189 | O oral GBIV CDKN2A, c.262delG:p.E88fs GBIV, IDH mut
TP53, c.A256G:p.T86A
TERT, g.C1295228T * PTEN
2%:27 5 Frontal | GBIV IDH1, c.G395A:p.R132H 1lgle1lggo}20_ A(ipl)l/li égl:on(;:}&
PIK3CA, ¢.T29C:p.L10P Felotion
IDHT, ¢.G395A:p.R132H
GB Fronto- ATRX, c.796_797del:p.266_266del
2546 | 48 parietal | GBIV TP53, ¢.G85A:p.A29T GB IV, IDH mut
TP53, c.A629C:p.X210S
TERT, g.C1295228T *
1(75683 45 ngf‘ GBIV PTEN, c.C287A:p.P96Q GSV:I\S}'DH
NF1, c.1179_1180insT:p.H393fs yp
TERT, g.C1295228T *
5663 66 Occipital | GB IV BRAF, ¢.T1799A:p.V600E GSV:I\Q}'DH
PTEN, c.G395A:p.G132D P
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TERT, g.C1295228T *
1258 59 temporal | GBIV PTEN, exon1:c.39_42A Gsvlll\c/it IDH
NF1, c.G4992A:p.W1664X P
GB Temp- . EGFR GB 1V, IDH
1545 | ©6 oral | GBIV TERT, 9.C1295228T Amplifikation Wildtyp
TERT, g.C1295228T *
1%‘935 71 ngf GBIV PTEN, c.A103G:p.M35V Gsv'il\é't IDH
NF1, c.G4463A:p.R1488H yp
. EGFR
TERT, g.C1295228T Amplfikation
PTEN
GB | 76 Frontal | GBIV Deletion GB IV, IDH
1936 Wildtyp
homozygote
CDKN2A
Deletion
. EGFR
TERT, g.C1295228T Amplitikation
EGFRVIII**
GB . PTEN GB IV, IDH
2100 | 70 Parietal | GBIV Deletion Wildtyp
homozygote
CDKN2A
Deletion
TERT, g.C1295228T * Am’sﬁi’;fﬁon
2(;3',34 73 ngf’ GBIV EGFRuVIII GSVIil\é't IDH
PTEN yp
Deletion
GB Temp- , EGFR GBIV, IDH
oota | 39 o | GBIV | PIK3CA cA3140GPHIOATR |\ ot Wildiyp
homozygote
- — TERT, g.C1295228T CDKN2A GBIV, IDH
2507 | temp-oral | BV Deletion Wildt
P PTEN yp
Deletion
TP53, cA182G:p.H61R
oo | e Frontal | GBIV NF1, exon2:c.164+1G>A oo ”3“
NF1, c.C4084T:p.R1362X Y
GB . EGFR
1266 | 56 Tg?;f GBIV TERT, 9.C1295228T Amplifikation Gsv'”\é't IDH
E PTEN, exon1:c.39 42A EGFRUVIII P
TP53, c.C112T:p.Q38X
o | 71 Frontal | GBIV TP53, ¢.C133T:p.P45S arae | GB . IOH
TERT, g.C1295250T * P P
GB
69 Parietal | GBIV PIK3CA, c.G3129A:p.M1043| GB 1V, IDH
3023 Wildtyp
GB Temp- . GB 1V, IDH
soon | 78 omb- | GBIV TERT, g.C1295228T Wildiyp
GB — TP53, c.G337A:p.G1135 PTEN GB IV, IDH
3015 | /7 Occipital | GBIV TERT, g.C1295228T * Deletion Wildtyp
GB 60 Frontal GBIV TP53, c.G400A:p.G134R GB IV, IDH
3043 PTEN, ¢.C697T:p.R233X Wildtyp
TP53, c.C421T:p.R141C
2(350 5 Tm's GBIV ATRX, ¢.C1105G:p.L369V GB IV&TE-KN
H3F3A, c.A83T:p.K27M
GB | ., Temp- | oy H3F3A, c.G103A:p.G34R GBIV, IDH
2343 oral PTEN, c.A977T:p.D326V Wildtyp***
GB | o, Thala- | gy ATRX, ¢.T6605G:p.L2202R GB IV,H3-K27
2320 mus H3F3A, c.A83T:p.K27M mut
Temp- % EGFR
o0 | 69 oro- | GBIV TERT, 9.C1295228T Amplification | GB V. IDH
parietal EGFRUVIII P
GB | .o Temp- | og v TERT, g.C1295228T GBIV, IDH
2249 oral PTEN, c.493-1G>A Wildtyp
GB Temp- GB 1V, IDH
oo00 | 38 oo | GBIV TERT, g.C1295228T Wildiyp
TERT, g.C1295228T PTEN
Deletion
GB 47 Fronto- GBIV homozygote GB IV, IDH
2270 parietal PTEN, c.A76G:p.T26A CDKN2A Wildtyp
Deletion
NF1, c.A7123T:p.K2375X
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GB . . GB IV, IDH
| 43 M Parietal | GBIV TERT, 9.C1295228T Widtys
GB EGFR, c.A787C:p.T263P EGFR GBIV, IDH
2269 74 M Frontal GBIV T P Amplifikation Wild’t
TERT, 9.C1295228T EGFRVIlI yp
B | . . Termp- |~ TERT, 9.C1295228T GB V. o
2646 oomital PTEN, ¢.950_953del:p.V317fs Wildtyp
EGFR
TERT, 9.C1295228T Ampifikation
Tomp- EGFR, c.G865A:p.A289T EGFRVIII™
CB | 49 M or- | GBIV PTEN GB 1V, IDH
2539 A Deletion Wildtyp
parietal
homozygote
CDKN2A
Deletion
TERT, 9.C1295228T
1250 58 M ngf GBIV | PTEN, c.40_42del:p.14_14del GEV:I\S}'DH
TP53, ¢.G200T:p.G67V yp
GB | o N Temp | ag v TERT, g.C1295228T * GBIV, IDH
2086 oral EGFR, ¢.C1787T:p.P596L Wildtyp
TERT, 9.C1295228T
2%‘58 72 M Frontal | GBIV PTEN, c.790delA:p.M264fs GEV:I\S}'SH
TP53, c. T262A:p.Y88N y
, EGFR
PTEN, ¢.G253T:p.V85F Ampifkation
TERT, 9.C1295228T EGFRVIII™
GB PTEN GBIV, IDH
2448 | 64 M Frontal | GBIV Deletion Wildtyp
homozygote
CDKN2A
Deletion
EGFR
TERT, 9.C1295250T Ampifkation
PTEN
GB | 59 w Parietal | GBIV Deletion GB IV, IDH
2526 Wildtyp
homozygote
CDKN2A
Deletion
GB : PTEN GBIV, IDH
sy | 73 M temporal | GB iV TERT, 9.C1295250T et Wildtyp
TERT, 9.C1295228T
2(3320 48 M ngf' GBIV PTEN, ¢.G523A:p.V175M Gsv'il\é't'DH
BRAF, c.A1781G:p.D594G yp
GB | o, " Temp | op v TERT, 9.C1295228T GBIV, IDH
2660 oral PTEN, ¢.760_764del-p.K254fs Wildtyp
EGFR
2(533'?0 43 M Parietal | GBIV TERT, g.C1295250T Amplifikation Gsv'il\é't'DH
EGFRVIII P
GB 5 W Tg:gf)- GBIV TERT, g.C1295250T h%%ﬁ/%i\te GBIV, IDH
3045 \ BRAF, ¢.T1799A:p.V600E . Wildtyp
parietal Deletion
TERT, g.C1295228T homozygote
1(15288 68 W Cf\lrgbsra' GBIV TP53, c.A305G:p.Y102C CDKN2A GSV:I\S}'DH
PTEN, c.165-1G>A Deletion yP
GB | o " Parieto | g v TERT, .C1295228T GBIV, IDH
1185 occipital PTEN, c.G494A:p.G165E Wildtyp
TERT, 9.C1295228T
TP53, c.G128A:p.R43H
1(139'33 43 M Tg?;f GBIV NRAS, ¢.G34T:p.G12C e GSVIiI\Qt:/EH
EGFR, ¢.G661T:p.G221W
RB1, c.1215+1G>A
H3F3A, c.G103A:p.G34R homozygote
2%‘25 15 M ngf GBIV TP53, ¢.C628T:p.R210X CDKN2A (\5/\%11\{' IDH
TP53, ¢.C190T:p.R64X Deletion yP
PXA1 homozygote
ol M Parietal | PXA Il BRAF, ¢.T1799A:p.V600E CDKN2A PXA Il
Deletion
PXA | ¢ w Temp-— | pya i BRAF, ¢.T1799A:p.V600E PXA Il
24E oral
jovall ET) W Frontal | PXA Il BRAF, ¢.T1799A:p.V600E PXA Il
PXA | 16 M Temp- | PXA I EGFR, ¢.G2039A.p.R680Q PXA Il
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54E oral BRAF, c.T1799A:p.V600E
homozygote
PXA | 21 M n.d. PXA TP53, ¢.C241T:p.R81X CDKN2a | PXAw.af (APXA
62E w.a.f. . 1)
Deletion

PA Cere-
160 13 W bellar PAI PA I
PA Parieto- .

22 M S PAI BRAF, c.T1799A:p.V600E PA I
193 occipital
PA Cere-
135 | 7 W bellar | PA! PAI
PA Cere-
179 | 2 w bellar | PA! PAI
PA Parieto-
125 15 W temporal PAI PAI

5.4 Variantenprofil der Primar- und Rezidivglioblastompaare

Die in den 65 Primar- und Rezidivglioblastompaaren detektierten Mutationen und deren

Allelfrequenzen sowie die gefundenen Genkopienzahlveranderungen sind in Tabelle 27

aufgelistet.

Tabelle 27: Mutationen und Allelfrequenzen sowie Genkopienzahlveranderung in

den 65 untersuchten Primar- und Rezidivglioblastomen.

Allel-
Gen/ ] AII_eIfEequenz freqye_nz
Tumorpaar Region Varianten Prlma:)rtumor Rezidiv-
(%) tumor

(%)

6927CJ4D TERT chr5:C1295228T 46 53
PTEN NM_001304717:exon7:c.1012-1G>A 15 17

PPM1D NM_003620:exon6:c.G1281A:p.W427X 13 15

TP53 NM_001126115:exon6:c.C628T:p.R210X 0 7

ATRX NM_138270:exon22:c.A5465G:p.N1822S 0 5

MLH1 NM_000249:exon8:c.A655G:p.1219V 40 46

CCNAYKSJ TERT chr5:C1295228T 13 25
MYBL1 NM_001080416:exon11:c.C1481T 9 25

PTEN NM_000314:exon5:¢.C388T:p.R130X 0 27

TP53 NM_001126115:exon1:c.C97T:p.Q33X 0 31

FADTJOTV TERT chr5:C1295228T 56 21
PTEN NM_000314:exon1:c.A76G:p.T26A 60 14

NF1 NM_000267:exon47:c.A7123T:p.K2375X 35 13

chr.7 Gewinn -

CDKN2A/B Deletion --

PTEN Deletion -
TPO240WS TERT chr5:C1295228T 50 23
EGFR NM_005228:exon15:¢.G1793T:p.G598V 0 16

CDK4 Amplifikation v v

MET Amplifikation v -

IRS2 Deletion v -

chr.7 Gewinn v -
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MDM2 Amplifikation
8KJ2WIA8 EGFR Amplifikation
EGFRuvIII Deletion
EGFR NM_005228:exon7:c.A787C:p.T263P 70 70
TERT chr5:C1295228T 29 50
RMQHM31W H3F3A NM_002107:exon2:c.G103A:p.G35R 39 20
TP53 NM_001126115:exon6:c.C628T:p.R210X 47 29
TP53 NM_001126115:exon2:c.C190T:p.R64X 47 41
EGFR NM_005228:exon13:¢.1539delG:p.E513fs 89 94
PDGFRA NM_006206:exon9:c.G1341T:p.W447C 84 88
PDGFRA NM_006206:exon5:c.G704A:p.C235Y 4 0
CDKN2A/B Deletion v -
PDGFRA Amplifikation 4
PPM1D Gewinn v
IRS2 Deletion v -
KRAS Gewinn v
CCND2 Gewinn v
DD25LFLA TERT chr5:C1295228T 32 33
PTEN NM_000314:exon8:¢.950_953del:p.V317fs 36 34
FGFR1 NM_001174066:exon13:c.A1688G:p.D563G 5 0
FGFR1 NM_001174066:exon11:c.C1371A:p.N457K 10 0
PTPN11 NM_002834:exon12:c.G1381A:p.A461T 6 22
TP53 NM_001126115:exon4:c.C437T:p.P146L 0 45
chr.7 Gewinn v v
ZH2Y7MZ2 TERT chr5:C1295228T 46 70
EGFR NM_005228:exon7:c.G865A:p.A289T 15 0
EGFR Amplifikation v v
EGFRuvIII Deletion v v
CDKN2A/B Deletion v v
PTEN Deletion v v
RB1 Deletion v v
chr.7 Gewinn v v
R1NLP8V6 PTEN NM_000314:exon1:c.40_42del:p.14_14del 69 40
CNVs RT: TP53 NM_001126115:exon2:c.G200T:p.G67V 62 37
Gliom- TERT chr5:C1295228T 57 33
Panel2 ATRX NM_138270:exon14:c.A4343G:p.D1448G 0 5
nicht PTPN11 NM_002834:exon5:c.G541A:p.V1811 0 5
auswertbar NF2 NM_181830:exon6:c.C535T:p.R179X 0 5
chr.7 Gewinn v v
BAGHQFDK EGFR NM_005228:exon15:¢c.C1787T:p.P596L 13 10
NF1 NM_001042492:ex0n39:¢.5812+2T>C 0 10
TERT chr5:C1295228T 60 60
EERU69RH TERT chr5:C1295228T 54 26
PTEN NM_000314:exon7:c.790delA:p.M264fs 49 34
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TP53 NM_001126115:exon2:c.T262A:p.Y88N 47 27

chr.7 Gewinn --

PDGFRA Gewinn --
046ZNY3S PTEN NM_000314:exon4:c.G253T:p.V85F 75 29
TERT chr5:C1295228T 67 46
EGFR NM_005228:exon7:c.C866T:p.A289V 0 29

EGFR Amplifikation v v

EGFRuvIII Deletion v -

CDKN2A/B Deletion v -

chr.7 Gewinn v v

PTEN Deletion v -
54XA7PMO TERT chr5:C1295250T 52 33
FUBP1 NM_003902:exon18:c.A1774G:p.K592E 0 4
EGFR NM_005228:exon9:c.C1088T:p.T363I 0 47

EGFR Amplifikation 4
EGFRuvIII Deletion -

PTEN Deletion -

CDKN2A/B Deletion -

chr.7 Gewinn -
PRWQU4Z3 TERT chr5:C1295250T 32 36
DAXX NM_001254717:exon2:c.T781A 0 4

chr.7 Gewinn v v

PTEN Deletion v v

CDK4 Amplifikation 4 v

MDM2 Amplifikation v v

KRAS Gewinn v v

IRS2 Deletion v v

754K7PNH EGFR Gewinn v -
IRS2 Deletion - v

CDK6 Gewinn v -

MET Gewinn v -

TP53 Deletion v v

TERT chr5:C1295228T v 53

TP53 TP53:NM_001126115:exon3:c.G376C:p.E126Q 0 26

PTEN NM_000314:c.C287A:p.P96Q 39 32

NF1 NM_000267:¢c.1179_1180insT:p.H393fs 35 36

SBC305BR TERT chr5:C1295228T 47 43
PTEN NM_000314:exon6:¢c.G523A:p.V175M 37 28

PIK3CA PIK3CA:NM_006218:exon15:c.G2236A:p.D746N 0 5

BRAF NM_004333:exon15:c.A1781G:p.D594G 10 0

PDGFRA Amplifikation v v

MDM2 Amplifikation v v

CDK4 Amplifikation v v

CIC Deletion v v
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chr.7 Gewinn v v
IRS2 Deletion v -
KRAS Duplizierung v
TSC2 Deletion v
QUNMKW6Q TERT chr5:C1295228T 28 38
PTEN NM_000314:exon7:c.760_764del:p.K254fs 29 0
PDGFRA NM_006206:exon3:c.G236A:p.G79D 20 0
PDGFRA NM_006206:exon5:c.G704A:p.C235Y 10 0
PDGFRA NM_006206:exon9:c.G1341T:p.W447C 9 0
RB1 NM_000321:exon3:c.265-1G>A 0 14
TP53 NM_001126115:exon6:c.G631T:p.E211X 0 15
TP53 NM_001126115:exon3:c.G317C:p.C106S 15
009KXOTD TERT chr5:C1295250T 34 10
EGFR Amplifikation v
EGFRuvIII Deletion v v
chr.7 Gewinn v v
RUP0Z64J TERT chr5:C1295228T v v
EGFR Amplifikation v v
EGFRuvIII Deletion v v
PTEN Deletion v -
CDK6 Gewinn v -
MET Gewinn v -
IRS2 Deletion - v
ZVUH4POH H3F3A NM_002107:c.G103A:p.G35R 41 48
PTEN NM_000314:c.A977T:p.D326V 52 92
TP53 NM_001126115:c.C628T:p.R210X 92 97
ATRX ATRX:NM_138270:exon14:c.G4427A:p.R1476Q 48 67
MLH1 NM_001167619:exon15:¢c.1122_1124del:p.374_375del 7 0
PDGFRA NM_006206:exon7:c.C1028T:p.P343L 77 0
IRS2 Deletion v
PDGFRA Gewinn v
CDK6 Amplifikation - v
chr.7 Gewinn v -
TBO92ADK TERT chr5:C1295250T 48 35
BRAF NM_004333:c.T1799A:p.V600E 44 37
KRAS Gewinn
CCND2 Gewinn
chr.7 Gewinn
CDKN2A/B Deletion -
R224RO87 TP53 NM_001126115:exon3:c.A305G:p.Y102C 70 41
TERT chr5:C1295228T 70 25
PTEN NM_000314:exon3:c.165-1G>A 71 27
CDKN2C CDKN2C:NM_078626:exon1:¢c.60_63del:p.Q20fs 15 63
chr.7 Gewinn v -
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CDKN2A/B Deletion v -
PCS7KCRW TERT chr5:C1295228T 36 38
PTEN NM_000314:exon6:c.G494A:p.G165E 40 0
PTEN NM_000314:exon5:c.A368C:p.H123P 0 33
NF1 NM_000267:exon16:¢c.1754_1757del:p.L585fs 0 26
chr.7 Gewinn v v
6W2PGOU5 NRAS NM_002524:ex0n2:c.G34T:p.G12C 37 8
EGFR NM_005228:exon6:c.G661T:p.G221W 28 3
TERT chr5:C1295228T 38 8
RB1 NM_000321:exon12:c.1215+1G>A 25 3
TP53 NM_001126115:exon1:c.G128A:p.R43H 28 3
8235N TERT chr5:C1295228T 19 44
TP53 NM_001126115:exon4:c.C437T:p.P146L 37 69
PTEN NM_000314:exon7:c.C697T:p.R233X 24 56
TP53 Deletion - v
CIC Deletion - v
CCND2 Amplifikation v v
CDK4 Amplifikation - v
KRAS Amplifikation v
MYB Gewinn v
MYBL1 Gewinn v
chr.7 Gewinn v
8236T TERT chr5:C1295228T 67 45
PIK3CA NM_006218:exon10:c.G1624A:p.E542K 39 34
8238F TERT chr5:C1295228T 35 50
PTPN11 NM_002834:exon12:c.G1381A:p.A461T 24 2
EGFR NM_005228:exon17:c.C1934G:p.S645C 0 23
PTPN11 NM_002834:exon3:c.G205A:p.E69K 0 24
EGFR Amplifikation v v
CDKN2A/B Deletion v v
PTEN Deletion v v
chr.7 Gewinn v v
CIC Gewinn v v
3012L PTEN NM_000314:exon4:c.G212A:p.C71Y 16 38
TERT chr5:C1295228T 22 32
PTPN11 NM_002834:exon13:¢c.C1520A:p.T507K 16 30
chr.7 Gewinn v v
8244P TERT chr5:C1295250T 30 23
TP53 NM_001126115:exon1:c.G128A:p.R43H 25 25
NF1 NM_000267:exon45:¢c.6787_6790del:p.T2263fs 12 0
chr.7 Gewinn v
KRAS Amplifikation --
MYBL1 Gewinn -
6239¢ TERT chr5:C1295250T 52 30
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EGFR NM_005228:exon7:c.C866A:p.A289D 11 6
PTEN NM_000314:exon5:c.C334G:p.L112V 60 62
EGFR Amplifikation v v
EGFRuvIII Deletion v -
CDKN2A/B Deletion v v
chr.7 Gewinn v -
PTEN Deletion v v
6317N PIK3CA NM_006218:exon2:¢c.C223G:p.Q75E 40 22
CNVs RT: TERT chr5:C1295228T 57 13
Gliom- EGFR NM_005228:exon5:¢c.C574G:p.P192A 18 6
Panel2 CIC Gewinn v -
nicht PTEN Deletion v v
auswertbar chr.7 Gewinn v v
EGFR Amplifikation v v
3152C EGFR Amplifikation v v
CDKN2A/B Deletion v -
PTEN Deletion v
RB1 Deletion v
CIC Gewinn v
TERT chr5:C1295228T 60 22
EGFR NM_005228:exon7:c.C866T:p.A289V 0 93
PIK3CA NM_006218:exon20:¢.C2903G:p.A968G 4
3196T PIK3CA NM_006218:exon2:c.C277T:p.RI3W 35 35
TERT chr5:C1295228T 50 51
EGFR NM_005228:exon2:¢c.T185G:p.L62R 94 7
EGFR NM_005228:exon11:c.G1280A:p.R427H 7 0
EGFR EGFR:NM_005228:exon13:c.G1562A:p.R521K 4 7
EGFR NM_005228:exon18:c.G2156A:p.G719D 0 22
TP53 NM_001126115:exon3:¢c.330_331insCTGC:p.M111fs 0 17
EGFR Amplifikation v v
PTEN Deletion v v
CDK4 Amplifikation - v
PIK3C2B Gewinn -- v
MDM4 Gewinn - v
RB1 Deletion v v
CIC Gewinn v v
chr.7 Gewinn v v
3146L EGFR Amplifikation v v
RT: EGFRuvIII Deletion v v
CNVs Gliom- PTEN Deletion v v
Panel2 RB1 Deletion v v
nicht TP53 Amplifikation 4 v
auswertbar CIC Gewinn v v
TERT chr5:C1295250T 33 26
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PIK3CA NM_006218:exon3:c.G353A:p.G118D 22 28
DAXX DAXX:NM_001254717:exon2:c.T781A:p.F261I 13 17
20SWDRYU TP53 NM_001126115:exon1:c.A140G:p.H47R 61 70
TERT chr5:C1295250T 45 31
CDK®6 Gewinn v v
RB1 Deletion - v
CIC Gewinn v
EGFR Amplifikation v
PTEN Deletion v
LVY2D7W3 PIK3CA NM_006218:exon19:¢c.G2702T:p.C901F 36 41
TERT chr5:C1295228T 60 68
EGFR NM_005228:exon15:c.A1813G:p.T605A 1 95
EGFR NM_005228:exon15:¢c.A1829G:p.Y610C 1 94
EGFR NM_005228:exon13:¢c.G1562A:p.R521K 91 0
PTEN Deletion v v
CIC Gewinn v v
chr.7 Gewinn v v
EGFR Amplifikation v v
EGFRuvIII Deletion v -
M986HS4Z TERT chr5:C1295228T 24 24
PIK3R1 NM_001242466:exon4:c.279_290del:p.93_97del 11 13
PIK3R1 NM_001242466:exon6:c.A601G:p.N201D 11 11
S50YPOUZ TERT chr5:C1295228T 65 68
PTEN NM_000314:exon1:c.A16T:p.K6X 86 84
RB1 NM_000321:exon8:¢c.729_730insAA:p.V243fs 77 78
RB1 NM_000321:exon9:c.C920T:p.T307I 85 83
P53 NM_0011261 18:exon3:c.21s2_213insGTTTCCG:p.R71f 73 71
PIK3R1 NM_181504:exon2:c.G168A:p.M561 10 11
PIK3C2B Amplifikation -
MDM4 Amplifikation -
chr.7 Gewinn v v
Bev7 TERT chr5:C1295228T 80 43
RT: EGFR NM_005228:exon20:¢c.G2303T:p.S768I 5 0
CNVs Gliom- MLH1 NM_001167619:exon10:c.G166A:p.E56K 0 4
Panel2 CDKN2A/B Deletion v v
nicht EGFR Amplifikation v v
auswertbar
Bev9 TERT chr5:C1295228T 19 43
PT/RT: RB1 NM_000321:ex0n20:¢c.C2104T:p.Q702X 13 42
CNVs Gliom- TP53 NM_001126115:exon2:c.C190T:p.R64X 16 45
Panel1 TP53 NM_001126118:ex0on3:c.C98G:p.P33R 43 27
nicht PTEN NM_000314:exon8:¢c.950_953del:p.V317fs 14 0
auswertbar CiCc CIC:NM_015125:ex0on20:c.G4813A:p.A1605T 9 0
NF1 NM_000267:exon32:¢c.A4306G:p.K1436E 0 72
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NF1 NM_000267:exon44:c.C6709T:p.R2237X 0 20
DAXX NM_001254717:exon2:c.T781A:p.F2611 0 13
MYB NM_001130172:exon6:c.A545G:p.K182R 0 16

CCND1 NM_053056:exon4:c.G716A:p.C239Y 0 4

PDGFRA Amplifikation - v
J81VQ8XJ TERT chr5:C1295228T 40 43
PT/RT: NF1 NM_000267:exon21:c.G2524A:p.G842S 28 32
Gliom- PTEN NM_000314:exon7:c.G701A:p.R234Q 5 0
Panel2 PMS2 NM_000535:exon12:¢c.G2016A:p.M672I 10 8
nicht CIC Gewinn v
auswertbar PTEN Deletion v
EGFR Amplifikation v
3387N TERT chr5:C1295228T 29 29
NF1 NM_000267:exon28:c.3737_3740del:p.L1246fs 12 14

BRAF NM_004333:exon11:c.G1397T:p.G466V 5

BRAF NM_004333:exon15:c.G1786C:p.G596R 0 4

EGFR Gewinn v

CIC Gewinn -
3490e PTEN NM_000314:exon5:¢.C388T:p.R130X 77 80
RT: RB1 NM_000321:exon3:¢c.304_305del:p.C102fs 77 75
Gliom- TP53 NM_001126112:exon4:c.97-1G>T 14 40
Panel2 NF1 NM_000267:exon49:¢c.C7285T:p.R2429X 43 43
nicht PTEN NM_000314:exon6:c.634+1G>A 4 0
auswertbar TP53 NM_001126115:exon1:c.G128A:p.R43H 22 0
MSH2 NM_000251:exon11:c.1718delC:p.A573fs 91 94

MSH2 NM_000251:exon1:c.G82A:p.E28K 0 53

FUBP1 NM_003902:exon15:¢c.C1477T:p.P493S 0 5

NRAS NM_002524:exon4:c.G322A:p.D108N 0 19

PIK3R1 NM_181523:exon8:c.1019+1G>A 0 28

EGFR NM_201284:exon16:c.G2045A:p.G682D 0 7

EGFR NM_005228:exon28:c.G3485A:p.S1162N 0 6

NF1 NF1:NM_000267:exon18:c.C2105T:p.A702V 0 17

NF1 NF1:NM_000267:exon31:c.G4111A:p.V1371M 0 6

NF1 NF1:NM_000267:exon33:c.G4441A:p.G1481S 0 7

CIC NM_015125:exon16:¢c.C3875T:p.P1292L 0 21

CIC NM_001304815:exon18:¢c.6922+1G>A 0 8

ATRX NM_138270:exon8:c.G3520A:p.D1174N 0 5

ATRX NM_138270:exon8:c.G565A:p.G189R 0 10

MYBL1 NM_001080416:exon10:c.A1417G:p.N473D 0 29

MYBL1 NM_001080416:exon10:c.G1333A:p.A445T 0 4

NTRK2 NM_001018064:exon5:c.C500T:p.S167F 0 18

TSC1 NM_001162427:exon21:¢c.G2705A:p.R902K 0 33

TSC1 NM_001162427:exon11:¢c.C1078T:p.L360F 0 5

TSC1 NM_001162427:exon5:c.C352T:p.P118S 0 8
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IRS2 NM_003749:exon1:c.C2135T:p.P712L 0 15
TSC2 NM_001114382:exon4:c.226-1G>A 0 48
CCND2 Gewinn v na
KRAS Gewinn v na
NF2 Deletion v v
4678M CiCc NM_015125:exon10:¢c.C2086T:p.R696W 36 47
TERT chr5:C1295228T 24 12
CIC Gewinn --
chr.7 Gewinn v v
21ISINAU PIK3CA NM_006218:exon21:¢c.A3140G:p.H1047R 22 35
IRS2 IRS2:NM_003749:exon1:c.C2656T:p.R886W 4 0
EGFR NM_005228:exon15:¢c.G1784A:p.C595Y 12 0
EGFR NM_005228:ex0on20:¢.G2303T:p.S768I 0 4
EGFR Amplifikation v v
CCND1 Deletion v -
IRS2 Deletion v -
PTEN Deletion -
chr.7 Gewinn v
38XCWMO05 TERT chr5:C1295228T 43 33
TP53 NM_001126115:exon3:c.G317A:p.C106Y 43 69
PTEN NM_000314:exon6:c.A530T:p.Y177F 70 0
TP53 NM_001126115:exon1:c.G128A:p.R43H 42 0
PTEN Deletion v
CDK®6 Gewinn v
chr.7 Gewinn - v
PDGFRA Gewinn - v
CDK4 Amplifikation v v
3M1P7VOJ EGFR NM_005228:exon7:c.A824T:p.Y275F 51 79
TERT chr5:C1295228T 44 43
EGFR NM_005228:exon7:¢c.865_866TA 0 46
PTEN Deletion v
EGFR Amplifikation v
CDK4 Amplifikation v
PDGFRA Gewinn v -
CDK4 Amplifikation 4 v
MDM2 Amplifikation v -
chr.7 Gewinn v v
J1HJST50 TERT chr5:C1295228T 54 67
FUBP1 NM_003902:exon13:c.A1100G:p.N367S 47 53
EGFR NM_005228:exon17:c.G2039A:p.R680Q 35 0
PIK3CA NM_006218:exon21:c.A3140G:p.H1047R 42 0
PTEN NM_000314:exon5:c.G380C:p.G127A 0 12
EGFR NM_005228:exon7:c.C866A:p.A289D 0 94
EGFR Gewinn v v
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RB1 Deletion v v
PTEN Deletion v v
CDK4 Amplifikation v v
MDM2 Amplifikation v v
chr.7 Gewinn v v
V4F52K0W PMS2 NM_000535:exon11:¢c.T1480G:p.S494A 66 68
TERT chr5:C1295228T 68 76
PTEN NM_000314:exon6:c.634+1G>C 69 0
NF2 NM_000268:exon2:c.139_143del:p.F47fs 0 40
chr.7 Gewinn v
EGFR Gewinn v
CDK6 Amplifikation v
PDGFRA Amplifikation --
8237C TERT chr5:C1295228T 53 30
EGFR EGFR:NM_005228:exon7:c.C866T:p.A289V 9 46
EGFR Amplifikation 4
EGFRVIII Deletion v
NF2 Deletion v -
CIC Gewinn v v
CDKN2A/B Deletion v -
CDK6 Amplifikation v v
MET Gewinn v v
CCND1 Deletion v v
CCND2 Gewinn - v
chr.7 Gewinn v
3406P EGFR NM_005228:exon15:¢c.C1787T:p.P596L 75
TERT chr5:C1295250T v -
EGFR Amplifikation - v
CDK6 Amplifikation v v
PDGFRA Gewinn - v
CCND2 Gewinn v
MDM2 Amplifikation v
4270H DAXX DAXX:NM_001254717:exon2:c.T781A:p.F261I 21 18
TERT chr5:C1295228T 47 30
EGFR Amplifikation v
EGFRVIII Deletion v
DAXX Gewinn v
RB1 Deletion - v
22B58SJO PTEN NM_000314:exon5:c.G402A:p.M134| 46 0
PTEN NM_000314:exon7:c.C697T:p.R233X 0 32
MSH6 MSH6:NM_001281492:exon2:c.C1628A:p.P543Q 8 0
PDGFRA PDGFRA:NM_006206:exon20:¢c.C2740T:p.R914W 7 0
TERT chr5:C1295228T 50 69
chr.7 Gewinn v v
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EGFR Amplifikation
PTEN Deletion
3575A EGFR NM_005228:exon15:¢.G1793T:p.G598V 47 6
EGFR NM_005228:exon24:c.A2941C:p.1981L 96 79
PTEN NM_000314:exon5:¢.384dupG:p.K128fs 64 9
ATRX NM_138270:exon15:¢.T4556C:p.V1519A 0 8
DAXX DAXX:NM_001254717:exon2:c.T781A:p.F261I 0 6
TERT chr5:C1295228T v v
EGFR Amplifikation 4 v
CDKN2A/B Deletion v -
PDGFRA Deletion Exon 17-22 v --
MYB Deletion v -
NF2 Deletion v -
PTEN Deletion v -
4759N PIK3CA PIK3CA:NM_006218:exon21:c.G3148A:p.G1050S 21 10
EGFR EGFR:NM_005228:exon7:c.T760A:p.F254I 87 80
TERT chr5:C1295228T 26 18
EGFR Amplifikation v v
1F33A2M5 PIK3CA NM_006218:exon7:c.A1173G:p.I391M 38 56
EGFR NM_005228:exon7:c.C866T:p.A289V 23 0
EGFR Amplifikation v
CDKN2A/B Deletion v -
PTEN Deletion v v
TP53 Amplifikation v v
RB1 Deletion v v
CCND1 Deletion v v
CCND2 Amplifikation v -
CDK4 Amplifikation v -
NF2 Amplifikation v -
ATRX Deletion v -
CIC Gewinn v
chr.7 Gewinn v
83RPQTKM EGFR NM_005228:exon6:c.A685T:p.S229C 0 80
ATRX NM_138270:exon33:c.A7016G:p.Q2339R 4 0
TERT chr5:C1295228T v v
IRS2 NM_003749:exon1:¢c.C2369T:p.P790L 0 5
EGFR Amplifikation v v
EGFRuvIII Deletion v -
PTEN Deletion v v
CIC Gewinn - v
chr.7 Gewinn v v
CDK6 PT: Amplifikation, RT: Gewinn 4 v
MET PT: Amplifikation, RT: Gewinn 4 v
KRAS Amplifikation v v
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MYBL1 PT: Amplifikation, RT: Gewinn v v
MDM4 Gewinn - v
CCND1 Deletion - v
IRS2 Deletion - v
TSC2 Deletion - v
9M9CIZU5 EGFR NM_005228:exon13:¢c.G1562A:p.R521K 80 4
CiCc CIC:NM_015125:exon4:c.G562A:p.D188N 0 4
CIC CIC:NM_015125:exon10:¢c.C2101T:p.P7018S, 0 7
TSC2 NM_000548:exon24:c.G2674A:p.V892| 0 5
MDM2 MDM2:NM_001145337:exon2:c.C47G:p.T16S 52 50
EGFR Amplifikation v v
EGFRVIII Deletion v v
CDKN2A/B Deletion v v
CIC Deletion v v
NF2 Deletion - v
TP53 Deletion - v
chr.7 Gewinn v v
MET Amplifikation 4 v
IRS2 Deletion v v
CCND1 Deletion v v
TSC2 Deletion v v
KRAS Amplifikation v v
CDK6 Gewinn v v
PDGFRA PT: Amplifikation, RT: Gewinn 4 v
UVT3NUNO EGFR NM_005228:exon15:¢c.G1793T:p.G598V 80 0
CIC NM_015125:exon15:¢c.C3707G:p.P1236R 35 42
TERT chr5:C1295228T 53
EGFR Amplifikation
EGFRuvIII Deletion -
CDKN2A/B Deletion --
chr.7 Gewinn -
PTEN Deletion --
ZETKND4U PTEN NM_000314:exon1:c.72_79del:p.D24fs 53 86
TERT chr5:C1295228T v 33
PTPN11 NM_002834:exon13:¢.T1504C:p.S502P 0 38
chr.7 Gewinn v
CDKN2A/B Deletion v
EGFR Amplifikation v -
R2104252 IDH1 NM_001282386:exon4:c.C394T:p.R132C 19 47
PT/RT: EGFR NM_005228:exon7:c.889+1G>A 4 0
Gliom- TP53 TP53:NM_001126115:exon4:c.C436A:p.P146T 86 93
Panel2 EGFR Amplifikation NA -
nicht CDKN2A/B Deletion - v
auswertbar
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UEPV37X1 EGFR NM_005228:exon13:¢c.G1562A:p.R521K 7 42
CDKN2A NM_000077:exon2:c.G442A:p.A148T 82 73
CDKN2A NM_058197:exon1:c.G187C:p.G63R 11 27

PTEN NM_000314:exon8:c.960delA:p.L320fs 83 49
RB1 NM_000321:exon18:¢c.C1735T:p.R579X 74 33
TP53 NM_001126115:exon1:c.G31A:p.V11M 88 48
TP53 NM_001126118:exon3:c.C98G:p.P33R 8 27
EGFR Amplifikation v -
chr.7 Gewinn v
IRS2 Deletion v
3RO58ZYE TERT chr5:C1295228T v 56
EGFR NM_005228:exon7:c.C866T:p.A289V 94 84
EGFR Amplifikation v v
CDKN2A/B Deletion v v
PTEN Deletion v v
HIST1H3B Deletion v v
DAXX Deletion v v
MYB Deletion v v
CCND3 Deletion v v
CDK6 Amplifikation v v
MET Amplifikation v v
M8ULQODZ PIK3CA NM_006218:exon6:¢.T1132C:p.C378R 43 46
TERT chr5:C1295250T 32 v
PDGFRA NM_006206:exon7:c.G1021A:p.A341T 45 40
chr.7 Gewinn
PDGFRA Amplifikation
MKY181CY PIK3CA NM_006218:exon7:c.A1173G:p.I391M 30 40
EGFR NM_005228:exon7:c.G865A:p.A289T 94 19
PTEN NM_000314:exon7:c.741dupA:p.L247fs 95 42
TP53 NM_001126115:exon4:c.C436G:p.P146A 89 25
FUBP1 NM_003902:exon19:¢c.C1912T:p.P638S 0 4
PIK3CA NM_006218:exon9:c.G1507A:p.E503K 0 5
NF1 NM_000267:exon28:c.G3774A:p.W1258X 0 7
NF1 NM_000267:exon57:¢c.C8344T:p.P2782S 0 24
ATRX NM_138270:exon8:c.G3511A:p.E1171K 0 24
MSH6 NM_000179:exon2:¢c.G278A:p.G93E 0 28
MSH6 NM_000179:exon2:c.G318A:p.W106X 0 29
CDK4 NM_000075:exon3:c.218+1G>A 0 22
EGFR Amplifikation 4 -
TP53 Deletion v -
chr.7 Gewinn v v
CCND1 Deletion v -
CDK4 Amplifikation v -

PT: Primartumor, RT

: Rezidivtumor, NA: nicht auswertbar, CNVs: copy number variations
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Abkiirzungsverzeichnis

All diffuses Astrozytom WHO-Grad Il
Abb. Abbildung
ACMG American College of Medical Genetics and Genomics
AA I anaplastisches Astrozytom WHO-Grad Il
AKT Serin/Threonin Kinase
Ampl. Amplifikation
AOA Il anaplastisches Oligoastrozytom WHO-Grad I
AO 1l anaplastisches Oligodendrogliom WHO-Grad Il
ATP Adenosintriphosphat
BMBF Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
BMFZ Biomedizinisches Forschungszentrum
bp Basenpaar
cDNA engl. complementary DNA
Chr. Chromosom
CNV engl. copy number variation
CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanin
ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsdure
dNTP Desoxyribonukleosid-5'-Triphosphat
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
emPCR Emulsions- PCR
ESP engl. Exome Sequencing Project
EtOH Ethanol
FFPE Formalin-fixiert und in Paraffin-eingebettet
FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Freq.

Frequenz
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Fwd engl. forward
GB Glioblastom
GTL Genomics and Trancriptomics Labor
h Stunden
HE Hamatoxylin-Eosin
hg Humanes Genom
HS engl. high sensitivity
ID Identifikation
IGV engl. Integrative Genomics Viewer
Indels Insertions/Deletions-Mutationen
ISP engl. lon Sphere™ Particles
kb Kilobase
LOH engl. loss of heterozygosity
M mannlich
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase
min Minute
MLPA engl. multiplex ligation-dependent probe amplification
mMiRNA MicroRNA
mRNA MessengerRNA
mTOR engl. mechanistic Target of Rapamycin
Mut. Mutation
M mikro
NB engl. normal brain
NGS engl. Next Generation Sequencing
NHDF primare normale humane dermale Fibroblasten
NTP Nukleosidtriphosphat
NOS engl. not otherwise specified
NPI Institut fir Neuropathologie
OAIll Oligoastrozytom WHO-Grad Il
Ol

Oligodendrogliom WHO-Grad II
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OR offene Resektionen
PCR engl. polymerase chain reaction
PEG Polyethylenglykol
PGM engl. Personal Genome Machine
pedGB IV Padiatrisches Glioblastom WHO-Grad IV
pGB IV primares Glioblastom WHO-Grad IV
PI3K Phosphoinositid 3-Kinase
piloA | Pilozytisches Astrozytom WHO-Grad |
PPi Pyrophosphat
PXA I pleomorphes Xanthoastrozytom WHO-Grad Il
gRT-PCR engl. Quantitative Real Time-PCR
Rev engl. reverse
RNA Ribonukleinsaure
ROS reaktive Sauerstoffspezies
RPKM reads pro Kilobasen pro Millionen Sequenzen
rpm engl. rounds per minute
RT Raumtemperatur
RTK Rezeptor Tyrosinkinase
] Sekunde
sekGB IV sekundares Glioblastom WHO-Grad IV
STS engl. sequence-tagged site
SNP engl. single nucleotide polymorphism
ST Strahlentherapie
STB stereotaktische Tumorproben
Taq Thermus aquaticus
TE Tris-EDTA
T™MZ Temozolomid
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TuBa Tumorbank
UNG Uracil-N-Glykosylase
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W weiblich
w.a.f. engl. with anaplastic features
vgl. vergleiche
WHO Weltgesundheitsorganisation
cfDNA zellfreie DNA
ZNS zentrales Nervensystem
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