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1  Einleitung
1.1 Gliome

Die Gliome gehoren zur Gruppe der neuroepithelialen Tumoren und stammen
wahrscheinlich von neuroglialen Stamm-bzw. Vorlduferzellen ab (Weller et al. 2015, S.
1). Histologisch unterscheidet man dabei nach der morphologischen Ahnlichkeit zu den

Stiitzzellen des normalen Gehirns Astrozytome, Oligodendrogliome und Ependymome

(ebd.).

1.1.1 Epidemiologie

Gliome stellen die hiufigsten malignen hirneigenen Tumore des Erwachsenenalters dar
und sind verantwortlich fiir die meisten Todesfille in dieser Gruppe (Ostrom et al. 2018b;
Weller et al. 2015), wobei in Deutschland ca. 6000 Menschen jadhrlich neu erkranken
(Kraywinkel und Spix 2019). Die weltweite jahrliche Inzidenz liegt bei 6 von 100.000
Personen (Weller et al. 2021). Ménner sind dabei um den Faktor 1,27-1,59 héufiger
betroffen als Frauen (Ostrom et al. 2018b). Mehr als zwei Drittel der Gliome im
Erwachsenenalter entfallen auf die astrozytiren Tumoren, wobei das Glioblastom als
bosartigster Tumor dieser Reihe mit einer Inzidenz von 0,6-3,7 pro 100.000 Personen
weltweit den grofiten Anteil (ca. 60%) ausmacht (Ostrom et al. 2018b; Ostrom et al.
2018a; Kraywinkel und Spix 2019). Diffuse und anaplastische Astrozytome haben einen
Anteil von ca. 14% an allen Gliomen, wédhrend Oligodendrogliome mit ca. 5% am
seltensten sind. Die Inzidenz von Gliomen nimmt dabei mit dem Alter zu, was am

starksten fiir das Glioblastom gilt (Weller et al. 2015, S. 2).

Den einzigen bekannten Risikofaktor fiir das Entstehen von Gliomen stellt eine friihere
Bestrahlung des zentralen Nervensystems in einer therapeutischen Dosis dar, wéhrend
ein Zusammenhang mit dem Nutzen von Mobiltelefonen bislang nicht belegt ist (Weller
et al. 2015, S. 2; Ostrom et al. 2018a). Allergien oder Asthma scheinen dagegen eine
protektive Wirkung zu haben (Schiff et al. 2019, S. 4). Zudem konnen hereditéire
Tumorsyndrome wie Neurofibromatose Typ 1 und 2, tuberdse Sklerose, Lynch-Syndrom,
Li-Fraumeni-Syndrom, Turcot-Syndrom, Melanoma-Neural System Tumor Syndrom
sowie Ollier/Maffucci-Syndrom jeweils das Risiko fiir bestimmte Typen von Gliomen
erhéhen, wobei diese Syndrome <5% der Fille ausmachen (Ostrom et al. 2018a). Eine

positive Familienanamnese, die in 5-10% der Fille vorliegt, scheint mit anderen
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genetischen Faktoren assoziiert zu sein, die zur Zeit noch erforscht werden (Schiff et al.

2019).

1.1.2 WHO-Klassifikation

1.1.2.1 Einteilung & Diagnose der Gliome nach der WHO-Klassifikation von 2016

Die Einteilung der Gliome erfolgt nach der WHO-Klassifikation, deren neueste Fassung
2021 erschien. Da die Einteilung der in dieser Arbeit untersuchten Gliome nach der
Klassifikation von 2016 erfolgte, sollen im Folgenden zunédchst die Herangehensweise
dieser Version aufgezeigt und im Anschluss daran die wichtigsten Anderungen der neuen

Klassifikation erldautert werden.

Mit der Klassifikation von 2016 wurden neben histopathologischen Merkmalen erstmals
auch molekulare Marker als fester Bestandteil integriert (Louis et al. 2016).
Histopathologisch erfolgt eine Einteilung nach Zelltyp und Beurteilung des
Wachstumsverhaltens des Tumors, auf dessen Basis eine Unterteilung in die WHO-Grade
[-IV im Sinne einer Malignitétsskala vorgenommen wird (Louis et al. 2007, S. 106—108;
Louis et al. 2016). Im Folgenden werden die wichtigsten molekularen Marker der diffusen

Gliome vorgestellt und die Vorgehensweise bei der Diagnosefindung erldutert:

Ein Grofteil der Astrozytome und nahezu alle Oligodendrogliome mit WHO Grad Il bzw.
IIT sowie 5-10% der Glioblastome (Astrozytom WHO Grad IV) weisen Mutationen der
Isocitratdehydrogenase (IDH) 1 bzw. 2 auf, wobei Mutationen von IDH1 den groften
Anteil ausmachen und kombinierte Mutationen von IDH1 und IDH2 sehr selten sind (Yan
et al. 2009; Parsons et al. 2008; Hartmann et al. 2009; Labussi¢re et al. 2010; Aibaidula
etal. 2017). Die Mutation IDH1 (R132H) ist dabei am hadufigsten (Hartmann et al. 2009).
Einer immunhistochemischen Untersuchung dieser Mutation mit einem spezifischen
Antikorper folgt eine Sequenzierung von IDH1 (Codon 132) und IDH2 (Codon 172) —
bleibt beides negativ, so wird dies als , JDH-Wildtyp* klassifiziert (Weller et al. 2017,
317; Louis et al. 2016). Wahrend das Glioblastom histomorphologisch gut abgrenzbar ist,
ist die Unterscheidung zwischen Oligodendrogliom und Astrozytom schwierig (Schiff et
al. 2019). Die Einteilung von Tumoren mit astrozytéren und oligodendroglialen Anteilen
als Oligoastrozytome entféllt durch die Analyse zusétzlicher molekularer Marker (Sahm
et al. 2014). So zeigen Oligodendrogliome charakteristischerweise einen kombinierten

Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 (1p) sowie des langen Arms von Chromosom
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19 (19q), der durch eine unbalancierte Translokation zustande kommt und zum Verlust
der Heterozygotie (LOH) fiihrt (Liu et al. 2012; Sahm et al. 2014; Griffin et al. 2006).
Dies wird meistens iiber FISH oder Mikrosatellitenanalyse nachgewiesen (Weller et al.
2017, 317). Gliome mit IDH-Mutation und 1p/19g-Kodeletion zeigen zudem einen hohen
Prozentsatz an TERT-Promotor-Mutationen (Brat et al. 2015). Im Gegensatz dazu zeigen
Astrozytome mehrheitlich eine Kombination aus Mutationen in den Genen ATRX und
p53, das Vorhandensein dieser Marker schlie3t eine gleichzeitige 1p/19g-Kodeletion
dabei praktisch aus (Reuss et al. 2015b; Brat et al. 2015). Der Verlust der ATRX-

Expression wird immunhistochemisch nachgewiesen (Weller et al. 2017, 317-318).

Abbildung 1 zeigt den diagnostischen Algorithmus nach der Klassifikation von 2016:

Grading

Niedriges proliferatives Potenzial =>WHO Grad I
Infiltrativ, zytologische Atypie, geringe Proliferation =>WHO Grad I
Atypie und Anaplasie, starke mitotische Aktivitat => WHQ Grad III
Zusétzlich zu Grad ITI mikrovaskulire Proliferation und / oder Nekrose => WHO Grad IV
Astrozytom / Oligodendrogliom / Oligoastrozytom Glioblastom
|
\ / 9
e ¥ S
‘ IDH-Mutation ‘ IDH-Wildtyp J ‘ IDH-Mutation | | IDH-Wildtyp
‘ 1p/19q Kodeletion ‘ *  Diffuses Astrozytom, IDH-Wildtyp
+  Oligodendrogliom, NOS Glioblastom, IDH-mutiert, Glioblastom, IDH-Wildtyp,
l WHO Grad IV WHO Grad IV
E | Nein + evtl. ATRX-Verlust, TPS3-Mutation
]

Diffuses Astrozytom, IDH-mutiert, WHO Grad II
Anaplastisches Astrozytom, IDH-mutiert, WHO Grad III

Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19q kodeletiert, WHO Grad II
Anaplastisches Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19q kodeletiert, WHO Grad IIT

Abbildung 1: Diagnostischer Algorithmus der diffusen Gliome
Eigene Darstellung nach Louis et al. (2016) & Louis et al. (2007)

1.1.2.2 Anderungen durch die WHO-Klassifikation von 2021
Nach der neuen Klassifikation werden fiir das Grading keine romischen, sondern
arabische Zahlen verwendet (Louis et al. 2021). Die diffusen Gliome des

Erwachsenenalters werden wie folgt eingeteilt (ebd.):

a) Astrozytom, IDH-mutiert, ZNS WHO-Grad 2-4

b) Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19qg-kodeletiert, ZNS WHO-Grad 2-3
¢) Glioblastom, IDH-Wildtyp, ZNS WHO-Grad 4

d) Diffuses hemisphérisches Gliom, H3.3 G34-mutiert, ZNS WHO-Grad 4
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e) Diffuses Mittelliniengliom, H3 K27M-mutiert, ZNS WHO-Grad 4

Die Unterteilung in ,diffus® oder ,anaplastisch® und die automatisch damit
einhergehende Zuordnung eines WHO-Grads fillt ebenso wie die Entitit ,,Glioblastom,
IDH-mutiert™ weg. Stattdessen erfolgt das Grading innerhalb der jeweiligen Entitét. Der
WHO-Grad kann durch molekulare Marker mitbestimmt werden. Ausgehend vom IDH-
Status werden die oben genannten Gliome anhand molekularer Marker weiter
differenziert. Liegt bei IDH-Mutation ein ATRX-Verlust vor, reicht dies zur Diagnose
eines astrozytdren Tumors, wiahrend bei Erhalt von ATRX eine Untersuchung auf 1p/19q-
Kodeletion erfolgen muss. Diffuse, astrozytire Gliome mit IDH-Wildtyp und
mikrovaskuldrer Proliferation oder Nekrose oder TERT-Promotor-Mutation oder EGFR-
Genamplifikation oder Amplifikation von Chromosom 7 und Deletion von Chromosom

10 (7+/10-) werden als ,,Glioblastom, IDH-Wildtyp* klassifiziert.

1.1.3 Symptomatik

Gliome konnen sich je nach Lokalisation und Wachstumsverhalten mit unterschiedlichen
neurologischen Ausfillen und Allgemeinsymptomen &ufern (Gulden-Sala et al. 2016, S.
331). Die haufigsten initialen Symptome stellen dabei fokal-neurologische Defizite — z.B.
Paresen, Pardsthesien, Sehstorungen, Sprachstorungen — , kognitive Verdnderungen,
Kopfschmerzen, Benommenheitsgefiihl und epileptische Anfélle dar (Rasmussen et al.
2017, S. 572-573; Ijzerman-Korevaar et al. 2018, S. 490-491). Zudem kann es durch ein
perifokales Odem zu einer Hirndrucksymptomatik mit Kopfschmerzen, Ubelkeit und
Erbrechen kommen (Gulden-Sala et al. 2016, S. 331). Dabei treten epileptische Anfille
haufiger bei Gliomen mit WHO Grad II (vor allem bei Oligodendrogliomen) und bei
bestehender IDHI1-Mutation auf, wihrend hohergradige Gliome sich eher mit fokal-
neurologischen Ausfillen und kognitiven Defiziten bemerkbar machen (Berntsson et al.

2018, S. 1432; Rasmussen et al. 2017, S. 577; Chen et al. 2017a, S. 1809).

1.1.4 Diagnostik

Eine Fritherkennung von Gliomen anhand von Markern im Serum ist nicht bekannt
(Weller et al. 2017). Beim Auftreten von hinweisenden Symptomen wird zunéchst eine
Bildgebung des Gehirns durchgefiihrt, wobei die MRT — mit den Wichtungen T2 und
FLAIR sowie T1 vor und nach Kontrastmittelgabe — den Goldstandard darstellt, wahrend
die CT den Notfillen vorbehalten ist (Gulden-Sala et al. 2016, S. 331). Da zwar eine
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diffuse Infiltration umliegender Strukturen erfolgt, eine Ausbreitung jedoch auf das
zentrale Nervensystem beschrankt bleibt und Fernmetastasen praktisch nicht existieren,
reicht die alleinige Bildgebung des Gehirns als initiale Staging-Untersuchung aus, auch
eine Bildgebung der Wirbelsdule oder eine Lumbalpunktion sind nicht Teil der klinischen
Routine (Stupp et al. 2014). IDH-mutierte Gliome liegen dabei vor allem im
Frontallappen, zeigen weniger Kontrastmittel-Aufnahme und besser definierte Grenzen
(Suh et al. 2019). Glioblastome sind charakterisiert durch eine randstindige
Kontrastmittelaufnahme aufgrund einer Schrankenstérung und zeigen haufig ein
vasogenes perifokales Odem (Wirsching et al. 2016). Moderne Verfahren wie die FET-
PET stellen die Stoffwechselaktivitit mittels einer radioaktiv markierten Aminoséure dar
und kénnen zur Quantifizierung der Tumorlast, zur prazisen Biopsie und Unterscheidung
des Malignititsgrades beitragen (Schiff et al. 2019; Gulden-Sala et al. 2016; Weller et al.
2017). Zur definitiven Diagnosesicherung und Therapieplanung ist stets eine
Gewebeentnahme durch stereotaktische Biopsie oder chirurgische Resektion
anzustreben, wobeli letztere vorzuziehen und die alleinige Biopsie fiir Fille reserviert ist,
bei denen eine Resektion durch die Tumorlokalisation oder zu diffuses Wachstum mit zu
hoher Morbiditdt verbunden ist (Schiff et al. 2019). Zur Beurteilung des
Allgemeinzustands des Patienten und dessen Einschrinkungen im Alltag wird zudem der
Karnofsky-Perfomance-Status (KPS) erhoben, zur neurokognitiven Untersuchung
kommen héufig der Mini-Mental-Status-Test oder der MOCA-Test zum Einsatz (Weller
et al. 2017). Ein EEG kann zur Beurteilung einer tumorbedingten Epilepsie sowie bei

unklaren Bewusstseinszustdnden sinnvoll sein (ebd.).

1.1.5 Therapie nach den EANO-Leitlinien von 2021

Fiir alle neu diagnostizierten diffusen Gliome ist eine Resektion mit dem Ziel der
maximalen Reduktion der Tumorlast unter Vermeidung permanenter neurologischer

Defizite empfohlen (Weller et al. 2021).

1.1.5.1 Oligodendrogliome, IDH-mutiert und 1p/19q-kodeletiert, ZNS WHO-Grad 2-3

Bei WHO-Grad 2 und makroskopisch vollstdndiger Resektion — bei Patienten unter 40
Jahren auch bei Teilresektion — kann eine ,,Watch-and-wait*-Strategie verfolgt werden
(Weller et al. 2021). Wird eine adjuvante Therapie als notig erachtet, ist die Kombination
von Radiotherapie und nachfolgender Chemotherapie mit Procarbazin, CCNU und

Vincristin  (PCV) der Standard (ebd.). Bei WHO-Grad 3 - anaplastischem
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Oligodendrogliom nach der Klassifikation von 2016 — kommt eine abwartende Strategie
bei Patienten unter 40 Jahren nur in Frage bei makroskopisch vollstindiger Resektion und
ohne bestehende neurologische Defizite (ebd.). Ansonsten erfolgt ebenso die adjuvante

Radiotherapie mit sequentieller Chemotherapie nach PCV-Schema (ebd.).

1.1.5.2 Astrozytom, IDH-mutiert, ZNS WHO-Grad 2-3

Auch hier kann bei jlingeren Patienten zwischen 40-45 Jahren, die asymptomatisch sind
oder lediglich epileptische Anfille zeigen, nach Komplettresektion eine ,,Watch-and-
wait“-Strategie verfolgt werden (Weller et al. 2021). Bei inkompletter Resektion oder
hoherem Alter erfolgt die adjuvante Radiotherapie mit sequentieller PCV-Chemotherapie
(Weller et al. 2017). Fiir IDH-mutierte Astrozytome WHO-Grad 3 (vormals anaplastische
Astrozytome) besteht die postoperative Standardtherapie aus einer Radiotherapie mit 60
Gy in Fraktionen von 1,8-2 Gy und sequentieller Chemotherapie mit Temozolomid

(Weller et al. 2021).

1.1.5.3 Glioblastom, IDH-Wildtyp, ZNS WHO-Grad 4

Die bisher als IDH-mutierte Glioblastome diagnostizierten Tumore werden jetzt als IDH-
mutierte Astrozytome WHO-Grad 4 bezeichnet und entweder wie ein Glioblastom, IDH-
Wildtyp oder ein IDH-mutiertes Astrozytom Grad 3 behandelt (Weller et al. 2021).
Die Standardtherapie fiir Glioblastome mit IDH-Wildtyp richtet sich nach dem Alter und
dem Karnofsky-Score: Fiir Patienten unter 70 Jahren mit einem Score von mindestens 70
erfolgt eine postoperative Radiotherapie mit 60 Gy in Fraktionen von 1,8-2 Gy und
konkomitanter Einnahme von Temozolomid mit einer Dosis von 75 mg/m?
Korperoberfliche wéhrend der Radiotherapie sowie eine anschlieBende Gabe von 6
Zyklen Temozolomid an 5 von 28 Tagen, was als Stupp-Schema bekannt ist (Weller et
al. 2021; Stupp et al. 2005). Bei Patienten iiber 70 Jahren oder Patienten, die nicht fiir
eine kombinierte Therapie geeignet sind, erfolgt eine Stratifizierung nach dem MGMT-
Status: MGMT ist ein DNA-Reparaturprotein, welches bei unmethyliertem Promotor
einer Therapie mit Alkylanzien entgegenwirkt (Weller et al. 2015). Zur Untersuchung
der Methylierung erfolgt eine methylierungsspezifische PCR (Weller et al. 2017).
Patienten mit methylietem MGMT-Promotor erhalten deshalb eine alleinige
Chemotherapie mit Temozolomid bis zur Progression oder fiir 12 Monate an jeweils 5
von 28 Tagen, wihrend bei fehlender Methylierung eine alleinige, hypofraktionierte

Radiotherapie vorgesehen ist (Weller et al. 2021). Bei Patienten unter 70 Jahren mit
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gutem KPS und methyliertem MGMT-Status wird im deutschsprachigen Raum alternativ
eine kombinierte Radiochemotherapie mit Temozolomid und Lomustin analog der
CeTeG-Studie durchgefiihrt, da hier ein signifikanter Uberlebensvorteil gezeigt werden
konnte (Herrlinger et al. 2019; Weller et al. 2021).

1.1.6 Prognose

1.1.6.1 Allgemeine Faktoren

Klassische prognostische Faktoren der Gliome stellen ein jiingeres Alter bei
Diagnosestellung, ein besserer KPS, die Tumorlokalisation und das Ausmal} der
chirurgischen Resektion dar (Louis et al. 2007; Weller et al. 2017). Im Zuge der neuen
WHO-Klassifikation sind gilinstige prognostische Faktoren wie die 1p/19g-Kodeletion
und die IDH-Mutation integraler Bestandteil der jeweiligen Diagnose und deshalb nicht
mehr als prognostische Faktoren anzusehen (Weller et al. 2021, S. 176). Ein wichtiger
prognostischer Faktor ist zudem der MGMT-Status (ebd.).

1.1.6.2 Oligodendrogliome
Oligodendrogliome treten am haufigsten zwischen 35-44 Jahren auf (Ostrom et al. 2018a)
und zeigen ein langsames Wachstum mit einem medianen Gesamtiiberleben von ca. 8

Jahren (Brat et al. 2015).

1.1.6.3 Diffuses und anaplastisches Astrozytom

Patienten mit IDH-mutierten diffusen und anaplastischen Astrozytomen zeigen beide ein
mittleres Alter von 38 Jahren, wihrend in der WHO-Klassifikation von 2007 ein 6-12
Jahre hoheres Alter fiir anaplastische Astrozytome angenommen wurde (Reuss et al.
2015a). Zudem konnte ein medianes Gesamtiiberleben von 10,9 Jahren (WHO Grad II)
gegentiber 9,3 Jahren (WHO Grad III) gezeigt werden, was ebenfalls einen deutlich
geringeren Unterschied als bisher angenommen darstellt (ebd.). Neuere Daten zur
Epidemiologie von Astrozytomen mit Einteilung nach der WHO-Klassifikation von 2021
fehlen aktuell noch.

1.1.6.4 Glioblastom, IDH-Wildtyp
Glioblastome treten bei Patienten mit einem medianen Alter von 65 Jahren auf (Ostrom

et al. 2020) . Sie zeigen bei Standardtherapie ein medianes Gesamtiiberleben von 15-18

Monaten und ein 5-Jahres-Uberleben unter 10% (Wen et al. 2020).
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1.2 Tumormetabolismus und Gliomgenese

1.2.1 Tumormetabolismus als ,.Hallmark of cancer*

Die Reprogrammierung des Energiemetabolismus z&hlt zu den zentralen biologischen
Féhigkeiten, die zur Tumorpathogenese beitragen (Hanahan und Weinberg 2011). Bereits
in den 1950er-Jahren zeigte Otto Warburg, dass Krebszellen auch unter nicht-
hypoxischen Bedingungen hohe Mengen an Glucose iiber die Glykolyse zu Laktat
umwandeln (Warburg 1956) — was als Warburg-Effekt bezeichnet wird — , wéhrend
normale Zellen in Anwesenheit von Sauerstoff die meiste Glukose iiber Pyruvat und den
Citratzyklus zur Energieproduktion in den Mitochondrien verwenden, was zwar bis zu
100-mal langsamer ablduft, jedoch deutlich mehr Energie in Form von ATP zur
Verfiigung stellt (Martinez-Outschoorn et al. 2017). Heute wird davon ausgegangen, dass
dieser Effekt die Konsequenz eines fiir die Tumorzellen niitzlichen metabolischen
Phénotyps darstellt, der durch die Aktivierung von Onkogenen und den Verlust von
Tumorsuppressorgenen zustande kommt und eine konstitutive Aufnahme von Glukose,
Glutamin sowie essentiellen Aminosduren und damit eine unkontrollierte Proliferation
erlaubt (Pavlova und Thompson 2016; Martinez-Outschoorn et al. 2017). Der Warburg-
Effekt dient dabei der Generierung von Zwischenprodukten der Glykolyse, die als
Substrate fiir anabole Stoffwechselwege wie die Nukleotidbiosynthese, die Lipidsynthese
sowie die Synthese von Aminosduren wie Serin genutzt werden konnen (Kalyanaraman
2017). Die metabolische Heterogenitit von Tumorgeweben — einige Regionen sind dabei
vor allem glykolytisch aktiv, wihrend andere vor allem die oxidative Phosphorylierung
zur Energiegewinnung nutzen — erlaubt dabei eine metabolische Kopplung, die unter dem
,sumgekehrten Warburg-Effekt bekannt wurde (Pavlides et al. 2009; Kalyanaraman
2017). Dabei nehmen maligne Zellen Laktat, freie Fettsduren und Ketone aus dem
umliegenden Tumorstroma auf und nutzen diese zur Energiegewinnung (Martinez-
Outschoorn et al. 2017, S. 13). Zudem erfolgt eine symbiotische Zusammenarbeit
zwischen aeroben und hypoxischen Bereichen innerhalb des Tumors, wobei das in der
Glykolyse hypoxischer Zellen gewonnene Laktat {iber Monocarboxylat-Transporter in
aerobe Zellen aufgenommen, in Pyruvat umgewandelt und als Substrat fiir die oxidative
Phosphorylierung genutzt wird, was Glukose fiir die hypoxischen Zellen einspart
(Kalyanaraman 2017, S. 838). Dieser Mechanismus ist unter anderem auch im Muskel

und zwischen Neuronen und Gliazellen aktiv (Martinez-Outschoorn et al. 2017, S. 22).
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Zudem nutzen Tumorzellen vermehrt Glutamin als Stickstofflieferant fiir die Biosynthese
von Nukleotiden, Glucosamin-6-Phosphat und Aminoséuren, aulerdem kann es iiber die
Glutaminolyse zu a-Ketoglutarat (a-KG) verstoffwechselt werden und zur Auffiillung
des Citratzyklus oder als Ausgangspunkt der Fettsdure- und Glutathionsynthese dienen
(Vazquez et al. 2016; Pavlova und Thompson 2016). Tumoren zeichnen sich aulerdem
durch eine erhohte de novo Synthese von Fettsduren aus (Kalyanaraman 2017, S. 838).
Die Fettsdureoxidation und der Citratzyklus erzeugen Malat und Citrat, die als Substrate
der Malatdehydrogenase sowie der Isocitratdehydrogenase (IDH) genutzt werden, um
NADPH fiir die ATP-Produktion, die Redox-Homdostase und Biosynthesereaktionen zur
Verfiigung zu stellen. Eine wichtige Rolle spielen dariiber hinaus Intermediate des
Citratzyklus. Bei Tumoren, die die mitochondrialen Tumorsuppressor-Enzyme
Succinatdehydrogenase (SDH) oder Fumarathydratase (FH) verloren haben,
akkumulieren  Succinat bzw. Fumarat und inhibieren den Abbau des
Transkriptionsfaktors HIF1-a, welcher unter anderem die Glykolyse stimuliert und
gleichzeitig die oxidative Phosphorylierung inhibiert (Vazquez et al. 2016, S. 3371;
Martinez-Outschoorn et al. 2017, S. 27).

1.2.2 Metabolomics — Untersuchung des Tumormetabolismus

Neben der Untersuchung des Genoms, des Transkriptoms und des Proteoms hat sich die
Analyse des Metaboloms als Gesamtheit der in einer Zelle, einem Gewebe oder einem
Organismus vorhandenen Metabolite in den letzten Jahren unter dem Namen
Metabolomics etabliert (Fiehn 2002; Oliver et al. 1998; Dettmer und Hammock 2004).
Metaboliten umfassen Molekiile mit einem Molekulargewicht unter 1,5 kDa. Dabei
werden endogene Metabolite wie z.B. Kohlenhydrate, Lipide und Aminosduren von
exogenen Metaboliten wie Medikamenten, Nihrstoffen und auch Darmbakterien

unterschieden (Emwas et al. 2013, S. 1049; Ranninger et al. 2016, S. 14).

Die folgende Abbildung zeigt den Informationsfluss der Zelle vom Genom bis zum
Metabolom, welcher keinesfalls linear ist, da sich die verschiedenen Ebenen
untereinander beeinflussen (Goodacre 2005). Auch das Metabolom wird durch die
Aktivitét verschiedener Enzyme — die wiederum Teil des Proteoms sind — beeinflusst und
unterliegt somit den komplexen Interaktionen zwischen Genom, Transkriptom und
Proteom (Roberts et al. 2012, 14). Umgekehrt sind Metabolite die Ausgangspunkte der

RNA-und Proteinsynthese und kdnnen die Enzymaktivitit, die Proteinfaltung sowie die
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Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren allosterisch beeinflussen und damit wiederum die

Genaktivitit (Buescher und Driggers 2016).
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Genomics Transcriptomics v Proteomics | Metabolomics
* Genom = Transkriptom = Proteom = Metabolom
* DNA-Sequenzierung ] mRNA-Exprassion - Proteinexpression = Analyse von Metaboliten
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| J
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Abbildung 2: ,,Omics“ und ihre wechselseitigen Beziehungen

Eigene Darstellung nach Frédérich et al. (2016) & Buescher und Driggers (2016)

Fir die biomedizinische Forschung ist die Analyse des Metaboloms besonders
interessant, da sie dem Phénotyp am nichsten kommt und eine Momentaufnahme des

biologischen Status darstellt.

In der Herangehensweise der Metabolomanalyse lassen sich zwei iibergeordnete Ansitze

unterscheiden: targeted metabolomics und untargeted metabolomics (Patti et al. 2012).

Targeted metabolomics bedeutet, dass ein festgelegtes Panel an definierten, bereits
bekannten und charakterisierten Metaboliten untersucht wird, wodurch zum Beispiel
einer oder mehrere bestimmte Stoffwechselwege untersucht werden konnen (ebd.).
Dieser Ansatz kann genutzt werden, um z.B. Auswirkungen von Medikamenten oder
genetischen Verdnderungen auf bestimmte Stoffwechselwege zu untersuchen oder
Biomarker zur Diagnostik einer Erkrankung zu finden (ebd.). Der Ansatz der untargeted
metabolomics hat dagegen zum Ziel, so viele Metabolite wie moglich zu erfassen, was
die Erstellung umfassender Metabolomprofile erlaubt (Patti et al. 2012). Dieser Ansatz
ist somit eher Hypothesen-generierend und ldsst einen neuen Blick auf bisher unbekannte

Stoffwechselwege zu, womit auch neue Ziele fiir eine mdgliche Therapie von
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Krankheiten auf molekularer Ebene sowie neue Biomarker entdeckt werden kdnnen
(Roberts et al. 2012, 2; Patti et al. 2012). Eine Unterform stellt das sogenannte metabolic
fingerprinting dar: Hier ist das Ziel nicht die umfassende Analyse und Charakterisierung
aller Metabolite, sondern der Vergleich von Mustern, um spezifische metabolische
Fingerabdriicke zu identifizieren, die sich als Antwort auf Krankheit oder dufere

Einfliisse verdndern (Dettmer und Hammock 2004).

Tabelle 1: Gegeniiberstellung von Untargeted und Targeted Metabolomics
Quelle: Modifizierte Darstellung nach Roberts et al. (2012); Patti et al. (2012); Frédérich et al. (2016)

Untargeted Metabolomics Targeted metabolomics
Ziel o Erfassung aller Metabolite einer Probe o Untersuchung eines Panels

von bekannten Metaboliten

Vorteile o holistischer Ansatz o Testung spezifischer
e Vergleich von Metabolomprofilen Hypothesen
e Uncharakterisierte Metabolite werden e hoherer Durchsatz
erfasst e optimierte
e generiert neue Hypothesen Probenvorbereitung

e weniger Artefakte

Nachteile e hoher Analyseaufwand der Daten ¢ Einschrinkung auf bestimmte
e Niedrigerer Durchsatz Metabolite
e Gefahr der Uberrepriisentation hiufiger ¢ Keine Erfassung unbekannter
Metabolite Metabolite
Unterform e Metabolic fingerprinting: Mustervergleich
Einsatz in der ¢ Entdeckung bisher unbekannter, aufgrund ¢ Erfassung von metabolischen
Medizin von Krankheiten verdnderter Metabolite Signaturen fiir Krankheiten

e Auswirkungen von
Medikamenten auf den

Stoffwechsel liberpriifen

Methodisch haben sich dabei drei Technologien etabliert (Wishart 2016): NMR-
Spektroskopie, Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) und
Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS). Dabei kdnnen sowohl in
vitro als auch in vivo Analysen an Zellen, Fliissigkeiten wie zum Beispiel Blutplasma,
Urin oder Liquor sowie an Geweben durchgefiihrt werden (Spratlin et al. 2009). Die
NMR-Spektroskopie nutzt dabei das Verhalten von Molekiilen im Magnetfeld, um

verschiedene Kerne je nach ihrer Resonanzfrequenz zu identifizieren, wahrend die
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Massenspektrometrie geladene Teilchen anhand ihres Verhdltnisses von Masse zu

Ladung analysiert (ebd.).

1.3 Rolle der IDH-Mutation bei der Gliomgenese

1.3.1 Physiologie

Es existieren drei Isoformen von Isocitratdehydrogenasen (IDH), die von
unterschiedlichen Genen kodiert werden: IDH1 und IDH2 sind Homodimere und zeigen
eine grofle Sequenzhomologie von ca. 70% (Al-Khallaf 2017; Dang und Su 2017). Sie
katalysieren beide die NADP+-abhéngige oxidative Carboxylierung von Isocitrat zu o-
KG, wobei NADPH frei wird, sowie auch die umgekehrte Reaktion in einer reduktiven
Carboxylierung (ebd.). IDH1 befindet sich dabei im Cytosol und den Peroxisomen,
wihrend IDH2 und IDH3 im Mitochondrium lokalisiert sind und eine Reaktion des

Citratzyklus katalysieren (ebd.).

IDH1 und IDH2 haben zahlreiche zellulire Funktionen, z.B. in der Regulation der
Glukoseaufnahme, des Glutamin-Metabolismus und der Lipogenese (Waitkus et al.
2016). Zudem gehoren sie zu einer von drei Enzymfamilien, die NADPH produzieren,
wobei IDHI hierfiir die wichtigste Rolle spielt. NADPH stellt einen wichtigen Kofaktor
fiir die Biosynthese von Nukleotiden und Fettsduren dar und schiitzt die Zellen durch

Reduktion von Glutathion vor oxidativem Stress (Dang et al. 2010; Dang und Su 2017).

1.3.2 Mutation und Pathophysiologie

Mutationen von IDH 1 und 2 treten neben den Gliomen bei einer Reihe von soliden
Tumoren und myeloischen Neoplasien wie der akuten myeloischen Leukdmie auf
(Waitkus et al. 2018a). Dabei wurde in allen Fillen eine einzelne Missense-Mutation
gefunden, die durch einen Aminosdureaustausch an aktiven Stellen von IDH1 bzw. IDH2
charakterisiert ist (Dang und Su 2017). Bei den Gliomen ist dabei fiir IDH1 die Mutation
R132H (von Arginin zu Histidin) am haufigsten, fiir IDH2 die Mutation R172K (Dang
und Su 2017, S. 309). Sowohl fiir IDH1 als auch fiir IDH2 konnte gezeigt werden, dass
diese Mutationen immer heterozygot auftreten. Die Mutation fiihrt dabei zu einer neuen
Enzymfunktion, die mit groBerer Affinitét abléduft und in einer NADPH-verbrauchenden
Reaktion 0-KG in den Metabolit R-2-Hydroxyglutarat (R-2HG) umwandelt, welches bis
zu 100-mal hohere Konzentrationen in IDH-mutierten Tumorzellen zeigt (Dang et al.

2009; Ward et al. 2010; Dang und Su 2017). Die normale Enzymfunktion kommt dabei
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praktisch zum Erliegen (ebd.). Zudem ist die umgekehrte Reaktion von a-KG zu Isocitrat
nicht mehr moglich (Leonardi et al. 2012). Die Tatsache, dass nur heterozygote
Mutationen auftreten und es zu einer neuen Funktion des Enzyms kommt, spricht fiir die
Rolle von IDH1/2 als Onkogen, im Gegensatz zu den Tumorsuppressoren SDH und FH
(Dang und Su 2017; Al-Khallaf 2017). Die IDH-Mutationen treten ubiquitir in allen
Tumorzellen auf und scheinen frithe, wenn nicht sogar initiale genetische Verdnderungen
bei Gliomen darzustellen, wobei ausgehend von gemeinsamen Vorlduferzellen weitere
Mutationen wie TP53 und die Kodeletion 1p/19q zur weiteren Differenzierung der

Zellreihen fithren (Watanabe et al. 2009; Yan et al. 2009; Waitkus et al. 2016).

1.3.3 Rolle von 2-Hydroxyglutarat (2-HG) als Onkometabolit

Fir R-2HG als Produkt der IDH-Mutation wurde erstmals der Terminus ,,Onkometabolit®
etabliert (Wishart 2016). Eine physiologische Rolle von 2-Hydroxyglutarat ist nicht
bekannt (Dang und Su 2017). Die Akkumulation von 2-HG iiber das physiologische
Level hinaus fiihrt jedoch bei den seltenen genetischen Hydroxyglutarat-Azidurien zu
schwerwiegenden Erkrankungen, im Falle der L-2HG-Azidurie teils auch zu
Hirntumoren, wobei hieriiber bei der R-2HG-Azidurie aufgrund des frithen letalen
Verlaufs keine Aussage gemacht werden kann (Dang et al. 2010). Es wurden
verschiedene Mechanismen propagiert, iiber die R-2HG Einfluss auf die Tumorgenese
nimmt: Durch die strukturelle Ahnlichkeit mit a-KG kommt es zur Inhibition
verschiedener Enzyme, die a-KG als Substrat benodtigen, wie der Histon-Demethylase
JHDMI1A, sowie der TET 5-Methylcytosin Hydroxylasen (Xu et al. 2011). Dies fiihrt zur
Dysregulation der DNA -und Histonmethylierung (Xu et al. 2011; Waitkus et al. 2016).
Hierdurch kommt es zu einer vorzeitigen Blockade der Zelldifferenzierung, was eventuell
die pathologische Selbsterneuerung von Stammzell-dhnlichen Vorlduferzellen fordern
konnte und damit zur malignen Transformation beitrdgt (Lu et al. 2012; Waitkus et al.
2018a; Dang und Su 2017). Zur Gruppe der a-KG abhédngigen Dioxygenasen gehoren
auch die Prolylhydroxylasen (auch EGLN genannt), die unter normoxischen
Bedingungen zum Abbau von HIF1-a fiihren, einem Transkriptionsfaktor, der bei
Hypoxie akkumuliert und in Angiogenese, Zelliiberleben, Glukosemetabolismus und
Invasion involviert ist (Dang et al. 2010; Dang und Su 2017). Wie genau das Level von
HIF1-a durch R-2HG beeinflusst wird und welche Rolle es fiir die Proliferation von
Gliomen spielt, ist noch unklar (Dang und Su 2017). Zudem fiihrt 2-HG zu einer
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Unterdriickung der T-Zell-Aktivitit bei IDHI-mutierten Tumoren und kann die

korpereigene Abwehr gegen Tumorzellen so beeinflussen (Bunse et al. 2018).

1.3.4 Klinische Relevanz der IDH-Mutation

Beziiglich der Auswirkung der IDH-Mutation auf die Proliferation von Gliomzellen gibt
es widerspriichliche Resultate (Molenaar et al. 2014). Die Mutation fiihrt zu einem
spezifischen CpG-Insel-Methylations-Phanotyp (G-CIMP), der mit einer besseren
Prognose einhergeht und so zur Definition neuer methylierungsspezifischer Gliom-
Subgruppen gefiihrt hat (Noushmehr et al. 2010; Turcan et al. 2012; Ceccarelli et al. 2016)
Die genaue Ursache fiir den prognostischen Vorteil ist unklar. Eine Mdglichkeit stellt ein
verbessertes Ansprechen auf Chemotherapeutika wie Temozolomid oder PCV, z.B. durch
2-HG vermittelte Inhibition von DNA-Reparatur-Enzymen, sowie eine erhohte
Radiosensitivitidt durch Vulnerabilitét gegeniiber oxidativem Stress dar (Molenaar et al.
2014; Wang et al. 2015). Zudem scheinen IDH-mutierte Tumoren besser auf eine
maximale chirurgische Resektion anzusprechen (Beiko et al. 2014). Eine nichtinvasive
Diagnostik zur Unterscheidung verschiedener Gliom-Subtypen existiert nicht, zudem
sind die genauen Mechanismen der malignen Progression und die Rolle der IDH-
Mutation hierbei unklar — auch fehlen Biomarker, die einen Ubergang in einen
aggressiveren Phanotyp anzeigen konnten (Jalbert et al. 2017; Reifenberger et al. 2017).
2-Hydroxyglutarat als Onkometabolit eignet sich dabei gut als Biomarker, da >99% aller
IDH-mutierten Zellen erhohte Level an 2-HG produzieren und es im gesunden Gewebe
kaum vorliegt (Leather et al. 2017). Klinisch wird ein erhohtes Verhéltnis von tCho
(Gesamtcholin) / NAA (N-Acetyl-Aspartat) hdufig iiber in vivo MRS als Biomarker fiir
die Tumorlast und Malignitdt von Gliomen verwendet (Elkhaled et al. 2014). Auch 2-HG
kann als Marker fiir IDH-mutierte Tumoren tiber die MRS detektiert werden, wobei die
Identifikation und Quantifizierung der Konzentration durch spektrale Uberlappung mit

Glutamat, Glutamin und GABA erschwert wird (Leather et al. 2017).

Auch das Monitoring von Gliom-Patienten ist kompliziert, da therapieinduzierte
Verdnderungen der Blut-Hirn-Schranke ein Ansprechen vortduschen kdnnen, wihrend
Radio- oder Immuntherapien zur falschen Annahme einer Progression fiihren kénnen
(Weller et al. 2015). Andronesi et al. (2016) konnten zeigen, dass es unter Chemo- und
Radiotherapie zu einem MRS-detektierbaren Abfall von 2-HG kommt, der mit der

klinischen Performance korreliert, was 2-HG als Monitoring-Parameter interessant
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macht. Neue Therapieanséitze mit small-molecule Inhibitoren des mutierten IDHI1-
Proteins als auch eine Impfung mit Epitopen des mutierten Proteins haben préklinisch
und in Phase-1-Studien vielversprechende Resultate gezeigt (Reifenberger et al. 2017;
Mellinghoff et al. 2020; Platten et al. 2021). Auch metabolische Schwachstellen konnten
identifiziert werden: so fiihrt die Mutation zu einer erhohten Sensitivitit gegentiber einer
Depletion von NAD+, welches unter anderem durch das Enzym NAMPT regeneriert wird
(Tateishi et al. 2015). Zudem inhibiert 2-HG die Transaminasen BCAT1 und BCAT?2, die
zur Synthese von Glutamat und damit auch Glutathion beitragen, was bei oxidativem
Stress zu einer erhohten Abhéngigkeit von Glutamin als Ausgangsprodukt von Glutamat
iiber die Glutaminolyse fiihrt (McBrayer et al. 2018). NAMPT-Inhibition und
Glutaminase-Inhibition in Kombination mit Radiotherapie zeigten préklinisch

vielversprechende Resultate (McBrayer et al. 2018; Tateishi et al. 2015).

Eine nichtinvasive Erkennung IDH-mutierter Tumoren schon prioperativ und die
Messung von 2-HG koénnten zu einer besseren Stratifizierung hinsichtlich der Therapie
fiihren und ein besseres Monitoring von Patienten erlauben, auch im Hinblick auf neue
personalisierte Therapieansitze. Jedoch gibt es auch Hinweise dafiir, dass eine reine
pharmakologische Inhibition der neomorphen IDHI-Aktivitit nicht ausreichend sein
konnte, um das Tumorwachstum von Gliomen zu hemmen (Waitkus et al. 2018b), zudem
konnten metabolische ,,Schwachstellen* so verloren gehen, wie zum Beispiel ein besseres

Ansprechen auf Radiotherapie (Molenaar et al. 2015).

1.4 Aktueller Forschungsstand: Metabolomics zur Untersuchung der IDH-
Mutation bei Gliomen
Durch die verdnderte Funktion der mutierten Isocitratdehydrogenase wird a-KG im
Cytosol vermehrt zu 2-HG konvertiert, gleichzeitig wird NADPH verbraucht. Izquierdo-
Garcia et al. (2015a) konnten zeigen, dass 80% des 2-HG dabei von Glutamin und 20%
von Glucose stammen. Zahlreiche Studien haben mit verschiedenen Methoden
untersucht, zu welchen metabolischen Verdanderungen die IDH1-Mutation neben der
Bildung von 2-HG fiihrt. Einen Uberblick hierzu zeigt Tabelle Nr.2, im Folgenden

werden die Ergebnisse dieser Studien genauer beleuchtet.
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Tabelle 2: Ubersicht zum aktuellen Forschungsstand beziiglich metabolischer Veriinderungen
IDH1-mutierter Gliome

Autoren Modell Methode
Reitman et Oligodendrogliom-Zelllinie mit IDH1R132H (LC)-MS/MS

al. (2011) Expression & Gewebeproben und GC-MS
Ohka et al. Gewebeproben (n=33); Gliomzelllinie U87; HEK-293 CE-TOFMS
(2014) Zellen mit Expression von mutiertem IDHIR132H

Chesnelong Gewebeproben und Tumorstammzellen von IDH- GC-MS; 'HMRS;
et al. (2014) mutierten Tumoren Microarray
Grassian et HCT116 und MCF-10A isogene Zelllinien mit IDH- Metabolische

al. (2014) Mutation Flussanalyse

Esmaeili et

Xenograft E468 und E473 von menschlichen

In vivo 3'P MRSI

al. (2014) Glioblastom-Biopsien; E434 und E478 (mit IDH1- +ex vivo *'P HRMAS
Mutation) von Oligodendrogliom Grad 3; U251MG-
Zellmodell mit IDH1R132H-Expression; Gewebeproben
(n=11)

Izquierdo- U87 (Glioblastom)-Zelllinie und immortalisierte NHA-  'H-MRS & '3C-MRS

Garcia et al.

Zelllinie mit Expression von IDHIR132H

(2015a)
Izquierdo- U87 (Glioblastom)-Zelllinie und immortalisierte NHA- ~ 'H-MRS
Garciaetal.  Zelllinie mit Expression von IDH1R132H
(2015b)
Wen et al. U87-Zelllinie mit Expression von IDH1R132H NMR & LC-MS
(2015)
Jalbert et al.  Gewebeproben von niedriggradigen Gliomen Ex vivo 'H HR-MAS
(2017)
Fack et al. Xenograft E478, T186, T394 (jeweils mit IDH1- MSI; LC-MS; TCGA-
(2017) Mutation; von Oligodendrogliom Grad 3; Analyse
anaplastischem Astrozytom Grad 3 & Glioblastom);
Xenograft P3, P8, T434 von Wildtyp-Glioblastomen
Khurshed et In silico Genexpressionsanalyse
al. (2017)
Waitkus et Mausmodell (genetisch verdnderte neurale LC-MS/MS
al. (2018b) Progenitorzellen mit IDH1-Mutation/Wildtyp und TP53-

Mutation)
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Autoren Modell Methode
Viswanath et U87&NHA-Zelllinie mit Expression von IDHIR132H 3IP-MRS

al. (2018a) sowie daraus erstelltes orthotopes Mausmodell;

Tumorgewebe (n=7)

Zhou et al. Tumorgewebe (n=75) von Patienten GC-MS & LC-MS
(2019)

(Cano- Tumorgewebe (n=22); Zelllinien von Patienten; PDX- LC-MS

Galiano Modell

2021)

(Cano- Tumorgewebe (n=22); Zelllinien von Patienten; PDX- LC-MS

Galiano et al. Modell

2021)

Bjorkblom et Tumorgewebe (n=224) von Patienten mit GC-MS & LC-MS
al. (2022) Oligodendrogliomen, Astrozytomen und Glioblastomen

Verschiedene Studien zeigten eine verminderte Konzentration von Glutamin bei IDH1-
mutierten Gliomen (Reitman et al. 2011; Ohka et al. 2014; Jalbert et al. 2017). Dabei
besteht eine erhohte Abhangigkeit von der Glutaminolyse, einerseits durch die bereits
beschriebene Inhibition der BCAT-Transaminasen (McBrayer et al. 2018), andererseits
zur Nutzung von Glutamin fiir die Lipogenese. Diese lduft unter hypoxischen
Bedingungen fast ausschlieBlich durch die IDH1-abhingige reduktive Carboxylierung
von 0-KG tiiber Isocitrat, Citrat und Acetyl-CoA (Metallo et al. 2011), was bei IDH]1-
Mutation nicht moglich ist, wodurch es zu einer hoheren Abhédngigkeit vom oxidativen
Citratzyklus kommt, der durch vermehrte Glutaminolyse aufrechterhalten wird (Grassian
et al. 2014). Khurshed et al. (2017) verglichen die Genexpressionsprofile von Gliomen
anhand einer Kohorte des TCGA sowie am Zellmodell. Dabei zeigte sich, dass Gliome
mit IDH1-Wildtyp Enzyme mit einer Schliisselrolle fiir die anaerobe Glykolyse stark
exprimieren, wahrend diese bei IDHI1-Mutation herabreguliert sind. Hierzu zihlt eine
verminderte Aktivitdit der Laktatdehydrogenase A, die normalerweise in Tumoren
tiberexprimiert und fiir die Glykolyse essentiell ist (Khurshed et al. 2017; Chesnelong et
al. 2014; Izquierdo-Garcia et al. 2015a). Passend hierzu konnte eine verminderte
Laktatkonzentration festgestellt werden (Izquierdo-Garcia et al. 2015a; Chesnelong et al.
2014). Dagegen ist die Laktatdehydrogenase B stirker exprimiert, was dazu fiihrt, dass
bei IDHI1-Mutation Glukose zu Pyruvat als Endprodukt katabolisiert wird, um dieses
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maximal fiir den Citratzyklus auszunutzen (Khurshed et al. 2017; Cano-Galiano 2021).
Im Gegensatz dazu zeigten Cano-Galiano (2021) eine erhohte Konzentration von
zentralen Metaboliten der Glykolyse, wie z.B. Glukose, Glukose-6-Phosphat und
Fruktose-1,6-Bisphosphat. Ohka et al. (2014), Jalbert et al. (2017) und Cano-Galiano
(2021) konnten dariiber hinaus eine Verminderung von Glutamat im Zellmodell bzw. in
Gewebeproben zeigen. Dies konnte durch verminderten Fluss von Glukose zu Glutamat,
erhohtem Verbrauch zur Bereitstellung von Glutamin (Izquierdo-Garcia et al. 2015a)
oder der Bereitstellung von a-KG fiir die 2-HG-Synthese bedingt sein (Cano-Galiano
2021). Fack et al. (2017) untersuchten ein PDX-Modell von Gliomzelllinien mit IDH1-
Mutation sowie Gewebeproben und konnten im Zellmodell keinen Unterschied zwischen
Glutamat und Glutamin zeigen, wihrend in den Gewebeproben ebenfalls eine deutliche
Reduktion von Glutamat bei IDHI1-Mutation auffiel, was fiir eine erh6hte Glutamat-
Abhingigkeit spricht. Zudem stellten die Autoren ein vermindertes Verhiltnis von
NADPH zu NADP+ bei IDH1-Mutation fest, wiahrend Glutathion und dessen oxidierte
Form Glutathiondisulfid (GSSG) keine Verdnderungen zeigten. In einer
Genexpressionsanalyse konnten die Autoren zeigen, dass die Verminderung an
Reduktionsidquivalenten durch verstirkte Nutzung von Cystein, einem Vorlidufer von
Glutathion, kompensiert werden konnte. Passend hierzu wurde eine erhdhte
Konzentration von Cystathionin, einem Vorldufer von Cystein, beschrieben (Cano-

Galiano et al. 2021).

Im Gegensatz zu obigen Ergebnissen fanden Wen et al. (2015) ein erhdhtes Laktat im
IDH1-mutierten Zellmodell sowie erh6hte Level an Glutamat, Glutathion und weiteren
Aminosduren. Waitkus et al. (2018b) stellten verminderte Konzentrationen von
Metaboliten des Citratzyklus wie Aconitat, Fumarat, Citrat und Malat fest. N-acetylierte
Aminosduren wie NAA und NAAG =zeigten ebenfalls verminderte Konzentrationen
(Reitman et al. 2011; Ohka et al. 2014). Zhou et al. (2019) untersuchten das Gewebe von
75 Gliom-Patienten mittels Massenspektrometrie und fanden reduzierte Level zahlreicher
Zwischenprodukte der Glykolyse, u.a. ein vermindertes Pyruvat, sowie eine

Verminderung von o-KG und Isocitrat bei IDH-mutierten Tumoren.

Zudem wurden Verdnderungen im Phospholipid-Metabolismus wie ein vermindertes
Level von Phosphocholin (PC) (Izquierdo-Garcia et al. 2015b; Esmaeili et al. 2014;
Viswanath et al. 2018a) und Phosphoethanolamin (PE) (Viswanath et al. 2018a) sowie
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eine Erhohung von Glycerophosphocholin (GPC) (Reitman et al. 2011; Zhou et al. 2019)
und Glycerophosphoethanolamin (GPE) (Zhou et al. 2019) beschrieben. Viswanath et al.
(2018a) konnten zeigen, dass die Verdnderungen von PE und PC durch Stabilisierung von

HIF-1- a durch 2-HG bedingt sind.

Ballester et al. 2018 untersuchten den Liquor von Gliompatienten und konnten u.a. eine
Erhohung von N-Acetylputrescin, 2-HG und Arginin bei IDHI1-Mutation zeigen,
wiéhrend Zhao et al. (2016) im Plasma u.a. eine Verminderung von N-Acetylputrescin
und Trimethylamin-N-Oxid bei Patienten mit IDHI1-mutierten Tumoren feststellten,
wobei iiber 2-HG im Plasma keine Trennung zwischen IDH-Mutation und IDH-Wildtyp
gelang.

1.5 Ziel & Fragestellung

Untersuchungen des Metaboloms erlauben eine Unterscheidung zwischen histologischer
Diagnose bzw. WHO-Grad iiber verschiedene Metabolitenprofile (Zhao et al. 2016;
Elkhaled et al. 2014) und bieten zudem die Moglichkeit der genaueren Charakterisierung
von IDH-mutierten Tumoren. So konnten metabolische Schwachstellen der Tumoren,
Erkliarungen fiir das Ansprechen auf bestimmte Therapien und neue Biomarker fiir eine
nichtinvasive Diagnostik gefunden werden. Ansatzpunkte, die sich aus den oben
erwihnten Studien ergeben, sind dabei zum Beispiel Inhibitoren der Glutaminolyse, wie
oben bereits dargestellt, sowie Inhibitoren von Cystein, der mitochondrialen
Atmungskette sowie der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase (PDK) oder der
Glutamatdehydrogenase 2, die teilweise schon im jeweiligen Zellmodell erfolgreich
waren (Grassian et al. 2014; Fack et al. 2017; Izquierdo-Garcia et al. 2015a; Waitkus et
al. 2018b). Nagashima et al. (2016) konnten zeigen, dass die Einbeziehung von in ihrer
Konzentration verdnderten Metaboliten — in diesem Fall ein vermindertes Glutamat — mit
2-HG zusammen eine bessere Sensitivitdt zur nichtinvasiven Erkennung von IDH-

mutierten Tumoren in der MRS erbringt.

Gliomzellen mit endogener IDH-Mutation sind schwierig zu kultivieren und wachsen nur
langsam, weshalb bisherige Studien verschiedene Zellmodelle mit Uberexpression von
IDHI (R132H) ohne den addquaten genetischen Hintergrund genutzt haben (Fack et al.
2017). Zudem wird so die Heterozygotie der Mutation nur unzureichend widergespiegelt

(ebd.). Auch existieren nur wenige PDX-Modelle (ebd.). Ein spezifischer Vergleich der
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metabolischen Verdanderungen von IDH-mutierten Tumoren gegeniiber IDH-Wildtyp-

Tumoren an Gewebeproben in hoherer Fallzahl wurde bislang nur selten durchgefiihrt.

In dieser Dissertation soll deshalb mittels ex vivo NMR und LC-MS ein Vergleich
zwischen Gewebeproben von diffusen Gliomen mit WHO Grad 2-4 und IDH1-Mutation
bzw. Wildtyp erfolgen. Das Ziel dieser Arbeit ist eine bessere Charakterisierung der
metabolischen Unterschiede zwischen Gliomen mit bzw. ohne IDH1-Mutation. Dabei
soll geklart werden, welche metabolischen Unterschiede die Gewebeproben zusétzlich zu

2-HG zeigen und deren klinische Bedeutung evaluiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Darstellung des Patientenkollektivs

Zur Verarbeitung der Patientendaten und der darauffolgenden Analyse an Gewebeproben
lag ein positives Ethikvotum (484/2016B01) vor. Fir die Auswahl des
Patientenkollektivs erfolgte eine retrospektive Recherche in der Datenbank der Klinik fiir

Neurochirurgie, Hoppe-Seyler-Stralie 3, 72076 Tiibingen.
Zum Einschluss mussten dabei folgende Kriterien erfiillt werden:

e Erstdiagnose eines diffusen Glioms WHO Grad 2-4

e Vorliegen eines Resektats oder Biopsats

e Vorliegen des IDHI1/2-Mutationsstatus durch Untersuchung am Institut fiir
Pathologie und Neuropathologie, Abteilung Neuropathologie, Calwerstralle 3, 72076
Tiibingen

Ausschlusskriterien stellten dar:

e (leichzeitiges Vorliegen einer weiteren aktiven Krebserkrankung
e Bereits erfolgte Ersttherapie

e Keine sichere Zuordnung des IDH1/2-Mutationsstatus

2.2 Untersuchungsmaterial
Zur metabolischen Untersuchung wurden 60 Gewebeproben genutzt, die direkt nach
Resektion im Zentrum fiir Neuroonkologie in fliissigem Stickstoff gefroren wurden und

bei -80°C fiir die weitere Verarbeitung gelagert wurden.

2.3 Versuchsdurchfiihrung
Eine tabellarische Ubersicht zur Herstellerbezeichnung sowie Produktnummer der

verwendeten Geridte und Protokolle findet sich im am Ende dieses Unterkapitels.

34



2.3.1 Vorbereitung der Proben fir NMR und LC-MS

2.3.1.1 Pulverisierung

Im ersten Schritt wurden die Gewebeproben in TissueTubes (Firma Covaris ®) iiberfiihrt.
Die Zwischenlagerung erfolgte auf Trockeneis. Im néchsten Schritt wurden die Tubes mit
Hilfe des passenden Insertion Tools (Firma Covaris ®) einzeln fiir jeweils mindestens
30 Sekunden in fliissigem Stickstoff gefroren, danach erfolgte eine Pulverisierung im
CPO02 cryo PREP ® (Firma Covaris ®) nach dem Tissue Processing Protocol von Covaris

®. Jedes Sample wurde dabei 1-mal bei einem Impact-Level von 2 pulverisiert.

Abbildung 3: Covaris ® CP02 cryo PREP ®

Quelle: Zur Verfiigung gestellt von Covaris ®

2.3.1.2 Lyophilisierung (Gefriertrocknung)

Zur besseren Aliquotierung wurden die pulverisierten Gewebeproben im nichsten Schritt
tiber Nacht mit einer Gefriertrocknungsanlage (Firma Christ ®) bei -85°C
Eiskondensatortemperatur getrocknet (nach Standardprotokoll des Werner Siemens

Imaging Center, Dr. Christoph Trautwein, Uniklinik Tiibingen).

2.3.1.3 Aligquotierung & Homogenisierung der gefriergetrockneten Proben

Von den getrockneten Pulverproben wurden Aliquote von 5mg Median (1,9-6mg) in
Adaptive Focused Acoustics (AFA®) Glasrohrchen iiberfiihrt (Firma Covaris ®). Nach
Zugabe von jeweils 400 pL Methanol (Reinheit >99,9%) und 800 unLL. MTBE (Reinheit
>99,8%) wurde das Gewebe mittels fokussiertem Ultraschall bei max. 10°C im gasfreien
Wasserbad homogenisiert (Covaris ® E220evolution). Dabei wurde jedes Sample mit 2

verschiedenen Programmen, die jeweils 10x wiederholt wurden, behandelt:
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e 30 Sekunden 125 Watt Peak Power, 32% Duty Cycle, 400 Cycles pro Burst,
insgesamt 40 Watt Average Power

e 30 Sekunden 100 Watt Peak Power, 30% Duty Cycle, 800 Cycles pro Burst,
insgesamt 30 Watt Average Power.

Die Homogenisierung erfolgte unter Bewegung des Roboterarms oben/unten mit 3mm/s

wéhrend der gesamten Prozedur.

Abbildung 4: Covaris ® E220 Focused Ultrasonicator

Quelle: Zur Verfiigung gestellt von Covaris®

2.3.1.4 Phasentrennung und Verarbeitung fiir NMR und LC-MS

AnschlieBend wurde durch Zugabe von 600 pL Ultra-Reinstwasser zur Metaboliten-
Suspension die polare von der lipiden Phase getrennt und die Samples danach fiir 5
Minuten bei einer Drehzahl von 4000 pro Minute zentrifugiert (Hettich ® Zentrifuge).
Von der polaren Phase wurden anschlieend 800 uL fiir die Analyse im NMR genutzt
und ein Gemisch aus 100 pL polarer und 100 pL der Lipidphase fiir die LC-MS. Dazu
erfolgte zunéchst eine Trocknung der Aliquote im Vakuumkonzentrator (Eppendorf ®
Konzentrator 5310). Die anschlieBende Analyse wurde in einem 600 MHz NMR-
Spektrometer (Avance III HD, Bruker BioSpin ®) mit einem 'H,'*C,’N
Raumtemperatur-Probenkopf operierend bei 283 Kelvin bzw. fiir die LC-MS in einem
kommerziellen Kit (Absolute IDQ p 180, Biocrates Life Sciences ®) nach
Standardprotokoll des Zentrums fiir medizinische Bioanalytik, Janina d’Alvise,

Universititsklinik Tiibingen durchgefiihrt.
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Abbildung 5: Bruker ® AVANCE™ III HD 600 MHz

Quelle: Zur Verfiigung gestellt von Bruker ®

Tabelle 3: Herstellerbezeichnung der verwendeten Geriite und Vorgehensweise nach Protokollen

Firma Geriit / Produktnummer Protokoll
Produkt
Covaris, Inc. CPO02 cryoPREP 500001 https://covaris.com/wp-
14 Gill Street, Unit H ® Automated content/uploads/pn_010303.pdf
Woburn, Massachusetts Dry Pulverizer
01801-1721
USA MilliTube 2ml 520132
E220 Focused- 500239 siehe Beschreibung unter Punkt
Ultrasonicator 2.3.1.1
Martin Christ Alpha 2-4 520132 Standard des Werner Siemens
Gefriertrocknungsanlagen LSCplus 102142 Imaging Centers
GmbH, An der Unteren
Sose 50,
37520 Osterode am Harz
Andreas Hettich GmbH & Zentrifuge
Co. KG
Fohrenstrafle 12
78532 Tuttlingen
Germany
Eppendorf, Eppendorf Concentrator 5301 000.016 / Standard des Werner Siemens
Vertrieb Deutschland 5301 5301 000.210 Imaging Centers
GmbH

Peter-Henlein-Strafie 2
50389 Wesseling-Berzdorf
GERMANY
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Firma Geriit / Produktnummer Protokoll

Produkt
Bruker Corporation AVANCE™ III Standard des Werner Siemens
40 Manning Road HD 600 MHz Imaging Centers
Billerica, MA 01821
Biocrates Life Sciences Absolute/DO® Standard des Zentrums fiir
AG p180 Kit medizinische Bioanalytik
Eduard-Bodem-Gasse 8
6020 Innsbruck
Austria

2.4 Statistische Auswertung der Messungen

Fiir die statistische Auswertung der Metabolom-Daten wurde eine gemeinsame
Kalkulation der ermittelten Metabolite aus der NMR-Untersuchung und der LC-MS
erstellt und mit dem Programm MetaboAnalyst 4.0 analysiert (Chong et al. 2018). Die
weitere Analyse der Rohdaten erfolgte mittels T-Test bzw. Welch-Test unter Nutzung des
Programms IBM® SPSS Statistics 26.0. Das Signifikanzniveau wurde jeweils auf 0,05
festgelegt.
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3  Ergebnisse

3.1 Demographie und klinische Daten des Kollektivs

Es wurden insgesamt 60 erwachsene Patienten mit neu diagnostizierten diffusen Gliomen
WHO Grad 2-4 ausgewihlt, davon 30 mit IDH1-Wildtyp und 30 mit IDH1-Mutation.
Diese stellten sich im Zeitraum zwischen 2014 und 2017 erstmalig am Zentrum fiir
Neurologie des Universitéitsklinikums Tiibingen vor. Die letzte Auswertung der Daten
erfolgte am 21.02.2019. Zur Differenzierung zwischen Wildtyp und Mutation erfolgten
immunhistochemische Untersuchungen fiir das Vorliegen einer IDH1 (R132H) Mutation
bei allen Patienten, 31 davon mit negativem Ergebnis und 29 mit positivem Ergebnis. Bei
negativer Immunhistochemie erfolgten zusétzlich Sequenzierungen fiir IDHI1 (n=13)
sowie IDH2 (n=14), wobei in einem Fall ein positives Ergebnis fiir IDH1 vorlag.
Gleichzeitige Mutationen von IDH1 und IDH2 lagen nicht vor. In der IDH1-Wildtyp-
Gruppe (23 Ménner, 7 Frauen) lagen folgende Diagnosen, beruhend auf der WHO-
Klassifikation von 2016, vor: Glioblastom n=25 (83,3%), anaplastisches Astrozytom n=3
(10%) sowie diffuses Astrozytom n=2 (6,7%). In der Gruppe mit IDHI1-Mutation (13
Minner, 17 Frauen) lagen folgende Diagnosen vor: Glioblastom n=6 (20%),
anaplastisches Astrozytom n=>5 (16,7%), anaplastisches Oligodendrogliom n=1 (3,3%),
diffuses Astrozytom n=6 (20%) sowie Oligodendrogliom n=12 (40%).

Verteilung der Diagnosen nach IDH1
30

41,7%
25

20

15 20%
10
0, 0,
10% 8,3% 10%
5 5%
0 —
Oligodendrogliom Diffuses Astrozytom  Anaplastisches Anaplastisches Glioblastom WHO
1p/19q kodeletiert WHO Grad 2 Oligodendrogliom  Astrozytom WHO Grad IV
WHO Grad 2 1p/19q kodeletiert Grad Il

WHO Grad IlI

H [DH1-Wildtyp ™ IDH1-Mutation

Abbildung 6: Verteilung der Diagnosen nach IDH1-Mutationsstatus
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Die Wildtyp-Gruppe wies ein hoheres medianes Alter bei Diagnosestellung (59 Jahre, 37-
80) und einen schlechteren Karnofsky Performance Status (KPS) gegeniiber der
Mutationsgruppe (40 Jahre, 21-71) auf.

Karnofsky Performance Status (KPS)

50,0%
45,0%

40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%
5,0% .
0,0% . .
100 90 80 70 50

B IDH-Wildtyp B IDH-Mutation

Abbildung 7: Karnofsky Perfomance Status der Patientenkohorte

In der Wildtyp-Gruppe waren die meisten Tumoren temporal lokalisiert (46,7%), in der
Mutationsgruppe vor allem frontal (53,3%). Weitere molekulare Marker, wie MGMT,
ATRX, LOH 1p/19q, H3F3, TERT und BRAFV600e wurden ebenfalls ausgewertet,
wobei sich die bekannte Assoziation zwischen ATRX und astrozytdren Tumoren mit
IDHI-Mutation sowie zwischen einem kombinierten LOH 1p/19q und
oligodendrozytiren Tumoren zeigte. Patienten mit IDH-Mutation erlitten hiufiger
epileptische Anfille vor der Operation (76,7% vs. 50%). Diese waren zu 56,5%
generalisiert, wahrend beim Wildtyp am meisten komplex-fokale Anfille auftraten
(40%). Oligodendrogliome und diffuse Astrozytome fiithrten dabei hiufiger zu Anfillen
(83,3% bzw. 87,5%) als anaplastische Astrozytome und Glioblastome (75% bzw. 48,4%).
Frontale Tumoren machten dabei mit 39,5% die meisten Anfille, wiahrend zwischen
linksseitigen bzw. rechtsseitigen Tumoren kein signifikanter Unterschied bestand. Dabei
sprachen Patienten aus der Mutationsgruppe besser auf eine antikonvulsive Behandlung
an (94,7% vs. 78,6%), welche insgesamt bei 33 Patienten durchgefiihrt wurde, wobei

96,9% mit Levetiracetam in Dosen von 500-2000 mg behandelt wurden. Zudem wurden
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Daten zur Einnahme von Medikamenten vor Probenentnahme ausgewertet: Dabei
nahmen 86,7% bzw. 80% (IDH-Wildtyp/IDH-Mutation) regelmiBig Medikamente ein.
Innerhalb 2 Wochen vor der chirurgischen Resektion bzw. Biopsie nahmen 43,3% bzw.
53,3% (IDH-Wildtyp/IDH-Mutation) zudem Glukokortikoide ein, perioperativ erhielten
89,7% bzw. 86,7% Glukokortikoide.

Einnahme von Medikamenten vor
Probenentnahme (n=60)

Glukokortikoide perioperativ

Glukokortikoide innerhalb 2 Wochen
praoperativ

RegelmaRige Einnahme von
Medikamenten praoperativ

0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%

N |IDH1-Mutation (n=30) ™ IDH1-Wildtyp (n=30)

Abbildung 8: Analyse der Einnahme von Medikamenten vor Resektion oder Biopsie der
Gewebeproben

Von der ersten Diagnose im MRT dauerte es im Median 15 Tage bis zur Operation, wobei
in der Wildtyp-Gruppe bei 76,7% der Patienten eine Komplettresektion erfolgen konnte
und bei 23,3% eine partielle Resektion. In der Mutationsgruppe erfolgte bei 36,7% eine
Komplettresektion und bei 60% eine partielle Resektion, bei einem Patienten (3,3%)

wurde nur eine Biopsie durchgefiihrt.

Chirurgische Therapie

iorutation (n=0) I_
prwyp (0730 _

0% 20% 40% 60% 80% 100%

M Biopsie M Partielle Resektion M Komplettresektion

Abbildung 9: Chirurgische Therapie in der Patientenkohorte
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Nach chirurgischer Resektion erfolgte bei 91,7% (n=55) der Patienten eine adjuvante
Erstlinientherapie. Bei Patienten ohne adjuvante Therapie erfolgte eine ,,Watch-and-
Wait“-Strategie (n=4) oder wurde die Therapie abgelehnt (n=1). 10% (n=6) bzw. 11,7%
(n=7) der Patienten erhielten eine alleinige Chemotherapie bzw. Radiotherapie. Bei
26,6% (n=16) wurde eine Radiotherapie mit anschlieBender Chemotherapie
durchgefiihrt. Bei 41,7% (n=25) der Patienten wurde eine Radiotherapie mit
konkomitanter =~ Chemotherapie  durchgefiihrt, davon  erhielten 92%  eine
Erhaltungschemotherapie, bei 4 Patienten dieser Gruppe wurde zusitzlich eine Therapie

mit einer IDH1 Peptidvakzine fiir IDH-mutierte Tumoren durchgefiihrt.

Adjuvante Erstlinientherapie nach Diagnosen
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mRT 70%
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W RT + PCV (sequentiell)
10%
M RT + CCNU + Vincristin (sequentiell) "
0%
2 £ o P & M & D
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RT= Radiotherapie; TMZ = Temozolomid; PCV = Procarbazin/CCNU/Vincristin

Abbildung 10: Adjuvante Erstlinien-Therapie der Patientenkohorte

Fiir alle Patienten lagen Folgedaten fiir mindestens ein Jahr beziiglich einer Progression,
definiert als Rezidiv im MRT oder Tod jeglicher Ursache, vor. Hieraus ergab sich ein

progressionsfreies Uberleben nach 6 Monaten ab der histologischen Diagnose von 80%
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(n=24) beim IDH-Wildtyp gegeniiber 96,7% (n=29) bei IDH-Mutation!, das
Gesamtiiberleben nach 12 Monaten lag in der Wildtyp-Gruppe bei 86,7% (n=26)
gegeniiber 96,7% (n=29) in der Mutationsgruppe.

Prognostische Daten

100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

PFS6 (progressionsfreies Uberleben) ab  OS (Gesamtiiberleben) nach 12 Monaten
histologischer Diagnose

B IDH-Wildtyp B IDH-Mutation

Abbildung 11: Progressionsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben der Patientenkohorte

3.2 [Ergebnisse der Messungen

Sieben Extrakte der IDHI1-Wildtyp-Gruppe sowie acht Extrakte der IDHI1-Mutations-
Gruppe  zeigten  hohe  Anteile von  HEPES  ((4-(2-hydroxyethyl-)-1-
piperazineethanesulfonic acid), einem typischen Puffer und konnten aufgrund nicht
ausreichender spektraler Qualitét nicht in die statistische Auswertung mit einbezogen
werden. Somit wurden 23 Gliome mit IDH1-Wildtyp und 22 Gliome mit IDH1-Mutation
fiir die Auswertung verwendet. Dabei wurden insgesamt mittels NMR und LC-MS 65
Metaboliten gemessen und identifiziert, darunter hauptsdchlich Aminoséuren und deren
Derivate, Sauren, Nukleotide, Peptide, Cyclohexanole, Lactame, biogene (Poly)amine,

Lipide, Phosphocholine und Phosphoethanolamine.

! Bei 2 Patienten besteht eine deutliche Differenz zwischen histologischer Diagnose und erster bildgebender
Diagnose, eine separate Analyse wurde nicht gemacht.
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Die Patientendaten der final in die Analyse eingegangen Patienten sowie die Zuordnung

der gemessenen Metabolite nach NMR bzw. LC-MS und ihrer chemischen Stoffgruppe

werden im Folgenden dargestellt.

Tabelle 4: Patientendaten der final analysierten Kohorte

Klinische Daten
Geschlecht — Anzahl (%)
Mannlich
Weiblich
Medianes Alter (Spanne)
Karnofsky Performance Status (%)
100
90
80
70
50
Diagnose
Glioblastom WHO Grad 4 — Anzahl (%)
MGMT methyliert
MGMT unmethyliert
MGMT nicht bestimmt
Anaplastisches Astrozytom WHO Grad 3 — Anzahl (%)
Anaplastisches Oligodendrozytom 1p/19q kodeletiert WHO Grad 3 — Anzahl (%)
Diffuses Astrozytom WHO Grad 2 — Anzahl (%)
Oligodendrogliom 1p/19q kodeletiert WHO Grad 2 — Anzahl (%)
Tumorlokalisation — Anzahl (%)
Frontal
Temporal
Parietal
Multilobuldr
Ausmaf der chirurgischen Resektion
Partielle Resektion — Anzahl (%)
Komplette Resektion — Anzahl (%)
Adjuvante Therapie
Keine adjuvante Therapie — Anzahl (%)
Radiotherapie (RT) — Anzahl (%)
Temozolomid (TMZ) — Anzahl (%)
RT + TMZ (sequentiell) — Anzahl (%)
RT + Procarbazin (sequentiell) — Anzahl (%)
RT + Procarbazin/CCNU/Vincristin (PCV) (sequentiell) — Anzahl (%)
RT + CCNU + Vincristin (sequentiell) — Anzahl (%)
RT/TMZ (konkomitant) — Anzahl (%)
RT/TMZ + Erhaltungstherapie TMZ — Anzahl (%)
RT/TMZ + Erhaltungstherapie TMZ + IDH1 Peptidvakzine — Anzahl (%)
RT/Nivolumab (konkomitant) + Erhaltungstherapie Nivolumab — Anzahl (%)
Klinisches Outcome

Progressionsfreies Uberleben nach 6 Monaten ab histologischer Diagnose — Anzahl (%)

Gesamtiiberleben nach 12 Monaten — Anzahl (%)

IDH1 Wildtype (n=23)IDH1 Mutation (n=22)

18 (78,3%)
5 (21,7%)
58 (37-80)

4(17,4%)
11 (47,8%)
3 (13%)

5 (21,7%)
0(0%)

20 (87%)
11 (55%)
8 (40%)
1(5%)
1(4,3%)
0(0%)
2(8,7%)
0(0%)

3 (13%)
11 (47,8%)
5 (21,7%)
4(17,4%)

6 (26,1%)
17 (73,9%)

1(4,3%)
5(21,7%)
3 (13%)
2 (8,7%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
11 (47,8%)
0(0%)
1(4,3%)

17 (73,9%)
19 (82,6%)

11 (50%)
11 (50%)
39,5 (28-71)

10 (45,5%)
10 (45,5%
0 (0%)

1 (4,5%)

1 (4,5%)

5 (22,7%)
4 (80%)
1 (20%)
0 (0%)

5 (22,7%)
1 (4,5%)
4 (18,2%)
7 (31,8%)

13 (59,1%)
3 (13,6%)
3 (13,6%)
3 (13,6%)

13 (59,1%)
9 (40,9%)

3 (13,6%)
1 (4,5%)
2(9,1%)
4(18,2%)
1 (4,5%)
4 (18,2%)
1 (4,5%)
1 (4,5%)
1 (4,5%)
4(18,2%)
0 (0%)

21 (95,5%)
21 (95,5%)

Total (n=45)

29 (64,4%)
16 (35,6%)
48 (28-80)

14 (31,1%)
21 (46,7%)
3 (6,7%)

6 (13,3%)
1(2,2%)

25 (55,6%)

6 (13,3%)
1(2,2%)

6 (13,3%)
7 (15,6%)

16 (35,6%)
14 (31,1%)
8 (17,8%)
7 (15,5%)

19 (42,2%)
26 (57,8%)

4 (8,9%)
6 (13,3%)
5 (11,1%)
6 (13,3%)
1(2,2%)
4 (8,9%)
1(2,2%)
1(2,2%)
12 (26,7%)
4 (8,9%)
1(2,2%)
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Tabelle 5: Gemessene Metabolite in NMR und LC-MS und Zuordnung zu deren chemischer

Stoffgruppe
Metabolite (NMR/LC-MS) Stoffgruppe
2-Hydroxyglutarat Hydroxycarbonséure
4-Aminobutyrat Aminosédure
ADP (Adenosindiphosphat) Nukleotid
ATP (Adenosintriphosphat) Nukleotid
AMP (Adenosinmonophosphat) Nukleotid
Acetat Sdure
Adenosin Nukleosid
Alanin Aminosdure
Cholin Aminosdure
Citrat Saure
Kreatin Aminosdure
Kreatinphosphat Aminosdurederivat
Cystathionin Aminosiure
Format Sdure
Fumarat Sdure
GSSG Tripeptid
Glukose Kohlenhydrat
Glutamat Aminosédure
Glutamin Aminoséure
Glutathion Tripeptid
Hypotaurin Sulfinsdure
Inosin Nukleosid
Isoleucin Aminosédure
Laktat Sdure
Leucin Aminosédure
Mannitol Alditol
N-Acetylaspartat Aminosiurederivat
NAD+ Nukleotid
Nicotinurat Sdure
O-Acetylcholin Aminosdurederivat
O-Phosphocholin Phosphocholin
O-Phosphoethanolamin Phosphoethanolamin
Phenylalanin Aminosdure
Succinat Sdure
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Metabolite (NMR/LC-MS) Stoffgruppe
Taurin Aminosulfonséure
Threonin Aminoséure
Tyrosin Aminosdure
Valin Aminoséure
Myo-Inositol Cyclohexanol
Scyllo-Inositol Cyclohexanol
Glycerophosphocholin Lipid
Aspartat Aminosédure
Glycin Aminoséure
Kreatinin Lactam
Arginin Aminosédure
Asparagin Aminosédure
Citrullin Aminosédure
Histidin Aminosédure
Lysin Aminosdure
Methionin Aminosdure
Ornithin Aminosdure
Prolin Aminoséure
Serin Aminosédure
Tryptophan Aminosdure
Acetylornithin Aminosdure
Aminoadipinsiure Sdure
Carnosin Dipeptid
Histamin Biogenes Amin
Kynurenin Aminosdure
Methionin-Sulfoxid Aminosédure

Putrescin Biogenes Amin
Sarcosin Aminoséure
Spermidin Biogenes Polyamin
Spermin Polyamin
4-Hydroxyprolin Aminosédure
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3.2.1 Metabolite mit signifikant erhohter Konzentration bei IDHI1-Mutation bzw.

verminderter Konzentration bei IDH1-Wildtyp

Neben 2-Hydroxyglutarat als bekanntem Onkometabolit zeigten Glycerophosphocholin,
Myoinositol, Kreatin, Cystathionin und Nicotinurat erhohte Konzentrationen bei
Vorliegen einer IDHI1-Mutation bzw. verminderte Konzentrationen bei IDH1-Wildytp
(Abbildung Nr. 12-17).

2-Hydroxyglutarat
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20

p =0,000017

B IDH1-Mutation IDH1-Wildtyp

Abbildung 12: 2-Hydroxyglutarat als Onkometabolit bei IDH1-mutierten Tumoren

Glycerophosphocholin (GPC)

N
o
0
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Abbildung 13: Konzentration von Glycerophosphocholin im Vergleich IDH1-Mutation vs. IDH1-
Wildtyp
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Myoinositol
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Abbildung 14: Konzentration von Myoinositol im Vergleich IDH1-Mutation vs. IDH1-Wildtyp

Kreatin
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Abbildung 15: Konzentration von Kreatin im Vergleich IDH1-Mutation vs. IDH1-Wildtyp
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Cystathionin
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Abbildung 16: Konzentration von Cystathionin im Vergleich IDH1-Mutation vs. IDH1-Wildtyp
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Abbildung 17: Konzentration von Phosphoethanolamin im Vergleich IDH1-Mutation vs. IDH1-
Wildtyp

3.2.2 Metabolite mit signifikant verminderter Konzentration bei IDH1-Mutation bzw.

erhohter Konzentration bei IDH1-Wildtyp

Dagegen zeigten Alanin, Acetylcholin, Phosphocholin, Hypotaurin, Sarkosin, Asparagin,
Aminoadipinsdure und Phosphoethanolamin erniedrigte Konzentrationen bei Vorliegen
einer IDHI-Mutation bzw. erhohte Konzentrationen bei IDHI-Wildtyp (Abbildung
Nr.18-25).
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Alanin
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Abbildung 18: Konzentration von Alanin im Vergleich IDH1-Wildtyp vs. IDH1-Mutation
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Abbildung 19: Konzentration von Acetylcholin im Vergleich IDH1-Wildtyp vs. IDH1-Mutation
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Phosphocholin (PC)
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Abbildung 20: Konzentration von Phosphocholin im Vergleich IDH1-Wildtyp vs. IDH1-Mutation
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Abbildung 21: Konzentration von Hypotaurin im Vergleich IDH1-Wildtyp vs. IDH1-Mutation
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Sarkosin
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Abbildung 22: Konzentration von Sarkosin im Vergleich IDH1-Wildtyp vs. IDH1-Mutation
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Abbildung 23: Konzentration von Asparagin im Vergleich IDH1-Wildtyp vs. IDH1-Mutation
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Aminoadipinsaure

5
0 —

e
p =0,0182

@ IDH1-Wildtyp I IDH1-Mutation

Abbildung 24: Konzentration von Aminoadipinsiure im Vergleich IDH1-Wildtyp vs. IDH1-
Mutation
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Abbildung 25: Konzentration von Phosphoethanolamin im Vergleich IDH1-Wildtyp vs. IDH1-
Mutation
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4  Diskussion

4.1 Patientenkollektiv und Untersuchungsmaterial

Zur Untersuchung des Metaboloms ist eine sorgfiltige Auswahl des Probandenkollektivs
wichtig. Zahlreiche duBere sowie innere Faktoren — z.B. das Bestehen weiterer
(Stoffwechsel-)Erkrankungen, eine bestehende (Multi-)Medikation und Vortherapien der
zu untersuchenden Erkrankung — konnten einen Einfluss auf die Ergebnisse haben.
Deshalb wurden bei dieser Arbeit therapienaive Patienten ohne weitere aktive
Krebserkrankung ausgewihlt. Eine Vormedikation ohne Pharmazeutika, die die Blut-
Hirn-Schranke passieren, ist jedoch kaum realisierbar. Stoffwechselerkrankungen, wie
z.B. Diabetes mellitus, Hypo-oder Hyperthyreose, lagen bei unter 10% der Patienten vor.
Wihrend bisherige Studien zum Thema Metabolom bei Gliomen hiufig Zelllinien oder
Mausmodelle ohne endogene IDH1-Mutation und damit ohne den addquaten genetischen
Hintergrund genutzt haben, wurde hier bewusst Tumorgewebe untersucht. Auch die Zahl
der untersuchten Proben war hiufig klein. Leider konnten final nur 45 Proben ausgewertet
werden, eine erweiterte Kohorte von 62 IDH-mutierten und 39 IDH-Wildtyp Tumoren
wurde in einer spéteren Arbeit unserer Gruppe untersucht und die Ergebnisse mit in diese
Arbeit einbezogen. Eine zentrumsiibergreifende Zusammenarbeit erscheint in diesem
Feld sinnvoll, um gréere Kohorten zu erfassen. Zwar beruht diese Arbeit noch auf der
WHO-Klassifikation von 2016, durch die iibergreifende Analyse der IDH1-Mutation

behalten die Ergebnisse trotz neuer Einteilungen jedoch ihre Relevanz.

4.2 Methodik

Zur Analyse der Proben erfolgte eine vorherige Extraktion der Metabolite nach der
Matyash-Methode (Matyash et al. 2008). Im Gegensatz zur Methode nach Bligh und Dyer
(Bligh und Dyer) wird hier MTBE anstatt Chloroform als unpolare Phase verwendet,
welches eine niedrigere Dichte als die Methanol/Wasser-Phase aufweist (Sostare et al.
2018). Dies erleichtert die Entnahme der lipiden Phase, die sich nicht am Boden, sondern
oben absetzt, zudem bildet sich bei der Methode nach Bligh und Dyer eine
Zwischenschicht aus Proteinen und Zellschutt zwischen der polaren und der unpolaren
Phase, was eine saubere Aspiration der unteren Phase verhindert (ebd.). Diese Schicht
setzt sich bei der Matyash-Methode nach Zentrifugation am Boden ab (ebd.). Neben der
vorherigen Extraktion der Proben, wie sie hier durchgefiihrt wurde, erlaubt die

Verarbeitung im NMR auch die Verwendung von intaktem Gewebe ohne vorherige
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Prozessierung, dies geht jedoch mit geringerer spektraler Auflosung und Verdanderung der

Metaboliten durch enzymatische Aktivitét einher (Nagana Gowda und Raftery 2021).

Da sowohl Chloroform als auch MTBE toxische bzw. krebserregende Eigenschaften
aufweisen, konnten fiir zukiinftige Analysen umweltfreundlichere Extraktionsmethoden
zur Anwendung kommen, eine mdgliche Option ist in der Publikation von Tikunov et al.

(2022) dargestellt.

4.3 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung wurde die Varianzhomogenitét der Gruppen berechnet
und bei unzureichender Varianzhomogenitit der Welch-t-Test anstelle des
konventionellen t-Test verwendet, da dieser eine bessere Robustheit zeigt (Ahad und

Yahaya 2014).

4.4 Einschrinkungen
Ein wichtiger Aspekt ist die Tatsache, dass durch das infiltrierende Wachstum, vor allem

von Glioblastomen, keine vollstédndige Abbildung des Metaboloms mdoglich erscheint.

Die Probandenzahl dieser Arbeit erlaubte zudem keine weiteren Analysen zwischen
histologischen Subgruppen oder Korrelation von klinischen Daten wie PFS oder OS mit
der Konzentration von Metaboliten. Des Weiteren zeigt zwar die Untersuchung des
Metaboloms ein mdglichst genaues Bild des Phianotyps, jedoch ist die Erweiterung um
weitere Ebenen, wie z.B. die Untersuchung des Transkriptoms mittels RNA-
Sequenzierung, zur genaueren Charakterisierung der Verdnderungen von Vorteil, dies
wurde in der spateren Analyse unserer Arbeitsgruppe mit einbezogen (Trautwein et al.
2022). Zudem ist die Interpretation der Daten schwierig: so kann die erhohte
Konzentration eines Metaboliten auf eine erhdhte Produktion oder verminderten Abbau
hinweisen, eine niedrige Konzentration kann auch fiir einen erhohten Umsatz des
Metaboliten sprechen, was zusétzliche metabolische Flussanalysen erforderlich macht
(Cano-Galiano 2021, S. 109; Fack et al. 2017). Auch Verdanderungen von Enzymen, die
z.B. liber mRNA-Level gemessen werden, sind nicht gleichzusetzen mit Proteinleveln,
die durch posttranskriptionelle Verdnderungen beeinflusst werden (Ascengdo und Szabo
2022). Die im Folgenden dargestellten Zusammenhénge sind somit Hypothesen-bildend

und konnen als Ausgangspunkt weiterer spezifischer Untersuchungen dienen.
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4.5 Metabolite mit erhohter Konzentration bei IDH1-Mutation bzw. verminderter

Konzentration bei IDH1-Wildtyp

4.5.1 Myoinositol

Die erhohte Konzentration von Myoinositol bei IDH-Mutation konnte unsere
Arbeitsgruppe auch an einer grofleren Kohorte bestétigen (Trautwein et al. 2022). Ebenso
zeigten dies Bjorkblom et al. (2022) iiber massenspektrometrische Untersuchungen an
224 Gliomen. Zudem kann Myoinositol in der Magnetresonanzspektroskopie dargestellt
werden. Hierbei zeigten verschiedene Studien ebenfalls erhohte Konzentrationen von
Myoinositol bei IDH-Mutation (Bumes et al. 2020; Nakae et al. 2017), auBerdem konnte
die Verbindung aus erhohter Myoinositol-Konzentration und niedrigerer Konzentration
von Glycin mit hoher Sensitivitdt den IDH-Status vorhersagen (Bumes et al. 2020). Auch
eine positive Korrelation zwischen 2-HG und Myoinositol konnte massenspektrometrisch
bzw. mittels NMR-Untersuchung gezeigt werden, jedoch ohne den Mechanismus zu
evaluieren (Bund et al. 2019; Shen et al. 2019). Zudem zeigte sich eine positive
Korrelation zwischen Myoinositol und dem Gesamtiiberleben bei Gliomen (Gandia-
Gonzalez et al. 2019). Chemisch betrachtet ist Myoinositol (MI) ein Einfachzucker, der
als Marker von Astrozyten oder Gliazellen dient, da er von Astrozyten produziert wird
und deren Osmoregulation unterstiitzt (Bulik et al. 2013, S. 150). Myoinositol spielt eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion sowie der Genexpression und ist an der
Biosynthese von Inositolphosphaten und Phosphatidylinositol und damit am Aufbau von

Zellmembranen beteiligt (Bizzarri et al. 2016).

Die zelluldre Versorgung mit Myoinositol verlduft iiber drei verschiedene Wege (Wei et

al. 2022, S. 452; Nagashima et al. 2018, S. 322):

a) De novo Biosynthese aus Glukose: Glukose-6-Phosphat => Myo-Inositol-3-
Phosphat Synthase (geschwindigkeitslimitierender Schritt; kodiert durch das Gen
ISYNAI) =>  Myo-Inositol-1-Phosphat ~=>  Myo-Inositol-3-Phosphat
Monophosphatase => Myoinositol

b) Aufnahme von extrazellulir durch SLC-Transporter: SLC53A am breitesten
exprimiert in verschiedenen Geweben und mit hochster Affinitét fiir Myoinositol

¢) Regeneration aus Inositolphosphaten durch Phosphatasen
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Die Rolle von Myoinositol und ISYNA1 in Tumoren wird kontrovers diskutiert (Case et
al. 2022). Der Tumorsuppressor p53 aktiviert die Expression von ISYNAT1 und fiihrt iiber
erhohte Myoinositol-Level zu vermindertem Zellwachstum (Koguchi et al. 2016).
Mutationen von p53 sind dabei in verschiedenen Tumoren mit reduzierter ISYNAI-
Expression verkniipft (ebd.). Zudem zeigt das Onkogen MSI2 in vitro eine inverse
Korrelation mit der ISYNA1-Expression und dem Uberleben bei Pankreastumoren, was
ebenfalls fiir die Rolle von ISYNAT1 bzw. Myoinositol als Tumorsuppressor spricht (Case
etal. 2022, S. 250). Der genaue Mechanismus, mit dem Myoinositol das Tumorwachstum
hemmen konnte, ist jedoch unklar. Mogliche Wege stellen die Inhibition des PI3K/AKT
und Wtn/B-Catenin-Wegs sowie des Presenilin-1-Wegs und die Inhibition der AMPK dar
(Case et al. 2022; Bizzarri et al. 2016). Verschiedene Tumoren zeigen jedoch eine erhdhte
Expression der ISYNAI, die bei Blasenkarzinomen und Kolonkarzinomen zum
Tumorwachstum beitrégt, aulerdem kann die AMPK auch proliferationsfordernd wirken
(Case et al. 2022). Wichtig hierbei ist zu betrachten, dass eine erhohte Expression von
ISYNAT1 nicht zwangsldufig eine erhohte intrazellulire Myoinositol-Konzentration
bedeuten muss (ebd). Diese konnte auch als kompensatorischer Mechanismus wirken,

z.B. wenn der Import von Myoinositol iiber Transporter beeintrachtigt ist (ebd).

Die erhohte Myoinositol-Konzentration in IDH-mutierten Gliomen kénnte demnach zur
besseren Prognose gegeniiber dem Wildtyp beitragen. Ein Vergleich der ISYNAI-
Expression nach dem IDH-Status wurde bislang nicht durchgefiihrt. Nagashima et al.
(2018) konnten jedoch eine allgemein erhohte ISYNA1-Expression bei Gliomen zeigen,
wobei dies vor allem auf astrozytire Tumoren zutraf. Eine Analyse des TCGA zeigte eine
erhohte Expression von ISYNATI bei Glioblastomen (Wang et al. 2022). Interessant
hierbei ist, dass die Expression von ISYNAT1 durch 2-HG beeinflusst werden konnte. So
zeigten AML-Zellen mit niedriger ISYNA1-Expression eine erhohte Abhdngigkeit von
der Myoinositol-Aufnahme tiber den SLC5A3-Transporter (Wei et al. 2022). Ursache
hierfiir ist eine Hypermethylierung von ISYNAI, die eine verminderte Expression zur
Folge hat (ebd.). AML-Zellen mit IDH1 und IDH2-Mutation zeigten dabei eine
signifikant erhohte ISYNA1-Hypermethylierung und damit eine niedrigere ISYNAI-
Expression, die durch eine 2-HG vermittelte Inhibition der DNA-Demethylierung bedingt
sein konnte (ebd). Weitere Untersuchungen der ISYNAI-Expression und der

biosynthetischen Wege von Myoinositol bei Gliomen sind nétig, um herauszufinden, ob
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IDH-mutierte Gliome ebenfalls diesen Zusammenhang aufweisen. Inwieweit eine
niedrigere ISYNAI1-Expression bei IDH-Mutation jedoch zu einer erhdhten
Konzentration von Myoinositol passt, bleibt unklar, dies konnte aber auf einen
kompensatorisch erhdhten Transport mit erhdhter Aufnahme von Myoinositol hinweisen.
Auch therapeutisch konnte dies Implikationen haben, da eine Reduktion von Myoinositol
oder eine Inhibition des SCL5A3-Transporters bei den AML-Zellen sowohl in vitro als

auch in vivo eine Reduktion des Tumorwachstums zeigte (Wei et al. 2022).

Daneben kann Myoinositol mit anderen Metaboliten zur nichtinvasiven, prachirurgischen
Bestimmung des IDH-Mutationsstatus beitragen und stellt somit einen interessanten
Parameter dar, der auch bei einem Monitoring der Inhibition von IDHI interessant sein

konnte.
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Abbildung 26: Myoinositol-Biosynthese und Modell metabolischer Verinderungen durch IDH-
Mutation
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4.5.2 Cystathionin

Eine erhohte Konzentration von Cystathionin bei IDH-Mutation konnten wir in einer
grofBeren Kohorte bestitigen (Trautwein et al. 2022). Ebenfalls feststellen konnten dies
Cano-Galiano et al. (2021) an massenspektrometrischen Untersuchungen von Zelllinien
und klinischen Samples. Branzoli et al. (2019) verglichen das metabolische Profil von 47
Gliomen mittels in vivo 'H-MRS und LC-MS und konnten ein erhdhtes Level an
Cystathionin bei 1p/19g-kodeletierten Gliomen, also Oligodendrogliomen, gegeniiber
IDH-mutierten Gliomen ohne Kodeletion feststellen. Im Gegensatz dazu konnten wir in
einer histologischen Subgruppenanalyse zeigen, dass das erhohte Level an Cystathionin
nicht nur bei Oligodendrogliomen besteht, sondern auch bei IDH-mutierten
Astrozytomen gegeniiber IDH-Wildtyp-Astrozytomen, was dafiir spricht, dass der
erhohte Spiegel an Cystathionin auf die IDH-Mutation zuriickzufiihren ist und nicht auf

die Histologie (Trautwein et al. 2022).

Cystathionin ist ein Dipeptid aus Serin und Homocystein und stellt ein Zwischenprodukt
des transsulfuration pathways dar, bei dem Schwefel von Homocystein auf Cystein
iibertragen wird (Sbodio et al. 2019). Dabei wird mit der Nahrung aufgenommenes
Methionin zu Homocystein, welches mit Serin {iber die Cystathionin B-Synthase (CBS)
zu Cystathionin reagiert (ebd.). Im weiteren Weg der Transsulfurierung wird aus
Cystathionin iiber die Cystathionin y-Lyase (CSE) Cystein generiert. Cystein ist eine
nicht-essentielle Aminoséure, die im Gehirn nur in niedriger Menge vorhanden ist und
hauptsichlich in seiner oxidierten Form, Cystin, vorliegt (Cano-Galiano et al. 2021).
Neben der Synthese im Zuge der Transsulfurierung kann Cystin liber den xCT-Antiporter
im Austausch gegen Glutamat intrazelluldr aufgenommen werden und wird dann in einer
NADPH-verbrauchenden Reaktion zu Cystein reduziert (ebd.). Cystein spielt eine
zentrale Rolle flir die Proteinsynthese und als Bestandteil des zentralen Antioxidans
Glutathion (GSH) (ebd.). Zudem wird unter Beteiligung der CBS, der CSE und der 3-
Mercaptopyruvat-Transferase (3-MST) aus Cystein Schwefelwasserstoff (H2S)
produziert, der vielféltige tumorsupportive Effekte auf Zellebene vermittelt (Ascencao

und Szabo 2022).

59



Eine Uberexpression der CBS ist bei zahlreichen Tumoren wie z.B. Kolonkarzinomen,
Mammakarzinomen und Ovarialkarzinomen bekannt (Ascencao und Szabo 2022). Diese
tragt iiber multiple transkriptionelle und posttranskriptionelle Prozesse sowie iiber die
Generierung von H2S zur Proliferation, Invasivitdt und Angiogenese bei, wirkt damit
tumorsupportiv und ist mit einem kiirzeren Uberleben verbunden (Ascengdo und Szabo
2022). Im Gegensatz dazu zeigt bei Gliomen jedoch eine verminderte Expression der
CBS eine tumorsupportive Wirkung und eine erhohte CBS-Expression war bei 1p/19g-
kodeletierten Oligodendrogliomen mit besserem Uberleben verkniipft (Takano et al.
2014; Ascencdo und Szabo 2022; Fack et al. 2017). Die Studienlage zur Expression der
CBS bei Gliomen mit IDH-Mutation oder Wildtyp ist nicht eindeutig, da sowohl eine
erhohte Expression der CBS bzw. ein erhohtes Proteinlevel bei IDH-Mutation (Fack et
al. 2017; Cano-Galiano 2021) als auch kein Unterschied zwischen den Gruppen
beschrieben wurde (Cano-Galiano et al. 2021). Wichtig ist hierbei, dass Analysen am
Transkriptom, die auf mRNA-Leveln beruhen, aufgrund posttranskriptioneller
Regulierung die Proteinlevel an CBS nicht immer exakt abbilden konnen (Ascencao und

Szabo 2022).

Die erhohte Konzentration an Cystathionin bei IDH-Mutation konnte durch
Veranderungen der GSH-Biosynthese und der Abwehr von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) zustande kommen. Durch die neomorphe Enzymaktivitdt von IDH1 kommt es zu
einem Mangel an NADPH, das zur Wiederherstellung von Glutathion aus
Glutathiondisulfid (GSSG) benétigt wird. Hierzu passend konnten wir eine
Verminderung von GSH bei IDH-Mutation feststellen (Trautwein et al. 2022). Tang et al.
(2020) konnten ebenfalls zeigen, dass IDH-mutierte Gliome ein vermindertes GSH-Level
und erhdhte Level an ROS aufweisen, wobei als Reaktion darauf der Transkriptionsfaktor

Nrf2 aktiviert wird, der die Expression antioxidativer Gene erhoht.

Ruiz-Rodado et al. (2021b) konnten an Zelllinien von Gliomen mit IDH-Mutation zeigen,
dass diese eine kritische Abhéngigkeit von exogenem Cystin/Cystein fiir die Produktion
von GSH aufweisen. Neben dem ohnehin niedrigen physiologischen Level an Cystein
kommt hinzu, dass der Import von Cystin bei IDH-Mutation beeintrdchtigt sein konnte.
Der Import iiber den xCT-Antiporter erfolgt im Austausch gegen Glutamat, welches
jedoch bei IDH-Mutation im Rahmen der Produktion von 2-HG verbraucht wird (Cano-

Galiano et al. 2021). Passend hierzu konnten wir und andere Autoren, wie schon
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einleitend beschrieben, eine verminderte Glutamat-Konzentration bei IDH-Mutation
feststellen (Trautwein et al. 2022; Cano-Galiano et al. 2021). Eine ausreichende
Konzentration an Cystathionin kann dabei als Reservoir flir Cystein dienen (Ruiz-Rodado
et al. 2021b). Oligodendrogliome scheinen dabei eine noch hohere Konzentration
aufzuweisen als Astrozytome (Cano-Galiano et al. 2021). So kann die erhdhte
Konzentration an Cystathionin bei Oligodendrogliomen auf die 1p-Deletion
zuriickgefiihrt werden, da auf diesem Chromosom das Gen fiir die CSE lokalisiert ist —
die den Abbau von Cystathionin zu Cystein katalysiert — ,welche eine niedrigere
Expression bei 1p/19g-kodeletierten Gliomen zeigt (Branzoli et al. 2019). Hinzu kommt
die niedrigere Expression der Phosphoglycerat-Dehydrogenase (PHGDH), die ebenfalls
auf Chromosom 1p lokalisiert ist und fiir die Serinbiosynthese relevant ist, die sowohl zur
Synthese von GSH iiber Glycin, als auch fiir die Bereitstellung von NADPH noétig ist
(ebd.). Eine erhohte CBS-Expression konnte in diesem Zusammenhang einen
Kompensationsmechanismus  darstellen und zur besseren Prognose  bei

Oligodendrogliomen beitragen (ebd.).

Im Gegensatz hierzu konnte bei IDH-mutierten Astrozytomen eine erhdhte Expression
der CSE bei physiologischen Leveln an Cystin/Cystein gezeigt werden, die zur de novo-
Synthese von GSH und damit dem Schutz vor oxidativem Stress durch ROS beitragt
(Cano-Galiano et al. 2021). Eine CSE-Inhibition fiihrte sowohl in vitro als auch im PDX-
Modell zur Verminderung der Zellproliferation bzw. des Tumorwachstums (ebd). Die
erhohte Cystathionin-Konzentration bei Astrozytomen konnte demnach durch die
Notwendigkeit eines Reservoirs flir Cystein erklart werden. Passend hierzu konnten wir
eine Verminderung von Cystathionin-Vorldaufern wie Homocystein und Serin zeigen, was
fiir einen erhohten Umsatz zu Cystathionin sprechen kann (Trautwein et al. 2022). Das
Oligodendrogliome eine niedrige CSE-Expression zeigen, konnte somit auch einen
Nachteil bei niedrigen Cystin/Cystein-Leveln darstellen und zur besseren Prognose dieser

Gliome gegeniiber Astrozytomen beitragen (Cano-Galiano et al. 2021).

Die Ergebnisse dieser Arbeit fligen sich somit in neue Erkenntnisse zur Verédnderung der
Transsulfurierung, der GSH-Synthese und damit Verdnderungen im Redoxhaushalt bei
IDH-mutierten Gliomen ein. Mehrere Ansdtze konnten dabei therapeutisch
vielversprechend sein, wie z.B. eine Cystein/Cystin-freie Diét, die in einem orthotopen

Mausmodell mit Injektion der IDH-mutierten Gliom-Zelllinie NCH 1681 zu

61



verlingertem Uberleben fiihrte (Ruiz-Rodado et al. 2021b). Eine Kombination aus CSE-
Inhibition und Cystein-freier Diét kdnnte bei Astrozytomen zum Einsatz kommen. Einen
moglichen Angriffspunkt stellt auch die Cystathionin-B-Synthase dar, vor allem bei
Oligodendrogliomen, wobei hier weitere Forschung zur Expression und den

Auswirkungen der CBS nétig ist.

Bei Brustkrebszellen mit fehlender Aktivitit der CSE und Uberexpression der CBS — was
auch fiir Oligodendrogliome zutreffen konnte — wurde ebenfalls ein erhohtes Level an
Cystathionin festgestellt (Sen et al. 2016). Hierbei schiitzte Cystathionin die Zellen vor
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Chemotherapie-induzierter Apoptose, unter
anderem durch Stabilisierung der Homdostase des endoplasmatischen Retikulums (ebd.).
Dies spricht hier fiir eine Rolle von Cystathionin als direkten Onkometabolit und koénnte

ebenfalls einen therapeutischen Angriffspunkt bieten.
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Abbildung 27: Cystathionin-Biosynthese, Modell metabolischer Verinderungen bei IDH-mutierten,
1p/19q-kodeletierten Oligodendrogliomen und mogliche therapeutische Optionen

62



Glutamat T ‘ e
_,/ Methionin | R
IDHmMut/ \

wED ‘Homocvste‘mﬂ ) ‘Serin “
2-HG 5 Cystathionin 4
CSE ' CSE-Inhibitio
e g o
< I

Glutamat

~

Abbildung 28: Cystathionin-Biosynthese, Modell metabolischer Verinderungen bei IDH-mutierten
Astrozytomen und mogliche therapeutische Optionen

4.5.3 Glycerophosphocholin (GPC)

Eine erhohte Konzentration des totalen Cholins (tCho, bestehend aus Phosphocholin,
Glycerophosphocholin und freiem Cholin) sowie eine verminderte Konzentration von N-
Acetyl-Aspartat (NAA) und damit ein vermindertes Verhdltnis von tCho/NAA stellt
einen Biomarker fiir Tumorlast und Malignitdt in der in vivo MR-Spektroskopie von
Hirntumoren dar (Ruiz-Rodado et al. 2021a). Wihrend es bei der in vivo '"MRS
Uberlappungen der Signale von PC, GPC und Cholin gibt, erlaubt die Darstellung mittels
3IP_ MRS eine bessere Darstellung der einzelnen Cholin-Komponenten (Glunde et al.

2015).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde eine erhdhte Konzentration
von Glycerophosphocholin (GPC) bei IDH1-Mutation ebenfalls von Reitman et al.
(2011) in Oligodendrogliom-Zelllinien sowie Vettukattil et al. (2013) beim Vergleich von
Astrozytomen mit WHO-Grad II gegeniiber Glioblastomen mittels MRS gefunden.
Bestdtigen konnten dies Esmaeili et al. (2014) sowohl in IDH 1-mutierten Tumorzelllinien
in vitro, als auch in vivo im PDX-Mausmodell und ex vivo an Biopsien von
Gliompatienten mittels >'PMR-Spektroskopie bzw. *'*-NMR. Bund et al. (2019) fanden
ebenfalls den Zusammenhang zwischen der IDH-Mutation und erhohtem GPC bei der
Untersuchung von 72 Oligodendrogliomen, wobei ein erhohtes Verhéltnis von GPC/PC

mit einem besseren Gesamtiiberleben in der Kohorte verbunden war. Keine solche
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Verianderung in der in vivo MRS von Gliomen fanden dagegen Wenger et al. (2019),
wobei hier die Kohorte nur 25% Wildtyp-Tumoren umfasste. Unsere Arbeitsgruppe
konnte die Ergebnisse an einer gro3eren Kohorte bestatigen, wobei sich der Unterschied

unabhingig von der Histologie zeigte (Trautwein et al. 2022).

Glycerophosphocholin entsteht durch den Katabolismus von Phosphatidylcholin, der
tiber drei Enzyme, die zytosolische Phospholipase A2 (cPLA2), die Lysophospholipase
A1l (LYPLA1) sowie die Glycerophosphocholin-Phosphodiesterase (GPC-PDE), erfolgt
(Sonkar et al. 2019). Die Uberexpression von cPLA2 spielt eine Rolle unter anderem bei
Kolon- und Mammakarzinomen und stellt ein potenzielles Ziel fiir spezifische
Tumortherapien dar (ebd.). Lysophospholipasen (LYPLAs), auch bekannt als Acyl-
Protein Thioesterasen (APTs), sind Enzyme, die auf biologische Membranen iiber die
Regulation von Lysophospholipiden wirken und zudem die Depalmitoylierung
katalysieren (Mohammed et al. 2019, S. 974). Bei der Palmitoylierung erfolgt eine
posttranslationale Verdnderung von Proteinen durch Anhéngen von Palmitat, welches
von LYPLAS entfernt wird. Palmitoylierte Proteine sind unter anderem an
Differenzierung, Immunantwort, Proliferation und Migration beteiligt (ebd.). Mittels
RNA-Sequenzierung konnten wir eine verminderte LYPLA1-Expression bei IDH-
Mutation zeigen (Trautwein et al. 2022), was zur Akkumulation von GPC beitrigt
(Grinde et al. 2014). Eine Inhibition von LYPLA1 konnte bei NSCLC-Zelllinien die
Zellproliferation, Migration und Invasion in vitro supprimieren (Mohammed et al. 2019).
Ein selektiver Inhibitor von LYPLA1, ML-348, zeigte Wirksamkeit in lebenden Zellen
und im Tiermodell (Adibekian et al. 2010). Zudem sind Palmostatine, wie der bekannte
Wirkstoff Tetrahydrolipstatin (Orlistat ®, Roche), ebenfalls LYPLA-Inhibitoren (ebd.).
Orlistat fiihrt bei Gliomen zu einer Inhibition der de novo Synthese von Fettsduren, die
iiber das Enzym FASN katalysiert wird, welches eine positive Korrelation mit dem
WHO-Grad zeigt (Grube et al. 2014). Orlistat fiihrt so zur Repression von Zellwachstum
und Angiogenese sowie zur Zunahme von Apoptose und Nekrose (Grube et al. 2014;
Zhou et al. 2016). Der genaue Zusammenhang zwischen der LYPLA-Expression, der
Konzentration von GPC und der Auswirkung auf den Tumormetabolismus von IDH-
mutierten gegeniiber Wildtyp-Gliomen stellt ein interessantes Ziel weiterer Forschung
dar. Eine Inhibition von LYPLA1 konnte einen potentiellen Therapieansatz darstellen,

wobei die in vitro-Untersuchung der Wirkung von selektiven Inhibitoren als auch von
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Orlistat ® auf IDH-mutierte bzw. Wildtyp-Gliome als nédchster Ansatz genutzt werden
konnten. Verdnderungen von GPC lieBen sich zudem iiber MRS als Monitoring-

Parameter nutzen.
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Abbildung 29: GPC-Biosynthese und Modell metabolischer Verinderungen durch IDH-Mutation
sowie mogliche therapeutische Optionen

4.5.4 Nicotinurat

Eine Verdanderung von Nicotinurat zwischen IDH-mutierten und Wildtyp-Gliomen ist
bislang nicht beschrieben worden. Einschriankend ist hierbei festzustellen, dass in einer
spiteren Analyse einer grofleren Kohorte durch unsere Arbeitsgruppe ebenfalls kein
signifikanter Unterschied gezeigt werden konnte (Trautwein et al. 2022), eine
Subgruppenanalyse zeigte jedoch eine erhdhte Konzentration von Nicotinurat bei IDH-
mutierten Astrozytomen gegeniiber IDH-mutierten Oligodendrogliomen. Trotzdem ist
Nicotinurat und dessen Stoffwechsel fiir die weitere Forschung an IDH-mutierten
Gliomen ein interessanter Metabolit, da es an der Generierung von NAD beteiligt ist.
NAD ist als wichtiger Elektronentransporter bei Redoxreaktionen involviert in Glykolyse
und Glukoneogenese, oxidative Phosphorylierung und Citratzyklus, zudem wird es fiir
die Biosynthese von NADP, einem wichtigen Kofaktor fiir anabole Reaktionen und der
Aminosdure Serin bendtigt und ist damit essentiell fiir das Wachstum von Tumorzellen
(Yaku et al. 2018; Pramono et al. 2020; Wu 2022; Sharma et al. 2022). Als Substrat von
PARP und Sirtuinen ist es dariiber hinaus beteiligt an Zellzyklusregulation und DNA-
Reparatur (Wu 2022).
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NAD kann tiber verschiedene Stoffwechselwege generiert werden (Pramono et al. 2020;

Chowdhry et al. 2019, S. 570):

a) Preiss-Handler-Pathway: Nicotinurat => Nicotinat-Phosphoribosyltransferase 1
(NAPRT1) => Nicotinurat Mononukleotid (NAMN) => NAAD (Nicotinurat
Adenin Dinukleotid) => NADSYN1 (NAD-Synthetase 1) => NAD

b) De novo: iber Tryptophan => Chinolinsdure => QPRT (Chinolinat-
Phosphoribosyltransferase) => Einbau in NAMN

c) Salvage Pathway: Recycling von NAD iiber die Generierung von Nicotinamid
durch Sirtuine, PARPs und CD157 oder exogenes Nicotinamidribosid =>
Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase (NAMPT) / NMRK1
(Nicotinamidribosidkinase) => Nikotinamid Mononukleotid (NMN) => NMN
Adenylyltransferase (Nmnat) => NAD

Die Produktion von 2-HG verbraucht NADPH, das als Schutz gegen ROS, die durch
Tumorzellproliferation entstehen, gebraucht wird (Pramono et al. 2020). Tateishi et al.
(2015) zeigten eine niedrigere basale intrazelluldre Konzentration von NAD in IDH-
mutierten Zelllinien und konnten dies auf eine 2-HG vermittelte Hypermethylierung des
NAPRTI1-Promotors mit konsekutiver Verminderung der NAPRTI-Expression
zuriickfithren, was die IDH-mutierten Zelllinien besonders anfillig gegeniiber einer
Inhibition des Salvage-Pathways mit NAMPT-Inhibitoren machte (ebd.). Fiir eine
besondere Anfalligkeit gegentiiber zusitzlichem oxidativem Stress spricht auch die bereits
erwihnte Inhibition der BCAT-Transaminasen. Chowdhry et al. (2019) konnten jedoch
zeigen, dass im Gegensatz zu normalen Zellen, die jeden NAD-Syntheseweg benutzen
konnen, Tumorzellen abhingig entweder von NAPRTI/NADSYNI1 oder
NAMPT/NMRKI1 sind. Tumoren, die von Zellen abstammen, die eine hohe NAPRT-
Expression zeigen, haben eine hohe Frequenz von NAPRT-Genamplifikationen und
zeigen eine Abhéngigkeit vom Preiss-Handler-Pathway, ist dies nicht der Fall besteht
stattdessen eine Abhéngigkeit vom Salvage-Pathway (ebd.). Eine NAPRT-
Uberexpression konnte bei Ovarial-, Pankreas-, Prostata -und Mammakarzinomen,
jedoch nicht Gliomen festgestellt werden (Chowdhry et al. 2019; Piacente et al. 2017).
Bestdtigt wird dies durch Biedermann et al. (2019), die iiberhaupt keine NAPRT-
Expression, weder in Glioblastom-Zelllinien, noch in immortalisierten Astrozyten,

unabhingig vom IDHI-Status, feststellen konnten, jedoch ebenfalls eine niedrigere
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NAD+-Konzentration bei IDH-Mutation. Auch bei uns zeigte sich diese verminderte
NAD-Konzentration, jedoch wurde das Signifikanzniveau knapp nicht erreicht
(Trautwein et al. 2022). Verschiedene Autoren konnten dagegen eine NAMPT-
Uberexpression und ein Ansprechen auf NAMPT-Inhibition bei Gliomen, unabhiingig
vom IDH-Status, zeigen (Biedermann et al. 2019; Gujar et al. 2016; Lucena-Cacace et al.
2017), wobei IDH-mutierte Tumoren niedrigere NAMPT-Konzentrationen als Wildtyp-
Tumoren zeigten (Biedermann et al. 2019; Lucena-Cacace et al. 2017) Eine hohe
NAMPT-Expression ist verkniipft mit einer schlechteren Prognose und trigt zur
Selbsterneuerung von GSCs und Resistenz gegeniiber Radiotherapie bei (Lucena-Cacace
et al. 2017; Gujar et al. 2016). Neben der Expression von NAMPT und NMRK 1 konnten
Biedermann et al. (2019) auch eine variable Expression von QPRT, welches zur NAD-
Synthese aus Tryptophan beitrdgt, unabhingig vom IDH-Status zeigen.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Stoffwechsel von NAD sowohl bei IDH-
Mutation als auch IDH-Wildtyp ein wichtiges Forschungsfeld fiir die Zukunft darstellt.
Insbesondere die Expression der Schliisselenzyme der verschiedenen Synthesewege von
NAD bedarf weiterer Untersuchungen. Eine Verdnderung von Nicotinurat bei mutierten
Astrozytomen gegeniiber Oligodendrogliomen kdnnte hierbei auch fiir Unterschiede der
Stoffwechselwege zwischen verschiedenen histologischen Subtypen sprechen. Zudem
stellt die NAMPT-Inhibition einen interessanten Therapieansatz bei Gliomen dar.
Préklinisch gibt es hierzu vielversprechende Ansitze. So konnten Tateishi et al. (2017)
eine vermehrte Zytotoxizitdt von Temozolomid in Kombination mit einem NAMPT-
Inhibitor bei verschiedenen IDHI-mutierten Zellmodellen als auch in vivo im
zellbasierten Mausmodell zeigen, welche dadurch zustande kommt, dass TMZ durch
Induktion von DNA-Lisionen eine Aktivierung von NAD-verbrauchenden DNA-
Reparaturenzymen wie PARP2 auslost und die Zellen somit noch anfilliger auf eine
NAD-Depletion reagieren. PARP konsumiert NAD iiber die enzymatische
Polymerisation von NAD in PAR-Ketten, die sogenannte PARylation (Nagashima et al.
2020, S. 1673). Diese wird auch iiber die PAR-Glycohydrolase (PARG) reguliert, die den
Abbau von PAR mediiert. Eine Kombination aus TMZ und anschlieBender PARG-
Inhibition zeigte ebenfalls eine erhohte Zytotoxizitdt in vitro und in vivo bei IDHI-

mutierten Tumorzelllinien, im Gegensatz zu Wildtyp-Zelllinien (ebd.). Auch Procarbazin

2 Poly(ADP-ribose) polymerase
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als wichtiges Chemotherapeutikum bei IDHI1-mutierten Gliomen zeigte ein hoheres

Ansprechen in Kombination mit einem PARG-Inhibitor. Dieser Effekt war auch bei

Schiaden der DNA-Mismatch-Reparatur, die hdufig zur Resistenz gegen alkylierende

Chemotherapeutika bei Rezidiven IDHI-mutierter Gliome fiihren, nachweisbar (ebd.).

Die Toxizitdt von NAMPT-Inhibitoren im Tiermodell macht deren klinische Anwendung

schwierig (Miller et al. 2021). Eine mogliche Alternative hierzu bieten STACs?, die zur

Aktivierung des Enzyms SIRT1 fiihren, welches NAD als Co-Enzym nutzt und zur

Depletion von NAD in IDHI1-mutierten Zelllinien fiihrt (ebd.). Die Kombination aus

STACs und NAMPT-Inhibition zeigte vielversprechende Resultate bei IDH1-mutierten

Tumorzelllinien (ebd.).

Nicotinurat
B
(5%

S,
e, /‘/0/70’/@,.‘

Nicotinurat

Mononukleitld (NAMN) QPRT

Nicotinurat Adenin
Dinukleotid
(NAAD)

NAD-Synthetase 1

Tryptophan

Chinolinsdure Exogenes

Nicotinamidribosid

Nikotinamid

Mononukleotid (NMN)

T~

NAD

Sirtuine, PARPs, CD157 ‘ s

Salvage-Weg

‘ Nicotinamid

Abbildung 30: NAD-Biosynthese iiber Preiss-Handler-Weg, De novo-Synthese und Salvage-Weg

3 small-molecule Sirtl-activating compounds

68



Nicotinurat t IDHmMut
B,
“Ss,
e, Koy NAPRT1 )
7%

Hypermethylierun l
NAPRTLY T 2HG R
Nicotinurat

Mononukleotid (NAMN) | Nikotinamid

BN ASEHEEERH Mononukleotid (NMN)
l Alkylantien (TMZ,

Procarbazin)

Nicotinurat Adenin

Dinukleotid ;‘
(NAAD) 1 | NAMPT-Inhibition %
: e
ol

NAD
$

!

Salvage-Weg

1 , r

Abbildung 31: NAD-Biosynthese und Modell metabolischer Verinderungen bei IDH-Mutation sowie
mogliche therapeutische Optionen

4.5.5 Kreatin

Eine erhohte Konzentration von Kreatin bei IDH-Mutation fanden ebenfalls Zhou et al.
(2019) mittels Massenspektrometrie an 75 Gewebeproben von Gliompatienten. Dagegen
wurde in Blutproben eine Verminderung von Kreatin und Arginin, einem Vorldufer von
Kreatin, gezeigt (Zhao et al. 2016). Die endogene Kreatinsynthese verlauft hauptséchlich
tiber Niere und Leber aus Arginin und Glycin iiber die zwei Enzyme GATM und GAMT,
die Aufnahme von Kreatin in die Zellen erfolgt iiber den Kreatintransporter CRT (Kazak
und Cohen 2020; Li und Yang 2021). Kreatinkinasen katalysieren den reversiblen
Transfer einer Phosphorgruppe von ATP auf Kreatin, wobei Phosphokreatin entsteht,
welches bei hohem ATP-Bedarfin der reversiblen Reaktion hohe ATP:ADP-Verhéltnisse
aufrechterhalten kann und somit als Energielieferant dient (ebd.). Insgesamt gibt es vier
Isoformen der Kreatinkinasen: CKM*, CKB’, CKMT1 und CKMT2. Die Rolle von
Kreatin und Phosphokreatin in Krebszellen bleibt aktuell noch unklar und kénnte sowohl

einen positiven Effekt auf die Proliferation als auch einen antitumoralen Effekt zeigen

4 Kreatinkinase vom Muskeltyp
5 Kreatinkinase vom Gehirn (Brain) Typ
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(ebd.). Gandia-Gonzélez et al. (2019) konnten an Gliomen mit WHO-Grad 2-4 eine
Korrelation zwischen einer erhohten Konzentration an Gesamtkreatin (Kreatin und
Phosphokreatin) und besserem Gesamtiiberleben zeigen. Eine Stratifizierung nach IDH-
Status erfolgte in dieser Studie jedoch nicht, weshalb keine Aussage hierzu getroffen

werden kann.

Zahlreiche Studien haben metabolische Unterschiede zwischen Gliomen mit IDH-
Mutation und Wildtyp in der Magnetresonanzspektroskopie untersucht. Hierbei wird das
Gesamtkreatin (Phosphokreatin und Kreatin) jedoch als relativ konstantes Element des
zelluldren Energiemetabolismus des Gehirns als Referenzmetabolit genutzt, um
Verhiltnisse zu anderen Metaboliten zu kalkulieren (Bulik et al. 2013). Eine signifikant
erhohte Konzentration von Kreatin bei IDH-mutierten Gliomen koénnte somit
Implikationen fiir die Rolle von Gesamtkreatin als Referenzmetabolit haben, sowohl bei
Studien mit Stratifizierung nach IDH-Status als auch bei der Untersuchung von Gliomen
mittels MRS im Allgemeinen. Dies und die Bedeutung des Kreatinstoffwechsels bei

Gliomen bedarf weiterer Forschungsaktivitéten.

4.6 Metabolite mit verminderter Konzentration bei IDH1-Mutation bzw. erhohter

Konzentration bei IDH1-Wildtyp

4.6.1 Hypotaurin

Eine verminderte Konzentration von Hypotaurin bei IDH-Mutation gegeniiber Wildtyp
wird bestétigt durch die Ergebnisse von Zhou et al. (2019) und Bund et al. (2019). Zudem
konnte eine starke positive Korrelation zwischen der Hypotaurinkonzentration und dem

WHO-Grad gezeigt werden (Gao et al. 2016).

Hypotaurin ist eine Sulfinsdure und kann als wichtiges Antioxidans zum Uberleben von
Tumorzellen beitragen (Sarkar et al. 2017; Shiota et al. 2018). Es entsteht als Vorldufer
von Taurin, der am hiufigsten vorkommenden freien Aminosdure im menschlichen

Korper, iiber die zwei folgenden Wege (Ueki und Stipanuk 2009):

a) Cystein => Cystein-Dioxygenase (CDO) => Cysteinsulfinat => Cysteinsulfinat-
Decarboxylase (CSAD) => Hypotaurin => Taurin
b) Cystein => Einbau in Coenzym A (CoA) => Cysteamin wird freigesetzt =>

Cysteamin (2-Aminoethanethiol)-Dioxygenase (ADO) => Hypotaurin => Taurin
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Bei der Biosynthese von Hypotaurin wird Cystin {iber den Xc-Glutamat-Cystin-
Antiporter nach intrazelluldr gebracht, wo es dann zu Cystein reagiert (Shen et al. 2021).
Cystein tragt dann mit Glycin zur Synthese von Glutathion oder Hypotaurin bei (Prabhu
et al. 2014). Passend zur erhéhten Konzentration von Hypotaurin in der Wildtyp-Gruppe,
die hauptsdchlich aus Glioblastomen besteht, wurde in den letzten Jahren eine neue Rolle
von Hypotaurin als Onkometabolit bei Glioblastomen etabliert. Durch strukturelle
Ahnlichkeit von Hypotaurin mit a-KG inhibiert es die 0-KG-abhingige Dioxygenase
Prolylhydroxylase 2 (PHD?2), stabilisiert dariiber HIF 1-a und fiihrt konsekutiv zu erhohter
Zellproliferation und Invasivitdt (Gao et al. 2016). Die Expression des Xc-Antiporters
sowie der Cysteamin-Dioxygenase (ADO) korreliert positiv mit dem WHO-Grad (Gao et
al. 2016; Shen et al. 2021). Die ADO/Hypotaurin-Achse trigt iiber Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB und des chemotaktischen Zytokins CCL-20 zu
Tumorgenese und Progression bei (Shen et al. 2021). Parallel dazu zeigen Glioblastome
auch eine erhohte Expression der Cystein-Dioxygenase (CDO) und eine hohere
Konzentration des Zwischenprodukts Cysteinsulfinat (Prabhu et al. 2014). Dieser
parallele Weg flihrt durch Inhibition der Pyruvatdehydrogenase zu verminderter
oxidativer Phosphorylierung und Schutz gegeniiber in diesem Zuge gebildeten freien
Radikalen. ADO reguliert dabei die Expression der Cystein-Dioxygenase 1 (CDOL1),
wobei erhohte ADO-Expression auch zu erhohter CDO1-Expression fiihrt (Shen et al.
2021). Ein Vergleich der Expression des Xc™-Transporters sowie der CDO fand bislang
nur zwischen verschiedenen WHO-Graden, nicht jedoch mit einer Stratifizierung nach
IDH-Status statt, wihrend unsere Arbeitsgruppe keine signifikante Verdnderung der
ADO-Expression zwischen den Gruppen zeigen konnte (Trautwein et al. 2022). Hier sind
weiterfiihrende  Untersuchungen erforderlich. Hypotaurin kann neben den
Prolylhydroxylasen weitere o-KG-abhéingige Dioxygenasen wie z.B. die 5mC-
Hydroxylase und Enzyme der TET-Familie inhibieren (Gao et al. 2017). Diese Fahigkeit
besitzt auch 2-Hydroxyglutarat, da es ebenso eine strukturelle Ahnlichkeit zu o-KG
aufweist, wobei, wie bereits einleitend ausgefiihrt, die Wirkung von 2-HG auf die
Regulation von HIF1-a weiterhin unklar bleibt, da sowohl ein vermehrter Abbau von

HIF1-a als auch dessen Stabilisierung diskutiert werden (Hayashi et al. 2019).

Eine Erkldrung fiir die niedrigere Konzentration von Hypotaurin bei IDH-Mutation

konnte, wie bereits im Kapitel zu Cystathionin beschrieben, eine verminderte

71



Verfiigbarkeit von Cystein — unter anderem wegen niedrigerem Import tiber den Xc-
Transporter — und dessen Nutzung zur Produktion von Glutathion sein. Hierbei ist
interessant, dass die Suppression von CD44, einem Molekiil, welches den Xc-Transporter
stabilisiert, bei verschiedenen Tumorzelllinien zur Reduktion von Glutathion und der
ADO-Expression, aber nicht zur Reduktion von Hypotaurin fiihrt (Shiota et al. 2018).
Stattdessen nutzen die Zellen die Induktion der Phosphoglyceratdehydrogenase
(PHGDH) und der Phosphoserintransferase 1  (PSAT1) sowie der
Phosphoserinphosphatase (PSPH), um Kohlenstoffgruppen fiir Hypotaurin iiber die
Glykolyse und die Produktion von Serin und Glycin zur Verfiigung zu stellen und dieses
als Antioxidans zu nutzen (ebd.). Dabei wird Hypotaurin jedoch rasch zu Taurin
verstoffwechselt und zeigt niedrige Konzentrationen im Tumor (ebd.). Diesen
Mechanismus konnten auch IDH-mutierte Gliome nutzen, da die PSAT1-Expression eine
positive Korrelation mit der IDH-Mutation zeigt und niedriggradige Gliome eine hdhere

PHGDH-Expression aufweisen (Huang et al. 2019).

4.6.2 Sarkosin

Sarkosin ist eine nicht-proteinogene Aminosdure, die iiber das Hinzufligen einer
Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) an Glycin, katalysiert durch die Glycin-
N-Methyltransferase (GNMT), entsteht und iiber die Enzyme Sarkosin-Dehydrogenase
(SARDH) und L-Pipecolinsdure-Oxidase (PIPOX) wieder zu Glycin abgebaut wird
(Cernei et al. 2013, S. 13894; Strmiska et al. 2019). Sarkosin spielt eine Rolle als
Biomarker und Onkometabolit bei Prostatakarzinomen (Sreekumar et al. 2009; Cernei et
al. 2013). Verdnderungen bei Gliomen konnten bislang Ilediglich im Plasma
nachgewiesen werden, wobei Zhao et al. (2016) eine erhohte Konzentration von Sarkosin
bei IDHI-mutierten Tumoren zeigen konnten. Interessanterweise konnte unsere
Arbeitsgruppe auch ein vermindertes Level von Glycin und Serin — deren Metabolismus
eng mit Sarkosin verkniipft ist — bei IDH-Mutation gegeniiber IDH-Wildtyp zeigen
(Trautwein et al. 2022). Diese Verdnderungen konnten in zahlreichen Studien belegt
werden (Tiwari et al. 2020; Bund et al. 2019; Bumes et al. 2020; Miyata et al. 2019;
Tanaka et al. 2021), zudem zeigten erhdhte Konzentrationen von Serin und Glycin eine
Korrelation mit kiirzerem Uberleben bei Gliomen (Bund et al. 2019; Tiwari et al. 2020).
Die Verdanderung von Sarkosin muss deshalb im Zusammenhang mit dem Metabolismus

von Glycin und Serin betrachtet werden, die eine wichtige Rolle im sogenannten ,,one-

72



carbon metabolism *“ (Meiser und Vazquez 2016, S. 3695) einnehmen. Hierunter werden
biochemische Reaktionen mit dem Transfer einer Kohlenstoffgruppe mit Folat als
Kofaktor verstanden, die zur Biosynthese von Nukleotiden, der NADPH-Regeneration
und der Redox-Homoostase von Krebszellen beitragen (Choi und Coloff 2019; Meiser
und Vazquez 2016). Tiwari et al. (2020) konnten in vitro eine positive Korrelation der
Glycinkonzentration mit der Zellproliferationsrate von Gliomen zeigen. Glioblastome
zeigen Verdnderungen der Serin-Glycin-Achse mit erhdhter Expression der
Phosphoaminotransferase 1 (PSATI), der Serinhydroxymethyltransferase 2 (SHMT2)
sowie der Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase 2 (MTHFD2) (Tanaka et al. 2021;
Kim et al. 2015). Diese Enzyme tragen zur Synthese von Serin und Glycin und deren
Nutzung im one carbon metabolism bei, auf den Glioblastome bei Glutaminmangel
besonders angewiesen sind, um ihre Redoxbalance zu erhalten (Tanaka et al. 2021).
Glioblastome zeigen zudem eine hohe Expression der Glycin-Decarboxylase (GLDC),
die zum Abbau von Glycin beitrdgt (Kim et al. 2015). Eine Inhibition der Glycin-
Decarboxylase konnte ein therapeutisches Ziel darstellen, da der Abbau von Glycin iiber

andere Enzyme zum Anfallen toxischer Nebenprodukte fiihrt (ebd.).

Die erhohte Konzentration von Sarkosin, Glycin und Serin bei Wildtyp-Tumoren kénnte
sich deshalb aus der Tatsache ergeben, dass diese Gruppe hauptsidchlich aus
Glioblastomen besteht. Die IDH-Mutation konnte jedoch ebenfalls eine Rolle bei der
Verdnderung dieser Metaboliten spielen. So wird bei der Synthese von Serin aus Glukose
in einem ersten Schritt aus 3-Phosphoglycerat mittels der Phosphoglycerat-
Dehydrogenase (PHGDH) 3-Phosphohydroxypyruvat erzeugt (Branzoli und Marjanska
2020). PHGDH kann zur Produktion von 2-HG beitragen (Fan et al. 2015) und ist in
niedriggradigen Gliomen starker exprimiert als in hohergradigen Gliomen (Huang et al.
2019). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass PHGDH auf dem Chromosom 1p lokalisiert
ist und bei 1p/19g-kodeletierten Oligodendrogliomen eine verminderte Expression
aufweist (Branzoli et al. 2019). In einem weiteren Schritt wird 3-Phosphohydroxypyruvat
unter anderem iiber das Enzym PSAT]1 zu Serin (Branzoli und Marjanska 2020). Sowohl
niedriggradige als auch hohergradige Gliome zeigen eine erhdhte Expression der PSAT1
gegeniiber normalem Hirngewebe, wobei wie bereits oben dargestellt eine positive
Korrelation der PSATI1-Expression mit der IDH-Mutation besteht und dies auch mit

einem besseren Uberleben in dieser Gruppe korreliert (Huang et al. 2019). Da in dieser
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Reaktion a-KG entsteht, welches zur Synthese von 2-HG benétigt wird, konnte dies zum
Phinotyp IDH-mutierter Gliome beitragen (ebd.). Diese Verdnderungen erklédren jedoch

nicht eine niedrigere Konzentration von Sarkosin, Glycin oder Serin bei IDH-Mutation.

4.6.3 Asparagin

Eine verminderte Konzentration von Asparagin bei IDH-mutierten Gliomen wird
bestétigt von Bjorkblom et al. (2022) an einer deutlich groBeren Kohorte von 224
Gliomen. Auch ein umgekehrtes Verhidltnis wurde bereits beschrieben, jedoch an einer
kleineren Kohorte (n=75), zudem fehlen hier wichtige Informationen zur Histopathologie

(Zhou et al. 2019).

Asparagin ist eine nicht-essentielle Aminosdure und spielt eine wichtige Rolle fiir die
Protein- und Nukleotidsynthese und damit fiir Uberleben, Wachstum und Metastasierung
von Tumorzellen (Ohba und Hirose 2020; Pavlova et al. 2018). Asparagin wird von
Krebszellen entweder iiber die Asparagin-Synthetase (ASNS) aus Aspartat und Glutamin
de novo produziert oder iiber die Blutbahn zugefiihrt (Bertuccio et al. 2017). Die
Expression der ASNS ist in den meisten Tumoren niedrig oder nicht vorhanden, weshalb
diese auf extrazellulires Asparagin angewiesen sind (Chen et al. 2017b, S. 91053;
Bertuccio et al. 2017). Dies ist der Fall bei der akuten lymphatischen Leukdmie, deren
neoplastische Zellen geringe ASNS-Level aufweisen (Nakamura et al. 2018). Hier ist
eine Therapie mit der aus Bakterien gewonnenen L-Asparaginase, die zur Hydrolyse von
L-Asparagin und damit zu dessen intraplasmatischer und intrazelluldrer Reduktion fiihrt,
etabliert (ebd.). IDHI1-mutierte Gliome zeigen eine niedrigere Expression der Asparagin-
Synthetase (ASNS) im Gegensatz zu Wildtyp-Tumoren (Panosyan et al. 2016; Thomas
et al. 2021). Zudem zeigt die Mehrheit der Glioblastome eine Zunahme der Kopienzahl
im entsprechenden Gen, wihrend IDH1-mutierte Gliome dies nur sehr selten aufweisen
(Thomas et al. 2021). Erhohte Expression und Zunahme der Kopienzahl korrelierte mit

einem schlechteren Gesamtiiberleben bei Gliomen (ebd.).

Dies spricht fiir eine hohere Anfilligkeit IDHI-mutierter Gliome gegeniiber
Asparaginase, da Zellen mit niedrigerer ASNS-Expression sensitiver auf eine Asparagin-
Verminderung reagieren (ebd.). Neben Asparagin hat Glutamin eine essentielle Rolle fiir
die Energieversorgung von Krebszellen (Ruiz-Rodado et al. 2020a). Der Katabolismus

von Glutamin erfolgt tiber das Enzym Glutaminase (GLS), das zur Bildung von Glutamat
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fiihrt, welches iiber die Glutamatdehydrogenase (GDH) zu a-KG wird (Tanaka et al.
2015). Glutamin dient damit zur Anaplerose des Citratzyklus, zur Fettsduresynthese,
Glutathionsynthese und als Stickstofflieferant fiir Nukleotidbiosynthese und
Aminosduren (Ruiz-Rodado et al. 2020a). Pavlova et al. (2018) konnten zeigen, dass
Krebszellen bei Glutaminmangel auf Asparagin angewiesen sind, das iiber Aktivierung
der Translation der Glutaminsynthetase (GLUL) sowie von HIFl-a und dem
Transkriptionsfaktor c-myc zur Proliferation und Proteinsynthese beitridgt. Des Weiteren
konnte ein erhohter Fluss von Asparagin nach extrazelluldr im Gegenzug zur Aufnahme
von essentiellen Aminosduren wie Serin und Glycin beitragen (Pavlova et al. 2018;
Thomas et al. 2021). Als direkte Ersatzquelle fiir Glutamin kann Asparagin aufgrund
einer fehlenden Asparaginase-Aktivitit in menschlichen Zellen nicht dienen (ebd.).
Gliome mit IDH-Mutation zeigen, wie schon in der Einleitung dargestellt, eine erhdhte
Abhingigkeit von Glutamin . Zudem weisen verschiedene Studien darauf hin, dass die
Kohlenstoffquelle von 2-HG zu einem grof3en Teil aus Glutamin stammen konnte (Ruiz-
Rodado et al. 2020b; Garrett et al. 2018). Zelllinien mit IDH-Mutation reagieren auf eine
Behandlung mit dem Glutaminase-Inhibitor CB839 durch vermehrte ASNS-Expression,
die neben der Produktion von Asparagin auch Glutamat bereitstellt (Ruiz-Rodado et al.
2020a). Passend zur Verminderung von Asparagin konnte unsere Arbeitsgruppe zudem
eine Verminderung von Aspartat bei IDH-Mutation feststellen (Trautwein et al. 2022).
Zudem zeigte sich wie schon beschrieben eine hohere Konzentration von Serin und
Glycin bei IDH-Wildtyp, was zur erhohten Konzentration von Serin und Glycin in GSCs
von Glioblastom-Patienten mit hoher ASNS-Expression passt (Thomas et al. 2021). Dies
unterstiitzt die Annahme, dass ein erhohter Fluss von Asparagin nach extrazelluldr bei
Mangel an Glucose und Glutamin zur Aufnahme von essentiellen Aminosduren wie Serin
und Glycin fiihrt (ebd.). Die GSCs mit hoher ASNS-Expression zeigten eine erhohte
metabolische Plastizitit und konnen schnell zwischen Glykolyse und oxidativer
Phosphorylierung wechseln, zudem sind sie resistenter gegeniiber oxidativem Stress und

zeigen eine verminderte Radiosensitivitét (ebd.).

Zusammenfassend konnten die erhdhte Abhédngigkeit von Glutamin, eine niedrigere
ASNS-Expression und eine verminderte Verfligbarkeit von Asparagin eine metabolische
Schwachstelle IDH-mutierter Gliome darstellen und als therapeutischer Ansatzpunkt

dienen. Da Asparaginasen, insbesondere die Erwinia Asparaginase (ER-ASP), auch
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Glutaminase-Aktivitdt zeigen (Fathi et al. 2015; Douer et al. 2022), konnte die
Kombination aus Glutaminase-Inhibition durch verminderten Katabolismus von
Glutamin sowie Asparagin-Depletion durch Asparaginasen und ASNS-Inhibition
erfolgversprechend sein. Zur Inhibition der ASNS steht z.B. das Glutaminanalogon 6-
Diazo-5-oxo-L-Norleucin (DON) zur Verfiigung, welches in vitro in Kombination mit
Asparaginase das Wachstum von Glioblastomzellen inhibieren konnte (Ohba und Hirose
2020). Chemotherapeutika, die zu DNA-Schéden fiihren, wie z.B. Temozolomid, kénnen
zudem die Sensitivitdt gegeniiber einer Asparagin-Depletion erhohen (Panosyan et al.
2014). Zwar konnen Asparaginasen die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden, die
Wirkung erfolgt jedoch hauptsdchlich durch extrazelluldre Depletion von Asparagin
(Karpel-Massler et al. 2016) und flihrt zur Reduktion der Aminoséure im Serum und im
Liquor (Panosyan et al. 2014). Auch eine intrathekale Anwendung kénnte ein probates
Mittel darstellen (ebd.). Da die Anwendung von Asparaginase zu einer zytoprotektiven
Autophagie fiihren kann, zeigte eine zusdtzliche Autophagie-Inhibition mit Chloroquin
bei Glioblastom-Zelllinien eine deutlich erhdhte Zytotoxizitdt und Apoptose gegeniiber

der alleinigen Behandlung mit Asparaginase (Chen et al. 2017b).

Ein priklinischer Vergleich des Ansprechens von Gliomen mit IDH-Mutation gegeniiber
IDH-Wildtyp auf diese verschiedenen Therapiecoptionen wurde bislang noch nicht

durchgefiihrt und wére somit ein interessanter Ansatz fiir weitere Forschung.

| Aspartat‘|-|- | Glutamin

~ Glutaminase-
- Inhibition

4

l Glutaminase (GLS) | IDHmut

) 2l
P T
A 2-HG%

v

| Uberleben, Wachstum und Metastasierung

Abbildung 32: Asparagin-Biosynthese und Modell metabolischer Verinderungen bei IDH-Mutation
sowie mogliche therapeutische Optionen
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4.6.4 Phosphoethanolamin & Phosphocholin

Die verminderte Konzentration von Phosphocholin (PC) und Phosphoethanolamin (PE)
bei IDH-Mutation deckt sich mit den Ergebnissen verschiedener Studien (Izquierdo-
Garcia et al. 2015b; Reitman et al. 2011; Viswanath et al. 2018a). Einschrankend muss
gesagt werden, dass unsere Arbeitsgruppe an einer groBeren Kohorte zwar eine
verminderte PC-Konzentration, jedoch keinen Unterschied bei Phosphoethanolamin
feststellen konnte (Trautwein et al. 2022). Gar keinen Unterschied im Phospholipid-
Metabolismus fanden dagegen Wenger et al. (2019) bei der in vivo-Untersuchung von

Gliomen mittels MRS.

PC und PE sind als Zwischenprodukte bei der Synthese von Phosphatidylcholin und
Phosphatidylethanolamin wichtig fiir den Aufbau von Zellmembranen und weisen bei
zahlreichen Tumoren eine erhohte Konzentration auf, die mit einer erhohten Expression
der Cholinkinase-o (CKA) und seltener auch der Ethanolaminkinase (EK) verbunden ist,
die Cholin und Ethanolamin zu PC und PE phosphorylieren (Viswanath et al. 2018a).
Viswanath et al. (2018a) konnten mittels 31°-MRS zeigen, dass 2-HG iiber eine
Stabilisierung von HIF1-a zu einer verminderten Expression der CKA und EK und
dariiber zur Verminderung von PC und PE bei IDH-mutierten Gliomen fithren. Dariiber
hinaus zeigten auch die Endprodukte Phosphatidylcholin  (PtdC) und
Phosphatidylethanolamin (PtdE) sowie die Enzyme zu deren Synthese, CCT und ECT
eine verminderte Konzentration, was iiber eine 2-HG vermittelte Induktion der
Autophagie des endoplasmatischen Retikulums zustande kommt (Viswanath et al.
2018b). Der Zusammenhang zwischen den Mechanismen der Reduktion von PE und PC
sowie PtdC und PtdE und deren Zusammenspiel ist bislang unklar, jedoch konnte die
reduzierte Biosynthese der Phospholipide zum langsameren Wachstum von IDHI-
mutierten Gliomen beitragen (Viswanath et al. 2018b). Eine Inhibition der Autophagie
iiber Chloroquin an einem Mausmodell fiihrte zur Normalisierung der Phospholipid-
Level und interessanterweise zu erh6hter Apoptose und vermindertem Tumorwachstum
(ebd). Somit scheint die verminderte Konzentration an Phospholipiden einen
Uberlebensvorteil fiir IDH-mutierte Gliome, im Gegensatz zu den meisten anderen
Tumoren, darzustellen. Eine weitere mogliche Erkldrung flir die verminderte
Konzentration von Phosphoethanolamin bei IDH 1-mutierten Tumoren kdnnte die erhohte

Expression der Ethanolamin-Phosphat Phospho-Lyase (ETNPPL) darstellen, welche zum
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Abbau von PE beitrigt und deren Expression nur in niedriggradigen Gliomen, nicht aber

in Glioblastomen gezeigt werden konnte (Leventoux et al. 2020).

Der Vorteil einer metabolischen Reprogrammierung und Reduzierung von PC und PE fiir
IDH-mutierte Gliome bleibt unklar. Die gezeigten Verdnderungen konnten als MRS-
Parameter zur Bestimmung des IHD-Status und als Monitoring-Parameter bei IDH-
Inhibition niitzlich sein, da es hierbei zu einer Zunahme von Phosphocholin kommt

(Molloy et al. 2019).

4.6.5 Alanin

Alanin ist eine proteinogene, nicht-essentielle Aminosdure (Wishart et al. 2022). Das
Schliisselenzym zur Synthese von Alanin ist die Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT
= Alanin-Aminotransferase / ALT), die die Ubertragung einer Aminogruppe von
Glutamat auf Pyruvat katalysiert, wobei neben Alanin auch a-KG entsteht (Smith et al.
2016). Eine verminderte Konzentration von Alanin in IDH-mutierten Gliomen gegeniiber
dem Wildtyp sowie eine Zunahme an Alanin mit hdherem WHO-Grad wird durch
zahlreiche Studien bestitigt (Bjorkblom et al. 2022; Gandia-Gonzalez et al. 2019; Bund
etal. 2019; Leather 2021; Erb et al. 2008; Trautwein et al. 2022). Auch im Liquor konnte
dies gezeigt werden (Ballester et al. 2018). Demgegeniiber stehen die Ergebnisse von
Ruiz-Rodado et al. (2020b) , die jedoch kein Gewebe von Patienten, sondern ein genetisch
verindertes Mausmodell mit IDHI-Uberexpression untersuchten. Eine erhdhte
Konzentration von Alanin ist zudem mit einem schlechteren Uberleben bei Gliomen

assoziiert (Gandia-Gonzalez et al. 2019; Bund et al. 2019).

Aminosduren sind in die Synthese von Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren involviert,
die Rolle von Alanin in Tumoren ist gegeniiber anderen nicht-essentiellen Aminosduren
jedoch bislang schlecht verstanden (Choi und Coloff 2019). Eine Inhibition der ALT fiihrt
bei Krebszellen durch hohere Laktatlevel und niedrigere Alaninproduktion zu einer
Ubersduerung der Zellen, wodurch als Schutzmechanismus konsekutiv weniger Glukose
aufgenommen wird, ein oxidativer Metabolismus gefordert und das Tumorwachstum
inhibiert wird (Beuster et al. 2011). Insofern konnte eine Verminderung des Alanins einen
Wechsel in Richtung eines oxidativen Metabolismus darstellen (Leather 2021). IDH-

mutierte Gliome zeigen, wie bereits weiter oben dargestellt, eine verminderte Aktivitit
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der Laktatdehydrogenase A und eine erhohte Aktivitdt der Laktatdehydrogenase B. Fiir
eine volle Aktivierung der Glykolyse ist jedoch das umgekehrte Verhidltnis der
Laktatdehydrogenasen nétig (Smith et al. 2016). Die Produktion von Pyruvat kann dann
als Stickstoffakzeptor fiir die Reaktion von aus der Glutaminolyse stammendem Glutamat
zu Alanin und a-KG tiber die mitochondriale GPT2/ALT2 dienen und somit der Warburg-
Effekt iiber die Anaplerose des Citratzyklus zur Tumorgenese beitragen (ebd.). Diese
Kopplung konnte bei IDH-mutierten Gliomen beeintrachtigt sein und zu einer

verminderten Konversion von Pyruvat zu Alanin flihren.

Interessanterweise zeigen IDH-mutierte Gliome jedoch eine erhohte Expression der
GPT2/ALT2 sowie der Glutamatdehydrogenase 1 (GLUDI1), die die Reaktion von
Glutamat zu a-KG unter Verbrauch von NAD+ katalysiert (Moreira Franco et al. 2021;
Cano-Galiano 2021). Dies erscheint nachvollziehbar, da {iber diese beiden Reaktionen
eine Auffiillung von a-KG fiir den Citratzyklus erfolgen kann. Da a-KG fiir die Synthese
von 2-HG genutzt wird und die Synthese aus Isocitrat durch die Mutation nicht mehr
funktioniert, wire dies eine logische metabolische Konsequenz. Auch die schon
beschriebene Verminderung an Glutamat bei IDH-Mutation konnte durch einen
Substratmangel fiir die ALT-Reaktion die Verminderung der Alanin-Spiegel bedingen.
Ein weiterer Ansatz zur Erkldrung eines verminderten Alanin-Spiegels stellt die mogliche
Stabilisierung von HIF1- a und damit des Transkriptionsfaktors HIF durch 2-HG dar, da
HIF niedrige Level an Alanin aufrechterhélt, wihrend ein Knockdown von HIF zu einem
Anstieg der Alanin-Konzentration fiihrt (Kappler et al. 2019). Die Abhingigkeit von der
Glutaminolyse kann zu einem erhéhten Anfall von Ammonium und Aktivierung von

HIF1 fiihren (ebd.).

Zusammenfassend lésst sich konstatieren, dass das Zusammenspiel von Glykolyse und
Citratzyklus bei IDH-mutierten Gliomen weiterer Untersuchungen bedarf, wobei die
Expression von Enzymen des Glutamin-Glutamat-Stoffwechsels und metabolische
Flussanalysen von Interesse wiren. Dies gilt auch fiir die Rolle des Transkriptionsfaktors
HIF1. Einen weiteren interessanten Forschungsansatz bietet die Rolle der Alanyl-tRNA-
Synthetase (AlaRs), einer Aminoacyl-tRNA-Synthetase, die im Zuge der Proteinsynthese
die Ligation von Alanin an dessen tRNA katalysiert. Wir konnten eine erh6hte Expression
dieser Synthetase bei IDH-mutierten Gliomen gegeniiber dem Wildtyp feststellen

(Trautwein et al. 2022). Dies widerspricht den Ergebnissen von Peace und Chidiebere
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(2020), die eine Uberexpression verschiedener Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, unter
anderem der AlaRs, bei Glioblastomen zeigen konnten, wobei eine Inhibition in vitro zum
Zelltod fiihrte. Auch der Mechanismus, iiber den Alanin bei Wildtyp-Gliomen zu
geringerem Uberleben fiihrt, ist bislang unklar. DeBerardinis et al. (2007) zeigten, dass
Glioblastom-Zellen ca. 90% der Glukose sowie 60% des Glutamins zu Laktat und Alanin
verstoffwechseln. Glioblastome konnten Alanin dann als Energiequelle fiir die

Produktion von Laktat und Acetyl-CoA iiber Pyruvat verwenden (Ijare et al. 2019).

4.6.6 Acetylcholin

Acetylcholin kann von neuronalen und nicht-neuronalen Zellen aus Cholin und Acetyl-
CoA synthetisiert werden und wirkt iiber nikotinerge und muskarinerge Rezeptoren mit
verschiedenen Subtypen, die ebenso auf nicht-neuronalen Zellen exprimiert werden
(Aronowitz et al. 2022). Die Uberexpression spezifischer Acetylcholinrezeptor-Subtypen
konnte als wichtiger Regulator von Angiogenese und Wachstumsfaktoren in Krebszellen
und in der Tumormikroumgebung etabliert werden (ebd.). Im Hinblick auf Gliome konnte
kiirzlich gezeigt werden, dass in Glioblastomen verschiedene Acetylcholinrezeptoren,
unter anderem nikotinerge Rezeptoren der Untereinheiten ol und 09 {iberexprimiert sind
(Thompson und Sontheimer 2019). Uber eine erhohte Aktivitit der Matrix-
Metalloprotease 9 durch Calciumeinstrom bei Aktivierung von Acetylcholinrezeptoren
wird die Invasivitit von Glioblastomen gefordert (ebd.). Wahrscheinlich konnen
Glioblastome auch Acetylcholin synthetisieren und so {iber autokrine Signalwege ihre
Invasivitit steigern (ebd.). Zudem erhoht Cholin als Vorldufer von Acetylcholin die
Proliferation von Glioblastomzellen in einer dosisabhéngigen Weise liber die Aktivierung
der a7- und a9-nAChR und daraus folgender Aktivierung des anti-apoptotischen AKT-
Signalwegs und des proliferationsfordernden ERK-Signalwegs, wobei nicht klar ist, ob
dieser Effekt durch Cholin oder Acetylcholin zustande kommt (Pucci et al. 2021). Neben
den nikotinergen Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass muskarinerge
Acetylcholinrezeptoren vom Subtyp M2 Apoptose und Zellzyklusarrest in Glioblastom-
Zelllinien induzieren (Huang et al. 2022).

Die erhohte Konzentration an Acetylcholin in der Wildtyp-Gruppe, die hauptsidchlich aus
Glioblastomen besteht, konnte durch Unterschiede in der Expression von
Acetylcholinrezeptoren und der Mdglichkeit verschiedener Gliome selbst Acetylcholin

zu synthetisieren, zustande kommen. Unsere Arbeitsgruppe konnte diesen Unterschied

80



bei einer groferen Kohorte reproduzieren, wobei auch hier die Wildtyp-Gruppe
iiberwiegend aus Glioblastomen bestand (Trautwein et al. 2022). Inwieweit der IDH-
Status hier eine Rolle spielt oder ob dieser Effekt unabhidngig hiervon ist, ist bislang nicht
erforscht. Die Beeinflussung von Acetylcholinrezeptoren stellt ein vielversprechendes
Ziel fiir innovative Tumortherapien dar und zeigte in verschiedenen in vitro-Studien an
Glioblastom-Zelllinien positive Effekte (Huang et al. 2022). Weitere Forschung hierzu
konnte die Expression und Wirkung von Acetylcholinrezeptoren bei IDH-mutierten
Gliomen im Vergleich zum Wildtyp sowie die Rolle der IDH-Mutation fiir etwaige

Unterschiede dieser Gruppen in den Fokus nehmen.

4.6.7 Aminoadipinsiure

Eine verminderte Konzentration von Aminoadipinsdure bei IDH-Mutation wird bestatigt

durch die Ergebnisse von Bjorkblom et al. (2022) und Gorynska et al. (2022).

Aminoadipinsdure, auch bekannt als 2-Aminoadipat, ist ein Intermedidrprodukt beim
Abbau der Aminosédure Lysin (Bjorkblom et al. 2022) und in Gehirn und Liquor nur in
sehr geringen Mengen vorhanden (Jung et al. 2013). Der Abbau von Lysin trdgt zur
Fettsduresynthese bei und verlduft im erwachsenen Gehirn iiber den Pipecolinsdure-Weg,
wobei als Zwischenprodukt Aminoadipinsdure entsteht (Rosi et al. 2015). Rosi et al.
(2015) konnten in einer Gruppe von GSCs eine Akkumulation von Aminoadipinséure
zeigen, die jedoch aus dem Abbau von Lysin {iber Saccharopin stammt, was den iiblichen
Abbauweg im fetalen Gehirn darstellt. Beide Stoffwechselwege fiihren zur Produktion
von Alpha-Aminoadipinsemialdehyd (a-AASA), welches durch das Enzym Aldehyd-
Dehydrogenase 7A1 (ALDH7A1, auch Antiquitin) zu Aminoadipinsidure umgesetzt wird,
wobei NAD als Kofaktor benétigt wird (ebd.). Die verdnderte Konzentration zwischen
den Gruppen konnte durch verschiedene Faktoren bedingt sein. Eine verminderte NAD-
Konzentration bei IDH-mutierten Zellen wie bereits weiter oben beschrieben (Tateishi et
al 2015) konnte die Aktivitit der ALDH7AT1 einschrinken und zu einer verminderten
Konzentration von Aminoadipinsdure beitragen. Der Lysin-Abbau iiber Saccharopin
verlauft zudem iiber Enzyme, die eine starke Substratspezifitit fiir a-Ketoglutarat und
NADPH zeigen (Rosi et al. 2015). Die neomorphe Enzymaktivitdt durch die IDHI1-
Mutation mit Verbrauch von a-KG und NADPH konnte deshalb zu Verédnderungen im
Lysinabbau fiihren. Zudem konnten TCGA-Analysen eine erhohte Expression von

ALDH7A1 bei IDH-Wildtyp gegeniiber IDH-Mutation zeigen, was ebenso zu den
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gezeigten Verdnderungen passen wiirde (Wang et al. 2021). Auch der weitere Abbau von
Aminoadipinsdure zu 2-Oxoadipat {iber das Enzym 2-Aminoadipat-Transaminase (2-
AAT) benétigt a-KG als Kofaktor und konnte bei IDH-Mutation durch verminderte
Konzentration von a-KG oder durch die strukturelle Ahnlichkeit von 2-HG mit a-KG eine
verdnderte Aktivitdt zeigen, wobei dies aber eher eine erhohte Konzentration von

Aminoadipinsédure bei IDH-Mutation bedingen wiirde (Walsby-Tickle et al. 2020).

Walsby-Tickle et al. (2020) konnten in diesem Zusammenhang eine verminderte
Konzentration von 2-Oxoadipat an Glioblastomzellen mit Uberexpression von IDHI
R132H zeigen. Die Aldehyd-Dehydrogenasen stellen Biomarker von Krebs-Stammzellen
(CSCs) und kénnen zur Chemoresistenz von Tumoren beitragen (Luo et al. 2015, S. 693).
Eine Uberexpression der ALDH7A1 ist in verschiedenen Tumoren beschrieben, jedoch
bleibt deren genaue Rolle bislang noch unklar (Lu et al. 2022), eine Rolle bei Gliomen

ist bislang nicht beschrieben.

Eine erhohte Sekretion von Aminoadipinsdure kann zudem auf eine verdnderte,
supprimierte Expression des Transkriptionsfaktors KLF-4 hinweisen, die zur Triggerung
des Warburg-Effekts und vermehrter Fettsduresynthese fiihrt (Bellance et al. 2012). Eine
verminderte KLF-4-Expression konnte z.B. in Prostatakarzinomen gefunden werden und
stellte einen unabhéngigen Marker fiir das Rezidivrisiko dar (Jung et al. 2013). In der
untersuchten Kohorte von Rosi et al. (2015) korrelierte eine erhohte Signalintensitét von

Aminoadipinsdure mit der Tumor-Aggressivitit und dem Gesamtiiberleben.

Weitere Studien zur Verdnderung des Lysin-Abbaus bei Gliomen und dessen
Auswirkungen konnten interessante neue Aspekte erbringen. Untersuchungen zur Rolle
der ALDH7A1 sowie zur Expression von KLF-4 in Gliomen mit Stratifizierung nach

IDH-Status konnten dabei zu einem genaueren Verstiandnis beitragen.
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Abbildung 33: Aminoadipinsiure-Biosynthese und Modell méglicher Verinderungen durch IDH-
Mutation
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5  Zusammenfassung

Die Entdeckung der IDHI1-Mutation und weiterer molekularer Marker hat zu neuen
diagnostischen Kriterien gefiihrt. Die metabolische Funktion der IDH1-Mutation und die
Entdeckung des Onkometaboliten 2-HG bei IDH-mutierten Gliomen hat zudem die
Bedeutung metabolischer Verdnderungen und deren mogliche diagnostische und
therapeutische Implikationen durch Darstellung dieser Verdnderungen in der MRS und
den FEinsatz neuer Inhibitoren von IDHI, z.B. Ivosidenib, aufgezeigt. Da die
Isocitratdehydrogenase an einer zentralen Stelle des Metabolismus angesiedelt ist, sind
neben der Produktion von 2-HG zahlreiche weitere Verdnderungen des Metabolismus
IDHI1-mutierter Gliome denkbar, die in dieser Arbeit durch vergleichende Analyse von

Gliomen mit WHO-Grad 2-4 und mit oder ohne IDH1-Mutation untersucht wurden.

Dabei konnten interessante neue Erkenntnisse entdeckt werden, die beispielsweise zu
neuen Hypothesen fiir die Grundlagenforschung und translationale Forschung fiihren
konnen. Einige der metabolischen Verdnderungen, wie z.B. die erhohte Konzentration
von Myoinositol, Glycerophosphocholin und Cystathionin sowie die verminderte
Konzentration von Alanin, Phosphoethanolamin und Phosphocholin bei IDH1-Mutation
sind schon durch mehrere Untersuchungen anderer Autoren, sowohl an Zelllinien als auch
an klinischen Samples, beschrieben worden und reproduzieren diese Ergebnisse in
unserer Kohorte. Die erhohte Konzentration von Cystathionin weist auf Verdnderungen
im Weg der Transsulfurierung, die zur Biosynthese von Cystein und damit GSH als
Antioxidans beitragen kann. IDHI-mutierte Gliome zeigen demnach durch die
Veranderungen im Redoxhaushalt eine erhohte Anfalligkeit gegeniiber oxidativem Stress
und reaktiven oxygenen Spezies (ROS). Die Verfiigbarkeit von exogenem Cystein
scheint hierbei ein kritischer Faktor zu sein und kann als metabolische Schwachstelle
IDHI1-mutierter Gliome einen moglichen therapeutischen Angriffspunkt darstellen. Zur
erhohten Konzentration von Glycerophosphocholin kénnte eine erhohte Konzentration
des Enzyms LYPLAT beitragen, was bislang noch nicht beschrieben wurde. Dies konnte
therapeutisch durch Enzyminhibition ausgenutzt werden, z.B. iiber das bei Adipositas

eingesetzte Medikament Orlistat ®, das zu den LYPLA-Inhibitoren zéhlt.

Bei anderen Metaboliten gibt es nur einzelne weitere Studien, die zu &hnlichen

Ergebnissen gekommen sind, die jedoch teilweise einen Vergleich der WHO-Grade bzw.
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histologischer Gruppen durchgefiihrt haben. Dies trifft zum Beispiel fiir die verminderte
Konzentration von Hypotaurin bei IDHI1-Mutation zu. Hypotaurin wird mit einem
malignen Phénotyp bei Glioblastomen verbunden, der iiber die Cysteamin-Dioxygenase
ADO zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«xB und des chemotaktischen
Zytokins CCL-20 fiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die
unterschiedlichen Konzentrationen nicht durch histologische Subgruppen, sondern den
Einfluss der IDH1-Mutation erklarbar sein konnten. Dariiber hinaus konnten bislang
unbekannte Verdnderungen von Kreatin (erhohte Konzentration bei IDH1-Mutation) und

Sarkosin (verminderte Konzentration bei IDH1-Mutation) festgestellt werden.

Besonders interessant ist auch die bislang nicht beschriebene Verdnderung von
Nicotinurat, welches eine erhohte Konzentration bei IDHI1-Mutation zeigte und auf
Verdnderungen im NAD-Haushalt hinweisen konnte. Eine erhohte Anfélligkeit IDH1-
mutierter Gliome gegeniiber einer Depletion an NAD konnte eine wichtige metabolische
Schwachstelle darstellen und kann {iber verschiedene Wege, wie z.B. NAMPT-Inhibition,
PARG-Inhibition und den Einsatz von STACs angegriffen werden.

Auch die bislang nur in einer weiteren Studie beschriebene verminderte Konzentration
von Asparagin und eine Anfalligkeit gegeniiber einer Depletion dieses Metaboliten bei
IDHI-mutierten Gliomen konnte ein interessantes therapeutisches Ziel darstellen. Die
Therapie mit bakteriellen Asparaginasen ist bei der ALL seit langem etabliert und konnte
hier zum Einsatz kommen. Zudem steht mit 6-Diazo-5-oxo-L-Norleucin (L-DON) eine
Aminosdure zur Verfiigung, die das zentrale Enzym der Asparaginsynthese, die ASNS,
inhibieren kann. Dabei konnte eine Kombination aus Asparagin-Depletion und Inhibition
des Glutamin-Katabolismus durch Glutaminaseinhibition erfolgversprechend sein, um
die besondere Abhingigkeit IDHI-mutierter Gliome von Glutamin, welches sowohl zur

Synthese von Glutamat als auch 2-HG beitragt, auszunutzen.

Zudem konnte die verminderte Konzentration von Aminoadipinsdure bei IDHI-
Mutation, die von zwei kiirzlich erschienenen Studien bestétigt wird, durch
Verdanderungen der Enzymfamilie der Aldohydrogenasen bedingt sein. Eine
tumorsupportive oder tumorhemmende Wirkung dieser Enzyme ist umstritten.
Verdnderungen der Expression der ALDH7A1 zwischen den IDH-Gruppen stellen einen

interessanten Ansatz fiir weitere Forschungen zur Rolle dieses Enzyms bei Gliomen dar.
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Die gezeigten Verdnderungen einiger Metaboliten konnten zudem zur prachirurgischen
Diagnostik und Unterscheidung IDH-mutierter Gliome von Wildtyp-Gliomen mittels in
vivo MRS beitragen, wobei hier vor allem Myoinositol, Cystathionin, die Phospholipide
Glycerophosphocholin, Phosphoethanolamin und Phosphocholin interessant erscheinen.
Inwieweit die gezeigte Verdnderung von Kreatin als Referenzmetabolit dieser Technik

eine Rolle spielt, ist bislang unklar.

Die metabolische Untersuchung im Tumorgewebe kann zu neuen Einblicken in die
Tumorbiologie und weiteren Hypothesen fiir translationale Forschung beitragen. Die

Relevanz der Erkenntnisse muss in kiinftigen Studien weiter evaluiert werden.
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