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Einleitung

Glioblastom

Das Glioblastom (GBM ) ist der haufigste und bosartigste astrozytdare Tumor und der haufigste bosartige
primare Hirntumor beim Erwachsenen. Es macht ca. 12-15% aller intrakraniellen Tumoren und ca. 50%
aller astrozytaren Tumoren aus und kommt mit einer Inzidenz von 3,2 von 100000 Menschen pro Jahr
vor (Ostrom et al., 2015). Der Altersgipfel liegt zwischen dem 45. und 70. Lebensjahr. Manner sind
etwa doppelt so haufig betroffen wie Frauen.

Die neuropathologische Diagnostik von Gliomen erfolgt bis dato lichtmikroskopisch gemaR der
Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) fiir die Tumoren
des zentralen Nervensystems (Louis et al. 2007). Hiernach werden die Gliome in verschiedene
astrozytare, oligodendrogliale und ependymale Tumorentitdten sowie nach unterschiedlichen
Malignitatsgraden (WHO-Grade |-1V) eingeteilt. Die histologische Typisierung und Gradierung von
Gliomen kann allerdings im Einzelfall schwierig sein — zum Beispiel, wenn die Diagnose anhand von nur
sehr kleinen Biopsieproben gestellt werden muss oder wenn sich mikroskopisch nicht eindeutig
richtungsweisende Differenzierungsmerkmale nachweisen lassen. AuRerdem kénnen Patienten trotz
gleicher histologischer Diagnose sehr heterogene Krankheitsverlaufe zeigen und unterschiedlich auf
die Therapie ansprechen.

Dies lasst vermuten, dass die in der WHO-Klassifikation definierten Gliom-Entitdten jeweils aus
biologisch unterschiedlichen Subgruppen bestehen; eine Hypothese, die in umfangreichen
molekularen Analysen inzwischen fiir verschiedene Gliome einschlieflich des Glioblastoms eindeutig
belegt werden konnte (Ostrom et al., 2015).

Ergdnzend zur histologischen Tumordiagnose hat daher die Bestimmung molekularer Biomarker
zunehmend an Bedeutung gewonnen (Ostrom et al. 2014). Zu unterscheiden sind dabei diagnostische
Biomarker zur Prazisierung der Tumorklassifikation, prognostische Biomarker zur besseren Vorhersage
der individuellen Prognose und pradiktive Biomarker, die das Ansprechen auf eine bestimmte Therapie

vorhersagen (Malzkorn et al., 2015).



Die molekulargenetischen Marker der Glioblastome

Fast alle Glioblastome weisen genetische Veranderungen auf, die an der p53-abhangigen Kontrolle von
Zellzyklus und Apoptose beteiligt sind (Schlegel et al., 2003). Hierzu gehdren neben der TP53-Gen-
Mutation eine Amplifikation der Onkogene MDM?2 und MDM4 sowie eine homozygote Deletion,
Mutation oder Hypermethylierung des Tumorsuppressorgens P14ARF (Ichimura et al., 2000).
Gleichzeitig zeigen liber 80% der GBM einen Verlust der Zellzykluskontrolle beim Ubergang von der
G1- in die S-Phase (Verdanderungen von CDK2A, CDK2B, RB1, CDK4, CDK6, CCND1, CCND3) (Ichimura et
al., 2000, Bischges et al., 1999, Riemenschneider et al., 1999).

Mehr als zwei Drittel der GBM weisen Allelverluste auf Chromosom 10 auf, wobei Mutationen des
Tumorsuppressorgens PTEN (10g23) in etwa 30-40% nachzuweisen sind (Kleihues et al., 2000). Das in
Glioblastomen am haufigsten amplifizierte Onkogen ist das EGF-Rezeptorgen auf Chromosom 7p12
(Collins 2002). Diese EGFR-Mutationen lassen sich v.a. beim primaren GBM nachweisen in 30-40% der
Falle, wobei sie beim sekundaren GBM, dem Riesenzellglioblastom (RGM) sowie dem Gliosarkom (GS)
nur selten nachzuweisen sind.

Im Gegensatz dazu finden sich TP53-Mutationen in sekundaren GBM und Riesenzellglioblastomen
(80% der Falle) haufiger als beim primdren GBM (25-30%) (Schlegel et al., 2003). Bisher konnte jedoch
nur fir wenige molekulargenetische Verdanderungen in Glioblastomen eine signifikante prognostische

Bedeutung nachgewiesen werden.

IDH (Isocitratdehydrogenase) — Mutation

Die IDH-Mutation ist ein sehr wichtiger prognostischer Marker beim Glioblastom. Gliome werden
primdr anhand von Mutationen in den Genen fir IDH1 und 2 in IDH-mutierte und IDH-Wildtyp- (nicht-
mutierte) Gliome differenziert (Malzkorn et al., 2015).

Mutationen in IDH1 finden sich selten beim primaren Glioblastom (weniger als 10%) und haufig beim
sekundaren Glioblastom (80%) und sind somit ein molekularer Marker fiir sekundare Glioblastome.
Diese Tumoren gehen Ublicherweise mit einer besseren Prognose einher. Zusatzlich zeigen 3% der
Glioblastome Mutationen in IDH2, welche fiir eine oligodendrogliale Herkunft sprechen.
IDH-mutierte Gliome zeigen zudem einen eigenen klinischen Phanotyp: Die Patienten sind signifikant
junger als die Patienten mit IDH-Wildtyp-Gliomen und weisen haufig eine Lokalisation im
Frontallappen sowie einen groBeren Tumor zum Diagnosezeitpunkt auf. Weiterhin sind sie mit TP53-
Mutationen, 1p/19g-Deletionen und MGMT-Promotormethylierung assoziiert (Siegal 2015, Wick et
al., 2014, Kalkan et al., 2015).

Die IDH Gen-Mutation ist sowohl ein diagnostischer als auch ein prognostischer Marker. Es handelt

sich um eine Punktmutation in Kodon 132 (IDH1) und in Kodon 172 (IDH2) (Aldape et al., 2015).



Diagnostisch ist die IDH-Mutation hilfreich zur Abgrenzung von diffusen Gliomen zu anderen
Hirntumoren. Sie findet sich vor allem in Grad-Il oder -lll-Gliomen und in ca. 80 % der sekundaren
GBMs sowie bei jiingeren Patienten. Prognostisch hat sich ein Uberlebensvorteil fiir Patienten mit
einem anaplastischen Gliom oder einem GBM mit IDH1- oder IDH2-Mutation gezeigt (Yan et al., 2009,
Xu et al., 2011).

Das Vorhandensein einer Mutation kann auch als potenzielles therapeutisches Ziel gelten. So richtet
sich AGI 5198 gegen IDH1 R132H-Mutationen und AGI 6780 gegen IDH2 R140Q-Mutationen. (Siegal
2015, Wick et al., 2014, Kalkan et al., 2015). Hartmann et al. konnten eine IDH1-Mutation in 7.2 % aller
(primaren und sekundaren) Glioblastome nachweisen. In dieser Studie war der IDH1 Status sogar von
groBerer prognostischer Bedeutung als das Alter, der WHO-Status (Il vs. IV) sowie der MGMT-Status
(Hartmann, C et al., 2010).

Die Methylguanin-Methyltransferase (MGMT)-Promotor-Methylierungsanalyse

Ein prognostischer sowie ein pradiktiver Marker fir das Therapieansprechen auf alkylierende
Chemotherapeutika sowie auf die Radiatio ist die Methylguanin-Methyltransferase (MGMT)-
Promotor-Methylierungsanalyse. Das MGMT-Gen ist auf Chromosom 10926 lokalisiert und codiert fur
ein gleichnamiges DNA-Reparaturenzym, welches Alkylgruppen von der Position O6 des Guanins der
DNA entfernt (Gerson 2004). Dies wirkt in aktivem Zustand den zytotoxischen Effekten von
Chemotherapeutika entgegen. Die Wirkung einiger Chemotherapeutika (wie z.B. Temozolomid) beruht
auf dem Anfiigen von Alkylgruppen an die Position 06, dadurch wird die DNA-Synthese und -
Transkription gehemmt. Eine Zytotoxitat und Apoptose der Tumorzellen sind die Folge. Eine erhéhte
MGMT-Expression und somit erhéhte DNS-Reparaturaktivitdit kénnen demnach der Wirkung
alkylierender Chemotherapeutika entgegenwirken. Die MGMT-Proteinexpression wird (ber den
Promotor des MGMT-Gens reguliert. Eine epigenetische Stilllegung des MGMT-Gens durch Promoter-
Hypermethylierung gilt als Hauptursache reduzierter MGMT-Proteinexpression und somit verringerter
DNS-Reparaturaktivitat.

Liegt jetzt eine Methylierung im MGMT-Promotor vor, wie es bei ca. 40% der primaren und bei ca. 70%
der sekunddren GBM der Fall ist, so flhrt dies zu einer Stilllegung des Gens und somit zu einem
Abschalten von MGMT. Daher ist eine MGMT-Promotormethylierung positiv fir eine kombinierte
Strahlentherapie und Chemotherapie mit Temozolomid. Eine sekundare Resistenz gegen Temozolomid
kann durch Punktmutationen in TP53 und weiteren Genen des DNA-mismatch-Reparatursystems
entstehen.

Tatsachlich konnte in mehreren Studien ein Zusammenhang zwischen MGMT-Promotor-

Hypermethylierung und Ansprechbarkeit auf alkylierende Chemotherapeutika gezeigt werden (Esteller



et al.,, 2000, Herrlinger et al.,, 2006). Glioblastompatienten, die eine kombinierte Radio-
/Chemotherapie erhalten haben, leben mit methyliertem MGMT-Promotor signifikant langer als
solche ohne Methylierung (Die mittlere Uberlebenszeit ist 21,7 Monate fiir Patienten mit einem
MGMT-positiven Befund und 15,3 Monate mit einem MGMT-negativen) (Hegi et al., 2005).

Nach Diagnose eines Tumorrezidives ist der MGMT-Methylierungsstatus ein wichtiger Faktor fir die
weitere Therapieentscheidung, da bei Patienten mit negativem Promotormethylierungsstatus
ebenfalls ein schlechteres Ansprechen auf alkylierende Chemotherapien postuliert wird (Weller et al.,
2013, Weller et al., 2015, Norden et al., 2013).

Die Studien NOA-08 und der Nordic Trial etablieren den Methylierungsstatus des O6-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase-(MGMT)-Promotors als pradiktiven Biomarker bei &lteren Patienten mit
einem Glioblastom, der zur Entscheidung zwischen primarer alleiniger Strahlentherapie und primarer
Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ), ohne oder mit Strahlentherapie, herangezogen werden sollte

(Wick et al., 2012).

1p/19q co-Deletion

Bei der Analyse auf eine 1p/19q co-Deletion handelt es sich um einen diagnostischen und einen positiv
prognostischen Marker fir oligodendrogliale Tumoren. Des weiteren ist dies ein positiv pradiktiver
Marker fur Patienten mit einem anaplastisch oligodendroglialen Tumoren fiir eine Behandlung mit
einer PCV (Procarbazin/CCNU/Vincristin)-Therapie. Ca. 2/3 aller oligodendroglialen Tumore zeigen
einen kombinierten Verlust der Allele (loss of heterozygosity, LOH) auf dem kurzen Arm von
Chromosom 1 (1p) und dem langen Arm von Chromosom 19 (19q), welcher auf eine unbalancierte
Translokation (t(1;19)(q10;p10)) zurlickzufiihren sein soll. In Glioblastomen finden sich Deletionen auf
1p bzw. kombinierte Deletionen auf 1p und 19q in weniger als 10% der Falle (Blschges et al., 1999).
Anaplastische Oligodendrogliome, bei denen solch ein kombinierter 1p/19g-Verlust vorliegt, sprechen
besser auf eine Chemotherapie an. In mehreren retrospektiven Studien sowie zwei prospektiven
randomisierten Phase-lll-Studien konnte dariiber hinaus der kombinierte 1p/19g-Verlust als
unabhangiger Marker fir ein besseres Ansprechen auf eine Radio- und Chemotherapie sowie eine
verlingerte Uberlebenszeit bei diesen Patienten identifiziert werden, wenn diese Patienten
postoperativ mit einer kombinierten Radio- und Chemotherapie mit Procarbazin, Lomustin und
Vincristin statt mit alleiniger Radiotherapie behandelt wurden. Dieser Uberlebenszeitunterschied
zeigte sich nicht fur Patienten mit anaplastischen Gliomen ohne 1p/19g-Kodeletion (Carincross et al.,
2006, Felsberg et al., 2004).

Anders als bei den anaplastisch oligodendroglialen Tumoren ist der prognostische Wert eines

kombinierten 1p/19g-Verlustes bei niedriggradigen oligodendroglialen Tumoren weniger eindeutig.



Einige Studien kamen unabhdngig voneinander zu dem Ergebnis, dass ein 1p- oder kombinierter
1p/19g-Verlust auch hier mit einem verlangerten Uberleben assoziiert ist (Smith et al., 2000, Kanner
et al., 2006, Kujas et al., 2005). Patienten mit einem 1p-Verlust auf Therapie mit Temozolomid zeigten
ein Ansprechen auf die Therapie (Hoang-Xuan et al., 2004, Levin et al., 2006). Andere Studien konnten
dagegen einen kombinierten 1p/19g-Verlust nicht als prognostischen Biomarker fir Patienten, die

weder radio- noch chemotherapeutisch behandelt wurden, bestatigen (Weller et al., 2007).

Magnetresonanztomografie (MRT) in der Diagnostik von Glioblastomen

Die Durchfiihrung einer kontrastmittelverstarkten kranialen MRT-Untersuchung mit T1, T2 und Flair-
Sequenzen ist Goldstandard in der bildgebenden Diagnostik hirneigener Tumore. Die MRT-
Sequenztechniken haben sich in den letzten Jahren rasch entwickelt (Hattingen et al., 2018). In unserer

Studie haben wir acht Parameter in vier dieser rasch entwickelten MR-Sequenzen (MR-Spektroskopie,

DWI, SWI und Perfusion-MR) verglichen.

Abbildung 1 MRT mit T1-Sequenzen ohne (links) und mit Kontrastmittel (rechts) zeigen eine irreguldr und inhomogen
kontrastmittelanreichernde Raumforderung mit zystischen Anteilen links frontal in einer axialen Ausdehnung von ca. 3,9 cm

x 4,9 cm (Histologie: Glioblastom). (Prof. Jansen, Klinik fir Radiologie und Neuroradiologie, UKSH).

MR-Spektroskopie (MRS)

Diese MR-Technik dient dem Nachweis und der Quantifizierung biologisch wichtiger Molekile im
Gewebe. N-Acetyl-Aspartat (NAA) wird als spektroskopischer Marker von intaktem neuronalen
Gewebe, Cholin als Marker der Zellproliferation, Laktat als Indikator von Sauerstoffmangel bzw.
anaeroben Stoffwechsel, Lipide von mikro- und makroskopischen Zellnekrosen und Myoinositol als
glialer Marker (Narbengewebe im Gehirn) angesehen (Hattingen et al., 2018). Das Summensignal aus

phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem Kreatin (Gesamtkreatin, total Cr, tCr) ist entgegen der



weitlaufigen Meinung kein Zeichen des gestorten Energiemetabolismus per se. Eine Veranderung von
tCr sagt nichts dariiber aus, ob energiereiches Phosphokreatin oder sein energiearmer Gegenpart
verandert sind oder eben beide verandert sind. tCr scheint eher ein Marker fiir aktiviertes Gliagewebe
zu sein. In den meisten Gliomen ist es zwar erniedrigt, eine Erhéhung ist aber bei Gliomatosen und
Astrozytomen moglich und bei Letzteren mit kiirzerem progressionsfreiem Uberleben korreliert
(Hattingen et al., 2008).
Die Bestimmung des Metabolitengehalts in einem Voxel (Volumenelement) kann auf unterschiedliche
Weise erfolgen. Die Konzentration eines Metaboliten ist proportional zur Intensitat seines Signals bzw.
zur Flache des sog. Peaks. Ein Metabolit kann jedoch auch als Peakkomplex erscheinen oder die Peaks
verschiedener Metabolite kdnnen sich Gberlagern (Hattingen et al., 2018). Die Methode des ,peak
fittings” berilcksichtigt diese Phanomene (Jansen et al., 2006). Die Signalintensitat wird jedoch noch
von vielen weiteren Faktoren, die bei einer Absolutquantifizierung zu bericksichtigen sind, bestimmt.
Eine Alternative ist die relative Quantifizierung, die die Konzentrationen als Verhaltnisse zum Ausdruck
bringt, wodurch sich die allgemeinen Einflussfaktoren auf das Signal ,,herausrechnen®. Weil sich aber
bei Tumoren alle Metaboliten in unterschiedlicher Weise verandern kénnen, bedeuten Quotienten
verschiedener Metaboliten auch Informationsverlust.
Zur Differenzierung einer Pseudoprogression gegeniiber echtem Tumorprogress kann die MR-
Spektroskopie neben der MR-Perfusion ebenfalls hilfreich sein (Shim et al., 2013).
Die MRS eignet fiir folgende Indikationen (Hattingen et al., 2018):

- Planung stereotaktischer Tumorbiospie: Differenzierung von Arealen mit viel Lipidsignal

(gleichbedeutend mit Nekrosen) und Arealen mit hoher Signalintensitat des Cholins
- Tumorinfiltration: Angezeigt durch Erh6hung des Verhiltnisses tCho/NAA auch in bildgebend
normal erscheinendem Hirngewebe
- Therapiemonitoring: Bleibende tCho-Erhéhung ist ein relativ zuverldassiger Marker eines

Tumorprogresses.



Abbildung 2 MR-Spektroskopie einer links frontalen Raumforderung mit deutlich erhéhtem Cholin-Peak bei realtiv

vermindertem NAA-Peak. Anteilig auch erhohter Lipid/Laktat-Peak. (Prof. Jansen, Klinik fir Radiologie und Neuroradiologie,

UKSH).

Perfusions-MR (Perfusion Weighted Imaging, PWI)

Das Perfusions-MRT misst die Passagezeit eines Kontrastmittelbolus durch das Gewebe als Zeichen des
regionalen Blutflusses (rCBF), zur Bestimmung des regionalen Blutvolumens (rCBV) und der
Permeabilitat von BlutgefaBen (Schuknecht et al., 2011). Viele Lasionen des zentralen Nervensystems
weisen gegeniiber gesundem Hirngewebe sowohl Veranderungen in ihrer Durchblutung (Perfusion)
als auch in der Intaktheit ihrer Blut-Hirn-Schranke (Permeabilitdt) auf. Zielparameter bei den
Hirntumoren sind vor allem das regionale zerebrale Blutvolumen (rCBV) und der regionale zerebrale
Blutfluss (rCBF) (Cha et al. 2002). Dabei wird meist der lokal gemessene Wert in Relation zum Wert der
(gesunden) kontralateralen Hemisphére gesetzt und mit einem zusatzlichen ,,r“ fur ,relativ” bezeichnet
(z. B. rrCBV). Die MR-Perfusion ist das derzeit am besten erforschte semiquantitative Verfahren zum
Tumorgrading und Therapiemonitoring von Glioblastomen. Die Neovaskularisation von TumorgefaRen

ist neben der Mitoserate und den Nekrosen wichtigstes Malignitatskriterium der Gliome. Durch die



erhohte GefaRdichte korrelieren rCBV- und rCBF-Werte mit zunehmender Malignitdt der soliden

Tumoranteile (Hattingen et al., 2018).

Abbildung 3 MR-Perfusion fiir denselben Patienten in Abbildung 1 zeigt ein vermehrtes Blutvolumen im Bereich der
Raumforderung links frontal. (Prof. Jansen, Klinik fiir Radiologie und Neuroradiologie, UKSH).

Ein hoher rCBV-Wert des Primartumors ist zudem ein negativer Prognosemarker fiir das
progressionsfreie Uberleben des Glioblastompatienten (Hirai et al., 2008). In Anbetracht der oft
deutlichen Heterogenitit der Gliome kann zudem die diagnostische Sicherheit beziiglich des
Tumorgradings verbessert werden, wenn zum Beispiel die Biopsiestelle in die Region des maximalen
rCBV-Werts (,hot spots”) liegt (Hattingen et al., 2018). Die MR-Perfusion eignet sich auch zur
Differenzialdiagnostik: Das peritumorale rCBV ist bei Glioblastomen im Gegensatz zu Metastasen
signifikant erhoht (Server et al., 2011). Zudem lassen sich ZNS-Lymphome durch ein niedrigeres

intratumorales rCBV von Glioblastomen unterscheiden (Liao et al., 2009).

Diffusionsgewichtete Bildgebung (Diffusion Weighted Imaging, DWI)

Die diffusionsgewichtete Bildgebung (Diffusion Weighted Imaging, DWI) basiert auf der thermischen
zufélligen Molekularbewegung von Wasser im Intra- und Extrazellularraum als Hinweis auf eine frische
Durchblutungsstorung und als Parameter der Zelldichte (Malignitat) einer Léasion. Die
Molekularbewegung kann durch Messung der aus der primaren Diffusionsbildgebung errechenbaren

ADC-Werte (Apparent Diffusion Coefficient) quantifiziert werden. In der Onkologie dienen niedrige



und fallende ADC-Werte als Proliferationsmarker, hohe und steigende ADC-Werte zeigen sich bei
Zellzerfall und dienen als Therapieresponse (Schuknecht et al., 2011).

In Gewebe mit dicht aneinander liegenden Zellen, wie in Lymphomen oder Medulloblastomen, ist die
Diffusion von Wasser stark eingeschrankt, sodass das Signal in der DWI hyperintens bleibt und der
ADC-Wert hier entsprechend vermindert ist.

In Glioblastomen ist die Zelldichte randstdndig oft erheblich erhéht und der Extrazelluldrraum ist
reduziert. Das Signal in der DWI bleibt im Tumorrand hyperintens zum gesunden Gewebe. Im Zentrum
der Glioblastome ist meist nekrotisches Gewebe zu finden. Da Wassermolekiile dort starker

diffundieren kdnnen, ist das Signal niedriger und der ADC-Wert entsprechend hoher (Hattingen et al.,

2018).

Abbildung 4 Hypointense Struktur als Ausdruck einer zentralen Nekrose in DWI-Sequenz. (Prof. Jansen, Klinik fiir Radiologie
und Neuroradiologie, UKSH).

Die exakte rdumliche Trennung von noch tumorinfiltriertem Gewebe zu perifokalem Odem gelingt
jedoch anhand von ADC-Werten nur unzuverldssig (Van Westen et al. 2006). Ebenso kann die DWI
nicht sicher zwischen hoch- und niedriggradigen Gliomen trennen.

Die DWI eignet sich auch zum Therapiemonitoring. Radio- und Chemotherapien fiihren bei
Therapieansprechen zu einer verringerten Zelldichte und einer VergroRerung des Extrazellularraums.

Infolgedessen steigt der ADC-Wert (Hattingen et al. 2018). Die Steigerung des ADC-Wertes korreliert



mit der Dauer und der Dosis der Chemotherapie und stellt einen positiven prognostischen Marker fiir
ein Therapieansprechen beim Glioblastompatienten dar (Moffat et al., 2005).

Ein Ansteigen des ADC-Wertes stellte sich in Studien bis zu 4 Wochen vor Veranderungen im
Tumorvolumen ein (Tomura et al., 2006). Hingegen kann eine neu aufgetretene Diffusionsrestriktion
bzw. Absinken des ADC-Wertes eines vorbehandelten Tumors einen Tumorprogress anzeigen, bevor

eine Schrankenstérung oder eine Veranderung in T2-Wichtung erkennbar wird (Gupta et al., 2011).

Suszeptibilitdtsgewichtete Bildgebung (Susceptibility-Weighted Imaging, SWI)

Eine Weiterentwicklung ist die suszeptibilititsgewichtete Bildgebung (Susceptibility-Weighted
Imaging, SWI), die besonders sensitiv tumorgefdlRassoziierte Mikroblutungen detektiert. Die
Mikroblutungen lassen sich typischerweise in Glioblastomen, nicht aber in Lymphomen nachweisen
lassen. Die SWI-Bildgebung stellt deutlich empfindlicher als die T2*-Bildgebung Grenzen der
unterschiedlichen Magnetisierbarkeit des Gewebes dar. Dabei werden para- und diamagnetische
Gewebe unterschieden. Wahrend gesundes Hirngewebe (berwiegend diamagnetisch ist, sind
Blutabbauprodukte grundsatzlich paramagnetisch. Hierzu gehort jedoch auch das Desoxyhamoglobin,
so dass in Tumoren wie dem Glioblastom auch der ventse GefaRanteil pathologischer

TumorgefaRsysteme neben Blutungen erkennbar ist. (Li et al., 2010)
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Ziel der Arbeit

In der Diagnostik und Therapie hirneigener Tumore haben sich molekulare Marker zur praziseren
Klassifikation und zur besseren Abschatzung der Prognose sowie des therapeutischen Ansprechens auf
Strahlentherapie und Chemotherapie im klinischen Alltag etabliert. Neuropathologie und
Neuroradiologie spielen dabei in der Diagnostik eine entscheidende Rolle. Die diffus infiltrativ im
Hirngewebe wachsenden Gliome der WHO-Grade II-1V wurden klassischerweise als unterschiedliche
Auspragungen derselben Erkrankung gemeinsam im Rahmen einer malignen Progression betrachtet.
Dieses Konzept lasst sich aktuell nicht mehr aufrechterhalten. Die haufige Identifizierung von
Mutationen in den Isozitrat-Dehydrogenase (IDH-)1- und -2-Genen bei Gliomen der WHO-Grade Il und
I, nicht jedoch bei Glioblastomen (WHO-Grad IV), zeigt, dass die meisten Glioblastome nicht aus
WHO-Grad-II- oder -lll-Gliomen hervorgegangen sind. Es wird daher grundsatzlich zwischen Gliomen
mit oder ohne IDH-Mutation in der Hirntumorklassifikation unterschieden, wie er auch in die aktuell
Uberarbeitete WHO-Klassifikation eingeflossen ist. Neben dem IDH-Status ist der Verlust genetischen
Materials auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 (1p) und dem langen Arm von Chromosom 19 (19q)
im Tumorgewebe, kurz 1p/19g-co-Deletion genannt, ein wichtiger molekularer Biomarker bei
Gliomen. Dieser Marker ist mit einer oligodendroglialen Tumorhistologie und gutem Ansprechen auf
Strahlentherapie oder Chemotherapie oder deren Kombination assoziiert. Diese Veranderungen
erlauben eine Einteilung dieser Tumoren in drei groBe molekulare Gruppen. Diese beruht im
Wesentlichen auf dem IDH- und 1p/19g-Status und wird durch andere molekulargenetische Marker
unterstitzt. Die Verwendung dieser molekularen Marker fiihrt zudem dazu, dass die mit hoher
diagnostischer Unsicherheit belastete Gruppe der Mischgliome (Oligoastrozytome) entfallt, da diese
Tumoren durch molekulare Testung entweder den oligodendroglialen Tumoren mit IDH-Mutation und
1p/19g-co-Deletion oder den astrozytdren Gliomen mit oder ohne IDH-Mutation zugeordnet werden
kdnnen.

Das Ziel dieser Promotionsarbeit war es zu untersuchen, ob die Expression molekulargenetischer
Marker (IDH, 1p/19g und MGMT) mit bildmorphologischen Befunden in den verschiedenen MRT-
Sequenzen (DWI, SWI, MR-Perfusion und MR-Spektroskopie) korreliert. Xi und Kollegen haben
retrospektiv die T1- und T2- gewichteten Sequenzen fir die MGMT(+)- und MGMT(-)-Patienten
untersucht und fanden eine Korrelation von bis zu 86% (Xi et al., 2018). Andere Studien untersuchten
Perfusion- und Diffusion-MR-Signaturen in Gliome Grad | - Ill (Leu K et. al 2017) und in
Oligodendrogliomen (Latysheva A. et al., 2019). Es findet sich jedoch bis dato keine Studie, die multiple
MR-Sequenzen einschliellich der Spektroskopie mit molekulargenetischen Markern in Gliompatienten

prospektiv untersucht hat.
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Material und Methoden

Patientenkollektiv

Prospektiv geplant dann gesammelt dann untersucht wurden die Daten von 39 konsekutiven
Patienten, die zwischen 2016 und 2018 am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel an
einem neudiagnostizierten Glioblastom behandelt wurden. Diese Studie wurde durch die

Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Christian-Albrechts-Universitat Kiel bewilligt.

MRT-Protokoll

Die MRT-Untersuchungen wurden an einem 1.5 Tesla Ganzkorper MR-Scanner (Achieva, Philips
Healthcare, Niederlande) in der Klinik und Diagnostische und Interventionelle Radiologie und
Neuroradiologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (Prof. Dr. O. Jansen) durchgefiihrt.
Nach ausfihrlicher Aufklarung und Ausschluss von Kontraindikationen des zu untersuchenden
Patienten erfolgte die Datenakquisition am MRT.
Aufgenommen wurden

1) eine axiale SWI-Sequenz,

2) eine axiale DWI- Sequenz,

3) eine axiale Perfusions-Sequenz sowie

)

4) eine axiale Spektroskopie-Sequenz.

MRT-Sequenzparameter wurden entsprechend der vorgegebenen Herstellerprotokolle (Achieva,

Philips Healthcare, Niederlande) gewahlt

Einschlusskriterien:

Es wurden initial alle Patienten in diese Studie eingeschlossen, die im Zeitraum vom 01.08.2016 bis
zum 31.07.2018 an einer Glioblastom-verdachtigen Raumforderung in der neurochirugischen Klinik
des Universitatsklinikums Schleswig- Holstein Campus Kiel operiert wurden. Die Patienten mussten der
Datennutzung nach der Diagnosesicherung zustimmen. 55 Patienten wurden initial eingeschlossen.
Keiner der Patienten hat die Teilnahme abgelehnt.

Ausschlusskriterien:

Aus der Studie wurden neun Gliobalstom- Patienten augeschlossen, bei denen praoperativ weder MR-

Perfusion noch MR-Spektroskopie durchgefiihrt wurde.
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7 Patienten mit anderen Tumorentitdten (4 Patienten mit histologisch gesicherten anaplastischen
Gliomen WHO-Grad Ill, Zwei mit Astrozytom Grad Il, sowie 1 Patient mit einer Metastase eines

Bronchial-CA) wurden ebenfalls von der Studie ausgeschlossen.

Verarbeitung der MRT-Daten

Die am 1,5 Tesla MRT (Achieva, Philips Healthcare Best, Niederlande) angefertigten Bilddaten im
DICOM-Format (Digital Imaging and Communications in Medicine) wurden von der MRT-Einheit digital
an einen PC-Arbeitsplatz ibertragen.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software ImagelJ des National Institute of Health (NIH).
Die Daten der MRT-Spektroskopie mit den bekannten Markern (Cholin-Peak/Creatin-Peak, N-Acetyl-
Aspartat (NAA)-Peak/Creatin-Peak, Cholin-Peak/NAA-Peak und Myoinositol-Peak/Creatin-Peak), der
MRT-Perfusion (rr.CBF%, rr.CBV%), der SWI-Sequenzen (HEM LS1-5) und der DWI-Sequenzen (ADC-
Minimum-Wert) wurden gespeichert und in eine Excel2007-Tabelle (Microsoft Corporation, Seattle,

Washington, USA) Uibertragen.

Molekulargenetische Marker

Die Befundung erfolgte im Institut fir Pathologie am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus
Kiel (Direktor Prof. Dr. Ch. Rocken). Die Tumorareale wurden aus formalinfixierten
paraffineingebetteten ungefarbten Schnitten prapariert und die DNA wurde extrahiert. Dann wurden
die Zielregionen im IDH1- (Kodon 132) und IDH2-Gen (Kodon 172) mittels PCR amplifiziert und die PCR-
Produkte sequenziert. Die ermittelten DNA-Sequenzen wurden mit der Sequenz des IDH1- und IDH2-
Gens verglichen. Die Exone 4-10 des p53-Gens wurden amplifiziert und sequenziert.

Die gewonnene DNA wurde mit Bisulfit behandelt und ein 104 Basenpaare umfassender Bereich aus
dem Exon 1 des 06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)-Gens vervielfaltigt und mittels
Pyrosequenzierung sequenziert. Das Ausmall der Methylierung an den CpG-Stellen 74 bis 78 des
MGMT-Promoters wurde anschlieRend mit der PyroMark Q24-Software (QIAGEN) bestimmt.

Zum Nachweis von Deletionen des kurzen Arms von Chromosom 1 (1p) und des langen Arms von
Chromosom 19 (19qg) wurde genomische DNA aus Tumorgewebe und peripherem Blut extrahiert. Je
funf polymorphe Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 1 (1p) und Chromosom 19 (19q) wurden
mittels PCR vervielfaltigt und die Amplifikationsprodukte mittels einer fluoreszenzbasierten
Fragmentanalyse auf Allelverluste im Tumorgewebe analysiert.

Der neuropathologische Befund inklusive molekulargenetischer Charakterisierung wurde ebenfalls in

eine Excel2007-Tabelle lGbertragen.
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Statistische Tests

Die biometrische Evaluierung erfolgte nach Datenerhebung in MS.Excel und SSPS-Programme.
Zuerst soll die Stichprobe beschrieben und diesbezliglich deskriptive Statistiken (Minimum, Maximum,
Mittelwert, Median, Standardabweichung) fir die erhobenen Daten berechnet werden. Danach
befassen wir uns mit der eigentlichen Fragestellung. Wir haben hierbei mit jeweils zwei
Patientengruppen beziglich des ersten (MGMT-Promotor) Markers und zweiten (1p19q) Markers zu
tun. Diese Gruppen stellen zwei unabhangige Stichproben dar. Um Mittelwertunterschiede in Bezug
auf statistische Signifikanz von zwei unabhangigen Stichproben zu untersuchen, eignet sich das
Verfahren des t-Tests fiir unabhdngige Stichproben (Bortz und Schuster 2010, Tachtsoglou und Koénig
2017). Die Uberpriifung von Mittelwerteunterschieden mit Hilfe des t-Tests fiir unabhingige
Stichproben ist an zwei Voraussetzungen geknlpft (Bortz und Schuster 2010, Eckstein 2016):

- Das untersuchte Merkmal muss in beiden Grundgesamtheiten (Populationen), denen die

Stichproben entnommen wurden, normalverteilt sein

- Die Varianzen der zu vergleichenden Grundgesamtheiten (Populationen) sind gleich.
Der t-Test fiir unabhangige Stichproben ist relativ robust gegenlber Verletzungen der
Normalverteilungsannahme, sobald der Stichprobenumfang fir jede der zwei unabhangigen
Stichproben gréRer als 50 ist (Bortz und Schuster 2010, Eckstein 2016). Da unsere Stichproben diese
Zahl nicht (berschreiten (s. nichster Abschnitt), findet die Uberpriifung der
Normalverteilungsannahme mit Hilfe eines Kolmogorov-Smirnov- und eines Shapiro-Wilk-Tests statt
(Janssen und Laatz 2017). Falls die Normalverteilung bestatigt wird, dann wird die Annahme Uber die
Gleichheit der Varianzen mit Hilfe eines Levene-Tests stattfinden (Bortz und Schuster 2010, Eckstein
2016). Falls die Normalverteilung nicht bestatigt wird, dann findet die Untersuchung unsere
Fragestellung anhand des Mann-Whitney-U-Tests, welche das nicht parametrische Aquivalent des t-
Tests flr unabhédngige Stichproben darstellt (50). Nicht parametrisch heiRt hierbei, dass keine
Annahmen Uber die Verteilung der verschiedenen Stichproben in der Grundgesamtheit benotigt
werden.
Die statistischen Analysen sind mit dem Statistikprogramm IBM SPSS Statistics (Version 25)

durchgefihrt worden.

14



Ergebnisse

Auswertung der Patientendaten

Im Zeitraum vom 01.08.2016 bis zum 31.07.2018 wurden in der neurochirurgischen Klinik des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein Campus Kiel 39 Patienten mit histologisch gesichertem
Glioblastom nach Durchfiihrung einer praoperativen MRT mit den o.g. Sequenzen in unserer
prospektiven Studie eingeschlossen. 27 (69,2%) der Patienten waren mannlich und 12 (30,8%) waren
weiblich. In der endgiiltigen Studienpopulation von 39 Patienten lag das mittlere Alter bei 63,8 Jahren

(43 Jahre bis 82 Jahre).

Molekulargenetische Marker

Bei allen 39 Patienten zeigten sich keine IDH-Mutationen (IDH1- oder IDH2-Mutation). Somit lag bei
allen 39 Patienten ein IDH-wildtyp vor. Der Marker konnte somit nicht im Vergleich verwendet werden.
14 von 39 Patienten (35,9%) hatten einen erhdhten Methylierungsgrad des MGMT-Promoters (MGMT
positiv) und 25 von 39 Patienten (64,1%) hatten keinen erhéhten Methylierungsgrad des MGMT-
Promotors und waren damit MGMT negativ.

1p/19g-Codeletion konnte in 33 Patienten untersucht werden. 5 von/33 Patienten (15,2%) zeigten
eine 1p/19g-Codeletion und 28 Patienten (84,8%) zeigten keine 1p/19g-Codeletion.

MRT-Datensatzaquise
Die MRT-Spektroskopie konnte bei 36 Patienten durchgefiihrt und ausgewertet werden. Die MRT-

Perfusion bei 34 Patienten. Alle 39 Patienten erhielten praoperativ eine SWI- und DWI-Sequenz.

Cholin-Peak/ Creatin-Peak
Der Mittelwert des Cholin-Peak/Creatin-Peaks fur alle Patienten lag bei 1,85 mit einer

Standardabweichung von 0,93.

1. Der Mittelwert des Cholin-Peak/Creatin-Peaks flr Patienten mit einem positiven MGMG-
Promotor war 1,98 mit einer Standardabweichung von 1,04.

2. Der Mittelwert des Cholin-Peak/Creatin-Peaks flir Patienten mit einem negativen MGMT-
Promotor war 1,76 mit einer Standardabweichung von 0,87.

3. Der Mittelwert des Cholin-Peak/Creatin-Peaks fiir Patienten mit einem positiven 1p19q war
2,78 mit einer Standardabweichung von 0,62.

4. Der Mittelwert des Cholin-Peak/Creatin-Peaks flr Patienten mit einem negativen 1p19q war

1,65 mit einer Standardabweichung von 0,81.
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(NAA)-Peak/Creatin-Peak
Der Mittelwert des NAA-Peak/Creatin-Peaks fir alle Patienten war 1,26 mit einer Standardabweichung
von 0,47.
1. Der Mittelwert des (NAA)-Peak/Creatin-Peaks fir Patienten mit einem positiven MGMT-
Promotor war 1,38 mit einer Standardabweichung von 0,59.
2. Der Mittelwert des (NAA)-Peak/Creatin-Peaks fur Patienten mit einem negativen MGMT-
Promotor war 1,18 mit einer Standardabweichung von 0,37.
3. Der Mittelwert des (NAA)-Peak/Creatin-Peaks fir Patienten mit einem positiven 1p19q war
1,135 mit einer Standardabweichung von 0,88.
4. Der Mittelwert des (NAA)-Peak/Creatin-Peaks fur Patienten mit einem negativen 1p19q war

1,29 mit Standardabweichung von 0,41.

Cholin-Peak/NAA-Peak
Der Mittelwert des Cholin-Peak/NAA-Peaks fir alle Patienten war 1,83 mit einer Standardabweichung
von 1,76.
1. Der Mittelwert des Cholin-Peak/NAA-Peaks fiir Patienten mit einem positiven MGMT-
Promotor war 1,85 mit Standardabweichung von 2,21.
2. Der Mittelwert des Cholin-Peak/NAA-Peaks fiir Patienten mit einem negativen MGMT-
Promotor war 1,80 mit Standardabweichung von 1,43.
3. Der Mittelwert des Cholin-Peak/NAA-Peaks fiir Patienten mit einem positiven 1p19q war 4,12
mit Standardabweichung von 3,68.
4. Der Mittelwert des Cholin-Peak/NAA-Peaks flir Patienten mit einem negativen 1p19q war 1,39

mit einer Standardabweichung von 0,84.

Myoinositol-Peak/Creatin-Peak
Der Mittelwert des Mpyoinositol-Peak/Creatin-Peaks fiir alle Patienten war 0,38 mit einer
Standardabweichung von 0,35.
1. Der Mittelwert des Myoinositol-Peak./Creatin-Peaks fiir Patienten mit einem positiven
MGMT-Promotor war 0,44 mit einer Standardabweichung von 0,35.
2. Der Mittelwert des Myoinositol-Peak/Creatin-Peaks flur die Patienten mit einem negativen
MGMT-Promotor war 0,34 mit einer Standardabweichung von 0,35.
3. Der Mittelwert des Myoinositol-Peak/Creatin-Peaks flirPatienten mit einem positiven 1p19q

war 0,75 mit Standardabweichung von 0,54.
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4. Der Mittelwert des Myoinositol-Peak./Creatin-Peaks fiir Patienten mit einem negativen 1p19q

war 0,35 mit Standardabweichung von 0,31.

rrCBV%
Der Mittelwert des rrCBV fiir alle Patienten war 230% mit einer Standardabweichung von 69%.

1. Der Mittelwert des rrCBV fiir Patienten mit einem positiven MGMT-Promotor war 247% mit
einer Standardabweichung von 65,91%.

2. Der Mittelwert des rrCBV fiir Patienten mit einem negativen MGMT-Promotor war 220% mit
einer Standardabweichung von 69,75%.

3. Der Mittelwert des rrCBV fiir Patienten mit einem positiven 1p19q war 172% mit einer
Standardabweichung von 101,9%.

4. Der Mittelwert des rrCBV fir Patienten mit einem negativen 1p19q war 235,2% mit

Standardabweichung von 58,5%.

rrCBF%
Der Mittelwert des rrCBF fiir alle Patienten war 199% mit Standardabweichung von 69%.
1. Der Mittelwert des rrCBF fiir Patienten mit einem positiven MGMT-Promotor war 217% mit
einer Standardabweichung von 69,15%.
2. Der Mittelwert des rrCBF fiir Patienten mit einem negativen MGMT-Promotor war 187% mit
einer Standardabweichung von 67,3%.
3. Der Mittelwert des rrCBF fiir Patienten mit einem positiven 1p19q war 176 % mit einer
Standardabweichung von 81,87%.
4. Der Mittelwert des rrCBF fir Patienten mit einem negativen 1p19q war 205,3% mit

Standardabweichung von 68,5%.

ADC-Minimum: (10°®) mm?/sec
Der Mittelwert des ADC-Minimum fir alle Patienten war 619,05 (10°)mm?/sec mit einer

Standardabweichung von 115,44.
1. Der Mittelwert des ADC-min fir Patienten mit einem positiven MGMT-Promotor war 577,07
mit einer Standardabweichung von 83,68.
2. Der Mittelwert des ADC-min fiir Patienten mit einem negativen MGMT-Promotor war 642,56
mit einer Standardabweichung von 125,3.
3. Der Mittelwert des ADC-min fiir Patienten mit einem positiven 1p19q war 656,8 mit

Standardabweichung von 115,92.
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4. Der Mittelwert des ADC-min flr Patienten mit einem negativen 1p19q war 618,17 mit
Standardabweichung von 120,65.
HEM LS1-5

Die Wahrscheinlichkeit der Mikroblutung in den SWI-Sequenzen wurde wie oben beschrieben nach

der Likert-Skala (L1-L5) definiert. Zur statistischen Bearbeitung haben wir bei den ordinalen Variablen

die Haufigkeit berechnet.

1.

Fir die Patientin mit einem negativen MGMT-Promotor hatten 56% eine sichere
Mikroblutung (LS-5), 28% eine wahrscheinliche Mikroblutung (LS-4), 12% eine mogliche
Mikroblutung (LS-3) und 4% keine Mikroblutung (LS-1).

Fiir die Patientin mit einem positiven MGMT-Promotor hatten 50% eine sichere Mikroblutung
(LS-5), 35,7% eine wahrscheinliche Mikroblutung (LS-4) und 14,3% eine mogliche
Mikroblutung (LS-3).

Fur die Patientin mit einem negativen 1p/19q hatten 57,1% eine sichere Mikroblutung (LS-5),
32,1% eine wahrscheinliche Mikroblutung (LS-4), 7,1% eine mogliche Mikroblutung (LS-3) und
3,6 % keine Mikroblutung (LS-1).

Fur die Patientin mit einem positiven 1p/19q hatten 60% eine sichere Mikroblutung (5), 20%

eine wahrscheinliche Mikroblutung (4) und ebenso 20% eine mogliche Mikroblutung (3).

Fir die Visualisierung der Ergebnisse und der nachfolgenden statistischen Auswertung habe ich die

molekulargenetischen Marker und MRT-Marker wie folgend abgekiirzt:

Marker 1: MGMT-Promotor
Marker 2: 1p19q
A: Cholin-Peak/ Creatin-Peak
B (NAA)-Peak/Creatin-Peak
C: Cholin-Peak/NAA-Peak
D Myoinositol-Peak/Creatin-Peak
E rrCBF %
F: rrCBV %
ADC-Minimum: (10%) mm?/sec
H: HEM_LS1-5
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Abbildung 6 Mittwerte der Patienten je nach Marker. Marker 1 : MGMT-Promotor. Marker 2: 1p19q. A: Cholin-Peak/
Creatin-Peak. B: (NAA) —Peak/Creatin-Peak. C: Cholin-Peak/NAA-Peak . D: Myoinositol-Peak./Creatin-Peak
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Abbildung 7 Mittewerte der Patienten je nach Marker. Marker 1: MGMT-Promotor. Marker 2: 1p19q. E: rrCBF% . F: rrCBV %.
G: ADC-Minimum: (10°6) mm?2/sec. .
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Abbildung 8 Prozentuale Anteile in Bezug auf die Werte der Variable H ( Hem LS1-5) je nach Werte der Variablen
Marker1(MGMT) und Marker2 (1P/19q)
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Statistische Auswertung

1. Gibt es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Patienten mit positiven und
negativen MGMT-Status (Marker 1) bezlglich der Variablen A bis H?
2. Gibt es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Patienten mit positiven und

negativen 1p/19q (Marker 2) beziiglich den Variablen A bis

Deskriptive Statistiken
Insgesamt gibt es Erhebungsdaten von 39 Patienten. 27 (69,2%) dieser Patienten sind mannlich und 12

(30,8%) weiblich. Die jlingste Person ist 43 und die dlteste 82 Jahre alt. Im Durchschnitt sind die
Patienten 63,87 Jahre, wobei 50% der Patienten 65 Jahre (Median-Wert) und alter sind. In Bezug auf
die Variable Marker 1 (MGMT) weisen 25 (64,1%) Patienten den Wert 0 und 14 (35,9%) den Wert 1
auf. In Bezug auf die Variable Marker 2 (1p/19q) gibt es 28 (84,8%) Patienten mit dem Wert 0 und nur
5 (15,2%) mit dem Wert 1. AuBerdem gibt es 6 Patienten, die hierbei keine Angaben gemacht haben.
Tabelle 1 stellt die deskriptiven Statistiken zu den Variablen unserer Studie dar. Dabei ist zu beachten,
dass fir die Variablen Markerl und 2 kein Mittelwert bzw. Standardabweichung berechnet werden
darf, da diese Variablen nominal skaliert sind. Der Wert des Mittelwertes gibt hierbei den Anteil der
Patienten mit dem Wert 1 wieder. Fiir die Variable Marker1 betragt dieser Anteil 36% (=100 * 0,36)
und fiir Marker2 15%. Ebenfalls darf flr die Variable H kein Mittelwert und keine Standardabweichung

berechnet werden, da diese Variable ordinalskaliert ist.
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Tabelle 1: Deskriptive Statistiken

Variable N Fehlend Minimum Maximum Mittel-wert ~ Modalwert Median Standard-
abweichung
Age 39 0 43 82 63,87 73 65 11,08
MGMT 39 0 0 1 0,36 0 0 -
1P/19q 33 6 0 1 0,15 0 0 -
Cho/Cr 36 3 0,46 4,33 1,85 1,33 1,59 0,94
NAA/Cr 36 3 0,33 2,4 1,26 1,27 1,27 0,47
Cho/NAA 36 3 0,53 9,33 1,83 75 1,24 1,76
MI/Cr 36 3 0,001 1,3 0,38 0,001 0,32 0,35
rrCBF% 34 5 90% 340% 1,99 90% 190,00% 68,62%
rrCBV% 34 5 87% 376% 2,30 225% 241,00% 68,64%
ADC.min 39 0 290 930 619,05 540 622 115,44
Hem_LS1-5 39 0 1 5 - 5 5

-10
Patient -
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Age 0.6
MGMT - 0.4
Marker 072
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Abbildung 12: Heat- Map. Deskriptive Statistik.

In Abbildung 6 sind die Mittelwerte der Patienten fiir die Variablen Cho./Cr., NAA/Cr., Cho./NAA und
Mi/Cr. je nach Werte des ersten und zweiten Markers zu betrachten. In Bezug auf die Variable Marker1
(MGMT) ist es zu erkennen, dass Patienten mit Marker1-Wert 1 héhere Durchschnittswerte als

Patienten mit Marker1-Wert 0 aufweisen. Hinsichtlich der Variablen A, C und D haben Patienten mit
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dem Marker2-Wert 1 hohere Durchschnittswerte als Patienten mit Marker2-Wert 0. In Bezug auf die
Variable B ist es umgekehrt.

In Abbildung 7 sind Mittelwerte der Patienten hinsichtlich der Variablen E, F und G je nach Marker-
Gruppe dargestellt. Diese Variablen sind getrennt dargestellt, da sie eine groRere Skalierung als die
Variablen A, B, C und D aufweisen. Hinsichtlich der Variablen E und F haben Patienten der Marker1-
Gruppe 0 niedrigere Mittelwerte als Patienten der Marker1-Gruppe 1. Hinsichtlich der Variable G ist
dies umgekehrt. In Bezug auf die Variable Marker2 haben Patienten der Gruppe 0 in den Variablen E
und F héhere und in der Variable G niedrigere Durchschnittswerte als Patienten in der Gruppe 1.

In Abbildung 8 sind die prozentualen Anteilswerte der Variable H je nach Auspragungen des ersten und
zweiten Markers zu sehen. Fiir beide Marker-Gruppen gilt, dass die Anteile in der Gruppe 0 héher als
die Anteile in der Gruppe 1 sind. Aullerdem befinden sich keine Patienten in Kategorie 2. Wie schon
erwahnt, untersuchen wir die Beziehung zwischen den beiden Marker-Variablen und der Variable H

mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests, da die Variable H ordinalskaliert ist.

Prifung statistischer Signifikanz
In Tabelle 2 sind die Ergebnisse zur Prifung der Normalverteilungsannahme in Bezug auf die zwei

unabhangigen Stichproben von Marker1 (also die Gruppen 0 und 1) in Zusammenhang mit den
Variablen A bis G. Dabei wird die Nullhypothese (berpriift, die besagt, dass die Verteilung der
jeweiligen Gruppe in der Grundgesamtheit normal ist. Falls der Wert in der Spalte von Tabelle 2 kleiner
als 0,05, dann kann davon ausgegangen werden, dass die Verteilung in der Grundgesamtheit nicht
normal ist.

Wir haben die Werte der entsprechenden Teststatistiken, die auf eine Verletzung der
Normalverteilungsannahme in der Grundgesamtheit hindeuten, fett markiert. Der Variable D
ausgenommen zeigen sowohl die Kolmogorov-Smirnov- als auch die Shapiro-Wilk-Teststatistik
vergleichende Resultate. Wahrend die Kolmogorov-Smirnov-Teststatistik in Bezug auf die Variable D
fiir die Normalverteilungsannahme spricht, deuten die Ergebnisse Shapiro-Wilk-Teststatistik auf eine
Verletzung der Normalverteilungsannahme hin.

In Bezug auf die Variablen B, E, F und G zeigen die Ergebnisse der beiden Testverfahren, dass man von
der Giltigkeit der Normalverteilungsannahmen ausgehen kann. Bezliglich dieser vier Variablen
untersuchen wir also die Mittelwerteunterschiede zwischen den beiden Gruppen des ersten Markers
mit Hilfe des t-Testverfahrens fir unabhangige Stichproben. Fiir den Rest (Variablen A, C, D) kommt
nur das nicht parametrische Verfahren des Mann-Whitney-U-Tests zur Uberpriifung der Unterschiede
zwischen den Patienten mit positivem und negativem erstem Marker in Frage, da sich hierbei die
Normalverteilungsannahme mindestens in einer der beiden Teststatistiken nicht bewahrheitet hat.
Tabelle 2: Prifung der Normalverteilungsannahme hinsichtlich der Variablen A bis G fiir die Marker1-

Gruppen
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Variablen | MGMT Kolmogorov-Smirnov- | Signifikanzni | Shapiro-Wilk- Signifikanzn
Teststatistik veau Teststatistik iveau
Cho./Cr 0 0,197 0,026 0,838 0,002
1 0,088 ,200 0,971 0,884
NAA/Cr. 0 0,143 ,200 0,96 0,493
1 0,15 ,200 0,958 0,691
Cho./NAA | O 0,243 0,002 0,751 0,000
1 0,344 0,000 0,521 0,000
MI/Cr. 0 0,178 0,067 0,858 0,005
1 0,159 ,200 0,906 0,14
rrCBF% 0 0,148 ,200 0,949 0,332
1 0,111 ,200 0,977 0,963
rrCBV% 0 0,10 ,200 0,976 0,85
1 0,182 ,200 0,941 0,469
ADC.min | O 0,102 ,200 0,962 0,455
1 0,171 ,200 0,892 0,087

In Tabelle 3 sind &hnlich wie in Tabelle 2 die Ergebnisse der Uberpriifung der
Normalverteilungsannahme fir die Gruppen der Variable Marker2 in Zusammenhang mit den
Variablen A bis G zu betrachten. In Bezug auf den Kolmogorov-Smirnov-Test ldsst sich fiir die Marker2-
Gruppe 1 hinsichtlich der Variablen A bis F das Signifikanzniveau nicht tGberpriifen, da der Umfang der
Stichproben hierbei kleiner als 5 ist. Dagegen hat der Shapiro-Wilk-Test keine Probleme mit dem
kleinen Umfang der Stichproben. Die Ergebnisse von der Tabelle 3 deuten darauf hin, dass fiir die
Variablen B, E, F und G ein t-Test fiir unabhdngige Stichproben gerechtfertigt ist. Fir den Rest
(Variablen A, C und D) macht der Mann-Whitney-U-Test Sinn.

Tabelle 3: Prifung der Normalverteilungsannahme hinsichtlich der Variablen A bis G fir die Marker2-

Gruppen
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Variablen | 1P/19q Kolmogorov-Smirnov- | Signifikanzni | Shapiro-Wilk- Signifikanzn
Teststatistik veau Teststatistik iveau
0 0,177 0,035 0,907 0,023
Cho./Cr. 1 0,26 - 0,902 0,441
NAA/Cr. 0 0,142 0,187 0,942 0,151
1 0,31 - 0,892 0,39
Cho./NAA | O 0,209 0,005 0,828 0,001
1 0,253 - 0,876 0,32
MI/Cr. 0 0,126 ,200 0,907 0,023
1 0,237 - 0,941 0,657
rrCBF% 0 0,145 0,172 0,945 0,177
1 0,21 - 0,991 0,818
rrCBV% 0 0,111 ,200 0,958 0,346
1 0,275 - 0,943 0,541
ADC.Min |0 0,101 ,200 0,964 0,431
1 0,196 ,200 0,964 0,835

Tabelle 4 stellt die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests dar. Hierbei wird die Nullhypothese

Uberprift, die besagt, dass die Variablen (A, C, D und H) in beide Grundgesamtheiten der ersten

Markers (also die Gruppen 0 und 1) die gleichen Verteilungen haben (Janssen und Laatz 2017, S. 653).

Dies ist dann der Fall, wenn der Wert in der Spalte Exakte Signifikanz von Tabelle 4 Werte grofer als

0,05 aufweist. Das ist der Fall fir alle Variablen in Tabelle 4. Mit anderen Worten, es gibt keine

statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten mit positivem und negativem erstem

Marker bezlglich der Variablen A, C, D und H.

Tabelle 4: SPSS-Output in Bezug auf das Mann-Whitney-U-Test Marker1(MGMT)

Cho/Cr Cho/NAA MI/Cr Hem
Mann-Whitney-U 128,50 150,00 123,00 168,500
Wilcoxon-W 381,50 255,00 376,000 273,500
YA -,828 -,130 -1,008 -,211
Asymptotische Signifikanz ,408 ,897 ,313 ,833
(2-seitig)
Exakte Signifikanz [2%(1-,413 ,911 ,327 ,851

seitige Sig.)]

a. Gruppenvariable: Marker1(MGMT)

25



In Bezug auf die Gruppen von der Variable Marker2 gibt es einen statistisch signifikanten Unterschied
hinsichtlich der Variablen A und C, wie man anhand der Analyseergebnisse der Tabelle 5 feststellen
kann. Als nachstes stellt sich die Frage, wie grol8 dieser Unterschied ist. Diese Frage mit Hilfe der

Effektstarke ¢ beantworten, die anhand folgender Formel berechnet werden kann (Blihner und Ziegler

2009):

Flr Variable A:

o= i _ —2,380 0434
Vn V30 '

Fiir Variable C:

o= L2 373
vno V30 ’

Tabelle 5: SPSS-Output in Bezug auf das Mann-Whitney-U-Test Marker 2 (1P/19q)
Cho/Cr Cho/NAA MI/Cr HEM

Mann-Whitney-U 13,000 18,500 27,500 69,500
Wilcoxon-W 364,000 369,500 378,500 84,500
VA -2,380 -2,044 -1,499 -,028
Asymptotische Signifikanz ,017 ,041 ,134 ,977
(2-seitig)

Exakte Signifikanz [2*(1-,014 ,038 ,139 ,981
seitige Sig.)]

a. Gruppenvariable: 1P/19q

Absolute @-Werte ab 0,30 bis 0,50 deuten auf einen moderaten Effekt hin. Somit kann behaupten
werden, dass der Unterschied zwischen den beiden Gruppen des zweiten Markers hinsichtlich der
Variable A, C nicht nur statistisch signifikant ist, sondern auch eine mittlere Starke aufweist. (Blihner
und Ziegler 2012)

Wir wollen nun die Unterschiede zwischen den beiden Marker-Gruppen hinsichtlich der Variablen B,
E, F und G anhand des t-Test-Verfahrens flir unabhangige Stichproben untersuchen, da hierbei die
Normalverteilungsannahme gerechtfertigt ist (s. Tabellen 2 und 3). In Tabelle 6 sind die Ergebnisse
dieser Analysen fiir den ersten Marker eingetragen. Zuerst wird anhand des Levene-Tests die Annahme
Uber die Gleichheit der Varianzen kontrolliert. Dabei wird die Nullhypothese Uberpriift, die besagt,
dass die Varianzen in den beiden Gruppen des ersten Markers in der Grundgesamtheit hinsichtlich der

Variablen B, E, F und G gleich sind (Tachtsoglou und Konig 2017). Falls der Wert von der Signifikanz in
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der Spalte Levene-Test der Varianzgleichheit kleiner als 0,05 ist, dann ist diese Annahme verletzt. In
diesem Fall bezieht sich der t-Test auf die Werte in der Zeile Varianzen sind nicht gleich. In unserem
Fall sprechen die Ergebnisse des Levene-Tests fir die Varianzengleichheit in den beiden
Grundgesamtheiten des ersten Markers. In Bezug auf den t-Test fiir unabhangige Stichprobe besagt
die Nullhypothese, dass der Mittelwertunterschied zwischen den beiden Gruppen in der
Grundgesamtheit hinsichtlich der Variablen B, E, F und G null ist. Falls der Wert in der Spalte Signifikanz
(2-seitig) groRer als 0,05 ist, dann kann von der Giiltigkeit der Nullhypothese ausgegangen werden.
D.h. in diesem Fall gibt es keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Marker-
Gruppen. In unserem Fall ist der Wert in der Spalte Signifikanz (2-seitig) in allen Variablen groRer als
0,05. Daher ist der Mittelwertunterschied zwischen den beiden Gruppen des ersten Markers
hinsichtlich der Variablen B, E, F und G nicht signifikant.

Tabelle 6: Levene-Test und t-Test flir unabhangige Stichproben fir die Gruppen des Markers1 (MGMT)
hinsichtlich der Variablen NAA/Cr, rrCBF%, rrCBV% und ADC-min.

Levene-Test der Varianzgleichheit t-Test fiir unabhangige Stichproben
F Signifikanz | T Signifikanz (2-seitig)
NAA/Cr | Varianzen sind gleich 3,051 | 0,09 -1,236 0,225
Varianzen sind nicht -1,115 0,278
gleich
rrCBF% | Varianzen sind gleich 0,00 0,995 -1,257 0,218
Varianzen sind nicht -1,249 0,223
gleich
rrCBV% | Varianzen sind gleich 0,235 | 0,631 -1,134 0,265
Varianzen sind nicht -1,15 0,26
gleich
ADC- Varianzen sind gleich 1,042 | 0,314 1,745 0,089
min
Varianzen sind nicht 1,95 0,059
gleich

Auch in Bezug auf den zweiten Marker gibt es keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Gruppen hinsichtlich der Variable B, E, F und G, wie in der Tabelle 7 festgestellt werden

kann.
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Tabelle 7: Levene-Test und t-Test fiir unabhangige Stichproben fiir die Gruppen des Markers 2 (1P/19q)

hinsichtlich der Variablen NAA/Cr, rrCBF%, rrCBV% und ADC-min.

Levene-Test der Varianzgleichheit

t-Test fiir unabhangige Stichproben

F Signifikanz | T Signifikanz (2-seitig)

NAA/Cr | Varianzen sind gleich 3,824 | 0,061 0,609 0,548
Varianzen sind nicht 0,356 0,744
gleich

rrCBF% | Varianzen sind gleich 0 0,983 0,69 0,496
Varianzen sind nicht 0,596 0,604
gleich

rrCBV% | Varianzen sind gleich 1,818 | 0,189 1,652 0,11
Varianzen sind nicht 1,055 0,395
gleich

ADC- Varianzen sind gleich 0,001 | 0,975 -0,663 0,512

Min
Varianzen sind nicht -0,682 0,522
gleich

Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse unserer Analysen nur fiir den statistisch signifikanten

Unterschied zwischen den Patienten mit positiven 1P/19q und den Patienten mit negativen 1p/19q

hinsichtlich der Spektroskopie-Parameter Cholin/Creatin (P-Value: 0,014) und Cholin/ NAA (P-Value

0,038). Bei allen anderen Patientengruppen konnten wir keinen statistisch signifikanten Unterschied

feststellen.
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Diskussion

Bei klinischem Verdacht auf ein Glioblastom ist die Magnetresonanztomografie (MRT) ohne und mit
Kontrastmittel die diagnostische Methode der ersten Wahl. Die Verwendung eines geeigneten und in
der Folge beibehaltenen Protokolls ist fir die Qualitat der Diagnostik relevant.
Die zunehmend molekular basierte Klassifikation der hirneigenen Tumoren verspricht eine verbesserte
prognostische Einteilung und eroffnet Optionen fiir neue Behandlungsansitze und molekular
stratifizierte Studien. Biomarker, die das Ansprechen vorhersagen und letztendlich von einer
gegebenen Therapie sowie einer effektiven Behandlung profitieren, sind die Eckpfeiler der prazisen
Neuroonkologie. MGMT ist ein Beispiel flr einen pradiktiven Biomarker im Bereich der Gliome. Es gibt
jedoch keinen offiziell anerkannten (akkreditierten) Test. Es ist auRerdem moglich, dass die Vorhersage
der Reaktion auf Temozolomid komplexer ist, als die Bestimmung des MGMT-Methylierungsstatus
nahelegt.
Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob bildgebende Kriterien in unterschiedlichen
Sequenztechniken der Magnetresonanztomographie mit molekulargenetischen (Bio-)markern
korrelieren.
Das Glioblastom ist der hdufigste und bosartigste hirneigene Tumor des Erwachsenen. Die Tumorzellen
wachsen diffus ins Gehirn ein und lassen sich darum bei einer Operation niemals vollstandig entfernen.
Daher sind Rezidive unausweichlich (Louis et al., 2007). Deswegen ist dieser Tumor nach heutigem
Wissen nicht heilbar und fihrt in wenigen Monaten nach der Diagnose zum Tode.
Trotz sich verbessernder Therapien gehért das Glioblastom mit einer mittleren Uberlebenszeit von
weniger als 1,5 Jahre zu den prognostisch ungiinstigsten Tumoren des Menschen.
Im Jahr 2005 wurde in einer groRen Studie mit 573 Patienten in 85 Zentren eine mittlere
Uberlebenszeit von 14.6 Monate mit Radiotherapie und Chemotherapie (mit Temozolomide) und 12.1
Monaten mit Radiotherapie allein gefunden. Die zwei-Jahre-Uberlebenszeit war in dieser Studie 26,5%
mit Radiotherapie und Temozolomide und lediglich 10.4% mit Radiotherapie allein (Stupp et al., 2005).
Eine andere groRe Studie hat auch im Jahr 2008 eine mittlere Uberlebenszeit vom 16.7 Monaten bei
totaler Resektion und 11.8 Monaten bei Resttumor dokumentiert (Stummer et al., 2008). Durch ein
besseres Verstandnis der molekularen Pathogenese von Glioblastome werden neue Anséatze fir eine
gezielte und besser wirksame Therapie dieser bosartigen Neoplasien erhofft. Das morphologisch
definierte Glioblastom erweist sich molekular als Ansammlung verschiedener Tumoren. (Simon M
2018).
Die Glioblastome werden genetisch in 5 Entitaten eingeteilt:

1. NTRK 1-3 mutiert (sehr kleine Kinder)

2. H3F3A/HIST 1 H3B K27M-mutiert (Glioblastome der Mittellinie)
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3. H3F3A/G34R/V-mutiert (jugendliche und junge Erwachsene)
4. IDH-mutiert (jlingere Erwachsene)

5. Ordinare Glioblastome (Typischerweise mit EGFR-Mutationen und Chromosom 10-Deletion).

Bisher konnte jedoch nur fiir wenige molekulargenetischen Veranderungen in Glioblastomen eine
signifikante klinische Bedeutung nachgewiesen werden. Beispiele fiir vermutete Biomarker sind die
Alk-Fusion/Punktmutation, die CDK4/6-Amplifikation, CDKN2A/B-Deletion, Rb-Wildtyp, die mTOR
Ser2448-Phosphorylierung, die P53-Wildtyp und MDM2-Amplifikation und die SHH-Amplifikation.

Die Diagnose eines Glioblastoms und der tbrigen Hirntumore wird durch eine histopathologische und
molekulargenetische Untersuchung vom Tumorgewebe gesichert. Daher ist fiir die Diagnosesicherung
eines Glioblastoms jedes Mal eine Tumorgewebe-Entnahme entweder durch eine Biopsie oder
Tumorresektion notwendig. Die Tumorresektion fihrt neben der Diagnosesicherung auch zu einem
besseren Verlauf als nur im Falle einer Biopsie. (Hardesty DA et al., 2012, Brown TJ et al., 2016).

Eine Tumorresektion oder sogar eine Biopsie kann es bei Patienten im hohen Alter und Patienten mit
Tumoren in eloquenten Arealen oder Mittellinientumoren schwierig werden. Sodass in solchen Fillen,
in den eine Probengewinnung erschwert ist, weitere diagnostische Moglichkeiten notwendig sind.
Auch bei Patienten mit Verdacht auf ein Rezidiv waren alternative diagnostische Moglichkeiten zu der
Biopsie wichtig, um hier zwischen einem Rezidiv und einem Pseudoprogress unterscheiden zu kénnen.
In den letzten Jahren wurde intensiv auch in Entwicklung von zusatzlichen Diagnostikmaoglichkeiten bei
Hirntumoren geforscht. Ein Einsatz ist hierzu die Bestimmung von genetischen Markern im Liquor
(Juratli et al., 2018, Wang et al., 2015). So konnte die Arbeitsgruppe Juratli et al. im Jahr 2018 zeigen,
dass der Nachweis von der Mutation des TERT Promotors im Liquor bei Patienten mit einem
Glioblastom mit dem Outcome verbunden war. Wang et al. konnten im Jahr 2015 den MGMT
Promotormethylierung mit hoher Sensitivitat im Liquor als im Serum nachweisen. Auch eine EGFR
Amplifikation und EGFRvIIl Mutation konnte im Liquor der Patienten mit Glioblastom dokumentiert
werden (Figueroa et al., 2017).

Gleichzeitig macht die Entwicklung der MRT in der genauen Diagnostik und Differenzierung der
Glioblastome und anderen Hirntumoren groRe Fortschritte. So konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe
der MR- Spektroskopie, die auch eine Ermittlung von 2-Hydroxyglutarat erméglicht, Hirntumore mit
einer IDH1 Mutation nachgewiesen werden kénnen. Die Tumorzellen der IDH1-mutierten Gliomen
zeigen eine vermehrte Produktion von 2-Hydroxyglutarat. Tietze et. al konnten im Jahr 2017
nachweisen, dass in Vivo MR- Spektroskopie fir 2-Hydroxyglutarat den Status der IDH-Mutation in
88.6% korrekt gezeigt hat (Tietze et al., 2017)

Einige Studien konnten zeigen, dass die 2-Hydroxyglutarat-Konzentration mit dem Tumorgrad und

auch Ansprechen auf Therapien korreliert. (Wick, W 2017)
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In dieser Arbeit haben wir die Korrelation zwischen drei klinisch relevanten molekulargenetischen
Markern mit den neuen MRT-Sequenzen prospektiv untersucht. Die molekulargenetischen Marker, die
wir in der Studie untersucht haben, sind: die IDH 1- und 2-Mutationen, der MGMT-Promotor-
Methylierungsstatus und die 1P/19g-co-Deletion.

Die Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) 1- und 2-Mutationen sind mit einer glinstigen Prognose der
Glioblastomen und der anaplatischen Gliomen assoziiert (Chen et. al 2016, Juratli et. al 2012).
Mutationen im IDH1-Gen (seltener auch IDH2-Gen) finden sich vor allem in astrozytdren
oligodendroglialen Tumoren sowie den sekundadren Glioblastomen (SongTao et.al 2011). In den
primaren Glioblastomen sind diese Mutationen mit ca. 3-7% selten. In unserer Arbeit waren alle 39
Patienten von IDH-Wildtyp, sodass der Vergleich beziiglich dieser Mutation nicht durchgefiihrt werden
konnte. Dieser Vergleich sollte, aufgrund der wichtigen prognostischen Rolle der IDH-Mutationen in
einer anderen groBeren Studie durchgefiihrt werden. In der Literatur findet sich ein Artikel fiir eine
Studie im Jahr 2018 in der Abteilung fiir Neurochirurgie in der Universitat Niigata in Japan, die erhdhte
2-Hydroxyglutarate (2HG) in den Spektroskopie-Sequenzen der Patienten mit IDH-Mutation im
Vergleich mit den Patienten mit IDH-Wildtyp gezeigt hat. Der Unterschied war statistisch signifikant
(Natsumeda et al., 2018).

Der MGMT-Promotor-Methylierungs-Status ist nicht nur ein prognostischer Marker. Er ist auBerdem
ein pradiktiver Marker fir die Therapie mit Temozolomide und Radiatio. Er spielt eine wichtige Rolle
in der Therapieentscheidung, insbesondere in Rezidiven und bei dlteren Patienten. (Wick et al., 2012).
Die erhohte Methylierung im MGMT-Promotor findet sich bei ca. 40% der primaren und ca. 70% der
sekunddren GBMs. In unserer Studie hatten 14 / 39 Patienten (35,9%) einen erhohten
Methylierungsgrad des MGMT-Promoters.

Die kombinierten Deletionen auf 1p und 19q (1p/19q co-Deletion), die lediglich in weniger als 10% der
Glioblastome nachzuweisen sind (Biischges et al. 1999), scheinen bei Glioblastomen mit einer etwas
glinstigeren Prognose assoziiert zu sein (Schlegel et al. 2003). In unserer Studie wurde die 1p/19q co-
Deletion in 15,15% der Patienten gefunden.

In oligodendroglialen Tumoren allerdings kommen diese Deletionen haufiger vor und sind hier von
prognostischer, diagnostischer und pradiktiver Relevanz. Bereits im Jahr 2004 beschrieb Van den Bent,
dass die Oligodendrogliome mit kombiniertem 1p/19g-Verlust typische Eigenschaften bei der MRT-
Bildgebung, einschlieflich undeutlicher Grenzen und einer gemischten Signalintensitdt bei T2-
gewichteten Bildern, aufweisen (Van den Bent 2004).

Glioblastome stellen sich in MRT-Untersuchungen als randstandig irregular
Kontrastmittelanreichernde Raumforderungen dar (Hattingen et al. 2018), mit Uberwiegender
Lokalisation im Frontal- oder Temporallappen. In T2-gewichteten und FLAIR-Untersuchungen zeigen

sich ausgedehnte Hyperintensitaten des umgebenden Parenchyms. Solide Tumoranteile kbnnen DWI-
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Signalsteigerungen aufweisen, die hinweisend auf Zellreichtum sind. In Perfusionssequenzen zeigt sich
oft eine Erhdhung des rCBV im Vergleich zu niedriggradigen Gliomen. In MR-spektroskopischer Analyse
zeigt sich eine Erhéhung des Cholin- und Laktat/Lipid-Peaks sowie eine Absenkung des NAA(N-Acetyl-
Aspartat)- und Kreatinin-Peaks.

In unserer Studie haben wir vier verschiedene MRT-Sequenztechniken verwendet und aus diesen acht
MRT-Marker extrahiert und miteinander verglichen.

Diese MR-Sequenz spielt zurzeit eine wichtige Rolle in der Diagnostik, der Biopsieplanung, der
Strahlenfeldbestimmung und dem Monitoring der Patienten mit Glioblastomen. Die grofRe Rolle der
MR-Spektroskopie in der differentialen Diagnose der Glioblastome wurde in verschiedenen Studien
gezeigt. Shim et al. beschrieb bereits im Jahr 2013, dass die MR-Spektroskopie neben der MR-
Perfusion zur Differenzierung einer Pseudoprogression gegeniiber echtem Tumorprogress hilfreich
sein kann (Shim et al. 2013). Verschiedene Molekiile, vor allem die 2-Hydroxyglutarat als Marker fir
IDH1-mutierten Gliomen, wurden in zahlreichen Studien untersucht (Natsumeda et al., 2018, Tietze et
al.,, 2017, Wick W, 2017). In unserer Studie haben wir vier wichtige Molekile quantifiziert (Cholin,
Creatin, N-Acetylaspartat und Myoinositol). Dann haben wir die folgenden Quotienten zwischen den
Patienten mit positiven und negativen molekulargenetischen Markern verglichen.

Erhohte Cholin-Peak/Creatin-Peak-Werte sind mit einer erhohten Zellproliferation verbunden. In
unserer Studie hatten die Patienten mit positivem MGMT-Promotor hohere Werte als die Patienten
mit negativem MGMT-Promotor. Der Unterschied war mit P-Wert von 0,509 statistisch nicht
signifikant. Auch die Patienten mit positivem 1p/19q hatten hohere Werte als die Patienten mit
negativem Marker. Der Unterschied war mit p = 0,014 statistisch signifikant.

In unserer Studie hatten die Patienten mit positivem MGMT-Promotor hohere NAA-Peak/Creatin-Peak
Werte als die Patienten mit negativem MGMT-Promotor, der Unterschied war aber statistisch nicht
signifikant. Die Patienten mit positivem 1p/19 q hatten hingegen niedrigere Werte als die Patienten
mit negativem Marker, wobei auch hier der Unterschied nicht statistisch signifikant war.

Erhohte Cholin-Peak/NAA-Peak-Werte sind auch, wie die erhohte Cholin-Peak/Creatin-Peak-Werte,
mit erhohten Zellproliferation verbunden. Stadlbauer et al. Beschrieb im Jahr 2011, dass der Quotient
Cho/NAA, wegen der immer gegensinnigen Verdnderung dieser Metaboliten, ein sehr sensitiver (wenn
auch nicht spezifischer) Marker fir die Gliominfiltration ist (Stadlbauer et al. 2011). In unserer Studie
hatten die Patienten mit positivem MGMT-Promotor leicht hohere Werte als die Patienten mit
negativem MGMT-Promotor ohne statistische Signifikanz. Die Patienten mit positivem 1p/19 g hatten
deutliche hohere Werte als die Patienten mit negativem Marker. Der Unterschied war auch mit

p=0,038 statistisch signifikant.
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Die Ergebnisse der MRT-Marker 1 ( Cholin-Peak/Creatin-Peak) und 3 ( Cholin-Peak/NAA-Peak) weisen
darauf hin, dass die Zellproliferation sowie die Glia-Konzentration bei den Patienten mit positivem 1
p/19 q héher ist als bei den Patienten mit negativem Marker ist.

Eine aktuelle Studie zeigt den Stellenwert der MRS bei Glioblastompatienten mit IDH-Wildtyp. Die
Spezifitdit der MRS zum Nachweis von IDH1/2-Mutationen ist mit 81,3% hoher als urspriinglich
berichtet (72,2 %). Der Nachweis von 2HG (2-Hydroxyglutarat) mittels MRS kann die Diagnose von
seltenen, nicht IDH1-R132H IDH1- und IDH2-Mutationen in Gliomen unterstiitzen (Natsumeda et al.,
2021). Weitere Studien, die eine Korrelation zwischen MR-spektroskopischer Analyse(Cholin-
Peak/Creatin-Peak, Cholin-Peak/NAA-Peak) und molekulargenetischer Parameter (1p/19 g-Marker)
bei Patienten mit einem Glioblastom untersucht haben, find sich aktuell nicht.

In unserer Studie haben wir diesen Marker, der lediglich bei 10% der Glioblastome positiv ist, flir seine
prognostische Signifikanz (Schlegel et al. 2003) ausgewahlt. Unsere Ergebnisse zeigten dass die Cholin-
Werte bzw. die Vergleich-Parameter Cholin-Peak/Creatin-Peak und Cholin-Peak/NAA-Peak bei
positiver 1p/19q co-Deletion héher als bei negativer 1p/19q co-Deletion sind. Dieser zeigt eine erhéhte
Proliferationsrate bei den Patienten mit positiver 1p/19q co-Deletion, was eher fiir eine unglinstige
Prognose spricht. Die Ergebnisse waren, bei der kleinen Zahl der Patienten in unserer Studie, nach
statistischer Uberpriifung statistisch signifikant. Falls diese Ergebnisse durch gréRere Studien bestatigt
werden konnte, kidme die prognostische Signifikanz dieses molekulargenetischen Markers bei
Glioblastome in Frage.

In unserer Studie hatten die Patienten mit positivem MGMT-Promotor héhere MI-Peak/Creatin-Peak
Werte als die Patienten mit negativem MGMT-Promotor. Der Unterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant. Auch die Patienten mit positivem 1p/19 g hatten hohere Werte als die Patienten mit
negativem Marker. Der Unterschied war auch statistisch nicht signifikant.

Die Zweite MRT-Sequenz, die wir in unsere Studie untersucht haben, war die MRT-Perfusion. Wir
haben den relativen regionalen cerebralen Blutfluf (rrCBF%) und das relativen regionalen cerebralen
Blutvolumen (rrCBV%) im Tumorareal im Vergleich mit der gesunden Gegenseite verglichen. In unserer
Studie hatten die Patienten mit positivem MGMT-Promotor héhere Werte als die Patienten mit
negativem MGMT-Promotor. Die Unterschiede waren fiir den rrCBF% und fiir das rrCBV% statistisch
nicht signifikant. Hingegen hatten die Patienten mit positivem 1p/19q niedrigere Werte als die
Patienten mit negativem Marker. Der Unterschied war fiir den rrCBF% und rrCBV% auch statistisch
nicht signifikant. Die dritte MRT-Sequenz war die diffusionsgewichtete Sequenz (DWI). Hier haben wir
die ADC-Minimum-Werte verglichen. Die ADC-Werte wurden in verschiedenen Studien bei
Glioblastomen untersucht. Sie haben ihre Uberlegenheit gegeniiber die Standards-MR-Sequenzen
gezeigt. Zum Beispiel fanden Verburg et. al im Jahr 2020, dass die Kombination von ADC und FET-PET

die Infiltration der Glioblastome besser als die Standard-MRT-Sequenzen und FET-PET erkennen kann
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(Verburg et al., 2020). Unsere Ergebnisse zeigten erhéhte ADC-Werte bei den Patienten mit negativem
MGMT-Promotor im Vergleich mit den Patienten mit positivem MGMT-Promotor. Hingegen hatten die
Patienten mit positivem 1p/19q hdhere Werte als die Patienten mit negativem Marker. Der
Unterschied flr die MGMT-Gruppe und fir die 1p/19qg-Gruppe war statistisch nicht relevant. Die vierte
MRT-Sequenz war die Suszeptibilitdtsgewichtete Sequenz (SWI). Hier haben wir die Haufigkeit der
Mikroblutung zwischen den Gruppen nach Likert Skala verglichen. Die Unterschiede waren fiir beide
Gruppen statistisch nicht signifikant.

Zielgerichtete Therapien haben die Behandlungsergebnisse beim Glioblastom verbessert. Dabei zeigt
sich, dass Therapiekombinationen mit unterschiedlichen Targets im entscheidenden Signalweg die
Effektivitat erhohen. Retrospektive Studien wie die von Park et al. (2020) zeigen Modelle fir die
nichtinvasive ldentifikation von Schlissel-Signalwegen (hier RKI-Signalweg und P53-Signalweg) mit
diffusions- und perfusionsgewichteten MRT-Radiomics. Das von Park vorgestellte kombinierte Modell
mit anatomischer, diffusions- und perfusionsgewichteter Bildgebung Ubertraf die diagnostische
Performanz der ausschlieBlich anatomischen Vorhersage beim RTK- und Retinoblastom-Signalweg und
die perfusionsassoziierte Pradiktion des p53-Signalwegs. Im Validierungsset mit 35 Patienten, die an
einem lsozitratdehydrogenase (IDH)-Wildtyp Glioblastom erkrankt waren, bestatigten sich die
Ergebnisse. Die AUC betrugen fiir den RTK-Signalweg 0,88 (95 %-Konfidenzintervall Kl 0,74—1), fir den
p53-Signalweg 0,76 (95 %-KI 0,59-0,92) und fiir den Retinoblastom-Signalweg 0,81 (95 %-KI 0,64 —
0,97). Dieses diffusions- und perfusions-gewichtete Modell mit MRT-Radiomics charakterisiert die
wesentlichen Signalwege bei IDH-Wildtyp-Glioblastomen. Dies kdnne die Therapiesteuerung
erleichtern, so Park. MaRgeschneiderte Kombinationen, z. B. aus RTK-Inhibitoren und ihrer Liganden,
seien moglich. Veranderungen der radiogenomischen Landschaft im Verlauf, sogenannte Delta-
Radiomics, kdnnten als pradiktive Marker hilfreich sein, da Wiederholungsbiopsien und erneute
Gensequenzierungen oft unterblieben.

Die Prognose und Behandlung von niedriggradigen Gliomen Grad II/11l hangt wesentlich davon ab, ob
Mutationen der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) vorliegen. Bei Grad IV-Gliomen besteht haufiger ein
IDH-Wildtyp als bei weniger aggressiven Gliomen. Zuséatzlich zur Abgrenzung des IDH-Wildtyps (IDH wt
) vom mutierten Typ (IDH mut ) ist bei letztgenannter Gruppe eine Deletion 1p19q bedeutsam (IDH
mut /1p19q), bei der eine hohere Empfindlichkeit fir alkylierende Substanzen besteht. Drei
Radiologen werteten in einer aktuellen Studie insgesamt 290 MRT-Datensdtze in Unkenntnis der
Diagnosen und der Ergebnisse der anderen Begutachter aus (Maynard et al. (2020)). Nach der
Entwicklung eines Modells fiir die IDH-Voraussage erfolgte eine Testung mit MRT von 49 Patienten mit
neu diagnostizierten Gliomen (IDH wt n=9, IDH mut /1p19q intakt n=21 und IDH mut /1p19q del
n=19).
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Die Eta 2 -Analyse fiir die Messung der Effektstarke ergab eine signifikante Assoziation zwischen den
apparenten Diffusionskoeffizienten (ADC) und Gliom-Subtypen bei nicht anreichernden und
anreichernden Tumoren. Bei Randanreicherungen bestand dieser Zusammenhang nicht. Bei einer
Ratio mittlerer ADC (ADC mean ) und ADC normale weille Substanz (ADC NAWM ) von 1,8 betrugen
die Sensitivitat und Spezifitat fur den IDH-Status 87 % und 66 %. In die Formel fiir die Pradiktion des
genetischen Musters flossen zusatzlich das Alter, die Kontrastanreicherung, Randanreicherung,
Tumorlokalisation, Kalzifikationen (Modell A) oder Zysten (Modell B) ein. Mit beiden Formeln konnte
der IDH-Status der Gliome zuverldssig differenziert werden: Modell A 231 von 252 (91,6 %; AUC 0,96)
und Modell B 259 von 285 (90,9 %; AUC 0,94). Die numerischen Ergebnisse wurden in eine Software
eingespeist und die IDH wt -Wahrscheinlichkeit in der Testgruppe tberprift. Modell A identifizierte
den IDH-Status mit einer Sensitivitdt von 89% und mit einer Spezifitat von 80%. Fiir das Modell B
ergaben sich 67% und 90%. Zwei Algorithmen aus klinischen Standardsequenzen ermdéglichen laut
Maynard et al. Somit die Pradiktion des IDH-Status von Grad-ll/Ill-Gliomen. Wesentliche Parameter
waren die ADC, das Alter und morphologische Kriterien. Die Genauigkeiten fir die Bestimmung des
IDH-Genotyps betrugen 92% und 91 %.

Seligman et al. (2019) untersuchten insgesamt 41 Patienten in ihrer Studie. 20 Patienten litten unter
einem Gliom Grad IV; bei den (ibrigen Patienten wurde ein Gliom WHO-Grad-Ill (16 anaplastische
Astrozytome, 4 anaplastische Oligodendrogliome, 1 anaplastisches gemischt glioneuronales Gliom)
diagnostiziert. Bei 63% der Patienten wurde eine Sequenzierung durchgefiihrt: Dabei fanden sich
Mutationen der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH, 7 Patienten), der Telomerase-Reverse-Transkriptase
(TERT, 17), Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK, 13), p53 (11) und dem Retinoblastom-Pathway (RB, 17). 10
Patienten litten unter einem Tumor mit O 6 -MGMT-Promotermethylierung. Eine RTK-Mutation war
assoziiert mit einer geringeren Permeabilitat, wahrend eine Mutation im IDH-Gen am starksten mit
einer geringeren FDG-Aktivitat assoziiert war. Sie konnten zeigen, dass die MRT-Perfusion der FDG-
PET-Untersuchung tberlegen war.

Limitation und methodische Schwache unserer Studie war die begrenzte Zahl eingeschlossener
Patienten. Alle Patienten waren IDH-Wildtyp, sodass kein Vergleich bezliglich dieses prognostisch sehr
wichtigen Markers durchgefiihrt werden konnte. Die Anzahl der Patienten, die positiv fiir 1p/19 q
waren, lag in unserer Studie nur bei 5 Patienten. Deswegen ist die Bestdtigung unserer Ergebnisse bei

groRerer Studie mit gréBerer Patientenzahl erforderlich.
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Zusammenfassung

Das Glioblastom ist, mit einer Inzidenz von 3,2 von 100.000 Menschen/ Jahr, der haufigste und
bosartigste hirneigene Tumor beim Erwachsenen. Dieser Tumor ist nach heutigem Wissen unheilbar
und gehért mit einer mittleren Uberlebenszeit von weniger als 14 Monate zu den prognostisch
unglinstigsten Tumoren des Menschen. Aktuell wird weltweit eine Vielzahl an interdisziplindren
Studien mit Glioblastompatienten durchgefiihrt mit dem gemeinsamen Ziel, die Prognose der
betroffenen Patienten weiter zu verbessern. Die molekularen Marker der Glioblastome bedingen
heute bedeutende prognostische und therapeutische Unterschiede bei Patienten mit einer trotz allem
erheblich eingeschrankten Lebenserwartung. Durch ein besseres Verstandnis der molekularen
Pathogenese von Glioblastome werden neue Ansatze fir eine gezieltere und besser wirksame Therapie
dieser bosartigen Neoplasien erwartet. Parallel dazu konnen durch die Weiterentwicklung der MRT-
Diagnostik, insbesondere der MR-Spektroskopie, als ein nicht invasives Verfahren, zuséatzliche
Hinweise auf die vorliegende Entitat einer intracerebralen Raumforderung geben. Durch die rasante
weitere Entwicklung der MRT-Sequenzen verbessert sich taglich die Differenzierung und
Diagnosestellung dieser Tumoren. Unklar ist, ob MRT-Befunde auch Riickschlisse auf die molekularen
Charakteristiken eines Glioblastoms geben kénnen und ob so Uber eine nicht-invasive Methode
friihzeitig therapie- und prognoserelevante Vorhersagen und Entscheidungen getroffen werden
kdnnten.

Das Ziel dieser Promotionsarbeit war es herauszufinden, ob es eine Korrelation zwischen bestimmten
molekulargenetischen Markern (MGMT, 1p19q, IDH) und den bildmorphologischen Befunden
verschiedener MRT-Sequenzen gibt, die eine bessere Diagnosestellung, Prognose-Einschatzung sowie
Therapieempfehlung ermoglichen kdnnten. Neununddreilig Glioblastom-Patienten wurden
prospektiv in unsere Studie fiir diese Korrelation untersucht. Vier MR-Sequenzen ( MR-Spektroskopie,
MR-Perfusion, Diffusionsgewichtete Sequenz (DWI) und Suszeptibilitdtsgewichtete Sequensz (SWI))
wurden praoperativ durchgefiihrt. Dann haben wir acht MR-Marker:

(Cholin-Peak/Creatin-Peak, Cholin-Peak/NAA-Peak, NAA-Peak/Creatin-Peak, MI-Peak/Creatin-Peak,
rrCBF%, rrCBV%, ADC-Minimum, und die Mikroblutung nach Likert Skala 1-5) wurden untersucht und
zwischen den Patienten mit positiven und negativen klinisch relevanten molekulargenetischen
Markern verglichen.

Die Arbeit hat statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Patienten mit positivem und den
Patienten mit negativem 1p/19g-Marker beziglich der Spektroskopie-Markern: Cholin-Peak/Creatin-
Peak (Signifikanzniveau 0,014) und Cholin-Peak/NAA-Peak (Signifikanzniveau: 0,038) gezeigt.

Aktuell existieren keine Studien, die den Vergleich zwischen diese MR-Spektroskopie-Werte

(Cholin-Peak/Creatin-Peak, Cholin-Peak/NAA-Peak) bei den Glioblastom-Patienten in Anbetracht des
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1p/19 g-Markers, der nur bei 10% der Glioblastome positiv ist. Eine prognostische Signifikanz fir
diesen Marker bei Glioblastome wurde bei Schlegel et al im Jahr 2003 beschrieben. Unsere Ergebnisse
zeigten, dass die Cholin-Werte bzw. die Vergleich-Parameter Cholin-Peak/Creatin-Peak und Cholin-
Peak/NAA-Peak bei positiver 1p/19q co-Deletion hoher als bei negativer 1p/19q co-Deletion sind.
Dieser zeigt eine erhéhte Proliferationsrate und erhéhte Glia-Konzentration bei den Patienten mit
positiver 1p/19q co-Deletion. Die Ergebnisse waren, bei der kleinen Zahl der Patienten in unserer
Studie, nach statistischer Uberpriifung statistisch signifikant. Falls diese Ergebnisse durch gréRere
Studien bestatigt werden konnte, kdme die positive prognostische Signifikanz des 1p/19q bei
Glioblastome in Frage. AuRerdem bei Bestatigung dieser Ergebnisse durch gréRere Studien kénnte in
der Zukunft eine Differenzierung der Patienten bzw. eine molekulargenetischen Klassifikation anhand
der MRT-Spektroskopie durchgefiihrt werden. Diese konnte ferner zu einer Diagnosestellung und
Therapie ohne die Notwendigkeit einer invasiven Hirnbiopsie durchzuflihren. Diese konnte
insbesondere bei inoperablen Patienten oder bei dlteren Patienten mit einem schlechten klinischen
Zustand vielversprechend sein. Auch eine Unterscheidung zwischen einem moglichen Glioblastom-
Rezidiv und Pseudoprogress ware fir viele Patienten fir die weitere Therapie sowie Verlauf
entscheidend. Die Unterschiede in den MRT-Sequenzen zwischen den Patienten mit negativem und
positivem MGMG-Promotor waren nicht statistisch signifikant fir alle 8 MRT-Marker. In unserer 39
Patienten konnte keine IDH-Mutation molekulargenetisch nachgewiesen werden. Eine Folgende

groRere Studie zur Untersuchung dieses prognostisch sehr wichtigen Markers ist zu empfehlen.
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Rohdaten
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0
0
9999

Cho/Cr

1,29
12
12
1,69
2
1,35
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1,38
2
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1,33
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28
237
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2,09
1,33
271
164
42
08
9999
311
15
2,66
1
237

NAA/Cr

1,27
1,38
14
078
05
111
1,33
07
1,83
125
1,29
9999
1
1,16
081
1,27
046
1,46
1,55
123
1
9999
1,16
24
225
137
076
1,27
15
21
128
18
1,06
9999
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1,88
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05
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011
0,001
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9999
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260%
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328%
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90%
128%
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180%
298%
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125%
9999
9999
138%
228%
134%
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180%
253%
290%
128%
254%
230%
201%
136%
340%
285%
228%
185%
9999
104%
9999
265%
195%
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281%
9999
234%
328%
242%
270%
225%
130%
136%
284%
344%
210%
262%
163%
9999
9999
195%
296%
225%
192%
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131%
245%
285%
281%
156%
287%
249%
285%
176%
376%
290%
244%
144%
9999
132%
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240%
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4
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1
5
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5
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3
4
4
4
5
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4
3
5
4
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4
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4
5
5
3
4
3
5
5
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680
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785
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290
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789
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490
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493
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