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Kurzreferat

Ziel der Studie war es, einen Zusammenhang zwischen den Markern PGRMC1, TRIM33
sowie PRAS40 und dem Gesamtuberleben von Patient*innen mit Gliomen darzustellen.
Hierfur wurden Gewebeproben von 11 Astrozytomen WHO Grad 2, 19 von Astrozytomen
WHO Grad 3 sowie 233 Glioblastomen gesammelt und anschlieBend markerspezifisch
immunhistochemisch gefarbt, ausgewertet und in Bezug auf Gesamtuberleben und Rezidiv-
freies Uberleben analysiert. Zudem folgte eine Korrelationsanalyse mit anderen
Tumorparametern und eine Lebenszeitanalyse.

In dieser Studie zeigten wir, dass Glioblastompatient*innen mit einer hoher PGRMC1
Expression ein signifikant schlechteres Gesamt- sowie Rezidiv-freies Uberleben aufwiesen,
als Patient*innen mit niedriger Expression. Zudem resultierte aus der Lebenszeitanalyse ein
signifikant hoheres Risiko zu sterben, sofern eine hohe PGRMC1 Expression vorlag.

Die Analyse von TRIM33 zeigte ahnliche Ergebnisse, auch hier war eine hohe Expression bei
Glioblastompatient*innen mit einem kirzeren Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben
assoziiert, als mit niedriger TRIM33 Expression. Ferner lag eine signifikante Korrelation von
TRIM33 Expression in Glioblastomen und dem Proliferationsmarker Ki67 vor.

Der Marker PRAS40 dagegen lieferte keine signifikanten Assoziationen bzw. Korrelationen
mit dem Uberleben oder anderen Tumorparametern.

Diese in unserer Studie erzielten Ergebnisse konnen als Basis fur weitere molekulare

Untersuchungen in Bezug zu den genutzten Markern dienen.
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1.Einleitung

1. Einleitung

1.1. Gliome

In Deutschland wurden laut des Robert-Koch-Institut im Jahr 2016 7.430 bosartige
Tumore des ZNS diagnostiziert (1). Mit einem Anteil von 1,5 % aller erfassten
Krebserkrankungen hat das ZNS eine relativ geringe Inzidenz. Diese betrug bei den
Frauen 5,9 pro 100.000 Menschen, bei den Mannern 7,6 pro 100.000 Menschen (1).
In den USA ergibt sich mit einer Inzidenz von 7,08 pro 100.000 Einwohner ein
ahnliches Bild (2). Diese Inzidenzraten sind seit Uber 20 Jahren relativ stabil. Den
Grol3teil der Neubildungen ist histologisch den Gliomen zuzuordnen. Gliome zahlen zu
den hirneigenen Tumoren, eine neoplastische Erkrankung, die sich de novo im Gehirn
entwickeln und meistens glialer Genese sind. Hierunter fallen Astrozytome,

Oligodendrogliome, Ependymome sowie deren Mischformen.

Die  Weltgesundheitsorganisation = WHO  klassifiziert Hirntumore in  vier
Malignitatsgrade (Grad 1-4), zu deren Ermittlung histopathologische und molekulare
Merkmale herangezogen werden. In dieser Studie wurden Astrozytome der WHO
Grade 2-3 und Glioblastome des WHO Grades 4 untersucht, wobei die Gro3zahl der
Proben den Glioblastomen zuzuordnen war und diese daher den Schwerpunkt der
Betrachtung ergeben. Die Einteilung der in unserer Studie eingeschlossenen
Astrozytome erfolgte nach Kriterien der WHO Kilassifikation von 2016.

1.2. Das Glioblastom

Das Glioblastom ist ein infiltrativ diffus wachsender Tumor, der vorwiegend aus
Astrozyten hervorgeht und charakteristisch pleomorphe Zellen, mikrovaskulare
Proliferation und Nekroseareale aufweist (3). Die starke Entdifferenzierung und das
schnelle Wachstum machen das Glioblastom zu einem der todlichsten Tumorarten.
Mit einer Inzidenz zwischen 3-4 pro 100.000 Einwohner ist es zudem die haufigste
aller bosartigen Neubildungen im Gehirn (2-5). Das mittlere Erkrankungsalter liegt
zwischen 60 und 62 Jahren (2-5). Dennoch treten Glioblastome in allen Altersgruppen
auf, wobei aber mehr als 80% bei uber 50-Jahrigen und lediglich 6,9 % bei unter 39-

Jahrigen erfasst wurden (5).
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Ferner gibt es geschlechterspezifische Unterschiede bei denen Manner im Verhaltnis
1,26-1,66:1 ein hoheres Erkrankungsrisiko aufweisen als Frauen (2,4—6). Durch das
invasive Tumorwachstum gestaltet sich die operative Totalresektion als schwierig bzw.
unmoglich, sodass kein kuratives Vorgehen moglich und die Wahrscheinlichkeit der
Rezidivbildung hoch ist (7).

Glioblastome, IDH-Wildtyp zahlen in der aktuellen WHO Klassifikation von 2021 neben
dem Oligodendrogliom, 1p/19q kodeletiert und dem Astrozytom, IDH-Mutation zur neu
definierten Gruppe der diffusen Gliome des Erwachsenenalters (8).Vor dieser
Neugruppierung der Gliome wurde das Glioblastom in Primar oder Sekundar eingeteilt.
Primare entwickelten sich de novo aus gesundem glialen Gewebe, wahrend sich
Sekundare aus einer niedergradigen astrozytaren Vorstufe herausbildeten.
Histologisch waren die beiden nicht voneinander zu unterscheiden.
Molekularbiologische Merkmale, wie die TP53 Mutation, welche haufiger im
sekundaren Glioblastom zu finden ist (65 % vs. 30 %) (5,9) und das meist hohere

Erkrankungsalter bei de novo Glioblastomen, erlaubten eine Differenzierung (10).

1.3. Pathogenese beim Glioblastom

Die genauen pathogenen Mechanismen fur die Entstehung von Glioblastomen ist
bisher nicht bekannt, jedoch konnten charakteristische genetische Anomalien,
Amplifikationen und Chromosomenmutationen identifiziert werden, die zur aktuellen
Klassifikation genutzt werden (8). Genetisch gekennzeichnet ist das Glioblastom durch
eine Mutation der Telomerase (TERT), welche bei 84% der Glioblastome zu finden ist
(11). Zusatzlich imponiert eine Amplifikation vom EGFR (12). Weitere relevante
pathogene Mechanismen sind der Verlust von Chromosom 10 und Gewinn von
Chromosom 7 (+7/-10) (13), Mutationen oder Deletionen von PTEN (phosphatase and
tensin homolog) (14).

Die Mutation des IDH1 Gen ist charakteristisch fur astrozytare und oligodendriale
Tumore und besitzt einen hohen Stellenwert in der Klassifizierung hirneigener Tumore.
So wurde in der Klassifikation der WHO von 2016 das Glioblastom in IDH-Wildtyp und
IDH-Mutation unterschieden (3). In der aktualisierten WHO Klassifikation von 2021
erfolgte eine neue Einteilung sodass Tumore mit IDH-Mutation nun zu den
Astrozytomen Grad 4 gezahlt werden (8).



1.Einleitung

Das Glioblastom (IDH-Wildtyp) zeigt ein hoheres Erkrankungsalter sowie eine
schlechtere Prognose als das IDH-mutierte Astrozytom Grad 4 (15). Des Weiteren
konnten in-vivo-Versuche zeigen, dass eine Mutation von IDH1 R132H zu reduzierten
Wachstumsraten und erhohter Apoptose von Tumorzellen fuhrt. Zudem ist die Invasion

und Migration in umliegendes Gewebe behindert (16).

Primaren Glioblastome nach Definition der WHO Klassifikation von 2016, welche die
Grundlage dieser Arbeit darstellen, sind selten mutiert (< 5 %) (6). Die Erhebung des
IHD1 Mutationsstatus diente zur Sicherstellung, dass die Patient*innen, die in das
Kollektiv aufgenommen wurden, an einem primaren Glioblastom erkrankt waren. Mit

einem Verhaltnis von 186 nicht-Mutierten zu 13 Mutierten ist dies empirisch gesichert

(6).

1.4. Prognose

Das Glioblastom hat trotz operativer und neuroonkologischer Fortschritte eine
gleichbleibend sehr schlechte Prognose (2). Die mittlere Gesamtliberlebenszeit
schwankt stark, je nach Erhebung zwischen 3 bis 21,7 Monaten(2,4,5,17-19). Zwei
Jahr nach Diagnose leben noch zwischen 3,3 und 33 % der Patient*innen(20,21), nach
5 Jahren nur noch 3,4 bis 5 %(4,17,21). Mittlerweile wurden viele Faktoren auf die
Prognose von Glioblastomen untersucht, doch nur wenige stellten sich als relevant
heraus. Etablierte Parameter flr eine bessere Prognose sind das weibliche
Geschlecht, ein junges Erkrankungsalter, ein hoher Karnofsky-Index und eine hohe
Punktzahl im Mini-Mental-Status-Test, welcher die kognitive Leistungsfahigkeit
uberpruft (18,22-25). Zudem profitieren Patient*innen von der Methylierung des
MGMT-Gens, der Mutation des IDH1- oder IDH2-Gens und einer onkologisch
relevanten Resektion (26—28). Zudem hat die Therapie einen bedeutenden Einfluss

auf die Prognose (s. Kapitel 1.5.).

Die MGMT ist ein DNA-Reparaturprotein, das Alkylgruppen des DNA-Bausteins
Guanin entfernt. Mit dieses Funktionsmechanismus wirkt die MGMT so dem
Wirkungsprinzip des alkylierenden Chemotherapeutikums Temozolomid entgegen
(29). Ist das MGMT-Gen methyliert bleibst die Expression aus. Die Methylierung des
MGMT-Promotors zahlt heutzutage aus prognostischer Sicht zu den wichtigsten
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Markern und wird standardmafRig nach operativen Eingriffen bestimmt. MGMT-
methylierte Glioblastome haben, unhabhangig der Therapie, eine signifikant niedrigere
Hazard Ratio von 0,45 und in Verbindung mit einer Temozolomid-Therapie eine

verlangerte Lebenserwartung (30).

Neben den genannten klinischen und molekularen Parametern zeigen auch
histopathologische Eigenschaften einen Einfluss auf die Prognose. Das Vorliegen von
Riesenzellen, fokaler oligodendroglialer Differenzierung und das Fehlen
anaplastischer Elemente sprechen fir ein langeres Uberleben (31). Zudem wurden bei
Langzeitiberlebenden eine TP53 Uberexpression beobachtet und einen 19q

Chromosomenverlust als charakteristisch angesehen (32,33).

1.5. Therapie

Die Glioblastomtherapie ist stark abhangig vom Allgemeinzustand der Patient*innen
und beinhaltet im Wesentlichen eine operative Intervention und eine postoperative
kombinierte Strahlen-/Chemotherapie. Klinischer Standard bei einem chirurgischen
Eingriff ist ein pra-operatives MRT des Schadels mit Kontrastmittel und eine darauf
basierende MRT-gestutzte OP-Planung, die das Resektionsergebnis signifikant
verbessert (34). Zudem hat sich in diesem Zusammenhang die fluoreszenzgestutzte
intraoperative Gabe von 5-Aminolavulinsaure bewahrt (35). Bei der Operation sollte
ein maximales Mald an Tumorresektion angestrebt werden, da so ein langeres
Uberleben der Patient*innen erreicht wird (22,36). Da es sich bei Glioblastomen
allerdings um nicht kurativ operable Tumore handelt, sollte in Hinblick auf neue

mogliche neurologische Defizite auf absolute Radikalitat verzichtet werden (37).

Im Anschluss oder bei konventioneller Behandlung ist eine lokale Strahlentherapie
indiziert. Hier ist eine konformale Therapie mit 54-60 Gy Standard, De- oder
Eskalationen sind dennoch moglich (38). Bei einer Hyperfraktionierung ist die
Strahlentoleranz des Hirngewebes zu beachten, bei der die Inzidenz von Nekrosen
von 5 % bei 72 Gy Gesamtdosis auf 10 % bei 90 Gy Gesamtdosis ansteigt (39). Zudem
stellte sich heraus, dass eine Ganzhirnbestrahlung im Gegensatz zur Lokalen keinerlei
Vorteile bietet (37).
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Der bislang groRte Durchbruch in der Therapie erfolgte mit der Gabe von
Temozolomid, welche die mediane Uberlebenszeit von Patient*innen mit alleiniger
Strahlentherapie von 12,1 Monaten auf 14,6 Monate verlangerte und die 2-Jahres-
Uberlebensrate von 10 auf 26 Prozent steigerte (40). Dabei handelt es sich um ein
alkylierendes Chemotherapeutikum, welches Blut-Hirnschrankengangig ist (41). In
besonderer Form profitieren Patient*innen mit einem methylieten MGMT-Promotor,

die 2-Jahres-Uberlebensrate lag hier bei sogar 46 Prozent (26).

Nichtsdestotrotz bleibt es eine palliative Therapie, die das Leben nur marginal
verlangert, sodass verschiedene neue Therapieformen in Erprobung sind.
Ansatzpunkte sind immunologische Verfahren wie die vielversprechende
Tumorimpfung, bei der Immunzellen des Patienten extrahiert, ex vivo tumorspezifisch
vermehrt und anschlieRend reinfundiert werden (42). Ferner wird die Moglichkeit der
onkolytischen Virustherapie, bei der Zika-Viren zur Tumorzellbekdmpfung genutzt

werden, erprobt (43).

1.6. PGRMCA1

Die Progesteronrezeptormembrankomponente 1, kurz PGRMC1, ist Mitglied der
,Membrane-Associated Progesterone Receptor* (MAPR) Familie (44) und wird von
dem gleichnamigen Gen auf dem X-Chromosom codiert (45). Lokalisiert ist das Protein
meist an der Membran des ER (46) und in verschiedenen stoffwechselaktiven Zellen,
wie in der Leber oder Nebennierenrinde zu finden (47,48). Charakteristisch fur das
Protein ist die Ham-bindende Region, die sich mit der des Zytochrom-bs ahnelt (49).
Die genaue Funktion des Proteins ist nicht abschlie3end geklart, dennoch sind diverse
Funktionen bekannt. Meyer et al. identifizierten 1996 die Progesteronbindung von
PGRMC1 (47), deren Funktion aber weiterhin ungeklart ist. Eine gro3e Rolle spielt die
Ham-bindende Region, uber die mittels Hams ein PGRMC1-Dimer entsteht. Dieser bei
Eukaryoten einmalige Vorgang wurde als ,Heme-Stacking Dimer“ beschrieben (50).
Das Dimer interagiert, anders als das einzelne Protein, mit dem Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR), der in verschiedenen Tumoren fur die Tumorgenese
mitverantwortlich ist (51). Reguliert wird die Dimerisation von der Verfugbarkeit von
Ham sowie dem Vorhandensein von Kohlenstoffmonoxid, welches die Bildung
verhindert (52).
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Daruber hinaus nimmt PGRMC1, durch Bindung und Regulation von Zytochrome
P450, Einfluss auf den zellularen Medikamentenmetabolismus (53) und die
Cholesterolsynthese (54). Diese Interaktion kann zur Chemoresistenz von
Tumorzellen fuhren, wie Kabe et al. am Beispiel von Doxorubicin belegen (50).
Weitere krebsrelevante Funktionen sind die Unterdrickung der p53 Expression und
der Supprimierung des Wnt/3-Catenin Weg, wodurch die Zelle teilungsaktiv bleibt (55).
Ferner agiert PGRMC1 anti-apoptotisch in uterinen Granulationszellen (56) sowie
zellprotektiv und wachstumsfordernd bei Brustkrebs (57).

Aktuelle Studien zeigen aber auch, dass hohe PGRMC1 Expression in Kopf-Hals-
Karzinomen zu einer effektiven Elimination der Tumorzellen durch

Ferroptoseinduktoren fuhrte (58).

Die Rolle von PGRMC1 in Glioblastomen ist weitgehend unbekannt und Ziel dieser
Studie ist daher der Zusammenhang von Expression und Gesamtuberleben der

eingeschlossenen Glioblastompatient*innen.

1.7. TRIM33

Der intermediare Transkriptionsfaktor 1 gamma (TRIM33 oder TIF1y) gehort zur
Familie der E3 Ubiquitinligasen mit einer Ring-Box-Coiled-Coil Region (59). Das
Protein hat eine Grof3e von 123 kDa und wird vom TRIM33-Gene auf Chromosom 1
codiert (60). Die am N-Terminus gelegene Ring-Box-Coiled-Coil Einheit fungiert als
Ligase und ubiquitiniert physiologisch SMAD4, welches Bestandteil des TGFR-
Signalwegs ist und 3-Catenin, das zum Wnt/ 3-Catenin Signalweg gehort (61,62). Am
C-Terminus liegt ein PHD-Finger sowie eine Bromodomane, uber die TRIM33 mit den
Histonen 3 und 4 bindet (63). Zwischen den beiden Endregionen ist ein Middle Linker
zu finden, der mit SMAD2 und SMAD3 interagiert, die ebenfalls Teil des Wnt/R-Catenin
Signalwegs sind (64).

Unter physiologischen Bedingungen funktioniert TRIM33 insbesondere als
Transkriptionsfaktor und steuert die Genexpression hamatopoetischen und reguliert
die Hamatopoese sowie das Zellwachstum uber Inhibition des TGF[-Signalwegs
(65,66). Daruber hinaus kann TRIM33, durch Interaktion mit ALC1 (Amplified In Liver
Cancer), eine PARP-abhangige DNA-Reparatur anregen (67).
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Der TGFR-Signalweg spielt eine fundamentale Rolle bei der Tumorentstehung und der
Tumorprogression verschiedener Krebsarten, eingeschlossen von Glioblastomen (68).
Gleiches gqilt fur den Wnt/ [3-Catenin Signalweg (69), dessen Relevanz bei
Glioblastomen im Besonderen durch die Interaktion mit IDH deutlich wird (70).

Die Rolle von TRIM33 in Tumoren wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So wird
das Protein als Tumorpromotor als auch als Tumorsupressor beschrieben.

1.8. PRAS40

Das prolinreiche Akt Substrat mit einer Gro3e von 40 kDa (PRAS40) wird vom AKT1S1
Gene (Akt1 Substrate 1) codiert und ist auf dem Chromosom 19g13.33 lokalisiert. 15
Prozent des Proteins werden von Prolin gebildet wobei die Funktion der zwei
prolinreichen Anteile am N-Terminus noch ungeklart sind (71). Entdeckt wurde das
Protein 2003 in einer Reihe von Versuchen mit insulinbehandelten Zellen von
Kovacina et al. (72). Lokalisiert ist PRAS40 im Zellkern und kann uUber seine
Exportsequenz ins Zytoplasma transportiert werden (73). Je nach Lokalisation hat
PRASA40 verschiedene Funktionen. Die Hauptfunktion liegt im Zytoplasma in Form der
Regulation des mTOR Signalwegs. Dabei greift PRAS40 zweierlei in die Kaskade ein,
einmal als Substrat fur mTORC1, wodurch das Protein phosphoryliert wird und damit
als Downstream-Regulator von mTORC1 wirkt (74). Andererseits fungiert
phosphoryliertes PRAS40 als Upstream-Regulator, indem es Uber den Insulinrezeptor
Akt phosphoryliert und damit eine Aktivierung des Akt/mTOR Signalweg bewirkt (75).
Im Glioblastom ist der Signalweg mit verschiedenen zellularen Prozessen assoziiert,
unter anderem mit Tumorfordernden wie Proliferation, Migration und langerem
Zelluberleben (76).
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1.9. Zielsetzung der Studie

Das Glioblastom zeichnet sich durch seine besonders schlechte Prognose fur die
betroffenen Patient*innen aus. Dennoch gibt es bis dato sehr wenige Biomarker, die
eine prognostische Relevanz aufweisen. Ziel dieser Studie war daher, neue
prognostische Biomarker zu identifizieren. Hierfur pruften wir den Zusammenhang der
drei Markerkandidaten PGRMC1, TRIM33 und PRAS40 sowie deren Kombination auf
den Einfluss auf das Gesamtiiberleben und das Rezidiv-freie Uberleben. Basis der
Untersuchung war das selbsterstellte Kollektiv aus Patient*innen, die von 2005 bis

2018 in neurochirurgischer Behandlung am Uniklinikum Magdeburg waren.
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2. Material und Methoden

2.1. Studienaufbau

Bei dieser Studie handelt es sich um eine Analyse von Paraffin-eingebettetem
Tumormaterial, welches von Patient*innen mit supratentoriell diffus infiltrierenden
Hirntumoren stammt. Die GroRe der Kohorte umfasst 263 Patient*innen, die im
Zeitraum von 2005 bis 2018 in der neurochirurgischen Klinik des Universitatsklinikums

Magdeburg operiert wurden.

Die Datengenerierung erfolgte mittels ICD-Klassifizierung in der Kklinikinternen
Datenbank CGM MEDICO. Weiterfihrende und fehlende Informationen wurden mit
Hilfe der behandelnden Hausarzte/Kliniken und dem Krebsregister Sachsen-Anhalt

erganzt.

Das Patientenkollektiv wurde anhand der WHO-KIlassifikation fur hirneigene Tumore
in drei Hauptgruppen WHO Grad 2, WHO Grad 3 und WHO Grad 4 (Glioblastom)
eingeteilt. Die Patientengruppen umfassen ausschliel3lich Patienten mit Primarien.
Das mediane Erkrankungsalter der Patienten*innen betrug fur WHO Grad 2 43 Jahre,
fur WHO Grad 3 49 Jahre und fur WHO Grad 4 61 Jahre.

Die patientenbezogenen  Daten  wurden gemal® vorher festgelegten
krankheitsrelevanten Aspekten gesammelt und ausschnittsweise vergleichend
dargestellt (Tab. 1). Neben der Diagnose und der durchgefuhrten Therapie wurden
zusatzlich verschiedenen klinische Aspekte wie dem Ausmal der Tumorresektion, der
MGMT-Methylierungsstatus, die IDH1-Mutation, der Karnofsky-Index sowie das

Sterbedatum erhoben.

Die Biomarkerexpression im Gewebe wurde mittels immunhistochemischer Farbung
detektiert und anschlieBend die Ergebnisse jedes Patienten hinsichtlich einer
Korrelation zwischen dem Krankheitsverlauf und dem Farbeverhalten analysiert.

Die Durchflihrung dieser Studie wurde unter Einhaltung aller daflir vorgesehenen
Kriterien durch die Ethikkommission der Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg
genehmigt.(NeurOBIOM Nr. 146/19)
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WHO Grad 2 WHO Grad 3 WHO Grad 4
Haufigkeit % Haufigkeit % Haufigkeit %
Gesamtzahl 11 100 19 100 233 100
Geschlecht
Weiblich 4 36,4 8 42,1 106 47,5
Mannlich 7 63,6 11 57,9 127 52,5
Karnofsky
0 0 0 1 53 3 1,3
10 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 2 09
30 0 0 1 5,3 11 4,7
40 0 0 1 53 10 4,3
50 1 91 2 10,5 34 14,6
60 1 9,1 6 31,5 45 19,3
70 8 72,7 6 31,5 81 34,7
80 0 0 0 0 22 94
90 1 9,1 2 10,6 23 9,9
100 0 0 0 0 0 0
n.d. 0 0 0 0 2 09
Therapie
oP 1 91 3 15,8 40 17,2
OP+RTX 3 27,3 1 5,3 25 10,7
OP+CTX 0 0 2 10,5 1 0,4
OP+RCTX 6 54,5 11 57,9 161 69,1
n.d. 1 9,1 2 10,5 6 2,6
Resektionsstatus
Subtotal/Biopsie 5 45,5 11 57,9 134 57,5
Total 5 45,5 6 31,6 87 37,3
n.d. 1 91 2 10,5 12 5,2
MGMT-
Methylierung
Methyliert 3 27,3 9 47,4 137 58,8
Unmethyliert 7 63,6 9 47,4 85 36,5
n.d. 1 9,1 1 5,2 11 4,7
IDH1
negativ 4 36,4 5 26,3 186 79,8
positiv 6 54,5 5 26,3 13 56
n.d. 1 91 9 47,4 34 14,6

CTX = Chemotherapie RTX = Radiotherapie RCTX = Radiochemotherapie n.d.=not determinable

Tabelle 1: Charakteristika des Patientenkollektivs
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Laborausstattung

Aperio Versa 8

Bio Photometer

Biometra High Voltage Power Pack PP3000
Biometra Schiittler BT16

Biometra TSC Thermo Shaker

BZ-X810 All-in-One Fluoreszenzmikroskop
Centrifuge 5417R

Elektronik Riihrer MONO
Elektrophoresekammer Kiihler

Histo Core Arcadia C

Histo Core Arcadia H

Histo Core Multicut

Leica Autostainer XL

Mastercycler Gradient

Mini Vortex

Multiphor 2

Pippeten

Primo Star

Thermomixer Comfort

Tischzentrifuge

Arraymold kit E
Deckglaser 24x50mm

double-edge Blades PTFE coated Stainless Steel

Menzel-Glaser Superfrost Plus

Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Analytik Jena AG, Jena, Deutschland
Analytik Jena AG, Jena, Deutschland
Analytik Jena AG, Jena, Deutschland
Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Thermo Scientific,Darmstadt , Deutschland
Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland
Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland
Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland
Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Cytiva Europe GmbH, Freiburg, Deutschland
Thermo Scientific, Braunschweig, Deutschland
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Material

Arraymold, Riverton, UT, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Personna, St. Louis, MO, USA

Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland

Chemikalien

2-Propanol, Rotipuran >=99,8 %
Acrylamid 40%

Acrylamid Piperazine diacrylamid (PDA)
Amoniumpersulfat

Antibody Diluent OP Quanto
Aqua

Citratpuffer (PT Module Buffer 1)
DAB Quanto

Eosin Y

Essigsaure 100%

Ethanol 99%

Ethanol vergalit 99,8%
EZ DNA Methylation Kit
Formalin 4,0% (35-37%)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland

B Braun, Melsungen, Deutschland

Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland
Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland
Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland

TH. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,
Deutschland

TH. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zymo Reserach, Freiburg, Deutschland
Fischar, Saarbriicken, Deutschland
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Formicacid 98-100% Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Glycerin >99,5% Rotipuran Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hamalaun-Lésung sauer nach Mayer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hot Star Taq Plus Mastermix 2x QIAGEN, Hilden, Deutschland

HRP Polymer Quanto Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland

Mountex Medite Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland

Natriumcarbonat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Nucleo Spin Tissue MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren,
Deutschland

Papanicolaus Losung Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Primary Antibody Amplifier Quanto Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland

Rnase-Free-Water QIAGEN, Hilden, Deutschland

Roticlear fiir Histologie Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salpetersaure 65% TH. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,
Deutschland

Salzsaure rauchend 37 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Silbernitrat Losung 99% reinst Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Surgipath Paraplast Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

Themed Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris Base Biorad, Hercules, CA, USA

Tris Pufferan mind 99,8% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ultarvision Protein Block Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland

Ultravison Hydrogen Peroxide Block Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland

Xylol 98,5% TH. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,

Deutschland

Antikorper und Primer

MGMT-methyliert riickwarts Biomers, Ulm, Deutschland

5'-CAC CGT CCC GAA AAA AAA CTC CG-3'

MGMT-methyliert vorwarts Biomers, Ulm, Deutschland

5-GTT TTT AGA ACG TTT TGC GTT TCG AC-3'

MGMT-unmethyliert riickwarts Biomers, Ulm, Deutschland

5'-CTA CCA CCA TCC CAA AAA AAA ACT CCA-

3l

MGMT-unmethyliert vorwérts Biomers, Ulm, Deutschland

5-TGT GTTTTT AGAATG TTT TGT GTT TTG

AT-3'

PGRMC1 (D6M5M) XP Rabbit mAb Cell Signalling, Danver, MA, USA
PRAS40 (D23C7) XP Rabbit mAb Cell Signalling, Danver, MA, USA
TIF1y (TRIMM33) 10yg/100yl Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA
Universal Methylated Human DNA Standard Zymo Research, Freiburg, Deutschland
(Syg/20yl)
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Software
Adobe lllustrator Adobe Inc., San Jose, CA, USA
Adobe Photoshop Adobe Inc., San Jose, CA, USA
Apeiro Image Scope Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland
CGM Medico CGM Clinical Europe GmbH
Image J https://imagej.nih.gov/ij/index.html
PACS Chilliweb Nexus / Chilli GmbH
SPSS SPSS Inc., Chicago, IL, USA

2.3. Anfertigung der HE-Ubersichtsfarbungen

Zur Anfertigung der Hamatoxylin-Eosin Ubersichtsfarbung wurden die Paraffinblécke
mit einer Starke von zwei um geschnitten und auf einen Objekttrager gebracht. Die
Anschlielliende Farbung erfolgte mit einem Farbeautomaten (Leica Autostainer XL).
Die Notwendigkeit der Ubersichtsfarbung besteht darin, geeignete Gewebeareale fir
die TMAs zu identifizieren.

2.4. Herstellung der Tissue Microarrays (TMAS)

Fir die Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbung der Gewebeproben
erfolgte die Herstellung von Tissue Microarrays. Sie stellen eine effiziente Methode zur
Analyse von einer grolen Anzahl von Gewebeproben dar, die bei dem grof3en
Patientenkollektiv gegeben ist. Mit Hilfe des Arraymold kit E wurden die TMA
Empfangerblocke gefertigt. Passende Areale auf den Tumorgewebeproben wurden
mittels  Lichtmikroskopie sowie der HE-Ubersichtsfarbung ausgewahlt und
anschlieBend gestanzt. Nach der Uberfiihrung in den Empfangerblock wurden die
fertigen TMAs in zwei um starke Bereiche geschnitten und auf einen Objekttrager
gebracht.
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2.5. Immunhistochemische Farbung

Die Tissue Microarrays wurden unter Anwendung der direkten Immunhistochemie
gefarbt. Hierbei handelt es sich um eine Reaktion von primaren und sekundaren
Antikorpern welche ein bestimmtes Antigen binden und daraufhin ein sichtbares
Farbsignal aussenden.

Als primare Antikorper wurden PGRMC1, TRIM33 und PRAS40 genutzt, welche aus
Kaninchenserum gewonnen wurden. Der primare Antikorper bindet mit seinem F(ab)2-
Teil an spezifische Antigene auf der Gewebeprobe und bildet einen Antigen-
Antikorper-Komplex. Als sekundarer Antikorper wurde ein kaninchenspezifischer AK
genutzt, der an den unspezifischen Fc-Teil des primaren Antikdrpers bindet. Durch die
Kopplung mit Meerrettichperoxidase und anschliellender enzymatischer Spaltung
entsteht das Farbsignal, welches sich mikro- sowie makroskopisch detektieren lasst.
Um die Farbung durchzufuhren muss das Gewebe, im ersten Schritt, vom Paraffin
befreit werden. Dazu werden die Schnitte jeweils zweimal fur zehn Minuten in Roticlear
gegeben, das als Losungsmittel das Paraffin vom Gewebe |6st. Danach folgt eine
absteigende Alkoholreihe aus zweimal Isopropanol 100% und einmal Isopropanol
70%, in denen die Schnitte jeweils funf Minuten verweilen. Anschlieend wurden die
Proben mittels destillierten Wassers zweimalig fur je funf Minuten hydriert.

Durch die Paraffinfixierung des Gewebes befinden sich die enthaltenen Proteine in
einer sehr schwer zuganglichen Konformation, sodass zur weiteren Farbung eine
Rekonfiguration in die Ursprungsform erfolgen muss. Hierfur diente die Zugabe von
saurem Citratpuffer Heat-induced Epitope Retrieval (HIER). Dieser wurde in einem
Verhaltnis von 1:100 mit destilliertem Wasser verdunnt, sodass ein Milieu von pH 6.0
entstanden ist. Die Proben wurden im Puffer zunachst fur 90 Sekunden in der
Mikrowelle zum Sieden gebracht und darauf sechsmalig mit intermittierenden Pausen
weiter erhitzt. Dem folgte eine 30-minutige Abkuhlung auf Zimmertemperatur. Nach
diesem Schritt war die Immunreaktivitat der im Gewebe enthaltenen Proteine

wiederhergestellt.

Nach Abschluss der Demaskierung wurde der Citratpuffer schrittweise mit destilliertem
Wasser entfernt und die Proben daraufhin zehn Minuten in TBS-TWEEN-Puffer (Tris-
buffered Saline + Tween 20) (1:20) gewaschen.

14



2.Material und Methoden

Da im Gewebe endogene Peroxidasen vorkommen, folgt eine Blockade mittels 200 pl
Peroxidblock, der fur zehn Minuten vollstandig auf die Proben aufgetragen wurde.
Daraufhin erfolgten drei weitere Waschungen im TBS-TWEEN-Puffer fur jeweils funf
Minuten. Um unspezifische Bindungen der primaren Antikdrper zu verhindern, schloss
sich die Behandlung mit 200 pl Ultra Vision Protein Block an, welcher fur genau funf
Minuten vollstandig auf die Probe aufgetragen wurde. Bei dem Proteinblock handelt
es sich um tierisches Serum, deren enthaltene Proteine an unspezifische Epitope im
Gewebe binden und diese maskieren. Eine zu lange Kontaktzeit muss vermieden
werden, da ansonsten auch spezifische Bindungsstellen blockiert und so falsche

Farbeergebnisse erzeugt werden konnen.

Anschliellend erfolgten drei weitere Waschgange fur jeweils funf Minuten im TBS
TWEEN.

Im nachsten Schritt erfolgte die Benetzung der Proben mit dem primaren Antikorper.
Dieser wurde vorher in bestimmter Konzentration, welche durch Testfarbungen
bestimmt wurde, mit Antibody Diluent OP Quanto verdinnt, sodass folgende

Endkonzentrationen verwendet wurden:

PGRMC1 0,112 pg/ml
TRIM33 0,100 pg/ml
PRAS40 1,314 pg/ml

Jeweils 200ul der Antikorperlosung wurden auf den Objekttrager pipettiert und bei 4°C
uber Nacht inkubiert.

Nach der nachtlichen Inkubation folgten drei Waschschritte im TBS-TWEEN-Puffer
und die Zugabe von 200 pl Primary Antibody Amplifier mit einer Reaktionszeit von
zehn Minuten. Letzterer Schritt hat eine optimale Bindungskapazitat des primaren
Antikorpers zur Folge. Weitere drei Waschschritte in TBS TWEEN folgten.
AnschlieBend wurde der sekundare Antikorper mit der gekoppelten Horseradish
Peroxidase (HRP) hinzugefugt und fur 15 Minuten in dunkler Umgebung inkubiert. Die
polymeren Bindungseigenschaften der HRP fuhren zur Interaktion vieler F(ab)2-Teile
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des sekundaren Antikorpers mit einzelnen Fc-Teilen der bereits gebundenen primaren
Antikorper. So wird eine optimale Bindungsfrequenz erzeugt und dadurch eine
maximale Signalreaktion bei relativ kurzer Inkubationszeit. Nach erneuter Waschung
mit TBS TWEEN in dunkler Umgebung wurde das Substratchromogen 3,3'-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB Substrate/Chromogen mix) auf die

Objekttrager aufgetragen.

Bei der Anfertigung des Substratchromogen wurde ein Tropfen (etwa 30 pul)
Chromogen mit einem ml DAB Substrat gemischt und daraufhin 200 pl auf die Proben
flachig verteilt. Die folgende Inkubationszeit war antikorperspezifisch und wurde im
Vorfeld im Rahmen einer Testfarbung ermittelt. Die enzymatische Spaltung des
Substratchromogens mit HRP erzeugt die detektierbare Farbung des Gewebes. Zum
Abbruch der Reaktion wurden die Objekttrager fur dreimal finf Minuten in destilliertes
Wasser gestellt.

Zur Darstellung der Zellkerne wurden die Proben nachfolgend mit Hamatoxylin fur drei
Minuten gegengefarbt und fur funf Minuten unter laufendem lauwarmen Wasser
abgespult. Um das Eindecken der Schnitte vorzubereiten folgte eine Dehydrierung
mittels Isopropanol 100%, in dem die Schnitte einmal kurz und zweimal fur je funf

Minuten verweilten.

Zuletzt wurden auf die entwasserten Gewebeproben ein Tropfen (ca. 30 ul) des
Eindeckmediums Mountex gegeben und mit einem Eindeckglas fixiert. Nachdem die
Proben getrocknet waren, konnten sie digitalisiert werden und standen zur Analyse
bereit.
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2.6. Immunhistochemische Analyse

Die digitalisierten Objekttrager wurden mittels des Programm Aperio ImageScope
ausgewertet. Zur Einschatzung des Farbeverhaltens konnte Uber die Einstellung des
Kontrasts (C) und der Helligkeit (B) die optimale Belichtung des Schnittes erreicht
werden. Die Auswertung erfolgte in 20-facher Vergrof3erung. Je nach Lokalisation der
Antikorper in der Zelle(Kern/Zytoplasma) erfolgte die Bewertung durch
unterschiedliche Scoringverfahren. Die zytoplasmatischen Farbungen von PGRMC1
und wurden mit dem H-Score bewertet, der die Intensitat erfasst (1=weak, 2=medium,
3=strong). Hierbei wird der gesamte Tumorausschnitt anhand einer selbst erstellten
Vorlage nach der Intensitat prozentual analysiert (Abb. 1A). Die drei Intensitatsstufen

wurden mittels folgender Gleichung summiert:

H-Score = [ 1x (% Zellen 1) + 2x (% Zellen 2) + 3x (% Zellen 3) ]

Vorteil der summierten Bewertung der Gesamtintensitat ist die genaue Erfassung von
auch heterogen gefarbten Gewebeproben. Nach Anwendung der Formel ergab sich
eine Gesamtbewertung mit Werten zwischen 100-300. Die Zellkernfarbung von
TRIM33 wurde mit dem 5-Tier-Score eingestuft. Dafur wurden vier Gewebeabschnitte
(20-fache VergroRerung) zufallig ausgewahlt und der prozentuale Anteil von positiv
gefarbten Zellkernen ermittelt. Die Bewertung erfolgte Uber ein funfstufiges System (0
= 0-20 %, 1 =21-40 %, 2 = 41-60 %, 3 =61-80 %, 4 = 81-100 %) (Abb. 1B). Der finale
Score errechnete sich aus den gemittelten Werten der vier Gewebebereichen mit

Werten zwischen null und vier.

Die Bewertung der zytoplasmatischen Farbung von PRAS40 erfolgte nach dem
gleichen Vorgehen wie beim Markerkandidaten PGRMC1 (Abb. 1C).
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Abb. 1
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Abbildung 1: Das Scoringsystem und Farbeverhalten von PGRMC1, TRIM33 und
PRASA40 (VergroBerung 20x) A. PGRMC1. Es zeigt sich eine zytoplasmatische Farbung des
Gewebes (braunes Kolorit). Je nach Farbeintensitat wurde in die Kategorien schwach, medium
oder stark eingeteilt und mittels H-Score bewertet. B. TRIM33. Das Protein zeigt ein
ausschlieBlich nukledres Farbeverhalten, welches in einer Braunfarbung der Zellkerne
resultiert. Mittels 5-tier Score wurde der prozentuale Teil der positiven Zellkerne analysiert. C.
PRAS40. Das Scoringsystem orientiert sich am H-Score, der je nach Farbintensitat, das
Gewebe in die Kategorien schwach, medium und stark einteilt.
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2.7. Erhebung des MGMT-Methylierungsstatus

Die Informationen bezuglich des MGMT-Methylierungsstatus der Tumorproben
beruhen zum Grofdteil auf der klinikinternen Datenbank, die aus dem klinischen
Regelbetrieb des Instituts der Pathologie stammen. Da bei einigen der analysierten
Proben dieser Status fehlte, wurde der MGMT-Methylierungsstatus bei 33 Patienten

nachbestimmt.

Der Methylierungszustand  erfolgte mit einer  methylierungsspezifischen
Polymerasekettenreaktion (PCR) die nach einer Gelelektrophorese die Zuordnung der
Proben als methyliert oder unmethyliert erlaubte. Zunachst wurden mit Hilfe der bereits
angefertigten HE-Ubersichtsfarbungen folgende Areale der Tumorprobe markiert,
welche solide Tumoranteile zeigten. Diese Areale wurden mit einer Rasierklinge
herausgekratzt und anschlieBend in mehreren Schritten entparaffiniert. Die DNA-
Extraktion erfolgte mit dem EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research). Zu Beginn
wurden die entparaffinierten Proben mit einer Proteinase sowie einem Lysispuffer
versetzt und Uber Nacht bei 56°C inkubiert. Die in dem Gewebe befindliche DNA wurde
anschlief3end durch Zentrifugation und Zugabe mehrerer Pufferldsungen aus dem nun
lysierten Gewebe herausgetrennt. Der Mechanismus beruht drauf, dass durch die
Puffer verschiedene pH-Milleus geschaffen werden, durch die alle Gewebeteile
abzentrifugiert werden konnen und die negativ geladene DNA erhalten bleibt. Die
DNA-Konzentration wurde darauf photometrisch bestimmt, bevor sie, nun adaquat
isoliert, einer Bisulfit-Konvertierung mittels bisulfite conversion kit unterzogen wurde.
Diese dreistufige Reaktion findet zwischen Cytosin und Natrium-Bisulfit statt und
konvertiert Cytosin zu Uracil. Ziel dessen ist die Eliminierung von sonst anfallenden
hinderlichen Ausfallungen.

Anschliel3end erfolgte die Durchfuhrung der PCR mit spezifischen Primersets.

Es wurden folgende Primer verwendet:

MGMT-methyliert vorwarts 5'-GTT TTT AGAACG TTT TGC GTT TCG AC-3'
MGMT-methyliert rickwarts 5'-CAC CGT CCC GAA AAA AAA CTC CG-3'
MGMT-unmethyliert vorwarts 5'-TGT GTT TTT AGAATG TTT TGT GTT TTG AT-3'
MGMT-unmethyliert rackwarts 5'-CTA CCA CCA TCC CAA AAA AAA ACT CCA-3'
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Der Einbezug von Proben ohne DNA-Gehalt gewahrleistete die Kontrolle des
Arbeitsschrittes. Nach Beendigung der PCR wurden die DNA-Produkte sowie
Kontrollprodukte (Standard, EDTA-Blut, Leerwert) auf ein Acrylamid-Gel 8 %
aufgetragen und eine Elektrophorese durchgefuhrt. Das Acrylamid-Gel wurde durch
Mischung von 24 ml Acrylamid-PDA (13 %), 16 ml Tris Puffer (120 mM), 400 ul
Ammoniumpersulfat (10 %) und 40 pul Themed Fertiglosung hergestellt.

Wahrend der Elektrophorese bildete sich ein blauer Steifen, als dieser das Ende des
Gels erreicht hatte wurde die Elektrophorese beendet und anschlielfend mit
Silbernitratiosung gefarbt. Hierfir wurde das Gel zunachst in Salpersaure 2-3 %
geschwenkt, bis der blaue Streifen ins Gelbe umgeschlagen ist und daraufhin drei Mal
mit Aqua dest. gewaschen. Das weitere Vorgehen war die Zugabe von
Silbernitratiosung far 20 Minuten, erneutes Waschen und Zugabe von
Natriumcarbonat sowie Formalin, um die Farbung zu starten. Bei Braunfarbung der
Banden wurde die Reaktion mit Aqua dest., Essigsaure 10 % und Glycerin 5 %
gestoppt und schlieBlich zum Trocknen aufgehangt. Bei der Analyse der fertigen Gele
wurde eine Probe als ,methyliert gewertet, sobald eine Bande methylierter PCR-
Primer erkennbar war. Fehlte diese Bande war die Probe als ,unmethyliert” zu werten.

2.8. Statistische Auswertung

Die Analyse der erhobenen Daten erfolgte mittels dem Statistikprogramm SPSS.
Dabei wurde nach einer Korrelation zwischen WHO Grad und der einzelnen
Biomarkern gesucht, um eine eventuell vorhandene Einflussnahme der Marker
PGRMC1, TRIM33 und PRAS40 nachzuweisen. Daruber hinaus wurde in Bezug der
Marker das Gesamtuberleben und das progressionsfreie Intervall analysiert. Dabei
wurde das Gesamtuberleben als Zeitraum zwischen Erstoperation und Sterbedatum
bzw. der letzten bekannten Datenlage definiert. Das progressionsfreie Intervall
beinhaltete das Uberleben ohne diagnostizierten Rezidivtumor. Als Mittel der Wahl
wurde hier mit der Kaplan-Meier-Methode eine Uberlebenskurve errechnet und zur

Kontrolle der Signifikanz einem Log-Rank-Test unterzogen.
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Beim weiteren Vorgehen wurden zusatzlich folgende Parameter auf den

Zusammenhang mit den Biomarkern untersucht:

Tumorvolumen: Das Tumorvolumen wurde mit Hilfe der praoperativen MRT-
Aufnahmen bestimmt. Hierfur wurde die T1 gewichtete Aufnahme nach
Kontrastmittelgabe genutzt, da hier der Tumor am besten zur Darstellung
kommt.

Odemvolumen: Das Odemvolumen wurde nach gleichem Vorgehen wie bei
dem des Tumors ermittelt. Einziger Unterschied war die Nutzung der T2
gewichteten Flair Aufnahme, da hier eine gute Abgrenzung zwischen Tumor,
Odem und Ligour cerebrospinalis mdglich war.

Ki67: Proliferationsmarker zur Darstellung von sich schnell teilenden
Zellpopulationen, welcher standartmalig in der Pathologie des

Universitatsklinikums Magdeburg bestimmt wird.

Zur Einschatzung der prognostischen Relevanz wurde die Auswertung um multivariate

Analysen sowie der Ermittlung der Hazard Ratio (HR) im Rahmen der Cox-Regression

erweitert. Einfluss nahmen hier folgende, bereits als prognostisch relevant ermittelte,

Faktoren:

Erkrankungsalter
Karnofsky-Index
Tumorresektion

Therapie

Bei allen Analysen wurde das Signifikanzniveau auf p < 0,05 gesetzt.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. PGRMC1: Korrelation mit dem WHO Grad

Zu Anfang untersuchten wir eine mogliche Korrelation zwischen der PGRMC1
Expression und den WHO Graden der Tumore. Hierfur wurden die ermittelten H-
Scores der Gewebeproben in einem Box-Whisker-Plot veranschaulicht und eine
statistische Analyse mit Spearman’s Rho durchgefuhrt. Wir beobachteten eine hohere
Expression von PGRMC1 in hochgradigen Tumoren (WHO Grad 3: Median = 195;
WHO Grad 4: Median = 180) als in Niedriggradigen (WHO Grad 2: Median = 135)
(Abb. 2). Dennoch erreichte diese Korrelation nicht das Signifikanzniveau (Rho =
0,123, p = 0,064, Spearman).

Abb. 2
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Abbildung 2. PRGMC1 Expression in Korrelation mit den WHO Graden 2, 3 und 4. Die
Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die Perzentile (25. und 75.) als vertikale
Boxen mit Fehlerbalken. Die Tabelle fiihrt nach WHO Grad die Mediane, Minima, Maxima und
Anzahl der Probanden auf.

3.2. PGRMC1: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien

Uberleben

Als nachstes analysierten wir die Assoziation zwischen den Expressionsleveln von
PGRMC1 und dem Gesamtuberleben der Patient*innen mit WHO Grad 2, 3 und 4
Tumoren. Zunachst wurde die Expression mittels der Median-Split-Methode in
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3. Ergebnisse

PGRMC1® und PGRMC1"" dichotomisiert. Die Uberlebensdaten sind in einer
Kaplan-Meier Uberlebenskurve dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem
Log-Rank-Test. Die Ergebnisse zeigten, dass Glioblastom Patient*innen (WHO Grad
4) mit einer hohen PGRMC1 Expression (PGRMC1"") ein signifikant schlechteres
Uberleben haben, als PGRMC1"°" Patient*innen (p = 0,021, Log-Rank) (Abb. 3A). Das
mittlere und mediane Uberleben bei WHO-Grad 4 ist in Abbildung 3B gezeigt. Bei den
WHO Grad 2 und WHO Grad 3 Patient*innen wurde keine signifikante Assoziation
zwischen dem Gesamtuberleben und PGRMC1 Expression festgestellt (Abb. 3A).

Abb. 3
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B. Mittelwert Median
Kl [95%] Kl [95%]
PGRMC1 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere
Grenze Grenze Grenze Grenze

PGRMC1 ' 14,611 0,840 12,964 16,259 15,000 1,503 12,053 17,947
PGRMC1 hieh 11,242 0,844 9,589 12,896 9,000 1,063 6,917 11,083
Gesamt 12,850 0,608 11,659 14,041 12,000 0,992 10,055 13,945

Abbildung 3. PGRMC1: Assoziation mit dem Gesamtiiberleben in Bezug auf den WHO
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Uberlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger
PGRMC1 Expression. Zur Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte befinden
sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen Gesamtiberlebens
bei WHO Grad 4 in Bezug zur PGRMC1 Expression. Std. Fehler = Standardfehler; Kl [95 %]
= 95 % Konfidenzintervalle.

WeiterflUhrend folgte nach gleichem Vorgehen die Auswertung des Rezidiv-freien
Uberlebens Uiber sechs Monate. Auch hier zeigten nur Patient*innen mit WHO Grad 4
signifikante Ergebnisse. Eine hohe PGRMC1 Expression war mit einem schlechteren
Rezidiv-freien Uberleben assoziiert als jene mit niedriger Expression (p = 0,019, Log-
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3. Ergebnisse

Rank) (Abb. 4A). In Abbildung 4B sind die Mittelwerte und Mediane des Rezidiv-freien
Uberlebens bei WHO Grad 4 zu finden. Fir manche Stichproben konnten keine
Medianwerte berechnet werden, da die geschatzte Uberlebenswahrscheinlichkeit
keine 50 % erreicht hatte. Bei den WHO Grad 2 und WHO Grad 3 Patient*innen wurde
keine signifikante Assoziation zwischen dem Rezidiv-freien Uberleben und PGRMC1
Expression festgestellt (Abb. 4A).

Abb. 4
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Il - PeRMC1 " ) = PGRMC1 "
B. Mittelwert Median
Kl [95%] Kl [95%]
PGRMC1 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere
Grenze  Grenze Grenze  Grenze
PGRMC1 ' 4,714 0,237 4,251 5,178
PGRMC1 hish 3,867 0,266 3,346 4,387 5,000 0,955 3,128 6,872
Gesamt 4,276 0,182 3,919 4,633

Abbildung 4. PGRMC1: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Uberleben in Bezug auf den
WHO Grad. A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Uberleben nach WHO Grad und
hoher bzw. niedriger PGRMC1 Expression. Analysiert wurde mittels Log-Rank Test, die p-
Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen
Rezidiv-freien Uberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PGRMC1 Expression. Std. Fehler =
Standardfehler; Kl [95 %] = 95 % Konfidenzintervalle.

3.3. PGRMC1: Korrelation mit weiteren Tumorparametern

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die PGRMC1 Expression mit anderen
tumorrelevanten Parametern korreliert. Dafur wurden das Tumorvolumen, das

Odemvolumen und die Ki67 Positivitat [> 10 %] einer Korrelationsanalyse nach
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3. Ergebnisse

Spearman unterzogen (Abb. 5). Diese offenbarten keinerlei signifikanten

Zusammenhange.

Abb. 5

Korrelationen PGRMC1 Tumorvolumen Odemvolumen Ki67 Positivitat

(Spearman's Rho) [cm?] [cm? [>10%]
Korrelationskoeffizient -0,084 0,072 -0,274

WHO Grad Il Signifikanz (2-seitig) 0,844 0,866 0,511
N 8 8 8
Korrelationskoeffizient -0,571 -0,107 0,334

WHO Grad Ill Signifikanz (2-seitig) 0,180 0,819 0,518
N 7 7 6
Korrelationskoeffizient 0,086 0,074 0,021

WHO Grad IV Signifikanz (2-seitig) 0,211 0,284 0,770
N 211 211 205

Abbildung 5. PGRMC1: Korrelation mit weiteren Tumorparameter nach WHO Grad.
Bivariate Analyse mittels Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient des Markers mit den
Parametern Tumorvolumen, Odemvolumen und Ki67 Positivitat. Die Tabelle zeigt WHO
gradspezifisch den Korrelationskoeffizienten, die Signifikanz und die Patientenzahl.

3.4. PGRMC1: Gesamt- und Rezidiv-freies Uberleben -
Multivariatanalyse bei WHO Grad 4

Zur weiteren Analyse der Uberlebensdaten nutzten wir das proportionale Hazard
Modell als Regressionsverfahren. Hierfur wurde die multivariate Cox-Regression mit
verschiedenen, sich in der Vergangenheit als Prognosefaktoren bei Glioblastomen
erwiesenen, Faktoren adjustiert. Berucksichtigt wurden das Alter, der Karnofsky-Index,
das Resektionsausmal® und die Therapie. Da die univariate Analyse lediglich fur
Tumore des WHO Grads 4 signifikante Ergebnisse hervorbrachte (Abb. 3-4), wurden
die WHO Grade 2 und 3 hier nicht weiter analysiert.

Die Analyse zeigte nach Adjustierung, dass Glioblastompatient*innen mit einer hohen
PGRMC1 Expression (PGRMC1"") ein signifikant hdheres Sterberisiko im Vergleich

zu PGRMC1"" Patient*innen haben (HR = 1,505; Kl [95 %] =1,085-2,088; p = 0,014)
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3. Ergebnisse

(Abb. 6A). Bei der Analyse des Rezidiv-freien Uberlebens stellte sich keine
signifikante prognostische Relevanz fiir PGRMC1"" heraus (Abb. 6B). Somit kann
PGRMC1 als unabhangiger prognostischer Marker fur das Gesamtuberleben der
Glioblastompatient*innen angesehen werden.

Abb. 6

A. B.

Cox Regression HR KI[95%] Signifikanz Cox Regression HR KI[95%] Signifikanz
PGRMC1'"ow 1 - - PGRMC 1w 1 - -
PGRMC1"an 1,505 1,085-2,088 0,014 PGRMC 1hish 1,419  0,844-2,385 0,187
Alter 1,028 1,014-1,042 < 0,001 Alter 1,014  0,994-1,033 0,173
Karnofsky Index | 0,991  0,979-1,002 0,105 Karnofsky Index | 0,988  0,973-1,003 0,109
Resektion 0,677 0,501-0,916 0,011 Resektion 0,846  0,546-1,309 0,452
Therapie 0,731  0,675-0,792 < 0,001 Therapie 0,705 0,626-0,792 < 0,001

Abbildung 6. PGRMC1: Multivariate Cox-Regression fiir das Gesamt- und Rezidiv-freie
Uberleben in Glioblastompatient*innen. A. Regressionsanalyse des 24 Monate Uberlebens
von Patient*innen mit hoher PGRMC1 Expression adjustiert mit Alter, Karnofsky-Index,
Resektion und Therapie. B. Regressionsanalyse des sechs monatigen Rezidiv-freien
Uberlebens wie in A. PGRMC1"" wurde als Dummy-Variable verwendet. HR= Hazard Ratio;
K1 [95 %] = 95 % Konfidenzintervall.
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3.5. TRIM33: Korrelation mit dem WHO Grad

Bei unserem zweiten Marker TRIM33 starteten wir ebenfalls mit der Untersuchung zu
einer moglichen Korrelation zwischen der Expression und den WHO Graden der
Tumore. Die 5-tier Scores der Tumorproben wurden in einem Box-Whisker-Plot
dargestellt, die statistische Analyse mittels Spearman’s Rho durchgefihrt. Die
Mediane zeigten keinen Trend (WHO-Grad 2: Median = 187; WHO-Grad 3: Median =
225; WHO-Grad 4: Median = 137) und die Korrelation erreichte nicht das
Signifikanzniveau (Rho =-0,067, p = 0,325, Spearman) (Abb. 7).

Abb. 7
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Abbildung 7. TRIM33 Expression in Korrelation mit den WHO Graden 2, 3 und 4. Die
Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die Perzentile (25. und 75.) als vertikale
Boxen mit Fehlerbalken. Die Tabelle fiihrt nach WHO Grad die Mediane, Minima, Maxima und
Anzahlen der Probanden auf.

3.6. TRIM33: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben

Um die Assoziation zwischen den Expressionsleveln von TRIM33 und dem
Gesamtuberleben der Patient*innen mit WHO Grad 2, 3 und 4 zu untersuchen wurden
die 5-tier Scores mit der Median-Split-Methode in TRIM33"" und TRIM33""
dichotomisiert. Die Uberlebenskurven wurden mittels Kaplan-Meier dargestellt und die
statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-Test. Abbildung 8A veranschaulicht,
dass bei keinem der drei WHO Grade ein signifikanter Unterschied zwischen
TRIM33"" und TRIM33"" Patient*innen besteht. Das mediane und mittlere Uberleben
von WHO Grad 4 ist in Abbildung 8B gezeigt.
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Abb. 8
A. WHO Grad Il WHO Grad Il WHO Grad IV
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B. Mittelwert Median
KI [95%] Kl [95%]
TRIM33 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere
Grenze Grenze Grenze Grenze
TRIM33 lov 13,947 0,868 12,246 15,648 15,000 2,042 10,997 19,003
TRIM33 high 11,167 0,871 9,461 12,874 10,000 0,991 8,058 11,942
Gesamt 12,620 0,621 11,385 13,819 11,000 0,964 9,111 12,889

Abbildung 8 TRIM33: Assoziation mit dem Gesamtiiberleben in Bezug auf den WHO
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Uberlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger
TRIM33 Expression. Zur statistischen Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte
befinden sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen
Gesamtlberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur TRIM33 Expression.

Beim Rezidiv-freien sechs Monatsuberleben erreichte der Marker ebenfalls bei allen
WHO Graden nicht das Signifikanzniveau (Abb. 9A). Die Mittelwerte und Mediane im
Bezug zum Uberleben mit WHO Grad 4 sind in Abbildung 9B dargestellt.
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Abb. 9
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K1 [95%] K1 [95%]
TRIM33 Schéatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere
Grenze Grenze Grenze Grenze
TRIM33 'ov 4,534 0,250 4,043 5,025 - -
TRIM33 high 3,924 0,277 3,381 4,467 5,000 0,896 3,244 6,756
Gesamt 4,245 0,188 3,876 4,613 - -

Abbildung 9 TRIM33: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Uberleben in Bezug auf den
WHO-Grad A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Uberleben nach WHO Grad und
hoher bzw. niedriger TRIM33 Expression. Statistisch analysiert wurde mittels Log-Rank Test,
die p-Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen
Rezidiv-freien Uberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur TRIM33 Expression.

3.7. TRIM33: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben

nach erneutem Cut-off

Da die Analyse der Expression auf das Gesamt- und Rezidiv-freie Uberleben mittels
der Median-Split-Methode keinerlei Ergebnisse lieferte, verglichen wir noch einmal das
Expressionsmuster von Tumorgewebe mit dem von gesundem Hirngewebe. Die 5-tier
Scores von TRIM33 sind in einem Box-Whisker-Plot dargestellt und mit dem Mann-
Whitney-U Test statistisch untersucht. Es ergab sich, dass das gesunde Gewebe
signifikant niedrigere TRIM33 Expression aufweist als das Tumorgewebe (p = 0,047,
Mann-Whitney-U) (Abb. 10A). Die unterschiedliche Expression von TRIM33 zwischen
Tumor- und gesundem Gewebe wird in einem reprasentativen Randausschnitt gezeigt
(Abb. 10B).
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Abbildung 10 TRIM33: Vergleich von Tumor- und gesundem Gewebe A. Box-Whisker-
Plot der beiden Gewebearten. Die Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die
Perzentile (25. und 75.) als vertikale Boxen mit Fehlerbalken. Die Signifikanz befindet sich
unten rechts. B. Bildliche Darstellung einer Randzone von Tumor (T) und gesundem
Hirngewebe (G).

Auf Grund dieses Ergebnis wiederholten wir die Analyse des Gesamt- und Rezidiv-
freien Uberlebens. Hierfiir wurde TRIM33 Expression auf Basis des Medians der
gesunden Gewebeproben neu dichotomisiert. Die Uberlebenskurven wurden mittels
Kaplan-Meier dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-Test.
Die Ergebnisse zeigten, dass Glioblastompatient*innen mit einer hohen TRIM33
Expression (TRIM33"") ein signifikant schlechteres Uberleben haben, als TRIM33""
Patient*innen (p = 0,029, Log-Rank) (Abb. 11A). Das mediane Gesamtuberleben
betrug bei Patient*innen mit niedriger TRIM33 Expression (TRIM33"*) 16 Monate und
bei TRIM33"e" Patient*innen nur 9 Monate (Abb. 11B). Bei den WHO Grad 2 und 3
Patient*innen wurde keine signifikante Assoziation zwischen dem Gesamtuberleben
und PGRMC1 Expression festgestellt (Abb. 11A).
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Abb. 11
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KI [95%] Kl [95%]
TRIM33 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere
Grenze Grenze Grenze Grenze
TRIM33 lov 14,778 0,945 12,926 16,630 16,000 1,959 12,161 19,839
TRIM33 high 10,994 0,795 9,386 12,501 9,000 0,959 7121 10,879
Gesamt 12,541 0,621 11,323 13,759 11,000 0,961 9,116 12,884

Abbildung 11 TRIM33: Assoziation mit dem Gesamtiiberleben in Bezug auf den WHO
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Uberlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger
TRIM33 Expression. Zur statistischen Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte
befinden sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen
Gesamtuberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur TRIM33 Expression.

Nach gleicher Methodik wie beim Gesamtuberleben erfolgte die Analyse zum Rezidiv-
freien Uberleben. Die WHO Grade 2 und 3 zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen hoher und niedriger Expression von TRIM33 (Abb. 12A). Die
Glioblastompatient*innen (WHO Grad 4) zeigten dagegen einen signifikanten
Unterschied (p = 0,029, Log-Rank), sodass eine hohe TRIM33 Expression mit einem
kiirzeren Rezidiv-freien Uberleben assoziiert war (Abb. 12A). Das mittlere Rezidiv-freie
Uberleben verkiirzte sich bei steigender Expression von 4,7 auf 3,9 Monate (Abb.
12B).
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Abb. 12
B. WHO Grad Il WHO Grad Il WHO Grad IV
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TRIM33 o 4678 0,271 4,148 5,208 -
TRIM33 high 3,899 0,254 3,401 4,397 5,000 0,981 3,077 6,923
Gesamt 4,232 0,189 3,862 4,602 -

Abbildung 12 TRIM33: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Uberleben in Bezug auf den
WHO Grad A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Uberleben nach WHO Grad und
hoher bzw. niedriger TRIM33 Expression. Statistisch analysiert wurde mittels Log-Rank Test,
die p-Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen
Rezidiv-freien Uberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur TRIM33 Expression

3.8. TRIM33: Korrelation mit weiteren Tumorparametern

Zuséatzlich zum Uberleben sollten Korrelationen mit anderen erhobenen
Tumorparametern untersucht werden (vgl. Kapitel 3.3). Die bivariate
Korrelationsanalyse (Spearman’s Rho) des Markers zeigte zwei signifikante
Zusammenhange. Die Gewebeproben des WHO Grad 3 korrelierten negativ und
signifikant mit dem Odemvolumen (Rho = -0,821, p = 0,023, Spearman). Durch die
geringe Anzahl an Patient*innen des WHO Grades 3 muss allerdings die Validitat
dieser Korrelation zukunftig in einer groReren Patientenkohorte bestatigt werden. In
WHO Grad 4 Tumoren, bei denen ein groRes Patientenkollektiv vorlag, ergab sich eine
hochsignifikante positive Korrelation mit dem Proliferationsmarker Ki67 (Rho = 0,197,
p = 0,006, Spearman) (Abb. 13).
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Abb. 13

Korrelationen TRIM33 Tumorvolumen Odemvolumen Ki67 Positivitat

(Spearman's Rho) [cm?] [em?] [>10%]
Korrelationskoeffizient 0,091 -0,109 0,748

WHO Grad Il Signifikanz (2-seitig) 0,846 0,816 0,053
N 7 7 7
Korrelationskoeffizient -0,714 -0,821* -0,091

WHO Grad IlI Signifikanz (2-seitig) 0,071 0,023 0,864
N 7 7 6
Korrelationskoeffizient 0,055 0,026 0,197*

WHO Grad IV Signifikanz (2-seitig) 0,436 0,711 0,008
N 200 200 194

Abbildung 13. TRIM33: Korrelation mit weiteren Tumorparameter nach WHO Grad.
Bivariate Analyse mittels Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient des Markers mit den
Parametern Tumorvolumen, Odemvolumen und Ki67 Positivitat. Die Tabelle zeigt WHO-
gradspezifisch den Korrelationskoeffizienten, die Signifikanz und die Patientenzahl.
*Signifikant auf p = 0,05 Niveau; **Signifikant auf p = 0,01 Niveau

3.9. TRIM33: Gesamt- und Rezidiv-freies Uberleben — Multivariatanalyse
in WHO Grad 4

Zur weiteren Analyse der Uberlebensdaten nutzten wir das proportionale Hazard
Modell als Regressionsverfahren. Hierfur wurde die multivariate Cox-Regression mit
verschiedenen, sich in der Vergangenheit als Prognosefaktoren bei Glioblastomen
erwiesenen, Faktoren adjustiert. Berlcksichtigt wurden das Alter, der Karnofsky-Index,
das Resektionsausmal® und die Therapie. Da die univariate Analyse lediglich fur
Tumore des WHO Grads 4 signifikante Ergebnisse hervorbrachte (Abb. 3-4), wurden
die WHO Grade 2 und 3 hier nicht weiter analysiert.

Die Analyse zeigte nach Adjustierung, dass Glioblastompatient*innen mit einer hohen
TRIM33 Expression (TRIM33"") zwar ein erhohtes Sterberisiko haben; die
Regressionsanalyse erreicht hier allerdings nicht das Signifikanzniveau (HR = 1,348;
K1 [95 %] = 0,954-1,904; p = 0,091) (Abb. 14A). Gleiches gilt beim 6 Monats Rezidiv-
freien Uberleben (HR = 1,439; Kl [95 %] = 0,831-2,491; p = 0,194) (Abb. 14B). Damit
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ist TRIM33 weder flirs Gesamt- noch fiir das Rezidiv-freie Uberleben ein unabhangiger
prognostischer Marker bei Glioblastomen.

Abb. 14

A. B.

Cox Regression HR KI[95%)] Signifikanz Cox Regression HR KI [95%] Signifikanz
TRIM33ev 1 - - TRIM330w 1 - -
TRIM33bich 1,348  0,954-1,904 0,091 TRIM33rish 1,439  0,831-2,491 0,194
Alter 1,024  1,010-1,038 0,001 Alter 1,012  0,992-1,032 0,237
Karnofsky Index | 0,991  0,980-1,003 0,149 Karnofsky Index | 0,990  0,975-1,005 0,182
Resektion 0,664 0,483-0,912 0,012 Resektion 0,769 0,487-1,214 0,259
Therapie 0,735 0,677-0,798 < 0,001 Therapie 0,707  0,629-0,795 < 0,001

Abbildung 14 TRIM33: Multivariate Cox-Regression fiir das Gesamt- und Rezidiv-freie
Uberleben in Glioblastompatient*innen. A. Regressionsanalyse des 24 Monate Uberlebens
von Patient*innen mit hoher TRIM33 Expression adjustiert mit Alter, Karnofsky-Index,
Resektion und Therapie. B. Regressionsanalyse des sechs monatigen Rezidiv-freien
Uberlebens wie in A. TRIM33"" wurde als Dummy-Variable verwendet. HR = Hazard Ratio; Kl
[95 %] = 95 % Konfidenzintervall.
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3.10. PRAS40: Korrelation mit dem WHO-Grad

Der letzte untersuchte Marker PRAS40 wurde in einer Korrelationsanalyse mit
Astrozytomen (WHO Grad 2 und 3) und Glioblastomen (WHO Grad 4) untersucht.
Genutzt wurden dabei die ermittelten H-Scores sowie die Malignitatseinteilung der
WHO. Die Scores wurden in einem Box-Whisker-Plot anschaulich dargestellt und mit
Spearman’s Rho statistisch analysiert. Aus letzterem resultierte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen Expression und Malignitatsgrad (Rho = 0,085, p = 0,199,
Spearman) (Abb. 15). Dennoch ist erkennbar, dass in den hdohergradigen
Gewebeproben hohere H-Scores erzielt wurden (WHO Grad 3: Median = 215; WHO
Grad 4: Median = 210), als in Niedergradigen (WHO Grad 2: Median = 140).

Abb. 15
300
= 250 . - .
5 WHO Grad| Median Minimum Maximum N
(3]
2 Grad Il 140 105 230
= 200
3 Grad IlI 215 150 265
E 150 Grad IV 210 100 300 216
100
WHO Grad Il WHO Grad Il WHO Grad IV

Abbildung 15. PRAS40 Expression in Korrelation mit den WHO-Graden 2, 3 und 4. Die
Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die Perzentile (25. und 75.) als vertikale
Boxen mit Fehlerbalken. Die Tabelle fiihrt nach WHO Grad die Mediane, Minima, Maxima und
Anzahlen der Probanden auf.

3.11. PRAS40: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien

Uberleben

Zur Bewertung der Assoziation zwischen den Expressionsleveln von PRAS40 und
dem Gesamtuberleben der Patient*innen mit WHO Grad 2, 3 und 4 wurden die
ermittelten H-Scores ebenfalls Uber die Median-Split-Methode in PRAS40"" und
PRAS40°" dichotomisiert. Die Uberlebenkurven wurden mittels Kaplan-Meier
dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-Test. Es zeigte sich
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bei keinem der drei WHO Grade ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
PRAS40 Expression und dem Gesamtuberleben der Patient*innen (WHO Grad 2: p =
0,655; WHO Grad 3: p = 0,642; WHO Grad 4: p = 0,211, Log-Rank) (Abb. 16A). Die
Mittelwerte und Mediane im Bezug zum Uberleben mit WHO Grad 4 sind in Abbildung
16B dargestellt.

Abb. 16
A. WHO Grad Il WHO Grad Il WHO Grad IV
100 100 100
E‘ 80 80 80
3
2 @0 80 80
3
=
£ 40 40 40
]
& 20 20 20
p = 0,655 p=0642 p=0,221
Monate 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
[ - PrAsa0 " ) - PrAS40 ™"
B. Mittelwert Median
Kl [95%)] Kl [95%]
PRAS40 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere
Grenze Grenze Grenze Grenze
PRAS40 'o 12,128 0,864 10,435 13,821 11,000 1,367 8,320 13,680
PRASA4Q hieh 13,408 0,839 11,764 15,053 12,000 1,925 8,227 15,773
Gesamt 12,819 0,602 11,638 13,999 12,000 1,040 9,962 14,038

Abbildung 16. PRAS40: Assoziation mit dem Gesamtiberleben in Bezug auf den WHO
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Uberlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger
PRAS40 Expression. Zur statistische Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte
befinden sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen
Gesamtlberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PRAS40 Expression.

Beim Rezidiv-freien sechs Monatsuberleben erreicht der Marker ebenfalls bei allen
WHO-Graden nicht das Signifikanzniveau (WHO Grad 2: p = 0,362; WHO Grad 3: p=
0,317; WHO Grad 4: p= 0,086) (Abb. 17A). Die Mittelwerte und Mediane im Bezug
zum Uberleben mit WHO Grad 4 sind in Abbildung 17B dargestellt.
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Abb. 17

A. WHO Grad I WHO Grad il WHO Grad IV

< 100 100 100

c b=|=

g 80 80 80

s 1

2 60 60 60

5 |_|_
2 40 40 40

- —

£ 20 20 20

E p=0,362 p=0317 p = 0,086

Monate 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 8

i - PrAs40 low ] = PrAs20 high
B. Mittelwert Median
Kl [95%] Kl [95%]
PRAS40 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere
Grenze Grenze Grenze Grenze

PRAS40 'ov 4,015 0,270 3,486 4,544 5,000

PRAS4Q hih 4,550 0,236 4,088 5,012
Gesamt 4,304 0,179 3,953 4,655

Abbildung 17. PRAS40: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Uberleben in Bezug auf den
WHO Grad A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Uberleben nach WHO Grad und
hoher bzw. niedriger PRAS40 Expression. Statistisch analysiert wurde mittels Log-Rank Test,
die p-Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen
Rezidiv-freien Uberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PRAS40 Expression.

3.12. PRAS40: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien

Uberleben nach erneutem Cut-off

Da die Analyse der Expression auf das Gesamt- und Rezidiv-freie Uberleben mittels
der Median-Split-Methode, keinerlei Ergebnisse lieferte, verglichen wir noch einmal,
wie schon bei TRIM33, die PRAS40 Expression von Tumorgewebe mit dem von
gesundem Hirngewebe. Die H-Scores von PRAS40 wurden in einem Box-Whisker-
Plot dargestellt und mit dem Mann-Whitney-U Test statistisch untersucht. Es ergab
sich, dass das gesunde Gewebe eine hochsignifikant niedrigere PRAS40 Expression
aufweist als das Tumorgewebe (p = < 0,001; Mann-Whitney-U) (Abb. 18A). Die
unterschiedliche Expression von PRAS40 zwischen Tumor- und gesundem Gewebe
wird in einem reprasentativen Randausschnitt gezeigt (Abb. 18B).
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Abb. 18

300
250 —‘7
1

150

100 p < 0,001 l

Tumorgewebe gesundes Gewebe

PRAS40 [H-Score]

Abbildung 18 PRAS40: Vergleich von Tumor- und gesundem Gewebe A. Box-Whisker-
Plot der beiden Gewebearten. Die Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die
Perzentile (25. und 75.) als vertikale Boxen mit Fehlerbalken. Die Signifikanz befindet sich
unten rechts. B. Bildliche Darstellung einer Randzone von Tumor (T) und gesundem
Hirngewebe (G).

Auf Grund dieses Ergebnis wiederholten wir die Analyse des Gesamt- und Rezidiv-
freien Uberlebens. Hierfir wurde PRAS40 Expression auf Basis des Medians der
gesunden Gewebeproben neu dichotomisiert. Die Uberlebenskurven wurden mittels
Kaplan-Meier dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-Test.
Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Unterschiede in allen drei WHO-Graden
(WHO Grad 2: p = 0,655; WHO Grad 3: p = 0,377; WHO Grad 4: p = 0,887, Log-Rank)
(Abb. 19A). Im Vergleich zu den Ergebnissen des Median-Split naherten sich die
Uberlebenszeiten der Patient*innen sogar noch einmal an (vgl. Abb. 16A/19A). Die

Mittelwerte und Mediane im Bezug zum Uberleben ist in Abbildung 19B dargestellt.
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Abb. 19
A. WHO Grad Il WHO Grad Il WHO Grad IV
100 100 100
=
T 80 80 80
2
2 60 60 _I 60
g
b=
£ 40 40 40
?
g 2 20 20
p = 0,655 p=0377 p=0,887
Monate 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
[l - PrAs%0 low ] - PrAs40 high
B. Mittelwert Median
Kl [95%] Kl [95%]
PRAS40 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere
Grenze Grenze Grenze Grenze
PRAS40 'ov 12,532 1,274 10,088 14,976 12,000 2,509 7,082 16,918
PRAS40 M 12,913 0,687 11,567 14,258 12,000 1,215 9,618 14,382
Gesamt 12,819 0,602 11,638 13,999 12,000 1,040 9,962 14,038

Abbildung 19. PRAS40: Assoziation mit dem Gesamtuberleben in Bezug auf den WHO
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Uberlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger
PRAS40 Expression. Zur statistischen Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte
befinden sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen
Gesamtuberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PRAS40 Expression.

Nach gleicher Methodik wie beim Gesamtuberleben erfolgte die Analyse zum Rezidiv-
freien Uberleben. Wieder erreicht der Marker bei allen WHO Graden nicht das
Signifikanzniveau (Abb. 20A). Die Mittelwerte und Mediane im Bezug zum Uberleben
ist in Abbildung 20B dargestellt.

Da die univariate Analyse keine signifikanten Ergebnisse lieferte, wurde auf eine
multivariate Analyse des Markers verzichtet.

39



3. Ergebnisse

Abb. 20
B. WHO Grad I WHO Grad il WHO Grad IV
< 100 100 100
E 80 80 80 1
°
2 60 60 60 _|_I_.
S —|_|—
7]
2 40 40 40
o —
£ 20 20 20
E p=0,362 p = 0,564 p=0,100
Monate 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 8
i - PrAs40 low ] = PrAs20 high
B. Mittelwert Median
Kl [95%] Kl [95%]
PRAS40 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere
Grenze Grenze Grenze Grenze
PRAS40 'ov 3,816 0,383 3,065 4,566 5,000 -
PRAS4Q hih 4,473 0,199 4,083 4,863 - -
Gesamt 4,304 0,179 3,953 4,655 - -

Abbildung 20. PRAS40: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Uberleben in Bezug auf den
WHO Grad A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Uberleben nach WHO Grad und
hoher bzw. niedriger PRAS40 Expression. Analysiert wurde mittels Log-Rank Test, die p-
Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen
Rezidiv-freien Uberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PRAS40 Expression.

3.13. PRAS40: Korrelation mit weiteren Tumorparametern

Zuséatzlich zum Uberleben sollten Korrelationen mit anderen erhobenen
Tumorparametern untersucht werden (vgl. Kapitel 3.3.). Die bivariate
Korrelationsanalyse (Spearman’s Rho) des Markers zeigte einen signifikanten
Zusammenhang. Die Gewebeproben des WHO Grad 3 korrelierten negativ und
signifikant mit dem Proliferationsmarker Ki67 (Rho = -0,968, p = 0,007, Spearman)
(Abb. 21). Durch die geringe Anzahl an Patient*innen des WHO Grades 3 muss
allerdings die Validitat dieser Korrelation zukunftig in einer grof3eren Patientenkohorte
bestatigt werden.
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Abb. 21

Korrelationen PRAS40 Tumorvolumen Odemvolumen Ki67 Positivitat

(Spearman's Rho) [cm?] [em?] [>10%]
Korrelationskoeffizient 0,474 0,474 <0,001

WHO Grad Il Signifikanz (2-seitig) 0,282 0,282 1,000
N 7 7 7
Korrelationskoeffizient -0,488 -0,098 0,968**

WHO Grad lll  Signifikanz (2-seitig) 0,326 0,854 0,007
N 6 6 5
Korrelationskoeffizient -0,054 0,057 0,122

WHO Grad IV Signifikanz (2-seitig) 0,427 0,408 0,078
N 215 215 209

Abbildung 21. PRAS40: Korrelation mit weiteren Tumorparameter nach WHO Grad.
Bivariate Analyse mittels Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient des Markers mit den
Parametern Tumorvolumen, Odemvolumen und Ki67 Positivitat. Die Tabelle zeigt WHO
gradspezifisch den Korrelationskoeffizienten, die Signifikanz und die Patientenzahl.
**Signifikant auf p=0,01 Niveau

3.14. PGRMC1/TRIM33: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien

Uberleben

In dieser Studie identifizierten wir eine hohe Expression von PGRMC1 oder von
TRIM33 als ungunstige prognostische Faktoren fur Glioblastompatient*innen. Auf
Basis dieser Resultate wird nun die Kombination der beiden Marker in Bezug auf das
Gesamt- und das Rezidiv-freie Uberleben untersucht. Die Uberlebenskurven wurden
mittels Kaplan-Meier dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-
Test. Die Ergebnisse zeigten, dass ,double-high® Patient*innen
(PGRMC 1M/ TRIM33M") ein signifikant kiirzeres Gesamtlberleben (p = 0,003, Log-
Rank) (Abb. 22A), sowie ein kiirzeres Rezidiv-freies Uberleben (p = 0,01, Log-Rank)
(Abb. 22B) haben, als ,double-low* Patient*innen (PGRMC1"°%/TRIM33"°%). Die
PGRMC1"°%/TRIM33'°¥ Patient*innen lebten im Median um 11 Monate langer und
einen Monat langer Rezidiv-frei (Abb. 22C-D).
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Abb. 22
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x
Monate 5 10 15 20 25 Monate 1 2 3 4 5 6
C. Mittelwert Median
Kl [95%] Kl [95%]

PGRMC1/TRIM33 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere

Grenze Grenze Grenze Grenze
PGRMC1"°%TRIM33" | 16,258 1,165 13,975 18,541 18,000 1,301 15,451 20,549
PGRMC1Ms"/TRIM33"eh| 9513 1,018 7,517 11,508 7,000 1,285 4,481 9,519
Gesamt 12,223 0,831 10,593 13,852 10,000 1,343 7,369 12,631
D. Mittelwert Median

Kl [95%] Kl [95%]

PGRMC1/TRIM33 Schatzer Std. Fehler Untere Obere Schatzer Std. Fehler Untere Obere

Grenze Grenze Grenze Grenze
PGRMC1"°%TRIM33 4,735 0,328 4,092 5,379 - - - -
PGRMC1M"TRIM33"en| 3,426 0,328 2,783 4,068 3,000 0,261 2,489 3,511
Gesamt 3,975 0,246 3,494 4,457 5,000 - - -

Abbildung 22. Kombination von PGRMC1 und TRIM33: Univariat- und
Multivariatanalyse in Glioblastompatient*innen. A. Kaplan-Meier 24 Monate
Uberlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger PGRMC1 und TRIM33
Expression. Zur statistischen Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte befinden
sich links unten. B. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Uberlebenskurven nach WHO
Grad und hoher bzw. niedriger PGRMC1 und TRIM33 Expression. Statistisch analysiert wurde
mittels Log-Rank Test, die p-Werte befinden sich links unten C. Tabellarische Auflistung des
mittleren und medianen Gesamttiberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PGRMC1/TRIM33
Expression. D. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen Rezidiv-freien Uberlebens
bei WHO Grad 4 in Bezug zur PGRMC1/TRIM33 Expression.
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Im Anschluss erfolgte eine Uberlebenszeitanalyse, die das Sterberisiko der
Patient*innen modellieren sollte. Diese wurde mittels multivariater Cox-Regressions-
Analyse durchgefuhrt. Diese zeigte nach Adjustierung des Alters, des Karnofsky-
Index, des Ausmaldes der Resektion und der Therapie, dass eine gleichzeitig erhohte
PGRMC1- und TRIM33-Expression (PGRMC1""/TRIM33"3") mit einem signifikant
hoheren Sterberisiko einhergeht (HR = 1,892, Kl [95 %] = 1,178-3,038, p = 0,008)
(Abb. 23A). AulBerdem ist das Sterberisiko und die Signifikanz im Vergleich zu den
einzelnen Marken erhoht (vgl. Abb. 6A und 14A). Bezlglich des Rezidiv-freien
Uberlebens hatte diese Marker-Kombination keine signifikante prognostische
Aussagekraft (Abb. 23B).

Abb. 23

A. B.

Cox Regression HR Kl [95%] Signifikanz Cox Regression HR Kl [95%] Signifikanz
PGRMC1/TRIM33! 1 - - PGRMC1/TRIM33' 1

PGRMC1"TRIM33"| 1,892 1,178-3,038 0,008 PGRMC1"/TRIM33"| 1,750 0,841-3,645 0,135
Alter 1,022 1,002-1,043 0,029 Alter 1,026 0,997-1,055 0,076
Karnofsky Index 0,997 0,982-1,013 0,710 Karnofsky Index 0,995 0,975-1,015 0,634
Resektion 0,627 0,416-0,946 0,026 Resektion 0,876  0,515-1,490 0,626
Therapie 0,740 0,662-0,828 < 0,001 Therapie 0,745 0,643-0,864 < 0,001

Abbildung 23 Kombination von PGRMC1 und TRIM33: Multivariate Cox-Regression fiir
das Gesamt- und Rezidiv-freie Uberleben in Glioblastompatient*innen. A. Multivariate
Cox-Regression Analyse des 24 Monate Uberlebens von Patient*innen mit hoher PGRMC1
und TRIM33 Expression adjustiert mit Alter, Karnofsky-Index, Resektion und Therapie. B.
Multivariate Cox-Regression Analyse des sechs monatigen Rezidiv-freien Uberleben wie in B.
PGRMC1"*/TRIM33"" wurde als Dummy-Variable verwendet. HR = Hazard Ratio; Kl [95 %]
= 95 % Konfidenzintervall.
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4. Diskussion

4.1. Biometrische Daten in Bezug zu Vergleichskollektiven

Das erhobene Kollektiv ist mit 263 Patient*innen, davon 233 mit Glioblastom,
umfangreich. Dennoch stellt sich die Frage der Reprasentativitat der untersuchten
Proben. Im Folgenden wird, in Hinsicht auf die Bedeutung fur die Studie, nur auf
Glioblastompatient*innen verwiesen. Das mediane Alter der Patient*innen bei
Diagnosestellung lag bei 64 Jahren und damit nur zwei Jahre Uber dem medianen
Erkrankungsalter der WHO-Definition (6). Ferner sind Manner haufiger betroffen als
Frauen. Das war auch im untersuchten Kollektiv zu beobachten, hier betrug das
Verhaltnis von Mannern zu Frauen 1,2:1. Eine Datenerhebung aus der Schweiz
beschreibt ein Verhaltnis von 1,26:1 (5). Im Hinblick auf das Alter und die
Geschlechterverteilung ist das Kollektiv also reprasentativ far
Glioblastompatient*innen. Die mediane Uberlebenszeit lag bei unserem Kollektiv bei
12 Monaten und damit vergleichbar zu aktuellen Erhebungen, die ein medianes
Uberleben von 12-14 Monaten ermittelten, wobei die 14 Monate nur bei optimaler
Therapie erreicht wurden (77,78). Da in unserem Patientenkollektiv 70% der
Patient*innen eine kombinierte Radiochemotherapie erhalten haben ist das mediane
Uberlebensalter plausibel.

Ein weiter prognostisch sehr relevanter Marker ist der Methylierungsstatus des MGMT-
Promotors, wobei eine methylierte Promotorregion bei Therapie mit TMZ eine deutlich
bessere Prognose aufweist (79). Daher folgt hier auch der Vergleich zu anderen
Studien um die Reprasentativitdt unseres Kollektivs zu bestatigen. Mit einer
Methylierungsrate von 59 % ist sie deutlich hoher als in Vergleichskollektiven, die
Methylierungsraten von 33 bis 45 Prozent aufwiesen (20,30,80). Diese Diskrepanz ist
mit der am Institut fur Pathologie am Uniklinikum Magdeburg verwendeten Methodik
zur Methylierungsbestimmung zu erklaren. Bei der von uns durchgeflhrten
Nachbestimmung der nicht ermittelten Status fiel auf, dass bereits sehr kleine PCR-
Banden als positive Promotormethylierung gewertet wurden und es sich bei dem
verwendetet Kit um eines der effizientesten seiner Art handelt (81).
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4.2. PGRMCA1

In der vorliegenden Studie wurde erstmals die Bedeutung von PGRMC1 fur das
Gesamtuberleben bei Patient*innen mit Glioblastomen demonstriert. Wir zeigten, dass
eine hohe PGRMC1 Expression einen unabhangigen signifikanten Marker fur ein
kirzeres Gesamtuberleben darstellt. Somit kann PGRMC1 als prognostischer

Biomarker fur Glioblastompatient*innen angesehen werden.

Das Protein PGRMC1 interagiert in diversen zellularen Prozessen wie dem
Energiemetabolismus, der Fettregulation, Ham- und Cyp-Biologie, Genregulation und
der Mitose (82). Bei diversen Tumorentitaten, darunter Kolon- (50), Brust- (83),
Bronchial- (84) und Ovarialkarzinomen (85), wurde im Vergleich zu gesundem

Gewebe Uber eine Uberexpression von PGRMC1 berichtet.

Mir et al. untersuchten anhand von 30 Gewebeproben von Lungentumoren die
PGRMC1 Expression und beobachteten, dass eine hohere Expression mit einer
schlechteren Prognose fur die Patient*innen assoziiert war (86). Die genauen

molekularen Zusammenhange blieben unklar.

Des Weiteren zeigte eine Arbeit unserer Arbeitsgruppe, dass der Knockout von
PGRMC1 eine signifikante Reduzierung der metabolischen Aktivitat, des
Zellwachstums und der Zellinvasion von GBM-Zellen zur Folge hatte (87).

Daruber, wie PGRMC1 durch zellulare Signalwege Einfluss auf die Tumorgenese hat,

wird diskutiert und verschiedene Anséatze sind in der Literatur beschrieben.

Das Recycling zelleigener Organellen oder intrazellularer Proteine (Autophagie) wird
bei der Enstehung von Krebs kontrovers diskutiert und kann kontextbezogen die Rolle
als Tumorsupressor oder -promor annehmen (88). Beim Glioblastom beschrieben
Gammoh et al. anhand von Mausmodellen, dass die Inhibition der Autophagie zu einer
starken Supression des Tumorwachstums fuhrte. Ferner wurde mit molekularen
Analysen festgestellt, dass autophagieinhibierte Gliazellen keine Wachstumssignale
verarbeiteten und sich eine Zellseneszenz einstellte (89). Aus dieses Ergebnissen
kann die Autophagie als ein Einflussfaktor auf die Glioblastomgenese angesehen
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werden und so ebenfalls Einfluss auf die Prognose haben. PGRMC1 bindet an
MAP1LC3-Il, ein zentrales Protein im Signalweg der Autophagie und etablierter
Marker des Autophagosoms (90) und fuhrt damit zu erhohter Autophagieaktivitat der
Zelle (91). Besteht dieser Zusammenhang ebenfalls in Glioblastomzellen, so kann
dieser starkeres Tumorwachstum initiieren und unsere erziehlten Ergebnisse stitzen.
Dieser Signalweg wurde ebenfalls von He et al. anhand glioblastomtragender Mause
im Rahmen von Radiosensibilisierung durch ,ultrasound-triggered microbubble
destruction® untersucht. Hierbei wurde eine Reduktion der intrazellularen PGRMC1
Expression sowie dessen Bindung mit MAP1LC3-II initilert und folgend eine erhdhte

Radiosensibilitat der Glioblastomzellen in vivo und in vitro nachgewiesen (92).

Der nachste relevante zellulare Prozess ist die Einflussnahme von PGRMC1 auf
verschiedene Signalkaskaden im Weg der Rezeptorthyrosinkinasen, welcher bei Uber
90 Prozent der Glioblastome Mutationen aufweist (3). Dabei am prominentesten ist die
Amplifikation des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), welche 41 bis 57
Prozent der Glioblastome aufweisen (93,94). Die EGFR Signalwege konnen je nach
Lokalisation des Rezeptors in der Zelle separiert werden. Plasmamembrangebundene
EGFR mediiert diverse Signalwege wie RAS/MAPK, JAK/STAT, PKB/AKT oder PKC
und reguliert so das Tumorwachstum, das Zelluberleben oder die Angiogenese (93).
Ahmed et al. berichteten in einer molekularen Studie Uber die Verknupfung von
PGRMC1 und dem EGFR. So stabilisiete PGRMC1 den Rezeptor an der
Zelloberflache und der Knockdown von PGRMC1 oder des EGFR fuhrte zu einem
verminderten Tumorwachstum (95). Daruberhinaus beschreiben Kabe et al. anhand
von Zelllinien, dass PGRMC1 als direkter Ligand vom EGFR fungiert, diesen aktiviert
und Downstreamsignale weiterleitet (50). Dass die Aktivierung zu einer schlechteren
Prognose fuhrt, wurde am Beispiel von PKC beschrieben. Mawren et al. untersuchten
an 26 Patient*innen die Relevanz der PKC Expressionen im Bezug zum Uberleben
und stellten fest, dass eine hohe PKC Expression mit einer schlechteren Prognose
assoziiert war (96).

Zusatzlich zu den beschriebenen Signalwegen nach Phosphorylierung des EGFR
kann dieser selbst auch translozieren und an zellularen Organellen wie den
Mitochondrien oder dem Zellkern Signale vermitteln (93). Boerner et al. untersuchten
an Brustkrebszelllinien die Funktion vom EGFR am Mitochondrium und beschrieben
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dessen Translokation zur Mitochondirenmembran sowie die Interaktion mit COXII mit
Hilfe von Co-Immunoprazipitations Assays. Durch diese Interaktion schutzte es die
Brustkrebszellen vor einer Adriamycin-induzierten Apoptose und wurde deshalb als
onkogen angenommen (97). Auch am Zellkern wurde der EGFR als tumorfordernd
beschrieben, indem er die Transkription von wachstumsfordernden oder anti-

apoptotisch wirkenden Proteinen wie MYC oder iNOS initiiert (98).

Die Funktion von PGRMC1 als Aktivator vom EGFR und der oben beschriebenen
zellularen Prozesse, die durch diese Signalkaskade ausgelost werden, stutzt es
unsere Ergebnisse von der schlechteren Prognose beim Gesamt- und Rezidiv-freien
Uberleben.

In einer Studie unserer Arbeitsgruppe zeigte sich eine Assoziation von PGRMC1 mit
Integrin beta-1 (ITGB1) und TCF 1/7. Die Menge dieser beiden Proteine war nach
einem Knockout von PGRMC1 in GBM Zellen deutlich reduziert. Auch in unseren GBM
Proben zeigte sich eine Korrelation der Expression von PGRMC1 und ITGB1 (87). Der
ITGB1 Signalweg steht in diversen Tumorzellen im Zusammenhang mit der
Tumorgenese sowie der -progression (99). Bei Glioblastompatient*innen zeigte sich
zudem ein Zusammenhang von hoher ITGB1 Expression und einem schlechteren
Gesamtuberleben, sowie eine Synergie von ITGB1 und EGF/EGFR bei der Invasion
der Tumorzellen (100). Diese Ergebnisse zeigen die Relevanz der PGRMC1 und

ITGB1 Signalachse in GBM'’s und stutzen zudem die Ergebnisse unserer Studie.

Die Korellation von hoher PGRMC1 und EGRF Expression wurde ebenfalls in
hepatozellularen ~ Karzinomen  beobachtet und mit einer  geringeren
Gesamtuberlebenszeit assoziiert (101). Im Rahmen dieser Studie von Sang et al.
zeigte sich zudem ein Einfluss von PGRMC1 auf die Immunantwort. Der Knock Out
von PGRMC1 fuhrte zu einer vermehrten Nekrose der Tumorzellen sowie einer
Suprimierung der EGFR gesteuerten pro-inflammatorischen IL-6 Produktion und NF-
kB Aktivitat (101). Diese Regulation des Immunsystems durch PGRMC1 ist ebenfalls
in Glioblastomzellen denkbar und somit ein Ansatz im Bereich der Immuntherapie fur

Glioblastome.
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Abbildung 24 PGRMC1: Zusammenfassung relevanter zellularer Mechanismen

Im Kontext der neutrophilen Chemotaxis in Glioblastomen identifizierten Zha et al. eine
positive Feedbackschleife von Neutrophil Extrazellular Traps (NETs), welche den
Transkriptionsfaktor NF-kB aktivierten und Uber eine Erhdhung der Interleukin-8
(CXCLB8)-Ausschittung zu einem neutrophilen Recruitment in GBM-Zellen flhrte
(102). In einer Studie unserer Arbeitsgruppe zeigten die zwei untersuchten GBM-
Zelllinien ebenfalls eine Ausschuttung hoher Mengen Interleukin-8 (CXCL8). Diese
Ausschuttung wurde durch den Knock Down von PGRMC1 signifikant reduziert.
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Ferner zeigte sich eine signifikant positive Korrelation von der PGRMC1-Expression
und der Expression des neutrophilen Oberflachenmarker CD66b in GBM-
Gewebeproben (87). CD66b fungiert als Marker fur die neutrophilen Granulozyten.
Diese positive Korrelation unterstutzt einen Zusammenhang von PGRMC1-Expression

und der pro-inflammatorischen Recrutierung von Neutrophilen ins Gewebe.

Verschiede Studien zeigten, dass diese pro-inflammatorische Mikroumgebung zu
einer gesteigerten Progression von GBM-Zellen fuhrt (102,103). Diese pro-
inflammatorische Funktion von PGRMC1 und die daraufhin gesteigerte
Tumorprogression kann ein moglicher Erklarungsansatz fur das schlechtere Gesamt-

und Rezidiv-freie Uberleben unser untersuchter Patient*innen sein.

Neben dem moglichen Einluss von PGRMC1 auf die Tumorgenese und die
Inflammation kann nach dem aktuellen Stand der Literatur eine weitere
Funktionsweise des Proteins betrachtet werden. Dabei handelt es sich um die
Ausbildung einer Chemotherapieresistenz gegen Doxorubicin bei
Uterussarkomzellen, in denen PGRMC1 hoch exprimiert war (104). Basis dieser
Studie waren die Erkenntnisse von Hand et al.. Unter Verwendung von Hefepilzzellen
beschrieben sie, dass das DAP1 Gen (Death Associoated Protein 1) fur das
Zelluberleben nach DNA Schaden durch Methylmethansulfonat bendtigt wird (105).
DAP1 gehort wie PGRMC1 zur Familie der MAPRs (Membrane-Associated
Progesterone Receptor) und wird als homolog angesehen. Weitere Studien
speziefizierten diesen Mechnismus und beschreiben die Involvierung von PGRMC1 in
die durch P4 mediierte Anti-Apoptose bei Behandlung mit cis-Platin in Ovarialtumoren
(106). Das Chemotherapeutikum der Wahl bei Glioblastomen ist Temozolomid,
ebenfalls ein methylierendes Medikament, welches allerdings vorwiegend anti-
autophagisch wirkt (107). Durch den gleichen Mechanismus der DNA-Schadigung ist
ein positiver Einfluss von PGRMC1 auf das Zelluberleben bei Temozolomid Therapie
denkbar. Die so verminderte Potenz von Temozolomid kann dazu beigetragen haben,
dass Patient*innen mit einer héheren PGRMC1 Expression ein kirzeres Uberleben

hatten.

Daruberhinaus lieferten Kabe et al. Ergebnisse Uber die Aktivierung von CYP450 via
Bindung mit PGRMC1 und der daraus resultierenden Degradation von Doxorubicin
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(50). Auch dieser Mechanismus ist bei Temozolomid denkbar, wenn ein CYP-
induzierter Abbau des Therapeutikums oder seiner aktiven Abbauprodukte vorliegt.
Auch hier bedarf es weiterer Nachforschungen. Klar ist aber, dass ein schnellerer
Abbau ebenfalls zu einer verminderten Potenz fuhren wirde und so zu einer

schlechteren Prognose.

In Abbildung 24 sind nocheinmal alle relevanten zellularen Mechanismen von
PGRMC1 graphisch dargestellt.

PGRMC1 zeigt vielseitige Einflisse auf zellulare tumorfordernde Mechanismen,
welche unsere Ergebnisse stltzen. Dies liefert die Basis fur weitere molekulare
Analysen in folgenden Studien. Eine tumorsupprimierende Wirkung von PGRMC1 ist
nach aktuellem Stand der Forschung nicht bekannt.

4.3. TRIM33

Der Transkriptionsfaktor TRIM33 zeigte, im Vergleich zum gesunden TRIM33 high
Gewebe, eine erhohte Expression im Tumorgewebe. Des Weiteren hatten
Glioblastompatient*innen mit erhohter TRIM33 Expression ein signifikant kurzeres
Gesamt- sowie Rezidiv-freies Uberleben als Patient*innen mit niedriger Expression.
Im Zuge der Cox-Regression hatten TRIM33 high Patient*innen ein erhohtes
Sterberisiko, das Signifikanzniveau wurde allerdings nicht erreicht. Anhand dieser
Ergebnisse ist TRIM33 zwar nicht als prognostisch unabhangiger Marker im
Glioblastom anzusehen, konnte aber einer Rolle in der Entstehung und Progression
dieser Tumorentitat spielen.

TRIM33 hat Einfluss auf diverse zellulare Prozesse, wie die Transkription (66), die
Zelldifferenzierung (108) und die Mitose (109). In Relation zu Tumoren wurden zwei
Signalkaskaden beschrieben, in denen TRIM33 entscheidend mitwirkt und dadurch als
Tumorpromoter oder als Tumorsupressor fungieren kann (110). Die Tumorsupression
erfolgt Uber die Inhibierung der WNT/R-Catenin Signalkaskade, welche durch
vermehrte Transkription von Genen wie c-myc, Cyclin D1 und Snail, zu
Tumorwachstum und Invasion/Metastasierung fuhrt (111). In Bezug zu diesem
Signalweg liegt bereits eine an Glioblastomen durchgefuhrte Studie vor. Jianfei et al.

berichteten Uber den inhibitorischen Effekt von TRIM33 durch Destabilisierung von 13-
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Catenin und der darauffolgenden Ubiquitinierung in Glioblastomzellen (62). Sie
beschrieben TRIM33 als Tumorsupressor und damit wurde es zu einer besseren
Prognose fuhren. Dieses Ergebnis steht damit gegensatzlich zu dem in unserer Studie
erzielten Ergebnis, dass eine hohe TRIM33 Expression mit einem schlechteren
Uberleben assoziiert. Nun stellt sich die Frage wie dies erklart werden kann. Ein
Ansatzpunkt zur Erklarung dieser Diskrepanz ist die Multifunktionalitat von TRIM33.
Jianfei et al. testeten uber transfizierte GBM-Zelllinien nur den Einfluss von TRIM33
auf R-Catenin und lieRen andere Funktionswege auller Acht. Dabei ist ein
Zusammenspiel mehrerer Signalwege und deren gegenseitige Beeinflussung

wahrscheinlich.
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Abbildung 25 TRIM33: Zusammenfassung relevanter zellularer Mechanismen
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Studien von anderen Tumorentitaten zeigten mit der TGF-B/SMAD Signalkaskade
einen weiteren von TRIM33 beeinflussten Signalweg. Die TGF-R/SMAD
Signalkaskade kann in Glioblastomen hoch aktiv sein und fuhrt so zum Beispiel zu
vermehrter Angiogenese und schlechterer Prognose (112,113). Loay et al. zeigten in
ihrer Studie, dass eine hohe TRIM33 Expression und zusatzlicher Verlust von SMAD4
mit einer schlechteren Prognose bei operablen Mamma-Karzinomen assoziiert ist
(114). Sie nutzten daflr ebenfalls eine immunhistochemische Farbung sowie mit 248
Proband*innen ein ahnlich groRes Patientenkollektiv. Zu einem ahnlichen Ergebnis
kamen auch Jain et al., bei denen eine hohe TRIM33 Expression mit gleichzeitigem
SMAD4 Verlust in Kolorektalkarzinomen mit einer schlechteren Prognose assoziiert
war (115). Der Zusammenhang von hoher TRIM33 Expression und dem Verlust von
SMADA4 stellte den Bezug zur TGF-3/SMAD Signalkaskade her und deckt sich mit der
Literatur. TRIM33 kann durch Ubiquitinierung von SMAD4 als Regulator des TGF-
R/SMAD Signalwegs fungieren (61).

Neben Studien mit hoher TRIM33 Expression finden sich ebenfalls Studien in denen
das Tumorgewebe, im Vergleich zum Gesunden, eine niedrige Expression aufweist.
Ding et al. untersuchten hepatozellulare Karzinome (HCC) und stellten ein
gegenlaufiges Ergebnis dar. Hier war eine niedrigere TRIM33 Expression und kein
SMAD4 Verlust mit einem schlechteren Uberleben vergesellschaftet (116). Gleiches
wurde im Nierenzellkarzinom (RCC) beobachtet (117). Warum diese gegenlaufigen
Ergebnisse erzielt wurden, ist noch nicht geklart. Der allgemeine Stand der Forschung
sieht TRIM33, durch seine Rolle als Inhibitor des TGF-R/SMAD Signalweg, als
Tumorsupressor an (110). Doch auch hier wurden anderslautende Ergebnisse
veroffentlicht. So wurde beschrieben, dass in Mammakarzinomen sowohl ein
aktivierter, als auch ein kompletter Verlust des TGF-RB/SMAD Signalwegs
tumorfordernd agierten (118).

Zusatzlich beobachteten Ligr et al. in Pankreaskarzinomzellen, dass der Knockdown
von TRIM33 zu einer verringerten Tumorinvasion fuhrte (119). Zudem war das
Zellwachstum sowie bei Uberexpression als auch beim Knockdown vermindert. Neben
der Inhibierung der Invasion zeigten Wang et al. einen Einfluss von TRIM33 auf die
Apoptose von Tumorzellen. In B-Zell Leukamiezellen beobachteten sie die
inhibierende Interaktion von TRIM33 mit der Bim Aktivierung und einer so
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verminderten Apoptosefahigkeit der B-Zellen (120). Beide Mechanismen, sowie
Inhibierung der Invasion als auch die Reduktion Apoptosefahigkeit sprechen fur eine
schlechtere Prognose.

Es ist offensichtlich, dass auf Grund der ungeklarten Funktion von TRIM33 keine
Aussage Uber die genaue Rolle dieses Proteins in verschiedenen Tumorentitaten
getroffen werden kann. Dennoch bieten unsere Ergebnisse und das Wissen, bei
welchen zellularen Signalwegen TRIM33 eine Einflussgrol3e ist, eine Grundlage, um

weiterfihrende molekulare Studien an Glioblastomzellen voranzutreiben.

Des Weiteren bestand eine hochsignifikante Korrelation zwischen der TRIM33
Expression und dem Proliferationsmarker Ki67, was auf einen Zusammenhang von
TRIM33 und der Tumorprogression hindeuten kann. Auch dieses Ergebnis wurde
bislang in Glioblastomen nicht gezeigt, eine ahnliche Beobachtung wurde aber im
Kolorektalkarzinom gemacht, wo eine hohe TRIM33 Expression mit einer abnormen
Proliferationsrate assoziiert war (115). Sedgwick et al. untersuchten an HeLa-Zelllinien
die Interaktion von TRIM33 mit mitoserelevanten Proteinen (109).Sie beschrieben
TRIM33 als Bindungspartner fur den Anaphase-Promotions-Komplex/Zyklosom
(APC/C), der die Transition von der Metaphase in die Anaphase initiiert. TRIM33 wirkt
somit proliferativ. Zudem wurde beschrieben, dass ein TRIM33 Knockdown zu einer
Aktivierung des spindle assembly checkpoints (SAC) fuhrte. Dieser Checkpoint
verzogert die Zellteilung, bis eine korrekte Anordnung der Chromosomen sichergestellt
worden ist (121). In dieser Hinsicht ist TRIM33 durch die Inaktivierung von SAC ein
wichtiger Regulator des Zellzyklus und kann so die Proliferation von entarteten Zellen
vorantreiben. Diese Erkenntnisse stltzen unser Ergebnis der Korrelation von TRIM33
und dem Proliferationsmarker Ki67. Da es sich bei unserer Studie aber nur um eine
immunhistochemische Analyse von eingebettetem Gewebe handelt, mussen zur

Bestatigung molekulare Versuchsreihen an Glioblastomzellen folgen.

Sollte sich herausstellen, dass TRIM33 in Glioblastomen als Tumorpromoter fungiert,
kann dessen Inhibition als neuer therapeutischer Ansatz dienen. Shi et al. berichteten,
dass TRIM33 Expressionsverlust in Zellen zu einer Resistenz von BET Inhibitoren JQ1
und GS-626510 in Kolorektalkarzinomen fuhren (122). Daher kann davon

ausgegangen werden, dass diese Inhibitoren genau auf TRIM33 abzielen. BET
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Inhibitoren binden an Bromodomanen, von denen TRIM33 auch welche besitzt. Ist so
ein gezielter Knockdown moglich, konnte die mdgliche schadliche Wirkung von
TRIM33 aufgehoben werden.

In Abbildung 25 sind alle relevanten zellularen Prozesse von TRIM33 graphisch

dargestellt.

4.4. PRAS40

PRASA40 zeigte in unserer Studie eine signifikant hohere Expression in Tumorgewebe
als im gesunden Gewebe. Ein signifikanter Unterschied zwischen hoher bzw. niedriger
Expression in Bezug zum Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben wurde allerdings
nicht beobachtet. Vorherige Studien von PRAS40 in Bezug auf das Uberleben oder

dessen Funktion bei der Entstehung von Glioblastomen lagen nicht vor.

PRASA40 ist in der Zellbiologie als Bestandteil des mammalian target of rapamycin
complex 1 (mTORC1) bekannt und als Substrat von Akt in vivo und in vitro bestatigt
(72). So spielt es eine wichtige Rolle in metabolischen Dysfunktionen und in
verschieden Tumoren (71). Eine, wie in unserer Studie, erhohte Expression von
PRAS40 in Tumorgewebe im Vergleich zum Gesunden wurde bereits in diversen
Studien beschrieben. Dabei zeigten Mamakarzinome, Leber-, Lungen-, Prostata-, und
Kolonkarzinome, sowie Melanome hohere Level von PRAS40 als korrespondierendes
gesundes Gewebe (123-125). PRAS40 hat Einfluss auf verschiedene Signalwege,
deren Deregulierung im Glioblastom beschrieben wurden und im Folgenden erlautert

werden.

Madhunapantula et al. beobachteten bei der Tumorprogression von Melanomzelllinien
erhohte Level von phosphoryliertem PRAS40 und eine zeitgleich erhohte Akt Aktivitat.
Diese Aktivitatssteigerung fuhrte zu einer deregulierten Zellapoptose und erhdhten so
die Lebensfahigkeit der Krebszellen. Diese gleichzeitige Erhdhung von PRAS40 und
der Akt Aktivitat wurde durch Untersuchung von 30 Melanompatient*innen mittels
Western Blot bestatigt (126). Dieser Zusammenhang wurde ebenfalls in
Prostatakarzinomen (127) und in Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC)
(128) beobachtet. PRAS40 wird durch aktivierte Akt phosphoryliert und so zum aktiven
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phospho-PRAS40, welches den mTOR-Komplex 1 aktiviert (71). In Glioblastomen
fuhrt eine Aktivierung vom PI3K/Akt/mTOR Signalweg zur Tumorgenese und zur
Chemotherapieresistenz (129).

Abb. 26
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Abbildung 26 PRAS40: Zusammenfassung relevanter zellularer Mechanismen

Zusatzlich relevant fur das Glioblastom ist die Rolle von PRAS40 im
Insulinrezeptor/Akt Signalweg. Verschiedene Studien zeigen, dass metabolische
Storungen wie Diabetes mellitus Il, einen Risikofaktor fur Glioblastompatient*innen
darstellen und mit einem schlechteren Gesamt- sowie Rezidiv-freien Uberleben
assoziiert sind (130,131). Gong et al. untersuchten die Interaktion von Insulin sowie
seinen Rezeptoren und dem Verhalten von Glioblastomzellen. Sie zeigten, dass schon
bei physiologischen Leveln von Insulin ein vermehrtes Tumorwachstum und ein
langeres Zelluberleben auftrat, welches durch die Aktivierung des Akt-Signalwegs
hervorgerufen wurde (132). Bei diesem Signalweg hat PRAS40 eine besondere
Bedeutung da es hier neben der Funktion als Downstream-Regulator von Akt auch
eine als Upstream-Regulator innehat. Lv et al. untersuchten diesen Signalweg in der
Familie der Ewing Sarkome (ESFTs) und beschrieben eine durch phospho-PRAS40
erhohte Autophosphorylierung des Insulinrezeptors und damit verbundene erhohte
Aktivitat von Akt und mTOR (75).

Aufgrund dieser Erkenntnisse ist das erhohte Expressionslevel von PRAS40 im
Glioblastomgewebe im Vergleich zum gesunden Hirngewebe plausibel. Zudem sollten
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die durch die aktivierte Akt/mTOR Signalkaskade ausgeldsten Prozesse, die oben
bereits beschrieben wurden, eine Auswirkung auf die Prognose eines Glioblastoms
haben. So sollte die Prognose der Glioblastompatient*innen mit hoher PRAS40
Expression schlechter sein, als bei Patient*innen mit niedrigen PRAS40 Leveln. Ein
Ansatz zur Erklarung warum unsere Uberlebensanalyse ergebnislos blieb, ist die Wahl
des Targets. Wie bereits aus den vorherigen Ausfuhrungen hervorgeht, ist nicht
PRAS40, sondern das aktivierte phospho-PRAS40 relevant fur den mTOR-Komplex
1. Daher sollte eine weitere Untersuchung unserer Gewebeproben mit einem
phospho-PRAS40 Antikorper erfolgen und auf eine Assoziation mit dem Gesamt- und
Rezidiv-freien Uberleben Uberpriift werden. Die in unserem Patientenkollektiv
beobachteten Uberexpression von PRAS40 passt zu dieser Annahme, da bei einer
grolen Menge von PRAS40 viel von diesem Protein phosphoryliert werden kann.

4.5. PGRMC1/TRIM33

Auf Grund der vielversprechenden Ergebnisse der separaten Analysen von PGRMC1
und TRIM33, untersuchten wir nun die Kombination der beiden Marker. Hierbei zeigte
sich ein hochsignifikanter Unterschied beim Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben.
Glioblastompatient*innen bei denen beide Marker hoch exprimiert waren, hatten ein
schlechteres Uberleben als jene, die beide Marker gering exprimiert hatten. Da wir
diese Erkenntnis bereits bei den Einzelanalysen gewonnen hatten, war die
Lebenszeitanalyse von besonderem Interesse. Hier zeigte sich, dass das Sterberisiko
signifikant um 1,9 erhéht war und damit noch einmal deutlich héher als bei PGRMC1
(HR =1,5) oder TRIM33 (HR = 1,35) alleine. Somit liegt die Annahme nahe, dass sich
die beiden Marker synergistisch schlecht auf die Prognose der Patient*innen

auswirken.

Die jeweiligen Mechanismen, an denen die beiden Marker an der Tumorgenese und
der Tumorprogression bei Glioblastompatient*innen beteiligt sind, wurden bereits in
der Diskussion erlautert. Dabei ist zu beobachten, dass beide Proteine in
unterschiedlichen Signalwegen eine entscheidende Rolle spielen. Diese Tatsache
unterstutzt die These des synergistischen Effektes insofern, dass beide unabhangig
voneinander zur Tumorgenese und -progression beitragen. PGRMC1 agiert dabei

insbesondere Uber die Hochregulierung des Signalwegs der Rezeptorthyrosinkinase
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EGFR und deren nachgeschalteten Signalkaskade (93). So wird in der Zelle das
Tumorwachstum, das Zelliberleben und die Angiogenese gefordert. Bei den durch
TRIM33 regulierten Signalwegen ist der Einfluss auf den Tumor weniger eindeutig und
der Mechanismus dahinter unklar (110). Dennoch scheint die Inhibition des ansonsten
tumorfordernden TGF-R/SMAD Weg zu einer Progression zu fuhren (114). In dieser
Hinsicht tragen beide Marker Uber unterschiedliche Signalwege zu einer schlechten
Prognose bei und erklaren das schlechtere Uberleben, wenn PGRMC1 sowie TRIM33

hochexprimiert sind.

Neben den Signalwegen sind weitere mogliche Funktionen beschrieben, die
nebeneinander eine schlechtere Prognose vermuten lassen. PGRMC1 bindet mit mit
CYP450 und aktiviert dieses (50) und konnte so zum Abbau vom gangigen
Chemotherapeutikum Temozolomid beitragen. Das Ausbleiben der DNA-Schadigung
verhindert die Zellseneszenz und die Zelle bleibt teilungsaktiv. Von dieser Tatsache
kann wiederum die mitoseregulierende Funktion von TRIM33 profitieren. TRIM33
bindet mit dem Anaphase-Promotions-Komplex/Zyklosom (APC/C), welcher die
Transition von der Metaphase in die Anaphase initiiert (109). Es Iasst sich folgern, dass
es durch dieses Zusammenspiel der Marker zu einer hoheren Zellprofileration kommt

und damit zu einer schlechteren Prognose.

Auf Grund dieser Erkenntnisse ist die Annahme der Synergie von PGRMC1 und
TRIM33 und der damit verbundenen schlechteren Prognose sowie dem erhohten
Sterberisko nachvollziehbar und muss in weiterflhrenden molekularen Studien

weiterverfolgt werden.
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4 .6. Diskussion der Methoden und Limitationen

4.6.1. Patientenkollektiv

Bereits bei der Suche nach passenden Patient*innen wurden Limitationen der
Methodik deutlich. Probleme bereiteten die archivierten Gewebeproben, die teilweise
sehr wenig vitalen Tumorzellen, groRe Nekrosezonen oder Einblutungen enthielten.
Proben in denen kein vitaler Tumor zu finden war, wurden von der Studie
ausgeschlossen. Durch unvollstandig vorliegender Patientenakten war zudem die
Datenerhebung erheblich erschwert. Klinik-, Hausarzt- oder Wohnortswechsel der
Patient*innen machten die Erhebung der Lebensdaten teilweise unmoglich, sodass

diese aus der Studie gestrichen werden mussten.

Prognostische Marker, insbesondere der MGMT-Methylierungsstatus, wurden zur
Vollstandigkeit nachbestimmt. Probleme bereitete die genaue Bestimmung des
prognostisch relevanten Resektionsausmalles. Bei einigen Patient*innen lag
postoperativ lediglich ein CT oder eine MRT-Aufnahme aullerhalb des 72H-Fensters
vor. Das Resektionsmaly zu bestimmen gestaltete sich als schwierig da Resttumor

von neu entstandenem Granulationsgewebe nicht zu unterscheiden ist (133).

4.6.2. Tissue Microarray

Zur Analyse einer grof3en Anzahl von Gewebeproben bietet die Methode des Tissue
Microarray eine schnelle und besonders gunstige Variante, da sehr viele Proben auf
einem Objekttrager Platz finden konnen (134). Daher war das TMA in dieser Studie,
bei einer Patientenkohorte von mehr als 250 Personen, Mittel der Wahl. Des Weiteren
eignet sie sich sehr gut fur die Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbung
(135). Limitiert wird diese Methode durch den nur kleinen Gewebeanteil, welcher aus
einer groReren Probe herausgestanzt wurde. So konnen bereits bei der Auswahl des
zu stanzenden Ausschnitts falsche Gewebeanteile ausgewahlt werden, sowie
heterogene Proteinverteilungen im Gewebe nicht ausreichend erfasst werden (136).
Dennoch wurde in einer Vielzahl von Studien belegt, dass Ergebnisse von
Gesamtgewebeschnitten und TMAs zumeist konkordant sind (137). Zudem wirkten wir
dem in unsere Studie entgegen, indem wir, wenn moglich, mehrere Abschnitte aus
demselben Tumor analysierten. Ein weiteres Problem, welches im Laufe der
Versuchsdurchfuhrung auftrat, war der Verlust einzelner Proben vom Objekttrager,
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sodass einige Proben nicht gefarbt und ausgewertet werden konnten. Dennoch ist die

Methodik ein probates Mittel, um valide Ergebnisse zu erzielen.

4.6.3. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) ist ein etabliertes Verfahren in der Analyse von
Gewebeproben. Mogliche Fehlerquellen sind bei der Wahl der richtigen Antikorper und
der Durchfuhrung des IHC Protokolls zu sehen (138). Um etwaige Fehlfarbungen zu
verhindern wurden ausschliel3lich, bereits an Parrafingewebe getesteten und
validierten Antikorper verwendet, die kommerziell erhaltlich waren. Die Auswertung
der Farbung erfolgte durch zwei unabhangige Personen, sodass eine objektive
Einschatzung sichergestellt war. Zudem wurde bei einer groRen Diskrepanz der
ermittelten Scores eine dritte Person eingebunden.

4.7. Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt zwei Biomarkerkandidaten (PGRMC1 und TRIM33),
deren Expression eine signifikante prognostische Relevanz auf das Gesamt- und
Rezidiv-freie Uberleben von Glioblastompatient*innen haben. Zudem zeigten die
Marker fur die Tumorgenese oder die Resistenz gegen Chemotherapeutika potentiell
bedeutende Funktionen. Sollten sich diese in Hinblick auf Glioblastomzellen
bestatigen, erdffnen sich vollig neue therapeutische Ansatze. Molekulare Marker
bieten die  Moglichkeit, neben der histologischen  Einordnung, eine
patientenspezifische Charakterisierung und damit eine auf den Patienten
zugeschnittene Therapie. Zurzeit fehlt eine solche Individualisierung und alle
Patient*innen, ungeachtet des MGMT-Methylierungsstatus, bekommen die gleiche
Standardtherapie nach Stupp-Schema, auch wenn diese Therapieform nicht immer
erfolgsversprechend ist. Daher braucht es neue Ansatze, zu denen diese Studie einen
Teil beitragen soll.
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5. Zusammenfassung

Gliome und Glioblastome sind eine Gruppe der tddlichsten Tumorerkrankungen und
das Glioblastom der haufigste maligne hirneigene Tumor. Trotz aggressiver
Therapieansatze versterben mehr als 95% der Patient*innen innerhalb von funf Jahren
nach der Diagnose. Zur besseren Abschatzung der Prognose bedarf es an passenden
Biomarkern, die klinisch etabliert werden konnen. Es gibt vergleichsweise wenige
Studien, in denen solche Biomarker identifiziert wurden. Bei PGRMC1, TRIM33 und
PRAS40 handelt es sich um eben solche Marker, die bereits in anderen Tumorarten
eine prognostische Relevanz aufwiesen. In dieser Studie untersuchten wir den
prognostischen Einfluss der genannten Marker auf das Gesamt- und Rezidiv-freie
Uberleben und fiihrten eine Uberlebenszeitanalyse durch. Hierfiir untersuchten wir
263 Gewebeproben von Patient*innen mit Gliomen und Glioblastomen, die von 2005
bis 2018 in der neurochirurgischen Klinik am Universitatsklinikum Magdeburg
behandelt wurden. Wir sammelten patienten- und tumorspezifische Daten und fuhrten
immunhistochemische  Farbungen auf Tissue Microarrays durch. Die
Markerexpression wurde anschlieBend von bis zu drei unabhangigen Gutachtern
bewertet und die Ergebnisse mit dem Statistikprogramm SPSS analysiert. Zur
Anwendung kamen hier der Kaplan-Meier-Schatzer, der Log-Rank-Test, Spearman’s
Rho, Mann-Whitney-U und das proportionale Hazard Modell. Daraus resultierte eine
signifikante Assoziation von einer hohen PGRMC1 Expression in Glioblastomproben
mit einem schlechteren Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben. In der Cox-
Regressionsanalyse zeigte sich ein erhohtes Sterberisiko und eine signifikante
Unabhangigkeit anderer Prognosefaktoren. TRIM33 zeigte ebenfalls bei hoher
Expression in Glioblastomproben eine signifikante Assoziation mit einem schlechteren
Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben und zudem eine positive Korrelation zum
Proliferationsmarker Ki67. In der Cox-Regressionsanalyse zeigte TRIM33 ein erhohtes
Sterberisiko, die Unabhangigkeit zu anderen Prognosefaktoren erreichte allerdings
nicht das Signifikanzniveau. Die Markerkombination von PGRMC1 und TRIM33 war
bei hoher Expression beider Proteine in Glioblastomproben hochsignifikant mit einem
schlechteren Uberleben assoziiert. Zudem Uberstieg das Sterberisiko das der
jeweiligen Marker alleine. Bei PRAS40 wurde ein signifikanter Unterschied zwischen

niedriger Expression im Gesunden und hoher Expression im Tumor festgestellt.
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Diese Studie identifiziete PGRMC1 und TRIM33 als auch ihre Kombination als
prognostisch relevante Marker fiir das Gesamt- sowie das Rezidiv-freie Uberleben von
Glioblastompatient*innen und kann als Basis fur weiterfUuhrende molekulare Studien

zu diesen Proteinen im Glioblastom dienen.
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