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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS)

Zu den Neoplasien des zentralen Nervensystems zahlen neben den sekundaren,
aus anderen Neoplasien entstandenen Absiedlungen, die primaren Hirntumore,
welche sich durch ihre molekulare, histologische und klinische Heterogenitat in
unterschiedliche Entitaten einteilen lassen (Wirsching und Weller 2018; Louis et
al. 2016). Sie entwickeln sich aus unterschiedlichen Zellen des zentralen Nerven-
gewebes, auf welche die Nomenklatur der Hirntumore anhand derer typischen
histopathologischen Ahnlichkeiten basiert. Zum Beispiel Astrozytome, inklusive
dem Glioblastom, Oligodendrogliome, Ependymome oder Neurozytome (Louis et
al. 2016; Louis et al. 2021).

Der Grofiteil der hirneigenen Tumore tritt sporadisch auf. Eine familare Haufung
oder der Einfluss von exogenen Faktoren ist in den allermeisten Fallen nicht zu
beobachten (Wirsching und Weller 2018).

Eine Besonderheit stellen die Hirntumore hinsichtlich der hamatogenen Metasta-
sierung dar, die anders als bei Krebsarten der allermeisten Organe nur in Einzel-
fallen beobachtet wird. Im Gegensatz zur seltenen extraneuralen Metastasie-
rung, zeigen die meisten primaren Gliome jedoch ein ausgepragtes infiltratives
Wachstum in angrenzende Hirnregionen, was die lokalen Therapiemaoglichkeiten
begrenzt (Torres und Canoll 2019). Haufig ist bei hdhergradigen Gliomen die
Rede von einer Ganzhirnerkrankung, da auch in Friihstadien und scheinbar be-
grenzter Ausdehnung schon eine weit fortgeschrittene Tumorzellinfiltration in dis-

tante Hirnregionen vorliegt (Sahm et al. 2012).

Trotz intensiver wissenschaftlicher Bemihungen hat sich die Prognose insbeson-
dere von Patient:innen mit hochgradigen Gliomen (HGG) bisher kaum verbessert
(Weller et al. 2015).
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1.2 WHO-KIlassifikation

Definitionsgemal} werden Gliome nach histopathologischen Kriterien gemaf3 der
WHO-KIlassifikation in die Grade I-IV unterteilt. Hierbei zahlen die niedriggradigen
Tumore zu den Graden I-1I, wohingegen die hochgradigen Hirntumore den Gra-
den lll und IV zugeordnet werden (Louis et al. 2016; Louis et al. 2021). Pilozyti-
sche Astrozytome, als Vertreter der WHO Grad I-Tumore zeichnen sich durch ein
langsames Wachstum und méglicher Heilung der betroffenen Patient:innen nach
vollstandiger chirurgischer Resektion aus. Im Gegensatz dazu neigen die WHO
Grad II-Tumore zur Rezidivbildung und einer malignen Progression (Kirchner et
al. 2014). Weiter entsprechen Gliome der WHO-Grade Il und IV malignen Enti-
taten, charakterisiert durch schnelles und infiltratives Wachstum, welche neben
einer maximalen Resektion zusatzlich durch eine anschlieRende Radiochemo-
therapie behandelt werden sollten (Stupp et al. 2005). Dennoch liegt das mittlere
Gesamtlberleben bei Letzteren trotz aggressiver multimodaler Behandlung bei
14 Monaten (Stupp et al. 2005).

Bis zur Veroffentlichung der WHO-Klassifikation von Tumoren des ZNS im Jahr
2016 erfolgte die Einteilung hauptsachlich basierend auf histopathologischen
Merkmalen, den unterschiedlichen Herkunftszellen sowie aufgrund des Differen-
zierungslevels der Tumore. Seit 2016 gehen nun neben histologischen Kriterien
zusatzlich molekulare Marker in die Beurteilung der Tumorentitat sowie des Ma-
lignitdtsgrades mit ein (Louis et al. 2016) und dienen so einer klaren Zuordnung
innerhalb der WHO-Klassifikation (Tabelle 1). So werden zum Beispiel
Glioblastome vom lIsocitrat-Dehydrogenase (IDH)-Wildtyp von solchen mit dem
Vorliegen einer IDH-Mutation unterschieden, wobei letztere wahrscheinlich se-
kundaren Glioblastomen entsprechen (Ohgaki und Kleihues 2013). Die IDH-En-
zyme wirken als Katalysatoren in der Reaktion von lIsocitrat zu a-Ketoglutarat
(Gupta et al. 2011). Eine Mutation der Enzyme ist dabei mit einer grol3en Menge
von ansonsten geringfugig vorhandenen Stoffwechselprodukten 2-Hydroygluta-
rat und Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) assoziiert (Brennan
2011; Parsons et al. 2008). Weiterhin stellt der Verlust des kurzen Arms von

Chromosom 1 und des langen Arms von Chromroms 19 (1p/19q-Codeletion)
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einen diagnostischen Marker fir das Vorliegen eines Oligodendroglioms dar,
wodurch die friher regelmaRig diagnostizierte Mischform eines Oligoastrozytoms
praktisch abgeschafft wurde (Sahm et al. 2014). Speziell fur diese Arbeit von Be-
deutung sind aul3erdem die seit 2016 in der Klassifikation der WHO berucksich-
tigten Glioblastome mit vorliegender Mutation des Histons 3 an Stelle 27
(H3K27M) (Louis et al. 2016), welche sich als Marker fur diffuse Mittellinienglioma
etabliert hat (Cooney et al. 2020).

Aufgrund des schnellen fortwahrenden Fortschritts auf dem Gebiet der Gliom-
klassifikation erscheinen regelmalig Updates des Consortium to Inform
Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy (cIMPACT-NOW)
(Louis et al. 2019; Louis et al. 2021). In der aktuellen Klassifikation haben mole-
kulare Charakteristika einen zunehmenden Stellenwert bei der Einteilung der Gli-
ome. Angesichts der Erstellung dieser Arbeit vor Erscheinen der neuen Klassifi-
kation wird diese in einem gesonderten Kapitel besprochen (s. Kapitel 1.6
Zusatz: Neue WHO-Klassifikation).

Tabelle 1: Klassifikation ausgewéhlter Tumore des ZNS, nach Louis et al. 2016. Seit 2016
werden ZNS-Tumore zusatzlich nach Vorliegen unterschiedlicher molekularer Marker differen-
ziert. Die rébmischen Zahlen |, 11, 11l und IV entsprechen dabei den Graden der Weltgesundheits-
organisation (WHO).

Diffuse astrozytare und oligodendrogliale Tumore Il v

Diffuses Astrozytom, IDH-mutiert

Anaplastisches Astrozytom, IDH-mutiert

Glioblastom, IDH-Wildtyp

Glioblastom, IDH-mutiert

Diffuses Mittelliniengliom, H3K27M-mutiert
Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19g-Codeletion

Anaplastisches Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19g-Codeletion

Ein Algorithmus zur Herleitung des WHO-Grades anhand der gegebenen histo-

logischen sowie molekularen Gegebenheiten ist in Abbildung 1 dargestellit.
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ATRX-Verlust™ Diffuses Astrozytom IDH-mutiert (I}
TP53-Mutation*® Anaplastisches Astrozytom (IIl)
‘ Astrozytom IDH-mutiert
N . Oligodendrogliom IDH-mutiert und 1p/19q-Codeletion (Il
- L Cedekeror Anaplastische Oligodendrogliom IDH-mutiert und 1p/19g-Codeletion (lil)
Oligoastrozytom
5 3 e I Nach Ausschluss anderer Entitaten
‘ Sl s 1 WRRESE Diffuses Astrozytom, IDH-Wildtyp, Oligodendrogliom NOS (Il

IDH-mutiert

} Glioblastom (IV) ‘

IDH-Wildtyp

Glioblastom } Gliobl IDH-Wildtyp (IV) ‘

H3K2TM-mutiert } Diffuses Mittelliniengliom (IV) ‘

Bei vollstandiger oder nicht erfolgter genetischer Testung:
Diffuses Astrozytom NOS, Oligodendrogliom NOS, Oligoastrozytom NOS, Glioblastom

*charakteristisch, aber fur Diagnose nicht erforderlich

Abbildung 1: Algorithmus zur Klassifikation ausgewahlter ZNS-Tumore, modifiziert nach
Louis et al. 2016. Dargestellt sind ZNS-Tumorentitaten mit mdglichen molekularen Merkmalen
und dem daraus resultierenden WHO-Grad.

Die dargestellte Einstufung ausgewahlter zentraler Neoplasien kann im Kklini-
schen Alltag als Referenz fur die weitere Therapie mit einer adjuvanten Bestrah-
lung und spezifischen Chemotherapie herangezogen (Hegi et al. 2005; Weller et
al. 2017) und daraus prognostische Werte abgeleitet werden. Darlber hinaus
mussen weitere Variablen flr eine Prognosefestlegung betrachtet werden.
Hierzu zahlen neben der WHO-KIassifikation zum einen klinische Kriterien wie
das Alter der Erkrankten, der neurologische Status sowie die Tumorlokalisation.
Auch das Ausmal} der chirurgischen Resektion wird als prognostischer Faktor
betrachtet (Lamborn et al. 2004; Lacroix et al. 2001; Dobran et al. 2018; Mineo
et al. 2007).

1.3 Primare hochgradige Gliome

1.3.1 Epidemiologie

Aufgrund des demografischen Wandels mit Zunahme der alteren Population so-
wie der verbesserten Diagnosemoglichkeiten, nahm die Inzidenz der
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Patient:innen mit Glioblastoma multiforme (GBM), insbesondere mit einem Alter
Uber 70 Jahren, in der vergangenen Zeit stetig zu (Hess et al. 2004). Nach den
Meningeomen (39,0%) und Hypophysentumoren (17,1%) vertritt das GBM
(14.3%) in den USA die dritthaufigste Neoplasie des ZNS (Ostrom et al. 2021).
Das GBM stellt dabei mit 49,1% aller malignen (Ostrom et al. 2021) und 52% aller
primaren Hirntumore (Cairncross et al. 2013) die haufigste primare und maligne
Hirnneoplasie im Erwachsenenalter (Ohgaki, 2009; Yong & Lonser, 2011; Young
et al., 2017) mit einer jahrlichen Inzidenz von 3,23/100.000 (Stupp et al. 2017;
Ostrom et al. 2015; Ostrom et al. 2021) dar und geht mit einer schlechten Prog-
nose einher. Weiter rangiert das anaplastische Astrozytom (AA) mit etwa 6,8 %
aller primaren ZNS-Gliome (Ostrom et al. 2021) an zweiter Stelle. Eine weitere
seltene Untergruppe reprasentiert das anaplastische Oligodendrogliom (AO) mit
einer sehr variablen Prognose (Labreche et al. 2015). Oligodendrogliome haben

einen Anteil von 1,7% aller primaren Gliome des ZNS (Ostrom et al. 2021).

Fir den Grof3teil der Gliome lassen sich keine eindeutigen Risikofaktoren identi-
fizieren. Typische, mit anderen Krebsarten assoziierten Faktoren, wie Nikotin-
oder Alkoholabusus wurden untersucht, boten jedoch keine eindeutige Korrela-
tion zum Auftreten der Erkrankung (Francis et al. 2022). Ein kleiner Anteil dieser
Tumore ist auf genetische Veranderungen und Risikofaktoren zurlckzufuhren.
So stellen die Neurofibromatose Typ 1 (NF1) und 2 (NF2), das Li-Fraumeni-Syn-
drom und die tuberdse Sklerose sowie ionisierende Strahlung ein erhéhtes Risiko
fur die Entwicklung von Gliomen dar (Grimm und Chamberlain 2016; Ostrom et
al. 2014; Francis et al. 2022).

Die Halfte aller betroffenen Patienten:innen mit GBM in den USA sind Uber 65
Jahre und ein Funftel Uber 75 Jahre alt (Ostrom et al. 2015). Wahrend beim AA
und GBM die Inzidenz altersabhangig steigt (Ostrom et al., 2014; Ostrom et al.,
2015; Ostrom et al., 2021; Reardon & Wen, 2006; Young et al., 2017), tritt das
AO gehauft in jungeren Jahren (Ostrom et al. 2014) auf. Das durchschnittliche
Diagnosealter beim AO betragt dabei 49,2 Jahre (Liu et al. 2019) und erreicht
weiterhin die héchste Inzidenz im Alter von 45-54 Jahren (Ostrom et al., 2021).
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Bekannt ist auch, dass Manner etwas haufiger von hirneigenen Tumoren betrof-
fen sind als Frauen (Reardon und Wen 2006; Hardell et al. 2013; Ostrom et al.
2021). In einer epidemiologischen Studie von Hardell et al. zeigt sich diesbezlug-
lich ein Verhaltnis von 64,5% zu 35,5% zwischen dem mannlichen und weiblichen
Geschlecht unter Berlcksichtigung der Astrozytome WHO IlI-IV (Hardell et al.
2013). Eine ahnliche Verteilung konnte auch bei Patient:innen mit AO (Engelhard
et al. 2003) mit einem Verhaltnis von 56,19% zu 43,81% Manner zu Frauen fest-

gestellt werden (Liu et al. 2019).

Daruber hinaus wird eine hohere Inzidenz von malignen Gliomen (Reardon und
Wen 2006; Liu et al. 2019; Ostrom et al. 2015) bei vergleichbarer Therapie und
eine schlechtere Uberlebensrate in der weiRen Bevélkerung beschrieben (Miller
et al. 2021).

1.3.2 Klinik und Symptomatik

Hohergradige Gliome, insbesondere das GBM, werden durch ihr invasives
Wachstum in die Umgebung und dem daraus entstehenden Druck und édemat-
Oser Schwellung in angrenzende Hirnareale symptomatisch (Yong und Lonser
2011; Batchelor 2017; Schijns et al. 2018). Die Symptome sind dabei vielfaltig
und reichen von Kopfschmerzen, Krampfanfallen, Sprachdefiziten bis hin zu mo-
torischen Ausfallserscheinungen, welche von der jeweiligen Lokalisation abhan-
gen (Batchelor 2017; Chaichana et al. 2014). Weiterhin kdnnen Gedachtnisver-
luste, Personlichkeitsveranderungen und Verwirrtheit auftreten (Batchelor 2017).
Ein haufiges Erscheinungsbild geben dabei Krampfanfalle ab, welche bei etwa
der Halfte aller Patient:innen mit einem Gliom WHO Il und bei etwa einem Viertel
der Patient:innen mit einem Gliom Grad IV auftreten (Batchelor 2017; Chang et
al. 2005). Diese konnen generalisiert oder fokal auftreten und unterscheiden sich
abhangig von der Tumorlokalisation (Schijns et al. 2018). Krampfanfalle sind Fol-
geerscheinungen der durch die Neoplasie bedingten veranderten und unorgani-
sierten elektrischen Aktivitat der Zellen, welche allerdings in vielen Fallen medi-
kamentods kontrolliert werden kdnnen (Batchelor 2017). DarUber hinaus zeigen

Betroffene mit einem langen Gesamtliberleben vermehrt kognitive Defizite.
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Grund hierflr kdnnen durch die Behandlung entstandene Strahlenschaden, ein
kommunizierender Hydrozephalus, Schadelneuropathien und Polyradikulopa-
thien durch eine leptomeningeale Ausbreitung sein (Schijns et al. 2018). In Ta-
belle 2 wurden nun die wichtigsten Symptome der Patient:innen mit HGG nach

einer Studie von Chang et al. aufgefuhrt (Chang et al. 2005).

Tabelle 2: Symptome bei Patient:innen mit hochgradigen Gliomen (Chang et al. 2005). Die
Symptome der Patient:innen sind sehr vielfaltig und reichen von kognitiven iber motorische bis
hin zu sensorischen Defiziten.

Prozentualer Anteil symptomatischer Patient:innen

Symptome (%) WHO Il WHO IV
Kopfschmerzen 56,0 52,7 57,3
Gedachtnisverlust 35,5 26,5 39,2
Kognitive Stérungen 34,4 22,5 38,8
Motorische Defizite 33,0 25,2 35,9
Sprachstérungen 32,5 22,5 36,2
Krampfanfalle 31,9 56,5 23,5
Personlichkeitsstorungen 23,1 10,9 27,4
Sehstérungen 21,6 231 211
Andere 17,4 14,3 18,5
Bewusstseinsstérungen 16,2 10,9 18,3
Ubelkeit/Erbrechen 13,1 8,2 14,8
Sensorische Defizite 12,6 5,0 11,9
Papillenédem 4.6 4.8 4.6
Karnofsky-Index Mittelwert (%) 81 86 79

1.3.3 Diagnostik

Haufig wird im Rahmen der ersten diagnostischen Schritte eine Computertomo-
graphie (CT) durchgeflihrt, um eine Blutung oder einen Schlaganfall bei zum Bei-

spiel (z.B.) plotzlich einsetzenden neurologischen Symptomen, ausschlielen zu
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kénnen. Die Magnetresonanztomographie (MRT) stellt die diagnostische Me-
thode der Wahl bei hirneigenen Tumoren dar. Zur besseren Abgrenzung der Aus-
dehnung des Tumorgewebes erfolgt die Bildgebung in der Regel mithilfe von tber
die Vene verabreichtem Kontrastmittel z.B. Gadolinium (Grimm und Chamberlain
2016). Erganzend kann eine Diffusions-MRT, Perfusions-MRT, MR-Spektrosko-
pie sowie eine Positronenemissionstomographie (PET) zur genaueren Darstel-
lung und Differenzierung beitragen (Mechtler 2009). Wahrend die MRT eine hohe
Sensitivitat in der Darstellung eines Hirntumors und dessen Lokalisation aufweist,
ist ihre Spezifitat eher gering. So sollte im weiteren Verlauf eine Gewebesiche-
rung stattfinden, um die Diagnose zu sichern (Taal et al. 2015). Diese wird in den
allermeisten Fallen im Rahmen einer Operation mit gleichzeitiger Resektion des
Tumors durchgeflihrt, welche in speziellen Fallen auch mittels einer stereotakti-
schen oder navigierten Biopsie erfolgen kann (Batchelor 2017). Letztere kommt
dann zum Einsatz, wenn der Tumor sich in einer sehr ungunstigen, schwer zu
operierenden Region des funktionellen Gehirngewebes befindet oder wenn die
betroffene Person aufgrund seines Allgemeinzustands nicht operationsfahig ist
(Batchelor 2017). Im Anschluss an die Entnahme der Gewebeprobe erfolgt die
histopathologische Begutachtung und anhand dessen die genaue Diagnose
(Taal et al. 2015).

1.3.4 Histologische und molekulare Merkmale

Durch unterschiedliche histopathologische Merkmale konnen die unterschiedli-
chen Gliome differenziert und diagnostiziert werden, wobei die Beschreibung von
molekularen Veranderungen einen wachsenden Stellenwert zur Sicherung der

Diagnose und prognostischen Einschatzung darstellt (Louis et al. 2016).

Im Folgenden werden die wichtigsten Eigenschaften nach Tumorentitaten ge-

trennt voneinander erlautert.

Die im Laufe der Fertigung meiner Arbeit neu erschienene WHO-Klassifikation

aus dem Jahr 2021 und deren Bedeutung flr die untersuchten Tumorentitaten
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wird in einem separaten Kapitel erlautert (s. Kapitel 1.6 Zusatz: Neue
WHO-KIlassifikation).

1.3.4.1 Glioblastoma multiforme

Das GBM zeichnet sich durch seine hohen proliferativen und infiltrativen Eigen-
schaften aus (Louis et al. 2007). Dartber hinaus zeigt das GBM ein typisches
mikroskopisches Bild (Abbildung 2). Zu den wichtigsten histologischen Merkma-
len zahlen dabei eine hohe Zelldichte mit schlecht differenzierten, runden und
pleomorphen, zum Teil mehrkernigen Zellen mit atypischen Zellkernen (Reardon
und Wen 2006). Definierende histopathologische Kennzeichen sind eine hohe
Endothelproliferation und Pseudopallisaden mit strichformiger Nekrose (Reardon
und Wen 2006; Taal et al. 2015; Wirsching et al. 2016). Zudem existiert eine hohe

inter- und intratumorale Hetereogenitat (Patel et al. 2014; Sottoriva et al. 2013).

Abbildung 2: Histologische Eigenschaften des GBM im HE-Schnitt. A Kern- und Zellpleomor-
phie, erhdhte Mitose- und Proliferationsrate. B Einblutungen in das Tumorgewebe. C pathologi-
sche glomerulumartige Gefaliproliferate. D strichférmige Nekrose mit perinekrotischen Pseu-
dopallisaden.
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Gemal der WHO-Klassifikation wird das GBM in IDH-mutierte und IDH-Wildtyp
Varianten unterschieden (Louis et al. 2016; Taal et al. 2015). Das GBM mit IDH-
Wildtyp stellt mit Gber 90% der Falle den vorherrschenden Typ dar und tritt ver-
mehrt als sogenanntes primares oder von Neuem (de novo) entstandenes GBM
auf. Dagegen wird angenommen, dass sich IDH-mutierte Tumore als sekundare
GBM aus einer zuvor bestehenden niedriggradigeren Entitat entwickelt haben

und kommen haufiger bei jungeren Patient:innen vor (Ohgaki & Kleihues, 2013).

Das primare GBM entwickelt sich aus Gliazellen des Gehirns (Reardon und Wen
2006) und zeigt gehauft eine Uberexpression oder Amplifikation des epidermalen
Wachstumsfaktors (EGF) (Benjamin et al. 2003; Ohgaki 2005). 80% der Tumor-
masse ist gekennzeichnet durch typische Tumorzellen sowie zentraler Nekrose,
wahrend der andere Teil die schlecht zu definierende Invasionszone, bestehend
aus Endothelzellen, Blutgefallen, Makrophagen, Mikroglia, myeloischen Zellen,
Lymphozyten und anderen Immunzellen, widerspiegelt (Krichevsky und Uhimann
2019). Letzteren wird zudem eine immunsuppressive und dadurch das Tumor-
wachstum férdernde Eigenschaft nachgesagt (Krichevsky und Uhlmann 2019).
Das primare GBM kann in drei weitere Subtypen unterteilt werden. Je nach Vor-
liegen unterschiedlicher genetischer und molekularer Veranderungen und Tran-
skriptionsfaktoren unterscheidet man proneurale, klassische und mesenchymale
GBM (Brennan et al. 2013; Phillips et al. 2006; Comprehensive genomic charac-
terization defines human glioblastoma genes and core pathways 2008; Khan et
al. 2022). Dabei weisen proneurale Tumore vermehrt eine Mutation von IDH 1
oder des von Blutplattchen abgeleiteten Wachstumsfaktorrezeptors A (PDGFRA)
auf und beinhalten weiterhin eine CpG-Insel (CIMP+)-Subgruppe im Genom (Xie
et al. 2015). Das klassische GBM dagegen zeigt haufig eine EGFR-Amplifikation
sowie eine homozygote Deletion vom Cyclin-abhangigen-Kinase-Inhibitor 2A
(CDKN2A). Mesenchymale Proben sind dabei haufig mit einer hemizygoten De-
letion von NF 1 assoziiert (Xie et al. 2015). Die groRe Heterogenitat innerhalb des
Tumors erschwert jedoch die Differenzierung und kann eine Einteilung verschie-
dener Tumoranteile in unterschiedliche Subtypen zur Folge haben (Sottoriva et
al. 2013).



1 EINLEITUNG 11

Das sekundare Glioblastom entwickelt sich aus niedriggradigeren Gliomen des
WHO-Grades Il oder Ill und stellt die Minderheit aller GBM dar (Wirsching et al.
2016). Auf molekularer Ebene werden diese durch eine spezifische Punktmuta-
tion auf den fur die IDH 1 und 2 kodierenden Genen definiert (Wirsching et al.
2016; Ohgaki und Kleihues 2013). Im Gegensatz zu den primaren sind die se-
kundaren GBM mit einem langeren Gesamtluberleben verbunden und werden ge-

hauft in jungeren Altersgruppen diagnostiziert (Wirsching et al. 2016).

Eine Ubersicht tber die Differenzierung der beiden Glioblastomvarianten unter

Berucksichtigung genetischer Veranderungen bietet die Abbildung 3.

Gliale
WHOC Vorlauferzellen
Grade IDH*/2-Mutation (85 %)
=35 M Gemeinsame Vorlauferzelle mit IDH1/2-Mutation
= 3-6 Monate
TP53-Mutation (> 65 %) 1p19g-Verlust (> 75 %)
ATRX-Mutation (70-80 %) TERT-Mutaticn (70-80 %)
I B B 1 B B
NF1-Alterationen (= 20 %)
| | EGFR-Amplifikation (40-50 %) niedriggradiges niedriggradiges
TERT-Mutation (60-80 %) ; ;
TP53-Mulation (< 30 %) Astrozytom Obligodendrogliom
PTEN-Mutation (25-35 %) .
CDKN2-Deletionen (= 45 %) 9p-Verlust (> 40 %)
= 5 Jahre CDKN2-Deletionen (= 40 %)
v L N
| | | anaplastisches anaplastisches
Astrozytom Obligodendrogliom
19g-Verlust (> 75 %)
10qg-Verlust (> 75 %) = 2 Jahre
L 4 - - A 2 B * -
lV Primares Glioblastom Sekundéres Glioblastom

Abbildung 3: Differenzierung und genetischer Signalweg des GBM, modifiziert nach Ohgaki
und Kleihues 2013. Wahrend das primare GBM direkt aus einer glialen Vorlduferzelle entsteht,
entwickelt sich das sekundare GBM aus einer zuvor bestehenden niedriggradigeren Tumorenti-
tat. Genetische Veranderungen spielen dabei in beiden Entstehungswegen eine Rolle.

1.3.4.2 Anaplastisches Astrozytom

Ahnlich zum GBM wird das AA in ein primares und sekundares AA unterteilt. Mit
einem Anteil von etwa 25% reprasentiert das direkt aus Gliazellen des Gehirns
entstehende primare AA die Minderheit in dieser Subgruppe der HGG (Mechtler

2009). Die restlichen 75% werden dagegen von den sekundaren AA vertreten,
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welche sich aus niedriggradigen Astrozytomen entwickeln (Mechtler 2009). Eine
hohe intratumorale Heterogenitat, bestehend aus niedrig- und hochgradigen Ne-
oplasieregionen, lasst dabei Ruckschlusse auf eine Entstehung aus niedrigma-
ligneren Astrozytomen zu (Grimm und Chamberlain 2016). Zu den charakteris-
tischsten histopathologischen Merkmalen des AA gehodren eine hohe Mitoseakti-
vitat, eine hohe Zelldichte, Kernatypien sowie der immunhistochemische Nach-
weis des sauren Gliafaserproteins (GFAP) und das Fehlen neuronaler Marker
(Louis et al. 2007). Wichtigste differentialdiagnostische Merkmale zum ebenfalls
astrozytaren GBM stellen die Nekrose und Mikrovaskularisation dar, welche bei
einem AA nicht auftreten, sondern Diagnosekriterien des GBM darstellen (Louis
etal. 2007). In Uber 70% der AA treten Mutationen in den Genen TP53 und ATRX
auf (,alpha thalassemia mental retardation syndrome x-linked“). Bei ATRX han-
delt es sich um einen Multiproteinkomplex, welcher einen wichtigen Mechanis-
mus in der Aufrechterhaltung der Telomere von Chromosomen darstellt und des-
sen Mutationen in einer aufgehobenen Proteinexpression endet (Grimm und
Chamberlain 2016). Bei TP53 hingegen handelt es sich um ein Tumorsuppres-
sorgen. Weiterhin existiert bis heute kein eigenstandiger molekularer Marker zur
Definition des AA, sodass die Diagnosestellung aus einer Verknlpfung der his-
tologischen und molekularen Marker erfolgt. DarUber hinaus spielt, ahnlich wie
bei den sekundaren GBM (Brennan 2011; Gupta et al. 2011), eine IDH-Mutation
eine wichtige Rolle, welche sich im Ubrigen unabhéngig von anderen Faktoren
als prognostisch gunstig erweist (Grimm und Chamberlain 2016). Zudem ist der
IDH-Mutation in der aktuellen WHO-KIlassifikation eine differenzierende Rolle bei
der Abgrenzung zum GBM zuteilgeworden. Der Verlust der IDH-Mutation defi-

niert einen astrozytaren Tumor als Glioblastom (Louis et al. 2021).

1.3.4.3 Anaplastisches Oligodendrogliom

Das AO stellt einen seltenen, aber mit ausgepragten histopathologischen Eigen-
schaften ausgestatteten Gliomtyp dar (Louis et al. 2007; Louis et al. 2016). Die
Diagnose eines AO wird bei Vorliegen einer IDH-Mutation sowie der 1p/19g-
Codeletion, einem AO spezifischen molekularen Marker (Grimm und Chamber-
lain 2016), gestellt.
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Das klassische Oligodendrogliom zeigt typische histopathologische Eigenschaf-
ten. Diese umfassen eine wabenartige Anordnung der Tumorzellen mit einem
~opiegelei“-ahnlichen Erscheinungsbild durch runde Zellkerne mit umgebenden
klaren Hofen. Haufig, allerdings nicht spezifisch, existieren zudem verzweigte
Netzwerke feiner Kapillaren (Wesseling et al. 2015). Eine ausgepragte mitotische
Aktivitat mit erhdhter Zelldichte und Zellpleomorphie, eine mikrovaskulare Prolife-
ration oder auffallige Nekrosen sind weitere Kennzeichen eines AO (Engelhard
et al. 2003; Wesseling et al. 2015). Ferner kann in Oligodendrogliomen in man-
chen Fallen ein Wachstum in die Leptomeningen beobachtet werden (Engelhard
et al. 2003). Das AO weist in der Regel eine Mutation von IDH 1 und 2 auf und
zeigt hierbei einen Hypermethylierungs-Phanotyp (Yan et al. 2009; Noushmehr
et al. 2010).

1.3.5 Therapie

Trotz zahlreicher Bemihungen und Fortschritte bleibt die Behandlung von HGG
bis heute eine Herausforderung und erfordert das Zusammenwirken eines multi-
disziplinaren Teams. In der Vergangenheit hat sich neben einer adaquaten
Symptombehandlung die Standardtherapie aus Operation, Bestrahlung und Che-

motherapie durchgesetzt.

1.3.5.1 Chirurgische Resektion
In der Behandlung des GBM ist die Operation und das Ausmal} der erfolgten

Tumorresektion ein signifikanter unabhangiger prognostischer Faktor (Mahboob
und Eljamel 2017). Somit stellt die chirurgische Resektion des Tumorgewebes
den ersten entscheidenden therapeutischen Schritt dar, um zum einen die Diag-
nose zu sichern und zum anderen die Tumorlast bestmdglich zu reduzieren
(Schijns et al. 2018; Grimm und Chamberlain 2016; Stupp et al. 2007). In der
Vergangenheit wurden hierflr zahlreiche Verfahrenstechniken wie das Operati-
onsmikroskop, der intraoperative Ultraschall, die Neuronavigation, die fluores-
zenzgesteuerte Resektion und die intraoperative MRT entwickelt (He3elmann et

al. 2017). Mit diesen Hilfsmitteln kann eine mdglichst radikale Resektion, selbst
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bei schwieriger Lokalisation, erreicht werden. Hierbei ist entscheidend den neu-
rologischen Zustand des Erkrankten durch die Operation nicht weiter einzu-
schranken und somit eine Weiterbehandlung zu ermdglichen (Yong und Lonser
2011).

Mithilfe der Neuronavigation kann anhand einer praoperativen Bildgebung die
exakte Tumorlokalisation und somit eine zielgerichtete Kraniotomie erfolgen.
Eine intraoperative Hirnverschiebung, welche die praoperativ dargestellte Anato-
mie verandert, beeintrachtigt jedoch nach einem gewissen Resektionsausmal}
die Genauigkeit der Neuronavigation, was den Nutzen dieser Technologie ab ei-

nem bestimmten Punkt der Tumorresektion einschrankt (Jenkinson et al. 2018).

Die fluoreszenzgesteuerte Resektion erfolgt nach der praoperativen oralen Gabe
von 5-Aminolavulinsdure (5-ALA). Durch Akkumulation der fluoreszierenden, als
Metabolite von 5-ALA entstandenen, Porphyrine in bevorzugt mitotisch aktivem
Gewebe (Regula et al. 1995), kdnnen so GBM mithilfe spezieller Operationsmik-
roskope und ultraviolettem Licht (UV-Licht) identifiziert werden (Stummer et al.
2000; Stummer et al. 1998). Hierbei ist das Signal von der Zelldichte und der
Porphyrinkonzentration abhangig (Guyotat et al. 2016). Mit einer Sensitivitat von
90% ermoglicht die fluoreszenzgesteuerte Resektion einen verbesserten Resek-
tionsgrad von Kontrastmittel aufnehmendem Gewebe (Hel3elmann et al. 2017).
Die zum Teil fehlenden klaren Grenzen zwischen neoplastischem und funktionel-
lem Gewebe sowie die Unterschiede in der 5-ALA-Aufnahmeaktivitat, abhangig

von den Tumoreigenschaften, stellen eine Limitation dar (Jenkinson et al. 2018).

Die intraoperative Kernspintomographie (ioMRT) ermoglicht eine Echtzeit-Bild-
gebung wahrend der Tumorresektion. Dadurch bietet sie eine Optimierung in der
Erkennung von Tumorrestgewebe und dessen Resektion (HefRelmann et al.
2017). Studien zeigen, dass allein durch die ioMRT die Bruttotumorresektion von
68% auf 96% im Vergleich zur einfachen Mikrochirurgie erhéht werden konnte
(Senft et al. 2011). Eine verbesserte Abgrenzung von neoplastischen zum ge-
sunden Gehirngewebe wird weiterhin mithilfe einer Kombination aus 5-ALA und
ioMRT signifikant verbessert, was wiederum ein hoheres Resektionsausmal} er-
mdglicht (Coburger et al. 2014; Coburger et al. 2015).
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Eine weitere Alternative bietet der Ultraschall, welcher durch Detektion der Re-
flexion von Ultraschallwellen von 20 Megahertz (MHz) eine intraoperative Dar-
stellung von Neoplasien ermoglicht (Jenkinson et al. 2018). Durch manuelle Be-
wegung des Schallkopfes kann so wahrend der Operation ein aktuelles dreidi-
mensionales (3D)-Bild erzeugt und das Tumorvolumen so rekonstruiert werden,
wodurch eine Neuronavigation auf 1,4 mm genau erfolgen kann (Jenkinson et al.
2018).

Trotz all dieser Bemihungen ist eine vollstdndige Resektion oft aufgrund der
Nahe des Tumorgewebes zu funktionellem Gewebe und daraus resultierenden
moglichen neurologischen Defiziten nicht oder nur eingeschrankt durchfuhrbar
(Chaichana et al. 2014; Jenkinson et al. 2018). Eine grol3e Hilfe ist insbesondere
fur die Resektion von Tumoren in der Nahe eloquenter Areale das intraoperative
Neuromonitoring, wodurch radikale Resektionen in unmittelbarer Nahe zu moto-
rischen Arealen wie der Pyramidenbahn oder dem primaren motorischen Kortex

mit gutem Risikoprofil méglich sind (Schupper et al. 2021)

Daruber hinaus belegen neuere Studien einen fehlenden Zusammenhang zwi-
schen einer vollstandigen Tumorresektion und einem Gesamtuberleben bei Oli-
godendrogliomen, im Gegensatz zum positiven Einfluss bei Astrozytomen und
Glioblastomen. Die Autoren dieser Studie fihren dieses Phanomen auf die er-

hohte Chemosensibilitat dieser Subgruppe zurtck (Alattar et al. 2018).

1.3.5.2 Radiochemotherapie

Die meisten Tumorrezidive bei Patient:innen mit GBM treten in unmittelbarer
Nahe zur Primarlokalisation der Neoplasie auf (Gaspar et al. 1992; Choucair et
al. 1986; Hochberg und Pruitt 1980). Im Anschluss an die chirurgische Resektion
hat sich daher die Radiotherapie etabliert.

Seit 2005 erfolgt diese standardmalig als kombinierte Radiochemotherapie nach
dem sogenannten Stupp-Schema. Die 2005 veroffentlichte klinische Studie
konnte ein langeres Gesamtuberleben durch diese Kombinationstherapie de-
monstrieren (Stupp et al. 2005; McTyre et al. 2018). Parallel zur Bestrahlung mit
60 Gy (2 Gy/Tag fur 5 Tage/Woche fur insgesamt 6 Wochen) erhalten die
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Patient:innen das alkylierende Zytostatikum Temozolomid (TMZ) in einer Dosis
von taglich 75 mg/m? Kdérperoberflache (KOF) fur die gesamte Dauer der Radio-
therapie und einer weiteren anschlielenden sechsmonatigen Erhaltungstherapie
uber 6 Zyklen mit einer Dosierung von 150-200 mg/m? KOF fur funf Tage zu Be-
ginn jedes 28 Tage dauernden Zyklus (Stupp et al. 2005; Barani und Larson
2015). Alkylierende Substanzen wie TMZ sind hochreaktive Molekile, welche
durch Ausbildung von Quervernetzungen zwischen Doppelstrangen der Desoxy-
ribonucleinsaure (DNA) proliferierende Zellen schadigen. Das Reparaturprotein
0O8-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) verhindert dagegen diese
Vernetzungen (Esteller et al. 2000) durch rasche Umkehrung der Alkylierung an
der O8-Position des Guanins (Ludlum 1990; Pegg et al. 1995). Insbesondere Pa-
tient:innen, bei welchen ein methylierter MGMT-Promoter (MGMT+) vorliegt, zei-

gen ein besseres Ansprechen auf TMZ (Stupp et al. 2009; Hegi et al. 2005).

Dem gegenubergestellt unterscheidet sich das Behandlungskonzept des AA. Ob-
wohl mehrere Studien in der Vergangenheit keinen deutlichen Nutzen durch Hin-
zunahme einer Chemotherapie mit TMZ feststellen konnten, zahlt diese bis
heute, in Erganzung zur chirurgischen Resektion und Feldbestrahlung, zur Stan-
dardtherapie des AA.

In einer aktuellen Studie konnte nun ein neuer Therapiestandard des AA unter
Berucksichtigung der molekularen Tumoreigenschaften definiert werden. Diese
zeigt einen signifikanten Vorteil einer adjuvanten, aus 12 Zyklen bestehenden,
Chemotherapie mit TMZ fur Patient:innen mit AA und vorliegender IDH-Mutation
hinsichtlich des Gesamtlberlebens sowie des progressionsfreien Intervalls. Er-
krankte mit AA und IDH-Wildtyp dagegen profitierten weder von einer zur Be-
strahlung gleichzeitig durchgefuhrten noch von einer adjuvanten TMZ-Gabe (van
den Bent, Martin J. et al. 2021). So beschreiben Grimm & Chamberlein in ihrer
Studie weiterhin die bestmogliche Therapie des anaplastischen Astrozytoms
WHO (Il mit IDH-Wildtyp, C-GIMP sowie unmethylietem MGMT-Promoter
(MGMT-) in einer alleinigen Radiotherapie. Bei MGMT+ hingegen wird eine The-
rapie mit TMZ oder der Polychemotherapie Procarbazin, Lomustin, Vincristin
(PCV) angestrebt (Grimm und Chamberlain 2016; Batchelor 2017).
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Eine weitere Besonderheit stellt die Behandlung der Oligodendrogliome im Ver-
gleich zu Tumoren astrozytaren Ursprungs aufgrund ihrer hohen Chemosensiti-
vitat dar (Galanis und Buckner 2000; Cairncross und Macdonald 1988; Khan et
al. 2014). Im Gegensatz zu dem bei Astrozytomen bevorzugtem alkylierenden
Zytostatikum TMZ hat sich bei Oligodendrogliomen eine Kombination aus Pro-
carbazin, CCNU (Lomustin) und Vincristin (PCV) als Therapiestandard etabliert
(Taal et al. 2015; Grimm und Chamberlain 2016). Die Hinzunahme von PCV uber
6 Zyklen nach erfolgter Radiotherapie hat nicht nur einen positiven Einfluss auf
das progressionsfreie Intervall, sondern auch auf das Gesamtiberleben der Pa-

tient:innen mit einem AO (van den Bent, Martin J. et al. 2013).

1.3.5.3 Weitere Therapieansétze

In den letzten Jahren wurden viele neue Erkenntnisse Uber die Biologie sowie
molekularen Untergruppen von Gliomen gewonnen, was sich in den Anpassun-
gen der WHO-Klassifikation von 2016 widerspiegelt. Insbesondere beim GBM
haben sich trotz diverser klinischer Studien seither keine neuen Therapieformen
etablieren kdnnen. Es sollen jedoch hier einige erwahnenswerte Ansatze aufge-

fuhrt werden.

Tumortherapiefelder

Als Endstrecke aller proliferierenden Zellen steht die Mitose, welche von der
Funktion der Mikrotubuli abhangig ist. Durch Applikation von alternierenden
elektrischen Feldern kann die Formation der Mikrotubuli und somit der Vorgang
der Mitose gestort werden. Dies fuhrte zur Entwicklung der sogenannten Tu-
mortherapiefeldern (TTF) (Zhu und Zhu 2017). Ein therapeutischer Benefit
konnte in einer prospektiven Studie gezeigt werden (Stupp et al. 2015). Durch
das Anbringen von alternierenden elektrischen Feldern mit geringer Intensitat
und mittlerer Frequenz von 200 Kilohertz (kHz) mittels eines Energieumwandlers
auf der Kopfhaut der Patient:innen kann so nach erfolgter Radiochemotherapie
das Wachstum von Tumorzellen in den Randbereichen beeinflusst werden
(Stupp et al. 2017; Swanson et al. 2016). In einer Studie mit an GBM erkrankten
Patient:innen konnte gezeigt werden, dass nach vollstandig erhaltener Stan-

dardtherapie und anschlieBender Behandlung mit TTF erganzend zur



1 EINLEITUNG 18

Erhaltungstherapie mit TMZ ein signifikant langeres progressionsfreies Intervall
und Gesamtlberleben im Vergleich zur einfachen Standardtherapie zur Folge hat
(Stupp et al. 2015). Das Therapiekonzept konnte sich jedoch bisher nicht als Er-

ganzung zur Standardtherapie durchsetzen.

Antiangiogenetische Therapie

Insbesondere das GBM ist haufig charakterisiert durch ein exzessives Wachstum
von pathologischen BlutgefaRen (Winkler et al. 2018). Bereits vor Uber 25 Jahren
wurde der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) als angiogenetischer
Indikator von Tumorwachstum identifiziert (Plate et al. 1992). Dieser wurde als
Angriffspunkt einer antiangiogenetischen Therapie bei der Behandlung von GBM
mit dem Antikérper Bevacizumab (BVC) untersucht (Winkler et al. 2018). Eine
Zulassung fur das GBM gibt es allerdings bisher lediglich in den USA (Schijns et
al. 2018). Hierbei handelt es sich um einen humanisierten monoklonalen Antikor-
per, welcher den von den Tumorzellen produzierten Faktor VEGF bindet und so-
mit wiederum dessen Bindung an die Endothelzellen der Blutgefale in der Um-
gebung verhindert. In der klinischen Praxis erhalten Patient:innen BVC alle zwei
Wochen in einer Dosierung von 10 mg/kgKG. Neuere Studien zeigen jedoch,
dass eine geringere Dosierung die Bevacizumab-korrelierte Toxizitat verringert,
ohne dabei die positiven klinischen Auswirkungen zu beeintrachtigen (Ajlan et al.
2017). Im Durchschnitt verlangert sich das progressionsfreie Intervall unter Be-
handlung von Radiochemotherapie und BVC um 4,4 Monate bei Patient:innen
mit neu diagnostiziertem GBM (Chinot et al. 2014). Die Behandlung der Betroffe-
nen mit BVC konnte vor allem durch ihre vorteilhafte Wirkung auf durch Radio-
nekrose bedingte Odeme und neurologische Dysfunktionen von Bedeutung sein
(Levin et al. 2011). Allerdings hat sich mit zunehmender klinischer Erfahrung mit
Bevacizumab und kontrollierten Studien ergeben, dass es sich hauptsachlich um
einen Effekt auf die Schrankenstérung und das damit verbundene vasogene
Odem handelte und kein positiver prognostischer Einfluss auf das Gesamtiiber-
leben erreicht werden konnte (Kim et al. 2018; Cloughesy et al. 2019; Gilbert et
al. 2014).
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Immuntherapie

In der Behandlung einer Vielzahl von Krebsarten hat sich die Immuntherapie als
Therapiekonzept etabliert. Hirntumore stellen diesbezuglich eine Besonderheit
aufgrund der fur viele Stoffe undurchlassigen Blut-Hirn-Schranke dar. Klinische
Studien untersuchten dabei die Anwendung einer Immuntherapie beim GBM un-
ter anderem durch Einleitung einer Apoptose durch Stimulierung zytotoxischer T-
Zell-Reaktionen durch Anreicherung immunsuppressiver Zellen (regulatorische
T-Zellen) sowie durch Manipulation und Veranderung der immunsuppressiven
Umgebung im GBM (Wainwright et al. 2012). Neue Studien beschreiben weiter-
hin eine mogliche therapeutische Immunisierung gegen tumorassoziierte Anti-
gene von Krebszellen, welche durch Anregung des korpereigenen Immunsys-
tems erkannt werden und folglich eine Immunantwort mit resultierendem Unter-
gang der entarteten Zelle herbeifiihren, ohne dabei normale Zellen zu schadigen
(Schijns et al. 2018). Bei tumorassoziierten Antigenen handelt es sich um Pep-
tide, welche sich an den Oberflachen von Krebszellen befinden und typischer-
weise im umgebenden normalen Gewebe nicht vorhanden sind (Brown et al.
2018). Dadurch kann eine spezifische Behandlung ermdglicht werden. So stellt
die Immuntherapie in der Behandlung hirneigener Tumore zwar ein vielverspre-
chenden, jedoch auch komplexer Ansatz aufgrund der immunsuppressiven Wir-
kung der gegenwartigen Standardtherapie, dar. Eine Kombination aus verschie-
denen Checkpoint-Inhibitoren u.a. zur Umkehrung der lokalen Immunsuppres-
sion des Tumorgewebes werden derzeit weiter untersucht und kdnnten eine aus-

sichtsreiche Therapieoption in Zukunft darstellen (Lim et al. 2018).

1.3.6 Prognose

Unter den Tumoren der primaren HGG gibt es hinsichtlich deren Prognosen deut-
liche Unterschiede. Allen gemeinsam dient der auf Karnofsky et al. zurtickge-
hende Karnofsky-Index (KPS) als etablierter prognostischer Faktor, nicht zuletzt
hinsichtlich der Therapieentscheidung. Anhand einer Skala von 0-100% beurteilt
der KPS die Einschrankungen durch krankheitsbezogene Faktoren und Symp-

tome hinsichtlich der Teilhabe am aktiven Leben sowie der Unabhangigkeit von
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unterstitzender Hilfe und Pflege des betroffenen Individuums (Karnofsky et al.
1948). Einen Prozentwert von 100 erhalten dabei diejenigen Patient:innen, wel-
che bei Diagnosestellung keinerlei Beschwerden oder Krankheitszeichen aufwei-
sen, wahrend der Prozentrang von 0 mit dem Tod des Erkrankten gleichgestellt
wird. Dazwischen wird der funktionelle Status von 100% abnehmend in 10%-
Schritten bewertet (Tabelle 3). In Anlehnung daran erhalten Patient:innen mit
niedrigem KPS zumeist eine individuelle Therapie. Dabei liegt der Cut-Off Wert
bei 70% und wird folglich auch flr diverse Studien verwendet (Stupp et al. 2005;
Sacko et al. 2015). Weiterhin ist ein Zusammenhang zwischen einem niedrigen
KPS und einer kirzeren Gesamtiberlebenszeit (OS, englisch: overall survivial)
sowie einem eingeschrankten funktionellen Zustand nach Erhalt einer chirurgi-
schen Resektion und Radiotherapie bekannt (Marina et al. 2011), was den Stel-

lenwert des KPS bei Therapieentscheidungen verdeutlicht.

Tabelle 3: KPS-Skala. In 10%-Schritten wird von 100% abnehmend der funktionelle Status der
Erkrankten angegeben (Karnofsky et al. 1948).

% Kriterien

100 normal; keine Beschwerden; Krankheitsanzeichen

90 fahig, die normale Aktivitat fortzufiihren, kleinere Krankheitsanzeichen- oder Symp-
tome.

80 normale Aktivitat unter Anstrengung; einige Krankheitsanzeichen- oder Symptome.

70 kiimmert sich um sich selbst; unfahig die normale Aktivitat fortzuflihren oder aktive Ar-
beit zu leisten.

60 bendtigt gelegentliche Unterstiitzung, aber kiimmert sich um die meisten seiner Be-
durfnisse.

50 bendtigt erhebliche Hilfe und eine haufige medizinische Versorgung.

40 behindert; bendtigt besondere Betreuung und Unterstltzung.

30 Schwerbehindert; ein Krankenhausaufenthalt ist indiziert, obwohl der Tod nicht unmit-
telbar bevorsteht.

20 sehr krank; Krankenhausaufenthalt notwendig; aktive unterstiitzende Behandlung not-
wendig.

10 moribund; todliche Prozesse schreiten schnell voran.

0 Tod
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Im Folgenden werden die prognostischen Charakteristika der Entitaten differen-

ziert voneinander beschrieben.

1.3.6.1 Glioblastoma multiforme

Trotz der Standardbehandlung aus Operation, Bestrahlung und Chemotherapie
erkranken praktisch alle Patient:innen mit GBM an einem Rezidivtumor (Schijns
et al. 2018). Das OS von lediglich 14 bis 16 Monaten nach Erhalt der Diagnose
und nach kombinierter Standardbehandlung nach Stupp (Stupp et al. 2005;
Stupp et al. 2017) unterstreicht die Aggressivitat dieser Tumorentitat. Unbehan-
delt verlauft die Erkrankung zumeist aufgrund zerebraler Odeme und einem er-
héhten Hirndruck durchschnittlich bereits nach drei Monaten todlich (Schijns et
al. 2018). Die 5-Jahres-Ubelebenszeit erreichen dabei weniger als 5% der Be-
troffenen (Ostrom et al. 2014). Dennoch unterscheidet sich das OS zwischen den
Patient:innen, was auf variable Risikofaktoren zuruckzufuhren ist. Zu den wich-
tigsten prognostischen Faktoren fir ein besseres Gesamtlberleben gehdren das
Alter, der KPS, der Grad der Nekrose sowie das Resektionsausmalf des Tumors
(Brandes, 2003; Lacroix et al., 2001; Reardon & Wen, 2006; Sandberg-Wollheim
et al., 1991). Einen signifikant héheren Uberlebensvorteil kann hierbei mit einer
Resektion von Uber 98% des Tumors erreicht werden (Lacroix et al. 2001; Adam-
son et al. 2009). Ein aktueller Ansatz berlcksichtigt die volumetrische Menge der
residualen Schrankenstérung. Hierbei wurden signifikante prognostische Grenz-
bereiche bei 1 und 5 cm?® Kontrastmittel-aufnehmenden Resttumor etabliert (Kar-
schnia et al. 2022). Uberdies wird einem hohen Wert im Mini-Mental-Satus-Test
(MMST) (Adamson et al. 2009), als auch dem Vorliegen eines einseitigen Tumors
bei Langzeitiberlebenden (Gately et al. 2018) eine prognostische Relevanz
nachgesagt. Auch im Bereich der Geschlechterverteilung kdnnen Unterschiede
beobachtet werden. Studien belegen hierbei eine bessere Prognose fur das
weibliche Geschlecht, welche unabhangig von anderen weiteren prognostischen
Faktoren, eine komplette Standardtherapie erhielten (Ostrom et al. 2018; Ostrom
et al. 2021). Nicht zuletzt kann durch die Wahl der adjuvanten Therapie Einfluss
auf die Prognose der Patient:innen genommen werden (pradiktive Faktoren).

Eine Studie hat gezeigt, dass die durchschnittliche Lebenserwartung bei



1 EINLEITUNG 22

Patient:innen, welche nach erfolgter Tumorresektion und Chemotherapie mit
TMZ eine Behandlung mit TTF erhielten, auf 20,9 Monaten verbessert werden
konnte (Stupp et al. 2017). Die Ergebnisse dieser klinischen Studie werden ins-
gesamt recht skeptisch gesehen, sodass sich die Anwendung von TTF bisher
nicht als Standardtherapie durchsetzen konnte (Mehta et al. 2017). Weiterhin gibt
es etablierte prognostische klinische und molekulare Faktoren, welche eine Aus-
sage uber den zu erwartenden Krankheitsverlauf ermoglichen. So zeigt sich bei-
spielsweise, dass MGMT+ und demzufolge eine beeintrachtigte DNA-Reparatur
mit einem besseren Ansprechen des Tumors auf eine Therapie mit alkylierenden
Substanzen, wie TMZ korreliert (Hegi et al. 2004), wodurch in den meisten Fallen
eine hohere Lebenserwartung der Patient:innen zu beobachten ist. Sekundare
GBM, nach Definition durch eine IDH-Mutation abgegrenzt, werden ebenfalls mit

einem langeren OS in Verbindung gebracht (Ohgaki und Kleihues 2013).

1.3.6.2 Anaplastisches Astrozytom

Im Gegensatz zum GBM zeichnet sich das AA mit einer etwas besseren, aber
dennoch ebenfalls recht schlechten Prognose aus. Das OS der Patient:innen mit
AA betragt nach Diagnosestellung und konventioneller Therapie etwa drei Jahre
(Wen und Kesari 2008; Ostrom et al. 2014), wobei sich die 5-Jahre-Uberlebens-
zeit auf lediglich 28% belauft (Ostrom et al. 2014; Prados et al. 1992) und weiter-
hin abhangig von der molekularen Tumorpathologie variiert. Wichtige prognosti-
sche Faktoren beziehen sich auch bei dieser Tumorentitat auf das Patientenalter,
den klinischen Status, die Symptomdauer sowie das Ausmal der Tumorresek-
tion und Bestrahlungsdosis (Curran et al. 1993; Kizilbash et al. 2014). Eine bes-
sere Prognose flr Betroffene jlingeren Alters belegt u.a. Tortosa et al. mit einem
zweifach langerem OS fur Patient:innen <49 Jahren im Vergleich zu denjenigen
>49 Jahren (Tortosa et al. 2003). Die Einflussnahme der Behandlungsstrategie
auf die Prognose der AA konnte zudem durch eine gleichzeitige, zur adjuvanten
Strahlentherapie, erfolgenden Chemotherapie durch ein verbessertes Uberleben
aufgezeigt werden (Kizilbash et al. 2014). Kizilbash et al. beschreiben diesen Zu-
sammenhang in einem Uberlebensvorteil der Betroffenen von 53,1 zu 31,4 Mo-

naten mit einem retrospektiven 5-Jahres-Uberleben von 46,2% zu 29,3%
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(Kizilbash et al. 2014). Auf molekularer Ebene konnte eine Assoziation zwischen
vorliegender IDH-Mutation in AA und einer guinstigen Prognose festgestellt wer-
den (Kizilbash et al. 2014). Hingegen zeigen AA ohne eine |IDH-Mutation eine
deutlich schlechtere Prognose, die dem GBM ahnelt. Entsprechend wurde die
Empfehlung abgegeben, trotz fehlender histopathologischer Merkmale eines
GBM, bei fehlender IDH-Mutation die Diagnose eines GBM zu praferieren (Gon-
zalez Castro und Wesseling 2021). Dies wurde schlieBlich in der neuen WHO-

Klassifikation umgesetzt (Louis et al. 2021).

1.3.6.3 Anaplastisches Oligodendrogliom

Das AO zeichnet sich, unter allen HGG, durch die beste Prognose mit einem OS
von 56 Monaten und einer 5-Jahres-Uberlebenszeit von (iber 50,2% aus (Liu et
al. 2019). Auch bei dieser Tumorentitat ist das Alter der Patient:innen bei Diag-
nosestellung entscheidend fur deren Prognose (Schiffer et al. 1997; Liu et al.
2019). Neben der chirurgischen Tumorresektion als wichtigste Behandlungsstra-
tegie (Liu et al. 2019; Khan et al. 2014), kommt der anschlielenden Chemothe-
rapie eine besondere Bedeutung zu. Aufgrund der hohen Sensibilitat der AO ge-
genuber einer Chemotherapie, lasst sich die im Vergleich zu anderen Entitaten
bessere Prognose der Erkrankten erklaren (Buckner 2003; Taal et al. 2015; Cair-
ncross und Jenkins 2008). Shin und Diaz beschreiben die adjuvante Chemothe-
rapie in der Behandlung von AO als unabhangigen prognostischen Faktor mit
einem signifikant besseren 5-Jahres-Uberleben der Patient:innen von 65% im
Vergleich zu einer adjuvanten Radiotherapie ohne Chemotherapie mit 44,9%
(Shin und Diaz 2016). Die Kombination bestehend aus einer sequentiellen Che-
motherapie mit PCV und Bestrahlung hat sich in einer randomisierten Studie als
besonders wirksam erwiesen und stellt aktuell den Behandlungsstandard dar
(van den Bent, Martin J. et al. 2013). Liu et al. identifizieren zudem in einer wei-
teren Studie eine schlechtere Prognose zum einen fur Betroffene mit unverheira-
tetem Beziehungsstatus und zum anderen bei Vorliegen anderen maligner

Komorbiditaten in Verbindung mit einem AO (Liu et al. 2019).
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1.4 Prognostische Marker

1.4.1 H3K27me3

Als moglicher Einflussfaktor der Tumorgenese wird derzeit zunehmend der Ver-
lust der H3K27-Trimethylierung (H3K27me3), einem wichtigen Faktor in der Ge-
nexpression und Zelldifferenzierung (Nichol et al. 2016), diskutiert. Hierbei
kommt es mutationsbedingt zum Verlust der Aminosaure Lysin an der Stelle 27
des Histons 3 und folglich zu einem Austausch gegen die Aminosaure Methionin
(H3K27M). H3K27M geht weiterhin eine Wechselwirkung mit einer Untereinheit
des Polycomb-repressiven Komplex 2 (PRC2), einem Proteinkomplex im Zell-
kern, ein. Im nicht-mutierten Zustand katalysiert dieser mithilfe einer seiner Un-
tereinheiten und deren Methyltransferase-Aktivitat eine Histonmodifikation, wie
z.B. H3K27me3 (Jiao und Liu 2015, 2016). Im trimethylierten Zustand des His-
tons kommt es zu einer Transkriptions- und Genexpressionsunterdrickung. Die
beschriebene Mutation resultiert in einer gestérten Interaktion mit PRC2, welche
weitergehend eine ausbleibende Trimethylierung von H3K27 aufgrund einer
Transkriptionshemmung seiner Methyltransferase-Aktivitat zur Folge hat (Filipski
et al. 2019; Czermin et al. 2002; Margueron und Reinberg 2011; Muller et al.
2002). Eine Studie von Court et al. unterstreicht die Tatsache, dass eine fehler-
hafte H3K27me3-Dynamik die Hauptursache fiir eine fehlerhafte Transkription in
Gliomzellen ist (Court et al. 2019).

In Abbildung 4 ist der PRC2 und seine Rolle auf den Gensignalweg dargestellt.
Vollstandigkeitshalber werden zudem die Untereinheiten des PRC2 aufgefuhrt,
auf welche allerdings aufgrund der Ubersichtlichkeit und deren untergeordneten
Rolle hinsichtlich der Untersuchungen dieser Arbeit nicht weiter eingegangen

wird.
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Abbildung 4: Auswirkungen von Mutationen auf H3K27me3 und die Tumorgenese. Darge-
stellt ist der PRC2 und seine Auswirkungen auf den Gensignalweg. Rot dargestellt ist die fehler-
hafte Signalweiterleitung und deren mogliche Auswirkung in mutierten Tumorzellen wie z.B.
H3K27M (modifiziert nach Filipski et al. 2019; Czermin et al. 2002; Margueron und Reinberg 2011;
Muller et al. 2002).

Die veranderte epigenetische Regulation und Histonmodifikation H3K27M wurde
zu einem relevanten Faktor fur Malignitaten (Berdasco und Esteller 2013). Ein
gestortes Gleichgewicht hierin wird auf die Pathogenese verschiedener Krebsar-
ten zuruckgefuhrt (Nichol et al. 2016). So wurden bereits einige Tumorentitaten
des ZNS dahingehend untersucht, wobei differierende prognostische Zusam-
menhange hinsichtlich vorliegender H3K27M auffielen.

In diffusen intrinsischen pontinen Gliomen (DIPG), einer Gliomvariante mit be-
sonders schlechter Prognose, wurden bei Patient:innen mit H3K27M ein schlech-
teres Ansprechen und mehr metastatische Rezidive beobachtet (Castel et al.
2015) und somit der Verlust von H3K27me3 als ein prognostisch ungunstiger
Faktor identifiziert (Chan et al. 2013, Castel et al. 2015). Selbes wurde auch bei
Ependymomen (Panwalkar et al. 2017) und Meningeomen WHO-Grad 1 und 2
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(Nassiri et al. 2021; Katz et al. 2018) sowie anaplastischen Meningeomen WHO-
Grad 3 untersucht, wobei bei letzteren ein kirzeres OS, nicht aber ein kirzeres
progressionsfreies Intervall (PFS, englisch: progression free survival) festgestellt
werden konnte (Gauchotte et al. 2020). Im Gegensatz dazu wurde innerhalb ei-
nes Patientenkollektivs mit diffusen Gliomen eine fehlende Expression im Ver-
gleich zur H3K27me3-Retention mit einer signifikant besseren Prognose in Ver-
bindung gebracht (Filipski et al. 2019).

Weiterhin scheint das Vorliegen von H3K27M in ihrer Haufigkeit abhangig einer
astrozytaren oder oligodendroglialen Tumorentitat zu sein. Aktuelle Studien be-
schreiben diesbezuglich einen Zusammenhang zwischen einem weitestgehen-
den Verlust von H3K27me3 und Oligodendrogliomen mit IDH-Mutation und
1p/19g-Deletion, wohingegen Astrozytome mit IDH-Mutation und GBM mit IDH-
Wildtyp mit einer H3K27me3-Retention auffielen (Filipski et al. 2019; Pekmezci
et al. 2020; Feller et al. 2020). Zudem wurden Mutationen mit H3K27me3-Verlust
insbesondere bei Kindern und jungen Erwachsenen beobachtet (Meyronet et al.
2017).

Aufgrund der Bedeutung dieser epigenetischen Mutation in zahlreichen Tumor-
entitaten erlangt die spezifische H3K27me3 gerichtete Therapie von zunehmen-
der Relevanz. Zahlreiche Therapieansatze wurden dabei bisher auf die katalyti-
sche Untereinheit EZH2 des PRC2 gerichtet, welche durch ihren Einfluss auf das
Histon 3 an Stelle 27 die Expression zahlreicher Zielgene beeinflusst und somit
eine wichtige Rolle in der Zellproliferation, Apoptose und Seneszenz spielt (Yu et
al. 2019; Hashizume et al. 2014; Mohammad et al. 2017; Duan et al. 2020). Einen
ersten Therapieansatz hierfir beschrieb Glazer 1986 mit dem Medikament
Deazaneplanocin A (Glazer et al. 1986), anhand dessen eine antitumorale Akti-
vitdt durch indirekte unspezifische Hemmung der katalytischen Untereinheit
EZH2 des PRC2 beobachtet werden konnte (Tan et al. 2007; Deb et al. 2014).
Weitere Therapieansatze zielten auf eine spezifische kompetitive Hemmung von
EZH2 ab. Reprasentativ hierfur ist das Medikament Tazemetostat, welches ein
vielversprechendes Therapeutikum fir Patient:innen mit metastasiertem oder lo-
kal fortgeschrittenem epitheloiden Sarkom oder rezidivierendem follikularem
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Lymphom darstellt (Duan et al. 2020). Weitere Therapieansatze zielen dagegen
auf das Aufbrechen der Struktur von PRC2 ab, um dadurch die Protein-Protein-
Wechselwirkungen der Untereinheiten zu verhindern. Unter anderem konnte da-
bei SAH-EZH2 als Peptid identifiziert werden, welches durch Hemmung der In-
teraktion der beiden Untereinheiten EZH2 und EED eine erhohte H3K27me3-
Konzentration sowie ein Wachstumsstopp und Differenzierung von Leukamiezel-
len zur Folge hatte (Kim et al. 2013). Dagegen konnte die AMP-aktivierte Protein-
kinase (AMPK) durch Unterbrechung der Wechselwirkung der EZH2 und SHZ12-
Untereinheiten mit einer erhdhten H3K27me3-Konzentration in Eierstock- und
Brustkrebszellen in Verbindung gebracht werden (Wan et al. 2018). Dartber hin-
aus wurden weitere medikamentose Angriffspunkte in der EZH2-Unterdrickung

durch Auslosen des EZH2-Abbaus untersucht.

Zusammenfassend hat sich die Trimethylierung des Histons 3 an Stelle 27 zu
einem vielversprechenden Marker hinsichtlich der Diagnose und Prognose zahl-
reicher Tumore entwickelt, wohingegen eine zielgerichtete Therapie weiterhin
Thema aktueller Forschungen ist. Zwar gibt es zwischenzeitlich Annahmen uber
die Haufigkeit des Vorliegens einer H3K27M in Abhangigkeit primarer hochgra-
diger zerebraler Tumorentitaten (Filipski et al. 2019), fUr eine eindeutige Aussage
Uber deren prognostische Relevanz gibt es derzeit allerdings noch zu wenige
Studien eines grofRen Patientenkollektivs. Des Weiteren wurden mogliche The-
rapieoptionen bezuglich H3K27me3 in diesen Tumorentitaten noch nicht unter-
sucht, sodass es bislang noch keine hierfur zielgerichtete zugelassene Therapie
in Deutschland gibt. Die nach wie vor sehr schlechte Prognose von Patient:innen
mit primaren HGG bei gleichzeitigem Wissen der malignitatsbezogenen Rolle
von H3K27me3 machen also weitere wissenschaftliche Untersuchungen notwen-

dig.

1.4.2 H3K36me3

Der Histonmodifikation H3K36me3 wird haufig ein Zusammenhang mit wichtigen
zellularen Prozessen, wie z.B. der Aktivierung der Transkription (Sun et al. 2020),

die Regulierung der Genexpression und die Reparatur von DNA-Schaden,
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nachgesagt (Xiao et al. 2021; Duns et al. 2010; Sun et al. 2020). Das SET-Do-
mane 2 (SETD2)-Gen codiert dabei mit SETD2 das einzige bekannte Enzym,
welches durch seine katalytische Untereinheit als Methyltransferase (Sun et al.
2020) fur die Trimethylierung von H3K36 verantwortlich ist (Dalgliesh et al. 2010;
Li et al. 2016; Simon et al. 2014; Viaene et al. 2018). Die daraus resultierende
Histonmodifikation H3K36me3 hingegen bindet an das Chromatin, welches
dadurch seine Funktion zu dem Erhalt des Genoms nachgehen kann. Eine Mu-
tation in SETD2 oder im Histon fuhrt folglich zu einer gestorten ,DNA-mismatch

repair* (MMR) und kann damit zur Tumorentstehung beitragen (Fang et al. 2018).

Die biologische Funktion von H3K36me3 begrindet dessen zentrale Rolle bei
der Krebsentstehung und -progression (La Rosa et al. 2015; Xiao et al. 2021;
Dalgliesh et al. 2010; Li et al. 2016). Verschiedene Studien beschreiben diesen
Zusammenhang in aggressiven Krebsarten, wie beispielsweise im klarzelligen
Nierenzellkarzinom (Carvalho et al. 2014), der akuten myeloischen Leukamie
(Mar et al. 2017) sowie in diffusen intrinsischen pontinen Gliomen (Fang et al.
2018). Dem H3K36me3-Verlust kann hierbei eine verminderte Expression oder
Inaktivitat des bereits erwahnten SETD2-Gens zugrunde liegen (Xiao et al.
2021). Dies belegt eine aktuelle Studie, in welcher die epigenetische Modifikation
H3K36me3 in diffusen Kleinhirngliomen (DCG) untersucht wurde (Nomura et al.
2017). Nomura et al. beschreiben diesbezlglich anhand einer immunhistochemi-
schen Auswertung eine Reduktion der H3K36me3-Expression durch eine
SETD2-Mutation gegenuber SETD2-Wildtyp DCG, in welchen keine Verringe-
rung beobachtet werden konnte (Nomura et al. 2017). Mittels Gensequenzierung
konnten Fontebasso et al. weiterhin Veranderungen in SETD2 als spezifische
Mutation fir hochgradige Gliome identifizieren. Niedriggradige diffuse Gliome
wiesen hingegen in dieser Untersuchung keine SETD2-Mutation auf (Viaene et
al. 2018; Fontebasso et al. 2013)

Neben der Inaktivitat von SETD2 wurde auf3erdem ein Zusammenhang zwischen
einer direkten Mutation im H3-Protein mit nachfolgendem Austausch der Amino-
saure Lysin an Stelle 36 gegen Methionin (H3K36M) und einer H3K36me3-
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Reduktion beobachtet. Diese konnte z.B. in einer Studie bei Patient:innen mit

Chondroblastom festgestellt werden (Behjati et al. 2013).

Mutation Mutation*

/ /

SETD2 4 H3K36 4

katalytische Methyltransferaseaktivitat
u.a. H3K36-Methylierung (H3K36me3)

| |

H3K36me3

Transkriptionsaktivierung A/
Regulierung der Genexpression j
Reparatur von DNA-Schaden

}

DMNA-mismatch repair |
Tumorentstehung t

Abbildung 5: Auswirkungen von Mutationen auf H3K36me3 und die Tumorgenese. In Rot
dargestellt sind die Angriffspunkte moglicher Mutationen und die damit verbundene fehlerhafte
Signalweiterleitung mit deren mdglichen Auswirkungen auf die Tumorgenese (modifiziert nach
Dalgliesh et al., 2010; Li et al., 2016; Simon et al., 2014; Viaene et al., 2018, Fang et al. 2018).

Bisher konnte fir ZNS-Tumore mit reduzierter H3K36me3 noch keine zielfuh-
rende medikamentdse Therapie etabliert werden. Untersuchungen anderer Neo-
plasien zeigten in der Vergangenheit jedoch bereits interessante Ansatze. So
konnte bei an Leukamie erkrankten Patient:innen mit SETD2-Mutation und dem-
zufolge reduzierter H3K36me3 eine Resistenz gegentber DNA-schadigende
Chemotherapeutika (Cytarabin, 6-Thioguanin, Doxorubicin, Etoposid) festgestellt
werden. Als mdgliche Therapie lieferte die Behandlung mit dem H3K36me3-
Demethylase-KDM4A-Inhibitor JIB-04 bisher einen erfolgsversprechenden An-
satz. Durch Hemmung der Demethylase kann die Reduktion von H3K36me3 ver-
hindert und damit wie in dieser Studie die Empfindlichkeit gegeniber DNA-scha-
digender Chemotherapie (Cytarabin) wieder hergestellt werden (Mar et al. 2017).

Mit dem WEE1-Inhibitor AZD1775 ist aulerdem ein weiterer Therapieansatz be-

reits in klinischer Erprobung. Bei WEE1 handelt es sich um eine fur die
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Regulation der Zellteilung wichtige Serin/Threonin-Kinase, durch dessen Hem-
mung ein Verlust der Genomintegritat hervorgerufen werden kann. So konnten
SETD2-defiziente und H3K36M-Tumore durch den WEE1-Inhibitor AZD1775 ge-
Zielt bekampft (Sharda und Humphrey 2022) und weiterhin in H3K36m3-reduzier-
ten kleinzelligen Nierenkarzinomen eine Reduktion des Tumorwachstums erzielt
werden (Sun et al. 2020).

Interessant ist im Ubrigen die Korrelation zwischen H3K36me3 und H3K27me3.
Klein et al. beschreiben diesbezuglich einen Zusammenhang zwischen einem
H3K36me3-Verlust und der gleichzeitigen Zunahme von H3K27me3. Zurlckzu-
fuhren ist dies wahrscheinlich auf Nukleosomensubstrate fir den PRC2-Kom-
plex, welcher die Methylierung von H3K27 katalysiert. Es ist anzunehmen, dass
der PRC2 weiterhin den Methylierungsstatus von H3K36 erfasst, ohne jedoch

hierauf eine katalytische Wirkung zu zeigen (Klein et al. 2018).

Zusammenfassend erfahrt die epigenetische Mutation H3K36me3 aktuell an
wachsender Aufmerksamkeit. Auch gibt es bereits Hinweise auf dessen Rele-
vanz in Gliomen. In einer Studie von Lowe et al. konnte gezeigt werden, dass
15% der kortikalen HGG eine Mutation in SETD2 und weitere 18% eine Histon-
modifikation aufweisen (Lowe et al. 2019). Beide beeintrachtigen die Expression
von H3K36me3 und somit wichtige zellulare Regulationsprozesse hinsichtlich der
Tumorgenese. Dennoch wurde bisher noch keine gro3ere Kohorte hinsichtlich
H3K36me3 in HGG prognostisch untersucht, sodass weitere wissenschaftliche

Untersuchungen notwendig sind.

1.5 Ziel der Arbeit

Trotz zahlreicher Bemihungen und spezifisch auf einzelne molekulare Marker
und Tumorentitaten ausgelegte Behandlungsstrategien, ist die Prognose hoch-

gradiger Gliome weiterhin schlecht.

Bisher wurden einige molekulare Marker in der Tumorgenese von primaren hoch-

gradigen Gliomen identifiziert und zum Teil bereits mit einem prognostischen
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Wert fur Patient:innen belegt. Auch fur H3K27me3 und H3K36me3 bestehen be-

reits Annahmen Uber deren Rolle in der Tumorgenese.

Nach einer erst kirzlich durchgeflhrten Studie von Pekmezci et al. weisen 75%
der Oligodendrogliome, aber lediglich 27% der IDH-mutierten Astrozytome (WHO
[I-1V) und 2,5% der IDH-Wildtyp Astrozytome einen kompletten Verlust von
H3K27me3 auf (Pekmezci et al. 2020). Bei den IDH-mutierten hochgradigen ast-
rozytaren Glioblastomen weist der Grofteil (81,8%) der Betroffenen eine
H3K27me3-Retention auf (Filipski et al. 2019). Dennoch bleibt das Verhalten und
der prognostische Wert auch derjenigen Patient:innen mit HGG und H3K27me3-

Verlust von gro3em Interesse.

Weiterhin gewinnt die klinische Rolle einer anderen Histonveranderung, der Ver-
lust von H3K36me3, in Tumoren des ZNS zunehmend an wissenschaftlichem
Interesse. Fontebasso et al. beschreiben die SETD2-Mutation als spezifische
Mutation mit resultierendem H3K36me3-Verlust in HGG mit einer Pravalenz von
8% bei Erwachsenen (Fontebasso et al. 2013). Allerdings ist auch hier der klini-
sche Aspekt und insbesondere die Rolle hinsichtlich der Prognose von
H3K36me3 in HGG noch wenig beschrieben.

Die vorliegende Arbeit zielt folglich darauf ab, die klinische und speziell prognos-
tische Rolle der Veranderungen von H3K27 und H3K36 in hochgradigen Gliomen
immunhistochemisch zu untersuchen. Dies erfolgte retrospektiv anhand einer
vergleichenden Auswertung der Expressionsverteilung unter Berucksichtigung
klinischer Daten der Patient:innen, um gegebenenfalls klinische oder gar prog-

nostische Zusammenhange abzuleiten.

1.6 Zusatz: Neue WHO-Klassifikation

Aufgrund des standigen Fortschritts im Laufe der Fertigung meiner Arbeit und
Anpassung der WHO-Klassifikation der ZNS-Tumore wird in diesem Teil speziell

auf die Veranderungen eingegangen.
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Die Erkenntnis molekularer Veranderungen als wichtige Faktoren zur Klassifika-
tion von Gliomen findet sich nun in der aktuellen WHO-Klassifikation aus dem
Jahr 2021 wieder (Louis et al. 2021). Eine entscheidende Rolle kommt dabei der
IDH-Mutation zu, wonach Gliome im Falle eines gleichzeitigen Verlusts der nuk-
ledren ATRX als Astrozytome und andernfalls bei vorliegender 1p19qg-Kodeletion
als Oligodendrogliome gewertet werden. Demnach tauchen die Bezeichnungen
,<anaplastisches Astrozytom® und ,anaplastisches Oligodendrogliom® in der aktu-
ellen WHO-KIlassifikation nicht mehr auf. Das GBM hingegen wird seither in Ast-
rozytom IDH-mutiert WHO |V oder GBM IDH-Wildtyp unterteilt (Louis et al. 2021).
Fir diese Arbeit vor allem interessant ist die epigenetische Modifikation
H3K27me3, deren Verlust der Kernexpression in der neuen Klassifikation zur
Einstufung von Meningeomen mit potenziell schlechterer Prognose herangezo-

gen wird (Louis et al. 2021).

Im Folgenden wurden alle untersuchten Falle hinsichtlich der angepassten Krite-
rien erneut geprift und geman der aktuellen WHO-Klassifikation den jeweiligen
Entitaten entsprechend zugeordnet. Somit beziehen sich alle Ergebnisse sowie
Schlussfolgerungen dieser Arbeit auf die derzeit aktuelle WHO-Klassifikation aus
dem Jahr 2021. Der Einfachheit halber werden die Tumorentitaten fortan als
GBM WHO IV (GBM IDH-Wildtyp WHO 1V), Astrozytom WHO Il (Astrozytom
IDH-mutiert WHO IIl) und Oligodendrogliom WHO llI (Oligodendrogliom IDH-mu-
tiert und 1p19g-kodeletiert WHO I11) bezeichnet.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientenkollektiv

Die vorliegende Arbeit schliel3t Patient:innen ein, welche nach den Kriterien der
WHO-KIassifikation (Louis et al. 2007) die Diagnose HGG erhielten. Berlicksich-
tigt wurden dabei die Tumorentitaten Glioblastom WHO [V, Astrozytom WHO IlI
und Oligodendrogliom WHO lll. Insgesamt konnten anhand einer elektronischen
Datenbankrecherche der Eberhard Karls Universitat Tubingen 620 Patient:innen,
welche zwischen dem 15.08.1992 und 17.11.2015 in der Universitatsklinik Tubin-
gen diagnostiziert und behandelt wurden, identifiziert und in diese Studie inkludi-
ert werden. Alle personenbezogenen Daten wurden pseudonymisiert in einer
Excel-Tabelle zusammengetragen. Diese wurde mithilfe der Tumordatenbank
sowie anhand Arzt- und Verlaufsberichten in Kooperation mit dem Department
fur Neurochirurgie und Neurotechnologie (PD Dr. med. Felix Behling) und der
Abteilung fur Neuropathologie (Prof. Dr. med. Jens Schittenhelm) der Eberhard
Karls Universitat Tubingen erstellt. Der Einschluss von Patient:innen in die retro-
spektive Analyse erfolgte nach den Vorgaben der zustandige Ethikkommission
(Projektnummer: 705/2017B0O2, 17.10.2017) und gemaly der Deklaration von
Helsinki von 1975.

2.2 Gewebeproben

Verwendet wurden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Gewebepro-
ben der Abteilung fir Neuropathologie der Eberhard Karls Universitat Tubingen,
welche intraoperativ im Rahmen einer Biopsie oder Tumorresektion im Depart-
ment fur Neurochirurgie und Neurotechnologie enthommen wurden. Berlcksich-

tigt wurden hierbei folgende Ausschlusskriterien:

- Fehlende Einwilligung der Patient:innen zur Verwendung der Gewebepro-

ben fir wissenschaftliche Zwecke
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- Keine histologischen diagnostischen Merkmale eines hochgradigen Gli-

oms (s. Kapitel 1.3.4 Histologische und molekulare Merkmale)

- Tumorgewebeblock nicht auffindbar oder durch andere Projekte in Ver-

wendung

- Tumorgewebeblock nicht geeignet (nach Beurteilung von Prof. Dr. med.
Jens Schittenhelm, Abteilung fir Neuropathologie der Eberhard Karls Uni-
versitat Tubingen), z.B. aufgrund von Nekrosen, Einblutungen oder zu we-
nig Tumorrestgewebe zur Gewinnung der 1mm grofen Stanzen fur die

Anfertigung der Tissue Microarrays (TMA)

Diese Kriterien wurden zum einen anhand einer elektronischen Datenbank-
recherche, zum anderen durch eine mikroskopische Begutachtung bewertet. Re-
prasentative Areale wurden anschlieRend auf angefertigtem Hamatoxylin-Eosin
(HE)-Schnitten der Gewebeblocke fur die Stanzenextraktion zur TMA-Herstel-

lung markiert.

Unter Berlcksichtigung der Ausschlusskriterien reduzierte sich die Anzahl auf
423 Falle, welche schlussendlich in der Auswertung der Daten berlcksichtigt

wurden und somit immunhistochemisch gefarbt werden konnten (Abbildung 6).
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620 primaren hochgradigen Gliome zwischen 15.08.1992 u. 17.11.2015 in der Universitatsklinik Tubingen operativ behandelt.

Ausgeschlossen (N=197)

« Keine Einwilligung vorliegend (N=28)

« Tumorgewebeblock nicht auffindbar oder
durch andere Projekte bereits in
Verwendung (N=55)

« Tumorgewebeblock nicht geeignet (N=106)

« Niedrig-gradige Gliome (N=8)

423 Falle als TMAs zusammengefasst

Ausgeschlossen (N=18)

« Keine verwendbare
immunhistochemisch
angefédrbte Tumorstanze

Ausgeschlossen (N=0)

* Keine verwendbare
immunhistochemisch
angefarbte Tumorstanze

Ausgeschlossen (N=3)
+ Keine verwendbare

Ausgeschlossen (N=14)

« Keine verwendbare
immunhistochemisch
angefarbte Tumorstanze

immunhistochemisch
angefarbte Tumorstanze

405 Falle von Primartumoren 103 Falle von Rezidivtumoren 409 Falle von Primartumoren 100 Falle von Rezidivtumoren
mit auswertbarer mit auswertbarer mit auswertbarer mit auswertbarer
immunhistochemischer immunhistochemischer immunhistochemischer immunhistochemischer
Farbung far H3K36me3 Farbung fur H3K36me3 Farbung fur H3K27me3 Farbung fur H3K27me3
GBM (N=362) +  GBM (N=90) GBM (N=356) GBM (N=87)

AA (N=25) AA (N=4) AA (N=25) AA (N=4)
AO (N=18) AO (N=9) AO (N=28) AO (N=9)

Abbildung 6: Flowchart der Fallauswahl. Aufgefihrt sind die unter Beriicksichtigung der Aus-
schlusskriterien fir die immunhistochemische Auswertung fir H3K36me3 und H3K27me3 aus-
gewahlten Tumorproben.

2.3 Tissue Microarray

Die Methode des TMA wurde erstmals im Jahr 1998 durch J. Kononen beschrie-
ben (Kononen et al. 1998). Hierbei handelt es sich um eine schachbrettartige
Anordnung einer grof3en Anzahl unterschiedlicher Gewebeproben in einem ein-
zigen Paraffinblock und anschlielender Anfertigung von ca. 5um dinnen Schnit-
ten mithilfe eines Mikrotoms. Dadurch kénnen bis zu 1000 Gewebeproben in ei-
nem einzelnen Paraffinblock zusammengefasst werden. Die Methode ermdglicht
somit eine simultane und einheitliche Analyse bei geringem Verbrauch von Ge-
webe und Reagenzien. Durch immunhistochemische Farbungen konnen unter-
schiedliche Proteine angefarbt werden. Je nach Zielstruktur kdnnen somit Ruck-
schlisse auf molekulare Veranderungen gezogen werden (Behling und Schitten-
helm 2018). Folglich stellt diese Methode eine praktische sowie effektive Technik

in der Krebsforschung dar, um beispielsweise neue diagnostische und



2 MATERIAL UND METHODEN 36

prognostische Marker zu identifizieren (Behling und Schittenhelm 2018). Die ent-
sprechende Anordnung und das dargestellte Vorgehen ermoglichen die zeitglei-
che und vergleichende Analyse sowie beschleunigte Auswertung molekularer
Veranderungen einer groRen Anzahl unterschiedlicher Tumorproben unter Be-
trachtung klinisch-pathologischer Merkmale (Moch et al.,2001). Darlber hinaus
kénnen die angefertigten TMA-Schnitte fur alle histologischen Farbungen, in situ
Analysen, mRNA in situ Hybridization, Fluoreszenz in situ Hybridization, in situ
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), in situ Reverse Transkriptase (RT)-PCR so-
wie Immunhistochemie verwendet werden (Instruction Manual, Manual Tissue
Arrayer MTA-1, Beecher Instruments, Inc.). In der vorliegenden Arbeit wurde die

Methode der Immunhistochemie angewandt.

2.3.1 Herstellung der Empfangerblocke

Zur Herstellung der Empfangerbldocke wurde Paraffin der Firma SAV Liquid Pro-
duction Company’ mit einer Schmelztemperatur von 56-58 Grad Celcius (C°) ver-
wendet. Hierzu wurde das zuvor geschmolzene Paraffin in eine entsprechende
Plastikform gegossen und mit einer Kassette abgedeckt. Nach Abkuhlung des
Komplexes konnte die Gussform anschlieBend abgenommen und die Uber-
stande auf der Plastikkassette entfernt werden. Weiterhin wurde der entstandene
Paraffinblock auf Einrisse, eingeschlossene Luftblasen sowie Locher Uberprift

und auRerdem auf eine glatte, zur Unterflache parallele, Oberflache geachtet.

2.3.2 TMA-Anordnung

Die erstellten TMAs wurden in chronologischer Zeitabfolge angeordnet und
durchnummeriert (TMA 2018/06LS-TMA 2018/30LS). Die Ausnahme bildet hier-
bei der letzte TMA 2018/30LS, welcher zusatzlich diejenigen Gewebeproben ent-
halt, welche nachtraglich ausgewahlt oder zum Zeitpunkt des Stanzprozesses
dieser Arbeit noch von einem anderen Projekt bendtigt wurden. Der TMA 06/07

dagegen enthalt Gewebeproben eines alteren Projekts (Prof. Dr. med. Jens

T SAV Liquid Production Company, Flintsbach a. Inn, Deutschland
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Schittenhelm), welcher aufgrund von unzureichendem Restgewebe entspre-
chend der damaligen Anordnung dieses TMA erneut angefertigt wurde. Es wur-
den Tumorstanzen von 1mm Durchmesser aus den in Paraffin eingebetteten und
in Formalin fixierten Tumorblocken entnommen. Pro Tumor wurden in den meis-
ten Fallen zwei Stanzzylinder aus unterschiedlichen reprasentativen Arealen ver-
wendet. Bei 95 Tumoren konnte aufgrund der Gewebemenge und/oder Qualitat
nur eine Probe entnommen werden. Circa 40-50 Proben wurden in einer Art
Schachbrettmuster auf einen Empfangerblock angeordnet. Zusatzlich wurden
zwei Kontrollstanzen mit normalem ZNS-Gewebe in den obersten zwei Zeilen der
letzten Spalte eingefligt. Hierzu wurden jeweils eine Stanze aus gesunder Grol3-
hirnrinde und eine Stanze aus gesundem Grol3hirnmarklager verwendet (Autop-
siegewebe). Zur besseren Orientierung innerhalb eines TMA blieb die Stelle in

der letzten Zeile der vorletzten Spalte jeweils frei (Abbildung 7C).
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Abbildung 7: TMA-Herstellung. A Markierung des histologisch gesicherten Tumorgewebes auf
dem reprasentativen Hamatoxylin-Eosin (HE)-Schnitt (schwarzer Pfeil). B Dazugehoriger, in Pa-
raffin eingebetteter, Gewebeblock mit bereits entnommenem Stanzzylinder der reprasentativen
Region (weilRer Pfeil). C Vollstdndiger Empfangerblock vor der Mikrotomie mit Stanzzylindern
unterschiedlicher Tumore.

2.3.3 TMA-Erstellung

Aus den in Paraffin eingebetteten Spenderblocken wurden zunachst gemaf der
vorherigen Sichtung der entsprechenden HE-Schnitte reprasentative Tumorare-

ale markiert (Abbildung 7A und B). Aus einem leeren aus Paraffin hergestellten
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Empfangerblock wurde ein im Durchmesser 1mm grol3er Stanzzylinder mithilfe
des Manual Tisssue Arrayer 1 (MTA-1) von Beecher Instruments herausgestanzt
(Abbildung 8).

Abbildung 8: Tissue Micorarrayer. Mithilfe des Stanzgerats wurden im Durchmesser 1mm grof3e
Stanzzylinder der Gewebeproben gewonnen.

Je nach Grofde des Spenderblocks konnen mehrere zylindrische Gewebestanzen
von diesem entnommen werden, sodass ausreichend Restgewebe fir zukinftige
Untersuchungen verbleibt. Beim Auftragen der Stanzzylinder auf den Empfan-
gerblock war zu beachten, dass die in ihrer Beschaffenheit minimal unterschied-
lichen Stanzbohrer jeweils flr den Spenderblock und Empfangerblock eingehal-
ten wurden, sodass ein optimales Einfligen der Tumorstanze in den Empfanger-
block ohne Verlust des Tumormaterials moglich war. Durch das Wiederholen die-
ses Vorgangs entstanden somit die untersuchten TMA-Bl6cke mit einem Abstand
von 1,7mm zwischen den einzelnen Stanzen. Einrisse im Paraffin konnten durch
diesen Sicherheitsabstand vermieden werden. Das exakte Herausstanzen des
Tumorgewebes wurde zudem durch verstellbare Schrauben des verwendeten
Gerates zur Regulierung der Eindringtiefe des Stanzbohrers sowie durch die

Madglichkeit der Fixierung des Empfangerblockes ermdglicht. Weiterhin wurde auf
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eine glatte, im selben Niveau liegende, Oberflache geachtet. Grob Uberstehen-

des Material wurde mithilfe eines Skalpells korrigiert.

Nach Fertigstellung der TMA-Bl6cke wurden diese durch leichte Erwarmung des
Paraffins auf 37°C fur 10-15 Minuten in einem Inkubator sowie leichtem Druck
durch ein Mikroskopierdeckglas versiegelt. Dadurch konnte zum einem eine op-
timale Anpassung der zylindrischen Tumorstanzen im neuen Paraffinblock ge-
wabhrleistet und zum anderen einer moglichen Bruchigkeit des Blockes entgegen-
gewirkt werden. Zudem ist dieses Vorgehen essenziell, um im weiteren Verlauf
die Anzahl der angefertigten TMA-Schnitte mit vollstandig enthaltenden Proben
zu maximieren (Instruction manual, Manual tissue microarrayer MTA-1, Beecher
Insturments). Zur weiteren Verarbeitung der TMAs und die Erstellung der immun-
histochemischen Farbung wurden die TMA-Blocke durch eine erfahrene Medizi-
nische Technologin fur Laboratoriumsanalytik (MTLA) der Abteilung fur Neuropa-
thologie der Universitat Tubingen mithilfe des Automatik-Mikrotoms HM355S von
Thermo Scientific in 5um diinne Schichten geschnitten und auf einem Objekttra-

ger aufgebracht.

Das in der vorgelegten Arbeit fur die Herstellung der TMA-Blécke verwendete

Material ist in Tabelle 4 aufgeflihrt.

Tabelle 4: Material zur TMA-Herstellung

Material Hersteller

Manuel Tissue Arrayer Model MTA-1 Beecher Instruments?

Manuel Tissue Arrayer Punctes red 1mm Beecher Instruments?
Manuel Tissue Arrayer Punctes green 1mm Beecher Instruments?
Skalpell Aesculap®

Paraffin SAV liquid production GmbH*
Automatik-Mikrotom HM355S Thermo Scientific®

2 Beecher Instruments Inc., Wisconsin, Vereinigte Staaten

3 Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

4 SAV liquid production GmbH, Flintsbach a. Inn, Deutschland

5 Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, Vereinigte Staaten
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Material Hersteller
Mikrotomklingen A35 Feather®

TOMO IHC Adhesive Glass Slides Matsunami’
Objekttrager SuperFrost weily Langenbrinck GmbH?
Inkubator

2.4 Erstellung der HE-Farbung

Zunachst erfolgte eine manuelle Entparaffinierung der zu farbenden Schnitte.
Hierzu wurden diese zunachst dreimal mit Xylol fur jeweils zehn Minuten, an-
schlie®end zweimal mit 100% Ethanol fur jeweils fliinf Minuten und abschlief3end
mit einmal 96% und 70% Ethanol fir wiederum jeweils funf Minuten inkubiert. Der
Entparaffinierungsprozess wurde durch einen Waschvorgang mit destilliertem
Aqua abgeschlossen, wonach die Schnitte anschlieRend fur den weiteren HE-

Farbevorgang verwendet werden konnten.

Hierzu wurden die Gewebeschnitte zunachst fur 90 Sekunden in Mayers Hama-
laun inkubiert. Nach einem zweimaligem Spulvorgang und einer Aussetzung der
Schnitte unter flieRendem Leitungswasser setzte nun das Blauen als Zeichen der
Anderung des pondus Hydrogenii (pH) ein. Nach einem weiteren einmaligem
Spulvorgang wurde der Farbeprozess durch die Inkubation der Schnitte Uber 90
Sekunden in Erythrosin 0,1% fortgesetzt. Zur Differenzierung des Erythrosins er-
folgte eine Inkubation in 70% vergalltem Ethanol, woran der Entwasserungspro-
zess, bestehend aus einer nacheinander jeweils kurzen Aussetzung mit 96% ver-
gallten Ethanol und zweimalig 100% Ethanol, erfolgte. Als Intermedium, ein Re-
agenz, welches sich gleichermalRen mit Paraffin und Alkohol mischt, wurde in
dieser Arbeit Xylol 1,2,3 verwendet, mit welchen die Gewebeschnitte jeweils kurz
durchtrankt wurden. Abschliel3end erfolgte das Eindecken mit wasserfreiem DPX

new fur die Mikroskopie.

6 Feather, Osaka, Japan
7 Matsunami Glass USA Inc., Bellingham, USA
8 Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland
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Alle fur die HE-Farbung verwendeten Farbemittel sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Farbemittel fiir die HE-Farbung.

Artikel Firma

Objekttrager SuperFrost weily Langenbrinck GmbH®
Xylol AppliChem GmbH 1°
Ethanol AppliChem GmbH
vergalltes Ethanol Alkoholvertrieb Std"!
Mayers Hamalaun Merck2

Erythrosin Merck

DPXnew Merck

Eisessig Merck

2.5 Immunhistochemische Farbung

2.5.1 Allgemeines zur Immunhistochemie

Bei der Immunhistochemie handelt es sich um ein etabliertes Verfahren in der
Histologie zur Detektion von Antigenen in Gewebeschnitten. Die zugesetzten An-
tikorper erkennen spezifische Bindungsstellen im Gewebe, sogenannte Epitope,
und bilden dadurch Antigen-Antikorper-Komplexe aus. Zuvor werden die Antikor-
per markiert, wodurch die nun entstandenen Komplexe unter lichtmikroskopi-

scher Betrachtung durch eine braunliche Anfarbung in Erscheinung treten.

Man unterscheidet zwei gangige immunhistochemische Farbemethoden.

9 Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland

10 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

1 Alkoholvertrieb Siid GmbH, Horb am Neckar, Deutschland
2 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Direkte Immunhistochemie

Bei der direkten Immunhistochemie wird ein markierter Antikérper den Gewebe-
schnitten zugegeben. Dieser bindet an das Epitop des Antigens im untersuchten
Gewebe und geht mit diesem ein Antigen-Antikorper-Komplex ein (Abbildung
9A).

Indirekte Immunhistochemie

Bei der indirekten Immunhistochemie sind im Gegensatz zur direkten Immunhis-
tochemie zwei Antikorper notwendig. Hierbei bindet der primare nicht markierte
Antikdrper an das Epitop des Antigens im Zielgewebe. Dieser wiederum wird von

einem sekundaren markierten Antikorper gebunden (Abbildung 9B).

A B Markerenzym P
b

Sekundarer Antikorper

) Wil

Antikdrper Primarer Antikérper

Markerenzym

— -

Antigen Antigen

Histologischer Schnitt mit
reprasentativem Tumorgewebe

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Immunhistochemie (eigene Darstellung). A Di-
rekte Immunhistochemie: Der Antikorper des Antikdrper-Enzym-Komplexes erkennt direkt das
Antigen. B Indirekte Immunhistochemie: Der Primarantikérper bindet das Antigen und wird mit-
hilfe eines sekundaren markierten Antikorpers detektiert.

2.5.2 OptiView System

Die immunhistochemische Farbung der entparaffinierten Gewebeschnitte er-
folgte in der vorgelegten Arbeit maschinell mit dem Ventana Benchmark Immun-
histochemistry OptiView System. Hierbei handelt es sich um ein indirektes bio-
tinfreies System zum Nachweis spezifischer Primarantikorper durch Bindung ei-
nes gegen eine bestimmte Spezies gerichteten Sekundarantikorpers. Durch ei-

nen markierten Tertiarantikérper wird der gesamte Komplex durch ein
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Entfallungsprodukt sichtbar. Dieses entsteht durch Bindung von Wasserstoffper-
oxidsubstrat sowie einer 3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-Substratlosung
(DAB), welches unter lichtmikroskopischer Betrachtung durch eine braunliche

Ablagerung visualisiert werden kann.

2.5.3 Farbeverfahren mittels OptiviewKit

Far den Deparaffinierungsprozess wurde zu Beginn der Objekttrager auf 72°C
erwarmt und anschlief3end fur vier Minuten erhitzt. Nach einem weiteren Aufhei-
zen bis 75°C und einer erneuten Inkubationszeit von vier Minuten wurde der Ob-
jekttrager abwechselnd in zwei Durchlaufen mit EZ Prep-Volumen ausgeglichen
und erneut vier Minuten inkubiert und gewaschen. Zum FlUssigkeitserhalt wurde
nachfolgend ein Coverslip aufgetragen, bevor der Objekttrager nun bis 76°C auf-
geheizt und erneut vier Minuten inkubiert wurde. Es folgte der Ausgleich des Vo-
lumens nach der Deparaffinierung mit anschlieendem Auftragen des Coverslips
und erneuter Inkubation von vier Minuten, bevor der Zellkonditionierer Nr.1 (CC1)
und ein Coverslip aufgetragen und der Objekttrager anschliel3end bis 95°C und
fur erneute vier Minuten inkubiert wurde. Nach Aufheizen des Objekttragers auf
nun 100°C und einer Inkubationszeit von acht Minuten, wurde CC1 hinzugege-
ben, gefolgt von einer acht Minuten andauernden Inkubationszeit. Dieser Vor-
gang wurde funf Mal wiederholt, jedoch fortan mit einer Inkubationszeit von je-
weils vier Minuten. Nach zweimaligem abwechselndem Waschen, Anpassen des
Volumens und erneutem Auftragen des Coverslips auf den Objekttrager, wurde
dieser bis 37°C aufgeheizt und erneut fir vier Minuten inkubiert. Nach erfolgtem
Wasch- und Volumenanpassungsvorgang wurden anschliel3end ein Tropfen OV
PEROX IHBTR zusammen mit dem Coverslip aufgetragen und erneut fur vier
Minuten inkubiert. Nun erfolgte mit einer Pipette per Handauftrag das Hinzuge-
ben des primaren Antikérpers mit anschlielender Inkubationszeit von 32 Minu-
ten. Nach Aufwarmen des Objekttragers auf 37°C erfolgte ein zweimaliger Vor-
gang bestehend aus abwechselnder Waschung, Zugabe von 460 Mikroliter (ul)
Waschpuffer, Auftragen des Coverslips und vierminltiger Inkubationszeit, wel-
cher sich sowohl nach Hinzufigen von einem Tropfen OV HQ UNIV LINKR mit
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anschlieBend achtminitiger Inkubationszeit, als auch nach Auftragen von einem
Topfen OV HRP MULTIMER und ebenfalls achtmindtiger Inkubationszeit, erneut
weitere zwei Mal wiederholte. Bei Letzterem erfolgte jedoch zuvor die Hinzugabe
von 900ul Waschpuffer und einem Deckglas mit anschlieRender Inkubationszeit
von vier Minuten, eher zuvor beschriebener Vorgang zweimalig durchgefuhrt
wurde. Im Folgenden wurde nun ein Tropfen OV H202, ein Tropfen OV DAB
sowie ein flussiges Deckglas (LCS) aufgetragen und fur weitere acht Minuten
inkubiert. Nach erneutem Waschvorgang und Anpassen des Objekttrager-Volu-
mens erfolgte das Auftragen von einem Tropfen OV COPPER mit nachfolgender
vierminutiger Inkubationszeit. Nach zwei weiteren Wasch- und Anpassungsvor-
gangen des Objekttrager-Volumens sowie weiteren vier Minuten Inkubationszeit
erfolgte im Anschluss die Hinzugabe von COUNTERSTAIN 1, gefolgt von einem
LCS und einer Inkubationszeit von vier Minuten. COUNTERSTAIN 1 dient hierbei
der Gegenfarbung. Es folgt das abschlieliende Waschen und Anpassen des Ob-
jekttrager-Volumens, gefolgt von einem Auftragen des Coverslips und weiterer
vierminutiger Inkubationszeit. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt
und stellte den Abschluss der beschriebenen immunhistochemischen Farbung

dar.

Die Gegenfarbung erfolgte mit einem selbst verdunnten Hamatoxylin. Hierzu wur-
den 21 Milliliter (ml) Thermo Fisher Scientific Hamatoxylin Gill 3 mit 40ml Eisessig

sowie 50ml destilliertem Wasser vermischt und anschlieRend filtriert.

Der oben beschriebene immunhistochemische Farbevorgang wurde auf selbe Art
und Weise flr beide untersuchten Antikérper durchgefihrt. Zur immunhistoche-
mischen Farbung wurde ein monoklonaler Antikorper fur H3K27me3 mit einer
Verdinnung von 1:200 (Neuropathologisches Institut Tibingen Protokollnummer
#268) verwendet. Diejenigen Objekttrager, welche Gewebeproben alter als 2010
beinhalteten, wurde zusatzlich in einem weiteren Farbevorgang nach oben be-
schriebenem Standard und selbem Antikdrper, jedoch mit konzentrierterer Ver-
dinnung von 1:100 erneut gefarbt. Des Weiteren erfolgte eine weitere immunhis-

tochemische Farbung unter Verwendung eines polyklonalen Antikérpers fir
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H3K36me3 und einer Verdlinnung von 1:4000 nach selbigem Schema. Die Ver-
dinnung der Antikoérper erfolgte mit Antibody Diluent des Herstellers Zytomed.

Als Positivkontrollen wurde gesundes GroRRhirngewebe verwendet (zerebraler
Kortex und Marklager), welches im Rahmen von Autopsien asserviert wurde (Ab-
bildung 10). Zudem wurde als interne Positivkontrolle der einzelnen Proben die

nukleare Anfarbung von Endothel- und Immunzellen verwendet.

50 pm Ty - - - ) : 52|.|m

Abbildung 10: Positivkontrollen nach erfolgreicher immunhistochemischer Farbung. Posi-
tive Anfarbung vereinzelter Zellkerne A des zerebralen Kortex und B des zerebralen Marklagers.

Das in dieser Arbeit verwendete Material (Tabelle 6) sowie die Farbesubstanzen

(Tabelle 7) und Antikérper (Tabelle 8) werden nachfolgend tabellarisch zusam-

mengefasst.

Tabelle 6: Verwendetes Material fiir die Imnmunhistochemie

Material Artikelbezeichnung Hersteller
Objekttrager TOMO ICH Adhesive Glass Slides (Artikelnummer  Matsunami’3
Farbesystem BenchMark Serie XT Ventana'

13 Matsunami Glass USA Inc., Bellingham, USA
4 Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
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Tabelle 7: Farbesubstanzen fiir die Inmunhistochemie

Farbesubstanz Artikelnummer Hersteller
Reaction Buffer 05353955001 Roche'™
LCS (Liquid Cover Slip) 05264839001 Roche?®
EZ Prep Concentration 05279771001 Roche?
CC1 Cell Conditioning 1 05279801001 Roche?
CC2 Cell Conditioning 2 05279798001 Roche?
Antibody Diluent ZUC025-500 Zytomed'®
Thermo Scientific Shandon Gill 3 Hamatoxylin 6765009 Fisher Scientific!”
Essigsaure 100 % 1.000.63.1011 Merck18
OptiView DAB ICH Detection Kit 06396500001 Roche?®
Tabelle 8: Verwendete Antikorper fiir die Immunhistochemie
H3K27me3 H3K36me3
Spezifitat Monoklonal Polyklonal
Verdlinnung 1:200; 1:100 1:4000
Inkubationszeit 32 min 32 min
Wirt Hase Hase
Sekundarantikdrper Anti-Hase IgG Anti-Hase IgG

Positivkontrolle
Vorbehandlung

Hersteller

Endothel- und Immunzellen
CC1 (32 min Vorbehandlung)

Abcam?™®

Endothel- und Immunzellen
CC2 (32 min Vorbehandlung)

Cell Signaling®®

5 F.Hoffmann- La Roche AG, Basel, Schweiz

16 Zytomed Systems GmbH, Berlin, Deutschland
17 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
8 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

19 Abcam, Cambridge MA, USA

20 Cell Signaling Technology Inc., Danvers, USA
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2.6 Auswertung

2.6.1 Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen des Tumorgewebes er-
folgte mithilfe des Lichtmikroskops Olympus Vanox AHBT3. Hierbei wurden die
angefertigten gefarbten Schnitte unter zwanzigfacher, hundertfacher und zwei-
hundertfacher VergroRerung betrachtet. Mikroskopische Bilder wurden mithilfe
einer an das Lichtmikroskop und Computer gekoppelten Kamera von JenOptik
Laser Optik Systeme aufgenommen und anschlieRend mit dem Programm Ima-
gic ims client dokumentiert. Bei angefarbter Positivkontrolle der TMA-Schnitte

wurden diese der weiteren Auswertung unterzogen.

2.6.2 Einteilung in Auspragungsgrade

Zur Quantifizierung der Immunopositivitat wurde ein semiquantitativer Score von
0-4 angewandt. Positiv angefarbte Zellen und somit Tumorzellen ohne Verlust
der Histontrimethylierung zeigten sich dunkelbraun gefarbt. Die vergebenen
Scores richteten sich dabei nach dem prozentualen Anteil der immunhistoche-
misch gefarbten Zellkerne im Verhaltnis zum gesamten Stanzzylinder der jewei-
ligen Probe. Der genaue Score ist in Tabelle 9 und Abbildung 11 dargestellt. Den
Grad 0 erhielten diejenigen Gewebeproben, bei welchen sich keine oder lediglich
vereinzelt positiv gefarbte Tumorzellen erkennen liel3en. Bei denjenigen Proben,
bei welchen ein Verlust der Trimethylierung verzeichnet wurde, erfolgte weiterhin
eine Uberpriifung nach positiven internen Kontrollen nicht-tumordser Zellen (En-
dothel- und Immunzellen). Eine solche positive Kontrolle stellte beispielsweise
ein angeschnittenes Gefall mit positiv gefarbten Endothelzellen dar (Abbildung
11B).
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Tabelle 9: Einteilung der Auspragungsgrade in Scores. Die Scores dienen der Beurteilung der
immunhistochemischen nukledren Anfarbung von Tumorgewebe.

Score Prozent (%)
0 0-5

1 5-25

2 25-50

3 50-75

4 75-100
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Abbildung 11: Score-Klassifikation 0-4. A Score 0: Anfarbung von <5% der Zellkerne B Score
0 mit positiven angefarbten Endothelzellen als Zeichen der funktionierten Farbung C Score 1:
Anfarbung von 5-25% der Zellkerne D Score 2: Anfarbung von 25-50% der Zellkerne E Score 3:
Anfarbung von 50-75% der Zellkerne F Score 4: Anfarbung von 75-100% der Zellkerne.

2.6.3 Ausschlusskriterien

Um eine zielfuhrende Auswertung der immunhistochemischen Farbungen zu er-
halten, mussten zuvor einige Ausschlusskriterien beachtet werden (Abbildung
12).
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Folgende Ausschlusskriterien wurden definiert:
e Starke Einblutung in das Tumorgewebe
e Nekrotisches Tumorgewebe
e Erfolglose immunhistochemische Farbung
e Tumorfreie Stanzzylinder (z.B. ZNS-Gewebe)

Wenn weniger als 20% des Stanzzylinders vitales Tumorgewebe enthielt, wurden

diese Proben nicht in der weiteren Auswertung berucksichtigt.

100 pm

Abbildung 12: Mikroskopische Ausschlusskriterien. A Einblutung mit zu wenig auswertbarem
Tumorgewebe. B nekrotisches Tumorgewebe mit wenig beurteilbarem vitalem Tumorgewebe. C
zu wenig Gewebe angeschnitten mit einem Anteil von <20% des gesamten Stanzzylinders.

2.6.4 Verwendete Farbungsverdiunnungen

Zur Optimierung der immunhistochemischen Qualitat wurde die verwendete An-

tikdrperverdinnung angepasst. Insbesondere bei alteren Tumorproben zeigte
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sich gehauft eine geringere Farbeintensitat der Positivkontrollen. Demnach
wurde flr Tumorproben, welche alter als 10 Jahre waren, die Verdlinnung des
H3K27me3-Antikorpers von 1:200 auf 1:100 gewahlt. Alle neueren Falle hinge-
gen gingen mit der ursprunglichen Farbungsverdinnung in die Auswertung der
vorliegenden Arbeit mit ein. Bei der immunhistochemischen Farbung mit dem An-
tikorper fir H3K36me3 und einer Verdinnung von 1:4000 hingegen entschied ich
mich gegen eine Wiederholung der Farbung mit veranderter Verdlinnung. Hierbei
konnte bei verwendeter Verdlinnung eine eindeutige Auswertung fur H3K36me3

erfolgen.

2.6.5 Statistische Auswertung

Nach vollstandigem Erfassen der Auspragungsgrade der einzelnen Tumorstan-
zen erfolgte im Weiteren die Aufarbeitung der gewonnenen Daten fir die statisti-
sche Auswertung. Hierzu wurde bei Vorliegen zweier erfolgreich gestanzten und
gefarbten Zylinder einer einzelnen Tumorprobe der Mittelwert erhoben und ent-
sprechend auf den passenden Score auf- oder abgerundet (z.B. Probe 1: Score
2, Probe 2: Score 3 — Mittelwert 2,5 — Score 3). Ein ,mismatch® beider Stanzen
des H3K27me3- bzw. H3K36me3-Scores wurde in 101 Fallen (37,5%, davon
,mismatch” 1 Score-Punkt: 32,5% ,mismatch® 2 Score-Punkte: 4,0%) bzw. 97
Fallen (32,1%, davon ,mismatch“ 1 Score-Punkt: 28,1%, ,mismatch® 2 Score-
Punkte: 3,3%, ,mismatch“ 3 Score-Punkte: 0,7%) festgestellt. Von 95 Tumorpro-
ben konnte lediglich ein einziger Stanzzylinders gewonnen werden, sodass in
diesen Fallen dessen ermittelter Score fur die statistische Auswertung herange-
zogen wurde. Konnte dagegen keine Stanze eines Tumors aufgrund der oben
genannten Ausschlusskriterien beurteilt werden, wurde dieser Fall nicht in der

spateren Auswertung der Daten bertcksichtigt.

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mithilfe der Statistik-
Software SPSS.

Zum Vergleich von Mittelwerten kamen in dieser Arbeit der t-Test fur unabhan-

gige Stichproben, der nicht parametrische Mann-Whitney-U-Test sowie die
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einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) zu Anwendung. Der Post-Hoc-Vergleich
nach Tuckey-HSD diente bei signifikanter ANOVA zur Analyse der Unterschiede
der einzelnen Gruppen. Bei Varianzheterogenitat wurde dagegen nach den Emp-
fehlungen von Andy Field der Post-Hoc-Vergleich nach Games-Howell zur Kla-

rung der signifikanten Unterschiede der Gruppen angewandt (Field, 2018).

Zur Durchfuhrung der multifaktoriellen Varianzanalysen diente die Cox-Regres-

sion.

Die Normalverteilung wurde mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests Uberprift. Bei Ver-
letzung der Normalverteilung, also signifikantem Shapiro-Wilk-Test (p<0,05)
wurde hingegen dennoch der t-Test fir unabhangige Stichproben und die A-
NOVA angewandt, wenn beide untersuchten Gruppen eine ausreichende Stich-
probengréRe (N>=30) aufwiesen. Das Uberpriifen der Varianzhomogenitét er-
folgte indes bei allen statistischen Auswertungen dieser Arbeit anhand des Le-

vene-Tests.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit Uberlebensanalysen nach Kaplan-Meier durch-
gefuhrt.

Die Auswertung der Falle mit Astrozytom WHO [II und Oligodendrogliom WHO
IIl beschrankt sich in dieser Arbeit auf die deskriptive Statistik, da ein Vergleich
der Mittelwerte ohne Verletzung der statistischen Testvoraussetzungen durch zu

geringe Fallzahlen nicht gegeben war.

Das Signifikanzniveau wurde bei allen angewandten statistischen Tests auf

p<0,05 festgelegt.

2.6.6 Computersoftware und technische Gerate

Die zum Erstellen dieser Arbeit verwendete Computersoftware und Gerate sind
in Tabelle 10 aufgefuhrt.
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Tabelle 10: Verwendete Computersoftware und Gerite.

Software/Gerat Hersteller

Microsoft Office 2015 Microsoft?!

IBM SPSS Statistics 27 IBM?2

GIMP 2.10.14 GIMP Development Team
Imagic ims Client Imagic®

Mikroskop Olympus Vanox AHBT3 Olympus?*

Kamera Jenoptik?®

Nikon D3200 Nikon?®

21 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

22 IMB Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland

23 Imagic Bildverarbeitung AG, Glattbrugg, Schweiz

24 Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, Deutschland

25 Jenoptik Optical Systems GmbH, Mihlhausen im Tale, Deutschland
26 Nikon Corporation, Tokio, Japan
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3 ERGEBNISSE

3.1 Klinische prognostische Faktoren

3.1.1 Tumorentitat

Insgesamt reprasentierten die Patient:innen mit GBM WHO IV mit 89,4 %
(N=378) die am starksten vertretene Gruppe innerhalb der untersuchten Patien-
tenkohorte, gefolgt von Astrozytomen WHO Grad Ill mit 6,1% (N=26) und Oli-
godendrogliomen WHO Grad Il mit 4,5% (N=19).

Zu beobachten war im Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit ein jungeres
mittleres Erkrankungsalter von 50,63 Jahren im Falle von WHO IlI-Gliomen im
Gegensatz zu 63,10 Jahren bei WHO |V-Gliomen. Das mittlere OS jedoch belief
sich bei WHO IV-Gliomen auf lediglich 15,44 Monaten im Vergleich zu 32,52 Mo-
naten bei einer WHO IlI-Tumorentitat (p=0,005). Im Weiteren wurden das OS
unter Berucksichtigung der Tumorentitaten untersucht. Dazu wurde das Patien-
tenkollektiv in drei Gruppen unterteilt (GBM WHO 1V, Astrozytom WHO llI, Oli-
godendrogliom WHO Il1). Die Patient:innen mit GBM wiesen dabei ein mittleres
Gesamtluberleben von 15,44 Monaten auf, wohingegen diejenigen mit Astrozy-
tom oder Oligodendrogliom mit 29,64 Monaten bzw. 55,38 Monaten signifikant
langer lebten (p<0,001). Nach 24 Monaten waren bereits 84,8% und nach 36

Monaten 93,7% der Patient:innen mit GBM verstorben.

Weiterhin wurde selbe Untersuchung fir Tumore astrozytaren Ursprungs im Ver-
gleich zu jenen mit oligodendroglialem Ursprung durchgeflhrt. Astrozytare Tu-
more wiesen dabei ein OS von 16,07 Monate im Gegensatz zu oligodendroglia-
len Tumoren mit 47,12 Monaten auf. Damit wird das Signifikanzniveau nur knapp
verfehlt, weshalb hierbei von keiner signifikanten Differenz zwischen beiden
Gruppen hinsichtlich des mittleren Gesamtiberlebens ausgegangen werden
kann (p=0,060).
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Der prognostische Einfluss der aufgeflihrten hochgradigen Tumorentitaten auf
das kumulative Gesamtuberleben der Betroffenen ist in Abbildung 13 als Kaplan-
Meier-Uberlebenskurve dargestellt. Mit p<0,001 konnte ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Tumorentitaten hinsichtlich der berechneten Uberlebens-

wahrscheinlichkeit statistisch nachgewiesen werden.

1,0
H Glioblastom WHO IV
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' Oligodendrogliom WHO Il
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Zahl gefahrdeter Patient:innen

Abbildung 13: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Tumorentititen. Es zeigt sich ein signifi-
kanter Unterschied (*) zwischen den Uberlebenswahrscheinlichkeiten der betrachteten Tumoren-
titaten.

3.1.2 Erkrankungsalter

Berucksichtigt wurden Patientiinnen aller Altersgruppen. Die Alterspanne er-
streckte sich dabei zwischen 18 und 87 Jahren in der Subgruppe der GBM, zwi-
schen 26 und 79 Jahren in der der Astrozytome und zwischen 26 und 75 Jahren

in der der Oligodendrogliome.

Die Verteilung des Erkrankungsalters innerhalb des untersuchten Patientenkol-
lektivs wurde in Abhangigkeit der vorliegenden Tumorentitat in Abbildung 14 be-
trachtet. Hier zeigt sich ein jungeres Erkrankungsalter mit einer maximalen Er-
krankungshaufigkeit der Patient:innen mit GBM im Alter zwischen 61-70 Jahren
(28,9%), im Vergleich zu 41-50 Jahren beim Astrozytom (32%) und Oligodendro-
gliom (36,8%). Mit 46,61 Jahren waren dabei die Patient:innen mit diagnostizier-

tem Astrozytom im Durchschnitt am jlingsten, gefolgt von 53,21 Jahren
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derjenigen mit Oligodendrogliom und 62,44 Jahren mit GBM. Das mittlere Erkran-
kungsalter unterscheidet sich hier statistisch signifikant zwischen den verschie-

denen Tumorentitaten (p<0.001).

40%

[ GBM WHO I ]
B Astrozytom WHO Il
Oligodendrogliom WHO I

30%

20%

Haufigkeit (%)

10%

==20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-y0 71-80 =80

Erkrankungsalter (Jahre)

Abbildung 14: Verteilung des Erkrankungsalters nach Tumorentitiat. Prozentualer Anteil des
Patientenalters in 10-Jahres-Intervallen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eines Glioblastoms
WHO |V, Astrozytoms WHO IlI und Oligodendroglioms WHO llI.

3.1.2.1 Glioblastoma multiforme WHO IV

Im Folgenden wurden alle Falle mit GBM hinsichtlich des Erkrankungsalters in
zwei verschiedene Gruppen anhand des Cut-Offs von 70 Jahren unterteilt. Hier-
bei konnte ein signifikant langeres OS bei den jliingeren Patient:innen <=70 Jah-
ren mit 18,43 Monaten im Vergleich zu denjenigen uber >70 Jahren mit 9,66 Mo-

naten bei Diagnosestellung festgestellt werden (p<0,001).

3.1.2.2 Astrozytom WHO Il

Far die Tumorentitat des Astrozytoms wurde das Patientenkollektiv in Abhangig-
keit des Cut-Offs von 40 Jahren in zwei Gruppen unterteilt. Hierbei wurde ein
mittleres Gesamtuberleben der Patient:innen mit einem Erkrankungsalter >40
Jahren von 32,83 Monaten berechnet, wohingegen dasselbe flr diejenigen <=40
Jahren bei Diagnosestellung sich auf 25,80 Monate belief (p=0,321, aber Fallzahl
<30).
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3.1.2.3 Oligodendrogliom WHO III

Bei den Fallen mit diagnostiziertem Oligodendrogliom wurde der Cut-Off eben-
falls auf 40 Jahre festgelegt. Dabei ergab sich fur diejenigen >40 Jahre bei Diag-
nosestellung ein OS von 38,20 Monaten im Vergleich zu 84,00 Monaten der jun-

geren Betroffenen (p=0,026, aber Fallzahl <30).

Abschlielend wurde fur alle Tumorentitaten ein Kaplan-Meier-Diagramm zur
Darstellung der Uberlebenskurven unter Berlicksichtigung des Alters-Cut-Off-
Werts von 70 Jahren beim GBM und 40 Jahren beim Astrozytom und Oli-
godendrogliom erstellt. Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Uber-
lebenskurven im Falle der Patient:innen mit GBM (p<0,001), wohingegen im Pa-
tientenkollektiv der Astrozytome und Oligodendrogliome kein signifikanter Unter-
schied dahingehend festgestellt werden konnte (p=0,836 bzw. p=0,500) (Abbil-
dung 15).
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit des Erkrankungsalters. Es
zeigt sich fur die Patient:innen mit A Glioblastom WHO 1V ein signifikanter Unterschied (*) fur
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einen Cut-Off von 70 Jahren und fiir das B Astrozytom WHO IIl und C Oligodendrogliom WHO llI
kein signifikanter Unterschied fur einen Cut-Off von 40 Jahren bezuglich des OS.

3.1.3 Geschlecht

3.1.3.1 Glioblastoma multiforme WHO IV
Es wurden 142 (37,6%) weibliche und 236 (62,4%) mannliche Patient:innen unter

Berucksichtigung klinischer Aspekte auf die prognostische Relevanz der Ge-

schlechtszugehdorigkeit hin untersucht (F-M-Verhaltnis 1:1,7).

Wahrend das mannliche Geschlecht in dieser Arbeit ein OS von 16,50 Monaten
aufwies, konnte bei den weiblichen Patientinnen ein OS von 13,46 Monaten aus-
gewertet werden. Das OS unterscheidet sich hierbei statistisch signifikant fir
diese Gruppen (p=0,027) (Abbildung 16A).

Das mittlere Erkrankungsalter wurde mit 65,29 Jahren der Frauen und 61,79 Jah-
ren der Manner berechnet. Auch hier zeigte sich eine signifikante Differenz bei
der Gegenuberstellung des mittleren Erkrankungsalters beider Kohorten
(p=0,007) (Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Geschlechtszugehorigkeit unter Betrachtung klinischer Aspekte. Dargestellt
ist die Gegenulberstellung der Geschlechter abhdngig der Tumorentitaten fur A das mittlere Ge-
samtuberleben und B das mittlere Erkrankungsalters zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Stern-
chen (*) markiert signifikante Werte.

3.1.3.2 Astrozytom WHO Il

In der Kohorte der Astrozytome verhielt sich das Geschlechterverhaltnis (F:M)
auf 1:1,9. Demnach wurden mit 65,4% (N=17) fast doppelt so viele mannliche
wie weibliche (N=9, 34,6%) Erkrankte hinsichtlich der prognostischen Relevanz

des Geschlechts untersucht.

Hierbei konnte ein langeres OS mit im Mittel 31,71 Monaten in der Gruppe der
mannlichen Patienten:innen im Vergleich zu 26,00 Monaten der weiblichen Pati-
entinnen berechnet werden (p=0,347, aber Fallzahl <30) (Abbildung 16A).
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Dartber hinaus erkrankten Frauen mit 42,22 Jahren friher als deren mannlicher
Gegenpart mit 45,94 Jahren (p=0,268, aber Fallzahl <30) (Abbildung 16B).

3.1.3.3 Oligodendrogliom WHO IlI

Unter den Fallen mit diagnostiziertem Oligodendrogliom war das mannliche
(N=10, 52,6%) und weibliche Geschlecht (N=9, 47,4%) mit einem Verhaltnis

(F:M) von 1:1,25 nahezu ausgeglichen reprasentiert.

Bei Auswertung des mittleren OS verhielt sich dieses in beiden Gruppen mit
55,60 Monaten der mannlichen Patienten und 55,00 Monaten der weiblichen Pa-
tientinnen nahezu identisch (p=0,492, aber Fallzahl <30) (Abbildung 16A).

Das mittlere Erkrankungsalter hingegen zeigte beim Vergleich der Kohorten Un-
terschiede auf. Dabei erkrankten Frauen mit 42,11 Jahren friher als Manner mit
48,40 Jahren (p=0,118, aber Fallzahl <30) (Abbildung 16 B).

In der Kaplan-Meier Analyse ergab sich fur alle untersuchten Entitaten kein sig-
nifikanter Geschlechts-spezifischer Unterschied im Gesamtiberleben (Abbildung
17).
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhiingigkeit der Geschlechtszugehérig-
keit. Es zeigt sich bei allen Tumorentitaten kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Ge-
samtiberlebens in Abhangigkeit des Geschlechts.

3.1.4 Karnofsky-Index

3.1.4.1 Glioblastoma multiforme

In der untersuchten Gesamtkohorte konnte der KPS in 377 Fallen zum Diagno-
sezeitpunkt festgestellt werden. Davon klagten 50 Betroffene (12,3%) Uber kei-
nerlei Beschwerden oder Krankheitssymptome und konnten weiterhin ohne Ein-
schrankungen ihren Alltag bewaltigen. Somit wurde diesen ein KPS von 100%
zugeordnet. 324 (86%) und somit der grol3en Mehrzahl der Patient:innen konnte

ein KPS>=70% zugeteilt werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Haufigkeitsverteilung des KPS innerhalb der Gesamtkohorte. Nach Betrach-
tung der klinischen Symptomauspragung und des physischen Satus wurden die Patient:innen
nach dem KPS unterteilt. Der GroRteil der Patient:innen war bei Diagnosestellung nicht bzw.
kaum eingeschrankt in deren Alltagsbewaltigung.

Der Median des KPS bei Diagnosestellung belief sich dabei auf 80%.

Um den KPS als prognostischen Faktor zu untersuchen, wurden die Erkrankten
in jeweils zwei Gruppen hinsichtlich des in zahlreichen Studien verwendeten und
fur die weiterfihrende Therapie entscheidenden Cut-Off-Werts von 70% unter-
teilt. Wahrend die Patient:innen mit KPS <70% ein OS von 12,08 Monaten auf-
wiesen, konnte bei den klinisch weniger beeintrachtigten Personen mit einem
KPS >=70% ein langeres OS von 16,04 Monaten berechnet werden. Dement-
sprechend konnte der KPS bei einem Cut-Off von 70% als prognostisch signifi-
kanter Faktor identifiziert werden (p=0,021).

Weiterhin wurde das Erkrankungsalter bei selbem Cut-Off-Wert untersucht. Hier-
bei zeigte sich ein annahernd selbes mittleres Erkrankungsalter mit 62,60 Jahren
(KPS<70%) bzw. 63,22 Jahren (KPS >=70) fur beide Gruppen, sodass hier keine
signifikante Abhangigkeit des KPS vom Erkrankungsalter festgestellt werden
konnte (p=0,077).
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Unter Zuhilfenahme eines Kaplan-Meier-Diagramms wurden fortfUhrend die
Uberlebenskurven der beiden Gruppen miteinander verglichen, wodurch der KPS
abermals als signifikanter prognostischer Faktor, im Sinne eines langeren OS bei
einem KPS>=70, gewertet werden konnte (p=0,038) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit des KPS. Das Kaplan-Meier-
Diagramm zeigt fur Patient:innen mit Glioblastom WHO 1V einen signifikanten Unterschied (*) der
Uberlebenskurven unter Beriicksichtigung des Cut-Off-Werts 70% bei Diagnosestellung.

3.1.4.2 Astrozytom WHO III

Bei allen 26 Patient:innen mit diagnostiziertem Astrozytom konnte der KPS bei
Diagnosestellung eindeutig festgelegt werden. Zu diesem Zeitpunkt war lediglich
eine Person (3,8%) schwer eingeschrankt mit notwendigem Krankenhausaufent-
halt, entsprechend einem KPS von 20%. 96,2% der Betroffenen erhielten bei Di-
agnosestellung einen KPS von >=70%, wovon 23,1% der Patient:innen an kei-
nerlei Beschwerden oder Krankheitszeichen litten (KPS=100%) (Abbildung 18).

Der Median des KPS bei Diagnosestellung belief sich dabei auf 90%.

Mittels CART-Analyse konnte im Folgenden kein prognostisch relevanter Cut-
Off-Wert identifiziert werden. Ein Cut-Off-Wert von 70% erschien im Falle des
Astrozytoms in dieser Arbeit nicht zielfUhrend, da in allen Fallen ein KPS >=70%
festgestellt werden konnte. Folglich wurden diesbezlglich keine weiteren statis-

tischen Auswertungen durchgefihrt.
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3.1.4.3 Oligodendrogliom WHO III

In allen 19 Fallen mit diagnostiziertem Oligodendrogliom wurde der KPS bei Di-
agnosestellung dokumentiert. Allen Erkrankten konnten zu diesem Zeitpunkt ein
KPS >=80% zugeordnet werden. 36,8% der Betroffenen hatten weiterhin keine
Krankheitszeichen oder Symptome und waren bei Diagnosestellung vollig be-

schwerdefrei, entsprechend einem KPS von 100% (Abbildung 18).
Der Median des KPS bei Diagnosestellung belief sich dabei auf 90%.

Auch im Falle der Oligodendrogliome konnte anhand einer CART-Analyse kein
prognostisch relevanter Cut-Off-Wert identifiziert werden, sodass auch hier keine

weiteren statistischen Auswertungen erfolgten.

3.1.5 Resektionsausmal}

3.1.5.1 Glioblastoma multiforme WHO IV

In der vorgelegten Arbeit konnten bei 211 (56,0%) Patient:innen mit GBM eine
Totalresektion des Tumors erreicht werden, wohingegen bei 123 (32,6%) eine
subtotale Resektion erfolgte und bei weiteren 43 (11,4%) lediglich eine Biopsie

durchgefuhrt wurde.

Mit 16,70 Monaten wiesen die Erkrankten bei erfolgter Totalresektion ein lange-
res OS nach Diagnosestellung auf als diejenigen, bei denen lediglich eine subto-
tale Resektion (14,86 Monate) durchgefuhrt werden konnte oder alleinig eine Bi-
opsie (11,51 Monate) des Tumors erfolgte. Dennoch wurde das Signifikanzni-
veau diesbezuglich knapp verfehlt (p=0,057). Im Weiteren wurde eine Totalre-
sektion einer ausbleibenden Totalresektion gegenubergestellt. Auch hier erweis
sich das Resektionsausmal® als nicht signifikanter prognostischer Faktor
(p=0,154) (Abbildung 20A).

Hinsichtlich des mittleren Erkrankungsalters der Patient:innen zeigte sich ein
deutlich héheres Erkrankungsalter mit einem Mittelwert von 68,63 Jahren bei den
biopsierten Patient:innen, wahrend diejenigen, welche eine Totalresektion bzw.
Subtotalresektion des Tumors erhielten im Vergleich dazu wesentlich junger
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(61,97 bzw. 63,11 Jahren) waren. Es konnte somit ein signifikant jingeres Er-
krankungsalter bei radikaler Resektion nachgewiesen werden (p=0,006). Nach-
folgende Gegenuberstellung legte eine signifikante Differenz bezuglich des Er-
krankungsalters sowohl im Vergleich der Gruppen Totalresektion * Biopsie
(p=0,004), als auch bei subtotaler Resektion * Biopsie (p=0,031), dar. Dagegen
konnte bei dem Vergleich Totalresektion * subtotale Resektion keine Signifikanz
hinsichtlich des Erkrankungsalters der Betroffenen belegt werden (p=0,689) (Ab-
bildung 20B).
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Abbildung 20: ResektionsausmaR unter Betrachtung klinischer Aspekte. Dargestellt ist der
Vergleich der Mittelwerte zwischen den Gruppen hinsichtlich des A Gesamtuberlebens und B
Erkrankungsalters zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Sternchen (*) markiert signifikante Werte.
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3.1.5.2 Astrozytom WHO III

In der untersuchten Patientenkohorte mit Diagnose Astrozytom konnte bei 12 Pa-
tient:innen (46,2%) eine Totalresektion erfolgen. Eine subtotale Resektion wurde
dagegen bei 14 (53,8%) etwas haufiger durchgefuhrt, eine Biopsie hingegen in

keinem der Falle.

Dabei konnte bei Patient:innen mit erfolgter Totalresektion ein hoheres OS mit
47,50 Monaten berechnet werden, wahrend diejenigen mit subtotaler Resektion
im Durchschnitt 19,43 Monate kurzer lebten (p=0,028, aber Fallzahl <30) (Abbil-
dung 20A).

Aulerdem war die Patientenkohorte mit Totalresektion und einem Erkrankungs-
alter von 48,08 Jahren bei Diagnosestellung im Vergleich zu denjenigen mit sub-
totaler Resektion und 41,71 Jahren junger (p=0,233, aber Fallzahl <30) (Abbil-
dung 20B).

3.1.5.3 Oligodendrogliom WHO III

In der Patientenkohorte mit Oligodendrogliom erhielten 11 Personen (57,9%)
eine Totalresektion und 7 Personen (36,8%) eine subtotale Resektion. Eine Bi-
opsie wurde lediglich in einem Fall (5,3%) durchgefuhrt, sodass fur letzteren we-
der ein mittleres Gesamtuberleben noch ein mittleres Erkrankungsalter erhoben
werden konnte. Das Erkrankungsalter dieses Einzelfalls konnte auf 44 Jahre be-
rechnet werden, wohingegen das Uberleben des Erkrankten aufgrund der feh-

lenden Weiterverfolgung des Falls nicht ermittelt werden konnte.

Im Vergleich der beiden anderen Gruppen konnte ein kirzeres OS unter den Pa-
tient:innen mit erhaltener Totalresektion mit im Durchschnitt 52,80 Monaten, im
Vergleich zu denjenigen mit erhaltener subtotaler Resektion von 59,67 Monaten,
festgestellt werden (p=0,811, aber Fallzahl <30) (Abbildung 20A).

Eine Totalresektion wurde dariber hinaus bei den jungeren Betroffenen mit ei-
nem mittlerem Erkrankungsalter von 43,73 Jahren durchgefuhrt, wahrend eine
subtotale Resektion bei Erkrankten mit einem mittleren Erkrankungsalter von
durchschnittlich 48,29 Jahren erfolgte (p=0,731, aber Fallzahl <30 (Abbildung
20B).



3

ERGEBNISSE

67

AbschlieRend wurde fur alle Tumorentitaten ein Kaplan-Meier-Diagramm zur

Darstellung der Uberlebenskurven unter Beriicksichtigung der untersuchten Re-

sektionsausmale erstellt. Hierbei zeigte sich ein relevanter Trend, jedoch kein

signifikanter Unterschied der Uberlebenskurven Totalresektion, subtotaler Re-
sektion und Biopsie der Patient:innen mit GBM (p=0,056). In den Gruppen der

Astrozytome und Oligodendrogliome konnte mittels Darstellung der Uberlebens-

kurven ebenfalls kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,325 bzw.
p=0,781) (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhéngigkeit des Tumorresektionsaus-
maR. Die Kaplan-Meier-Diagramme zeigen die Uberlebenskurven fiir Patient:innen mit A
Glioblastom WHO IV, B Astrozytom WHO Il und C Oligodendrogliom WHO IlI. Die Uberlebens-
kurven aller Entitdten verhalten sich dabei nicht signifikant unterschiedlich zueinander.
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3.1.6 Praoperatives Tumorvolumen

3.1.6.1 Glioblastoma multiforme WHO |V

Im Folgenden soll der Einfluss des praoperativen Tumorvolumens bezuglich des-
sen prognostischer Relevanz untersucht werden. Hierfir wurde anhand des Er-
gebnisses der durchgeflhrten Analyse eines Klassifikations- und Regressions-
baumes (CART-Analyse), ein Cut-Off-Wert von 20 Kubikzentimetern (cm?) fest-
gelegt. Entsprechend wurden die Patient:innen in zwei Gruppen unterteilt, von
welchen in 109 Fallen (41,0%) ein praoperatives Tumorvolumen von <=20cm?
und in 157 Fallen (59,0%) eines von >20cm? detektiert werden konnte. Wahrend
sich das Erkrankungsalter in beiden Kohorten mit 62,99 (>20cm?) bzw. 62,90
Jahren(<=20cm?) sehr ahnlich verhielt (p=0,310), konnte ein signifikant langeres
OS bei kleinerem praoperativem Tumorvolumen mit 19,60 im Vergleich zu 13,86

Monaten festgestellt werden (p=0,003).

3.1.6.2 Astrozytom WHO III

In der Patientenkohorte mit Astrozytom konnte mittels CART-Analyse kein prog-
nostisch relevanter Cut-Off-Wert identifiziert werden, weshalb dieser fur die wei-
teren Untersuchungen, in Anlehnung an die Auswertungen im GBM-Kaollektiv, auf
20cm?® praoperatives Tumorvolumen festgelegt wurde. Mit drei Fallen eines
praoperativem Tumorvolumens <=20cm?® und 15 Fallen >20cm?® konnten hierbei
zwei kleine Subgruppen gebildet werden. Auch hier konnte bei den jungeren Pa-
tient:innen ein grolReres Tumorvolumen bei Diagnosestellung detektiert werden.
Das mittlere Erkrankungsalter belief sich dabei auf 43,13 Jahren in der Kohorte
mit einem praoperativem Tumorvolumen >20cm? im Vergleich zu 47 Jahren bei
selbigem von <=20cm? (p=0,762, aber Fallzahl <30). Dagegen konnte fiir Letz-
tere ein geringflgig kirzeres OS mit 31,00 im Vergleich zu 33,50 Monaten er-
rechnet werden (p=0,930, aber Fallzahl <30).

3.1.6.3 Oligodendrogliom WHO Il
Auch im Falle der Patient:innen mit Oligodendrogliom konnte mittels CART-Ana-
lyse hinsichtlich einer prognostischen Relevanz kein Cut-Off-Wert fur das

praoperative Tumorvolumen erértert werden, weshalb auch hier, in Anlehnung
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an die Auswertungen der GBM-Kohorte, ein Cut-Off-Wert von 20cm? fur die wei-
teren Untersuchungen festgelegt wurde. Es konnten somit in beiden Gruppen
sieben Falle (50,0%) inkludiert werden. Hierbei ergab sich fur die Subgruppe der
Patient:innen mit praoperativem Tumorvolumen von <=20cm?® mit 44,43 Jahren
ein im Vergleich zur Gegengruppe (47,57 Jahre) jungeres Erkrankungsalter
(p=,603, aber Fallzahl <30). Weiterhin konnte bei kleinerem praoperativem Tu-
morvolumen ein mit 66,50 im Vergleich zu 53,33 Monaten langeres OS festge-
stellt werden (p=0,642, aber Fallzahl <30).

Die anschlie3end erstellten Kaplan-Meier-Diagramme bestatigen vorherige An-
nahme im Sinne der sich signifikant zueinander unterscheidenden Uberlebens-
kurven in Abhangigkeit des praoperativen Tumorvolumens mit festgelegtem Cut-
Off-Wert von 20cm?® beim GBM (p=0,009). Folglich kann eine bessere Prognose
der Patient:innen mit einem praoperativen Tumorvolumen <20cm? in diesem Pa-
tientenkollektiv abgeleitet werden. Im Falle der Astrozytome und Oligodendrogli-
ome zeigte sich weiterhin kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Uberle-
benskurven (p=0,605 bzw. p=0,590) (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit des prioperativen Tumor-
volumens. Bei einem Cut-Off-Wert des praoperativen Tumorvolumens von 20cm? kann ein sig-
nifikanter Unterschied (*) der Uberlebenskurven fiir Patient:innen mit A Glioblastom WHO IV und
ein nicht signifikanter Unterschied fur Patient:innen mit B Astrozytom WHO IIl und C Oligodendro-
gliom WHO lll, ableitet werden.

3.1.7 Therapie

3.1.7.1 Glioblastoma multiforme WHO IV

Unter den Erkrankten mit diagnostiziertem GBM wurden bei 124 (33,1%) eine
reine Radiotherapie und bei 32 (8,5%) lediglich eine Chemotherapie durchge-
fuhrt. Die Standardtherapie einer konkomitanten Radiochemotherapie nach
Stupp wurde bei 168 Patient:innen (44,8%) angewandt. Andere wenige Pati-
ent:innen (N=16, 4,3%) dieser Kohorte erhielten dagegen eine Behandlung im
Rahmen einzelner durchgefuhrter Studien, wie z.B. des Studientherapiearms

OSAG 101 (Nimotuzumab), einem monoklonalen EGFR-Antikorper. In sechs
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Fallen (1,6%) wurde eine vom Standard differierende Therapie eingeleitet. Unter
anderem durch Anwendung des Zytostatikums PC(V) im Anschluss an die Radi-
ochemotherapie. Keine Weiterbehandlung nach erfolgter operativer Tumorresek-
tion erhielten dagegen zwolf (3,2%) der in dieser Arbeit eingeschlossen Pati-
ent:innen, wahrend bei 17 (4,5%) der weitere Krankheitsverlauf nicht weiter nach-

verfolgt werden konnte (lost to follow up).

Fir die folgenden Untersuchungen wurden die gangigen und am haufigsten ein-
gesetzten Therapiemethoden Radiotherapie, Chemotherapie und Radiochemo-

therapie nach Stupp bericksichtigt.

Im Kollektiv der vorliegenden Arbeit zeigten sich die Patient:innen nach Erhalt
einer Radiochemotherapie nach Stupp mit einem OS von 19,99 Monaten mit der
besten Prognose im Vergleich zu 10,85 Monaten bei reiner Radiotherapie und
12,38 Monaten bei reiner Chemotherapie. Es konnte hierbei ein signifikanter Ein-
fluss des Therapiekonzepts auf das Gesamtlberleben der Erkrankten beobach-
tet werden (p<0,001). Unter genauerer Betrachtung der Einzelvergleiche der je-
weiligen Therapien konnte im direkten Vergleich Radiotherapie zu Chemothera-
pie kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des OS der Betroffenen belegt wer-
den (p=0,798). Anders verhielt sich die Gegenuberstellung von Radiotherapie zu
Stupp-Schema sowie Chemotherapie zu Stupp-Schema, wobei mit p<0,001 bzw.
p=0,004 jeweils ein signifikant langeres OS bei Patient:innen mit Therapieregime
nach Stupp beobachtet werden konnte (Abbildung 23A).

Im Folgenden wurden die einzelnen oben aufgefuhrten Therapiekonzepte bezlug-
lich des Erkrankungsalters der Patient:innen untersucht. Mit einem mittleren Er-
krankungsalter von 54,97 Jahren erhielten im Patientenkollektiv dieser Arbeit
durchschnittlich die jingeren Erkrankten die Standardtherapie nach Stupp. Hin-
gegen wurde fur die Gruppe der Radiotherapie ein mittleres Erkrankungsalter von
72,47 Jahren und fur diejenige der Chemotherapie mit 71,16 Jahren ein hheres
Alter bei Diagnosestellung berechnet. Daraus ergab sich ein signifikant juingeres
Erkrankungsalters flr die Patient:innen, welche die Standardtherapie nach Stupp
erhielten (p<0,001). Der Einzelvergleich ergab einen signifikanten Unterschied
Stupp-Schema (p<0,001) und

*

zwischen den Gruppen Radiotherapie
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Chemotherapie * Stupp-Schema (p<0,001). Bei der Gegenuberstellung Radio-
therapie * Chemotherapie konnte hingegen kein signifikanter Unterschied hin-
sichtlich des =zugrunde liegenden Erkrankungsalters festgestellt werden
(p=0,731) (Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Gewahltes Therapiekonzept unter Betrachtung klinischer Aspekte. Dargestellt
ist der Vergleich der Mittelwerte zwischen den Gruppen hinsichtlich des A Gesamtiiberlebens
und des B Erkrankungsalters. Sternchen (*) markiert signifikante Werte.

3.1.7.2 Astrozytom WHO Il
Unter den Betroffenen mit Astrozytom erhielten mit 53,8% die Mehrzahl (N=14)

eine Radiochemotherapie nach Stupp. In weiteren 15,4% der Falle (N=4) wurde
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jeweils eine reine Radiotherapie oder eine reine Chemotherapie durchgefihrt. In
jeweils einem Fall (3,8%) erfolgte keine Therapie bzw. lagen keine Informationen
uber das Therapieregime vor, wohingegen bei zwei Fallen (7,7%) ein lost to

follow up dokumentiert war.

Das hochste OS unter den Patient:innen mit Astrozytom konnte bei denjenigen
mit Radiotherapie als postoperative Weiterbehandlung mit 36,33 Monaten, ge-
folgt von 35,00 Monaten bei durchgefiihrter Radiochemotherapie nach Stupp und
30,33 Monaten bei erfolgter Chemotherapie festgestellt werden (p=0,951, aber
Fallzahl <30) (Abbildung 23A).

Wahrend im Mittel die Patient:innen mit reiner Chemotherapie als postoperative
Weiterbehandlung das jlingste Erkrankungsalter mit 34,75 Jahren inne hatten,
belief sich dieses bei denjenigen mit Radiochemotherapie auf 49,21 Jahren, ge-
folgt von 52,25 Jahren bei durchgefiihrter Radiotherapie (p=0,075, aber Fallzahl
<30) (Abbildung 23B).

3.1.7.3 Oligodendrogliom WHO Il

36,8% (N=7) mit Oligodendrogliom erhielten eine reine Chemotherapie. Eine
reine Radiotherapie wurde bei funf (26,3%), eine Radiochemotherapie nach
Stupp dagegen in vier Fallen (21,1%) durchgefuhrt. Eine davon differierende,
nicht genauer definierte, postoperative Weiterbehandlung konnte in drei Fallen

(15,8%) verzeichnet werden.

Mit 92 Monaten konnten bei denjenigen mit lediglich erhaltener Radiotherapie
das langste OS berechnet werden, gefolgt von 43,50 Monaten fir die Gruppen
Chemotherapie und 42,50 mit Radiochemotherapie nach Stupp (p=0,258, aber
Fallzahl <30) (Abbildung 23A).

Das mittlere Erkrankungsalter der Patient:innen mit Oligodendrogliom belief sich
auf ein hoheres Erkrankungsalter in aufsteigender Reihenfolge in den Gruppen
Radiotherapie, Chemotherapie und Stupp-Schema auf 41,60, 46,71 und 49,25
Jahre (p=0,664, aber Fallzahl <30) (Abbildung 23B).
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Die durchgefiihrte Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier identifiziert die Wahl

der postoperativen Weiterbehandlung als einen signifikanten prognostischen

Faktor hinsichtlich des kumulativen Gesamtiberlebens der Patient:innen mit
GBM (p<0,001). Dahingegen unterschieden sich die Uberlebenskurven unter den

Erkrankten mit Astrozytom oder Oligodendrogliom unter Bertcksichtigung der

gewahlten postoperativen Weiterbehandlung nicht signifikant voneinander

(p=0,904 bzw. p=0,394) (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit des Therapieregimes. Es
kann ein signifikanter Unterschied (*) der Uberlebenskurven fiir Patient:innen mit A Glioblastom
WHO IV und ein nicht signifikanter Unterschied fur Patient:innen mit B Astrozytom WHO IIl und
C Oligodendrogliom WHO Ill in Abhangigkeit des gewahlten Therapieregimes abgeleitet werden.
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3.1.8 Lokalisation

3.1.8.1 Glioblastoma multiforme WHO |V

In der Kohorte dieser Arbeit konnten bei 378 Patient:innen die praoperative Lo-
kalisation des Tumors klassifiziert werden, wohingegen diese in drei Fallen un-
bekannt blieb (fehlende praoperative Bildgebungen). Hierbei wurde der Frontal-
(21,2%) und Temporallappen (22,5%) mit groRem Abstand als haufigster Tumor-
lokalisationsort identifiziert. Hingegen waren der Parietal- (6,6%) und der Okzipi-
tallappen (2,1%) sowie das Diencephalon (3,4%) in diesem Patientenkollektiv je-
weils in weniger als 10% aller Falle betroffen. Eine infratentorielle Auspragung
konnte dagegen lediglich in einem Fall (0,3%) festgestellt werden. Weiterhin wie-
sen 26 Patient:innen (6,9%) bereits eine multizentrische Tumorauspragung und
19 (5,1%) einen mehr als zwei Hirnlappen ubergreifenden Tumor auf (Abbildung
25).

Abbildung 25: Haufigkeitsverteilung der Tumorlokalisationen bei Patient:innen mit GBM (ei-
gene Darstellung). A Lokalisationen an den anatomischen Lappengrenzen orientierend, B Tu-
morlokalisation im Diencephalon und Cerebellum. Die Lokalisationshaufigkeit der dargestellten
Areale nimmt dabei mit zunehmender Rotfarbung zu.
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Im Folgenden wurden die haufigsten Lokalisationen auf deren prognostischen
Wert bei Vorliegen eines GBM hin untersucht. Dabei zeigten sich die Patient:in-
nen mit parietaler Tumorbeteiligung mit einem signifikant langerem OS mit 23,83
Monaten als jene Tumore an anderen Lokalisationen (14,82 Monaten) (p=0,047)
(Abbildung 26). Zudem waren die Erkrankten mit parietaler Tumorlokalisation mit
im Durchschnitt 59,92 Jahren jinger als der Rest der Kohorte (63,41 Jahre), ohne

jedoch das Signifikanzniveau zu erreichen (p=0,142).

Glioblastom WHO IV

Anzahl Prozentanteil 0S
Lokalisation
zentral 42 111 14,88
temporal 85 22,5 16,09
frontal 80 21,2 17,22
parietal 25 6,6 23,83
okzipital 8 2,1 15,43
fronto-temporal 11 2,9 15,29
parieto-temporal 13 34 21,54
parieto-okzipital 11 2,9 21,29
temporo-okzipital 18 4,8 9,50
diencephal 13 3,4 12,64
Kleinhirn 1 0,3 19,00
multizentrisch 26 6,9 8,36
>2 Hirnlappen 19 5,0 10,11
andere 26 6,1 1,32

Abbildung 26: Haufigkeitstabelle der Tumorlokalisation mit Auflistung des dazugehérigen
Gesamtiiberlebens bei Patient:innen mit GBM. Zu sehen ist ein im Vergleich hdheres mittleres
Gesamtlberleben (OS, englisch: overall survival) bei parietaler Tumorlokalisation (grau hinter-

legt).
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Die Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier bestéatigte obige Erkenntnisse. Auch
hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied des kumulativen Uberlebens zwi-

schen parietaler und nicht parietaler Tumorbeteiligung (p=0,019) (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit einer parietalen Tumorlo-
kalisation. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied (*) des kumulativen Uberlebens der Pati-
ent:innen mit Glioblastom WHO IV unter Beriicksichtigung einer parietalen und nicht parietalen
Tumorausbreitung.

3.1.8.2 Astrozytom WHO III

Unter den 29 Patient:innen mit Astrozytom konnten bei elf und somit mit 42,3%
der groRen Mehrzahl an Betroffenen eine frontale Tumorlokalisation festgestellt
werden. Ein temporaler oder parietaler Tumor zeigte sich in jeweils zwei Fallen
(7,7%). Allen anderen Hirnregionen konnte lediglich ein einziger Fall (3,8%) zu-

geordnet werden.

3.1.8.3 Oligodendrogliom WHO III

Von 18 Betroffenen mit Oligodendrogliom konnten 17 eine eindeutige Tumorlo-
kalisation zugeordnet werden. Dabei war auch hier ein den Frontallappen betref-
fender Tumor in zehn Fallen und somit mit 55,6% weit Uber der Halfte aller er-
krankten Personen vertreten. AulRerdem war die temporale und diencephale Aus-
pragung mit jeweils zwei dokumentierten Fallen und 11,1% haufiger betroffen als
alle anderen Regionen ohne Nachweis oder lediglich einmaligem Tumornach-

weis.
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3.2 Molekulare prognostische Marker

3.2.1 MGMT

3.2.1.1 Glioblastoma multiforme WHO |V

Im Patientenkollektiv der GBM wurde in 149 Fallen (40,3%) ein methylierter und
in 206 Fallen (59,7%) ein unmethylierter MGMT-Status dokumentiert.

Hinsichtlich des mittleren Erkrankungsalters bei Diagnosestellung konnte mit
64,01 Jahren der Kohorte mit methyliertem und 63,29 Jahren bei denjenigen mit
unmethyliertem MGMT-Status kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(p=0,592).

Anders verhielt es sich bei Gegenuberstellung des mittleren Gesamtlberlebens
beider Gruppen. Hier wurde mit 17,55 Monaten ein signifikant langeres OS bei
vorliegender MGMT-Methylierung im Vergleich zu 13,15 Monaten bei fehlender
Methylierung berechnet (p=0,004). In der durchgefuhrten Kaplan-Meier-Analyse
zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied der Uberlebenskurven beider
untersuchten Kohorten (p=0,003) (Abbildung 28A).

A Glioblastom WHO IV B Astrozytom WHO Il
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Abbildung 28: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit MGMT-Status. Es zeigt sich
ein signifikant (*) langeres Uberleben bei Patient:innen mit methyliertem MGMT-Status beim A
Glioblastom WHO 1V, nicht aber beim B Astrozytom WHO Ill.
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3.2.1.2 Astrozytom WHO III

Bei den Astrozytomen konnte eine ausgeglichene Verteilung des Methylierungs-
status von MGMT mit 13 Fallen (54,2%) eines methylierten und weiteren 11
(45,8%) mit unmethyliertem MGMT-Status innerhalb der Gruppe beobachtet wer-

den.

Wahrend die Erkrankten mit MGMT+ ein mittleres Erkrankungsalter von 48,31
Jahren aufwiesen, erkrankten diejenigen ohne MGMT-Methylierung mit 42,45

Jahren bereits in einem jlingeren Alter (p=0,305, aber Fallzahl <30).

Bei den Patient:innen mit metyhliertem MGMT-Status belief sich das OS auf
31,40 Monate, wahrend diejenigen mit unmethyliertem MGMT-Status mit einem
OS von 17,50 Monaten langer lebten (p=0,335, aber Fallzahl <20). Die Darstel-
lung der Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier zeigte diesbeziiglich keinen sig-
nifikanten Unterschied der beiden Gruppen (p=0,580, aber Fallzahl <30) (Abbil-
dung 28B).

3.2.1.3 Oligodendrogliom WHOQO IlI
Mit 78,6% (N=11) war im Kollektiv der Oligodendrogliome der methylierte MGMT-

Status haufiger reprasentiert als in dessen Gegengruppe mit 21,4% (N=3).

Fir die Falle mit MGMT+ konnte ein mittleres Erkrankungsalter bei Diagnosestel-
lung von 45,82 Jahren berechnet werden, wohingegen diejenigen mit unmethyl-
iertem MGMT-Status im Mittel unwesentlich spater im Alter von 47,00 Jahren er-
krankten (p=0,915, aber Fallzahl <30).

Wahrend bei den Oligodendrogliomen mit methyliertem MGMT-Status ein OS
von 51,00 Monaten festgestellt wurde, konnte nur in einem einzigen Fall der Pa-
tient:innen mit unmethyliertem MGMT-Stauts das OS berechnet werden. Dies
belief sich auf 68,00 Monate. Auf einen Vergleich der Mittelwerte sowie auf eine

Durchfuhrung der Kaplan-Meier-Analyse wurde aufgrund dessen verzichtet.
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3.2.2 H3K27me3

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 423 geeignete Patientenproben identifiziert.
Unter Berucksichtigung der Ausschlusskriterien (s. Kapitel 2.6.3  Ausschluss-

kriterien) konnten insgesamt 356 GBM, 25 Astrozytome und 28 Oligodendrogli-
ome flr die immunhistochemische Bestimmung von H3K27me3 einbezogen wer-
den. Von 103 zu TMA zusammengefassten Rezidivtumoren konnten 100, davon
87 mit GBM, vier mit Astrozytom und weitere neun mit Oligodendrogliom fur die
weitere immunhistochemischen Untersuchungen von H3K27me3 gewonnen

werden.

3.2.2.1 Haufigkeitsverteilung der Auspragungsgrade

3.2.2.1.1 Glioblastoma multiforme WHO |V

Im Folgenden wurde die Verteilungshaufigkeit der immunhistochemischen Aus-
pragungsgrade von H3K27me3 im GBM untersucht. Hierbei stellte die ,maRige
Auspragung“ (Score 2) dieser epigenetischen Modifikation den am haufigsten
festgestellten molekularen Status mit 31,2%, entsprechend 111 Fallen, dar. Le-
diglich bei 18 Tumorproben (5,1%) konnte ein vollstandiger Verlust (Score 0) der
Trimethylierung und somit eine mutmalliche Mutation festgestellt werden. Ein
ganzheitliches Auftreten (Score 4) von H3K27me3 lag hingegen in 65 Fallen
(18,3%) vor (Abbildung 29A). Der Median belief sich auf den Score 2.
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Abbildung 29: Charakteristika der Patientenkohorte unter Betrachtung von H3K27me3. A
Verteilung der Auspragungsgrade von H3K27me3 im Primartumor in Abhangigkeit der Tumoren-
titdt B Mittleres Erkrankungsalter nach Auspragungsgrad von H3K27me3 in Abhangigkeit der Tu-

morentitat.

Im Folgenden wurde die epigenetische Mutation H3K27me3 unter Berucksichti-

gung des Erkrankungsalters untersucht. Hierbei zeigte sich eine Normalvertei-

lung der Auspragungsgrade mit Tendenz eines hoheren Erkrankungsalters mit

zunehmender Starke der Expression. So waren die Patient:innen mit ,geringer

Auspragung“ (Score 1) von H3K27me3 mit im Durchschnitt 60,77 Jahren am

jungsten. Das hochste Erkrankungsalter hatten dagegen diejenigen mit einer

,mafigen Auspragung“ (Score 2) mit 64,79 Jahren inne. Fur die Scores 0, 3 und
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4 belief sich das mittlere Erkrankungsalter auf 62,06, 62,82 und 62,52 Jahre
(p=0,338) (Abbildung 29B). Weiterhin konnte kein signifikanter Unterschied bei
Gegenuberstellung der Kohorten mit H3K27me3-Verlust und H3K27me3-Re-
tention mit 62,06 bzw. 63,02 Jahren festgestellt werden (p=0,536). Zur weiteren
Beurteilung der Rolle von H3K27me3 auf das Erkrankungsalter beim GBM wur-
den die Falle zudem anhand des therapierelevanten Cut-Off-Werts von 70 Jah-
ren unterteilt und ebenfalls verglichen. In beiden Gruppen belief sich der Median
auf einen Score von 2, sodass mit p=0,932 auch hier kein signifikanter Unter-

schied festgestellt werden konnte.

Weiterhin wurde die H3K27me3-Expression in Abhangigkeit des Geschlechts
ausgewertet. Dabei spiegelte die Haufigkeitsverteilung die der Gesamtkohorte
wider. So war eine ,maRige Auspragung“ (Score 2) sowohl beim mannlichen als
auch beim weiblichen Geschlecht gleichermalRen mit 28,5% bzw. 35,6% am hau-
figsten vertreten, wohingegen eine Mutation und somit der vollstdndige Verlust
von H3K27me3 (Score 0) in 6,8% bzw. 2,2% der Falle dokumentiert wurde. Der
Median in der mannlichen Kohorte kann diesbezuglich mit dem Score 2 angege-
ben werden, wohingegen im weiblichen Kollektiv ein Median des Scores 3 be-
rechnet wurde. Daraus ergab sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
H3K27me3-Expression in Abhangigkeit des Geschlechts (p=0,047).

Bezuglich der Tumorlokalisation konnte im Folgenden keine relevanten Expres-
sionsunterschiede von H3K27me3 abgegrenzt werden. Insbesondere bei des in
dieser Arbeit zuvor detektierten prognostischen Werts einer parietalen Tumorbe-
teiligung (s. Kapitel 3.1.8 Lokalisation) konnte keine gegensatzliche Zuteilungs-
haufigkeit der Scores festgestellt werden. Auch diesbeziglich war in beiden
Gruppen die ,maldige Auspragung“ (Score 2) von H3K27me3 in der Mehrzahl der
Falle mit 29,2% bzw. 31,0% einer parietalen bzw. nicht-parietalen Lokalisation
vertreten. Eine Mutation (Score 0) konnte in lediglich 4,2% bzw. 5,2% der Tumor-
proben detektiert werden. Fur beide Gruppen wurde der Median mit Score 2 be-
rechnet und lie® demnach mit p=0,969 keine signifikanten Expressionsunter-

schiede von H3K27me3 hinsichtlich einer parietalen Tumorlokalisation erkennen.
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Zuletzt wurde die Verteilung der Auspragungsgrade von H3K27me3 in Abhan-
gigkeit des KPS mit Cut-Off-Wert von 70% ausgewertet. Wahrend bei den Pati-
ent:innen mit KPS >=70% bei Diagnosestellung eines GBM der Score 2 (32,5%)
zumeist exprimiert wurde, war dies in der Vergleichsgruppe mit KPS <70% der
Score 3 (36,0%). Ein H3K27me3-Verlust wurde in 6% der Falle mit KPS <70%
und 4,9% der Falle mit KPS >=70% festgestellt. Auch in dieser Gegenuberstel-
lung belief sich der Median beider Gruppen auf einen Score von 2, sodass auch
hinsichtlich des KPS kein signifikanter Unterschied der Verteilung der
H3K27me3-Expression festgestellt werden konnte (p=0,167).

3.2.2.1.2 Astrozytom WHO IlI

In der Kohorte der an einem Astrozytom erkrankten Personen war eine ,geringe
Auspragung“ (Score 1) von H3K27me3 in acht Fallen und somit mit 32,0% am
haufigsten vertreten. Einen vollstandigen Verlust dergleichen konnte dagegen bei
drei (12,0%) der untersuchten Tumorproben festgestellt werden (Abbildung 29A).

Der Median belief sich dabei auf den Score 2.

Inwiefern das Erkrankungsalter bei diagnostiziertem Astrozytom einen Zusam-
menhang mit dem Auspragungsgrad von H3K27me3 zeigt, soll im Folgenden un-
tersucht werden. Dazu wurden die Tumorproben, nach Scores geordnet, in Grup-
pen unterteilt. Bei Diagnosestellung eines Astrozytoms am jungsten waren dabei
mit im Durchschnitt 41,17 Jahren die Patient.innen mit starker Auspragung
(Score 3) der epigenetischen Modifikation. Das alteste Erkrankungsalter wies der
durch einen einzigen Fall vertretene Score 4 mit 69 Jahren auf. Fir die weiteren
Scores 0,1 und 2 belief sich das mittlere Erkrankungsalter auf 41,33, 48,63 bzw.
41,57 Jahre (Abbildung 29B). Mit 41,33 im Vergleich zu 45,27 Jahren konnte au-
Rerdem bei den Erkrankten mit vollstandigem H3K27me3-Verlust ein signifikant
jungeres Erkrankungsalter festgestellt werden (p=0,043). Es erfolgte weiterhin
eine Gegenuberstellung zweier Kohorten hinsichtlich eines Cut-Off-Werts von 40
Jahren. Hierbei belief sich der Median fur die Gruppe <=40 Jahre auf 2 und bei
deren Vergleichsgruppe >40 Jahre auf 1,5 (p=0,673, aber Fallzahl <30).

Im Folgenden wurde die Haufigkeitsverteilung der epigenetischen Modifikation in

Abhangigkeit des Geschlechts untersucht. Unter den weiblichen Patient:innen
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zeichnete sich die Expression von H3K27me3 als Score 1 mit 66,7% in der gro-
Ren Mehrzahl der Falle ab. Dagegen konnte der Score 2 in keinem des weibli-
chen Patientenkollektivs festgestellt werden, stellte mit 43,8% jedoch die am hau-
figsten vertretene Expression von H3K27me3 im mannlichen Geschlecht dar. Ein
kompletter Verlust bei vorliegender Mutation konnte lediglich in einem Fall
(11,1%) in der weiblichen und in zwei Fallen (12,5%) in der mannlichen Kohorte
erfasst werden. Der Median belief sich beim weiblichen auf einen Score von 1
und beim mannlichen Geschlecht auf einen Score von 2 (p=0,629, aber Fallzahl
<30).

Die allermeisten Patient:innen mit Astrozytom erhielten bei Diagnosestellung ei-
nen KPS >=70%. Aufgrund dessen war die Untersuchung der Haufigkeitsvertei-

lung von H3K27me3 unter Betrachtung des KPS obsolet.

3.2.2.1.3 Oligodendrogliom WHO IV

Im Patientenkollektiv mit diagnostiziertem Oligodendrogliom zeigt sich eine klare
Tendenz in Richtung einer schwachen Auspragung der epigenetischen Modifika-
tion von H3K27me3. So war hier der Score 1 mit anteilsmafig 61,1% mit Abstand
am haufigsten vertreten. Ein vollstandiger Verlust (Score 0) konnte hingegen nur
in einem Fall (5,6%) eine ,maximale Auspragung“ (Score 4) hingegen in keiner
der immunhistochemisch untersuchten Tumorproben festgestellt werden (Abbil-
dung 29A). Der Median belief sich hierbei auf den Score 1.

Bei der Analyse der prognostischen Faktoren im Kollektiv der Patient:innen mit
diagnostiziertem Oligodendrogliom war mit zunehmender Starke der H3K27me3-
Expression ein hoheres Erkrankungsalter zu beobachten. Wahrend bei vorlie-
gender Mutation und somit komplettem Verlust der Trimethylierung des Histons
3 an Stelle 27 der einzige vorhandene Fall ein Erkrankungsalter von 39 Jahren
aufwies, belief sich das Erkrankungsalter in aufsteigender Reihenfolge fur die
Scores 1,2 und 3 auf 47, 41 und 54 Jahre. Eine maximale Auspragung jener
epigenetischen Modifikation lag in keinem der untersuchten Falle vor, sodass hier
kein mittleres Erkrankungsalter abgeleitet werden konnte (Abbildung 29B). Der
fur die weitere Analyse eingefuhrte Cut-Off-Wert des Erkrankungsalters von 40

Jahren zeigte fur die beiden Gruppen unterschiedliche Mediane der Scores.
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Dabei belief sich der Median bei den jingeren (<=40 Jahre) auf den Score 1,5,
wohingegen fur die alteren Erkrankten (>40 Jahre) der Median mit dem Score 1

angegeben werden kann (p=0,344, aber Fallzahl <30).

Im Weiteren wurde die Haufigkeitsverteilung der nuklearen Anfarbung durch ent-
sprechende Antikorper unter Berucksichtigung des Geschlechts untersucht. Bei
jeweils vier Patientinnen (50%) lag der Score 1 bzw. 2 vor. Ahnlich zur Gesamt-
kohorte (64,7%) war beim mannlichen Geschlecht (70,0%) ebenfalls der Score 1
unter allen Tumorproben am haufigsten exprimiert. Wahrend bei den Frauen ein
Score von 1,5 als Median berechnet wurde, belief sich dieser bei den Mannern
auf den Score 1 (p=0,321, aber Fallzahl <30).

Allen Patient:innen mit Oligodendrogliom konnte bei Diagnosestellung ein KPS
>=70% zugeteilt wurde. Aufgrund dessen war die Untersuchung der Haufigkeits-

verteilung von H3K27me3 unter Betrachtung des KPS obsolet.

3.2.2.2 H3K27me3 als prognostischer Faktor

3.2.2.2.1 Glioblastoma multiforme WHO IV

Das langste OS im Patientenkollektiv mit GBM wies mit 16,12 Monaten die
Gruppe der ,starken Auspragung® (Score 3) auf, wahrend mit lediglich 12,33 Mo-
naten diejenigen mit komplettem H3K27me3-Verlust (Score 0) nach der kirzes-
ten Zeit verstarben. Fir die Scores 1, 2 und 4 konnte dagegen ein OS von 15,46,
15,03 und 15,28 Monaten berechnet werden. Beim Vergleich der Mittelwerte
konnte keine Signifikanz hinsichtlich des Gesamtuberlebens in Abhangigkeit der
H3K27me3-Expression festgestellt werden (p=0,851). Auch der Vergleich einzel-

ner Scores lieferte diesbezuglich kein signifikantes Ergebnis.

Dennoch wurde im nachsten Abschnitt eine genauere Untersuchung von
H3K27me3 als prognostischer Faktor durchgeflhrt. Dazu erfolgte die Untertei-
lung des Patientenkollektivs in eine Gruppe mit vollstandigem H3K27me3-Verlust
und in eine Weitere mit H3K27me3-Retention. Dabei zeigten die Patient:innen
mit H3K27me3-Verlust eine unglnstigere Prognose mit einem OS von 12,33
Monaten im Vergleich zu denjenigen mit vorliegender Retention mit 15,49 Mona-

ten, allerdings ohne statistische Signifikanz (p=0,359). Zusatzlich wurden die Cut-
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Off-Werte 25% (Score 1), 50% (Score 2) und 75% (Score 3) beleuchtet. Dabei
zeigten die statistischen Tests zum Vergleich der Mittelwerte zweier Gruppen flr
keinen der untersuchten Cut-Off-Werte einen statistisch signifikanten Unter-
schied bezuglich des OS. Die p-Werte konnen hierbei mit p=0,755, p=0,506 und
p=0,978 angegeben werden.

Nachfolgend wurden die oben eingefiihrten Cut-Off-Werte in Kaplan-Meier-Uber-
lebenskurven dargestellt und ausgewertet. Es zeigte sich in keiner der Untersu-
chungen ein signifikanter Unterschied der Uberlebenskurven. Lediglich bei der
Untersuchung der Falle auf einen vollstandigen Verlust dergleichen zeigt sich
zwar kein signifikanter Unterschied (p=0,107), allerdings ein Trend hinsichtlich
einer prognostisch unglinstigeren Situation bei Vorliegen einer Mutation. Bei al-
len weiteren untersuchten Cut-Off-Werten (25%, 50%, 75%) |lasst sich keine Ten-
denz mit entsprechend hohen p-Werten hinsichtlich der Unterschiede im kumu-
lativen Gesamtuberleben abbilden (p=0,459, p=0,273, p=0,861) (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit der Ausprigung von
H3K27me3 im Glioblastom WHO IV. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Uberle-
benskurven unter Betrachtung des A vollstdndigen Verlusts von H3K27me3 sowie der Cut-Off-
Werte B 25%, C 50% und D 75%.

3.2.2.2.2 Astrozytom WHO Il

Das langste OS mit 42,00 Monaten konnte bei denjenigen Fallen mit Score 2
beobachtet werden, gefolgt von 41,50 Monaten in der Gruppe mit Score 1. Dem
Score 0 bzw. Score 4 konnten lediglich eine Patientenprobe zugeteilt werden,
welche ein OS von 33,00 bzw. 32,00 Monaten aufwiesen. Mit 13 Monaten lebten
die Betroffenen mit Score 3 im Durchschnitt am kirzesten (p=0,574, aber Fallzahl
<30).

Weiterhin wurde die Kohorte mit H3K27me3-Verlust denjenigen mit vorliegender

Retention gegenlbergestellt. AuRerdem wurden die Cut-Off-Werte 25% (Score
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1), 50% (Score 2) und 75% (Score 3) betrachtet. Da der Score 0 und der Score
4 im Kollektiv lediglich mit einem Fall vertreten waren, konnte fur diese Cut-Off-
Werte keine Kaplan-Meier-Analyse erfolgen. Im Ubrigen konnte unter Betrach-
tung der Uberlebenskurven bei keinem der oben eingefiihrten Entscheidungs-
werte ein signifikanter Unterschied des zu erwartenden kumulativen Gesamt-
Uberlebens festgestellt werden. Den niedrigsten p-Wert und somit am nachstem
am Signifikanzniveau war hingegen bei dem Cut-Off-Wert 50% mit p=0,100 zu
erkennen (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit der Ausprigung von
H3K27me3 im Astrozytom WHO Ill. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Uberlebens-
kurven unter Betrachtung der Cut-Off-Werte von A 25% und B 50%.

3.2.2.2.3 Oligodendrogliom WHO I/

Im Weiteren wurde das mittlere Gesamtuberleben der Betroffenen nach Diagno-
sestellung eines Oligodendroglioms untersucht. Hierbei war der Score 1 mit
sechs Fallen vertreten und zeigte ein OS von 59,00 Monaten. Die Scores 2 und
3 wurden hingegen lediglich in einem einzigen Fall beobachtet. Diese verstarben
68,00 bzw. 21,00 Monate nach Diagnosestellung (p=0,635, aber Fallzahl <30).
FUr den Score 0 und 4 konnten keine Tumorproben gefunden werden, sodass

hier eine Analyse des mittleren Gesamttiberlebens ausblieb.

Auch im Patientenkollektiv mit Oligodendrogliom erfolgte eine Unterteilung der

Kohorte entsprechend des zuvor definierten Cut-Off-Werts 25% (Score 1). Da
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der Score 0 und 4 im Kollektiv nicht vertreten war und zudem lediglich in einem
Fall eine Expression >50% gezeigt werden konnte, wurde auf die Analysen wei-
terer Cut-Off-Werte verzichtet.

Die durchgeflhrte Kaplan-Meier-Analyse zeigte keinen signifikanten Unterschied
des kumulativen Gesamtuberlebens in Abhangigkeit des untersuchten Cut-Off-
Werts 25% (p=0,590) (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit der Ausprigung von
H3K27me3 im Oligodendrogliom WHO lll. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Uber-
lebenskurven unter Betrachtung des Cut-Off-Werts von 25%.

3.2.2.3 Progressionsfreies Uberleben und H3K27me3

3.2.2.3.1 Glioblastoma multiforme WHO |V

Im Kollektiv der Patient:innen mit GBM konnte ein mittleres progressionsfreies
Uberleben (PFS) von 8,65 Monaten berechnet werden. Hierbei erstreckte sich

die PFS-Spanne zwischen 0 und 53,00 Monaten.

Im Weiteren soll der Einfluss des Scores im Primartumor auf das PFS untersucht
werden. Dafir wurde das PFS der Patient:innen mit GBM in Abhangigkeit ihres
im Primartumor festgelegten H3K27me3-Scores untersucht. Es zeigte sich hier-
bei das klrzeste PFS bis zum Auftreten eines Rezidivtumors von 5,25 Monaten
in der Gruppe mit vorliegender Mutation, also dem vollstandigen Verlust von

H3K27me3 (Score 0). Das langste PFS konnte hingegen in der Gruppe mit Score
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1 mit 9,06 Monaten beobachtet werden. Bei Vorliegen einer maximalen Auspra-
gung (Score 4) trat durchschnittlich nach 8,95 Monaten ein Rezidivtumor auf. Ein
Vergleich der Mittelwerte des PFS in Abhangigkeit der Expression von
H3K27me3 ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,596).

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde die Patientenkohorte im Folgenden in zwei
Gruppen unterteilt, wobei der Ersten diejenigen Falle mit Score 0 und der Zweiten
diejenigen mit einem Score >0 im Primartumor zugeteilt wurden. Die Zeit bis zum
Auftreten des Rezidivtumors belief sich auf 5,25 Monate bei den Fallen mit
H3K27me3-Verlust im Vergleich zu 8,92 Monaten in der Vergleichsgruppe. Hie-
raus ergab sich ein signifikant kiirzeres PFS bei H3K27me3-Verlust im Vergleich
zur Retention dergleichen (p<0,001). Auch im Kaplan-Meier-Diagramm zeigten
sich die progressionsfreien Uberlebenskurven beider Gruppen signifikant unter-
schiedlich zueinander mit einem progressionsfreien Uberlebensvorteils der Pati-
ent:innen mit H3K27me3-Retention (p=0,043) (Abbildung 33A).
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Abbildung 33: Progressionsfreies Intervall in Abhangigkeit der H3K27me3-Expression im
Primartumor. A Es zeigt sich ein signifikant langeres PFS (*) der Patient:innen mit Glioblastom
WHO IV bei H3K27me3-Verlust. Hingegen konnte beim B Astrozytom WHO IIl und C Oli-
godendrogliom WHO Il kein signifikanter prognostischer Wert hinsichtlich des PFS in Abhangig-
keit der zuvor eingefiihrten Cut-Off-Werte festgestellt werden.

Annlich der Primartumore zeigte sich bei den Rezidivtumoren eine Normalvertei-
lung mit dem Score 2 (33,8%, N=23) als haufigste Expression von H3K27me3.
Dagegen konnten in lediglich 1,5% (N=1) ein vollstandiger Verlust und in 13,2%
(N=9) der Falle eine maximale Auspragung dergleichen verzeichnet werden (Ab-
bildung 34). Der Median in den untersuchten Rezidivtumoren belief sich auf den

Score 2.
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Abbildung 34: Verteilung der Auspragungsgrade von H3K27me3 im Rezidivtumor in Abhan-
gigkeit der Tumorentitat.

Abschlieltend wurde in Abhangigkeit der H3K27me3-Expression der Primartu-
more der mediane Score der dazugehoérigen Rezidivtumore berechnet. Gezeigt
werden konnten hierbei lediglich geringe Expressionsunterschiede innerhalb des
Krankheitsverlaufs eines GBM. So wiesen die Falle mit Score 2 und 3 als hau-
figste Auspragung im Primartumor diesen Score entsprechend als Median auch
in den aufgetretenen Rezidivtiumoren auf. Bei jenen mit Score 0 oder 1 im Erst-
befund konnte jeweils der nachsthéchste Score als mediane Expression der Re-
zidivtumore festgestellt werden, beim Score 4 der nachstniedrigere Score (Ta-
belle 11).
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Tabelle 11: Medianer Score von H3K27me3 der Rezidivtumore in Abhédngigkeit des Scores
im Primdrtumor. Grau hinterlegte Felder kennzeichnen einen Expressionsunterschied.

H3K27me3 GBM WHO IV
Score Primartumor 0 1 2 3 4
Medianer Score Rezidivtumor 1 2 2 3 3

Astrozytom WHO Il

Score Primartumor 0 1 2 3 4

Medianer Score Rezidivtumor - 1 2

Oligodendrogliom WHO llI

Score Primartumor 0 1 2 3 4

Medianer Score Rezidivtumor - 1 0 1

3.2.2.3.2 Astrozytom WHO III

Das mittlere PFS der Patient:innen mit Astrozytom belief sich in diesem Kollektiv
auf 14,73 Monaten, wobei das erste Rezidiv nach einem Monat, das spateste

Rezidiv nach 48 Monaten dokumentiert wurde.

Dabei erwies sich ein H3K27m3-Verlust (Score 0) als ungunstigste Vorausset-
zung mit einem PFS von 7,00 Monaten. Die grofdte Zeitspanne zwischen Primar-
und Rezidivtumor konnte hingegen in der Gruppe mit Score 1 im Erstbefund mit
21,00 Monaten vermerkt werden. Flr die Scores 2 und 3 belief sich das PFS auf
17,75 bzw. 7,75 Monate (p=0,415, aber Fallzahl <30).

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurde die Kohorte in zwei Gruppen nach
Verlust und Retention von H3K27me3 unterteilt. Wahrend, wie bereits weiter
oben erwahnt, in der ersten Gruppe nach 7,00 Monaten im Durchschnitt ein Re-
zidivtumor auftrat, konnten in der Vergleichsgruppe nach 15,92 Monaten ein er-
neuter Tumor festgestellt werden. Das ebenfalls durchgeflihrte Kaplan-Meier-Di-
agramm zeigte mit p=0,239 keinen signifikanten Unterschied der progressions-
freien Uberlebenskurven bei Patient:innen mit Astrozytom in Abhangigkeit des

untersuchten Scores im Primartumor.
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Im Patientenkollektiv mit Astrozytom konnten lediglich zwei intraoperativ entnom-
mene Gewebeproben von Rezidivtumoren immunhistochemisch fir H3K27me3
gefarbt und ausgewertet werden (Abbildung 6). Dabei konnte der Score 1 und
Score 2 jeweils einem Rezidivtumor zugeordnet werden (Abbildung 34). Der Me-
dian der Auspragungsgrade in den untersuchten Rezidivtumoren belief sich auf

den Score 1,5.

Abschlieltend wurde auch hier die mediane H3K27me3-Expression der Rezidiv-
tumore aller Patient:innen mit demselben Score im Primartumor berechnet und
mit diesem verglichen. Dabei wiesen beide Falle den im Primartumor ermittelten

Score auch im entsprechenden Rezidivtumor auf (Tabelle 11).

3.2.2.3.3 Oligodendrogliom WHO II/

Die Patient:innen mit Oligodendrogliom wiesen mit einem mittleren PFS von
25,33 Monaten das langste PFS unter allen untersuchten Tumorentitaten auf.

Dabei erstreckte sich die PFS-Spanne zwischen 2,00 und 68,00 Monaten.

Weiterhin zeigte sich ein klrzeres PFS bei starker H3K27me3-Expression. So
konnte die kurzeste Zeitspanne bis zum Auftreten eines Rezidivtumors in dem
durch einen einzigen Fall vertretenen Score 3 mit 13,00 Monaten ausgewertet
werden. Ein langeres PFS mit 28,00 Monaten konnte hingegen bei den Erkrank-
ten mit Score 1 im Primartumor berechnet werden. Fir den Score 0 und 4 konn-

ten keine Werte ermittelt werden.

In Anlehnung der eben gewonnenen Erkenntnisse wurden die Patientenfalle wei-
terhin in zwei Kohorten anhand des Cut-Off-Werts 25% (Score 1) unterteilt. Hier-
bei zeigte sich ein langeres PFS mit 30,71 Monaten bei H3K27me3-Verlust im
Vergleich zu 17,80 Monaten bei vorliegender Retention im Primartumor. Durch
das anschlieRende Kaplan-Meier-Diagramm konnte anhand des Vergleichs der
progressionsfreien Uberlebenskurven beider Kohorten hinsichtlich dessen kein

signifikanter Unterschied belegt werden (p=0,316).

Im Patientenkollektiv mit Oligodendrogliom konnten sieben intraoperativ entnom-
mene Gewebeproben von Rezidivtumoren immunhistochemisch fir H3K27me3

gefarbt und ausgewertet werden (Abbildung 6). Wie bereits bei der Analyse der
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Primartumore war auch hier eine ,geringe Auspragung” (Score 1) von H3K27me3
mit drei Fallen (50%) am haufigsten vertreten. Eine vorliegende Mutation und so-
mit kompletter Verlust (Score 0) konnte hingegen in einer einzigen Tumorprobe
(16,7%) erfasst werden. Eine maximale Auspragung war in keiner der Rezidivtu-
more anzutreffen (Abbildung 34). Der Median der Auspragungsgrade in den un-

tersuchten Rezidivtumoren belief sich auf den Score 1.

Fortfihrend wurde anhand der H3K27me3-Expression der Primartumore auch
bei den an einem Oligodendrogliom erkrankten Personen der mediane Score der
Rezidivtumore berechnet und verglichen. So zeigten die Patientenfalle mit Score
1 im Erstbefund denselben medianen Score auch im Rezidivtumor. Bei den je-
weils durch einen Fall vertretenen Scores 2 und 3 konnte hingegen in deren Re-
zidivtumor eine geringere Expression (Score 0 bzw. Score 1) festgestellt werden
(Tabelle 11).

3.2.3 H3K36me3

Fur die immunhistochemische Bestimmung von H3K36me3 konnten, nach Be-
achtung der Ausschlusskriterien (s. Kapitel 2.6.3 Ausschlusskriterien) 362
GBM, 25 Astrozytome, 18 Oligodendrogliome gewonnen werden. Weiterhin wur-
den alle 103 Rezidivtumore, davon 90 mit GBM, vier mit Astrozytom und neun
mit Oligodendrogliom in die weitere immunhistochemische Auswertung einbezo-

gen.

3.2.3.1 Haufigkeitsverteilung der Auspragungsgrade

3.2.3.1.1 Glioblastoma multiforme IV

Im Folgenden wurde die Haufigkeitsverteilung der H3K36me3-Expression bei
Patient:innen mit GBM untersucht. Mit 41,7% war dabei der Score 3, entspre-
chend einer ,starken Auspragung“ am haufigsten exprimiert, gefolgt von einer
,maximalen Ausbreitung“ (Score 4) mit 32,6%. Einen kompletten H3K36me3-

Verlust (Score 0) wiesen dabei lediglich 1,9% der Falle auf. Zusammen mit dem
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Score 1 (6,9%) verkorperten diese die Minderheit der untersuchten Falle (Abbil-

dung 35A). Der Median wurde mit Score 3 berechnet.
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Abbildung 35: Charakteristika der Patientenkohorte unter Betrachtung von H3K36me3. A
Verteilung der Auspragungsgrade von H3K36me3 im Primartumor in Abhangigkeit der Tumoren-
titat B Mittleres Erkrankungsalter nach Auspragungsgrad von H3K36me3 in Abhangigkeit der Tu-

morentitat.

Der Zusammenhang zwischen der Histonmodifikation H3K36me3 und dem Er-

krankungsalter der Patient:innen soll im Folgenden analysiert werden. Mit Aus-

nahme des Scores 0 wurde mit zunehmender Expression ein hdheres mittleres

Erkrankungsalter berechnet. Im Folgenden ergab sich also ein Erkrankungsalter



3 ERGEBNISSE 97

fur die Scores 1, 2, 3 und 4 von 61,10; 61,73; 62,84 und 63,94 Jahren. Fur die
Patient:innen mit mutmalilicher Mutation belief sich dieses auf 66,57 Jahre
(p=0,574) (Abbildung 35B). Die Gegenuberstellung der Kohorten mit H3K36me3-
Verlust und H3K36me3-Retention ergab weiterhin mit 66,57 bzw. 62,83 Jahren
keinen signifikanten Unterschied des Erkrankungsalters (p=0,340). Fir die wei-
tere Auswertung erfolgte die Gegenlberstellung der medianen H3K36me3-
Scores nach Unterteilung des Patientenkollektivs anhand des therapierelevanten
Cut-Off-Werts von 70 Jahren. Hierbei konnte kein signifikanter Expressionsun-
terscheid mit einem Median von Score 3 in beiden Kohorten festgestellt werden
(p=0,508).

Im Weiteren soll die Haufigkeitsverteilung von H3K36me3 in Abhangigkeit des
Geschlechts untersucht werden. Mit 43,8% bzw. 40,4% wiesen sowohl die mann-
lichen als auch die weiblichen Patient:innen in der Mehrzahl der Falle eine ,starke
Auspragung” (Score 3) der epigenetischen Modifikation auf. Eine ,maximale Aus-
pragung”“ (Score 4) konnte ebenfalls in einem groRen Anteil mit 36,5% (Manner)
bzw. 30,2% (Frauen) verzeichnet werden. Hingegen wurde ein kompletter
H3K36me3-Verlust (Score 0) lediglich bei 2,9% des mannlichen und 1,3% des
weiblichen Geschlechts dokumentiert. Die Mediane fir H3K36me3 beliefen sich
dabei in beiden Gruppen auf den Score 3. Daraus ergab sich kein signifikanter

Expressionsunterschied (p=0,263).

In den zuvor erfolgten Analysen der Gesamtkohorte erwies sich eine parietale
Tumorlokalisation als signifikanter prognostischer Faktor (s. Kapitel 3.1.8

Lokalisation), sodass die Verteilungshaufigkeit von H3K36me3 dahinge-
hend untersucht wurde. Sowohl bei einer parietalen als auch nicht-parietalen Tu-
morbeteiligung zeigte sich der Score 3 mit 44,0% bzw. 41,6% als haufigstes Ex-
pressionsmuster der Histonmodifikation. Ein vollstandiger Verlust dergleichen
konnte in keiner Tumorprobe bei parietaler Tumorbeteiligung festgestellt werden,
wohingegen in der Gegengruppe in 2,1% eine mutmalliche Mutation (Score 0)
beobachtet werden konnte. Der Median belief sich auch hier in beiden Kohorten
auf den Score 3. Der Vergleich beider Kollektive zeigte keinen signifikanten Un-
terschied in der Verteilungshaufigkeit von H3K36me3 (p=0,821).
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Zuletzt wurde die Verteilung der Auspragungsgrade von H3K36me3 in Abhan-
gigkeit des KPS mit Cut-Off-Wert von 70% ausgewertet. Wahrend bei Patient:in-
nen mit KPS >=70% bei Diagnosestellung eines GBM mit 43,2% der Score 3 am
haufigsten exprimiert war, konnte mit 41,2% der Score 4 bei denjenigen mit
KPS<70% in der Mehrzahl der Falle festgestellt werden. Ein H3K36me3-Verlust
wurde in 5,9% der Falle mit KPS<70% und 2,3% der Falle mit KPS>=70% doku-
mentiert. Auch in dieser Gegenuberstellung belief sich der Median beider Grup-
pen auf einen Score von 3, sodass auch hinsichtlich des KPS kein signifikanter
Unterschied fur die Verteilung der Expression von H3K36me3 angegeben wer-
den kann (p=0,304).

3.2.3.1.2 Astrozytom WHO Il

In der Kohorte der Patient:innen mit Astrozytom wurde eine maximale Expression
von H3K36me3 (Score 4) in zwolf Fallen festgestellt und war somit mit 48,0% am
haufigsten vertreten. Eine mutmalliche Mutation (Score 0) konnte hingegen in
zwei der untersuchten Falle (8,0%) beobachtet werden (Abbildung 35A). Als Me-

dian wurde der Score 3 berechnet.

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der H3K36me3-Expression und
dem Erkrankungsalter bei Diagnosestellung eines Astrozytoms zu untersuchen,
wurde Letzteres in Abhangigkeit des Scores bestimmt. Das hdchste Erkran-
kungsalter mit 56,33 Jahren wiesen dabei diejenigen mit einer ,geringen Auspra-
gung“ (Score 1) auf, wohingegen bei jenen mit einer ,maximalen Auspragung*
(Score 4) das niedrigste Erkrankungsalter mit 41,75 Jahren berechnet werden
konnte. Fur die Scores 0, 2 und 3 ergab sich ein mittleres Erkrankungsalter von
43,50, 43,80 und 48 Jahre (p=0,599, aber Fallzahl <30) (Abbildung 35B). Es er-
folgte auRerdem ein Vergleich des Erkrankungsalters unter Berlcksichtigung ei-
nes H3K36me3-Verlusts versus einer H3K36me3-Retention, wobei das Signifi-
kanzniveau bei 43,50 zu 44,91 Jahren knapp verfehlt wurde (p=0,054). Weiterhin
wurde die Kohorte entsprechend dem zuvor festgelegten Cut-Off-Wert von 40
Jahren unterteilt und ebenso hinsichtlich der H3K36me3-Expression untersucht.
Diesbezuglich ergab sich ein Median des Scores von 4 fir die Patient:innen <=40
Jahre und 2,5 flr diejenigen >40 Jahre (p=0,226, aber Fallzahl <30).
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Im Folgenden wurde die H3K36me3-Expression in Abhangigkeit des Ge-
schlechts untersucht. Beim weiblichen Geschlecht ergab sich mit 22,2% eine ma-
ximale Haufigkeit fur den Score 2, beim mannlichen Geschlecht mit 50,0% dage-
gen fur den Score 4. Mit einem errechneten medianen Score von 3 der Frauen
und Score 3,5 der Manner konnte kein relevanter Expressionsunterschied von
H3K36me3 in Abhangigkeit der Geschlechtszugehdrigkeit gefunden werden
(p=0,790, aber Fallzahl <30).

Bis auf einem Fall wurden allen Patient:innen bei Diagnosestellung eines Astro-
zytoms ein KPS >70% zugeordnet, sodass die Untersuchung der Haufigkeitsver-

teilung von H3K36me3 unter Betrachtung des KPS nicht zielfihrend erschien.

3.2.3.1.3 Oligodendrogliom WHO II/

In der Kohorte der Patient:innen mit Oligodendrogliom wurde eine starke Expres-
sion von H3K36me3 (Score 3) in neun Fallen festgestellt und war somit mit 50,0%
in der Halfte aller Tumorproben vertreten. Eine maximale Auspragung konnte
hingegen lediglich in zwei Fallen untersucht werden (11,1%), wohingegen ein
vollstandiger Verlust dieser Histonmodifikation in keinem der Falle auftrat (Abbil-

dung 35A). Als Median wurde der Score 3 berechnet.

Bei Betrachtung des Erkrankungsalters in Abhangigkeit der vorliegenden
H3K36me3-Expression zeigte sich mit zunehmender Expressionsstarke, mit
Ausnahme Score 3, ein jlingeres mittleres Erkrankungsalter der Patient:innen.
Wahrend bei ,geringer Auspragung® (Score 1) ein mittleres Erkrankungsalter von
55,25 Jahren berechnet wurde, belief sich dieses in aufsteigender Reihenfolge
der Scores auf 52,33, 39,22 und 42,00 Jahre (p=0,075, aber Fallzahl <30). Eine
mutmalliche Mutation lag in keinem der untersuchten Falle vor, sodass hier kein
mittleres Erkrankungsalter abgeleitet werden konnte (Abbildung 35B). Der fur die
weitere Analyse eingeflhrte Cut-Off-Wert von 40 Jahren zeigte in beiden Grup-
pen eine maximale Haufigkeit mit 66,7% (<=40 Jahre) bzw. 41,7% (>40 Jahre)
fur den Score 3. Der Median belief sich bei den jingeren Patient:innen auf den
Score 3 und im alteren Kollektiv auf den Score 2,5 (p=0,596, aber Fallzahl <30).
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Im Folgenden wurde die Haufigkeitsverteilung der Histonmodifikation H3K36me3
in Abhangigkeit des Geschlechts untersucht. Im weiblichen als auch im mannli-
chen Geschlecht konnten, ahnlich der Gesamtkohorte, dem Score 3 mit vier bzw.
funf Fallen (jeweils 50%) die meisten Falle zugeordnet werden. In beiden Ge-
schlechtern wurde hingegen bei keinem der Patientiinnen ein kompletter
H3K36me3-Verlust detektiert. Der Median belief sich in beiden Gruppen auf den
Score 3 (p=0,867, aber Fallzahl <30).

Allen Patient:innen mit Oligodendrogliom wurde bei Diagnosestellung ein KPS
>70% zugeteilt. Aufgrund dessen erfolgte keine Untersuchung der Haufigkeits-

verteilung von H3K36me3 unter Betrachtung des KPS.

3.2.3.2 H3K36me3 als prognostischer Faktor

3.2.3.2.1 Glioblastoma multiforme WHO IV

Im Patientenkollektiv mit diagnostiziertem GBM zeigte sich das klrzeste OS bei
Vorliegen einer mutmaflichen Mutation (Score 0) mit 13,33 Monaten, wohinge-
gen das langste OS mit 19,04 Monaten bei den Fallen mit Score 1 berechnet
wurde. FUr die Scores 2, 3 und 4 belief sich das OS auf 17,60, 15,55 und 14,12
Monate. Es konnte kein signifikanter Unterschied des Erkrankungsalters in Ab-
hangigkeit der H3K36me3-Expression festgestellt werden (p=0,338). Auch der

Vergleich einzelner Scores zeigte keine Signifikanz auf.

Im Weiteren wurden die Falle anhand unterschiedlicher Cut-Off-Werte der
H3K36me3-Expression unterteilt und hinsichtlich des OS der Betroffenen vergli-
chen. Untersucht wurde der vollstandige Verlust von H3K36me3 (Score 0) ge-
genuber einer Retention (Score>0). Mit 13,33 Monaten (Score 0) im Vergleich zu
15,73 Monaten (>Score 0) ergab sich diesbezlglich kein signifikanter Unter-
schied (p=0,623). Ebenso konnte fiir keinen der weiteren untersuchten Cut-Off-
Werte 25% (Score 1), 50% (Score 2) und 75% (Score 3) ein statistisch signifikan-
ter Unterschied mit p=0,434, p=0,076, p=0,094 bezuglich des mittleren Gesamt-

uberlebens beider Gruppen festgestellt werden.

Nachfolgend wurden Kaplan-Meier-Analysen in Abhangigkeit der oben einge-
fuhrten Cut-Off-Werte (Mutation, 25%, 50%, 75%) durchgefuhrt. Zu erkennen ist
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hierbei in keinem der Diagramme ein signifikanter Unterschied der verglichenen
Uberlebenskurven (p=0,533, p=0,891, p=0,644, p=0,846) (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit der Ausprigung von
H3K36me3 im Glioblastom WHO IV. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Uberle-
benskurven unter Betrachtung des A vollstdndigen Verlusts von H3K27me3 sowie der Cut-Off-
Werte B 25%, C 50% und D 75%.

3.2.3.2.2 Astrozytom WHO Il

Das langste OS mit 52,67 Monaten wiesen diejenigen Patient:innen mit ,maRiger
Auspragung”“ (Score 2) von H3K36me3 auf, gefolgt von 42,00 Monaten bei ,ge-
ringer Auspragung (Score 1), 33,00 Monaten bei H3K36me3-Verlust (Score 0),
20,00 Monaten bei ,starker Auspragung“ (Score 3) sowie 14,60 Monaten bei ,vol-

ler Auspragung“ (Score 4). Allerdings ist zu beachten, dass es sich bei den
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Scores 0, 1 und 3 um keine Mittelwerte, sondern um einen Einzelwert handelt,
da diese Gruppen jeweils durch lediglich einen einzigen Fall vertreten waren
(p=0,137, aber Fallzahl <30).

Nachfolgend erfolgte die Unterteilung der Falle in eine Gruppe mit vollstandigem
H3K36me3-Verlust (Score 0) und in eine Weitere mit H3K36me3-Retention
(Score>0). Daruber hinaus wurden die Cut-Off-Werte 25% (Score 1), 50% (Score
2) und 75% (Score 3) mittels Kaplan-Meier-Analysen untersucht. Da jedoch in
lediglich einem Fall eine mutmaliliche Mutation (Score 0) vorlag, wurde auf eine
weitere Auswertung dieses Cut-Off-Werts verzichtet. Dagegen konnte ein signi-
fikanter Unterschied des kumulativen Gesamtuberlebens bei einem Cut-Off-Wert
von 50% und 75% im Sinne einer ungunstigeren Prognose bei starkerer
H3K36me3-Expression festgestellt werden (p=0,016 bzw. p=0,008). Fir den Cut-
Off-Wert von 25% zeigte sich keine Signifikanz (p=0,400) (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit der Ausprigung von
H3K36me3 im Astrozytom WHO lIlI. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied (*) der Uberle-
benskurven unter Betrachtung der Cut-Off-Werte B 50% und C 75%, wohingegen bei einem Cut-
Off-Wert von A 25% kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte.

3.2.3.2.3 Oligodendrogliom WHO Il

Fir die Patientenkohorte mit Oligodendrogliom konnte lediglich flr den Score 1
und 3 ein mittleres Gesamtluberleben berechnet werden. Fur die Scores 0, 2 und
4 erfolgte keine Auswertung aufgrund fehlender Falle fur diese Scores. Wahrend
die Patient:innen mit ,geringer Auspragung® (Score 1) von H3K36me3 ein OS
von 58,33 Monaten aufzeigten, lebten diejenigen mit einer ,starken Auspragung®
(Score 3) mitim Durchschnitt 53,60 Monaten kurzer (p=0,869, aber Fallzahl <30).
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Auch fir das Patientenkollektiv der Oligodendrogliome erfolgte eine weitere Aus-
wertung des OS entsprechend den zuvor definierten Cut-Off-Werten mittels Ka-
plan-Meier-Analyse. Da jedoch lediglich fur die Scores 1 und 3 ein OS berechnet
werden konnte, verhielten sich die Cut-Off-Werte 25% und 50% (Score 1 und 2)
identisch zueinander, wobei kein signifikanter Unterschied der Uberlebenskurven
beider Gruppen gezeigt werden konnte (p=0,779). Aufgrund der identischen Ka-
plan-Meier-Diagramme beider Cut-Off-Werte beschrankt sich die Darstellung in
Abbildung 38 auf den Cut-Off-Wert 50%. Fur die Cut-Off Werte 0 und 4 konnte
aufgrund der oben beschriebenen Gegebenheiten keine Analyse durchgeflhrt

werden.
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Abbildung 38: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhingigkeit der Ausprigung von
H3K36me3 im Oligodendrogliom WHO lll. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Uber-
lebenskurven unter Betrachtung des Cut-Off-Werts 50% (identisch mit dem Cut-off-Wert 25%).

3.2.3.3 Progressionsfreies Uberleben und H3K36me3

3.2.3.3.1 Glioblastoma multiforme WHO IV

Ein moglicher Zusammenhang zwischen der H3K36me3-Expression und dem
PFS wird im Folgenden untersucht. Die langste Zeitspanne von 9,76 Monate bis
zum Auftreten des Rezidivtumors konnte fur den Score 2 berechnet werden, wo-
hingegen das friiheste Rezidiv nach 8,04 Monaten in der Gruppe der Patient:in-
nen mit Score 1 dokumentiert wurde. Eine anschlieBend durchgeflihrte
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Gegenuberstellung des PFS unter Betrachtung der Scores im Primartumor ergab

keinen signifikanten Unterschied (p=0,888).

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde das Patientenkollektiv mit GBM in Abhan-
gigkeit des Cut-Off-Werts 25% (Score 1) fir H3K36me3 im Primartumor unterteilt
und hinsichtlich des PFS untersucht. Hierbei zeigte sich ein friheres Rezidiv der
Erkrankten mit H3K36me3-Expression <=25% (<=Score 1) nach 8,18 Monaten,
wohingegen bei denjenigen mit >25% (>Score 1) im Primartumor nach 8,86 Mo-
naten ein Rezidivtumor festgestellt wurde (p=0,593). Das zudem durchgefiihrte
Kaplan-Meier-Diagramm bestatigte anhand der Darstellung der progressions-
freien Uberlebenskurven beider Gruppen eben beschriebene Ergebnisse
(p=0,493) (Abbildung 39A).
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Abbildung 39: Progressionsfreies Intervall in Abhangigkeit des Scores von H3K36me3 im
Primartumor. Die Kaplan-Meier-Kurven widerlegen einen signifikanten prognostischen Wert
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hinsichtlich des PFS in Abhangigkeit der zuvor eingefiihrten Cut-Off-Werte im Primartumor fir
Patient:innen mit A Glioblastom WHO IV, B Astrozytom WHO Il und C Oligodendrogliom llI.

Ahnlich wie bei den Primartumoren Iasst sich auch bei den Rezidivtumoren ein
Trend hin zu einer starken Expression der epigenetischen Modifikation
H3K36me3 mit dem Score 3 als haufigsten Auspragungsgrad mit 33,3% (N=23)
aller untersuchten Falle erkennen. Eine ,maximale Auspragung“ (Score 4) trat
hingegen in etwa einem Drrittel (29,0%, N=20) auf, wohingegen eine mutmalliche
Mutation und somit ein vollstandiger Verlust von H3K36me3 (Score 0) in lediglich
1,4% (N=1) der Rezidivtumore festgestellt werden konnte (Abbildung 40). Der

Median wurde mit dem Score 3 berechnet.
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Abbildung 40: Verteilung der Auspragungsgrade von H3K36me3 im Rezidivtumor in Ab-
héngigkeit der Tumorentitat.

Nachfolgend wurde, unter Betrachtung der Scores im Primartumor, der mediane
Score in den entsprechenden Rezidivtumoren bestimmt und anschlieend mit
jenem im Primartumor verglichen. Unter den Patient:innen mit mutmaflicher Mu-
tation (Score 0) wurde in lediglich zwei Fallen ein Rezidivtumor dokumentiert, fur
welche ein medianer Score von 2 berechnet wurde. Weiterhin konnte auch fr
die sechs Tumorproben mit Score 1 im Primartumor ein Median des Scores von
2 festgestellt werden. Die mit 17, 21 und 20 Fallen deutlich haufiger vertretenen
Scores 2, 3 und 4 wiesen dieselbe H3K36me3-Expression im Primartumor, als
auch als Median im Rezidivtumor auf (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Medianer Score von H3K36me3 der Rezidivtumore in Abhédngigkeit des Scores
im Primartumor. Grau hinterlegte Felder kennzeichnen einen Expressionsunterschied.

H3K36me3 GBM WHO IV
Score Primartumor 0 1 2 3 4
Medianer Score Rezidivtumor 2 2 2 3 4

Astrozytom WHO Il

Score Primartumor 0 1 2 3 4

Medianer Score Rezidivtumor - - 4 - 4

Oligodendrogliom WHO llI

Score Primartumor 0 1 2 3 4

Medianer Score Rezidivtumor - 3 4 3

3.2.3.3.2 Astrozytom WHO III

Die Berechnung des PFS in Abhangigkeit des erfassten Scores im Primartumor
ergab eine ungunstigere Prognose im Sinne eines kirzeren PFS (8,33 Monate)
bei einer H3K63me3-Expression von >75% (Score 4). Das spateste Rezidiv trat
hingegen bei denjenigen Fallen mit Score 2 nach 33,00 Monaten auf (p=0,059,
aber Fallzahl <30).

Aufgrund der deutlich kurzeren Zeitspanne bis zur Progression bei den Patient:in-
nen mit ,maximaler Auspragung“ (Score 4) wurde der Cut-Off-Wert 75% einge-
fuhrt und die Patientenkohorte in zwei Gruppen unterteilt. Neben den oben er-
wahnten 8,33 Monaten PFS bei Score 4 im Primartumor, entwickelte die Ver-
gleichsgruppe mit einer H3K36me3-Expression <=75% (<Score 4) nach 19,00
Monaten einen Rezidivtumor. Mittels Kaplan-Meier-Analyse konnte hinsichtlich
des kumulativen progressionsfreien Uberlebens anhand der Darstellung der
Uberlebenskurven beider Gruppen keine Signifikanz nachgewiesen werden,
zeigte jedoch eine Tendenz zu einer ungunstigeren Prognose mit friherem Re-
zidiv bei H3K36me3-Expression >75% (p=0,080) (Abbildung 39B).
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Von den Fallen mit Astrozytom konnten lediglich zwei Gewebeproben von Re-
zidivtumoren fur die Immunhistochemische Beurteilung von H3K36me3 gewon-
nen werden. In beiden Fallen lag der Score 4 vor, sodass keine Medianbestim-
mung erfolgte (Abbildung 40).

Abschliefliend wurden auch hier die medianen Auspragungsgrade der Rezidivtu-
more mit demselben Score im Primartumor bestimmt und mit diesem verglichen.
Dabei veranderte sich der Score 4 im Primartumor im Vergleich zum Rezidivtu-
mor nicht in der Expression von H3K36me3, wohingegen sich der Score 2 im

Primartumor zu einem Score 4 im Rezidivtumor entwickelte (Tabelle 12).

3.2.3.3.3 Oligodendrogliom WHO I/

Das langste Zeitintervall bis zum Auftreten eines Rezidivtumors konnte mit 68,00
Monaten bei dem durch lediglich einen Fall vertretenen Score 2 festgestellt wer-
den. Das friheste Rezidiv wurde hingegen bei dem, durch ebenso einen Fall ver-
tretenen, Score 3 mit 2,00 Monaten berechnet (p=0,058, aber Fallzahl <30).

Nach den eben erfolgten Untersuchungen wurde der Cut-Off-Wert von 50% fest-
gelegt und die Patientenkohorte dementsprechend in zwei Gruppen unterteilt,
wobei sich eine gunstigere Prognose der Betroffenen bei einer Auspragung von
H3K36me3 <=50% im Primartumor mit einem PFS von 36,40 Monaten im Ver-
gleich zu denjenigen mit H3K36me3 >50% und 17,43 Monaten zeigte. Eine zu-
dem durchgefiihrte Kaplan-Meier-Analyse konnte anhand der Darstellung der
Uberlebenskurven beider Gruppen keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich
des zu erwartenden kumulativen progressionsfreien Uberlebens aufzeigen
(p=0,101) (Abbildung 39C).

Im Patientenkollektiv der Oligodendrogliome konnten sieben Rezidivtumore in
der immunhistochemische Beurteilung von H3K36me3 eingeschlossen werden.
(Abbildung 6). Hierbei konnte in jeweils drei Fallen (42,9 %) eine starke (Score
3) bzw. maximale Expression (Score 4) der Histonmodifikation H3K36me3 fest-
gestellt werden. AuRerdem wies eine einzige Tumorprobe eines Oligodendrogli-

oms einen H3K36me3-Verlust auf (14,3%). Die Scores 1 und 2 waren in keinem
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der Rezidivtumore reprasentiert. Der Median der Auspragungsgrade belief sich
auf den Score 3 (Abbildung 40).

Abschliefiend wurde auch hier der H3K36me3-Score der Primartumore mit dem
Median der Rezidivtumore mit demselben Score im Primartumor verglichen. Da-
bei wies lediglich der Score 3 im Primartumor denselben auch als Median im
entsprechenden Rezidivtumor auf. In den beiden anderen Gruppen zeigte sich
eine Tendenz hinsichtlich einer starkeren Expression von H3K36me3 im Rezidiv.
So belief sich der Median im Rezidivtumor auf den Score 3 bzw. 4 in den Gruppen

mit Score 1 bzw. 2 im Primartumor (Tabelle 12).

3.3 Multivariate Analysen

Fiar das Gesamtluberleben wurde eine multivariate Analyse anhand des Cox-Re-
gressionsmodells durchgefihrt. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen von Astrozy-
tomen und Oligodendrogliomen beschrankte sich diese hier jedoch auf die Tu-
morentitat GBM. Es wurden die klinischen Faktoren Erkrankungsalter (Cut-Off 70
Jahre), KPS (Cut-Off 70%), praoperatives Tumorvolumen (Cut-Off 20cm?), The-
rapie (dichotomisiert nach Stupp-Schema und non-Stupp Behandlung), das Ge-
schlecht, die Tumorlokalisation (dichotomisiert nach parietal vs. non-parietal) so-
wie der MGMT-Status (dichotomisiert nach methyliert und unmethyliert) bertick-
sichtigt. Diese zeichneten sich in der zuvor erfolgten univariaten Testung nach
Kaplan-Meier durch ihre Stabilitdt und statistische Signifikanz aus. Aulerdem
wurde die Resektion (dichotomisiert nach Totalresektion und non-Totalresektion)
trotz fehlender Signifikanz in der univariaten Analyse integriert, da sich diese in
der Literatur als prognostischer Faktor etabliert hat. Zudem wurden die epigene-
tischen Modifikationen H3K27me3 und H3K36me3 einbezogen und in separaten

multivariaten Analysen betrachtet.
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3.3.1 H3K27me3

Wahrend in der ersten multivariaten Analyse die Scores der H3K27me3-Expres-
sion integriert wurden, erfolgte die zweite Analyse unter dichotomisierter Betrach-
tung des H3K27me3-Verlusts in Anlehnung an die Ergebnisse der univariaten
Analyse. In beiden Fallen blieben, wie bereits in den Kaplan-Meier-Analysen, das
Alter bei einem Cut-Off von 70 Jahren, die Therapie sowie der MGMT-Status
signifikant, sodass diese als unabhangige prognostische Faktoren bei Patient:in-
nen mit GBM gewertet werden kénnen. Der KPS mit Cut-Off 70% und die parie-
tale Tumorlokalisation verloren hingegen, im Vergleich zur univariaten Analyse,
die Signifikanz. Das praoperative Tumorvolumen und die Resektion stellten sich
in der zweiten multivariaten Analyse, unter Berucksichtigung der dichotomisierten
H3K27me3-Expression, signifikant dar. In der ersten multivariaten Analyse zeig-
ten diese einen erwahnenswerten statistischen Trend, verfehlten das Signifikanz-
niveau jedoch knapp. Das Geschlecht blieb auch in der multivariaten Analyse
nicht signifikant. Sowohl die Betrachtung der H3K27me3-Expression als Scores,
als auch die dichotomisierte Betrachtung (Verlust * Retention) erreichten in der
multivariaten Analyse das Signifikanzniveau nicht, weshalb die Expression von
H3K27me3 im GBM sich in der vorgelegten Arbeit als kein prognostischer Faktor

hinsichtlich des OS herausstellte.

In Tabelle 13 und Tabelle 14Tabelle 14 wird eine vollstandige Ubersicht der Er-

gebnisse aufgezeigt.

Tabelle 13: Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse unter Betrachtung der
H3K27me3-Expression. Sternchen (*) markieren signifikante Ergebnisse.

Variable Risikoverhaltnisse (95% KiI) p-Wert

Erkrankungsalter

> 70 Jahre 2,013 (1,336-3,031) <0,001*
Geschlecht
mannlich 0,720 (0,511-1,015) 0,061

KPS
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Variable Risikoverhaltnisse (95% KiI) p-Wert

>=70% 0,720 (0,465-1,114) 0,140
Lokalisation

parietal 0,746 (0,393-1,413 0,368
Praoperatives Tumorvolumen

>=20cm? 1,337 (0,971-1,843) 0,075
Resektionsausmal}

Totalresektion 1,334 (0,963-1,849) 0,083
Therapie

Stupp-Schema 0,597 (0,404-0,883) 0,010*
MGMT

unmethyliert 1,924 (1,383-2,675) <0,001*
H3K27me3 0,066

Score 0 * Score 1 1,448 (0,571-3,673) 0,436

Score 0 * Score 2 0,801 (0,323-1,986) 0,633

Score 0 * Score 3 0,751 (0,296-1,905) 0,546

Score 0 * Score 4 1,021 (0,399-2,612) 0,966

Tabelle 14: Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse unter Betrachtung eines
H3K27me3-Verlusts gegeniiber einer H3K27me3-Retention. Sternchen (*) markieren signifi-

kante Ergebnisse.

Variable Risikoverhaltnisse (95% KiI) p-Wert
Erkrankungsalter

> 70 Jahre 2,059 (1,336-3,103) <0,001*
Geschlecht

mannlich 0,790 (0,565-1,105) 0,169
KPS

>=70% 0,836 (0,582-1,202) 0,335

Lokalisation
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Variable Risikoverhaltnisse (95% KiI) p-Wert

parietal 0,782 (0.415-1,475) 0,448

Praoperatives Tumorvolumen

>=20cm? 1,383 (1,011-1,892) 0,043*
Resektionsausmal}

Totalresektion 1,372 (1,001-1,881) 0,049*
Therapie

Stupp-Schema 0,667 (0,456-976) 0,037~
MGMT

unmethyliert 1,866 (1,349-2,580) <0,001*
H3K27me3

Retention 0,970 (0,625-1,506) 0,893

3.3.2 H3K36me3

Es wurden ebenfalls zwei multivariate Analysen unter Bertcksichtigung der His-
tonmodifikation H3K36me3 durchgefuhrt, wobei zum einen die einzelnen Scores,
zum anderen die dichotomisierte Betrachtung von H3K36me3 (Verlust * Re-
tention) zur Analyse herangezogen wurde. In beiden Fallen blieben, wie bereits
in den Kaplan-Meier-Analysen, das Alter (Cut-Off 70 Jahre), das praoperative
Tumorvolumen (Cut-Off 20cm?®) und der MGMT-Status signifikant und stellen
folglich unabhangige prognostische Faktoren dar. Im Gegensatz zur univariaten,
erreichte die Resektion in beiden multivariaten Analysen das Signifikanzniveau.
Der KPS mit Cut-Off 70%, die parietale Tumorlokalisation und die Therapie ver-
loren, im Vergleich zur univariaten Analyse, ihre Signifikanz. Insbesondere be-
zuglich der Therapie konnte jedoch ein nennenswerter statistischer Trend mit
Uberlebensvorteil nach erfolgter Totalresektion festgestellt werden. Das Ge-
schlecht blieb zudem auch in der multivariaten Analyse nicht signifikant. Sowohl
die Betrachtung der H3K36me3-Scores, als auch die Gegenuberstellung Verlust

* Retention verfehlten in der multivariaten Analyse das Signifikanzniveau,
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weshalb in der vorgelegten Arbeit kein pradiktiver Wert fur die H3K36me3-Ex-

pression im GBM bezlglich des OS abgeleitet werden kann.

In Tabelle 15 und Tabelle 16 wird eine vollstdndige Ubersicht der Ergebnisse

aufgezeigt.

Tabelle 15: Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse unter Betrachtung der
H3K36me3-Expression. Sternchen (*) markieren signifikante Ergebnisse.

Variable Risikoverhaltnisse (95% Kil) p-Wert
Erkrankungsalter

> 70 Jahre 2,268 (1,517-3,392) <0,001*
Geschlecht

mannlich 0,810 (0,582-1,128) 0,212
KPS

>=70% 0,950 (0,660-1,366) 0,780
Lokalisation

parietal 0,765 (0,404-1,449) 0,411

Praoperatives Tumorvolumen

>=20cm? 1,405 (1,032-1,914) 0,031*
Resektionsausmald

Totalresektion 1,886 (0,1,369-2,598) 0,028
Therapie

Stupp-Schema 0,693 (0,478-1,004) 0,052
MGMT

unmethyliert 1,886 (1,369-2,598) <0,001*

H3K27me3 0,515
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Variable Risikoverhaltnisse (95% KiI) p-Wert
Score 0 * Score 1 0,742 (0,168-3,285) 0,694
Score 0 * Score 2 0,886 (0,205-3,822) 0,871
Score 0 * Score 3 0,719 (0,172-3,009) 0,651
Score 0 * Score 4 0,986 (0,235-4,138) 0,984

Tabelle 16: Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse unter Betrachtung eines
H3K36me3-Verlusts gegeniiber einer H3K36me3-Retention. Sternchen (*) markieren signifi-

kante Ergebnisse.

Variable Risikoverhaltnisse (95% KiI) p-Wert
Erkrankungsalter

> 70 Jahre 2,197 (1,472-3,279) <0,001*
Geschlecht

mannlich 0,809 (0,583-1,123) 0,206
KPS

>=70% 0,903 (0,633-1,290) 0,576
Lokalisation

parietal 0,768 (0,408-1,445) 0,413
Praoperatives Tumorvolumen

>=20cm? 1,369 (1,007-1,862) 0,045*
Resektionsausmalfd

Totalresektion 1,423 (1,048-1,931) 0,024*
Therapie

Stupp-Schema 0,694 (0,479-1,003) 0,052
MGMT

unmethyliert 1,788(1,306-2,449) <0,001*
H3K27me3

Retention 0,824 (0,199-3,401) 0,789
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4 DISKUSSION

Die vorgelegte Arbeit stellt eine umfangreiche Beschreibung und Untersuchung
der epigenetischen Modifikationen H3K27me3 und H3K36me3 in primaren hoch-
gradigen Gliomen und deren Rezidivtumore dar. Die Expressionsanalysen wur-
den fur die Tumorentitaten GBM, Astrozytom und Oligodendrogliom getrennt
voneinander betrachtet und auf eine prognostische Wertigkeit fuir die Erkrankten
hin untersucht. Aul3erdem erfolgte die statistische Auswertung nach der im Laufe
der Fertigung meiner Arbeit erschienenen neuen WHO-Klassifikation der ZNS-

Tumore.

In der nachfolgenden Diskussion erfolgt zunachst die Betrachtung der relevanten
klinischen prognostischen Faktoren. AnschlieBend werden die epigenetischen
Modifikationen H3K27me3 und H3K36me3 als mogliche molekulare prognosti-

sche Parameter diskutiert.

FuUr die Untersuchungen dieser Arbeit konnten insgesamt 423 Falle mit primarem
hochgradigem Gliom eingeschlossen werden, welche alle im Department fur
Neurochirurgie und Neurotechnologie des Universitatsklinikums Tubingen ope-
riert wurden. Aufgrund der geringen Fallzahlen der Patient:innen mit Astrozytom
und Oligodendrogliom war die statistische Auswertung dieser Entitaten entspre-
chend eingeschrankt hinsichtlich multivariater Moglichkeiten und abzuleitender
Interpretationen. Folglich liegt das Hauptaugenmerk in der nachfolgenden Dis-

kussion auf den Ergebnissen der statistischen Auswertung des GBM.

4.1 Klinische prognostische Faktoren

4.1.1 Tumorentitat

Das GBM reprasentiert mit groRem Abstand den haufigsten malignen und hau-
figsten primaren neuroepithelianen Hirntumor (Ohgaki 2009; Yong und Lonser
2011; Young et al. 2017). Mit 89,4% und damit der Mehrzahl aller Falle war das
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GBM in der Studienpopulation der vorgelegten Arbeit ebenfalls am haufigsten
vertreten, gefolgt von 6,1% Astrozytomen und 4,5% Oligodendrogliomen. Ver-
gleichende Daten gibt es aus den USA, jedoch unter Berucksichtigung aller, also
benigner und maligner, Hirntumore nach alter WHO-KIlassifikation von 2016 (Ost-
rom et al. 2021). Das GBM reprasentiert dabei mit 52% die haufigste primare
Hirnneoplasie, gefolgt vom Astrozytom mit 6,8%. Das Oligodendrogliom vertritt
dagegen mit 1,7% die Minderheit. Zwar sind diese Daten aufgrund des unter-
schiedlichen Gesamtkollektivs und der inzwischen angepassten Klassifikation
nicht direkt miteinander vergleichbar, jedoch zeichnet sich dieselbe Tendenz
gleichermalen ab. Es ist allerdings zu beachten, dass es sich bei jenen Referen-
zuntersuchungen um eine Gesamtstatistik eines Landes (USA) handelt, im Ver-
gleich zu den aus einem einzelnen Zentrum (Departement fur Neurochirurgie und
Neurotechnologie des Universitatsklinikums Tudbingen) basierenden Daten die-

ser Arbeit.

Hinsichtlich des OS zeigten sich zur Literatur vergleichbare Ergebnisse mit einem
signifikant kiirzeren OS der Patient:innen mit GBM, verglichen mit der Kohorte
der Astrozytome und Oligodendrogliome (Stupp et al. 2017, Ostrom et al. 2014;
Liu et al. 2019). Ein aus der Literatur bekanntes ahnliches Verhalten konnte be-
zuglich des PFS der Gliome beobachtet werden, wobei sich die Oligodendrogli-
ome mit dem langsten PFS prasentierten (Stupp et al. 2017). Die daraus abge-
leitete bessere Prognose des Oligodendroglioms kann unter anderem mit deren
hohen Sensibilitdt gegenuber einer Radiochemotherapie begrindet werden
(Buckner, 2003; G. Cairncross & Jenkins, 2008; Taal et al., 2015).

4.1.2 Erkrankungsalter

4.1.2.1 Glioblastoma multiforme WHO IV

Aus der Literatur sind altersabhangige Inzidenzunterschiede der Tumorentitaten
bekannt (Ostrom et al. 2015; Ostrom et al. 2014; Young et al. 2017; Reardon und
Wen 2006; Ostrom et al. 2021). Wahrend Ostrom et al. von einem Haufigkeits-
gipfel in der Altersgruppe 75-84 Jahre im Falle eines GBM berichtet, belief sich
dieser in der Studienkohorte dieser Arbeit auf 61-70 Jahre (Ostrom et al. 2021;
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Ostrom et al. 2023). Diese Differenz lasst sich moéglicherweise durch das rein
chirurgische Studiendesign der Arbeit erklaren. Alle untersuchten Patient:innen
wurden zuvor im Department fur Neurochirurgie und Neurotechnologie der Uni-
versitatsklinik Tubingen operiert oder biopsiert. Anzunehmen ist, dass Patient:in-
nen mit sehr hohem Lebensalter und stark reduziertem KPS aufgrund multipler
Vorerkrankungen sich einer solchen Intervention nicht mehr unterzogen und folg-
lich nicht in der Studie eingeschlossen wurden. Aul3erdem sind biopsierte Falle
haufig alter, weshalb in der vorliegenden Arbeit mit 51,6% Uber die Halfte der
Falle aufgrund unzureichendem Restgewebe flr die Erstellung der TMAs nicht
berucksichtigt werden konnten. Im Falle einer Totalresektion bzw. subtotalen Re-
sektion hingegen wurden aus dem selbem Grund lediglich 7,3% bzw. 6,2% her-
ausgenommen. Des Weiteren handelt es sich bei der zitierten Referenzstudie um
Daten aus den USA unter Betrachtung der veralteten WHO-Klassifikation von
2016. Astrozytome vom IDH-Wildtyp wurden in der vorliegenden Arbeit bereits
als Glioblastom WHO |V gewertet, wodurch sich das daraus resultierende jin-
gere Erkrankungsalter der Patient:innen mit GBM in der vorliegenden Arbeit im

Vergleich zur zitierten Studie nachvollziehen lasst.

Des Weiteren hat sich in der Fachliteratur das Erkrankungsalter bei Diagnose-
stellung eines hochgradigen primaren Hirntumors seit einiger Zeit als prognosti-
scher Faktor etabliert. Zahlreiche Studien beschreiben hierbei ein kirzeres OS
mit steigendem Lebensalter (Lacroix et al. 2001; Brandes 2003; Reardon und
Wen 2006; Sandberg-Wollheim et al. 1991). Dies spiegelt sich in den Untersu-
chungen der vorliegenden Arbeit wider. Anhand des in der Literatur etablierten
Cut-Off-Werts von 70 Jahren zeigte sich ein hdheres Lebensalter bei Diagnose-
stellung eines GBM als signifikant prognostischer Faktor hinsichtlich eines kuir-
zeren OS mit 9,66 im Vergleich zu 18,43 Monaten (Alexopoulos et al. 2022;
Pando et al. 2022). Eine mogliche Erklarung dafur liefert der reduzierte funktio-
nelle Status der Patient:innen >=70 Jahre bei Diagnosestellung (s. Kapitel 4.1.4
KPS, Therapie).
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4.1.2.2 Astrozytom WHO Il und Oligodendrogliom WHO Il

Fir die Patient:innen mit Astrozytom wird in der Literatur das haufigste Erkran-
kungsalter zwischen 75-84 Jahren, bei jenen mit Oligodendrogliom mit 45-54
Jahren angegeben (Ostrom et al. 2021). Die Daten der Falle mit Oligodendrog-
liom decken sich dabei mit den Auswertungen der vorliegenden Arbeit (41-50
Jahre), wahrend in der Kohorte der Astrozytome grof3e Unterschiede zur Literatur
festgestellt werden konnten. Mutmallich ist dies ebenfalls durch die inzwischen
neue WHO-KIlassifikation der ZNS-Tumore, nach welche die Auswertung dieser
Arbeit erfolgte, zu erklaren (s. Kapitel 4.1.2 Erkrankungsalter Glioblastoma mul-
tiforme WHO [V).

Far die Patient:innen mit Astrozytom und Oligodendrogliom konnte in der durch-
gefuhrten CART-Analyse kein passender prognostisch relevanter Cut-Off-Wert
des Alters gefunden werden. Aufgrund dessen wurde der von Pignatti et al. als
prognostisch beschriebene Cut-Off-Wert von 40 Jahren in niedriggradigen Glio-
men in dieser Arbeit auf hochgradige IDH-mutierte Astrozytome sowie Oli-
godendrogliome angewandt und untersucht (Pignatti et al. 2002). Obwohl die an
einem Astrozytom erkrankten Personen <=40 Jahre mit 85 Monaten durch-
schnittlich deutlich langer lebten als diejenigen >40 Jahre mit 38,20 Monaten,
konnte diesbezuglich kein signifikanter Unterschied des OS in Abhangigkeit des
Erkrankungsalters festgestellt werden. Interessant waren dieselben Untersu-
chungen bei einem gréReren Patientenkollektiv. Bei Einordnung der Ergebnisse
gilt weiterhin zu beachten, dass der Cut-Off-Wert von 40 Jahren zum einen im
Jahr 2002 beschrieben wurde und sich zum anderen auf niedriggradige Gliome
beschrankt, welche im Rahmen der weiterentwickelten Klassifikationen heute
nach anderen Kriterien differenziert werden. Es gibt Hinweise, dass die soge-
nannten Pignatti-Kriterien ihren prognostischen Wert im Rahmen der aktuellen
molekularen Tumordifferenzierung, insbesondere der IDH-Mutation, eingebuf3t
haben (Etxaniz et al. 2017). Vereinzelte Hinweise deuten auf einen héheren prog-
nostischen Alters Cut-Off hin (Corell et al. 2018).
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4. 1.3 Geschlecht

4.1.3.1 Glioblastoma multiforme WHO IV
Mit einem Verhaltnis von 1:1,7 (F:M) der an einem GBM-Erkrankten spiegelt die

Studienkohorte das in der Literatur etablierte Geschlechterverhaltnis wider (Ost-
rom et al. 2021). Entgegen der allgemeinen geschlechtsabhangigen Lebenser-
wartung konnte ein erwahnenswerter statistischer Trend hinsichtlich eines lange-
ren OS des mannlichen (16,50 Monate) im Vergleich zum weiblichen Geschlecht
(13,46 Monate) bei knapp verfehlten Signifikanzniveau untersucht werden. Dem
gegentbergestellt beschreibt Moore et al. in einer aktuellen Studie, in welcher
Patient:innen im Alter zwischen 20-39 Jahren eingeschlossen wurden, einen
Uberlebensvorteil des weiblichen Geschlechts bei Diagnose eines GBM (Moore
et al. 2022). Eine weitere Studie unterstreicht diese Beobachtung in einem Kol-
lektiv jeden Alters (Ostrom et al. 2018). In neueren Untersuchungen wird zwar
von einem allgemeinem Uberlebensvorteil der Frauen mit primarem malignen
Hirntumor, jedoch mit Ausnahme u.a. vom GBM berichtet (Ostrom et al. 2021),
ehe in den aktuellsten Erhebungen der US-Statistik wiederum ein allgemeiner
Uberlebensvorteil der Frauen beim GBM festgestellt wurde (Ostrom et al. 2023).
Zu bericksichtigen gilt dabei, dass in der Studie aus dem Jahr 2018 alle Pati-
ent:innen dieselbe Standardtherapie erhielten, wovon in der zitierten Fachlitera-
tur aus den Jahren 2021 und 2023 sowie in der Studienpopulation der vorgeleg-
ten Arbeit nicht ausgegangen werden kann. Eine weitere mogliche Erklarung ist
der Einfluss von Hormonen auf die Tumorgenese. Der in der Literatur beschrie-
bene Uberlebensvorteil des weiblichen Geschlechts insbesondere im jungen Al-
ter zwischen 20 und 39 Jahren konnte auf die neuroprotektive Wirkung des Ge-
schlechtshormons Ostrogen bei pramenopausalen Frauen zurlickzufiihren sein
(Carrano et al. 2021, 2021). Andererseits ist ein negativer Einfluss von Testoste-
ron durch die Zunahme von Proliferation, Migration und Invasion mit Folge des
Fortschreitens eines GBM bekannt (Rodriguez-Lozano et al. 2019; Bao et al.
2017). Diese beiden in der Literatur beschriecbenen Annahmen kdnnten eine
mogliche Erklarung der geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Inzidenz
und Prognose eines GBM in jiingerem Alter mit Uberlebensvorteil des weiblichen

Geschlechts liefern, wohingegen dieser mit zunehmendem Alter abnimmt, u.a.
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aufgrund des Verlusts der neuroprotektiven Wirkung des Ostrogens bei post-
menopausalen Frauen (McKinley et al. 2000). Bei Betrachtung des Gesamtkol-
lektivs aller Altersgruppen, mit einem mittleren Erkrankungsalter von 62,44 Jah-
ren in dieser Arbeit, ware somit eine gunstigere Prognose des mannlichen Ge-

schlechts erklarbar.

4.1.3.2 Astrozytom WHO Il und Oligodendrogliom WHO |lI

Mit 1:1,9 (F:M) ist eines, zur Literatur etabliertes, ahnliches Geschlechterverhalt-
nis in der Studienkohorte der Astrozytome dieser Arbeit zu erkennen (Ostrom et
al. 2021). Ebenso kann von einer Koharenz der Geschlechtzugehorigkeit der Er-
krankten mit Oligodendrogliom ausgegangen werden. Liu et al. beschreiben hier-
fur ein Verhaltnis Frauen zu Mannern von 1:1,28 im Vergleich zu 1:1,25 in dieser
Arbeit (Liu et al., 2019).

Moore et al. beschreiben in einer aktuellen Studie einen Uberlebensvorteil des
weiblichen Geschlechts bei Diagnose eines Astrozytoms sowie eines Oli-
godendroglioms im jungen Alter (Moore et al. 2022). Im Gegensatz dazu konnte
in der vorliegenden Arbeit ein langeres Gesamtliberleben des mannlichen mit
31,71 Monaten im Vergleich zu 26,00 Monaten des weiblichen Geschlechts bei
Betrachtung der Falle mit Astrozytom festgestellt werden. Im Falle eines Oli-
godendroglioms lebte die weibliche Kohorte mit 55,00 Monaten unwesentlich kur-
zer als die Manner mit 55,60 Monaten. Zu berucksichtigen gilt hier bei beiden
Tumorentitaten zum einen die sehr geringe Fallzahl und die damit auf das Ge-
samtkollektiv reprasentative Einschrankung. Zum anderen wurden in der oben
genannten Studie lediglich junge Betroffene im Alter zwischen 20-39 Jahre ein-
geschlossen. In der Kohorte dieser Arbeit waren Patient:innen im Alter von 26-

79 (Astrozytom) bzw. 26-75 Jahren (Oligodendrogliom) vertreten.

4.1.4 KPS, Therapie

4.1.4.1 Glioblastoma multiforme WHOQO IV
In der Literatur hat sich fur den KPS ein Cut-Off-Wert von 70% etabliert (Stupp et

al. 2005; Sacko et al. 2015). Dieser dient u.a. der weiteren Therapie-
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entscheidung. Weiterhin wird der KPS als wichtiger prognostischer Faktor bei
Patient:innen mit GBM beschrieben (Lacroix et al. 2001; Brandes 2003; Reardon
und Wen 2006; Sandberg-Wollheim et al. 1991). Ein stark reduzierter Allgemein-
zustand der Erkrankten (KPS<70%) zeigte in der univariaten Analyse, im Sinne
eines klrzeren OS, eine signifikant schlechtere Prognose, verfehlte jedoch in den
multivariaten Analysen das Signifikanzniveau. Somit stellt der KPS keinen unab-
hangigen signifikanten prognostischen Parameter dar, was u.a. durch eine mog-
liche Abhangigkeit des KPS vom Erkrankungsalter nachzuvollziehen ware. Eine
madgliche Erklarung hierfir kdnnte weiterhin die Rolle des KPS als wichtiger klini-
scher Indikator fur die Wahl des Therapieregimes liefern. Eine standardisierte
Therapie nach Stupp, bestehend aus einer Radiochemotherapie nach zuvor er-
folgter chirurgischer Tumorresektion, erhalten demnach fast ausschliel3lich Pati-
ent:innen mit KPS >=70% (Stupp et al. 2005).

Die 2005 etablierte Standardtherapie nach Stupp konnte zuletzt eine verbesserte
Prognose im Gegensatz zu herkdbmmlichen Therapien aufzeigen (Stupp et al.
2005). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, wobei die
Behandlung mittels Radiochemotherapie nach Stupp mit einem signifikant lange-
ren Uberleben im Vergleich zur reinen Radiotherapie bzw. reinen Chemotherapie
der Erkrankten einhergeht und sich weiterhin als signifikanter unabhangiger pra-
diktiver Wert in den multivariaten Analysen der H3K27me3-Expression heraus-
stellte. Ebenso konnte in den Analysen unter Berucksichtigung der H3K36me3-
Expression ein klarer statistischer Trend mit einem knapp verfehlten Signifikanz-

niveau aufgezeigt werden.

4.1.4.2 Astrozytom WHO Ill und Oligodendrogliom WHO III

In der Literatur wird der funktionelle Status als wichtiger prognostischer Faktor
bei Patient:innen mit Astrozytom beschrieben (Curran et al. 1993; Kizilbash et al.
2014). Aufgrund der jedoch sehr geringen Fallzahl der Astrozytome, ebenso wie
die Oligodendrogliome waren weitere statistische Auswertungen hinsichtlich der
prognostischen Relevanz des KPS in diesen Tumorentitaten nicht méglich und
werden somit nicht diskutiert.
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Im Anschluss an die chirurgische Tumorresektion hat sich die Chemotherapie mit
TMZ bei Patient:innen mit Astrozytom aufgrund dessen positiven Effekts auf die
Prognose bei IDH-mutierten Astrozytomen etabliert (van den Bent, Martin J. et
al. 2021). Dennoch erfolgte in der untersuchten Patientenkohorte in vier Fallen
eine Radiochemotherapie nach Stupp. Dies lasst sich méglichweise anhand der
neuen WHO-Klassifikation erklaren, welche bei der statistischen Auswertung be-
reits berucksichtigt wurde, jedoch bei der initialen Therapieentscheidung (Falle
von 1992-2015) noch keine Beachtung fand. Entgegen den Erwartungen hin-
sichtlich des OS in Abhangigkeit der erfolgten Therapie zeigten in der vorliegen-
den Arbeit die Patient:innen mit adjuvanter Chemotherapie das kirzeste mittlere
Gesamtuberleben im Vergleich zur adjuvanten Radiotherapie bzw. Radiochemo-
therapie nach Stupp. Neben der eingeschrankten statistischen Aussagekraft auf-
grund der niedrigen Fallzahlen ist weiterhin die zeitliche Veroffentlichung der Stu-
die von van den Bent et al. (05/2021) vor jener der neuen WHO-Klassifikation
(08/2021) zu beachten (Louis et al. 2021; van den Bent, Martin J. et al. 2021).
Nach Louis et al. werden seit 2021 IDH-mutierte GBM als IDH-mutierte Astrozy-
tome definiert (Louis et al. 2021). Diese fanden folglich in der Studie von van den
Bent et al. noch keine Beriucksichtigung (van den Bent, Martin J. et al. 2021),
wohingegen sich selbe in der vorliegenden Arbeit bereits in der Kohorte der Ast-
rozytome wiederfanden. Moglicherweise liefert diese Beobachtung eine Erkla-
rung fur die differierenden Ergebnisse und sollte in zukunftigen Studien anhand

einer groReren Fallzahl erneut untersucht werden.

In der Behandlung der Oligodendrogliome hat sich die Chemotherapie mit PCV
nach erfolgter Radiotherapie im Anschluss an die chirurgische Tumorresektion
durchgesetzt (van den Bent, Martin J. et al. 2013). Zurtckzufiihren ist dies auf
die hohe Chemosensibilitat oligodendroglialer im Vergleich zu astrozytater Tu-
morentitaten (Galanis und Buckner 2000; Cairncross und Macdonald 1988; Khan
et al. 2014). Entgegen den allgemeinen Annahmen eines langeren mittleren Ge-
samtiberlebens bei Erhalt einer Chemotherapie, prasentierte sich die Kohorte
dieser Arbeit nach reiner Radiotherapie mit dem langsten OS und somit der glins-
tigsten Prognose. Aufgrund der sehr geringen Fallzahlen ist die statistische Aus-

sagekraft jedoch auch in diesem Fall stark eingeschrankt und Ilasst die
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Vermutung inadaquater, nicht auf das Gesamtkollektiv der Oligodendrogliome

ubertragbarer, Werte zu.

4.1.5 Resektionsausmal}

4.1.5.1. Glioblastoma multiforme WHO IV

Das Resektionsausmal} wird in der Behandlung hochgradiger Gliome in der Lite-
ratur als ein signifikant unabhangiger prognostischer Faktor beschrieben (Mah-
boob und Eljamel 2017, Karschnia et al. 2022). Dies deckt sich mit den Ergeb-
nissen der vorliegenden Arbeit, in welcher sich die Patient:innen mit erhaltener
Totalresektion durch das langste OS prasentierten und weiterhin sich die Total-
resektion (vs. Non-Totalresektion) in drei der vier durchgeflhrten multivariaten
Analysen als unabhangiger signifikanter pradiktiver Faktor herausstellte. Die Ein-
ordnung der Ergebnisse und der Vergleich mit der Literatur ist jedoch aufgrund
der variablen Definition des Resektionsausmales verschiedener klinischer Stu-
dien erschwert. Basierend auf dieser Problematik entwickelten Karschnia et al.
die sogenannten ,RANO-Kriterien®, wonach mittels MRT das postoperative Re-
sektionsausmal nach genau definierten Klassen beurteilt wird (Karschnia et al.
2022). Interessant waren zukunftige Studien des postoperativen Tumorvolumens
bei Patient:innen mit GBM unter Bericksichtigung dieses neuen Stratifizierungs-
modells um das Resektionsausmal} als prognostischen Faktor weiter zu unter-

suchen.

4.1.5.2 Astrozytom WHO Il und Oligodendrogliom WHOQO Il

In der Kohorte der Astrozytome konnte ein signifikant langeres OS nach durch-
gefuhrter Totalresektion des Tumors festgestellt werden. Dies deckt sich mit den
aus der Literatur bekannten Beobachtungen (Mahboob und Eljamel 2017). Je-
doch ist die statistische Aussagekraft aufgrund der geringen Fallzahl in der vor-

liegenden Arbeit stark eingeschrankt.

Hinsichtlich der Behandlung eines Oligodendroglioms berichtet eine Studie von
einem fehlenden Zusammenhang zwischen einer vollstandigen Tumorresektion

und dem Gesamtuberleben der Patientiinnen (Alattar et al. 2018).
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Interessanterweise konnte auch in der vorliegenden Arbeit ein langeres, jedoch
nicht signifikantes OS, bei den Patient:innen nach subtotaler Resektion im Ver-
gleich zu denjenigen mit Totalresektion beobachtet werden. Mdglicherweise lie-
fert die hohe Chemosensitivitat der Oligodendrogliome hierfur eine Erklarung und
konnte weiterhin den hohen Stellenwert der Chemotherapie in der Behandlung
dieser Tumorentitat unterstreichen (Galanis und Buckner 2000; Cairncross und
Macdonald 1988; Khan et al. 2014).

4.1.6 Lokalisation

4.1.6.1 Glioblastoma multiforme WHO IV

In der Studienpopulation der vorgelegten Arbeit konnten bei den Patient:innen
mit GBM eine, zu der in der Literatur beschriebenen, passende Haufigkeitsver-
teilung der betroffenen Hirnlappen beobachtet werden (Ostrom et al. 2015). So
waren auch in dieser Arbeit der Frontal (21,2%)- und Temporallappen (21,8%)
als haufigste Lokalisationen betroffen. In alteren Studien wird die Tumorlokalisa-
tion als nicht pradiktiver Faktor beim GBM beschrieben (Hammoud et al. 1996;
Lacroix et al. 2001; Henker et al. 2017). Zu unterscheiden ist hierbei, dass bei
Lacroix et al. und Henker et al. die statistische Auswertung, anders als in der
vorliegenden Arbeit, nach zuvor erfolgter Zuordnung zu eloquenten Arealen, also
Hirnregionen mit eigenstandigen Funktionen, erfolgte. Raysi Dehcordi et al. stellt
in einer neueren Studie die interessante These einer Frontallappen-assoziierten
gunstigeren Prognose des GBM auf, wobei hier auf die bessere Chemosensitivi-
tat bei gehauftem Auftreten von MGMT+ in dieser Hirnregion Bezug genommen
wird (Raysi Dehcordi et al. 2023). In der vorliegenden Patientenkohorte konnte
hingegen eine parietale Tumorbeteiligung mit einem in der univariaten Analyse
signifikant langeren OS im Vergleich zur non-parietalen Lokalisation gezeigt wer-
den, verfehlte jedoch ferner das Signifikanzniveau in den multivariaten Analysen.
Moglicherweise spielen auch bei der parietalen Tumorbeteiligung molekulare
Marker und deren heterogene Verteilung eine wichtige Rolle. Die in der vorlie-
genden Arbeit untersuchten epigenetischen Modifikationen H3K27me3 und

H3K36me3 zeigten diesbezuglich keinen signifikanten Unterschied in ihrer
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Expression. Dennoch bleibt die Tumorlokalisation als moglicher prognostischer
Parameter in Verbindung mit denkbaren molekularen Veranderungen bei Pati-
ent:innen mit GBM interessant und kdnnte Bestandteil zukunftiger Studien wer-
den, um darauf aufbauend mdoglicherweise neue Therapiekonzepte zu erarbei-

ten.

4.1.6.2 Astrozytom WHO Il und Oligodendrogliom WHO IlI

Wie in der Literatur beschrieben, konnten in der Studienpopulation dieser Arbeit
der Frontal (42,3%)- und Temporallappen (7,7%), gefolgt vom Parietallappen
(7,7%) als haufigste Lokalisationen der Astrozytome, ebenso wie der Frontallap-
pen (55,6%) als haufigste Lokalisation der Oligodendrogliome detektiert werden
(Ostrom et al. 2015).

4.1.7 Praoperatives Tumorvolumen

4.1.7.1 Glioblastoma multiforme WHO IV

Die Rolle des praoperativen Tumorvolumens hinsichtlich der Prognose von GBM-
Patient:innen wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Wahrend altere Studien
das praoperative Tumorvolumen als nicht signifikanten pradiktiven Faktor hin-
sichtlich des OS beschreiben (lliadis et al. 2009; Wood et al. 1988), fuhrt eine
neuere Studie die praoperative zweidimensionale TumorgrofRe als signifikanten
Faktor fur das Uberleben der Erkrankten auf (Leu et al. 2018). In der vorliegenden
Arbeit ist ein kleines praoperatives Tumorvolumen (<=20cm?3) mit einem signifi-
kant langeren OS assoziiert und stellte sich weiterhin in drei der vier durchge-
fuhrten multivariaten Analyse als unabhangiger signifikanter pradiktiver Faktor
heraus. Somit bekraftigen die Ergebnisse dieser Arbeit die von Leu et al. be-
schriebenen Beobachtungen. Allerdings gilt jedoch die bei Leu et al. verwendeten
zweidimensionalen, im Unterschied zur in dieser Arbeit erfolgten dreidimensio-
nalen volumetrischen Messung, zu berucksichtigen, weshalb der Vergleich bei-
der Arbeiten nur eingeschrankt maglich ist. Gleiches gilt flr die Studie von lliadis
et al., in welcher die statistische Auswertung nach Zuteilung der Erkrankten an-

hand des zuvor errechneten Medians des praoperativen Tumorvolumens von
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33,9cm? erfolgte. Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Arbeit der Cut-
Off-Wert nach zuvor durchgefiuihrter CART-Analyse auf 20cm? festgelegt. Mog-
licherweise liegt in der Verwendung unterschiedlicher Cut-Off-Werte die Erkla-
rung der differierenden Ergebnisse hinsichtlich des prognostischen Werts auf das
OS der Patient:innen. Zukinftige Studien mit demselben Cut-Off-Wert sowie ver-
gleichbarer Messmethode- und Einheit konnten diesbezuglich weiter Klarheit

bringen.

4.1.7.2 Astrozytom WHO Ill und Oligodendrogliom WHO Il

In beiden Tumorentitaten (Astrozytom und Oligodendrogliom) zeichnete sich ein
langeres OS bei kleinem Tumorvolumen (<20cm?®) ab, ohne jedoch das Signifi-
kanzniveau zu erreichen. Die gunstigere Prognose bei kleinem Tumorvolumen
deckt sich mit den in der Literatur dargestellten Untersuchungen bei Gliomen
WHO Il und Il (lus et al. 2022; Sauvageot et al. 2023; Dobran et al. 2024). Aller-
dings ist auch hier die sehr kleine Fallzahl zu bertcksichtigen, die nur eine ge-

ringe statistische Aussagekraft zulasst.

4.2 Molekulare prognostische Faktoren

4.2.1 H3K27me3

4.2.1.1 Haufigkeitsverteilung der Auspragungsgrade

Im Falle astrozytarer Tumore, einschlieBlich GBM, wurde in der Vergangenheit
in unterschiedlichen Studien eine Retention von H3K27me3 beobachtet (Filipski
et al. 2019; Pekmezci et al. 2020; Feller et al. 2020). Pekmezci et. al definiert
hierbei eine Retention als ein Vorhandensein von H3K27me3 jeglicher Auspra-
gung. Lediglich eine fehlende Expression mit gleichzeitigem Nachweis einer Po-
sitivkontrolle wurde als H3K27me3-Verlust gewertet. Folglich wurde dieselbe Me-
thodik wie in der vorliegenden Arbeit angewandt und lasst dadurch einen Ver-
gleich der Ergebnisse zu. In der Studienpopulation dieser Arbeit zeigte sich in der
groRen Mehrzahl der Falle mit 94,9% beim GBM und 88,0% beim Astrozytom
eine Retention von H3K27me3 und deckt sich somit mit der Literatur (Pekmezci
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et al. 2020). Interessant sind zudem Beobachtungen, wonach Oligodendrogliome
haufiger einen Verlust von H3K27me3 aufweisen, ebenso wie IDH-mutierte Ast-
rozytome im Vergleich zu denjenigen vom IDH-Wildtyp (GBM) (Pekmezci et al.
2020; Wang et al. 2023; Turcan et al. 2018). Auf die Falle mit astrozytarer Tumo-
rentitat kann dies in der Studienpopulation der vorliegenden Arbeit nicht bezogen
werden. Hingegen bildet sich die in der Literatur beschriebene schwache
H3K27me3-Expression im Falle von Oligodendrogliomen mit Score 1 in 61,1%
aller Falle in der Kohorte der vorgelegten Arbeit ab. Allerdings differiert der Anteil
der Falle mit vollstdndigem H3K27me3-Verlust zwischen der Literatur (75,0%)
und der vorliegenden Arbeit (11,8%) deutlich (Pekmezci et al. 2020). Der mdgli-
che Zusammenhang zwischen vorliegender IDH-Mutation und H3K27me3-Ver-
lust in hochgradigen Gliomen bleibt interessant und sollte insbesondere fur die
IDH-mutierten Astrozytome und Oligodendrogliome anhand gréReren Patienten-
kohorten weiter untersucht werden. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass
IDH-mutierte Zellen Uber Zwischenschritte die Histonmethylierung positiv beein-
trachtigen kdénnen und somit, entgegen den Untersuchungsergebnissen, eine
starkere Anreicherung von H3K27me3 in IDH-mutierten Tumorentitaten zu er-

warten ware (Turcan et al. 2012; Lu et al. 2012).

In der Literatur werden altersabhangige Unterschiede der H3K27me3-Expression
in hochgradigen Gliomen beschrieben (Meyronet et al. 2017). Demnach treten
Gliome mit H3K27me3-Verlust insbesondere im Kindesalter in Erscheinung,
wahrend weiterhin auch im Erwachsenenalter ein junges mittleres Erkrankungs-
alter von lediglich 32 Jahren bei einer Altersspanne von 18-82 Jahren beobachtet
wurde (Meyronet et al. 2017). In derselben Studie zeigte sich aullerdem ein im
Vergleich héheres mittleres Erkrankungsalter von 64 Jahren bei Gliomen vom
IDH-Wildtyp mit gleichzeitigem H3K27me3-Verlust (Meyronet et al. 2017). Im
Falle eines Astrozytoms bzw. Oligodendroglioms (per definitionem IDH-mutiert)
mit H3K27me3-Verlust unterstreicht das Erkrankungsalter von 41,33 bzw. 39
Jahren in der vorliegenden Arbeit die These eines jungeren Erkrankungsalters
bei Diagnosestellung IDH- und H3K27me3-mutierter Gliome, im Vergleich zu
62,06 Jahren in der Kohorte der Patient:innen mit per definitionem IDH-Wildtyp
GBM und H3K27me3-Verlust. Folglich lassen die Ergebnisse dieser Arbeit
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gerechtfertigte Ruckschlisse auf die Untersuchungen von Meyronet et al. zu,
wonach IDH-Wildtyp, H3K27me3-mutierte Gliome mit einem hdheren Erkran-
kungsalter assoziiert sind (Meyronet et al. 2017). Zu diskutieren ist hierbei, inwie-
weit das Erkrankungsalter tatsachlich von der Histonmodifikation H3K27me3 be-
einflusst wird. Betrachtet man lediglich den IDH-Status der Patient:innen (Astro-
zytom u. Oligodendrogliom vs. GBM), so zeigt sich ein signifikant hdheres Er-
krankungsalter bei Patient:innen mit GBM (IDH-Wildtyp). Im Gegensatz dazu ver-
halt sich das mittlere Erkrankungsalter in Abhangigkeit des H3K27me3-Status
(Verlust vs. Retention) beim GBM sehr ahnlich, wahrend beim Astrozytom eine
signifikante Differenz, jedoch bei sehr kleiner Fallzahl, festgestellt werden konnte.
Beim Oligodendrogliom war hingegen aufgrund unzureichender Falle kein Mittel-

wertvergleich moglich.

Zur Einordnung der geschlechtsabhangigen Expression von H3K27me3 konnten
in der Literatur keine vergleichbaren Untersuchungen bei hochgradigen Gliomen
gefunden werden. In der vorliegenden Arbeit konnte beim GBM fur das mannli-
che Geschlecht (M:F=5:1) haufiger ein H3K27me3-Verlust beobachtet werden,
wahrend es sich beim Astrozytom gegensatzlich verhielt (M:F=1:3). Der einzige
Fall eines Oligodendroglioms mit H3K27me3-Verlust war mannlichen Ge-
schlechts. Folglich zeigten sich zwischen den untersuchten hochgradigen Tumo-
rentitaten hinsichtlich der geschlechtsabhangigen H3K27me3-Expression deutli-
che Unterschiede, sodass keine allgemeingultige Aussage diesbezlglich getrof-

fen werden kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine parietale Tumorbeteiligung sowie ein KPS
>=70% mit einem signifikant langeren Uberleben in der univariaten Analyse bei
GBM-Patient:innen in Verbindung gebracht werden. Ein Expressionsunterschied
von H3K27me3 konnte hingegen weder bei Betrachtung der Tumorlokalisation
noch beim KPS festgestellt werden.

4.2.1.2 H3K27me3 als prognostischer Faktor

Die epigenetische Modifikation H3K27me3 wurde bereits in zahlreichen Krebsar-
ten untersucht, wobei sowohl dessen verstarkte Expression als auch dessen Ver-

lust bei unterschiedlichen malignen Neoplasien als prognostischer Faktor
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identifiziert wurde (Day et al. 2022). Wahrend in DIPG, Meningeomen und Epen-
dymomen der H3K27me3-Verlust in Zusammenhang mit einer ungunstigen Prog-
nose gebracht wird (Castel et al. 2015; Nassiri et al. 2021; Katz et al. 2018; Pan-
walkar et al. 2017), wurde dieser hingegen bei Patient:innen mit diffusen Glio-
men, einschliellich Oligodendrogliomen, Astrozytomen und Glioblastomen, mit
einer gunstigen Prognose assoziiert (Filipski et al. 2019). Entgegen den Be-
obachtungen von Filipski et al. konnte bei Patient:innen mit Diagnose GBM in der
vorliegenden Arbeit kein signifikanter prognostischer Unterschied des OS in Ab-
hangigkeit der H3K27me3-Expression festgestellt werden. Jedoch zeigte sich ein
erwahnenswerter statistischer Trend im Sinne eines langeren OS bei
H3K27me3-Retention. Passend hierzu konnte in der Patientenkohorte mit GBM
in der vorliegenden Arbeit ein signifikant kurzeres PFS im Falle eines vollstandi-
gen H3K27me3-Verlusts im Vergleich zur Retention dergleichen festgestellt wer-
den. Somit decken sich die Ergebnisse dieser Arbeit, entgegen den Erwartungen,
mit den oben beschriebenen Untersuchungen bei DIPG, Ependymomen und Me-
ningeomen, nicht aber mit jenen der diffusen Gliome. Beim Vergleich der Ergeb-
nisse dieser Arbeit mit jenen der Studie von Flipiski et al. ist die unterschiedliche
Fallauswahl der Patient:innen zu berutcksichtigen. Wahrend Filipski et al. die sta-
tistischen Auswertungen anhand einer nicht-molekular klassifizierten Kohorte
vornahm, erfolgten die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit nach Tumoren-
titaten getrennt voneinander. Aus der Literatur ist die im Vergleich zum GBM oder
Astrozytom bessere Prognose der Oligodendrogliome bekannt (Buckner 2003;
Taal et al. 2015; Cairncross und Jenkins 2008). Letztere werden weiterhin mit
einem weitestgehenden Verlust von H3K27me3 assoziiert (Filipski et al. 2019;
Pekmezci et al. 2020; Feller et al. 2020). Da neben den Astrozytomen und dem
GBM in der Arbeit von Filipski et al. ebenso die Oligodendrogliome berticksichtigt
wurden, kdnnte der beschriebene Zusammenhang eine Erklarung fir die bessere
Prognose im Falle eines H3K27me3-Verlusts in der Studie von Filipski et al. sein
(Filipski et al. 2019). Gleichermalden geltend fur die auf oligodendrogliale Entita-
ten beschrankten Untersuchungen von Ammendola et al. (Filipski et al. 2019;
Ammendola et al. 2021).
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4.2.2 H3K36me3

4.2.2.1 Haufigkeitsverteilung der Ausprédgungsgrade

Uber die charakteristischen Eigenschaften der Patient:innen mit hochgradigen
Gliomen in Abhangigkeit der vorliegenden H3K36me3-Expression ist bislang we-
nig bekannt. Ein gehauftes Auftreten eines H3K36me3-Verlusts wird in der Lite-
ratur bei DIPG und Kleinhirngliomen beobachtet (Fang et al. 2018; Nomura et al.
2017). In der vorliegenden Arbeit konnte hingegen kein signifikanter Unterschied
in der Expression der untersuchten epigenetischen Modifikation in Abhangigkeit

der Tumorlokalisation gefunden werden.

In neueren Studien wurde weiterhin eine gehaufte Retention von H3K36me3 in
IDH-mutierten Gliomen (Astrozytom, Oligodendrogliom) beobachtet (Turcan et
al. 2018; Wang et al. 2023). Nach der aktuellen WHO-Klassifikation werden Oli-
godendrogliome und Astrozytome durch eben jene IDH-Mutation definiert, im Ge-
gensatz zu den in dieser Arbeit ebenso untersuchten Glioblastomen. In der vor-
liegenden Arbeit zeigte sich, wie in der Literatur beschrieben, eine Tendenz in
Richtung einer starken Expression in IDH-mutierten Gliomen (Astrozytome, Oli-
godendrogliome), jedoch konnte selbe Beobachtung auch fur die Patientenko-
horte mit GBM gemacht werden. Ein H3K36me3-Verlust zeigte sich hingegen in
lediglich 1,9% der Glioblastome, in 8% der Astrozytome und in keinem der Oli-

godendrogliome.

In der Fachliteratur wird weiterhin eine SETD-2-Mutation mit daraus resultieren-
der H3K36me3-Reduktion insbesondere bei Kindern und jungen Erwachsenen
mit hochgradigen Gliomen beschrieben (Fontebasso et al. 2013; Schwartzentru-
ber et al. 2012; Brennan et al. 2013). Diese Beobachtungen decken sich mit den
Ergebnissen der GBM-Patient:innen der vorliegenden Arbeit. Hierbei konnte,
ausgenommen des H3K36me3-Verlusts, mit starkerer Expression ein hdheres
Erkrankungsalter festgestellt werden. Im Gegensatz hierzu prasentierten sich
diejenigen mit Oligodendrogliom bei starkerer Expression mit einem juingeren Er-
krankungsalter bei Diagnosestellung. In der Kohorte der Astrozytome zeichnete
sich keine Tendenz des Erkrankungsalters in Abhangigkeit der H3K36me3-Ex-
presion ab. Wahrend in der oben aufgefuhrten Studie von Schwartzentruber et



4 DISKUSSION 131

al. hochgradige Gliome unabhangig deren Entitat untersucht wurden, erfolgte in
der vorliegenden Arbeit eine separate Auswertung der Entitaten hochgradiger
Gliome. Bekannt ist, dass das GBM die mit Abstand haufigste primare und ma-
ligne Hirnneoplasie im Erwachsenenalter darstellt (Ostrom et al. 2021). So ist
anzunehmen, dass auch in den zitierten Studienergebnissen die Mehrzahl der
Kohorte aus GBM-Patient:innen besteht und sich somit mit den Ergebnissen die-
ser Arbeit decken konnten. Interessant waren folglich zukunftige Studien insbe-
sondere der IDH-mutierten Gliome Astrozytom und Oligodendrogliom anhand ei-
ner groReren Fallzahl, um eine allgemeingultigere Aussage Uber das Erkran-
kungsalter in Abhangigkeit der H3K36me3-Epxression in diesen Tumorentitaten

treffen zu konnen.

Hinsichtlich der H3K36me3-Expression in Abhangigkeit des Geschlechts oder
des KPS der Patient:innen zeigte sich in keiner der untersuchten Tumorentitaten
(GBM, Astrozytom, Oligodendrogliom) ein signifikanter Unterschied oder erwah-
nenswerter statistischer Trend. In der Literatur konnten diesbezuglich keine ver-

gleichbaren Studien gefunden werden.

4.2.2.2 H3K36me3 als prognostischer Faktor

Die Daten hinsichtlich des Langzeitiberlebens bei vorliegender H3K36M-Muta-
tion beschranken sich bislang auf vereinzelte Studien. Dennoch vertreten diver-
ser Fachliteraturen die Annahme einer ungunstigeren Prognose bei geringer
H3K36me3-Expression durch zugrunde liegende Mutationen, unter anderem in
diffusen intrinsischen pontinen Gliomen (Chen et al, 2020, Fang et al 2018). Gold-
stein et al. beschreiben in Anlehnung daran in einer weiteren aktuellen Studie ein
kirzeres PFS bei geringer H3K36me3-Expression bei GBM-Patient:innen (Gold-
stein et al. 2022). Ahnliche Beobachtungen konnten auch in der vorliegenden
Arbeit gemacht werden. Unter den Patient:innen mit GBM zeigte sich ein erwah-
nenswerter statistischer Trend hinsichtlich eines kurzeren OS mit 13,33 im Ver-
gleich zu 15,75 Monaten bei vollstandigem H3K36me3-Verlust. Das PFS belief
sich annahernd gleich mit 8,18 Monaten bei H3K36me3-Expression <25% im
Vergleich zu 8,86 Monaten bei >25%. In beiden Fallen wurde das Signifikanzni-

veau jedoch verfehlt. Bei Einordnung der Ergebnisse gilt zu beachten, dass
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Goldstein et al. in seiner Studie, anders als in der vorliegenden Arbeit, GBM-
Patient:innen einbezog, welche bei MGMT+ eine Chemotherapie mit TMZ erhiel-
ten, weshalb der Autor diese Beobachtungen auf eine Chemoresistenz im Rah-
men einer H3K36me3-Reduktion zurickfuhrt. Aullerdem wurde insbesondere die
SETD2-bedingte H3K36me3-Reduktion untersucht (Goldstein et al. 2022), wah-
rend in dieser Arbeit die H3K36me3-Reduktion unabhangig deren Ursache ein-

bezogen wurde .

Die sich teilweise mit der Literatur deckenden Ergebnisse im Sinne einer unglns-
tigeren Prognose bei vollstandigem H3K36me3-Verlust lassen sich durch die Be-
teiligung von H3K36me3 an der Regulierung der Genexpression und Reparatur
von DNA-Schaden erklaren (Xiao et al. 2021; Duns et al. 2010; Sun et al. 2020).
Paradoxerweise wurde jedoch fir die Scores >0 mit zunehmender H3K36me3-
Expression eine ungunstigere Prognose mit kiirzerem OS beobachtet. Eine mog-
liche Erklarung hierfur konnte der in der Literatur beschriebene Zusammenhang
zwischen einer H3K36me3-Retention und einem H3K27me3-Verlust liefern
(Klein et al. 2018; Yuan et al. 2011). Letzterer wird, wie bereits erwahnt, ebenso
mit einer ungunstigeren Prognose in Verbindung gebracht und zeigt auch in der
vorliegenden Arbeit einen statistischen Trend dahingehend (Castel et al. 2015;
Nassiri et al. 2021; Katz et al. 2018; Panwalkar et al. 2017). Der eben beschrie-
bene Zusammenhang kdnnte bei vorliegender H3K36me3-Retention eine mogli-
che Erklarung flr eine unglnstigere Prognose bei zunehmender Starke der Ex-
pression liefern. Moglicherweise Uberwiegen dabei die Nachteile eines
H3K27me3-Verlusts den Vorteilen einer H3K36me3-Retention. Ein vollstandiger
Verlust von H3K36me3 hingegen konnte in dieser Theorie wiederum ebenso we-
nig kompensiert werden und wirde somit auch zu einer ungunstigeren Prognose

fUhren.

Anders verhielt es sich in der Patientenkohorte mit diagnostiziertem Astrozytom,
in welcher eine starke H3K36me3-Expression (Cut-Off 50% und 75%) mit einem
signifikant kurzeren OS in Verbindung gebracht werden konnte. Aufgrund der
sehr geringen Fallzahl konnte jedoch weiterhin keine multivariate Analyse erfol-

gen. So lassen sich diese Ergebnisse nur bedingt auf das Gesamtkollektiv dieser
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Tumorentitaten Ubertragen. Zuklnftige Studien mit einer grélReren Fallzahl

koénnte diesbezlglich Aufschluss geben.

4.2.2.3 H3K27me3 und H3K36me3 in Rezidivtumore
Bisher gibt es keine Studien, welche die Entwicklung der H3K27me3- bzw.

H3K36me3- Expression zwischen Primar- und Rezidivtumor untersuchten. In der
vorgelegten Arbeit erfolgte die Auswertung des medianen Scores aller Rezidiv-
tumore mit demselben Score im Primartumor. Hierbei konnte bei Betrachtung
beider aufgefuhrten Histonmodifikationen der gleiche bzw. ein geringfugig abwei-
chender medianer Score in den Rezidivtumoren im Vergleich zu den untersuch-
ten Scores im Primartumor bei Patient:innen mit GBM festgestellt werden. Um
eine eindeutige Aussage uber die Entwicklung der H3K27me3- bzw. H3K36me3-
Expression im Verlauf einer Erkrankung eines primaren hochgradigen Glioms
treffen zu kdnnen, sind jedoch Vergleiche und Analysen direkt miteinander kor-

relierender Tumore desselben Betroffenen notwendig.

4.3 Limitationen der Studie

Die Arbeit umfasst eine groe Fallzahl an primaren hochgradigen Gliomen mit
einem umfangreichen Datensatz an klinischen Parametern uUber einen grof3en
Zeitraum mit langen Verlaufen. Zudem bietet das immunhistochemische Verfah-
ren ein leicht verfigbares, schnelles und kosteneffizientes Verfahren der Gewe-

beanalyse.

Dennoch weil} ich auch um die Schwachen dieser Arbeit. Die Auswertung der
immunhistochemischen nuklearen Farbung erfolgte durch eine visuelle mikrosko-
pische Beurteilung durch eine einzige Person, was zu einer eingeschrankten Ob-
jektivitat der Ergebnisse fuhrt. Eine digitale bildgestitzte Quantifizierung der Im-
munexpression von H3K27me3 und H3K36me3 konnte diese Fehlerquelle redu-
zieren. Bekannt ist zudem eine mdglicherweise schwachere Farbung in alteren
Proben, was zu einer falschlichen Zuordnung von Fallen zu einer reduzierten Ex-
pression der epigenetischen Modifikationen H3K27me3 und H3K36me3 gefluhrt

haben kdnnte. Die immunhistochemische Auswertung von H3K27me3 erfolgte
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aulRerdem fur Proben >10 Jahre nach zuvor verandertem Verdlinnungsverhaltnis
von 1:200 auf 1:100. Ein Einfluss auf das Scoring ist diesbezlglich dennoch un-
wahrscheinlich, da die Auswertung nicht nach der Intensitat der Farbung erfolgte.
In 36,5% bzw. 32,1% der Falle konnte ein ,mismatch® zweier Tumorproben in-
nerhalb eines Patientenfalls fir H3K27me3 bzw. H3K36me3 beobachtet werden,
was die Eignung der TMA-Methode flur diese Tumorentitaten und molekularen
Marker in Frage stellen lasst. Hierbei handelt es sich jedoch in der grof3en Mehr-
zahl der Falle mit 90% bzw. 85% um eine Nichtubereinstimmung von lediglich

einem Score Punkt.

Weiterhin bleibt insbesondere die Art der Auswertung immunhistochemischer
Farbungen bei Gliomen fraglich. Bei Meningeomen und Ependynomen erfolgt die
Auswertung dichotomisiert (Verlust vs. Retention), wobei der Verlust durch posi-
tive Gefaliproliferate bei sonst negativem Tumor beschrieben wird. Hiervon ab-
weichend wurde in der vorliegenden Arbeit ein mehrgliedriger Score angewandt,
was einen genaueren Vergleich der Expressionsmuster von H3K27me3 und
H3K36me3 ermoglicht.

Zu den grofdten Einschrankungen zahlt aulRerdem das retrospektive Studiende-
sign und die geringe Fallzahl der Astrozytome und Oligodendrogliome, was die

statistische Aussagekraft stark einschrankt.

Einer veranderten Expression der epigenetischen Modifikationen kénnen unter-
schiedliche Mutationen zugrunde liegen, die in dieser Arbeit nicht weiter unter-
sucht wurden. Hierfur werden weitere Studien notwendig sein, um eine eindeuti-
gere prognostische Relevanz von H3K36me3 und H3K27me3 in hochgradigen
Gliomen beurteilen zu kénnen und um gegebenenfalls eine spezifische, zielge-

richtete Therapie zu etablieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Hirneigene Tumore wie das Glioblastom (GBM), das Astrozytom und das Oli-
godendrogliom zeichnen sich durch infiltratives Wachstum aus. Darunter vertritt
das GBM die haufigste primare und maligne Hirnneoplasie im Erwachsenenalter.
Trotz multimodaler Behandlungen nach chirurgischer Tumorresektion ist die
Prognose dieser Entitaten sehr schlecht. Praktisch alle Tumore rezidivieren im
Verlauf der Erkrankung, was das Gesamtlberleben der Patient:innen entschei-

dend limitiert.

Vielversprechende Therapieansatze zielen dabei auf die molekularen Marker
H3K27me3 und H3K36me3 ab. Zum einen auf einen Proteinkomplex im Zellkern,
den Polycomb-repressiven Komplex 2 (PRC2), welcher im nicht-mutierten Zu-
stand die Trimethylierung zu H3K27me3 katalysiert. Auf der anderen Seite konn-
ten mit H3K36me3-Demethylase-Inhibtoren oder einer gegen das Enzym SET-
Domane 2 (SETD2)-gerichteten Therapie vielversprechende Ergebnisse in an-

deren Krebsarten erzielt werden.

Auf Tissue Microarrays arrangiert, wurden in der vorliegenden Arbeit 423 Patien-
tenproben (378 GBM, 26 Astrozytom, 19 Oligodendrogliom) fir H3K27me3 und
H3K36me3 immunhistochemisch gefarbt, deren Expressionsmuster durch einen
semiquantitativen Score von 0-4 beurteilt und anschliel3end mit klinischen Daten

verglichen wurden.

Interessant war diesbezuglich die Beobachtung einer schwachen H3K27me3-Ex-
pression (haufigste Expression: <25%) im Patientenkollektiv der Oligodendrogli-
ome, wahrend im Falle der Astrozytome oder GBM eine sehr homogene Vertei-
lung der Scores festzustellen war. Hingegen zeigte sich bei der immunhistoche-
mischen Analyse von H3K36me3 vermehrt eine starkere Expression in allen drei
untersuchten Tumorentitaten (haufigste Expression: >50% beim GBM und Oli-

godendrogliom, >75% beim Astrozytom).
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In Abhangigkeit des Alters, des KPS und der Tumorlokalisation konnten keine
signifikanten Unterschiede in der H3K27me3- und H3K36me3-Expression im
GBM gefunden werden. Jedoch konnte durch die vorgelegte Arbeit eine signifi-
kant schwachere H3K27me3-Expression beim mannlichen Geschlecht mit GBM

aufgezeigt werden.

Die vorliegende Arbeit konnte auRerdem wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der
prognostischen Relevanz von H3K27me3 und H3K36me3 herausarbeiten. Ins-
besondere die H3K27me3-Retention erwies sich bei GBM-Patient:innen als sig-
nifikanter Faktor fur ein langeres PFS und zeigte ferner einen erwahnenswerten
statistischen Trend hinsichtlich eines langeren Gesamtuberlebens (OS, englisch:
overall survival). Weiterhin ergeben sich durch diese Arbeit Hinweise auf eine
ungunstigere Prognose fur die H3K36me3-Expression >75% (héchste Signifi-
kanz) beim Astrozytom, was aufgrund der geringen Fallzahl der Astrozytome in
der vorliegenden Arbeit einen interessanten Ansatz zukunftiger Studien mit gro-

Reren Fallzahlen bieten konnte.

Die gewonnenen Erkenntnisse leisten einen Beitrag das Vorkommen und die
Rolle von H3K27me3 und H3K36me3 in hirneigene Tumoren zu verstehen. Her-
vorzuheben ist der in dieser Arbeit aufgeflhrte prognostische Wert von
H3K27me3 bei Patient:innen mit GBM. Weitere Untersuchungen sind diesbezlg-
lich notwendig, um die Erkenntnisse der vorgelegten Arbeit zu bekraftigen. Die
neuen Kenntnisse Uber die Verteilung von Veranderungen der Histonmethylie-
rungen in Gliomen schaffen die Grundlage, um entsprechende Veranderungen

als Zielstrukturen fir zukinftige Therapien ausnutzen zu kénnen.
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