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Biomarkers in gliomen

Biomarkers in glioma
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Samenvatting

Tot op heden worden beslissingen in de behandeling van gliomen vooral genomen op basis van klini-
sche, radiologische en histopathologische kenmerken. De laatste jaren is er belangrijke vooruitgang
geboekt in de moleculaire typering van hersentumoren. Klassieke moleculaire markers van gliomen zo-
als p53 en EGFR hebben beperkte betekenis voor het therapeutisch beleid. Drie recent geidentificeerde
moleculaire markers hebben zich wel een plaats verworven bij het bepalen van het klinisch beleid, met
name de 1p/19q chromosomale codeletie, de MGMT-promotor methylatiestatus en de IDH-1 mutatiesta-
tus. Deze biomarkers laten een meer accurate subclassificatie toe met prognostische en predictieve
waarde.

(Tijdschr Neurol Neurochir 2015,116:53-56)

Summary

Until recently, clinical decision-making in glioma was largely based on clinical, radiological and histo-
logical features. In recent years significant progress has been made in the molecular analysis of brain
tumors. The clinical interest of classical molecular markers such as p53 or EGFR is limited, but three
recently identified molecular markers have demonstrated significant clinical relevance: 1p/19q codele-
tion, MGMT-methylation status and IDH-1 mutation. The biomarkers allow for a more thorough diagnos-
tical work-up and add additional prognostic and therapeutic value.

Inleiding

De classificatie van de Wereldgezondheidsraad (World
Health Orgnization, WHO) classificatie maakt een
onderscheid tussen de verschillende types van hersen-
tumoren op basis van histopathologische criteria en kent
een graad van kwaadaardigheid toe (graad 1 tot graad
4) op basis van morfologische kenmerken van anaplasie.
Deze typering geeft een diagnose alsook een hieraan
gekoppelde prognose. Moleculaire markers maken het
mogelijk gliomen met een gelijkwaardig histologisch
aspect verder diagnostisch maar eveneens prognostisch
onder te verdelen. Bovendien zijn ze minder onderhevig
aan interobserver variabiliteit. Een marker is diagnos-
tisch wanneer hij informatie verschaft over het al dan

niet aanwezig zijn van een ziekte. Een prognostische
marker is indicatief voor een gunstiger natuurlijk ver-
loop van de ziekte, onathankelijk van de toegediende
therapie. Een predictieve marker voorspelt een betere
respons op een bepaalde therapie. Het verschil is van
belang gezien predictieve markers het therapeutisch
beleid kunnen sturen, terwijl dit voor louter prog-
nostische markers niet het geval is. De moleculair-
genetische biomarkers die steeds meer hun weg vinden
naar de klinische neuro-oncologiepraktijk zijn de
isocitraat dehydrogenase-1 (IDH-1) mutatie, 1P/19q
chromosomale codeletie en de O°-methylguanine DNA
methyltransferase (MGMT) methylatiestatus.
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IDH-1/2 mutaties

Mutaties in het IDH-1-gen treden het meest frequent
op in codon 132. De mutatie resulteert in de expressie
van een gemuteerd IDH-proteine dat zorgt voor de om-
zetting van alfa-ketoglutaraat tot 2-hydroxyglutaraat
(2-HG). Deze oncometaboliet remt verschillende en-
zymen wat leidt tot histon- en DNA-hypermethylatie,
veranderde celdifferentiatie en activatie van enzymen
betrokken in de degradatie van Hypoxia-induced
factor (HIF). De aanwezigheid van de IDH-mutatie
wijst op een specifiek pad van tumorigenese dat ver-
schilt van dat van pilocytaire astrocytomen of pri-
maire glioblastomen. De mutatie, initieel beschreven
als zijnde exclusief voor gliomen, werd inmiddels ook
vastgesteld bij sommige vormen van acute myeloide
leukemie, adenocarcinomen van de borst, cholangio-
carcinomen en bepaalde sarcomen.!

Bepaling van de IDH-1 mutatiestatus is mogelijk via
immuunhistochemie (enkel voor de IDHI1-R132H-
mutant, die 90% van de IDH-1 mutaties uitmaakt) of
DNA-mutatieanalyse.

De IDH-status heeft in de klinische praktijk zijn nut
op diagnostisch vlak: het maakt het mogelijk dif-
fuse gliomen te onderscheiden van reactieve gliose
of andere tumorale entiteiten zoals centraal neuro-
cytoom, tanycytair ependymoom of pilocytair astro-
cytoom. In geval van glioblastoom kan de IDH-sta-
tus aangeven of het gaat om een primair dan wel een
secundair glioblastoom, wat een belangrijke prognos-
tische waarde heeft. In een gepoolde analyse van 382
WHO-graad 3 en 4 tumoren bleek de IDH-1 status
zelfs een betere voorspeller van overleving dan de histo-
logische graad.” Er bestaat momenteel geen duidelijk-
heid omtrent de predictieve waarde van de IDH-1
mutatie zodat aan de IDH-mutatiestatus bij glioblas-
tomen geen therapeutische beslissingen gekoppeld
worden. De IDH-mutatiestatus identificeert wel een
groep van patiénten met een anaplastische oligo-
dendrogliale tumor waarbij een voordeel werd ge-
zien voor adjuvante behandeling met procarbazine,

CCNU en vincristine (PCV)-chemotherapie.’*

Ip/19q codeletie

De 1p/19q chromosomale codeletie is gevolg van een
ongebalanceerde translocatie tussen de volledige arm
19p en 1q. De codeletie komt in principe niet voor bij
astrocytomen waar dan weer wel de p53 mutatie voor-
komt. Deze genetische afwijkingen geven een beeld
van genetische veranderingen in de tumorigenese
die verschillend is tussen oligodendrogliomen en as-
trocytomen. Er is een sterke correlatie tussen IDH-1

mutatie en 1p/19g-codeletie in die zin dat alle 1p/19q-
cogedeleteerde tumoren ook IDH-mutant zijn. De
1p/19g-codeletie wordt het vaakst bepaald aan de
hand van Fluorescentie in situ hybridisatie (FISH).
De 1p/19q-codeletie wordt steeds meer beschouwd
als diagnostische marker voor oligodendrogliomen
en oligoastrocytomen. Ze onderscheidt een groep van
tumoren die een betere prognose hebben en een ho-
gere gevoeligheid vertonen aan cytotoxische chemo-
therapie zoals nitrosourea en temozolomide.

Uit twee fase IIl-studies waarbij de chemocom-
binatie PCV werd toegevoegd aan post-opera-
tieve radiotherapie bij patiénten met anaplastisch
oligodendroglioom of oligoastrocytoom bleek het
belangrijkste overlevingsvoordeel toe te behoren
aan de 1p/19g-cogedeleteerde tumoren.>® Ook in
laaggradige gliomen is er een sterke prognostische
waarde: mediane overleving is 12 tot 15 jaar in ge-
val van 1p/19q codeletie en 5 tot 8 jaar wanneer de
codeletie afwezig is.” Er is eveneens evidentie dat
1p/19q codeletie predictief is voor de gevoeligheid aan
temozolomide. Of deze gevoeligheid geéxtrapoleerd
kan worden naar een mogelijk overlevingsvoordeel
dient nog bevestigd te worden in lopende gerandomi-
seerde studies.

MGMT-methylatiestatus

Het  Of-methylguanine = DNA-methyltransferase
(MGMT) iseen DNA-herstelproteine dat dealkylering
van O°-guanine ongedaan maakt en op deze manier
schade door alkylerende chemotherapeutica zoals te-
mozolomide of nitrosourea herstelt. Hypermethylatie
van de MGMT-genpromotor leidt tot verminderde
expressie van het MGMT-proteine. De MGMT-
methylatiestatus kan bepaald worden via immuun-
histochemie doch deze methode heeft een belangrijke
interobserver variabiliteit en is niet gevalideerd voor
gebruik in de klinische praktijk. Bepaling van de
epigenetische activatiestatus via methylatiespecificke
PCR (MSP) of pyrosequencing van bisulfier-
gemodifieerd DNA zijn meer betrouwbare methoden.
Patiénten met methylatie van de MGMT-gen-
promotor bleken gevoeliger voor alkylerende agentia
hetgeen conceptueel past bij een afwezige expressie
van het DNA-herstelproteine.® Een retrospectieve
analyse van de MGMT-promotor methylatiestatus
wees op een sterke correlatie tussen deze biomarker
en de therapeutische meerwaarde van temozolomide
wanneer toegevoegd aan radiotherapie in de eerste-
lijnstherapie van glioblastoom.” Hier bleek wel dat
MGMT-methylatiestatus een kwantitatieve marker is:

- " "
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Tabel 1. Overzicht van klinisch gebruikte biomarkers (aangepast uit')

MGMT-promotor methylatie

1p/19qg-codeletie IDH1-mutatie

verminderde herstelfunctie voor

verhoogde concentratie

Biologisch gevolg alkylatieschade aan DNA onduidelijk 2-hydroxyglutaraat
immuunhistochemie,
Manier van bepalin MSP of pyrosequencin FISH
paiing PHHERES) 9 DNA-seguencing
Frequentie van voorkomen
pilocytair astrocytoom >10% 0% 0%
Pleiomortf xanthoastrocytoom 10-20% 0% 0%
diffuus astrocytoom 40-50% 15% 70-80%
oligodendroglioom/
o d 60-80% 30-60% 70-80%
oligoastrocytoom
anaplastisch astrocytoom 50% 15% 50-70%
anaplastisch oligodendroglioom
P g 9 70% 50-80% 50-80%
oligoastrocytoom
Glioblastoom 35-45% <5% 5-10%
L exclusief voor gliomen,
sterke associatie met ) ) )
. . ) ‘ differentieel diagnose
Diagnostische rol geen oligodendrogliale

tussen glioom en gliose of

morfologie
andere tumoren

Prognostische rol

marker van gunstige prognose

marker van gunstige positief onafhankelijk van

alkylerende chemotherapie

prognose histologie
predictief voor gevoeligheid van | anaplastische gliomen:
Predictieve rol het glioblastoom aan belangrijke predictieve onduidelijk

waarde voor chemotherapie

ook bij patiénten zonder methylatie van de genpromotor
was een voordeel te zien van temozolomide. Bovendien
zijn er geen gekende therapeutische alternatieven voor
ongemethyleerde patiénten (cfr. negatieve resultaten van
studies met dose-dense temozolomide en cilengitide)
zodat kennis van de methylatiestatus op dit moment
niet kan leiden tot therapeutische beslissingen.> "' De
gerandomiseerde fase II-studie 26082 van de EORTC
waarbij radiotherapie met concomitante en adju-
vante temsirolimus vergeleken wordt met chemo-
radiotherapie in patiénten met een nieuw gediag-
nosticeerd GBM zonder methylatie van de MGMT-
genpromotor, kan mogelijk bij een gunstig studie-
resultaat de weg openen naar een op MGMT-methylatie-
status gebaseerde therapickeuze.

Bij oudere patiénten (>65jaar) met een glioblastoom we-
zen twee onafhankelijk uitgevoerde klinische studies
die radiotherapie vergeleken met temozolomide in mo-
notherapie op een duidelijke predictieve waarde van de
MGMT-methylatiestatus voor temodal-chemotherapie,
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maar eveneens op een slechtere prognose voor MGMT-
ongemethyleerde patiénten wanneer hen temodal werd
toegediend in plaats van radiotherapie.!>"* Verdere
plaatsbepaling van MGMT-methylatiestatus bij de be-
handeling van oudere patiénten met glioblastoom zal
volgen uit de resultaten van de EORTC 26062-studie,
die kort schema radiotherapie met of zonder temozo-
lomide evalueert bij oudere patiénten met een nieuw
gediagnosticeerd GBM."”

Ook bij anaplastische gliomen heeft de methylatiestatus
een prognostische waarde en is deze gecorreleerd aan de
IDH1/2-mutatiestatus en de 1p/19g-status. Een mogelijk
predictieve waarde voor toediening van temozolomide

wordt onderzocht in de EORTC CATNON-studie.'

Conclusie

Biomarkers krijgen steeds meer een vaste plaats in de
diagnostieck en behandeling van gliomen. De MGMT-
promotermethylatiestatus  zou potenticel de vaakst
toepasbare marker kunnen zijn om het therapeutisch
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beleid bij glioblastoom op af te stemmen; het ontbre-
ken van geldige therapeutische alternatieven voor on-
gemethyleerde patiénten maakt dat momenteel nog
geen klinische beslissingen gekoppeld kunnen worden
aan kennis van de methylatiestatus. Indien bij oudere
patiénten vanwege de beperkte draagkracht voor mo-
notherapie wordt geopteerd, wordt in geval van een
ongemethyleerde MGMT-genpromotor best voor radio-
therapie gekozen en in geval van een gemethyleerde gen-
promotor voor temozolomide.

De IDH1/-2-mutatie, en binnen deze subgroep nog meer
uitgesproken bij aanwezigheid van een 1p/19g-codeletie,
onderscheidt een groep van anaplastische gliomen die
een betere natuurlijke prognose hebben en een overle-
vingsvoordeel ondervinden bij adjuvante behandeling
met PCV-chemotherapie.

De IDH-1-mutatieanalyse heeft momenteel in de kli-
nische praktijk ook zijn nut in diagnostiek, aangezien
deze het mogelijk maake te differentiéren tussen diffuse
gliomen en reactieve gliose of andere tumorale entiteiten
zoals centraal neurocytoom, tanycytair ependymoom of
pilocytair astrocytoom.

Ten slotte is er nog een belangrijke taak weggelegd voor
de uniformisering en kwaliteitscontrole van de verschil-
lende testplatformen waarmee deze moleculaire veran-
deringen worden opgespoord. Voor de IDH-1-muta-
tiebepaling is de meest kostenefficiénte manier om in
eerste instantie immuunhistochemie uit te voeren, wat
een zeer hoge positief-predictieve waarde heeft voor de
meest voorkomende mutatie, en in geval de test negatief
blijkt, bijkomende DNA-sequentieanalyse uit te voeren
teneinde ook de meer zeldzame mutaties op te sporen.”
Wat betreft de MGMT-methylatiestatus hebben zowel
MSP als pyrosequencing aangetoond betrouwbaar en
reproduceerbaar te zijn'*'® Een belangrijke bijkomende
complexiteit is echter dat de testresultaten een bimodale
verdeling kennen en dat het definiéren van een ‘cut-off -
waarde tussen positief en negatief (noodzakelijk voor
klinische besluitvorming) getoetst dient te worden aan
de uitkomst van een prospectief onderzoek op een vol-
doende grote groep. Gelet op de complexiteit van het toe-
kennen van klinisch betekenis aan MGMT-testing lijkt
het de auteurs aanbevelenswaardig om enkel een pros-
pectief gevalideerde gestandardiseerde test te hanteren
(companion diagnostics).
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