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Resume

Introduktion: Histologisk klassifikation af hjernetumorer, herunder
gliomer, kan veere sveer, og genetiske eéendringer far stigende be-
tydning for klassifikation og behandling. Oligodendrogliomer er
ofte forbundet med tab af heterozygositet af den korte arm af
kromosom 1 (LOH 1p) og af den lange arm af kromosom 19 (LOH
19q), hvilket har betydning for behandlingsvalg og prognose.
Formalet med studiet var at undersgge forekomsten af kombineret
tab af 1p og 19q (LOH 1p/19q) i gliomer.

Materiale og metoder: Ti oligodendrogliomer (fem WHO-grad Il og
fem WHO-grad I11), ti blandede gliomer (fem WHO-grad Il og fem
WHO-grad I11), ti astrocytomer (fem WHO-grad Il og fem WHO-
grad 1) og 11 glioblastomer (WHO-grad 1V) blev undersggt.
Hippocampusvaev fra personer uden kendt sygdom blev brugt som
kontrol. Formalinfikseret paraffinindstgbt vaev blev undersggt med
fluoroscens in situ-hybridisering med fluorokrom maerkede dob-
beltstrengede DNA-prober for henholdsvis 1p og 19q.

Resultater: Der blev pavist signifikant LOH 1p/19q i oligodendro-
gliomer end i gvrige gliomer og kontrolmateriale. | astrocytomer
fandtes selektivt tab af 19q. | glioblastomer ss isoleret tab af 1p,
men ogsa polyploidi.

Konklusion: Undersggelsens resultater bekreefter forgget fore-
komst af LOH 1p/19q i oligodendrogliomer. Resultaterne af andre
undersggelser viser store variationer i LOH 1p/19q. Dette kan
skyldes inter- og intraobservatgrvariabilitet i den histologiske klas-
sificering. En anden faktor kan veere metodeforskelle. De fleste
undersggelser er lavet pa imprint. Der savnes en standard for de
benyttede metoder, herunder antallet af celler, som bgr under-
sgges, og hvor stor den tilfeeldige variation ma vaere.

Gliomer udger ca. 50% af de primere intrakraniale tumorer og
klassificeres histologisk ifolge WHO’s kriterier i grad I-IV
gliomer. Jo hojere WHO-grad, jo mere malign og des kortere
overlevelsestid [1]. Den nuverende behandling af gliomer
bestdr overvejende i resektion og strilebehandling. Stralebe-
handling er neurotoksisk hos langtidsoverlevende patienter,
hvilket er et argument for at undlade stralebehandling hos
patienter med lavgradsgliomer [2]. To tredjedele af oligoden-
drogliomerne er felsomme for kemoterapeutisk behandling
med procarbazine, lomustine (CCNU) og vincristine (PCV-
regimenet) [3], men der er ingen sikker histologisk, immun-
histokemisk eller klinisk metode, der kan anvendes, nir man
onsker at skelne mellem kemoterapifelsomme og kemotera-
piresistente tumorer.

Flere genetiske zndringer er pavist i gliomer, og stor inte-
resse har samlet sig om LOH 1p, LOH 19g, LOH 17p, LOH
10q og 7p53-mutationer [4-8]. I oligodendrogliomer er LOH
1p forbundet med favorabel respons pa kemoterapi, og kom-
bineret LOH 1p/19q er korreleret med lzengere overlevelse [3,
4,9-12]. I glioblastomer er LOH 1p/19q pévist at korrelere
med leengere overlevelse hos en lille gruppe patienter, mulig-
vis pa grund af oligodendrogliakomponenten [13]. Det er
uvist, om samme forhold ger sig geldende i oligoastrocyto-
mer og i astrocytomer.

Oligodendrogliomer viser typisk tab af hele armen pa
béade 1p og 19q, mens astrocytomer har en tendens til inter-
stitielle deletioner, dvs. deletioner, der er mindre og ikke nod-
vendigvis indbefatter hele den telomere ende af kromosom-
armen [5, 14-16]. Ved tab af hele den kromosomale arm og
dermed ogsé den telomere ende, er det muligt at pavise tabet
med kommercielt fremstillede telomere dobbeltstrengede
DNA-prober.

For at vurdere forekomsten af LOH 1p/19q i gliomer med
henblik pa bedre klassifikation og behandlingsvalg blev
oligodendrogliomer, oligoastrogliomer, astrocytomer og glio-
blastomer undersogt for LOH 1p/19q med fluorescens in situ-
hybridisering (FISH) pa formalinfikseret paraffinindstebt
tumorvaev med fluorokrommerkede dobbeltstrengede DNA-
prober rettet mod henholdsvis 1p og 19q.

Materiale og metoder

Formalinfikseret paraffinindstebt tumorvzv fra histologisk
veldefinerede gliomer, undersegt pd Neuropatologisk Labo-
ratorium, Rigshospitalet, i perioden 1997-2002, blev anvendt,
og diagnoserne blev uathangigt konfirmeret af to af forfat-
terne. Der blev inkluderet fem oligodendrogliomer, WHO-
grad II (OII), fem anaplastiske oligodendrogliomer (AOIII),
fem blandede oligoastrocytomer (OAII), fem anaplastiske
blandede oligo-astrocytomer, WHO- grad III (AOAIII), fem
astrocytomer WHO-grad II (AIl), fem anaplastiske astrocyto-
mer, WHO-grad III (AAIII) og 11 glioblastomer, WHO- grad
IV (GBMIV). Hippocampus fra fem raske hjerner blev benyt-
tet som kontrolmateriale, idet celletzethed og kernestorrelse i
fascia dentata i nogen grad kan sammenlignes med forhol-
dene i tumorvev.

Hybridisering

Fire my tykke paraffinsnit blev skdret og farvet med hemato-
xylin- eosin, Kliiver- Barrera og immunhistokemisk for GFA,
CD57, Mib-1, MAP-2 med henblik pa konfirmering af den
histologiske diagnose i overensstemmelse med WHO’s klas-
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sifikation [1]. Til FISH blev der skdret to my tykke snit. Til
pavisning af LOH blev der benyttet kommercielt fremstillet
telomerprober fra Vysis (1p:*40218; 19q:#38967). Proberne er
dobbeltstrengede DNA- prober, hvor 1p-proben er merket
med spektrum green og 19q proben med spektrum orange.
Veavet blev forbehandlet med paraffin pretreatment kit II fra
Vysis (#40724).

Proceduren var som folger:

- Afparaffinering: opvarmning til 56°C i 16 timer. Afparaf-
finering i xylen efterfulgt af ethanol 99% x 2.

- Forbehandling: 0,2 N HCL i 20 minutter, wash-buffer
(*39791) i tre minutter, pretreatment-oplosning (*39788)
80°C i 30 minutter. Wash-buffer i fem minutter X 2.

- Proteasebehandling: protease (*39790) ved 37°C i 20
minutter. Wash-buffer i fem minutter X 2. Snittene de-
hydreredes i stigende koncentrationer af ethanol.

- Hybridisering: probemix blandedes som angivet af Vysis.
Hybridiseringsbuffer (*38327). Vevets og probens DNA
denatureredes simultant ved 85°C i tre minutter. Herefter
foregik hybridiseringen ved 37°C i 16 timer i en HYBrite
(Vysis).

- Posthybridiseringsvask: Overskydende probe blev fjernet
med posthybridiseringsvaskebuffer (2X SSC/0,3% NP-40)
ved stuetemperatur maksimum fem minutter efterfulgt af
en vask ved 72°C i 2-5 minutter. Snittene lufttorredes.

- Visualisering: Alle cellerne i vaevssnittene blev kernefarvet
med DAPI II (4,6- diamidino-2- phenylindol).

- Trin 4 il 6 blev foretaget i »merke«, og snittene blev mi-
kroskoperet samme dag.

Celletelling
FISH-analyserne blev foretaget pa et Leica fluorescensmikro-
skop (Leica DMRXA) udstyret med et filter for spektrum
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green, et for spektrum orange og et kombinationsfilter for
begge. Herudover var der et filter for DAPI II. Fra 150 til 250
ikkeoverlappende hybridiserede tumorkerner blev klassifice-
ret i hver enkelt tumor. Kerner, der var tomme med edelagte
eller uklare cellegreenser, blev ekskluderet. Cellekernerne blev
allokeret til ni kategorier efter kombinationen af prober:

to orange og to gronne (202G), to orange og en gren (201G),
to orange (20), en orange (10), en orange og en gron (101G),
en gron (1G), to gronne (2G), to grenne og en orange (2G10)
og andet. Kategorien andet deekker over celler, der indeholdt
tre eller flere prober af samme farve.

Statistik

Fordelingen af cellekernerne i de forskellige tumorgrupper
blev sammenlignet ved nonparametrisk variansanalyse (Krus-
kal- Wallis test). Af hensyn til den statistiske sikkerhed blev
oligodendrogliale tumorer behandlet under et, blandede glio-
mer under et, astrogliale tumorer under et og glioblastomer
under et. I de grupper, der signifikant afveg fra hinanden med
Kruskal- Wallis test, blev der supplerende foretaget sammen-
ligning mellem kontrolvavet og de enkelte tumorgrupper
med Mann- Whitneys nonparametriske rang-sum- test.

5% blev valgt som signifikansniveau.

Resultater

Ved Kruskal- Wallis test var der signifikant forskel i grupperne
202G (p=0,012), 20 (p=0,022), 101G (p=0,011), 1G (p=0,030),
2G (p=0,009) og 2G10 (p=0,013) (Tabel 1).

Ved Mann- Whitneys test (Tabel 2) havde de oligodendro-
gliale tumorer signifikant ferre celler med 202G (p=0,001) og
2G 10 (p=0,005) og signifikant flere celler med 10 (p=0,008),
101G (p=0,013), 1G (p=0,001) end kontrolgruppen. Bide de
astrogliale tumorer (p=0,028) og de blandede oligoastrogliale
tumorer (p=0,008) havde signifikant feerre celler med 2G10

Tabel 1. Den procentvise fordeling af cellernes reaktion for 1p- og 19qg-prober undersggt ved fluorescerende in situ-hybridisering. 1p-proberne fremstar grenne i
fluorescensmikroskopet, og 19g-proberne fremstar orange. Gruppen 202G indeholder séledes to eksemplarer af proben for 1p og to eksemplarer af proben for 19q.
De efterfalgende grupper indeholder feerre end to orange og to grenne prober. Gruppen andet indeholder flere end to orange eller to grenne prober, hvilket tages

som udtryk for polyploidi. Kontrolmaterialet bestar af vaev fra normal hippocampus. O II-111 er oligodendrogliomer, OA 11-111 er blandede oligoastrocytomer, gruppen
A ll-111 er astrocytomer, og gruppen GBM 1V er glioblastomer. Tallene er angivet som medianveerdien og spaendvidde. Der er benyttet Kruskal-Wallis nonparametriske
variansanalyse. Statistisk signifikans: p<0,05.
1p19q 202G 201G 20 10 101G 16 2G 2G10 Andet
Kontrol 37,4 13,4 2,3 31 15 4,1 4,6 22,1 1,5
29,5-39 8,8-15,8 1,6-8,8 1,5-4 11,5-17,5 2,7-7,9 1,1-6,3 14,8-25 0-2,3
O II-11 16,3 9,9 2,2 10,4 26,5 12,1 4,8 8,8 0,5
0-29,9 1,9-20,9 0-10,1 1,9-17,3 15-66,7 5,3-25,8 1-8,2 0,6-18,4 0-7,3
OA II-11I 30,7 12,4 2,0 3,7 19,4 7,5 21 12,3 1,5
0-46,1 1,3-23,4 0-86 0-31,7 9-65,8 2,4-20 0-3,8 3,4-21,8 0-21,4
All-IN 28,5 11,8 5,3 6,0 12,4 5,2 6,1 12,9 2,1
5,8-46,4 5,2-17,2 0-13,9 2-12,3 5,3-45,2 1,3-23,2 2,6-7,2 5,8-21,3 0-30,7
GBM IV 28,3 14,8 4,9 4,3 13,3 6,4 54 14,6 4,5
10,7-43,5 6,7-26,9 2,1-9,3 2,3-8,3 7,4-31,5 2,8-10,1 2-10,5 5,5-23,8 0-13,6
p-veerdi 0,012 0,527 0,022 0,056 0,011 0,030 0,009 0,013 0,09
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Tabel 2. Tabellen viser p-vardien for parvis sammenligning mellem de enkelte tumorgrupper og kontrolmaterialet. | de markegra felter blev der pavist feerre celler
i tumorgrupperne end i kontrolmaterialet. | de lysegra felter fandtes der flere celler i tumorgrupperne end i kontrolmaterialet. Kontrolmaterialet bestér af veev fra

normal hippocampus. O 11111 er oligodendrogliomer, OA II-11I er blandede oligoastrocytomer, gruppen A II-111 er astrocytomer, og gruppen GBM 1V er glioblastomer.
Der er benyttet Mann-Whitneys rang-sum-test. Statistisk signifikans: p<0,05.

1p19q 202G 201G 20 10 101G 1G 2G 2G10 Andet
O lI-1n 0,513 0,679 0,008 0,013 0,001 0,594 0,679
OA 1I-11 0,513 0,513 0,371 0,165 0,254 0,594 0,165 0,371
All-111 0,254 0,768 0,371 0,594 0,859 0,206 0,129 0,859
GBM IV 0,441 0,090 0,038 1,00 0,180 0,583 0,027

end kontrolgruppen. Glioblastomerne (GBM IV) havde signi-
fikant ferre celler med 202G (p=0,038) og 2G10 (p=0,052);
og de havde signifikant flere celler med 10 (p=0,038) og i
kategorien andet (p=0,027) end kontrolgruppen.

Diskussion

Metoden

Formalet med arbejdet var at undersoge 1p/19q-tab i gliale
tumorer ved FISH-teknik i paraffinsnit, s& tumorens histolo-
giske og cytologiske struktur var bevaret efter hybridisering.
Onsket var at vurdere den kromosomale status i forskellige
omrader af vaeevet og samtidig sikre, at det var tumorvaev, der
blev vurderet. Der blev endvidere benyttet telomere prober
for 1p og 19q pa det samme vaevssnit. Formalet med at bruge
to telomere prober pd samme snit var at vurdere, om tabet var
kombineret i de enkelte celler.

Ulempen ved at arbejde med hele paraffinsnit er, at skee-
ring af veevet medforer, at en del af kernerne skares igennem,
og en del celler som mangler den ene eller den anden probe
kan have veret udsat for et metodebetinget tab. Man kan al-
ternativt benytte cellesuspensioner med oprensede celler,
men herved odelegges vaevets arkitektur. Ydermere er probe-
bindingen reversibel, sa der altid vil veere et vist antal celler
uden bunden probe, selv om kromosomarmen er til stede.

I vores kontrolmateriale, som var normalt vaev fra hippo-
campus, manglede mere end 60% af cellerne som minimum en
af proberne. Trods dette kunne der pavises en signifikant for-
skel mellem kontrolmaterialet og tumorgrupperne.

Tumorerne

Oligodendrogliomer

I oligodendrogliomerne var der feerre celler i grupperne 202G
0g 2G10 og flere cellerne i grupperne 10, 101G og 1G. Sam-
menfattende ma resultaterne betyde tab af bdde 1p og 19q, og
ien stor del af cellerne er dette tab kombineret. Disse fund er i
overensstemmelse med fundene i andre undersogelser, hvor
det er vist, at oligodendrogliomer er associeret med 1p/19g-
tab [1, 6,7, 17, 18]. Man har i undersogelser pavist, at 50-80% af
oligodendrogliomerne er associerede med tab af 19q, og i 40-
92% af tumorerne er der fundet tab af 1p [1, 6]. Neasten alle tu-
morer, der har tab af 1p, har ogs tab af 19q [1, 6].

Hos patienter, hvis oligodendrogliomer har 1p/19g-tab, er
der fundet en gennemsnitsoverlevelse pa ca. ti &r, mens pa-
tienter uden 1p/19g-tab havde en gennemsnitsoverlevelse pa
omkring to ar [17]. Betydningen for overlevelsen af det kom-
binerede 1p/19g-tab er uatheengigt af WHO- tumorgraden
[6].

Astrocytomer
For astrocytomerne fandtes et lavere antal celler i gruppen
2G10, hvilket ma fortolkes som et tab 19q. Derimod var der
ingen forandringer i grupperne for den korte arm 1p.
Astrocytomer er karakteriseret ved et kontinuum af gene-
tiske endringer [1, 19, 20]. Blandt andet ses tab af 10q hos 60%
og tab af 19q hos 40% af patienterne [1, 19, 20]. Det sidste er
i overensstemmelse med vores fund. Progressionen til glio-
blastom tager gennemsnitligt syv ar, men hvis tumoren har en
oligodendroglial komponent kan progressionstiden vere
leengere [1]. I vores undersogelse var der imidlertid ikke stati-
stisk holdepunkt for tab af 1p i de tumorer, som histologisk
var klassificeret som astrocytomer.

Blandede oligoastrocytomer

I de blandede gliomer fandt vi samme forhold som i astrocy-
tomgruppen, dvs. tab af 19q og ingen @ndringer i 1p. I littera-
turen er der beskrevet forandringer i 1p og 19q i 30-50% af de
blandede oligoastrocytomer [6]. 30% af tumorerne havde ge-
netiske @ndringer, der var forenelige med astrocyter oprin-
delse, dvs. Tp53-mutation og 17p-tab [1, 20]. Tab af 1p/19q er
beskrevet bade i den oligodendrogliale og i den astrocytaere
komponent, hvilket peger mod at oligoastrocytomer er klo-
nale tumorer, der stammer fra en enkelt celletype [7, 8].

Glioblastomer

I glioblastomerne var der ferre celler i 202G- og 2G10-grup-
perne og flere celler i 10-gruppen, hvilket indicerer tab af 1p.
Samtidig fandtes der flere celler i gruppen andet, som inde-
holdt celler med mere end to kopier af hver probe. Oget
anaplasigrad er karakteriseret ved bizarre mitoser og mange-
kernede celler, og forandringerne ma derfor antages at skyl-
des polyploidi i tumorcellerne. Glioblastomer er enten pri-
mere, det vil sige opstet de novo, eller sekundzre som folge
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af dedifferentiering af astrocytomer. De to former er kende-

tegnet ved forskellige genetiske zendringer [1]. I primzre glio-

blastomer findes bl.a. amplifikation af EGF-receptoren og af
MDM?2. 1 sekundzere glioblastomer ses 7p53-mutationer og
overekspression af PDGF-A. Sekundzere glioblastomer har
ligesom astrocytomer tab af 19q, mens dette ikke ses i de
novo-glioblastomer [1]. I denne undersogelse har vi ikke
skelnet mellem primere og sekundzre glioblastomer.

Som nzvnt har glioblastomerne et signifikant foreget antal
celler med 10, og dermed tab af 1p. Det ville veere interessant
at holde dette fund op mod patienternes overlevelsestid for at

se, om 1p-tab har samme prognostiske betydning for patien-
ter med glioblastomer som for patienter med oligodendro-
gliomer.

Konklusion

Vi har pavist, at man med kommercielle telomere prober og
FISH kan visualisere kromosomale zndringer af 1p og 19q i
paraffinsnit fra gliale tumorer. Vi har i lighed med andre pa-
vist LOH 1p/19q i oligodendrogliale, tab af 19q i astrocyto-

mer og tab af 1p i glioblastomer. I andre undersogelser er der

vist mere favorable sygdomsforleb og behandlingseffekt af

kemoterapi hos patienter med oligodendrogliomer med LOH

1p/19q, men sidanne data mangler for f.eks. glioblastomer.

Vores undersogelse abner for en prospektiv undersogelse, der
involverer kliniske aspekter, sisom tumorens lokalisation, re-
spons pa kemoterapi og anden behandling samt postoperativ

overlevelse, s sammenhzng mellem klinik og genetik kan
belyses.

Gennemgangen af litteraturen har vist, at sammenligning
med og fortolkning af andres resultater er vanskelig, da de
benyttede metoder varierer meget, og iseer da der meget

sjeldent foreligger specifikke informationer for de analytiske/

diagnostiske kriterier. Standardisering af metoderne og her-
under validering med andre molekylarbiologiske teknikker
er nedvendig, for undersogelserne kan implementeres i ruti-
nemzssig diagnostik og postoperative behandlingsstrategi.
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