Aus der Klinik fir Neurochirurgie
(Direktor: Prof. Dr. Michael Synowitz)
im Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel

an der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Langzeit-Krankheitsverlaufe von Patient/-innen mit WHO-Grad 3-Gliom

in Abhangigkeit von dem postoperativen Therapieprozedere

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde der Medizin
der Medizinischen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von
Daniel Kiese
aus Kiel

Kiel (2024)



1. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med. Michael Synowitz
2. Berichterstatter/in: Prof. Dr. Olav Jansen

Tag der mindlichen Prifung: 24.03.2025

Zum Druck genehmigt: Kiel, den 07.11.2024

gez.: Prof. Dr. Michael Synowitz

(Vorsitzender der Prifungskommission)



Fir Astrid



Inhaltsverzeichnis

11

1.2

1.3

14

2.1

Abkurzungsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis
Einleitung
Allgemeines

1.1.1 Epidemiologie
1.1.2 Klinik und Diagnostik
1.1.3 Therapieoptionen

1.1.3.1 Operative Verfahren

1.1.3.2 Radiotherapie

1.1.3.3 Medikamenttse zytostatische Therapie
1.1.3.4 Radio-/Chemotherapie

Definition und Klassifikation

1.2.1 Histologische Klassifikation und WHO-Grading
1.2.2 Molekulargenetische Eigenschaften

1.2.2.1 Die Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)
1.2.2.2 Die O-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)
1.2.2.3 Die 1p/19g-Codeletion

WHO-Grad I11-Gliome

1.3.1 Das anaplastische Astrozytom
1.3.2 Das anaplastische Oligodendrogliom

1.3.3 Das anaplastische Oligoastrozytom
Zielsetzung

Material und Methoden

Material

2.1.1 Patientenkollektiv
2.1.2 Tumorgewebe
2.1.3 Chemikalien

2.1.4 Gebrauchsfertige Reagenzsysteme und Primer

S

(62 IS 2 N SN S

(o]

10
11

12
12
13

13
14
14

14
14
15
15



2.2

2.3

3.1
3.2

3.3
3.4

2.1.5 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.1.6 Puffer und Loésungen
Methoden
2.2.1 DNA-Praparation

2.2.1.1 DNA-Isolation
2.2.1.2 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung
2.2.1.3 Bisulfit-Reaktion

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion
2.2.3 Gel-Elektrophorese

2.2.4 Pyrosequenzierung

2.2.5 MLPA-Untersuchung

2.2.5.1 Denaturierung
2.2.5.2 Hybridisierung, Ligation und Amplifikation
2.2.5.3 Fragment-Separation mittels Kapillarelektrophorese

Statistische Auswertung
Ergebnisse

Patientencharakteristika

Analyse der molekulargenetischen Marker

3.2.1 0-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)
3.2.2 lIsocitrat Dehydrogenase 1/2 (IDH1/2)
3.2.3 1p/19g-Codeletion

Einteilung der Tumorentitaten

Uberlebenszeitanalyse

3.4.1 Soziodemographische und klinische Einflussfaktoren
3.4.2 Molekulargenetische Untersuchungen

3.4.3 Tumorentitaten

3.4.4 Postoperatives Therapieschema

17
19

20
20

20
21
22

24
25
25
29

29
30
30

30
32

32
33

33
33
33

33
35

35
42
45
47



4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

7.1

Diskussion

Molekulargenetische Untersuchungsmethoden
Soziodemographische und klinische Einflussfaktoren

Die Tumorgenetik und -entitat

Das postoperative Therapieschema

Der Stellenwert der molekulargenetischen Diagnosekriterien

Die Bedeutung der Ergebnisse fiir die Fragestellung dieser Arbeit

Zusammenfassung
Literaturverzeichnis

Anlagen

Danksagung

59

59
60
61
62
64
65

67
68
75

75



Abkirzungsverzeichnis

AGT
AO
ATRX
CO2
D2HG
DNA
FFPE
FISH
FLAIR
HIF1la
IDH
KOF
KPS
MGMT
MLPA
MRT
NADP
NADPH
NOS
PCR
Rad
rpm
WHO
ZNS
aKG

Anaplastisches Astrozytom

O6-alkylguanin DNA-AlKyltransferase
Anaplastisches Oligodendrogliom
ATP-abhéngige Helikase ATRX
Kohlenstoffdioxid

D-2-Hydroxyglutarat

"Deoxyribonucleic acid" / Desoxyribonukleinsaure
Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe
Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung

fluid attenuated inversion recovery
Hypoxie-induzierten Faktor 1 alpha
Isocitrat-Dehydrogenase

Kdorperoberflache
"Karfnofsky-Performance-Scale"
0-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
»~multiplex ligation-dependent probe amplification*
Magnetresonanztomographie
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

,hot otherwise specified"
"polymerase-chainreaction”

"radiation absorbed dose"

"revolutions per minute"
Weltgesundheitsorganisation

Zentrales Nervensystem

a-Ketoglutarat



Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

1: Kraniales MRT eines Oligodendroglioms WHO Grad 3.

2: Kraniales MRT eines Astrozytoms WHO Grad 3.

3: IDH-Mutationen und ihre Haufigkeiten.

4: Reaktionsprodukte der Wildtyp- und mutierten Isocitrat-Dehydrogenase
5: Schematische Darstellung der MGMT-vermittelten DNA-Reparatur.

6: Vereinfachter diagnostischer Algorithmus zur Einteilung astrozytérer und
oligodendrioglialer Tumoren.

7: Schematische Darstellung der DNA-Isolation. Abb. aus QlAamp® DNA Mini
and Blood Mini Handbook [58] © QIAGEN, all rights reserved.

8: Auswertung des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus (keine erhéhte
Promotor-Methylierung).

9: Auswertung des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus (erhéhte Promotor-
Methylierung).

10: Auswertung des IDH-Mutationsstatus (IDH-Wildtyp).
11: Auswertung des IDH-Mutationsstatus (IDH-Mutation).

12: Tabellarische Darstellung einer MLPA-Untersuchung in der Software
,Coffalyser®.

13: Grafische Darstellung einer MLPA-Untersuchung in der Software
,Coffalyser®.

14: Umverteilung der Tumorentitaten zwischen den WHO-KIassifikationen aus
dem Jahre 2007 und 2016.

15: Progressionsfreie Zeit (gesamt).

16: Uberlebenszeit (gesamt).

17: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit des Geschlechts.
18: Uberlebenszeit in Abhingigkeit des Geschlechts.

19: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit des Alters.

20: Uberlebenszeit in Abhangigkeit des Alters.

21: Progressionsfreie Zeit bei multi-/unifokalem Auftreten.

10

11

21

27

27
28

28

31

31

34
36
36
37
37
38
38
39



Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

22:
23:
24:
25:
26:

27:

28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:

35:

36:

37:

38:

39:

40:

41:

42:

43:

Uberlebenszeit bei multi-/unifokalem Auftreten.
Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit des préoperativen KPS.
Uberlebenszeit in Abhangigkeit des praoperativen KPS.
Progressionsfreie Zeit in Abhéngigkeit vom Resektionsausmal.
Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Resektionsausmaf.

Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit vom MGMT-Promotor-
Methylierungsstatus.

Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom MGMT-Promotor-Methylierungsstatus.

Progressionsfreie Zeit in Abhéngigkeit vom IDH-Mutationsstatus.
Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom IDH-Mutationsstatus.
Progressionsfreie Zeit in Abhéngigkeit vom 1p/19qg-Deletionsstatus.
Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom 1p/19g-Deletionsstatus.
Progressionsfreie Zeit in Abhéngigkeit von der Tumorentitat (WHO 2016).
Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Tumorentitat (WHO 2016).

Progressionsfreie Zeit in Abhéngigkeit von der postoperativen Therapie (alle
Therapiegruppen).

Uberlebenszeit in Abhéangigkeit von der postoperativen Therapie.

Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie
(MGMT methyliert).

Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei
Methylierung des (MGMT nicht methyliert).

Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie (MGMT-
methyliert).

Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie (MGMT
nicht-methyliert).

Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei
IDH-Mutation.

Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei
IDH-Wildtyp.

Uberlebenszeit in Abhéangigkeit von der postoperativen Therapie bei IDH-
Mutation.

39
40
40
41

41

42
43
43
44
44
45
46

46

48
48

51

51

52

52

54

54

55

VI



Abb. 44: Uberlebenszeit in Abhéangigkeit von der postoperativen Therapie bei IDH-
Wildtyp.

Abb. 45: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei
einer Gesamt-Bestrahlungsdosis von 60 Gy.

Abb. 46: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei einer
Gesamt-Bestrahlungsdosis von 60 Gy.

Abb. 47: KPS im zeitlichen Verlauf in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie.

55

56

S7

VI



Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Vereinfachte Darstellung der Chemotherapie-Protokolle ,,Temozolomid®,

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

2:

3:

4:

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:

18:

19:

20:

21

22:

»PCV*“und ,,BCNU* bzw. ,,CCNU*.
Chemikalien und deren Bezugsquellen.
Gebrauchsfertige Reagenzsysteme.

Primer.

: Geréate und Verbrauchsmaterialien.

: Puffer und Losungen.

: Komponenten fir die Bisulfit-Reaktion.

: Programm der Bisulfit-Reaktion im Thermal Cycler.

. Zusammensetzung des PCR-Master-Mix fur einen 25ul-Ansatz.

PCR-Protokoll fur die IDH-Analyse.

PCR-Protokoll fir die MGMT-Analyse nach Dunn.
Zusammensetzung des Master-Mix zur DNA-Immobilisierung.
Zusammensetzung des Primer-Mix fur die Pyrosequenzierung.
MLPA-Protokoll.

KPS vor und nach Operation nach Resektionsausmal?.

Einteilung nach der WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2007 und 2016.

Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit nach soziodemographischen und
klinischen Einflussfaktoren.

Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit in Abhéangigkeit von der
Molekularbiologie.

Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit in Abhéangigkeit von der
Tumorentitat (WHO 2016).

Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der
postoperativen Therapie (alle Therapiegruppen).

: Verteilung der Risikofaktoren in den Gruppen der Testvariable "postoperative
Therapie".

Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie mit
erhohter und nicht-erhohter MGMT- Promotor-Methylierung.

15
15
17
17
19
22
23
24
24
25
26
26
29
32

34

35

42

45

47

49

50

VI



Tab. 23:

Tab. 24:

Tab. 25:

Tab. 26:

Tab. 27:

Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie mit
vermehrter und nicht-vermehrter MGMT- Promotormethylierung.

Progressionsfreie Zeit in Abhéngigkeit von der postoperativen Therapie bei
IDH-Mutation und IDH-Wildtyp.

Uberlebenszeit Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei IDH-
Mutation und IDH-Wildtyp.

Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit in Abhéangigkeit von der
postoperativen Therapie bei einer Gesamt-Bestrahlungsdosis von mindestens
60 Gy.

KPS im zeitlichen Verlauf in Abhdngigkeit von der postoperativen Therapie.

50

53

53

56

S7



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

1.1.1 Epidemiologie

Mit etwa 8 % bilden anaplastische Astrozytome, anaplastische Oligodendrogliome und ana-
plastische Oligoastrozytome, dem Glioblastom folgend, die zweithaufigste Gruppe der bosarti-
gen ZNS-Tumoren [1]. Diese sind in Deutschland mit einer altersstandardisierten Inzidenzrate
von 5,4 (Frauen) und 7,6 (Manner) pro 100.000 Personenjahre zwar selten [2], die relative 5-
Jahres-Uberlebensrate von 19-21 % zeigt jedoch, warum diese Erkrankungen nach wie vor eine
grofRe Bedeutung fur betroffene Patient/-innen haben [1, 2]. In den Jahren 2007 bis 2008 betrug
die 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland 18 — 22 %. Maligne Hirntumoren treten haufig spo-
radisch auf, atiologisch gelten die Exposition gegentber ionisierender Strahlung [3, 4], heredi-
tare Syndrome, wie die Neurofibromatose oder das Li-Fraumeni-Syndrom [5] und ein hoheres
Lebensalter [1] als Risikofaktoren, an einem bdsartigen ZNS-Tumor zu erkranken [1]. Ein er-
héhtes Risiko fir die Krankheitsentstehung durch das Nutzen von Mobiltelefonen, stattgehabte
Kopftraumata und Rontgenuntersuchungen des Kopfes sind jedoch bisher nicht ausreichend
belegt und sind Gegenstand aktueller Forschung [6-11, 11]. Trotz intensiver Forschung auf
dem Gebiet der Neuroonkologie lasst sich keine eindeutige Verbesserung der Prognose erken-
nen [12]. In den Vereinigten Staaten ist die altersstandardisierte Neuerkrankungsrate mit 7,1
pro 100.000 Personenjahre genauso gering wie in Deutschland [1], die relative 5-Jahres-Uber-
lebensrate mit 34,9 % jedoch ebenfalls schlecht. Weiterhin z&hlen maligne Tumoren des zent-
ralen Nervensystems zu den funf Krebserkrankungen mit den meisten Rentenzugangen durch
Erwerbsminderung aufgrund von Krebserkrankungen. Daraus ergibt sich sowohl ein erhebli-
cher Verlust von Lebensjahren und -qualitét fur Patient/-innen, als auch eine hohe soziotkono-
mische Belastung [13].

1.1.2 Klinik und Diagnostik

Klinisch manifestieren sich intrakranielle und intraspinale Tumoren, abh&ngig von ihrer Loka-
lisation, unter anderem durch fokale neurologische Defizite wie Wesensveranderung, Gedécht-

nisstorungen, Aphasie, Paresen, Ataxie und Storungen der Sensibilitt und Koordination, sowie
1



Einleitung

durch fokale oder generalisierte Krampfanfélle und Kopfschmerzen. Letztere entstehen in die-
sem Zusammenhang haufig durch einen erhohten intrakraniellen Druck, ausgeltst durch raum-
fordernde Effekte des Tumors und das ihn umgebende Odem [14]. Neben der klinischen Un-
tersuchung sind bildgebende Verfahren ein unverzichtbares diagnostisches Mittel. Proliferati-
onsrate und Malignitat korrelieren mit dem Ausmaf von Neovaskularisation und Gefal3perme-
abilitat in malignen Hirntumoren, weshalb die kontrastmittel-gestutzte T1-Sequenz, die T2-Se-
quenz, sowie FLAIR-Sequenz als Goldstandard der bildgebenden Verfahren zur Detektion von
malignen Hirntumoren gelten [15]. Die kraniale MRT bietet eine hohe Sensitivitat flr patholo-
gische Veranderungen im Hirngewebe, eine hohe Bildqualitat und eine erste Mdglichkeit zur
Differenzierung zwischen Gewebetypen in intrakraniellen L&sionen [16]. Die Abb. 1 stellt ein
Oligodendrogliom WHO-Grad 3 in axialer Schnittfuhrung in einer T2-Sequenz und einer T1-
Sequenz mit Kontrastmittelgabe dar. In der T2-Sequenz zeigt sich eine hyperintense (helle)
Struktur als Ausdruck einer zystischen Formation sowie eine Kompression des Ventrikelsys-
tems und eine Mittellinienverlagerung nach rechts, moéglicherweise bedingt durch den raum-
fordernden Effekt eines bifrontal lokalisierten Oligodendroglioms (WHO-Grad 3). In der T1-
Sequenz ist zusatzlich eine flaue Kontrastmittelaufnahme links fronto-polar als Ausdruck einer

Storung der Blut-Hirn-Schranke zu erkennen.

Abb. 1: Kraniales MRT eines Oligodendroglioms WHO Grad 3. Links: T2-Sequenz (axial) mit Liquoraufstau im
Vorderhorn des linken Seitenventrikels (hyperintens/hell) und Mittellinienverlagerung nach recht. Rechts: T1-Se-
quenz (axial) mit Kontrastmittelgabe mit Anreicherung des Kontrastmittels links fronto-polar. Schnittebene leicht
abweichend.
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Die Abb. 2 zeigt ein Astrozytom (WHO-Grad 3) in T2- und FLAIR-Sequenzen in axialer bzw.
sagittaler sowie in einer T1-Sequenz in axialer und frontaler Schnittfihrung. In der T2-Sequenz
zeigt sich der Tumor und ein den Tumor umgebendes Odem als hyperintense (helle) Struktur
links fronto-temporal. In der T1-Sequenz erscheint der Tumor und das Odem hypointens (dun-
kel).

Abb. 2: Kraniales MRT eines Astrozytoms WHO Grad 3. Oben: T2-Sequenz axial (links) und FLAIR-Sequenz
sagittal (rechts) mit peritumoralem Odem (hyperintens/hell). Unten: T1-Sequenz mit Kontrastmittelgabe axial
(links) und koronar (rechts) mit Lasion (hypointens/dunkel) ohne Kontrastmittelanreicherung.
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1.1.3 Therapieoptionen

1.1.3.1 Operative Verfahren

Hoch-gradige Hirntumore (WHO-Grad 3 — 4; ,,high-grade-glioma“) zeichnen sich haufig durch
eine diffus-infiltrative Wachstumsweise und die Ausbildung mikroskopischer Absiedlungen
aus [14]. Diese kleinen, umliegenden Tumorzellverbande lassen sich in pra- und postoperativen
MRT-Sequenzen haufig nicht darstellen. Bei der Untersuchung von Biopsien, entnommen au-
Rerhalb des sichtbaren Tumorgebiets, konnten histologisch Tumorzellen mehr als zwei Zenti-
meter auBerhalb der in der MRT definierten Tumorgrenzen nachgewiesen werden [17]. Das
stellt eine groRe Herausforderung fir chirurgische Behandlung dar. Auf der einen Seite kann
ein radikales VVorgehen mit gro3ztigiger Resektion neue fokale neurologische Defizite zur Folge
haben und die Funktionalitdt und damit die Lebensqualitat des Patient/-innen erheblich ein-
schranken [18], auf der anderen Seite ist ein ResektionsausmaR tiber 70 % und damit geringes
Tumorresidualvolumen mit einer langeren progressionsfreien Zeit und Uberlebenszeit assozi-
iert [19]. Das Anwenden von Techniken wie der fluoreszenzgestiitzten Resektion mit 5-Ami-
nolavulinsdure, der intraoperativen Magnetresonanztomographie oder Neuronavigationssyste-
men kann das Risiko von peri-/intraoperativen Komplikationen reduzieren und ermdoglicht ein
besseres klinisches und bildmorphologisches Resektionsergebnis [20, 21]. Neben dem Effekt
der Zytoreduktion ist ein wichtiges Ziel der Operation die mechanische Entlastung des umlie-
genden, gesunden Hirngewebes und insbesondere die Gewinnung von Tumorgewebe zu diag-
nostischen Zwecken. Deshalb steht die Operation meist am Beginn vieler Behandlungssche-

mata von malignen Hirntumoren [21].

1.1.3.2 Radiotherapie

Das flr hochgradige Gliome typische invasive Wachstumsverhalten mit Bildung mikroskopi-
scher Tumorabsiedlungen macht eine adjuvante Therapie notwendig. Die Radiotherapie ist in
der Behandlung maligner Hirntumoren seit Jahrzehnten fest verankert [14]. Das in postopera-
tiven T1-Sequenzen Kontrastmittel aufnehmende Gewebe und die Resektionshéhle bilden das
,»grobe Tumorvolumen® (,,Gross Tumor Volume® — GTV). Dieses Volumen, mit zusatzlichem
Abstand von 1,5 — 2 cm, bildet den Bereich, in dem die meisten Rezidive entstehen. Mit Be-
ricksichtigung umliegender anatomischer Strukturen ergibt sich das ,,klinische Zielvolumen*
(,,Clinical Target Volume* — CTV). Um eventuelle Storfaktoren, wie Bewegungen wahrend der
Prozedur, auszugleichen, wird ein weiterer Randbereich von 0,3 — 0,5 cm ber(cksichtigt. So
ergibt sich das zu bestrahlende Volumen (,,Planning Target Volume* — PTV) ergibt [22, 23].

4
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Walker et al. untersuchten 1979 den Einfluss einer postoperativen Radiotherapie bei histolo-
gisch gesicherten malignen Gliomen auf die Uberlebenszeit sowie die Dosis-Wirkungs-
Beziehung. Die Uberlebenszeit bei alleiniger Tumorresektion betrug im Mittel 18 Wochen, das
langste mittlere Uberlebenszeit bei Durchfiihrung einer Radiotherapie betrugt 42 Wochen und
wurde mit der hchsten nominalen Dosis von 6000 Rad (umgerechnet 60 Gy) erzielt [24]. Emp-
fohlen wird heutzutage eine fokale Behandlung mit einer Gesamtdosis von 50 — 60 Gy bei einer

Tagesdosis von 1,8 — 2 Gy, in Abhangigkeit von Tumorentitat und Prognose [22].

1.1.3.3 Medikamentdse zytostatische Therapie

Die dritte Saule der Therapie maligner Gliome bildet die Pharmakotherapie mittels Zytostatika.
Besonders Wirkstoffe aus der Gruppe der alkylierenden Zytostatika kommen zum Einsatz, wo-
bei die Penetration der Blut-Hirn-Schranke notwendig ist [22]. Dazu zéhlen Nitrosoharnstoffe
wie Carmustin (,,BCNU*) und Lomustin (,,CCNU*), sowie monofunktionelle Alkylanzien wie
Procarbazin und Temozolomid. Die PCV-Therapie setzt sich aus den Wirkstoffen Procarbazin,

Vincristin und Lomustin zusammen [25]. Die Tab. 1 stellt drei Chemotherapie-Schemata dar.

Tab. 1: Vereinfachte Darstellung der Chemotherapie-Protokolle ,, Temozolomid, ,,PCV* und ,,BCNU* bzw.
»CCNU “. In Anlehnung an Weller, van den Bent (2017) [22].

Medikament Einnahmeschema

150-200 mg/m2 KOF oral an Tag 1 — 5 in einem 28-Tage-Zyklus (Stupp

Temozolomid Schema)

Procarbazin 60 mg/m2 KOF oral an Tag 8-21
Lomustin: 110 mg/m2 KOF oral an Tag 1

PCV
Vincristin 1,4 (max. 2) mg/m? KOF i.v. an Tag 8 u. 29
Zykluslange 6-8 Wochen

BCNU/CCNU Variable Schemata, z.B. 110 mg/m2 KOF alle 6 Wochen

1.1.3.4 Radio-/Chemotherapie

Aus einer im Jahre 2005 veroffentlichten Studie von Stupp et al. entwickelte sich die Standard-
Therapie flr Patient/-innen mit Glioblastom. Sie besteht aus einer mdglichst vollstandigen Tu-
morresektion, einer adjuvanten Radio-/Chemotherapie mit einer Gesamtdosis von 60 Gy und
gleichzeitiger Temozolomid-Gabe (75 mg/m2 KOF) zur Radiosensitivierung, sowie einer daran

anschlieBenden Temozolimid-Therapie (100 — 200 mg/m? KOF) an den ersten funf von 28
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Tagen flr insgesamt sechs bis acht Zyklen [26]. Die Therapie sollte friihestens drei Wochen

nach stattgehabter Resektion begonnen werden [27].

1.2 Definition und Klassifikation

1.2.1 Histologische Klassifikation und WHO-Grading

Mit dem 1979 von Klaus-Joachim Zlch vertffentlichten Werk ,,Histological typing of tumours
of the nervous system.* setzte er den Grundstein fiir das bis heute fortgefiihrte internationale
Klassifikationssystem fir Tumoren des Nervensystems der Weltgesundheitsorganisation WHO
[28]. Zulch entwickelte ein Grading-System zur Einschéatzung des Malignitatsgrades von ZNS-
eigenen Tumoren, den WHO-Grad. Es werden vier WHO-Grade unterschieden: WHO-Grad 1
beschreibt Lasionen mit benignem Wachstumsverhalten, diese lassen sich operativ kurieren.
Grad 2-Tumoren zeigen ein infiltratives, wenn auch gering proliferatives Wachstumsverhalten
und neigen haufig zu Rezidiven. Haufig wird eine Transformation zu einem héheren WHO-
Grad beobachtet. Grad 3-Tumoren zeigen klare histologische Anzeichen fur Malignitat wie
Kern-Atypien oder rege mitotische Aktivitat. In Grad 4-Tumoren lassen sich zusétzlich atypi-
sche BlutgefalRe und Nekrosen beobachten. Sie zeichnen sich durch ihre besonders hohe Ma-
lignitét aus [29]. Die Kriterien fir diese Einstufungen basieren also bis heute auf einer phéno-
typischen Beurteilung der Tumorzellen [28, 30]. Weiterhin wurden einzelne Tumorentitaten
anhand ihres biologischen Verhaltens und histologisch-morphologischen Erscheinungsbildes
definiert [28, 31, 32]. Dazu zahlt auch die immunhistochemische Analyse der mitotischen Ak-
tivitat mit Hilfe des Ki-67 Proteins [14]. Ki-67 befindet sich wéhrend der aktiven Phasen des
Zellzyklus auf der Oberflache des Chromatins, nicht jedoch in der GO-Phase, in dem keine
mitotische Aktivitat herrscht. Ki-67 kann mit dem Antikdrper MIB-1 markiert werden und er-
mdoglicht somit eine numerische Aussage Uber das Proliferationsverhalten von Zellen [33]. Die
Bestimmung des Proliferations-Index war lange Zeit das Standard-Verfahren zur Beurteilung
einer Anaplasie in Gliomzellen [14]. Mit der Weiterentwicklung diagnostischer Methoden und
fortschreitender Technik erhielten im Jahre 2016 erstmals auch molekulargenetische Eigen-
schaften der Tumorzellen als diagnostisches Kriterium Einzug in die WHO-KIassifikation fur
Tumoren des zentralen Nervensystems. Weiterhin wurde das Oligoastrozytom als eigenstan-
dige Tumorentitat aus der WHO-Klassifikation entfernt [30].
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1.2.2 Molekulargenetische Eigenschaften

Die regelmaliige Anwendung von Methoden, wie der FISH und PCR, in molekularpathologi-
schen Laboren ermdglicht die routineméaRige Bestimmung von molekulargenetischen Markern
in Tumorgeweben und damit eine spezifischere Diagnostik. Dadurch kann betroffenen Patient/-
innen wiederum ein spezifischeres Therapiekonzept basierend auf der Kenntnis der Tumorge-
netik ermdglicht werden. Prognostisch hat die molekulargenetische Konstellation, unter Be-
ricksichtigung der Tumorentitat, einen héheren Einfluss auf den Krankheitsverlauf als der kon-
ventionell bestimmte WHO-Grad oder die histologische Klassifizierung [34]. Mittlerweile las-
sen sich im klinischen Alltag eine Vielzahl von genetischen Markern bestimmen. Auf die drei

Marker mit der hochsten klinischen Relevanz méchte ich im Folgenden naher eingehen.

1.2.2.1 Die Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)

Die Isocitrat-Dehydrogenase 1 bzw. 2 katalysiert, NADP-abhéngig, die Reaktion von Isocitrat
zu a-Ketoglutarat unter Abspaltung von CO». Diese Reaktionen finden zum einen im Zyto-
plasma (IDH1) und zum anderen mitochondrial (IDH2) im Citratzyklus statt. Die IDH3 kommt
sowohl zytoplasmatisch als auch mitochondrial vor. a-Ketoglutarat ist das Substrat vieler Stoff-
wechselvorgédngen der menschlichen Zelle [35]. Mit der vollstandigen Genanalyse von
Glioblastomzellen begann die Untersuchung der Rolle von IDH1/2-Mutationen in der Ent-
stehung von Gliomen [36]. Dabei stellte sich heraus, dass eine Mutation im IDH1- bzw. IDH
2-Gen haufig im Zusammenhang mit Tumoren astrozytaren, oligodendrozytaren oder gemischt
oligoastrozytaren Ursprungs steht. Eine IDH1/2-Mutation lasst sich in etwa 70 — 80 % der
WHO-Grad Il und 11 diffusen Astrozytome, Oligodendrogliome und Oligoastrozytome nach-
weisen, nicht jedoch in WHO-Grad I-Gliomen, wie dem pilozytischen Astrozytom [34, 37, 38].
Die Abb. 3b zeigt die Haufigkeit von IDH1- bzw. IDH2-Mutation in verschiedenen Tumor
entitaten. Die Gruppe der diffusen Gliome ist besonders haufig betroffen, wobei die Mutation
des IDH1-Gens haufiger zu finden ist als die des IDH2-Gens [37]. Festgestellt wurden somati-
sche, heterozygote Mutationen, wovon die Mehrzahl das Codon der Aminosaure Arginin auf
Position 132 des IDH1-Gens und 172 des IDH2-Gens betreffen [37, 38]. Wie die Abb. 3a zeigt,
ist bei einer Mutation des IDH1-Gens die h&ufigste Ursache eine Transition der Base Guanin
zu Adenin des Arginin-Codons ,,CGT*, wéhrend bei einer IDH2-Mutation kein Nukleotid be-
sonders haufig betroffen ist. Arginin ist zum GroRteil an der Bindung von Isocitrat im aktiven
Zentrum der IDH beteiligt. Mit der Mutation der IDH wird a-Ketoglutarat zum Substrat des

veranderten Enzyms.
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Abb. 3: IDH-Mutationen und ihre Haufigkeiten. a.) Betroffene Aminoséduren und deren Anzahl der
Punktmutationen bei IDH1- und IDH2-Mutationen. b.) Anzahl an IDH1- und IDH2-Mutationen in verschiedenen
Tumorentitéten. Reproduziert mit Erlaubnis von Yan, Parsons et al [37], Copyright Massachusetts Medical
Society.

Dabei reduziert die IDH das a-Ketoglutarat unter NADPH-Verbrauch zu D2HG. Somit werden
zum Einen wichtige Zellstoffwechselvorgénge beeinflusst, zum Anderen besitzt D2HG eine
strukturelle Ahnlichkeit zu a-Ketoglutarat und wirkt so als ein kompetitiver Hemmstoff [35].
Die Abb. 4 zeigt das Reaktionsschema der physiologischen und mutierten IDH 1/2 sowie deren
Produkte. Der Einfluss von D2HG auf den Zellzyklus ist Gegenstand intensiver Forschung [39].
Im Zellkern hemmt D2HG die Funktion der 5-Methylcytosin-Hydroxylase und somit die
Demethylierung von DNA-Abschnitten sowie die Funktion von Histon-Demethylasen und so-
mit die Demethylierung von Histonen [40]. AufRerhalb des Zellkerns wird der Einfluss auf den
HIFla, einen durch Sauerstoffarmut induzierten Transkriptionsfaktor, untersucht [35]. D2HG
ist ein schwacher kompetitiver Hemmestoff, dessen Effekte erst bei einem hohen Verhéltnis zu
aKG einen relevanten Einfluss haben. In IDH-mutierten Gliomen erreicht dieses Verhaltnis im
Mittel einen Wert von 373:1 [40]. Die IDH1/2-Mutation als therapeutischer Ansatz ist gegen-
wartiger Forschungsgegenstand. Zur Diagnostik hat sich die IDH-Mutation als molekulargene-
tischer Marker jedoch heute schon etabliert. In der, zu Beginn gemeinsamen, Entwicklung zum
Oligodendrogliom oder diffusen Astrozytom scheint diese Mutation friih aufzutreten und be-
stimmten anderen molekulargenetischen Verdnderungen vorauszugehen [41]. Untersuchungen
zum Einfluss von IDH-Mutationen auf den Krankheitsverlauf bei Gliomen verschiedenster En-
titdten zeigten, dass eine Mutation im IDH-Gen, gegenlber einem IDH-Wildtyp, mit einer bes-

seren Prognose einhergeht [37, 42].
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Deshalb wurde mit der Fassung der WHO-Klassifikation fir Tumoren des ZNS aus dem Jahr
2016 der IDH-Mutationsstatus als Kriterium fur die Einteilung verschiedener Tumorarten auf-

genommen [30].

NADP* NADPH CO; NADPH NADP*

CH 0 OH
HO OH E é 2 HO ’/\JTOH E f HO r\/H‘/OH
WOHO 5 IDH 1/2 Wildtyp WO 0 Mutierte IDH 1/2 Wo 0
Isocitrat a-Ketoglutarat (aKG) D-2-Hydroxyglutarat (D2HG)

Abb. 4: Reaktionsprodukte der Wildtyp- und mutierten Isocitrat-Dehydrogenase 1/2. Die IDH1/2 Wildtyp kata-
lysiert physiologisch unter NADP-Verbrauch und Abspaltung von CO2 die Reaktion von Isocitrat zu a-Ketogluta-
rat (aKG). Dabei entsteht NADPH aus NADP*. Diese Reaktion ist auch umgekehrt mgglich. Die mutierte IDH1/2
katalysiert unter NADPH-Verbrauch die einseitige Reaktion von oKG zu D-2-Hydroxyglutarat (D2HG). Beide
Molekiile &hneln sich stark und unterscheiden sich nur durch eine Carbonyl-Gruppe (oKG) bzw. Carboxyl-Gruppe
(D2HG) am C2-Atom. In Anlehnung an Waitkus, Diplas et al [35]

1.2.2.2 Die O-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)

DNA-Reparatur-Proteine, wie die MGMT spielen im Zellzyklus eine grofe Rolle. Ihre Aufgabe
ist es, beschadigte Abschnitte im Erbgut zu erkennen und zu beheben. Die MGMT erkennt und
repariert eigenstandig DNA-Schaden, welche durch Alkylierung von O6 in Guanin, seltener O4
in Thymin, entstanden sind. Dabei wird, wie in der Abb. 5a dargestellt, die Alkyl-Gruppe von
0O6-Alkylguanin kovalent an die MGMT gebunden und damit inaktiviert [43]. Eine Methylie-
rung der CpG-Insel des MGMT-Promotors verhindert die Transkription und fiihrt so zu einer
reduzierten Synthese der MGMT und somit zu einer verringerten DNA-Reparaturleistung.
Wird die Alkylierung von Guanin in der DNA nicht repariert, kann das, wie in Abb. 5 darge-
stellt, zu einer Transversion zu einem Adenin/Thymidin-Basenpaar oder einem DNA-Strang-
bruch flihren [43, 44]. So kénnen Fehlinformationen in DNA-Abschnitten, die an der Regula-
tion der Zellteilung beteiligt sind, zu einer unkontrollierten Zellvermehrung und damit zu einer
Neoplasie fiihren [43]. Dieser Mechanismus spielt in der Entstehung und Behandlung von Ast-
rozytomen und Glioblastomen eine grof3e Rolle [34]. Einerseits kann eine Methylierung des
MGMT-Promotors die DNA-Reparaturleistung in gesunden Zellen reduzieren und zur Kreb-
sentstehung beitragen, andererseits zeigen zytostatische Substanzen, deren Wirkung auf einer
Alkylierung der Tumor-DNA beruhen, eine verbesserte Effektivitat [43]. Temozolomid, eine
in der medikamentdsen Hirntumortherapie haufig angewandte Substanz, zahlt zu den alkylie-
renden Zytostatika. In Studien zum Einfluss des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus auf den
Krankheitsverlauf bei einer Temozolomid-Therapie konnte gezeigt werden, dass die Patienten-
gruppe mit einem vermehrt methylierten MGMT-Promotor im Tumorgewebe, im Vergleich zur
Patientengruppe mit einem nicht vermehrt methyliertem MGMT-Promotor, eine langere
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progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit aufweisen [45]. Weiterhin hat sich der MGMT-Pro-
motor-Methylierungsstatus als ein guter prognostischer Faktor herausgestellt [44].

b _CHs
MOWOT
Transversion / \Stranghruch
_CHs
0°- Methylguamn COOH NEN N‘EN
MGMT

L~ ( MGMT
Reparatur <
™ ( MGMT )—cCH;
A J

5 ~ DI

Guanin COOH

Abb. 5: Schematische Darstellung der MGMT-vermittelten DNA-Reparatur. Eine Alkyl-Gruppe wird von O6-
Alkylguanin kovalent an die MGMT gebunden. b) Eine ausbleibende Reparatur von alkyliertem Guanin kann zur
Transversion zum Adenosin/Thymidin-Basenpaar oder einem Strangbruch filhren. In Anlehnung an Gerson [43].

1.2.2.3 Die 1p/19g-Codeletion

Der kombinierte Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 (1p) und des langen Arms von
Chromosom 19 (19q) kann bei 60 — 80 % aller Oligodendrogliome beobachtet werden. In ast-
rozytaren Tumoren kommt diese Veranderung mit 1 — 10 % deutlich seltener vor [46]. Sie be-
ruht auf einer unbalancierten Translokation mit der (1;19) (q10:p10) als Produkt [47] und ist
mit einem ,,loss of heterozygocity” (LOH) assoziiert [48]. Eine Mutation im IDH1/2-Gen
scheint mit diesem Allelverlust in Zusammenhang zu stehen. Es konnte gezeigt werden, dass
nahezu alle Tumoren mit einer nachgewiesenen 1p/19g-Codeletion auch den oben beschriebe-
nen Veranderungen der IDH1/2 unterliegen [49, 50]. Die Tumorsuppressorgene CIC und
FUBPL1 sind die zwei am haufigsten durch diese Codeletion betroffenen Gene [47]. Wie genau
sich der Verlust dieser Gene auf den Zellzyklus auswirkt, ist jedoch noch nicht vollstédndig
geklart. Dennoch hat die Bestimmung des 1p/19g-Codeletionsstatus heute hochste diagnosti-
sche und prognostische Relevanz. Fiir den Krankheitsverlauf wirkt sich eine 1p/19g-Codeletion
gunstig auf die Prognose aus, wenn betroffene Patient/-innen mittels Radio- und/oder Chemo-
therapie behandelt werden [49]. Diagnostisch bildet der 1p/19g-Codeletionsstatus die entschei-
dende Grundlage zur Unterscheidung zwischen oligodendroglialen und astrozytéren Tumoren-
titaten und ist deshalb seit 2016 verpflichtend zur Diagnosestellung dieser Tumore zu bestim-
men [30, 34].
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1.3 WHO-Grad I11-Gliome

Mit der Einbindung der Molekulargenetik in die diagnostische Routine fand auch eine Neuein-
teilung der Tumorentitéaten statt. So wurden bis 2016 Tumoren allein nach zelluldrem Ursprung
gruppiert. Heute erfolgt die Gruppierung unter Berlcksichtigung des molekulargenetischen
Konstellation. Die Gruppe der diffusen Gliome umfasst astrozytére und oligodendrogliale Tu-
moren. Die Abb. 6 soll das diagnostische VVorgehen bei diffusen Gliomen unter Beriicksichti-

gung histologischer und molekulargenetischer Kriterien veranschaulichen.

Histologle Astrozytom Oligoastrozytom Oligodendrogliom
IDH-Status IDH-Mutation IDH-Wildtyp
1p/19q-Status ATRX-Verlust* 1p/19g-Codeletion Genetische Testung nicht
und andere TP53-Mutation* erfolgt oder unvollstindig
Parameter !
Diffuses Astrozytom,  Oligodendrogliom, Diffuses Astrozytom, NOS
IDH-mutiert IDH-mutiert, Oligodendrogliom, NOS
1p/19g-codeletiert Oligoastrozytom, NOS

Nach Ausschluss anderer Diagnosen:
Diffuses Astrozytom, IDH-Wildtyp

* = typisch, Nachweis jedoch nicht notwendig Oligodendrogliom, NOS

zur Diagnosestellung

Abb. 6: Vereinfachter diagnostischer Algorithmus zur Einteilung astrozytarer und oligodendrioglialer Tumo-
ren. Neben der Tumorhistologie ist ebenfalls die Bestimmung bestimmter molekulargenetischer Marker von der
WHO empfohlen. In Anlehnung an Louis, Perry et al [30].

Eine histologische und damit phanotypische Einteilung wird weiterhin durchgefiihrt. Zusam-
men ermdglichen beide Verfahren eine objektivere Klassifikation der Tumoren. Nach histolo-
gischen Kriterien gemischte Tumorentitaten, wie die vor dem Jahre 2016 bestehende Diagnose
des Oligoastrozytoms, kénnen dadurch klar in eine Kategorie, zum Beispiel als diffuses Astro-
zytom oder Oligodendrogliom, eingeteilt werden. Die alleinige genotypische Einteilung wird

bisher jedoch noch nicht empfohlen [29].
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1.3.1 Das anaplastische Astrozytom

Das anaplastische Astrozytom ist ein diffus infiltrierendes Astrozytom mit fokaler oder diffuser
Anaplasie, erhohter Proliferationsrate mit oder ohne Mutation im IDH1- oder IDH2-Gen [29].
Ungeféahr 80 % der Tumoren weisen diese Mutation auf [37]. Liegt eine IDH-Mutation vor,
lassen sich haufig auch Verénderungen von TP53 und ATRX nachweisen [51]. Dessen Nach-
weis ist jedoch keine Voraussetzung fur die Diagnosestellung [30]. Die Schwere der Symp-
tome, das ResektionsausmaR und der IDH1/2-Mutationsstatus sind gute prognostische Marker
[29, 42]. Die mediane Uberlebenszeit bei VVorliegen einer IDH-Mutation betragt 5,4 — 9,3 Jahre
[37,52], das AA, IDH-Wildtyp weist mit 1,6 Jahren [37] eine deutlich geringere mediane Uber-
lebenszeit auf [42]. Therapiert wird das IDH-mutierte anaplastische Astrozytom durch eine
mdoglichst vollstandige Resektion, gefolgt von einer Radiotherapie mit 60 Gy Gesamtdosis bei
einer Tagesdosis von 1,8 — 2 Gy. Im Anschluss folgen sechs bis acht Zyklen Temozolomid-
Monotherapie nach dem 23/5-Schema [22]. In einer grofRen multizentrischen Studie (CAT-
NON-Studie) von van den Bent et al. wird untersucht, ob die Gabe von Temozolomid wéahrend
der Radiotherapie die Prognose verbessert. In ersten Interimsergebnissen scheint diese keinen
prognostischen Vorteil zur haben [53]. Trotzdem wird die kombinierte Radio-/Chemotherapie
auf Grund des aggressiven Verhaltens des Tumors wegen fehlender Therapiealternativen zu-
nachst weiterhin regelméafiig durchgefiihrt [22, 26]. Sowohl eine vermehrte MGMT-Promotor-
Methylierung bei IDH-mutierten Gliomen [54], als auch eine IDH-Mutation an sich [55], schei-

nen die Wirkung einer Chemotherapie mittels Temozolomid zu verbessern.

1.3.2 Das anaplastische Oligodendrogliom

Das anaplastische Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19q-codeletiert, weist, fokal oder
diffus, Zeichen der Anaplasie auf. Eine 1p/19g-Codeletion ist das entscheidende Kriterium flr
eine Einteilung in die Kategorie des Oligodendroglioms [29]. Der 1p/19g-Codeletionsstatus hat
groRe Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf, so betragt die mediane Uberlebenszeit bei
Durchfiihrung einer adjuvanten Radiotherapie und anschlieBender PCV-Therapie bei 1p/199-
codeletierten Tumoren Uber 10 Jahre bzw. 14,7 Jahre, bei fehlender 1p/19g-Codeletion hinge-
gen nur 2,08 Jahre bzw. 2,6 Jahre, und auch im Vergleich mit einer alleinigen Radiotherapie
konnten langere Uberlebenszeiten erreicht werden [56, 57]. Die adjuvante Radiotherapie mit
anschlielender PCV-Therapie ist daher die Therapie der Wahl [22]. Die Rolle einer Radiothe-

rapie mit anschlielender Temozolomid-Therapie gilt es zu erforschen [22].
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1.3.3 Das anaplastische Oligoastrozytom

Die Diagnose des Oligoastrozytoms in seiner bisherigen Form besteht nicht mehr. Lediglich
das (anaplastische) Oligoastrozytom, NOS, wird als Diagnose empfohlen, wenn histologisch
ein gemischt astrozytar-oligodendroglialer Tumor vorliegt und keine Mdglichkeit der moleku-
largenetischen Untersuchung besteht. Durch diese lassen sich auch histologisch eingeteilte Oli-
goastrozytome in den allermeisten Féllen als diffuses Astrozytom oder Oligodendrogliom klas-
sifizieren. Das Oligoastrozytom bildet somit eine Ausschluss-Diagnose [29]. Sollte die Diag-
nose gestellt werden, besteht die Therapie, wie beim anaplastischen Oligodendrogliom, aus ei-
ner Tumorresektion mit adjuvanter Radiotherapie und anschlielender PCV-Therapie [22].

1.4 Zielsetzung

Die Aufnahme der Molekulargenetik als Kriterium der Klassifikation glialer Tumoren durch
die WHO im Jahre 2016 zeigt die hohe klinische Relevanz der individuellen Tumorgenetik im
Krankheitsverlauf der betroffenen Patient/-innen und flihrt auch auf dem Gebiet der Neuroon-
kologie zu immer individuelleren Therapieentscheidungen. Das Ziel dieser Arbeit ist es, Er-
kenntnisse Uber den langfristigen Krankheitsverlauf von Patient/-innen mit einem WHO-Grad
3 Tumor zu erlangen. Primar wurde die Abhéngigkeit dieser Verlaufe von dem postoperativen
therapeutischen Prozedere untersucht. Sekundérer Endpunkt war die Analyse der Langzeitver-
laufe in Abhangigkeit von der molekulargenetischen Konstellation des Tumorgewebes. Daraus

ergaben sich folgende Fragen:

1. Wie gestaltete sich der langfristige Krankheitsverlauf von den im UKSH Campus Kiel be-
handelten Patient-/innen mit einem WHO-Grad 3-Gliom in Abhédngigkeit sozio-

demographischer und klinischer Parameter?

2. Welchen Einfluss hatten die molekulargenetischen Eigenschaften der Tumorzellen auf den
Krankheitsverlauf?

3. Welchen Einfluss hatte das postoperative Therapieschema auf den Krankheitsverlauf?

4. Welchen Stellenwert hat die Aufnahme der molekulargenetischen Diagnosekriterien in die
WHO-KIassifikation von Tumoren des ZNS?
13
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2 Material und Methoden

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Einzelzentrumstudie, die den Krank-
heitsverlauf von Patient/-innen mit histologisch erstdiagnostizierten WHO Grad I11-Gliomen
untersuchte. Besonders der Einfluss des postoperativen Therapieschemas und der molekularge-
netischen Konstellation der Tumorzellen auf den Langzeit-Krankheitsverlauf wurde untersucht.
Dafur wurden soziodemografische und klinische Daten von Patient/-innen erhoben, deren Erst-
behandlung in einem Zeitraum von Juli 1994 bis Oktober 2019 in der Klinik flr Neurochirurgie
des UKSH, Campus Kiel, erfolgte. Es wurde nachtraglich Tumorgewebe mittels PCR, Pyrose-
quenzierung und Kapillarelektrophorese untersucht.

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv

Als Einschlusskriterien gelten die histopathologisch gesicherte Erstdiagnose eines WHO Grad
I11-Glioms, ein Patientenalter iber 18 Jahren, die Erstbehandlung mit postoperativer ambulan-
ter Betreuung in der Klinik fur Neurochirurgie des UKSH, Campus Kiel, sowie eine erfolgte
Nachbehandlung in Form einer Radiotherapie oder einer Radio-/Chemotherapie im USKH
Campus Kiel. Ein positives Ethikvotum zur molekulargenetischen Untersuchung der Gewebe-
proben und Durchfiihrung dieser Arbeit liegt vor. Insgesamt wurden 167 Patient/-innen in die
Studie eingeschlossen. Es erfolgte die Einteilung in drei Subgruppen nach der WHO-KIassifi-
kation aus dem Jahr 2007 in: anaplastisches Astrozytom, anaplastisches Oligodendrogliom und

anaplastisches Oligoastrozytom

2.1.2 Tumorgewebe

Beim untersuchten Tumorgewebe handelt es sich um in Formalin fixierte, in Paraffin eingebet-
tete Blocke (FFPE), die aus Operationspréparaten hergestellt wurden. Davon wurden Schnitte
im Rahmen einer fachlich-pathologischen Eignungsfeststellung vor der DNA-Gewinnung mik-
roskopisch begutachtet. Weiterhin wurde aus dem diagnostischen Archiv des Instituts flr Pa-
thologie des UKSH Campus Kiel Tumorgewebe als Referenzgewebe verwendet.
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2.1.3 Chemikalien

Material und Methoden

In der Tab. 2 sind die verwendeten Chemikalien sowie deren Bezugsquellen angegeben.

Tab. 2: Chemikalien und deren Bezugsquellen.

Chemikalien

Xylol rein

Ethanol (CzHsO), 99 %

Xylol (reinst)

Ethanol (Cz:HsO), 70 %

Wasser (H20), nukleasefrei
Wasser (ddH.0), doppelt destilliert
TRIS (C4sH1:NOs)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumhydroxid (NaOH) pallets
Ethylendiamintetraessigsaure (Ci1oH1sN2Og), > 99 %
Essigséure (CH3;COOH), 100 %

Ethidiumbromid (C2:H20BrNs)

Bezugsquelle

BUFA GmbH & Co. KG, Oldenburg
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
QIAGEN GmbH, Hilden

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

2.1.4 Gebrauchsfertige Reagenzsysteme und Primer

In der Tab. 3 sind die verwendeten gebrauchsfertigen Reagenzsysteme sowie deren Bezugs-

quellen angegeben.

Tab. 3: Gebrauchsfertige Reagenzsysteme.

Gebrauchsfertige Reagenzsysteme
dNTP Mix

EpiTect® Bisulfite Kit

o Bisulfite Mix (aliquots for 8 reactions)
e DNA Protect Buffer

e RNase-Free Water

o EpiTect® Spin Columns

e Collection Tubes (2 ml)

o Buffer BL

Bezugsquelle

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich

QIAGEN GmbH, Hilden
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e Buffer BW
e Buffer BD

e Buffer EB

e Carrier RNA
e Handbook

HotStarTaq® Plus DNA-Polymerase

e HotStarTag® Plus DNA-Polymerase
e PCR Buffer, 10 x

e CoralLoad PCR Buffer, 10 x

e (Q-Solution, 5 x

e MgCI2, 25 mM

QIlAamp® DNA-Mini Kit 50

e QlAamp® Mini Spin Columns
e Collection Tubes (2 ml)

e Buffer AL

e Buffer ATL

e Buffer AW1 (concentrate)

e Buffer AW2 (concentrate)

o Buffer AE

e Proteinase K

e Selection Guide

Pyromark® Binding Buffer 200 ml

Pyromark® Wash Buffer, 10x 200 ml concentrate
Pyromark® Annealing Buffer 250 ml

Pyromark® Gold Q24 Reagents (5x25)

Salsa® MLPA® Reagent kit

e SALSA® MLPA® Buffer

e SALSA® Ligase-65

e SALSA® Ligase Buffer A
e SALSA® Ligase Buffre B

e SALSA® PCR Primer Mix
e SALSA® Polymerase

SALSA® MLPA® Probe mix
— P088 Oligodendroglioma 1p-19q

Material und Methoden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

MRC Holland, Amsterdam

MRC Holland, Amsterdam
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In der Tab. 4 sind die verwendeten Primer mit ihren Sequenzen und der Annealing-Temperatur

angegeben.

Tab. 4: Primer.

Bezeichnung
IDH1-Pyro-for
IDH1-Pyro-rev
IDH1-Pyro-seq
IDH2-Pyro-for
IDH2-Pyro-rev
IDH2-Pyro-seq
MGMT-Dunn-for
MGMT-Dunn-rev
MGMT-Dunn-seq

Sequenz
GCTTGTGAGTGGATGGGTAAA
Biotin-TTGCCAACATGACTTACTTGATC
GGGTAAAACCTATCATCATA
TCCGGGAGCCCATCATCT
Biotin-CCTGGCCTACCTGGTCGC
AGCCCATCACCATTG
GGGATATGTTGGGATAGTT
Biotin-CCCAAACACTCACCAAAT
GGATATGTTGGGATAGT

2.1.5 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Annealing-Temperatur
58 °C
58 °C
58 °C
58 °C
58 °C
58 °C
58 °C
58 °C
58 °C

In der Tab. 5 sind die verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien sowie deren Bezugsquel-

len angegeben.

Tab. 5: Gerate und Verbrauchsmaterialien.

Geréte und Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle

Einwegskalpell Nr.15

Kuhlschrank Froster-520

Kihlschrank MedLine

Kihlschrank MRL150

PCR 8er-Deckelkette, flach

PCR-Strip 0,2ul, Kette

PCR-Workstation, ultraviolett sterilisierend

Pipette Eppendorf Reference 10

Feather Safety Razor CO., LTD., Osaka, Japan

Phillip Kirsch GmbH, Willstatt-Sand

Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen

Electrolux Professional GmbH, Herborn

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
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Pipette Eppendorf Research 10

Pipette Eppendorf Research 1000

Pipette Eppendorf Research 2,5
Pipette Eppendorf Research 20

Pipette Eppendorf Research 200

Pipettenspitzen 0,5-20 pl, mit Filter

Pipettenspitzen 10 pl, mit Filter

Pipettenspitzen 1250 pl, mit Filter
Pipettenspitzen 2-100 pl, mit Filter

Pipettenspitzen 2-200 pl, mit Filter

Reagiergefal 1,5 ml SafeSeal
Reagiergefal 2,0 ml SafeSeal
Reagiergefal 2,0 ml, PP
Rohrchen 50ml

Spektrometer Nanodrop 2000c
Thermal Cycler C1000 Touch
Thermomixer 5436
Vortex-Mixer

Zentrifuge Heraeus PICO17
Zentrifuge Microzentrifuge SD
Privileg Kuhlschrank

Netzteil PSU 400/200

Waage BP610

Genetic Analyzer 3500
Pyromark Q24

Pyromark Q24 Workstation

Pyromark Q24 Cartridge

Material und Methoden

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Thermo Electron LED GmbH, Osterode am Harz
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
VWR International GmbH, Darmstadt
Thermo Electron LED GmbH, Osterode am Harz
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Bauknecht Hausgerdte GmbH, Stuttgart
Scie-Plas Ltd., Cambridge, GroRbritannien
Sartorius AG, Gottingen

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich
QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden
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Vakuumpumpe WELCH 2511
Objekttrager-Strecktisch OTS 30.3
MS2 Minishaker

DYNAL® Sample Mixer
Pyromark Q24 Plate
Flockeneisbereiter AF 103
Minizentrifuge MiniStar

Molecular Imager® Gel Doc™ XR System

2.1.6 Puffer und Losungen

Material und Methoden

Gardner Denver Thomas GmbH, Furstenfeld-
bruck

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf
IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich
QIAGEN GmbH, Hilden

Scotsman Ice Srl, Mailand

VWR International GmbH, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

In der Tab. 6 sind die verwendeten Puffer und Lésungen sowie deren Zusammensetzung ange-

geben.

Tab. 6: Puffer und Losungen.

Ldsungen

TAE-Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer), 10 x

EDTA,0,5M

Zusammensetzung

48,4 g TRIS
20,0 ml EDTA 0,5 M

11,4 ml Essigsaure

300 ml NaOH
73,06 g EDTA
NaOH pallets zu pH 8
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Praparation

Zur molekulargenetischen Untersuchung der DNA musste diese zunéchst aus dem Tumorge-
webe gewonnen werden. Diese Proben lagen als in Formalin-fixierte, in paraffineingebettete
Gewebeschnitte auf Objekttragern vor. Im ersten Schritt wurden die Zellstrukturen denaturiert,
um die DNA aus dem Zellkern freizusetzen. Daflir wurden die Objekttrager mit den Gewebe-
schnitten fir jeweils 5 min in Xylol und Ethanol (99 %) inkubiert und bei Raumtemperatur
getrocknet. Im Anschluss wurden 1,5 ml ReagiergefaRe mit 180 ul ATL-Puffer gefullt, das
Gewebe mittels Skalpell vom Objekttrager prapariert und in die Reagiergefalie tiberfihrt. Nach
Zugabe von 20 pl Proteinase K wurde das Reaktionsgemisch fiir zwolf Stunden bei einer Tem-
peratur von 56 °C und einer Geschwindigkeit von 550 rpm, danach fiir 20 min bei 95 °C ohne

Schiitteln, im Thermomixer inkubiert.

2.2.1.1 DNA-Isolation

Die DNA wurde in diesem Schritt von den restlichen Zellbestandteilen isoliert. Daflr wurde
das Gemisch nach der Inkubation fur 30 s bei 15000 x g zentrifugiert. Es erfolgte die Zugabe
von 200 pl AL-Puffer mit anschlieBendem Mischen flr 15 s in einem Vortex-Gerat. Nach dem
Mischen wurden die Proben fir 10 min bei 70 °C ohne Schutteln im Thermomixer inkubiert,
dann fur 30 s bei 15000 x g zentrifugiert. Danach erfolgte die Zugabe von 200 pl Ethanol (ab-
solut), das Mischen flr 15 s im Vortex-Gerat und erneutes Zentrifugieren fiir 30 s bei 15000 x
g. Nach diesem Schritt erfolgte das Uberfilhren des Reaktionsgemisches, inklusive des Prézi-
pitats, in ein QIAamp Mini Spin-Column in einem 2 ml-SammelgefaR. Das Reaktionsgemisch
wurde dann fir 1 min bei 6000 x g zentrifugiert. Nachdem das QlAamp Mini Spin-Column in
ein frisches 2 ml-Sammelgefal uberfiihrt und das alte SammelgefaR inklusive des Filtrats ver-
worfen wurde, erfolgte die Zugabe von 500 ul AW1-Puffer und die Zentrifugation fur 1 min
bei 6000 x g. Anschliel’end wurde das Gemisch erneut in ein frisches Sammelgefal tberfihrt
und das alte Sammelgefal? inklusive des Filtrats verworfen. Dann erfolgte die Zugabe von 500
ul AW2-Puffer und Zentrifugation fiir 1 min bei 6000 x g, Uberfiihren des Réhrchens in ein
frisches SammelgefaR und Zentrifugieren fiir 5 min bei 17000 x g, um mdgliche Riickstande
des AW2-Puffers zu entfernen. Danach wurde das QlAamp Mini Spin-Column in ein frisches
1,5 ml-Reagiergefal Gberfihrt und 50 pl AE-Puffer direkt auf die Silika-Membran pipettiert.
Nach 1 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch 1 min bei 6000 x g
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zentrifugiert. Das Eluat enthielt nun die isolierte DNA. Der VVorgang ist in der Abb. 7 schema-
tisch dargestellt.

QlAamp Spin Procedure

Sample

Lyse

) — <ad -

=0 |

Bind

% =
[; Wash (Buffer
- AW1)
<%=
l Wash (Buffer
P2 AW?2)
g —_—
Tg Elute
-+

Pure genomic or viral DNA

Abb. 7: Schematische Darstellung der DNA-Isolation. Abb. aus QlAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook
[58] © QIAGEN, all rights reserved.

2.2.1.2 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Um Erkenntnisse Uber die Konzentration und Reinheit der isolierten DNA zu erlangen, wurde
eine photometrische Konzentrationsmessung durchgefiihrt. Dieses Verfahren basiert auf der
Absorption von Licht durch Materie, in diesem Fall der DNA, bei einer definierten Wellen-
lange. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsduren liegt bei 260 nm. Dazu wurden zunéchst
2,5 pl der isolierten DNA in ein frisches 1,5 ml-Reagiergefal’ uberfihrt. Anschliefend wurden
eine Kalibrierungsmessung mit 2 pul AE-Puffer und die Messung mit jeweils 2 pl der Probe
durchgefuhrt. Um die Reinheit der gewonnen DNA zu bestimmen, wurde zusatzlich die Ex-
tinktion bei einer Wellenlange von 280 nm bestimmt.
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Aus den Ergebnissen beider Messungen wurde dann der Quotient wie folgt gebildet.

Absorbtionzsonm/Absorbtionzsonm

Ein Quotient zwischen 1,8 und 2,0 deutet auf eine saubere DNA-Isolierung hin, wéhrend Werte
auflerhalb auf Verunreinigungen durch Phenol, Proteine oder eine sehr niedrige DNA-Konzent-
ration hinweisen kdnnen [59, 60]. Nach der DNA-Konzentrationsbestimmung wurde die DNA
unveréndert zur Bisulfit-Behandlung verwendet oder die isolierte DNA in Nuklease-freies
Wasser Uberflihrt und ein Reaktionsgemisch mit einer DNA-Konzentration von 10 ng/ul, in

einer Gesamtmenge von 50 pl, hergestellt, um eine PCR durchzufihren.

2.2.1.3 Bisulfit-Reaktion

Dieser Schritt diente der Vorbereitung der DNA zur Analyse des MGMT-Promotor-Methylie-
rungsstatus. Durch die Behandlung der DNA mit Bisulfit wird nicht-methyliertes Cytosin in
CpG-Dinucleotiden in Uracil umgewandelt, wahrend das methylierte Cytosin unverandert
bleibt. Da die Basenfolge der Genregion als Wildtyp bekannt ist, kann diese mit der Basenfolge
der untersuchten DNA, nach erfolgter Pyrosequenzierung, verglichen werden und somit eine
Aussage Uber das Ausmal} der MGMT-Promotor-Methylierung getroffen werden. Dafiir wur-
den zunéchst Aliquots des Bisulfit-Mix durch Zugabe von 800 pl RNAse-freiem Wasser her-
gestellt. Zudem wurden BW-Puffer (30 ml) und BD-Puffer (27 ml) mit Ethanol (99 %) versetzt
und 310 pg Carrier RNA in 310 pul RNAse-freies Wasser (1 pg/pl Lésung) geldst. Aus der
Carrier-RNA-LAsung und dem BL-Puffer wurde eine Ldsung mit einer Carrier-RNA-Konzent-
ration von 10 pg/ml hergestellt. Die Carrier RNA beglnstigte hierbei die spatere Bindung der
DNA an die Membran des EpiTect Spin-Columns. Danach wurde das Reaktionsgemisch in

200 pul-PCR-R6hrchen wie in der Tab. 7 dargestellt angemischt.

Tab. 7: Komponenten fur die Bisulfit-Reaktion.

Komponenten Volumen pro Reaktion
DNA-Lo6sung (1 ng — 2 pug) Maximal 20 pl

RNase-freies Wasser 20 pl — Volumen der DNA-L6Osung
Bisulfit Mix (geldst) 85 pul

DNA Protect Buffer 35 ul

Gesamtvolumen 140 pl
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Nach Zugabe des DNA Protect Buffer erfolgte ein Farbumschlag von griin zu blau, welcher ein
korrektes Mischen und den richtigen pH-Wert fur das weitere Procedere anzeigte. Im Anschluss

erfolgte die DNA-Konvertierung im Thermal Cycler wie in der Tab. 8 dargestellt.

Tab. 8: Programm der Bisulfit-Reaktion im Thermal Cycler.

Schritt Zeit Temperatur
1. Denaturierung 5 min 95°C
2. Inkubation 25 min 60 °C
3. Denaturierung 5 min 95 °C
4. Inkubation 85 min 60 °C
5. Denaturierung 5 min 95 °C
6. Inkubation 175 min 60 °C
7. Verweilen Pause 20°C

Nachdem die nicht-methylierten Cytosine der CpG-Dinukleotide in dieser Reaktion zu Uracil
konvertiert wurden, musste die behandelte DNA zur weiteren Verarbeitung durch eine PCR
von den Bisulfit-Reagenzien getrennt werden. Dafiir wurde das Reaktionsgemisch nach kurzer
Zentrifugation in frische 1,5 ml-Reagiergefal3e Uberfihrt und je 310 pl BL-Puffer (beinhaltet
10 pg/ml Carrier DNA) hinzugegeben, kurz gemischt und zentrifugiert. Nach Zugabe von je
250 pl Ethanol (99 %) und kurzem Mischen und Zentrifugieren wurde das Reaktionsgemisch
in frische EpiTect Spin-Columns in einem 2 ml-SammelgefaR berfihrt und fir 1 min bei 17000
x g zentrifugiert. Danach wurden dem Gemisch 500 ul BW-Puffer zugegeben und dieses fir 1
min bei 17000 x g zentrifugiert. Es erfolgte die Zugabe von 500 pl BD-Puffer und eine Inku-
bation fir 15 min bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation wurde das Gemisch fiir 1 min bei
17000 x g zentrifugiert und zweimal nacheinander 500 ul BW-Puffer hinzugegeben und bei
17000 x g zentrifugiert. Um eventuell verbleibende Flissigkeit aus den EpiTect Spin-Columns
zu entfernen, wurden diese in frische 1,5 ml-Reagierfalie Gberfihrt und mit offenem Deckel in
einem Thermomixer fur 5 min bei 56 °C inkubiert. Danach wurden die EpiTect Spin-Colums in
ein frisches 1,5 ml-Reagiergefal’ tberfuhrt und 20 pl EB-Puffer direkt auf die Silika-Membran
pipettiert und 1 min bei 15000 x g zentrifugiert. Das Eluat enthielt nun die konvertierte DNA.
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2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die isolierte und gegebenenfalls der Bisulfit-Reaktion unterzogene DNA musste vor der Se-
quenzierung zunéchst mittels PCR vervielfaltigt werden. Daflr wurde die DNA mit RNAse-
freiem Wasser auf eine Konzentration von 10 ng/pl verdiinnt. Es folgte der Ansatz eines PCR-
Master-Mix. Dessen Zusammensetzung ist in der Tab. 9 dargestellt.

Tab. 9: Zusammensetzung des PCR-Master-Mix fur einen 25pl-Ansatz.

Reagenz Volumen pro Ansatz
PCR Buffer, 10 x 2,5 ul

dNTP-Mix (je 2 mM) 1,25 pul
Vorwaérts-Primer (10 pM) 1pl
Ruckwarts-Primer (10 uM) 1l

RNAse-freies Wasser 14 ul

HotStarTaq Plus DNA-Polymerase 0,25 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Pro PCR-Ansatz wurden 20 pl des Master-Mix und jeweils 5 pl der DNA-L&sung in ein PCR-
Réhrchen Oberfihrt. Fir die Negativ-Kontrolle wurden die DNA-L6sung durch 5 pl RNAse-
freies Wasser ersetzt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch inklusive Negativkontrolle in
einen Thermal-Cycler uberfiihrt und die PCR fiir die IDH-Analyse nach dem in der Tab. 10

dargestellten Schema durchgefihrt.

Tab. 10: PCR-Protokoll fur die IDH-Analyse.

Schritt Zeit Temperatur
1. Aktivierung 15 min 95°C
2. Synthetisierung 39 Zyklen
2.1 Denaturierung 30s 95 °C
2.2 Hybridisierung 45s 58 °C
2.3 Elongation 45s 72 °C
3. Letzte Elongation 5 min 72°C
4. Verweilen Pause 12°C
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Im Rahmen der MGMT-Promotor-Analyse wurde das PCR-Protokoll im Anschluss an die

Bisulfit-Reaktion, wie in der Tab. 11 dargestellt, nach Dunn et al. [61] angepasst.

Tab. 11: PCR-Protokoll fur die MGMT-Analyse nach Dunn. [61].

Schritt Zeit Temperatur
1. Aktivierung 15 min 95°C
2. Synthetisierung 44 Zyklen
2.1 Denaturierung 30s 95°C
2.2 Hybridisierung 30s 54 °C
2.3 Elongation 30s 72°C
3. Letzte Elongation 5 min 72°C
4. Verweilen Pause 12°C

2.2.3 Gel-Elektrophorese

Das Ergebnis wurde anschlielend mittels Gel-Elektrophorese uberprift. Daftr wurden aus 80
ml einer zwei-prozentigen Agarose-Losung (4 g Agarose, 200 ml TAE 1 x) unter Zugabe von
4 pl Ethidiumbromid (1 %) Gelplatten gegossen. Die Gelplatte wurde in die Elektrophorese-
Kammer gelegt und mit 1 x TAE-Laufpuffer bedeckt. In die entstandenen Taschen wurden 5
ul des PCR-Produkts, sowie in eine separate Kammer 5 pl eines Vergleichsmarkers mit Frag-
menten definierter GroRe, pipettiert und eine Spannung von 150 V flr 15 min angelegt. Es
erfolgte die Kontrolle unter UV-Durchleuchtung, ob die Fragmente die erwartete GroRe auf-

wiesen, bzw. ob die Negativ-Kontrolle frei von Fragmenten war.

2.2.4 Pyrosequenzierung

Die amplifizierte DNA wurde nach erfolgter Elektrophorese durch eine Pyrosequenzierung
analysiert. Dafur wurden Sepharose-Beads fur 5 min gemischt und unter Zugabe von Wasser
und des Binding Buffers nach dem in der Tab. 12 dargestellten Schema ein Master-Mix, zur

Immobilisierung der DNA, hergestellt.
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Tab. 12: Zusammensetzung des Master-Mix zur DNA-Immobilisierung.

Reagenz Volumen pro Ansatz
Binding Buffer 40 pl

H20 29 pl

Sepharose 1l

Gesamtvolumen 70 pl

Von dem Gemisch wurden jeweils 70 pl mit 10 pl des PCR-Produkts in ein PCR-Tube tber-
fihrt und fr 10 min bei 1400 rpm geschuttelt. Wahrend dieser Zeit erfolgte die Herstellung des

Primer-Mix nach dem in der Tab. 13 dargestellten Schema.

Tab. 13: Zusammensetzung des Primer-Mix flr die Pyrosequenzierung.

Reagenz Volumen pro Ansatz
Annealing Buffer 25 pl

Primer (10 um) 0,8 ul
Gesamtvolumen 25,8 ul

Davon wurden je 25 pl in die Wells pipettiert. Daraufhin wurde die Pyromark-Workstation
vorbereitet. Unmittelbar nach Beendigung des Schittelvorgangs wurde das Gemisch aus Se-
pharose-Beads, der DNA und des Binding-Puffer fir 30 s durch Ethanol, 30 s durch Natron-
lauge und 30 s durch einen Waschpuffer gespilt und anschlielend in die den Primer-Mix ent-
haltenden Wells tUberfiihrt. Das Reaktionsgemisch wurde dann fiir 2 min bei 80 °C erhitzt und
kihlte im Anschluss fur 10 min auf Raumtemperatur ab. Nach dem Abkuhlen der Proben und
Beflllen der Sequenzierkassette mit den Basen, sowie Enzym und Substrat, erfolgte die Pyro-
sequenzierung. Die Auswertung erfolgte mit der Software Pyromark Q24 Version 2.0.6.

Die Abb. 8 zeigt die Auswertung des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus. In allen zwolf
analysierten Genabschnitten waren in dieser Probe mehr als 90 % der sequenzierten DNA un-
auffallig, sodass in Zusammenschau der Sequenzen und der Berechnung des Mittelwertes die-

ser keine erhéhte MGMT-Promotor-Methylierung vorlag.
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Well: A8

Assay: MGMT_Dunn

Sample ID: 75

Sequence to analyze: TYGYGTTTTTAGAAYGTTTTGYGTTTYGAYGTTYGTAGGTTITTYGYGGTGYGTATYGTITGYG
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ESATCTGTCGTTAGTATCGTTAGTCTGTTCGTATCAGTCGCTATGTTCAGTCGCTAGTCGTGATCGTAGTC
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Abb. 8: Auswertung des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus (keine erhéhte Promotor-Methylierung). Hier
liegt keine erhohte Methylierung vor. Die ausgewerteten Nukleotide entsprachen allesamt > 90 % der erwarteten
Base (Mittelwert = 3,17 %).

Die Abb. 9 dagegen stellt ein Beispiel fir eine erhéhte MGMT-Promotor-Methylierung dar.
Alle untersuchten Gensequenzen zeigten in tber zehn Prozent der sequenzierten DNA Auffal-
ligkeiten, sodass diese bei Berechnung des Mittelwertes eine erhdhte MGMT-Promotor-Me-

thylierung ergaben.

Well: B4

Assay: MGMT_Dunn

Sample ID: 12

Sequence to analyze: TYGYGTTTTTAGAAYGTTITTGYGTTTYGAYGTTYGTAGGTTTTYGYGGTGYGTATYGITGYG

Abb. 9: Auswertung des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus (erhéhte Promotor-Methylierung). Hier liegt
eine vermehrte Methylierung vor. Die ausgewerteten Nukleotide entsprachen allesamt > 90 % der erwarteten
Base (Mittelwert = 54,3 %).

Die Auswertungsmethode des IDH-Mutationsstatus ist in der Abb. 10 und der Abb. 11 darge-
stellt. Als Mutationsnachweisgrenze galt eine Variantenallelsequenz von 10 %. Die Abb. 10
zeigt eine regelrechte CGT-Abfolge auf Position 132 der IDH1-Sequenz in 97 % der sequen-

zierten Allele, was somit als IDH 1-Wildtyp gewertet wurde.
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Well: A2

Assay: IDH1

Sample ID: 69

Sequence to analyze: GGTNGTCATGCTTAT

Abb. 10: Auswertung des IDH-Mutationsstatus (IDH-Wildtyp). Hier zeigt sich in 97% der Félle die erwartete
Nukleotid-Sequenz mit einem Guanosin-Nukleotid (gruner Pfeil), ein Adenosin-Nukleotid lediglich in 3 % der
Falle (roter Pfeil) .

In der Abb. 11 ist die Analyse einer Probe eines IDH-1 mutierten Tumors zu sehen. In 32 %
der sequenzierten Allele lasst sich ein Adenosin-Nukleotid anstatt eines Guanosin-Nukleotids
detektieren, sodass in diesem Fall von der typischen Punktmutation zu einem CAT-Triplett

ausgegangen werden kann.

Well: Al

Assay: IDH1

Sample ID: 68

Sequence to analyze: GGTNGTCATGCTTAT

Abb. 11: Auswertung des IDH-Mutationsstatus (IDH-Mutation). Hier zeigt sich in 32% der sequenzierten DNA
die haufigste Punktmutation im IDH-Gen mit der Mutationssequenz CAT statt CGT an Position 132 des IDH1-
Gens.
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2.2.5 MLPA-Untersuchung

Um bei den vorliegenden Proben retrospektiv eine aussagekréftige Untersuchung auf eine
1p/19g-Codeletion durchfuhren zu kénnen, wurde eine MLPA durchgefihrt. Dieses Verfahren
ermoglichte eine Untersuchung der 1p/19g-Konfiguration, auch ohne nicht-mutierte Patienten-
DNA als Referenz [62]. Das genaue Programm fiir die MLPA-Reaktion ist in der Tab. 14 in

Ganze dargestellt.

Tab. 14: MLPA-Protokoll. [62].

Schritt Zeit Temperatur
1. Denaturierung 5 min 98 °C
Pause 25°C
2. Hybridisierung 1 min 95°C
16-20 h 60 °C
3. Ligation Pause 54 °C
15 min 54 °C
5 min 98 °C
Pause 20°C
4. Amplifikation 35 Zyklen
30s 95 °C
30s 60 °C
60 s 72 °C
20 min 72 °C
Pause 15°C

2.2.5.1 Denaturierung

Die zu analysierende DNA, sowie Referenz-DNA und DNA zur Positivkontrolle, wurde zu-
nachst auf eine Konzentration von 20 ng/ul verdiinnt. Je 5 pl dieses Reaktionsgemisches wur-
den in eine PCR-Tube tberfihrt und denaturiert. Nach dem Anmischen des Hybridisierungs-
Master-Mix, bestehend aus jeweils 1,5 pl MLPA-Puffer und 1,5 pl MLPA-Sonden pro Reak-
tion, wurde je 3 pl des Master-Mix in das Reaktionsgemisch pipettiert und mit der Sonden-
Hybridisierung fortgefahren.
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2.2.5.2 Hybridisierung, Ligation und Amplifikation

Dieser Schritt dient der Hybridisierung der verschiedenen MLPA-Sonden an die jeweiligen
Einzelstrange. Eine Sonde besteht dabei aus zwei Nukleotiden, die an benachbarten Sequenzen
hybridisieren. Gelingt diese Hybridisierung, kdnnen die beiden, noch getrennten Sonden im
nachsten Schritt miteinander ligiert werden. Daftir wurden dem sich weiterhin im Thermal Cyc-
ler befindenden Reaktionsgemisch je 32 ul eines Ligase-65-Master-Mix, bestehend aus 25 pl
Ultra-Reinstwasser, 3 ul Ligase Puffer A, 3 ul Ligase Puffer B, 1 ul Ligase-65-Enzym, hinzu-
gegeben und mit dem Ligase-Programm fortgefahren. Im Anschluss erfolgte die Amplifikation
der verbundenen MLPA-Sonden durch eine PCR. Die Primer dafir waren mit einem speziellen
Farbstoff gekennzeichnet, um eine spatere Auswertung in der Fragment-Separation zu ermdg-

lichen.

2.2.5.3 Fragment-Separation mittels Kapillarelektrophorese

Zum Schluss erfolgte die Fragment-Separation mittels Kapillarelektrophorese. Diese fand in
dem Gerit ,,ABI-3500° statt. Dafur wurden je 0,7 pl Amplifikat mit 0,2 pl LIZ GS 500 Gro-
Renstandard und 9 pl HiDi-Formamid gemischt, in eine Injektionsplatte pipettiert und diese fiir
2 min auf 86 °C erhitzt und im Anschluss fur 2 min bei 4 °C abkihlt. Im Anschluss erfolgte die
Fragment-Separation mit Hilfe der Software GeneMapper v4.1 bei einer Betriebsspannung von
15 kV und einer Laufzeit von 3000 s. Die Rohdaten der Kapillarelektrophorese wurden mit der

Software Coffalyzer analysiert, ein Ausschnitt daraus ist in den Abb. 12 und 13 dargestellt.

2.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse erfolgten Berechnungen deskriptiver statistischer Werte wie der Hiu-
figkeit, des Medians, des Mittelwertes, der Standardabweichung, des Konfidenzintervalls und
der Uberlebenszeitanalyse mittels Kaplan-Meyer-Verfahren. Weiterhin erfolgte die Signifi-
kanzprufung der Daten mittels Log-Rank-Test, t-Test, Fisher-Freeman-Halton-Test und dem
Test nach Kruskal-Wallis. Die statistische Analyse erfolgte mit der Software IBM SPSS Statis-
tics Version 27. Eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit p < 0,05 galt als statistisch signifikant.

Ein Wert p < 0,01 galt als sehr signifikant und p < 0,001 als hoch signifikant.
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B GNB1-3 01-001.746713

TNFRSF14-8  |01-002, 479695

TP731 01-003,558483

PARK7-7 01-007,967679

MFEN2-10 01-011,9843%5

WNT4-2 01-022,328835

PTAFR-3 01-028,349939

PRDX1-7 01-045,749340

PRDX1-2 01-045,760287

01p(n=19) FAF1-4 01-051.026388

CDKN2C-1 01-051,207960

CDKN2C-3 01-051.212265

PLPP3-2 01-056,775291

MIR101-1-1 01-065,296660

FUBP1-8 01-078.203391

GTF2B-2 01-089,125546

DPYD-1 01-098,159098

NRAS-5 01-115,052670

NOTCH2-5 01-120.331104
01g(n=3) Chr. band: 0122 - 01g32.1 Size: 452..
09p (n=5) hr. band: 09p21.3 Size: 37806 nt; 3..
19p (n=2) Chr. band: 19p13.2 Size: 45580 nt: 4.

=] CCNE1-11 15-035,005212

PDCD5-1 19-037,764006

UPK1A-4 19-040,856158

UPK1A-7 19-040,860909

TGFB1-3 18-046,542437

19q (n=11) CIC-10 19-047 486622

ZNF296-2 18-050.270824

PPP1R15A-2  [15-054,065622

BAX-4 19-054,151278

CHMP2A-4 18-063,755278

|CHMP2A-2 _ [19-063.757281

02q (n=2)

Chr. band: 02¢33.3 Size: 120 nt; 0 kb

159 (n=2)

Chr. band: 15926.1 Size: 61 nt; 0 kb

References (n=14)

MNumber of chromosomes: 12 Number..

Abb. 12: Tabellarische Darstellung einer MLPA-Untersuchung in der Software ,,Coffalyser In zwei Spalten
zeigen sich erniedrigte Werte (rot gefarbt) an verschiedenen Allelen des 1p- bzw. 19g-Arms (Nachweis einer
1p/19g-Codeletion). In der rechten Spalte (nicht geférbt) zeigen sich Werte im Normbereich (unauffélliger 1p/19¢-

Deletionsstatus)
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Abb. 13: Grafische Darstellung einer MLPA-Untersuchung in der Software ,, Coffalyser. Die roten Punktmar-
kierungen zeigen das Untersuchungsergebnis an, die blaue bzw. rote Linie die oberen bzw. unteren Grenzwerte.
Die Box-Whisker-Plots zeigen die zu erwartende Normverteilung der Messwerte an. Die Hintergrundeinfarbung
kennzeichnet die verschiedenen Chromosomenarme. Der hell-violette Bereich kennzeichnet den 1p-Arm, der breite
dunkel-violette Bereich kennzeichnet den 19g-Arm. In diesem Fall liegt eine 1p/19g-Codeletion vor.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika

In dieser Arbeit wurden Daten von Patient/-innen mit Gliomen des WHO-Grades 3 mit der
Erstdiagnose zwischen 1994 und 2019 analysiert. Insgesamt wurden Daten von 107 ménnlichen
(64,1 %) und 60 weiblichen (35,9 %) Personen (n = 167) ausgewertet. Das mediane Alter betrug
47 (20 — 79) Jahre bei den Ménnern bzw. 48 (20 — 74) Jahre bei den Frauen. Am haufigsten
traten die Tumoren im linken Frontallappen auf. Ein multifokales Auftreten bei Erstdiagnose
konnte in 20 Fallen beobachtet werden. Klinisch &ulerte sich die Erkrankung am hdufigsten
durch einen epileptischen Krampfanfall (54,8 %), Sprachstérungen (21,3 %) und Kopfschmer-
zen, Ubelkeit oder Erbrechen (21,3 %). Die ausfiihrliche Haufigkeit verschiedener Symptome
sind in den Anlagen dargestellt. Die Beeintrachtigung der Patient/-innen durch die Krankheit,
beurteilt durch Erhebung des Karnofsky-Performance-Status, ergab im Median einen Wert von
90 (30-100). Im Rahmen der operativen Versorgung erfolgten 32 Biopsien (19,2 %), 73 subto-
tale Resektionen (43,7 %) und 61 totale Resektionen (36,5 %) — In einem Fall konnte das Re-
sektionsausmaf nicht ermittelt werden (0,6 %). Der postoperativ erhobene KPS-Index betrug
im Median ebenfalls 90 (20 — 100). Die Tab. 15 stellt den KPS-Index im Mittelwert pra- und
postoperativ in Bezug zum jeweiligen Resektionsausmal? dar.

Tab. 15: KPS vor und nach Operation nach ResektionsausmaR. p: t-Test.

Karnofsky praoperativ Karnofsky postoperativ p
Mittelwert (Std.-Abweichung) Mittelwert (Std.-Abweichung)
Biopsie 80,31 (2,44) 80,63 (2,42) 0,786
Subtotal 84,11 (1,85) 80,96 (1,94) 0,068
Total 87,54 (1,88) 87,38 (1,60) 0,930
Insgesamt 84,64 (1,18) 83,25 (1,16) 0,184

48 Patient/-innen (28,7 %) erhielten als postoperative Therapie eine Radio-/Chemotherapie, 75
Patient/-innen (44,9 %) eine Radiotherapie, durchgefiihrt vor dem Jahre 2005, 33 Patient/-innen
(19,8 %) eine Radiotherapie im Jahre 2005 oder spéter, 11 Patient/-innen (6,6 %) erhielten eine
nicht vollstdndig durchgefuhrte Radio-/Chemotherapie. Als Beurteilung der Malignitat des Tu-
mors wurde der Ki-67-Index bewertet, dieser betrug im Mittel 20,55 (Std.-Abweichung +
10,15).
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3.2 Analyse der molekulargenetischen Marker

Zur Einteilung in die neue WHO-K lassifikation aus dem Jahre 2016 und weiteren Uberlebens-

zeitanalyse erfolgte die Auswertung der molekulargenetischen Konstellationen der Tumoren.

3.2.1 0-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)

Bei 136 (81,4 %) der insgesamt 167 Patient/-innen konnte der MGMT-Promotor-Methylie-
rungsstatus untersucht werden. Davon war bei 88 Patient/-innen (64,7 %) eine Methylierung
des MGMT-Promotors von mehr als 10 %, bei 48 Patient/-innen (35,3 %) eine Methylierung

von weniger als 10 % zu beobachten. Bei 31 Tumorproben (18,6 %) gelang die Analyse nicht.

3.2.2 lsocitrat Dehydrogenase 1/2 (IDH1/2)

Bei 143 (85,6 %) der insgesamt 167 Patient/-innen konnte der IDH-Mutationsstatus untersucht
werden. Davon zeigte sich bei 85 Patient/-innen (59,4 %) eine IDH-Mutation (IDH-1 =83 (58,2
%), IDH-2 = 2 (1,2 %)), bei 58 Patient/-innen (40,6 %) zeigte sich ein IDH-Wildtyp. Bei 24
Tumorproben (14,4 %) gelang die Analyse nicht.

3.2.3 1p/19g-Codeletion

Die Analyse des 1p/19g-Deletionsstatus gelang bei 104 (62,3 %) der insgesamt 167 Patient/-
innen. Davon konnte bei 12 Patient/-innen (11,5 %) eine 1p/19g-Codeletion nachgewiesen wer-
den, bei 92 Patient/-innen (88,5 %) zeigte sich keine 1p/19g-Codeletion. Bei 63 Tumorproben
(37,7 %) gelang keine Analyse.

3.3 Einteilung der Tumorentitaten

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung lagen die Diagnosen zum gréf3ten Teil nach der WHO-Klas-
sifikation aus dem Jahre 2007 oder &lter vor. Durch die durchgefiihrten molekulargenetischen
Untersuchungen konnte eine Einteilung in die aktualisierte WHO-KIassifikation aus dem Jahre
2016 erfolgen. Die Tab. 16 stellt dies numerisch dar. Deutlich wird, dass die ehemals als
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Oligoastrozytom klassifizierten Tumore nun entweder als Astrozytom oder als Oligodendrog-
liom Klassifiziert werden konnten.

Tab. 16: Einteilung nach der WHO-KIassifikation aus dem Jahr 2007 und 2016.

Gruppe nach WHO 2016

Astrozytom Oligodendrogliom, Gesamt
IDH-mutiert IDH-Wildtyp NOS 1p19g-codeletiert NOS
Gruppe nach  Astrozytom 40 42 37 2 1 122
WHO 2007
Oligoastrozytom 13 6 4 4 0 27
Oligodendrogliom 3 0 0 3 12 18
Gesamt 56 48 42 9 12 167

Die Abb. 14 stellt diese Umverteilung grafisch dar.

— Wages: 0

Astrozytom, IDH-mutiert: 56

Astrozytom: 122
Astrozytom, IDH-Wildtyp: 48

Astrozytom, NOS: 41

Oligoastrozytom: 27

Oligodendrogliom, 1p19q-codel.: 9 .

I Oligodendrogliom: 18 Oligodendrogliom, NOS: 13 I

Abb. 14: Umverteilung der Tumorentitaten zwischen den WHO-Klassifikationen aus dem Jahre 2007 und 2016.
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3.4 Uberlebenszeitanalyse

3.4.1 Soziodemographische und klinische Einflussfaktoren

Es wurde die progressionsfreie Zeit und die Uberlebenszeit des gesamten Patientenkollektivs
(Abb. 15 und 16, Tab. 17) sowie ausgewahlte Einflussfaktoren auf diese Zeiten untersucht.
Zwischen den Geschlechtern ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 17 — 18, Tab.
17). Zwischen den Altersgruppen der unter und tber 50-jahrigen Patient/-innen (Abb. 19 und
20, Tab. 17) bestanden signifikante Unterschiede in der progressionsfreien Zeit (p < 0,05) und
Uberlebenszeit (p < 0,001). Zwischen uni- und multifokalem Auftreten bei Erstdiagnose (Abb.
21 und 22) bestand ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) in der Uberlebenszeit. Zur Beurtei-
lung des Einflusses des klinischen Zustands auf die ZielgroRen erfolgte die Auswertung des
praoperativen Karnofsky-Performance-Status. Dafiir wurden die Félle in die Gruppe ,,KPS <
80 und ,,KPS 80 — 100* eingeteilt (Abb. 23 und 24, Tab. 17). Hier ergaben sich signifikante
Unterschiede in der Uberlebenszeit (p < 0,01). Beziiglich des Resektionsausmafes nach totaler
und subtotaler Resektion sowie Biopsie (Abb. 25 und 26, Tab. 17) ergaben sich signifikante
Unterschiede in der progressionsfreien Zeit (p < 0,01) und in der Uberlebenszeit (p < 0,001).

Tab. 17: Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit nach soziodemographischen und klinischen Einflussfakto-
ren. p: Log-Rank-Test. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. KPS: Karnofsky-Index. 5J / 5JU: Anteil nach 5 Jahren.

Progressionsfreie Zeit (Jahre) Uberlebenszeit (Jahre)
5J (%) Median (95 %-KIl) p 5JU (%) Median (95 %-KI) p
Gesamt
351 2,13 (1,44 -281) 56,6 7,72 (3,39 - 12,05)
Geschlecht
Frau 42,4 3,3(1,12-5,47) 62,8 8,90 (0,30 — 17,50)
0,240 0,625
Mann 31,0 1,82 (1,22 -2,42) 53,2 5,97 (0,00 — 12,76)
Alter (Jahre)
<50 39,3 3,30 (2,19 - 4,40) 65,7 -
< 0,05 <0,001
>50 29,9 1,13 (0,31 -1,95) 46,0 3,74 (0,33-7,14)
Multifokal
Ja 23,3 1,82 (0,00 — 4,28) 40,0 2,03 (0,00 - 4,47)
. 0,665 < 0,05
Nein 36,5 2,22 (1,52 -2,93) 58,8 8,90 (1,34 - 16,47)
KPS préop.
<80 41,5 2,63 (1,02 - 4,24) 41,5 2,49 (0,00 -5,53)
0,166 <0,01
80—100 61,7 2,13 (1,17 — 3,08) 61,7 11,30 (3,84 — 18,75)
Resektion
Biopsie 16,1 0,61 (0,08 - 1,13) 16,1 1,87 (0,18 - 3,56)
Subtotal 24,5 2,03 (1,08 - 2,97) <0,01 24,5 5,10 (3,04 - 7,17) <0,001
Total 52,7 25,14 (1,37-8,90) 76,3
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Abb. 15: Progressionsfreie Zeit (gesamt). 5J (%) = 35,1. Mediane progressionsfreie Zeit (95 %-KI) = 2,13 Jahre
(1,44 - 2,81). 5J: Anteil nach funf Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall .

08

08

Kum. Uberleben

04

02

00

1 Uberlebensfunktion
—— Zensiert

=
. N
T
B TR
+—H
L SR TP
o] ] 10 15 20 25 30
Uberlebenszeit (Jahre)

Abb. 16: Uberlebenszeit (gesamt). 5JU (%) = 56,6. Mediane Uberlebenszeit (95 %-KI) = 7,72 Jahre (3,39 —
12,05). 5JU: Anteil nach funf Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall.
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Abb. 17: Progressionsfreie Zeit in Abhéangigkeit des Geschlechts. 5J (%): Frauen = 42,4, Manner = 31,0. Median
in Jahren (95 %-KI): Frauen = 3,30 (1,12 — 5,47), Manner = 1,82 (1,22 — 2,42). p = 0,240. 5J: Anteil nach 5
Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 18: Uberlebenszeit in Abhangigkeit des Geschlechts. 5JU (%): Frauen = 62,8, Manner = 53,2. Median in
Jahren (95 %-KI): Frauen: 8,9 (0,30 — 17,59), Manner = 5,97 (0,00 — 12,76). p = 0,625. 5JU = Anteil nach 5
Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 19: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit des Alters. 5J (%): 18-49 Jahre = 39,3, Giber 50 Jahre = 29,9.
Median in Jahren (95 %-KI): 18-49 Jahre = 3,30 (2,19 — 4,40), Uber 50 Jahre = 1,13 (0,31 — 1,95). p <0,05. 5J:
Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 20: Uberlebenszeit in Abhangigkeit des Alters. 5JU (%): 18-49 Jahre = 65,7, (iber 50 Jahre = 46,0. Median
in Jahren (95 %-KIl): 18-49 Jahre = k.A. (nach letztem Ereignis >51 %), tiber 50 Jahre = 3,74 (0,33 — 7,14). p
<0,001. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KIl: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test. k.A.: keine Angabe
maglich.
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Abb. 21: Progressionsfreie Zeit bei multi-/unifokalem Auftreten. 5J (%): multifokal = 23,3, unifokal = 36,5.
Median in Jahren (95 %-KI): multifokal = 1,82 (0,00 — 4,28), unifokal = 2,22 (1,52 — 2,93). p = 0,665. 5J: Anteil

nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 22: Uberlebenszeit bei multi-/unifokalem Auftreten. 5JU (%): multifokal = 40,0, unifokal = 58,8. Median
in Jahren (95 %-KI): multifokal = 2,03 (0,00 — 4,47), unifokal = 8,90 (1,34 — 16,47). p <0,05. 5JU: Anteil nach 5

Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 23: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit des praoperativen KPS. 5J (%): KPS <80 = 24,2, KPS 80 — 100
= 37,2. Median in Jahren (95 %-KI): KPS <80 = 2,63 (1,02 — 4,24), KPS 80 — 100 = 2,13 (1,17 - 3,08). p= 0,166.

5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 24: Uberlebenszeit in Abhangigkeit des praoperativen KPS. 5JU (%): KPS <80 = 41,5, KPS 80 — 100 =
61,7. Median in Jahren (95 %-KI): KPS <80 = 2,49 (0,00 — 5,53), KPS 80 — 100 = 11,30 (3,84 — 18,75). p <0,01.

5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 25: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit vom Resektionsausmall. 5J (%): Biopsie = 16,1, subtotal =
24,5, totale = 52,7. Median in Jahren (95 %-KI): Biopsie = 0,61 (0,08 — 1,13), subtotal = 2,03 (1,08 — 2,97), totale
Resektion = 5,14 (1,37 — 8,90). p <0,01. 5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-
Rank-Test.
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Abb. 26: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Resektionsausmaf. 5JU (%): Biopsie = 33,7, subtotal = 50,1,
totale 76,3. Median in Jahren (95 %-KIl): Biopsie = 1,87 (0,18 — 3,56), subtotal = 5,1 (3,04 — 7,17), total = k.A.
(bei letztem Ereignis noch 51,3 % lebend). p <0,001. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzinter-
vall. p: Log-Rank-Test. k.A.: keine Angabe mdglich.
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3.4.2 Molekulargenetische Untersuchungen

Ergebnisse

Es wurde der Einfluss des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus (Abb. 27 und Abb. 28, Tab.
18), des IDH-Mutationsstatus (Abb. 29 und Abb. 30, Tab. 18) und des 1p/19g-Deletionsstatus
(Abb. 31 und Abb. 32, Tab. 18) auf die progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit untersucht.

Tab. 18: Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Molekularbiologie. p: (log rank).

95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. 5] / 5JU: Anteil nach 5 Jahren.

Progressionsfreie Zeit (Jahre)

Uberlebenszeit (Jahre)

5J (%) Median (95 %-KI) p 5JU (%) Median (95 %-Kl) p
MGMT
Methyliert 4577 3,85 (1,67 - 6,03) 64,3 8,90 (1,42 - 16,39)
. . < 0,001 0,05
Nicht-methyliert 21,4 0,84 (0,47 -1,22) 40,0 2,10 (0,95 — 3,25)
IDH
Mutation 51,0 5,08 (2,42 — 7,74) 721 16,31 (5,67 — 26,96)
) < 0,001 <0,001
Wildtyp 8,2 0,64 (0,34 -0,90) 27,7 1,60 (0,59 - 2,61)
1p/19q
Codeletion 61,1 5,17 (0,00 - 15,07) 66,7 11,30 (-)
. . <0,05 0,350
Nicht-codeletiert 334 2,45 (1,44 - 3,47) 52,3 5,88 (1,553 - 10,23)
10 MGMT-
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Abb. 27: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit vom MGMT-Promotor-Methylierungsstatus. 5J (%): methyliert
= 45,7, nicht-methyliert = 21,4. Median in Jahren (95 %-KI): methyliert = 3,85 (1,67 — 6,03), nicht methyliert =
0,84 (0,47 —1,22). p <0,001. 5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom MGMT-Promotor-Methylierungsstatus. 5JU (%): methyliert =

64,3, nicht-methyliert 40,0. Median in Jahren (95 %-KI): methyliert = 8,90 (1,42 — 16,39), nicht methyliert =
2,10 (0,95 — 3,25). p <0,05. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 29: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit vom IDH-Mutationsstatus. 5J (%): IDH-mutiert = 51,0, IDH-

Wildtyp = 8,2. Median in Jahren (95 %-KI): IDH-mutiert = 5,08 (2,42 — 7,74), IDH-Wildtyp 0,84 (0,47 — 1,22). p
<0,001. 5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 30: Uberlebenszeit in Abhéngigkeit vom IDH-Mutationsstatus. 5JU (%): IDH-mutiert = 72,1, IDH-Wildtyp
= 27,7. Median in Jahren (95 %-KIl): IDH-mutiert = 16,31 (5,67 — 26,96), IDH-Wildtyp = 1,60 (0,59 — 2,61). p
<0,001. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 31: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit vom 1p/19g-Deletionsstatus. 5J (%):1p19g-codeletiert = 61,1,
1p/19q nicht-codeletiert = 33,4. Median in Jahren (95 %-KI): codeletiert = 5,17 (0,00 — 15,07), nicht-codeletiert
=2,45 (1,44 — 3,47). p <0,05. 5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 32: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom 1p/19g-Deletionsstatus. 5JU (%): 1p/19g-codeletiert = 66,7,
1p/19q nicht-codeletiert = 52,3. Median in Jahren (95 %-KIl):1p/19g-codeletiert = 11,30 (k.A.), 1p/19q nicht-
codeletiert = 5,88 (1,53 — 10,23). p = 0,350. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. k.A.:
keine Angabe moglich. p: Log-Rank-Test.

3.4.3 Tumorentitaten

In Bezug auf die verschiedenen Tumorentititen ergaben sich in der progressionsfreien Zeit
(Abb. 33, Tab. 19, p < 0,001) und der Uberlebenszeit signifikante Unterschiede (Abb. 34, Tab.
19, p <0,001).

Tab. 19: Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit in Abhédngigkeit von der Tumorentitit (WHO 2016).
95 %-Konfidenzintervall. 5J / 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.

Progressionsfreie Zeit (Jahre) Uberlebenszeit (Jahre)
5J (%) Median (95 %-KI) p 5JU (%) Median (95 %-KI) p
Astrozytom,
. 47,2 3,91 (2,09 -5,72) 68,8 14,89 (2,77 — 27,02)
IDH-mutiert
Astrozytom,
. 0,52 (0,35 -0,69) 27,0 1,28 (0,33 -2,22)
IDH-Wildtyp
Astrozytom,
42,4 2,76 (0,90 - 4,63) < 0,001 75,0 16,41 (-) < 0,001
NOS
Oligodendrogliom,
. 57,1 5,17 (0,00 - 10,37) 66,7 11,30 (0,00 — 22,85)
1p/19g-codeletiert
Oligodendrogliom,
36,4 1,47 (0,57 — 2,36) 46,2 2,18 (0,00 - 6,53)

NOS
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Abb. 33: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der Tumorentitat (WHO 2016). 5J (%): Astrozytom, IDH-
mutiert = 47,2, Astrozytom, IDH-Wildtyp = k.A., Astrozytom, NOS = 42,4, Oligodendrogliom, 1p/19qg-codeletiert
=57,1, Oligodendrogliom, NOS = 36,4. Median in Jahren (95 %-KI): Astrozytom, IDH-mutiert = 3,91 (2,09 —
5,72), Astrozytom, IDH-Wildtyp = 0,52 (0,35 — 0,69), Astrozytom, NOS = 2,76 (0,90w 4,63), Oligodendrogliom,
1p/19g-codeletiert = 5,17 (0,00 — 10,37), Oligodendrogliom, NOS = 1,47 (0,57 — 2,36). p <0,001. 5J: Anteil nach
5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test.
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Abb. 34: Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der Tumorentitat (WHO 2016). 5JU (%): Astrozytom, IDH-mutiert
= 68,8, Astrozytom, IDH-Wildtyp = 27,0, Astrozytom, NOS = 75,0, Oligodendrogliom, 1p/19g-codeletiert = 66,7,
Oligodendrogliom, NOS = 46,2. Median in Jahren (95 %-KI): Astrozytom, IDH-mutiert = 14,89 (2,77 — 27,02),
Astrozytom, IDH-Wildtyp = 1,28 (0,33 — 2,22) Astrozytom, NOS = 16,41 (k.A.), Oligodendrogliom, 1p/19g-codele-
tiert = 11,30 (0,00 — 22,85), Oligodendrogliom, NOS = 2,18 (0,00 — 6,53). p < 0,001. 5JU: Anteil nach 5 Jahren.
95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. k.A.: keine Angabe mdglich. p: Log-Rank-Test.
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Ergebnisse
3.4.4 Postoperatives Therapieschema

Die Tab. 20 stellt die progressionsfreie Zeit und die Uberlebenszeit in Anhangigkeit von der
postoperativen Therapie dar. Hier ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den drei
Therapiegruppen bei der progressionsfreien Zeit (p* < 0,05) und der medianen Uberlebenszeit
(p* < 0,001). Die langste mediane progressionsfreie Zeit ergab sich in der Gruppe ,,Radiothe-
rapie vor 2005 mit 3,34 Jahren, in der Gruppe iiberlebten mehr als 50 % der nicht durch Zensur
entfallenen Patient/-innen, die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt hier 72 %. Weiterhin wurden
die Therapiegruppe ,,Radio-/Chemotherapie ab 2005 und ,,Radiotherapie ab 2005 separat
analysiert, um die Langzeitverlaufe seit Einflihrung des Radio-/Chemotherapie-Regimes durch
Stupp et al. im Jahre 2005 zu analysieren. Hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
in der medianen progressionsfreien Zeit (p** = 0,603), jedoch signifikante Unterschiede in der
Uberlebenszeit (p** < 0,05). Die Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit von der postoperati-
ven Therapie erfolgte unter Berticksichtigung aller Tumorentitaten, fur eine Auswertung der

Uberlebenszeit der einzelnen Entitaten war die Fallzahl in dieser Studie zu gering.

Tab. 20: Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie (alle The-
rapiegruppen). p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)). 95 %-KI:
95 %-Konfidenzintervall. 5J / 5JU: Anteil nach 5 Jahren.

Progressionsfreie Zeit (Jahre) Uberlebenszeit (Jahre)
5] (%)  Median (95 %-KI) p* p** 5JU (%)  Median (95 %-KI) p* p**
RT/TMZ (ab 2005) 25,2 1,96 (0,89 — 3,02) 48,1 4,90 (2,14 - 7,66)
RT (vor 2005) 44,8 3,34(1,08-559) <0,06 0,603 72,0 - <0,001 <0,05
RT (ab 2005) 26,0 1,22 (0,00 — 2,50) 30,3 1,60 (0,43 -2,78)

In der Abb. 35 und der Abb. 36 ist die Uberlebenszeitanalyse, in Abhéangigkeit vom postopera-
tiven Therapieschema, als Kaplan-Meier-Diagramm dargestellt. Durch die Gruppeneinteilung

ergab sich ein ldngerer Beobachtungszeitraum fiir die Gruppe ,,Radiotherapie vor 2005%.
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Abb. 35: Progressionsfreie Zeit in Abhéngigkeit von der postoperativen Therapie (alle Therapiegruppen). 5J
(%): RT/TMZ (ab 2005) = 25,2, RT (vor 2005) = 44,8, RT (ab 2005) = 26,0. Median in Jahren (95 %-KI): RT/TMZ
(ab 2005) = 1,96 (0,89 — 3,02), RT (vor 2005) = 3,34 (1,08 — 5,59, RT (ab 2005) = 1,22 (0,00 — 2,50). p* < 0,05.
p** = 0,603. 5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapie-
gruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Abb. 36: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie. 5JU (%): RT/TMZ (ab 2005) = 48,1,
RT (vor 2005) = 72,0, RT (ab 2005) = 30,3. Median in Jahren (95 %-KI): RT/TMZ (ab 2005) = 4,90 (2,14 — 7,66),
RT (vor 2005) = k.A. (nach letztem Ereignis >51,3 %), RT (ab 2005) = 1,60 (0,43 — 2,78). p* <0,001. p** < 0,05.
5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. k.A.: keine Angabe maglich. p: Log-Rank-Test (*:
alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Ergebnisse

Die Einflussgrofien wurden, wie in Tab. 21 dargestellt, mittels Test nach Fisher-Freeman-Hal-
ton bzw. nach Kruskal-Wallis auf ihre Verteilung innerhalb der Gruppen untersucht.

Tab. 21: Verteilung der Risikofaktoren in den Gruppen der Testvariable *'postoperative Therapie™. p: Fisher
Freeman-Halton-Test bzw. Kruskal-Wallis-Test. KPS préop.: préoperativer Karnofsky-Index.

Anzahl (%)

RT/TMZ RT RT
(ab 2005) (vor 2005) (ab 2005) p
n=148 n=75 n=33
Geschlecht
Mann 33(33.3) 48 (48,5) 18 (18,2) 424
Frau 15 (26,3) 27 (47,4) 15 (26,3)
Alter, Jahre
Median [Min.-Max.] 45 [21-78] 48 [20-69] 50 [23-79] ,145
>50 19 (26,5) 36 (50,0) 17 (23,6) 515
<50 29 (34,5) 39 (46,4) 16 (19,0)
Multifokal
Ja 7(412) 6 (35,3) 4 (23,5) an
Nein 40 (29,0) 69 (50,0) 29 (21,0
KPS préaop.
<80 14 (35,9) 16 (41,0) 9(23,1) 579
80-100 34(29,1) 59 (50,4) 24 (20,5)
Resektionsausmaf
Biopsie 7(23,3) 15 (50,0) 8(26,7)
Teilresektion 22 (33,3) 30 (45,5) 14 (21,2) 828
Totalresektion 18 (30,5) 30(50,8) 11 (18,6)
Dosis (Gy)
Mittelwert (Std.-Abw.) 59,28 (1,84) 59,21 (2,86) 58,27 (3,14) ,031
Ki-67-Index
Median [Min.-Max.] 20 (4-50) 15 (5-40) 15 (5-50) 319
MGMT
methyliert 29 (34,5) 41 (48,8) 14 (16,7) o0
nicht-methyliert 13(31,7) 13 (31,7) 15 (36,6)
IDH 1/2
mutiert 27 (33,8) 40 (50,0) 13(16,3) 028
Wildtyp 18 (34,6) 16 (30,8) 18 (34,6)
1p/19q
Codeletion 6 (50,0) 5(41,7) 1(8,3)
nicht-codeletiert 26 (31,7) 32 (39) 24 (29,3) 201
Entitdt WHO 2016
Astrozytom IDH-mutiert 16 (31,4) 23 (45,1) 12 (23,5)
Astrozytom, IDH-Wildtyp 14 (32,6) 13 (30,2) 16 (37,2)
Astrozytom NOS 9 (22,0) 29 (70,7) 3(7,3) ,254
Oligodendrogliom, 1p/19g-cod. 5 (55,6) 4 (44,4) 0()
Oligodendrogliom, NOS 4(33,3) 6 (50,0) 2 (16,5)

49



Ergebnisse

AnschlieBend wurde eine stratifizierte Risikoanalyse fiir die Einflussgréen ,,MGMT-Promo-
tor-Methylierungsstatus®, ,,IDH-Mutationsstatus‘ und der ,,verabreichten Gesamtdosis* durch-
geflihrt. Hier ergaben sich bei erhéhter MGMT-Promotor-Methylierung signifikante Unter-
schiede in der progressionsfreien Zeit zwischen allen Therapiegruppen (p <0,001), nicht jedoch
zwischen den Therapiegruppen ,,Radio-/Chemotherapie (ab 2005)“ und ,,Radiotherapie (ab
2005)* (p = 0,467). Bei nicht erhdhter MGMT-Promotor-Methylierung ergaben sich keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen allen Therapiegruppen (p = 0,543) und zwischen den Thera-
piegruppen ,,Radio-/Chemotherapie (ab 2005)* und ,,Radiotherapie (ab 2005)“ (p = 0,313). Die
Ergebnisse sind in der Tab. 22 und den Abb. 37 — 38 dargestellt.

Tab. 22: Progressionsfreie Zeit in Abhéngigkeit von der postoperativen Therapie mit erhéhter und nicht-er-
héhter MGMT- Promotor-Methylierung. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs.
RT (ab 2005)). 95 %-KI = 95 %-Konfidenzintervall. 5J / 5JU: Anteil nach 5 Jahren.

MGMT-Promotor methyliert (>10 %) MGMT-Promotor nicht methyliert (< 10%)
5J (%) Median (95 %-KI) p* p** 5J (%)  Median (95 %-KI) p* p**
RT/TMZ (ab 2005) 17,0 2,03 (1,17 -2,89) 333 0,62 (0,16 — 1,08)
RT (vor 2005) 68,6 10,32 (6,35-14,29) <0,001 0,467 11,0 1,00 (0,67-1,32) 0543 0,313
RT (ab 2005) 38,1 1,78 (0,00 — 4,84) 13,8 0,42 (0,34 -0,50)

Beziiglich der Uberlebenszeit ergaben sich bei erhohter MGMT-Promotor-Methylierung signi-
fikante Unterschiede zwischen allen Therapiegruppen (p <0,001), nicht jedoch zwischen den
Therapiegruppen ,,Radio-/Chemotherapie (ab 2005)* und ,,Radiotherapie (ab 2005)* (p =
0,864). Bei nicht erhéhter MGMT-Promotor-Methylierung ergaben sich ebenfalls signifikante
Unterschiede zwischen allen Therapiegruppen (p < 0,05) und keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Therapiegruppen ,,Radio-/Chemotherapie (ab 2005)“ und ,,Radiotherapie (ab
2005)“ (p = 0,056). Die Ergebnisse sind in der Tab. 23 und den Abb. 39 — 40 dargestellt.

Tab. 23: Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der postoperativen Therapie mit vermehrter und nicht-vermehrter
MGMT- Promotormethylierung. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab
2005)). 95 %-KI = 95 %-Konfidenzintervall. 5J / 5JU: Anteil nach 5 Jahren.

MGMT-Promotor methyliert (>10 %) MGMT-Promotor nicht methyliert (< 10%)
5JU (%)  Median (95 %-KI) p* p** 5JU (%)  Median (95 %-KI) p* p**
RT/TMZ (ab 2005) 428 4,46 (1,82 -7,11) 51,3 5,47 (0,99 — 9,94)
RT (vor 2005) 82,9 - <0,001 0,864 53,8 - <0,05 0,056
RT (ab 2005) 50,0 2,45 (0,00 — 13,39) 13,3 0,90 (0,43-1,38)
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Abb. 37: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie (MGMT methyliert). 5J (%):
RT/TMZ (ab 2005) = 17,0, RT (vor 2005) = 68,6, RT (ab 2005) = 38,1. Median in Jahren (95 %-KI): RT/TMZ
(ab 2005) = 2,03 (1,17 — 2,89), RT (vor 2005) = 10,32 (6,35 — 14,29), RT (ab 2005) = 1,78 (0,00 — 4,84). p*
<0,001. p** = 0,467. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test (*: alle
Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Abb. 38: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei Methylierung des
(MGMT nicht methyliert). 5J (%): RT/TMZ (ab 2005) = 33,3, RT (vor 2005) = 11,0, RT (ab 2005) = 13,8. Me-
dian in Jahren (95 %-KIl): RT/TMZ (ab 2005) = 0,62 (0,16 — 1,08), RT (vor 2005) = 1,00 (0,67 — 1,32), RT (ab
2005) = 0,42 (0,34 — 0,50). p* = 0,543. p** = 0,313. 5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzinter-
vall. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Abb. 39: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie (MGMT-methyliert). 5JU (%):
RT/TMZ (ab 2005) = 42,8, RT (vor 2005) = 82,9, RT (ab 2005) = 50,0. Median in Jahren (95 %-KI): RT/TMZ (ab
2005) = 4,46 (1,82 — 7,11), RT (vor 2005) = k.A. (nach letztem Ereignis 55,3 %), RT (ab 2005) = 2,45 (0,00 —
13,39). p* <0,001. p** = 0,864. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. k.A.: keine Angabe
mdglich. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Abb. 40: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie (MGMT nicht-methyliert). 5JU (%):
RT/TMZ (ab 2005) = 51,3, RT (vor 2005) = 53,8, RT (ab 2005) = 13,3. Median in Jahren (95 %-Kl): RT/TMZ (ab
2005) = 5,47 (0,99 — 9,94), RT (vor 2005) = k.A. (nach letztem Ereignis 53,8 %), RT (ab 2005) = 0,90 (0,43 —
1,38). p* <0,05. p** =0,056. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. k.A.: keine Angabe
moglich. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Beziglich der progressionsfreien Zeit ergaben sich bei IDH-Mutation signifikante Unterschiede
zwischen allen Therapiegruppen (p <0,01), nicht jedoch zwischen den Therapiegruppen ,,Ra-
dio-/Chemotherapie (ab 2005)* und ,,Radiotherapie (ab 2005)* (p = 0,792). Bei IDH-Wildtyp-
Tumoren ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen allen Therapiegruppen (p =
0,284) und keine signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen ,,Radio-/Chemo-
therapie (ab 2005)“ und ,,Radiotherapie (ab 2005)“ (p = 0,903). Die Ergebnisse sind in der Tab.
24 und den Abb. 41 — 42 dargestellt.

Tab. 24: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei IDH-Mutation und IDH-
Wildtyp. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)). 95 %-KI: 95 %-
Konfidenzintervall. 5J / 5JU: Anteil nach 5 Jahren.

IDH-Mutation IDH-Wildtyp
5J (%) Median (95 %-KI) p* p** 5] (%)  Median (95 %-Kl) p* p**
RT/TMZ (ab 2005) 32,2 2,63 (1,61-3,65) - 0,55 (0,37 -0,73)
RT (vor 2005) 65,6 10,32 (6,17 - 14,47) <0,01 0,792 18,9 0,88(0,72-1,69) 0,284 0,903
RT (ab 2005) 38,1 1,78 (0,00 — 5,54) - 0,73 (0,28 - 1,18)

Bei vorliegender IDH-Mutation ergaben sich signifikante Unterschiede in der Uberlebenszeit
zwischen allen Therapiegruppen (p <0,01), nicht jedoch zwischen den Therapiegruppen ,,Ra-
dio-/Chemotherapie (ab 2005)“ und ,,Radiotherapie (ab 2005)* (p = 0,870). Bei vorliegendem
IDH-Wildtyp ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen allen Therapiegruppen (p <
0,01) und zwischen den Therapiegruppen ,,Radio-/Chemotherapie (ab 2005)* und ,,Radiothe-
rapie (ab 2005)“ (p < 0,05). Die Ergebnisse sind in der Tab. 25 und den Abb. 43 — 44 dargestellt.

Tab. 25: Uberlebenszeit Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei IDH-Mutation und IDH-
Wildtyp. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)). 95 %-KI: 95 %-
Konfidenzintervall. 5J / 5JU: Anteil nach 5 Jahren.

IDH-Mutation IDH-Wildtyp
5JU (%)  Median (95 %-KI) p* p** 5JU (%)  Median (95 %-KI) p* p**
RT/TMZ (ab 2005) 59,0 5,86 (3,85 -7,87) 19,8 2,03 (0,47 - 3,60)
RT (vor 2005) 85,0 ; <001 0,870 500  2,70(0,00-10,03) <001 <0,05
RT (ab 2005) 53,8 8,59 (0,00 — 19,33) 5,60 0,90 (0,81 —1,00)
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Abb. 41: Progressionsfreie Zeit in Abhéangigkeit von der postoperativen Therapie bei IDH-Mutation. 5J (%):
RT/TMZ (ab 2005) = 32,2, RT (vor 2005) = 65,6, RT (ab 2005) = 38,1. Median in Jahren (95 %-KI): RT/TMZ (ab
2005) = 2,63 (1,61 — 3,65), RT (vor 2005) = 10,32 (6,17 — 14,47), RT (ab 2005) = 1,78 (0,00 — 5,54). p* <0,01.
p** = 0,792. 5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapie-
gruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Abb. 42: Progressionsfreie Zeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei IDH-Wildtyp. 5J (%):
RT/TMZ (ab 2005) = 0,00, RT (vor 2005) = 18,9, RT (ab 2005) = 0,00. Median in Jahren (95 %-Kl): RT/TMZ (ab
2005) = 0,55 (0,37 — 0,73), RT (vor 2005) = 0,88 (0,72 — 1,69), RT (ab 2005) = 0,73 (0,28 — 1,18). p* = 0,284.
p** = 0,903. 5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapie-
gruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Abb. 43: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei IDH-Mutation. 5JU (%): RT/TMZ
(ab 2005) = 59,0, RT (vor 2005) = 85,0, RT (ab 2005) = 53,8. Median in Jahren (95 %-KI): RT/TMZ (ab 2005)
= 5,86 (3,85 — 7,87), RT (vor 2005) = k.A. (nach letztem Ereignis 59,3 %), RT (ab 2005) = 8,59 (0,00 — 19,33).
p* <0,01. p** = 0,850. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-Kl: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test (*: alle
Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Abb. 44: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei IDH-Wildtyp. 5JU (%): RT/TMZ
(ab 2005) = 19,8, RT (vor 2005) = 50, RT (ab 2005) = 5,60. Median in Jahren (95 %-KIl): RT/TMZ (ab 2005) =
2,03(0,47 — 3,60). RT (vor 2005) = 2,70 (0,00 — 10,03), RT (ab 2005) = 0,90 (0,81 — 1,00). p* <0,01. p** < 0,05.
5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **:
RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Um den Einfluss der Strahlendosis auf die therapieabhangige Uberlebenszeitanalyse zu unter-
suchen, erfolgte eine Uberlebenszeitanalyse der Patient/-innen, die eine Strahlendosis von min-
destens 60 Gy erhalten haben. Hier zeigte sich beziiglich der Uberlebenszeit signifikante Un-
terschiede sowohl zwischen allen Therapiegruppen (p <0,001), als auch zwischen den Thera-
piegruppen ,,Radio-/Chemotherapie (ab 2005)* und ,,Radiotherapie (ab 2005)“ (p <0,05).

Bei Betrachtung der progressionsfreien Zeit ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen
allen Therapiegruppen (p <0,01), jedoch nicht zwischen den Therapiegruppen ,,Radio-/Chemo-
therapie (ab 2005) und ,,Radiotherapie (ab 2005)“ (p = 0,226). Die Ergebnisse sind in der Tab.
26 und den Abb. 44 — 45 dargestellt.

Tab. 26: Progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei einer
Gesamt-Bestrahlungsdosis von mindestens 60 Gy. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab
2005) vs. RT (ab 2005)). 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. 5J / 5JU: Anteil nach 5 Jahren.

Progressionsfreie Zeit (Jahre) Uberlebenszeit (Jahre)
5J (%)  Median (95 %-KI) p* p** 5JU (%)  Median (95 %-KI) p* p**
RT/TMZ (ab 2005) 284  157(0,42-2,73) 56,4 5,86 (2,14 — 9,59)
RT (vor 2005) 43,3 2,57(058-457) <001 0,226 719 - <0,001 <0,05
RT (ab 2005) 18,3 1,82 (1,10 - 2,54) 26,3 2,07 (1,36 - 2,77)
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Abb. 45: Progressionsfreie Zeit in Abhéngigkeit von der postoperativen Therapie bei einer Gesamt-Bestrah-
lungsdosis von 60 Gy. 5J (%): RT/TMZ (ab 2005) = 28,4, RT (vor 2005) = 41,1 RT (ab 2005) = 19,4. Median in
Jahren (95 %-KI): RT/TMZ (ab 2005) = 1,57 (0,42 — 2,73), RT (vor 2005) = 2,57 (0,78 — 4,37), RT (ab 2005) =
1,22 (0,39 — 2,40). p* <0,01. p** = 0,226. 5J: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Konfidenzintervall. p: Log-
Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).
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Abb. 46: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie bei einer Gesamt-Bestrahlungsdosis
von 60 Gy. 5JU (%): RT/TMZ (ab 2005) = 56,4, RT (vor 2005) = 69,8, RT (ab 2005) = 27,8. Median in Jahren
(95 %-Kl): RT/TMZ (ab 2005) = 5,86 (2,14 — 9,59), RT (vor 2005) = k.A. (nach letztem Ereignis lebten noch 50,3
%), RT (ab 2005) = 2,07 (1,66 — 2,47). p* <0,001. p** <0,05. 5JU: Anteil nach 5 Jahren. 95 %-KI: 95 %-Kon-
fidenzintervall. p: Log-Rank-Test (*: alle Therapiegruppen. **: RT/TMZ (ab 2005) vs. RT (ab 2005)).

Um den Einfluss der durchgefihrten Therapie auf die symptombezogene Aktivitatseinschran-

kung im Alltag der Patient/-innen zu beurteilen, erfolgte die Analyse der KPS praoperativ, wah-

rend des postoperativen Aufenthaltes und im weiteren Verlauf nach drei und sechs Monaten,

als auch nach einem, zwei, drei, flinf und zehn Jahren postoperativ in Abhéngigkeit der posto-

perativen Behandlung. In der Tab. 27 und der Abb. 47 sind die Ergebnisse dargestellt.

Tab. 27: KPS im zeitlichen Verlauf in Abhéngigkeit von der postoperativen Therapie. p: Kruskal-Wallis-Test.

Mittelwert (Standardabweichung)

RT/TMZ (ab 2005) RT (vor 2005) RT (ab 2005) p
Praoperativ 81,46 (15,71) 87,73 (12,79) 83,33 (16,14) 0,066
Postoperativ 82,50 (14,22) 84,80 (16,39) 81,21 (12,44) 0,098
3 Monate 82,68 (14,84) 85,85 (12,92) 77,00 (19,76) 0,145
6 Monate 84,86 (14,46) 87,27 (11,28) 80,00 (19,36) 0,482
1 Jahr 82,26 (14,54) 89,49 (9,99) 81,33 (22,00) 0,069
2 Jahre 80,83 (15,01) 87,14 (13,63) 75,56 (26,98) 0,168
3 Jahre 80,00 (18,13) 87,14 (14,36) 83,75 (19,23) 0,384
5 Jahre 78,57 (18,75) 91,36 (11,25) 86,00 (11,40) 0,064
10 Jahre 75,00 (25,17) 89,38 (10,63) 95,00 (7,07) 0,284
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In der Abb. 47 nehmen die Werte des Diagramms der Gruppe ,,Radio-/Chemotherapie ab 2005

,im Verlauf und im Vergleich zu den beiden anderen Therapiegruppen, leicht ab. Insgesamt

bestand fur keinen der genannten Zeitpunkte ein signifikanter Unterschied.
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Abb. 47: KPS im zeitlichen Verlauf in Abh&ngigkeit von der postoperativen Therapie. Zeitpunkte: Krankenhaus-
aufenthalt im Rahmen der Operation praoperativ und postoperativ, im postoperativen Verlauf nach drei und sechs
Monaten, nach einem, zwei, drei, finf und zehn Jahren.
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Diskussion

4 Diskussion

4.1 Molekulargenetische Untersuchungsmethoden

Um den Einfluss molekulargenetischer Veranderungen auf die Prognose von Patient/-innen mit
WHO Grad 3-Gliom zu untersuchen, wurde im Rahmen der Tumorresektion gewonnenes, in
Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe mikroskopisch untersucht und geeig-
nete Areale der weiteren molekulargenetischen Untersuchung zugefuhrt. Aufgrund der teil-
weise sehr alten, tiefgekihlt gelagerten Gewebeblécke, war die DNA-Qualitat in vielen Féllen
nicht ausreichend fur die weitere Analyse. Die Untersuchung des MGMT-Promotor-Methylie-
rungs- und IDH-Mutationsstatus erfolgte durch etablierte Verfahren mittels DNA-Isolierung,
PCR und Pyrosequenzierung. Die Bestimmung des 1p/19g-Deletionsstatus erfolgte mittels
MLPA-Verfahren, da daflr keine zusatzlich DNA-Probe aus Referenzgewebe bendtigt wurde.
Da diese Methode neu etabliert werden musste, erfolgte die Analyse von bekannten 1p/19g-
codeletierten Tumoren als Positiv-Kontrolle. Weiterhin wurde nicht 1p/19qg-codeletiertes Refe-
renzgewebe analysiert. Aufgrund mangelnder DNA-Qualitat war die Untersuchung bei 104 von
insgesamt 167 Patient/-innen méglich. Die Pyrosequenzierung zum Nachweis einer vermehrten
MGMT-Promotor-Methylierung ist gut reproduzierbar, schnell und kosteneffizient durchfuhr-
bar [61, 63]. Preusser et al. untersuchten die MGMT-Expression von Glioblastomzellen mittels
Immunhistochemie. Hier zeigte sich eine schlechtere Reproduzierbarkeit und Ubereinstim-
mung der Ergebnisse mit auf Genanalyse basierenden Verfahren [64]. Zur Analyse des IDH-
Mutationsstatus eignet sich die Pyrosequenzierung ebenfalls sehr gut [65, 66]. Das MLPA-Ver-
fahren ist eine gut erprobte Methode zu alternativen Untersuchungsmethoden wie der FISH und
bietet eine gute Reproduzierbarkeit [67-69]. Aus allen FFPE-Bldcken wurden Schnitte gefer-
tigt und diese fachlich-pathologisch auf ihre Eignung begutachtet. Damit wurde ein ausreichen-
der Tumor-Gewebeanteil sichergestellt und so ein erstes Kriterium flr die anschlieRende Un-
tersuchung geschaffen. Der Anteil an fehlenden Ergebnissen erklért sich zum einen durch un-
zureichendes Tumorgewebe, zum anderen durch die lange Lagerungszeit und damit lange
Kuhlzeit der FFPE-Blocke, bei gleichzeitig geringer Gewebemenge der jeweiligen Probe. Die
Verwendung des MLPA-Verfahrens und dessen labortechnische Etablierung erweitern das di-

agnostische Spektrum auch im Hinblick auf andere Erkrankungen.
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Diskussion
4.2 Soziodemographische und klinische Einflussfaktoren

Als allgemeine Einflussfaktoren auf die progressionsfreie Zeit und Uberlebenszeit ergab sich
flir das Geschlecht kein signifikanter Unterschied und flr ein unifokales Auftreten nur ein sig-
nifikanter Unterschied beziiglich der Uberlebenszeit. Beziiglich des Alters bei Diagnose, des
préaoperativen Karnofsky-Index und des Resektionsausmal} zeigten sich signifikante Unter-
schiede. Um den prognostischen Einfluss des Resektionsausmalies weiter zu untersuchen, ware
eine exakte radiologische Messung des Resektionsvolumens und des Tumor-Residualvolumens
notwendig. Wie in der Tab. 15 in Kapitel 3.1 dargestellt, war der KPS in der Gruppe der total
resezierten Tumoren hoher als in der Gruppe der subtotal resezierten Tumoren und in dieser
Gruppe wieder hoher als in der Gruppe der nur bioptierten Tumoren, sodass moglicherweise
auch der KPS als eine Storvariable in dieser Analyse ein Rolle gespielt haben kénnte. Weiterhin
hangt dieser Faktor auch von der individuellen Erfahrung des Operateurs ab und ist deshalb
schwer zu objektivieren. Das Alter bei Diagnose und der préoperative Karnofsky-Index gelten
allgemein als prognosebestimmende Faktoren [70, 71]. Ob eine héheres Resektionsausmal ei-
nen signifikanten Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat, ist jedoch Gegenstand kontroverser
Diskussionen, da nur wenige randomisierte klinische Studien existieren, welche diesen Ein-
flussfaktor untersuchten [72]. Studien mit Patient/-innen mit Glioblastom deuten jedoch darauf
hin, dass ein hoheres Resektionsausmal} [19], beziehungsweise ein geringes Tumor-Residual-
volumen, mit einer besserer Uberlebensprognose einhergeht [73, 74]. Insgesamt haben junge
Patient/-innen mit einem hohen Performance-Score eine bessere Prognose flir den weiteren
Krankheitsverlauf. Obwohl der Einfluss des Resektionsausmalies auf die Prognose noch weite-
rer wissenschaftlicher Untersuchungen bedarf, bendtigt es insbesondere bei Tumoren mit raum-
forderndem Effekt ein adaquates Operationsausmaf. Hier gilt es, das Komplikationsrisiko mit-
tels optimaler praoperativer Diagnostik abzuwiegen und durch optimale Operationsbedingun-
gen zu minimieren. Trotz allem ist das ResektionsausmaR von den oben genannten Faktoren
der einzige beeinflussbare Faktor und damit, im Hinblick auf die stetigen technischen Entwick-
lungen, auch in Zukunft weiter zu untersuchen, wenn auch eine Operation nur im Sinne eine

loko-regionéren Therapie verstanden werden muss.
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Diskussion
4.3 Die Tumorgenetik und -entitat

Die erhéhte Methylierung des MGMT-Promotors ergab signifikante Vorteile fiir die Uberle-
benszeit (Median (Jahre) = 8,90 vs. 2,10; p < 0,05) und die progressionsfreie Zeit (Median
(Jahre) 3,85 vs. 0,84; p < 0,001) gegeniber einer nicht-erhdhte Methylierung. Eine Mutation
des IDH1- oder IDH2-Gens hat gegentber eines IDH-Wildtyps ebenfalls einen signifikanten
Vorteil bezogen auf die Uberlebenszeit (Median (Jahre) = 16,31 vs. 1,60; p < 0,001) und die
progressionsfreie Zeit (Median (Jahre) = 5,08 vs. 0,64; p < 0,001). Eine 1p/19g-Codeletion
ergab in dieser Arbeit nur einen signifikanten Vorteil bezogen auf die progressionsfreie Zeit
(Median (Jahre) = 5,17 vs. 2,45; p < 0,05), nicht jedoch auf die Uberlebenszeit (Median (Jahre)
= 11,30 vs. 5,88; p = 0,350). Diese Ergebnisse spiegeln sich in der Entitats-bezogenen Uberle-
benszeitanalyse wider. Astrozytome, IDH mutiert und Oligodendrogliome, IDH-mutiert und
1p/19g-codeletiert hatten die langste Uberlebens- und progressionsfreie Zeit. Die in Kapitel 4.1
genannten Einschrankungen bei der Bestimmung des 1p/19g-Deletionsstatus, gemeinsam mit
der insgesamt geringen Inzidenz der Oligodendrogliome, erschwerten die Auswertung dieses
Einflussfaktors mittels Uberlebenszeitanalyse erheblich. Von 104 durchgefithrten Analysen,
zeigte sich bei 12 Patient/-innen eine 1p/19g-Codeletion. Die Methylierung des MGMT-Pro-
motors gilt seit langem als prognostischer Faktor. Eine Arbeit von Hegi et al. zeigte bei
Glioblastom-Patient/-innen einen signifikanten Uberlebensvorteil gegentiber einem unmethyl-
ierten MGMT-Promotor [45]. Auch die IDH-Mutation zeigte gegenuber eines IDH-Wildtyps,
bei Patient/-innen mit anaplastischen Astrozytom, in einer Studie von Yan et al. einen signifi-
kanten Uberlebensvorteil bei IDH-Mutation gegeniiber eines IDH-Wildtyps. Die mediane
Uberlebenszeit (Monate) betrug 65 vs. 20 (p < 0,001) [37]. Hartmann et al. legten dhnliche
Ergebnisse dar [42]. In beiden Studien konnte der selbe Effekt auch bei Glioblastomen festge-
stellt werden [37, 42]. Der prognostische Wert des IDH-Mutationsstatus ist so grof3, dass dieser
mit der aktualisierten WHO-Klassifikation von 2016 mafRgeblich zur Unterscheidung verschie-
dener Tumorentitaten dient [30]. Auch die 1p/19g-Codeletion gilt als eigenstandiger, statistisch
signifikanter, positiver Pradiktor der Uberlebenszeit [48, 75]. Weller et al. stellten einen posi-
tiven Einfluss dieser Deletion auf die Prognose nur in Abhéngigkeit der postoperativen Thera-
pie dar [76]. Labussiére et. al untersuchten in ihrer Arbeit den IDH-Mutationsstatus bei 1p/199-
codeletierten Tumoren — hier wurde bei 100 % der untersuchten Tumoren eine IDH1- oder
IDH2-Mutation nachgewiesen. Mittlerweiler bildet diese Codeletion eines der wichtigsten Kri-
terien zur Diagnose des Oligodendroglioms. Der prognostische Wert der molekulargenetischen

Veranderung zeigt sich darin, dass diese einen Entitats-bestimmenden Faktor darstellen. Die
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Ergebnisse dieser Arbeit tiber den prognostischen Wert der drei untersuchten molekulargeneti-
schen Marker untermauern die Ergebnisse der Vielzahl an Studien, die sich dieser Thematik
widmeten. Spétestens mit der Aktualisierung der WHO-KIassifikation von Tumoren des ZNS
von 2016 erhielten diese Veranderungen auf molekulargenetischer Ebene auch offiziell Einzug
in die diagnostischen Kriterien. Der Trend, molekulargenetische Eigenschaften als Diagnostik-
kriterien und zur Therapiefindung zu berucksichtigen, hat mittlerweile breiten Einzug in der
Neuroonkologie erhalten. Diese und viele weitere Arbeiten belegen den prognostischen Ein-
fluss. Mittlerweile ist der molekulargenetische Status als Entitats-definierender Faktor wegwei-
send zur Klassifikation der Tumorentitat. Es bleibt jedoch weiter abzusehen, ob in Zukunft
daruber hinaus neue Therapiemethoden mit diesen Veranderungen als ZielgroRe entwickelt

werden kdnnen.

4.4 Das postoperative Therapieschema

In der Untersuchung des Gesamtkollektivs zeigten sich zwischen den Therapiegruppen signifi-
kante Unterschiede in der Uberlebenszeit (p < 0,001) und der progressionsfreien Zeit (p < 0,05).
Eine vor dem Jahre 2005 durchgefiihrte Radiotherapie ergab mit einer Fiinf-Jahres-Uberlebens-
rate von 72 % (der verbleibende Uberlebensanteil nach Studienende bzw. nach 26,8 Jahren
betragt 51,3 %) und einer medianen progressionsfreien Zeit von 3,34 Jahren die beste Prognose.
Bei einer postoperativen Therapie nach dem Jahr 2005 ergaben sich fiir die Radio-/Chemothe-
rapie, gegeniiber einer Radiotherapie, signifikante Vorteile in der Uberlebenszeit (Median Jahre
= 4,90 vs. 1,60; p < 0,05), bezogen auf die progressionsfreie Zeit ergaben sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede (Median Jahre = 1,96 vs. 1,22 Jahre). Da alle Therapiegruppen eine
Radiotherapie erhielten, wurden Félle mit einer Gesamtdosis von 60 Gy bzw. 60,4 Gy unter-
sucht. Hier zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Vorteil der Gruppe ,,Radiotherapie vor 2005
gegeniiber den anderen Therapiegruppe in Betrachtung der Uberlebens- und progressionsfreien
Zeit, sowie ein signifikanter Vorteil der Gruppe ,,Radiochemotherapie ab 2005 gegeniiber der
Gruppe ,,Radiotherapie ab 2005 in Betrachtung der Uberlebenszeit. Auch in der stratifizierten
Risikoanalyse zeigte sich unter Einbezug des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus, aul3er bei
der Betrachtung der progressionsfreien Zeit ohne erhohte MGMT-Promotor-Methylierung, ein
signifikanter Vorteil in der Gruppe ,,Radiotherapie vor 2005 sowohl in der Uberlebenszeit, als
auch in der progressionsfreien Zeit. Zwischen den Gruppen ,,Radiochemotherapie® und ,,Radi-

otherapie ab 2005 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Dies zeigte sich ebenso unter
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Einbezug des IDH-Mutationsstatus. Die retrospektive Beobachtung, die nicht-randomisierten
Einteilung in die Therapiegruppen, sowie die teilweise geringe Fallzahl der jeweiligen Tumo-
rentitaten schrankt eine genauere Analyse der Uberlebensdaten in Abhéangigkeit von der posto-
perativen Therapie der einzelnen Tumorentitaten ein. Der teilweise lange Beobachtungszeit-
raum in Kombination mit der nachtraglichen molekularpathologischen Untersuchung der Tu-
moren ermdglichen jedoch einen Einblick in die langfristigen Krankheitsverlaufe unter aktuel-
len Betrachtungspunkten. Sowohl IDH-mutierte ,,Astrozytome (WHO-Grad 3)*“ und ,,Astrozy-
tome, NOS (WHO-Grad 3)*, also auch ,,IDH-mutierte, 1p/19q-codeletierte Oligodendrogliome
(WHO 3)“ und ,,0Oligodendrogliome, NOS (WHO-Grad 3)“ sollen laut aktuellem Forschungs-
stand mittels Radiotherapie und adjuvanter Chemotherapie behandelt werden, da diese Thera-
pieform der alleinigen Radio- oder Chemotherapie Uberlegen scheint [56, 57, 72]. So zeigte
sich zum Beispiel in der Studie von van den Bent et al. eine mediane Uberlebenszeit bei
RT/PCV von 42,3 Monaten gegeniiber 30,6 Monate bei alleiniger RT [57, 72]. Der chemothe-
rapeutische Wirkstoff der Wahl bei Astrozytomen (WHO-Grad 3) ist Temozolomid, wéhrend
PCV den bevorzugten Wirkstoff bei Oligodendrogliomen (WHO-Grad 3) darstellt [72]. Der
Vergleich beider Wirkstoffe als adjuvante Chemotherapie, vor- oder nach Radiotherapie, ist
Gegenstand einer grof3 angelegten, internationalen, randomisiert-kontrollierten Studie [77].
Erste Interimsstudien weisen weiterhin darauf hin, dass eine gleichzeitige Gabe von Temozo-
lomid zur Radiosensitivierung keinen signifikante Einfluss auf die Uberlebenszeit hat [53]. Ob
die Radiochemotherapie mittels Temozolomid den besten Therapiealgorithmus darstellt, ist
weiterhin Teil intensiver Forschungsarbeit. Wahrend diese Therapieform seit Jahren als Gold-
standard in der Behandlung von Glioblastomen gilt, halt sie erst in der jlingeren Zeit internati-
onal Einzug in die Behandlung von WHO-Grad 3 Tumoren. Dieser sich abzeichnende Trend
bestéatigt sich in dieser Arbeit. Ob die adjuvante Radiotherapie mit adjuvanter Chemotherapie
mittels Temozolomid auch Einzug in die Behandlung von Oligodendrogliomen (WHO 3) hélt,
ist eine der letzten groRRen offenen Fragen bezlglich der Behandlung von anaplastischen Glio-
men in Hinsicht auf die Verwendung der zum heutigen Stand regelmaRig verwendeten Medi-
kamente. Insgesamt ergaben sich seit der Arbeit von Roger Stupp im Jahre 2005 keine neuen
wegweisenden, medikamentdsen Therapieansatze. Sowohl die Zuganglichkeit fir eine ada-
quate onkologische Pharmakotherapie und Plastizitét des zentralen Nervensystems als auch die
Heterogenitat der malignen Gliome stellen die Forschung im Bereich der Neuroonkologie wei-
terhin vor groRe Herausforderungen. In einem Zeitalter der rasanten medizinischen und techni-
schen Entwicklung gilt es, umso mehr den Blick auf neue Therapieansatze zu richten, um be-

troffenen Patient/-innen in Zukunft eine bessere Behandlung zukommen zu lassen.
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4.5 Der Stellenwert der molekulargenetischen Diagnosekriterien

Der in dieser Arbeit dargestellte, teils fulminante Vorteil der vor 2005 durchgefiihrten Radio-
therapie, wirft umso groRere Fragen auf, die auch nach stratifizierter Risikoanalyse in diesem
retrospektiven Rahmen nicht geklart werden konnten. Eine mogliche Antwort darauf kénnte
eine Studie von Paulus et al. aus dem Jahre 1989 liefern [78]. In dieser Studie wurde die intra-
tumorale histologische Heterogenitat in Gliomen untersucht. Dabei wurden 1000 Proben von
50 supratentoriellen Gliomen auf Grundlage der damals geltenden WHO-KIassifikation und
sechs histopathologischen Eigenschaften (Zelldichte, nukledrer Polymorphismus, Nekrose,
Zellarchitektur, BlutgeféalRen und Mitosen) von zwei unabhdngig voneinander arbeitenden Be-
obachtern untersucht. In 22,2 % der untersuchten Proben wurden unterschiedliche WHO-Grade
diagnostiziert, die meisten davon (21,7%) unterschieden sich um ein WHO-Grad voneinander.
Weiterhin wurden in 10,3 % der Proben unterschiedliche Tumorentitaten diagnostiziert. Nach
einer erneuten gemeinsamen Durchsicht wurde ein GroRteil dieser Diskrepanzen auf das tat-
séchliche Vorhandensein von gemischten Tumorentitaten und -graden zuriickgefihrt. In 48%
der Proben waren unterschiedliche Tumorentititen und in 82 % der Proben unterschiedliche
Tumorgrade vorhanden. Insbesondere waren in 62 % der Proben maligne (WHO-Grad 3 und
4) und benigne (WHO-Grad 2) Anteile zu finden [78]. Diese Erkenntnis hat groRen Einfluss
auf den klinischen Alltag im Bereich der Neuroonkologie. Die endgiltige Diagnose inklusive
der Art des Tumors und der Einstufung der Malignitat auf Basis histopathologischer Kriterien
stellen keine Absolute dar. Die meisten Gliome verhalten sich nicht homogen, innerhalb eines
Tumors konnen gutartige und bosartige Anteile gleichzeitig vorliegen, trotzdem ist eine end-
gultige Einteilung flr den weiteren praktischen Umgang mit der Krankheit entscheidend. Fir
diese Arbeit wurden die Krankheitsverlaufe von Patient/-innen mit der Diagnose eines WHO-
Grad 3-Glioms untersucht. Die vorliegenden Diagnosen basieren zu einem groRen Teil auf der
histopathologischen Diagnose eines Neuropathologen. So kdnnte die oben genannte intratumo-
rale Heterogenitat Einfluss auf die hier dargestellten Ergebnisse, insbesondere der Uberlebens-
zeitanalyse in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie haben, zum Beispiel kénnte in der
oben genannten Gruppe der postoperativen Therapie mittels alleiniger Radiotherapie vor dem
Jahre 2005 eine hohere Anzahl an Tumoren mit WHO-Grad 2-Anteilen vorliegen. Mit der Ak-
tualisierung der WHO-Klassifikation zur Einteilung von Tumoren des ZNS im Jahre 2016 wur-
den mit den molekulargenetischen Untersuchungen, zusatzlich zur den histologischen (und da-
mit teils Untersucher-abhangigen) Methoden, letztlich mehrere objektivierbare Diagnosekrite-

rien eingefihrt. Diese konnten nicht nur neue therapeutische Ziele darstellen, sondern durch
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eine spezifischere Diagnose auch einen grof3en Einfluss auf den weiteren Krankheitsverlauf im
Sinne einer zielgerichteten Therapie haben. Der Einbezug der oben genannten Kriterien in die

Einteilung in bestimmte Tumorgrade kdnnte ein nachster wichtiger Schritt sein.

4.6 Die Bedeutung der Ergebnisse fur die Fragestellung dieser Arbeit

In diesem Abschnitt sollen die in Kapitel 1.4 aufgestellten Fragen zusammengefasst beantwor-

tet werden.

1. Wie gestaltete sich der langfristige Krankheitsverlauf von den im UKSH Campus Kiel be-
handelten Patient-/innen mit einem WHO-Grad 3-Gliom in Abhéangigkeit soziodemo-

graphischer und klinischer Parameter?

— Ein junges Alter bei Erkrankungsbeginn und eine mdéglichst vollstandige Tumorresek-
tion wirkten sich signifikant positiv auf die progressionsfreie Zeit und die Uberlebens-
zeit aus. Eine geringe initiale Beeintrachtigung durch die Erkrankung und ein singuléres
Tumorvorkommen wirkten sich signifikant positiv auf die Uberlebenszeit aus. Das Ge-

schlecht hatte keinen Einfluss auf die Prognose.

2. Welchen Einfluss hatten die molekulargenetischen Eigenschaften der Tumorzellen und auf

den Krankheitsverlauf?

— Eine IDH1/2-Mutation, eine vermehrte MGMT-Promotormethylierung (> 10%) und
eine 1p/19g-Codeletion hatten eine signifikant langere progressionsfreie Zeit zur Folge.
Auf die Uberlebenszeit wirkten sich in dieser Arbeit nur IDH1/2-Mutation und die

MGMT-Promotormethylierung signifikant positiv aus.

3. Welchen Einfluss hatte das postoperative Therapieschema auf den Krankheitsverlauf?

— Insgesamt hatte die Radiotherapie vor 2005 einen signifikanten Vorteil bezuglich der
progressionsfreien Zeit und der Uberlebenszeit im Vergleich zur Radiotherapie nach
2005 und der Radio-/Chemotherapie nach 2005. Beziiglich der Therapie nach 2005

ergab sich eine signifikant langere Uberlebenszeit bei Durchfiihrung einer Radio-
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/Chemotherapie. In den verschiedenen Therapiegruppen gab es signifikante Unter-
schiede in den Einflussfaktoren ,,IDH-Mutationsstatus, MGMT-Promotor-Methylie-
rungsstatus und der Gesamtdosis in Gray. In den risikostratifizierten Uberlebenszeit-

analysen blieb der Vorteil der Radiotherapie vor 2005 weiter bestehen.

4. Welchen Stellenwert hat die Aufnahme der molekulargenetischen Diagnosekriterien in die
WHO-Klassifikation von Tumoren des ZNS?

Gliome lassen sich histologisch nicht eindeutig einem bestimmten Subtyp oder Tumor-
grad zuteilen und bestehen somit aus bdsartigeren und weniger bosartigen Anteilen. Es
besteht eine hohe intratumorale Heterogenitat. Ein als WHO-Grad 2 erscheinender Teil
des Tumors wurde in der abschlieBenden Diagnose ,,Anaplastisches Astrozytom WHO-
Grad III* bisher nicht widergespielt. Die Aufnahme der molekulargenetischen Diagno-
sekriterien bietet eine bessere Objektivierbarkeit der Tumordiagnosen. Ein Beispiel da-
flr ist die IDH-Mutation in der Gruppe der Astrozytome. Hier unterscheidet sich die
mediane Uberlebenszeit zwischen Patient/-innen mit IDH-mutierten-Tumoren und
IDH-Wildtyp-Tumoren um etwa 13,6 Jahre.
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5 Zusammenfassung

Maligne Gliome stellen fur betroffene Patient/-innen und deren Angehdrige eine hohe Belas-
tung dar. Zum groRten Teil treten die Tumoren sporadisch auf. Klinisch &ulRern sich diese in
vielféltiger Weise, am hdufigsten fihrt jedoch ein Krampfereignis zur weiterfuhrenden Diag-
nostik mittels radiologischer Verfahren. Trotz konsequenter Weiterentwicklung von Operati-
onstechniken und operationstechnischer Systeme, Radio- und Chemotherapie-Konzepten und
intensiver Forschung auf dem Gebiet der Neuroonkologie, gab es in den vergangenen 20 Jahren
nur wenige Erkenntnisse in Hinsicht auf neue Therapieverfahren. Eine mdglichst vollstandige
Tumorresektion gefolgt von einer adjuvanten Radio- und/oder Chemotherapie ist seit Jahren
das Therapiekonzept der Wahl. Grol3e Fortschritte ergaben sich jedoch mit der Einfiihrung mo-
lekulargenetischer Diagnosekriterien in die WHO-KIassifikation zur Einteilung von Tumoren
des ZNS im Jahre 2016. Ziel dieser Arbeit war es, Langzeitverlaufe von Patient/-innen mit
WHO Grad 3-Gliomen in Abh&ngigkeit von der Therapie und der molekulargenetischen Kons-
tellation auszuwerten und damit Erkenntnisse tiber die Uberlebens- und progressionsfreie Zeit
zu erlangen. Daftr wurden klinische Daten von 167 Patient/-innen im Alter von 20 bis 79 Jah-
ren mit der Erstdiagnose eines WHO Grad 3-Tumors in den Jahren 1994 bis 2019 erhoben,
deren Tumorgewebe aufgearbeitet und der MGMT-Promotor-Methylierungsstatus, der IDH-
Mutationsstatus und der 1p/19g-Deletionsstatus untersucht. AnschlieBend wurde eine Uberle-
benszeitanalyse nach dem Kaplan-Meyer-Verfahren durchgefiihrt. Ein junges Alter bei Diag-
nose, ein singulares Tumorvorkommen, ein guter klinischer Zustand bei Diagnose und ein ho-
hes ResektionsausmaR zeigten Vorteile bezogen auf die progressionsfreie Zeit und Uberlebens-
zeit. Eine vermehrte Methylierung des MGMT-Promotors und eine IDH-Mutation wirkten sich
signifikant positiv auf die Uberlebenszeit und die progressionsfreie Zeit aus, eine 1p/199-
Codeletion zeigte signifikante Vorteile bezliglich des progressionsfreien Uberlebens. Als post-
operative Therapie ergaben sich in dieser Arbeit fir die Radiotherapie, wie sie in der Zeit vor
dem Jahr 2005 durchgefuihrt wurde, die besten Langzeitergebnisse. Fur den Zeitraum nach dem
Jahr 2005 zeigte die Radiochemotherapie einen signifikanten Vorteil im Gesamtiberleben im
Vergleich zur Radiotherapie allein. Dies zeigte sich auch in der risikostratifizierten Uberlebens-
zeitanalyse. Weiterhin wurde der neurologische Zustand der Patient/-innen im Krankheitsver-
lauf in Abhangigkeit von der postoperativen Therapie ausgewertet. Hier ergaben sich zwischen
den Therapiegruppen keine signifikanten Unterschiede in einem Zeitraum bis zu zehn Jahren
nach Erstdiagnose.
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