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Kurzreferat  

Ziel der Studie war es, neue Proteine als prognostische Biomarker in primären Glioblastomen 

und Gliomen zu identifizieren. Dafür wurden die Proteine AGTRAP, ALKBH3 und Diversin 

immunhistochemisch in WHO II-III Gliomgewebe und Glioblastomgewebe angefärbt und 

analysiert. Das Gewebe stammt von einer Kohorte von 233 Patient*innen, die am 

Universitätsklinikum Magdeburg operiert wurden. Die Proteine AGTRAP und ALKBH3 stellten 

sich dabei als mögliche prognostisch relevante Biomarker heraus. Mittels Literaturrecherche 

konnten Hypothesen über die Wirkweisen der drei Proteine in diesen Tumorarten aufgestellt 

werden, die als Basis für weiterführende Studien dienen.   
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1. Einleitung 
 

1.1 Gliome 
 

Gliome sind eine heterogene Gruppe von hirneigenen Tumoren. Die Klassifikation der 

Gliome erfolgt anhand der WHO Klassifikation für Tumore des Zentralen 

Nervensystems und wird fortlaufend angepasst. Die Gliome können nach Art der 

Gliazellen (Astrozytom, Oligodendrogliom, Ependymom, Mischgliome) und ihrer 

Malignität (WHO Grad I-IV bzw. 1-4) eingeteilt werden. In der neuesten Version der 

WHO Klassifikation wurde die romanische Bezifferung durch die arabische ersetzt (1). 

Die vorliegende Arbeit nutzt noch die alte, romanische Bezifferung. Während WHO 

Grad I Gliome insbesondere bei Kindern vorkommen und kurativ behandelt werden 

können, sind WHO Grad II-IV Gliome durch diffuses Wachstum charakterisiert und 

können nach heutigem Stand nur palliativ behandelt werden. Allgemein erfolgt nach 

einer Bildgebung eine Operation und histo- sowie molekularpathologische 

Untersuchung des Gewebes, dem sich je nach Befund eine Strahlen- und/oder 

Chemotherapie anschließt (2–4). In der vorliegenden Studie wurden lediglich Gewebe 

von Gliomen WHO Grad II-IV untersucht mit Schwerpunkt auf primären Glioblastomen, 

die den Großteil der untersuchten Gewebe ausmachen. Das Glioblastom wird im 

Folgenden ausführlicher beschrieben. Aufgrund des Zeitpunktes der Datenerhebung 

wird als Einteilung der in der Studie eingeschlossenen Gewebe die WHO Klassifikation 

von 2016 benutzt.  

 

1.2 Das Glioblastom 

 
Das Glioblastom ist der häufigste maligne Tumor im zentralen Nervensystem. Es 

erkranken primär Menschen im älteren Erwachsenenalter (1,5). Das Glioblastom wird 

aufgrund seiner infausten Prognose als Gliom WHO Grad IV klassifiziert und die 

Diagnose wird anhand der Histologie und Molekularpathologie des Tumorgewebes 

gestellt (1,6). Die Symptomatik, körperliche Untersuchung sowie MRT Bildgebung 

liefern wichtige Hinweise für die Diagnose, aber auch Therapiemöglichkeiten und 

Outcome (6). In der Therapie ist eine größtmögliche Resektion mit anschließender 

Radiochemotherapie nach dem Stupp Protokoll Standard (6,7).  
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1.2.1 Epidemiologie 

 

Das Glioblastom ist mit einem Anteil von 48,3 % der häufigste maligne Tumor des 

Zentralen Nervensystems. Die Erkrankung tritt üblicherweise im Alter von 60 bis 70 

Jahren auf und betrifft am häufigsten die männliche, weiße Bevölkerung (5). 

Überwiegend tritt das Glioblastom supratentoriell im Gehirn auf, selten im Kleinhirn, 

Hirnstamm oder Rückenmark. Dort kann es alle Hirnlappen betreffen, am häufigsten 

den Frontallappen (8). Auch eine bihemispherielle Manifestation ist möglich (8,9). 

 

1.2.2 Ätiologie und Tumorgenese 
 

Wie viele andere Krebsarten auch scheint das Glioblastom eher sporadisch 

aufzutreten. Lediglich die Exposition mit ionisierender Strahlung und seltene 

genetischen Erkrankungen (Neurofibromatose Typ I, Li-Fraumeni-Syndrom, Turcot-

Syndrom) gehen mit einem erhöhten Gliom bzw. Glioblastom Risiko einher (10,11). 

Der Ursprung und die Genese von Glioblastomen ist nicht gänzlich geklärt. Als 

Ursprungszellen werden sogenannte Glioblastom-Stammzellen angenommen, die 

sich aus mutierten neuralen Stammzellen entwickeln (12,13). Glioblastome können 

sekundär aus niedriggradigeren WHO II oder III Gliomen bzw. Astrozytomen oder 

primär ohne Vorstufen entstehen (14,15). Primäre Glioblastome weisen eine 

schlechtere Prognose und ein anderes molekularpathologisches Profil auf als 

sekundäre Glioblastome (15). In dieser Studie wurden nur primäre Glioblastome 

untersucht.  

 

1.2.3 Diagnostik 
 

Zur Diagnostik eines Gehirntumors ist die MRT Untersuchung Goldstandard (3). Das 

Glioblastom zeigt sich im MRT Bild meist als solitäre, randständig Kontrastmittel 

aufnehmende und von einem perifokalen Ödem umgebene Masse mit zentralen 

Nekrosen (25). Die Bildgebung kann den Verdacht zwar erhärten, das Glioblastom 

kann jedoch lediglich anhand der histomolekularen Untersuchung des Tumorgewebes 

diagnostiziert werden (1,6). Die Gewebeentnahme kann dabei durch eine offene 

Operation oder Biopsie erfolgen (6). Die Biopsie wird allgemein bei zu hohem 

Operationsrisiko, insbesondere bei hohem Alter, reduziertem Allgemeinzustand oder 
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Lage des Tumors in funktionell relevanten Hirngebieten eingesetzt. Die Entscheidung 

zwischen Biopsie oder Operation ist letztlich immer individuell zu treffen (6,16). 

Wie bereits oben erwähnt, hängt die Einordnung eines Gliomgewebes als Glioblastom 

von der Histologie und Molekulargenetik des Tumors ab (1,17). Gliomgewebe zeigt 

typische Merkmale wie Hyperzellularität, nukleäre Atypien und Mitosen (18). 

Glioblastomgewebe weist zusätzlich Nekrosen und mikrovaskuläre Proliferate auf. In 

Kombination mit einem IDH Wildtyp ist dies für die Diagnose Glioblastom ausreichend 

(6). Jedoch zeigten ein Auftreten von EGFR Amplifikation, Veränderungen des siebten 

und zehnten Chromosoms (+7/-10) oder TERT Promotermutationen in Gliomen einen 

ähnlich schlechten klinischen Verlauf wie IDH Wildtyp Glioblastome (19). In der neuen 

Klassifikation werden Gliome mit einem dieser molekulargenetischen Merkmale daher 

ebenfalls als Glioblastom eingeordnet, auch wenn in der Histologie Nekrosen oder 

mikrovaskuläre Proliferate fehlen (1). Die zuvor als IDH mutiertes Glioblastom 

bezeichnete Gruppe wird neuerdings als IDH mutiertes Astrozytom WHO Grad 4 

bezeichnet, da diese sich unter anderem klinisch und molekularpathologisch vom IDH 

Wildtyp Glioblastom unterscheiden (1,20). Für die Diagnose des Glioblastoms muss 

also IDH als Wildtyp vorliegen. Die vorliegende Studie nutzt jedoch Daten, die noch 

die alte Klassifikation nutzten, in der IDH mutierte Glioblastome noch als Glioblastome 

eingeordnet wurden (17). Daher sind die IDH mutierten Glioblastome in dieser Studie 

miteinbezogen worden, wobei deren Anteil mit 5,6 % sehr gering ist. 

 

Im Folgenden werden die bereits oben erwähnten und für die Diagnostik wichtigen 

molekularen Veränderungen des Glioblastoms dargestellt. 

Die Isocitrat-Dehydrogenase katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Isocitrat 

zu Alpha Ketoglutarat, wobei NAD bzw. NADH zu NADP bzw. NADPH reduziert wird, 

die u.a. wichtig für die Eliminierung freier Sauerstoff Radikale sind (IDH1 ist im 

Zytoplasma und Peroxisomen lokalisiert, IDH2 ist in Mitochondrien lokalisiert) (21). 

IDH Mutationen kommen bei Gliomen jeden Grades vor und sind prognostisch günstig 

(5). Wie oben beschrieben gilt eine IDH Mutation nach neuestem Stand als 

Ausschlusskriterium in der Glioblastom Diagnostik (1).  

Der Epidermal Growth Factor Receptor ist ein Wachstumsfaktor Rezeptor mit Tyrosin 

Kinase Aktivität, der in antiapoptotischen und proliferativen Signalwegen beteiligt ist 

(22). Einige primäre Glioblastome zeigen Amplifikationen des EGFR Gens (23).  
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Die Telomerase Reverse Transkriptase ist ein Subkomplex des Ribonucleoproteins 

Telomerase. Diese weist eine erhöhte Aktivität in einem Großteil der Gliome auf (24). 

Die erhöhte Aktivität ist bei Glioblastomen vor allem auf Mutationen im TERT Promoter 

zurückzuführen (25). Die Telomerase führt über Verlängerung der 

Chromosomenenden (Telomere) zur Immortalisierung der Krebszelle und spielt eine 

wichtige Rolle in der Tumorgenese (26). 

Typisch für Glioblastome sind außerdem Verluste bzw. eine Monosomie des zehnten 

Chromosoms und Zugewinne bzw. eine Trisomie des siebten Chromosoms (19). Sie 

enthalten Gene, die in der Glioblastomentstehung eine wichtige Rolle spielen. Zum 

Beispiel findet sich auf Chromosom 10 das Gen für den Tumorsuppressor PTEN und 

auf Chromosom 7 die Onkogene EGFR, BRAF und MET (21). 

  

1.2.4 Klinisch-Prognostische Faktoren (Alter, Karnofsky Index, Tumorresektion, 
Therapie, MGMT-Status) 
 

Im Folgenden werden die wichtigsten prognostischen Faktoren der 

Glioblastombehandlung erläutert, die auch in dieser Studie zur Evaluierung der 

prognostischen Aussagekraft der betrachteten Biomarker hinzugezogen wurden. Der 

IDH Mutationsstatus wurde bereits oben in Kapitel 1.2.3. erklärt. 

Erkrankungsalter: Erhöhtes Alter geht bekanntlich mit verminderter Resilienz und 

erhöhter Morbidität einher und stellt einen negativen prognostischen Faktor dar (27). 

Karnofsky Index: Nach Abschluss der klinischen Untersuchung sollte der Karnofsky 

Performance Index (KPI) festgestellt werden (6). Dieser schätzt die durch die 

Symptomatik der Erkrankung verursachte Einschränkung des Alltags und 

Beanspruchung von Hilfe ein. Er wurde erstmals 1948 durch Karnofsky et al. 

beschrieben (28). Obwohl er durch die Ärzt*innen subjektiv eingeschätzt wird, stellt 

der KPI einen unabhängigen prognostischen Wert für das Outcome der 

Glioblastompatient*innen dar (29). 

Tumorresektion: Bei der offenen Operation wirkt sich das Ausmaß der Tumorresektion 

prognostisch günstig auf das Gesamt- und Rezidiv- bzw. progressionsfreie Überleben 

aus (30,31). Das Resektionsausmaß ist dabei abhängig von der Lokalisation und 

Tumorgröße (32). Aufgrund der infiltrierenden Art des Tumors ist eine kurative 

Totalresektion nach aktuellem Stand nicht möglich (33). Daher wird eine 

größtmögliche Tumorresektion bei geringstmöglicher Entnahme intakten 
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Gehirnmaterials angestrebt (6,34). Zur Einschätzung des Resektionsausmaßes erfolgt 

eine möglichst frühzeitige postoperative MRT Kontrolle (35).  

Therapie: Nach Entnahme des Tumorgewebes und histomolekularpathologischen 

Nachweises eines Glioblastoms ist eine kombinierte Radiochemotherapie nach Stupp 

Protokoll Standard und ist einer alleinigen Radiotherapie überlegen (36). Dabei wird 

der Tumor mit einer Gesamtdosis von 60 Gy verteilt über 6 Wochen mit 2 Gy pro Tag 

an fünf Tagen pro Woche von extern bestrahlt. Begleitend wird täglich 75 mg 

Temozolomid (TMZ) pro Quadratmeter Körperoberfläche oral eingenommen. Der 

kombinierten Radiochemotherapie folgt eine Erhaltungsdosis von 150-200 mg TMZ 

pro Quadratmeter Körperoberfläche an 5 Tagen eines 28 Tage Zyklus. Dies wird bis 

zu sechsmal wiederholt (6,36). Bei älteren Patient*innen mit reduziertem 

Allgemeinzustand zeigte sich eine hypofraktionierte Bestrahlung als gute Alternative 

(37).  

MGMT-Status: TMZ ist ein alkylierendes Chemotherapeutikum, das DNA methyliert 

und zu DNA Strangbrüchen führt. Diese sind zytotoxisch und wirken vor allem in 

schnell proliferierenden Zellverbänden, wie zum Beispiel in Glioblastomen (38). Die 

Wirksamkeit von TMZ in der Glioblastomzelle ist wesentlich von der MGMT 

Promotormethylierung abhängig, die dazu führt, dass das DNA reparierende Enzym 

O6-Methylguanine-DNA Methyltransferase (MGMT) verringert exprimiert wird (38,39). 

Die MGMT Promotormethylierung stellt so einen therapeutisch und prognostisch 

günstigen Faktor in der Glioblastom Behandlung dar und wird obligatorisch in der 

Gewebediagnostik mitbestimmt (6,40,41). 

 

1.3 Biomarker bei Glioblastomen 
 

Trotz intensiver Therapie ist ein Progress bzw. Rezidiv des Tumors sehr 

wahrscheinlich (42). Mit einer 5 Jahres Überlebensrate von lediglich 6,8 Prozent, ist 

das Glioblastom der tödlichste Hirntumor (5). Die Identifikation neuer prognostisch 

relevanter Biomarker kann dabei helfen, die Entstehung und Progression des 

Glioblastoms besser zu verstehen und es gezielter zu behandeln.  

 

1.3.1 AGTRAP  
 

Das Angiotensin II Type I Receptor associated Protein ist ein Transmembranprotein, 

das in der Zellmembran und in Membranen von intrazellulären Transportvesikeln 
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vorkommt. Es interagiert spezifisch mit dem C-terminalen Ende des Angiotensin II Typ 

I Rezeptor (43). AT1R ist ein G Protein gekoppelter Rezeptor und stellt einen von zwei 

Rezeptortypen dar, über die der Ligand Angiotensin II als Teil des RAAS wesentlich 

an der kardiovaskulären Regulation des Körpers beteiligt ist. Angiotensin II führt unter 

anderem über Vasokonstriktion und vermehrter Aldosteron Sekretion zu einer 

Blutdruckerhöhung (44). In physiologischem Zustand unterstützen Angiotensin II und 

AT1R zwar Herz Kreislauf System und Elektrolythaushalt, eine Überstimulation des 

Rezeptors führt jedoch unter anderem zu Bluthochdruck und kardialem Remodeling 

(45,46). Über die Internalisierung des Rezeptors und gezielter Dämpfung bestimmter 

durch AT1R ausgelösten Signalkaskaden scheint AGTRAP einer Überaktivierung des 

Rezeptors entgegenzuwirken, ohne jedoch dessen physiologische Wirkung zu 

beeinflussen (45). AGTRAP kommt insbesondere in Nieren-, Herz-, Pankreas- und 

Schilddrüsengewebe vor (47). Jedoch zeigen sich auch erhöhte mRNA Werte in 

Leukozyten, vor allem Monozyten und Granulozyten. Dabei korreliert die Menge an 

AGTRAP mRNA in Leukozyten positiv mit der inflammatorischen Aktivität bei 

chronischen, nicht übertragbaren Erkrankungen (NCDs) (48).  

Es ist bekannt, dass entzündliche Prozesse eine wichtige Rolle bei der 

Krebsentstehung und -progression spielen (49). AT1R induziert verschiedene 

proinflammatorische und tumorfördernde Proteine (50). AT1R zeigt des Weiteren hohe 

Expressionen in verschiedenen Tumortypen auf, auch in höhergradigen Astrozytomen 

(51–53). Als eng mit AT1R verknüpftes und den Rezeptor regulierendes Protein zeigt 

AGTRAP ebenfalls erhöhte Expressionen in bestimmten Tumoren wie dem 

Hepatozellulären Karzinom auf und ist dort mit einer schlechteren Prognose assoziiert 

(54). Seine Expression und sein möglicher prognostischer Wert in Glioblastomen 

wurde noch nicht untersucht und wird in der vorliegenden Arbeit behandelt.  

 

1.3.2 ALKBH3  
 

Alpha-Ketoglutarate Dependent Dioxygenase Homolog 3 (ALKBH3) oder Prostate 

Cancer Antigen-1 (PCA-1) ist ein DNA und RNA reparierendes Enzym, das die 

oxidative Demethylierung von N-alkyliertem Cytosin (3meC) und Adenin (1meA) 

katalysiert. Die Reaktion ist Eisen und Alpha-ketoglutarat abhängig, wobei 

Formaldehyd vom Substrat abgespalten wird, um Adenin bzw. Cytosin 

wiederherzustellen. Mit ALKBH1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 und 9 stellt ALKBH3 ein in Säugern 

vorkommendes Homolog zum Reparaturenzym Alkb dar, das in E. coli nachgewiesen 
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wurde (55). Sein engster Verwandter, ALKBH2, wirkt dabei vor allem an 

doppelsträngiger DNA, während ALKBH3 vor allem an einzelsträngiger DNA und RNA 

wirkt (56). Dango et al. zeigten auf, dass ALKBH3 zusammen mit dem Activating 

Signal Co-integrator complex (ASSC) interagiert, der als Helicase die doppelsträngige 

DNA entwindet und ALKBH3 so an einzelsträngiger DNA Alkylierungsschäden 

reparieren kann, wodurch die Lebenszeit und Proliferation der Zellen gefördert wird 

(57). Die Hauptsubstrate von ALKBH3, 3meC und 1meA, besitzen eine ausgeprägte 

zytotoxische Komponente (58). Solche oder ähnliche Alkylierungsschäden des 

Erbgutes entstehen als Teil des Zellmetabolismus endogen, aber können auch durch 

bestimmte Substanzen von exogen induziert werden (59). Das oben beschriebene 

TMZ stellt eine solche Substanz dar und ist fester Bestandteil in der 

Glioblastombehandlung (7). Eine Inaktivierung des Gens des Reparaturenzyms 

MGMT durch Promotormethylierung führt zu einer erhöhten Sensibilität des Tumors 

gegenüber TMZ und dessen induzierten Alkylierungsschäden und so zu einem 

längeren Gesamtüberleben der Patient*innen (60). Für den engsten Verwandten von 

ALKBH3, ALKBH2, konnte ebenfalls bereits nachgewiesen werden, dass es in 

Glioblastomen im Vergleich zu gesundem Gewebe überexprimiert ist und im Übrigen 

die Resistenz gegenüber TMZ erhöht (61). ALKBH3 könnte als Reparaturenzym 

möglicherweise ebenfalls in ähnlicher Weise die Tumortherapie und 

Tumorprogression beeinflussen. 

Die bisherige Literatur stellt unterschiedliche, von der Art des Tumors abhängige 

Ergebnisse der ALKBH3 Expressionen fest. Während bestimmte Tumorarten erhöhte 

ALKBH3 Protein bzw. mRNA Expressionen im Vergleich zu gesundem Gewebe 

aufweisen, zeigen andere eine verminderte Expression (62–65). Dies zeigt sich auch 

bei der Untersuchung der Assoziation der ALKBH3 Expression in verschiedenen 

Tumoren mit dem Gesamtüberleben der Patient*innen (63,65).  

In der vorliegenden Arbeit soll nun die Proteinexpression von ALKBH3 in 

Glioblastomen untersucht werden und ein möglicher prognostischer Wert aufgezeigt 

werden.  

 

1.3.3 Diversin  

 

Diversin ist ein regulatorisches Protein im WNT Signalweg (66). Der WNT Signalweg 

ist einer der wichtigsten Signalwege der Zelle und spielt insbesondere in der 
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Embryogenese und Organentwicklung eine Rolle (67). Der WNT Signalweg teilt sich 

in verschiedene Unterwege auf, den klassischen WNT/Beta-Catenin Weg sowie Beta-

Catenin unabhängige Kaskaden, u.a. den WNT/PCP und den WNT/Kalzium 

Signalweg (67). Der WNT/Beta-Catenin Signalweg führt über das Protein Dishevelled 

(Dvl) zur Deaktivierung des Beta-Catenin Abbaukomplexes (68). Beta-Catenin fällt 

dadurch vermehrt an und wirkt im Zellkern unter Zusammenwirken mit T-cell 

factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) als Transkriptionsfaktor (67). Diversin ist 

ein Protein mit acht N-terminalen Ankyrin Wiederholungen, das den WNT Signalweg 

auf zwei Wegen beeinflusst. Zum einen unterstützt das Protein den Beta-Catenin 

Abbaukomplex, indem es die Phosphorylierung von Beta-Catenin durch die Casein 

Kinase I Epsilon fördert, wodurch eine zweite Phosphorylierung durch die Glycogen 

Synthase Kinase 3β (GSK3ß) ermöglicht wird. Das phosphorylierte Beta-Catenin wird 

ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut (66). Dadurch nimmt Diversin Einfluss auf 

Entwicklungsvorgängen in Organismen, wie die „body axis formation“ in Zebrafischen 

(66). Zum anderen wirkt Diversin fördernd auf den WNT/PCP Weg, indem es in 

Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor AF9 JNK-abhängige Genexpressionen 

aktiviert (69). Dies beeinflusst unter anderem die Gastrulation bzw. Embryogenese von 

Zebrafischen (66,70).  

Als ein wichtiger Signalweg in Zell- und Organentwicklung ist der WNT Signalweg auch 

in der Tumorentwicklung und -progression beteiligt. Insbesondere in Kolorektalen 

Karzinomen zeigte sich, dass ein Verlust des Adenomatous-polyposis-coli Proteins, 

ein weiterer Teil des Beta-Catenin Abbaukomplexes, zu einer Akkumulation von Beta-

Catenin führt und wesentlich zu Zellproliferation und Tumorgenese beiträgt (71). 

Pulvirenti et al. zeigten die Bedeutung des WNT Signalwegs für die proliferativen 

Eigenschaften in Gliomen auf. Beispielsweise zeigte das Protein Dishevelled 2, Teil 

des WNT Signalwegs, eine Überexpression in Gliomen. Des Weiteren führte eine 

Blockierung von Dishevelled 2 bzw. Beta-Catenin in Gliomzellen zu verminderter 

Proliferation (72) 

Diversin könnte als ein WNT Signalweg beeinflussendes Protein ebenfalls einen 

Einfluss auf die Progression von Tumoren bzw. Glioblastomen haben. Die Ergebnisse 

von Yu X. et al. weisen bereits auf solch eine Rolle von Diversin in Brustkrebs hin (73). 

In der vorliegenden Arbeit wird daher die Expression von Diversin und sein möglicher 

prognostischer Wert in Glioblastomen betrachtet. 
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2. Material und Methodik 
 
2.1 Studienaufbau 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden Proteine in Tumorgewebe angefärbt, welches von 

Patient*innen mit supratentoriell diffus infiltrierenden Hirntumoren (Gliome) stammt. Ihr 

Farb- bzw. Expressionsverhalten wurde anschließend mit retrospektiv gewonnenen, 

krankheitsrelevanten Merkmalen der Patient*innen verglichen und auf eine mögliche 

Assoziation hin analysiert.  

Dafür wurden mittels der CGM Medico Datenbank des Universitätsklinikums 

Magdeburg 263 geeignete Patient*innen ermittelt, die zwischen 2005 und 2018 am 

Universitätsklinikum operiert wurden. Die Kohorte enthält lediglich Primarien, die 

histopathologisch diagnostiziert und nach ICD klassifiziert wurden. Neben 233 

Glioblastomen (WHO IV) wurden zur Gegenüberstellung n=62 Proben mit gesundem 

Gehirngewebe und n=11 bzw. n=19 niedriggradige WHO II bzw. WHO III Gliome in die 

Studie miteinbezogen. Das gesunde Gehirngewebe war den Tumoren anliegendes 

Gewebe, das während der Operation mitentnommen wurde und mikroskopisch als 

nicht-tumorös identifiziert werden konnte. Das mediane Erkrankungsalter der 

Patient*innen betrug für WHO II 43 Jahre, für WHO III 49 Jahre und für WHO IV 64 

Jahre. 

Krankheitsrelevante Merkmale der Patient*innen wie Todeszeitpunkt, Rezidive, die 

erhaltene Therapie, Resektionsstatus, Karnofsky-Index, MGMT-Methylierung sowie 

IDH Mutationsstatus wurden ebenfalls mithilfe der CGM Medico Datenbank 

gesammelt und ausschnittsweise vergleichend in Tabelle 1 dargestellt. Zusätzlich 

wurden zur Auffindung fehlender Daten die behandelnden Hausärzte, Kliniken 

und/oder das Krebsregister Sachsen-Anhalt hinzugezogen. Außerdem musste der 

MGMT Methylierungsstatus einzelner Tumore im Labor nachbestimmt werden, da 

dieser im ursprünglichen Pathologiebefund nicht erwähnt wurde. 

Die Proteine AGTRAP, ALKBH3 und Diversin wurden in den Proben mittels 

immunhistochemischer Färbung dargestellt. Anschließend wurde analysiert, ob ihr 

Expressionsverhalten mit dem Krankheitsverlauf assoziiert sein könnte. 

Die Durchführung der Studie wurde unter Einhaltung aller dafür vorgeschriebenen 

Kriterien durch die Ethikkomission der Otto-von-Guericke Universität Magdeburg 

genehmigt (Studien-Nr. 146/19).  
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 WHO Grad II WHO Grad III WHO Grad IV   

  Häufigkeit  % Häufigkeit  % Häufigkeit  %   
Gesamtzahl 11 100 19 100 233 100   
Geschlecht         
Weiblich  4 36,4 8 42,1 106 47,5   
Männlich 7 63,6 11 57,9 127 52,5   
Karnofsky         

0 0 0 1 5,3 3 1,3   
10 0 0 0 0 0 0   
20 0 0 0 0 2 0,9   
30 0 0 1 5,3 11 4,7   
40 0 0 1 5,3 10 4,3   
50 1 9,1 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 9,4   
90 1 9,1 2 10,6 23 9,9   

100 0 0 0 0 0 0   
n.d. 0 0 0 0 2 0,9   

Therapie         
OP 1 9,1 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 9,1 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 5,6   
n.d. 1  9,1 9 47,4 34 14,6   
CTX = Chemotherapie  RTX = Radiotherapie   RCTX = Radiochemotherapie    n.d. = not determinable  

Tab. 1. Charakteristika des Patientenkollektivs 
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2.2 Materialien mit Hersteller  
Anmerkung zum Urheberrecht: Erwähnte Markennamen unterliegen dem 

Urheberrecht der jeweiligen Unternehmen. Diese sind jedoch nicht Herausgeber der 

vorliegenden Studie noch dafür presserechtlich verantwortlich. Eingetragene 

Markennamen wurden nach bestem Wissen einmalig als solche gekennzeichnet. 

 
Laborausstattung  

Aperio Versa 8 Leica Biosystems Nussloch GmbH®  

Lichtmikroskop Primo Star  Carl Zeiss AG ® 

Fluoreszenzmikroskop BZ-X810 Keyence Deutschland® 

Vortex-Genie 2® Thermo Fisher Scientific® 

Mikrowelle NN-V423M Panasonic® 

Pipetten Thermo Fisher Scientific 

Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co. KG® 

Pipettenspitzen Thermo Fisher Scientific 

Digitaler Pipettierhelfer S1 Thermo Fisher Scientific 

Minizentrifuge SU 1550 Sunlab Instruments® 

HistoCore MULTICUT Leica Biosystems Nussloch GmbH 

HistoCore Arcadia Einbettsystem Leica Biosystems Nussloch GmbH 

Tab. 2. Laborausstattung 
 

Material  
Menzel-Gläser Superfrost Plus® Thermo Fisher Scientific 

Deckgläser 24x50mm Carl Roth® 

Double-Edge Blades PTFE Coated Stainless 
Steel 

Personna® 

FEATHER® Microtome Blades S35 pfm medical GmbH® 

Arraymold kit E Arraymold® 

Tab. 3. Material 
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Chemikalien  
Destilliertes Wasser  B. Braun®  

2-Propanol, ROTIPURAN® >=99,8 %  Carl Roth  

ROTICLEAR® für Histologie  Carl Roth  

Tris PUFFERAN >= 99,8% Carl Roth  

Tween® 20  Carl Roth  

Hämalaun-Lösung sauer nach Mayer  Carl Roth  

Eosin G-Lösung 1% wässrig  Carl Roth  

Mountex Eindeckmedium  Medite Medical®   

Ethanol vergällt >=99,8%  Carl Roth  

Antibody Diluent OP Quanto   Thermo Fisher Scientific  

Citratpuffer (PT Module™ Buffer 1)  Thermo Fisher Scientific  

Epredia™DAB Quanto  Thermo Fisher Scientific   

UltraVisonTM Hydrogen Peroxide Block  Thermo Fisher Scientific 

UltraVisionTM Protein-Block   Thermo Fisher Scientific 

Primary Antibody Amplifier Quanto   Thermo Fisher Scientific 

HRP Polymer Quanto  Thermo Fisher Scientific 

Tab. 4. Chemikalien 
 

Antikörper 
 

AGTRAP Polyclonal Antibody , Rabbit IgG  
Proteintech® 

ALKBH3 Polyclonal Antibody, Rabbit IgG  
Proteintech 

ANKRD6 (Diversin) Polyclonal Antibody, 
Rabbit IgG  

Proteintech 

Tab. 5. Antikörper 
 

Software 
 

Adobe Photoshop®   
Adobe Inc. ® 

Adobe Illustrator®   
Adobe Inc. 
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CGM Medico®   
CompuGroup Medical SE & Co. KGaA® 

Image J  
 

https://imagej.net/ij/download.html 

PACS Chilliweb  
 

Nexus / Chilli GmbH ® 
 

SPSS  
 

SPSS Inc. ® 

Tab. 6. Software 
 

2.3 Herstellung der TMAs 
 
Die immunhistochemische Analyse der Gewebe erfolgte anhand von Tissue 

Microarrays. Zur Herstellung mussten zunächst repräsentative Areale auf den 

Paraffinblöcken der entnommenen Gewebe ermittelt werden, die sich durch viel 

Tumorgewebe und wenig nekrotisches Gewebe auszeichnen. Dafür wurden 2 µm 

dicke Schnitte der Spenderblöcke erstellt, die anschließend mit Hämatoxylin-Eosin in 

dem Institut für Neuropathologie, Universitätsklinikum Magdeburg angefärbt und unter 

dem Mikroskop beurteilt wurden. 

Die geeigneten Areale der Spenderblöcke wurden anschließend ausgestanzt und in 

einen TMA Empfängerblock überführt. Die Empfängerblöcke wurden mithilfe des 

Arraymold kit E erstellt. Im Anschluss wurden die Blöcke mit einer Dicke von 2 µm 

geschnitten.  

 

2.4 Immunhistochemische Färbung 
 

Nach Herstellung der Tissue Microarrays wurden diese immunhistochemisch 

angefärbt. Dabei besetzt ein primärer Antikörper das Zielantigen bzw. die zu 

untersuchenden Proteine AGTRAP, ALKBH3 und Diversin mit seinem spezifischen 

F(ab)2-Teil. Die hier verwendeten Antikörper wurden aus Kaninchenserum gewonnen. 

Ein sekundärer Antikörper bindet wiederum den unspezifischen F(c)-Teil des primären 

Antikörpers. Durch die Kopplung des sekundären Antikörpers mit einer Peroxidase und 

anschließender Zugabe eines geeigneten Substrats entsteht ein Farbsignal, dessen 

Stärke mit der Anzahl des gebundenen Proteins im Gewebe korreliert.  

Zunächst mussten die Antigene/Epitope auf den Tissue Microarrays zugänglich für die 

Antikörper gemacht werden. Dafür mussten sie zu Beginn entparaffiniert werden. Die 

Slides wurden zweimal für je zehn Minuten in das Lösungsmittel RotiClear gelegt. Dem 

folgte eine Inkubation der Proben in einer absteigenden Alkoholreihe, beginnend mit 
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zweimal Isopropanol 100% und einmal Isopropanol 70% für jeweils fünf Minuten. 

Schließlich folgte eine Rehydrierung in destilliertem Wasser für zweimal je fünf 

Minuten.  

Bei der Fixierung durch Formaldehyd und Paraffinierung des entnommenen Gewebes 

zur Konservierung entstehen Cross-Links sowie Konformationsänderungen zwischen 

Proteinen. Damit die Antikörper die Antigene erkennen und binden können, müssen 

diese Cross-Links entfernt bzw. die Proteine demaskiert werden. Dies erfolgte mittels 

der Heat Induced Epitope Retrieval Methode (HIER). Die Slides wurden in einen mit 

Citrat Puffer pH 6 gefüllten Behälter gelegt und in der Mikrowelle bei 1000 Watt für ca. 

90 Sekunden und dann sechs mal zehn Sekunden mit intermittierenden einminütigen 

Pausen erwärmt. Dem schloss sich eine Abkühlung auf Zimmertemperatur an. Das 

Puffergemisch wurde dann langsam durch destilliertes Wasser ersetzt.  

Wie oben beschrieben erfolgt die Färbung der Antigen-Antikörper Komplexe mittels 

einer Peroxidase. Physiologisch sind im Gewebe jedoch zelleigene Peroxidasen 

vorhanden, die das Ergebnis daher verfälschen würden. Es musste somit ein Peroxid-

Block eingesetzt werden, um diese Peroxidasen zu blockieren. Zusätzlich entstehen 

bei dem Einsatz von Antikörpern oft unspezifische Wechselwirkungen. Diese werden 

durch den Einsatz von TBS-Tween Puffer Lösung (Tris-buffered saline with Tween20, 

1:20 Verdünnung), einem Tensid, vermindert. Nach einer zehnminütigen Waschung 

mit TBS-Tween wurden die Schnitte für 10 Minuten 200 µl Peroxid-Block ausgesetzt. 

Anschließend folgte eine dreimalige Waschung mit TBS-Tween für je fünf Minuten. 

Dann erfolgte eine Inkubation mit UltraVisionTM Protein-Block zur Blockierung 

unspezifischer Bindungen der Antikörper. Der Proteinblock enthält Proteine, welche 

unspezifische Epitope in den Proben binden und der primäre Antikörper so nur die 

spezifischen Epitope bindet. Nach einer kurzen Waschung mit TBS-Tween erfolgte die 

Gabe des primären Antikörpers auf die TMAs.  

Mittels vorher erfolgten imunhistochemischen Testfärbungen und Beurteilung im 

Mikroskop konnten die richtigen Verdünnungen der primären Antikörper ermittelt 

werden, die zu einer guten Anfärbung der jeweiligen Proteine im Tumorgewebe 

führten. Für AGTRAP betrug die Endkonzentration 193 ng/ml, für ALKBH3 293 ng/ml 

und für Diversin 333 ng/ml. Die Verdünnung der primären Antikörper erfolgte mittels 

Antibody Diluent Quanto. 

Die Inkubation der Slides mit je 200 µl Antikörper-Verdünnungen erfolgte bei 4 Grad 

Celsius für 24 Stunden. Nach dreimaliger TBS-Tween Waschung wurden die Proben 
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für zehn Minuten einem Primary Antibody Amplifier ausgesetzt, der zu einer 

Verstärkung der Antigen-Antikörper Bindung führt. Nach weiterer, dreimaliger 

Waschung mit TBS Tween folgte die Einwirkung der Slides mit dem sekundären, mit 

einer Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxidase; HRP) gekoppelten, Antikörper. 

Dieser bindet mit seinen F(ab)2-Teilen die F(c)-Teile der primären Antikörper. Dies 

erfolgte unter Lichtschutz für 15 Minuten bei Raumtemperatur.  

Nach Waschung mit TBS Tween erfolgte die Zugabe des Substratchromogen 3,3‘-

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB). Circa 30µl Chromogen wurden dafür mit 

einem Milliliter DAB Substrat gemischt und davon je 200 µl auf die Slides aufgetragen. 

Bei der Spaltung des Substratchromogens durch die Peroxidase im Gewebe entsteht 

eine bräunliche Farbreaktion. Hier gab es keine vorgegebene Zeit, die Proben wurden 

bei ausreichender Braunfärbung dreimal für je fünf Minuten mit destilliertem Wasser 

gewaschen.  

Zur besseren Darstellung der Zellen erfolgte anschließend eine Zellkernfärbung mit 

Hämatoxylin. Dafür wurden die Slides 3 Minuten in Hämatoxylin inkubiert und 

anschließend mit lauwarmen Wasser abgespült bis das Gewebe auf den Slides eine 

bläulich-graue Färbung annahm. Dem schloss sich eine Hydrierung durch Einwirkung 

der Slides in mit 100 % Isopropanol befüllten Behältern an, zuerst mit einer kurzen und 

dann jeweils fünfminütigen Einwirkungszeit. Zum Schluss wurden die Slides mit dem 

Eindeckmedium Mountex und Deckgläsern fixiert, um sie unter dem Mikroskop 

beurteilen zu können. 

 

2.5 Immunhistochemische Analyse 
 
Die Digitalisierung der gefärbten Tissue Microarrays erfolgte durch den Slide Scanner 

Aperio Versa 8. Die Auswertung der digitalisierten TMAs erfolgte mit dem Programm 

Aperio ImageScope. Es war eine Beurteilung der Proben bis in 20-facher 

Vergrößerung möglich. Zur bestmöglichen Ansicht konnten Brightness (Helligkeit, B) 

und Contrast (Kontrast, C) im Programm angepasst werden.  

Mittels vorher erfolgter Internetrecherche sowie erstellter Übersichtsfärbungen der 

Proteine wurde für alle eine überwiegend zytoplasmatische Färbung festgestellt. Für 

die Auswertung von zytoplasmatischen Färbungen wurde der H-Score verwendet.  
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Abbildung 1: Färbeverhalten von AGTRAP, ALKBH3 und Diversin in den Gewebeschnitten 
(Vergrößerung 20x; B=-20; C=+30) A Darstellung der zytoplasmatischen Färbung von AGTRAP. Die 
Anfärbung des Proteins zeigt ein braunes Kolorit. Als Scoring-System wurde der H-Score verwendet. 
Je nach Ausprägung Färbung erfolgte eine Zuordnung in die Kategorie schwach=1 Pkt., medium=2 Pkt. 
und stark=3 Pkt multipliziert mit dem Anteil gefärbter Zellen im Gewebe. B Darstellung der 
zytoplasmatischen Färbung von ALKBH3. Färbung und Scoring erfolgte wie in A. C Darstellung der 
zytoplasmatischen Färbung von Diversin. Färbung und Scoring erfolgte wie in A. 
 

Hierbei wird zum einen die Intensität der Färbung als 1 = weak (geringe Färbung), 2 = 

medium (mittelgradige Färbung), 3 = strong (starke Färbung) sowie der Anteil 

angefärbter Zellen im Gewebe (0-100%) beurteilt (Abb. 1). Der H-Score entsteht 

letztlich mittels der Formel: 

H-Score= (1 x X) + (2 x Y) + (3 x Z) 

X=weak, Y=medium, Z=strong, X + Y + Z = 100% des gesamten Tumorareals 
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So konnten auch heterogene Expressionen in Geweben gut beurteilt werden. Eine 

gefärbte Gewebeprobe konnte gemäß der Formel einen H-Score zwischen 100 und 

300 erreichen. 

Die Färbungen der TMAs wurden durch zwei unabhängig voneinander urteilende 

Personen ausgewertet und aus deren ermittelten H-Scores jeweils der Mittelwert 

gebildet.  

 

2.6 Statistische Auswertung 
 

Die Analyse der erhobenen Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS. Zunächst 

wurde geprüft, ob ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen gesundem 

Hirngewebe und Gewebe aus WHO Grad II, III oder IV Tumoren besteht. Dies erfolgte 

mittels des nichtparametrischen Mann-Whitney-U Tests. Zusätzlich wurden für die 

Gruppen Gesund, WHO II, III, IV Tumorgewebe jeweils Box-Whisker-Plots erstellt.  

Weiterhin wurde das Gesamtüberleben und Rezidiv- bzw. progressionsfreie 

Überleben der Glioblastompatient*innen analysiert. Das Gesamtüberleben wurde als 

Zeitraum zwischen Erstdiagnose bzw. Erstoperation und Sterbedatum bzw. Stand der 

letzten bekannten Datenlage definiert. Das Rezidiv-freie Überleben wurde als der 

Zeitraum zwischen Erstoperation und Diagnose eines Rezidivs festgelegt. Mittels der 

Median-Split-Methode wurden anhand der H-Scores der Gewebe zwei 

Patientengruppen erstellt, die als Kaplan-Meier-Kurven gegenübergestellt wurden. 

Mittels Log-Rank-Test wurden diese als Univariat Analyse auf einen signifikanten 

Unterschied im Gesamtüberleben bzw. Rezidiv-freien Überleben untersucht.  

Zusätzlich wurde mittels der Bivariat Analyse nach Spearman geprüft, ob eine 

Korrelation des H-Scores der Tumorgewebe der verschiedenen WHO-Grade mit 

folgenden Parametern besteht: 

a) Tumorvolumen: Anhand präoperativer, T1-gewichteter MRT-Aufnahmen wurde 

Höhe, Breite und Tiefe des Tumors ermittelt und das Tumorvolumen in 

Kubikmillimeter berechnet. 

b) Ödemvolumen: Das Ödemvolumen wurde nach gleichem Vorgehen berechnet. 

Jedoch wurden präoperative T2-gewichtete FLAIR MRT-Aufnahmen 

verwendet, um das perifokale Tumorödem besser darzustellen und es von 

Liquor abgrenzen zu können. 
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c) Ki-67 Positivität: Der Proliferationsmarker wurde dem Pathologiebefund aus der 

Medico Datenbank entnommen. 

 

Zur Überprüfung, ob eine prognostische Relevanz der Proteinexpression bezüglich 

Gesamt- oder Rezidiv-freiem Überleben besteht, wurde im Rahmen einer Multivariat 

Analyse der Cox-Regression-Test angewandt. Dabei wurden die folgenden, als 

prognostisch relevant ermittelten und in 1.2.4 genauer erläuterten Faktoren 

miteinbezogen (27,36,74–78): 

- Erkrankungsalter 

- Karnofsky Index 

- Tumorresektion 

- Therapie 

- MGMT-Status 

- IDH1-Status 

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

3.1 AGTRAP: Expression in Gesundem versus Tumorgewebe 
 

Zuerst wurde untersucht, ob ein Expressionsunterschied zwischen gesundem 

(tumorfreiem) Gehirngewebe und Tumorgeweben der WHO Grade II, III oder IV 

Gliomen vorliegt. Um dies zu veranschaulichen, wurde für die ermittelten H-Scores ein 

Box-Whisker-Plot erstellt (Abb. 2A).  

Die höhergradigen Tumore (WHO Grad III und WHO Grad IV) zeigten mit 222,50 bzw. 

230,00 einen deutlich höheren Median als das gesunde Gewebe (155,00) (Tab. 7A). 

Niedriggradige Tumore (WHO Grad II) hatten mit 127,50 einen etwas kleineren Median 

im Vergleich zu dem gesunden Gewebe (Tab. 7A). 
 

 
 
Abb. 2. AGTRAP: Expression in Gesundem versus Tumorgewebe. A. Box-Whisker-Plot der 
AGTRAP Expression in den Gruppen Gesund, WHO Grad II, III, IV. Die schwarze Linie in den Boxen 
stellt die Mediane dar, die oberen und unteren Boxbegrenzungen sind die 25. und 75. Perzentilen. B. 
Randbereich eines Glioblastoms nach immunhistochemischer Färbung mit AGTRAP. 
G=gesund/tumorfrei; T= Tumor. 
 

 
Tab. 7. AGTRAP: Expression in Gesundem versus Tumorgewebe. A. Mediane, Minima, Maxima 
und N= Patientenanzahl der Gruppen. B. Test auf Expressionsunterschiede zwischen gesundem 
Gewebe und den Tumorgeweben mit den ermittelten zweiseitigen Signifikanzen nach Mann-Whitney-
U.  
 



 20 

Um die Signifikanz dieser Expressionsunterschiede festzustellen, wurde der Mann-

Whitney-U-Test angewandt. Hierbei wurden jeweils die Tumorgewebe der 

unterschiedlichen WHO Grade dem gesunden Gewebe gegenübergestellt (Tab. 7B). 

Die Ergebnisse zeigten, dass die Glioblastome (WHO Grad IV) eine signifikant höhere 

Expression von AGTRAP aufwiesen als das gesunde Gewebe (p < 0,001; Mann-

Whitney-U) (Tab. 7B). Ein repräsentatives Beispiel der AGTRAP Expression in 

Glioblastom Gewebe versus angrenzendem, gesunden Gewebe ist in Abbildung 2B 

dargestellt.  

 

3.2 AGTRAP: Univariatanalyse des Gesamtüberlebens bei 
Gliompatient*innen 
 

Es wurde getestet, ob die Expression von AGTRAP in den Tumorgeweben mit dem 

Gesamtüberleben der Patient*innen zusammenhängt. Dafür wurde die Kohorte mittels 

der Median-Split Methode in zwei Gruppen eingeteilt: Patient*innen mit hoher 

AGTRAP Expression (AGTRAPhigh) und solche mit niedriger AGTRAP Expression 

(AGTRAPlow). Anhand der Kaplan-Meier-Methode wurden für jeden WHO Grad die 24 

Monate Überlebenskurven der beiden Patientengruppen dargestellt (Abb. 3). Zur 

Ermittlung der Signifikanz zwischen den beiden Gruppen wurde anschließend eine 

Univariatanalyse mittels Log-Rank-Test durchgeführt. 

Es zeigte sich, dass die WHO Grad II Tumore ausschließlich in die AGTRAPlow Gruppe 

eingeordnet wurden, es konnte somit kein Vergleich durchgeführt werden (Abb. 3, 

linker Panel). Bei Patient*innen mit WHO Grad III Tumoren konnten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (p = 0,538; Log-Rank) 

(Abb. 3, mittlerer Panel). Glioblastom Patient*innen mit hoher AGTRAP Expression im 

Tumorgewebe hatten eine signifikant kürzere Überlebenszeit als jene mit geringerer 

Expression (p < 0,001; Log-Rank) (Abb. 3, rechter Panel). Die mediane Überlebenszeit 

der AGTRAPhigh Glioblastom Patient*innen war mit 7 Monaten deutlich geringer als die 

der AGTRAPlow Patien*innen mit 18 Monaten (Tab. 8). 
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Abb. 3. AGTRAP: Univariatanalyse des Gesamtüberlebens bei Gliompatient*innen. Kaplan-Meier 
24 Monate Überlebenskurven von Patient*innen mit hoher und niedriger AGTRAP Expression für WHO 
Grad II, III, IV. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte sind 
jeweils in der linken unteren Ecke der Diagramme dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 8. AGTRAP: Univariatanalyse des Gesamtüberlebens bei Gliompatient*innen. Mittelwerte, 
Mediane und deren Streuungsmaße für das Gesamtüberleben der Glioblastompatient*innen mit hoher 
bzw. niedriger AGTRAP Expression. Std. Fehler = Standardfehler; KI [95%] = 95% Konfidenzintervall. 
 

3.3 AGTRAP: Univariatanalyse des Rezidiv-freien Überlebens bei 
Gliompatient*innen 
 

Des Weiteren wurden dieselben Gruppen hinsichtlich eines Unterschiedes im Rezidiv-

freien Überleben in den ersten sechs Monaten nach Erstdiagnose verglichen. Hierfür 

wurden ebenfalls die Kaplan-Meier-Methode und der Log-Rank-Test angewendet.  

Bei WHO Grad II Tumoren konnte nur eine geringe Expression von AGTRAP 

(AGTRAPlow) festgestellt werden, ein Vergleich war daher nicht möglich (Abb. 4, linker 

Panel). Bei Patient*innen mit WHO Grad III Tumoren konnten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (p = 0,221; Log-Rank) 

(Abb. 4, mittlerer Panel). Glioblastom Patient*innen mit hoher AGTRAP Expression im 

Tumorgewebe hatten eine signifikant kürzere Rezidiv-freie Überlebenszeit als jene mit 

geringerer AGTRAP Expression (p = 0,003; Log-Rank) (Abb. 4, rechter Panel). Die 

Glioblastom Patient*innen mit AGTRAPhigh Tumoren erhielten im Mittel nach 3,636 
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Monaten ein Rezidiv, die Patient*innen mit einer geringeren Expression erst nach 

4,789 Monaten (Tab. 9).  

 

 
 
Abb. 4. AGTRAP: Univariatanalyse des Rezidiv-freien Überlebens bei Gliompatient*innen. 
Kaplan-Meier 6 Monate Überlebenskurven von Patient*innen mit hoher und niedriger AGTRAP 
Expression für WHO Grad II, III, IV. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und 
die p-Werte sind jeweils in der linken unteren Ecke der Diagramme dargestellt.  

 
Tab. 9. AGTRAP: Univariatanalyse des Rezidiv-freien Überlebens bei Gliompatient*innen. 
Mittelwerte, Mediane und deren Streuungsmaße für das Rezidiv-freie Überleben der 
Glioblastompatient*innen mit hoher bzw. niedriger AGTRAP Expression. Std. Fehler = Standardfehler; 
KI [95%] = 95% Konfidenzintervall. 
 

3.4 AGTRAP: Bivariate Korrelationsanalyse mit Tumorparametern bei 
Gliompatient*innen 
 
Wichtige Parameter, um Gliome hinsichtlich Größe und Wachstum einordnen zu 

können, sind unter anderem Tumorvolumen, Ödemvolumen sowie der 

Proliferationsmarker Ki67 (79,80). Wir haben daher untersucht, ob eine Korrelation 

zwischen den genannten Wachstumsparametern und dem AGTRAP Expressionsgrad 

im Gewebe vorliegt. Dies wurde mit Hilfe des Spearman Korrelationstests (Spearman’s 

Rho) für WHO Grad II, III und IV Tumore getrennt ermittelt. 

Bei WHO Grad II und III Tumoren korrelierte die AGTRAP Expressionsstärke positiv 

mit allen Parametern, jedoch ohne Signifikanz (Tab. 10). Bei den Glioblastomen lagen 

es ebenfalls ausschließlich positive Korrelationen vor. Das Tumorvolumen korrelierte 
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hier außerdem signifikant mit der AGTRAP Expression (Rho = 0,140; p = 0,043; 

Spearman) (Tab. 10). 

 

 
 
Tab. 10. AGTRAP: Bivariate Korrelationsanalyse mit Tumorparametern bei Gliompatient*innen. 
Ermittelte Spearman Rangkorrelationskoeffizienten (Spearman’s Rho) mit den jeweiligen zweiseitigen 
Signifikanzen und der Patientenanzahl (N) nach WHO Grad. * =signifikant auf p=0,05 Niveau. 
 

3.5 AGTRAP: Multivariatanalyse des Gesamt- und Rezidiv-freien 
Überlebens bei Glioblastompatient*innen 
 

Unsere Ergebnisse aus Abschnitt 3.2 und 3.3 zeigten, dass eine hohe AGTRAP 

Expression signifikant mit einem geringen Gesamtüberleben bzw. Rezidiv-freien 

Überleben bei Glioblastom Patient*innen assoziiert ist. Nun haben wir getestet, ob die 

AGTRAP Expression einen unabhängigen Prognosefaktor für das Gesamtüberleben 

oder Rezidiv-freie Überleben bei diesen Patient*innen darstellt. Hierfür wurde eine 

Multivariatnalyse mittels Cox-Regressionstest durchgeführt. Die AGTRAPlow Gruppe 

wurde als Dummy Variable festgelegt. Bewährte prognostische Faktoren für den 

Outcome von Glioblastompatient*innen wie Alter, Karnofsky-Index, 

Resektionsausmaß, Therapie, MGMT Mehtylierungsstatus und IDH1 Mutationsstatus 

(7,27,74–78) wurden als Kovariaten miteinbezogen.  

Das Risiko, in den nächsten 24 Monaten zu versterben, lag bei hoher AGTRAP 

Expression um 1,455-mal höher als bei niedriger AGTRAP Expression. Mit p = 0,051 

ist dieser Unterschied im Gesamtüberleben annähernd signifikant (KI [95%] = 0,998-

2,123; Cox-Regression) (Tab. 11A). Das Risiko eines Rezidivs war bei hoher AGTRAP 
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Expression ebenfalls erhöht, jedoch ohne Signifikanz (HR = 1,562; KI [95%] = 0,903-

2,704; p = 0,111; Cox-Regression) (Tab. 11B).  

 

 
 
Tab. 11. AGTRAP: Multivariatanalyse des Gesamt- und Rezidiv-freien Überlebens bei 
Glioblastompatient*innen. Cox-Regressionsanalyse des (A) 24 Monate Gesamtüberlebens und (B) 6 
Monate Rezidiv-freien Überlebens der AGTRAPhigh Glioblastom Patientengruppe. Die AGTRAPlow 
Patientengruppe wurde als Dummy Variable festgelegt und Alter, Karnofsky-Index, Resektion, Therapie, 
MGMT Methylierung und IDH1 Mutation als Kovariaten. HR = Hazard-Ratio; KI [95%] = 95% 
Konfidenzintervall. 
 

3.6 ALKBH3: Expression in Gesundem versus Tumorgewebe 
 

Bei der Betrachtung von ALKBH3 wurde ebenfalls zunächst die Expression im 

gesunden Gewebe mit WHO Grad II, III und IV Tumorgewebe verglichen. Die H-

Scores wurden in Form eines Box-Whisker-Plots dargestellt (Abb. 5A).  

Mit einem Median von 226,00 hatte das gesunde Gewebe einen größeren H-Score als 

alle drei Tumorarten, deren Medianwerte sich nur gering unterschieden (WHO Grad II: 

202,00; Grad III: 195,50; Grad IV: 200,00) (Tab. 12A).  

Daraufhin wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test geprüft, ob dieser 

Expressionsunterschied von ALKBH3 zwischen dem gesunden Gewebe und den 

Tumorgeweben signifikant ist. (Tab. 12B). Im Vergleich zu WHO Grad II (p = 0,016; 

Mann-Whitney-U-Test) bzw. Grad IV Tumoren (p < 0,001; Mann-Whitney-U-Test) war 

die Expression von ALKBH3 im gesunden Gewebe signifikant erhöht. Ein 

repräsentatives Beispiel der unterschiedlichen Färbung von gesundem Gewebe und 

Glioblastom Gewebe ist in Abbildung 5B dargestellt.  
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Abb. 5. ALKBH3: Expression in Gesundem versus Tumorgewebe. A. Box-Whisker-Plot der 
Expression von ALKBH3 in den Gruppen Gesund, WHO Grad II, III, IV. Die schwarze Linie in den Boxen 
stellt die Mediane dar, die oberen und unteren Boxbegrenzungen sind die 25. und 75. Perzentilen, die 
kleinen Kreise außerhalb der Whisker stellen Ausreißer dar. B. Randbereich eines Glioblastoms nach 
immunhistochemischer Färbung mit ALKBH3. G=gesund/tumorfrei; T= Tumor. 
 

 
Tab. 12. ALKBH3: Expression in Gesundem versus Tumorgewebe. A. Mediane, Minima, Maxima 
und N= Patientenanzahl der Gruppen. B. Test auf Expressionsunterschiede zwischen gesundem 
Gewebe und den Tumorgeweben mit den ermittelten zweiseitigen Signifikanzen nach Mann-Whitney-
U.  
 

3.7 ALKBH3: Univariatanalyse des Gesamtüberlebens bei 
Gliompatient*innen 
 
Im Folgenden wurde geprüft, ob es einen Zusammenhang zwischen der ALKBH3 

Expression und dem Gesamtüberleben der Patient*innen gibt. Wie bei AGTRAP 

wurden die Patient*innen nach der Median-Split Methode in eine Gruppe mit hoher 

Proteinexpression (ALKBH3high) und eine Gruppe mit niedriger Proteinexpression 

(ALKBH3low) eingeteilt. Für jeden WHO Grad wurden anschließend die Kaplan-Meier-

Überlebenskurven der beiden Patientengruppen über 24 Monate nach Erstdiagnose 

erstellt (Abb. 6). Um zu überprüfen, ob sich die beiden Patientengruppen signifikant im 

Überleben unterscheiden, wurde ein Log-Rank-Test durchgeführt.  

Bei den WHO Grad II und III Patient*innen zeigte sich kein signifikanter Unterschied 

im Überleben (p = 0,480 bzw. p = 0,107; Log-Rank-Test) (Abb. 6, linker bzw. mittlerer 
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Panel). Glioblastom Patient*innen mit einer hohen ALKBH3 Expression im Gewebe 

lebten jedoch signifikant länger als jene mit niedriger ALKBH3 Expression (p < 0,001; 

Log-Rank-Test) (Abb. 6, rechter Panel). Die mediane Überlebenszeit der ALKBH3high 

Gruppe betrug 16 Monate, die der ALKBH3low Gruppe nur 9 Monate (Tab. 13). 

 

 
Abb. 6. ALKBH3: Univariatanalyse des Gesamtüberlebens bei Gliompatient*innen. Kaplan-Meier 
24 Monate Überlebenskurven von Patient*innen mit hoher und niedriger ALKBH3 Expression für WHO 
Grad II, III, IV. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte sind 
jeweils in der linken unteren Ecke der Diagramme dargestellt  
 

 
Tab. 13. ALKBH3: Univariatanalyse des Gesamtüberlebens bei Gliompatient*innen. Mittelwerte, 
Mediane und deren Streuungsmaße für das Gesamtüberleben der Glioblastompatient*innen mit hoher 
bzw. niedriger ALKBH3 Expression. Std. Fehler = Standardfehler; KI [95%] = 95% Konfidenzintervall. 
 

3.8 ALKBH3: Univariatanalyse des Rezidiv-freien Überlebens bei 
Gliompatient*innen 
 

Bei denselben Patientengruppen wurde nun untersucht, ob sie sich hinsichtlich der 

Rezidiv-freien Überlebenszeit innerhalb der ersten 6 Monate nach Erstdiagnose 

unterschieden. Es wurden für jeden WHO Grad die Kaplan-Meier Überlebenskurven 

erstellt, der Test auf signifikanten Unterschied erfolgte wie oben durch Log-Rank-

Analyse.  
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Weder bei WHO Grad II (p = 0,445; Log-Rank-Test) noch bei WHO Grad III (p = 0,317; 

Log-Rank-Test) oder Grad IV Tumorpatient*innen (p = 0,163; Log-Rank-Test) konnte 

eine Signifikanz festgestellt werden (Abb. 7; Tab. 14). 

 
Abb. 7. ALKBH3: Univariatanalyse des Rezidiv-freien Überlebens bei Gliompatient*innen. 
Kaplan-Meier 6 Monate Überlebenskurven von Patient*innen mit hoher und niedriger ALKBH3 
Expression für WHO Grad II, III, IV. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und 
die p-Werte sind jeweils in der linken unteren Ecke der Diagramme dargestellt. 

 
Tab. 14. ALKBH3: Univariatanalyse des Rezidiv-freien Überlebens bei Gliompatient*innen. 
Mittelwerte, Mediane und deren Streuungsmaße für das Rezidiv-freie Überleben der 
Glioblastompatient*innen mit hoher bzw. niedriger ALKBH3 Expression. Std. Fehler = Standardfehler; 
KI [95%] = 95% Konfidenzintervall. 
 

3.9 ALKBH3: Bivariate Korrelationsanalyse mit Tumorparametern bei 
Gliompatient*innen 
 

Wie bei AGTRAP wurde außerdem analysiert, ob eine Korrelation zwischen der 

ALKBH3 Expression und den Wachstumsparametern Tumorvolumen, Ödemvolumen 

und Ki67-Positivität besteht. Auch hier wurde der Spearmann Korrelationstest 

(Spearman’s Rho) angewandt und die Ergebnisse tabellarisch nach WHO Grad 

getrennt dargestellt.  

WHO Grad II und III Tumore zeigten positive Korrelationen ohne statistische 

Signifikanz (Tab. 15, obere und mittlere Zeile). Die Glioblastome zeigten bei allen 

Parametern eine inverse Korrelation mit der ALKBH3 Expression auf, jedoch ebenfalls 

nicht signifikant (Tab. 15, untere Zeile). 
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Tab. 15. ALKBH3: Bivariate Korrelationsanalyse mit Tumorparametern bei Gliompatient*innen. 
Ermittelte Spearman Rangkorrelationskoeffizienten (Spearman’s Rho) mit den jeweiligen zweiseitigen 
Signifikanzen und der Patientenanzahl (N) sind nach WHO Grad. 
 
3.10 ALKBH3: Multivariatanalyse des Gesamt- und Rezidiv-freien 
Überlebens bei Glioblastompatient*innen 
 

Zur Ermittlung einer unabhängigen, prognostischen Relevanz des Biomarkers für 

Glioblastom Patient*innen erfolgte auch bei ALKBH3 eine Adjustierung mit den 

prognostischen Einflussparametern mittels Cox-Regression. Im Gegensatz zu 

AGTRAP spricht, wie in Abbildung 6 aufgezeigt, eine erniedrigte ALKBH3 Expression 

für einen schlechteren Outcome der Glioblastom Patient*innen. Daher wurde hier zur 

besseren Darstellung als Dummy Variable die Patientengruppe mit hoher 

Proteinexpression (ALKBH3high) festgelegt.  

Es wurde festgestellt, dass eine niedrige ALKBH3 Expression mit einem signifikant 

erhöhten Sterberisiko einhergeht (HR = 1,484; KI [95%] = 1,032-2,134; p = 0,033; Cox-

Regression) (Tab. 16A).  ALKBH3 könnte somit einen prognostischen Faktor für das 

Gesamtüberleben in der Glioblastom Diagnostik darstellen. Bezüglich des Rezidiv-

freien Überlebens konnte keine Signifikanz von ALKBH3 festgestellt werden (HR = 

1,036; KI [95%] = 0,590-1,820; p = 0,901; Cox-Regression) (Tab. 16B). 
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Tab. 16. ALKBH3: Multivariatanalyse des Gesamt- und Rezidiv-freien Überlebens bei 
Glioblastompatient*innen. Cox-Regressionsanalyse des (A) 24 Monate Gesamtüberlebens und (B) 6 
Monate Rezidiv-freien Überlebens der ALKBH3low Glioblastom Patientengruppe. Die ALKBH3high 
Patientengruppe wurde als Dummy Variable festgelegt und Alter, Karnofsky-Index, Resektion, Therapie, 
MGMT Methylierung und IDH1 Mutation als Kovariaten. HR = Hazard-Ratio; KI [95%] = 95% 
Konfidenzintervall. 
 
3.11 Diversin: Expression in Gesundem versus Tumorgewebe 
 

Zu Beginn wurden die Expressionsunterschiede von Diversin zwischen gesundem 

Gewebe und Tumorgewebe untersucht. Das Tumorgewebe wurde nach WHO Grad 

aufgeteilt und die jeweiligen H-Scores in einem Box-Whisker-Plot dargestellt (Abb. 8A).  

Die höhergradigen Gliome zeigten mit 183,00 und 190,00 einen höheren Median als 

das niedriggradige bzw. gesunde Gewebe (157,00 und 152,00) (Tab. 17A). Der Mann-

Whitney-U-Test zeigte auf, dass Grad IV Tumore eine signifikant höhere Expression 

von Diversin aufwiesen als gesundes Gewebe (p = 0,005; Mann-Whitney-U-Test) 

(Tab. 17B). In Abbildung 8B ist dieser Unterschied bildlich dargestellt.  
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Abb. 8. Diversin: Expression in Gesundem versus Tumorgewebe. A. Box-Whisker-Plot der Diversin 
Expression in den Gruppen Gesund, WHO Grad II, III, IV. Die schwarze Linie in den Boxen stellt die 
Mediane dar, die oberen und unteren Boxbegrenzungen sind die 25. und 75. Perzentilen, die kleinen 
Kreise außerhalb der Whisker stellen Ausreißer dar. B Randbereich eines Glioblastoms nach 
immunhistochemischer Färbung mit Diversin. G=gesund/tumorfrei; T= Tumor. 
 

 
Tab. 17. Diversin: Expression in Gesundem versus Tumorgewebe. A. Mediane, Minima, Maxima 
und N= Patientenanzahl der Gruppen. B. Test auf Expressionsunterschiede zwischen gesundem 
Gewebe und den Tumorgeweben mit den ermittelten zweiseitigen Signifikanzen nach Mann-Whitney-
U.  
 
3.12 Diversin: Univariatanalyse des Gesamtüberlebens bei 
Gliompatient*innen 
 

Die Überprüfung eines statistisch signifikanten Zusammenhangs zwischen der 

Diversin Expression und des 24 Monate Gesamtüberlebens erfolgte auch hier mittels 

Kaplan-Meier-Methode und anschließendem Log-Rank-Test. Durch die Median Split 

Methode wurden die Patient*innen in solche mit hoher Diversin Expression und solche 

mit niedriger Diversin Expression eingeteilt und deren Überlebenskurven erstellt.  

Kein WHO Grad zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den 

Patientengruppen auf (WHO Grad II: p = 0,617; WHO Grad III: p = 0,538; WHO Grad 

IV: p = 0,687; Log-Rank) (Abb. 9). Die mediane Überlebenszeit bei der Diversinhigh 

Glioblastom Patientengruppe war geringfügig länger (13 Monate) als bei der 

Diversinlow Glioblastom Patientengruppe (11 Monate) (Tab. 18).  
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Abb. 9. Diversin: Univariatanalyse des Gesamtüberlebens bei Gliompatient*innen. Kaplan-Meier 
24 Monate Überlebenskurven von Patient*innen mit hoher und niedriger Diversin Expression für WHO 
Grad II, III, IV. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte sind 
jeweils in der linken unteren Ecke der Diagramme dargestellt.  

 
Tab. 18. Diversin: Univariatanalyse des Gesamtüberlebens bei Gliompatient*innen. Mittelwerte, 
Mediane und deren Streuungsmaße für das Gesamtüberleben der Glioblastompatient*innen mit hoher 
bzw. niedriger Diversin Expression.  Std. Fehler = Standardfehler; KI [95%] = 95% Konfidenzintervall. 
 
3.13 Diversin: Univariatanalyse des Rezidiv-freien Überlebens bei 
Gliompatient*innen 
 

Die statistische Methodik von Abschnitt 3.12 wurde ebenfalls angewandt, um einen 

möglichen Zusammenhang zwischen der Diversin Expression und dem Rezidiv-freien 

Überleben aufzuzeigen.  

Hier zeigte sich ebenfalls bei keinem der WHO Grade eine statistische Signifikanz 

(WHO Grad II: p = 0,225; WHO Grad III: p = 0,221; WHO Grad IV: p = 0,857; Log-

Rank) (Abb. 10). Da kein Zusammenhang zwischen der Diversin Expression und dem 

Gesamtüberleben oder Rezidiv-freien Überleben festgestellt werden konnte (vgl. Abb. 

9, 10), erfolgte bei Diversin keine zusätzliche Multivariatanalyse. 
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Abb. 10. Diversin: Univariatanalyse des Rezidiv-freien Überlebens bei Gliompatient*innen. 
Kaplan-Meier 6 Monate Überlebenskurven von Patient*innen mit hoher und niedriger Diversin 
Expression für WHO Grad II, III, IV. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und 
die p-Werte sind jeweils in der linken unteren Ecke der Diagramme dargestellt. 
 

 
Tab. 19. Diversin: Univariatanalyse des Rezidiv-freien Überlebens bei Gliompatient*innen. 
Mittelwerte, Mediane und deren Streuungsmaße für das Rezidiv-freie Überleben der 
Glioblastompatient*innen mit hoher bzw. niedriger Diversin Expression. Std. Fehler = Standardfehler; 
KI [95%] = 95% Konfidenzintervall. 
 

3.14 Diversin: Bivariate Korrelationsanalyse mit Tumorparametern bei 
Gliompatient*innen 
 

Um eine mögliche Korrelation der Diversin Expression mit den Wachstumsparametern 

Tumorgröße, Ödemvolumen oder Ki67 Positivität festzustellen, wurde der bivariate 

Spearmann-Korrelationstest (Spearmann’s Rho) angewandt.  

Die Parameter zeigten bei keinem WHO Grad eine signifikante Korrelation mit der 

Diversin Expression (Tab. 20).  
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Tab. 20. Diversin: Bivariate Korrelationsanalyse mit Tumorparametern bei Gliompatient*innen. 
Ermittelte Spearman Rangkorrelationskoeffizienten (Spearman’s Rho) mit den jeweiligen zweiseitigen 
Signifikanzen und der Patientenanzahl (N) sind nach WHO Grad.  
 
3.15 AGTRAP/ALKBH3: Univariatanalyse des Gesamt- und Rezidiv-
freien Überlebens bei Glioblastompatient*innen 
 

Unsere bisherigen Daten zeigten einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem 

Outcome der Glioblastompatient*innen und der Expression von AGTRAP und 

ALKBH3 auf. Im Folgenden untersuchten wir daher, inwiefern eine Kombination der 

beiden Marker mit dem Gesamtüberleben und Rezidiv-freien Überleben dieser 

Patient*innen assoziiert ist. Hierfür wurden zwei Patientengruppen untersucht, die, 

abgeleitet von den obigen Ergebnissen, den besten bzw. schlechtesten Outcome 

aufzeigen sollten: Patient*innen mit niedriger AGTRAP und hoher ALKBH3 Expression 

(AGTRAPlow / ALKBH3high) und Patient*innen mit hoher AGTRAP und niedriger 

ALKBH3 Expression (AGTRAPhigh / ALKBH3low). Für diese Gruppen wurden 24 

Monate Überlebenskurven und 6 Monate Überlebenskurven nach Kaplan-Meier 

erstellt. Mittels Log-Rank-Analyse wurden die beiden Patientengruppen auf 

signifikanten Unterschied hin untersucht.  

Die Ergebnisse zeigten, dass AGTRAPhigh / ALKBH3low Patient*innen ein signifikant 

kürzeres Gesamtüberleben (p < 0,001; Log-Rank) (Abb. 11A), sowie ein kürzeres 

Rezidiv-freies Überleben (p = 0,004; Log-Rank) (Abb. 11B) hatten als AGTRAPlow / 

ALKBH3high Patient*innen. Die AGTRAPlow / ALKBH3high Patient*innen lebten im 

Median um 18 Monate länger (Tab. 21A). Auch die Rezidiv-freie Zeit der AGTRAPlow/ 
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ALKBH3high Patient*innen war im Mittel mit 4,690 länger als die der AGTRAPhigh / 

ALKBH3low Patient*innen mit 2,923 (Tab. 21B) 
 

 
Abb. 11. AGTRAP/ALKBH3: Univariatanalyse des Gesamt- und Rezidiv-freien Überlebens bei 
Glioblastompatient*innen. A/B. Kaplan-Meier 24 Monate Überlebenskurven bzw. 6 Monate Rezidiv-
freie Überlebenskurven von AGTRAPlow/ALKBH3high und AGTRAPhigh/ALKBH3low Patientengruppen für 
WHO Grad IV. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte sind 
jeweils in der linken unteren Ecke der Diagramme dargestellt.  
 

 
Tab. 21. AGTRAP/ALKBH3: Univariatanalyse des Gesamt- und Rezidiv-freien Überlebens bei 
Glioblastompatient*innen. A/B. Mittelwerte, Mediane und deren Streuungsmaße für das 
Gesamtüberleben bzw. das Rezidiv-freie Überleben der Glioblastompatient*innen mit 
AGTRAPlow/ALKBH3high und AGTRAPhigh/ALKBH3low. Std. Fehler = Standardfehler; KI [95%] = 95% 
Konfidenzintervall. 
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3.16 AGTRAP/ALKBH3: Multivariatanalyse des Gesamt- und Rezidiv-
freien Überlebens bei Glioblastompatient*innen  
 
Zuletzt wurde geprüft, ob nach Adjustierung mit den prognostischen Einflussfaktoren 

(Alter, Karnofsky-Index, Ausmaß der Resektion, Form der Therapie, MGMT 

Methylierungsstatus und IDH1 Mutation) die Expressionskombination der Marker eine 

signifikant prognostische Relevanz bezüglich Gesamtüberleben oder Rezidiv-freien 

Überleben besitzt.  

Die Multivariatanalyse mittels Cox-Regression zeigte, dass AGTRAPhigh / ALKBH3low 

Patient*innen ein signifikant höheres Sterberisiko aufwiesen (HR = 2,403; KI [95%] = 

1,200-4,811; p = 0,013; Cox-Regression) im Vergleich zu AGTRAPlow / ALKBH3high 

Patient*innen (Tab. 22A). Hinsichtlich des Rezidiv-freien Überlebens zeigte sich kein 

unabhängiger prognostischer Wert der Biomarkerkombination (HR = 2,021; KI [95%] 

= 0,808-5,057; p = 0,133; Cox-Regression) (Tab. 22B).  

 

 
 
Tab. 22. AGTRAP/ALKBH3: Multivariatanalyse des Gesamt- und Rezidiv-freien Überlebens bei 
Glioblastompatient*innen. Cox-Regressionsanalyse des (A) 24 Monate Gesamtüberlebens und (B) 6 
Monate Rezidiv-freien Überlebens der AGTRAPhigh/ALKBH3low Glioblastom Patientengruppe. Die 
AGTRAPlow/ALKBH3high Patientengruppe wurde als Dummy Variable festgelegt und Alter, Karnofsky-
Index, Resektion, Therapie, MGMT Methylierung und IDH1 Mutation als Kovariaten. HR = Hazard-Ratio; 
KI [95%] = 95% Konfidenzintervall 
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4. Diskussion  
 

4.1 Material und Methodik 
 

4.1.1 Patientenkollektiv und Datenerhebung 
 

Zur Ermittlung von aussagekräftigen und übertragbaren Ergebnissen ist ein für die 

Krankheit repräsentatives Patientenkollektiv essentiell. Da der Fokus der vorliegenden 

Studie auf Patient*innen mit primärem Glioblastom liegt, sind diese mit rund 89 Prozent 

(N=233) am häufigsten in der Kohorte vertreten. Zum Vergleich der Expressionsgrade 

der drei betrachteten Proteine in Gliomgewebe unterschiedlichen WHO Grades, wurde 

eine kleine Anzahl an WHO II (N=11) bzw. WHO III Gliom (N=19) Patient*innen 

ebenfalls miteinbezogen. Die Aussagekraft der Expressionen in den WHO II und III 

Gliomen ist daher nur gering. Die vorliegende Glioblastomkohorte zeigt ein medianes 

Erkrankungsalter von 64 Jahren und einen männlichen Anteil von rund 53 Prozent. 

Dies ist vergleichbar mit dem CBTRUS Report von 2016, der ein medianes 

Erkrankungsalter von 65 Jahren mit einem männlichen Anteil von rund 58 Prozent 

ermittelte (5). Das mediane Gesamtüberleben der hier untersuchten Kohorte liegt bei 

12 Monaten. Eine Überlebensanalyse von Brown et al. zeigte beispielsweise ein 

medianes Überleben von rund 9 Monaten, eine Studie von Helseth et al. ein medianes 

Überleben von rund 10 Monaten (27,81) . Weitere ermittelte Daten wie Therapie, 

Resektionsstatus, MGMT- Methylierung und IDH1 Mutation decken sich weitgehend 

mit einer Kohorte von Glioblastompatient*innen, die zwischen 2005 und 2013 am 

Universitätsklinikum Regensburg operiert wurden (82). Insgesamt lässt sich sagen, 

dass in der vorliegenden Studie eine für Glioblastome repräsentative Kohorte 

untersucht wurde. 

Vor allem durch den retrospektiven Charakter der Studie ergaben sich verschiedene 

Herausforderungen bei der Datenerhebung, die bei der Interpretation dieser Arbeit 

beachtet werden sollten. Die neueste Klassifikation der WHO ordnet IDH mutierte 

Glioblastome als IDH mutierte Astrozytome WHO Grad IV ein (1). Die Datenerhebung 

sowie Durchführung der vorliegenden Studie erfolgte jedoch vor dieser neuen 

Einteilung. Der Anteil IDH mutierter Glioblastome fällt mit 5,6 Prozent jedoch relativ 

gering aus. Sie werden in dieser Arbeit daher weiterhin als Glioblastome eingeordnet. 

Zur Beurteilung des Resektionsstatus wird postoperativ ein MRT mit Kontrastmittel 

durchgeführt. Benignes Kontrastmittelenhancement im MRT als Folge der Operation 
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nimmt mit der postoperativen Zeit zu und kann nicht sicher von Resttumor abgegrenzt 

werden (83). Daher wurde zur Ermittlung des Resektionsstatus mittels MRT ein 

Standardzeitfenster von 72 Stunden festgelegt. Durch eine verspätete oder nicht 

erfolgte postoperative MRT Beurteilung konnte somit keine Aussage zu dem 

Resektionsstatus einiger Tumore (5,2 Prozent der Kohorte) getroffen werden. Durch 

fehlende Berichte der weiterbehandelnden Hausärzte bzw. Kliniken konnte teilweise 

keine Ermittlung des Vitalstatus bestimmter Patient*innen erfolgen. Als Konsequenz 

wurden diese in der statistischen Analyse zensiert.  

 

4.1.2 TMA und Immunhistochemie 
 

Bei der TMA Methode werden den Tumorgeweben der Patient*innen mikro- bis 

millimetergroße Gewebezylinder entnommen und diese neben Tumorproben anderer 

Patient*innen in einem Paraffinblock eingebettet und anschließend mittels Mikrotom 

geschnitten (84). Dadurch zeigen sich verschiedene Vor- und Nachteile. Beim 

Schneiden neuer TMAs vom Paraffinblock können die einzelnen Proben verletzt 

werden oder sich ihre Gewebezusammensetzung ändern. Bestimmte Tumorproben 

konnten teilweise nicht in die Endauswertung dieser Studie aufgenommen werden, da 

diese zu viel Nekrose und Einblutung bzw. zu wenig auswertbaren Tumoranteil 

enthielten. Außerdem stellen TMAs nur einen Bruchteil des gesamten entnommenen 

Tumorgewebes dar. TMAs können so, besonders in inhomogenem Gewebe, nicht 

immer das Gewebe und die Proteinexpression im Gesamttumor widerspiegeln (85). 

Nichtsdestotrotz wiesen verschiedene Studien die Reliabilität der TMA Methode nach. 

Dabei erwiesen sich die TMA Proben insbesondere dann als repräsentativ, wenn zwei 

bis drei Proben pro Tumor entnommen und untersucht wurden (86–88). Dies war auch 

in der vorliegenden Studie zumindest für einen Teil der Tumore gegeben. Die TMA 

Methode ist sehr gewebesparend und kann so gut für Forschungszwecke eingesetzt 

werden. Es können des Weiteren mehrere Tumore verschiedener Patient*innen 

gleichzeitig und mit identischer Vorgehensweise bei geringem Materialaufwand 

analysiert werden. Daher sind TMAs zeit- und kostengünstig (84). Durch ihre vorherige 

Fixierung und Paraffineinbettung sind die Gewebeproben außerdem haltbar und 

können gut für retrospektive Analysen verwendet werden (89). Die Relevanz und Rolle 

der hier untersuchten Proteine ist in Glioblastomen weitgehend unbekannt. Mit 

möglichst geringem Materialaufwand sollten möglichst viele Tumore untersucht und 



 38 

verwertbare Ergebnisse ermittelt werden. Somit ist das Tissue Microarrays Verfahren 

für die vorliegende Studie gut geeignet. 

Die immunhistochemische Färbung ist ein etabliertes Verfahren zur Untersuchung von 

Expressionsmustern in Geweben. Wichtig für die Durchführung ist ein einheitliches, im 

entsprechenden Labor etabliertes und reproduzierbares Vorgehen (90). Durch die 

Verwendung von bereits an Paraffingewebe getesteten Antikörpern konnten mögliche 

Fehlfärbungen weitestgehend ausgeschlossen werden. Um eine möglichst objektive 

Beurteilung der Tumoranfärbungen bzw. Proteinexpressionen zu erreichen, erfolgte 

die Auswertung durch zwei unabhängige Begutachter, die bei zu großen Diskrepanzen 

durch eine dritte Person ergänzt wurden. Die Tumorgewebe wurden anonymisiert, 

wodurch keine Rückschlüsse auf den Outcome der zugehörigen Patient*innen 

getroffen werden konnten.  

 

4.2 AGTRAP 
 
Die vorliegende Studie beschreibt das AGTRAP Protein erstmalig als möglichen 

Biomarker in Glioblastomen. Die Rolle von AGTRAP in der Tumorprogression ist 

weitgehend unerforscht. Tatsächlich ergab eine Eingabe von “AGTRAP and cancer” 

in der Pubmed-Suchmaschine nur 11 mögliche relevante Studien. Die vorliegende 

Arbeit zeigt, dass AGTRAP eine signifikant erhöhte Expression in Glioblastom Gewebe 

im Vergleich zu gesundem Gewebe aufweist. Auch in anderen Krebsarten ist eine 

erhöhte Expression von AGTRAP in Tumoren nachgewiesen: Liu et al. wies eine 

erhöhte Expression von AGTRAP in Hepatozellulären Karzinomen im Vergleich zu 

benachbartem bzw. tumorfreiem Gewebe nach (54). Zeng et al. konnte zeigen, dass 

die AGTRAP Expression in Plattenepithelkarzinomen der Zunge ebenfalls höher ist als 

in tumorfreiem Gewebe (91).  Wang et al. analysierten Genexpressionen aus der 

TCGA Datenbank und stellten eine Überexpression von AGTRAP in 51 verschiedenen 

Tumorarten im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe fest, unter anderem in HCC 

Tumoren als auch in Glioblastomen (92). 

Des Weiteren zeigten zwei unabhängige Studien, dass erhöhte AGTRAP mRNA- bzw. 

Genexpression mit einer schlechten Prognose für HCC Patient*innen einhergeht 

(54,92). Mittels „Weighted Gene Coexpression Analysis“ wurde ermittelt, dass bei 

Plattenepithelkarzinomen der Zunge eine erhöhte AGTRAP Genexpression ebenfalls 

einen prognostisch ungünstigen Faktor bzgl. des Gesamtüberlebens darstellt (91). 
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Auch in Brustkrebs konnte AGTRAP als prognostischer Faktor nachgewiesen werden, 

der mit einem niedrigem Gesamtüberleben assoziiert ist (93). Unsere Studie zeigt zum 

ersten Mal, dass eine erhöhte AGTRAP Expression mit einem verringerten 

Gesamtüberleben sowie Rezidiv-freien Überleben der Glioblastom Patient*innen 

assoziiert ist. Zusätzlich konnten wir eine signifikante Korrelation der AGTRAP 

Expression mit dem Tumorvolumen von Glioblastomen feststellen. In der 

Multivariatanalyse stellt AGTRAP mit p = 0,051 zwar nur einen annähernd 

prognostischen Wert für das Gesamtüberleben der Glioblastompatient*innen dar, 

jedoch sprechen die Studienlage sowie die Ergebnisse dieser Arbeit sehr dafür, dass 

mit einer größeren Glioblastom Kohorte statistische Signifikanz erreicht werden würde. 

AGTRAP steht in enger Verbindung zum Angiotensin II Typ I Rezeptor, der 

unter anderem zellproliferativ wirkt und in Glioblastomen ebenfalls mit einem 

schlechten Outcome für die Patient*innen assoziiert ist (43,45,53). Jedoch wirkt 

AGTRAP eher hemmend auf die Wirkung des Rezeptors, unter anderem über dessen 

Internalisierung (43,45). Somit ist eigentlich ein tumorprotektiver Effekt von AGTRAP 

zu erwarten, der jedoch durch unsere Ergebnisse und die Studienlage widerlegt wird. 

Die Literatur liefert dafür verschiedene Erklärungsansätze. Lopez-Ilasaca M. et al. 

weist darauf hin, dass AGTRAP auch an von AT1R unabhängigen zellulären 

Mechanismen beteiligt ist (43).  Mittels Protein-Protein Interaction Analysis konnten 

Liu et al. eine Verbindung von AGTRAP zum MAPK Signalweg in HCC feststellen (54). 

Überaktivierungen des MAPK Signalweges sind bei der Entstehung und Progression 

einiger Tumore beteiligt, so auch beim Glioblastom (94,95). Wang et al. konnten in 

Brustkrebsgewebe eine Interaktion von AGTRAP mit den Transkriptionsfaktoren USF1 

und PBX3 sowie dem Akt/mTOR Signalweg nachweisen, die gemeinsam als 

Signalachse unter anderem über Unterstützung der aeroben Glykolyse 

tumorprogressiv wirken (93). Diese Signalachse könnte auch in Glioblastomen wirken, 

da die beteiligten Moleküle auch in Glioblastom Gewebe verstärkt exprimiert sind und 

mit erhöhter Malignität assoziiert sind (96–98). In Plattenepithelkarzinomen der Zervix 

wurde eine Verbindung von AGTRAP mit dem Tumor-suppressor Protein p-16 

aufgezeigt. Nach Mendaza et al. könne AGTRAP mit p16 komplexieren und es so im 

Zytoplasma halten, wodurch es seine tumorprotektive Wirkung im Zellkern nicht 

erfüllen kann. Die Patient*innen mit weniger nukleärem p16 wiesen einen schlechteren 

Outcome auf (99). Außerdem ging in Brustkrebs eine erhöhte zytoplasmatische 

Akkumulation von p16 mit höherer Malignität der Tumoren einher (100). Die 
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tumorsuppressive Wirkung von p16 ist auch in Glioblastomen wichtig, ein Verlust von 

p16 führt zu einem schlechteren Outcome für die Patient*innen (101).  

Das Nichtansprechen immunmodulatorischer Therapiemöglichkeiten und die nach wie 

vor schlechte Prognose beim Glioblastom liegt unter anderem an dessen starker 

Immunsuppression (102). Hong et al. zeigten in einer Pan Cancer Analyse 

verschiedener Krebsarten eine Verbindung von AGTRAP mit diversen 

immunregulativen Mechanismen in Glioblastomen auf (103). Insbesondere wiesen sie 

eine positive Korrelation der AGTRAP Genexpression mit den in Glioblastomen 

immunsuppressiv und tumorprogressiv wirkenden M2 Makrophagen nach (103,104). 

Auch bei WHO II und III Gliomen korreliert die Genexpression von AGTRAP positiv mit 

dem Anteil an M2 Makrophagen im Tumorgewebe (105). In Hepatozellulären 

Karzinomen korrelierte die AGTRAP Expression außerdem mit der T-cell exhaustion, 

einer durch den Tumor verursachten Funktionsabnahme von Tumor bekämpfenden T-

Zellen (54,106). In Plattenepithelkarzinomen der Zunge konnte eine negative 

Korrelation mit der AGTRAP Genexpression und der Invasion CD8 positiver T-Zellen 

aufgezeigt werden (91). Auch in Glioblastomen ist T-cell exhaustion äußerst 

ausgeprägt und eine Invasion CD8 positiver T-Zellen mit einem besseres Outcome 

assoziiert (107,108). Der beschriebene Einfluss von AGTRAP auf diese Mechanismen 

könnten somit auch seine tumorprogressive Rolle in Glioblastomen erklären. 

Abb. 12. AGTRAP: Zusammenfassung der möglichen Wirkungsweisen 
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4.3 ALKBH3  
 
Die vorliegende Studie zeigt erstmals ALKBH3 als möglichen prognostisch günstigen 

Biomarker für Glioblastome auf. In alle Gliomen beobachteten wir eine niedrigere 

Expression des ALKBH3 Proteins als in anliegendem, gesunden Hirngewebe. Dieser 

Expressionsunterschied erreichte sowohl in WHO Grad II als auch Grad IV Gliomen 

statistische Signifikanz.  

Die weitere Studienlage zeigt ein uneinheitliches Bild des Einflusses von ALKBH3 auf 

Tumore auf und scheint abhängig von der betrachteten Tumorart zu sein. Unter 

anderem Plattenepithelkarzinome der Kopf- und Nackenregion, Prostatakarzinome 

und Pankreaskarzinome zeigen eine erhöhte ALKBH3 Protein bzw. mRNA Expression 

im Tumorgewebe im Vergleich zu anliegendem Gewebe (62,63,109). Hingegen konnte 

in Brustkrebsgewebe sowie Adenokarzinomen der Lunge eine geringere Protein- bzw. 

mRNA Expression von ALKBH3 im Vergleich zu gesundem Gewebe nachgewiesen 

werden (64,65).  

Ein ähnliches Bild zeigt sich bei Betrachtung des Einflusses von ALKBH3 auf den 

Outcome von Tumorpatient*innen. Während hohe ALKBH3 Expressionen in 

beispielsweise Pankreaskarzinomen sowie Nierenzellkarzinomen ein schlechteres 

Outcome für die Patient*innen darstellen, konnten in Brustkrebs, Hodgkin Lymphomen 

und Adenokarzinomen der Lunge eine gegenteilige Wirkung aufgezeigt werden 

(63,110). Eine Inaktivierung des ALKBH3 Gens mittels CpG Methylierung (und 

anschließend verminderter Expression) stellt einen prognostisch ungünstigen Faktor 

bzgl. des Gesamtüberlebens von Brustkrebs- und Hodgkin Lymphom Patient*innen 

dar (64,111). Zusätzlich konnte in Adenokarzinomen der Lunge gezeigt werden, dass 

eine erhöhte ALKBH3 Expression mit einem besserer Outcome assoziiert ist (65).  

Die vorliegende Studie identifizierte mittels Multivariat Analyse ALKBH3 ebenfalls als 

prognostisch günstigen Faktor bzgl. des Gesamtüberlebens bei 

Glioblastompatient*innen. 

In einer kürzlich veröffentlichten Studie konnten Feng et al. bei der Untersuchung der 

mRNA Expression von ALKBH3 in Glioblastomen anhand der GEPIA2 Database eine 

Überexpression im Vergleich zu tumorfreiem Hirngewebe feststellen. Außerdem 

konnten sie eine Assoziation einer mRNA Überexpression von ALKBH3 in 

Glioblastomproben mit einem schlechteren Gesamtüberleben feststellen (112). Diese 

Ergebnisse scheinen auf dem ersten Blick im Widerspruch zu den Ergebnisse dieser 
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Studie zu stehen. Dafür lassen sich jedoch verschiedene Ursachen aufführen. Zum 

einen ist die mRNA Expression nicht immer mit der letztlichen Proteinexpression 

gleichzusetzen. In der Studie von Feng et al. wurden ebenfalls Proteinexpressionen in 

Glioblastomen untersucht und ALKBH3 zeigte sich dabei als schwach exprimiert, wie 

in unserer Studie ebenfalls aufgezeigt wurde (112). Dieser Unterschied könnte an der 

ausgeprägten Ubiquitinierung und anschließendem Abbau von ALKBH3 Proteinen 

liegen, wie es Zhao et al. in Prostata-, Brust und Lungenkarzinomen aufzeigen 

konnten, die dazu führten dass die mRNA und Proteinexpression von ALKBH3 nicht 

miteinander korrelieren (113). Zum anderen sagten Feng et al. selbst, dass die 

verwendeten Daten aus öffentlichen Registern stammen und nicht experimentell 

bestätigt wurden sowie eine gewisse Inkonsistenz aufweisen (112). 

Die Rolle von ALKBH3 als DNA reparierendes sowie RNA regulierendes Enzym in der 

Zelle könnte die, in Glioblastomen gezeigte, tumorsuppressive Wirkung erklären. 

Stefansson et al. zeigten, dass vermehrte genetische Inaktivierung von ALKBH3 in 

Brustkrebs mit einer erhöhten Anzahl an methyliertem Cytosin (3meC) im 

Brustkrebsgewebe einhergeht (64). You et al. konnten das zweifach methylierte 

Adenin 1,6meA in tRNA als weitere RNA Modifikation identifizieren, die 

möglicherweise krebsfördernd wirkt und durch ALKBH3 demethyliert wird. Sie konnten 

einen erhöhten Gehalt an 1,6meA in Brustkrebsgewebe nachweisen (114). Über 

Demethylierung von exogen als auch endogen verursachten Basenveränderungen in 

DNA als auch RNA trägt ALKBH3 zur genetischen Integrität der Zelle bei (64,115). In 

früheren Studien konnte das mutagene Potential von 3meC in E.coli nachgewiesen 

werden (116,117). Eine in Folge von verminderter ALKBH3 Expression erhöhte 

Mutationslast könnte so die Entstehung als auch Progression von Glioblastomen 

fördern.  

Des Weiteren konnten Calvo et al. zeigen, dass eine reduzierte Aktivität von ALKBH3 

mit einer erhöhten Anfälligkeit für, mit Entzündung assoziiertem, Dickdarmkrebs 

einhergeht. Über RONS, die von aktivierten Entzündungszellen freigegeben werden, 

kommt es zu vermehrten DNA Läsionen in den Dickdarmzellen (118). Da die 

Entstehung von Glioblastomen auch mit Entzündungen in Verbindung steht, könnte 

ein Defizit von ALKBH3 hier somit ähnlich zur Krebsentstehung beitragen (119).  

Esteve-Puig et al. zeigten außerdem eine Assoziation von genetischer Inaktivierung 

von ALKBH3 und einer Überexpression der Kollagene von Typ 1a2 und 1a1 (COL1A2, 

COL1A1) in Hodgkin Lymphomen auf. In der mRNA von diesen Kollagenen wurde eine 



 43 

erhöhte Anzahl an 1meA nachgewiesen, welche durch ALKBH3 demethyliert werden 

(111). Erhöhte 1meA Werte könnten die Expression dieser Proteine beeinflussen und 

so eine direkte kausale Verbindung von ALKBH3 und der Kollagen Typ 1 Expression 

erklären. Als Teil des Extrazellulärmatrix sind Kollagene wichtig für die invasive 

Eigenschaft von Glioblastomen. Überexpressionen von Kollagen I sind bei Glioblastom 

mit einem geringeren Gesamtüberleben assoziiert und besonders in dem aggressiven 

mesenchymalen Subtyp präsent (120). ALKBH3 könnte in Glioblastomen also über 

verminderte Kollagen Expression einen günstigeren Verlauf fördern. 

 

Abb. 13. ALKBH3: Zusammenfassung der möglichen Wirkungsweisen. Grün: Fördernder Einfluss; Rot: 

Hemmender Einfluss; Gelb: Mutationsfördernder Einfluss 

 
4.4 Diversin  
 
In Tumoren wie NSCLC oder Kolonkarzinomen konnte eine negative Assoziation einer 

Diversin Überexpression mit dem Gesamtüberleben nachgewiesen werden (121,122). 

In einer Expressionsanalyse von Diversin in verschiedenen Krebsarten zeigten Bai et 

al. weiterführend eine, je nach Tumorart, unterschiedliche Assoziation der Diversin 

Expression mit dem Outcome der Patient*innen auf: In Kolorektalen Karzinomen und 

Hautkrebs ist eine hohe Diversin Expression mit kürzerem Gesamtüberleben 
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assoziiert, in Gehirntumoren, Brustkrebs und Lungenkrebs ist eine hohe Expression 

mit längerem Gesamtüberleben assoziiert (122). Auch Zhao et al. konnten eine 

Assoziation von Diversin Expression und niedrigem Gesamtüberleben in 

Adenokarzinomen des Kolons aufzeigen (123). In der vorliegenden Studie konnte 

keine Assoziation des Diversin Expressionsgrades mit dem Gesamt- oder Rezidiv-

freien Überleben von Gliompatient*innen festgestellt werden.  

Jedoch zeigen unsere Ergebnisse eine erhöhte Expression von Diversin in den 

höhergradigen Gliomen (WHO III und IV) im Vergleich zu niedriggradigen WHO II 

Gliomen bzw. gesundem Gehirngewebe und weisen daher auf eine mögliche Rolle 

des Diversin Proteins in der Gliomprogression hin. Dies steht im Einklang mit den 

Ergebnissen von Wang et al., die bereits eine Korrelation zwischen der Diversin 

Expression und Tumorgrad bei Gliomen feststellen konnten (124). In Brustkrebs, 

NSCLC sowie kolorektalen Karzinomen konnte ebenfalls eine Diversin 

Überexpression im Vergleich zu gesundem Gewebe nachgewiesen werden. Des 

Weiteren korrelierte eine Diversin Überexpression bei allen drei Tumorarten signifikant 

mit dem TNM Status der beiden Tumorarten (73,121,125).  

 

Obwohl die Mechanismen noch nicht abschließend geklärt sind, liefert insbesondere 

die Studie von Wang et al. Hinweise, die auf einen tumorprogressiven Einfluss von 

Diversin in Gliomen hindeuten: Knockdown von Diversin mittels siRNA führte in den 

behandelten Glioblastom Zelllinien zu vermindertem Wachstum sowie Invasivität. 

Außerdem zeigten diese Zellen einen verminderten Gehalt an MMP9 und aktivierter 

JNK (phospho-JNK) (124).  Beide Proteine zeigen invasive und proliferative 

Eigenschaften und scheinen mit Diversin in Verbindung zu stehen. Als Teil des nicht 

kanonischen WNT Signalweges führt Diversin zu einer erhöhten Aktivität von JNK 

abhängigen Genexpressionen (69). Sowohl bei NSCLC als auch Brustkrebs weisen 

Studien daraufhin, dass Diversin über eine vermehrte Aktivierung des JNK Signalwegs 

fördernd auf Tumorinvasion und -proliferation wirkt (73,121). Des Weiteren zeigt sich 

für phospho-JNK in Gliomen ein ähnliches Expressionsmuster, wie es in der 

vorliegenden Studie für Diversin ermittelt wurde: In WHO III und IV Gliomen ist es 

stärker exprimiert als in niedriggradigen WHO II Gliomen (126). In mit Diversin 

transfizierten NSCLC Zellen kommt es außerdem zu einer JNK abhängigen 

Expression von MMP9 (121). MMP9 ist in höhergradigen Gliomen stärker exprimiert 

als in niedriggradigen und eine Überexpression führte in Glioblastom Zelllinien zu 
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erhöhter Proliferation (127). MMP9 fördert über die Degradation von Extrazellulärer 

Matrix außerdem die Invasivität von Tumoren (128). Diversin könnte also über JNK 

und MMP9 zu den proliferativen und invasiven Eigenschaften der höhergradigen WHO 

III und IV Gliomen beitragen, was die Diversin Überexpression in diesen Geweben 

erklären würde.  

Bai et al. konnten eine prognostische und immunregulative Rolle von Diversin in 

Kolonkarzinomen aufzeigen. Dabei untersuchten sie die Diversin Expression auch in 

anderen Tumorarten und wiesen auch eine Korrelation dieser mit infiltrierenden 

Immunzellen wie Lymphozyten und Makrophagen in Glioblastomen nach (122). Zhao 

et al. konnten ebenfalls Korrelationen der Diversin Expression und infiltrierenden 

Immunzellen in Adenokarzinomen des Kolons aufzeigen (123). In Dickdarmkrebs 

konnten Bai et al. zusätzlich eine Korrelation der Diversin Expression mit der Infiltration 

von tumorprogressiven M2 Makrophagen feststellen (122). Diese sind ebenfalls in 

höhergradigen Gliomen vermehrt präsent und führen zu einer immunsuppressiven 

Umgebung des Tumors, die die Tumorbekämpfung erschwert (104). Diversin könnte 

somit auch über die Beeinflussung immunologischer Prozesse zur Gliomprogression 

beitragen. 

Luan et al. wiesen in Zellen von Kolorektalen Karzinomen nach, dass eine 

Überregulation von Diversin mit verminderter Aktivität von den Zyklusinhibitoren p21 

und p27 einhergeht. Dies führt zu einer Enthemmung Cyclin-abhängiger Kinasen, die 

den Zellzyklus aktivieren und so die Zellproliferation unterstützen (125). Für beide 

Inhibitoren konnte eine tumorsuppressive Wirkung auch in Glioblastomen 

nachgewiesen werden (129,130). Die Diversin Überexpression in höhergradigen 

Gliomen könnte somit auch durch Hemmung von p21 und p27 zur Progression 

beitragen.  

 
Abb. 14. Diversin: Zusammenfassung der möglichen Wirkungsweisen  
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4.5 AGTRAP/ALKBH3  
 
Die Studienlage zeigt, dass Kombinationen von Biomarkern in Tumoren häufig eine 

größere prognostisch beziehungsweise therapeutisch relevante Aussagekraft besitzen 

als die Betrachtung eines einzelnen Markers. Mammakarzinome können anhand einer 

Kombination aus Östrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor-, und HER2-Status sowie 

des Ki-67-Proliferationsindex in Subtypen eingeteilt werden, die sich in ihrer 

prognostischer und therapeutischer Konsequenz unterscheiden (131). In 

Glioblastomen stellte sich außerdem heraus, dass die Markerkombination aus MGMT 

Methylierungsstatus und IDH1 Mutationsstatus eine bessere prognostische 

Aussagekraft für das Gesamtüberleben besitzt als die einzelnen Marker allein (132).  

Weller et al. zeigten in einer immunhistochemischen Analyse auf, dass die 

prognostische Aussagekraft der Kombination von FoxP3, einem Marker für 

regulatorische T-Zellen, mit den Tumormarkern AHNAK bzw. CORTACTIN in Larynx- 

bzw Oro-hypopharynx Plattenepithelkarzinomen der Aussagekraft des Markers FoxP3 

allein überlegen ist (133). Kim et al. wiesen außerdem nach, dass das Hinzuziehen 

von mehreren Biomarkern die prognostische Aussagekraft bei 

Plattenepithelkarzinomen der Mundhöhle verbessert (134). 

In der vorliegenden Studie konnten zwei Proteine identifiziert werden, deren 

Expressionen einen prognostischen Wert bzgl. des Gesamtüberlebens von 

Glioblastompatient*innen aufweisen. Bei der Analyse der Kombination der Biomarker 

wurden die zwei Patientengruppen gegenübergestellt, die das ungünstigste 

Expressionsprofil (AGTRAPhigh / ALKBH3low) bzw. das günstigste Expressionsprofil 

(AGTRAPlow / ALKBH3high) dieser Proteine aufweisen. Die AGTRAPhigh / ALKBH3low  

Gruppe zeigt eine deutlich kürzere mediane Gesamt- und Rezidiv-freie Überlebenszeit 

als die AGTRAPlow / ALKBH3high Gruppe. Das Sterberisiko ist 2,4-fach erhöht. Ein 

solcher Unterschied zwischen den Patientengruppen konnte bei der Analyse der 

einzelnen Biomarkerexpressionen nicht erreicht werden. Dort zeigte sich bei 

Patient*innen mit hoher AGTRAP bzw. niedriger ALKBH3 Expression ein jeweils etwa 

1,5-fach erhöhtes Sterberisiko. Es lässt sich somit schlussfolgern, dass auch hier die 

Kombination der Biomarker im Vergleich zu den einzelnen Biomarkern in ihrer 

prognostischen Aussagekraft überlegen ist. 

Diese Ergebnisse lassen des Weiteren vermuten, dass eine hohe AGTRAP 

Expression in Kombination mit einer geringen ALKBH3 Expression einen stark 
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tumorprogressiven Einfluss in primären Glioblastomen hat. Jedoch ist nicht klar, ob 

diese Wirkung additiv oder synergistisch ist. Eine mögliche Beziehung zwischen 

AGTRAP und ALKBH3 konnte bisher in keiner Studie nachgewiesen werden. Die 

Ursachen für die tumorprogressive Rolle von AGTRAP in Glioblastomen scheinen eher 

Interaktionen mit den MAPK und Akt/mTOR Signalwegen, dem Tumorsuppressor p-

16 oder eine immunsuppressive Wirkung zu sein (siehe 4.2). Die tumorsuppressive 

Rolle von ALKBH3 in Glioblastomen könnte dagegen eher an der DNA und mRNA 

modulierenden Wirkung liegen, die zu einer Verminderung der Mutationslast oder der 

verminderten Expression bestimmter tumorprogressiver Proteine führen (siehe 4.3).  

Somit scheinen eine erhöhte AGTRAP und erniedrigte ALKBH3 Expression die 

Glioblastom Progression eher unabhängig voneinander bzw. additiv zu begünstigen. 

Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die beiden Proteine auch 

miteinander interagieren bzw. synergistisch wirken. Dies lässt sich aufgrund der 

vorliegenden Arbeit und der Studienlage nicht abschließend sagen und sollte 

Gegenstand zukünftiger Studien sein. 

 

4.6 Fazit und Ausblick 
 
Zusammenfassend konnten mit AGTRAP und ALKBH3 zwei der drei untersuchten 

Proteine als mögliche prognostisch relevante Biomarker im primären Glioblastom 

identifiziert werden. Für Diversin konnte keine prognostische Relevanz festgestellt 

werden, jedoch weisen die hier ermittelten Ergebnisse und die Studienlage dennoch 

auf eine mögliche Rolle von Diversin in der Gliomprogression hin. Für AGTRAP und 

ALKBH3 ließen sich anhand verschiedener Studien vielversprechende Hypothesen 

aufstellen, wie sie die Progression des Glioblastoms beeinflussen könnten. Die hier 

ermittelten Ergebnisse und diskutierten Wirkungsweisen der Proteine sollten in 

zukünftigen Studien validiert und genauer aufgeklärt werden, um einen möglichen 

diagnostischen oder auch therapeutischen Nutzen in der Gliom- und vor allem 

Glioblastombehandlung zu ermitteln.  
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5. Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der Proteine AGTRAP, ALKBH3 und 

Diversin in primären Glioblastomen sowie WHO II und III Gliomen untersucht und auf 

eine mögliche prognostische Relevanz hin geprüft. Als Kohorte dienten 263 

Patient*innen, die zwischen 2005 und 2018 am Universitätsklinikum Magdeburg 

operiert wurden. Aus den entnommenen Geweben wurden Tissue Microarrays erstellt 

und die Proteine mittels Immunhistochemie angefärbt. Anschließend wurde die 

Färbung der Proben anhand des H-Scores durch mindestens zwei unabhängige 

Begutachter beurteilt. Unter Anwendung des Mann-Whitney-U Tests, Log-Rank Tests, 

Spearman Korrelationstests und Cox-Regressionstests wurden Assoziationen 

zwischen den drei Markerkandidaten und verschiedenen klinischen Parameter 

ermittelt.  

AGTRAP wies zum einen höhere Expressionen in Gliomgeweben als in gesundem 

Gewebe auf. Zum anderen war eine erhöhte Expression von AGTRAP in 

Glioblastomgewebe mit einem verringerten Gesamt- sowie Rezidiv-freien Überleben 

assoziiert. Zusätzlich konnte eine Korrelation zwischen dem AGTRAP 

Expressionsgrad und dem Tumorvolumen aufgezeigt werden. Mit 0,051 zeigte sich 

AGTRAP in der Multivariatanalyse als annähernd signifikanter prognostischer Faktor 

bezüglich des Gesamtüberlebens von Glioblastompatient*innen. Für ALKBH3 konnte 

eine verringerte Expression in Gliomgeweben als in gesundem Gewebe festgestellt 

werden. Zusätzlich war eine erhöhte ALKBH3 Expression in Glioblastomgewebe mit 

einem längeren Gesamtüberleben assoziiert und stellte dabei einen unabhängigen 

prognostischen Faktor dar. Für Diversin zeigten unsere Ergebnisse eine erhöhte 

Proteinexpression in den höhergradigen Gliomen (WHO III und IV) im Vergleich zu 

niedriggradigen WHO II Gliomen bzw. gesundem Gehirngewebe. Eine 

Kombinationsanalyse der AGTRAP und ALKBH3 Expressionen erwies sich 

prognostisch aussagekräftiger als die Einzelmarkeranalysen. Die Patientengruppe mit 

einer hohen AGTRAP Expression und einer verminderten ALKBH3 Expression zeigten 

ein 2,4-fach erhöhtes Sterberisiko im Vergleich zu der Patientengruppe mit einer 

geringen AGTRAP Expression und hohen ALKBH3 Expression.  

Mit der vorliegenden Arbeit konnten mit AGTRAP und ALKBH3 sowie ihrer 

Kombination potenzielle Biomarker für primäre Glioblastome identifiziert werden, die 

in zukünftigen Studien bezüglich ihrer Wirkweise und potenziellen diagnostischen und 

therapeutischen Wertigkeit untersucht werden können. 
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