FORTBILDUNG

Bedeutung fur Diagnose und Therapie

Molekulare Marker

Uber das letzte Jahrzehnt haben sich molekulare Marker fiir
Diagnostik und Therapieentscheidung bei malignen Gliomen
etabliert. In dieser kurzen praxisorientierten Zusammenstel-
lung konzentrieren wir uns auf drei zwischenzeitlich validierte
Marker, die im klinischen Alltag unentbehrlich geworden sind;
den kombinierte Verlust der Chromosomenarme 1p und 19q,
die aberrante Promotor-Methylierung des 06-Methylguanin-
DNS-methyltransferase (MGMT)-Gens und Mutationen der
Isozitratdehydrogenase (IDH)-1 oder IDH-2 Gene.

Au cours de la derniére décennie, des marqueurs moléculaires
pour le diagnostic et la décision de traitement dans les
gliomes malins ont été mis en place. Dans cette bréve compi-
lation pratique, nous nous concentrons sur trois marqueurs
validés entre-temps dans la pratique clinique qui sont deve-
nus indispensables; la perte combinée des bras des chromo-
somes 1p et 19q, la méthylation du promoteur aberrante du
géne de la 06-méthylguanine ADN méthyltransférase (MGMT)
et des mutations des génes de l'isocitrate déshydrogénase
(IDH) -1 et IDH-2.

Trotz verbesserter Therapien mit chirurgischer Resektion,
Bestrahlung gleichzeitig mit konkomitanter Chemotherapie,
allenfalls auch wiederholter Chirurgie und Radiotherapie, sowie
Verabreichung mehrerer Linien zytotoxischer und zielgerichteter
Chemotherapie ist die durchschnittliche Prognose von Patienten
mit malignen Gliomen insgesamt nur wenig verbessert worden. Ein-
zelne Patienten sprechen jedoch ausserordentlich gut auf diese The-
rapien an, und auch Langzeit-Uberleben mit guter Lebensqualitit
kann heute bei 10-15% der Glioblastom-Patienten erwartet werden.
Allgemeine und gut belegte giinstige prognostische Faktoren wie
junges Alter, makroskopisch komplette Tumorresektion, guter All-
gemeinzustand, u. a. helfen bei der individuellen Therapie-Entschei-
dung wenig. Nur wenige Faktoren sind pradiktiv fiir das Ansprechen
auf eine bestimmte Therapie. Drei molekulare Parameter haben im

TAB. 1 Molekulare Marker

Marker Diagnose | prognostisch | pradiktiv | Bemerkungen

IDH1/2 Mutation ++ ++ - in der Praxis wird meist
die haufigste IDHI Mu-
tation immunohistoche-
misch nachgewiesen.

Co-deletion 1p/19q | ++ ++ + Der pradiktive Wert ist

lediglich in anaplasti-
schen Tumoren belegt

MGMT Methylierung Die Bedeutung des

GBM - + ++ MGMT Status ist unter-
AA - + - schiedlich in den ver-
LGG - (+) (?) schiedenen Tumor-

entitdten. In LGG bisher
nur bedingt untersucht.
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Bereich der Gliome in den letzten Jahren bzw. Monaten erheblich an
Bedeutung gewonnen.

Klinische Situationen
An 3 Beispielen soll die klinische Wertigkeit der einzelnen Marker
illustriert werden:

1. MGMT

Bei einem 70-jahrigen Patienten in gutem Allgemeinzustand wurde
mittels Tumor-Teilresektion ein Glioblastom nachgewiesen. Seit der
Tumorresektion ist er neurologisch stabil und ohne evidente Defi-
zite. Er steht dennoch weiteren therapeutischen Massnahmen eher
kritisch gegentiber. Seine statistische mittlere Lebenserwartung mit
Standard Chemoradiotherapie (TMZ/RT—->TMZ) ist 12.8 Monate,
die 2-Jahres Lebenserwartung 17.5%. Im Wissen um seinen methy-
lierten MGMT-Status steigt die mittlere Lebenserwartung auf 16.4
Monate, die 2-]. Uberlebenswahrscheinlichkeit liegt nun bei 48% (!).
Neuere Studien haben gezeigt, dass bei alteren und fragilen Pati-
enten eine alleinige TMZ-Chemotherapie zur Lebensverlinge-
rung und Erhaltung der Lebensqualitit fithrt, dies jedoch nur bei
Patienten mit einem methylierten MGMT-Promotor. Bei Patienten
mit nicht-methyliertem MGMT ist alleinige RT angezeigt.

Fiir jiingere Patienten wird die Bedeutung des MGMT Methylie-
rungs-Status fiir die initiale Therapieentscheidung kontrovers disku-
tiert. Insbesondere das Fehlen einer besseren, alternativen Therapie-
empfehlung und die insgesamt gute Vertréglichkeit der Kombinations-
Chemoradiotherapie verleitet zum Beibehalten der TMZ-Chemothera-
pie. Im Anschluss an die Chemoradiotherapie (und bis zu 3-6 Monate
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1):\:JVA Abkiirzungen

Abkiirzung Erklarung
GBM

Glioblastom (das friiher gebrauchliche multiforme ist
nach neuester Klassifikation von 2007 nicht mehr in
Verwendung), WHO Grad IV

AA Anaplastisches Astrozytom; WHO Grad Il
LGG Low-grade (niedriggradige) Gliome; WHO Grad |l

T™MZ Temozolomid (Temodal®, MSD Pharma)

RT Radiotherapie: fir GBM in der Regel fraktioniert,
30 x 2 Gy.
Standardtherapie: Radiotherapie mit konkomitanter

TMZ-Chemotherapie, gefolgt von bis zu
6 adjuvanten TMZ-Zyklen

TMZ/RT—>TMZ

IDH1 and 2 Isozitratdehydrogenase 1 and 2. Enzyme, die die Re-
aktion von Isozitrat zu alpha-Ketoglutarat katalysie-
ren. Varianten: IDH1 im Zytosol, IDH2 in den Mito-
chondrien. Die mutierten Formen von IDH1 und 2,
welche in Tumoren gefunden werden, katalysieren
die Raktion von alpha-Ketoglutarat zu 2-Deoxy-
glutarat, welches als ,,Onco-metabolit“ bezeichnet
wird. Nachweis durch Gen-Sequenzierung oder fir
die haufigste Mutante, IDH1R132H, immunohisto-
chemisch.
0°8-Methylguanin-DNA-Methyltransferase. DNS-Re-
paraturprotein. Als molekularer Marker hat sich die
Methylierungs-Analyse des Gen-Promotors etabliert.
Wird durch methylierungs-spezifische PCR nachge-
wiesen.

Chromosomaler Verlust von 1p und 19q, wird durch
PCR von polymorphen Microsateliten Markern oder
FISH-Analyse nachgewiesen

MGMT

Deletion 1p/19q

PCR polymerase chain reaction
FISH

Fluorescent in-situ hybridization

nach Ende der Bestrahlung) wird nicht selten ein vermeintlicher
radiologischer Progress im MRI diagnostiziert. Diese sog. Pseudo-
progression wird moglicherweise hiufiger bei Patienten mit MGMT
methylierten Tumoren beobachtet, wahrscheinlich Ausdruck eines
guten Therapie-Ansprechens. Das Wissen um den MGMT-Status
kann hier helfen den vermeintlichen Tumorprogress als Pseudopro-
gression zu erkennen und die TMZ-Therapie fortzusetzen.

2. 1p/19qg-Codeletion
Bei einer 40-jahrigen Patientin wird im Rahmen einer Abkldrung
monatelanger unspezifischer neurologischer Symptome, depressiver
Verstimmung und Midigkeit ein 5.5 cm grosser, nicht Kontrast-
mittel anreichernder frontaler Hirntumor diagnostiziert, die Biop-
sie erlaubt eine Diagnose eines Oligoastrozytoms Grad II. Eine
grosse EORTC-Studie hatte gezeigt, dass bei Grad II-Gliomen ohne
besondere andere Risikofaktoren (Grosse > 6 cm, bi-hemispharische
Tumorausbreitung, Alter > 40 Jahre, nicht-oligodendrogliale Histo-
logie, neurologische Defizite) eine aktive Uberwachung geniigt, und
eine Radiotherapie erst im Rezidiv vorgesehen werden kann. Insbe-
sondere Oligodendrogliome mit der 1p/19q-Codeletion haben eine
gute Prognose, mit mittleren Uberlebenszeiten von > 10-15 Jahren.
Bei unserer Patientin wird nach vollstindiger Tumorresekti-
on die histologische Diagnose revidiert zu einem anaplastischen
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Die wichtigsten molekularen Marker in Kiirze:
LOH 1p/19q

Die Co-Deletion des kurzen Armes von Chromosom 1 (1p) und des lan-
gen Armes von Chromosom 19 (19q) ist zwischenzeitlich als Ergebnis
einer 1;19 Translokation identifiziert worden. Als Konsequenz wird eine
Inaktivierung von Tumor-Suppressor-Genen vermutet. Mittlerweile sind
2 Kandidatengene identifiziert worden, welche auf diesen Chromoso-
menarmen lokalisiert sind, und in Assoziation mit der Co-Deletion oft
mutiert sind. Die funktionellen und klinischen Auswirkungen werden
zur Zeit erforscht. Die 1p/19g Co-Deletion ist charakteristisch fur eine
Subgruppe von Oligodendrogliomen mit deutlich langsamerem klini-
schen Verlauf, besserer Prognose und exquisitem Ansprechen auf so-
wohl Chemo- wie auch Radiotherapie. Der Grund dieses besseren Ver-
laufs bleibt noch unklar und hat wahrscheindlich nichts mit dieser
Translokation per se zu tun. Auffallend ist auch die hohe Korrelation zwi-
schen der Co-Deletion von 1p/19g und Mutationen in den IDH-Genen.

IDH-Mutationen

Mutationen in den Isozitratdehydrogenase (IDH) Genen 1 und 2 sind
charakteristisch fur Grad Il & Ill-Gliome. Die Mutationen befinden sich
in einem Codon und resultieren in einer neuen enzymatischen Funkti-
on, die zu hohen Konzentrationen eines normalerweise nicht vorkom-
menden Metaboliten fuhren. Dieser ,Onko-Metabolit“ inhibiert Enzyme
involviert in der epigenetischen Genregulation, welches zu einem soge-
nannten ,CpG-island methylator phenotype® fuhrt, kurz ,,CIMP*. Diese
epigenetischen Veranderungen gelten als im héchsten Masse Tumor
relevant. IDH1/2—-Mutationen und der damit assoziierte CIMP sind ty-
pisch fur sekundare maligne Gliome, d. h. Glioblastome und anaplasti-
sche Astrozytome, die sich aus vorausgehenden niedriggradigen Glio-
men entwickeln. Die haufigste IDH1 Mutation (>90%) kann bereits
immunhistochemisch dargestellt werden. Hochgradige Gliome mit mu-
tiertem IDH1 oder IDH2-Gen haben eine bessere Prognose.

MGMT Gen Promoter Methylierung

Die Methyl-Guanin Methyltransferase ist ein ubiquitar exprimiertes DNS-
Reparaturprotein, welches Alkylgruppen von der Of-Position des Gua-
nins entfernt. Alkylierende Chemotherapeutika wie Nitrosoharnstoffe
oder Temozolomid tbertragen Alkyl-Gruppen an verschiedene Stellen
der DNS, u. a. auch an die O°-Position des Guanins. Bei der DNS-Re-
plikation fuhrt dies zu Fehlern der Basenpaarung, welche indirekt zu
letalen DNS Doppelstrang-Brtichen fiihren kénnen. Das MGMT-Protein
repariert jedoch diese O°-Alkylierung und wird hierbei konsumiert. Eine
letale Zellschadigung erfolgt somit lediglich bei fehlender oder ungeni-
gender MGMT-Aktivitat.

Bei rund 40-45% aller Glioblastome ist das MGMT-Gen epigene-
tisch verandert durch eine Methylierung der regulatorischen Genregion
(Promotor), und somit ruhiggestellt. Eine Methylierung des MGMT-Gens
ist stark mit einem Ansprechen auf eine alkylierende Chemotherapie
und verlangertem Uberleben assoziiert.

Oligoastrozytom Grad III. Zwei grosse randomisierte Studien
haben (neo-)adjuvante Chemotherapie (Procarbazin, Lomustin
[CCNU]J, Vincristin; PCV) vor oder nach Strahlentherapie mit allei-
niger Strahlentherapie verglichen. Obwohl initial nach einer mitt-
leren Beobachtungszeit von 6 Jahren kein Unterschied festgestellt
werden konnte, hat die Analyse der Langzeitresultate nach 12 Jahren
Beobachtung gezeigt, dass spezifisch die Patienten mit den prognos-
tisch insgesamt giinstigeren 1p/19q-Codeletionen von einer adjuvan-
ten Chemotherapie (zusatzlich zur Radiotherapie) profitieren.

3. IDH1 oder IDH2 Mutationen

Bei einem 45-jédhrigen Patienten wird im Anschluss an einen epi-
leptischen Anfall ein Glioblastom diagnostiziert. Im Riickblick sind
erste klinische Symptome bereits 3-4 Monate vorher erkennbar.
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Der immunhistologische Nachweis der haufigsten IDHI-Mutation
(IDHIR132H) spricht fir die Klassifizierung als sekundires
Glioblastom, d.h., eines Glioblastoms, das nach sekundarer Malig-
nisierung einer weniger aggressiven Grad II/III-Vorlduferldsion
entstanden ist. Sekundére Glioblastome und IDHI/2-mutier-
te anaplastische Astrozytome haben unabhingig von der Thera-
pie eine bessere Prognose. Zusitzlich besteht eine hohe Assoziation
zwischen IDHI/2-Mutationen und einer MGMT-Methylierung,
d.h. diese Patienten haben auch eine erhohte Wahrscheinlichkeit,
von einer Alkylanzien-Therapie zu profitieren.

Der immunbhistologische Nachweis der IDHI1R132H-Mutation
erlaubt auch die Differentialdiagnose von reaktiver Gliose (zu B.
nach vorgéingiger Therapie oder Trauma) und Tumor. Inwieweit
IDH1/2-Mutationen zur individuellen Therapieentscheidung und
v. a. auch als therapeutisches Target beitragen konnen, ist Gegen-
stand laufender Untersuchungen.

Zusammenfassung und Ausblick

Molekulare Marker sind heute ein integraler Bestandteil moderner
neuropathologischer Diagnostik, und fiir viele Therapieentscheidun-
gen unerlésslich. Der Status der drei Marker, MGMT Methylierung,
1p/19q-Co-Deletion und IDH1/2 Mutation, sind sowohl von prog-
nostischer und teilweise auch pradiktiver Bedeutung, und sind fir
viele individuelle Therapieentscheidungen hilfreich oder unerlasslich.
Komplexere molekulare Signaturen (z. B. Mutationen und Expression
mehrerer 1000 Gene simultan betrachtet) werden im Rahmen gros-
ser internationaler Projekte und Kollaborationen entwickelt, mit dem
Ziel die individuelle Therapie nach dem molekularen Profil zu rich-
ten und so einen besseren Therapieerfolg zu erreichen. Ebenso kon-
nen solche Analysen neue molekulare Zielstrukturen identifizieren,
die zukiinftig therapeutisch angegegangen werden kénnen.

Take-Home Message

# Molekulare Marker sind ein integraler Bestandteil moderner neuro-
pathologischer Diagnostik, insbesondere der Status von MGMT,
1p/19qg und IDH1/2

& Molekulare Marker beeinflussen Diagnose und Therapieentscheidun-
gen, wobei ihre Interpretation je nach klinischer Situation und
Tumortyp unterschiedlich sein kann

@ Prognostische Aussagen mussen von pradiktiven Aussagen zum
Therapieansprechen unterschieden werden

& Molekulare Techniken erfordern spezialisierte und erfahrene Labors
und regelméssige Qualitatskontrollen und Validierung der Tests und
Techniken

@ Nebst technischer Validierung muss ein Test auch bezlglich Aussa-
gekraft in grossen Studien evaluiert und etabliert werden

Bereits die heute zu Verfiigung stehenden Marker erlauben
die Therapieentscheidungen rational zu unterlegen und beeinflus-
sen. Dies fiithrt bereits zu besseren Therapieerfolgen und erlaubt in
Grenzfillen den Ausschlag zugunsten einer aktiven Therapie, bzw.
dagegen bei Absenz der entsprechenden Marker. Um solche Marker
adidquat im Alltag zu interpretieren ist genaue Kenntnis ihrer Bedeu-
tung, der zugrunde liegenden Analyse und ihrer technischen Limi-
tationen notwendig. Ebenso miissen sowohl Technologie wie auch
Marker in Studien auf Reproduzierbarkeit und Aussagekraft vali-
diert werden.
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Message a retenir

@ Les marqueurs moléculaires sont une partie intégrante du diagnostic
neuropathologique moderne, en particulier le statut de MGMT et
1p/19q IDH1 /2

@ Les marqueurs moléculaires influencent le diagnostic et les décisions
de traitement, leur interprétation peut varier en fonction de la situation
clinique et du type de tumeur

@ Les déclarations pronostiques doivent étre distinguées des déclara-
tions prédictives de la réponse au traitement

@ Les technigues moléculaires nécessitent des laboratoires spécialisés
et expérimentés et des contrbles de qualité réguliers et la validation
des tests et techniques

@ Outre la validation technique, un test doit aussi étre évalué et établi
par rapport a la signification dans de grandes études
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