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1 Zusammenfassung

Glioblastome sind primare Hirntumoren, welche mit einer sehr schlechten Prognose behaftet sind.
Abhingig vom gewdhlten Therapieregime liegt die 1-Jahres-Uberlebensrate zwischen 35% und 41%.
Es konnte gezeigt werden, dass sich primadre und sekundare Glioblastome beziglich ihres IDH-1
R132H Mutationsstatus unterscheiden. Hierbei handelt es sich um eine somatische Punktmutation
im Gen der Isocitratdehydrogenase 1 das Codon 132 betreffend, welche zu einem Aminosauren-
austausch fihrt. Aufgrund eines verdanderten metabolischen Produktes fiihrt dies zu einer erhéhten
Empfindlichkeit der Tumorzellen gegeniiber oxidativem Stress und somit zu einem verlangerten
Uberleben dieser Patienten. Die Mutation tritt sehr frith in der Gliomentstehung auf und stellt einen
prognostischen Marker dar, der einen Hinweis auf das Ansprechen der Chemo- und Radiotherapie
liefert und somit das therapeutische Vorgehen beeinflussen kann. Um dieses Wissen in einer
personalisierten Therapie nutzen zu kdnnen ist eine schnelle und sichere Detektionsmethode dieser

Mutation notwendig.

Da eine Tumorlokalisation in eloquenten Hirnarealen ausgedehnte Tumorresektionen unter Erhalt
der Lebensqualitdt der Patienten unmoglich macht und die Diagnose in diesen Fallen moglicherweise
nur durch eine stereotaktische Biopsie gesichert wird, deren GrofRe fiir ausgedehnte Untersuchungen
des Tumorgewebes nicht ausreichen, sind zusatzlich non-invasive Detektionsmethoden sinnvoll, um

auch diesen Patienten eine Aussage Uber ihren Mutationsstatus liefern zu kénnen.

Ziele dieser Arbeit waren daher:

1.) Verschiedene Detektionsmethoden dieser Mutation (Immunhistochemie, Sanger-
Sequenzierung und Fragmentanalyse) miteinander hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitat
sowie ihrer Durchfiihrbarkeit im klinischen Alltag zu vergleichen sowie zusatzlich eine neue,
non-invasive Detektionsmethode dieser Mutation (,,liquid-biopsy“) zu etablieren.

2.) Aufzuzeigen, durch welche der drei gewebebasierten Methoden die Prognose des Patienten

am besten vorhergesagt werden kann.

Zum Nachweis der IDH-1 R132H Mutation wurde formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes
Tumorgewebe von 43 Glioblastom-Patienten sowie von 42 Patienten mit WHO-Grad Il oder llI
Gliomen mittels IDH-1 R132H Immunhistochemie, Sequenzierung und Fragmentanalyse auf das
Vorhandensein dieser Mutation untersucht. Zudem wurde DNA aus den Seren von 24 dieser

Patienten isoliert und auf die IDH-1 R132H Mutation untersucht. Des Weiteren wurden die klinischen



Daten der 43 Glioblastom-Patienten analysiert und abhangig vom Mutationsstatus, der durch die

jeweiligen Methoden ermittelt wurde, eine Lebenszeitanalyse durchgefihrt.

Die IDH-1 R132H Mutation konnte am sensitivsten und mit geringstem zeitlichen Aufwand durch die
IDH-1 R132H Immunhistochemie nachgewiesen werden. Auch bei sehr diffusen Neoplasien konnten
auf diese Weise einzelne IDH-1 R132H positive Tumorzellen, anders als bei den anderen Methoden,
detektiert werden. Die Fragmentanalyse zeigte sich vor allem bei kleinen Biopsien und diffusen
Neoplasien der Sequenzierung Gberlegen. Der Nachweis der IDH-1 R132H Mutation im Serum dieser
Patienten gelang nicht, was hochstwahrscheinlich auf die zu hohe Konzentration nicht-Tumor-
spezifischer DNA zurlickzufiihren ist. Kiinftig muss weiter daran gearbeitet werden, den Anteil an
nicht-Tumor DNA zu reduzieren, um eine spezifischere Amplifikation des gesuchten DNA Fragments

zu erreichen.

Mit Hilfe der Lebenszeitanalysen konnte gezeigt werden, dass Glioblastompatienten mit IDH-1 R132H
Mutation ein langeres Gesamtiiberleben aufweisen als Glioblastompatienten ohne IDH-1 R132H
Mutation. Die Prognose konnte am zuverldssigsten durch den mittels IDH-1 R132H

Immunhistochemie detektierten Mutationsstatus vorhergesagt werden.

Insgesamt zeigen die in dieser Arbeit ermittelten Daten, dass sich die IDH-1 R132H
Immunhistochemie hinsichtlich ihrer Durchfihrbarkeit, der Detektionsrate sowie dem
prognostischen Vohersagewert am besten fiir den Gebrauch im klinischen Alltag eignet und

einsetzen lasst.



1.1 Summary
Comparison of immunohistochemistry to molecular pathological methods for the detection of

IDH-1 mutation in gliomas

Glioblastomas are primary brain tumours with a very poor prognosis. Depending on the chosen
therapy the one year survival rate ranges between 35% and 41%. Recent studies showed that both
entities differ in their IDH-1 R132H mutational status. It is a somatic point mutation affecting the
isocitratdehydrogenase 1 gene in codon 132 which leads to an amino acid exchange. Due to a
different metabolic product tumour cells are more vulnerable to oxidative stress. This may
responsible for a longer survival of patients. This mutation is an early event in the genesis of glioma
and a prognostic parameter which gives a hint to the response to chemotherapy and radiotherapy
and may effect therapy regimes. To use this knowledge in a personalized therapy it is necessary to

detect the mutational status quickly and efficiently.

Tumour location in eloquent brain areas make gross tumour resections impossible without impairing
the patient’s life quality. In these cases diagnosis may be confirmed with a stereotactical biopsy
which is too small for extended examinations. That's why a non-invasive method is desirable to

detect the mutational status of those patients.

Purpose of this study was:

1.) To compare different detection methods of this mutation (immunohistochemistry, Sanger
sequencing and fragment analysis) in terms of sensitivity, specificity and usability in daily
routine and to establish a new, non-invasive detection method (,, liquid biopsy“).

2.) To find out which of these tissue based methods is the best to estimate the patient’s

prognosis.

For the detection of the IDH-1 R132H mutation in formalin fixed and paraffin embedded tumour
tissue of 43 glioblastomas and 42 WHO grade Il or lll tumours, immunohistochemistry, Sanger
sequencing and fragment analysis were used. In addition, DNA was isolated from the serum of 24 of
these patients and examined for the IDH-1 R132H mutation. Furthermore, the clinical data of 43
glioblastoma patients were analysed and in response to the mutational status, detected by the

different methods, lifetime analysis was performed.

The most sensitive and efficient way to detect the IDH-1 R132H mutation was the IDH-1 R132H

immunohistochemistry. Different to the other methods it was even possible to detect single IDH-1
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R132H positive tumour cells in very diffuse neoplasia. Fragment analysis showed superior to Sanger
sequencing especially in small biopsies and diffuse neoplasia. The detection of the IDH-1 R132H
mutation in serum DNA of these patients did not succeed owing to the high concentration of non-
tumour-specific DNA. In the future, reduction of the amount of non-tumour DNA in those samples
might be a way to amplify the tumour DNA fragment more specifically. Regarding the survival time it
could be shown that patients with IDH-1 R132H mutations had a longer overall survival than those
without. The prognosis was best predicted by the IDH-1 R132H status detected by

immunohistochemistry.

Overall, the obtained data in this work shows that IDH-1 R132H immunohistochemistry is the most
appropriate method to use in daily routine in terms of feasibility, detection rate as well as the

predictive value to estimate the patient’s remaining lifetime.
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2 Einleitung

Glioblastome sind mit 12-15% die am haufigsten vorkommenden primaren Hirntumoren (Kleihues et
al. 2007). Mit einem Anteil von 60-75% machen sie auRerdem den gréRten Anteil aller astrozytarer
Tumore aus (Kleihues et al. 2007). Obwohl sich Glioblastome in jedem Alter manifestieren kénnen,
sind vor allem Patienten im mittleren Lebensalter zwischen 45-75 Jahren betroffen (Kleihues et al.

2007).

Glioblastome haben ihren Ursprung, wie alle Gliome, in den Gliazellen. Abhdngig von ihrem
histologischen Differenzierungsgrad werden Gliome in vier verschiedene WHO-Grade eingeteilt.
WHO-Grad | und Il Gliome werden als low-grade Gliome zusammengefasst, WHO-Grad IIl und IV
Gliome hingegen als high-grade Gliome. Anhand dieser Einteilung wird versucht einen Rickschluss

auf das Therapieansprechen und die Prognose zu ziehen (Kleihues et al. 2007).

Histopathologisch sind Glioblastome durch Kernatypien, Zellpleomorphie, gesteigerte mitotische
Aktivitat, vaskulare Thrombosen, mikrovaskuldre Proliferation sowie strichformige Nekrosen
gekennzeichnet und sind einem WHO-Grad IV zuzuordnen (Kleihues et al. 2007). Trotz maximal
ausgeschopfter Therapieversuche mit ausgedehnten chirurgischen Resektionen, adjuvanter
Strahlentherapie und hochdosierter Chemotherapie sind Glioblastome mit einer sehr schlechten
Prognose behaftet. Nach einer Meta-Analyse von 12 randomisiert-kontrollierten Studien liegt die 1-
Jahres-Uberlebensrate, abhingig vom gewihlten Therapieregime, zwischen 35% und 41%. Die 2-

Jahres-Uberlebensrate liegt zwischen 9% und 13% (Stewart 2002).

Lokalisiert sind Glioblastome vorwiegend im Temporal-, Parietal-, Frontal- oder Occipitallappen
subcortikal in der weiRen Substanz. Haufig findet sich bereits bei Diagnosestellung ein ausgedehnter
Tumorbefund (zitiert nach Kleihues et al. 2007), da Glioblastome eine hohe Proliferationsrate
aufweisen und kognitive Defizite, welche durch das Tumorwachstum entstehen, initial oft noch gut
aufgrund der neuronalen Plastizitdt kompensiert werden kdnnen (zitiert nach Barulli et al. 2013).
Symptomatisch werden Patienten abhdngig von der Tumorlokalisation im Verlauf unter anderem
durch Kopfschmerzen oder Erbrechen als Folge des erhdhten intrakraniellen Druckes, epileptischen
Anfallen oder einer Personlichkeitsveranderung (Kleihues et al. 2007). Bei Diagnosestellung zeigen
sich Glioblastome meist als grolRe, unilaterale, schlecht umschriebene Raumforderung.
Makroskopisch sind eine bunte Schnittfliche sowie eine zentrale Nekrosebildung von bis zu 80%
charakteristisch (Kleihues et al. 2007). Durch aggressives und diffus infiltratives Wachstum kommt es
schnell zur Invasion angrenzender Gehirnstrukturen (zitiert nach Kleihues et al. 2007). Nur in

seltenen Fallen kommt es zu einer cerebrospinalen Metastasierung (zitiert nach Kleihues et al. 2007).
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Bereits 1940 wurde durch den Neuropathologen Hans-Joachim Scherer beschrieben, dass primare
und sekundéare Glioblastome voneinander unterschieden werden mussen (Scherer 1940). Primare
Glioblastome entstehen de-novo ohne klinische oder histopathologische Vorlauferlasion innerhalb
eines Zeitraumes von wenigen Monaten durch Akkumulation von genetischen Verdanderungen.
Betroffen sind hiervon meist altere Patienten mit einem mittleren Alter von 62 Jahren (Ohgaki et al.

2004; Ohgaki et al. 2005; Ohgaki et al. 2007).

Sekundare Glioblastome entstehen langsam auf dem Boden einer WHO-Grad Il oder Il
Vorlauferldsion. Die Diagnosestellung eines sekundaren Glioblastoms erfordert den Nachweis einer
niedrig malignen Vorlauferldasion mittels Bildgebung oder histologischer Sicherung. Betroffen sind
hiervon eher jlingere Patienten mit einem mittleren Alter von 45 Jahren (Ohgaki et al. 2004; Ohgaki
et al. 2005; Ohgaki et al. 2007). Die Zeit bis zur Tumorprogression ist interindividuell sehr
unterschiedlich. Das mittlere Intervall betrdgt 4-5 Jahre (zitiert nach Kleihues et al. 2007). Auch wenn
es sich bei beiden Tumorentititen um WHO-Grad IV Tumoren mit Uberwiegend astrozytadrer
Komponente handelt, unterscheiden sie sich bezliglich ihres genetischen Profils und ihres
Ansprechens auf Chemotherapie (Ohgaki et al. 2004; Ohgaki et al. 2005; Ohgaki et al. 2007).
Abbildung 1 gibt einen Uberblick iiber die bereits bekannten genetischen Verdnderungen, welche im

Verlauf der Tumorgenese auftreten.

Astrocytes or precursor [ stem cells

S

Low-grade astrocytoma
WHO gradell
TP53 mutation (59%)
Clinical history:
5.1 years =3 months 68%
s = <6 months 84%
naplastic astrocytoma
WHO grade Il e Sy
TP53 mutation (53%)
1.9 years
Secondary glicbhlastoma Primary glioblastoma - de novo
LOH 10qg (63%) LOH 10q (70%)
WHO grade V- | e e ) EGFR Amplification (36%)
ple'™kz Deletion (19%) pl6'Nkaz Deletion (31%)
TP53 Mutation (65%) TP53 Mutation (28%)
PTEN Mutation (4%) PTEN Mutation (25%)
5% of cases 95% of cases

Abbildung 1: Haufigkeit und zeitliches Auftreten genetischer Veranderungen in der Glioblastomentstehung (Ohgaki et al.
2004; Kleihues et al. 2007)
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Mutationen im Gen der Isocitratdehydrogenase 1 und 2 treten meist sehr frih in der
Gliomentstehung noch vor dem Auftreten von Mutationen im TP53 Gen oder einem 1p/19q Verlust
auf und persistieren auch nach erfolgter Progression zu sekundaren Glioblastomen (Watanabe et al.
2009; Kim et al. 2010). Diese Mutationen wurden unerwartet in Sequenzierprodukten von
Glioblastomen entdeckt und 2008 erstmals durch Parsons et al. beschrieben. Hierbei handelt es sich
um heterozygot auftretende Punktmutationen auf Chromosom 2g33 (Parsons et al. 2008).
Mutationen im Gen der IDH-1 treten mit 70,9% haufiger auf als Mutationen im Gen der IDH-2 (3,1%)
(Hartmann et al. 2009). Mutationen im Gen der IDH-2 finden sich vor allem bei oligodendroglialen

Tumoren (Hartmann et al. 2009).

Insgesamt werden in der Literatur sechs verschiedene Punktmutationen der IDH-1 beschrieben, die
mit einer unterschiedlichen Haufigkeit vorkommen und alle in Exon 4 das Codon 132 betreffen.
Hierbei tritt die R132H Mutation mit 93% am héaufigsten auf, die R132C mit 4%, die R132S und die
R132G mit je 1,5% sowie die R132L und die R132V Mutation mit <1% hingegen seltener (zitiert nach
Mellai et al. 2011).

Das Enzym Isocitratdehydrogenase 1 ist sowohl im Zytoplasma, im endoplasmatischen Retikulum als
auch in Peroxisomen lokalisiert und katalysiert NADP*-abhingig die oxidative Decarboxylierung von

Isocitrat zu 2-Oxoglutarat (Geisbrecht et al. 1999; Margittai et al. 2008)(Abbildung 2).

Isocitratdehydrogenase-1

Isocitrat /—— \) alpha-Ketoglutarat

NADP* NADPH/H*
CO:

Abbildung 2: Aus Isocitrat wird unter Abspaltung von CO, alpha-Ketoglutarat gebildet.

Auf diese Weise wird zytosolisches alpha-Ketoglutarat fiir den Aminosaurestoffwechsel und den
Abbau von HIF-alpha erzeugt (Zhao et al. 2009) und das Reduktionsdquivalent NADPH/H" fiir die
zytosolische Fettsdurebiosynthese (Koh et al. 2004), das Glutathion- und das Thioredoxin-
Reduktionssystem bereitgestellt (Lee et al. 2002). Der normale Anteil an durch die
Isocitratdehydrogenase 1 produziertem Reduktionsiquivalent NADPH/H" betrigt 65% (Bleeker et al.
2010).

14



Folge der bekannten Punktmutationen im Gen der Isocitratdehydrogenase 1 ist jeweils ein
Aminosaurenaustausch. Hierbei wird im Falle der am hdaufigsten vorkommenden R132H
Punktmutation die Aminosdure Arginin durch Histidin ersetzt, was zu einer strukturellen
Veranderung im katalytischen Zentrum der Isocitratdehydrogenase 1 fiihrt (Dang et al. 2009). Arginin
bildet zusammen mit anderen Aminosauren die Substratbindestelle der Isocitratdehydrogenase 1
und geht mit den alpha- und beta-Carboxylgruppen des Isocitrats hydrophile Wechselwirkungen ein
(Xu et al. 2004). Aus genetischer Sicht handelt es sich bei der IDH-1 R132H Mutation um eine
somatische ,,gain-of-function“ Mutation, bei der die eigentliche Enzymaktivitat inaktiviert und durch
eine neue Funktion ersetzt wird (Dang et al. 2009). Durch die strukturellen Veranderungen der

Substratbindestelle unterbleibt die Bildung von Isocitrat zu alpha-Ketoglutarat (Abbildung 3).

IDH-1 R132H mutiert

Isocitrat alpha-Ketoglutarat
NADP* NADPH/H"*
CO:

Abbildung 3: Durch Mutation der IDH-1 unterbleibt die Bildung von alpha-Ketoglutarat.

Stattdessen wird das im Zytosol vorhandene alpha-Ketoglutarat unter Verbrauch von NADPH/H" zu 2-
Hydroxyglutarat reduziert. Hierdurch kommt es zu einer pathologischen Anreicherung von 2-

Hydroxyglutarat (Dang et al. 2009) (Abbildung 4).

IDH-1 R132H mutiert

alpha-Ketoglutarat /-— \> 2-Hydroxyglutarat

NADPH/H* NADP*

Abbildung 4: Durch Mutation der IDH-1 erfolgt die vermehrte Bildung von 2-Hydroxyglutarat.
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Es konnte bereits gezeigt werden, dass Patienten mit einer angeborenen Stérung im 2-
Hydroxyglutarat-Metabolismus und einem daraus resultierenden hohen 2-Hydroxyglutarat-Spiegel

ein erhohtes Risiko aufweisen, an einem Hirntumor zu erkranken (zitiert nach Patay et al. 2012).

Zusatzlich folgen eine Abnahme des zytosolischen Reduktionsdquivalents NADPH/H® und der
Aminosdure alpha-Ketoglutarat. Durch den verminderten zytosolischen alpha-Ketoglutarat-Spiegel
kommt es zu einem verminderten Abbau von HIF-1 alpha (Zhao et al. 2009). Hieraus resultiert die
Induktion von HIF-1 alpha Zielgenen, wodurch unter anderem Angiogenese, Zellmetabolismus,
Wachstum, Differenzierung sowie Apoptose und Autophagozytose beeinflusst werden (Cohen et al.

2013).

Durch die verminderte zytosolische Konzentration von NADPH/H® fiir das Glutathion- und
Thioredoxin-Reduktionssystem sind die Zellen anfélliger gegenliber oxidativen Stress (zitiert nach
Koehler et al. 2003) und somit empfindlicher gegenliber Chemo- und Strahlentherapie (Bleeker et al.
2010). SongTao et al. konnten bereits zeigen, dass die IDH-1 Mutation neben dem MGMT-
Methylierungsstatus mit einer erhéhten Ansprechrate der Temozolomid-Chemotherapie einhergeht
und das progressionsfreie Uberleben verbessert (SongTao et al. 2012). Die IDH-1 Mutation ist ein
starker, vom WHO-Grad unabhéngier, prognostischer Marker (Sanson et al. 2009). In prospektiven
Studien wurde bereits ein signifikant ldngeres progressfreies Uberleben (Weller et al. 2009) bzw. ein
signifikant langeres Gesamtiberleben bei Vorliegen der IDH-1 Mutation nachgewiesen (Sanson et al.

2009; Combs et al. 2011; Yan et al. 2009; Weller et al. 2009).

Mutationen im Gen der IDH-1 kénnen durch verschiedene Methoden nachgewiesen werden. Bisher
erfolgte die Detektion gewebebasiert unter anderem durch direkte Sequenzierung (Parsons et al.
2008) und Immunhistochemie (Capper et al. 2009). Weitere Detektionsmethoden stellen die
Pyrosequenzierung (Arita et al. 2014), quantitative Real time PCR (Catteau et al. 2014), real-time
COLD-PCR/FMCA (Pang et al. 2013) sowie die Detektion der Mutation im Plasma durch Kombination
einer Koamplifikation bei niedriger Denaturierungstemperatur und digitaler PCR (Boisselier et al.
2012) dar. Zusatzlich konnten erhdhte 2-Hydroxyglutarat-Spiegel, die Folge einer IDH-1 Mutation

sind, mittels MR Spektroskopie (Elkhaled et al. 2012) nachgewiesen werden.
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Ziele der Arbeit

Die Mutation im Gen der Isocitratdehydrogenase 1 tritt sehr friih in der Gliomentstehung auf und
stellt einen, vom WHO-Grad unabhangigen, prognostischen Marker dar, der einen Hinweis auf das

Ansprechen der Chemo- und Radiotherapie gibt und somit das therapeutische Vorgehen beeinflusst.

Um den Patienten eine moglichst sichere und schnelle Detektion der Mutation zu gewahrleisten, war
es Ziel der vorliegenden Arbeit diese durch verschiedene Verfahren, sowohl im FFPE-Material als
auch non-invasiv im Serum zu detektieren. Als Detektionsverfahren wurden hierfiir die
Immunhistochemie (IHC), die Sanger-Sequenzierung sowie die Fragmentanalyse herangezogen und
hinsichtlich ihrer Sensitivitat und Spezifitat miteinander verglichen. In dieser Arbeit soll explizit der
Fragestellung nachgegangen werden, welches der 3 Nachweisverfahren sich im klinischen Alltag

hinsichtlich Genauigkeit und Durchfiihrbarkeit am besten fiir die Mutationsdetektion eignet.

Da eine Tumorlokalisation in eloquenten Hirnarealen ausgedehnte Tumorresektionen unter Erhalt
der Lebensqualitat der Patienten unmaoglich macht und die Diagnose in diesen Fallen moglicherweise
nur durch eine stereotaktische Biopsie gesichert wird, deren GroRe nicht fiir ausgedehnte
Untersuchungen des Tumormaterials ausreicht, wurde versucht die Mutation ebenfalls non-invasiv
im Serum zu detektieren. Auf diese Weise konnte bereits prdoperativ eine Aussage Uber den
Mutationsstatus des Tumorgewebes getroffen und somit das weitere therapeutische Vorgehen

beeinflusst werden.

Zudem sollte aufgezeigt werden, inwieweit die Prognose der Erkrankung durch den IDH-1
Mutationsstatus beeinflusst wird. Hierzu wurden Uberlebenszeitanalysen fiir den jeweils
entsprechenden durch die drei gewebebasierten Methoden ermittelten IDH-1 Mutationsstatus, mit
der Fragestellung durch welche Methode die Prognose der Patienten am besten vorhergesagt

werden kann, durchgefihrt.
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3 Material und Methodik

3.1 Patientenmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurde der IDH-1 Mutationsstatus von 43 Patienten mit primaren und
sekundaren Glioblastomen sowie, soweit vorhanden, deren Vorlduferlasionen mit unterschiedlichen
Methoden bestimmt. Zusatzlich wurde der IDH-1 Mutationsstatus von 42 Patienten mit WHO-Grad II-
Il Gliomen bestimmt. Fiir diese Arbeit wurde FFPE-Tumormaterial von insgesamt 85 Gliom-Patienten
verwendet, die zwischen 1992 und 2011 in der Klinik fir Neurochirurgie des Universitatsklinikums
des Saarlandes behandelt wurden. Das Tumormaterial wurde im Anschluss an die Operation am
Institut flr Neuropathologie in 4% gepuffertem Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und bei
Raumtemperatur gelagert. Patienten deren OP-Praparate einen Tumoranteil von unter 30% Prozent
enthielten wurden in den nachfolgenden Untersuchungen nicht beriicksichtigt. Zusatzlich wurde von
diesen Patienten, soweit vorhanden, Blutserum untersucht. Dieses stammt aus Blutentnahmen, die
zeitnah zur Operation stattgefunden haben. Das geronnene Blut wurde im Anschluss an die
Entnahme im Institut fir Humangenetik durch Zentrifugieren in seine flissigen und festen
Bestandteile aufgetrennt. Nach Abtragen des Serums wurde dieses bei -20°C gelagert. Insgesamt
wurden 85 FFPE-Tumorproben sowie 24 Seren auf den IDH-1 Mutationsstatus untersucht. Die
Entwicklung einer minimal-invasiven Diagnostik fiir Gliome wurde von der lokalen Ethikkommission

genehmigt (Nr. 67/06).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die klinischen Daten der Patienten.

Tumor-Typ Manner Frauen Gesamt Mittleres
(n=85) Alter £ SD
Diffus infiltrierendes Astrozytom 5 1 6 24,8 £8,7
Diffus infiltrierendes Oligoastrozytom 4 1 5 37,8+21,5
Anaplastisches Astrozytom 8 6 14 42,5+ 20,3
Anaplastisches Oligodendrogliom 4 3 7 47,3+15,9
Anaplastisches Oligoastrozytom 5 5 10 36,5+9,6
Sekundares Glioblastom 11 2 13 37,0+12,0
Primares Glioblastom 14 16 30 57,3 +16,8

Tabelle 1: Klinische Patientendaten
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3.2 Immunhistochemische Bestimmung der IDH-1 R132H Mutation

3.2.1 Herstellung und Vorbehandlung der Paraffinschnitte

Zur immunhistochemischen Bestimmung des Mutationsstatus der Isocitratdehydrogenase 1 wurden
zunachst Paraffinschnitte der verwendeten Gliome hergestellt. Hierfir wurde das FFPE-
Tumorgewebe mittels Mikrotom (2300 Biocut, Reichert-Jung) in 2um dicke Gewebeschnitte
geschnitten und diese auf beschichtete Objekttrager (SuperFrost®plus, R. Langenbrinck, Labor- und
Medizintechnik) aufgezogen. Die Objekttrager wurden anschlieBend 24 Stunden in einem

Warmeschrank (Heraeus Instruments Function Line, Thermo Scientific) bei 37°C getrocknet.

Da die Formalinfixierung und die Einbettung des Gewebes in Paraffin zur intra- und intermolekularen
Vernetzung der Proteine und damit zur Maskierung der Antigene fiihrt, wirde die direkte
Verwendung der Schnitte in der Immunhistochemie zum partiellen oder vollstandigen Verlust der
Immunreaktivitdt und somit zu einem falsch-negativen Ergebnis flihren. Daflir missen die Antigene
zunachst fir die verwendeten Antikorper wieder zugénglich gemacht (,demaskiert”) werden. Laut
Herstellerangaben des in der Arbeit verwendeten Anti-Human IDH-1%"**"" Antikérpers (DIA HO9;
Dianova GmbH), welcher spezifisch die R132H-Mutation des IDH-1 Proteins erkennt, ist eine
hitzeinduzierte Antikdrperdemaskierung erforderlich. Hierbei wird durch Garen der Schnitte in einem

Demaskierungspuffer die Immunreaktivitat des Gewebes wieder hergestellt (Key 2003).

Zunachst wurden die Gewebeschnitte durch dreimalige Inkubation fir jeweils 5min im Xylolbad
entparaffiniert und im Anschluss durch Inkubation in 100% Ethanol fiir 4min rehydriert. Zur
Blockierung der endogen im Gewebe vorkommenden Peroxidasen wurden die Schnitte anschlieRend
fir 10min in einer Losung aus 1% Wasserstoffperoxid, gelost in Methanol, bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch diesen massiven Substratiiberschuss werden endogene Peroxidasen irreversibel
blockiert und somit eine unspezifische Hintergrundfiarbung in der IHC vermieden (Dako REAL™
EnVision™ Detection System, User manual, 3rd edition). AnschlieRend wurden die Schnitte mit Aqua
destillata gespilt und fiir 15min im auf 90°C vorgewarmten Demaskierungspuffer (Dako Target
Retrieval Solution, pH9; Dako Deutschland GmbH) in einen Dampfgarer (FS10 Typ 3216, Braun
GmbH) gestellt. Nach 10- bis 20-miniitigem Abklihlen bei Raumtemperatur wurden die Schnitte noch
einmal mit Aqua destillata gespiilt und bis zur weiteren Bearbeitung in TRIS-Waschpuffer (Dako Wash

Buffer 10x, Dako Deutschland GmbH) gelagert.
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3.2.2 IDH-1 Immunhistochemie

Zum Nachweis der IDH-1 R132H Punktmutation wurden die nach Abschnitt 3.2.1 vorbehandelten
Schnitte zundchst mit einem unkonjugierten monoklonalen Mausantikorper als Primarantikorper
(Anti-Human IDH-1%32" DIA HO9, Dianova GmbH) inkubiert, der diese Mutation spezifisch erkennt.
Dieser Mausantikérper wird im Anschluss durch einen sekundaren Antikorper aus Ziegen, welcher
gegen Maus-Immunglobuline gerichtet ist, gebunden (Dako REAL™ EnVision™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse). Der sekundire Antikorper ist wiederum an ein synthetisches
Polymer (Dextran) gekoppelt, an dem neben mehreren Antikorpermolekilen auch mehrere Molekile
der Meerrettich-Peroxidase binden (Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+,
Rabbit/Mouse, User manual, 3rd edition). Da immer mehrere Dextrane an einem Primarantikérper
binden kdnnen, kommt es zur Signalverstarkung. Durch Zugabe einer Substrat/Chromogen-L&sung
kann diese Bindung sichtbar gemacht werden. Hierbei fungiert das Substrat 3,3‘-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB+) als Elektronendonator fiir den Umsatz von Wasserstoffperoxid durch das
Enzym Peroxidase und wird dadurch oxidiert (http://www.histologietechnik.ch/downloads/ein
fuehrung_immunhistochemie.pdf). Es entsteht ein unldsliches Prazipitat brauner Farbe, das in
normalem Licht detektiert werden kann und nicht ausbleicht. Zur Erhéhung des Kontrasts im
Schnittpraparat folgt zum Schluss eine Gegenfdarbung mittels Hamatoxylin. Hierdurch wird eine
Blaufarbung des Zellkerns hervorgerufen. Alle Schritte der immunhistochemischen Farbung werden

bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Zunachst wurden die Objekttrager luftblasenfrei auf sogenannte Coverplates (Shandon Coverplate™
Disposable Immunostaining Chamber, Thermo Scientific) aufgebracht. Es entsteht ein kleiner Spalt
zwischen dem Objekttrager und dem Coverplate, in welchen die einzelnen Ldsungen eingebracht
werden. Diese verbleiben dort stets bis zum Befiillen der Coverplates mit der nachsten Lésung und
sorgen fiir ein gleichmaRiges Farbeergebnis. Zur Uberpriifung der korrekten Lage der Objekttriger
wurden die Coverplates zundchst mit TRIS-Waschpuffer befillt. Anschlieend wurden 100pl der
Priméarantikdrper-Lésung (Anti-Human IDH-1R132H, 1:100 in Dako Real™ Antibody Diluent (Dako
Deutschland GmbH) verdinnt) aufgebracht und die Objekttrager 30min inkubiert. Nach dreimaligem
Spiilen der Coverplates mit TRIS-Waschpuffer wurden die Schnitte in 100ul Envision™ FLEX+ MOUSE
LINKER (Dako Deutschland GmbH) fir 15min inkubiert. Diese Losung soll das Signal des
Primarantikorpers erhéhen. AnschlieBend wurden die Schnitte dreimal mit TRIS-Waschpuffer gesplilt
und mit 100l der sekundéren Antikdrperldsung (Dako REAL™ EnVision™) fur 30min inkubiert. Nach
dreimaligem Spilen der Schnitte in TRIS-Waschpuffer erfolgte die enzymatische Detektion durch
Zugabe von 200ul DAB-Substrat-Losung, bestehend aus einer gepufferten Losung mit
Wasserstoffperoxid und 3,3‘-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (Dako REAL™ DAB+ Chromogen

(50x), 1:50 in Dako REAL™ Substrate Buffer verdiinnt). Nach einer 30-minitigen Inkubation wurden
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die Objekttrager aus den Coverplates entnommen, in Aqua destillata gespilt und anschliefend in ein
Bad aus Kupfersulfatlosung, bestehend aus ddH,0 und einer Messerspitze Kupfer-(Il)-Sulfat-
Pentahydrat (Merck KGaA), getaucht. Dies erhoht die Sensitivitdt und Intensitdt der Farbreaktion.
AnschlieBend wurden die Objekttrager mit Aqua destillata gespilt und fiir 2min in Hamatoxylin
(Shandon Instant Hematoxylin, Thermo Scientific) inkubiert. Nach Entfernen des Hamatoxylins durch
Spilen mit Aqua destillata wurden die Schnitte fir 1min in Shandon Bluing Reagent-Lésung (Thermo
Scientific) inkubiert. Diese Losung blaut Hamatoxylin und ersetzt damit stark alkalische Losungen
oder langes Stehen der Objekttrager unter flieBendem Wasser. Auf diese Weise wird die Gefahr
Zellen oder Gewebeteile zu verlieren, reduziert (http://www.thermoscientific.com/en/product/shan
don-bluing-reagent.html). Die Schnitte wurden anschlieBend durch kurzes, aufeinanderfolgendes
Schwenken in Aqua destillata sowie in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (70%, 80%, 90%, 100%)
entwadssert. Es folgte die Fixierung der Farbung durch mehrmaliges Schwenken der Objekttrager in
Xylol. Anschliefend wurden die Objekttrager mit einem Tropfen Entellan (Microscopy Entellan,

Merck KGaA) und einem Deckglas versehen.
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3.2.3 Auswertung

Mikroskopische, visuelle Auswertung

Die mikroskopische Auswertung der Praparate erfolgte in Anlehnung an den immunreaktiven Score
(IRS) nach Remmele, welcher im Folgenden kurz erldutert wird (Remmele et al. 1987). Als Kriterien
flieRen einerseits der prozentuale Anteil an positiv gefarbten Zellen, andererseits die Farbeintensitat
der einzelnen Zellen in die Bewertung ein. Die Prdparate werden anhand der einzelnen
Beurteilungskriterien in verschiedene Gruppen unterteilt und mit Punktwerten versehen (Tabelle 2

und Tabelle 3).

A: Beurteilung des Prozentsatzes an positiv gefdrbten Zellen

Gruppe Anteil gefarbter Zellen Punktwert A
Gruppe 1 <10 % 1 Punkt
Gruppe 2 11-50% 2 Punkte
Gruppe 3 51-80% 3 Punkte
Gruppe 4 > 80% 4 Punkte

Tabelle 2: Beurteilung des Prozentsatzes an positiv gefdrbten Zellen

B: Beurteilung der Firbeintensitat

Gruppe Intensitat Punktwert B
Gruppe 1 schwach positiv 1 Punkt
Gruppe 2 maRig positiv 2 Punkte
Gruppe 3 stark positiv 3 Punkte

Tabelle 3: Beurteilung der Farbeintensitat

Durch Multiplikation der beiden Punktwerte A und B, die fir jedes Schnittpraparat ermittelt wurden,
konnte jedem Prdparat ein IRS zwischen 0 und 12 zugewiesen werden. Prdparate mit einem
Punktwerkt von 9 oder 12 wurden als stark, Praparate mit Punktwerten von 4, 6 oder 8 als mafRig und
Praparate mit Punktwerten von 1, 2, oder 3 als schwach IDH-1 R132H positiv bewertet. Praparate mit
einem Punktwert von 0 wurden als negativ interpretiert, d. h. es liegt hier keine immunhistochemisch
detektierbare IDH-1 R132H Mutation vor. In Abbildung 5 und Abbildung 6 sind exemplarisch einzelne
Farbungen und ihre Beurteilung beziiglich des Prozentsatzes an positiv gefarbten Zellen sowie der

Farbeintensitat dargestellt.
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Abbildung 5: Prozentsatz positiv gefarbter Tumorzellen (400-fache VergéRerung): a < 10%, b 11-50%, ¢ 51-80%, d > 80%

Abbildung 6: Farbeintensitat (400-fache VergréBerung): a negativ, b schwach positiv, c maRig positiv, d stark positiv
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3.3 Bestimmung der IDH-1 R132H Mutation durch Sanger Sequenzierung

3.3.1 Prinzip der Sequenzierung nach Sanger
Die in dieser Arbeit verwendete Sequenziermethode basiert auf der in den 1970er Jahren von

Frederick Sanger entwickelten Didesoxy- oder auch Kettenabbruch-Methode.

Ausgangspunkt dieser Methode stellen DNA-Einzelstrange (Matrize) und eine kurze Sequenz
komplementdrer DNA (Primer) dar, wobei letztere der DNA-Polymerase als Startpunkt dient. Die
Sequenzierung erfolgt in vier verschiedenen Ansdtzen, in denen der DNA-Polymerase Desoxy-
Nukleosid-Triphosphate (dNTPs) sowie in geringer Menge entweder Didesoxy-ATP, Didesoxy-GTP,
Didesoxy-CTP oder Didesoxy-TTP angeboten werden (zitiert nach Hirsch-Kauffmann et al. 2006). Die
DNA-Polymerase synthetisiert einen DNA-Strang komplementar zur Matrize. In diesen werden die
angebotenen dNTPs und die radioaktiv markierten Didesoxy-Nukleosid-Triphosphate (ddNTPs)
gleichermalen eingebaut. Nach Einbau eines ddNTPs ist es der DNA-Polymerase nicht mehr moglich,
weitere Triphosphate in den synthetisierten DNA-Strang einzubauen. Es kommt zum Abbruch der
DNA-Synthese. Dies ist auf das fehlende, freie 3’-OH Ende zurlickzufiihren, welches fiir die
Verknlipfung mit der Phosphatgruppe eines weiteren Triphosphats notig ware (Sanger et al. 1977).
Die entstandenen DNA-Fragmente unterschiedlicher Linge werden gel-elektrophoretisch
aufgetrennt. Die DNA-Sequenz kann von der Autoradiographie abgelesen werden. Mittlerweile
wurde diese Methode dahingehend verbessert, dass anstelle von radioaktiv markierten Nukleotiden
floureszenz-markierte Nukleotide verwendet werden, die Uber eine mit Gelmatrix gefillte Kapillare
aufgetrennt werden kénnen. Durch die Markierung der vier Nukleotide dd-ATP, -GTP, -CTP und —TTP
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen kann eine Probe so in einem Ansatz sequenziert

werden (Alberts et al. 2005).

3.3.2 DNAIsolierung aus FFPE Material

Herstellung von Paraffinschnitten und Vorbehandlung des Tumormaterials

Um ein aussagekraftiges Ergebnis tGber den Mutationsstatus der Gliome bei der Sequenzierung zu
erhalten, missen die eingesetzten Gewebeproben einen Tumoranteil von mindestens 25-30%
aufweisen (Jancik et al. 2012; Pinto et al. 2011; Tsiatis et al. 2010). Hierzu wurde vor Anfertigung der
Paraffinschnitte der Tumoranteil der verwendeten Gliome auf Hamatoxylin und Eosin (HE) gefédrbten
Schnitten durch einen Neuropathologen (PD Dr. Y.-J. Kim) markiert. AnschlieRend wurden mittels
Mikrotom 5um dicke Paraffinschnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und lber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet. Um genligend Tumor-DNA filr die Sequenzierung zu gewinnen wurden,

abhidngig von der TumorgréRe, bei Resektaten 2 bis 4 und bei Biopsien 8 bis 12 Paraffinschnitte
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bendtigt. AnschlieBend wurde anhand des markierten HE-Schnittes von den angefertigten
Paraffinschnitten der jeweilige Tumoranteil der Gewebeproben in ein mit 1000ul Xylol befilltes und
beschriftetes Eppendorf-GefaR gekratzt. Um kein Gewebe zu verschleppen wurden zwischen den
einzelnen Proben Handschuhe und Kaniilen gewechselt. Zur Kontrolle, ob bei der Makrodissektion
der Tumoranteil der verwendeten Paraffinschnitte abgekratzt wurde, wurden die Schnitte

anschlieend HE gefarbt und mit dem initial tumormarkierten HE-Schnitt verglichen.

Um das an den Tumorproben befindliche Paraffin in Xylol zu 16sen, wurden diese zunachst gemischt
(Vibrofix VF1, IKA® Labortechnik) und anschlieRend bei 14.000rpm fir 5min zentrifugiert
(Hochgeschwindigkeits-Mikroliterzentrifuge Model CT15E/CT15RE, VWR International GmbH). Durch
das Zentrifugieren setzt sich das Tumorgewebe ab und das in Xylol geloste Paraffin kann abpipettiert
werden. Das Tumormaterial verbleibt als Pellet am Boden der EppendorfgefalRe. Zur Rehydrierung
der Gewebeproben wurde dieser Schritt zweimal mit jeweils 1000ul Ethanol 100% wiederholt. Das
Pellet wurde anschlieRend im geodffneten Eppendorf-GefalR bei 37°C fir 15min im Thermoblock

(Thermomixer comfort 1,5ml, Eppendorf AG) getrocknet.

Zum Zellaufschluss wurde das aus dem Schlauchpilz Tritirachium album gewonnene Enzym
Proteinase K, welches zum Abbau von Proteinen in Zelllysaten und zur Freisetzung von Nukleinsaure
genutzt wird, verwendet (http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p6556?lang=de&
region =DE). Hierflir wurden auf die getrockneten Pellets jeweils 180ul ATL Buffer und 20ul
Proteinase K pipettiert. AnschlieRend wurden die Proben mittels Vortex gemischt und im
Thermoblock unter Denaturierungsbedingungen bei 56°C zweieinhalb Stunden inkubiert. Es folgte
eine weitere Inkubation von 15 Minuten bei 90°C, wodurch die fixationsbedingten Crosslinks der

DNA geldst und somit sowohl die Quantitat als auch die Qualitat der DNA verbessert wurden.

Aufreinigung und Elution der gewonnenen DNA

Um die gewonnene DNA von Proteinen, Nukleasen und Verunreinigungen zu befreien, wurde eine
Aufreinigung mithilfe des QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN GmbH) nach Herstellerangaben

halbautomatisch im QlAcube durchgefiihrt.

Diese Methode basiert auf der unter hohen Salz- und Alkoholkonzentrationen selektiven Bindung von
DNA an eine Silica Membran, die anschlieRend mehrfach gewaschen wird. Durch die einzelnen
Waschschritte werden Proteine, Nukleasen und Verunreinigungen aus den Proben herausgel6st und
konnen als Durchfluss verworfen werden (QlAamp® DNA FFPE Tissue Handbook,
https://www.giagen.com/resources/download.aspx?id=63a84dc7-d904-418e-b71a-1521cf318e82&l

ang=en). Zuletzt wird die DNA mittels HPLC-H,0 aus der Membran in ein sauberes Eppendorfgefal

gelost.
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Tabelle 4 gibt einen Uberblick Giber den Ablauf des Programm:s.

Vorgang Zweck

Probe Herstellung der optimalen Bedingungen zur Bindung

+200pl AL Buffer der DNA an die Saulenmatrix

+200ul EtOH

Aufbringen der Probe auf Saule

Zentrifugieren Bindung DNA an Saule

+500ul Puffer AW1-Buffer Waschen gebundener DNA

Zentrifugieren Herauslosen von Verunreinigungen aus den Proben

+ 500ul AW2-Buffer Waschen gebundener DNA

Zentrifugieren Herauslosen von Verunreinigungen und Trocknen der
Membran

+15 bzw. 30ul HPLC-H,0 (abhéngig von der  Eluieren der DNA aus der Membran
ProbengroRe), Zentrifugieren

Tabelle 4: Aufreinigung isolierter DNA

Messung der DNA-Konzentration und DNA-Reinheit

Zur Qualitatskontrolle wurde im Anschluss an die Elution die DNA-Reinheit und die DNA-
Konzentration mittels Spectrophotometer (NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000, PEQLAB
Biotechnologie GmbH) gemessen. Hierbei wird die Menge an Licht einer bestimmten Wellenlange
bestimmt, die von der auf den Messpunkt aufgebrachten DNA-Probe absorbiert wird (Karp 2005). Die
DNA-Reinheit wurde anhand des Quotienten der Absorption bei 260nm und 280nm ermittelt. Das
Absorptionsmaximum von DNA liegt bei einer Wellenlange von 260nm, das von Proteinen hingegen
bei 280nm. Bei einem Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 kann die isolierte DNA als ,,rein“ angesehen

werden (Technical Bulletin, NanoDrop Spectrophotometers).

Zunachst wurde das Gerat mit 1,5ul HPLC-H,0 geeicht. Anschlielend wurden jeweils 1,5ul einer
Probe auf den Messpunkt des Gerdtes aufgebracht und die Messung durchgefiihrt. Um die

Fehlerquelle moglichst gering zu halten, wurde der Messpunkt nach jeder Probe griindlich gereinigt.

3.3.3 Amplifikation der isolierten DNA

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Da die Menge an isolierter DNA flr die Sequenzierung nicht ausreichend ist, muss der zu
untersuchende DNA-Abschnitt amplifiziert werden. Die im Jahr 1983 von Kary Mullis entwickelte

Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) stellt ein Verfahren zur Amplifikation von
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spezifischen DNA-Fragmenten dar. Benotigt werden hierflir neben der isolierten DNA, welche als
Matrize fungiert, eine hitzebestandige DNA-Polymerase, Desoyxyribonukleotide sowie eine kurze
Sequenz komplementidrer DNA (Primer) im Uberschuss (Karp 2005). Bei der Polymerase-
Kettenreaktion werden drei Phasen voneinander unterschieden, die zusammen einen Zyklus bilden
und automatisiert in einem Thermocycler stattfinden. In der Denaturierungsphase kommt es durch
Erhitzen der DNA-Proben auf 95°C zur Auftrennung der DNA-Doppelhelix. Wahrend der
Hybridisierungsphase lagert sich der Primer bei einer, von der Sequenz der Primer abhangigen
Annealingtemperatur (hier 56°C) an die DNA-Einzelstrange an. In der Elongationsphase synthetisiert
das Enzym Taqg-Polymerase, ausgehend von den Primern, einen DNA-Strang komplementar zur
Matrize. Dieser Schritt findet bei 72°C, der optimalen Arbeitstemperatur der Tag-Polymerase, statt.

Mit jedem Zyklus steigt der Gehalt an DNA exponentiell an (Mullis et al. 1986).

Fir die PCR wurde das peqGOLD Tag-DNA-Polymerase ,all inclusive’ Kit (PEQLAB Biotechnologie
GmbH) verwendet. Die PCR-Bedingungen und die Sequenz der fir die PCR und Sequenzierung
verwendeten Primer wurden von der Arbeitsgruppe Capper et al. 2010 Gibernommen. Die Sequenzen

der Primer, welche von Eurofins MWG Operon synthetisiert und bezogen wurden, sind in Tabelle 5

aufgefihrt.

Verwendete Primer Sequenz (5‘ 2 3°)

Extern Forward ACCAAATGGCACCAT

Extern Reverse TTCATACCTTGCTTAATGGGTGT
Intern Forward CGGTCTTCAGAGAAGCCATT
Intern Reverse GCAAAATCACATTATTGCCAAC

Tabelle 5: Verwendete Primer fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten aus FFPE-Material (Capper et al. 2010)

Zundchst wurden PCR-GefdaRe mit den jeweiligen Probenummern beschriftet und mit 1l Template
entsprechend einer DNA-Menge von ungefdhr 50ng/ul beflllt. Bei abweichenden
Ausgangskonzentrationen der DNA-Proben wurden diese entsprechend mit HPLC-H,0 verdiinnt.
Zusatzlich zu den DNA-Proben lief bei jedem PCR-Durchgang eine Wasserkontrolle mit, um mogliche
Kontaminationen der einzelnen Reaktionsbestandteile mit Fremd-DNA auszuschlieen. Hierbei

wurde anstelle des Templates 1ul HPLC-H,0 eingesetzt.

AnschlieBend wurde ein Master-Mix hergestellt. Tabelle 6 gibt den Ansatz fiir eine Probe wieder.
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Ansatz fur eine Probe:

5ul Puffer

1pl ANTP

1pl Primer Extern Forward (1:10 mit HPLC-H,0 verdiinnt)
1pl Primer Extern Reverse (1:10 mit HPLC-H,0 verdiinnt)
0,3ul Tag-Polymerase

40,7ul dH,0

Tabelle 6: Amplifikation von DNA-Fragmenten aus FFPE-Material: Ansatz fiir eine Probe

Auf jede Probe wurden 49ul Master-Mix pipettiert, so dass jedes PCR-GefalR ein Endvolumen von
50ul enthielt. Nach Mischen und Abzentrifugieren der Proben wurde die PCR in einem Thermocycler
(pegSTAR 96 Universal, PEQLAB Biotechnologie GmbH) gestartet. Die PCR-Bedinungen sind in Tabelle

7 aufgefiihrt.

PCR-Bedingungen

Je Zyklus:
- 95°C fiir 30 Sekunden
- 56°C fiir 40 Sekunden } x35
- 72°C fiir 50 Sekunden

Tabelle 7: PCR-Bedinungen fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten aus FFPE-Material

Nach 35 durchlaufenen Zyklen konnte das PCR-Produkt aus dem Thermocycler entnommen werden.

Agarose-Gel-Elektrophorese

Um zu kontrollieren, ob die durchgefiihrte PCR erfolgreich war, wurde eine Gel-Elektrophorese
durchgefihrt. Zur Herstellung eines Agarose-Gels werden das aus Seetang gewonnene Polysaccharid
Agarose, Elektrophoresepuffer sowie Ethidiumbromid bendétigt. Nach Aufkochen der Agarose in
Elektrophoresepuffer polymerisiert diese bei Abklhlen unter Porenbildung aus. Da Agarose-Gel
relativ groRporig ist, eignet es sich besonders gut zur Auftrennung von DNA-Molekiilen. Die erste
Kammer des Agarose-Gels, welche in der mit Elektrophoresepuffer befiillten Elektrophoresekammer
liegt, wird zunachst mit einem DNA-Leiter versehen. Dieser enthdlt verschiedene DNA-Stringe
definierter Lange und dient der GroRenbestimmung der eingesetzten DNA-Proben. In die weiteren
Kammern des Gels werden die mit Ladepuffer versetzten PCR-Produkte aufgetragen. Unter Anlegen
einer Spannung wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente entsprechend ihrer Ladung zur
Anode und werden durch die Poren ihrer GrolRe entsprechend aufgetrennt (Alberts et al. 2005). Die

im Gel vorhandenen Ethidiumbromidmolekile interkalieren in die DNA-Doppelhelix und verandern
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dadurch ihr Absorptionsspektrum. Zusatzlich wird die Fluoreszenz bei Anregung mit UV-Licht
verstarkt, wodurch DNA-Fragmente unter UV-Belichtung sichtbar gemacht und mittels CCD-Kamera
fotografiert werden kénnen (nach: Produktinformation Ethidium bromid solution: http://www.sigma
aldrich.com/catalog/product/sigma/e1510?lang=de&region=DE). Die Lichtintensitat korreliert mit
der Menge an DNA.

Fur die Herstellung eines 2%igen Agarose-Gels wurden 1g Agarose (Ambion® Agarose-LE, Invitrogen
Life Technologies), 50ml TBE 1x (Herstellung siehe Anhang) und ein Tropfen EDTA (BDH Electran®
Ethidium bromide solution, VWR International GmbH) verwendet. Zunachst wurde die Agarose mit
TBE 1x versetzt und in einem Erlenmeyer-Kolben in der Mikrowelle (Typ: KOC 985TBA, DAEWOO)
erhitzt bis die Agarose komplett gelost war. AnschlieRend erfolgte eine Durchmischung mittels
Magnetriihrgerat (RET basic IKAMAG®, IKA® Labortechnik). Nachdem die Flissigkeit etwas abgekihlt
war, wurde diese mit einem Tropfen Ethidiumbromid versehen und konnte nach erneutem Mischen
in die Gel-Form gegossen werden. Nach ungefahr 15 Minuten war das Gel vollstandig ausgehartet
und konnte in die Elektrophorese-Kammer gelegt werden. Das PCR-Produkt wurde mit jeweils 10ul
blauen DNA-Ladepuffer (Herstellung siehe Anhang) versehen, gemischt und abzentrifugiert.
AnschlieBend wurde die erste Kammer des Gels mit 2ul DNA Leiter (123bp DNA Ladder, Invitrogen
life technologies) und jede weitere Kammer mit jeweils 5ul PCR-Produkt versehen. Nach
VerschlieRen der Kammer wurde eine Spannung von 70 Volt (Microcomputer Elektrophoresis Power
Supply, Consort) angelegt. Das Gel wurde nach 60 Minuten entnommen und unter UV-Belichtung

fotografiert (InGenius Manual gel documentation systems, Syngene Bio Imaging).

Bei schlechtem oder fehlendem Signal in der Agarose-Gel-Elektrophorese wurde die PCR der

entsprechenden Proben mit den Primern Intern Forward und Intern Reverse wiederholt.

Aufreinigung des PCR-Produktes

Um Uberschissige Primer, Nukleotide, Enzyme und weitere Unreinheiten aus den DNA-Proben zu
entfernen, welche die Sequenzierreaktion stéren wirden, muss das PCR-Produkt aufgereinigt
werden. Das Prinzip der Aufreinigung mit Hilfe der QIAGEN Sdulen wurde bereits unter Punkt 3.3.2

beschrieben.

Die Aufreinigung des PCR-Produktes erfolgte wiederum automatisiert im QlAcube mittels MinElute®
PCR Purification Kit (QIAGEN GmbH). Hierfiir wurden jeweils 50ul PCR-Produkt in beschriftete 2ml
Eppendorf-GefaR pipettiert. Des Weiteren wurde fiir jede Probe erneut ein Rotor Adapter mit einem
beschrifteten 1,5ml Eppendorfgefdll und einer MinElute Sadule bestlickt. Zusatzlich wurde der
Automat mit PB Buffer, PE Buffer, EB Buffer sowie mit Pipettenspitzen befiillt. Abhdangig vom Signal

der einzelnen Proben in der Agarose-Gel-Elektrophorese  wurden unterschiedliche
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Aufreinigungsprogramme verwendet. Bei einem starken Signal wurde das QIAquick PCR Cleanup
Programm mit einem Elutionsvolumen von 30ul und bei einem eher schwachen Signal das MinElute
Cleanup Programm mit einem Elutionsvolumen von 15ul ausgewahlt. Auf diese Weise konnte eine

moglichst hohe DNA-Konzentration im Eluat erzielt werden.

Die Schritte, die im QlAcube durchlaufen werden, konnen auch von Hand durchgefiihrt werden.

3.3.4 Cycle Sequencing Reaktion

Grundlage der Cycle Sequencing Reaktion stellt eine Kombination der bereits beschriebenen
Sequenziermethode nach Sanger und der unter Punkt 3.3.3 beschriebenen modernen PCR-
Technologie dar. Verwendet wurde hierfiir das BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems®). Da die in diesem Kit verwendeten ddNTPs mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen fiir jede Base markiert sind, ist statt den urspriinglichen vier verschiedenen
Ansdtzen nur noch ein gemeinsamer Ansatz je Probe noétig. Es entstehen DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange, die an ihrem 3‘-OH-Ende auf ein mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppeltes

ddNTP enden.

Tabelle 8 gibt eine Ubersicht tber die unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung der einzelnen

Nukleotide.

ddNTP Fluoreszenzfarbstoff Farbe im Elektropherogramm
ddATP R6G grin

ddTTP TAMRA rot

ddCTP ROX blau

ddGTP R110 schwarz

Tabelle 8: Fluoreszenzmarkierung der fiir die Cycle Sequencing Reaktion verwendeten Nukleotide

Zunachst wurde ein Pipettierplan fir die Aufteilung der MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate
(Applied Biosystems®) erstellt. Jede Probe wurde dabei zweimal auf die Platte aufgetragen, da die
Sequenzierung sowohl mit dem Primer Extern Forward als auch Intern Reverse in zwei voneinander
getrennten Ansatzen durchgefiihrt wurde. Nach Erstellen des Planes wurden jeweils 1ul Template
aus der Aufreinigung sowie 1ul des 1:20 mit HPLC-H,O verdiinnten Primers in jedes Well pipettiert.

Zusatzlich wurde ein Master-Mix erstellt. Der Ansatz flr eine Probe ist in Tabelle 9 dargestellt.
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Ansatz fur eine Probe:

2ul Ready Reaction Mix
1ul BigDye Buffer
15l HPLC-H,0

Tabelle 9: Cycle Sequencing Reaktion: Ansatz fiir eine Probe

Es wurden jeweils 18ul Master-Mix in jedes Well pipettiert, sodass jedes Well ein Gesamtvolumen
von 20ul beinhaltete. Die Platte wurde mit einer Abdeckfolie (MicroAmp™ Optical Adhesive Film,
Applied Biosystems®) verschlossen, gemischt, kurz abzentrifugiert (Hermle Z326K
Tischkihlzentrifuge, Axon Labortechnik) und mit einem Warmeschutz in den Thermocycler gestellt.
Initial wurde die Platte fir eine Minute auf 96°C erhitzt. Daraufhin wurde der in Tabelle 10

dargestellte Zyklus 25 Mal durchlaufen.

Je Zyklus:

96°C fiir 10 Sekunden

50°C fiir 10 Sekunden

Erh6hen der Temperatur um 1°C/Sekunde bis eine Temperatur von 60°C erreicht wird
60°C fiir 2 Minuten

Tabelle 10: PCR-Bedingungen fiir die Cycle Sequencing Reaktion

Nach Abschluss der 25 Zyklen konnte die Platte aus dem Thermocycler entnommen werden.

Aufreinigung des Cycle Sequencing Produktes

Um moglichst wenig unspezifisches Hintergrundsignal in der Sequenzanalyse zu erhalten, missen alle
Uberschissigen ddNTPs sowie Enzyme und Puffer aus den Proben vor Durchfihrung der
Kapillarelektrophorese entfernt werden. Die Aufreinigung erfolgte in dieser Arbeit wie nach
Herstellerangaben empfohlen mittels Ethanol/EDTA Fallung. Nukleinsduren sind in apolaren
Losungsmitteln wenig [6slich und kénnen mit in Wasser geldstem Ethanol ausgefallt werden. Der
Chelatbildner EDTA hilft dabei das Extensionsprodukt wahrend der Fallung zu stabilisieren, indem es
zweiwertige lonen wie z.B. Mg” bindet, welches viele Enzyme als wichtige Kofaktoren benétigen
(Zeeck et al. 2005). Durch Zentrifugieren setzt sich das ausgefallte Extensionsprodukt am Boden der
Platte ab. Uberschiissige ddNTPs, Enzyme und Puffer werden mit Entfernung des Uberstandes

verworfen.
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Nach Zentrifugieren der 96-Well Platte wurden die Proben mit 5ul 125mM EDTA (AppliChem,
Biochemica Chemica Synthesis Services) versehen. Um das EDTA auf den Boden der Platte
abzusenken, wurde diese erneut zentrifugiert. Daraufhin wurden jeweils 60ul 100% EtOH auf die
Platte pipettiert, diese mit einer Abdeckfolie verschlossen und viermal Uber Kopf gemischt. Es folgte
eine Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur. Hierbei wurde die 96-Well Platte mit
Alufolie abgedeckt, um die fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente vor ibermaRigem Lichteinfall zu
schiitzen. Im Anschluss daran wurde die Platte 30 Minuten mit 4000rpm bei 4°C zentrifugiert. Die
Abdeckfolie wurde entfernt, die Platte umgedreht auf Papiertlicher in die Zentrifuge gelegt und
erneut mit 1100rpm fiir eine Minute bei 4°C zentrifugiert. Hierauf wurden 60ul 70% EtOH auf die
Platte pipettiert und diese mit 3300rpm fir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die Platte wurde erneut
umgekehrt auf Papiertliicher in die Zentrifuge gelegt und mit 1100rpm fir 1 Minute bei 4°C
zentrifugiert. Nach Abdecken der Platte mit Alufolie, um die fluoreszenzmarkierten
Extensionsprodukte vor Lichteinfall zu schiitzen, wurde diese 15 Minuten bei Raumtemperatur

getrocknet.

3.3.5 Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse wurde mit Hilfe des 3500 Genetic Analyzers (Applied Biosystems®) durchgefihrt.

Hierbei werden die aufgereinigten und mit Fluoreszenzfarbstoff markierten DNA-Fragmente
kapillarelektrophoretisch aufgetrennt, die Farbstoffe mittels Laser zur Fluoreszenz angeregt und die
Wellenldnge des emittierten Lichtes detektiert und aufgezeichnet. Da jede Base mit einem anderen
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, kann von der Wellenlange des emittierten Lichtes auf die
entsprechende Base geschlossen werden. Die Sequenz kann anschliefend im Elektropherogramm

abgelesen werden.

Bereits wahrend der Phase der Aufreinigung wurde der 3500 Genetic Analyzer gestartet und auf 60°C
vorgeheizt. Zusatzlich wurden bereits die Probenummern anhand des Pipettierschemas eingegeben
sowie Fillungsstand und Haltbarkeit des Anoden- bzw. Kathodenpuffers (Anode Buffer Container
3500 Series, Cathode Buffer Container 3500 Series, Applied Biosystems®), des Polymers (Pop-7™,
Applied Biosystems®) und der Kapillaren (Capillary Array 50cm-8cap, Applied Biosystems®) tUberpriift.

Vor Durchfiihrung der Kapillarelektrophorese wurden die Proben mit jeweils 10ul HiDi (Hi-Di™
Formamide, Applied Biosystems®), einem entionisierten Formamid, resuspendiert. Daraufhin wurde

die Platte in die Halterung fiir den 3500 Genetic Analyzer eingebaut.

Nach Eingabe der Kassette in den Automaten wurde die Analyse gestartet. Die Ergebnisse konnten

nach Beendigung der Sequenzanalyse mittels USB-Stick entnommen und mit Hilfe des Programms
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Chromas Lite 2.1 (http://technelysium.com.au/?page_id=13) in Form eines Elektropherogrammes

ausgewertet werden.

Fir die in der Einleitung beschriebenen Punktmutationen im IDH-1 Gen wurden die in Tabelle 11

aufgefliihrten Sequenzen erwartet.

Sequenz 3‘> 5°

Wildtyp C G
R132H C G/A
R132G C/G G
R132C c/T G
R132S C/A G
R132L C G/T

Tabelle 11: Erwartete Ergebnisse der Sequenzanalyse

Von diesen sind im Folgenden exemplarisch die Elektropherogramme des Wildtyps, der R132H sowie

der R132G Mutation dargestellt (Abbildung 7, Abbildung 8 und Abbildung 9).

Abbildung 7: Ausschnitt aus dem Elektropherogramm eines Wildtyps
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Abbildung 8: Ausschnitt aus dem Elektropherogramm einer R132H Mutation
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Abbildung 9: Ausschnitt aus dem Elektropherogramm einer R132G Mutation

3.4 Bestimmung der IDH-1 R132H Mutation durch Fragmentanalyse
Fir die Fragmentanalyse wurden die fiir die Sequenzierung isolierte und amplifizierte DNA aus FFPE

Material sowie isolierte und amplifizierte DNA aus Patientenserum verwendet.

3.4.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten aus Serum

Bereits frilhere Untersuchungen haben gezeigt, dass bei Tumorpatienten vermehrt zellfreie DNA-
Fragmente im Serum zu finden sind (Vlassov et al. 2007; zitiert nach Lavon et al. 2010). Freigesetzt
werden diese Fragmente, welche eine typische GroRe von 180-200bp aufweisen, durch vermehrten

Zelluntergang (Giacona et al. 1998). Zur Amplifikation dieser DNA Fragmente wurde eine PCR, wie
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unter Punkt 3.3.3 beschrieben, durchgefihrt. Hierfir wurden der KAPA Blood PCR Mastermix B
(peqlab) sowie die Primer Intern Forward und Intern Reverse aus der Sequenzierung (Sequenz siehe
Tabelle 5) verwendet. Da es sich hierbei um frei zirkulierende DNA handelt war keine gesonderte

DNA-Isolation notwendig.

Nach Befiillen der beschrifteten PCR-GefdRe mit jeweils 2,5ul Serum wurde ein Master-Mix erstellt.
Von diesem wurden jeweils 22,5ul auf jede Probe pipettiert, sodass jedes PCR-Gefal ein Endvolumen

von 25ul enthielt. Der Ansatz fiir eine Probe ist in Tabelle 12 aufgefihrt.

Ansatz fiir eine Probe:

Primer Intern forward (1:10) 1,25ul
Primer Intern reverse (1:10) 1,25ul
KAPA Blood PCR Mastermix B 12,5ul
PCR-H,0 7,5ul

Tabelle 12: Amplifikation von DNA-Fragmenten aus dem Serum: Ansatz fiir eine Probe

AnschlieBend wurde die PCR in einem Thermocycler unter in Tabelle 13 aufgefiihrten Bedingungen

gestartet.

PCR-Bedinungen

95°C 5 min

95°C 30 sek

56°C 40 sek }140
72°C 30 sek

72°C 2 min
10°C oo

Tabelle 13: PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten aus dem Serum

Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis einer erfolgreichen DNA-Amplifikation wurde eine Agarose-Gelelektrophorese wie
unter Punkt 3.3.3 beschrieben durchgefiihrt. Da ein relativ kleines DNA-Fragment von 129
Basenpaaren amplifiziert wurde, wurde ein 2%iges Agarose-Gel hergestellt. Aufgrund der hohen
Viskositat des PCR-Produktes wurde dieses zunachst durch Zugabe von 10ul PCR-H,0 verdinnt und
anschliefend mit 3ul DNA-Ladepuffer versehen. Auf das Gel wurden jeweils 7ul 100bp Marker sowie

das komplette PCR-Produkt aufgetragen. AnschlieBend wurde eine Spannung von 100 Volt iber eine
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Stunde angelegt, die DNA-Banden mittels UV-Licht detektiert und die einzelnen Banden fir die

Aufreinigung ausgeschnitten.

Abbildung 10 zeigt exemplarisch die gelelektrophoretische Auftrennung des PCR-Produktes.

== 100 bp Marker

PCR Produkt (129 bp)

Negativkontrolle

e Primerdimer

Abbildung 10: Gelelektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts

DNA-Aufreinigung

Fur die Aufreinigung der DNA aus Agarosegel wurde das QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN
GmbH) verwendet. Auch dieses Verfahren macht sich die selektiven Bindungseigenschaften der in
den QIAGEN Saulen befindlichen Silikamembran, wie unter Punkt 3.3.2 beschrieben, zu Nutze. Bei
hohen Konzentrationen chaotroper Salze und einem pH-Wert von <7,5 werden bis zu 10ug DNA in
der Membran der Zentrifugensaulen gebunden. Bei zu hohem pH-Wert sinkt die Ausbeute an DNA
entsprechend ab (QIAquick® Spin Handbook, http://mvz.berkeley.edu/egl/resources/product%
20inserts/QIAquick_Spin_Handbook.pdf). Durch verschiedene Waschschritte werden alle
Verunreinigungen aus den Proben entfernt. Die reine, gebundene DNA kann anschlieBend in PCR-

H,O eluiert werden.

Zunachst wurde das Gewicht der ausgeschnittenen DNA-Banden mittels Feinwaage ermittelt und die
dreifache Menge an QG-Puffer hinzugegeben. Daraufhin wurde die Agarose in einem 10-mindtigen
Wasserbad bei 50°C gelést. Nach Uberpriifen des pH-Wertes mittels im Puffer enthaltenem
Farbindikator und einer, falls notwendig, entsprechenden pH-Wert Korrektur mittels Zugabe einer
kleinen Menge 3M Natriumacetat, wurde eine dem Gewicht entsprechende Menge an Isopropanol
100% hinzugegeben. Davon wurden jeweils 750ul auf die QIAGEN Saulen pipettiert und 1 Minute
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. AnschlieRend wurden jeweils 500ul QG-Puffer auf
jede Saule pipettiert und 1 Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wiederum verworfen. Es

folgte ein weiterer Waschschritt mit 750ul PE-Puffer. Daraufhin wurden die Sdulen eine Minute

36



trocken zentrifugiert. Zuletzt wurde die DNA in 30ul PCR-H,O eluiert und die DNA-Konzentration

mittels NanoDrop gemessen (Prinzip siehe Punkt 3.3.2).

3.4.2 Snap Shot PCR

Fir die Fragmentanalyse wurde das SNaPshot® Multiplex Kit (Applied Biosystems®) verwendet. Die
Fragmentanalyse basiert auf dem Prinzip der Single Base Extension. Im Unterschied zur Cycle
Sequencing Reaktion wie unter Punkt 3.3.4 beschrieben stehen hierbei der DNA-Polymerase statt
den Ublichen dNTPs und den fluoreszenzmarkierten ddNTPs ausschliefRlich fluoreszenzmarkierte
ddNTPs fir die DNA-Synthese zur Verfligung. Aus diesem Grund wird jeder Primer nur um ein

Nukleotid am 3‘-Ende verlangert bevor es zum Abbruch der DNA-Synthese kommt.

Tabelle 14 gibt eine Ubersicht (iber die unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung der Nukleotide.

ddNTP  Fluoreszenz-Farbstoff  Farben der analysierten Daten

A dR6G grin

C dTAMRA™ schwarz
G dR110 blau

T (V) droOX™ rot

Tabelle 14: Fluoreszenzmarkierung der Nukleotide in der Snap Shot PCR (ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit, Protocol)

Der verwendete Primer wurde von Eurofins MWG Operon synthetisiert und bezogen. Da es sich bei
der zu untersuchenden Mutation um eine Punktmutation handelt, wurde der fir die
Fragmentanalyse verwendete Primer so synthetisiert, dass dieser genau ein Nukleotid vor der zu
untersuchenden Base endet. Auf diese Weise kann speziell diese Mutation nachgewiesen werden
ohne das komplette DNA-Fragment zu sequenzieren. In Tabelle 15 ist die Sequenz des verwendeten

Primers dargestellt.

Primer 2C 23 bp 5'GG TAA AAC CTA TCA TCA TAG GTC 3/

Tabelle 15: Snap Shot PCR: Verwendeter Primer

Im Folgenden sind beispielhaft der Wildtyp und die R132H-Mutation der unter Punkt 3.4.1

amplifizierten DNA-Fragmente dargestellt.
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griin = Primer Intern Forward und Intern Reverse aus der Serum-PCR
gelb = Primer 2C aus der Fragmentanalyse

rot = Codon 132

Wildtyp:

3’ BCCRRRTEECACCRATACE . A A TATTCTGGGTGGCACGGTCTTCAGAGAAGCCATTATCTGCAAAAA
5'TGGTTTACCGTGGTATGCTTTATAAGACCCACCGTGCCAGAAGTCTCTTCGGTAATAGACGTTTTT

TATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCGTCATGCTTATGGGGATCAAG
ATAGGGGGCCGAACACTCACCTACCCATTTTGGATAGTAGTATCCAGCAGTACGAATACCCCTAGTTC

TAAGTCAT i GCORATAATGICATIINGORN 5"

ATTCAGTACAACCGTTATTACACTAAAACGA 31"

R132H Mutation:

3’ BECARATEECACEATACE A AL TATTCTGGGTGGCACGGTCTTCAGAGAAGCCATTATCTGCAAAAA
5 \TGGTTTACCGTGGTATGCTTTATAAGACCCACCGTGCCAGAAGTCTCTTCGGTAATAGACGTTTTT

TATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCATCATGCTTATGGGGATCAAG
ATAGGGGGCCGAACACTCACCTACCCATTTTGGATAGTAGTATCCAGTAGTACGAATACCCCTAGTTC

TAAGTCAT I GCORATANTGICATIINGORN 5"

ATTCAGTACAACCGTTATTACACTAAAACGA 31"

Zunachst wurden jeweils 3ul aufgereinigtes PCR-Produkt aus dem Serum bzw. 0,5ul aufgereinigtes
PCR-Produkt aus FFPE-Material in jedes PCR-GefdR pipettiert. AnschlieRend wurden eine 4uM

Primer-Verdiinnung sowie ein Master-Mix angefertigt.
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Der Ansatz fiir eine Probe ist in Tabelle 16 dargestellt.

Ansatz fur eine Probe:

SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix Sul
Primer (4uM) 1l
PCR-H,0 1pl (bzw. 3,5ul bei FFPE-Material)

Tabelle 16: Snap Shot PCR: Ansatz fiir eine Probe (Serum)

Pro Ansatz wurden jeweils 7ul bzw. 9,5ul Master-Mix in jedes PCR-Tube pipettiert, sodass jedes PCR-
Gefall ein Endvolumen von 10ul und eine Primer-Endkonzentration von 0,4uM enthielt. Die PCR

wurde unter in Tabelle 17 dargestellten Bedingungen in einem Thermocycler gestartet.

PCR-Bedingungen

96 °C 10 sek
50 °C 5 sek }25
60 °C 30 sek

4°C oo

Tabelle 17: Snap Shot PCR-Bedingungen

Aufreinigung des PCR-Produktes

Um moglichst wenig unspezifischen Hintergrund in der Fragmentanalyse zu erhalten wurden die
SnapShot PCR-Produkte zum Abbau ungebundener Nukleotide mit 1Unit des Enzyms rAPid Alkaline
Phosphatase, welches die Dephosphorylisierung am 5‘-Phosphatende von DNA, RNA, Nukleotiden
und Proteinen katalysiert, versehen (http://www.roche-applied-science.com/shop/products/rapid-
alkaline-phosphatase#tab-0). Hierfir wurde in jedes PCR-Tube 1l rAPid Alkaline Phosphatase sowie
1ul Phosphatase Puffer pipettiert. Es folgte die einstiindige Inkubation bei 37°C. Im Anschluss daran

wurde das Enzym bei 75°C flir 10 Minuten inaktiviert.

3.4.3 Fragmentanalyse

Fir die Fragmentanalyse wurden jeweils 0,5ul des PCR-Produktes mit 0,5ul 120 LIZ® Size Standard
(Applied Biosystems™) sowie mit 19ul HiDi (Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems®GeneScan™)
versehen und finf Minuten bei 95°C inkubiert. Davon wurden jeweils 10ul auf die 96-Well Platten

aufgetragen. Die Fragmentanalyse erfolgte wie Dbereits die Sequenzierung mittels
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kapillarelektrophoretischer Auftrennung (Prinzip siehe unter Punkt 3.3.5) im 3500 Genetic Analyzer.

Die anschlieRende Auswertung des Elektropherogrammes erfolgte mit der Gene Mapper 4.1

Software (Applied Biosystems).

Die zu erwartenden Ergebnisse sind in Tabelle 18 dargestellt.

Primer 2c
Wildtyp G
R132H G/A
R132G G
R132C G
R132S G
R132L G/T

Tabelle 18: Erwartete Ergebnisse der Fragmentanalyse

Von diesen sind im Folgenden (Abbildung 11) exemplarisch die Elektropherogramme, einer aus FFPE-

Material gewonnenen Probe, ohne und mit detektierter IDH-1 R132H Mutation dargestellt.

Abbildung 11: Exemplarisches Ergebnis der Fragmentanalyse. Links ohne und rechts mit Nachweis der IDH-1 R132H

Mutation

40



4 Statistische Verfahren

Flr die statistische Auswertung wurde das Programm SPSS verwendet (IBM SPSS Statistics, Version
21). Qualitative Merkmale wurden grafisch anhand von Kreis- und Balkendiagrammen dargestellt.
Zusatzlich wurden Lagemalie (Mittelwert, Median) und Streumale (Standardabweichung) berechnet.
Die Signifikanz fur stetige ZielgréBen wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test und fir nominale oder
diskrete ZielgroBen mit dem Chi-Quadrat-Test bestimmt. Zum Vergleich der einzelnen
Nachweisverfahren der |IDH-1 R132H-Mutation wurde, mit der Immunhistochemie als
Standardverfahren, die Sensitivitdit und Spezifitdit der einzelnen Methoden bestimmt. Fir die
Auswertung der Uberlebenszeit wurden das Kaplan-Meier-Verfahren sowie eine grafische
Darstellung der Uberlebensfunktionen ausgewihlt. Bei diesem Verfahren werden bei der Schitzung
der kumulierten Uberlebensraten auch die Fille bei denen kein Todeszeitpunkt bekannt ist
bericksichtigt und als sogenannte ,zensierte” Werte in die Analyse mit aufgenommen (Graber et al.
2010). Die statistische Signifikanz wurde mit dem Log-Rank-Test lberprift. Das Signifikanzniveau

wurde fir alle statistischen Tests auf alpha = 0,05 = 5% festgelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Klinische Daten

Insgesamt wurden 30 primére Glioblastome und 13 sekundare Glioblastome untersucht. Die Gruppe
der Patienten, welche an priméaren Glioblastomen erkrankt waren, bestand aus 14 Frauen und 16
Mannern, die der sekundaren Glioblastome aus 2 Frauen und 11 Mannern. Hieraus resultierte ein
Verhaltnis von erkrankten Frauen zu erkrankten Mannern von 1:1,14 fir priméare Glioblastome und

ein Verhaltnis von 1:5,5 fir sekundéare Glioblastome.

Es konnte keine statistisch signifikante (p=0,715) Verbindung zwischen Tumortyp und Geschlecht im
Chi-Quadrat-Test flr primare Glioblastome nachgewiesen werden. Fir sekundare Glioblastome

hingegen zeigte sich mit einem p=Wert von 0,013 eine signifikante Korrelation.

In dem zu untersuchenden Patientenkollektiv stellte sich ein mittleres Erkrankungsalter von 50,9
Jahren (10-81 Jahre; SD 18,1) heraus. Als Erkrankungszeitpunkt wurde der Tag der

histopathologischen Sicherung der Diagnose gewertet.

Diagramm 1 gibt einen Uberblick tber das Erkrankungsalter der Patienten an primdren und

sekundaren Glioblastomen wieder.

20,0%
[l sekundéres Glioblastom
1] primares Glioblastom

15,0%

10,0%

Prozent

5,0%7

10 16 28 32 35 42 46 52 55 58 61 65 B9 T2 Y6 B

Erkrankungsalter in Jahren

Diagramm 1: Erkrankungsalter primare und sekundare Glioblastome
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Hierbei zeigte sich, dass Patienten mit einem sekundaren Glioblastom wesentlich friiher erkrankten
als Patienten mit einem primdren Glioblastom. Das mittlere Erkrankungsalter bei primaren
Glioblastomen betrug 57,1 Jahre (10-81 Jahre; SD 16,8), das fiir sekundare Glioblastome hingegen
36,6 Jahre (16-59 Jahre; SD 12,0). Mit einem p-Wert von 1,62*10™ im Mann-Whitney-U-Test war der

Unterschied zwischen beiden Gruppen statistisch signifikant.

Im Hinblick auf die Geschlechterverteilung und Erkrankungszeitpunkt zeigte sich, dass Manner mit
einem mittleren Alter von 53,5 Jahren (10-81 Jahre; SD 20,4) an primaren Glioblastomen und mit
einem mittleren Alter von 36,7 Jahren (16-59 Jahren; SD 13,1) an sekunddren Glioblastomen
erkrankten. Frauen hingegen sind mit einem mittleren Alter von 61,3 Jahren (42-76 Jahre; SD 10,5)
spater an primdren Glioblastomen erkrankt als Manner. Das mittlere Alter bei Erkrankung an
sekundaren Glioblastomen betrug 36 Jahre (32-40 Jahre; SD 5,7). Der Unterschied zwischen
Erkrankungsbeginn bei Mannern und Frauen war sowohl flir primare Glioblastome (p-Wert 0,308) als
auch fur sekundare Glioblastome (p-Wert 0,921) im Mann-Whitney-U-Test statistisch nicht

signifikant.

5.2 Detektion der IDH-1 R132H Mutation

5.2.1 IDH-1 R132H Immunhistochemie
Insgesamt wurden 85 Gewebeproben immunhistochemisch auf die IDH-1 R132H Mutation

untersucht.

Mikroskopische, visuelle Auswertung

Die IDH-1 R132H Mutation konnte immunhistochemisch in 35 Fallen detektiert werden, davon in vier
diffus infiltrierenden Astrozytomen (DA), in zwei diffus infiltrierenden Oligoastrozytomen (DOA), in
finf anaplastischen Astrozytomen (AA), in vier anaplastischen Oligodendrogliomen (AO), in zehn
anaplastischen Oligoastrozytomen (AOA), in neun sekundaren Glioblastomen (sGBM) und in einem
primaren Glioblastom (pGBM). Es stellte sich heraus, dass diese Mutation bei Gliomen von WHO-
Grad II-1V in unterschiedlicher Haufigkeit vorhanden ist. Diagramm 2 zeigt den prozentualen Anteil

der detektierten Mutationen von jedem Tumortyp.
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Immunhistochemie

keine R132H-Mutation
I R132H-Mutation

va

vod

i0.00%)) [5050%

naos YOV ov
dAj]-Jown)

wgod

Diagramm 2: Prozentualer Anteil der IDH-1 R132H Mutation je Tumortyp

Zur Auswertung der einzelnen Farbungen wurde ein immunreaktiver Score (IRS) aus den prozentual

angefarbten Tumorzellen und der Farbeintensitdt ermittelt.

Insgesamt waren in zwolf der Falle mehr als 80% der Tumorzellen IDH-1 R132H positiv gefarbt. In
dreizehn Féllen betrug der prozentual positiv gefarbte Tumoranteil zwischen 51% und 80%, in acht
Fallen zwischen 11% und 50% und nur in zwei Fdllen <10%. Die Farbeintensitat immunhistochemisch
positiv gefarbter Praparate reichte von schwach positiv zu stark positiv. Zusammenfassend waren

neunzehn der Falle stark positiv, elf maRig und fiinf schwach positiv gefarbt.

Diagramm 3 gibt einen Uberblick tber alle immunhistochemisch positiv gefarbten Préparate und
ihrem prozentualen Anteil an IDH-1 R132H positiven Tumorzellen. Diagramm 4 stellt die

Farbeintensitat der gesamten IDH-1 R132H positiven Immunhistochemie dar.
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% positiv- Férbeintensitat
gefarbter Zellen

W schwach positiv
W-10% B manig positiv
W11-50% Ostark positiv
[51-80%
W-50%

Diagramm 3: Verteilung der einzelnen IHC-Prdparate nach Diagramm 4: Farbeintensitat IDH-1 R132H positiver IHC
ihrem prozentualen Anteil positiv gefarbter Tumorzellen

Aus Diagramm 5 wird ersichtlich, dass die Mehrzahl der detektierten Falle mit Punktwerten zwischen

3 und 12 maRig bis stark positiv waren. Nur wenige Praparate waren leicht IDH-1 R132H positiv mit
Punktwerten von 1 oder 2.

6

Anzahl

Immunreaktiver Score

Diagramm 5: IRS IDH-1 R132H positiver Imnmunhistochemie
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Tabelle 19 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl der vergebenen IRS je WHO-Grad. Ein
Zusammenhang zwischen IRS und WHO-Grad war mit einem p-Wert von 0,51 im Chi-

Quadrat Test nach Pearson nicht statistisch signifikant.

WHO

2 3 4 Gesamt

Score 1 0 1 1 2
2 0 2 1] 2

3 0 1 1] 1

4 2 1 1 4

6 2 4 1 T

8 0 2 1] 2

g 2 2 3 7

12 0 B 4 10

Gesamt B 149 10 35

Tabelle 19: Anzahl der vergebenen IRS je WHO-Grad

5.2.2 Sequenzierung

Die immunhistochemisch untersuchten Gewebeproben wurden ebenfalls mittels Sequenzierung
untersucht. Durch Sequenzierung konnte in achtzehn Fallen eine IDH-1 R132H Mutation
nachgewiesen werden. In zwei weiteren Fallen wurde eine IDH-1 R132G Mutation detektiert.
Insgesamt wurde die IDH-1 R132H Mutation bei zwei diffus infiltrierenden Astrozytomen, zwei diffus
infiltrierenden Oligoastrozytomen, drei anaplastischen Astrozytomen, funf anaplastischen
Oligoastrozytomen, fiinf sekundaren Glioblastomen und einem priméaren Glioblastom nachgewiesen.
Die Mutation wurde bei keinem anaplastischen Oligodendrogliom detektiert. Die IDH-1 R132G
Mutation fand sich bei einem diffus infiltrierendem Oligoastrozytom und einem sekundaren

Glioblastom.

Diagramm 6 zeigt den prozentualen Anteil der einzelnen Mutationen je Tumortyp.
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Sequenzierung
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Diagramm 6: Prozentualer Anteil der IDH-1 Mutation an jedem Tumortyp

Siebzehn Falle der immunhistochemisch detektierten IDH-1 R132H Mutationen konnten in der

Sequenzierung nicht nachgewiesen werden.

5.2.3 Fragmentanalyse

Mittels Fragmentanalyse konnte in 24 Tumoren eine IDH-1 R132H Mutation detektiert werden.
Insgesamt wurde die Mutation bei vier diffus infiltrierenden Astrozytomen, zwei diffus infiltrierenden
Oligoastrozytomen, vier anaplastischen Astrozytomen, einem anaplastischen Oligodendrogliomen,
sieben anaplastischen Oligoastrozytomen, finf sekundaren Glioblastomen und einem primaren

Glioblastom ausfindig gemacht.

Diagramm 7 gibt einen Uberblick iiber den prozentualen Anteil der detektierten Mutationen an

jedem Tumortyp.
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Fragmentanalyse
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Diagramm 7: Prozentualer Anteil der IDH-1 R132H Mutation an jedem Tumortyp

In dreizehn Fallen konnte die immunhistochemisch detektierte IDH-1 R132H Mutation mittels
Fragmentanalyse nicht nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde in zwei Fallen eine IDH-1 R132H
Mutation detektiert, die weder immunhistochemisch noch mittels Sequenzierung nachgewiesen

werden konnte.

5.2.4 Serumanalyse

Von 44 der 85 untersuchten Gewebeproben war Serum vorhanden, welches aus einer zeitnah zur
Operation erfolgten Blutentnahme gewonnen wurde. Nach DNA-lIsolierung aus dem Serum und
nachfolgender DNA-Quantifizierung erfolgte exemplarisch die Sequenzierung von 10 Samples.
Mittels herkdmmlicher Sequenzierung konnte keine Mutation nachgewiesen werden. Auch mittels
Fragmentanalyse der 24 Serumproben der Patienten mit durch Immunhistochemie nachgewiesener
IDH-1 R132H Mutation im Tumor gelang kein eindeutiger Nachweis dieser Mutation. Hierbei zeigte
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sich neben dem zu erwartenden Mutations-Peak ein unspezifischer Peak in gleicher Signalhdhe, so

dass die Ergebnisse nicht weiter verwertet werden konnten (Abbildung 12).

255 88 ais 345 ars 408 a5 485

aonf |

250 350 0.0

Abbildung 12: Exemplarische Darstellung eines nicht gewerteten Ergebnisses der Fragmentanalyse

5.3 Vergleich der einzelnen Nachweisverfahren und Zusammenfassung
der Ergebnisse

Tabelle 20 gibt einen Uberblick iiber den zeitlichen Aufwand, die Nachweisgrenzen sowie die

Durchfiihrbarkeit der einzelnen Methoden. Tabelle 21 hingegen zeigt die Anzahl der detektierten

IDH-1 Mutationen durch jedes Verfahren sowie deren Sensitivitdt und Spezifitdt in Bezug auf die IDH-

1 R132H Immunhistochemie als Referenzmethode auf.
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Immunhistochemie Sequenzierung Fragmentanalyse

Zeit 2 Tage 3 Tage 3 Tage
Materialmenge 1 Leerschnitt 8 2um 4-5 Leerschnitte 4 5um  4-5 Leerschnitte @ 5um
Dicke Dicke Dicke
Nachweisgrenze Nachweis einzelner Tumor-DNA 25-30% 0,01-0,4 pmol DNA
mutierter Tumorzellen
moglich
Interpretation Einfach, jedoch nicht Einfach Einfach
ganz objektiv
Detektion seltener Nein* Ja Nein**
Mutationen
Spezielle Gerdte Nein Sequenzierer Sequenzierer

Tabelle 20: Vergleich der Methoden: IDH-1 R132H Immunhistochemie, Sequenzierung, Fragmentanalyse

* unter Verwendung weiterer spezifischer monoklonaler Antikérper méglich

** unter Verwendung entsprechend synthetisierter Primer méglich

Immunhistochemie Sequenzierung Fragmentanalyse
IDH-1 R132H 35 18 24 (davon zwei [HC
negativ)
IDH-1 R132G -k 2 ¥
Sensitivitat** - 51,4% 62,9%
Spezifitat** - 100% 96,0%

Tabelle 21: Ergebnisse der einzelnen Methoden im Vergleich

* IDH-1 R132G Mutationen erscheinen in der IHC mit R132H spezifischem Antikérper und mit diesem
in der Fragmentanalyse verwendeten Primer per se als Wildtyp und kénnen daher vom Verfahren her
so nicht detektiert werden.

** Sensitivitdt und Spezifittit wurden mit der IHC als Standard berechnet

Es konnte gezeigt werden, dass mit der herkdmmlichen IDH-1 R132H Immunhistochemie mehr
Mutationen bei einem geringeren Zeitaufwand und geringeren Kosten detektiert werden kénnen.
Mit der Immunhistochemie als Referenzmethode konnte fiir die Sequenzierung eine Sensitivitat von
51,4% und eine Spezifitdit von 100% ermittelt werden. Die Sensitivitdit und Spezifitat fir die

Fragmentanalyse betrugen 62,9% bzw. 96,0%.

Betrachtet man die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung und der Fragmentanalyse unter
Berlicksichtigung der durch die IDH-1 R132H Immunhistochemie ermittelten IRS so wird ersichtlich,
dass selbst bei schwach IDH-1 R132H positiven Praparaten die Mutation durch die anderen

Methoden bestatigt werden konnte.
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Tabelle 22 gibt einen Uberblick iiber die durch Sequenzierung und Fragmentanalyse ermittelten

Ergebnisse in Abhangigkeit der durch die IDH-1 R132H Immunhistochemie vergebenen IRS.

IRS Sanger-Sequenzierung Fragmentanalyse
IDH-1 R132H positiv IDH-1 R132H positiv

Schwach positiv (1, 2, 3) 2 3

Moderat positiv (4, 6, 8) 7 8

Stark positiv (9, 12) 9 11

Tabelle 22: Immunreaktiver Score der durch Sanger-Sequenzierung und Fragmentanalyse detektierten IDH-1 R132H
Mutationen

5.4 Uberlebenszeitanalyse

Aus den klinischen Daten der 43 Glioblastom-Patienten und dem IDH-1 Mutationsstatus wurde fur
jedes der drei Nachweisverfahren fiir die IDH-1 R132H Mutation eine Uberlebenszeitanalyse
durchgefiihrt und deren Signifikanz mit dem Log-Rank-Test Uberprift. Die unterschiedlichen

therapeutischen Verfahren, die jeder Patient erhalten hat, wurden dabei nicht beriicksichtigt.

5.4.1 IDH-1 R132H Immunhistochemie

Aus Diagramm 8 wird ersichtlich, dass die Uberlebensfunktionen fiir IDH-1 R132H mutierte und nicht
mutierte Glioblastome unterschiedlich verlaufen. Die mittlere Uberlebenszeit bei IDH-1 R132H
mutierten Glioblastomen betrug 31,3 Monate (SD 28,5) Monate, bei nicht mutierten Glioblastomen

hingegen nur 13,6 Monate (SD 14,0).
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Uberlebensfunktionen
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Diagramm 8: Uberlebensfunktionen Immunhistochemie

Mit einem p-Wert von 0,17 war der Unterschied zwischen beiden Uberlebensfunktionen statistisch

nicht signifikant.

5.4.2 Sequenzierung

Die Uberlebensfunktionen von in der Sequenzierung detektierten IDH-1 mutierten und IDH-1 Wildtyp
Glioblastomen verlaufen unterschiedlich (siehe Diagramm 9). Die mittlere Uberlebenszeit von IDH-1
mutierten Glioblastomen lag bei 39,8 Monaten (SD 32,6), die von IDH-1 Wildtyp Glioblastomen
hingegen bei 14,2 Monaten (SD 14,4). Da es sich bei der aufgetretenen IDH-1 R132G Mutation um
einen einzelnen Fall handelte, konnte hier keine mittlere Uberlebenszeit angegeben werden. Im

konkreten Einzelfall betrug die Uberlebenszeit 11 Monate.
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Uberlebensfunktionen
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Diagramm 9: Uberlebensfunktionen Sequenzierung

Mit einem p-Wert von 0,294 war der Unterschied zwischen beiden Uberlebensfunktionen fiir IDH-1

Wildtyp und IDH-1 R132H Mutation statistisch nicht signifikant.

5.4.3 Fragmentanalyse

Die beiden Uberlebensfunktionen fiir in der Fragmentanalyse detektierten IDH-1 R132H mutierten
Glioblastomen wund nicht an dieser Stelle mutierten Glioblastomen verlaufen ebenfalls
unterschiedlich (siehe Diagramm 10). Die mittlere Uberlebenszeit bei IDH-1 R132H Mutation betragt
39,8 Monate (SD 32,6), bei nicht nachgewiesener Mutation hingegen 14,1 Monate (SD 14,2).
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Uberlebensfunktionen
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Diagramm 10: Uberlebensfunktionen Fragmentanalyse

Mit einem p-Wert von 0,312 war der Unterschied zwischen beiden Uberlebensfunktionen statistisch

nicht signifikant.
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6 Diskussion

6.1 Detektion der IDH-1 R132H Mutation

6.1.1 IDH-1 R132H Immunhistochemie

Die in dieser Arbeit immunhistochemisch erhobenen Daten umfassen OP-Prdparate von 85
Tumorpatienten, deren Tumoranteil im Hinblick auf die Sequenzierung und Fragmentanalyse
mindestens 30% betrug. Insgesamt konnte in 35 der 85 untersuchten Gewebeproben (41,2%) die
IDH-1 R132H Mutation mit dem monoklonalen Antikorper DIA-HO9 nachgewiesen werden. Die IDH-1
R132H Mutation war in 66,7% der diffusen Astrozytome (4/6), 40% der diffusen Oligoastrozytomen
(2/5), 35,7% der anaplastischen Astrozytome (5/14), 57,1% der anaplastischen Oligodendrogliome
(4/7), in 100% der anaplastischen Oligoastrozytome (10/10), 69,2% der sekundaren Glioblastome
(9/13) und in 3,3% der primaren Glioblastome (1/30) detektierbar.

Vergleicht man diese Zahlen mit einer Arbeit von Preusser et al. 2011 die eine dhnliche Fallzahl von
95 Gliompatienten unter Durchfiihrung mit demselben monoklonalen Antikorper ebenfalls unter
Verwendung von FFPE-Material einschloss, konnten in diesem Fall 66 IDH-1 R132H Mutationen
(69,5%) nachgewiesen werden (Preusser et al. 2011). Dies beinhaltete eine (ibereinstimmende
Mutationsrate von 60% fur diffuse Astrozytome (12/20) und 66,7% flir sekundare Glioblastome (6/9).
Abweichende Ergebnisse beziiglich des IDH-1 R132H Mutationsstatus zeigten sich bei diffusen
Oligoastrozytomen (85,7%; 6/7), anaplastischen Astrozytomen (63,6%; 7/11), anaplastischen
Oligodendrogliomen (93,75%; 15/16), anaplastischen Oligoastrozytomen (87,5%; 7/8) sowie
primaren Glioblastomen (16,7%; 2/12) (Preusser et al. 2011). In einer weiteren Arbeit von Capper et
al. 2010, welche eine hohere Fallzahl von 345 Gliompatienten einschloss, konnten die in dieser Arbeit
ermittelten Ergebnisse flr anaplastische Oligodendrogliome sowie fir primadre und sekundare
Glioblastome bestatigt werden. Capper et al. 2010 detektierten die IDH-1 R132H Mutation in 87,5%
der anaplastischen Oligodendrogliome, in 71,4% der sekundaren Glioblastomen sowie in 4% der

primdren Glioblastome (Capper et al. 2010).

In verschiedenen anderen Studien konnte vor allem durch Sequenzierung gezeigt werden, dass die
IDH-1 R132H Mutationsrate Werte zwischen 50% und 80% fiir Astrozytome, Oligodendrogliome und
Oligoastrozytome betrdgt, unabhénging davon, ob es sich dabei um WHO-Grad Il oder Ill Tumoren
oder um sekundare Glioblastome handelt. Dagegen gilt eine IDH-1 Mutation in primaren
Glioblastomen als Raritdt (von Deimling et al. 2011; Balss et al. 2008; Horbinski et al. 2009; Ichimura
et al. 2009; Sonoda et al. 2009; Watanabe et al. 2009; Yan et al. 2009). Die Mutationsrate von
primaren Glioblastomen wird auf unter 10% angegeben (Hartmann et al. 2010; Nobusawa et al.

2009).
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Somit liegen die immunhistochemisch detektierten Mutationsraten fiir diffuse Astrozytome,
anaplastische Oligodendrogliome, anaplastische Oligoastrozytome, primare und sekundare
Glioblastome im bisher bekannten Haufigkeitsbereich, wohingegen die Mutationsraten fir diffuse

Oligoastrozytome und anaplastische Astrozytome davon abweichen.

Dies ist im hier vorliegenden Fall der diffusen Oligoastrozytome mutmaRlich einerseits auf die
niedrige Zahl von fiinf Fallen zurlckzufiihren, andererseits wurde mittels Sequenzierung eine
seltener vorkommenden IDH-1 R132G Mutation detektiert, die mit dem hier verwendeten
monoklonalen Antikorper nicht detektiert werden kann, da dieser spezifisch die IDH-1 R132H
Mutation nachweist. Wiirde man diese eine nicht detektierbare Mutation aus der Bilanz nehmen,

ergabe sich eine IDH-1 R132H Mutationsrate von 50% bei den diffusen Oligoastrozytomen.

Im Fall der anaplastischen Astrozytome koénnte ein Grund fir die niedrigere Detektionsrate der IDH-1
R132H Mutation sein, dass es sich bei 7 der 10 immunhistochemisch als IDH-1 R132H negativ
erwiesenen Falle um stereotaktische Biopsien und nur in 3 Fallen um chirurgische Tumorresektate
handelte. Stereotaktische Biopsien werden nativ an das Labor der Neuropathologie versandt. Durch
die verzogerte Fixierung der Biopsate in Formalin kann es, abhangig von der Liegedauer und der
Umgebungstemperatur, zu einem Verlust der Antigenitdt kommen (Hilbig et al. 2004) und damit zum
Verlust der Zielstrukturen der monoklonalen Antikorper. Bei zwei immunhistochemisch R132H
negativen stereotaktischen Biopsien eines diffusen und eines anaplastischen Astrozytoms konnte
mittels Fragmentanalyse eine IDH-1 R132H Mutation nachgewiesen werden. Die zu untersuchenden
Praparate beinhalteten einen Tumoranteil von 25% bzw. 60% im Schnittpraparat und wurden nativ

an das Labor der Neuropathologie versandt.

6.1.2 Sequenzierung

Durch Sequenzierung konnte in 18 (21,2%) der 85 untersuchten Gewebeproben eine IDH-1 R132H
Mutation nachgewiesen werden. In zwei weiteren Fallen wurde eine IDH-1 R132G Mutation
detektiert. Insgesamt zeigte sich die IDH-1 R132H Mutation in 33,3% der diffusen Astrozytome (2/6),
40% der diffusen Oligoastrozytome (2/5), 21,4% der anaplastischen Astrozytome (3/14), in keinem
anaplastischen Oligodendrogliom (0/7), in 50% der anaplastischen Oligoastrozytome (5/10), in 38,5%
der sekundéren Glioblastome (5/13) und in 3,3% der primaren Glioblastome (1/30). Die IDH-1 R132G
Mutation fand sich bei einem diffus infiltrierendem Oligoastrozytom (1/5) und einem sekundaren

Glioblastom (1/13).

Siebzehn der immunhistochemisch detektierten IDH-1 R132H Mutationen konnten mittels

Sequenzierung nicht nachgewiesen werden. Jedoch konnten zwei IDH-1 R132G Mutationen, die
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aufgrund des spezifischen Nachweises der IDH-1 R132H Mutation des monoklonalen Antikdrpers
nicht nachgewiesen werden konnten, detektiert werden. Vergleicht man auch diese Ergebnisse mit
den Werten aus der Literatur so zeigt sich, dass Hartmann et al., welche 1010 WHO-Grad Il und llI
Gliome mittels Sequenzierung untersuchten, hohere Mutationsraten detektierten (Hartmann et al.
2009). Es wurde eine Mutationsrate von 72,7% flr diffuse Astrozytome, eine Mutationsrate von 64%
flr anaplastische Astrozytome, eine Mutationsrate von 82% fiir diffuse Oligodendrogliome, eine
Mutationsrate von 69,5% fiir anaplastische Oligodendrogliome, eine Mutationsrate von 81,6% fir
diffuse Oligoastrozytome sowie eine Mutationsrate von 66,1% flr anaplastische Oligoastrozytome

beschrieben (Hartmann et al. 2009).

Die bisher beschriebene Haufigkeit der IDH-1 Mutation bei WHO-Grad Il und Il Gliomen sowie bei
sekundaren Glioblastomen von mindestens 50% konnte in dieser Arbeit mittels Sequenzierung
lediglich fiir anaplastische Oligoastrozytome (50%) nachgewiesen werden. Auch die niedrige
Mutationsrate von 3,3% bei primaren Glioblastomen entspricht den bisher bekannten Haufigkeiten
aus der Literatur (von Deimling et al. 2011; Balss et al. 2008; Horbinski et al. 2009; Ichimura et al.
2009; Sonoda et al. 2009; Watanabe et al. 2009; Yan et al. 2009).

Eine mogliche Ursache fir die niedrigere Detektionsrate ist, dass es sich bei beschriebener Mutation
um eine heterozygot vorkommende Punktmutation handelt. Nicht alle Tumorzellen weisen eine
mutierte Isocitratdehydrogenase 1 auf. Wird der Anteil an mutierter DNA in der isolierten DNA, die
neben der DNA von Tumorzellen auch DNA normalen Gewebes enthdlt, zu gering, so verschwindet
der Mutationspeak der Sequenzierung im Hintergrund und wird nicht als solcher erkannt. Die
Nachweisgrenze der Sanger-Sequenzierung liegt bei einem Tumorgehalt von 25-30% (Jancik et al.
2012; Pinto et al. 2011; Tsiatis et al. 2010). Da in dieser Arbeit angestrebt wurde verlassliche und
reproduzierbare Ergebnisse zu ermitteln, wurden Peaks, die sich nicht deutlich vom Hintergrund

abgehoben haben, nicht als positiv gewertet.

Eine weitere Ursache fir die Diskrepanz der Ergebnisse ist die Aufbereitung des Tumorgewebes. Bei
Uber der Halfte der immunhistochemisch positiv und in der Sequenzierung negativ bestimmten
Ergebnisse wurde der komplette Leerschnitt fir die DNA-Isolierung verwendet. Bei der Sanger-
Sequenzierung wird von einer Nachweisgrenze der Mutation bei 25-30% ausgegangen. Liegt der
Anteil an mutierter Tumor-DNA darunter, kann es sein, dass die Mutation nicht detektiert wird. Auch
wenn der Tumoranteil dieser Gewebeproben im HE-Schnitt sehr groR (im Mittel 63%) war, handelt es
sich dennoch um eine diffuse Neoplasie mit normalem Hirngewebe zwischen den Tumorzellen und
einer reaktiven Gliose im Randbereich des Tumors, die nicht die Mutation tragen (Kleihues et al.
2007). Teilweise finden sich auch, abhangig vom Tumortyp, Nekrosen im Bereich des Tumors sowie
Blut und Koagulationsnekrosen im Bereich der Resektionsrander, welche die Gewinnung von Tumor-
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DNA weiter einschranken. Hierbei konnte man durch konsequente Mikrodissektion auch bei groRem
Tumoranteil im Gewebeschnitt kiinftig versuchen dieses Problem zu umgehen, um die Mutation
einerseits Uberhaupt sehen zu konnen und diese andererseits moglichst tumorspezifisch

nachzuweisen.

Auch in verschiedenen anderen Arbeiten war die Mutations-Detektionsrate durch die Sequenzierung
geringer als durch die Immunhistochemie (Agarwal et al. 2013; Takano et al. 2011; Capper et al.
2010). In diesen Fallen konnte durch weiterfiihrende genetische Testungen die Detektionsraten
einander angeglichen werden (Takano et al. 2011; Capper et al. 2010), so dass auch in dieser Arbeit
die Wiederholung einzelner Sequenzierungen zur Steigerung der Detektionsrate als nachster Schritt

anstiinden.

Auffallend war, dass die Mutation hauptsachlich in Tumoren mit oligodendroglialer Komponente
schlechter detektierbar war. Ein Zusammenhang zwischen niedriger Detektionsrate und geringem IRS

konnte nicht festgestellt werden.

6.1.3 Fragmentanalyse

Mit der Fragmentanalyse konnten in den 85 Gewebeproben 24 (28,2%) IDH-1 R132H Mutationen
detektiert werden. Insgesamt wurde die Mutation in 66,7% der diffusen Astrozytome (4/6), in 40%
der diffusen Oligoastrozytome (2/5), in 28,6% der anaplastischen Astrozytome (4/14), in 14,3% der
anaplastischen Oligodendrogliome (1/7), in 70% der anaplastischen Oligoastrozytome (7/10), in
38,5% der sekundaren Glioblastome (5/13) sowie in 3,3% der primaren Glioblastome (1/30)

nachgewiesen.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den in der Literatur angegebenen Werten zwischen 50% und
80% fir WHO-Grad Il und Il Tumoren sowie fiir sekundare Glioblastome, so zeigt sich eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse fiir diffuse Astrozytome und anaplastische Oligoastrozytome (von
Deimling et al. 2011; Balss et al. 2008; Horbinski et al. 2009; Ichimura et al. 2009; Sonoda et al. 2009;
Watanabe et al. 2009; Yan et al. 2009). Die niedrige Mutationsrate von primédren Glioblastomen
stimmt ebenfalls mit den in der Literatur angegebenen Werten Uberein (Hartmann et al. 2010;

Nobusawa et al. 2009) .

In dreizehn Fallen war es nicht moglich die immunhistochemisch detektierte IDH-1 R132H Mutation
nachzuweisen. Ebenso konnten die in der Sequenzierung detektierten IDH-1 R132G Mutationen nicht
nachgewiesen werden. Dies liegt daran, dass der fir die Fragmentanalyse synthetisierte Primer auf
Position eins des Basentripletts endet und speziell die Base auf Position zwei des Tripletts nachweist.

Somit kdnnen mit diesem Primer die Punktmutation IDH-1 R132H mit einem Nukleotidaustausch
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G395A, die Punktmutation IDH-1 R132L mit einem Nukleotidaustausch G395T sowie die
Punktmutation IDH-1 R132V mit einem Nukleotidaustausch G395T nachgewiesen werden (Balss et al.
2008). Die Punktmutation IDH-1 R132G mit einem Nukleotidaustausch C394G betrifft Position eins
des Basentripletts (Balss et al. 2008) und kann somit mit diesem Primer nicht detektiert werden.
Hierfir misste ein weiterer Primer synthetisiert werden, der eine Base vor dem zu untersuchenden
Nukleotid endet. Hiermit konnten dann auch die Gbrigen bekannten, aber selten auftretenden, IDH-1

Punktmutationen R132C, R132S sowie R132V detektiert werden.

Im Hinblick auf die Sequenzierung konnten mit der Fragmentanalyse, unter Verwendung derselben
isolierten DNA, mehr IDH-1 Mutationen detektiert werden. Auch Perizzolo et al. verglichen in einer
Untersuchung von 32 Gliomen die Detektion der IDH-1 und -2 Mutation mittels herkémmlicher
Sanger-Sequenzierung und Fragmentanalyse in FFPE-Tumormaterial. Hierbei konnte eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse von 100% erreicht werden, jedoch wurde hier, anders als in dieser

Arbeit, ein Tumoranteil von 50% eingesetzt (Perizzolo et al. 2012).

Die hohere Detektionsrate mit Hilfe der Fragmentanalyse ist am ehesten darauf zurtickzufiihren, dass
fir die Durchfiihrung der Fragmentanalyse viel geringere DNA-Konzentrationen bendtigt werden. Um
die Reaktion durchzufiihren reichen hierfir 0,01-0,4 pmol DNA (https://tools.lifetechnologies.
com/content/sfs/manuals/cms_041203.pdf). Perizzolo et al. konnten in einem Titrationsversuch
nachweisen, dass fiir die Fragmentanalyse im Vergleich zur Sanger-Sequenzierung letzendlich ein
Tumor-DNA Gehalt von 10% zum Nachweis der Mutation ausreichend waren (Perizzolo et al. 2012).
Die Fragmentanalyse zeigte sich in dieser Arbeit bei stereotaktischen Biopsien diffuser Neoplasien

mit wenig Tumorzellen der Sequenzierung Gberlegen.

In zwei Fallen konnte eine IDH-1 R132H Mutation eindeutig detektiert werden, die weder mittels
Immunhistochemie noch mittels Sequenzierung nachweisbar waren. Hierbei handelte es sich um
stereotaktische Biopsien eines diffusen und eines anaplastischen Astrozytoms. Im ersten Fall zeigte
sich ein Tumoranteil von circa 25% im Schnittpraparat, im zweiten Fall betrug er circa 60%. Die
fehlende Detektion der Mutation mittels Immunhistochemie kénnte der Tatsache geschuldet sein,
dass es sich bei beiden Gewebeproben um stereotaktische Biopsien handelt, die nativ an das Labor
der Neuropathologie versandt wurden. Wie bereits oben diskutiert, kommt es durch die verzogerte
Fixierung der Gewebeproben zu einem Verlust des Antigenitat (Hilbig et al. 2004) und damit der
Zielstrukturen der monoklonalen Antikérper. Im Falle der Sequenzierung war flr beide Proben ein
Mutationspeak sichtbar, der sich jedoch nur schwach vom Hintergrundsignal abgehoben hat. Da in
beiden Fallen die Ergebnisse nicht eindeutig genug waren, wurden diese in der Sequenzierung als

IDH-1 R132H negativ gewertet.
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6.1.4 Serumanalyse

Um eine neue Methode zur non-invasiven Detektion der IDH-1 R132H Mutation im Serum zu
entwickeln, wurde DNA aus dem Serum isoliert und der zu untersuchende DNA-Abschnitt spezifisch
amplifiziert. Hiermit konnte eine mittlere DNA-Konzentration von 7,1ng/ul (2,1-17,6ng/ul) erreicht
werden. Boisselier et al.,, die das Plasma von Gliompatienten auf die IDH-1 R132H Mutation
untersuchten, konnten eine mittlere DNA-Konzentration von 1,2ng/mL (0,1-50,3ng/mL) isolieren
(Boisselier et al. 2012). Durch exemplarische Sequenzierung von 10 Samples war die Mutation in der
Sanger-Sequenzierung nicht nachweisbar. Dies ist durch die hohe Kontamination der isolierten DNA
mit nicht-neoplastischer DNA bedingt (zitiert nach Boisselier et al. 2012). Die erhéhte Konzentration
frei-zirkulierender DNA im Blut ist auf einen vermehrten Zelluntergang zuriickzufiihren (Gormally et
al. 2007; Jahr et al. 2001; Boisselier et al. 2012) und nicht tumorspezifisch. Denn auch im Rahmen von
anderen Ursachen wie zum Beispiel einem Trauma oder einer Entziindung kommt es zum
vermehrten Absterben von Zellen (Boisselier et al. 2012; Fleischhacker et al. 2011). Boisselier et al.
konnten jedoch zeigen, dass Patienten mit einem high-grade Gliom eine héhere Konzentration frei-
zirkulierender DNA-Fragmente im Plasma aufwiesen als Patienten mit low-grade Gliomen (Boisselier
et al. 2012). Die in dieser Arbeit isolierte und amplifzierte Menge an Tumor-DNA war jedoch fir die
Sanger-Sequenzierung mit einer Mutations-Detektionsgrenze von 25-30% Tumor-DNA nicht

ausreichend (Jancik et al. 2012; Pinto et al. 2011; Tsiatis et al. 2010).

Aus diesem Grund wurde die zuvor an FFPE-Material etablierte Methode der Fragmentanalyse
angewandt, da hier die Nachweisgrenze mit 0,01-0,4 pmol DNA deutlich niedriger liegt als bei der
Sanger-Sequenzierung  (https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms_041203.pdf).
Auch auf diese Weise gelang es nicht die IDH-1 R132H Mutation nachzuweisen. Dies ist auch hier
hochstwahrscheinlich auf den hohen Anteil nicht-neoplastischer DNA, die nicht die IDH-1 Mutation
tragt, zurlckzufiihren. Somit konnte in jeder durchgefihrten Untersuchung nur die Base des
Wildtyps als hoher Peak sichtbar gemacht werden und das Signal der IDH-1 R132H Mutation ist im

Hintergrund untergegangen.

Auch Boisselier et al. berichteten bei ihrer Isolierung von DNA aus dem Plasma Uber eine starke
Kontamination der frei zirkulierenden DNA mit nicht-neoplastischer DNA, weswegen sie zur
Amplifikation des DNA Fragments die COLD PCR mit der digitalen PCR kombinierten (Boisselier et al.
2012). Diese Formen der PCR eignen sich besonders gut zur spezifischen Amplifikation heterozygot
auftretender Mutationen (Li et al. 2008; Vogelstein et al. 1999; Boisselier et al. 2012). Auf diese
Weise gelang der Nachweis der IDH-1 R132H Mutation in 60% der Falle in der aus dem Plasma
isolierten DNA (Boisselier et al. 2012). Um die Mutation auch mit Fragmentanalyse im Serum

nachweisen zu kdnnen, muss kinftig weiterhin versucht werden den Anteil an Wildtyp-DNA zu

60



senken. Dieser Schritt konnte zum Beispiel mit geeigneten Restriktionsendonukleasen erfolgen, die
die Wildtyp-DNA schneiden und somit eine gezielte Amplifikation der Mutation in der PCR

ermoglichen.

6.2 Vergleich der einzelnen Nachweisverfahren

Vergleicht man die einzelnen Methoden untereinander, so erweist sich die IDH-1 R132H
Immunhistochemie als eine schnell durchfiihrbare und kostengilinstige Methode. Da fiir die
Immunhistochemie keine speziellen und teuren Gerate notwendig sind, ist sie in nahezu jedem
Standardlabor praktikabel und sowohl per Hand als auch im Farbeautomaten durchfiihrbar. Es wird
nur wenig Tumormaterial in Form eines 2um dicken Leerschnittes bendtigt, was sich wiederum bei
kleinen stereotaktischen Biopsien und Resektaten von geringer GréRe positiv auswirkt. Durch die

Immunhistochemie kénnen selbst einzelne mutierte Tumorzellen nachgewiesen werden.

Stellt man der Immunhistochemie die Sequenzierung und die Fragmentanalyse gegeniiber so wird
ersichtlich, dass deren Durchfiihrung nur unter hoherem Zeitaufwand und unter Verwendung
entsprechender Gerate, die neben der Standardlaborausstattung auch einen Sequenzierer
beinhaltet, moglich ist. Fir beide Methoden wird mehr Tumormaterial als fir die Immunhistochemie
benotigt. Dies belief sich, in Abhéangigkeit von der TumorgréBe im Schnittpraparat, auf 4-5
Leerschnitte 4 5um Dicke fiir die Sequenzierung, da hierfiir ein Mindestgehalt von 25-30% Tumor-
DNA zur Mutationsdetektion notwendig war. Was vor allem bei Tumorbiopsien den limitierenden
Faktor fiir die Sequenzierung darstellte. Flr die Fragmentanalyse fand keine gesonderte DNA-

Isolierung statt. Zur Mutationsdetektion waren 0,01-0,4 pmol DNA ausreichend.

Fiir eine gesonderte tabellarische Gegenlberstellung der einzelnen Methoden wird auf Tabelle 20

verwiesen.

Die Auswertung der Ergebnisse fiir die einzelnen Methoden gestaltet sich einfach. Jedoch muss man
bei der Immunhistochemie anfiihren, dass deren Auswertung nicht ganz objektiv ist. In der Literatur
werden verschiedene Methoden, die IDH-1 R132H Immunhistochemie auszuwerten, beschrieben.
Diese unterschiedlichen Auswertemethoden der IDH-1 R132H Immunhistochemie sind mitunter

ursachlich fir die verschiedenen Haufigkeiten der detektierten Mutation je nach Studie.

Takano et al. zum Beispiel werteten alle Praparate mit > 10% positiv gefarbten Tumorzellen als
positiv. Falle, die unter 10% oder keine positiv gefarbten Tumorzellen aufwiesen, wurden als negativ
gewertet (Takano et al. 2011). Preusser et al. hingegen beurteilten die Praparate in Abhangigkeit

davon, ob alle Tumorzellen positiv gefarbt waren oder nur ein Teil des Tumorgewebes IDH-1 R132H
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positive Zellen aufwiesen (Preusser et al. 2011). Diese Methode wurde auch von Argawal et al. so
weitergefiihrt, indem &hnlich wie bei Preusser die immunhistochemisch positiven Prdparate in
»,komplett positiv, teil-positiv und diffus positiv” unterteilt wurden (Agarwal et al. 2013). Wohingegen
Capper et al. nur Praparate mit starker zytoplasmatischer Farbung als positiv werteten. Eine

schwache diffuse Farbung wurde als IDH-1 R132H negativ eingestuft (Capper et al. 2010).

Um die Immunhistochemie differenzierter beziiglich ihrer Farbeintensitdt und dem Anteil gefarbter
Tumorzellen zu betrachten, hat man sich in dieser Arbeit fiir eine Auswertung in Anlehnung an den
IRS nach Remmele entschieden (Remmele et al. 1987). Hiermit wurde nicht nur die Entscheidung
Uber eine positive Immunhistochemie anhand der Flache gefarbter Tumorzellen gestellt, sondern das
einzelne Prdparat ganzheitlich betrachtet. Selbst einzelne positiv gefarbte Tumorzellen gingen in
diesen Score mit ein und wurden als IDH-1 R132H positiv bestimmt. Vergleicht man die Ergebnisse
der herkdmmlichen Sanger-Sequenzierung und der Fragmentanalyse abhangig vom vergebenen
immunreaktiven Score (siehe Tabelle 22) so wird ersichtlich, dass selbst bei schwach IDH-1 R132H
positiv gefdrbten Prdparaten die Mutation durch die anderen beiden Methoden nachgewiesen
werden konnten. Unter Verwendung anderer Auswerte-Schemata waren diese Praparate womaoglich
als IDH-1 R132H negativ eingestuft worden, so dass man kiinftig die Uberlegung treffen sollte, diese

ganzheitliche Betrachtung der Praparate mittels immunreaktivem Score weiter fortzufiihren.

Nachteil der immunhistochemischen Detektion ist, dass mit dem hier verwendeten monoklonalen
Antikorper nur spezifisch die IDH-1 R132H Mutation nachweisbar ist. Somit kann bei Durchfiihrung
der immunhistochemischen Farbung lediglich die Aussage gemacht werden, ob es sich um die IDH-1
R132H Mutation handelt oder nicht. Eine Aussage dariber, ob es sich um den Wildtyp oder eine
weitere IDH-1 Mutation handelt, kann nicht getroffen werden. Hierzu missten weitere
immunhistochemische Farbungen zur Detektion der weiteren IDH-1 Mutationen durchgefiihrt
werden. Bislang gibt es Antikorper zur Detektion der IDH-1 R132H Mutation, der IDH-1 R132S
Mutation sowie der IDH-1 R132G Mutation, die auch schon in verschiedenen Arbeiten getestet
wurden (Kato et al. 2009; Kato et al. 2013; Capper et al. 2010; Kaneko et al. 2011; Preusser et al.
2011).

Genau wie bei der Immunhistochemie kdnnen mit dem in der Fragmentanalyse verwendeten Primer
nicht alle Mutationen der IDH-1 detektiert werden, sondern lediglich die Mutationen, die sich auf der
zweiten Base des Codons 132 befinden. Zur Detektion weiterer Mutationen musste die Synthese
weiterer Primer in unterschiedlicher Lange erfolgen, die auch die erste Base des Codons abdecken.

So ware eine Detektion aller Mutationen in nur einem Ansatz moglich.
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Lediglich mit der Sequenzierung sind alle Mutationen mit nur einem Primer gleichzeitig detektierbar,

jedoch mit dem Nachteil der geringeren Sensitivitat.

Betrachtet man die Ergebnisse, die bei der Untersuchung der 85 Gewebeproben mit den drei
verschiedenen Methoden ermittelt worden sind (siehe Tabelle 21), so zeigt sich, dass mit der
Immunhistochemie die meisten IDH-1 R132H Mutationen detektiert werden konnten. Lediglich zwei
Mutationen konnten durch die Immunhistochemie nicht, sondern nur mit der Fragmentanalyse
detektiert werden. Ebenso konnten 2 IDH-1 R132G Mutationen aufgrund der Methodik nur mittels
Sequenzierung nachgewiesen werden. Durch Erweiterung der Untersuchungen mit anderen
monoklonalen Antikdrpern, die spezifisch andere Mutationen nachweisen kénnen, und durch
entsprechende Synthese von Primern, die ein anderes Basenpaar im Codon 132 detektieren, ware

dies jedoch moglich.

Zieht man die Immunhistochemie als Standardmethode zur Detektion der IDH-1 Mutation heran, so
errechnet sich eine Sensitivitdt von 51,4% fir die Sequenzierung und von 62,9% fir die
Fragmentanalyse. Vor allem in Screening-Untersuchungen ist es wichtig eine hohe Sensitivitat zu
erreichen, um moglichst viele Mutationstrager zu identifizieren. Diese zeigt sich hier in beiden Fallen
eher gering, wobei sich die Fragmentanalyse der Sequenzierung etwas Uberlegen zeigt. Auch
Perizzolo et al. konnten eine hohere Sensitivitat der Fragmentanalyse im Vergleich zur

herkdmmlichen Sanger-Sequenzierung nachweisen (Perizzolo et al. 2012).

Ein Bestatigungs-Test zeichnet sich besonders durch eine hohe Spezifitdt aus. Diese besagt, dass
Patienten, die keine Mutation tragen auch wirklich als negativ erkannt werden. Betrachtet man die
Spezifitat der beiden Untersuchungen, so ergeben sich ein Wert von 100% fiir die Sequenzierung und
ein Wert von 96,0% fiir die Fragmentanalyse. Der Wert fiir die Fragmentanalyse begriindet sich
darin, dass durch diese Methode zwei Falle identifiziert werden konnten, bei denen die
Immunhistochemie negativ waren und somit als falsch positiv in die Berechnung eingingen. Anhand

der Spezifitat eignen sich beide Verfahren als Bestdtigungs-Tests.

Unter Vorbehalt der Tatsache, dass die in dieser Arbeit verwendeten Prdparate nach bereits
genannten Kritierien vorselektiert waren, konnte gezeigt werden, dass sich die Immunhistochemie
aufgrund der einfachen und kostenglinstigen Durchfiihrbarkeit sowie den hohen Detektionsraten am
besten als Screening-Test fir die Detektion der IDH-1 R132H Mutation im klinischen Alltag eignet. Da
alle drei Methoden ihre Licken aufweisen, empfiehlt es sich den Screening-Test, bei negativ
ausgefallenem Ergebnis, durch einen Bestatigungstest zu erganzen. Hierbei eignet sich aufgrund der
héheren Sensitivitdt und der hohen Spezifitdt die Fragmentanalyse. Besonders bei stereotaktischen

Biopsien und Gewebeproben mit weniger Tumorzellen zeigte sich die Fragmentanalyse der
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Sequenzierung Uberlegen. Jedoch miusste diese Methode kiinftig um einen geeigneten Primer

erweitert werden, um auch die Ubrigen Mutationen zuverlassig bestimmen zu kénnen.

6.3 Uberlebenszeitanalyse

Aus den Uberlebenszeitanalysen fiir die Immunhistochemie, die Sequenzierung und die
Fragmentanalyse wird ersichtlich, dass alle Kaplan-Meyer-Kurven fiir IDH-1 R132H mutierte und nicht
IDH-1 R132H mutierte Glioblastome deutlich unterschiedlich verlaufen und es somit einen

Unterschied im Uberleben von Patienten mit und ohne IDH-1 R132H Mutation gibt.

Hierbei zeigten sich fiir die immunhistochemisch ermittelten Werte eine mittlere Uberlebenszeit von
31,3 Monaten fiir IDH-1 R132H positive und eine mittlere Uberlebenszeit von 13,6 Monaten fiir IDH-

1 R132H negative Glioblastompatienten.

Die aus der Sequenzierung resultierenden Ergebnisse beschreiben eine mittlere Uberlebenszeit von
39,8 Monaten fiir IDH-1 R132H positive und eine mittlere Uberlebenszeit von 14,2 Monaten fiir
Glioblastom-Patienten mit IDH-1 Wildtyp. Flir den einen IDH-1 R132G positiven Glioblastom-

Patienten konnte eine Uberlebenszeit von 11 Monaten festgestellt werden.

In der Fragmentanalyse konnte eine mittlere Uberlebenszeit von 39,8 Monaten fiir IDH-1 R132H
positive und eine mittlere Uberlebenszeit von 14,1 Monaten fiir IDH-1 R132H negative Glioblastom-

Patienten nachgewiesen werden.

Der Unterschied zwischen den Uberlebenszeiten war unabhingig vom Detektionsverfahren
statistisch nicht signifikant. Bei den Auswertungen wurden Unterschiede in der Therapie bei den

einzelnen Patienten nicht bertcksichtigt.

Vergleicht man diese Werte dennoch mit Werten aus der Literatur, so konnten Yan et al. bei einer
Untersuchung von 129 Glioblastompatienten eine mediane Uberlebenszeit von 31 Monaten fiir
Glioblastom-Patienten mit IDH-1 Mutation und eine mediane Uberlebenszeit von 15 Monaten fiir
Glioblastom-Patienten mit IDH-1 Wildtyp feststellen (Yan et al. 2009). Auch Nobusawa et al.
berichteten {ber ein signifikant langeres Uberleben von Glioblastom-Patienten mit IDH-1 Mutation,
die mit einer Kombination aus Operation und Radiotherapie behandelt wurden. Hierbei zeigte sich
mittleres Uberleben von 27,1 Monaten bei Glioblastom-Patienten mit IDH-1 Mutation sowie ein
mittleres Uberleben von 11,3 Monaten bei Glioblastom-Patienten mit IDH-1 Wildtyp (Nobusawa et
al. 2009).

Auch Hartmann et al. konnten in ihren Untersuchungen von anaplastischen Astrozytomen und

Glioblastomen einen signifikanten Unterschied im klinischen Verlauf abhangig von dem
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Vorhandensein der IDH-1 Mutation feststellen (Hartmann et al. 2010). Dies geht sogar so weit, dass
der IDH-1 Mutationsstatus einen starkeren prognostischen Marker als die gerade verwendete WHO-
Klassifikation und das Grading von high-grade Gliomen darstellte und vorgeschlagen wird, diesen mit

in die WHO-Klassifikation zu integrieren (Hartmann et al. 2010).

Auch wenn keine der drei, in dieser Arbeit durchgefiihrten, Untersuchungen einen statistisch
signifikanten Unterschied im klinischen Verlauf der Glioblastom-Patienten in Abhangigkeit des
Vorhandenseins der IDH-1 Mutation lieferten, so wird dennoch aus dem Verlauf der einzelnen
Kurven dieselbe Tendenz wie in der Literatur ersichtlich. Die fehlende Signifikanz ist vor allem auf die
geringen Fallzahlen und die hohe drop-out-Rate der Patienten zuriickzufiihren, so dass eine
Signifikanz des Ergebnisses durch VergroRerung der Fallzahlen und durch konsequente klinische
Follow-Ups der Patienten verbessert werden kénnte. Betrachtet man die einzelnen Kurven so wird
ersichtlich, dass die beste Vorhersage tber den klinischen Verlauf mit der IDH-1 R132H

Immunhistochemie getroffen werden konnte.

6.4 Ausblick

Um den IDH-1 Mutationsstatus zu detektieren stehen bereits verschiedene Methoden zur Verfligung.
In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich die Immunhistochemie
hinsichtlich ihres Ergebnisses und der einfachen sowie kostenglinstigen Durchfiihrung am besten als
Screening-Methode im klinischen Alltag eignet. Da jede Methode dennoch ihre Liicken aufweist,
sollte diese, bei einem negativen Ergebnis, auch im Hinblick auf weitere Mutationen durch einen
Bestatigungstest erganzt werden. Fur diesen eignet sich die Fragmentanalyse. So konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass sich diese der Sequenzierung vor allem bei diffusen Neoplasien mit
geringem Tumoranteil iberlegen zeigt. Der IDH-1 Mutationsstatus ist mittlerweile als, vom WHO-
Grad unabhangiger, prognostischer Marker anerkannt (Sanson et al. 2009) und gibt einen Hinweis
auf das therapeutische Ansprechen (Houillier et al. 2010). Somit zeigen Tumoren mit einer IDH-1
Mutation eine erhéhte Empfindlichkeit gegenliber der Temozolomid-Chemotherapie (SongTao et al.
2012). Die Patienten profitieren von einem lingeren progressfreien Uberleben (SongTao et al. 2012),
jedoch nur, wenn die Therapie sofort nach der OP begonnen wird (Hartmann et al. 2011). In
prospektiven Studien wurde bereits ein signifikant lingeres Uberleben (Sanson et al. 2009; Combs et
al. 2011; Yan et al. 2009) beziehungsweise ein signifikant lingeres progressfreies Uberleben (Weller
et al. 2009) bei Vorliegen der IDH-1 Mutation nachgewiesen. Bislang fand die IDH-1 Mutation jedoch
noch keinen Einzug in die Leitlinien der Gliomtherapie. Jedoch wird dort explizit darauf hingewiesen,
dass die IDH-1 Mutation zur Verbesserung der Trennscharfe zwischen oligodendroglialer und

astrozytarer Tumoren der WHO-Grade Il und Ill Tumoren sowie anderer Tumorentitdten und einer
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reaktiven Gliose herangezogen werden sollen (http://www.awmf.org/uploads/tx_szleitlinien/030-
0991_S2k_Gliome__2015-06.pdf). Die IDH-1 Mutation ist nach wie vor Thema aktueller Forschung. Es
gibt verschiedene Ansatze einen therapeutischen Nutzen aus der IDH-1 Mutation zu ziehen. So stellt
die IDH-1 R132H Mutation ein potentielles Target in der Immuntherapie dar. ,Da es sich hierbei um
ein tumorspezifisches Neo-Antigen mit starker Uniformitdt und hoher Penetranz in der Expression
handelt sowie ein immunogenes Epitop enthilt, eignet es sich zum Beispiel fiir eine mutations-
spezifische Impfung zur Therapie IDH-1 R132H mutierter Tumoren” (Schumacher et al. 2014; Capper
et al. 2010; Watanabe et al. 2009). Trotz bereits umfassenden Untersuchungen zur Rolle der IDH-1
Mutation in der Gliomgenese konnte diese noch nicht vollstandig geklart sowie die diagnostischen
Moglichkeiten und die therapeutischen Ansdtze, die IDH-1 Mutation betreffend, noch nicht
vollstandig ausgeschopft werden. Weitere Studien, vor allem zur Nutzung der IDH-1 Mutation als

Target in der Therapie, kdnnen sich zukiinftig als sehr erfolgsversprechend erweisen.
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11 Anhang

11.1 Material- und Gerite-Liste

11.1.1 Immunhistochemie, HE-Fiarbung

Material Firma Lot-Nr.
Xylol (Isomerengemisch bestehend aus Otto Fischar GmbH & CoKgG,
Ethylbenzol, m-Xylol, c-Xylol und p-Xylol) D-66133 Saarbriicken
Ethanol min. 99,9% Vol. (Ethylalkohol) Berkel pfalzische Spritfabrik,
D-67065 Ludwigshafen
Methanol Apotheke Uniklinikum Homburg
Wasserstoff-Peroxid-Losung 30% Otto Fischar GmbH & CoKG,
D-66133 Saarbriicken
Dako Target Retrieval Solution, pH 9 (10x) Dako Deutschland GmbH, 00056576
D-22769 Hamburg
Dako Wash Buffer 10x Dako Deutschland GmbH, 00068140
D-22769 Hamburg
IDH-1 R132H uncon;. Dianova GmbH, 1096
D-20354 Hamburg
EnVision™ FLEX+ MOUSE LINKER Dako Deutschland GmbH, 00072535
D-22769 Hamburg
Dako REAL™ Antibody Diluent Dako Deutschland GmbH, 00069260
D-22769 Hamburg
Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Dako Deutschland GmbH,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse D-22769 Hamburg
Bestehend aus:
Dako REAL™ 00069263
Substrate Buffer
Dako REAL™ 00069263
EnVision™
Dako REAL™ DAB+ 00069263
CHROMOGEN (x50)
Kupfer-(ll)-Sulfat-Pentahydrat Merck KGaA, A483787448
D-64271 Darmstadt
Shandon Instant Hematoxylin Thermo Scientific, 220658
D-63303 Dreieich
Shandon Bluing Reagent Thermo Scientific, 195356
D-63303 Dreieich
Eosin G-Losung Merck KGaA, HX246788
0,5% wassrig D-64271
Microscopy Entellan Merck KGaA, HX088232

D-64271 Darmstadt
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Gerate

Firma

Mikrotom 2300 Biocut

Ehem. Reichert-Jung
Jetzt: Leica-Microsystems AG
D-64646 Heppenheim

Warmeschrank - Heraeus Instruments Function Line

Thermo Scientific,
D-63303 Dreieich

MultiGourmet FS 10 Typ 3216

Braun GmbH,

D-61476 Kronberg/Taunus

Shandon Coverplate™

Disposable Immunostaining Chamber

Thermo Scientific,
D-63303 Dreieich

11.1.2 Sequenzierung und Fragmentanalyse

Material Firma LOT-Nr.
QlAamp ® DNA QIAGEN GmbH, 142340457
FFPE Tissue Kit (50) D-40724 Hilden
Bestehend aus:
Buffer ATL 142333968
Tissue lysis Buffer
Buffer AL 142336842
Lysis Buffer
Buffer AW1 142336437
Wash Buffer 1
(19ml concentrate)
Buffer AW2 142338731
Wash Buffer 2
(13ml concentrate)
Proteinase K 142338141
Buffer ATE
Collection Tubes 142336329
(2ml)
QlAamp MinElute™ 142337884
Columns
Xylol Pharm. Helv. VI Aug. Hedinger GmbH & Co., 0770548
(Isomerengemisch) D-70327 Stuttgart
SIGMA-ALDRICH® Chemie GmbH, SZBA263AV
Ethanol D-89555 Steinheim
BD Microlance 3™ Kanilen Beckton Dickinson GmbH, 110625
D-69126 Heidelberg
Biosphere® Safe Seal Tube 1,5ml Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., | 2081501
D-51588 Nimbrecht
SafeSeal Reagiergef. 2ml, PP Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., | 0000/2101001
D-51588 Nimbrecht
Rotor Adapters (24) QIAGEN GmbH, CH_1106940
D-40724 Hilden
Filter-Tips, 1000l (4x32) QIAGEN GmbH, 00943540101
D-40724 Hilden
Filter-Tips, 200ul (4x32) QIAGEN GmbH, 00942540047
D-40724 Hilden
LiChrosolv® MERCK KGaA,
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Wasser fur Chromatographie

D-64293 Darmstadt

KIMTECH Science Kimberly-Clark GmbH, 05511
D-56070 Koblenz-Rheinhafen
MinElute® QIAGEN GmbH, 142336898
PCR Purification Kit (50) D-40724 Hilden
Bestehend aus:
Buffer PB 142331446
Binding Buffer
Buffer EB 142332227
Elution Buffer
2x Buffer PE 142327325
Wash Buffer
(6ml concentrate)
Loading Dye 5x 142324491
GelPilot Loading
Dye, 5x
pH Indikator | 142327743
MinElute™ Spin 142328433
Columns (50)
Multiply®-uStripPro Biosphere® St./pcs. Sarstedt 1565401
50 Aktiengesellschaft & Co.,
D-51588 Nimbrecht
Multiply®-Pro 0,5ml Biosphere® Sarstedt 1053401
Aktiengesellschaft & Co.,
D-51588 Nimbrecht
peqGOLD Tag-DNA-Polymerase ‘all PEQLAB Biotechnologie GmbH, 052912
inclusive’ D-91052 Erlangen
Bestehend aus:
Tag-DNA- 091411-5
Polymerase
10x Reaktionspuffer 032712
Y
10x Reaktionspuffer 112111
S
5x Enhancer 060412
Solution P
VerdlUnnungspuffer 060412
25 mM 061912
Magnesiumchlorid
dNTP Mix 10 mM je 041012
Nukleotid
Primer (5 = 3) Eurofins MWG Operon 2772406
Extern Forward D-85560 Ebersberg (Auftragsnummer)

ACCAAATGGCACCAT

Extern Reverse
TTCATACCTTGCTTAATGGGTGT
Intern Forward
CGGTCTTCAGAGAAGCCATT
Intern Reverse
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GCAAAATCACATTATTGCCAAC

Ambion® Agarose-LE Invitrogen Life Technologies, 1104023
Carlsbad, CA 92008
1xTBE Eigenherstellung
Zusammensetzung 5xTBE:
54g Trisbase AppliChem 8J007602
27,5g BORIC acid BioChemica Chemica Synthesis 9R002436
20ml 0,5M EDTA Services, 67009068
Ad 1000ml dH,0 D-64291 Darmstadt
BDH Electran® VWR International GmbH, 561202
Ethidium bromide solution D-64295 Darmstadt
DNA LB (Ladepuffer) Eigenherstellung
Zusammensetzung:
30% Glycerinin AppliChem 6N005708
dH,0 BioChemica
Chemica Synthesis
Services,
D-64291 Darmstadt
Xylene cyanol for MERCK KGaA K28476990633
electrophoresis D-64291 Darmstadt
123 bp DNA Ladder Invitrogen Life Technologies, 867329

Carlsbad, CA 92008

Softasept N

Braun GmbH,
D-61476 Kronberg/Taunus

Art-Nr 3887138

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Applied Biosystems® by life 113H2QA315
Plate technologies™
Foster City, CA 94404
MicroAmp ™ Optical Adhesive Film Applied Biosystems, 201104091
Foster City,
CA 94404
EDTA fir die Molekularbiologie AppliChem 6T009068
Biochemica Chemica Synthesis
Services,
D-64291 Darmstadt
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Applied Biosystems™ 1204233
Sequencing Kit Austin, TX 78744
Bestehend aus:
ABI PRISM® BigDye® 1202065
Terminator v1.1
Ready Reaction Mix
PGEM®-3Zf(+) 1202144
Control Template
21 M13 Control 1203204
Primer (forward)
Hi-Di™ Formamide Applied Biosystems® by life 1204034
technologies™
Foster City, CA 94404
Anode Buffer Container Applied Biosystems® by life 1207091

81



3500 Series

technologies™
Foster City, CA 94404

Cathode Buffer Container Applied Biosystems® by life 1206106
3500 Series technologies™
Foster City, CA 94404
Capillary Array Applied Biosystems® by life 36
50cm-8cap technologies™
Foster City, CA 94404
Polymer: Pop-7™ Applied Biosystems® by life 1204042
technologies™
Foster City, CA 94404
KAPA Blood PCR-Mastermix B peqlab Bestell-Nr:

Fiir 500 Reaktionen & 25ul

Biotechnologie GmbH,
D-91052 Erlangen

07-KK7003-01

GeneScan™ Installation Kit DS-33 with Applied Biosystems® by life 1210028
LIZ® Size Standard v2.0 6-FAM™, VIC®, technologies™
NED™, PET®dyes Foster City, CA 94404
Multi-Capillary DS-33 (Dye Set G5) Matrix | Applied Biosystems® by life 1301092L
Std Kit [6-FAM™, VIC®, NED™, PET®dyes] | technologies™
Foster City, CA 94404
QlAquick® Gel Extraction Kit (50) QIAGEN 145029961
SNaPshot® Multiplex Kit 100 Reactions Applied Biosystems® by life 1302201
technologies™
7 Kingsland Grange, Woolsten
Warrington WA1 4SR, UK
Primer 2C (5 = 37) Eurofins MWG Operon Auftragsnummer:
GGTAAAACCTATCATCATAGGTC (23) AnzingerstralRe 7a 3101628

D-85560 Ebersberg

Gerdte Firma
Mikrotom Rotary 3003 Pfm medical ag,
D-50996 Koln

Tissue-TEK®
Cryo Console

MilesCo Scientific,
Princeton, MN 55371

Schittelmaschine
VIBROFIX VF1

IKA® Labortechnik,
D-79219 Staufen

Hochgeschwindigkeits-Mikroliterzentrifuge
Model: CT15E/CT15RE

VWR International GmbH,
D-64295 Darmstadt

Thermomixer comfort 1,5ml

Eppendorf AG,
D-22339 Hamburg

Thriller PEQLAB Biotechnologie GmbH,
D-91052 Erlangen
NanoDrop® PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Spectrophotometer ND-1000 D-91052 Erlangen
QIACUBE QIAGEN GmbH,
D-40724 Hilden
Kihltruhe Liebherr-Hausgerate GmbH,

Premium NoFrost

D-88416 Ochsenhausen

Kihlschrank
PremiumBioFresh

Liebherr-Hausgerate GmbH,
D-88416 Ochsenhausen
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peqSTAR 96 Universal

PEQLAB Biotechnologie GmbH,

D-91052 Erlangen

MyCycler™ thermal cycler

Bio-Rad Laboratories GmbH,
D-80931 Minchen

Prazisionswaage
Typ: 1SO 9001

Sartorius Weighing Technology GmbH,

D-37075 Géttingen

Mikrowelle
Typ: KOC 985TBA

DEAWOO Electronics Corp.,
Seoul 100-031, Korea

RET basic IKAMAG®

IKA® Labortechnik,
D-79219 Staufen

Elektrophoresekammer

Von Keutz Labortechnik,
D-35447 Reiskirchen

Microcomputer Electrophoresis Power Supply

Typ: E443

Consort nv,
B-2300 Turnhout

InGenius

Manual gel documentation systems

Syngene Bio Imaging,
CB41TF, UK

Hermle Z326K
Tischkihlzentrifuge

Axon Labortechnik,
D-67659 Kaiserslautern

Vortex Genius 3

IKA® Labortechnik,
D-79219 Staufen

3500 Genetic Analyzer8ch RUO

Model: 622-0010

Applied Biosystems® by life
technologies™,
Foster City, CA 94404
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Comparison of fragment analysis and immunohistochemistry to
conventional Sanger sequencing for the detection of R132H and non-
R132H IDH1 mutations in glioma

Heubeck E. (12, Ludwig N. ), Ebert E. ™, Kim Y.-J. (

(1) Saariand University Medical Center, Insttte of Pathology, 66421 Homburg/Saar, Germany
(2) Kiinikum Ingolstadt GmbH, Cinc of Neurology, 85049 Ingolstadt, Germany
(3) Saariand University, Intitute of Human Gonetic, 66421 Homburg/Saar, Germany

I Introduction

Primary and secondary gneblmomae are primary brain tumours with a very
oo prognosis ian after diagnosis is less than 3 months in
over 50% of cases (1. Recent Sudies already showed it b enties difer

in their IDH-1 mutational status. It is a somatic point mutation affecting the
isocitratdehydrogenase 1 gene in codon 132 which leads to an amino acid
exchange [2]. Due to a different metabolic product this may lead to a longer
survival of patients [3]. This mutation is an early event in the genesis of
glioma and is an independent prognostic parameter [4
was o compare different detection methods of this mutation in terms of
sensitivity, specifity, and practicability in daily routine.

| Materials & Methods

For the detection of IDH1 R132H mutation in formalin fixed and paraffin-
embedded tumor tissue of 43 glioblastomas and 42 WHO grade Il and 111 umors,
immunohistochemistry, direct sequencing, and fragment analysis were used.
There were 6 diffuse astrocytomas, 5 diffuse oligo-astrocytomas, 14 anaplastic

7 anaplastic olig 10 anaplastic ol
lioblastomas, and 30 primary glioblastomas.

13 secondary

IDH1 R132H Immunohistochemistry:

THC was done with a monoclonal mouse antibody (DIAH09, Dianova GmbH)
according to manufacturer's instructions.

‘The different samples were analysed respecting the percentage of IDH1 R132H
positive tumor cells and staining intensivity. The expr ed as
immunoreactive score IRS [S].

Stai intensity: a) negative, b) Percentage of positive stained tumour
oy postive, ) moderataly positv, el ) £10% ) 11:60%, ) 51-80%,9)
d) strongly positive

iger sequencing:

For the isolation of DNA from FFPE tumor tissue QlAamp® DNA FFPE Tissue
Kit (QIAGEN GmbH) was used. Polymerase chain reaction was done with two
primers based on Capper et al. 2009 [6].

Primer extern forward: 5° ACCAAATGGCACCAT 3

Primer extern reverse: 5 TTCATACCTTGCTTAATGGGTGT 3¢

PCR conditions (35 cycles):
Denaturation 95°C for 30 seconds

Annealing S6°C 40 seconds

Extension 72°C 50 seconds

In cases of a missing signal in agarose gel electophoresis PCR was repeated with
two other primers [6]:

Primer intern forward: 5 CGGTCTTCAGAGAAGCCATT 3*
Primer intern reverse: 5° GCAAAATCACATTATTGCCAAC 3*

For Cylce sequencing BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems®) and Primer extern forward and intem reverse were used according
to manufacturer's instructions. PCR product was analysed in 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

Fragment Analy:

Tsolated and amplificated DNA from Sanger sequencing was used. In cases of too
less material DNA was amplificated again with primer intern forward and intern
reverse from Sanger sequencing. Initial denaturation was performed at 95°C for 5
‘minutes, followed by 35 cycles of denaturation at 95°C for 30 seconds, annealing
4 56°C for 40 seconds and extension at 72°C for 50 seconds. Agarose gel-
electrophoresis was done. The DNA bonds of each sample were cut out of the
‘gel. DNA was isolated with QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH).

Snapshot PCR was done with SNaPshot® Multiplex Kit (Applied Biosystems®)
and following primer:

5°GG TAAAAC CTATCATCA TAG GTC 3*
25 cycles of PCR were done. Denaturation was performed at 96°C for 10

seconds, annealing at SO0°C for S seconds, and extension at 60°C for 30 seconds.
PCR product was analysed in 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

References and Sources.

Primary Glioblastoma IDH-1 wildtype

Secondary Glioblastoma IDH1 R132H mutation

Secondary Glioblastoma IDH1 R132G mutation

Survival analy

Furthermore, the clinical data of 43 glioblastoma patients were analysed
and in response to the mutational status ed by the different methods,
lifetime analysis was performed using Kaplan-Meier estimator and log-
rank test

Kaplan-Meier survival curve

Cumulatres survival rata

Fallom-up months)

1 Kk B 1 e KD, 207, Gl

ncton D Lo 1 Ok 010 Wi, s WK Cocc. b #3549

UKS
Saarland University
Medical Center

Institute of Pathology

Kaplan-Meier survival curve
B e s

Cumulitive sevival rate

Follow.up [mantral

Kaplan-Meier survival curve

Fatowup {meeths]

I Results

Immunohistochemistry detected IDHI R132H mutation in 35 out of 85
samples. Only 24 were found to harbor IDH1 R132H mutation by fragment
analysis and only 18 by Sanger sequencing. In two cases IDHI R132G
mutation could be detected by Sanger sequencing.

‘Table 1 gives an overview of the number of detected mutations per tumor
type.

Table 1. Tumor type and number of detected IDH1 mutations.

Total mber  imminohstochemisy  Sanger Fragmentanaisis
of samples sequencing
Difuse g
astrocytomas 410HLRI32H 20HIRIA  4IDHIRIZH
Difuseolgo- s 3 non OW1 R13ZH IOHLWT 3 non DHLRIS2H
astrocytomas 210H1 R1324 20HIRIA 210H 1K
10K R1326
Anaplastc 1 SnonIOWIRISZH  LLDHIWT 10 non DHIRISH
astrocytomas 5 10H1 R132H JDHIRIZA 410K RIH
Anaplastic 7 JnonIDKIRIEZA  TIDHLWT  GnoniDHIRIZA
olgodendroglomss. 4 10H1 p1324 110K R132H
Anaplastcolgo- 10 SIOHLWT  SnonlDHIRISZH
astrocytomas 10101 R132H SIOHLRIZA 71
Secondary 5 3nonIOWIRISH  7IHLWI  GnonlOHIRIZH
loblastomas. 9 10H1 R1s24 SIDHLRIZA S IDHIRIZH
1ioH1 R13ZG.
primary 0 0o OHLRISH  20WHIWT 29 non DHIRIRH
loblastomas oK1 R1324 LiDHIRIZA 1I0RIRIH

‘With immunohistochemistry as reference method a specificity of 100% and a
sensitivity of 51.4% was revealed for Sanger sequencing and a spec;
96.0% and a sensitivity of 62.9% for fragment analysis. Different "o the ather
‘methods, immunohistochemistry enables the detection of single IDH1 R132H
positive tumor cells in very diffuse infiltrating areas or in small biops;
samples. The fragment analysis was superior to Sanger sequencing especially
in small biopsies and diffuse neoplasia due to the lower demand of tumor
DNA for the analysis.

Survival analysis revealed an increased overall survival for patients with
IDHI R132H mutation compared to those without, The prognosis was best
predicted by the IDHI R132H status detected by immunohisiochemistry. The
mean survival was 31.3 + 28.5 months for IDH-1 R132H and 13.6 + 14.0
months for non IDH-1 RI32H (log rank p=0.17). The prognostic value of
direct sequencing (log rank p=0.294) was superior to fragment analysis (log
rank p=0.312), though the effect was not statisically signs

I Conclusions

‘The obtained data in this work shows that IDH1 R132H immunohisto-
chemistry is the most suitable method to use in daily routine in terms of
feasibility, detection rate as well as the predictive value o estimate the
patient’s prognosis.
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