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INTRODUZIONE
La famiglia di enzimi dell'isocitrato deidrogenasi (IDH)

La famiglia di enzimi dell'isocitrato deidrogenasi (IDH) comprende tre isoforme situate nel
citoplasma e nei perossisomi (IDH1) e nei mitocondri (IDH2 e IDH3).

Gli enzimi IDH sono coinvolti in una serie di processi cellulari, inclusi la fosforilazione ossidativa
mitocondriale, il metabolismo del glutammato, la lipogenesi, la regolazione del glucosio e dello
stato redox della cellula.

IDH1 e IDH2 sono proteine altamente simili, entrambe catalizzano la decarbossilazione ossidativa
reversibile dell'isocitrato ad alfa-ketoglutarato (aKG), riducendo NADP + a NADPH, mentre IDH3
catalizza la conversione da isocitrato dipendente da NAD + in aKG nel ciclo acido tricarbossilico
(ciclo TCA).

I geni IDHI1 e IDH2 si trovano rispettivamente sul cromosoma 2q33.3 e 15g26.1.

Le mutazioni nei geni IDH1 e IDH2 sono state identificate in sottogruppi di pazienti affetti da
tumori maligni solidi e ematologici, incluso glioma, leucemia mieloide acuta, colangiosarcoma e
condrosarcoma.

Quasi tutte le mutazioni IDH sono mutazioni puntiformi somatiche in eterozigosi nei siti attivi degli
enzimi IDH1 e IDH2.

Gli enzimi IDH-mutati acquisiscono l'attivita enzimatica neomorfa, convertendo NADPH e aKG a
NADP + e D-2-idrossiglutarato (D-2HG), un metabolita che si accumula ad elevati livelli nelle
cellule IDH mutanti.

L'eccesso di D-2HG inibisce enzimi chiave coinvolti nella de-metilazione degli istoni e del DNA,
portando ad una ipermetilazione che modifica 1'espressione genica e la proliferazione delle cellule

mutanti.
Il gene IDH nei Gliomi

I gliomi sono un insieme di tumori che originano dalle cellule gliali, cellule che circondano e

supportano le cellule nervose (NCI 2013).
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Nel 2016 la World Health Organization Classification dei tumori del sistema nervoso centrale ha
introdotto una nuova classificazione di questi tumori sia concettuale che pratica rispetto alla
precedente del 2007.

Per la prima volta, la classificazione OMS dei tumori del CNS utilizza parametri molecolari in

aggiunta all'istologia per classificare 1 gliomi diffusi, in particolare:

TP53 mutation®
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Mutazioni di IDH1

Le mutazioni IDH1 si verificano nel 32% dei casi di glioma (COSMIC), si tratta di mutazioni

puntiformi nell’esone 4 ed in particolare a carico dell’arginina in posizione 132 .

(Abel, T, K. Aldape, S. Clark, C. Vnencak-Jones, B. Mobley. 2015. IDHI in Glioma. My Cancer Genome

https://'www.mycancergenome.org/content/disease/glioma/idhl/).

In ordine di frequenza le mutazioni conosciute sono:

IDH1 ¢.395G> A (p.R132H) Frequenza della mutazione: 87,6% (COSMIC);
IDH1 ¢.394C> T (p.R132C) Frequenza della mutazione: 2.9% (COSMIC);
IDH1 ¢.394C> G (p.R132G) Frequenza della mutazione: 2.3% (COSMIC);
IDH1 ¢.394C> A (p.R132S) Frequenza della mutazione: 1,8% (COSMIC);

La frequenza delle mutazioni varia nei sottogruppi di Classificazione dei tumori del SNC secondo WHO

(Ref Hartmann et al Acta Neuropathol 2009).

Mutazioni di IDH?2

IDH2 ¢ mutato nell'l,7% dei casi di glioma (COSMIC).

Le mutazioni IDH2 rappresentano il 5-10% di tutte le mutazioni IDH nello glioma.

(Dang, Jin e Su 2010 Abel, T, K. Aldape, S. Clark, C. Vnencak-Jones, B. Mobley. 2014. IDH?2 in Glioma.

Genome del mio cancro https://www.mycancergenome.org/content/disease/glioma/idh2/).

IDH2 ¢.514A> G (p.R172G) Frequenza della mutazione: 2.7% (COSMIC);
IDH2 ¢.514A> T (p.R172W) Frequenza della mutazione: 8,2% (COSMIC);
IDH2 ¢.515G> A (p.R172K) Frequenza della mutazione: 58,2% (COSMIC);
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= IDH2 ¢.515G> T (p.R172M) Frequenza della mutazione: 19,1% (COSMIC);
IDH2 ¢.516G> C (p.R172S) Frequenza della mutazione: 3,6% (COSMIC);
IDH2 ¢.516G> T (p.R172S) Frequenza della mutazione: 3,6% (COSMIC).
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La frequenza delle mutazioni varia nei sottogruppi di Classificazione dei tumori del SNC secondo WHO

(Ref Hartmann et al Acta Neuropathol 2009).

CONTROLLO DI QUALITA’ ANALISI MUTAZIONALE
GENE IDH1

Data I’importanza della valutazione delle mutazioni del gene IDH nella diagnosi dei gliomi e vista
I’assenza di programmi di controllo di qualita esterni di tipo commerciale utilizzabile in tutti i centri
che svolgono indagini di Patologia Molecolari della Rete Oncologica Piemonte e Valle d’Aosta, il
Gruppo di Studio Patologia Molecolare ha costruito un proprio programma di controllo di
concordanza cosi strutturato:

e [ quattro centri in cui si svolgono tali test, ha identificato previa valutazione morfologica da
parte di un Patologo del Centro partecipante, 4 campioni idonei a test di analisi mutazionale
somatica.

Ha quindi prodotto due gruppi identici di campioni (gruppo A e gruppo B) ognuno formato
di 4 provette identiche contenenti ognuna sezioni di un caso a stato mutazionale noto per il
gene [DH.

e Alla presenza dei componenti del Gruppo di Studio Patologia Molecolare ¢ stata prelevata a
caso una provetta del gruppo A e una del gruppo B dai sacchetti di ogni centro in modo da
formare 4 nuovi assemblamenti contenenti ognuno una provetta A e B provenienti da ogni
centro.

e [ campioni sono stati consegnati ad ogni centro partecipante per l'analisi.

e E’stato scelto un centro non tra i partecipanti a cui inviare entro un mese i risultati prodotti
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per IDHI1 e come valutazione opzionale IDH2.

I risultati inviati sono indicati nella tabella sottostante:

CONTROLLO DI QUALITA’ (test di concordanza) GENE IDH1 (NM_005896.3 NP_005887.2)

AL1 AL2 CN1 CN2 NO5 NO6 TO7 TO8 Tecnica utilizzata
IALESSANDRIA  [c.395G>A c.395G>A c.395G>A c.395G>A c.395G>A Pyrosequenziamento
p.R132H p.R132H p.R132H p.R132H p.R132H LOD 10%
MUTATO \WILD TYPE MUTATO MUTATO WILD TYPE MUTATO MUTATO \WILD TYPE
CUNEO c.395G>A c.395G>A c.395G>A c.395G>A c.395G>A sequenziamento diretto
p.R132H p.R132H p.R132H p.R132H p.R132H LOD 20%
MUTATO WILD TYPE MUTATO MUTATO \WILD TYPE MUTATO MUTATO \WILD TYPE
NOVARA c.395G>A c.395G>A c.395G>A c.395G>A c.395G>A sequenziamento diretto
p.R132H p.R132H p.R132H p.R132H p.R132H LOD 30%
MUTATO \WILD TYPE MUTATO MUTATO WILD TYPE MUTATO MUTATO \WILD TYPE
TORINO c.395G>A c.395G>A c.395G>A c.395G>A c.395G>A Pyrosequenziamento
p.R132H p.R132H p.R132H p.R132H p.R132H LOD 10%
MUTATO \WILD TYPE MUTATO MUTATO WILD TYPE MUTATO MUTATO \WILD TYPE conferma mutati Sanger

CONTROLLO DI QUALITA’ OPZIONALE(test di concordanza) GENE IDH2 (NM_002168.3 NP_002159.2)

ALl AL2 CN1 CN2 NO5 NO6 TO7 TO8 Tecnica utilizzata
IALESSNDRIA
CUNEO
NOVARA sequenziamento diretto
WILD TYPE \WILD TYPE WILD TYPE \WILD TYPE \WILD TYPE  |WILD TYPE \WILD TYPE WILD TYPE LOD 30%
TORINO Pyrosequenziamento
WILD TYPE \WILD TYPE WILD TYPE \WILD TYPE \WILD TYPE  |WILD TYPE \WILD TYPE WILD TYPE LOD nd
conferma mutati sanger

Commento sui risultati del CQ
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Dall'analisi dei risultati tabulati nelle precedenti tabelle, si evince una
concordanza del 100 % tra i centri partecipanti sia nella definizione dello stato
Wilde Type rispetto allo stato mutato sia in questo ultimo caso, nell'identificazione della specifica

mutazione presente (codifica nucleotidica e aminoacidica).
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