4.7 Nowotwory ośrodkowego układu nerwowego - glejaki
Epidemiologia, etiologia
· Guzy mózgu są grupą nowotworów stanowiącą 2% zachorowań na nowotwory złośliwe w Polsce.
· Nowotwory mózgu stanowią 3% zgonów nowotworowych dorosłych w Polsce u obu płci.
· Mogą to być nowotwory pierwotne lub przerzutowe (wtórne).
· Według raportu CBTRUS około 30.2% wszystkich guzów mózgu to guzy złośliwe, a 69.8% niezłośliwe, co sprawia, że guzy niezłośliwe są ponad dwukrotnie częstsze niż guzy złośliwe.
· Najczęstszymi pierwotnymi niezłośliwymi nowotworami mózgu są oponiaki i stanowią 37.6% wszystkich guzów oraz 53.3% guzów niezłośliwych. 
· Glejaki są najczęstszymi złośliwymi nowotworami OUN. Odpowiadają za około 80% wszystkich złośliwych guzów OUN i zdecydowaną większość zgonów spowodowanych pierwotnymi guzami mózgu.
· Częstość występowania glejaków u dorosłych waha się od 1.9 do 9.6 na 100 000 w zależności od wieku, płci, pochodzenia etnicznego i położenia geograficznego.

Badane biomarkery
Piąta edycja Klasyfikacji Nowotworów Ośrodkowego Układu Nerwowego WHO (WHO CNS5) zawiera liczne zmiany molekularne o znaczeniu kliniczno-patologicznym, które są istotne dla najdokładniejszej klasyfikacji nowotworów OUN.
· W tym systemie klasyfikacji podstawowe markery genetyczne dla rozlanych glejaków to mutacja genu IDH1/2, kodelecja ramion chromosomalnych 1p i 19q, mutacja histonu H3, stan metylacji promotora MGMT, homozygotyczna delecja CDKN2A, amplifikacja  EGFR, jednoczesne nabycie chromosomu 7 i utrata chromosomu 10 (7+/10–) i mutacja promotora genu TERT.
· Mutacje genów IDH w glejakach zlokalizowane są w 2 kluczowych kodonach: 132 w genie IDH1 oraz 172 w genie IDH2. Mutacja IDH1 p.R132H (c.395G>A, ekson 4 kodon 132) jest zdecydowanie najczęstszą zmianą w genach IDH (>80%). Mutacje IDH odgrywają kluczową rolę w klasyfikacji glejaków. Zwłaszcza w glejakach rozlanych u dorosłych, gdzie wszystkie typy wymagają oceny IDH:  skąpodrzewiak (oligodendroglioma, IDH-mutant), gwiaździak (astrocytoma, IDH-mutant) glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wild type). Należy mieć na uwadze, że dostępny test IHC daje możliwość detekcji tylko 1 wariantu mutacji p.R132H. W rzeczywistości możliwych mutacji jest znacznie więcej i powinny być preferowane techniki molekularne dające możliwość wykrycia pełnego spektrum mutacji (szczególnie w przypadkach IHC-negatywnych i niejednoznacznych).

Tebela. 4.7.1. Warianty patogenne genów IDH1 i IDH2 zarejesrtowane w bazie COSMIC.
	Gen / kodon
	zmiana DNA
	zmiana aminokwasowa
	Nr w bazie COSMIC

	IDH1 kodon 132
	c.394C>A
	p.R132S
	COSM28748

	IDH1 kodon 132
	c.394C>G
	p.R132G
	COSM28749

	IDH1 kodon 132
	c.394C>T
	p.R132C
	COSM28747

	IDH1 kodon 132
	c.394_395delinsAT
	p.R132I
	COSM6942014

	IDH1 kodon 132
	c.394_395delinsGT
	p.R132V
	COSM28751

	IDH1 kodon 132
	c.394_395delinsTC
	p.R132S
	COSM1169216

	IDH1 kodon 132
	c.395G>A
	p.R132H
	COSM28746

	IDH1 kodon 132
	c.395G>T
	p.R132L
	COSM28750

	IDH1 kodon 132
	c.395_396inv
	p.R132H
	COSM86993

	IDH2 kodon 172
	c.514A>G
	p.R172G
	COSM33731

	IDH2 kodon 172
	c.514A>T
	p.R172W
	COSM34039

	IDH2 kodon 172
	c.514_515delinsTT
	p.R172L
	COSM7410538

	IDH2 kodon 172
	c.515G>A
	p.R172K
	COSM33733

	IDH2 kodon 172
	c.515G>C
	p.R172T
	COSM1636997

	IDH2 kodon 172
	c.515G>T
	p.R172M
	COSM33732

	IDH2 kodon 172
	c.515_516delinsAA
	p.R172K
	COSM5885267

	IDH2 kodon 172
	c.515_516delinsAT
	p.R172N
	COSM256046

	IDH2 kodon 172
	c.516G>C
	p.R172S
	COSM133672

	IDH2 kodon 172
	c.516G>T
	p.R172S
	COSM34090



· Mutacje w genach IDH1 i IDH2 są pozytywnymi czynnikami prognostycznymi. W porównaniu z glejakami IDH-wildtype, pacjenci z glejakami z mutacją IDH mają znacznie lepsze rokowanie. 
· Kodelecja 1p/19q jest zaburzeniem cytogenetycznym oznaczającym współistniejącą delecję krótszego ramienia chromosomu 1 (1p) i dłuższego ramienia chromosomu 19 (19q). Ta cecha stanowi korzystny czynnik prognostyczny związany z lepszym PFS i OS. Zgodnie z aktualną klasyfikacją aby rozpoznać skąpodrzewiaka konieczne jest potwierdzenie obecności kodelecji 1p/19q łącznie z mutacją IDH.
· Obecność homozygotycznej delecji CDKN2A jest markerem najwyższego stopnia złośliwości w grupie rozlanych gwiaździaków z mutacją IDH. Ponadto, delecja CDKN2A jest związana ze znacznie krótszym PFS i OS zarówno w przypadku glejaka niższego (LGG) jak i wyższego (HGG) stopnia złośliwości.
· Amplifikacja genu EGFR jest jednym z trzech markerów molekularnych (obok aberracji 7+/10- i mutacji w promotorze TERT) warunkujących postawienie diagnozy glejaka o najwyższym stopniu złośliwości w guzach bez mutacji IDH, bez względu na obraz histopatologiczny. W dotychczasowych badaniach udowodniono negatywną wartość prognostyczną amplifikacji genu EGFR. 
· U około 70% wszystkich dorosłych glejaków pierwotnych obecna jest mutacja promotora TERT. Mutacje promotora TERT są istotnie związane z gorszym OS i PFS, szczególnie w glejakach IDH-wildtype. Obecność mutacji w promotorze TERT w glejakach IDH-wildtype jest wskazaniem do rozpoznania glioblastoma IDH-widltype 
· Aberracja 7+/10– jest negatywnym czynnikiem rokowniczym w glejakach. Rozlane glejaki bez mutacji IDH niespełniające kryteriów morfologicznych dla glejaka wielopostaciowego, ale posiadające cechę 7+/10–, mają przebieg kliniczny podobny do jednoznacznego morfologicznie glejaka wielopostaciowego i należy je obecnie klasyfikować jako glioblastoma IDH-wildtype.  Zgodnie z aktualną klasyfikacją WHO cecha 7+/10- dotyczy jedynie zaburzenia liczby całych chromosomów. Należy mieć na uwadze, że możliwa jest również rzadziej występująca częściowa utrata chromosomu 10 (szczególnie 10q), która związana jest również ze złym rokowaniem.
· U młodych dorosłych w przypadku glejaka rozlanego bez mutacji IDH zlokalizowanego w linii środkowej (midline) lub półkulach mózgu należy rozważyć dodatkową analizę mutacji genów histonu H3: H3-3A (dawniej H3F3A), H3C2 (dawniej HIST1H3B), H3C3 (dawniej HIST1H3BC) jako element poszerzonej diagnostyki różnicowej glejaka wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wt). Mutacje w tych genach zlokalizowane są w jednym z dwóch kluczowych kodonów p.K28 lub p.G35 (wg starszego nazewnictwa niekompatybilnego z nomenklaturą HGVS są to odpowiednio pozycje K27 i G34). Mutacje występują głównie w genie H3-3A, ale odnotowano również rzadziej występujące przypadki z mutacją genu H3C2 lub H3C3. Aktualna klasyfikacja WHO wymienia dwa rozpoznania zależne od mutacji histonu H3: rozlany glejak linii środkowej ze zmianą H3 K27 (diffuse midline glioma, H3 K27-altered), rozlany glejak półkul z mutacją H3 G34 (diffuse hemispheric glioma, H3 G34-mutant). Oba rozpoznania zaliczane są do rozlanych glejaków typu pediatrycznego o wysokim stopniu złośliwości. 
· Metylacja promotora genu MGMT ma znacznie prognostyczne. Poziom ekspresji MGMT w glejakach może wpływać na odpowiedź na leki alkilujące. Metylacja promotora reguluje ekspresję MGMT poprzez epigenetyczne wyciszanie genu. Pacjenci z metylacją promotora MGMT odnoszą korzyść z temozolomidu (TMZ), podczas gdy pacjenci bez metylacji nie. 


Diagnostyka różnicowa gwiaździaka (astrocytoma IDH-mutant) i glejaka wielopostaciowego (glioblastoma IDH-wt)
· Według CNS5 WHO 2021 klasyfikacja gwiaździaka powinna opierać się na podstawie oceny histopatologicznej jak i analizie biomarkerów genetycznych. Obecnie warunkiem koniecznym do rozpoznania gwiaździaka jest mutacja genu IDH1 lub IDH2 oraz stwierdzenie utraty ekspresji ATRX testem immunohistochemicznym lub obecności mutacji genu ATRX testem molekularnym lub wykluczenie kodelecji 1p/19q. Należy zachować szczególną ostrożność w interpretacji odczynów negatywnych ATRX IHC w sytuacji braku ekspresji w wewnętrznej kontroli pozytywnej (np. śródbłonek) i rozważyć weryfikację wyniku testem molekularnym.
· Homozygotyczna delecja CDKN2A w gwiaździakach z mutacją IDH jest markerem najwyższego stopnia złośliwości. 
· W rozlanych glejakach astrocytarnych bez mutacji IDH, obecność jednego lub więcej z trzech parametrów genetycznych (amplifikacja genu EGFR, warianty patogenne promotora TERT [SNV] lub połączenie nabycia chromosomu 7 i utraty chromosomu 10 [7+/10–]) zobowiązują do zaklasyfikowania guza jako glejaka wielopostaciowego stopień 4 (glioblastoma IDH-wt). 

Tabela. 4.7.2. Podsumowanie cech molekularnych glejaków rozlanych u dorosłych (na podstawie 5 klasyfikacji WHO).
	Rozpoznanie
	Cechy charakterystyczne

	Skąpodrzewiak (WHO: oligodendroglioma, IDH-mutant)
	· obecność mutacji genu IDH1 lub IDH2 i
· obecność kodelecji 1p/19q

	Gwiaździak (WHO: astrocytoma, IDH-mutant)
	· obecność mutacji genu IDH1 lub IDH2 i
· obecność utraty ekspresji ATRX (IHC) lub obecna mutacja genu ATRX lub
· wykluczona kodelecja 1p/19q
· często występujące mutacje TP53 (nie są warunkiem koniecznym do postawienia rozpoznania)

	Glejak wielopostaciowy (WHO: glioblastoma, IDH-wild type)
	· brak mutacji genu IDH1 i IDH2 oraz
· brak mutacji histonu H3 (H3-3A, H3C2, H3C3) oraz co najmniej jedna z poniższych cech:
· martwica
· proliferacja naczyń
· mutacja promotora genu TERT
· amplifikacja genu EGFR
· aberracja 7+/10-




Algorytm diagnostyczny rozlanych glejaków
Strategie diagnostyczne rozlanych glejaków
1) Jednoczasowa analiza mutacji wielogenowym testem NGS oraz zaburzeń cytogenetycznych w analizie CNV. Test powinien obejmować co najmniej analizę prostych mutacji (SNV, indel): ATRX, IDH1, IDH2, H3-3A, H3C2, H3C3, TP53, promotor TERT oraz analizę CNV: delecja CDKN2A, amplifikacja EGFR, chromosom 1, 7, 10, 19 – z pokryciem sekwencji wystarczającym do detekcji kodelecji 1p/19q, trisomii 7, monosomii 10.

2) Jednoczasowa analiza mutacji wielogenowym testem NGS bez analizy CNV oraz zaburzeń cytogenetycznych oddzielnymi metodami (FISH, MLPA). Test powinien obejmować co najmniej analizę prostych mutacji (SNV, indel): ATRX, IDH1, IDH2, H3-3A, H3C2, H3C3, TP53, promotor TERT. Obecne mutacje ATRX i IDH1/2 są wystarczające do postawienia rozpoznania gwiaździaka (astrocytoma, IDH-mutant). Test FISH CDKN2A może być pomocny w celu potwierdzenia lub wykluczenia gwiaździaka o 4 stopniu złośliwości. W przypadku obecnej mutacji IDH1/2 i braku zaburzeń ATRX wskazane jest badanie kodelecji 1p/19q w celu potwierdzenia lub wykluczenia rozpoznania skąpodrzewiaka (WHO: oligodendroglioma, IDH-mutant). Brak mutacji genów IDH1/2 oraz obecna mutacja promotora TERT będą wystarczające do postawienia rozpoznania glejaka wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wt). Brak mutacji genów IDH1/2, promotora TERT oraz histonu H3 przemawia za kontynuacją diagnostyki w kierunku glejaka wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wt): analiza cech histologicznych oraz molekularnych: amplifikacja EGFR, aberracja 7+/10-.

3) Niezależna analiza genów i chromosomów pojedynczymi testami. Diagnostykę różnicową należy rozpocząć od analizy mutacji IDH1/2 (zalecane metody Sanger lub qPCR). Pozytywny wynik IDH zawęża diagnostykę różnicową do gwiaździaka i skąpodrzewiaka, w której rozstrzygające może być badanie kodelecji 1p/19q (FISH, MLPA). W przypadku gwiaździaka należy rozważyć badanie delecji CDKN2A (FISH) w celu ustalenia stopnia złośliwości wg WHO. Negatywny wynik IDH oraz brak histologicznych cech stopnia 4 WHO (martwica i/lub proliferacja naczyń) wymagają kontynuacji diagnostyki molekularnej w kierunku glejaka wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wt): badanie mutacji promotora genu TERT (Sanger), amplifikacja EGFR (FISH), aberracja 7+/10- (FISH).

Materiał
· Tkanka guza utrwalona w formalinie i zatapiona w parafinie (FFPE) do barwienia histologicznego i immunohistochemicznego, jest także materiałem do molekularnych badań genetycznych i cytogenetycznych. Wymagany odsetek komórek nowotworowych w badanym materiale >20%.
· Jeśli to możliwe, część tkanki nowotworowej należy poddać kriokonserwacji w celu późniejszej oceny molekularnej wymagającej wysokiej jakości DNA i RNA.


Metody
· Aberracje chromosomowe obserwowane w glejakach można szybko przeanalizować za pomocą techniki FISH, którą używa się do wykrywania nieprawidłowości cytogenetycznych. Szczególną zaletą tej metody jest możliwość obserwacji zaburzenia w jądrze komórki nowotworowej. 
· Zastosowanie przeciwciał monoklonalnych specyficznych dla zmutowanego białka umożliwiło w pierwszych latach  diagnostyki w glejakach włączenie IHC do standardowych protokołów przesiewowych jednej mutacji punktowej IDH1 p.R132H Późniejsze doniesienia wykazały, że mutacje niekanoniczne w genach IDH1/2 – które nie są wykrywane za pomocą IHC, występują w dużym odsetku (do 80%) w niektórych lokalizacjach glejaków (np. guzy podnamiotowe). Dlatego, metoda referencyjną do genetycznej oceny IDH1/2  jest sekwencjonowanie (Sanger lub NGS) lub qPCR (pod warunkiem zapewnienia detekcji szerokiego spektrum wariantów patogennych). Test MLPA ze względu na ograniczony zakres wykrywalnych wariantów IDH nie jest zalecany.
· qPCR jest najczulszą metodą wykrywania zmian molekularnych, takich jak mutacje punktowe lub małe delecje. Niemniej jednak qPCR jest również często zastępowany przez NGS, ponieważ zwiększa się liczba genów, u których wymagana jest ocena mutacji somatycznych. 
· Biorąc pod uwagę obecną klasyfikację WHO z 2021 r., która wymaga analizy wielu zmian genetycznych, praktyka kliniczna diagnostyki glejaka powinna opierać się na wysokoprzepustowych technologiach, takich jak NGS wspomagana odpowiednio metoda FISH lub NGS z dodatkową analizą CNV dla 1p/19q, +7/-10, amplifikacja EGFR,  delecja CDKN2A,.


Czas wykonania badania molekularnego
· Wynik powinien być gotowy w jak najkrótszym czasie, który nie powinien przekraczać od momentu otrzymania materiału
a. 10 dni roboczych dla metody FISH, qPCR, MSP, MLPA oraz Sekwencjonowania Sangera,
b. 20 dni roboczych dla metody NGS
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