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Kurzreferat

Ziel der Untersuchungen war herauszufinden, ob sich beim
Glioblastom die Expression der Aminosauresensoren MAP4K3,
RagC und VPS34 zwischen Tumorzentrum und Tumorrandzone
unterscheidet und ob die Expressionslevel in diesen Regionen in
einem Tumor miteinander korrelieren. Zusatzlich wurde der
Zusammenhang zwischen der Expression dieser Aminosdure-
sensoren in den Tumorproben und der Uberlebenszeit der
Patienten untersucht.

Dabei zeigte sich, dass die mRNAs von MAP4K3 und VPS34
quantitativ gleichverteilt im Tumorzentrum und der Randzone
exprimiert waren mit minimaler und nicht signifikanter
Mittelwertsdifferenz der Regionen. Im Gegensatz dazu zeigte
RagC-mRNA im Tumorzentrum zwar eine mittlere Expression von
nur 61% gegeniber der Randzone, jedoch ohne statistische
Signifikanz dieser Differenz bei den verfiigbaren 37 Tumoren.
MAP4K3 hatte einen signifikanten Einfluss auf das
Gesamtiiberleben der Glioblastompatienten, wobei eine hohe
Expression sowohl im Tumorzentrum als auch in der
Tumorrandzone mit einem langeren Gesamtiiberleben einherging
(p<0,05). RagC zeigte fir die Randzone ebenfalls ein signifikant
(p<0,05) langeres Uberleben fiir hohe Expressionswerte, wiahrend
VPS34 in Tumorzentrum und -randzone keinen Einfluss auf das
Gesamtiiberleben der Patienten hatte. Diese Daten zeigen, dass
die Expression von bestimmten Aminosauresensoren beim
Glioblastom eine Heterogenitat innerhalb des Tumors aufweist,
und dass eine hohe Expression einiger Aminosauresensoren
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moglicherweise mit einer positiven Prognose fiir das Uberleben
der  Patienten  einhergeht.  Obwohl die verfiigbaren
Behandlungsdaten zundchst keinen storenden Effekt der
variablen Behandlungsintensitat auf den prognostischen Wert der
Aminosduresensoren vermuten liefden, bedarf dieser Aspekt einer
Uberpriifung an einem groferen und homogeneren Kollektiv.
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1. Einfiihrung

1.1 Glioblastom

Beim Glioblastom handelt es sich um einen infiltrativ wachsenden hirneigenen Tumor
astrozytarer Abstammung. Die Einteilung der Tumoren des zentralen Nervensystems
erfolgt aktuell nach der liberarbeiteten WHO-Klassifikation von 2016, welche die alte
Fassung aus dem Jahr 2007 abldste [1, 2]. Nach der WHO-Klassifikation handelt es sich
beim Glioblastom um einen Grad-IV-Tumor. Den Namen erhielt der Tumor durch die
Beschreibungen von Bailey und Cushing. Diese nahmen an, dass es sich um einen Tumor
ausgehend von den astrozytdren Vorlduferzellen (Glioblasten) handelt [3]. Zudem
beschrieben sie das heterogene histologisch-mikroskopische Bild mit pathologischen

Gefafden, Einblutungen und Nekrosen neben vitalen Tumorzellen als ,multiform“ [3].

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Die Rate der Neuerkrankungen liegt in Europa je nach Quelle zwischen 3,6 und 4,6
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr [4, 5]. Mdnner sind im Vergleich zu
Frauen haufiger betroffen (Verhaltnis m:w = 1,5) [4]. In den meisten Fillen handelt es
sich um priméare Glioblastome (etwa 91%). Ein kleinerer Teil der Tumoren wird als
malignisiertes niedriggradiges Astrozytom (etwa 9%) klassifiziert [6, 7].

Die Mehrheit der Glioblastome tritt sporadisch auf. In seltenen Fallen (1%) konnen sie
jedoch auch im Rahmen genetischer Erkrankungen wie z. B. dem Li-Fraumeni-Syndrom,
Neurofibromatose Typ I, tuberdser Sklerose oder dem Turcot-Syndrom auftreten [8].
Die Angaben zur medianen Uberlebenszeit nach der Diagnosestellung eines
Glioblastomes variieren zwischen 4,8 und 6,1 Monaten [4, 5]. Die Uberlebenszeit ist
unter anderem in hohem Mafde vom Alter der Patienten bei Diagnosestellung abhangig.
Fir die Altersgruppe der 20-44-Jahrigen betragt sie 16,2 Monate, fiir die 45-69-]Jahrigen
7,9 Monate und fiir die iiber 69-Jahrigen noch 3,2 Monate [4].

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Risikofaktoren, die bei der Entstehung
des Glioblastomes eine Rolle spielen konnten, diskutiert. Studien zeigen, dass
radioaktive Strahlung als gesichert angenommen werden kann [9, 10]. Fiir andere
Umweltfaktoren wie Rauchen [11] oder elektromagnetische Felder [12] konnte kein

erhohtes Risiko fiir die Entstehung von Glioblastomen nachgewiesen werden.



Typischerweise metastasieren Glioblastome nicht aufderhalb des Gehirns. In einzelnen
Fillen konnten jedoch auch Metastasen im zentralen Nervensystem [13] oder noch

seltener auch in Organen aufderhalb des Nervensystems nachgewiesen werden [14].

1.1.2 Symptome und Diagnostik

Glioblastome konnen eine Vielzahl neurologischer Ausfille verursachen. In den meisten
Fillen werden Glioblastome jedoch durch epileptische Anfille oder
Verwirrtheitszustinde symptomatisch [15]. Jiingere Patienten fallen dabei haufiger
durch epileptische Anfille auf, wohingegen altere Menschen vorwiegend mit
Verwirrtheitszustinden symptomatisch werden [15]. Weitere Erstsymptome kénnen
Personlichkeitsveranderungen, Lihmungserscheinungen oder Taubheitsgefiihle sein.
Die neurologische Symptomatik wird hierbei sowohl durch die Raumforderung des
Tumors selbst als auch den Funktionsverlust des umgebenden Hirngewebes durch das
begleitende perifokale Hirn6dem hervorgerufen.

In der Notfall-Diagnostik erfolgt haufig als Erstes eine native cCT-Untersuchung. Hierbei
fallen typischerweise hypodense Areale auf, welche dem Tumor und seinem perifokalen
Odem entsprechen. Als Goldstandard in der prioperativen Diagnostik gilt jedoch die
kontrastmittelunterstiitzte cMRT [16].

Mit der Weiterentwicklung der MRT-Technologie ergab sich in den vergangenen Jahren
auch die Moglichkeit der praziseren Darstellung von Tumoren. Einige
Forschungsgruppen setzten sich auch mit der Entwicklung von Diagnostikstandards
auseinander, welche im glnstigsten Fall zur nichtinvasiven Diagnosestellung fithren
sollten. Im Fokus standen hierbei die Perfusions-MRT, die MRT-Spektroskopie und die
PET-MRT [17, 18].

Bei der Kombination aus Perfusions-MRT und MRT-Spektroskopie [19] oder der
Perfusions-MRT [20] allein konnten eine gute Differenzierung zwischen solitdren
Metastasen auf der einen und malignen Gliomen auf der anderen Seite nachgewiesen
werden. Hingegen zeigten andere Studien, dass die Differenzierung maligner Gliome
gegeniiber Abszessen oder Lymphomen eher weniger erfolgreich war [21].

Bisher konnte noch fiir keine praoperative Diagnostik eine sichere Differenzierung fiir
Glioblastome gegeniiber anderen raumfordernden intrakraniellen Prozessen

nachgewiesen werden [17].

10



1.1.3 Neuropathologische Diagnostik

1.1.3.1 Histologie

Als Goldstandard fir die Diagnosesicherung gilt nach wie vor die histologische
Sicherung des Glioblastomes nach operativer Probenentnahme [22, 23].

Das Praparat enthalt sehr dicht gestaffelte Zellen glialen Ursprungs, welche sich durch
die typischen fibrillaren Gliafortsidtze auszeichnen. Es finden sich meist deutlich
vermehrt Mitosen. Der Randbereich zeigt reaktiv verandertes Hirnparenchym, welches
diffus durch Glioblastomzellen infiltriert wird. Nach der WHO-Klassifikation ist fiir die
Diagnose eines Glioblastomes das Vorliegen von Nekrosen und/oder Gefafdproliferaten

erforderlich [1, 2].

1.1.3.2 Molekularpathologie

Weiterhin ist fiir die Prognose relevant, ob es sich bei dem vorliegenden Tumor um ein
primdres Glioblastom oder sekundires, also aus einem niedriggradigeren Gliom
entstandenes Glioblastom handelt [24]. Einen wichtigen Hinweis auf das Vorliegen eines
sekundiren Glioblastomes bietet der Nachweis der Mutation von IDH1 oder IDH2, zwei
Isoformen des Enzyms Isocitrat-Dehydrogenase, welche eine wichtige Rolle im
Citratcyclus der Zelle spielen [7]. Mittels eines Antikérpers kann sicher die haufigste
Mutation (88%), eine Punktmutation mit Austausch von Arginin durch Histidin, des
IDH1-Gens (R132H) diagnostiziert werden [25].

Hinweise auf das Vorliegen eines primidren Glioblastomes sind vor allem die
Amplifikation des EGF-Rezeptors (epithelial growth factor-Rezeptor; EGFR) und
Deletionen im Gen CKNZA, welches fiir den Tumor Suppressor p16 kodiert [1, 2, 26].

Ein weiterer wichtiger prognostischer Hinweis ist der Methylierungsstatus des
Promotors der 06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT). Der Methylierungs-
status wird mit verschiedenen DNA-Analyseverfahren bestimmt. Im Normalfall
geschieht dies mittels methylierungsspezifischer PCR [27].

Die haufigste Mutation bei primdren Glioblastomen ist die des Promoters der
Telomerase reverse Transkriptase (TERTp), welche sich in 55-85% der IDH-Wildtyp-
Glioblastome findet [28-30]. Es bestehen Abhadngigkeiten der prognostischen Bedeutung
von TERTp, IDH-1 und MGMT [29, 30].

Eine Mutation von TP53 lasst sich in rund 30% der primaren Glioblastome und etwa

60% der sekunddren Glioblastome detektieren [26]. Mutationen des PTEN-Gens,
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welches mit seinem Protein PTEN ebenfalls an der Apoptose, dem kontrollierten Zelltod

beteiligt ist, werden in 24% der Glioblastome beschrieben [26].

Tabelle 1: Merkmale primérer und sekundarer Glioblastome. Zur einfacheren Darstellung wurden nur die
Daten verwendet, welche das mutierte IDH-1 als Klassifizierung fiir primare und sekundare Glioblastome

verwenden.

Primires Sekundires Quellen
Glioblastom Glioblastom
91,2% 8,8% [6]

Symptomdauer bei 3,9 Monate 15,2 Monate [6]
Diagnose
Verhaltnis
mannlich /weiblich 1,2-1,46/1 1-1,12/1 [6,31-33]
Medianes Uberleben
OP+Radiatio 9,9 Monate 24 Monate
OP+Radiochemotherapie 15 Monate 31 Monate [6, 31-34]
Mutation von IDH1 0% 100% per Definitionem
Mutation von TP53 19-27% 76-81% [6, 26, 31, 33-35]
Gesteigerte Expression 200 o
von EGFR 35-39% 0-6,5% [6, 26, 31, 33, 35]
Mutation von CDKNZ2A 30-45% 7-22% [6,31, 33]
Mutation von PTEN 24-26% 0-8% [6,31, 33]
Verlust von 19q 4% 32% [6, 36]
Verlust von 10q 67% 73% [6, 33]

adaptiert nach Ohgaki et al [7]

1.1.4 Therapie

1.1.4.1 prdoperative Therapie

Bei der prdoperativen Therapie steht die Konditionierung des Patienten fiir eine
Operation im Vordergrund. So sollte ein ausgedehntes Hirnddem praoperativ mit
Kortikosteroiden oder osmotisch wirksamen Medikamenten wie Mannitol behandelt
werden. Durch diese Mafdnahmen kénnen vor allem bereits aufgetretene neurologische
Defizite deutlich abgemildert werden.

Sollte der Patient bereits prdoperativ mit epileptischen Anfédllen symptomatisch
geworden sein empfiehlt sich eine pra- und perioperative antiepileptische Therapie.

Eine prophylaktische Gabe von Antiepileptika ist jedoch nicht indiziert [37].
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1.1.4.2 Operation

Praoperativ werden eine Kontrastmittel-MRT oder eine Kontrastmittel-CT des Kopfes
fir die Operationsplanung durchgefiihrt. Zum klinischen Standard gehort die Operation
mit Hilfe der intraoperativen Neuronavigation nach Referenzierung mit einem der
beiden Verfahren.

Es stehen verschiedene Operationsverfahren zur Verfiigung: zum einen die Biopsie
sowie die offene Probeentnahme im Rahmen der mikrochirurgischen Tumorresektion.
Fir die Feststellung einer Diagnose ist die mikrochirurgische Operation der Biopsie
nicht tiberlegen [38].

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass fiir das Glioblastom das Ausmaf3 der
Resektion des soliden Tumoranteils ein wichtiger prognostischer Faktor beziiglich
progressionsfreiem Uberleben und Gesamtiiberlebenszeit ist [39-43].

Das Ziel der Operation ist daher, gestiitzt durch verschiedene Verfahren, eine maximale
Resektion bei moglichst geringen postoperativen neurologischen Defiziten zu erreichen.
Das Problem einer mdglichst vollstindigen Resektion der Tumore besteht im
Wachstumsverhalten des Glioblastomes. Anders als zum Beispiel die meisten
Metastasen wachsen Gliome infiltrativ. Das bedeutet, dass der Tumor makroskopisch als
auch mikroskopisch sich zum gesunden Hirngewebe nicht klar abgrenzen lasst.

Bekannt ist, dass das Tumorwachstum in der Mehrheit der Rezidivsituationen
entsprechend dem infiltrativen Charakter des Tumors von der Tumorrandzone am
Ubergang zum gesunden Hirngewebe ausgeht [44].

Fir die Operation von malignen Gliomen werden daher Verfahren bendtigt, die eine
moglichst genaue Darstellung der Tumorausdehnung ermdéglichen aber auch die
eloquenten Strukturen des Gehirns aufzeigen, um postoperativ moglichst wenig
neurologische Defizite zu erhalten.

Mittels der intraoperativen Neuronavigation werden prdoperative Aufnahmen des
Kopfes in ein 3D-Bild umgewandelt. Wahrend der Operation ist so ein zielgerichtetes
Aufsuchen des Tumors unter Schonung der eloquenten Hirnareale moglich. Die grofdte
Herausforderung bei der Arbeit mit der Neuronavigation besteht im sogenannten
,brainshift“. Der Begriff beschreibt die intraoperative Verschiebung von Hirnbereichen
durch Hirnschwellung oder Resektion des Tumors. Wahrend der Operation ist das
Gehirn also Veranderungen unterworfen, welche von der Neuronavigation nicht
automatisch kompensiert werden kénnen. Mit der Dauer der Operation und den damit
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einhergehenden Veranderungen am Gehirn selbst werden daher weitere Verfahren
bendtigt um eine moglichst vollstiandige Resektion unter Vermeidung neurologischer
Defizite zu ermdglichen [45, 46].

Eine weitere Moglichkeit zur Darstellung der Tumorgrenzen bei malignen Gliomen ist
der Einsatz von 5-Aminoldvulinsaure (5-ALA). Hierbei handelt es sich um eine
Aminosdure, welche im Ham-Stoffwechsel eine wichtige Rolle spielt. Ham ist ein
Molekiil, welches den Sauerstofftransport durch die Erythrozyten im Korper und in den
Korperzellen ermoglicht. Charakteristisch fiir 5-ALA ist, dass es sich in
Glioblastomzellen verstarkt anreichert [47]. In den Tumorzellen kommt es dadurch zu
einer verstarkten Bildung von Protoporphyrin IX aus 5-ALA [48]. Zusatzlich dazu wird
die Akkumulation des Protoporphyrin IX geférdert, bedingt durch eine verringerte
Weiterverarbeitung im Rahmen der Ham-Synthese und durch den Mangel an dem
Enzym Ferrochelatase in Glioblastomzellen [49].

Wahrend der Operation kénnen daher durch den Einsatz von Licht einer definierten
Wellenldnge (A=400-410nm) die malignen Gliomzellen sichtbar gemacht werden. Die
Gliomzellen imponieren dabei stark violett bis intensiv rot im Zentrum und gehen in
eine zarte rosa Fluoreszenz im Randbereich iiber. Normales Hirngewebe zeigt im
Kontrast dazu kaum eine Fluoreszenz. Mit dieser Methode ist demzufolge eine
grofdziigige Resektion des Tumors moglich [50, 51]. Mit Hilfe dieser Fluoreszenz-
basierten Methode konnten selbst Bereiche, welche im MRT oder im PET-Scan noch
nicht als tumorinfiltriert identifizierbar waren mit Hilfe der Fluoreszenz intraoperativ
als tumorbefallen detektiert werden [51, 52].

Den Patienten wurde dafiir 2-4 Stunden vor der Operation 5-ALA (Handelsname:
Gliolan®) in entsprechender Menge (20-30 mg/kg KG) verabreicht.

Die Anwendung von 5-ALA allein ist insofern riskant, als dass durch die Resektion mit
Hilfe der Fluoreszenz allein auch infiltrierte eloquente Hirnbereiche reseziert werden
konnen. Verhindern lasst sich dies nur durch die gleichzeitige Anwendung anderer
Verfahren wie zum Beispiel der Neuronavigation.

Eine weitere Moglichkeit zur Vermeidung der Schiadigung eloquenter Areale ist die
sogenannte Wach-Operation. Hierbei wird die Kraniotomie unter lokaler Betaubung und
Sedierung des Patienten durchgefiihrt. Wahrend der Tumorresektion wird dann die
Sedierung pausiert und der Patient wird aufgefordert in Abhédngigkeit der
Tumorlokalisation = Sprachiibungen, Fingerbewegungen, Beinbewegungen oder

Rechenaufgaben durchzufiihren. Ebenso Anwendung findet auch die intraoperative
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elektrische Stimulation einzelner Hirnareale zur Austestung eloquenter Bezirke. Dieses
Verfahren gilt in Verbindung mit dem Fluoreszenz-Verfahren als sehr sicher mit gutem
Resektionsausmaf3 bei geringen neurologischen Defiziten [53].

Die intraoperative Darstellung des Situs mit Ultraschall ermoglicht tiber spezielle
Module die Anpassung der Neuronavigation an die durch den brainshift entstandenen
Veranderungen [54].

Ebenso ermoglicht die Anwendung eines intraoperativen MRTs die Korrektur der
Neuronavigation [55]. Zusatzlich dazu erh6ht der Einsatz des intraoperativen MRTs das
Ausmaf? der Resektion des im MRT nachweisbaren Tumors [43].

Kritisch zu bemerken bleibt, dass auch Bereiche mit Tumorinfiltration teilweise kein
MRT-Kontrastmittel aufnehmen und daher auch nicht mittels intraoperativer MRT
detektiert werden kénnen [52].

Postoperativ sollte eine MRT des Kopfes mit Kontrastmittel innerhalb der ersten 48
Stunden durchgefiihrt werden um das Ausmafd der Resektion mdoglichst sicher

beurteilen zu kénnen [56].

1.1.4.3 Anwendung von intraoperativer Chemotherapie mit Gliadel®

Bereits wahrend der Operation besteht die Moglichkeit einer lokalen Chemotherapie.
Eine Zulassung fiir die Behandlung des Glioblastomes besitzt aktuell nur das Praparat
Gliadel® der Firma ProStrakan. Hierbei handelt es sich um mit Carmustin beladene
Polymer-Plattchen. Carmustin ist ein Vertreter der Nitrosoharnstoffe und entfaltet seine
Wirkung durch Alkylierung von DNA und RNA. In mehreren Studien konnte gezeigt
werden, dass die mediane Uberlebenszeit durch die Anwendung von Carmustin
gesteigert werden konnten [57-59]. Die Angaben liber die Verlangerung der Lebenszeit
variieren je nach Autor. In einer Metaanalyse von 62 Publikationen wurde ein medianes
Uberleben von 16.4 +/- 21.6 Monaten mit Gliadel® und 13.1 +/- 29.9 Monaten ohne
Gliadel® angegeben [59].
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1.1.4.4 Bestrahlung

Die Radiotherapie mit der Bestrahlung des Glioblastomes gilt auch aktuell noch als
wichtige, weil lebensverlangernde Therapie in der Behandlung [4, 60, 61]. Als
Standarddosis wurden 60Gy mit Einzeldosen von 1,5-2Gy etabliert [62]. Empfohlen wird
auch die Bestrahlung eines Randbereiches um den Tumorrand/Rand der Resektion von
2cm in Abhdngigkeit von den umliegenden Strukturen [62]. Gerade bei dlteren Patienten
kann aufgrund der zu erwartenden schlechteren Prognose und nicht zu erwartender
Spatfolgen auch eine intensivierte Radiatio mit 35-40Gy in Einzeldosen von 2,5-3Gy
erwogen werden [61, 63]. Auch gerade bei dlteren Patienten zeigt die Bestrahlung des
Tumors eine deutliche Verlingerung der Uberlebenszeit bei geringer Beeintrichtigung

des Allgemeinzustandes und der Lebensqualitat [64].

1.1.4.5 Adjuvante Chemotherapie und kombinierte Radiochemotherapie

Bis zum Jahr 2005 galt die Operation des Glioblastomes mit nachfolgender alleiniger
Bestrahlung des Gehirns als Standardtherapie. Stupp et al konnten 2002 erstmals die
Wirksamkeit von Temozolomid, einer alkylierenden Substanz, bei der Behandlung von
Glioblastomen nachweisen [65]. Die Wirksamkeit der kombinierten Radiochemo-
therapie mit Temozolomid (Temodal®) und Bestrahlung des Gehirns konnte
nachfolgend in mehreren Studien bestatigt werden [61, 66, 67].

Die mittlere Uberlebenszeit durch die Anwendung der kombinierten Radio-
Chemotherapie ohne vorherige Operation konnte von 8,1 auf 9,7 Monate gesteigert
werden und das Uberleben der Patienten, die vorher operiert wurden verlidngerte sich
im Mittel von 12 auf 14,2 Monate [67].

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass eine verbesserte Uberlebenszeit positiv
mit dem Alter der Patienten korreliert [66, 67]. Weitere Untersuchungen konnten
nachweisen, dass eine Mono-Therapie bei Patienten die dlter als 65 Jahre waren ein
besseres medianes Uberleben erbrachte im Vergleich zur kombinierten Radio-
Chemotherapie [60]. MGMT-positive Patienten scheinen dabei besser auf Temozolomid
anzusprechen als MGMT-negative Patienten [60]. Bei MGMT-negativen Patienten wird
daher eine alleinige Bestrahlung empfohlen wohingegen MGMT-positive Patienten eine
Chemotherapie mit Temodal® als Mono-Therapie erhalten sollten [60].

In den EANO-Richtlinien von 2017 findet sich aus diesem Grund die Empfehlung,

Patienten mit einem Alter bis zu 70 Jahren, welche sich in gutem neurologischen
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Zustand befinden, mit einer kombinierten Radio-Chemotherapie zu behandeln [68]. Fiir
Patienten, welche alter als 70 Jahre sind wird hingegen eine Mono-Therapie mit
hypofraktionierter Bestrahlung bei unbekanntem oder nicht methyliertem MGMT-
Promoter und alleiniger Temozolomid-Therapie bei methyliertem MGMT-Promoter
empfohlen [68].

Das Medikament Bevacizumab (Avastin®) wurde 2009 von der FDA zugelassen fiir die
Behandlung des Glioblastomes beim Progress unter laufender Chemotherapie mit
Temozolomid. Eine grofd angelegte multizentrische doppelblinde Studie konnte ein
verbessertes progressionsfreies Uberleben in der Primirtherapie des Glioblastoms
nachweisen [69]. Dabei wurde keine Verldngerung des Gesamtiiberlebens bei
vermehrten Nebenwirkungen im Vergleich zum Placebo festgestellt [69]. Aufgrund
dieser Ergebnisse wurde 2014 seitens der EMA die Zulassung von Bevacizumab fiir die

Therapie des Glioblastomes abgelehnt.

1.2 mTOR als Schaltzentrale wichtiger intrazelluldrer Prozesse

Anabole und katabole Prozesse eines Gewebes oder einzelner Zellen befinden sich in
einem gut kontrollierten Gleichgewicht. Der mTOR-Proteinkomplex (mammalian Target
of Rapamycin) ist an verschiedenen anabolen und katabolen Prozessen in der Zelle
beteiligt [70, 71]. mTOR wird funktionell der Gruppe der PIKKs (phosphatidylinositol
kinase-related kinase) zugeordnet aufgrund seiner Seronin-/Threonin-Kinase-Doméane
am Carboxyl-Ende und ist 280 kDa grofd [71]. Es bildet 2 unterschiedliche
Proteinkomplexe, mTORC1 und mTORC2, welche sich strukturell voneinander

unterscheiden und in der Zelle verschiedene Funktionen erfiillen [72, 73].

1.2.1 Regulation des Zellwachstums durch mTORC1

mTORC1 (mTOR-Komplex 1) setzt sich zusammen aus den Proteinen mTOR, mLST8
(mammalian lethal with SEC13 protein 8), Raptor (regulatory-associated protein of
mTOR), PRAS 40 (40 kDa prolin-rich Akt substrate) und Deptor (DEP-domain-
containing mTOR interacting protein) [71, 74, 75].

Der Proteinkomplex wird durch mehrere Kaskaden aktiviert und deaktiviert. Die
wichtigsten Faktoren welche von mTOR1 detektiert werden sind Konzentration an
Aminosduren, Energiegehalt der Zelle, Wachstumsfaktoren, Sauerstoffgehalt und

oxidativer Stress [76]. Entsprechende Konstellationen der detektierten Stoffe
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resultieren in einer Aktivierung von mTORC1, welche wiederum eine Steigerung der
Proteinbiosynthese nach sich zieht.

Dies realisiert mTORC1 durch Phosphorylierung von 4E-BP1 (4E-bindendes Protein 1)
und S6K1 (S6 Kinase 1). S6K1 ist in seiner phosphorylierten Form ein wesentlicher
Koordinator der Translation durch Aktivierung von elF4B (eukaryoter Translation
initilerender Faktor 4B) und des 6s ribosomalen Proteins [77]. Aufderdem bildet S6K1
eine positive feed-back-Schleife mit mTORC1 und erhoht damit dessen Aktivitat durch
Phosphorylierung [78].

Die Phosphorylierung des Proteins 4E-BP1 setzt eine Kaskade in Gang, bei der vom
5’-Ende der RNA her die Translation ab dem AUG-Codon gestartet wird [79]. Aufgrund
dessen werden eine Helikase und die 40s-Untereinheit der Ribosomen rekrutiert, die

dann entsprechend die Translation der mRNA einleiten [80].

1.2.2 Organisation des Zytoskeletts durch mTORC2

mTORC2 (mTOR-Komplex 2) setzt sich zusammen aus mTOR, mSIN1 (mammalian
stress activated protein kinase interacting protein 1), Rictor (Rapamycin-insensitive
companion of mTOR), PRR5 (Proline-rich protein 5), Deptor (DEP-domain-containing
mTOR interacting protein) und mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8) [76].
Insgesamt ist liber die Funktion von mTORC2Z wenig bekannt. Als gesichert gilt, dass
mTORC2 eine wesentliche Rolle in der Organisation des Zytoskeletts durch die
Aktivierung verschiedener Faktoren spielt [81]. Weitere Funktionen erfiillt mTORC2 im

Rahmen des Zellmetabolismus und der Autophagozytose [82, 83].
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Abb. 1: Regulierung des intrazelluliren mTOR-Signalweges [84]

1.2.3 Aktivierung von mTORC1 durch MAP4K3

Die Kinase MAP4K3 gehort zur Gruppe der Mitogen-activated protein kinase Kinasen
(MAP4K). Kaskaden Mitogen-aktivierter Proteinkinasen spielen in Tumorzellen generell
eine grofRe Rolle bei der Ubertragung von Signalen, welche Proliferation und Zelltod
regulieren. Verdanderungen dieser Signalwege durch Mutation oder verdnderte
Expression einzelner Komponenten kénnen das Tumorwachstum daher beeinflussen.
Fir die erhohte Expression von MAP4K3 in Zellen des nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms wurde z.B. eine Assoziation mit erhohtem Rezidiv-Risiko bzw.
kiirzeren Rezidiv-freien Uberlebenszeiten beschrieben [85]. In funktioneller Hinsicht
wurde vor allem fiir die homologe Kinase bei der Taufliege Drosophila eine Rolle bei der
Regulation des Tumor-suppressiven, anti-proliferativen und pro-apoptotischen Hippo-
Signalwegs gezeigt [86, 87]. Eine andere Arbeit konnte den fordernden Einfluss des
Enzyms auf die Caspase-abhingige Apoptose bei Drosophila nachweisen [88]. Diese
Resultate lassen eher an Tumor-hemmende Eigenschaften dieses Enzyms denken. Zu
den vielfdltigen Rollen dieser Kinase, die in Tumorzellen relevant sind, gehort jedoch
auch die Regulation des Kinasekomplexes mTORC1, der ganz wesentlich die Restriktion

des Grofdenwachstums einer Tumorzelle in Abhangigkeit von den physiologischen
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Bedingungen in der Zelle wie Angebot an Aminosauren, ATP und Sauerstoff steuert. Dies
bewirkt mTORC1 vor allem iiber die Steuerung der Proteinbiosynthese. Ein
wesentlicher Faktor ist die ausreichende Verfiigbarkeit von Aminosduren in der Zelle,
um eine effektive Proteinsynthese zu realisieren. MAP4K3 konnte in mehreren Studien
als wichtiger Sensor fiir die Konzentration von Aminosauren in der Zelle nachgewiesen
werden [89, 90]. Wird eine ausreichend hohe Konzentrationen an Aminosduren in der
Zelle detektiert, aktiviert MAP4K3 mTORC1 und bewirkt eine positive Regulation der
Proteinbiosynthese [89-92]. Neben der Fahigkeit mTORC1 direkt zu aktivieren reguliert
MAP4K3 auch die Aktivitat der mTORC1-Effektoren 4E-BP1 und S6K1 durch direkte
Phosphorylierung [90]. Somit beeinflusst die aktivierte Form der MAP4K3 an
mindestens 2 Punkten die Proteinbiosynthese der Zelle positiv, was wiederum eher an
eine Tumor-fordernde Rolle dieser Kinase in ihrer Eigenschaft als Aminosdure-Sensor

des mTORC1-Signalweges denken lasst.

1.2.4 Aktivierung von mTORC1 durch die RAG-GTPase

Die Rag GTPase besteht aus den beiden Komplexen RagA/RagB und RagC/RagD. Rag ist
die Abkiirzung fiir Ras-related GTP-binding protein. Die nicht aktivierte Form des
Komplexes wird in der Zelle durch erhéhte Aminosaurelevel in den aktivierten Zustand
uberfiihrt [93]. Das aktivierte Heterodimer RagA/B-RagC/D interagiert dann mit der
Raptor-Domidne von mTORC1 und verbindet mTORC1 mit intrazelluliren Lysosomen,
was wiederum zur Aktivierung von mTORC1 fiihrt [94]. Die Funktion des Rag-
Komplexes als Aminosduresensor kann durch Sestrin inhibiert werden [94]. Obwohl der
Aktivierungsweg liber den Rag-Komplex eine essentielle Rolle bei der Aktivierung von
mTORC1 spielt, scheint er nicht allein fiir eine Anheftung an die Lysosomen
verantwortlich zu sein [95, 96]. Wahrend somit der in Teilen bekannte Mechanismus
der GTPase-vermittelten Aktivierung von mTORC1 durch Aminosduren eine das
Tumorwachstum férdernde Rolle von Rag-Heterodimeren nahgelegt, gab es in jiingster
Zeit auch direkte Hinweise fiir eine Rolle des Monomers RagC bei der Entstehung von
Tumoren. Beim follikularen Lymphom fanden sich haufig Mutationen im Gen fiir RagC,
welche gleichzeitig die Raptor-Bindung erhdhten und zu einer Resistenz der mTORC1-
Aktivierung gegeniiber Aminosauremangel flihrten [97]. Dies unterstrich zum einen,
dass das Monomer RagC notwendig ist fiir die Aminosaure-Detektion und zum anderen,
dass die Zerstorung dieser regulatorischen Rolle von RagC, d.h. die Eliminierung der
Aminosaure-Abhangigkeit, Tumorbildung verstarken kann.
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1.2.5 VPS34 als Aminosauresensor und wichtiger Regulator der Autophagozytose

Das Protein VPS34 (vacuolar protein sorting 34) ist ein Mitglied der Enzymgruppe der
Phosphoinositol-3-kinasen. Es ist, wie auch MAP4K3 und RagC, in die Detektion der
Aminosaurekonzentration innerhalb der Zelle und Aktivierung von mTORC1 involviert
[76]. Dabei agiert VPS34 in 2 Richtungen: Liegen genug Aminosauren in der Zelle vor
um Proteinbiosynthese zu betreiben so wird mTORC1 aktiviert [98]. Beim Fehlen von
Aminosauren wirkt VPS34 jedoch andererseits auch als ein wichtiger Initiator der
Autophagie [98-100]. Dies bedeutet also, dass VPS34 in Tumorzellen multiple
Funktionen erfillen kann: zum einen eine das Zellwachstum férdernde Funktion durch
die von Aminosdurespiegeln abhidngige Aktivierung von mTORC1 (erhohte
Proteinbiosynthese) zum anderen aber auch eine Hemmung der Autophagie. In seiner
gut untersuchten Eigenschaft als Autophagie-Regulator induziert das Protein bei
Aminosdauremangel via mTORC1-Hemmung die Initialphase der Autophagie.
Gleichzeitig ermoglicht es die spatere Phase der Bildung der Phagophore unabhdngig
von mTORC1 [101]. Eine Ubersicht der Transmission von Aminosiure-Signalen zu
mTORC1 durch die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen drei zentralen Proteine

und einige mehr findet sich auch in der Arbeit von Duan und Kollegen [91].

1.3 Motivation der Arbeit durch Vorversuche der Arbeitsgruppe

Ein = wesentliches Forschungsinteresse des Instituts fiir Neuropathologie des
Universitdtsklinikums  Magdeburg zum  Zeitpunkt der hier vorgestellten
Promotionsarbeit galt der Nutzbarkeit von mTORC1 als therapeutische Zielstruktur,
allerdings beim Mausmodell des Meningeoms [102]. Auf Zellkulturebene waren dabei
auch die physiologischen Restriktionen der mTORC1-Kinaseaktivitit durch
Aminosdauremangel, ATP- und Sauerstoffmangel untersucht worden. Bei
Meningeomzellen, aber auch bei mitgefithrten Karzinom- und Gliomzellen fand sich
dabei eine reversible Reduktion dieser Kinaseaktivitit, messbar als reduzierte
Phosphorylierung von p70S6K im Western Blot, durch Entzug der fiir mTORC1
relevanten Aminosaure Leucin (unpublizierte Daten). Aufgrund der nicht einfachen
Umsetzbarkeit physiologischer Manipulationen dieser Art in das Mausmodell erfolgten
hierzu keine weiterfiihrenden Analysen am Meningeom. Jedoch waren die oben
erwihnten drei Proteine als relevante Ubertriager der Aminosiure-Signale auf mTORC1

bereits bekannt. Da weiterhin beim Glioblastom Unterschiede in der
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Nahrstoffversorgung zwischen zentralen und peripheren Tumorarealen zu einer
differentiellen Aktivierung dieser Proteine fiihren koénnten, motivierte diese
Ausgangslage die Untersuchung der Expression dieser Aminosduresensoren in

Glioblastomen und ihrer eventuellen Assoziation mit klinischen Parametern.
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2 Zielstellung der Arbeit

Das Glioblastom zeichnet sich durch ein besonders invasives Wachstum aus. Hierbei
wird das umgebende Hirngewebe durch Tumorzellen infiltriert. Im Institut fir
Neuropathologie des Universitatsklinikums Magdeburg zeigten vorhergehende in vitro-
Versuche eine deutliche Variabilitidt der Expression der Aminosauresensoren MAP4K3,
RagC und VPS34 bei Glioblastom-Zellkulturen sowie eine Leucin-Abhdngigkeit der
mTORC1-Aktivierung. Bei den genannten Proteinen handelt es sich, unabhdngig von
ihrer vielfdltigen anderweitigen Bedeutung, um upstream-Regulatoren des mTORC-1-
Signalweges. In vivo bestand der Verdacht, dass Unterschiede in der Expression von
Aminosauresensoren bestehen konnten, da es bei der Anwendung der essentiellen
Aminosdure 5-Aminolavulinsdure zu einer vermehrten Anreicherung im Tumorzentrum

und einer weniger starken Anreicherung in der Tumorrandzone kommt.

= Besteht ein Zusammenhang zwischen den relativen Expressionsleveln der
Aminosauresensoren MAP4K3, RagC und VPS34 im Tumorzentrum und in der
Tumorrandzone?

= Hat die Expression von MAP4K3, RagC und VPS34 im Tumorzentrum bzw. in der
Tumorrandzone einen Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten?

= Korreliert die Expression von MAP4K3, RagC und VPS34 untereinander

innerhalb des Tumorzentrums bzw. der Tumorrandzone?
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2 Material und Methoden

2.1 Klinische Versorgung und operatives Vorgehen

2.1.1 Patientenkollektiv

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Untersuchung von Proben, welche in
der Klinik fiir Neurochirurgie und Wirbelsdulenchirurgie im Klinikum Magdeburg
gGmbH von Mai 2011 bis Marz 2014 routinemafdig im Rahmen einer Operation nach
entsprechender Indikationsstellung entnommen wurden. Es wurden 74 Proben
analysiert, welche von Tumorresektionen bei 37 Patienten stammen. Das Kriterium fiir
den Einschluss des Patientenmaterials in die Untersuchung war die Diagnose eines
Glioblastomes in der Referenzhistologie des Instituts fiir Neuropathologie des
Universitatsklinikums Magdeburg. Intraoperative Proben wurden bei allen Patienten
entnommen, bei denen die histologische Schnellschnittuntersuchung den Verdacht auf
das Vorliegen eines malignen glialen Tumors ergab oder bei denen keine
Schnellschnittdiagnostik zur Verfligung stand, jedoch in der radiologischen Diagnostik
bildmorphologisch ein Glioblastom zu vermuten war. Bei den Proben der 37
untersuchten Patienten konnte spater im Paraffinschnitt die Diagnose eines
Glioblastomes gesichert werden. Es handelt sich bei den untersuchten Tumoren
ausschliefdlich um supratentoriell gelegene Tumoren. Die Resektion der Tumoren diente
therapeutischen und diagnostischen Zwecken. Das Probenmaterial, welches untersucht
wurde, ware in jedem Fall reseziert worden. Durch die Ethikkommission der Otto-von-

Guericke-Universitat erfolgte eine positive Bewertung zu dieser retrospektiven Studie.

2.1.2 Operation

Standardmafdig wurden die Operationen unter Anwendung der Neuronavigation
(VectorVision®, Fa. Brainlab®, Erlangen, D) durchgefiihrt. Die dafiir notwendigen
Feducials wurden am Tag vor der Operation oder am Morgen des Operationstages
aufgebracht. Fur die Referenzierung wurde anschliefSend ein Navigations-MRT mit
Kontrastmittel durchgefiihrt. Zusatzlich erhielten 33 Patienten 5-Aminolavulinsaule (5-
ALA) als Trinkl6sung mit der Pramedikation. Die Trinklésung wurde in einer
Konzentration von 20-30 mg/kg KG verabreicht. 4 Patienten erhielten das Medikament
nicht. Die Patienten wurden wahrend der Operation in eine Mayfield-Klemme
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eingespannt. Diese dient mit 3 Dornen, welche in der Kalotte verankert werden, zum
einen der Fixierung des Kopfes wahrend der Operation und zum anderen der prazisen
intraoperativen Referenzierung mittels oben erwahnter Neuronavigation. Nachfolgend
wurde die Kalotte mittels Kraniotomie (Midas-Rex Legend®, Medtronic®, Minneapolis,
Mi, USA) eroffnet. Unter Verwendung der Neuronavigation wurde der am wenigsten
invasive Zugangsweg gewahlt und bis zum Tumor prapariert. Intraoperativ konnten die
mit 5-ALA zur Fluoreszenz befahigten Tumorzellen mittels violettem Licht (A=400-
410nm) unter dem Operationsmikroskop (Pentero®, Zeiss-Meditec AG®, Jena, D)
sichtbar gemacht werden. Maligne Gliome stellten sich dabei im Zentrum stark violett
dar. Die Farbgebung schwachte sich zum Tumorrand hin ab, bis sie in ein zartes rosa
Leuchten tiberging. Die liberwiegende Zeit wurde jedoch unter konventionellem Xenon-
Licht operiert. Makroskopisch lief3en sich die Tumoren vom umliegenden Gewebe
unterscheiden durch eine typischerweise vorhandene graue Farbung mit teilweise
thrombosierten pathologischen Gefiafen und nekrotischen Arealen. Unter Schonung von
eloquenten Arealen wurden die Tumoren moglichst vollstandig entfernt. Im Rahmen der
Operation wurde bei der Mehrzahl der Patientinnen und Patienten eine intraoperative
Chemotherapie mittels Carmustin-Wafern (Gliadel®, Fa. Archimedes®, Reading, UK)
durchgefiihrt. Die Proben wurden vor Implantation von Gliadel® entnommen und

abgegeben, so dass diese keinerlei Kontakt mit dem Chemotherapeutikum hatten.

2.1.3 Probenseparation

Im Rahmen der Operation wurde versucht, den Tumor mdglichst vollstindig zu
entfernen. Es wurden Teile des entnommenen Materials nach 2 Lokalisationen
aufgeteilt. Lokalisation 1 war dabei das Tumorzentrum (Z) und Lokalisation 2 die
Randzone des Tumors (R). Die Zuordnung der Proben zu einer der beiden
Lokalisationen wurde kombiniert, je nach Verfiigbarkeit, makroskopisch, durch die
Fluoreszenz-Reaktion und mittels Neuronavigation verifiziert (Abb. 2). Entsprechend
der Ausrichtung der Untersuchung konnte jedem der 37 Patienten 1 Praparat aus dem
Tumorzentrum und 1 Praparat aus der Tumorrandzone zugeordnet werden. Insgesamt
konnten somit fur die Studie 74 Praparate ausgewertet werden. Unmittelbar nach der
Entnahme der Probe wurden die Proben durch MTLAs der Pathologie im Zentral-OP
abgeholt und im Labor der Pathologie des Klinikum Magdeburg gGmbH aufgearbeitet. Es
erfolgte das ziigige Einfrieren der Proben bei -20°C. Es wurden von den Proben sowohl

die nativen Prdparate verwahrt als auch Paraffinschnitte angefertigt.
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Abb. 2: Darstellung der Entnahmeorte fur die Untersuchung. Das Tumorzentrum besteht
makroskopisch aus einer grauen Tumormasse mit ausgepragten Nekrosen (B). Durch die

Anwendung von Gliolan® leuchtet das Tumorzentrum unter UV-Licht stark violett (C). Hingegen
zeigt sich in der Infiltrationszone nahezu normales Hirngewebe (E). Unter fluoreszierendem Licht
werden daher auch nur wenige Tumorzellen aktiviert, was zu einer leichten rosa Farbung fihrt (F).
Verifiziert wurden Tumorzentrum (A) und Tumorrandzone (D) durch die Anwendung der
Neuronavigation.

2.1.4 Postoperative Versorgung

Postoperativ wurden die Patienten auf die Intensivstation verlegt. Zur Kontrolle des
Resektionsausmafies wurde bei den Patienten standardisiert innerhalb von 48 Stunden
nach der Operation eine cMRT durchgefiihrt. Bei Kontraindikationen gegen eine cMRT-
Untersuchung wurde eine Kontrastmittel-cCT durchgefiihrt. Ein Patient konnte
aufgrund postoperativer Kreislaufinstabilitit nicht innerhalb von 48 Stunden die
Untersuchung durchlaufen. Nach der Ubernahme auf die Normalstation erfolgte in
Abhangigkeit von den neurologischen Defiziten eine Mobilisation unter
physiotherapeutischer = Anleitung. Alle Patienten wurden anfanglich im
interdisziplindren Tumorboard und spater dann im spezialisierten neuroonkologischen

Tumorboard vorgestellt. Hier wurde dann individuell iiber das weitere Prozedere
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entschieden. Im Anschluss an die stationdre Behandlung wurde, in Abhédngigkeit vom
Beschluss des Tumorboards und dem Wunsch des Patienten, in den meisten Fallen eine
Radio-Chemotherapie durchgefiihrt. Patienten, welche durch die Reduzierung des
Allgemeinzustandes nicht in der Lage waren eine kombinierte Radio-Chemotherapie
anzutreten, wurden ebenfalls entsprechend des Beschlusses des neuroonkologischen
Tumorboards und im Einklang mit dem Patientenwunsch in die neurologische
Rehabilitation oder die Kurzzeitpflege verlegt. Die Nachkontrolle der Patienten erfolgte

ambulant tiber niedergelassene Kollegen.

2.1.5 Erhebung der Uberlebenszeit

Um die Uberlebenszeit nach der Operation ermitteln zu kénnen wurden iiber
verschiedene Verfahren die Uberlebenszeitdaten bestimmt. Zunichst wurden Daten der
onkologischen Schwerpunktpraxis Magdeburg (Hasselbachplatz 2, 39104 Magdeburg)
ausgewertet und eine Zuarbeit von Prof. Dr. med. ]. Bahnsen, Chefarzt der
Strahlentherapie des Johanniter Krankenhauses Stendal (Wendstrafde 31, 39576
Hansestadt Stendal) genutzt. Fehlende Daten wurden iliber Hausarztpraxen und
Angehorige ermittelt. Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten konnten

nachverfolgt werden.

2.1.6 Alter bei Diagnose

Von den in die Untersuchung eingeschlossenen 37 Patienten waren 20 Manner (54,1%)
und 17 Frauen (45,9%). Der jlingste Patient war 43 Jahre und der alteste Patient 86
Jahre alt. Beim Alter lag der arithmetische Mittelwert bei 62,1 Jahren und der Median bei
60 Jahren (Abb. 3).

2.1.7 Tumorlokalisation

Bei den Patienten waren 22 Tumoren in der rechten Grofshirnhemisphare (59,5%) und
14 Tumoren in der linken Grofshirnhalfte (37,8%) lokalisiert. Bei 1 Patient (2,7%)
bestand ein bereits in der MRT-Bildgebung sichtbar tiber den Balken gewachsenes,
sogenanntes Schmetterlingsgliom.

Die Verteilung der Tumoren in unserer vergleichenden Untersuchung auf die
verschiedenen Hirnlappen ist in Tabelle 2 dargestellt. Glioblastome respektieren in

ihrem Wachstum Hirnlappengrenzen nicht. Tumoren, welche in mehreren Hirnlappen
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vorhanden waren, wurden zur Ermdglichung einer statistischen Auswertung dem

Hirnlappen mit dem grofdten Tumoranteil zugerechnet.

2.1.8 Methylierungsstatus

Bei der Bestimmung des Methylierungsstatus der Tumoren war der MGMT-Promoter
bei 17 Proben (45,9%) methyliert, bei 15 Proben (40,5%) unmethyliert und bei 5

Proben (13,5%) nicht sicher bestimmbar.

2.1.9 Gliadel®-Einlage

Intraoperativ wurde bei 30 Patienten eine lokale Chemotherapie mit Carmustin-Wafern
(Gliadel®, Fa. ProStrakan®, Galashiels, UK) durchgefiihrt. Bei 7 Patienten wurde diese

Therapie nicht angewandt. (Abb. 3)
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Tab. 2: Auflistung der Patienten nach hemispharischer Lokalisation des Tumors. Bei
tiberlappenden Tumoren wurde der Hirnlappen mit der grof3ten Tumorlast gewertet.

Haufigkeit
Lokalisation (n) Prozent (%)
Frontal 8 21,6
Temporal 18 48,6
Parietal 7 18,9
Okzipital 4 10,8
Total 37 100,0
A) 18
16
14
12
10
8
6
4
2
0 .
40-49 lahre 50-59 lahre 60-69 lahre 70-79 lahre 80-89 lahre
B) 16
14
12
10
8
6
4
2
0 I
1-4  Wafer 5-6  Wafer 7-10 Wafer 11 und mehr keine
Wafer

Abb. 3: Darstellung des Alters der Patienten bei Operation des Glioblastoms (A) und
Anzahl der bei der Operation implantierten Gliadel®-Wafer (B)
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2.2 Molekularbiologische und histologische Untersuchungen

2.2.1 Extraktion von RNA

Die Proben (ca. 10mm?3) wurden mit Keramikktigelchen (precellys® Keramik-Kiigelchen,
Durchmesser=1,4 mm, Peqlab®, Erlangen, D) und 1 ml Trizol® (Life Technologies®,
Waltham, PA, USA) in 2 ml Réhrchen gegeben. Die Homogenisierung erfolgte dann im
Gewebe-Homogenisator Precellys24® (Peqlab®, Erlangen, D) in 2 Durchgangen iiber je
20 s bei 5000 rpm. Danach wurden 0,2 ml Chloroform (Roth®, Karlsruhe, D) zugegeben
und die Mischung von Hand 15 s lang geschiittelt. Nachfolgend ist das Lysat bei 4°C mit
10.000 rpm 15 min lang zentrifugiert worden. Dabei bildeten sich 3 Phasen: der klare
Uberstand, welcher die RNA enthielt, die Interphase und die untere, vornehmlich
Proteine beinhaltende Phase. Vom Uberstand wurden dann 600ul abpipettiert und in ein
weiteres Gefif} gegeben. Dem Uberstand wurden 500ul Isopropanol (Roth®, Karlsruhe,
D) zugegeben. Die Losung ruhte fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur und wurde
anschlieflend bei 10.000 rpm und einer Temperatur von 20°C 10 min lang zentrifugiert.
Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde dem entstandenen RNA-Pellet 1 ml
RNAse-freies 70-prozentiges Ethanol (Fischar®, Saarbriicken-Scheidt, D) zugegeben. Es
wurde dann erneut bei 20°C und 10.000 rpm 5 Minuten lang zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das am Boden des ReagenzgefiafRes befindliche RNA-
Pellet sichtbar. Das Reagenzgefaf, wurde mittels Vakuum-Konzentrator getrocknet.
Danach wurden die Pellets im Heizblock (Roth®, Karlsruhe, D) bei 55-60°C mit RNAse-
freiem Wasser geldst. Zur Bestimmung der Konzentration wurden von der Lésung 1 pl
abpipettiert und 69 pl H20 zugegeben. Anschliefiend erfolgte die Konzentrations-
berechnung mittels eines Photometers (BioPhotometer®, Eppendorf®, Hamburg, D).
Danach wurden die Proben mit RNAse freiem Wasser aufgefiillt und bei -80°C

aufbewahrt.

2.2.2 Herstellung von cDNA aus RNA mittels reverser Transkriptase

Im nachsten Schritt wurde aus der gewonnenen RNA sogenannte cDNA mittels reverser
Transkriptase (200 u/pl, Bioline®, Taunton, MA, USA) hergestellt. Zu 2 ug RNA wurden 8
pul Random-Primer (25 pg/pl Hexanukleotide, Fa. biomers.net®, Ulm, D) gegeben und
anschlieffend mit RNAse-freiem Wasser auf insgesamt 20 pl aufgefiillt. Die reverse
Transkriptase (rt) kann lediglich aus einzelstrangiger RNA komplementare DNA-Strdange

synthetisieren. Hierfiir war daher zundchst die Auftrennung vorhandener
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Sekundarstrukturen notwendig. Die RNA-LOosung wurde daftir 10 Minuten lang bei 70°C
erhitzt und nachfolgend fiir 5 Minuten auf Eis abgekiihlt. Der RNA-Lésung wurden dann
8 ul 5-fach Puffer, 0,8 pl dNTPs (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA), 0,25 pl reverse
Transkriptase und 10,95 pl RNAse-freies Wasser zugegeben. Die Probe wurde
anschlieffend 55 min bei 40°C und weitere 15 min bei 70°C im Thermocycler inkubiert.

Die entstandene DNA wurde bei -80°C gelagert.

2.2.3 Real-Time-PCR (quantitative PCR)

Flir den PCR-Ansatz wurden 1 pl der Proben-cDNA mit jeweils 1 pl Forward-Primer, 1 pl
Reverse-Primer (s. Tabelle 3), 8,26 ul 2 x SensiMix® SYBR-HiRox (Quiagen, Venlo, NL)
und 5,3 pl HPLC-Wasser versetzt. Die verwendeten Forward- und Reverse-Primer
waren spezifisch ausgewahlt fiir die zu untersuchenden Gene und sind im Abschnitt
2.2.12 aufgefiihrt. Die Ansiatze wurden dann in eine 96-well-Mikrotiterplatte in einer
Doppelbestimmung pipettiert. Die Amplifizierung erfolgte dann im ABI Prism 7000
SDS® (Life Technologies®, Carlsbad, CA, USA) und durch die dazugehorige Software
Version 1.1. Das gewdhlte Programm erhitzte die Proben fiir 2 min. auf 50°C und fiir 15
min auf 95°C. Es wurden 40 Zyklen tiber 30 s bei 95°C, 30 s bei der jeweiligen
spezifischen Bindungstemperatur der Primer (Tabelle 3) und 1 min bei 72°C vom Cycler
ausgefiihrt.

Der Unterschied der Real-Time-PCR oder auch quantitativen PCR im Vergleich zur
konventionellen PCR ist, dass bei dieser Methode eine gleichzeitige Bestimmung der
Menge an amplifizierter DNA ermdglicht wird. Der Losung wird hierfiir SYBR®-Green
zugesetzt. Dieser Farbstoff ist in der Lage an doppelstrangige DNA zu binden. Er
absorbiert Licht bei einer Wellenldnge von A=494 nm und emittiert Licht einer
Wellenldnge von A=521 nm. So konnte nach jedem Zyklus der DNA-Amplifizierung eine
Quantifizierung der DNA mittels Fluoreszenz durchgefiihrt werden. SYBR®-Green bindet
auch an RNA und einzelstrangige DNA. Diese Bindung ergibt jedoch eine wesentlich
schwichere Fluoreszenz als die Bindung an doppelstrangige DNA. Am Ende der PCR
wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die Reinheit des PCR-Produktes zu
tberpriifen. Das Ziel der Real-Time-PCR ist die Amplifikation bestimmter Abschnitte der
cDNA welche spezifisch sind fiir die zu untersuchenden mRNA-Molekiile. Hierbei liefert
die PCR ein quantitatives Ergebnis fiir die Expression der entsprechenden mRNA in den
einzelnen Proben. Die Berechnungen erfolgten mit dem Wert AC:. Dieser ergibt sich aus
der Anzahl der Zyklen fiir das Zielgen (C: (x)) von welchem zur Normalisierung im
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vorliegenden Fall die Anzahl der Zyklen fiir B2-Mikroglobulin (C: (f2-Mikroglobulin))
subtrahiert wurde. 32-Mikroglobulin wird eine von physiologischen Bedingungen in der

Tumorzelle weitgehend unabhéngige Expression unterstellt (sog. Haushaltsgen).

ACt = C¢ (x) - Ct (B2-Mikroglobulin)

Ct bezeichnet in dieser Formel den cycle threshold, also die Zyklusanzahl bei der ein
vorher definierter Fluoreszenzwert erreicht wurde, welcher fiir alle Proben gleich ist.

Ct (x) bezeichnet den cycle threshold fiir die mRNA des zu untersuchenden Gens. C; (32-
Mikroglobulin) bezeichnet den cycle threshold des gut charakterisierten Gens von f32-
Mikroglobulin (housekeeping gene). Das sogenannte ,housekeeping gene“ wird bendtigt
fir die Quantifizierung, da es dem zu untersuchenden Gen als Vergleichswert
gegeniibergestellt wird. Ohne diese interne Normierung wiirden Ungenauigkeiten der
urspringlichen RNA-Messung und die variable Effizienz der cDNA-Synthese die
Expressionsstudie beeinflussen. Als ,housekeeping gene“ werden typischerweise
Genomabschnitte verwendet, welche fiir Proteine codieren, die in dem betreffenden
Gewebetyp, hier Gliomgewebe, im Wesentlichen unabhdngig sind von physiologischer
Regulation durch dufdere Faktoren, wie Nahrstoffversorgung und Wachstumsfaktoren.
Alle Ci-Werte wurden durch die Verwendung des ABI Prism 7000 SDS®-Cycler und der
dazugehorigen Software bestimmt.

Ein hoher ACi—-Wert entspricht in dieser Berechnung einer niedrigen Expression des
Zielgens, da entsprechend viele Zyklen benodtigt wurden um die Photoreaktion
auszulosen. Umgekehrt entsprechen niedrige ACi-Werte einer hohen Expression des

Zielgens.

2.2.4 Immunhistochemie (Tissue Microarray, TMA)

Die Tumorproben des Tumorzentrums und der Tumorrandzone wurden in der
Pathologie des Klinikums Magdeburg jeweils getrennt voneinander in Paraffin
eingebettet. Es wurden aus den im OP gekennzeichneten Proben fiir das Tumorzentrum
und die Tumorrandzone jeweils ein Paraffinblock und ein Kryopraparat konserviert. Es
handelt sich daher bei den Tumorproben jeweils um sehr eng benachbarte
Gewebsstiicke aus dem Tumorzentrum bzw. der Tumorrandzone. Die Paraffinblocke
wurden dann zu diagnostischen Zwecken in die Neuropathologie des
Universitdtsklinikums Magdeburg versandt. Hier wurden aus den Paraffinblocken
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Feinschnitte angefertigt, welche mit der Methode der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)
angefarbt wurden. Dabei handelt es sich um eine Standardfarbung der histologischen
Untersuchung, in der Zellkerne violett und Zytoplasma leuchtend rosa dargestellt
werden. In den HE-Schnitten wurden dann charakteristische Bereiche des Glioblastomes
im Zentrum und in der Randzone markiert. Insgesamt konnte so das Probenmaterial von
12 Patienten mit Tumorzentrum und Tumorrandzone, also insgesamt 24 Proben,
ausgewertet werden.

Aus diesen 24 Proben wurde ein Tissue Microarray (TMA) angefertigt. Hierbei handelt
es sich um einen leeren Paraffinblock (Rezeptor-Block) in den Stanzen eines Gewebes
(Donor-Block) eingebracht werden. Dafiir wurde der Manual Tissue Arrayer MTA-1®
(Alpha Metrix Biotech®, Rédermark, D) verwendet. Von den 24 Proben in Paraffin
wurden pro Probe 3 Stanzen aus dem Donor-Block in den Rezeptor-Paraffinblock
libertragen, so dass sich am Ende 72 Proben auf dem Rezeptor-Block befanden. Von dem
so entstandenen Rezeptor-Block wurden dann mit dem Schlittenmikrotom (Leica®,
Solms, D) mehrere Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden anschliefend
entparaffiniert. Hierfir wurden sie zundchst mit Protax-Clear, einem Xylol-Ersatz,
versetzt und dreimal 10 min inkubiert. Anschlieffend wurden den Schnitten Ethanol in
absteigender Konzentration zugesetzt. Angefangen mit Ethanol 100%ig zweimalig fir
jeweils 5 min, danach zweimalig Ethanol 96%ig fiir jeweils 5 min und anschlief3end
Ethanol 70%ig fiir 5 min. Die Schnitte wurden im nachsten Schritt mehrfach mit
destilliertem Wasser gespiilt und mit TBS-Tween20 fiir 20 min im Dampfgarer erhitzt.
Anschlieflend erfolgte dann das Abkiihlen unter Zimmertemperatur fiir 10 min. Der
Schnitt fiir RagC wurde dann mit EDTA fiir 15 min im Dampfgarer und der fiir MAP4K
wurde mit Citratpuffer fiir 10 min im Dampfgarer inkubiert. Fiir die Detektion wurden
die Objekttrager im Anschluss fiir 30 min auf Zimmertemperatur gekihlt. In den
nachfolgenden Schritten wurden die Schnitte dann dreimal mit destilliertem Wasser fiir
je 5 min und anschliefdend fiir 10 Minuten mit 3%igem Wasserstoffperoxid gewaschen.
Darauffolgend wurden die Objekttrager fiir 1 h in Blockierlésung inkubiert. Im nachsten
Schritt wurden die primaren Antikorper fiir RagC bzw. MAP4K in einer Verdiinnung von
1:100 zugegeben und iiber Nacht inkubiert. Die primdren Antikérper wurden am
nichsten Tag durch dreimaliges Waschen mit TBS-Tween 20 fiir je 5 min entfernt.
Anschliefdend wurden 1-3 Tropfen SignalStain® auf die Objekttrager aufgetragen und
diese bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. Daran schlossen sich drei

Waschschritte fiir jeweils 5 Minuten mit TBS-Tween 20 an. Die Proben wurden danach
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mi 1 ml SignalStain®-DAB Diluent 30ul SignalStain®-DAB Chromogen Concentrate
behandelt. Von dieser Losung wurden dann jeweils 200ul fiir 10 Minuten auf beide
Objekttrager gegeben. Die Losungen wurden durch das einmalige Eintauchen in
destilliertem Wasser entfernt. In den folgenden Schritten wurden die Kerne
entsprechend der Hamatoxylin-Farbung angefarbt. Die Objekttrager wurden danach fiir
jeweils 5 Minuten zweimalig mit destilliertem Wasser gewaschen. Fiir die Dehydrierung
wurden die Objekttrager zweimalig fiir 10 s in 95%igem Alkohol und danach erneut
zweimalig fiir 10 s in 100%igem Alkohol inkubiert. Zum Abschluss erfolgte die
Inkubation mit Protax-Clear zweimalig fiir jeweils 10s und die Aufbringung eines
Deckglases auf die Proben. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch. Hierbei hoben sich
die Kerne violett und die jeweils markierten Proteine braunlich ab. Negativkontrollen
umfassten Testfarbungen nach Weglassen des primaren Antikorpers.

Die zytoplastmatische Farbung von Tumorzentrum und Tumorrandzone der 12
Tumoren wurde semiquantitativ durch den Verfasser analysiert. Dabei wurde eine
vierstufige Bewertung vorgenommen. Waren weniger als 10% der Zellen im Praparat
angefarbt wurde die 0 vergeben. Waren mehr als 10% aber weniger als 50% der Zellen
angefarbt wurde eine 1 vergeben. Bei mehr als 50% und weniger als 80% angefarbten
Zellen wurde eine 2 vergeben. Bei mehr als 80% angefarbten Zellen wurde eine 3

vergeben.

2.2.5 Extraktion von Proteinen aus Gewebeproben

Aus den Proben von 4 Patienten wurden jeweils vom Tumorzentrum und von der
Tumorrandzone Proteine extrahiert. Die Restriktion auf lediglich 8 Proben resultiert aus
der geringen Verfiigbarkeit von ausreichendem Material aus Tumorzentrum und
Tumorrandzone bei dem gleichen Patienten. Die Tumorproben wurden, aufder bei sehr
grofden Tumoren, klein gehalten, um die Vermischung von Proben aus verschiedenen
Zonen und damit eine Verfdlschung der Ergebnisse zu vermeiden. Die 8 Proben wurden
bei -80°C gelagert. Die Proteinextraktion erfolgte auf Eis. Fiir die Extraktion wurde
RIPA-Puffer, 10 pul/ml Protease-Inhibitor Cocktail (Serva®, Heidelberg, D), 1 ul/ml 1 M
DTT und 10 pul/ml 100 mM Natriummetavanadat verwendet. Der Mix aus verschiedenen
Proteaseinhibitoren dient hierbei der Hemmung der natiirlich natiirlichen Proteasen,
welche die Proteine degradieren. DTT wird verwendet als Oxidationsschutz fiir

Sulthydrylgruppen. Dadurch wird die artifizielle Bildung von Disulfidbriicken
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unterbunden und ein komplettes Auffalten der Proteine im SDS-Probenpuffer
gewahrleistet.

Etwa 10-30 mg der Proben wurden mit RIPA-Puffer versetzt. Anschlief}end wurde das
Gewebe mittels des Stabhomogenisators (T10 basic®, IKA®, Staufen im Breisgau, D)
verarbeitet. Das entstandene Homogenisat wurde dann bei 14.000 rpm und 4°C tiber 10
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefif3
uberfiihrt. Die Proteinproben wurden dann bei -40°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.2.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration aus den gewonnenen Uberstinden erfolgte
mit Hilfe der Biuret-Reaktion. Hierbei handelt es sich um eine Nachweisreaktion von
Peptidbindungen in einer Proteinlésung durch Kupfer-lonen (Cu*). Die Bildung der Cu*-
Ionen erfolgt durch die Reduktion von 2-wertigen Kupfer-lonen (Cu?*) und wird bedingt
durch die Proteine im alkalischen Milieu. Fiir die Biuret-Reaktion wurde der DC Protein
Assay Kit® (BioRad®, Hercules, CA, USA) nach Herstellerangaben verwendet. Auf eine
Mikrotiter-Platte wurden die Proteinproben aufgebracht. Zur Erstellung einer
Standardkurve wurden Losungen mit definierter aufsteigender Protein-Konzentration
(0; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3 pg/ul BSA in dH20) verwendet, welche aus 1%iger BSA-
Losung hergestellt wurden und anhand derer die Proteinkonzentration der Proben
bestimmt werden konnte. Zunadchst wurde eine Arbeitslosung hergestellt. Hierfir
wurden 20 pl des Reagenz S in 1 ml des Reagenz A pipettiert. Sowohl von der
Proteinlésung als auch von den Standardreihen wurden zweimal 5 pl je well auf die
Mikrotiterplatte aufgebracht und jeweils 25 pl der Arbeitslosung sowie 200 pl der
Reagenzlosung B zugegeben. Die Losungen gehen mit den Proteinen einen Komplex ein,
dessen optische Dichte in der Losung nach der Inkubation direkt proportional zur
Proteinkonzentration ist. Die Mikrotiterplatte wurde dann fiir 15 Minuten bei 300 rpm
auf dem Thermomixer Comfort® (Eppendorf®, Hamburg, D) inkubiert. Es folgte die
Messung der optischen Dichte durch den ELISA-Reader (Infinite MZ200®, Tecan®,
Méannedorf, CH). Hierfiir wurde durch das Gerat zunachst die Absorption bei 750 nm
und danach bei 450 nm als Referenzwellenldnge gemessen. Die Proteinkonzentration
sowohl der Standardkurve aus auch der Tumorproben wurde mittels der Software
Magellan® (Tecan®, Madnnedorf, CH) bestimmt. Alle Messungen erfolgten anhand einer
Doppelbestimmung.
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2.2.7 Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Bei der SDS-Gelelektrophorese handelt es sich um ein Verfahren, bei dem die Proteine in
Proteingemischen der Molekiilgréfde nach aufgetrennt werden. Die Gelelektrophorese
erfolgte in Elektrophoreseapparaturen der Firma BioRAD (Mini Trans-Blot® Cell,
BioRad®, Hercules, CA, USA). Zundchst wurde zwischen 2 Glasplatten mit 1,5 mm
Abstand ein 15%iges kleinporiges Trenngel gegossen und ein 4%iges grofdporiges
Sammelgel dariiber geschichtet. Vor dem Auftragen wurden die Proben entsprechend
ihrer Konzentration mit RIPA-Puffer aufgefiillt um &hnliche Konzentrationen zu
erhalten.

Das entstandene Gemisch wurde mit 2-fach Laemmli-Puffer versetzt, flir 5 min bei
100°C aufgekocht anschliefdend sofort auf Eis gestellt. Dies gewadhrleistet eine
problemlose Auftrennung. Das im Laemmli-Puffer enthaltene SDS denaturiert die
Proteine und das ebenfalls enthaltene 3-Mercaptoethanol reduziert die Disulfidbrticken.
Der Inkubationsschritt auf Eis verhindert die erneute Ausbildung von
Sekundarstrukturen der Proteine. Zudem bewirkt SDS die Bildung negativ geladener
SDS-Proteinkomplexe, welche eine gleichmafiige Wanderung der Proteine im
elektrischen Feld gewahrleistet. Aufgrund der gleichméaf3igen Ladung der Proteine durch
SDS ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im Trenngel nahezu ausschliefilich
von der Molekiilgrofde abhangig. Es wurden je nach geplantem Antikérper
Proteinmengen von 40 pg bis 60 pg auf das Gel aufgetragen. Als Referenz fiir bestimmte
Molekiilgrofen wurde 5 pl des PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus
(Fermentas®, Waltham, PA, USA) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
Stromstarke von 15 mA pro Gel, was im Sammelgel einer Spannung von ca. 80 V und im
Trenngel von ca. 120 V entspricht. Die Elektrophorese wurde dann durchgefiihrt bis der
im Lammli-Puffer enthaltene Indikatorfarbstoff (Bromphenolblau) das Trenngel
vollstindig passiert hatte. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist im

Abschnitt 2.2.10 aufgefiihrt.

2.2.8 Western-Blot

Beim Western-Blot werden die mittels Gelelektrophorese nach ihrer Grofie
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran tibertragen. Dies geschieht liber
ein senkrecht zu Gel und Nitrozellulose ausgerichtetes elektrisches Feld. Hierbei

wandern die negativ geladenen Proteine in Richtung der Anode vom Trenngel auf die
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Nitrozellulosemembran. Durchgefiihrt wurde der Western-Blot ebenfalls in der Mini
Trans-Blot® Cell (BioRad®, Hercules, CA, USA). Hierfiir wurde zunachst das Gel zwischen
den Glasplatten entfernt und das Sammelgel abgetrennt. In Sandwich-Technik wurden
in die Blot-Kassette, deren Anodenseite folgend, zundchst 1 Schwamm, 1 Filter-Papier,
die Nitrozellulosemembran, das Trenngel, 1 Filter-Papier, und 1 Schwamm gelegt. Die
Kassette wurde verschlossen und in den Blot-Tank tiberfiihrt. Vor dem Verschlief3en der
Kassette wurde die zwischen den Schichten befindliche Luft vorsichtig mit einer Walze
entfernt. Zur Blot-Kassette wurden eine Kiihleinheit und 1 Magnetriihrer gegeben um
die Proteine und die Tank-Blot Vorrichtung vor Uberhitzung zu schiitzen. Der Blot-Tank
wurde anschlief3end mit Transferpuffer aufgefiillt. Der Transfer erfolgte fiir 90 min bei
200 mA. Nachfolgend wurde die Nitrozellulosemembran entnommen und fiir 1 h bei

Raumtemperatur in 5% Magermilchpulver geldst in TBS-Tween20 blockiert.

2.2.9 Proteinnachweis

Nach dem im Anschluss an den Western-Blot durchgefiihrten Blocken der Membranen
wurde ein fiir das jeweilige Zielprotein spezifischer primarer Antikorper zugegeben und
die Nitrozellulosemembran bei 4°C iiber Nacht unter leichten Schwenkbewegungen
inkubiert. Da fur VPS34 kein spezifischer Antikérper verfiigbar war, wurde ein
Antikorper als Ersatzvariante verwendet, der ganz allgemein PI3K erkennt, nicht
spezifisch VPS34. Am Folgetag wurde die Nitrozellulosemembran unter leichtem
Schiitteln 2x5 min und 2x10 min mit TBS-TweenZ20-Puffer gewaschen und nachfolgend
fir 1 h mit einem an Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelten sekundaren Antikérper
inkubiert. Der sekunddre Antikérper bindet dabei an den konstanten Teil des primdren
Antikorpers. Nach der Inkubation mit dem sekunddren Antikorper wurde die
Nitrozellulosemembran erneut 2x5 min und anschliefdend 2x10 min mit TBS-Tween20-
Puffer gewaschen. Daran schloss sich die Detektion unter Verwendung von ,Immobilon
Western Chemiluminescent® HRP Substrate“ (Merck Millipore®, Billerica, MA, USA)
nach Herstellerangaben an. Die Detektion des Substratumsatzes erfolgte auf ECL-Film,
welcher in einem Automaten flir Rontgenfilme Curix 60 (Agfa, Mortsel, BE) entwickelt
wurde. Fir die Verwendung weiterer primarer Antikorper war es erforderlich, die
gebundenen Antikorper zu entfernen und ein sogenanntes Stripping durchzufiihren.
Hierbei wurden die Membran fiir 45 min mit dem Strippingbuffer (Restore
Strippingbuffer®, Thermo®, Waltham, PA, USA) bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Membran wurde anschliefdend fiir 2x10 min mit TBS-Tween20-Puffer gewaschen. Vor
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dem Aufbringen eines neuen primaren Antikdrpers wurde die Membran erneut fiir 1 h
bei Raumtemperatur mit 5%igem Magermilchpuffer gelést in TBS-Tween20-Puffer

geblockt.
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2.2.10 Puffer und Losungen

Blockierpuffer: 5ml TBS-Tween 20
250 pl Ziegenserum
Lauf-Puffer: 3g/l Tris-Base
(pH=8,3) 14,4 g/1 Glycin
1g/1 SDS
RIPA-Puffer: 1,2 g/l Tris-Base
(pH=7,4) 8,75 g/l NaCl
2,1g/l NaF
20ml/10,5M (w/v) 0,5M (w/v) Na2EDTA
10 ml/1 Triton-X 100
3,35ml/130 % (w/v) 30% (w/v) SDS
5g/l Deoxycholat
Sammelgel: 1,3 ml H20
0,5 ml Acrylamid (30%)
0,6 ml 0,68 M Tris/HCI (pH 6,8)
0,6 ml 0,5% SDS (w/v)
3ul TEMED
15pl APS (10%)
TBS-TweenZ20: 0,9 g/l Tris-Base
(pH=7,5) 6,8 g/l 1,88M Tris/HCI (pH 8,8)
8,8 g/l NaCl
1 ml/1 Tween 20
Trenngel: 1 ml H20
5ml Acrylamid (30%)
2 ml 1,88 M Tris/HCI (pH 8,8)
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2 ml 0,5% SDS (w/v)

8,3 ul TEMED

50 pl APS (10%)
Transferpuffer: 3g/l Tris-Base
(pH=8,3) 11,3 g/l Glycin

200 ml/1 (v/v) Methanol

2.2.11 Feinchemikalien

1,4-Dithio-DL-threitol (DTT) Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA

2-fach Puffer nach Laemmli Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA
Acrylamid (30%) Roth®, Karlsruhe, D

APS (10%) Merck®, Darmstadt, D

Citratpuffer Dako, Hamburg, D

Deoxycholat Serva®, Heidelberg, D

Ethylendiamintetraessigsaure Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA

(EDTA)

Glycin Roth®, Karlsruhe, D
Magermilchpulver 5% Roth®, Karlsruhe, D
Methanol ].T.Baker®, Deventer, NL
Natrium-Chlorid (NaCl) Roth®, Karlsruhe, D
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth®, Karlsruhe, D
Natrium-Fluorid (NaF) Roth®, Karlsruhe, D

Natriummetavanadat (NaVO3) Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA
Protease-Inhibitor Cocktail Serva®, Heidelberg, D
Natriumlaurylsulfat 0,5% (SDS)  Roth®, Karlsruhe, D
N,N,N°,N'-Tetramethylethylene- Serva, Heidelberg, D

diamin (TEMED)

SignalStain® DAB Chromogen- Cell Signaling®, Danvers, MA, USA

Konzentrat
SignalStain® DAB Diluent Cell Signaling®, Danvers, MA, USA
Tris-Base Roth®, Karlsruhe, D
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Tris-HCl
Triton-X 100®

Tween 20

Wasserstoffperoxid (H202)
Xylol-Ersatz (Protax Clear)

Roth®, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA

Merck®, Darmstadt, D

2.2.12 Spezifische cDNA-Primer

In Tabelle 3 wurden die spezifischen Primer fiir die cDNA aufgelistet.

Quartett, Berlin, D

Roth®, Karlsruhe, D

Name Ziel-Gen | Sequenz Tannealing | Hersteller

hRag(C-163-F | RagC CATTTCCAATAGCTCCTTTG 55°C biomers.net®

hRagC-R Rag C GCTTTAGAAACAGTAATGTGAAG | 55°C biomers.net®

hMAP4K3- MAP4K3 | CACATTTAGAAGATGATGAAGG 55°C biomers.net®

152-F

hMAP4K3-R | MAP4K3 | CTTGATTGTTCCTTGATTTTC 55°C biomers.net®

hVps34- VPS34 GTCTGGCCTAATGTAGAAGC 55°C biomers.net®

141-F

hVps34-R VPS34 ATCTACTTTCACCATGTGTCC 55°C biomers.net®

32Mg-quant F | 32-Mikro- | CCAGCAGAGAATGGAAAGTC 55°C biomers.net®
globulin

32Mg-quant | 32-Mikro- | GATGCTGCTTACATGTCTCG 55°C biomers.net®

R globulin

2.2.13 Verwendete Antikorper

In Tabelle 4 wurden die verwendeten Antikorper aufgelistet.

Anti-Kaninchen PI3K Cell Signaling®, Danvers, 1:1000
MA, USA

Anti-Kaninchen MAP4K Cell Signaling®, Danvers, 1:1000
MA, USA

Anti-Kaninchen Rag C Cell Signaling®, Danvers, 1:1000
MA, USA

Anti-Maus Aktin Sigma-Aldrich®, Saint 1:2000
Louis, MO, USA

Anti-Kaninchen Ig, HRP- Cell Signaling®, Danvers, 1:1000

gekoppelt MA, USA

Anti-Maus Ig, HRP- Cell Signaling®, Danvers, 1:1000

gekoppelt

MA, USA
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2.3 Statistik

Zur Textverarbeitung wurde Word 2011 Office and Student for MAC (Microsoft Corp.,
Redmond, WA, USA) in der Version 14.2.0 verwendet. Als
Tabellenkalkulationsprogramm wurde Excel 2011 Office and Student for MAC
(Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) in der Version 14.2.0 benutzt. Der Vergleich von
unabhingigen Vergleichspaaren bei mehr als 2 Gruppen erfolgte mit dem Post-hoc-Test
(Tukeys post-hoc-Test). Die Frage nach der Signifikanz von 2 mit einander zu
vergleichenden Werten wurde durch den zweiseitigen T-Test beantwortet. Uberdies
wurde die Pearson-Korrelation eingesetzt um den linearen Zusammenhang der Werte
zu beurteilen. Um die Abhingigkeit der Uberlebenszeit von verschiedenen Faktoren zu
untersuchen, wurde die Cox-Regression herangezogen. Die Darstellung der
Uberlebenszeiten erfolgte nach Kaplan-Meier.

Die Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. rer. nat. habil. Siegfried Kropf
vom Institut fiir Biometrie und medizinische Informatik der Universitat Magdeburg mit

dem Programm SPSS® (SPSS Inc.®, Chicago, IL, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Uberlebenszeit der Patienten

Tumorproben des ersten Patienten wurden im Juli 2011 in die Untersuchung
eingeschlossen und die letzten Proben wurden im Marz 2014 gewonnen. Die Erfassung
der Uberlebenszeitdaten erfolgte bis November 2014. Am Ende des
Beobachtungszeitraums waren 30 Patienten verstorben und noch 7 Patienten am Leben.
Die mittlere Uberlebenszeit betrug 55 Wochen und die mediane Uberlebenszeit lag bei
27 Wochen. Die liberlebenden Patienten wurden in die Berechnung mit der bis zum
Ende der Studie iiberlebten Zeit eingeschlossen. In den nachfolgend dargestellten
Kaplan-Meyer-Grafiken wurden die iliberlebenden Patientinnen und Patienten mit
senkrechten Strichen entsprechend ihrer Uberlebenszeit seit der Operation
gekennzeichnet (Abb. 4).

Die Abhingigkeit der Uberlebenszeit von verschiedenen Faktoren wurde mit Hilfe einer
Cox-Regression berechnet. Das Hauptaugenmerk lag hierbei auf der Auswertung der
Uberlebenszeit in Abhingigkeit von der Expression der Aminosduresensoren MAP4K3,

RagC und VPS34 sowohl im Tumorzentrum als auch in der Tumorrandzone.
3.1.1 Uberlebenszeit in Abhidngigkeit vom Alter

Flir die 37 Patientinnen und Patienten, deren Tumorproben analysiert wurden, sind die
Uberlebenszeitdaten ermittelt worden. Dabei wurde die Zeitspanne von der Operation
bis zum Tod berechnet. Weiterhin wurden zwei Kohorten gebildet, welche sich am
arithmetischen Mittelwert bei 62 Jahren aufteilten. Wie bereits in anderen
Untersuchungen gezeigt, verzeichneten jlingere Patienten tendenziell ein langeres
Uberleben im Vergleich zu den Alteren (Abb. 4). Eine statistische Signifikanz konnte

jedoch nicht ermittelt werden.

3.1.2 Uberlebenszeit in Abhiingigkeit vom MGMT-Status

Weiterhin wurde der MGMT-Status ebenfalls in 2 Kohorten eingeteilt. Dabei wurden
jeweils methylierte und unmethylierte MGMT-Promotoren als Gruppen definiert. Bei 17

Patienten war der MGMT-Promotor methyliert und bei 15 Patienten unmethyliert. Bei 5

43



Patienten war der Methylierungsstatus nicht sicher zu bestimmen. Es bestand kein

signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit zwischen den Gruppen (Abb. 4).
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3.2 Untersuchung der Verteilung von MAP4K3, RagC und VPS34 in
Glioblastomen

Die nach Tumorentnahme separierten Proben wurden durch in-vivo-Fluoreszenz, MRT-
Navigation und nachrangig auch durch das makroskopische Bild (Abb. 2) einer der
beiden Lokalisationen zugeordnet. Anschliefend wurde der AC—Wert und damit
indirekt die Genexpression der verschiedenen Aminosauretransporter im Zentrum und
in der Randzone desselben Tumors verglichen. Hohe ACi-Werte gehen dabei mit einer
niedrigen Genexpression und niedrige ACi-Werte mit einer hohen Genexpression
einher. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht dariiber, von welchen der Tumoren gleichzeitig
Material fiir Western Blots zur Verfiigung stand und von welchen Tumoren

Einbettungen als Tissue-Micro-Array-Probe wie unten beschrieben angefertigt wurden.
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Tabelle 5: Dargestellt werden die verschiedenen Modalitaten mit denen das Gewebe von Tumorzentrum
und Tumorrandzone ausgewertet wurde. Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation wurde in
Jahren und die Uberlebenszeit in Monaten dargestellt.

Patienten- Immun-

Nr. Geschlecht Alter Uberlebenszeit rt-PCR Histochemie Western Blot
1 weiblich 68 5 Ja Nein Nein
2 weiblich 50 11 Ja Nein Nein
3 weiblich 66 1 Ja Nein Ja
4 mannlich 60 4 Ja Nein Nein
5 weiblich 57 10 Ja Nein Nein
6 mannlich 58 4 Ja Nein Nein
7 weiblich 57 9 Ja Nein Nein
8 mannlich 58 1 Ja Nein Nein
9 mannlich 61 1 Ja Nein Nein
10 weiblich 53 47 Ja Nein Nein
11 mannlich 54 2 Ja Nein Ja
12 weiblich 73 10 Ja Nein Nein
13 mannlich 66 10 Ja Nein Nein
14 weiblich 52 22 Ja Ja Nein
15 weiblich 82 8 Ja Ja Nein
16 mannlich 57 2 Ja Ja Nein
17 weiblich 79 2 Ja Nein Nein
18 mannlich 62 4 Ja Nein Nein
19 weiblich 74 0 Ja Nein Nein
20 mannlich 75 5 Ja Nein Nein
21 mannlich 60 3 Ja Nein Nein
22 mannlich 71 5 Ja Nein Nein
23 mannlich 54 0 Ja Ja Nein
24 weiblich 51 6 Ja Ja Nein
25 weiblich 53 0 Ja Ja Nein
26 mannlich 43 0 Ja Ja Nein
27 mannlich 56 3 Ja Ja Nein
28 mannlich 73 0 Ja Nein Nein
29 mannlich 58 10 Ja Ja Nein
30 mannlich 74 2 Ja Ja Nein
31 weiblich 66 0 Ja Nein Nein
32 weiblich 74 0 Ja Ja Nein
33 mannlich 57 0 Ja Nein Nein
34 weiblich 57 8 Ja Nein Nein
35 weiblich 66 4 Ja Nein Ja
36 mannlich 46 66 Ja Nein Ja
37 mannlich 79 26 Ja Ja Nein
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3.2.1 MAP4K3

In der real-time-PCR zeigte sich eine weitgehende Ubereinstimmung der mittleren AC:-
Werte zwischen Tumorzentrum (4,16 * 0,29) und Tumorrand (4,21 * 0,28), jeweils
Mittelwert *+ Standardfehler (S.E.M.). Dies entsprach nach einer Schatzformel fiir die
relative mRNA-Expression (E; = 1/22C¢t) einer Expressionsdifferenz von unter 3,6%
(nicht signifikant). Die Lokalisation innerhalb des Tumors hatte somit auf mRNA-Ebene
keinen Einfluss auf die Expression dieser Kinase. Trotz erheblicher Streuungen unter
den 37 analysierten Tumoren fand sich eine positive Korrelation der Expression von
MAP4K3 im Tumorzentrum und der Tumorrandzone. Hohe Expressionswerte im
Tumorzentrum korrelierten dabei mit hohen Expressionswerten in der Tumorrandzone
(Abb. 5). Die Korrelation war statistisch signifikant (r=0,57, p<0,01). Die Western Blot-
Analyse zeigte als unabhangige Analyse, dass MAP4K in einem Teil der Tumoren auf
Proteinebene nachweisbar war (Abb. 5).

Der TMA zeigt eine ubiquitire Expression von MAP4K in Tumorzentrum und
Tumorrandzone (Abb. 8).

Die Behandlungsintensitit mit Darstellung der Chemotherapie (TMZ), Radiatio und
Carmustin-Wafern wurde in Relation zu den Expressionsleveln des Aminosauresensors
in Tab. 8 (Diskussion) dargestellt.

Werden die Uberlebenszeitdaten mit den Daten der Real-Time-PCR abgeglichen und in
die Betrachtung einbezogen, so ergibt sich ein signifikanter Unterschied der
Uberlebenszeit in Abhingigkeit von der relativen Genexpression von MAP4K3. Niedrige
Werte von MAP4K3 (hohe ACi-Werte) korrelieren dabei signifikant (p<0,05) mit einer
schlechteren Uberlebenszeit, wohingegen hohe Expressionen sich prognostisch eher
glinstig auszuwirken scheinen (Abb. 5). Die Beobachtung ist sowohl fiir das
Tumorzentrum als auch die Tumorrandzone signifikant. Um eine statistische
Auswertung zu ermoglichen, wurden 3 Expressionsklassen gebildet. Diese entsprechen
der oberen, mittleren und unteren Perzentile der ACi—-Werte von MAP4K3 im
Tumorzentrum und der Tumorrandzone. In Abb. 5 sind die Kaplan-Meier-Kurven

(kumulatives Uberleben) fiir die drei so definierten Expressions-Klassen dargestellt.
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Abb. 5: ACt -Werte von MAP4K3 nach Normierung gegen f2-Mikroglobulin in Tumorrandzone und
Tumorzentrum (A). Hohe AC--Werte entsprechen einer niedrigen Expression von MAP4K3 und
niedrige ACt-Werte entsprechen einer hohen Expression von MAP4K3. Die Korrelation von
Tumorzentrum und Tumorrandzone ist statistisch signifikant (p<0,01). Darstellung der MAP4K-
Proteinexpression mittels Western-Blot (B). Hierbei werden Tumorzentrum (Z) und Tumorrandzone
(R) gegeniibergestellt. Die Uberlebenszeitdaten wurden in Abhingigkeit von der mRNA-Expression
(ACt) von MAP4K3 im Tumorzentrum (C) und in der Tumorrandzone (D) analysiert.
Gegeniibergestellt werden dabei jeweils eine obere, mittlere und untere Perzentile der ACt-Werte fiir
MAP4K3 aller Proben.
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3.2.2 RagC

Im Falle der Expression von RagC zeigten sich zwar etwas grofdere Abhdngigkeiten der
ACi-Werte von der Lokalisation im Tumor, jedoch erreichten die Differenzen zwischen
Tumorzentrum (7,90 * 0,44) und Tumorrand (7,19 *+ 0,40) auch fiir diese GTPase keine
statistische Signifikanz bei den 37 verfligbaren Tumoren. Der grofiere Ci-Wert im
Tumorzentrum entspricht dabei einer geringeren mittleren mRNA-Menge von 61% im
Vergleich zum Tumorrand (Differenz nicht signifikant). Auch die Korrelation zwischen
Tumorzentrum und der Tumorrandzone ergab knapp keine Signifikanz (r=0,3 p=0,07)
(Abb. 6). Hohe ACi-Werte im Tumorzentrum gingen aber auch hier meist mit hoheren
ACi-Werten in der Tumorrandzone einher.

Der Western-Blot fiir RagC zeigt kraftige Banden im Tumorzentrum. Es wurden RagC
und Aktin separat in 2 Durchldufen untersucht, da sie die gleiche Proteingréfie besitzen
und sich bei gleicher Auftragung identisch weit wanderten (Abb. 6). Es zeigt sich das
RagC generell exprimiert wird (Abb. 6). Der TMA zeigt fiir die Randzone eine sehr
kraftige Anreicherung in den Tumorzellen und kaum Anreicherung im umliegenden
Hirngewebe. Im Tumorzentrum findet sich eine homogene Anreicherung in den
Tumorzellen bei nicht angefarbten Tumornekrosen (Abb. 8).

Im Zuge der nachfolgenden Analyse von RagC als potenzieller prognostischer Faktor
wurde erneut auch die inkonstante Behandlungsintensitit der Patienten den
Expressionsleveln gegeniibergestellt, um eine potenziell stérende Wirkung dieser
variablen Behandlung zu diskutieren (Tab. 8, Diskussionsteil).

Die Uberlebenszeitdaten wurden mit den AC~Werten von RagC im Tumorzentrum und
in der Tumorrandzone abgeglichen. Dabei zeigte sich, dass hohere ACi-Werte und damit
eine niedrige Expression von RagC, eher mit einem schlechteren Uberleben einhergehen
und niedrigere Werte eher auf ein lingeres Uberleben hindeuten (Abb. 6). Die
Beobachtung ist fiir die Tumorrandzone statistisch signifikant (p<0,05). Um eine
statistische Auswertung zu ermdoglichen wurden 3 Expressionsklassen gebildet. Das
kumulative Uberleben wurde dann entsprechend dieser drei Klassen aufgeschliisselt

(Abb. 6)
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Abb. 6: AC-Werte der mRNA-Expression von RagC in der Tumorrandzone und Tumorzentrum (A). Die
Beziehung von Tumorzentrum und Tumorrandzone ist statistisch nicht signifikant. Darstellung der
RagC-Proteinexpression mittels Western-Blot (B). Es werden Tumorzentrum (Z) und Tumorrandzone
(R) gegeniibergestellt. Die Uberlebenszeitdaten wurden in Abhingigkeit von den AC—Werten von RagC
fiir das Tumorzentrum (C) als auch fiir die Tumorrandzone (D) analysiert. Gegeniibergestellt werden
dabei jeweils eine obere, mittlere und untere Perzentile der ACt-Werte von MAP4K3 aller Proben.
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3.2.3 VPS34

Nach Auswertung der ACi-Werte der real-time-PCR fiir die Expression von VPS34 im
Tumorzentrum und der Tumorrandzone zeigt sich, wie bereits fiir MAP4K3, eine
weitgehende Ubereinstimmung der mittleren AC--Werte zwischen Tumorzentrum (3,67
* 0,16) und Tumorrand (3,69 * 0,15), jeweils Mittelwert + S.E.M.. Dies entsprach einer
Expressionsdifferenz von unter 2,6% (nicht signifikant). Die Lokalisation innerhalb des
Tumors hatte somit auf mRNA-Ebene keinen Einfluss auf die Expression dieser Kinase.
Trotz erheblicher Streuungen unter den 37 analysierten Tumoren fand sich eine positive
Korrelation zwischen beiden Regionen, welche statistisch signifikant ist (r=0,613
p<0,01). Das Expressionslevel von VPS34 ist dabei im Tumorzentrum dhnlich hoch wie
in der Tumorrandzone (Abb. 7).

Der in Abbildung 7 dargestellte Western Blot zeigt ein homogenes Expressionsmuster
des Proteins VSP34 sowohl im Tumorzentrum als auch fiir die Randzone. Da fiir VPS34
oder die entsprechende Subklasse von PI3K kein spezifischer Antikorper verfiigbar war,
wurde der generell gegen PI3K gerichtete Antikorper der Firma Cell Signaling (siehe

Methoden) verwendet.

Die Uberlebenszeitdaten wurden mit den in der real-time-PCR bestimmten AC—Werten
von VPS34 fiir das Tumorzentrum und die Tumorrandzone analysiert. Es ergab sich kein
Hinweis auf einen Uberlebensvorteil verschiedener Konzentrationen von VPS34 sowohl
fiir das Tumorzentrum wie auch fiir die Tumorrandzone (Abb. 7). Um eine statistische
Auswertung zu ermoglichen wurden entsprechend der Expression von VPS34 aller
Patienten jeweils fiir das Tumorzentrum und die Tumorrandzone 3 Kohorten gebildet.
Diese entsprechen der oberen, mittleren und unteren Perzentile der Expression von
VPS34 im Tumorzentrum und der Tumorrandzone. Das kumulative Uberleben wurde

dann entsprechend dieser drei Klassen aufgeschliisselt (Abb. 7).
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Abb. 7: Expression der mRNA von VPS34 in der Tumorrandzone und Tumorzentrum (A). Die
Beobachtung ist statistisch signifikant (p<0,01). Darstellung der VPS34-Proteinexpression mittels
Western-Blot mit unspezifischerem Marker fiir PI3K (B). Hierbei werden Tumorzentrum (Z) und
Tumorrandzone (R) gegeniibergestellt. Die Uberlebenszeitdaten wurden in Abhidngigkeit von den
ACt-Werten der mRNA-Expression von VPS34 im Tumorzentrum (C) und in der Tumorrandzone
(D) analysiert. Gegeniibergestellt werden dabei jeweils eine obere, mittlere und untere Perzentile
der Expression von VPS34 aller Proben.
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Abb. 8: Dargestellt werden reprasentative Bilder der Immunhistochemie fiir MAP4K3 im Tumorzentrum
(A) und in der Tumorrandzone (B) sowie fiir RagC im Tumorzentrum (C) und der Tumorrandzone (D).

Tab. 6: Semiquantitative Verteilung von Tab. 7: Semiquantitative Verteilung von Rag C
MAP4K in Tumorzentrum und Tumorrand- zwischen Tumorzentrum und Tumorrandzone
zone nach Auswertung von 12 Glioblastomen nach Auswertung von 12 TMA. Einteilung der
(TMA). Einteilung der Tumore in eine von Tumore in eine von vier Kategorien durch einen
vier Kategorien durch einen Beobachter. Beobachter.

Tumorzentrum  Tumorrandzone Tumorzentrum Tumorrandzone
0 1 1 0 0 0
- 5 4 - 2 4
+ 4 4 ++ 4 3
+++ 2 3 t++ 6 5
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3.2.4 Korrelation von der ACt-Werte MAP4K3, RagC und VPS34 untereinander an
gleicher Lokalisation

Neben der Betrachtung der Korrelation zwischen Tumorzentrum und der
Tumorrandzone fiir jeweils einen Aminosauresensor wurden MAP4K3, RagC und VPS34
auch hinsichtlich ihrer Expression untereinander an gleicher Lokalisation miteinander
verglichen. Flr das Tumorzentrum zeigte sich eine positive Korrelation der AC--Werte
von MAP4K3 und VPS34 im Tumorzentrum (r=0,578; p<0,01). Die anderen
Expressionen der Aminosauretransporter untereinander im Tumorzentrum verhielten
sich wie folgt: RagC und MAP4K3 (r=-0,305; p=0,067) sowie RagC und VPS34 (r=-0,079;
p=0,641).

In der Tumorrandzone zeigte sich eine positive Korrelationen fiir die ACi-Werte der
Expression von MAP4K3 und VPS34 (r=0,398; p<0,05). Fiir den Vergleich der
Expressionen von RagC und VPS34 (r=0,289; p=0,083) sowie MAP4K3 und RagC (r=-
0,103; p=0,543) in der Tumorrandzone ergab sich keine Korrelation. Die ACi-Werte der
einzelnen Aminosauresensoren sind fiir das Tumorzentrum und die Tumorrandzone in

Abb. 9 graphisch dargestellt.

3.2.5 Weitere statistisch signifikante Korrelationen

Alle anderen moglichen Paarungen der ACi-Werte von MAP4K3, RagC und VPS34
wurden ebenfalls hinsichtlich moglicher Korrelationen wuntersucht. Statistische
Signifikanz konnte fiir die Korrelationen von MAP4K3 (Tumorrandzone) und VPS34
(Tumorzentrum) (r=0,462; p<0,01), VPS34 (Tumorrandzone) und MAP4K3
(Tumorzentrum) (r=0,345; p<0,05) sowie MAP4K3 (Tumorrandzone) und RagC
(Tumorzentrum) (r=-0,39; p<0,05) nachgewiesen werden. Die statistisch signifikanten

Ergebnisse wurden in Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10: Statistisch signifikante Korrelationen der ACt-Werte der mRNA-Expression von VPS34 im
Tumorzentrum und MAP4K3 in der Tumorrandzone (A). Die Beobachtung ist statistisch signifikant
(p<0,01). Die positive Korrelation zwischen den ACt-Werten der mRNA-Expression fiir MAP4K3 im
Tumorzentrum und VPS34 in der Tumorrandzone (B) sowie die negative Korrelation der ACi-Werte
der mRNA-Expression fiir RagC im Tumorzentrum und MAP4K3 in der Tumorrandzone (C). Beide
Korrelationen sind statistisch signifikant (p<0,05).
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4. Diskussion

Intention der Untersuchung des Probenmaterials war die Differenzierung und
Charakterisierung der Zellen im Tumorzentrum und der Tumorrandzone von
Glioblastomen im Hinblick auf die Expression der Aminosduresensoren MAP4K3, RagC
und VPS34.

Das Wachstum der Glioblastome geht dabei nicht vom gesamten Tumor, sondern im
Wesentlichen von der Randzone an der Grenze zum gesunden Hirngewebe aus.
Aufgrund dessen ist das Ausmaf3 der Resektion des Hirntumors, insbesondere auch der
Tumorrandzone entscheidend fiir das postoperative Uberleben der Patienten [42, 43].
Neben der reinen vergleichenden Statistik der Aminosdauresensoren zwischen
Tumorrandzone und Tumorzentrum wurden in der Untersuchung auch biometrische
Daten wie das Alter, das Geschlecht und die Uberlebenszeit der Patienten nach der
Operation in die Analyse mit einbezogen.

Die Wahl der Aminosauresensoren MAP4K3, RagC und VPS34 als zu untersuchende
Parameter ergab sich aus lhrer Bedeutung als Upstream-Regulatoren des mTORC1-
Signalweges [76, 89-92, 94-96]. In mehreren Studien konnte bereits der Einfluss von
mTORC1 oder dessen Upstream-Regulatoren auf maligne Hirntumoren nachgewiesen
werden [84, 103, 104]. Die Aminosauresensoren beeinflussen durch das Erkennen der
Aminosdaurekonzentration in der Zelle die mTORC1-Aktivitit und damit auch das
Wachstumsverhalten der Zellen. Fiir Glioblastomzellen in vivo lag zu Beginn der Studie

keine systematische Untersuchung dieser Aminosauresensoren vor.

4.1 Biometrische Daten und MGMT-Status bezogen auf Vergleichskollektive

Mit den 37 untersuchten Patienten ist nur ein kleines Kollektiv untersucht worden.
Daher stellt sich die Frage nach der Reprasentativitat der untersuchten Proben. Das
Alter der Patienten lag zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mit einem Median von 60
Jahren und einem mittleren Alter von 62,1 Jahren etwas unter dem Wert den das
amerikanische Krebsregisters (Median 64 Jahre) ausweist. Manner sind haufiger
betroffen als Frauen. Diese Beobachtung konnte auch im Rahmen dieser Studie bestatigt
werden bei der das Verhaltnis Mdnner zu Frauen 1,2:1 betrug. Datenerhebungen aus
England beschreiben ein Verhaltnis von 1,5:1 [4].

Insgesamt scheinen also die Patienten in der vorliegenden Untersuchung im

Wesentlichen reprasentativ fiir das Gesamtkollektiv der Glioblastom-Patienten zu sein.
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Sowohl das Alter bei Diagnosestellung als auch die Geschlechtsverteilung stimmen
weitestgehend mit den Angaben der Vergleichskollektive tliberein.

Die ermittelten Uberlebenszeitdaten liegen in dem von uns beobachteten
Patientenkollektiv bei einer medianen Uberlebenszeit von 27 Wochen. Nimmt man fiir
einen Monat 30 Tage an, so wiirde das einem medianen Uberleben von 6,3 Monaten
entsprechen. Verglichen mit den Arbeiten von Brodbelt et al und Ohgaki et al, welche
das mediane Uberleben mit 4,8 bis 6,1 Monaten angeben, wiirde dabei die
Uberlebenszeit leicht iiber den beschriebenen Werten liegen [4, 5]. Die mediane
Uberlebenszeit ist dabei im Wesentlichen vom Alter der Patienten bei Diagnosestellung
abhingig wobei ein jiingeres Alter mit besserem Uberleben korreliert [4]. Die Tatsache,
dass das Uberleben der untersuchten Patienten leicht von den in der Literatur
beschriebenen Werten abweicht, kann unter Umstanden schon durch die Tatsache
erklart werden, dass das Patientenkollektiv im Vergleich zu den in der Literatur
veroffentlichten Daten ein niedrigeres medianes Alter zum Zeitpunkt der Erkrankung
aufweist.

Die Lokalisation der Tumoren spielt fiir die Prognose eine entscheidende Bedeutung, da
in eloquenten Zentren eine moglichst vollstandige Resektion nicht mdglich ist ohne die
neurologische Funktion zu beeintrachtigen. Sowohl das Erhalten der neurologischen
Funktion als auch die moglichst grofdziigige Resektion des Tumors sind jedoch 2
wesentliche pradiktive Faktoren fiir die Uberlebenszeit nach der Operation [41-43, 105].
Die Verteilung der Tumoren auf die Hemisphare und auf die einzelnen Hirnlappen ist
zwar untersucht worden, jedoch liegen hierzu keine vergleichbaren Daten von anderen
Arbeitsgruppen vor. Aufgrund dessen ist hier eine Aussage iliber die Reprasentativitat
des Patientenkollektivs beziiglich dieses Gesichtspunktes nicht moglich.

Das Vorliegen einer Hypermethylierung des MGMT-Promoters hat einen wesentlichen
Einfluss auf das Uberleben der Patienten, wobei ein methylierter MGMT-Promoter mit
einem verbesserten Gesamtiiberleben einhergeht [106]. Die Bestimmung des
Methylierungsstatus gestaltete sich in manchen Fillen schwierig, so dass dieser nicht bei
allen Patienten sicher festgelegt werden konnte. In der vorliegenden Studie waren
13,5% (5 von 37) nicht sicher zuordenbar. In Studien der Arbeitsgruppe von Zawlik et al
konnten 8% des Patientenkollektivs keine eindeutigen Methylierungszustande
zugeordnet werden [107]. In dem von uns beobachteten Patientenkollektiv lag der
MGMT-Promoter bei 17 Patienten (45,9%) methyliert und bei 15 Patienten (40,5%)

unmethyliert vor. Die Studie von Zawlik et al zeigt dhnliche Daten [107]. Die
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Abhingigkeit der Uberlebenszeit vom Methylierungsstatus des MGMT-Promoters
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden, im Gegensatz zu Rapp et
al, die einen deutlichen Uberlebensvorteil von Patienten mit methyliertem Promoter
zeigen konnten [106]. Das Abweichen der vorliegenden Ergebnisse kann verschiedene
Ursachen haben. Das beobachtete Patientenkollektiv ist klein, so dass sich nur begrenzt
allgemeingiiltige Aussagen ableiten lassen. Des Weiteren konnten hier die Anwendung
intraoperativen Gliadels oder die postoperative Radio-Chemotherapie eine Rolle spielen.
Eine endgiiltige Kldarung der Frage ist jedoch anhand der vorliegenden Daten nicht
moglich.

Grundsatzlich waren die MGMT-Analysen mit einem etablierten diagnostischen
Primersystem durchgefiihrt worden wund stets unter Mitfilhrung enzymatisch
methylierter humaner DNA als Positivkontrolle und Blut-DNA als Negativkontrolle.
Hierbei kam es stets auch zu dem erwarteten Resultat.

Die erste grofdangelegte Studie zu MGMT hatte einen generellen, auch Behandlungs-
unabhdngigen prognostischen Benefit der Promotermethylierung ergeben [108].
Vielleicht kann jedoch angemerkt werden, dass eine Meta-Analyse des
Behandlungserfolgs dlterer Patienten mit Glioblastom (= 65 Jahre) aus 13 Primarstudien
ergab, dass der Methylierungsstatus des Promoters hier zwar eine klar pradiktive
Bedeutung fiir das Uberleben unter Temozolomid(TMZ)-Therapie hatte (TMZ oder TMZ
+ Bestrahlung), jedoch nicht behandlungsunabhingig eine prognostische Rolle einnahm
[109]. Bei Therapien ohne TMZ war die Methylierung bedeutungslos. Die Heterogenitat
der Behandlungen in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten 37 Tumoren mag also
fir den fehlenden MGMT-Effekt mit verantwortlich sein, so z. B. die nicht im Einzelnen

bekannte Intensitat einer TMZ-Behandlung.

4.2 Kritische Betrachtung zu MAP4K3

MAP4K3 spielt bei der Steuerung des Zellzyklus eine wesentliche Rolle, da es als
Aminosduresensor eines der aktivierenden Proteine im mTORC-1 Signalweg darstellt
[89-92]. In Abhangigkeit vom Aminosdaurepool wird durch Phosphorylierung ihrer
regulatorischen Domdne am Serin-170 die Kinase MAP4K3 aktiviert, was die
Lysosomen-abhdngige Aktivierung von mTORC1 foérdert [91, 110, 111].
Aminosaureentzug fiihrt zur schnellen Dephosphorylierung und Deaktivierung von

MAP4K3, wahrend Aminosaure-Stimulation das Gegenteil bewirkt [90, 110]. Es konnte
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nachgewiesen werden, dass MAP4K3 in der Kette der Signaliibertrager fir die
Aminosdure-Stimulation der Proteinbiosynthese und anderer mTORC1-abhingiger
Prozesse oberhalb von mTORC1 agiert, weil die Aktivierung von MAP4K3 zeitlich vor
der Phosphorylierung von p70S6K, einem klassischen mTORC1-Substrat, auftritt und
nicht durch den mTORC1-Inhibitor Rapamycin gehemmt werden kann [112]. Obwohl
der Einfluss von MAP4K3 auf mTORC1 durch Stoérungen der Funktion von RagC
aufgehoben werden kann und der Mitogen-aktivierten Kinase daher vielleicht keine
dominierende Rolle zukommt, ist ihre Beteiligung an der metabolischen Regulation von
mTORC1 damit hinreichend gesichert [112]. Wegen der in der Einleitung dargestellten
ambivalenten Rolle von MAP4K3 in Tumoren, inklusive der Entdeckung von MAP4K3-
Fusionsgenen in hochgradigen padiatrischen Gliomen, stellte sich daher die Frage nach
dem Stellenwert der MAP4K3-Expression im Glioblastom des Erwachsenenalters in
Abhangigkeit von der Lokalisation. [113].

Dafiir wurden Proben aus dem Tumorzentrum und der Tumorrandzone analysiert. Die
Zuordnung der Proben aus dem resezierten Tumormaterial zum Tumorzentrum oder
der Tumorrandzone wurde anhand der Anfarbung mittels 5-ALA und der
Neuronavigation getroffen (s. Abschnitt 2.1.3). Wie auch fiir die iibrigen untersuchten
Aminosdure-Sensoren erfolgte daher die an allen Tumoren durchgefiihrte
Quantifizierung der mRNA-Level aus cDNA, die nach makroskopischen Kriterien aus
Tumorzentrum bzw. Tumorrand gewonnen worden war. Eine Uberpriifung anhand von
Gefrierschnitten erfolgte nicht und war wegen des Operationsortes aufderhalb des
Universitatsklinikums Magdeburg auch nicht mdéglich. Allerdings gewdhrleistete die
Verwendung der 5-ALA-Fluoreszenz die bestmogliche Gewahr fiir eine Probenentnahme
aus der Infiltrationszone. Methodenkritisch ist dennoch anzumerken, dass es sich bei
der Lokalisation ,Tumorrand’ fiir die cDNA-Gewinnung nicht um eine histologisch
gesicherte Infiltrationszone handelt.

Es zeigte sich, dass nach der Normalisierung der Expression von MAP4K3 gegen die
Expression von [z2-Mikroglobulin fiir das Tumorzentrum und die Tumorrandzone
beinahe identische Expression gefunden wurde (Mittelwertsdifferenz < 3,6%, nicht
signifikant). Eine systematische Abhangigkeit von der Lokalisation existierte also nicht.
Es konnte eine positive Korrelation zwischen den Lokalisationen ermittelt werden.
Diese Beobachtung ist statistisch signifikant (p<0,01). Es ist davon auszugehen, dass in
der Infiltrationszone des Glioblastomes die Glioblastomzellen neben Zellen des nicht

pathologischen Hirngewebes vorliegen. Dies wird durch die Ergebnisse des TMA
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gestiitzt. Da dennoch die mittleren mRNA-Level beider Lokalisationen nicht signifikant
verschieden waren, gibt es wahrscheinlich weder zwischen Glioblastomzellen des
Tumorzentrums und der aktiven Wachstumszone, noch zwischen Tumorgewebe und
nicht-neoplastischen Zellelementen eine differentielle = Regulation der mRNA-
Expression. Eine genauere Aufschlisselung nach den Zellelementen der
Infiltrationszone ware ggf. durch eine aufwendige Real-Time-PCR nach Mikrodissektion
moglich [114]. Die TMAs zeigten im Tumorzentrum deutlich Tumorzellen mit grofden
Zellkernen neben tUberwiegend nekrotischem Gewebe bei starker Vaskularisierung. In
der Randzone konnte normales Hirngewebe identifiziert werden, welches von
Tumorzellen durchsetzt war. Die Anreicherung fiir MAP4K3 und RagC fand sich in der
Tumorrandzone in den Tumorzellen. Das infiltrierte Hirngewebe zeigte keine
wesentliche Anfarbung.

Im Western Blot konnte auf Proteinebene gezeigt werden, dass eine Expression von
MAP4K3 im Tumorzentrum und der Tumorrandzone stattfindet. Aufgrund der geringen
Menge untersuchter Proben lassen sich weiterfiihrende Riickschliisse nicht ziehen.

Bei der Uberlebenszeit zeigte sich ein signifikanter Uberlebensvorteil bei hoherem
Expressionslevel (niedriger AC.—Wert) von MAP4K3 sowohl fiir das Tumorzentrum als
auch fiir die Tumorrandzone. Niedrigere Werte von MAP4K3 korrelierten hingegen mit
einem schlechteren Uberleben. Aufgrund der inhomogenen Behandlungsintensititen
der analysierten Patienten, muss diese Aussage jedoch mit Vorsicht betrachtet werden.
Dieser Aspekt wird fiir alle diesbeziiglich relevanten Aminosduresensoren gemeinsam
unten diskutiert (siehe Abschnitt 4.5).

Ausgangspunkt des Interesses fiir Aminosduresensoren war, in der Arbeitsgruppe der
Neuropathologie des Universitdtsklinikums Magdeburg, die Beschaftigung mit mTORC1.
Die meisten und alle publizierten Arbeiten dazu hatten sich allerdings mit Meningeomen
befasst. So war mTORC1 selbst als denkbares Target einer Meningeomtherapie am
orthtotopen Mausmodell beschrieben worden [102]. Immer waren dabei in vitro auch
die physiologischen Restriktionen der mTORC1-Aktivierung durch Aminosduremangel
(z.B. Leucin-Entzug), durch ATP-Mangel (Galaktose als schlechter verwertbarer Zucker,
mitochondriale Atmungshemmer) und durch Sauerstoffmangel (Hypoxieschrank) mit
analysiert worden, ohne dass sich daraus weiterfilhrende Projektansatze ergeben
hatten. Unpublizierte in vitro-Daten der Arbeitsgruppe an Meningeom aber z.T. auch an
Karzinom- und Gliomzellen aus dieser Zeit hatten jedoch gezeigt, dass eine Verarmung

der Zellen an der mTORC1-relevanten Aminosaure Leucin zu einem im Western Blot
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(p70S6K-Phosphorylierung) nachweisbaren Verlust an Kinaseaktivitit von mTORC1
filhrt, der sich durch Rekonstitution von Leucin im Medium wieder aufheben liefs. Vom
Standpunkt einer das Tumorzellwachstum fordernden mTORC1-Aktivierung durch
MAP4K3 ausgehend hatten wir vermutet, dass vermehrte Expression von MAP4K3 im
Tumor mit einem schlechteren Uberleben einhergeht als Zeichen der héheren mTORC-
Aktivitat der teilungsaktiven Bereiche des Glioblastomes. Eine solche Hypothese hitte
auch zu der beschriebenen Eigenschaft von MAP4K3 als negativer prognostischer
Marker beim NSCLC gepasst [85]. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen jedoch das
Gegenteil. Die besonders aggressiven Tumore scheinen eine niedrigere Expression von
MAP4K3 mit schlechterem Uberleben zu haben. Dieses zur Hypothese kontrire Ergebnis
kann moglicherweise jedoch durch die eingangs erwiahnten vielfaltigen anderen
Funktionen von MAP4K3 aufderhalb seiner Rolle als Aminosauresensor erklarbar sein.
Diese Funktionen konnten teilweise eher in Richtung einer Tumorwachstum
bremsenden Funktion interpretiert werden, wie z.B. seine pro-apoptotische Funktion
[88].

Eine weitere Erklarung hierfiir konnte sein, dass in aggressiveren Tumorzellen mit
entsprechend hoher Proteinbiosynthese, mTORC1 bereits ohne Stimulation via MAP4K3
eine hohe Aktivitdt erreicht und daher ein negativer Feedback-Mechanismus aktiviert
wird, der den Aminosdure-Sensor MAP4K3 herunterreguliert und damit eine weitere
mTORC1-Aktivierung bremst. Obwohl gerade die Hemmung der Aktivititen von
mTORC1 und mTORC2 als therapeutischer Angriff auf das Glioblastom diskutiert wurde
und zumindest im Tiermodell auch vielversprechend war [115], ist es nicht klar, ob die
den Tumorprozess vorantreibenden Zellen innerhalb des Glioblastomes wirklich eine
hohe Aktivitdt von mTOR-Komplexen aufweisen. Zu unseren Resultaten passend zeigte
die Arbeitsgruppe von Han et al, dass insbesondere Glioblastom-Stammzellen eine sehr
niedrige Aktivitat von mTORC1 besitzen [116]. Es konnte daher sein, dass gerade die
besonders aggressiv wachsenden Tumore sehr geringe Expressionen der Komponenten
des mTORC-Signalweges aufweisen.

Eine weitere Erkldarung ist moglicherweise, dass im Tumor bei erhoéhter Proliferation
kaum noch Aminosduren als Substrat zur Verfligung stehen und MAP4K3 deshalb
herunterreguliert wird.

Uberlegenswert erscheint es MAP4K3 als Prognosemarker an groferen Kollektiven zu
analysieren, da die Expression an Entnahmestellen im Tumorzentrum und der

Tumorrandzone annahernd gleich ist. So konnte man Proben jeglicher Lokalisation im
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Tumor nach Normalisierung gegen [(32-Mikroglobulin der gleichen Probe analysieren.
Hierfiir waren jedoch grofler angelegte Studien erforderlich um die Ergebnisse an
grofderen Kollektiven zu verifizieren und wenn dies erfolgreich ware einen Cut-off-Wert
zu etablieren um eine positive oder negative Prognose abschdtzen zu kénnen. Fiir den
Einsatz als Prognosemarker ware dann auch tiefgefrorenes, natives Probenmaterial fiir
die Gewinnung von RNA erforderlich. Dies ist jedoch nicht flaichendeckend realisierbar.

Eine pharmakologische Therapie zur Hemmung von MAP4K3 erscheint nicht sinnvoll.
Bei einer niedrigen Expression von MAP4K3 besteht eine schlechtere Prognose, was
eine selektive Hemmung wenig sinnvoll erscheinen lasst. Zusatzlich sind die meisten
Kinsaseinhibitoren gegen mehrere Kinasen gerichtet, was systemisch angewendet, zu
schweren Nebenwirkungen flihren wiirde. Vor allem aber bedarf es zunachst Gruppen
von Patienten mit homogenerer Behandlung, um MAP4K3 als potentiellen

prognostischen Faktor zu verifizieren (siehe Abschnitt 4.5).

4.3 Kritische Betrachtung fiir RagC

RagC erfiillt, dhnlich wie MAP4K3, die Funktion eines Aminosduresensors und
Upstream-Regulators des Zellzyklus tiber den mTORC1 [94-96].

Es reguliert primar tiber seine GTP- bzw. GDP-Beladung die mTORC1-Aktivierung. Rag-
GTPasen sind Heterodimere aus A/B- bzw. C/D- Untereimnheiten, wobei Rag A/BGTP
und RagC/DGPP die aktiven Formen sind, welche an mTORC1 binden und dessen
Signaltransduktion durch Hinleitung von mTORC1 zur Lysosomenoberflache aktivieren,
wahrend umgekehrt Rag A/BGP? und RagC/DS™ diese Signaltransduktion auch in
Gegenwart hinreichender Aminosdurepools inhibieren [117]. Die Details dieses
Mechanismus finden sich u.a. in der Ubersichtsarbeit von Duan und Kollegen [91]. Die
erst kiirzlich publizierte Beobachtung von RagC- Mutationen in Tumoren, welche die
Bindung an Raptor - d.h. an mTORC1- erhohen und die Aktivierung von mTORC1
unabhidngig vom Aminosdurepool machten, untermauerten weiter die Rolle der
Aminosaure-Perzeption durch kleine Rag-GTPasen und speziell die Rolle von RagC bei
Tumorprozessen [97].

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete niedrigere mittlere Expression von RagC im
Tumorzentrum (61%) unterschied sich zwar nicht signifikant (p = 0,2) von der zu 100%
gesetzten im Tumorrand, doch mag dies ggf. eine Folge des begrenzten Probenumfangs

sein. Bedenkt man, dass die Mittelwerte fiir MAP4K3 und VPS34 jeweils fiir die beiden
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Lokalisationen beinahe identisch waren, so kdnnte die erhebliche Differenz bei RagC
doch darauf hindeuten, dass hier tatsichlich in den Glioblastomzellen der aktiven
Wachstumszone (Infiltrationszone) RagC starker exprimiert wird. Speziell bei diesem
Aminosduresensor wiirde sich vielleicht die Aufstockung der Probenzahl in einer
groferen Kohorte lohnen und ggf. auch eine aufwendigere Dissektion der
Infiltrationszone in ihre zelluldren Elemente gemafd Histologie. Immerhin zeigte sich
auch im TMA eine geringe Anfarbung von gesunden Nervenzellen gegentiber einer
kraftigen Anfarbung in den Tumorzellen der Tumorrandzone, was fiir eine stirkere
Expression von RagC in den Tumorzellen der Randzone spricht.

Gleichzeitig waren auch orthotope Xenograft-Experimente an der Maus mit RagC-
manipulierten Gliomzellen denkbar (Uberexpression, Knockdown), um die Auswirkung
auf das Tumorwachstum experimentell auszuloten.

Auf der anderen Seite steht die in der vorliegenden Arbeit ebenfalls gefundene positive
Uberlebens-Assoziation von RagC im Tumorrand (Abb. 6) einer Assoziation hoher RagC-
Expression mit der aktiven Fraktion von Tumorzellen entgegen, sofern diese
Uberlebens-Assoziation tatsichlich besteht und nicht durch die heterogene Behandlung
des Patientenkollektivs ein Scheineffekt generiert wurde (siehe Abschnitt 4.5). Der nur
mit wenigen Proben mogliche Western Blot (Abb. 6) schien tendenziell eher auf eine
geringere Expression des RagC-Proteins in der Randzone hinzudeuten. Allerdings ist
hier die verfligbare Probenzahl fiir eine klare Aussage nicht relevant.

Bei niedriger Expression von RagC in der Tumorrandzone (hohe ACi-Werte) zeigt sich
ein schlechteres Uberleben der Patienten gegeniiber Patienten mit hoher Expression
von RagC.

Mittels Western Blot konnte in einem unabhangigen Verfahren die Expression von Rag C
gezeigt werden.

Der TMA zeigt im Tumorzentrum eine homogene Anfiarbung der Tumorzellen neben
dem Vorliegen von Nekrosen und pathologischen Gefiflen. In der Infiltrationszone
zeigen die Tumorzellen der gleichen Patienten eine ahnlich starke Anfarbung wie im
Tumorzentrum und durchflechten das nicht pathologische Hirngewebe welches selbst
nicht anreichert.

Sollten weiterfithrende in-vivo-Studien zu RagC angestrengt werden empfiehlt es sich
den Entnahmeort der Probe eindeutig zu definieren, da sich Unterschiede in der
Bedeutung fiir die Uberlebenszeit zwischen dem Tumorzentrum und der

Tumorrandzone ergeben. Eine Verwendung als Prognosemarker ist nach den
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vorliegenden Ergebnissen nicht empfehlenswert. Eine Prognoseabschatzung wiirde sich
als technisch schwierig gestalten ohne den genauen Entnahmeort der untersuchten
Probe zu kennen.

Therapeutisch erscheint eine Hemmung von RagC wenig vielversprechend, da
niedrigere Expressionslevel mit einem schlechteren Uberleben einhergehen. Da dem
gesteigerten Zellwachstum andere Faktoren zugrunde zu liegen scheinen ist eine

selektive Hemmung von RagC nicht sehr aussichtsreich.

4.4 Kritische Betrachtung fiir VPS34

VPS34 ist ebenfalls essentiell in die Aminosaure-Stimulation von mTORC1 involviert,
weil ohne diese Phosphatidylinositol-3-Kinase eine Erhéhung der Kinaseaktivitat des
mTOR-Komplexes durch Aminosduren nicht mehr moglich ist, wie dies an der
Phosphorylierung des klassischen mTORC1-Substrates p70S6K ablesbar ist. Umgekehrt
steigert die erzwungene Uberexpression von VPS34 in Gegenwart eines hinreichenden
Aminosdurepools die Phosphorylierung des genannten mTORC1-Substrates [118]. Ein
komplexer, Ca?+vermittelter Mechanismus fiir die positive Regulation von mTORC1
durch Aminosauren via VPS34 wurde von Gulati und Kollegen vorgeschlagen [119].

Mit Hilfe der real-time-PCR wurde ebenfalls die Expression von VPS34 im
Tumorzentrum und in der Tumorrandzone ermittelt. Wie schon fiir MAP4K3 waren
auch hier die Mittelwerte der mRNA-Level in beiden Regionen nahezu identisch
(Differenz < 2,6%, nicht signifikant). Es war also auch hier nicht davon auszugehen, dass
Tumorzellen in der aktiven Wachstumszone abweichende Level dieses
Aminosduresensors aufweisen, wenngleich auch hier der Vorbehalt einer eventuellen
spateren Untersuchung einzelner Zellelemente der Infiltrationszone nach Mafdgabe der
Histologie bestehen bleibt. Im Vergleich von Tumorzentrum und Tumorrandzone
hinsichtlich der Expression von VPS34 zeigt sich eine positive Korrelation welche
statistisch signifikant ist (p<0,01).

Analysen auf Proteinebene im Western Blot zeigten ein dhnliches Expressionslevel von
VPS34 fir das Tumorzentrum und die Tumorrandzone als Bestdtigung der mRNA-
Befunde. Der verfligbare Antikorper ist allerdings nicht spezifisch fiir VPS34 sondern
allgemein gegen PI3K gerichtet, was die Interpretation erschwert. Denn auch andere
PI3Ks sind oberhalb von mTORC1 und unabhéngig von Aminosauren in die Aktivierung

des mTOR-Komplexes involviert, z.B. bei der Weiterleitung pro-mitotischer Signale von
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Rezeptortyrosinkinasen, wie z.B. dem EGF-(epidermal growth factor) Rezeptor. Diese
Signaltransduktion von Rezeptortyrosinkinasen via PI3K, Akt und mTORC1 ist eine
wesentliche Funktion von PI3Ks in Tumoren, auch in Gliolastomen [120]. Insofern ist die
Aussagekraft des Western Blots nicht spezifisch.

Ein TMA konnte fiir VPS34 nicht angefertigt werden, da derzeit, keine kommerziellen
Antikorper verfligbar sind, welche spezifisch gegen VPS34 gerichtet sind.

Firr die Uberlebenszeit zeigt VPS34 sowohl fiir das Tumorzentrum als auch fiir die
Tumorrandzone ahnliche Resultate fiir hohe und niedrige Expressionslevel. Ein
Uberlebensvorteil konnte fiir verschiedene Expressionen von VPS34 nicht nachgewiesen
werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass VPS34 gegeniiber MAP4K3 und RagC der am
wenigsten geeignete Prognose-Marker ist, da sich keine Uberlebensvorteile fiir
verschiedene Expressionslevel zeigten.

Holand et al konnten in Zellkulturen eine Verlangsamung des Tumorwachstums von
Glioblastomen unter Hemmung von PI3K mittels si-RNA nachweisen [104]. Aufgrund
der hier vorgelegten Daten der rt-PCR scheint jedoch speziell die Expression von VPS34

keinen Einfluss auf das Gesamtiiberleben zu haben.

4.5 Behandlungsintensitit als Storvariable fiir die Uberlebenseffekte der
Aminosaduresensor-Expression

Weitaus die meisten Patienten erhielten Radiatio, Temodal und Gliadel-Wafer (siehe
Tabelle 5). Genaueres war jedoch lediglich fiir Gliadel bekannt (Anzahl Wafer), nicht
aber fir die Standardtherapien Radiatio und Temodal. Bei jeder durchgefiihrten
Operation wurde eine moglichst ausgedehnte Resektion angestrebt. Das genaue Ausmaf3
der Operation (Teilresektion, subtotale oder makroskopisch totale Resektion) war
jedoch nicht bekannt. Hinsichtlich der qualitativen Zusammensetzung der
Behandlungsmodalitdten war das untersuchte Kollektiv also recht homogen, relevante
quantitative Parameter waren jedoch weitgehend unbekannt (Ausmafd der Resektion,
Anzahl der Temodal-Zyklen, Details der Radiatio). Eine exakte Statistik zum Ausschluss
der Behandlungsintensitat als Storfaktor bei der Bewertung der Rolle von
Aminosiurensoren fiir das Uberleben, war so nicht méglich. Dementsprechend sind die
in den Kaplan-Meier-Kurven der Abbildungen 5, 6 und 7 diskutierten signifikanten
Abhingigkeiten der Uberlebenszeiten von einzelnen Aminosiuresensoren mit héchster

Vorsicht zu betrachten. Trotz der Unmoglichkeit einer exakten Statistik zu diesem
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Punkt, sollte zumindest qualitativ die Behandlungsintensitit als Storvariable im
Folgenden betrachtet werden.

Als mutmaglich relevante Uberlebensfaktoren waren die Expression von MAP4K3 in
Tumorzentrum und Tumorrandzone sowie die Expression von RagC in der
Tumorrandzone in Erscheinung getreten. Fir diese drei Parameter waren
libereinstimmend jeweils hohe AC-Werte, also eine niedrige Expression, mit
schlechterem Uberleben assoziiert gewesen. Dies war statistisch analysiert worden
anhand der Aufteilung der ACi—-Werte in drei Perzentile, d.h. die hochsten Perzentile
waren jeweils mit dem schlechtesten Uberleben assoziiert (Abb. 5 und 6).

Die Tabelle 8 gibt nun an, welche Behandlungsintensitit Patienten zuteilwurde, die
jeweils in die obere (3), mittlere (2) oder untere (1) Perzentile fielen. Die
Behandlungsintensitdat wurde dabei aufgeteilt in Temodaltherapie (% der Patienten mit
Temodal), Radiatio (% der Patienten mit Radiatio) und die Anzahl der erhaltenen
Gliadel-Wafer.

Fir MAP4K3 im Tumorzentrum zeigte sich dabei, dass der Prozentsatz Temodal-
behandelter bzw. bestrahlter Patienten sowie die mittlere Anzahl der erhaltenen
Gliadel-Wafer von der Gruppe der hochsten Perzentile tiber die mittlere zur niedrigsten
Perzentile abnahmen. Dabei waren die Differenzen generell gering und die Unterschiede
in der Anzahl der Gliadel-Wafer, als einziger quantitativer Parameter, auch zwischen
den Gruppen nicht signifikant. Die moderaten Differenzen der Behandlungsintensitat
innerhalb dieser drei Gruppen hatten also eine Ausrichtung, die exakt der Reihung der
MAP4K3-Expression nach dem Uberlebensvorteil entgegenlief. Die Gruppe mit der fiir
das Uberleben ungiinstigsten MAP4K3-Perzentile hatte eine geringfiigig intensivere
Behandlung erfahren. Hieraus ergaben sich also keine Hinweise auf eine Storwirkung
der variablen Behandlung auf den behaupteten prognostischen Effekt von MAP4K3.

Die gleiche Argumentation gilt mit Einschrankungen auch fiir die beiden anderen
Parameter, d.h. MAP4K3 und RagC in der Tumorrandzone. Hier gab es zwar keine der
prognostischen Tendenz der Aminosduresensoren entgegenlaufende Verteilung der
Behandlungsintensitaten, aber umgekehrt auch keine gleichgerichtete Verteilung.
Erneut waren die Differenzen insgesamt gering und fiir den einzigen quantitativen
Parameter, die Anzahl der Gliadel-Wafer, zwischen den drei Perzentil-Gruppen auch in
keinem Fall statistisch signifikant.

Es ergibt sich also als Resiimee, dass die verfiigbaren Behandlungsdaten zumindest

keinen Hinweis darauf liefern, dass die behaupteten Uberlebenseffekte der Aminosiure-
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Sensoren nur Scheineffekte sind, die sich durch die variable Behandlung der Patienten
erklaren liefden. Selbstverstindlich muss betont werden, dass im Rahmen dieser
Doktorarbeit der prognostische Wert der mRNA-Level nicht hinreichend nachgewiesen
werden konnte. Fiir eine vertiefte Analyse bediirfte es eines grofieren und moglichst
homogen behandelten Patientenkollektivs bei gleichzeitiger statistischer Betrachtung

aller relevanten Co-Variablen.
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Tab. 8: Darstellung der Perzentilen fiir die ACt-Werte von MAP4K3 Tumorzentrum, MAP4K3 in der
Tumorrandzone und RagC in der Tumorrandzone. Den Perzentilen wurde dann die angewandte Therapie
mit Temozolomid, Radiatio und intraoperativer Anwendung von Carmustin-Wafern zugeordnet.
Dargestellt wurden die Werte fiir die in der rt-PCR ein signifikanter Einfluss auf die Uberlebenszeit
nachgewiesen werden konnte. Die Perzentile 3 entspricht dabei den hohen ACt-Werten, Perzentile 2 den
mittleren ACt-Werten und Perzentile 1den niedrigen ACt-Werten.

MAP4K3 Tumorzentrum

ACt-Wert 0% Temodal % Radiatio Anz. Gliadel-Wafer
Perzentile 3 92 100 6,08
Perzentile 2 85 85 5,31
Perzentile 1 83 75 4,50

MAP4K3 Tumorrandzone

ACt-Wert 0% Temodal % Radiatio Anz. Gliadel-Wafer
Perzentile 3 85 92 4,54
Perzentile 2 92 92 6,69
Perzentile 1 85 73 4,55

RagC Tumorrandzone

ACt-Wert % Temodal % Radiatio Anz. Gliadel-Wafer
Perzentile 3 85 92 5,08
Perzentile 2 82 73 573
Perzentile 1 92 92 5,15

4.6 Der Einsatz von Gliadel® bei Glioblastomen in der Primirtherapie

Die postoperative Chemotherapie hat nur eingeschrankten Zugriff auf den Resttumor, da
die Blut-Hirn-Schranke limitierend fiir die intrathekale Konzentration des
Chemotherapeutikums ist [121].

Aufgrund dessen wurde ein Therapieansatz geschaffen bei dem eine Chemotherapie
direkt vor Ort ansetzt. Hierfliir werden Gliadel®-Wafer verwendet. Es handelt sich dabei
um mit Carmustin beladene Polymer-Plittchen, welche auf die Resektionsrdander
aufgelegt und dort verklebt werden.

In dem von uns behandelten Patientenkollektiv wurden bei 29 von 37 Patienten
Gliadel®-Wafer eingesetzt. Bei 8 Patienten wurde dies aufgrund von Kontraindikationen
gegen Gliadel wie zum Beispiel die breite Eroffnung des Ventrikelsystems nicht

durchgefiihrt. Je nach Grofde der Resektionshohle wurden unterschiedlich viele Wafer
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eingebracht. Zur statistischen Auswertung wurden folgende Gruppen definiert: Keine
Waferanwendung (8 Patienten), 1-4 implantierte Wafer (4 Patienten), 5-6 Wafern (10
Patienten) und 7-11 Wafern (15 Patienten). Hierbei handelt es sich um die einzigen
sicheren adjuvanten Behandlungsdaten, da die weitere Behandlung aufderhalb der
Klinik stattfand und im Einzelnen nicht mehr vollstindig nachvollziehbar war. Es zeigte
sich ein besseres Uberleben der Patienten mit 1-6 implantierten Wafern im Vergleich zu
keinem oder mehr als 7 Wafern.

Das gute Uberleben der Patienten mit Implantation von 1-6 Wafern beruht unter
anderem auf der haufig noch geringen Grofde des Tumors und entsprechend besserem
Outcome [122]. Hier wirkt Gliadel® lebenszeitverlangernd wie auch in grof3 angelegten
Studien nachgewiesen werden konnte [57].

Ein signifikanter Uberlebensvorteil war jedoch nicht nachweisbar, was im Wesentlichen
an der geringen Anzahl an Patienten mit mehreren sehr kleinen Kohorten lag. Fiir eine
statistische Auswertung ware ein grofieres und homogeneres Patientenkollektiv

erforderlich.

4.7 Ausblick

Die Erforschung der Glioblastome und ihrer Genese bietet noch sehr viel Potenzial, da
zum jetzigen Zeitpunkt nur begrenzte Daten liber die Tumorbiologie zur Verfiigung
stehen und gerade auch die bisherigen Therapieerfolge lediglich im Rahmen mehrerer
Monate nicht aber Jahre oder gar einer vollstandigen Heilung liegen.

Es gelang der Nachweis einer heterogenen Verteilung fiir die verschiedenen
Aminosduresensoren zwischen den Tumoren und z.T. auch innerhalb eines Tumors
zwischen Tumorrandzone und dem Tumorzentrum. Systematische
Mittelwertsdifferenzen zwischen den Lokalisationen iiber alle 37 untersuchten
Glioblastome wurden jedoch fiir MAP4K3 und VPS34 ausgeschlossen und erreichten bei
der untersuchten Fallzahl auch fiir RagC keine statistische Signifikanz. Wegen der
Heterogenitit innerhalb eines Tumors ist es flr zukiinftige Untersuchungen wichtig, in
vivo genau zu definieren, an welcher Stelle die Proben entnommen werden, um
vergleichbare Daten zu erzeugen. Eine enge und zuverladssige Zusammenarbeit zwischen
dem Kliniker, der die Proben entnimmt und dem Kollegen, der die Proben im Labor

verarbeitet ist dafiir unerlasslich.
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Eine pharmakologische Hemmung verspricht aufgrund des schlechten Uberlebens bei
niedriger Expression von MAP4K3 und RagC nur wenig Aussicht auf eine Verlangerung
des Uberlebens. VPS34 scheint aufgrund der erzielten Ergebnisse als Zielprotein
ebenfalls eher wenig geeignet, da kein Effekt unterschiedlicher Expressionslevel auf das
Gesamtiiberleben gezeigt werden konnte.

Interessant ist vor allen Dingen MAP4K3 als prognostischer Faktor, da hier sowohl fiir
das Tumorzentrum als auch fiir die Tumorrandzone ein Einfluss der Expression des
Proteins auf die Uberlebenszeit der Patienten nachgewiesen werden konnte. Dieser
Zusammenhang lief? sich fiir Rag C nicht so klar nachweisen, da lediglich die Expression
in der Tumorrandzone einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben zu haben scheint.
In prospektiven Studien wire es auch interessant zu untersuchen, ob im Falle eines
Rezidiv-Tumors sich die relative Konzentration von MAP4K3 oder RagC iiber die Zeit
andert. Im Falle eines Rezidivs konnte die Anderung des Expressionsmusters auf eine
zunehmende Aggressivitdit des Tumors hindeuten und entsprechend auch wieder

prognostisch relevant sein.
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5. Zusammenfassung

Beim Glioblastom handelt es sich um einen bdsartigen Tumor aus hirneigenen
Vorlauferzellen. Bislang haben alle Therapiekonzepte beim Menschen nur eine sehr
geringe Verlingerung der Uberlebenszeit und eingeschrinkte Verbesserung des
progressionsfreien Uberlebens bewirken kénnen.

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, zu untersuchen, inwiefern sich die Expression der
Aminosduresensoren MAP4K3, RagC und VPS34 in der Tumorrandzone und im
Tumorzentrum voneinander unterscheiden. Weiterhin wurde auch die Uberlebenszeit
in Abhdngigkeit von der Konzentration der Aminosduresensoren jeweils fiir das
Tumorzentrum und die Tumorrandzone untersucht.

Zur Untersuchung wurden Proben von operativ entfernten Glioblastomen verwendet.
Diese waren nach der Resektion des Tumors entsprechend ihrer Lokalisation in
Tumorrandzone und Tumorzentrum separiert worden.

Die mRNA fiir MAP4K3 und VPS34 ist im Zentrum und in der Randzone quantitativ
nahezu gleichverteilt. Die Mittelwerte waren fiir beide Regionen jeweils fast identisch
(Differenzen <3,6% bzw. <2,6%). Dagegen liegt die mRNA fiir RagC in der
Tumorrandzone moglicherweise hoher konzentriert vor als im Tumorzentrum (Faktor
1,6), wenngleich auch diese Differenz beim jetzigen Probenumfang keine Signifikanz
erreichte. Da in der Tumorrandzone neben den Tumorzellen auch gesundes Gewebe
vorliegt, mag die mRNA-Konzentration in den Tumorzellen der Randzone
vergleichsweise unterschatzt worden sein. Dies konnte nur durch kiinftige Separierung
der Zellelemente der Randzone via Mikrodissektion ndher untersucht werden.

Bei der Korrelation der Uberlebenszeiten mit der Expression der Aminosiauresensoren
konnte statistisch signifikant (p<0,05) gezeigt werden, dass eine niedrige Expression
von MAP4K3 im Zentrum und in der Randzone mit einem schlechteren Uberleben
einhergehen. Fiir RagC zeigt sich ebenfalls ein signifikant schlechteres Uberleben bei
niedriger Expression in der Tumorrandzone (p<0,05). Die Unabhingigkeit dieser
Einschatzung von potentiell storenden Co-Variablen, insbesondere variabler
Behandlungsintensitdt, miisste jedoch spateren Studien mit grofderen und homogeneren
Patientenkollektiven vorbehalten bleiben. Die Expression von VPS34 in Tumorzentrum

und der Tumorrandzone scheint keine Auswirkung auf das Gesamtiiberleben zu haben.
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