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Abkirzung bzw. Anglizismus

Bedeutung

5-ALA

5-Aminolavulinsaure

ACNU Nimustin, Chemotherapeutikum

AML Akute myeloische Leukémie

BCNU Carmustin, Chemotherapeutikum

BER Basen-Exzisionsreparatursystem

CCNU Lomustin, Chemotherapeutikum

CpG Position Austausch des Basenpaares Guanin/ Cytosin mit
Adenin und Thymin

DAB Diaminobenzidin

DNA Desoxyribonukleinséure, desoxyribonucleic acid

EEG Elektroenzephalogramm

EGF Epidermal Growth Factor

GBM Glioblastom

GTR Komplettresektion

H Histidin

HIER heat-induced epitope retrieval

HIF 1 a Hypoxie-induzierter-Faktor 1 a

HR Hazard Ratio, relatives Risiko

HRP Horseradish Peroxidase (Meerrettichperoxidase)

IDH1 Isocitrat Dehydrogenase-1, R132H (sofern nicht
anderweitig angegeben)

IG Ursprungslasion

KI 95% Konfidenzintervall

KPS Karnofsky Performance Score

LOH Verlust der Heterozygotie, loss of heterozygosity

MDM 2 murine double minute 2

MDS Myelodysplasie

MGMT Methylguanin-DNA-Methyltransferase

MMR Basenfehlpaarungsreparatursystem

MRT Magnetresonanztomographie, Kernspintomogra-
phie

NADP+ Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, oxidierte
Form

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, reduzierte
Form

NR Keine Resektion/ Biopsie

p53 Tumorsupressor

PBS Phosphate buffered saltine (phosphatgepufferte
Salzlésung)

PET Positronenemissionstomographie

R Arginin

Rb Protein Retinoblastoma Protein (Tumorsuppressor)

ReXRT Rebestrahlung

second line Im Kontext Medikamente der zweiten Wahl

STR Teilresektion

T™MZ Temozolomid, Chemotherapeutikum

VEGF Vascular endothelial growth factor

VM26 Teniposid, Chemotherapeutikum
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VP 16 Etoposid, Chemotherapeutikum
WHO World Health Organisation
XRT Radiotherapie

ZNS Zentrales Nervensystem




1 Einleitung 1.1 Allgemeine Informationen zum Glioblastoma multiforme

1 Einleitung

1.1 Allgemeine Informationen zum Glioblastoma multiforme

1.1.1 Geschichte

Die Historie von Glioblastomen reicht lange zurtick. Im Jahre 1858 hatte Rudolf
Virchow als Erster Gliazellen beschrieben.® Spater, im Jahre 1922, begannen
die beiden amerikanischen Neurochirurgen Percival Bailey und Harvey Cushing
die systematische Aufarbeitung der Pathologie von Hirntumoren. Vier Jahre
spater entwickelten sie eine histopathologische Einteilung von Hirntumoren in
14 Hauptgruppen und pragten dabei den Begriff Glioblastoma multiforme.? Der
Name Glioblastom stitzte sich auf die Ansicht, dass sich der Tumor aus
Gliavorlauferzellen entwickelt und das Erscheinungsbild sehr unterschiedlich
sein kann mit Nekrosen, zystischen Raumforderungen und Einblutungen, so-

wohl makroskopisch als auch mikroskopisch.

Im Jahre 1949 vereinfachte Kernohan diese Klassifikation dadurch, dass er
Gliome nur noch in vier Gruppen einteilte (Grad 1 bis Grad 4). Bei dieser Eintei-
lung wurden Grad 4 Gliome als Glioblastome bezeichnet, wobei er dafur die
Histologie und das biologischen Verhalten beriicksichtigte.® Die Einteilung wird
heutzutage durch die internationale WHO Klassifikation von Tumoren des ZNS
vorgenommen, die im Jahre 2007 in der vierten Auflage erschienen ist. Diese
Klassifikation basiert auf histologischen Kriterien des Hirngewebes wie Zelldich-
te, Kernmorphologie, Mitoserate und immunhistochemischen Eigenschaften
und teilt Tumoren entsprechend ihres Einflusses auf das Uberleben der Patien-

ten in die Grade | (benigne) bis IV (hochmaligne) ein.*

Sekundare Glioblastome werden traditionell definiert als Glioblastome, welche
sich schrittweise aus weniger bosartigen Astrozytomen (diffuses oder anaplasti-
sches Astrozytom (WHO Grad 1l/1l)) oder aus Oligodendrogliomen (Grad II/111)

entwickeln.
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1.1.2 Atiologie und Symptome

Nach den aktuellsten Zahlen aus dem Jahre 2012 erkrankten in Deutschland
circa 7200 Personen an einer Krebserkrankung des Zentralen Nervensystems
(ZNS), wovon 95 % das Gehirn betreffen.® Basierend auf Ergebnissen von Stu-
dien aus den Vereinigten Staaten von Amerika ist das Glioblastom der haufigste
und bdsartigste astrozytdre Tumor, der 15,1 % aller Tumorerkrankungen des
ZNS und mehr als 55 % aller Gliome ausmacht. Dabei findet sich dieser Tumor
meistens im Telenzephalon, vorzugsweise im Frontal- und Temporallappen.’
Erste Symptome kénnen langanhaltende Kopfschmerzen, epileptische Anfélle
(Grand-mal Anfélle), Persdnlichkeitsveranderung (vor allem bei der Lokalisation
im Frontalhirn) und neurologische Ausfélle sein, je nachdem, wo sich der Tumor
befindet.®

1.1.3 Diagnostik

Im Rahmen der Diagnostik und Prognoseabschatzung ist es von hohem Stel-
lenwert, dass eine neurologische Untersuchung durchgeftihrt und der Karnofsky
Index (KPS) festgelegt wird. Der Karnofsky Index quantifiziert das allgemeine
Befinden des Patienten und die Einschrédnkungen bei Aktivitdten des alltagli-
chen Lebens; er reicht von 100 (keine Einschrankung) bis 0 (Tod).® Somit lasst
sich der der Ausgangszustand der Patienten standardisiert beurteilen und Ver-

anderungen im Verlauf erkennen.

Als weitere Diagnostik erfolgt ein Computertomogramm (CT) oder ein
Magnetresonanztomogramm (MRT) mit oder ohne Kontrastmittel, wobei der
Goldstandart ein Kontrastmittel-MRT mit Gadolinium als Kontrastmittel ist. Das
Glioblastom zeigt sich im T1l-gewichteten MRT-Bild als eine im Zentrum
hypointens erscheinende, im Randbereich kontrastmittelanreichernde, hyper-
intense intrakranielle Raumforderung mit perifokaler Odembildung. Die hypo-
intense Struktur entspricht dem nekrotischen Bereich des Tumors und die

hyperintense Lasion dem aktiven Teil des Tumors. Im T2-gewichteten MRT-Bild

10



1 Einleitung 1.2 Pathologie des Glioblastoma multiforme

identifiziert man das Gliom gegenuber dem angrenzenden Hirngewebe als eine
signalreiche (hyperintense), unregelmaf3ig begrenzte Raumforderung. Das
Gliom ist gegen das perifokale Odem in der Regel etwas signalarmer
(hypointenser). Signalinhomogenitaten innerhalb des Tumors, die sowohl in den
T1- als auch in den T2-gewichteten Sequenzen nachweislich zu finden sind,

entsprechen nekrotischen, verkalkten oder eingebluteten Tumoranteilen.™®

Zusétzliche neuroradiologische Bildgebung besteht aus der MR-Spektroskopie,
der diffusionsgewichteten = MRT, der Perfusions-MRT und der
Positronenemissionstomographie (PET), um unter anderem eine Raumforde-
rung differenzialdiagnostisch und prognostisch abzuschéatzen und ein spéateres
Therapieansprechen zu beurteilen.*

Weiterhin kann zur differentialdiagnostischen Abklarung eine Liquor cerebro-
spinalis-Punktion erfolgen, um einen entzundlichen Prozess auszuschliel3en,
und ein Elektroenzephalogramm (EEG) geschrieben werden, um die Krampfbe-
reitschaft festzustellen. Die Pravention und Fruherkennung besitzen bei Glio-
men keine erwadhnenswerte Bedeutung. Nur Klinische Verdachtssymptome

kénnen einen Hinweis auf eine solche intrakranielle Raumforderung geben.*?

1.2 Pathologie des Glioblastoma multiforme

In der WHO Kilassifikation ist das Glioblastom als ein Grad IV Astrozytom mit
einem raschen, infiltrativen Wachstum gekennzeichnet. Histologisch fallt es da-
durch auf, dass eine hohe Zelldichte, viele atypische Mitosen, Tumornekrosen
sowie eine oft ausgepragte Anaplasie und Gefal3proliferation vorliegen. Bei ei-
nem Glioblastom im Speziellen erkennt man makroskopisch ein typisches ,bun-
tes” Bild mit Blutungen, Nekrosen und weil3lich grauen Tumorgewebe. Es
wachst oft diffus—infiltrativ und breitet sich schnell entlang von Myelinbahnen
aus. Histologisch finden sich die Merkmale eines WHO Grad IV Tumors. Dem
entsprechend ist polymorphes (bis hin zu mehrkernigen Riesenzellen), zellrei-

ches Tumorgewebe auf fibrillaren Untergrund mit vielen Mitosen zu finden. Au-
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1 Einleitung 1.3 Therapie des Glioblastoma multiforme

Rerdem weist das Glioblastom strichférmige oder flachenhafte Nekrosen auf,
die von den Tumorzellkernen radiar umzingelt werden (Palisadenanordnung der
Kerne). Charakteristisch fur diesen Hirntumor sind auch Gefal3proliferationen,

vor allem im Bereich des Infiltrationsareals (siehe Abbildung 1 und 2).:

Abbildung 1: GBM (HE, 40 x VergroBerung).

Abbildung 2: GBM (HE, 400 x VergroBerung).

In der Ubersichtsaufnahme zeigt sich ein dichtzelliger . . ) )
hirneigener Tumor mit zahlreichen GefaRen. In der héheren VergroRerung zeigen sich pleomorphe
Tumorzellen, die auf einer fibrilldren Matrix liegen.

AuRerdem sind mehrere Mitosefiguren erkennbar.

1.3 Therapie des Glioblastoma multiforme

Trotz vieler verschiedener Therapieansatze haben Glioblastome immer noch
eine sehr schlechte Prognose, wobei hier noch zwischen priméren und sekun-
daren Glioblastomen unterschieden werden muss (s.u.). Die Standardtherapie
bei (priméaren) Glioblastomen setzt sich zusammen aus einer Kombination be-
stehend aus der Resektion des Tumorgewebes (partiell oder radiologisch voll-
standig), einer adjuvanten Strahlenbehandlung des Tumorbereichs und einer
Chemotherapie (lokal oder systemisch). Prinzipiell ist das Therapieregime bei
primaren Glioblastomen standardisiert, hingegen bei sekundéaren Glioblastomen
viele verschiedene Faktoren bei der Therapieentscheidung eine Rolle spielen,
unter anderem die Art der Vorbehandlung der unterschiedlichen Tumorentita-

12 7ur zeitlichen Ubersicht der Therapieoptionen ist Abbildung 3 dargestellt.
Der Methylierungsstatus des Promoters fir die Methylguanin-DNA-

Methyltransferase (MGMT), bestimmt routinemafgig in einer molekularpathologi-

12



1 Einleitung 1.3 Therapie des Glioblastoma multiforme

schen Untersuchung, ist ein wichtiges Kriterium flir die Therapieplanung/ -
prognose, da in vorausgegangenen Studien gezeigt werden konnte, dass Pati-
enten mit einem hypermethylierten MGMT-Promoter ein besseres Ansprechen
auf eine Chemotherapie (mit Temozolomid) und somit ein gesteigertes Uberle-
ben haben.’*** In einer Analyse aus dem Jahr 2012 konnten zwei bestimmte
Regionen in dem Promoterabschnitt des MGMT-Gens (cgl1243587 und
cgl12981137) gefunden werden, die vor allem wichtig bei der Abschaltung des
Gens und der Vorhersage eines moglichen Outcomes beziiglich des Uberle-
bens sind. Herausgefunden wurden diese Informationen mithilfe einer Analyse
der 450K-Methylom Datenbank (HumanMethylation 450) und Vergleich mit
Glioblastomgewebe.'® Das Alter des Patienten, der préoperative Karnofsky In-
dex, das Resektionsausmal und die Promotor-Methylierung fir eine Vorhersa-
ge des Ansprechens der Temozolomid-Therapie sind wichtige prognostische

Faktoren.'’

TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ TMZ
XRT 305 2Gv 200mg/m? 200mg'm? 200mg/m? 200mg/m? 200mg/m? 200mg'm?
op prongll I I I i L |
TMZ 75menr «—>
4 Wochen

0o 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42

Zeit (in Wochen)

Abbildung 3: Zeitliche Ubersicht der Standardtherapiemafinahmen.

Zunachst erfolgt eine OP (Komplettresektion, Teilresektion, Biopsie). Mit 3 wdchigem Abstand beginnt die
kombinierte Radiochemotherapie tber 6 Wochen. Die Chemotherapie erfolgt mit Temozolomid (TMZ) mit einer
taglichen Dosis von 75 mg/m? und die Strahlentherapie (XRT) mit einer Fraktionierung in 30 Sitzungen a 2 Gy
(Gesamtdosis 60 Gy). Nach 4 Wochen Pause werden 6 Zyklen mit Temozolomid fortgesetzt. Ein Zyklus be-
steht aus einer in den ersten 5 Tagen erfolgenden Gabe von Temozolomid mit einer Dosis von 150-200 mg/m?
und er dauert 4 Wochen. Eine supportive Therapie (Antiemetika, Antikonvulsiva, Antikoagulantien, antiédema-
tdse Medikamente) erfolgt bei Bedarf.

1.3.1 Préoperative Behandlung

Vor einer Operation zur Therapie einer peritumoralen Hirnschwellung kann die
Gabe von antiodemattsen Medikamenten indiziert sein. Es wird zunachst ver-
sucht, das Hirnédem mit Glukokortikoiden (Dexamethason) zu behandeln; sie
konnen bei einem deutlichen Hirnédem durch die unterstitzende Gabe von
Osmodiuretika wie Mannitol begleitet werden. Aul3erdem wird versucht, die oft

auftretenden Krampfanfalle Gber eine antikonvulsive Therapie (mit zum Beispiel
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1 Einleitung 1.3 Therapie des Glioblastoma multiforme

Valproinsaure, Benzodiapezine oder Levetiracetam) zu kontrollieren und die
Therapie postoperativ fortzusetzen. Die Schmerztherapie orientiert sich am
WHO- Stufenschema.*

1.3.2 Operative Therapie

Der operative Eingriff ist bei Gliomen meistens diagnostischer und therapeuti-
scher Natur. Bei der Resektion wird unterschieden zwischen einer partiellen
und einer radiologisch vollstandigen Resektion, bei der meistens noch ein klei-
ner MR-tomographisch sichtbarer Tumorrest im Gehirn verbleibt. Vorausgegan-
gene Studien deuten darauf hin, dass die Uberlebensrate steigt, je mehr Tu-
morgewebe entfernt werden kann.'® Ziele der Operationen sollten die Verkleine-
rung der Tumormasse, eine Hirndruckentlastung, die Wiederherstellung der
Liguorzirkulation und die Wiederherstellung der neurologischen Funktion bei
Schonung von mdglichst viel vitalem Hirngewebe und der Vermeidung von
neuen neurologischen Ausféllen sein.*? Damit neurochirurgisch der groRte Teil
des Tumors, idealerweise der komplette Tumor, reseziert werden kann, gibt es
die Mdglichkeit, das Tumorgewebe mit einem speziellen, in der Neurochirurgie
eingesetzten Mikroskop sichtbar zu machen. Der Tumor wird im Mikroskop farb-
lich sichtbar, weil er in der Regel 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) in das fluoreszie-
rende Protoporphyrin IX umbaut und anreichert. Um das Tumorgewebe sichtbar
zu machen und vom gesunden Hirnparenchym abgrenzen zu kdnnen, nehmen
Patienten eine flussige Losung mit 5-ALA (20 mg 5-ALA/ kg Koérpergewicht)
praoperativ circa drei bis vier Stunden vor der Einleitung der Narkose zu sich.
Intraoperativ wird der fluoreszierende Farbstoff mit blauviolettem Licht in einem
neurochirurgischen Mikroskop sichtbar gemacht und leuchtet rot. So kdnnen
selbst nach der Resektion mdglicherweise zurtckgebliebene Tumorreste er-

kannt werden.'®?°

Um ohne Resektion den Tumor anhand der Histologie zu klassifizieren, besteht
die Moglichkeit, lediglich eine Biopsie durchzufiihren. Diese Methode dient aus-
schliel3lich diagnostischen Zwecken und wird nur in Erwdgung gezogen, wenn
der Tumor ungunstig lokalisiert ist, sich multifokal ausgebreitet hat oder es sich
um altere Patienten in schlechtem Allgemeinzustand handelt. Bei einigen ope-
rativen Verfahren werden MRTs unterstlitzend in der Neuronavigation intraope-
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1 Einleitung 1.3 Therapie des Glioblastoma multiforme

rativ eingesetzt.?! Postoperativ innerhalb der ersten 72 Stunden sollte zur Ab-
klarung und zur Dokumentation des operativen Resektionsausmalfies ein MRT

Bild mit und ohne Kontrastmittel erfolgen (siehe oben).*

1.3.3 Strahlentherapie

Prinzipiell gibt es zwei Méglichkeiten, eine Strahlentherapie durchzufiihren- die
Ganzhirn- und Teilhirnbestrahlung. Die Ganzhirnbestrahlung ist weitgehend
obsolet geworden, da gleich gute Ergebnisse bei der Teilhirnbestrahlung erzielt
werden, die eine geringere Strahlenbelastung und Komplikationsrate fur Patien-
ten mit sich bringt. Fur die Teilhirnbestrahlung wird als erstes durch Schnittbild-
diagnostik pré- und postoperativ das Zielvolumen festgelegt, welches in der
Regel das Tumorbett und einen 0,5-2 cm breiten Sicherheitssaum umfasst.
Wichtig bei der Durchfihrung und Planung der Strahlentherapie ist die immer
gleichbleibende und exakte Lagerung des Patienten. AnschlieBend wird ein
dreidimensionaler Bestrahlungsplan erstellt mit Hilfe eines Bestrahlungspla-
nungs-Computertomogramms in Therapielagerung und eine CT-gestitzte
Adaptation der Verteilung der Isodosen an das Tumorvolumen.? Das Stan-
dardschema bei der Bestrahlung der Tumorregion besteht aus einer Bestrah-
lung mit einer totalen Dosis von circa 60 Gy, aufgeteilt in mehrere Fraktionen
von circa 2 Gy, uber einen Zeitraum von sechs Wochen. Gewdhnlich wird circa
drei Wochen nach der Operation mit der Strahlentherapie begonnen.?? Obwohl
bekannt ist, dass Gliome nur eine geringe bis mafige Strahlenempfindlichkeit
besitzen, gehdrt die Bestrahlung trotzdem zu der lebensverlangernden Stan-
dardtherapie. Die lokale Kontrolle des Tumorwachstums steht dabei im Vorder-
grund. Nebenwirkungen der Strahlentherapie hangen unter anderem von der
Fraktionierung, der GrolRe des Bestrahlungsfelds und Gewebeempfindlichkeit
ab.*?

1.3.4 Chemotherapie

Die Chemotherapie kann entweder lokal in Form eines Carmustin oder Gliadel®
(BCNU) Mikroplattchens, welches intraoperativ direkt in den Tumor eingebracht

wird, oder systemisch in Form von dem Chemotherapeutikum Temozolomid
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(TMZ, Temodal®) durchgefiihrt werden. Bei unzureichendem Ansprechen auf
die Temozolomidtherapie werden Chemotherapeutika zweiter Wahl (second
line), wie zum Beispiel Bevacizumab, die Kombination ACNU/ VM26 oder
ACNU/ VP16 oder CeCeNU, verwendet. Goldstandard in der Chemotherapie
bei primaren Glioblastomen ist die systemische Gabe von Temozolomid.

Bei Temozolomid handelt es sich um ein alkylierendes Zytostatikum, welches
die Zellteilung durch Alkylierung der DNA wahrend der DNA Replikation hemmit.
Der wichtigste zytotoxische Effekt ist die Alkylierung des 0°-Guanins, welche zu
5 % vorkommt, zu einem DNA- Doppelstrangbruch und so schlussendlich zum
Zelltod fuhrt. In der Regel demethyliert die MGMT diese methylierte Base (Gua-
nin) und repariert somit diesen Schaden. Eine hohe Aktivitat der MGMT ist auch
der Grund fir eine potentiell schlechtere Wirksamkeit einer Temozolomid-
therapie. Die MGMT ubertragt die Methylgruppe vom Guanin auf einen enzym-
eigenen Cystein-Rest, wodurch die MGMT dann inaktiviert ist und neue MGMT

fur eine neue DNA Reparatur erstellt werden muss.

Wenn das methylierte Guanin nicht durch die MGMT entfernt wird, entsteht im
nachsten DNA-Replikationzyklus eine Fehlpaarung von Methylguanin mit
Thymin anstelle des richtigen Cytosins. Um solche Basenfehlpaarungen kim-
mert sich das Basenfehlpaarungsreparatursystem (MMR) und korrigiert diese
dadurch, dass es Teile des neu synthetisierten DNA-Strangs einschliel3lich des
Thymins gegeniiber von dem methylierten 0¢-Guanin entfernt, wodurch eine
Licke in der DNA entsteht. Diese Liucke wird durch Neusynthese aufgefullt. Das
Methylguanin besteht im kodierenden Strang fort und eine Thyminbase wird
eingesetzt. Dadurch beginnt der Reparaturvorgang wieder von neuem, da es,
wie zu Beginn, zu einer Fehlpaarung der Base Thymin mit dem Methylguanin
kommt. Es entstehen langfristig Liicken in der DNA, weil diese Reparatur immer
wieder von vorn beginnt. Aus diesen Lucken wiederum entstehen in der folgen-
den Replikationsphase der Mitose Doppelstrangbriiche, welche zum Zelltod
durch Apoptose, dem programmierten Zelltod, oder zur Autophagozytose der
Zelle fuhren (siehe Abbildung 4). Wenn das MMR bei einer Zelle defekt ist,

kann Temozolomid nicht wirken und es tritt ein schlechterer therapeutischer
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Effekt auf. Demnach ist es also essentiell, dass eine hohe MMR- und niedrige
MGMT- Aktivitat der Zelle vorliegen, um die bestmogliche Wirkung von

Temozolomid zu erzielen.

@E % o Langfn'sﬁge
/ 0%-Methylguanin :> of ; I:>£ E % DNA-Licken

H,oN

2Zelltod
5= Zelliheriahen

Guanin
Abbildung 4: Zelluldre Antwort auf 0°-Methylguanin-Schéden.

3 H
0°%-Methylguanin

0°%-Methylguanin kann entweder durch die MGMT repariert werden oder es entsteht in der folgenden Repli-
kation eine Fehlpaarung von 0°-Methylguanin mit Thymin anstelle von Cytosin. Durch frustrane Fehlpaa-
rungs-Reparatur (MMR) entstehen langfristig Liicken in der DNA. Dadurch kommt es zu Doppelstrangbrii-
chen und die Apoptose wird induziert.

Ein ganz wichtiger Aspekt bei der Anwendung von Chemotherapeutika ist die
Abwagung zwischen mdglicher Nebenwirkung und therapeutischer Wirkung. Zu
den Nebenwirkungen bei Temozolomid zéhlen vor allem die Myelosuppression,
Blutbildveranderungen wie Lymphopenie, Thrombozytopenie, Leukopenie und
Neutropenie, eine aplastische Anamie, Myelodysplasie (MDS), akute
myeloische Leukamie (AML), opportunistische Infektionen mit zum Beispiel dem
Erreger Pneumocystis jirovecii, Ubelkeit, Erbrechen, Alopezie, Obstipation und

Abgeschlagenheit.?*?*

Die Temozolomidtherapie als Standard fur primare Glioblastome gibt es seit
2005. Das Medikament wird nach dem sog. Stupp- Protokoll verabreicht: Dabei
erfolgt eine zyklische Gabe des Chemotherapeutikums, in der der Zyklus sechs
Mal durchlaufen wird. Verabreicht werden 75 mg/m2? Koérperoberflache pro Tag
fur 7 Tage die Woche uber den gesamten Zeitraum der Bestrahlung. Es folgen
4 Wochen Pause, nach der dann folgend Temozolomid in einer Dosis von 150-

200 mg/mz Korperoberflache fur 5 Tage alle 28 Tage gegeben wird. Die Kombi-
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nation von Strahlentherapie und Temozolomidtherapie verbessert das Uberle-
ben der Patienten deutlich im Vergleich zur alleinigen Strahlenbehandlung (mitt-

leres Uberleben bei TMZ plus Bestrahlung um 2,5 Monate verlangert).*’
1.3.5 Supportive Therapie

Zur Reduktion des Hirndrucks durch das meist auftretende Hirnddem werden
dieselben antiddematdsen Malinahmen ergriffen wie in der préaoperativen The-
rapie (s.0.). Dazu werden hoch dosierte Glukokortikoide und gegebenenfalls
Osmotherapeutika wie zum Beispiel Mannitol eingesetzt. Bekannt ist, dass
Glioblastompatienten einem hoheren Thromboembolierisiko unterliegen. Aus
diesem Grund muss genau auf eine Antikoagulation geachtet werden, welche in
den meisten Fallen mit niedermolekularem Heparin durchgefuhrt wird. Aul3er-
dem werden diese Patienten weiter mit Antikonvulsiva zur Epilepsieprophylaxe
behandelt, auBer wenn postoperativ kein Krampfanfall mehr aufgetreten ist. In
diesem Fall wird versucht, die Antikonvulsiva langsam innerhalb von drei Mona-

ten auszuschleichen.*?

1.4 Unterschiede zwischen primaren und sekundéren Glioblastom

Im Jahr 1940 hat Hans-Joachim Scherer erstmalig eine Unterscheidung von

Glioblastomen in primare und sekundare Subtypen vorgenommen.®

Priméare Glioblastome entstehen de-novo, das heil3t sie entstehen mit einer kur-
zen vorrausgehenden Anamnese und ohne vorherigen klinischen oder histolo-
gischen Anhalt fur eine niedriggradige oder anaplastische Ursprungslasion. Die
primaren Glioblastome sind weitaus haufiger als sekundéare Glioblastome (95 %
der Glioblastome) und haben ihren Altersgipfel bei ca. 60 Jahren. Aul3erdem
treten primare Glioblastome haufiger bei ménnlichen Patienten auf; es findet
sich ein medianes Gesamtiiberleben von 4,7 Monaten.?®

Sekundére Glioblastome (5 % der Glioblastome) hingegen entwickeln sich
schrittweise aus weniger bodsartigen Astrozytomen (diffuses oder anaplasti-
sches Astrozytom (WHO Grad 1I/111)) oder aus Oligodendrogliomen (WHO Grad
[I/I). Diese Art von Glioblastomen tritt vermehrt bei jingeren Patienten mit ei-
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nem Durchschnittsalter von 45 Jahren und bei Frauen auf. Patienten mit einem
sekundaren Glioblastom haben ein besseres medianes Gesamtuberleben als
primare Glioblastompatienten, da deren Uberlebensprognose bei 7,8 Monaten
liegt.*® Des Weiteren existieren einige molekularpathologische Unterschiede
zwischen priméren und sekundaren Glioblastomen, die im Folgenden darge-
stellt werden (siehe Abbildung 5).*°

Bei primaren Glioblastomen finden sich eine Uberexpression beziehungsweise
Amplifikation des EGF- Rezeptors (Epidermal Growth Factor) auf Chromosom 7
und ein Verlust der Heterozygotie (Loss Of Heterozygosity) auf dem langen Arm
des Chromosoms 10 (Chromosom 10q).?° Der Begriff LOH wird meist verwandt,
um den Verlust beziehungsweise die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
zu bezeichnen. AuRerdem kommen eine Deletion des PTEN-Gens
(Phosphatase and Tensin homolog) 2’ und des p16 Gens vor %2. Die Haufigkei-
ten der Mutationen unterscheiden sich bei primaren und sekundaren
Glioblastomen. Meistens kommen bei primaren Glioblastomen eine LOH 10q
(70 % der Falle), eine EGFR Amplifikation (36 %), eine p16 Deletion (31 %),
eine p53 Mutation (28 %) oder PTEN Mutationen (25 %) vor.?

Bei sekundaren Glioblastomen finden sich eine Uberexpression des PDGF Re-
zeptors (Platelet Derived Growth Factor) °, der Verlust des langen Arms des
Chromosoms 10 (LOH 10q), welcher bei dem Ubergang von einem anaplasti-
schen Astrozytom zu einem sekundaren Glioblastom essentiell ist *°, weiterhin
eine IDH1 Punktmutation (Isocitrat Dehydrogenase-1) °, die Methylierung eines
Promotor, die Inaktivierung des p53-Tumorsuppressor- Gens (TP53), eine
MDM2 Uberexpression (murine double minute 2) ?°, eine Deletion des p16

Gens 22 und eine Inaktivierung des Retinoblastom-Protein Gens .

Bei sekundaren Glioblastomen sind sogenannte IDH1 Mutationen (s.u.) ° mit 83
% am héaufigsten, gefolgt von TP 53 Mutation (65 %), LOH 10q (63 %), p16 Mu-
tationen (19 %) 2° und Retinoblastom-Protein Gens Mutationen (43 %) 3. Ob-
wohl die molekularen Unterschiede und die unterschiedlichen Haufigkeiten in

der Auspragung zwischen primaren und sekundaren Glioblastomen existieren,
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ist bislang anhand der Molekularpathologie keine eindeutige Unterscheidung
moglich. Eine sehr eingeschréankte Ausnahme konnte allenfalls hinsichtlich der

IDH1 Mutation bei sekundaren Glioblastomen gemacht werden.®

Astrozytom Grad III Sekundires Glioblastom
— | p53 Mutation (53%) — | IDH 1 Mutation (83%)

P53 Mutation (65%)

LOH 10q (63%)

Rb Protein Mutation (43%)
p16 Deletion (19%)

EGFR Amplifikation (8%)

Astrozytom Grad II
> p53 Mutation (59%)

vy

Astrozyt oder
Vorlidufer-Stammzelle

Primiires Glioblastom
LOH 10q (70%)

EGFR Amplifikation (36%)
p16 Deletion (31%)

P53 Mutation (28%)

PTEN Mutation (25%)

\4

Abbildung 5: Haufigkeiten der molekularpathologischen Unterschiede zwischen primaren und sekundaren
Glioblastomen.

In den letzten 30 Jahren wurden immer mehr molekularpathologisch veranderte
Signalwege gefunden, deren genaue Kenntnis bei der Therapie und Diagnostik
von Gliomen hilfreich sind. Ein sehr wegweisender Fund bei Gliomen stellt eine
Mutation der Isocitrat Dehydrogenase-1 dar, die im Jahr 2008 von Parsons et
al. beschrieben wurde. Zu Grunde liegt eine Punktmutation des IDH1 Gens auf
Chromosom 2g33.> Hier ist Guanin durch Adenin in Nukleotidposition 395
(G395A) ersetzt. Das IDH1 Gen kodiert fur die Isocitrat Dehydrogenase-1.
Durch diese Mutation (G395A) ist meistens bei dem Enzym Arginin (R) gegen
Histidin (H) in Position 132 ausgetauscht. Auf3er diesem Austausch werden der
Austausch von Arginin gegen Glycin (C394G, R132G), Cystein (C394T, R132C)
oder Serin (C394A, R132S) beschrieben, welche aber sehr selten vorkommen
(siehe Abbildung 6).3%® Sofern nicht anderweitig beschrieben, wird in dieser
Arbeit auf die IDH1_R132H Bezug genommen.
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Abbildung 6: Haufigkeiten der IDH1 Mutationen.
Daten aus %

Im Vergleich zu priméren Glioblastomen findet sich diese IDH1 Mutation fast
ausschlieBlich bei sekundéren Glioblastomen.***° Aus diesem Grund kann die
Mutation des IDH1 Proteins immunhistochemisch als potentielles Unterschei-
dungsmerkmal zwischen primaren und sekundéaren Glioblastomen dienen. Der
Nachweis wird gefuhrt, indem man mutiertes IDH1_R132H-Protein auf fixierten
Gehirntumorschnitten mit einem speziellen Antikdrper detektiert. Schon diffuse
Astrozytome (WHO Grad Il, 83 % mutiertes IDH1 R132H), anaplastische
Astrozytome (WHO Grad Ill, 81 %) und anaplastische Oligodendrogliome
(WHO Grad III, 88 %) weisen eine hohe Rate an mutiertem IDH1 Protein auf,
was darauf schlieen lasst, dass eine IDH1 Mutation sich sehr frih in der
Gliomentstehung etabliert und sich fortfihrend in den weiteren Gliomentitaten
prasentiert. Das legte die Vermutung nahe, dass eine IDH1 Mutation als diag-
nostischer Marker fiir sekundare Glioblastome dienen kénnte.** Die Sensitivitét
der IDH1_R132H Farbung betragt bei der Unterscheidung zwischen priméar und
sekundar entstanden Gliomen 71 % bei einer Spezifitat von 96 %.%°
Menigeome, Schwannome und Ependymome lassen sich gewdhnlich nicht mit
dem Antikérper anfarben und somit besteht kein Nachweis eines mutierten
IDH1 Proteins. Des Weiteren wurden IDH1 Mutationen bei akuten myeloischen
Leukamien (AML), zentralen oder periostalen Knorpeltumoren, Kolorektal- und
Prostatakarzinomen und den Enchondromatosen Maffucci und Ollier Syndrom

gefunden.®®
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Die IDH1 Mutation fuhrt sowohl zu einem loss of function, als auch zu einem
gain of function. Die IDH1_R132H-Mutation beeintrachtigt die tblicherweise
erfolgende oxidative Carboxylierung von Isocitrat in a-Ketoglutarat unter
NADP+ Verbrauch (NADPH entsteht) des Citrat- Zyklus im Cytosol, welcher als
Stoffwechselweg bei aeroben Organismen fir die Energiegewinnung genutzt
wird. Das entstehende NADPH ist unter anderem wichtig fur die Zelle fur den
Schutz vor oxidativem Stress. Stattdessen erfolgt eine direkte Reduktion von a-
Ketoglutarat in 2-Hydroxyglutarat, was dadurch vermehrt anfallt. Das 2-
Hydroxyglutarat wiederum inhibiert die Prolylhydroxylase, was dann unter ande-
rem den HIF 1 a (Hypoxie induzierten Faktor 1 a) aktiviert. Normalerweise wiir-
de die Prolylhydroxylase aktiviert und damit dann HIF 1 o stabilisiert.*” HIF 1 a
aktiviert seinerseits unter anderem den Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) fiir die Angiogenese (siehe Abbildung 7).** Das vermehrt gebildete 2-
Hydroxyglutarat sorgt fur eine kompetitive Inhibierung von a-Ketoglutarat ab-
hangigen Dioxygenasen, wodurch es zu einer verminderten Demethylierung
von hypermethylierten Bereichen auf der DNA und Histonen kommt. Methylierte
Bereiche der DNA und methylierte Histone, welche als ,Verpackungsproteine®
die DNA in ihrer kondensierten Form zusammenhalten, sorgen fur eine schlech-
tere Transkription bei der DNA Replikation, was zu einer Deregulation der Gen-

expression filhren wiirde.®

Eine weitere Hypothese fir die Beteiligung der IDH1 Mutation in der
Gliomentstehung ist das erhohte Auftreten von oxidativen DNA- Schaden. Vor
allem das menschliche Gehirn ist sehr anfallig gegeniber oxidativem Stress,
der verursacht wird durch radikale Sauerstoffpartikel aufgrund des hohen Sau-
erstoffverbrauchs des Gehirns. Ein Mechanismus, der das Gehirn vor diesen
radikalen Sauerstoffteilchen schitzt, ist die Oxidation von Gluthation als Haupt-
antioxidans des Hirns. Gluthation benétigt dann fir die eigene Regeneration,
nachdem radikale Sauerstoffpartikel abgefangen wurden, NADPH, um das ent-
standene Glutathiondisulfit wieder zu Gluthation zu reduzieren. Da das mutierte
IDH1 Protein unter NADPH- Verbrauch a-Ketoglutarat direkt zu 2-
Hydroxyglutarat reduziert, fehlt dieses NADPH dem Antioxidans Glutathion, um
sich selbst wieder zu regenerieren. So kann oxidativer Stress das Gehirn schéa-
digen.®
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Abbildung 7: IDH1 (R132H) Mutation.

Bei fehlerfreier IDH1 Genfunktion (schwarze Pfeile) erfolgt eine oxidative Carboxylierung von Isocitrat in a-
Ketoglutarat unter NADP+ Verbrauch. a-Ketoglutarat aktiviert die Prolyl Hydroxylase, welche dadurch HIF 1 a
stabilisiert und unter anderem die Tumorangiogenese hemmt. Eine IDH1_R132H-Mutation (weilBe Pfeile) beein-
trachtigt diese Carboxylierung und stattdessen erfolgt eine direkte Reduktion von a-Ketoglutarat in 2-
Hydroxyglutarat. 2-Hydroxyglutarat wiederum inhibiert die Prolyl Hydroxylase, was dann unter anderem den HIF
1 a aktiviert. HIF 1 a aktiviert seinerseits unter anderem den VEGF fiir die Angiogenese.

Zusatzlich sind auch IDH2 Mutationen bei Gliomen gefunden wurden. Diese
Mutation liegt auf Chromosom 15026, ist aber viel seltener zu finden als eine
IDH1 Mutation. Bei IDH2 Mutation kommt es meistens zu einem Austausch der
Aminosaure Arginin an Position 172. In Stoffwechselwegen in Mitochondrien ist

die IDH2 eingebunden und wirkt dort am Citrat-Zyklus mit, analog zur IDH1.3% 3

Seit Ende 2009 gibt es die Mdglichkeit, die Expression von mutiertem IDH1
(R132H) Protein sichtbar zu machen und so unter dem Mikroskop zu betrach-
ten.® Dieses mutierte Protein in dem Tumorgewebe wird durch einen priméaren
Antikorper (in diesem Fall anti-IDH1-Antikorper) markiert und von einem
biotinylierten Sekundarantikérper (in diesem Fall Polylink Sekundarantikorper)
erkannt. Eine Meerrettich-Peroxidase (HRP), welche an Streptavidin gekoppelt
ist, wird anschlieRend dazugegeben und das Streptavidin bindet seinerseits an
das Biotin.*> Zum Schluss wird eine chromatogene DAB- Lésung dazugegeben,
welche durch die Peroxidase, die nun Uber zwei Antikbrper an ein mutiertes
IDH1 (R132H) Protein gebunden ist, umgesetzt wird und sich als eine braune
Farbung um die Mutation herumzeigt. Diese Farbung kommt dadurch zustande,
dass das DAB, welches als Elektronendonor fungiert, zusammen mit Wasser-

stoffperoxid, das zu Beginn der Gewebebehandlung dazu gegeben wurde, mit
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der Peroxidase reagieren und so die braune Farbreaktion (plus Wasser) verur-
sachen (siehe Abbildung 8).*®

é Primirantikérper *

@— —@ Biotinylierter
Sekundirantiké rper

®
W Stepuvidin ‘
@® Biotin l {
' Peroxidase *
IDH1 Mutation A * *
Brauner Farbstoff

/ \

Abbildung 8: Immunhistochemische IDH1 Farbung nach (Strept-)Avidin-Biotin-Complex- (ABC) Metho-
de mit DAB.

Ein unkonjugierter Primarantikrper bindet an eine IDH1 Mutation (Epitop). Dieser Primérantikérper wird an-
schlieBend von einem biotinyliertem Sekundarantikérper gebunden. An das Biotin des zweiten Antikdrpers
bindet Streptavidin, welches seinerseits wieder tber Biotin mit der Meerrettichperoxidase (HRP) verbunden ist.
Diese Peroxidase ruft bei Zugabe von DAB eine braune Farbreaktion um die Mutation hervor (positiver IDH1
Status).

Eine Gegenfarbung mit Hamalaun schlie3t den Prozess der IDH1-Farbung ab,
um die Kerne der IDH1-negativen Zellen in Blau zu farben, damit diese besser
von den IDH1 mutierten Zellen (braun) abgegrenzt werden kénnen (siehe Ab-
bildung 9).

Gewdhnlich wird die gesamte immunhistochemische Farbung mit einer Maschi-
ne durchgefuihrt und anschlieRend unter dem Mikroskop betrachtet. Das hat
den Vorteil einer erhéhten Reproduzierbarkeit und erspart viel Zeit in der Anfer-

tigung der immunhistochemischen Farbungen.

24



1 Einleitung 1.4 Unterschiede zwischen primaren und sekundaren Glioblastom

e
R L

Abbildung 9: GBM (Immunhistochemie fiir mutiertes IDH1 (R132H), 4 x und 40 x Vergr6Rerung).

ke 1850

Tumorzellen, die mutiertes IDH1 (R132H) Protein exprimieren, stellen sich braun gefarbt dar. Nicht mutierte
Zellen, wie z.B. Endothelzellen der GefaBproliferate, stellen sich negativ in dieser Reaktion dar.

Eine Methylierung eines Promotors, einem Genbereich zur Steuerung der Gen-
funktion, bei der Proteinbiosynthese oder der DNA- Synthese hat zur Folge,
dass die nach dem Promotor folgende Gensequenz nicht abgelesen werden
kann. Es wird somit inaktiviert und ist funktionslos. Von diesen Methylierungen
sind meist die Gene von pl4, pl6, Rb, MGMT und dem Metalloprotease-
Inhibitor 3 (TIMP-3 Gen) betroffen. Die Promotermethylierung als eine Art von
Mutation beziehungsweise Modifikation kann haufiger bei sekundaren

Glioblastomen als bei primaren beobachtet werden.?
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Zu sekundaren Glioblastomen gibt es immer noch wenige Informationen, vor
allem keine etablierte Standardtherapie. Die Prognose ist bei dieser Art von

Hirntumor schlecht.

Ziel dieser retrospektiven Arbeit ist es, das Outcome von Patienten mit einem
sekundaren Glioblastom zu beschreiben und prognostische Faktoren in Bezug
auf das Gesamtuberleben zu identifizieren, um auf den jeweiligen Einzelfall be-
zogen, die bestmoglichste Therapie anzubieten und den Patienten eine valide

Prognose zum Krankheitsverlauf liefern zu konnen.

Dazu sollte, wenn mdglich, eine Risikostratifizierung aus den patientenspezifi-
schen Daten erarbeitet werden. Die Grundlage der Untersuchung bildeten die in
der internen Datenbank des Universitatsklinikums Frankfurt am Main gespei-
cherten Daten von Patienten mit der Diagnose eines histologisch gesicherten
WHO Grad Il oder Grad lll Tumors und daraus entstandenen sekundaren

Glioblastoms, sowie die Auswertungen der entsprechenden Patientenakten.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patienten

Die Diagnose ,sekundéres Glioblastom* beruht auf der histologischen Feststel-
lung eines Glioblastoms (WHO Grad IV) und einer aus der Vorgeschichte des
Patienten bekannten, histologisch gesicherten niedriggradigen diffusen (WHO
Grad Il) oder anaplastischen (WHO Grad IllI) Astrozytom-, Oligodendrogliom-

oder Oligoastrozytomlasion.

Das Patientenkollektiv umfasste Patienten, bei denen in einem Zeitraum von
1999 bis 2012 an der Klink fir Neurochirurgie des Universitatsklinikum der Jo-
hann Wolfgang Goethe- Universitat, Frankfurt am Main ein sekundares
Glioblastom neu diagnostiziert worden war. Der Zeitraum bezog sich auf das
Datum der Diagnosestellung des Glioblastoms durch die histologische Untersu-
chung des Resektats oder des Gewebes, das durch eine Biopsie gewonnen
wurde. Alle Daten, die in dieser Arbeit erhoben wurden, stammten aus den
Krankenakten der Patienten und aus entsprechenden Arztbriefen, dokumentiert

in der internen Datenbank des Universitatsklinikums.

Die klinische Diagnose basierte auf MRT Bildern und der histologischen Unter-
suchung. Als Gesamtiiberlebenszeit galt die Zeit zwischen dem Datum der Di-
agnosestellung des sekundaren Glioblastoms und dem Todesdatum bezie-
hungsweise dem Datum des letzten nachgewiesenen Uberlebens. Das Todes-
datum wurde durch eine Anfrage bei den Einwohnermeldeamtern der Orte, in
denen die Patienten zuletzt wohnhaft waren, ermittelt (Stand 29.01.2015). Wa-
ren die Patienten zu dem Zeitpunkt der Anfrage noch am Leben, so wurde die-

ses Datum als letztes nachgewiesenes Uberleben gewertet.

Alle histologischen Befunde von Glioblastomen waren durch das Neurologische
Institut (Edinger Institut) des Klinikums der Johann-Wolfgang Goethe Universitat
Frankfurt am Main (Leitung: Prof. Dr. K.-H. Plate) erstellt und entsprechend der

aktuellen WHO Klassifikation von Tumoren des Zentralen Nervensystems beur-
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teilt worden. Die Hirnschnitte wurden im H.E. Praparat betrachtet. Gewonnen
wurden die Proben nach Resektion bzw. nach Biopsie, je nach klinischer Indika-
tion. Um eine Aussage Uber den IDH1 Status des Tumorgewebes zu treffen,
wurde eine IDH1 Farbung des Gewebes (siehe unten) durch das Neurologische

Institut durchgefuhrt.

Die Lokalisationen, die nicht einer reinen frontalen, temporalen, parietalen oder
okzipitalen Lage entsprachen, sind in der Auswertung als ,Andere” klassifiziert.
Bei manchen Patienten bestanden Tumormanifestationen zeitgleich in ver-

schiedenen Arealen, was als Multifokalitat bezeichnet wird.

Das Resektionsausmald wurde durch Facharzte des Instituts fir Neuroradiolo-
gie, mittels Vergleich der pra- und frih postoperativen MR-Bilder, beurteilt. Eine
Totalresektion bedeutete, dass kernspintomographisch kein Nachweis von Tu-
morgewebe im frih-postoperativen, d.h. innerhalb von 72 h post operationem
angefertigten MR-Bild bestand; von einer teilweisen Resektion wurde bei einem
nachweisbaren Tumorrest gesprochen. Eine Re-Bestrahlung war definiert als
eine Bestrahlung von sowohl der Ursprungslasion als auch des Glioblastoms.
Die Ethikkommission der Johann Wolfgang Goethe- Universitat hat die Durch-
fuhrung dieser Arbeit genehmigt (Projekt Nr.: SNO_06-13).

2.2 IDH1 _R132H Immunhistochemie

Die Resektate wurden zunachst fur die Fixierung in Blocke der Gro3e 2 cm? auf
4 mm Dicke zugeschnitten. Durch eine 10 prozentige neutralgepufferte Formal-
dehydlésung erfolgte die Fixierung. Die optimale Fixierungszeit betrug 6-12
Stunden. Nach dieser Zeit wurde die Gewebefixierung durch Paraffin ersetzt,
indem eine Serie von Inkubationen erst in einer aufsteigenden Alkoholreihe (2x
70 %, 2x 96 % und 1x 100 %) fur jeweils 5 Minuten pro Alkoholkonzentration,
anschlieend in Xylol und abschlieRend in Wachs durchgefiihrt wurde. Nachfol-
gend wurden die fixierten Gewebebldcke in Wasser gebadet und sehr feine
Wachsschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf positiv geladene Objekttra-

ger aufgetragen und bei 40 °C fir 10 Minuten erhitzt. Durchgefiihrt wurden die
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Arbeitsschritte von einer/einem Laborangestellten des Neurologischen Instituts
(Edinger- Institut) Frankfurt am Main.

Bevor die immunhistochemische Farbung beginnen konnte, musste das Wachs
wieder komplett entfernt (entparaffiniert) werden. Die Entparaffinierung beinhal-
tete zweimalige Xylolbader fir jeweils 10 Minuten und einem abschliel3enden
absteigenden Alkoholbad mit den Alkoholkonzentrationen 100 %, 2x 96 % und
2x 70 % fur jeweils 5 Minuten zur Re-Hydrierung des Gewebes. Mit destilliertem
Wasser wurde der Objekttrager einmalig abgespult. Danach konnte die Vorbe-
handlung der Objekttrager durch heat-induced epitope retrieval (HIER) begin-
nen. Zuvor sind die zwei bendtigten Pufferldosungen angesetzt worden, namlich
eine Citratpufferlésung und eine phosphatgepufferte Salzlésung (PBS). Fur den
Citratpuffer wurden 1,05 g Citronensaure (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)
mit 500 ml destilliertem Wasser gemischt und auf den pH- Wert 6 mit 2 molarer
Natronlauge (NaOH) titriert. Die PBS bestand aus 100 ml Stock gemischt mit
900 ml destilliertem Wasser und hatte einen pH Wert von 7,4. Mit Hilfe eines fur
20 Minuten vorgeheizten Dampfgarers sind die Objekttrager in der
Citratpufferlosung (als Retrieval-Losung) fur 45 Minuten gekocht worden. Nach
Ablauf der Zeit liel3 man die Objekttrager noch 15 Minuten abkihlen und spulte
sie mit destilliertem Wasser ab. Nun erfolgte die Behandlung mit dem
Peroxidblock fur 15 Minuten bei Raumtemperatur. Diese Blocklésung bestand
aus 190 ml Micropore-Wasser und 10 ml H,0, (Sigma Aldrich, Hamburg,
Deutschland); sie wurde unter dem Abzug angesetzt. Nach dieser Inkubation
wurden die Objekttrager dreimalig mit destilliertem Wasser gespdilt und noch-

mals 5 Minuten bei Raumtemperatur in einer PBS gebadet.

Anschliel3end wurde mit der eigentlichen immunhistochemischen Farbung per
Hand fortgefahren. Fir die Farbung per Hand wurde zunachst eine Feucht-
kammer mit in destilliertem Wasser getrnktem Zellstoff vorbereitet und der
primare Antikoérper anti-IDH1_R132H/clone HO09 (Dianova) auf 1:50 verdinnt.
Das geschah durch Zugabe von Antikdrper Verdinnungspuffer (DCS Innovative
Diagnostik Systeme) zu dem primaren Antikdrper. Auf jeden Objekttrager wur-

den nun 100 ul Primarantikdrper pipettiert und fur 60 Minuten bei Raumtempe-
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ratur in der Feuchtkammer inkubiert. Nach den 60 Minuten wurde der Objekt-
trager dreimalig mit einer PBS mit jeweilig zweiminutiger Inkubation abgewa-
schen und der sekundare Antikdrper appliziert. Dazu wurde ein Tropfen Polylink
Sekundarantikérper (DCS Innovative Diagnostik Systeme), welcher fur 20 Minu-
ten bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer auf dem Objekttréager verblieb,
auf diesen gegeben. Nun wurden nochmals die Objekttrager dreimalig mit einer
PBS und zweiminutiger Inkubation pro Schnitt abgewaschen und mit einem
Tropfen Peroxidase Label (HRP) (DCS Innovative Diagnostik Systeme) fur 20
Minuten bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert. Nachfolgend wur-
den die Objekttrager noch dreimal mit PBS fur 2 Minuten bei Raumtemperatur
gesptlt und die DAB-Chromogen-L6ésung (ein Tropfen DAB-Chromogen Kon-
zentrat pro Milliliter DAB-Substrat Puffer von DCS Innovative Diagnostik Syste-
me) darauf gegeben. Die DAB Losung verblieb fur 5 Minuten bei Raumtempera-
tur auf den Objekttragern in der Feuchtkammer und wurde dann mit destillier-
tem Wasser gewaschen. Die DAB Losung wurde zuvor aber noch tber einem
Becher mit Natriumhypochlorid abgekippt und gesondert entsorgt. Als nachstes
wurde, um die Kerne sichtbar zu machen, mit Hamalaun nach Meyer (Merck,
Darmstadt, Deutschland) fur 3 Minuten bei Raumtemperatur gegengeféarbt und
mit Leitungswasser abgewaschen. AbschlieRend wurden die Objekttrager in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 90 %, 100 %) und einem Xylolbad ge-
schwenkt und eingedeckt mit Enthylan. Jetzt sah man sich die Objekttrager un-
ter dem Mikroskop bei 40 facher Vergrof3erung an und detektierte eine IDH1
Mutation durch eine braune Farbung der Zellen, was als ein positives Ergebnis

festgehalten wurde (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: GBM (Immunhistochemie mutiertes IDH1 (R132H) Protein, 4 x und 40 x Vergr6Rerung).

Tumorzellen, die mutiertes IDH1 (R132H) Protein exprimieren, stellen sich braun gefarbt dar.
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Alternativ zu dem oben beschriebenen manuellen Verfahren kann die gesamte
immunhistochemische Farbung mit der Maschine Ventana Discovery XT
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) durchgefiihrt und dann nur noch
unter dem Mikroskop betrachtet werden. Die Maschine Ubernimmt die
Entparaffinierung und das HIER mit den dazugehdrigen Inkubationsszeiten. Der
primare Antikorper anti-IDH1_R132H/clone H09 (Dianova, Hamburg, Deutsch-
land) wird manuell auf den Objekttrager gegeben und die Maschine fuhrt die
Zugabe des sekundaren Antikorpers Polylink Sekundarantikorper (DCS Innova-
tive Diagnostik Systeme, Hamburg, Deutschland) und das Peroxidase Label
(DCS Innovative Diagnostik Systeme) automatisch durch. Zum Schluss wird die
Gegenfarbung mit Hamalaun durch die Maschine eingeleitet. Die ist das Verfah-
ren, welches in der klinischen Routine Anwendung findet, und mit der die Utber-
wiegende Mehrheit der dieser Arbeit zugrunde liegenden Tumorproben bearbei-

tet wurden.

2.3 Statistik

Um die verschiedenen Eigenschaften der Patienten miteinander vergleichen zu
kénnen, wurden Mittelwerte, Mediane und Spannweiten (Ranges) berechnet.
Quantitative Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. 95 %
Konfidenzintervalle (KIs) wurden nach der logarithmischen Transformation be-
rechnet. Der Kaplan-Meier Schatzer diente zur Berechnung und graphischen
Aufzeichnung von Uberlebensraten. Bei den Variablen Alter und KPS wurden
jeweils der Median bestimmt und somit die Untersuchungsgruppen aufgeteilt.
Um einen univariaten Vergleich zwischen den Uberlebensraten verschiedener
Gruppen herzustellen wurde der log-rank-Test durchgeftihrt. Des Weiteren wur-
den der Fisher’s exact-Test und der Mann-Whitney-U-Test verwendet, um Un-
terschiede zwischen Gruppen auf statistische Signifikanz zu untersuchen.

Irrtumswabhrscheinlichkeiten von p < 0,05 sind als signifikant angesehen wor-

31



2 Patienten und Methoden 2.4 Versuch der Risikostratifizierung

den. Als statistischer Trend wurden Irrtumswahrscheinlichkeiten von 0,05 < p <
0,15 bezeichnet.

Um prognostische Faktoren zu identifizieren, die sich auf die Uberlebensrate
der Patienten auswirkten, ist die multivariate Cox-Regression angewandt wor-
den. Auch hier galt ein Signifikanzniveau von p < 0,05. Variablen mit einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von p < 0,1 in der univariaten Analyse sind in das
Modell einbezogen worden. Diese Cox-Regressionsanalyse wurde mit dem Ab-
bau bei p < 0,1 durchgefuhrt. Diese multivariate Analyse verglich die p-Werte
der verschiedenen Einflussfaktoren und eliminierte den Einflussfaktor mit dem

hdchsten p-Wert.

Es wurden die Statistikprogramme ,Bias fur Windows", Version 10.06 (epsilon
Verlag, Darmstadt) und ,R" Version 3.1.1 (R Foundation for Statistical Compu-

ting, Wien) verwendet.

2.4 Versuch der Risikostratifizierung

Um drei Risikogruppen anhand von Einflussfaktoren zu ermitteln, sind die vier
Einflussfaktoren mit den niedrigsten p-Werten in der univariaten
Signifikanzanalyse im log-rank-Test ohne Berlcksichtigung des therapeuti-
schen Einflusses herausgesucht und in verschiedenen Konstellationen in Form
eines Baumdiagramms Uber eine backwards-stepwise Regression zusammen-
gestellt worden. Im Verlauf sind Risikogruppe 1 und Risikogruppe 2 zur ,guten
Prognose® Gruppe zusammengefasst und mit dem Gesamtuberleben der Risi-
kogruppe 3 (,schlechten Prognose“ Gruppe) verglichen worden. Die Verknip-
fung der Einflussfaktoren erfolgte mit dem Ziel, diese so zueinander in Bezie-
hung zu setzen, dass die hochste Uberlebensrate in den einzelnen Konstellati-
onen ermittelt werden konnte. Welche Faktoren in welcher Konstellation zuei-
nander in Beziehung gesetzt wurden, ergab sich durch gedankliches Experi-
mentieren. Das Statistikprogramm ,R* wurde flr die Ermittlung von Risikogrup-

pen einbezogen, um eine rekursive Partitionsanalyse durchzufuhren.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten

Es wurden insgesamt 45 erwachsene Patienten mit einem histologisch gesi-
cherten, neu aufgetretenen sekundarem Glioblastom identifiziert, davon 29 Per-
sonen mannlich und 16 weiblich, bei einem medianen Alter von 41 Jahren.

In die Datenauswertung wurden alle 45 Patienten einbezogen; kein Patient
wurde im Beobachtungszeitraum (Median 445 Tage; Intervall 60-2568) verlo-
ren. Von den 45 Patienten waren bis zum 29.01.2015 noch 4 Patienten am Le-

ben; die Ubrigen 41 Patienten waren verstorben.

Bei 37 Patienten wurde als Priméartumor ein Astrozytom und bei 8 Patienten ein
Oligoastrozytom/ -dendrogliom diagnostiziert bzw. 17 Patienten hatten ein low
grade Gliom und 28 Patienten einen WHO Grad Il Tumor als Ursprungslasion.
Das mediane Zeitintervall zwischen der Diagnose der Ursprungslasion und dem
sekundarem Glioblastom betrug 159 Wochen und das mediane Gesamtiiberle-
ben 445 Tage. Eine IDH1 Mutation konnte bei 59 % der Patienten im sekunda-
ren Glioblastom nachgewiesen werden; bei 4 Patienten war kein Tumorgewebe
mehr fur die Bestimmung des IDH1 Status vorhanden. Das sekundare
Glioblastom von 14 Patienten wurde nach radiologischen Kriterien komplett re-
seziert wahrend 31 Patienten nur subtotal reseziert oder biopsiert (5 Falle, 11,1

%) wurden.

3.1.1 Nachweis der IDH1

Bei 24 Patienten (58,5 %) wurde in der IDH1 Farbung eine Mutation des IDH1
(R132H) Proteins im sekundaren Glioblastom festgestellt. Bei 17 Patienten
konnte kein mutiertes IDH1 (R132H) Protein nachgewiesen werden. Nur bei 4
Patienten konnte ein IDH1 Status nicht erhoben werden, da keine Gewebepro-

ben, weder des Glioblastoms noch der initialen L&asion, mehr vorlagen.
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3 Ergebnisse

3.1.1.1 IDH1 Mutation und Alter

3.1 Patienten

Bei 2 von 3 unter oder gleich 29-jahrigen Patienten konnte eine IDH1 Mutation

gefunden werden. Von 18 der 30 bis 39-jahrigen Patienten zeigten 12 Patienten

eine IDH1 Mutation. In der Gruppe der 40 bis 49-jahrigen Patienten fand man

bei 6 von 10 Patienten eine IDH1 Mutation. 4 von 11 Patienten in der Gruppe

der 50 bis 59-jahrigen wiesen eine IDH1 Mutation. Keine IDH1 Mutation konnte

bei 3 der Uber 60-jahrigen Patienten nachgewiesen werden. Aus der Grafik in

Abbildung 11 wird deutlich, dass jingere Patienten (< 40 Jahre) haufiger eine

IDH1 Mutation besalRen.

Altersverteilung der IDH 1 Mutation

100

30-39 40-49 50-59
Alter (in Jahren)

3.1.1.2 IDH1 Mutation und Geschlecht

In der Geschlechterverteilung konnte
kein signifikanter Unterschied in der
Pravalenz einer IDH1 Mutation gefun-
den werden (p = 0,6, Fisher's exact
test). Bei den Frauen wurden bei 73 %
(11 von 15 Frauen) eine IDH1 (R132H)
Mutation festgestellt. Das waren circa
23 % mehr als in der Gruppe der Méan-
ner (50 %), vergleiche Abbildung 12.
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Abbildung 11: Altersver-
teilung des mutierten
IDH1 (R132H) Proteins.

Bei 66,6 % der unter oder
gleich 29-jahrigen konnte
eine IDH1 (R132) Mutation
festgestellt werden.

Geschlechterverteilung IDH 1 Mutation

m IDH 1 wildtyp
M IDH 1 mutant

Mannlich

Weiblich

Abbildung 12: Geschlechterverteilung IDH1
(R132H) Mutation.



3 Ergebnisse 3.1 Patienten

3.1.1.3 IDH1 Mutation und KPS

15 Patienten (48 %) mit einem KPS  Prioperativer KPS Verteilung IDH 1 Mutation

von groBer/ gleich 70 hatten nach- ™

90% -
80%
70%
60%

(R132H) Protein wahrend im Ver- ,

gleich dazu bei 16 Patienten (52 %) s |

keine IDH1 (R132H) Mutation nach- 1% -

0% +

weisbar war. Bei einem KPS von klei- 0 2080 f 90-100

weislich eine Mutation im [IDH1

- mIDH 1 wildtyp
M IDH 1 mutant

ner 70 waren bei 80 % der Patienten Abbildung 13: Préoperativer KPS Verteilung IDH1

(8 von 10) eine IDH1 (R132H) Mutati- Mutation

on nachweisbar. Der Unterschied war nicht statistisch signifikant (p = 0,4, Fis-
her’'s exact test). In Abbildung 13 sind die Ergebnisse graphisch zusammenge-

fasst.

3.1.1.4 IDH1 Mutation und Lokalisation des Glioblastoms

sich der Nachweis einer IDH1 Mutati-

Bei Frontallappen-Glioblastomen fand Lokalisationsverteilung IDH 1 Mutation
on bei 8 Patienten (53 %). Auffallig
war, dass bei Temporallappenlokalisa-

tion 80 % der Patienten eine IDH1 ' ‘ I ‘
&Q&Q ©

(R132H) Mutation hatten, im Gegen- P G

2
&

& 3 <

Abbildung 14: Lokalisationsverteilung IDH1 (R132H)
teiligung (siehe Abbildung 14). Mutation.

m IDH 1 wildtyp
B IDH 1 mutant

satz zu Patienten mit Frontallappenbe-

3.1.1.5 IDH1 Mutation und Zeitraum zwischen Ursprungsléasion und Glioblastom

Mit zunehmendem Zeitraum zwischen der urspriinglichen Tumorlasion und dem
Auftreten des Glioblastoms nimmt die H&aufigkeit der IDH1 Mutationen bis zur
260. Woche zu (siehe Abbildung 15). Prozentual stieg die Zahl der IDH1 Muta-
tion von rund 7 % in der Gruppe des ersten Jahres, auf tber 50 % im zweiten

und 67 % im dritten Jahr. Sie erreichte 100 % im vierten und fiinften Jahr, was
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3 Ergebnisse 3.1 Patienten

den HO6hepunkt der mutierten
IDH1 (R132H) Proteine bildete.

Die Pravalenz der IDH1 Mutation

Zeitraum Verteilung IDH 1 Mutation
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reduzierte sich nach dem finften 7%

60% s
Jahr wieder, wobei man beachten  so% —

40% -
muss, dass der langste, dokumen-  zox -

20% -

tierte Zeitraum 1393 Wochen (ca. .o

- mIDH 1 wildtyp
m IDH 1 mutant

0% -

27 Jahre) betrug. 052 53104 105156 157208 209260 >261
Zeit (in Wochen)

Abbildung 15: Zeitraum Verteilung IDH1 Mutation.
3.1.2 Ursprungslasion

Bei 16 Patienten konnte ein WHO Grad Il Astrozytom, bei 21 Patienten ein
WHO Grad Il Astrozytom, bei einem Patienten ein WHO Grad Il
Oligodendrogliom, bei 6 Patienten ein WHO Grad Ill Oligoastrozytom (Misch-
gliom) und bei einem weiteren Patienten ein WHO Grad Il Gangliogliom als Ur-

sprungsléasion festgestellt werden (siehe Abbildung 16).

Ursprungslasionen

X
a ® 36%
[
— 30

20

13%
10
2% 2%
0 T T T T 1
\ \ S O O
@b @b (bb & (bb
© 9 © o 9
& Q & N &
& <0 N ) ©
0’\7\ ’\7\ Q 0% ’\fA o
N &© N © °
) X X
v v X 3 &
G & O
o ¥

Abbildung 16: Ursprungslasionen.

Diese niedriggradigen und anaplastischen Lasionen wurden in unterschiedli-
chen Kombinationen behandelt; es finden sich Mdglichkeiten aus einer Resekti-
on, Chemotherapie und Bestrahlung. Der mediane Zeitraum zwischen der Ur-

sprungslasion und der sekundaren Glioblastomdiagnose betrug ca. 1112 Tage.
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3 Ergebnisse 3.1 Patienten

3.1.3 Alter

Die Patienten hatten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein Alter von 25 bis
64 Jahren. Das durchschnittliche Alter der Patienten bei Diagnosestellung be-
trug 43,0 £ 10,8 Jahre. Das mediane Alter betrug 41 Jahre (Range: 25-64). Es
bestand ein Altersgipfel in der dritten Lebensdekade (siehe Abbildungen 17 und
18).

Altersverteilung aller Patienten
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Abbildung 17: Altersverteilung aller Patienten.

Altersverteilung bei sekundarem Glioblastom
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Abbildung 18: Altersverteilung bei sekundéarem Glioblastom.
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3 Ergebnisse 3.1 Patienten

3.1.4 Lokalisation

Bei der Lokalisation der Glioblastome konnte ein leichtes Uberwiegen der Tu-
morlokalisation auf der linken Seite (25 Falle, 56 %) gegenuber der rechten
Hemisphare (20 Falle, 44 %) festgestellt werden.

Die anatomische Lokalisation setzte sich wie folgt zusammen: 33 % im Frontal-
lappen, 24 % im Temporallappen, 4 % im Parietallappen, 2 % im Occipitallap-
pen, 9 % im frontotemporalen Ubergang, 7 % im frontoparietalen Ubergang, 4
% im trigonalen Bereich, 4 % im temporoparietalen Ubergang, 2 % im zentralen
Bereich, 2 % im frontotemporoparietal Ubergang, 2 % im frontozentralen Be-
reich, 2 % im temporooccipitalen Ubergang und 2 % im parietooccipitalen
Ubergang (siehe Abbildung 19). Eine Multifokalitat, d.h. mehrere Tumorlokalisa-

tionen im Hirn zur selben Zeit, konnte bei 8 Patienten nachgewiesen werden.

Abbildung 19: Lokalisation
der Glioblastome.

33 % im Frontallappen (blau),
24 % im Temporallappen
(griin), 4 % im Parietallappen
(gelb), 2 % im Occipitallappen
(rot), 9 % im frontotemporalen
Ubergang, 7 % im fronto-
parietalen  Ubergang. Die
restlichen Haufigkeiten befin-
den sich im 2-4 % Bereich
und werden aus Ubersichts-
grinden nicht  dargestellt.
Modifiziert nach 44

3.1.5 Karnofsky Index (KPS)

Der Karnofsky Index (KPS), der bezogen auf den Aufnahmebefund der Klini-
schen Untersuchung vor der sekundéaren Glioblastom Operation erhoben wur-
de, reichte bei den Patienten von 30 bis 100, wobei sich die Haufigkeiten wie
folgt verteilten (siehe Abbildung 20): KPS 100 bei 12 Patienten (26 %), KPS 90
bei 10 (22 %), KPS 80 bei 5 (11 %), KPS 70 bei 5 (11 %), KPS 60 bei 5 (11 %),
KPS 50 bei 4 (9 %), KPS 40 bei einem (2 %) und KPS 30 bei einem weiteren
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3 Ergebnisse 3.1 Patienten

Patienten (2 %). Bei 2 Patienten lagen keine Informationen zu dem Aufnahme-
befund beziehungsweise dem KPS vor. Der mediane KPS lag bei 90.

Karnofsky Index

26%
22%
11% 11% 11%
9%
5 I I I I
<50 50 60 70 80 90 100

Karnofsky Index

[y
o

co

o+~

Anzahl Patienten (n)
(o]

N

o

Abbildung 20: Karnofsky Index.

Eine Ubersicht tiber das gesamte Patientenkollektiv zeigt Tabelle 1.
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Tabelle 1: Ubersicht des Patientenkollektivs.

KPS= Praoperativer Karnofsky Index; IDH1=Isocitrat Dehydrogenase-1; TR= Komplettresektion; STR=
Teilresektion; NR= keine Resektion; sGBM= sekundéares Glioblastom; sGBM Zeitraum= Zeitraum zwi-
schen dem Auftreten der Ursprungslésion und dem Glioblastom

Strahlentherapie Keine Strahlentherapie
Einflussfaktor Total Chemo Keine Total Chemo Keine
Zahl (%) Zahl Chemo Zahl | Zahl (%) Zahl Chemo Zahl
Alter bei Diagnose <30 2(8) 2 0 1(5) 1 0
30<Alter<40 11 (46) 11 0 7(33) 6 1
40<Alter<50 5(21) 5 0 5 (24) 5 0
50<Alter<60 5(21) 4 1 6 (29) 6 0
60<Alter 1(4) 1 0 2(9) 2 0
Geschlecht Weiblich 5(21) 5 0 (52) 10 1
Mannlich 19(79) 18 1 (48) 10 0
KPS 30 0(0) 0 0 1(5) 1 0
40 0(0) 0 0 1(5) 1 0
50 1(4) 1 0 3(14) 3 0
60 5(21) 5 0 0(0) 0 0
70 3(13) 3 0 2(9) 1 1
80 1(4) 0 1 4(19) 4 0
90 5(21) 5 0 5 (24) 5 0
100 7(29) 7 0 5 (24) 5 0
k.A. 2(8) 2 0 0(0) 0 0
IDH1 (R132H) Mutiert 15 (63) 15 0 9 (43) 9 0
Mutation
Wildtyp 7(29) 6 1 10 (48) 10 0
k.A. 2(8) 2 0 2(9) 1 1
Lokalisation Frontal 7(29) 6 1 (38) 8 0
Temporal 8 (33) 8 0 3(14) 3 0
Parietal 1(4) 1 0 1(5) 1 0
Andere 8 (33) 8 0 9 (43) 8 1
Resektions- TR 8 (33) 8 0 6 (29) 5 1
ausmaf
STRINR 16 (67) 15 1 15 (71) 15 0
Ursprungslasion Astrozytom 11 (46) 10 1 5(24) 4 1
i
Astrozytom 8 (33) 8 0 13 (62) 13 0
[}
Andere 5(21) 5 0 3(14) 3 0
sGBM Zeitraum <104 9 (37) 8 1 10 (48) 10 0
Wochen
> 104 15 (63) 15 0 11 (52) 10 1
Wochen
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3.2 Therapie

3.2.1 Resektionsausmald

40 Patienten wurden einer partiellen oder totalen Resektion des sekundaren
Glioblastoms an der Klinik fur Neurochirurgie des Klinikums der Johann-
Wolfgang Goethe Universitat Frankfurt am Main unterzogen. Das mediane Alter
dieser operierten Patienten war mit 40 Jahren (Range: 25 - 64) im Vergleich zu
den Patienten, die sich keiner OP unterzogen und biopsiert wurden (n = 5, me-
dianes Alter: 51 Jahre (Range: 34 - 59)), erheblich geringer (p = 0,14, Mann-
Whitney-U-Test).

3.2.2 Radiotherapie

Bei 24 Patienten wurde eine adjuvante Radiotherapie nach der sekundéren
Glioblastom Operation durchgefuihrt, meistens in 2 Gy- Fraktionen und einer
Gesamtdosis von circa 60 Gy. Das mediane Alter dieser bestrahlten Patienten
betrug 40 Jahre (Range: 25-63) und somit waren sie junger als die Patienten,
die keine Radiotherapie erhalten haben (medianes Alter: 43 Jahre (Range: 26 -
64), p < 0,2, Mann-Whitney-U-Test).

9 Patienten erhielten eine Re-Bestrahlung (d.h. Bestrahlung des Ursprungstu-
mors und des sGBMs), 13 Patienten wurden erstmalig nach dem sekundéren
Glioblastom bestrahlt. 21 Patienten wurden nicht nach dem sekundaren
Glioblastom bestrahlt, jedoch nach dem Ursprungstumor. Es gab keinen Patien-
ten, der nicht mindestens einmalig (entweder nach Ursprungstumor oder nach
sGBM) radiotherapiert wurde. Bei 2 Patienten lagen keine Informationen zu ei-

ner Bestrahlung der Ursprungslasion vor (s. Tabelle 7 im Anhang).
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3.2.3 Chemotherapie

Bei allen aul3er zwei Patienten schloss sich nach der sGBM Diagnose eine
Chemotherapie an. 41 Jahre (Range: 25 - 64) betrug das mediane Alter der
sich einer Chemotherapie unterzogenen Patienten. Bei der Chemotherapie des
sekundéaren Glioblastoms handelte es sich in 35 Fallen (77,7 %) um eine
Temozolomid- Therapie. Man muss erwahnen, dass eine TMZ- Chemotherapie
erst seit 2005 verfugbar ist. 2 Patienten bekamen eine Chemotherapie mit
CCNU und VM26, ein Patient eine Chemotherapie mit ACNU und VM26, 2 Pa-
tienten eine Therapie mit ACNU und VP16, ein Patient eine mit ACNU und ein
Patient mit Avastin. Eine Ubersicht der adjuvanten Therapie ist in Abbildung 21

dargestellt.

Bestrahlung Chemg
1 therapie
20

Keine adjuvante Therapie=1
Abbildung 21: Adjuvante Therapie.
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3.3 Uberlebensanalysen nach Kaplan-Meier mit log-rank Test

Die mediane Uberlebenszeit aller Patienten betrug 445 Tage (KI 403; 487). Die
in den Abbildungen 22 bis 40 dargestellten Uberlebenskurven zeigen den Ein-
fluss der nachfolgend aufgelisteten Parameter mit Korrelation zur Gesamtuber-
lebenszeit. In Bezug gesetzt wurden
e eine IDH1 (R132H) Mutation des Tumorgewebes,
e Alter und Geschlecht der Patienten,
e der praoperative Karnofsky Index,
e Verteilung und Lokalisation der Tumoren im Gehirn,
e eine Multifokalitat,
o die Entitat der Ursprungslasion (Astrozytom oder Andere und WHO Grad
Il oder Grad IlI),
e der Zeitraum zwischen der Diagnose des Ursprungstumors und des
Glioblastoms,
e das Resektionsausmal}
¢ und die adjuvante Therapie (Chemotherapie und Bestrahlung).
Eine Ubersicht mit allen Einflussfaktoren, Uberlebenszeiten und p-Werten findet
sich im Anhang in Tabelle 3. Anhand der nachfolgend aufgelisteten Parametern

(Einflussfaktoren) wurde durch uni- und multivariate Analysen beurteilt.
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3.3.1 IDH1 (R132H) Mutation

Patienten mit einer IDH1 Mutation (n = 24) zeigten ein medianes Uberleben von
468 Tagen (95%-KI: 293 - 643), wohingegen Patienten ohne IDH1 Mutation (n
= 17) ein medianes Uberleben von 421 Tagen (95%-KI: 289 - 553) aufwiesen.
Der Unterschied zeigte einen Trend zur statistischen Signifikanz (p = 0,096;
Abbildung 22).

Uberlebt(23) KM-Schatzer IDH1 Mutation
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Abbildung 22: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable IDH1 Mutation.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundérem Glioblastom mit und ohne IDH1 Mutation (R132H). Zensierte Werte sind gekenn-
zeichnet.

1: IDH1 Mutation; 2: Keine IDH1 Mutation

3.3.1.1 IDH1 und Re-Bestrahlung

Bei 7 Patienten, welche mit vorliegender Mutation des IDH1 Gens eine Re-
Bestrahlung erhielten (Gruppe 1), betrug das mediane Gesamtuberleben nach
Diagnosestellung des sGBM 363 Tage (95%-KIl: 335 - 391). 17 Patienten mit
IDH1 Mutation wurden nicht re-bestrahlt und wiesen ein medianes Uberleben
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von 599 Tagen (95%-KI: 422 - 776) auf. Dieser Unterschied war nicht statistisch
signifikant (p = 0,71, log-rank Test, siehe Abbildung 23).

Bei 2 Patienten wurde kein mutiertes IDH1 (R132H) Protein nachgewiesen,
aber es erfolgte eine Re-Bestrahlung (Gruppe 3). In dieser Gruppe betrug das
mediane Uberleben 421 Tage (95%-KI nicht berechenbar, da nur ein Patient
verstorben). 14 Patienten bekamen keine Re-Bestrahlung und hatten keinen
Nachweis eines mutierten IDH1 (R132H) Proteins (Gruppe 4). Bei diesen Pati-
enten betrug die mediane Uberlebenszeit 327 Tage (95%-Kl: 197 - 457), was
statistisch signifikant kirzer war (p < 0,02, log-rank Test, siehe Abbildung 24).
Bei 5 Patienten konnte entweder kein IDH1 (R132H) Status erhoben oder keine
Informationen zu einer Bestrahlung der niedriggradigen oder anaplastischen

Lasion beschafft werden (s. Tabelle 4 im Anhang).

Uberlebtrq) KM-Schiatzer IDH1L mut & Rebestrahlung
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Abbildung 23: Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit der Variable IDH1 Protein mutiert und
Rebestrahlung.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebens-
kurven von Patienten mit sekundarem Glioblastom mit mutiertem IDH1 Protein in Abhéngigkeit von einer
Rebestrahlung. Zensierte Werte sind gekennzeichnet.

1: Rebestrahlung; 2: keine Rebestrahlung
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Abbildung 24: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable IDH1 Protein wildtyp und
Rebestrahlung.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebens-
kurven von Patienten mit sekundarem Glioblastom mit nicht mutiertem IDH1 Protein (wildtyp) in Abhangig-
keit von einer Rebestrahlung. Zensierte Werte sind gekennzeichnet.

3. Rebestrahlung; 4: keine Rebestrahlung

3.3.1.2 Vorbestrahlung der Ursprungslasion

9 Patienten wurden nach der Ursprungslasion und der Glioblastom OP bestrahlt
(Gruppe 1) und das mediane Uberleben betrug 421 Tage (95%-Kl: 252 - 590).

Die 21 Patienten, bei denen der urspringliche Hirntumor bestrahlt, das

Glioblastom jedoch nicht strahlentherapeutisch behandelt wurde (Gruppe 2),
hatten ein medianes Uberleben von 380 Tagen (95%-KI: 275 - 485). Es gab 13
Patienten, welche nur nach der Glioblastom OP bestrahlt wurden (Gruppe 3)
und das mediane Uberleben war mit 759 Tagen (95%-KI: 503 - 1015) hoher als

bei Patienten, die sowohl beim Glioblastom als auch bei dem niedriggradigen

beziehungsweise anaplastischen Hirntumor bestrahlt wurden (Abbildung 25,

Tabelle 7 im Anhang). Bei 2 Patienten gab es keine Informationen, ob eine bzw.

dass keine Bestrahlung der initialen Tumorlasion stattgefunden hat.
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Abbildung 25: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Re-Bestrahlung.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom mit einer Re-Bestrahlung. Zensierte Werte sind gekennzeichnet.

1: Bestrahlung Ursprungslasion und sGBM; 2: Bestrahlung Ursprungslasion und nicht sGBM; 3: Bestrahlung
sGBM und nicht Ursprungslasion

Betrachtet man die vorbestrahlten Patienten gepoolt (Gruppe 1 und 2, n = 30),
so erkennt man, dass das mediane Uberleben dieser Patienten im Vergleich zu
den nicht vorbestrahlten Patienten (Gruppe 3) signifikant (p = 0,017, log rank
Test) geringer ist (380 Tage (95%-KI: 288 - 472) vs. 759 Tage (95%-KI: 503 -
1015) (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Vorbestrahlung Ursprungslasion.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom mit einer Vorbestrahlung des Ursprungstumors. Zensierte Werte sind
gekennzeichnet.

1: Vorbestrahlung Ursprungstumor; 2: Keine Vorbestrahlung Ursprungstumor
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3.3.2 Alter

Patienten junger oder gleich 41 Jahre alt (n = 23) hatten ein medianes Uberle-
ben von 468 Tagen (95%-KI. 432 - 504) und Patienten alter als 41 Jahre (n =
22) ein medianes Uberleben von 421 Tagen (95%-KI: 342 - 500). Der Unter-
schied war statistisch nicht signifikant (p > 0,2; Abbildung 27).
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Abbildung 27: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Alter.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von dem Alter der Patienten mit sekundérem Glioblastom. Zensierte Werte sind gekennzeichnet.
1: =41 Jahre; 2: >41 Jahre
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3.3.3 Geschlecht

Die Uberlebenszeiten bei mannlichen Patienten (n = 29) lag bei 432 Tagen
(95%-KI: 318 - 546) und bei weiblichen Patientinnen (n = 16) bei 459 Tagen
(95%-KI: 367 - 551). Der Unterschied war nicht statistisch signifikant (p > 0,2;
Abbildung 28).

Uberlebt(23) KM-Schatzer Geschlecht
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Abbildung 28: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Geschlecht.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von méannlichen und weiblichen Patienten mit sekundarem Glioblastom. Zensierte Werte sind gekennzeichnet.
1: ménnlich; 2: weiblich
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3 Ergebnisse 3.3 Uberlebensanalysen nach Kaplan-Meier mit log-rank Test

3.3.4 Praoperativer KPS

Bei Patienten mit einem préoperativen KPS von kleiner 90 (n = 21) betrug die
mediane Uberlebenszeit 380 Tage (95%-KI: 156 - 604) und bei Patienten mit
einem KPS von gréf3er oder gleich 90 (n = 22) 432 Tage (95%-KI. 395 - 469).
Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (p > 0,2; Abbildung 29).
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Abbildung 29: Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit der Variable praoperativer KPS.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom mit préaoperativen KPS von grofier/ gleich 90 und kleiner 90. Zensier-
te Werte sind gekennzeichnet.

1: gréRer/ gleich 90; 2: kleiner 90

3.3.5 Lokalisation

Patienten mit einem rechtsseitigen Glioblastom (n = 20) zeigten ein medianes
Uberleben von 432 Tagen (95%-Kl: 397 - 467), im Vergleich dazu Patienten mit
einem linksseitigen Glioblastom (n = 25) eines von 459 Tagen (95%-KI: 281 -
637; p > 0,2; Abbildung 30).

Die mediane Uberlebenszeit bei Patienten mit einem sekundaren Glioblastom
im Frontallappen (n = 15) betrug 472 Tage (95%-KI: 185 - 759) und bei Patien-

ten mit Lokalisation in einem anderen Hirnlappen (n = 30) 425 Tage (95%-KI:
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300 - 550). Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p = 0,031; Abbildung
31).
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Abbildung 30: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Lokalisation Hirnlappen.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom entsprechend der Lokalisation in einem Hirnlappen. Zensierte Werte
sind gekennzeichnet.

1: Frontallappen; 2: alle anderen Hirnlappen (gepoolt)
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Abbildung 31: Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit der Variable Lokalisation Hemispharen.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom entsprechend der Lokalisation in den Hemisphéren. Zensierte Werte
sind gekennzeichnet.

1: Rechts; 2: Links
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3.3.6 Multifokalitat

Beim Vorliegen von mehreren Tumorherden in verschiedenen Hirnlappen (n =
8) ergab sich eine mediane Uberlebenszeit von 432 Tagen (95%-Kl: 0 - 1169)
und bei nur einer Tumorlokalisation (n = 37) ein medianes Uberleben von 445
Tagen (95%-KI: 358 - 532). Dieser Unterschied war nicht statistisch signifikant
(p > 0,2; Abbildung 32).
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Abbildung 32: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Multifokalitit.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundéarem Glioblastom in Bezug auf Multifokalitat. Zensierte Werte sind gekennzeichnet.
1: Multifokalitat; 2: Keine Multifokalitat

3.3.7 Ursprungslasion

Der Einflussfaktor Ursprungslasion wurde nochmal unterteilt in Entitat
(Astrozytom oder Andere) und den WHO Grad (Grad Il oder Grad llI).

Das mediane Uberleben fir Patienten, bei denen das Glioblastom aus einem
Astrozytom entstanden war (n = 37), betrug 445 Tage (95%-KI: 400 - 490). Bei
einer anderen Entitdt, zusammengefasst als ,Andere“ (n = 8), fand sich ein me-
dianes Uberleben von 352 Tagen (95%-KI: 177 - 527) bei fehlender statisti-
schen Signifikanz (p > 0,2; Abbildung 33). Fur Patienten mit einem WHO Grad

Il Tumor als Ursprungslasion (n = 17) ergab sich ein medianes Uberleben von
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472 Tagen (95%-KI: 231 - 713), welches hoher war als das der WHO Grad llI
Tumor Patienten (n = 28, mediane Uberlebenszeit 421 Tage, 95%-Kl: 301 -
541). Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p = 0,05; Abbildung 34).
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Abbildung 33: Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit der Variable Ursprungslasion.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundérem Glioblastom entsprechend der Ursprungslasion. Zensierte Werte sind gekenn-
zeichnet.

1: Astrozytom; 2: Oligodendrogliome, gemischte Gliome
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Abbildung 34: Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit der Variable Ursprungslision WHO Grad.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom entsprechend der Ursprungslasion. Zensierte Werte sind gekenn-
zeichnet.

1: WHO Grad II; 2: WHO Grad Il
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3.3.8 Zeitraum zwischen Ursprungslasion und Glioblastom

Es wurde unterschieden zwischen dem Auftreten des sekundaren Glioblastoms
innerhalb eines Zeitraums groR3er als zwei Jahre bzw. innerhalb von zwei Jah-
ren (104 Wochen) nach Diagnose des Primartumors. In der ersten Gruppe
(sGBM > 104 Wochen, n = 26) betrug das mediane Uberleben 460 Tage (95%-
Kl: 311 - 609), in der zweiten Gruppe (SGBM < 104 Wochen, n = 19) nur 327
Tage (95%-KI: 160 - 493). Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p =
0,011; Abbildung 35).
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Abbildung 35: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Zeitraum zwischen Auftreten des
sGBM und Ursprungslasion.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom mit einem Zeitraum zwischen den Tumoren von kleiner/ gleich 104
Wochen und mehr als 104 Wochen. Zensierte Werte sind gekennzeichnet.

1: gr6Rer 104 Wochen; 2: kleiner/ gleich 104 Wochen
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3.3.9 Resektionsausmali

Die mediane Uberlebenszeit mit dem Einflussfaktor ResektionsausmaR betrug
fur die Gruppe ,Total“ (n = 14) 453 Tage (95%-KI: 367 - 539) und fur die Grup-
pe ,Subtotal/ Biopsie® (n = 31) 432 Tage (95%-KI: 354 - 510); der Unterschied
war statistisch nicht signifikant (p = 0,122; Abbildung 36).
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Abbildung 36: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Resektionsausmag.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundérem Glioblastom mit unterschiedlichem Resektionsausmaf. Zensierte Werte sind
gekennzeichnet

1: Subtotal/ Biopsie; 2: Total

Das medianes Uberleben von Patienten mit nachgewiesener IDH1 (R132H)
Mutation und Komplettresektion (Gruppe 1, n = 6) betrug 599 Tage (95%-KI: O -
1868). Die ubrigen Patienten mit einer IDH1 Mutation (Gruppe 2, n = 18) hatten
ein medianes Uberleben von 460 Tagen (95%-KI: 385; 535). Es bestand hier
ein Trend zur statistischen Signifikanz (p = 0,057). Die Uberlebenszeit betrug
425 Tage (95%-KI: 64 - 786) bei Patienten, bei denen der Tumor komplett rese-
ziert aber keine IDH1 Mutation nachgewiesen wurde (Gruppe 3, n = 6). Bei den
nicht komplett resezierten Patienten ohne Nachweis eines mutierten IDH1
(R132H) Proteins (Gruppe 4, n = 11) wurde ein medianes Uberleben von 380
Tagen (95%-KI: 259 - 501) beobachtet. Dieser Unterschied war statistisch nicht
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signifikant (p > 0,2, siehe Abbildung 37). Eine Ubersicht der verschiedenen Pa-
tientengruppen zeigt Tabelle 5 im Anhang.

Der direkte Vergleich von Gruppe 1 und Gruppe 2 zeigte, wenngleich auch nur
ein statistischer Trend zur Signifikanz vorlag, dass fur die IDH1 mutierten Tu-
moren eine Komplettresektion eine Risikoreduktion von circa 61 % (HR: 0,3901;
95%-KI: 0,1365 - 1,1147) mit sich brachte.
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Abbildung 37: Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit der Variable IDH1 Mutation und Resektionsaus-
maR.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom mit unterschiedlichem Resektionsausmaf und IDH1 Status. Zensier-
te Werte sind gekennzeichnet.

1: IDH1+/Total; 2: IDH1+/Subtotal; 3: IDH1-/Total; 4: IDH1-/Subtotal
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3.3.10 Adjuvante Therapieregimen

Die verschiedenen Therapieregimen bestanden entweder aus einer alleinigen
Bestrahlung (n = 1), einer alleinigen Chemotherapie (n = 20), einer Kombination
aus Chemotherapie und Bestrahlung (n = 23) oder gar keiner adjuvanten The-

rapie (n = 1).

Bei einer alleinigen Chemotherapie ergab sich ein medianes Uberleben von 380
Tagen (95%-KI: 277 - 483) und bei der Kombination aus Chemo- und Strahlen-
therapie ein medianes Uberleben von 611 Tagen (95%-KI: 329 - 893). Der Un-
terschied war statistisch signifikant (p < 0,001, Abbildung 38). Die medianen
Uberlebenszeiten fiir die alleinige Bestrahlung und keiner adjuvanten Therapie
konnten nicht ermittelt werden, da es sich jeweils nur um einen Patienten han-
delte. Der Patient, der lediglich bestrahlt wurde, hatte eine Uberlebenszeit von
304 Tagen. Der Patient, der zunadchst keine adjuvante Therapie erhielt, hat

nach Diagnose des sGBMs 196 Tage Uberlebt.

Patienten, die eine Chemotherapie erhielten (n = 43), hatten ein medianes
Uberleben von 449 Tagen (95%-KI 405 - 493), hingegen Patienten ohne Che-
motherapie ein medianes Uberleben von 196 Tagen (KI nicht berechenbar, da n
= 2) hatten. Dieser Vergleich war statistisch signifikant (p = 0,039; Abbildung
39).

Patienten, die bestrahlt wurden (n = 24), kamen auf ein medianes Uberleben
von 472 Tagen (95%-KI 246 - 698) im Vergleich dazu Patienten ohne Strahlen-
therapie (n = 21) mit einem medianen Uberleben von 380 Tagen (95%-KI 275 -
485). Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p < 0,001; Abbildung 40).
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Abbildung 38: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable adjuvante Therapie.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundérem Glioblastom verschiedenen Therapieregimen. Nur Bestrahlung und keine
adjuvante Therapie wurden hier nicht aufgefiihrt aufgrund der zu kleinen Stichprobenumfange. Zensierte Werte
sind gekennzeichnet.

1: nur Chemotherapie; 2: Chemotherapie und Bestrahlung
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Abbildung 39: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Chemotherapie.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom behandelt mit und ohne Chemotherapie. Zensierte Werte sind ge-
kennzeichnet.

1: Chemotherapie; 2: Keine Chemotherapie
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Abbildung 40: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Bestrahlung.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundarem Glioblastom behandelt mit und ohne Bestrahlung. Zensierte Werte sind gekenn-
zeichnet.

1: Bestrahlung; 2: Keine Bestrahlung

3.4 Univariate Signifikanzanalyse im log rank Test

Zusammenfassend konnten mehrere Faktoren identifiziert werden, welche in
der univariaten Analyse einen Einfluss auf das Uberleben von Patienten mit
sGBM haben kénnten: der IDH1-Status (statistischer Trend), die Lappenlokali-
sation des Glioblastoms, der WHO Grad der Ursprungslasion und der Zeitraum
zwischen Ursprungslasion und Auftreten eines Glioblastoms. Aul3erdem konnte
ein statistisch hoch signifikanter positiver Einfluss einer Kombinationstherapie
bestehend aus einer Chemo- und Radiotherapie gegen einer alleinigen Chemo-
oder Radiotherapie beobachtet werden; Patienten, die mindestens eine
adjuvante Therapieform (Chemo- oder Radiotherapie) erhielten, hatten im Ge-
gensatz zu Patienten, die nicht adjuvant therapiert wurden, signifikant langere

Uberlebenszeiten.

Zusammenfassend sind diese Daten in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Univariate Signifikanzanalyse im log-rank Test.

IDH1= Isocitrat Dehydrogenase-1; Zeitraum= Zeitraum zwischen dem Auftreten der Ursprungslasion und
dem Glioblastom

Einflussfaktor Anzahl | Medianes Uber- | p-Wert
n leben (in Tagen);
Kl
IDH1 (R132H) Mutiert 24 468 0,096
Mutation (293 - 643)
Wildtyp 17 421
(289 - 553)
Lokalisation Frontal 15 472 0,031
(185 - 759)
Andere 30 425
(300 - 550)
Ursprungslasion WHO Grad Il 17 472 0,050
(231-713)
WHO Grad Il 28 421
(301 - 541)
Zeitraum > 104 Wochen 26 460 0,011
(311 - 609)
< 104 Wochen 19 327
(160 - 493)
Adj. Therapie Chemo+ 23 611 <0,001
Bestrahlung (329 - 893)
Nur Chemo 20 380
(277 - 483)
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3.5 Cox Regressionsanalyse

Um den Einfluss der unterschiedlichen patientenspezifischen Faktoren, die vor
Einleitung einer adjuvanten Therapie bekannt sind, auf die Uberlebenszeit zu
ermitteln, sind die vier Einflussfaktoren mit dem Signifikanzniveau von p < 0,1 in
der univariaten Analyse herausgearbeitet und anschlieRend einer Cox-
Regressionsanalyse mit Abbau bei p < 0,1 unterzogen worden. Die untersuch-
ten Einflussfaktoren waren eine IDH1 Mutation, der WHO Grad der Ursprungs-
l&sion, die Tumorlokalisation und der Zeitraum. In der overall- Anpassung der
Cox- Regressionsanalyse wurde ein signifikantes Ergebnis erzielt (p = 0,003).
In Abbildung 41 sind die Faktoren mit ihrem relativen Mortalitatsrisiko und den

entsprechenden Konfidenzintervallen graphisch aufgezeigt.

Relative Hazard (95%-KI)

IDH1 Mutation 0,5354 (0,3288-0,8719)

Ursprungslision _ 0,4936 (0,2502- 0,9749)

0,4799(0,2324 - 0,9908)

Lokalisation

»—\I

0

Abbildung 41: Balkendiagramm Einflussfaktoren Cox-Regression.

In der Analyse mit Abbau wurde als erstes die Variable ,Zeitraum® eliminiert als
Zeitintervall zwischen niedrigradiger oder anaplastischer Tumorlasion. Zum
Schluss blieben die IDH1 Mutation (p = 0,012 (HR: 0,5354; KI: 0,3288 -
0,8719)), der Ursprungstumor (p = 0,047 (HR: 0,4936; KI: 0,2502 - 0,9749)) und
die Lokalisation (p = 0,042 (HR: 0,4799; KI: 0,2324 - 0,9908)) als signifikante

Einflussgréf3en ubrig.

62



3 Ergebnisse 3.6 Versuch der Risikostratifizierung

3.6 Versuch der Risikostratifizierung

Das Baumdiagramm als Ubersicht tiber die verschiedenen Risikogruppen ist in
Abbildung 42 dargestellt. Uber die Berechnung der Hazard Ratios konnte zu-
satzlich eine Mortalitatsrisikoreduktion in manchen Risikogruppen festgestellt
werden. Es muss aber beachtet werden, dass die Vergleiche zwischen den Ri-
sikogruppen und die Bestimmung der Mortalitatsreduktion teilweise nicht signifi-

kant waren.
Zeitraum
>104 Wo_— - <104 Wo
Ursprung Lokalisation
WHO Grad Ii WHOGrad I Frontal N prwere
IDH 1 459 Tage 421 Tage 304 Tage
(R132H)Mut (234; 684) (253; 589) (255; 353)
Positiv | Negativ RG2b RG2c RG3
n=13 n=6 n=13
759 Tage 472 Tage Medianes Uberleben aller
(0;1633) (Kinb) Patienten: 445 Tage
RG1 RG 2a
n=9 n=2

Abbildung 42: Baumdiagramm Risikogruppen.

Konfidenzintervalle in Klammer. KI n.b.=Konfidenzintervall nicht berechenbar; RG= Risikogruppe

Die Konstellation der Einflussfaktoren von Risikogruppe 1 setzte sich aus einem
Zeitraum zwischen Ursprungslasion und Glioblastom von mehr als 104 Wo-
chen, einem WHO Grad Il Ursprungstumor und einer nachgewiesenen IDH1
(R132H) Mutation zusammen. Risikogruppe 2 bestand aus drei Subgruppen
(bezeichnet mit a, b und c). Die Einflussfaktoren fur Risikogruppe 2a waren ein
Zeitintervall von mehr als 104 Wochen, ein WHO Grad Il Ursprungstumor und
kein nachgewiesenes mutiertes IDH1 (R132H) Protein im Tumorgewebe. Risi-

kogruppe 2b beschréankte sich auf einen Zeitraum von mehr als 104 Wochen
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zwischen den Tumorlasionen und einem WHO Grad Ill Ursprungstumor. Risi-
kogruppe 2c etablierte sich aus einem Zeitraum von kleiner/ gleich 104 Wochen
zwischen den Tumoren und einer Frontallappenlokalisation des Glioblastoms.
Risikogruppe 3 setzte sich zusammen aus einem Zeitraum zwischen Ur-
sprungslasion und Glioblastom von weniger als 104 Wochen und keiner Fron-
tallappenlokalisation.

Risikogruppe 1 zeigte das langste Uberleben mit einem medianen Uberleben
von 759 Tagen (95%-KIl: 0 - 1633). In Bezug auf Risikogruppen 2 und 3 (in
Gruppe 2 alle drei Subgruppen zusammengefasst, gepoolt) stellten sich relative
Mortalitatsreduktionen von circa 42 % (p = 0,196; HR: 0,5834; 95%-KI: 0,2478 -
1,3734) und circa 65 % (p = 0,011; HR: 0,3538; 95%-KI: 0,1469 - 0,8521) ein.
Das mediane Uberleben firr Risikogruppe 2a lag bei 472 Tagen (95%-KI: nicht
berechenbar, da nur ein Patient verstorben) und zeigte im Vergleich zu Risiko-
gruppe 3 einen statistischen Trend zur Reduktion des Sterberisikos (p = 0,080;
HR: 0,2062; KI: 0,0328 - 1,2949). Risikogruppe 2b besaR ein medianes Uber-
leben von 459 Tagen (95%-KI: 234 - 684). Gruppe 2b kam auf eine statistisch
signifikante Mortalitdtsreduktion (p = 0,053; HR: 0,4841; 95%-Kl: 0,2247 -
1,0431) im Vergleich zu Risikogruppe 3. Patienten aus Risikogruppe 2c hatten
ein medianes Uberleben von 421 Tagen (95%-Kl: 253 - 589) bei keiner signifi-
kanten Reduktion der Sterberate im Vergleich zu Risikogruppe 3 (p = 0,208;
HR: 0,5576; 95%-KI: 0,2148 - 1,4471). Fur Risikogruppe 2 (gepoolt) stellte sich
ein medianes Gesamtiberleben von 459 Tagen (95%-KI: 425 - 493) ein.
Risikogruppe 3 hatte ein medianes Uberleben von 304 Tagen (95%-KI: 255 -
353).

In der ,,guten Prognose* Gruppe als Zusammenschluss von Risikogruppe 1
und 2 (gepoolt) zeigte sich ein medianes Uberleben von 460 Tagen (95%-KI:
300 - 620) im Vergleich zur ,,schlechten Prognose‘“ Gruppe (Risikogruppe 3)
bei einem medianen Gesamttberleben von 304 Tage (95%-KI: 255 - 353). Die-
ser Unterschied war statistisch signifikant (p = 0,004; Abbildung 43).
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Abbildung 43: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Risikogruppe gepoolt.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundérem Glioblastom der ,guten Prognose® und ,schlechten Prognose” Gruppe. Zensierte
Werte sind gekennzeichnet.

1. ,gute Prognose” Gruppe; 2: ,schlechte Prognose” Gruppe

Fir die Gesamtpopulation war der Einfluss einer chirurgischen Therapie nicht
signifikant. Es wurde nachfolgend untersucht, ob eine chirurgische Behandlung
sich innerhalb der gefundenen Risikogruppen positiv auf das Uberleben der

Patienten auswirkt.

Das mediane Uberleben in der Risikogruppe 1 betrug bei Komplettresektion
2568 Tage (95%-KI: 2568 - 2568). Im Vergleich dazu lag das Uberleben bei
einer inkompletten Resektion/ Biopsie bei 460 Tage (95%-KI: 400 - 520). Es
konnte hier ein sich in der univariaten Analyse als deutlicher Trend darstellen-

der Unterschied festgestellt (p = 0,062) werden.

Das mediane Uberleben in der Risikogruppe 2 (gepoolt) betrug bei Komplettre-
sektion 472 Tage (95%-KI: 329 - 615) im Gegensatz zu 449 Tagen (95%-KI:
343 - 555) bei Teilresektion. Dieser Vergleich war nicht statistisch signifikant (p
> 0,2).

Bei einer kompletten Resektion wurde ein medianes Uberleben von 285 Tagen
(95%-KI: 40 - 530) und bei einer subtotalen Resektion ein Uberleben von 304
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Tagen (95%-KI: 267 - 341) in Risikogruppe 3 erreicht. Der Vergleich war nicht
statistisch signifikant (p > 0,2, siehe Tabelle 6 im Anhang).

Eine Komplettresektion verbesserte das Gesamtiberleben auf 599 Tage (95%-
KI: 0 - 1761) in der ,guten Prognose® Gruppe (Zusammenschluss von Risiko-
gruppe 1 und Risikogruppe 2) von 449 Tagen (95%-KI: 404 - 494) bei subtotaler
Resektion oder Biopsie. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p = 0,02;
Abbildung 44). Es stellte sich eine Risikoreduktion bei Komplettresektion von
circa 65 % (HR: 0,3548; 95%-KI: 0,1396 - 0,9020) ein.

Uberlebtiys) KM-Schatzer gute Prognose Resektion
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Abbildung 44: Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit der Variable Risikogruppe gute Prognose Resek-
tionsausmaR.

Die Uberlebensraten wurden nach der Methode Kaplan-Meier berechnet. Die Grafik zeigt die Uberlebenskurven
von Patienten mit sekundérem Glioblastom in der ,guten Prognose* Gruppe bei unterschiedlichem Resektions-
ausmalR. Zensierte Werte sind gekennzeichnet.

1: Komplettresektion; 2: Teilresektion/ Biopsie

66



4 Diskussion

4 Diskussion

Es existieren bislang wenig valide Daten zum Outcome von Patienten mit se-
kundaren Glioblastomen. In der Literatur wird das mediane Uberleben von Pati-
enten mit primarem Glioblastom mit 15 Monaten beschrieben, wohingegen se-
kundare Glioblastompatienten eine langere mediane Uberlebenszeit von bis zu
31 Monaten hatten (p = 0,003).2 Auch in Bezug auf das mittlere Alter der Pati-
enten unterscheiden sich primére und sekundare Glioblastome. Bei primaren
Glioblastompatienten liegt das mittlere Alter bei 62 Jahren. Patienten mit se-

kundaren Glioblastomen sind i.d.R. jinger.?®

Das mediane Uberleben der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten
betrug 468 Tage, was ca. 15,6 Monaten entspricht, und somit kirzer war als
erwartet. Das mittlere Alter der Patienten dieses Kollektivs war mit 45 Jahren
hingegen erwartet niedriger als das von Patienten mit primaren Glioblastomen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Uberraschen insofern, als dass die un-
tersuchten Patienten in der Regel junger waren, als es Patienten mit primaren
Glioblastomen ublicherweise sind, und bei priméren Glioblastomen jingeres
Alter ein positiver prognostischer Faktor ist. Im untersuchten Kollektiv war die
Uberlebenszeit nach Diagnosestellung eines sekundaren Glioblastoms aber nur
geringfugig besser als es nach der Literatur zu erwarten gewesen ware. Zhang
et al. beschrieben fur Patienten mit Glioblastom und IDH1 Mutation (n = 16) ein
medianes Uberleben von 24,4 Monaten (entspricht ca. 732 Tagen) und fir Pati-
enten ohne Nachweis einer IDH1 Mutation (n = 78) ein signifikant kiirzeres me-
dianes Uberleben von 13,5 Monaten (entspricht ca. 405 Tage). Das mediane
Alter dieses Patientenkollektivs betrug 25 Jahre (Range: 17 — 35) bei einem

medianen Gesamtiiberleben von 14,7 Monaten (ca. 441 Tage).*®

In der univariaten Analyse der prognostischen Faktoren zeigte sich, dass der
Zeitraum zwischen Ursprungslasion und dem malignen Progress zu einem se-
kundaren Glioblastom einen wesentlichen Einfluss zu haben scheint. Ursachlich
dafur kdnnte sein, dass einerseits die Entitat der Ursprungslasion oder anderer-
seits der Nachweis einer IDH1 Mutation zu einem grof3en Zeitintervall zum ma-

lignen Fortschritt gefiihrt haben. Aus der Gruppe der 26 Patienten, bei denen
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ein Zeitraum von mehr als 104 Wochen zwischen Erstdiagnose und Transfor-
mation zum sGBM lag, konnte bei 20 Patienten (76,9 %) ein mutiertes IDH1
Protein nachgewiesen werden. Die Quote lag mit 4 von 19 (21 %) bei den Pati-
enten, deren sGBM fruher auftrat, deutlich niedriger. AuRerdem waren bei 15
von 19 Patienten, bei denen ein Zeitraum von weniger als 104 Wochen zwi-
schen Ursprungslasion und Glioblastom lagen, inital ein WHO Grad Ill Tumor
nachgewiesen worden. Diese beiden Variablen (IDH1 und WHO Grad) haben in

der univariaten Testung fur ein langeres Uberleben gesprochen.

Der WHO Grad der Ursprungslasion und die Lokalisation des Glioblastoms
konnten auch in der univariaten Analyse als signifikante Einflussfaktoren darge-
legt werden. Patienten mit einem WHO Grad Il Ursprungstumor oder einer
Frontallappenlokalisation hatten ein besseres Uberleben als Patienten mit ei-
nem WHO Grad Il Tumor oder einer anderen Hirnlappenbeteiligung. Die Fron-
tallappenlokalisation kénnte unter anderem wegen der weniger lebenswichtigen
Funktion des Frontalhirns mit einem besseren Uberleben in Verbindung ge-
bracht werden. Zu diesen Frontalhirnfunktionen gehdren u.a. die Steuerung von
Verhalten, das Arbeitsgedéachtnis, Sozialverhalten, Sprache, motorische Funkti-

onen und die Aufmerksamkeitssteuerung.*®

Weiterhin war zu beobachten, dass Patienten, die eine kombinierte Radioche-
motherapie erhielten, ein besseres Gesamtuberleben zeigten, als Patienten, die
sich nur einer der beiden Therapieformen unterzogen. Eine Ursache daflr
konnte sein, dass aufgrund der Malignitat des Glioblastoms und damit der ho-
hen Zellteilungsrate und hoherer Aggressivitat ein besseres Ansprechen auf die
adjuvante Kombinationstherapie gewahrleistet werden konnte und damit eine
Steigerung des Uberlebens. Dafiir sprechen auch die Zahlen der Ursprungsla-
sionen dieser Arbeit, welche mehrheitlich aus WHO Grad Ill Tumoren mit einem

maligneren Verhalten stammen.

In der multivariaten Analyse konnte zudem festgestellt werden, dass eine Muta-
tion des IDH1 (R132H) Proteins in statistisch signifikanter Weise mit einem ge-
steigerten Gesamtiiberleben vergesellschaftet war. Des Weiteren konnten zu-

vor univariat signifikante Einflussfaktoren in der multivariaten Analyse bestétigt
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werden. Dazu zahlen ein langeres Gesamtiberleben von Patienten mit einem
WHO Grad Il Ursprungstumor und einer Frontallappenlokalisation des

Glioblastoms.

Dieser positive Effekt einer IDH1 Mutation auf die Dauer zur malignen Trans-
formation und das Gesamtiiberleben der Patienten unterstreicht die Bedeut-
samkeit dieser vor wenigen Jahren erstmalig beschriebenen genetischen Ver-
anderung von Gliomen.”> Der Grofteil der klinisch klassifizierten priméren
Glioblastome (de novo) weist keine IDH1 Mutation auf (< 5 %), weswegen eine
fuhrende Meinung davon ausgeht, dass eine nachgewiesene IDH1 Mutation

eine molekulare Signatur fur sekundére Glioblastome darstellt.

Uber die Frage nach dem Grund fir die verbesserte Uberlebensrate von Patien-
ten mit mutiertem IDH1 (R132H) Protein lassen sich verschiedene Thesen auf-
stellen. Das gesteigerte Gesamtiiberleben bei Patienten mit einem mutierten
IDH1 (R132H) Protein konnte daher ruhren, dass diese Patienten mdglicher-
weise eine hohere Sensibilitat fur eine Chemotherapie mit Temozolomid auf-
weisen. Diese Annahme grindet darauf, dass das Chemotherapeutikum fir
eine Methylierung von DNA % und eine IDH1 Mutation fiir eine verminderte
Demethylierung von hypermethylierten Bereichen der DNA sorgen. Das durch
die IDH1 Mutation vermehrt gebildete 2-Hydroxyglutarat sorgt flr eine kompeti-
tive Inhibierung von a-Ketoglutarat abhangigen Dioxygenasen, wodurch es zu
einer verminderten Demethylierung von hypermethylierten Bereichen auf der
DNA und Histonen kommt.* Es ist auRerdem bekannt, dass Temozolomid eine
bessere Wirksamkeit zeigt, wenn eine niedrige Aktivitdt der MGMT nachweisbar
ist. Aus diesem Grinden konnten sich eine IDH1 Mutation und die
Temozolomidtherapie synergetisch auf die Unterbindung des Tumorwachstums
auswirken, da in beiden Fallen vermehrt methylierte DNA entsteht. In diesem
Zusammenhang koénnte dann von einem pradiktiven Wert einer nachgewiese-
nen IDH1 Mutation gesprochen werden, weil so eine bessere Wirksamkeit der
Chemotherapie vorhergesagt werden kann.*® Die beste Konstellation fiir eine
effektive Chemotherapie mit Temozolomid wird dementsprechend eine IDH1
Mutation und eine verminderte MGMT Aktivitat sein.

69



4 Diskussion

Im untersuchten Patientenkollektiv wurde eine IDH1 Mutation in circa 58,5 %
der Patienten gefunden. Demgegenuber wird in der Literatur eine Mutationsfre-
quenz in sekundaren Glioblastomen von circa 83 % beschrieben. Eine Antwort
darauf konnte sein, dass sich schon keine Mutation in der urspringlichen Lasi-
on nachweisen liel3 und es somit auch zu keinem Nachweis einer solchen Mu-
tation in dem sekundaren Glioblastom kommen konnte. Nicht jede, aber doch
ein relativ hoher Prozentsatz niedriggradiger Astrozytom- oder Oligoastrozytom-
bzw. Oligodendrogliomlasionen ist positiv flr eine IDH1 Mutation. Bei diffusen
Astrozytomen (WHO Grad IlI) liegt die Mutationsrate bei 74 %, bei anaplasti-
schen Astrozytomen (WHO Grad Ill) bei 59 %, bei anaplastischen
Oligoastrozytomen (WHO Grad 1lI) bei 75 % und bei anaplastischen
Oligodendrogliomen (WHO Grad 1) bei 67 %.*® Da der haufigste Ursprungstu-
mor der in diese Untersuchungen einbezogenen Patienten ein anaplastisches
Astrozytom (21 von insgesamt 45 Patienten), gefolgt von diffusen Astrozytomen
(n = 16), war, erscheint es nicht abwegig, dass nur etwas mehr als die Halfte

dieser Patienten eine IDH1 Mutation aufwies.

Mit Blick auf die vorausgegangene Studie von Nobusawa, Watanabe et al. *

aus dem Jahr 2009, in der eine IDH1 Mutation als molekulare Signatur und po-
sitiver prognostischer Faktor fir sekundare Glioblastome beschrieben wurde,
erscheinen die dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit in Bezug auf eine IDH1
Mutation als sehr plausibel. Auch die Studie von Nobusawa et al. brachte den
Nachweis von mutierter IDH1 (R132H) mit einem besseren Gesamtiiberleben in
Verbindung und identifizierte es als sehr wichtigen Einflussfaktor. Nobusawa
und Kollegen beschrieben fur Patienten mit einer IDH1 Mutation ein statistisch
signifikant héheres Gesamtiuberleben von 27,1 Monaten im Vergleich zu 11,3
Monaten bei keiner IDH1 Mutation. In der Studie wurden insgesamt 36
Glioblastome mit einer IDH1 Mutation analysiert, davon 22 sekundare
Glioblastome (8 sekundére GBM hatten keine IDH1 Mutation). Durch die oben
genannte Studie konnten auch Ergebnisse, die in dieser Arbeit nebenbefundlich
erhoben wurden, wie zum Beispiel das jlingere Alter der Patienten (mittleres
Alter 47,9 Jahre vs. 60,6 Jahre) bei einer IDH1 Mutation, bestétigt werden. Man
muss jedoch beachten, dass Nobusawa et al. nicht nur sekundéare Glioblastome

untersucht haben. Untersucht wurden insgesamt 407 Glioblastomgewebe-
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proben, davon 377 primaren Ursprungs. In der genannten Studie waren die
meisten sekundaren Glioblastome aus diffusen Astrozytomen entstanden (12
von insgesamt 30 sekundaren Glioblastomen vs. 10 anaplastische
Astrozytome). Dies war wahrscheinlich der Grund fiur die etwas hohere IDH1
Mutationsrate der sekundaren Glioblastome (61,1 %) im Vergleich zu 58,5 %
als Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen.

Es wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zudem untersucht, ob sich eine
IDH1 (R132H) Mutation mit anderen, eventuell sogar das Uberleben positiv be-
einflussenden, Faktoren korrelieren lief3.

7 als wichtiger Einflussfaktor

Da das Alter der Patienten in manchen Studien
beschrieben wurde, wurde auch dieser im Zusammenhang mit einer IDH1
(R132H) Mutation untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass jungere Pati-

enten haufiger eine solche IDH1 Mutation aufwiesen.

Der praoperative KPS wird zum Teil in der Literatur *” als das Uberleben beein-
flussend beschrieben. In dieser Analyse konnte kein Uberlebensvorteil bei
gunstigem KPS nachgewiesen werden. Auch die Aussage, dass Patienten mit
einem hoheren KPS (KPS = 70) wahrscheinlicher eine IDH1 Mutation aufwei-
sen, liel3 sich nicht bestatigen.

Eine weitere Fragestellung bezilglich eines mutierten IDH1 (R132H) Proteins
war, ob die Lokalisation des Tumors in einem bestimmten Hirnlappen durch
eine vorliegende IDH1 (R132H) Mutation beeinflusst wurde. Die Lokalisation
des Tumors im Frontallappen zeigte zuvor schon in der univariaten Analyse
statistische Signifikanz zu einem besseren Uberleben (p = 0,031). Die Annah-
me, dass IDH1 Mutationen hauptséchlich bei im Frontallappen lokalisierten Tu-
moren auftraten (siehe oben), fand keine Bestéatigung. Haufiger kam eine IDH1
Mutation bei Tumoren im Temporallappen vor, jedoch ohne Uberlebensvorteil.
Der Grund hierfir kbnnte sein, dass die Lokalisation ein weniger ins Gewicht
fallender Einflussfaktor war als die IDH1 Mutation im Zusammenspiel mit den

anderen Einflussfaktoren.
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Die adjuvante Therapie, welche entweder aus einer Chemotherapie (meistens
systemisch mit Temozolomid), einer Strahlenbehandlung oder der Kombination
aus beidem erfolgen kann, hatte einen wichtigen Einfluss auf das Gesamtiber-

leben der sekundéaren Glioblastompatienten.

Patienten, die keine adjuvante Therapie (n = 1) oder nur eine Bestrahlung (n =
1) bekamen, waren einer statistischen Auswertung nicht zuganglich, deshalb
bezieht sich die Diskussion auf die Frage, ob eine Kombinationstherapie von
Chemotherapie und Bestrahlung oder die alleinige Chemotherapie vorteilhafter

in Bezug auf das Uberleben der Patienten ist.

9 1> wur-

In den Studien von Stupp und Kollegen in den Jahren 2005 und 200
de beschrieben, dass sich eine kombinierte Radiochemotherapie mit
Temozolomid positiv auf das Gesamtiberleben auswirkt, jedoch differenzierten

sie nicht zwischen priméren und sekundaren Glioblastomen.

Unter einer Kombinationsbehandlung zeigte sich bei den untersuchten sekun-
daren Glioblastompatienten eine statistisch hoch signifikante (p < 0,001) Steige-
rung des Gesamtuberlebens von 380 Tagen (95%-KI: 277 - 483) auf 611 Tage
(95%-KI: 329 - 893). Die Kombinationsbehandlung war insofern deutlich effekti-
ver als eine alleinige Chemotherapie. Einschrdnkend muss aber beachtet wer-
den, dass die adjuvante Therapie von Patienten mit sGBM nicht standardisiert
war oder ist, und dass verschiedene chemotherapeutische Strategien verfolgt
wurden oder werden. Jingste Studienergebnisse haben gezeigt, dass Patien-
ten mit einer 1p/19q Codeletion besonders gut auf eine PCV-Chemotherapie

51

ansprechen -, wohingegen Patienten mit einer MGMT-Promotormethylierung

i.d.R. Temozolomid-Chemotherapie zuganglich sind.

Hinzu kommt, dass Patienten mit sekundarem Glioblastom in der Regel schon
nach Diagnosestellung der initialen Lasion (niedriggradiger oder anaplastischer
Hirntumor) eine adjuvante Therapie bekommen haben. Seit 2005 ist das Che-
motherapeutikum Temozolomid fir die Behandlung von Gliomen erste Wabhl,
wobei auch nicht alle in diese Untersuchung einbezogenen Patienten (77,7 %)
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eine TMZ-Therapie bekamen. Ein Grund dafur ist der Beobachtungszeitraum
vor 2005, in dem Patienten mit anderen Chemotherapeutika behandelt wurden.
Aus diesem Grund war der Einfluss einer vorangegangenen Chemotherapie
schwierig zu deuten und nicht sonderlich valide. Was aber als Einflussgréf3e in
Bezug auf eine vorherige adjuvante Therapie bertcksichtigt und diskutiert wer-
den kann, ist die Bestrahlung. Anhand der Ergebnisse kann man konstatieren,
dass eine strahlentherapeutische Vorbehandlung einen negativen Einfluss auf
das Gesamtiiberleben hatte im Vergleich zu Patienten, die nicht strahlenthera-
peutisch vorbehandelt waren (380 vs. 759 Tage, p = 0,017). Die Strahlenthera-
pie stellt einen wichtigen Baustein im Konzept der adjuvanten Therapie bei se-
kundaren Glioblastomen dar, jedoch wird ihr positiver Effekt vermindert, sofern
Patienten bereits strahlentherapeutisch vorbehandelt sind. Trotzdem sollten
auch Patienten, welche bereits bei der niedriggradigen oder anaplastischen L&-
sion bestrahlt wurden, sich einer Radiotherapie unterziehen, auch wenn der
positive Effekt der Radiotherapie des sGBMs vermindert sein kdnnte, denn eine
Strahlenbehandlung per se zeigte (statistisch signifikant) verlangerte Uberle-
bensraten. Vor allem bei Patienten mit nicht mutierter IDH1 beschreiben die
Daten einen Trend dahingehend, dass diese Patienten von einer Rebestrahlung
profitieren (421 vs. 327 Tage, p = 0,157).

Auf der einen Seite ist bekannt, dass Gliome keine besonders hohe Strahlen-
sensitivitat besitzen, jedoch gehort andererseits die Strahlentherapie mit zu den
lebensverlangernden MaRnahmen.'? Die Strahlentherapie bewirkt eine Zersto-
rung der DNA (Doppelstrangbriche) durch Erschaffung von freien Radikalen
durch die lonisierung von Wassermolekilen. Man kénnte annehmen, dass
durch eine Vorbestrahlung des initialen Hirntumors die Strahlensensitivitat des
sekundaren Glioblastoms noch weiter gesenkt wird, namlich dadurch, dass das
Glioblastom, das meist genau an derselben Stelle entsteht wie die Ursprungsla-
sion, bessere DNA- Reparaturmechanismen fir DNA-Doppelstrangbriiche etab-
liert hat und sich so gegentber Strahlentherapie resistenter zeigt. Des Weiteren
ist bekannt, dass eine Strahlentherapie zu einer sekundaren Entartung von Zel-
len respektive einer beschleunigten Entstehung von Sekundarmalignomen fiih-
ren kann.* Dies kénnte erklaren, warum Patienten ohne Vorbestrahlung ein

langeres Uberleben aufwiesen.
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Entgegen vieler Daten bei primaren Glioblastomen war eine Komplettresektion
nicht mit einem statistisch signifikanten Uberlebensvorteil vergesellschaftet.
Grund daftr kbénnte v.a. die niedrige Fallzahl sein. Lediglich fur die Subgruppe
der IDH1 Mutation zeigte eine Komplettresektion einen starken statistischen

Trend (p = 0,057) zu einer Verbesserung des Uberlebens.

Einen weiteren interessanten Ansatz lieferte der Vergleich des Resektionsaus-
malfdes in Bezug auf die zuvor ermittelten Risikogruppen (siehe Tabelle 7 im
Anhang). Danach konnten die Chancen und Risiken einer Resektion bei Patien-
ten beurteilt werden, bei denen durch die vorliegenden Einflussfaktoren (vgl.
Abbildung 45 im Anhang) eine gute oder schlechte Uberlebensprognose zu
stellen war. Der Vergleich der Risikogruppen untereinander bei Betrachtung des
Resektionsausmalies untermauerte die Einteilung der Risikogruppen von einer
guten Prognose in Risikogruppe 1 bis hin zu einer schlechten Prognose in Risi-
kogruppe 3. Lediglich in der letzten Gruppe war kein Effekt eines chirurgischen

Vorgehens in Hinblick auf das Gesamtuberleben festzustellen.

Durch eine systematische Vorauswahl der Patienten, welche am wahrschein-
lichsten von einer Komplettresektion profitieren konnten, wirden nur die Patien-
ten den Risiken einer Operation ausgesetzt werden, welche augenscheinlich
und statistisch nachweisbar einen Nutzen davon haben wirden. Die vor jeder
Operation anzustellende Risiko-Nutzen-Abwéagung kénnte durch die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit unterstitzt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit mus-
sen aber sicherlich an einem gré3eren Patientenkollektiv validiert werden.

Durch Erarbeitung eines Risikodiagramms wurde schliel3lich versucht, Patien-
ten mit einem neu diagnostizierten sekundaren Glioblastom eine valide Progno-
se anhand der patientenspezifischen Einflussfaktoren vor Einleitung einer
adjuvanten Therapie zu liefern. Eine solche Risikostratifizierung ist vor allem bei
sekundaren Glioblastomen bedeutsam, da die Prognose sehr unterschiedlich ist
und, anders als bei primaren Glioblastomen, (noch) keine standardisierte The-
rapie fur diese Patienten existiert. Ein Grund daftr ist einerseits die unterschied-
liche Morphologie des Ursprungstumors, aus dem das sekundare Glioblastom

entstanden ist, und zum anderen die verschiedene Vorbehandlung der Vorlau-
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ferlasion. In der Literatur sind bislang der Einfluss des WHO Grades des ur-
sprunglichen Glioms und das Zeitintervall zwischen Primérdiagnose und Nach-

weis eines sekundaren Glioblastoms wenig beachtet worden.

Die Auswahl der Einflussfaktoren fur die Risikostratifizierung war anhand der
signifikantesten p-Werte in der univariaten Signifikanzanalyse getroffen worden.
Zunachst entschied der Zeitraum zwischen Ursprungslasion und sekundarem
Glioblastom Uber die Prognose, da bei einem Zeitraum von weniger als 104
Wochen von einem aggressiveren Wachstum des Tumors ausgegangen wurde.
Die getroffene Risikostratifizierung in zwei prognostische Gruppen gélte es nun

an einem grof3eren Patientenkollektiv zu validieren.

Als Limitation dieser Arbeit ist zunachst die geringe Patientenzahl anzufuhren,
welche Uber einen langeren Beobachtungszeitraum vergroRert werden kdnnte.
Eine VergroBerung des Patientenkollektivs bei langerer Beobachtungszeit
konnte demnach nicht nur eine statistische Tendenz vermuten lassen, sondern
auch eine statistische Signifikanz bei manchen Ergebnissen ergeben. Eine ret-
rospektive Datenanalyse birgt angesichts relativ alter Patientendaten ein poten-
tielles Defizit in der Qualitdt und Quantitdt der herangezogenen Daten in sich,
weil Daten nicht vollstandig und nicht unter der spezifischen fachwissenschatftli-
chen Fragestellung dokumentiert worden sind. So waren zum Beispiel teilweise
keine Informationen zu vorausgegangenen Therapien oder dem IDH1 Status

mehr vorhanden oder ermittelbar.

Eine andere Limitation dieser Arbeit kann bei der Detektion einer IDH1 Mutation
nur Uber die immunhistochemische Farbung mit einem spezifischen R132H An-
tikbrper ergeben, da die tbrigen IDH1 oder auch IDH2 Mutationen nicht beur-
teilt werden kénnen. Eine IDH1 (R132H) Mutation kommt zwar am haufigsten,
jedoch nicht ausschlief3lich, an dieser Position vor.

Bei der histopathologischen Untersuchung konnte in dieser Arbeit eine 1p/19q
Mutation nicht mit einbezogen werden, was unter anderem auf das teilweise
hohe Alter der Gewebeproben zurtickzufiihren war. Andererseits ist aber be-

schrieben, dass das Auftreten einer solchen Mutation bei sekundaren
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4 Diskussion

Glioblastomen relativ selten vorkommt und h&ufig mit Oligodendrogliomen Grad
Il und Grad Il assoziiert ist.*” In dem Patientenstamm, der in dieser Arbeit zu-
grundeliegenden Untersuchung einbezogen wurde, kam jedoch nur ein Patient
mit einem in der Vorgeschichte beschriebenen anaplastischen Oligodendro-

gliom vor.

Eine weitere Limitation bei der Frage nach der Aussagekraft der Ergebnisse in
Bezug auf das Resektionsausmall ist, dass nicht alle Untersuchungen von ei-
nem oder der selben Gruppe von Radiologen befundet worden sind. Gleiches
gilt angesichts des retrospektiven Studiendesigns fir die Untersuchung des
KPS Scores, der nicht vom selben Untersucher erhoben worden ist.

Um weitere wichtige Einflussfaktoren in Bezug auf das Gesamtuberleben zu
ermitteln, kdnnte man in zukinftigen Studien einen MGMT- Status des Tumor-
gewebes mit in die Auswertung einflieBen lassen. Dazu gibt es Quellen in der

4 die konstatieren, dass das Ansprechen auf eine Temozolomid-

Literatur
Chemotherapie und eine IDH1 Mutation sich bei Vorliegen von MGMT-
Methylierung synergistisch auf das Gesamtiberleben auswirken und somit ei-
nen wichtigen Platz in der Risiko- und Prognoseabschatzung einnehmen kénn-
ten. AuRerdem kdnnte dadurch ein Zusammenhang zwischen dem Ansprechen
einer Chemotherapie und dem IDH1 Status eruiert werden. Das gemeinsame
Auftreten einer IDH1 Mutation und einer 1p/19q Deletion sollte auch in zukunfti-
gen Arbeiten bertcksichtigt und untersucht werden, da eine solche Deletion mit
einem langeren Gesamtiberleben bei sekundaren Glioblastompatienten be-
schrieben wurde.** Des Weiteren konnte durch eine genaue Kenntnis der
metabolischen Stoffwechselwege des Tumorgewebes und Wechselwirkungen
der durch die IDH1 Mutation entstehenden Produkte neue Therapieansatze ge-
funden werden. Ein moglicher Ansatzpunkt ist in dieser Hinsicht das 2-

Hydroxyglutarat, welches jetzt schon Gegenstand solcher Forschung ist.
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5 Zusammenfassung

Prognostische Faktoren und das Outcome von Patienten mit einem priméaren
Glioblastom sind in der Fachliteratur gut beschrieben. Im Gegensatz dazu gibt
es wenige vergleichbare Informationen zu Patienten mit einem sekundaren
Glioblastom. Das Ziel dieser Arbeit war es, das Outcome von Patienten mit ei-
nem sekundaren Glioblastom zu beurteilen und prognostische Faktoren in Be-

zug auf das Gesamtuberleben zu identifizieren.

Dazu wurde die interne Datenbank des Universitatsklinikums Frankfurt/Main
von Patienten mit Hirntumoren retrospektiv nach klinischen Daten durchsucht.
Alle Patienten hatten ein histologisch gesichertes WHO Grad Il oder 1ll Gliom
und anschlieend ein WHO Grad IV sekundéres Glioblastom. Paraffiniertes
Hirntumorgewebe wurde auf Mutationen der Isocitrat Dehydrogenase-1 (IDH1)
mittels einer immunhistochemischen Farbung mit einem R132H (clone HO09)
spezifischen Antikérper untersucht. Eine uni- und multivariate statistische Ana-
lyse wurde durchgefiihrt, um Faktoren zu ermitteln, die potentiell das Gesamt-

Uberleben beeinflussen kdénnten.

Es wurden 45 Patienten mit einem histologisch gesicherten sekundaren
Glioblastom untersucht. Das mediane Alter betrug 41 Jahre. 14 Patienten un-
terzogen sich einer radiologisch kompletten Resektion des sekundaren
Glioblastoms, 31 Patienten wurden subtotal reseziert oder biopsiert. Initial ist
bei 37 Patienten ein astrozytarer Tumor nachgewiesen worden und die restli-
chen Patienten litten an Oligodendrogliomen oder gemischten Gliomen; bei der
initialen Diagnose wurden 17 WHO Grad Il und 28 WHO Grad Il Tumoren fest-
gestellt. Die mediane Zeit zwischen Ursprungstumor und dem Auftreten des
sekundaren Glioblastoms betrug 158,9 Wochen. Das mediane Gesamtluberle-
ben betrug 445 Tage nach der Diagnose eines sekundaren Glioblastoms. Muta-
tionen des IDH1 (R132H) Proteins wurden bei 24 Patienten festgestellt und
fehlten bei 17 Patienten; bei 4 Patienten konnte keine IDH1

immunhistochemische Farbung durchgeftihrt werden.

In der univariaten Analyse konnte der Zeitraum zwischen initialer L&sion und

dem Progress zu einem sekundaren Glioblastom als statistisch signifikanter
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Einflussfaktor identifiziert werden- Patienten mit einem Zeitraum von mehr als 2
Jahren hatten ein besseres Gesamtuberleben (460 vs. 327 Tage, p = 0,011).
AulRerdem konnte bei Patienten, die eine kombinierte Radiochemotherapie be-
kamen, ein besseres Gesamtiberleben nachgewiesen werden als bei Patien-
ten, welche ausschlie3lich eine Therapieform erhielten (611 vs. 380 Tage, p <
0,001). Weiterhin konnten ein WHO Grad Il Ursprungstumor (472 vs. 421 Tage,
p = 0,05) und eine Frontalllappenlokalisation des Glioblastoms (472 vs. 425 Ta-
ge, p = 0,031) das Uberleben steigern.

In der multivariaten Analyse konnte gezeigt werden, dass die Mutation des
IDH1 (R132H) Proteins in statistisch signifikanter Weise mit einem langeren
Gesamtuberleben assoziiert war (p = 0,012); statistische Signifikanz fur ein Ian-
geres Gesamtiberleben bei Patienten mit initial einem WHO Grad Il (p = 0,047)
und einer Frontallappenlokalisation des Glioblastoms (p = 0,042) stellte sich
auch ein. In Bezug auf die Patienten spezifischen Daten wurden zwei
Prognosegruppen erstellt; Patienten in der guten Prognosegruppe scheinen
einen Benefit von einer totalen Tumorresektion zu haben (p = 0,02), wahrend
eine Resektion fir die andere Prognosegruppe keine grof3e Rolle spielte (p =
0,926).

Trotz des relativ geringen Erkrankungsalters haben sekundare Glioblastom Pa-
tienten eine schlechte Prognose. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen
die Wichtigkeit und den prognostischen Wert der IDH1 Diagnostik, die Notwen-
digkeit einer kombinierten Radiochemotherapie und eine Risikostratifizierung fur

eine Prognoseabschéatzung anhand der Patienten spezifischen Einflussfaktoren.
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6 Summary

Prognostic factors and outcome of patients with primary glioblastoma are well
reported. In contrast, there is limited comparable information about patients with
secondary glioblastoma. The goal of this work was to report on the outcome of
patients with secondary glioblastoma and to identify prognostic factors in terms

of the overall survival.

We retrospectively analyzed the institutional database of the university hospital
Frankfurt/Main of brain tumor patients for clinical patient data. All patients had
histological proof of WHO 1l or Ill glioma and subsequent WHO IV secondary
glioblastoma. Using paraffin embedded tissue, we screened for mutations of the
isocitrate dehydrogenase-1 (IDH1) using immunohistochemical staining with an
R132H (clone HO9) specific antibody. We performed uni- and multivariate anal-

yses to identify factors potentially affecting survival.

We analyzed 45 patients with histologically proven secondary glioblastoma. The
median age was 41 years. 14 patients underwent radiologically complete resec-
tion of the secondary glioblastoma, 31 underwent subtotal resection or biopsy
only. Initially, 37 patients had astrocytic tumors, the other suffered from
oligodendrogliomas or mixed gliomas; at first diagnosis, there were 17 WHO I
and 28 were WHO III tumors. The median time between first glioma diagnosis
and occurence of a secondary glioblastoma was 158.9 weeks; median overall
survival following diagnosis of a secondary glioblastoma was 445 days. IDH1
mutations were present in 24 patients and absent in 17; in 4 patients,

immunohistochemical staining could not be performed.

On univariate analysis, time between first diagnosis and progression to second-
ary glioblastoma was a statistically significant factor — patients with an interval
greater than 2 years had a better overall survival (460 vs. 327 days, p = 0.011).
Also, patients receiving combined adjuvant radio- and chemotherapy did better
than those who only had either therapy (611 vs. 380 days, p < 0.001). Further-
more, an initial WHO Il tumor (472 vs. 421 days, p = 0.05) and a frontal lobe
location of the glioblastoma (472 vs. 425 days, p = 0.031) were related to a bet-

ter prognosis.
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6 Summary

Following multivariate analysis, an IDH1 (R132H) mutation was associated with
longer survival (p = 0.012); likewise, patients with initial WHO Il tumors (p =
0.047) and frontal lobe involvement of the secondary glioblastoma (p = 0.042)
showed a better prognosis. Using patient specific data, we established two
prognostic groups; patients in the good prognosis group appeared to benefit
from complete tumor removal (p = 0.02) while resection did not play a role for
the other patients (p = 0.926).

Although of relatively young age, prognosis of patients with secondary
glioblastoma is dismal. The results of this work underline the importance and
the prognostic value of the IDH1 diagnostic investigation, the necessity of a
combined radio- and chemotherapy and a risk stratification to evaluate the

prognosis by patient specific data.
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Risikogruppen

* Gruppel (>104Wo, Grad Il, IDH1 pos.)
Medianes Uberleben: 759 Tage
— gute Prognose

* Gruppe 2a (>104Wo, Grad Il, IDH1 neg.)
Medianes Uberleben: 472 Tage
Gruppe 2b (>104Wo, Grad Ill)
Medianes Uberleben: 459 Tage
Gruppe 2c (£104Wo, Frontal)
Medianes Uberleben: 421 Tage
— mittlere Prognose
* Gruppe 3 (£104Wo, Andere)
Medianes Uberleben: 304 Tage
— schlechte Prognose

Tabelle 3: Ubersicht Gesamtiiberleben in Bezug auf Einflussfaktoren.
KPS=Karnofsky Index; IDH1= Isocitrat Dehydrogenase-1

Abbildung 45: Risikogruppen

Einflussfaktor Anzahl | Medianes Uber- | p-Wert | Relative Hazard
n leben (in Tagen); (K1)
Kl
<41 Jahre 23 468 0,521 0,8229
(432 - 504) (0,4465 - 1,5166)
> 41 Jahre 22 421
(342 - 500)
Geschlecht Ménnlich 29 432 0,677 1,1445
(318 - 546) (0,6005 - 2,1814)
Weiblich 16 459
(367 - 551)
Praoperativer KPS =90 22 432 0,583 0,8431
(395 - 469) (0,4536 - 1,5670)
<90 21 380
(156 - 604)
IDH1 (R132H) Mutiert 24 468 0,096 0,5881
Mutation (293 - 643) (0,3092 - 1,1185)
Wildtyp 17 421
(289 - 553)
Lokalisation 1 Rechts 20 432 0,374 1,3122
(397 - 467) (0,7116 - 2,4198)
Links 25 459
(281 - 637)
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Lokalisation 2 Frontal 15 472 0,031 0,4878
(185 - 759) (0,2481 - 0,9593)
Andere 30 425
(300 - 550)
Multifokalitat Ja 8 432 0,262 0,6485
(0-1169) (0,2893 - 1,4535)
Nein 37 445
(358 - 532)
ResektionsausmaB  Total 14 453 0,122 0,5974
(367 - 539) (0,8453 - 1,1830)
Subtotal/ Biopsie 31 432
(354 - 510)
Adj. Therapie Chemo+ 23 611 <0,001 0,3620
Bestrahlung (329 - 893) (0,1984 - 0,6608)
Nur Chemo 20 380
(277 - 483)
Chemotherapie Ja 43 449 0,039 0,2553
(405 - 493) (0,0684 - 0,9521)
Nein 2 196
(k.A)
Bestrahlung Ja 24 472 <0,001 0,3736
(246 - 698) (0,2074 - 0,6727)
Nein 21 380
(275 - 485)
Ursprungslasion1  Astrozytom 37 445 0,523 0,7710
(400 - 490) (0,3426 - 1,7353)
Andere 8 352
(177 - 527)
Ursprungslasion2  WHO Grad Il 17 472 0,050 0,5409
(231-713) (0,2865 - 1,0212)
WHO Grad Il 28 421
(301 - 541)
Zeitraum > 104 Wochen 26 460 0,011 0,4737
(311 -609) (0,2600 - 0,8630)
< 104 Wochen 19 327
(160 - 493)
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Tabelle 4: Ubersicht Rebestrahlung und IDH1 (R132H) Mutation.
ReXRT= Rebestrahlung; IDH1=Isocitrat Dehydrogenase -1; Gruppe in Klammern

Anzahl | Medianes Uberleben | p-Wert | Relative Hazard
n (in Tagen); Ki (K1)
IDH1 Mutati-  ReXRT (1) 7 363 0,712 1,1892
on (335-391) (0,4619 - 3,0612)
Keine ReXRT (2) 17 599
(422 - 776)
Keine IDH1 ReXRT (3) 2 421 0,157 0,2667
Mutation (KI nicht berechenbar) (0,0404 - 1,7625)
Keine ReXRT (4) 14 327
(197 - 457)

Tabelle 5: Ubersicht IDH1 (R132H) Mutation und ResektionsausmaR.
GTR= Totalresektion; STR= Teilresektion; NR= Keine Resektion/ Biopsie; IDH1= Isocitrat Dehyd-
rogenase-1; Gruppe in Klammern

Anzahln | Medianes Uberleben | p-Wert | Relative Hazard
(in Tagen); KI (KI)
IDH1 GTR (1) 6 599 0,057 0,3901
Mutation (0 - 1868) (0,1365 - 1,1147)
STRNR (2) 18 460
(385 - 535)
Keine IDH1 GTR (3) 6 425 0,201 0,5294
Mutation (64 - 786) (0,1872 - 1,4971)
STRINR (4) 11 380
(259 - 501)
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Tabelle 6: Ubersicht Risikogruppen und ResektionsausmaR.
GTR= Totalresektion; STR= Teilresektion; NR= Keine Resektion/ Biopsie

Anzahl | Medianes Uberleben p-Wert Relative
n (in Tagen); KI Hazard (KI)
Risikogruppe1  GTR 4 2568 0,062 0,2630
(2568 - 2568) (0,0573 -
1,2075)
STRINR 5 460
(400 - 520)
Risikogruppe2  GTR 4 472 0,303 0,5337
(329 - 615) (0,1587 -
1,7953)
STRINR 17 449
(343 - 555)
Risikogruppe 3  GTR 5 285 0,926 0,9525
(40 - 530) (0,3116 -
2,9112)
STRINR 8 304
(267 - 341)

Tabelle 7: Ubersicht Rebestrahlung.

XRT= Radiotherapie; IG= Ursprungslasion; sGBM= sekundares Glioblastom

Anzahl | Medianes Uberleben

n (in Tagen); KI

XRT IG XRT sGBM 9
(252 - 590)

Keine XRT sGBM 21
(275 - 485)

Keine XRT IG XRT sGBM 13
(503 - 1015)

Keine XRT sGBM 0
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