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1 Einleitung

1.1 Gliale Tumore

Gliome sind mit circa 80% die haufigsten malignen priméaren intrakraniellen ZNS-
Tumore (Ostrom et al. 2017). Die Inzidenz ist stark von Tumorentitat, Alter bei
Diagnosestellung, Geschlecht, Region und Rasse abhangig und betragt weltweit
geschatzt 3,4 pro 100.000 Personen pro Jahr, wobei die Inzidenz mit 5,1/100.00
in weit entwickelten Landern hoher ausfallt als in weniger entwickelten Landern
mit einer Inzidenz von circa 3,0/100.000. (Ferlay et al. 2015) Laut dem
amerikanischen Hirntumorregister (CBTRUS) Report 2017 betrug die Inzidenz in
den USA zwischen 2010 und 2014 7,15/100.000 (Ostrom et al. 2017). Gliome
treten mit 55% bei M&nnern etwas haufiger auf als bei Frauen (Ostrom et al.
2015). Es besteht eine Korrelation zwischen Alter und Malignitats-Grad, wobei
mit zunehmendem Alter eher héhergradige Tumore zu erwarten sind (Louis et al.
2016). Einige genetische Erkrankungen sind mit einem vermehrten Vorkommen
von Gliomen assoziiert, darunter unter anderem Neurofibromatose, Tuberdse
Sklerose, Lynch-Syndrom und Li-Fraumeni-Syndrom (Goodenberger et al.
2012). Ein erhohtes Risiko fur Gliomentstehung besteht auRerdem unter erhéhter
Belastung mit ionisierender Strahlung, wahrend eine Atopie oder Allergie mit
einem verminderten Gliom-Risiko assoziiert sind (Sadetzki et al. 2005, Linos et
al. 2007, Bondy et al. 2008).

Gliome metastasieren nur in extrem seltenen Fallen extrakraniell, weshalb sie
nicht nach der sonst bei Tumoren tblichen TNM-Klassifikation eingeteilt werden,
sondern nach WHO-Graduierung in die Malignitats-Grade I-1V (Lun et al. 2011,
Louis et al. 2016). Die Einteilung nach WHO-Grad wird anhand histologischer
Kriterien wie Mitoserate, nukledre Atypien, Zellzahl, Pleomorphie, Nekrosen und
Endothelproliferation und somit nach dem zu erwartenden Malignitats-Grad
bestimmt (Louis et al. 2016). In dieser Arbeit werden ausschlie3lich die
miteinander verwandten diffusen Gliome analysiert (s. Abbildung 2), welche von
der WHO als Astrozytome WHO-Grad Il, anaplastische Astrozytome WHO-Grad
lll, Glioblastome WHO-Grad 1V, Oligodendrogliome WHO-Grad Il und
anaplastische Oligodendrogliome WHO-Grad Il klassifiziert werden (Louis et al.
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2016). Andere Entitdten wie zum Beispiel Ependymome oder pilozytische
Astrozytome (s. Abbildungl), welche haufig zur Gruppe der Gliome gezéhlt
werden, werden hier nicht berlcksichtigt (Ostrom et al. 2017).

Diffuse Gliome werden als solche bezeichnet, da sie als nahezu einzige Tumore
das Neuropil, vor allem subkortikal und im Marklager, diffus infiltrieren. Sie breiten
sich zwischen neuronalen Netzwerken aus, was die Tumorgrenzen schlecht
identifizierbar macht und zu ihrer schlechten Therapierbarkeit beitragt. (Claes et
al. 2007) Bei Erwachsenen treten diffuse Gliome hauptséachlich supratentoriell im
Frontal- und Temporallappen auf, wahrend die bei Kindern h&ufiger auftretenden
Lokalisationen im Kleinhirn und Hirnstamm bei Erwachsenen seltener sind.
(Larjavaara et al. 2007, Louis et al. 2007, Wu et al. 2012, Ostrom et al. 2017)

. . alle anderen
maligne Gliome, Gliome 2.1% friiher Oligoastrozytome
NOS 7,2% ’ (alte WHO vor 2016)
3,0%
ependymale
Tumore 6,8% \ pilozytische
Astrozytome
.A\ %
Oligodendrogliome y©o N \ 6:2%
5,4% \
N diffuse
gy N \ Astrozytome
~_ 7,7%

anaplastische
Astrozytome
6,5%

Glioblastome
56,1%

Abbildung 1: Verteilung der von priméren Hirntumoren und anderen ZNS-Tumoren nach
histologischem Subtyp. Abbildung modifiziert nach (Ostrom et al. 2017), Auswertung von 2010-
2014 in der USA diagnostizierten priméren Hirntumoren und anderen ZNS-Tumoren.
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Abbildung 2: Diffuse Gliome in HE-Farbung (mit Zeiss Mirax Scanner digitalisiert).
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1.1.1 Astrozytome

Astrozytome sind diffuse Gliome mit einem sehr heterogenen histologischen
Erscheinungsbild. Sie weisen eine astrozytare Zellcharakteristik und je nach
WHO-Grad eine niedrige bis hohe Hyperzellularitat auf. Zu den diffusen
astrozytaren Tumoren des ZNS zahlen diffuse Astrozytome WHO-Grad II,
anaplastische Astrozytome WHO-Grad Il und Glioblastome WHO-Grad V.
Diese werden nach WHO-Klassifikation von 2016 jeweils in IDH-mutiert, IDH-
Wildtyp und NOS (not other specified, kein IDH-Mutationsstatus erhebbar)
eingeteilt (s. auch Kapitel 1.2.1). Weitere nicht diffus wachsende astrozytare
Tumore wie zum Beispiel pilozytische oder pilomyxoide Astrozytome,
subependymale Riesenzellastrozytome oder Xanthoastrozytome werden in der
vorliegenden Arbeit nicht berticksichtigt. (Burger et al. 1989, Louis et al. 2016)

Auf Grund des flieBenden Uberganges zwischen den WHO-Graden reichen
histologische Kriterien vor allem in Grenzfallen haufig nicht aus, um WHO-Grade
exakt zu differenzieren. Hier konnen molekulare Marker wie der
Proliferationsmarker ~ MIB-1, IDH-Mutationsstatus oder  ATRX-Status
herangezogen werden. (Neder et al. 2004, Killela et al. 2014, Louis et al. 2016)

1.1.1.1 Diffuses Astrozytom WHO-Grad Il

Diffuse Astrozytome WHO-Grad Il zdhlen zu den niedermalignen Gliomen. Mit
circa 7,7% bilden sie nach den Glioblastomen die zweitgrol3te Gruppe der Gliome
(s. Abbildung 1) und haben ein mittleres Manifestationsalter von etwa 40 Jahren.
(Arora et al. 2009, Ostrom et al. 2017) Die Inzidenz liegt bei 0,26 bis 0,48/100.000
Personen pro Jahr, wobei die Inzidenz wie bei allen diffusen Gliomen mit dem
Alter ansteigt (Okamoto et al. 2004, Ostrom et al. 2017). Manner sind mit 1,7:1
haufiger betroffen als Frauen (Okamoto et al. 2004).

Diffuse Astrozytome sind langsam wachsende Tumore, welche jedoch in
hohergradige Astrozytome ubergehen kénnen (Louis et al. 2007, Wen et al.
2008). Sie weisen, im Gegensatz zu normalem Hirngewebe, Zellatypien und eine
niedrige bis moderate Hyperzellularitat auf. Haufig zeigen sich Mikrozysten und

ein fibrillarer Hintergrund, welcher meist gut differenzierten astrozytischen
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Charakter aufweist. Zu den haufigsten genetischen Alterationen in diffusen
Astrozytomen zahlen IDH1- und IDH2-Mutationen, welche mit einer deutlich
besseren Prognose als IDH-Wildtyp-Tumore einhergehen. Zudem finden sich in
bis zu 60% TP53-Mutationen, welche dagegen mit einem schlechteren
Uberleben assoziiert sind. (Ohgaki et al. 2011)

Die Therapie besteht in erster Linie aus der Tumorresektion. Bei nicht moglicher
oder nicht vollstandiger Resektion kommen zusétzlich Radiotherapie und
Chemotherapie zum Einsatz. (McGirt et al. 2008, Wen et al. 2008) Das mittlere
Uberleben betragt mehr als fiinf Jahre, die 5-Jahre Uberlebensrate circa 50%
(Louis et al. 2007, Ostrom et al. 2017).

1.1.1.2 Anaplastisches Astrozytom WHO-Grad Il

Anaplastische Astrozytome WHO-Grad Il machen etwa 6,5% aller Gliome aus
(s. Abbildung 1). Das mittlere Erkrankungsalter betragt etwa 50 Jahren. Die
Inzidenz liegt zwischen 0,35 und 0,4/100.000 pro Jahr, wobei die Inzidenz mit
zunehmendem Alter von 0,09/100.000 bei Kindern bis zu 0,84/100.000 bei
Senioren steigt. Bei Ma&nnern treten anaplastische Astrozytome mit einer Ratio
von circa 1,2:1 haufiger auf als bei Frauen. (Smoll et al. 2014, Shin et al. 2016,
Ostrom et al. 2017) Anaplastische Astrozytome WHO-Grad Il sind aggressiver
und schneller wachsend als diffuse Astrozytome WHO-Grad Il und kénnen
ebenso in sekundéare Glioblastome Ubergehen (Louis et al. 2007, Wen et al.
2008). Zusatzlich zu einer moderaten bis hohen Hyperzellularitat zeigen sie eine
erhdhte mitotische Aktivitat und den Ubergang zu weniger differenzierten Zellen,
allerdings keine Nekrosen oder GefaRproliferationen. IDH-Mutationen, ATRX-
Verlust und TP53-Mutationen sind die haufigsten genetischen Alterationen in
anaplastischen Astrozytomen. Da IDH-Mutation und ATRX-Verlust in primaren
Glioblastomen nur &uf3erst selten vorkommen (s. Kapitel 1.1.1.3), kdnnen sie zur
Unterscheidung von primdren und sekundéren, aus niedermalignen
Astrozytomen entstandenen, Glioblastomen beitragen. (Killela et al. 2014)

Eine komplette operative Entfernung des Tumors ist haufig auf Grund des
infiltrativen Wachstums nicht méglich. Die Therapie besteht deshalb zusatzlich

aus Radiotherapie und eventuell kombinierter oder alleiniger adjuvanter
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Chemotherapie mit Temozolomid. (Wen et al. 2008) Das mittlere Uberleben bei
Diagnosestellung eines anaplastischen Astrozytoms WHO-Grad 11l liegt bei zwei
bis drei Jahren (Louis et al. 2007, Louis et al. 2016). Die 5-Jahre Uberlebensrate
betragt circa 30% (Ostrom et al. 2017).

1.1.1.3 Glioblastom WHO-Grad IV

Glioblastome sind mit Gber 50% die haufigsten Gliome (s. Abbildung 1) und
stellen eine sehr heterogene Gruppe mit besonders ungunstiger Prognose dar
(Louis et al. 2016). Sie sind astrozytaren Ursprungs und werden nach WHO-
Klassifikation dem WHO-Grad IV zugeordnet (Louis et al. 2016). Mit einem
mittleren Erkrankungsalter von 64 Jahren sind sie ein Tumor des
Erwachsenenalters und treten selten bei Kindern auf. Die Inzidenz liegt bei circa
3,19 pro 100.000 Personen und steigt mit dem Patientenalter an, bis sie ab circa
85 Jahren wieder abfallt. (Ostrom et al. 2013, Thakkar et al. 2014) Manner sind
etwas haufiger betroffen als Frauen (Thakkar et al. 2014). Circa 90% der
Glioblastome sind primare, de novo entstandene Glioblastome, welche vermehrt
in &alteren Patienten auftreten. Sekundére Glioblastome, welche aus
niedermalignen astrozytdren Tumoren entstehen, sind seltener, haben eine
bessere Prognose und treten eher bei jingeren Patienten auf. Zudem tragen sie
im Gegenteil zu primaren Glioblastomen haufig eine IDH-Mutation. (Ohgaki et al.
2013) Nach WHO-Klassifikation 2016 werden Glioblastome deshalb in
Glioblastome IDH-Wildtyp (entsprechen meist primaren GBM; darunter
zusammengefasst sind grof3zelliges GBM, Gliosarkom und neu auch das
epitheloide GBM), Glioblastome IDH-mutiert (circa 10% der GBM, mit
sekundaren GBM assoziiert) und Glioblastome NOS (kein IDH-Mutationsstatus
erhebbar) eingeteilt (Louis et al. 2016).

Glioblastome sind am haufigsten supratentoriell (frontal, temporal, parietal und
occipital) lokalisiert (Chakrabarti et al. 2005). Das aktuelle Therapie-Regime
besteht aus operativer Entfernung des Tumors, was sich auf Grund des
infiltrativen Wachstums haufig schwierig erweist, gefolgt von Bestrahlung
kombiniert mit dem alkylierenden Chemotherapeutikum Temozolomid und einer

adjuvanten Erhaltungs-Chemotherapie mit Temozolomid (Stupp et al. 2005).
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Trotz maximaler Therapie liegt das mittlere Uberleben bei nur 14-15 Monaten
und die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 5,5%. Das Uberleben ist dabei vor allem
von Resektionsvollstandigkeit, Performance (Karnofsky-Index s. Anhang Kapitel
11.2), Patientenalter und MGMT-Status (s. Kapitel 1.2.4) abhangig. (Hegi et al.
2005, Stupp et al. 2009, Thakkar et al. 2014, Wilson et al. 2014, Ostrom et al.
2017)

Glioblastome koénnen sich histologisch sehr heterogen darstellen. Im
Allgemeinen sind sie als Zeichen ihrer Malignitat schlecht differenziert und
zellreich, zeigen pleomorphe Zellen und weisen eine hohe Mitoserate auf. Zudem
sind Nekrosen und Gefal3proliferationen vorhanden. (Burger et al. 1989)
Primare Glioblastome weisen haufige Mutationen in EGFR, TP53, PTEN, RB1,
NF1 und Deletionen in CDKN2A auf. (Cancer Genome Atlas Research 2008,
Parsons et al. 2008, Brennan et al. 2013)

Molekulare Subgruppen von Glioblastomen

Glioblastome sind sowohl in ihrem histologischen Erscheinungsbild, als auch auf
molekularer Ebene eine sehr heterogene Gruppe von Tumoren. Dies fuhrt unter
anderem zusammen mit der genetischen Evolution von Rezidivtumoren zu
Resistenzen gegen konventionelle Therapien und wird als eine der Ursachen fur
Therapieversagen erachtet. Genetischen Analysen und molekulare
Charakterisierung konnten bei der Vorhersage von Therapieansprechen
behilflich sein. (Sottoriva et al. 2013, Ellis et al. 2015) So gibt es mittlerweile
starke Hinweise, dass sich molekulare Subgruppen von Glioblastomen
unterscheiden lassen, welche unter anderem anhand von Hotspot-Mutationen,
Veranderung der Kopienzahl und dem DNA-Methylierungsmuster identifiziert
werden konnen. Sturm et al. benennen sechs international anerkannte
Subgruppen von Glioblastomen (s. Tabelle 1), welche innerhalb der Subgruppen
zusatzlich zu ahnlichen molekularen Merkmalen auch &hnliche klinische
Merkmale wie Lokalisation oder Alter aufweisen. (Sturm et al. 2012) Zuvor
wurden bereits von dem ,The Cancer Genome Atlas® Netzwerk (TCGA)
Transkriptionsprofile erstellt, welche die molekularen Subgruppen ,proneural,

,heural, ,mesenchymal® und ,classic” identifizieren konnten. (Verhaak et al.
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2010) Einige Gruppen dieser Autoren tberschneiden sich in ihrem genetischen
Profil. So zeigt die Subgruppe ,RTK |* (Rezeptorthyrosinkinase 1) von Sturm et
al. ein der ,proneuralen® Gruppe entsprechendes Expressionsmuster und ist mit
hoherer PDGFR-Amplifizierung als in allen anderen Gruppen assoziiert. Die
Gruppe ,RTK 1I* (Rezeptorthyrosinkinase Il) zeigt dagegen ein der ,Classic"-
Gruppe entsprechendes Profil mit h&ufiger EGFR-Amplifikation, homozygoter
CDKNZ2A-Deletion und zusatzlichem Chromosom 7 und Chromosom 10 Verlust.
Diese Subgruppe beinhaltet ausschlieRlich adulte und keine péadiatrischen
Glioblastome. Die Gruppe der ,mesenchymalen” Glioblastome weist ein
Methylierungsmuster auf, welches normalem Hirngewebe am ahnlichsten ist und
zeigt keine charakteristische Mutation. Sturm et al. identifizierten zusatzlich drei
weitere Subgruppen, welche hauptsachlich in padiatrischen Glioblastomen zu
finden sind. Die Subgruppe ,IDH* enthalt alle IDH-mutierten Glioblastome und
zeigt eine globale Hypermethylierung (G-CIMP+). Sie Uberschneidet sich mit den
haufig IDH-mutierten sekundaren Glioblastomen und ist mit signifikant besserem
Uberleben als die beiden H3F3A-mutierten Gruppen ,G34“ und ,K27“ und
anderen IDH-Wildtyp-Tumoren assoziiert. IDH-Mutation und H3F3A-Mutation
schlieBen sich hierbei aus. Circa ein Drittel aller padiatrischen Glioblastome
weisen eine Mutation im H3F3A-Gen auf. Das Gen kodiert fur das replikations-
unabhangige Histon H3.3 und die Mutationen in kindlichen Glioblastomen fiihren
zu einem Aminosauren-Austausch an den Lokalisationen K27 oder G34. H3F3A-
Mutationen sind mit bestimmten epigenetischen Veranderungen und
Methylierungsmustern assoziiert. Die Subgruppe ,K27“ der H3F3A-mutierten
Tumore ist prognostisch unginstig, enthalt fast ausschlieBlich Mittellinien-
Tumore und tritt vor allem bei Kindern auf, wahrend die Gruppe ,G34“ vor allem
aus Adoleszenten und jungen Erwachsenen besteht und hauptsachlich in den
beiden Gehirnhalften auRerhalb der Mittellinie lokalisiert ist. (Schwartzentruber et
al. 2012, Sturm et al. 2012)
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Tabelle 1: Epigenetische und biologische Subgruppen von Glioblastomen. Modifiziert nach
(Sturm et al. 2012).

GBM
IDH K27 G34 RTK | Mesenchymal RTK II
Subgruppe
Mutationen/ IDHmut H3F3Amut H3F3Amut PDGFRA ampl. CNV low EGFR ampl.
i K27 G34
Zytogenetik keine Chr. 7+10
charakteristische Verlust
Mutation
TP53mut TP53mut TP53mut CDKN2A del. CDKN2A del.
|IHC-Marker IDH1 Olig2+/FoxG1- Olig2-/FoxG1+ Olig2+/FoxG1+ Olig2+/FoxG1+ Olig2+/FoxG1+
Gen- roneural roneural emischt roneural mesenchymal Klassisch
Expression p P g P 4
Charakteristik prognos- v.a. v.a. nur adulte
tisch padiatrische padiatrische GBM
glnstig GBM GBM
haufig prognostisch
sekundare ungunstige
GBM Mittellinien-
tumore

1.1.2 Oligodendrogliome

Oligodendrogliome sind diffus wachsende Tumore. Sie machen weniger als 10%
aller Gliome aus und weisen im Gegensatz zu Astrozytomen ein eher monotones
Zellbild auf. Zu ihnen zahlen low-grade Oligodendrogliome WHO-Grad Il und
anaplastische Oligodendrogliome WHO-Grad Ill. Histologisch zeigen sich
isomorphe, runde Zellkerne mit kleinem Nucleolus und wenig Zytoplasma.
Charakteristisch ist zudem ein perinuklearer Halo, ein Fixierungsartefakt,
welches die typische ,Honigwaben-, oder ,Spiegelei-Struktur‘ hervorruft. Dieser
kann in Gefrierschnitten oder schnell fixiertem Gewebe allerdings fehlen. Auch
Mikroverkalkungen und kleine Kapillaren zeigen sich h&ufig in oligodendroglialen
Tumoren. (Wesseling et al. 2015, Louis et al. 2016, Ostrom et al. 2017)

Nach WHO-Klassifikation von 2016 zahlen zu den Diagnosekriterien eines
oligodendroglialen Tumors eine Kombination aus IDH-Mutationsnachweis und
1p/19g-Kodeletion. Ist eine Bestimmung dieser Marker nicht mdglich, werden die
Oligodendrogliome oder anaplastischen Oligodendrogliome mit NOS (not other
specified) bezeichnet. (Louis et al. 2016)

Oligodendrogliome treten vor allem in der vierten und funften Lebensdekade auf.
Manner sind dabei etwas haufiger betroffen als Frauen. Die Tumore sind
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hauptsachlich  supratentoriell lokalisiert, wobei der Frontallappen die
pradominante Lokalisation darstellt. Patienten prasentieren sich meist mit
Krampfanfallen, welche sowohl tonisch-klonisch generalisiert als auch fokal
auftreten koénnen (Wieshmann et al. 2015). Weitere Symptome kdnnen
Kopfschmerzen, verandertes Bewusstsein oder Ubelkeit sein (Koeller et al.
2005). Das Therapieregime besteht je nach Ausbreitung und Resektionsstatus
aus Operation, Radiotherapie und Chemotherapie (Wesseling et al. 2015). Eine
1p/19g-Kodeletion korreliert mit gutem Ansprechen auf eine Chemotherapie mit
Procarbazin, Lomustin und Vincristin (PCV). Somit zeigen oligodendrogliale
Tumore haufig eine bessere Therapierbarkeit und eine guinstigere Prognose als

andere diffuse Gliome. (Cairncross et al. 1998, Ostrom et al. 2017)

1.1.2.1 Oligodendrogliom WHO-Grad Il

Oligodendrogliome WHO-Grad Il sind low-grade Oligodendrogliome mit einer
Inzidenz von circa 0,24/100.000. Sie zeigen ein langsames Wachstum und eine
gunstigere Prognose als die meisten anderen diffusen Gliome mit einem mittleren
Uberleben von ungefahr 12 Jahren und einer 5-Jahre-Uberlebensrate von uber
80%. Allerdings gehen sie im Verlauf anndhernd alle Tumore in héher maligne
Gliome Uber. (Okamoto et al. 2004, Wesseling et al. 2015, Ostrom et al. 2017)
Oligodendrogliome WHO-Grad Il zeigen gut differenzierte histologische Kriterien
eines oligodendroglialen Tumors und weisen kaum oder keine Mitosen, keine

Nekrosen und keine Gefal3proliferationen auf (Koeller et al. 2005).

1.1.2.2 Anaplastisches Oligodendrogliom WHO-Grad Il

Anaplastische Astrozytome WHO-Grad Il entstehen de novo oder sekundér aus
low-grade Oligodendrogliomen. Die Inzidenz betragt 0,19/100.000. Das mittlere
Uberleben liegt bei ungefahr ein bis drei Jahren, die 5-Jahre-Uberlebensrate
betragt circa 57%, wobei die Uberlebensdauer mit steigendem Alter bei
Diagnosestellung sinkt. (Olson et al. 2000, Ohgaki et al. 2005, Ostrom et al. 2017)
Im Gegensatz zu niedergradigen Oligodendrogliomen zeigen sich hier vermehrt
Zellatypien, Mitosen und eine erhdhte Zellzahl (Koeller et al. 2005).
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1.2 Molekulare Marker

Diffuse Gliome zeigen insgesamt eine ungunstige Prognose mit einer
durchschnittlichen 5-Jahres-Uberlebensrate von maximal 35%. Ein Grund fiir die
schlechte Prognose von diffusen Gliomen und deren schlechte Therapierbarkeit
ist die intratumorale Heterogenitat. Neueste Fortschritte in molekularer
Diagnostik fuhren jedoch zur Identifikation von klinisch bedeutsamen
genetischen Veranderungen und zu einem besseren Verstandnis der
Tumorpathogenese. So kdnnen einheitlichere molekulare Gruppen mit ahnlichen
klinischen und prognostischen Charakteristika erstellt werden. (Lapointe et al.
2018) In der neuen WHO Kilassifikation von 2016 wurden daher zusatzlich zu
histologischen Kriterien molekulare Marker als Diagnosekriterien zur besseren
Differenzierung der Entitditen und WHO-Grade und als Hilfe flr prognostische
Vorhersagen eingefihrt (Louis et al. 2016). Einige dieser Marker wurden in dieser

Arbeit zu Analysezwecken genutzt und sind im Folgenden erlautert.

1.2.1 |IDH-Mutationen

Isocitrat-Dehydrogenasen (IDH) spielen im Zellmetabolismus eine wichtige Rolle
und katalysieren die Umwandlung von Isocitrat zu o-Ketoglutarat durch
Dekarboxylierung (Xu et al. 2004). Mutationen der NADP-abhangigen IDH1 und
IDH2 treten haufig frih in der Entstehung von Gliomen auf und flhren zur
Akkumulation des Onkometaboliten D-2-Hydroxyglutarat (Dang et al. 2009,
Watanabe et al. 2009). Es handelt sich um somatische Missens-Mutationen, im
Falle von IDH1 in Codon 132 und im Falle von IDH2 in Codon 172. Die mit 90%
haufigste Mutation an Position IDH1 R132H kann mit Hilfe eines
mutationsspezifischen Antikérpers immunhistochemisch (IHC) detektiert werden.
In IHC-negativen Fallen ist eine anschlieRende Sequenzierung sinnvoll, um
andere Hotspot-IDH-Mutationen auszuschlie3en. IDH-Mutationen treten in circa
70-80% aller Grad Il und Grad Ill Gliome und sekundaren Glioblastome auf,
wobei oligodendrogliale Tumore eine hdhere Mutationsrate aufweisen als
astrozytare Tumore. Als wichtige Schlisselmutationen in Gliomen wurden sie zu

den Diagnosekriterien der WHO-KIlassifikation von 2016 aufgenommen. Eine
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IDH-Mutation in  Kombination mit 1p/19g-Kodeletion gilt nun als
Diagnosekriterium fir oligodendrogliale Tumore wahrend eine IDH-Mutation
ohne 1p/19qg-Kodeletion fur einen astrozytdren Tumor spricht. Astrozytome
werden seither in IDH-mutiert und IDH-Wildtyp unterteilt. IDH1- und IDH2-
mutierte Tumore sind dabei mit einer deutlich besseren Prognose als IDH-Wildtyp
Tumore assoziiert. (Cohen et al. 2013, Louis et al. 2016, van den Bent et al. 2017)
In diffusen Gliomen konnte der IDH-Mutationsstatus sogar prognostisch
aussagekréaftiger sein als der WHO-Grad (Reuss et al. 2015). IDH-mutierte
Gliome weisen ein htheres Ansprechen auf Chemotherapie auf (Houillier et al.
2010, Cairncross et al. 2014). Zudem zeigte sich eine erhdhte Radiotherapie-
Sensitivitat in IDH-mutierten Tumoren mit geringerer Produktion von NADPH
(Molenaar et al. 2015).

1.2.2 ATRX-Verlust

ATRX (a-thalassemia/mental-retardation-syndrome-X-linked) ist ein am
Chromatinumbau beteiligtes Protein, welches fur die Anlagerung von Histon H3.3
an die DNA verantwortlich ist (Clynes et al. 2013). Mutationen im ATRX-Gen
fuhren zu einem X-linked Syndrom mit mentaler Retardierung in Kombination mit
a-Thalasséamie (ATRX-Syndrom). Ein kompletter ATRX-Verlust, meist verursacht
durch eine Stopgain-Mutation, spielt dagegen eine Rolle in der Entstehung
verschiedener Tumorarten, unter anderem derer von Gliomen. Ein ATRX-Verlust
spricht fur einen astrozytaren Tumortyp und ist vor allem in IDH-mutierten
Astrozytomen stark mit TP53-Mutationen assoziiert, wahrend er eine 1p/19g-
Kodeletion und somit einen oligodendroglialen Tumortyp nahezu ausschlief3t. Da
er haufig bereits in WHO-Grad Il Gliomen auftritt, scheint der ATRX-Verlust ein
Treiber in der initialen Entstehung von IDH-mutierten Tumoren zu sein. ATRX-
Verluste kommen allerdings auch haufig in padiatrischen H3F3A-mutierten
Tumoren vor, welche keine IDH-Mutation aufweisen. Im Allgemeinen zeigen
Gliome mit ATRX-Verlust eine bessere Prognose als Tumore mit ATRX-
Retention, also vorhandener ATRX-Expression. (Liu et al. 2012, Wiestler et al.
2013)
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1.2.3 1p/199-Kodeletion

Eine 1p/19g-Kodeletion entspricht einem kompletten Heterozygotie-Verlust (Loss
of Heterozygosity, LOH) der Chromosomenarme 1p und 19q, welcher durch eine
unbalancierte Translokation t(1;19)(q10;p10) entsteht (Jenkins et al. 2006,
Hoffmann et al.). Sie ist mit einer oligodendroglialen Tumormorphologie
assoziiert und nach WHO-Klassifikation von 2016 Voraussetzung fur die
Diagnose eines Oligodendroglioms. (Aldape et al. 2007, Louis et al. 2016)
1p/19g-Kodeletionen in Gliomen sind mit deutlich langerem Uberleben und
besserem Ansprechen auf Chemotherapie assoziiert (Felsberg et al. 2004,
McDonald et al. 2005). Ein partieller Verlust der Chromosomarme 1p und 19q
zeigt dagegen keine verbesserte Prognose und spricht flr astrozytare Tumore
(Mizoguchi et al. 2012).

Zur Detektion des Loss of Heterozygosity (LOH) werden haufig FISH-Analysen
(flourescent in situ hybridisation) bevorzugt, da hier im Gegensatz zur weit
verbreiteten LOH-Analyse mit Mikrosatelliten-Marker-PCR keine Blutproben der
Patienten bendtigt werden. Allerdings besteht hier die Gefahr von falsch-
positiven Proben im Falle von partiellen Deletionen. Es wird deshalb eine
zusatzliche PCR empfohlen, welche Veranderungen an mehreren Loci

detektieren kann. (Riemenschneider et al. 2010)

1.2.4 MGMT-Promotorhypermethylierung

MGMT (O8-methylguanine-DNA-methyltransferase) ist ein DNA-
Reparaturenzym, welches die  DNA-Alkylierung durch alkylierende
Chemotherapeutika riickgdngig machen kann und so zu einer Resistenz gegen
Alkylanzien fuhrt. Alkylanzien sind Chemotherapeutika, welche vor allem durch
die Alkylierung der O8-Position von Guanin eine fir die Zelle letale Vernetzung
der DNA hervorrufen und so zur Apoptose fuhren. Zu ihnen zéhlen unter anderem
Procarbazin, Nitrosoharnstoffe und Temozolomid. Tumore ohne MGMT-
Expression sprechen besser auf alkylierende Chemotherapeutika an, da hier
nach Alkylierung keine DNA-Reparatur stattfindet. Eine MGMT-Expression bleibt

vor allem durch epigenetische Prozesse aus, wobei insbesondere die Promotor-
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Methylierung des MGMT-Gens eine grof3e Rolle in der Tumorgenese spielt. Die
MGMT-Promotorhypermethylierung ist somit auch ein pradiktiver Marker fur das
Ansprechen von Glioblastomen auf Temozolomid. (Esteller et al. 2000, Hegi et
al. 2005)

1.2.5 Olig2

Olig2 (Oligodendrocyte lineage transcription factor 2) ist ein Transkriptionsfaktor
der Helix-loop-helix Familie und wird ausschliel3lich im zentralen Nervensystem
exprimiert. Er ist an der Entwicklung von oligodendroglialen Vorlauferzellen
(OPCs) und anderen multipotenten neuronalen Progenitorzellen beteiligt und
spielt eine zentrale Rolle in der Entstehung von Gliomen. (Tsigelny et al. 2016)
In der embryonalen Entwicklung unterdriickt Olig2 die Differenzierung von
Progenitorzellen (Lee et al. 2005). Olig2 spielt eine essentielle Rolle in der
Entstehung von oligodendroglialen Zellen und erwies sich als Marker fur
Oligodendrozyten in Normalhirngewebe (Takebayashi et al. 2002, Yokoo et al.
2004). In Gliomen wird Olig2 hingegen universell sowohl in oligodendroglialen,
als auch astrozytaren Tumoren heterogen exprimiert. In oligodendroglialen
Tumoren scheint Olig2 allerdings starker exprimiert zu werden als in astrozytaren
Tumoren. (Suzuki et al. 2014, Lu et al. 2016). Olig2 erwies sich als spezifischer
Marker fir progenitor-ahnliche Zellen in Glioblastomen, welche die
Gliomentstehung initiieren und bewirkt durch TGF-32-Induktion ein invasives
Tumorwachstum (Trepant et al. 2015, Singh et al. 2016). In stammzell-dhnlichen
Tumorzellen reguliert Olig2 die Expression von EGFR und PDGFRa. In einer
aktuellen Studie konnte durch Ausschalten von Olig2 in Gliomen mit proneuralem
Profil (PDGFRa) eine Umwandlung in Gliome mit klassischem Profil (EGFR)
beobachtet werden. Olig2 wird besonders stark in PDGFRa-amplifizierten
Gliomen mit IDH1-Mutation exprimiert, welche eine verbesserte Prognose

aufweisen. (Leelatian et al. 2016, Lu et al. 2016)
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1.2.6 FoxG1

FoxG1 gehort zur Familie der Forkhead Box Transkriptionsfaktoren und spielt als
transkriptiver Repressor eine wichtige Rolle in der Entwicklung des
Telencephalons (Roth et al. 2010). FoxG1-Mutationen sind unter anderem fur
das FoxG1-Syndrom verantwortlich, ein heterogenes Kklinisches Syndrom,
welches auch als kongenitalen Variante des Rett-Syndroms klassifiziert wird
(Caporali et al. 2018).

Es wird angenommen, dass FoxG1l-Mutationen in der Tumorgenese
verschiedenster Tumore beteiligt sind, so auch an der Entstehung von Gliomen
(Chan et al. 2009, Zhang et al. 2015). Bisher sind die genauen Mechanismen
allerdings noch wenig erforscht. FoxG1 wird vor allem in schlecht differenzierten
astrozytdren Tumorzellen exprimiert und zeigt sich fast universell in
Glioblastomen. Hier tragt FoxG1l durch Regulierung der Expression von
Zellzyklus-regulierenden Genen zu Tumorgenese bei. (Verginelli et al. 2013)
FoxG1 scheint zudem die Apoptose in Gliomzellen zu inhibieren und wird mit
Zellproliferation in Verbindung gebracht (Chen et al. 2018). Eine hohe FoxG1-
Expression scheint mit einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein, wofir ein
negatives Outcome in Glioblastomen mit hohen FoxG1l mRNA-Leveln spricht
(Robertson et al. 2015). Im Gegensatz dazu zeigt die prognostisch ungunstige
Gruppe der K27 H3F3A-mutierten Glioblastome allerdings eine geringe FoxG1-
Expression (Sturm et al. 2012).

1.3 Fragestellung

Tumorheterogenitat stellt ein bedeutendes Problem in Hinblick auf
Prognosevorhersagen und Therapieansprechen in Gliomen dar. Mit Hilfe von
molekularen Markern wird aktuell daran gearbeitet, Subgruppen innerhalb der
Tumorentitaten zu bilden, welche &hnliche Kklinische und pathologische
Charakteristika aufweisen und somit zu individuelleren Therapieschemata flihren
konnten. (Galanis et al. 2011, Ellis et al. 2015) Ein Beispiel sind die von Sturm et
al. identifizierten sechs epigenetischen Subgruppen von Glioblastomen (s.

Kapitel 1.1.1.3). Neben unterschiedlichen Schlissel-Mutationen,
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Methylierungsmustern und DNA-Copynumber-Veranderungen wurden hier
unterschiedliche Olig2- und FoxG1l-Expressionsmuster entdeckt. So zeigten
H3F3A K27-mutierte Tumore ein Olig2*/FoxG1-Profil, wahrend H3F3A G34-
mutierte Tumore ein Olig2/FoxG1*-Profil aufwiesen. (Sturm et al. 2012)

In der vorliegenden Studie sollen die Tumormarker Olig2 und FoxG1 nun mit Hilfe
von Immunhistochemie an einem grof3en Tumorkollektiv mit erweiterten
Tumorentitaten (astrozytare und oligodendrogliale Tumore) zum einen auf ihr
prognostisches Potential hin, zum anderen auf ihre Eignung fir die Erkennung
von H3F3A-Mutationen analysiert werden. Zudem wurde der Zusammenhang
zwischen Olig2- und FoxGl-Expression und anderen Klinischen oder
pathologischen Parametern wie Lokalisation, Alter, Geschlecht, Rezidivstatus,
Uberleben, Tumorentitat, WHO-Grad oder molekularen Markern wie IDH-
Mutationsstatus, MGMT-Promotormethylierung, ATRX-Status und 1p19qg-

Kodeletion untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Auswahl und Definition der Gewebeproben

Das Gesamtkollektiv dieser Arbeit bestand aus 808 in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben glialer Tumore von insgesamt 500 Patienten, welche
hauptséachlich in der Abteilung fir Neurochirurgie der Universitatsklinik Tibingen
im Zeitraum von 2000 bis 2015 operiert wurden. Einige wenige
Tumorgewebeproben stammen aus dem Patientenkollektiv anderer Kliniken, die
ihre Proben zur Referenzbegutachtung an die Neuropathologie Tubingen
gesandt hatten. Sie wurden fur diese Arbeit aus dem Tumorbank-Archiv des
Instituts fur Pathologie und Neuropathologie, Abteilung Neuropathologie, des
Universitatsklinikums Tibingen zusammengetragen. Fir alle Tumorbank-Proben
ist eine Dokumentation der Einwilligung fur die wissenschaftliche Verwendung
des Restgewebes erfolgt (Nr. 456/2009B0O2). Ein Votum der Ethikkommission
der Universitat Tubingen fur die Durchfiihrung dieser Arbeit und die damit
verbundene Untersuchung der Patientenproben liegt unter der Nr. 681/2013BO2
vor.

Patienteninformationen wie beispielsweise der Rezidiv-Status oder die
Tumorlokalisation wurden dem pathologischen Beauskunftungssystem Nexus
pas.net (Patientendatenbank) des Universitatsklinikums Tibingen entnommen.
Die Proben wurden von den Neuropathologen der Universitat Tubingen, wo
mdglich, nach den neuen WHO-Richtlinien (Louis et al. 2016) klassifiziert. Félle,
deren Profil nach den neuen WHO-Kriterien der urspringlichen vor 2016
gestellten Diagnose widersprachen und keine nachtraglichen Diagnose-Marker
erhoben werden konnten, wurden von der Analyse ausgeschlossen (s. Abbildung
3). Einige Falle wurden zusétzlich zur pathologischen Referenzbegutachtung
nach Bonn an das Hirntumorreferenzzentrum geschickt.

Um eine mogliche Heterogenitat der Proben erfassen zu kdnnen, wurden die
Gewebeproben der Patienten von denen mehrere Proben vorhanden waren flr

die Analysen zusammengefasst. Somit beziehen sich die statistischen
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Auswertungen auf das Patientenkollektiv (n=500) und nicht auf das
Gewebeprobenkollektiv (n=808).

Von den urspringlich in die Analyse aufgenommenen 808 Gewebeproben (500
Patientenfalle) konnten letztendlich in 533 Proben (355 Patientenfallen) die
FoxG1-Expression und in 557 Proben (361 Patientenféallen) die Olig2-Expression
ausgewertet werden. Die anderen Gewebeproben konnten auf Grund von
ungenugendem Tumorgewebe (<5%) oder zu schwacher immunhistochemischer

Farbung nicht ausgewertet werden (s. Abbildung 3)

erste Auswanhl
822 Tumorproben

Ausgeschlossene Falle: 14 Tumorproben
- ausgeschlossene Diagnosen z.B. Gliomatosis
— cerebn (alte Definition)

vor 2016 disgnostizierte Oligodendroglicoms,
die WHO-Richtlinien von 2018 widersprachen

In Analysen verwendet:
808 Tumorproben/ 500
Patientenfalle

l l

Flachenschnitte: TMAS:
29 Patientenfalle 779 Tumorproben/
471 Patientenfille

Ausgeschlossene Falle:
ungenugend Tumorgewebe (< 5%)
IHC Farbung nicht suswertbar

645 Tumorproben/ 411 Patientenfalle

FoxG1: 533 Tumorproben/ 355 Patientenfalle
Olig2: 557 Tumorproben/ 361 Patientenfalle

Abbildung 3: Anzahl der Tumorproben und Patientenfélle; modifiziert nach Schéfer et al.
(Schéfer et al. 2018)
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2.1.1 Verteilung der Tumorentitaten im Gesamtkollektiv

Unter den 808 fir die Analyse verwendeten Gewebeproben des
Gesamtkollektivs befanden sich 598 astrozytare Tumore, darunter 96
Astrozytome WHO-Grad Il, 116 anaplastische Astrozytome WHO-Grad Il und
386 Glioblastome WHO-Grad IV. Zudem enthielt das Gesamtkollektiv 76
Gewebeproben von Oligodendrogliomen WHO-Grad II und 134 von
anaplastischen Oligodendrogliomen WHO-Grad Ill. Andere Entitaten wie zum
Beispiel pilozytische Astrozytome, ein Gangliogliom, ein primitiver
neuroektodermaler Tumor (PNET) und eine Gewebeprobe einer Gliomatosis
cerebri waren bereits nach der ersten Auswahl ausgeschlossen worden (s.
Abbildung 3).

Im Patientenkollektiv (n=500) wiesen 408 Patienten einen astrozytdren Tumor
auf. Davon erhielten 82 Patienten die Diagnose Astrozytom WHO-Grad I, von
denen 58% der auf IDH-Status analysierten Astrozytome WHO-Grad Il (n=46 von
80 analysierten Astrozytomen) eine IDH-Mutation und 60% aller auf ATRX-Status
untersuchten Astrozytome (n=39 von 65) einen ATRX-Verlust aufwiesen (MGMT
methyliert/unmethyliert: 8/7). 91 der astrozytaren Tumore waren anaplastische
Astrozytome WHO-Grad lll, bei denen in 51% der auf IDH-Status analysierten
anaplastischen Astrozytome (n=44 von 86) eine IDH-Mutation und in 57% der auf
ATRX-Status analysierten anaplastischen Astrozytome (n=43 von 76) ein ATRX-
Verlust vorlag (MGMT M/U: 5/15). 235 der Patienten hatten ein Glioblastom
WHO-Grad IV (primdre GBM: n=218 (IDH-mutiert: 6%, n=11 von 178
analysierten primaren GBM), sekundare GBM: n=13 (IDH-mutiert: 54%, n=7 von
13 analysierten sekundaren GBM), keine Angabe zu P/S-Status: n=4), von denen
13% (n=29 von 190) einen ATRX-Verlust zeigten (MGMT M/U: 61/88).

92 Patienten wiesen einen oligodendroglialen Tumor auf. 34 Tumorpatienten
erhielten die Diagnose Oligodendrogliom WHO-Grad Il, wobei 3% aller auf
ATRX-Status untersuchten Oligodendrogliome WHO-Grad Il (n=1 von 32) einen
ATRX-Verlust aufwies (MGMT M/U: 5/1). 58 Patienten erhielten die Diagnose
anaplastisches Oligodendrogliom WHO-Grad Ill, wobei 2% der auf ATRX-Staus
analysierten anaplastischen Oligodendrogliome (n=1 von 55) einen ATRX-

Verlust aufwies (MGMT M/U:17/2). Bei den oligodendroglialen Tumorentitaten
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zeigten den aktuellen WHO-Richtlinien entsprechend 100% der Tumore eine
IDH-Mutation. (Louis et al. 2016) Ebenso zeigten alle oligodendroglialen Tumore,
bei denen eine Bestimmung des 1p/19g-Deletions-Status erfolgte, in 100% der
analysierten Fallen eine 1p/19g-Kodeletion (Oligodendrogliom WHO-Grad II:
n=14, anaplastisches Oligodendrogliom WHO-Grad Ill: n=16). (s. auch Anhang
Tabelle 11 und 12)

Die IDH-Mutationstypen und ihre Verteilung im Gesamtkollektiv sind in Tabelle 2
zusammengefasst. In 36 Patientenfdllen war kein IDH-Status bekannt. Der
ATRX-Status blieb in 82 Patientenfallen unbekannt. Beide Marker wurden in der
vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Immunhistochemie analysiert (s. auch Kapitel
2.4.2). Der MGMT-Promotormethylierungsstatus war in 291 Fallen nicht bekannt.
Er wurde mit einer methylierungsspezifischen PCR (MSP PCR) ermittelt. In 62
oligodendroglialen Tumoren konnte kein 1p/19g-Kodeletionsstatus mehr
erhoben werden, da keine Blutproben der Patienten fur die Mikrosatelliten-
Marker-PCR zur Verfiugung standen, welche zur Detektion des Loss of
Heterozygosity (LOH) durchgefuhrt wurde. 205 der 500 Gliome wurden auf ihren
H3F3A-Status hin sequenziert (DNA-Sequenzierung), davon konnte in 24
astrozytaren Tumoren eine H3F3A-Mutation detektiert werden (G34R n=9; K27M
n=15). In 324 Tumoren wurde der K27M-Status zusatzlich mit Hilfe von
Immunhistochemie (K27M-Antikérper) bestimmt. In 16 Féllen lag eine K27M-

Mutation vor (ein Fall mehr als in den sequenzierten Tumoren).

Tabelle 2: Verteilung der IDH-Mutationstypen im Gesamtkollektiv.

Gewebeproben Patientenfalle

IDH-Mutationstyp Anzahl % Anzahl %
R132C 7 1,0 6 1,3
R132G 2 0,3 1 0,2
R132H 333 49,4 183 39,4
R132S 1 0,2 1 0,2
R172K 7 1,0 5 11
R172M 4 0,6 2 0,4
R172S 3 0,5 2 0,4

WT (sequenziert) 27 4,0 23 50
IHC negativ 290 43,0 241 51,9
Gesamt 674 100 464 100
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2.1.2 Geschlechterverteilung

Insgesamt wurden 201 Frauen und 299 Manner in die Studie eingeschlossen.
Das Verhaltnis von Frauen zu Mannern betrug im gesamten Patientenkollektiv
1:1,49 (40,2% Frauen und 59,8% Manner). Der Frauenanteil bei Astrozytomen
WHO-Grad Il betrug 37,8%, der Manneranteil 62,2%. Die Gruppe der
anaplastischen Astrozytome WHO-Grad Ill enthielt 38,5% Frauen und 61,5%
Manner. Im Falle der Glioblastome WHO-Grad IV lag das Verhaltnis von Frauen
und Mannern bei 40,0% Frauen zu 60,0% Mannern und bei den
Oligodendrogliomen WHO-Grad Il bei 32,4% Frauen zu 68,6% Mannern.
Anaplastische Oligodendrogliome waren die einzige Gruppe in der das weibliche
Kollektiv mit 51,7% die gré3ere Gruppe im Vergleich zum méannlichen Kollektiv
mit 48,3% bildete. (s. auch Anhang Tabelle 11)

2.1.3 Durchschnittliches Patientenalter

Das gesamte Patientenkollektiv wies ein Durchschnittsalter von 50,8 Jahren (4-
87 Jahre) auf. Das durchschnittliche Patientenalter der Astrozytome WHO-Grad
Il lag bei 44,5 Jahren (18-77 Jahre). Das durchschnittliche Erkrankungsalter bei
Frauen lag bei 45,4 Jahren, bei Mannern bei 44,0 Jahren. Bei anaplastischen
Astrozytomen WHO-Grad Ill lag das Durchschnittsalter bei 45,2 Jahren (10-77
Jahre). Im weiblichen Kollektiv trat der Tumor durchschnittlich mit 46,3 Jahren
auf, im mannlichen mit 44,3 Jahren. Glioblastome WHO-Grad IV zeigten das
hdchste Durchschnittsalter der untersuchten Gruppen mit 57,2 Jahren (4-87
Jahre), wobei Frauen mit einem mittleren Alter von 61,3 Jahren ein etwas
spateres Manifestationsalter aufwiesen als Manner mit einem mittleren
Manifestationsalter von 54,5 Jahren.

Oligodendrogliome WHO-Grad Il manifestierten sich im Durchschnitt mit 40,2
Jahren (16-67 Jahre), bei Frauen mit durchschnittlich 38,2 Jahren, bei Mannern
mit 41,2 Jahren. Das mittlere Alter bei anaplastischen Oligodendrogliomen WHO-
Grad Il lag bei 48,4 Jahren (26-80 Jahre). Sie traten bei Frauen durchschnittlich
mit 52,7 Jahren auf, Manner waren im Durchschnitt mit 43,9 Jahren friher

betroffen. (s. auch Anhang Tabelle 11)
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2.1.4 Lokalisationsverteilung

Die Lokalisationsverteilung der Tumore im Gesamtkollektiv ist in Abbildung 4
dargestellt. Am haufigsten traten Tumore mit jeweils etwa einem Drittel Anteil
frontal und temporal auf. Tumore des Thalamus und der Stammganglien und

infratentorielle Tumore waren nur wenige im Gesamtkollektiv enthalten.

Lokalisation

Thalamus/Stammganglien (n=14)
3%

_frontal (n=170)

temporal (n=143)
341%

29%

parietal (n=55)

11% _infratentoriell (n=11)

2%

occipital (n=26) _ ‘_multilokuldr (n=54)
5% —0.A.(n=27) 11%
5%

Abbildung 4: Verteilung der Tumorlokalisationen im Patientenkollektiv.

2.1.5 Verhaltnis von Primar- und Rezidivtumoren

Das Verhaltnis von Primér- und Rezidivtumoren im untersuchten
Patientenkollektiv betrug 3,42:1. Eine Ubersicht findet sich in Tabelle 3. Mit
Ausnahme der anaplastischen Oligodendrogliome handelte es sich tiberwiegend
um Primértumore. Im Falle eines Tumors lagen keine Informationen zu Primar-

beziehungsweise Rezidiv-Status vor.
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Tabelle 3: Verteilung der Tumore nach Primér- und Rezidivstatus im Patientenkollektiv.

Tumorentitat WHO- Anzahl Priméartumor Rezidivtumor
Grad
Astrozytome Il 82 70 (85%) 12 (15%)
Anaplastische Astrozytome 11l 90 65 (72%) 25 (28%)
Glioblastome v 235 197 (84%) 38 (16%)
Oligodendrogliome Il 34 29 (85%) 5 (15%)

Anaplastische Oligodendrogliome 1] 58 25 (43%) 33 (57%)
Gesamt -1V 499 386 (77%) 113 (23%)

2.2 Herstellung der histologischen Praparate

Das Tumorgewebe wurde zur Konservierung unverziglich nach der operativen
Entnahme in einer phosphatgepufferten Formalin-Losung mit pH 7,4 fixiert. Im
anschlieBenden Entwasserungsprozess wurden die Praparate mit Alkohol in
steigender Konzentration gespult (steigende Alkoholreihe: 70%, 70%, 80%, 96%,
100%, 100%). Danach wurde ihnen in einem 1:1 Ethanol:Chloroform-Gemisch
und darauffolgend in unverdiinntem Chloroform Wasser entzogen. Die fixierten
und entwasserten Gewebeproben wurden anschlieend in Paraffin eingebettet.
Die daraus entstandenen Paraffinblocke wurden mit Hilfe eines Mikrotoms
(Microm HM 355 S, Walldorf, Germany) in circa 3 pum dinne Scheiben
geschnitten, welche im Anschluss auf einen Superfrost Plus Objekttrager der
Firma R. Langenbrick (Labor- und Medizintechnik Emmendingen, Germany)

aufgezogen wurden. (s. auch (Schwab 2013))

2.3 Tissue Microarrays (TMA)

Die Tissue Microarray Methode wurde 1998 entwickelt, um eine grof3ere Anzahl
an Tumorpraparaten in kirzerer Zeit mit gleichbleibender Qualitat analysieren zu
kénnen. So kdnnen auf einem Paraffinblock bis zu 1000 Gewebezylinder von
unterschiedlichen  Tumoren untergebracht werden. Dies ermoglicht
gleichbleibende Farbeverhaltnisse auf allen Praparaten eines TMA-Blocks und
vereinfacht die mikroskopische Begutachtung der Gewebeproben, da eine grol3e

Menge an Gewebe mit weniger Materialaufwand (Tumorgewebe und
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Farbesubstanzen) und ohne Wechseln des Objekttragers analysiert werden
kann. (Kononen et al. 1998, Srinath et al. 2016)

Im Rahmen dieser Studie wurden drei Tissue Microarrays aus Gewebebiopsien
von Oligodendrogliomen, anaplastischen Oligodendrogliomen, Astrozytomen,
anaplastischen Astrozytomen und Glioblastomen neu konstruiert. Zusatzlich
wurden 10 weitere Tissue Microarrays verwendet, die von anderen Doktoranden
der Abteilung Neuropathologie der Universitat Tubingen in den Jahren 2008 bis
2013 angefertigt wurden.

Die Paraffinblécke der neu angefertigten Tissue Microarrays enthielten 70, 69
und 54 Gewebezylinder (68, 67 und 52 Tumorgewebezylinder und jeweils zwei
Kontrollgewebezylinder aus Muskelgewebe). Von einem Tumor wurden dabei
meist zwei oder mehr Biopsiezylinder verwendet, um eventuellen

Probenverlusten vorzubeugen und représentative Ergebnisse zu gewinnen.

Zu Beginn der Herstellung der Tissue Microarrays wurden die gewinschten
Gewebeareale, die als Proben fir die neu angefertigten TMA-Blécke dienen
sollten, auf HE-gefarbten Schnitten markiert. Dies diente dazu, ausschlie3lich
Tumorgewebe und keine Nekrosen, Verkalkungen oder Einblutungen als
Gewebeproben zu nutzen. Zu einem spéateren Zeitpunkt wurde keine weitere
Selektion mehr vorgenommen. Die markierten Areale wurden im Anschluss mit
den zu den HE-Schnitten gehdrigen Donor-Paraffinblécken abgeglichen und das
gewéhlte Areal gestanzt.

Die Tissue Microarrays wurden mit Hilfe eines eigens fur diese Methode
entworfenen TMA-Arrayers (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, WI, USA;
Model MTA — 1, Serial No: MTA1777) angefertigt. Hierfir wurden Zylinder im
Abstand von circa 2mm aus einem frischen Akzeptor-Paraffinblock gestanzt. Die
so entstandenen Locher wurden im n&chsten Schritt mit den Gewebezylindern
aufgefillt, die zuvor aus den markierten Tumorarealen der Donor-Blécke
ausgestanzt worden waren. Die genaue Stanzen-Positionierung der Proben im
Donor-Block und die exakte Positionierung der Gewebeproben in den
ausgestanzten Zylindern des Akzeptor-Blocks wurden mit Hilfe von

Feststellschrauben erreicht. Die Anzahl der Tumorgewebezylinder wurde auf 70
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(7 Reihen und 10 Spalten) begrenzt, um Gewebeverlusten beispielsweise durch
Schneiden des Paraffinblocks vorzubeugen. Abschliel3end wurden die Tissue
Microarray Paraffinblécke versiegelt, indem die Oberflaiche nach kurzem

Erwarmen mit einem Objekttrager flachgedriickt wurde. (Vogel 2014)

2.4 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde bereits Anfang der 1940er Jahre in einer
Veroffentlichung von Coons et al. erwahnt und wird seither in der Diagnostik und
Forschung verschiedenster Erkrankungen angewandt (Coons et al. 1942). Auch
in der Tumorforschung und -diagnostik hat sie einen grof3en Stellenwert, nicht
zuletzt in Hinblick auf neue Target-Therapien, bei denen unter anderem das
Vorhandensein  bestimmter molekularer  Strukturen eine spezifische
Tumortherapie ermoglicht. Mit Hilfe von Immunhistochemie kénnen bestimmte
Antigene mit spezifischen Antikorpern markiert und detektiert werden. Das
Prinzip beruht auf der Bindung von Antikbrpern an Antigene uber
Wasserstoffbriicken und Van-der-Waals-Krafte. Die Immunhistochemie
ermdglicht durch Antigen-Antikérper-Komplex-Bildung und darauffolgender
biochemischer Farbreaktion den licht- oder floureszenzmikroskopischen

Nachweis einer Vielzahl von Proteinen in Geweben. (Lang 2013)

2.4.1 Avidin-Biotin-Methode

Eine immunhistochemische Methode ist die Avidin-Biotin-Methode, welche in der
vorliegenden Arbeit fir immunhistochemische Farbungen verwendet wurde (s.
Abbildung 5). Hierbei wird ein Primarantikorper, welcher an die zu detektierende
Struktur bindet, mit einem Biotin-markierten Sekundarantikérper gekoppelt. Das
Huhnereiweild Avidin, welches mit Enzymen gekoppelt wird, zeigt wiederum eine
starke Affinitat zu Biotin. Die so an die Antikdrper gekoppelten Enzyme kdnnen
Chromogene umsetzen und so eine Farbreaktion auslosen, welche spezifische
Strukturen detektierbar macht. In der vorliegenden Arbeit wurde als Enzym die
Meerrettichperoxidase gewahlt, welche das Chromogen Diaminobenzidintetra-
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hydrochlorid in einen braunen Farbstoff umwandeln kann. Haben die Avidin-

Biotin-Enzym-Antikdrper-Komplexe an eine zu detektierende Struktur gebunden

und wird nun das Chromogen hinzu gegeben, erscheint das entsprechende

Zellkompartiment braun und es kann die Expression bestimmter Proteine und

Strukturen nachgewiesen werden. Je mehr Enzyme an einen Antikorper

gekoppelt sind, desto starker ist die Farbreaktion und desto weniger Antikdrper

werden benétigt, um eine ausreichende Farbreaktion auszulésen. (Lang 2013)

/) k\ Primarantikorper /) L\
@

A Biotin x‘ »x

A A
Enzym
M \J
X Avidin X‘ >X
A
Sekundarantikorper

Gewebe-Antigen

Abbildung 5: Avidin-Biotin-Methode (modifiziert nach (NovusBiologicals 2018)).

2.4.2 Verwendete Antikorper

Anti-Olig2:

Polyklonaler Hasenantikoérper gegen Olig2 der Firma Millipore (Burlington,
Massachusetts), 32 Minuten Inkubationszeit bei 37°C, verwendete
Verdinnungen: 1:500, 1:250 und 1:50 (Verdinnungen wurden anhand der
nuklearen Farbungsintensitat ermittelt und angepasst, hohere

Konzentrationen waren vor allem bei alteren Schnitten notwendig)
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Anti-FoxG1:

Polyklonaler Hasenantikrper gegen FoxG1l der Firma abcam
(Cambridge, UK), 40 Minuten Inkubationszeit bei 37°C, verwendete
Verdinnung: 1:50, bei zu hoher Hintergrundfarbung Zweitfarbung mit

starkerer Verdinnung bis zu 1:400

Folgende IHC-Farbungen wurden nicht im Rahmen dieser Arbeit, sondern

standardmafig als Routine-Farbungen durchgefihrt und fur die Analyse

ausgewertet:

Anti-IDH1 R123H:

Maus IgG2a gegen IDH1 R123H (HO09) der Firma Dianova,
Vorbehandlung mit CC1 fur 56 Minuten, Antikdrper Inkubation fur 32
Minuten bei 37°C, Verstarker fur 8 Minuten; verwendete Verdinnung
1:400, IDH1 R123H negative Falle unter 55 Jahren und Falle mit ATRX-

Verlust wurden sequenziert

Anti-ATRX:

Hasenantikorper gegen humanes ATRX der Firma Sigma/Atlas,
Vorbehandlung mit CC1 fir 56 Minuten, Antikorper Inkubation fur 20
Minuten bei 37°C, Verstarker fir 8 Minuten; verwendete Verdinnung
1:600

2.4.3 Automatisierte immunhistochemische Farbung — das
OptiView-Verfahren

Farbeprotokoll des Departments fur Neuropathologie Tubingen fur Anti-FoxG1
(s. auch Abbildung 6):
Zu Beginn wurde der Objekttrager und die Flussigkeiten auf 75°C erhitzt und

anschlieBend dreimal mit EZ Prep Volumen (Puffer) der pH ausgeglichen,

inkubiert und gewaschen. Danach wurde ein Coverslip aufgetragen und der

Objekttrager auf 76°C erhitzt, bevor er gewaschen und deparaffiniert wurde.
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Nachdem nochmals ein Coverslip aufgetragen und nach kurzer Inkubation
gewaschen wurde, wurde der Cell Conditioner Nr.1 fir 36 Minuten aufgetragen.
Im Anschluss wurde der Objekttrager auf bis zu 100°C erhitzt und im Folgenden
mehrmals abwechselnd Cell Conditioner Nr. 1 und ein Coverslip aufgetragen und
fur mehrere Minuten inkubiert. Am Ende des Ablaufs wurde der Objekttrager auf
37°C erhitzt und gewaschen. Anschlie3end wurde ein Tropfen OptiView PEROX
IHIBITOR (Peroxidase) aufgetragen, inkubiert und mehrmals ausgewaschen und
ein Coverslip aufgetragen. Von Hand wurde nun der verdiinnte Primarantikorper
Anti-FoxG1 aufgetragen und 40 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurde
mehrfach gewaschen, 460ul Waschpuffer zum Volumenausgleich und ein
Coverslip aufgetragen und 4 Minuten inkubiert. Nun wurde ein Tropfen OptiView
HQ Universal Linker (Sekundarantikorper) und ein Coverslip aufgetragen und 8
Minuten inkubiert und anschlieend das Procedere mit abwechselndem
Waschpuffer und Coverslip auftragen und inkubieren mehrmals wiederholt.
Nachdem der Objekttrager gewaschen wurde, wurde ein Tropfen OptiView HPR
Multimer (Tertiarantikbrper) aufgetragen, 8 Minuten inkubiert und anschlieend
wieder mehrfach abwechselnd gewaschen, Waschpuffer und Coverslip
aufgetragen und inkubiert. Zur Farbung wurde ein Tropfen OptiView H202 und
ein Tropfen OptiView DAB (3,3-Diaminobenzidin) und LCS aufgetragen und 8
Minuten lang inkubiert. Auf nochmaliges Waschen folgten das Auftragen von
OptiView Copper und eine 4-minitige Inkubation mit nochmaligem Waschen im
Anschluss. Am Ende wurde eine Gegenfarbung mit einem Tropfen Counterstain
1 und LCS durchgefiihrt und nach 4-minitiger Inkubation mehrmals gewaschen
und ein Coverslip aufgetragen. (Abgespeichert unter Protokoll-Nr. 714 der

Neuropathologie Tubingen)

Farbeprotokoll mit Anti-Olig2:

Das Protokoll fur die immunhistochemische Farbung mit Anti-Olig2 &hnelt dem
Farbeprotokoll fir Anti-FoxG1. Hier wurde mit Cell Conditioner Nr. 2 16 Minuten
vorbehandelt und anschlieBend der verdinnte Primarantikdrper Anti-Olig2
aufgetragen und fir 32 Minuten bei 37°C inkubiert (abgespeichert unter Protokoll-

Nr. 205 der Neuropathologie Tubingen).
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Abbildung 6: Immunhistochemische Farbung mit dem OptiView-Verfahren
(Ventana OptiVlew DAB IHC detection kit); Abbildung aus: (Ventana).

2.5 Lichtmikroskopische Auswertung

Fur die lichtmikroskopische Auswertung wurden die 779 Proben auf den TMA's
und die 29 Flachenschnitte (hauptsachlich H3F3A-mutierte Tumore) unter einem
Olympus VANOX AHBT3 Lichtmikroskop begutachtet. Dabei wurden nur Proben
miteinbezogen, welche mehr als 5% Tumorgewebe enthielten. Es wurden
ausschlie3lich eindeutig mit FoxG1 oder Olig2 gefarbte Zellkerne quantitativ
gewertet, wobei zunéchst die 20x VergréRerung zur groben Ubersicht genutzt
und anschlieRend in 40x VergroRerung ein kleinerer, reprasentativer Ausschnitt
ausgezahlt wurde. Nekrosen, Blutgefalie und extranukleare Anfarbungen wurden
nicht gewertet. Lagen mehrere Proben eines Tumors vor, so wurde aus den
Prozentwerten der jeweilig geféarbten Zellkerne aller Proben eines Patientenfalles
ein Mittelwert gebildet und dieser fur die statistischen Analysen verwendet.

Die in dieser Arbeit abgebildeten Tumore wurden mit dem Mirax Scanner (Zeiss,
Gottingen) digitalisiert und reprasentative Fotoausschnitte als ,jpeg” exportiert.
Diese wurden anschlieend mit dem Programm image Access Enterprise

(Glattbrug, Schweiz) zur Farbkalibrierung bearbeitet.
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2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit Hilfe des Statistik-Programms
JMP 13 (SAS Institute Inc. Cary, New Jersey, USA) durchgefihrt.

Zur Bestimmung von FoxG1- und Olig2-Mittelwerten und Standardabweichungen
wurde eine univariate Varianzanalyse (ANOVA) verwendet. Der paarweise
Vergleich der Mittelwerte wurde mit Hilfe eines student-t Tests durchgefuhrt.
Nichtparametrische multiple Vergleiche wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Tests fur
jedes Paar durchgefhrt.

Mit Hilfe des Vorhersagemodells der rekursiven Partitionierung (CART) wurde
ein Entscheidungsbaum erzeugt, um so die optimalen Cutoffs fur Olig2 und
FoxG1 in Hinblick auf den H3F3A-Mutationsstatus bestimmen zu kdnnen und
diese mit Hilfe einer ROC-Kurve (receiver operating characteristics) auf
Sensitivitat und Spezifitat Gberprifen zu kénnen. Anhand des CART-Cutoffs
wurden die Tumore in FoxG1M" oder FoxG1'®" und Olig2Msh oder Olig2'o”
eingeteilt.

Fur die Uberlebensanalysen wurden FoxG1 und Olig2 anhand der Mittelwerte
und mit Hilfe der rekursiven Partitionierung (CART) ebenfalls dichotomisiert.
AnschlieRend wurden bei FoxG1"9"/FoxG1'°“-Tumoren, Olig2Mdh/QOlig2'ow-
Tumoren, WHO-Grad, IDH-Mutationsstatus, ATRX-Verlust und MGMT-
Methylierungsmuster die parametrische Lebensdaueranpassung und die
Darstellung nach Kaplan-Meier angewandt. Es wurden Mittelwert, das 95%-
Konfidenzintervall und der log-Rank Wert zur Ermittlung des Signifikanzniveaus
bestimmt.

Fur eine multivariate Uberlebensanalyse von WHO-Grad, Alter, ATRX, FoxG1
und Olig2 (in den univariaten Uberlebensanalysen in der parametrischen
Lebensdaueranpassung oder in der Kaplan-Meier Darstellung signifikant) wurde
das semiparametrische Cox-Regressions-Modell verwendet, um den Einfluss der
verschiedenen Faktoren auf das Uberleben zu bestimmen.

Es wurden in jeder Auswertung Mittelwert und Standardabweichung bestimmt.
Alle Auswertungen mit p-Wert <0,05 wurden als signifikant und mit p-Wert

<0,0001 als hochsignifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

Die nachfolgenden Daten wurden in &hnlicher Weise im Artikel ,Low FoxG1 and
high Olig-2 labelling indices define a prognostically favourable subset in isocitrate
dehydrogenase (IDH)-mutant gliomas” publiziert (Schafer et al. 2018). Hierfur
wurde ein fast identisches Patientenkollektiv verwendet und identische Methoden
zur retrospektiven Datenerhebung angewandt. Allerdings wurde die statistische
Auswertung in der Publikation anhand von maschinell, mit Hilfe des Programms
.JmmunoRatio plugin flir ImageJ“, ausgewerteten Expressionsindices
durchgefuhrt. Die in der vorliegenden Studie verwendeten Expressionsindices
wurden dagegen durch manuelle, lichtmikroskopische Auszahlung der Proben
erhoben. (Schafer et al. 2018)

3.1 FoxG1

Ausgewertet wurde fur FoxG1 lediglich eine nukleare Farbung entsprechend der
erwarteten Lokalisation des Proteins FoxG1 (Ariani et al. 2008). Gewertet wurde
hierbei die Anzahl der positiv gefarbten Zellkerne, nicht deren Intensitat. Haufig
zeigte sich zusatzlich eine ausgepragte zytoplasmatische Hintergrundfarbung mit
FoxG1, welche in der Auswertung nicht berlicksichtigt wurde. Das Endothel
zeigte keine Anfarbung durch FoxG1. (s. Abbildung 7)

Die FoxG1-Expression war in 533 Tumorproben auswertbar, was einem Kollektiv
von 355 auswertbaren Patienten entsprach. Im Durchschnitt exprimierten 29,6%
(SD: 27,0) der Tumorzellen nukleéar FoxGL1.
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Abbildung 7: Immunhistochemische Farbung: reprasentative nukledre FoxG1-Expression in den

einzelnen Tumorentitaten (braun); Kern-Gegenfarbung mit Hamalaun (blau).
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3.1.1 FoxG1-Expression in Abhangigkeit der Tumorentitat

In allen oligodendroglialen Tumoren (n=67) kombiniert ergab sich mit
durchschnittlich 20,6% (SD: 22,2) eine signifikant (p=0,0025) geringere nukleare
FoxG1-Expression, als in astrozytdren Tumoren (n=288), welche einen mittleren
Expressionsindex von 31,6% (SD: 27,6) aufwiesen.

Oligodendrogliale Tumore zeigten im Hinblick auf ihre FoxG1-Expression kaum
einen Unterschied zwischen den Tumorgraden (Oligodendrogliome WHO-Grad
I (n=23) MW: 20,7% (SD: 23,8); anaplastischen Oligodendrogliome WHO-Grad
[l (n=44) MW: 20,5% (SD: 21,5)). Astrozytare Tumore hingegen zeigten einen
signifikanten Anstieg des FoxG1-Expressionsindex von diffusen Astrozytomen
WHO-Grad Il (n=38) mit im Mittel 15,4% (SD: 22,5), gefolgt von anaplastischen
Astrozytomen WHO-Grad Il (n=61) mit einer durchschnittlichen FoxG1-
Expression von 21,0% (SD: 23,9) und Glioblastomen WHO-Grad IV (n=189) mit
dem hochsten Expressionsindex von im Durchschnitt 38,3% (SD: 27,4) positiven
Tumorzellen. ( s. Abbildung 7 und Abbildung 8)
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Abbildung 8: FoxG1-Expression in Abhangigkeit der Tumorentitat.
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Im paarweisen Vergleich zwischen den FoxG1-Expressionsindices der einzelnen
Tumorentitdten zeigte sich eine signifikant (p=0,0033 bis 0,0001) bis
hochsignifikant (p<0,0001) héhere FoxG1l-Expression in Glioblastomen WHO-
Grad IV im Vergleich zu allen anderen Entitaten. Zusatzlich zeigten Astrozytome
WHO-Grad Il einen signifikant geringeren FoxG1l-Expressionsindex als
anaplastische Astrozytome (p=0,0399). (s. Tabelle 4)

Tabelle 4: Paarweiser Vergleich: signifikante Unterschiede in der FoxG1-Expression zwischen

den Tumorentitaten (fett gedruckt: signifikant).

Anaplastisches Anaplastisches

FoxG1 Astrozytom Astrozytom Glioblastom Oligodendrogliom Oligodendrogliom
(p-Werte) I i v I It
Astrozytom I 0,0399 <0,0001 0,2703 0,0714
Anaplastisches 0,0399 <0,0001 0,6544 0,9067
Astrozytom Il
Glioblastom IV <0,0001 <0,0001 0,0033 0,0001
Oligodendrogliom I 0,2703 0,6544 0,0033 0,6965
Anaplastisches 0,0714 0,9067 0,0001 0,6965

Oligodendrogliom Il

3.1.2 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des WHO-Grades

Es zeigte sich eine gesteigerte FoxG1-Expression mit zunehmendem WHO-
Grad. WHO-Grad Il Tumore (Astrozytome und Oligodendrogliome kombiniert;
n=61) zeigten dabei einen Expressionsmittelwert von 17,4% (SD: 22,9), wahrend
WHO-Grad Il Tumore (anaplastische Astrozytome und anaplastische
Oligodendrogliome kombiniert; n=105) in durchschnittlich 20,8% (SD: 22,9) der
Tumorzellen und WHO-Grad IV Tumore (Glioblastome; n=189) in
durchschnittlich 38,3% (SD: 27,4) der Zellen FoxG1 exprimierten. (s. Abbildung
9)

Im paarweisen Vergleich der einzelnen WHO-Grade ergab sich eine
hochsignifikant (p<0,0001) héhere FoxG1-Expression in WHO-Grad IV Tumoren
im Vergleich zu WHO-Grad Il und Ill Tumoren. Die Unterschiede zwischen WHO-
Grad Il und Il waren hingegen nicht signifikant (p=0,0636).
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Abbildung 9: FoxG1-Expression in Abhangigkeit des WHO-Grades.

3.1.3 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des Geschlechts

Die Expression von FoxG1 war im Frauenkollektiv (n=136) mit durchschnittlich
28,6% (SD: 26,6) ahnlich hoch wie im Méannerkollektiv (n=219) mit 30,1% (SD:
27,3). Es zeigte sich kein signifikanter Expressionsunterschied (p=0,6134) in den
beiden Gruppen.

3.1.4 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des Alters

Es ergab sich keine signifikante Korrelation (p=0,0937) zwischen FoxG1-
Expression und Patientenalter. Eine Tendenz zu héheren FoxG1-Expressionen

mit steigendem Patientenalter war allerdings erkennbar. (s. Abbildung 10)
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Abbildung 10: FoxG1-Expression in Abhangigkeit des Patientenalters.

3.1.5 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des Primar-/ Rezidiv-
Status

In Primartumoren (n=264) betrug der durchschnittliche FoxG1-Expressionsindex
30,6% (SD: 27,3), Rezidivtumore (n=90) zeigten einen Expressionsindex von
durchschnittlich 26,9% (SD: 26,1). Die Expressionsunterschiede zwischen den

beiden Gruppen waren nicht signifikant (p=0,2638).

3.1.6 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des Primar-/
Sekundarstatus in Glioblastomen
Die FoxGl-Expression in priméren Glioblastomen (n=175) betrug im
Durchschnitt 38,7% (SD:27,2), in sekundaren Glioblastomen (n=11) zeigte sich

ein mittlerer Expressionsindex von 23,4% (SD: 25,7). Es ergaben sich allerdings

keine signifikanten Unterschiede (p=0,0692) zwischen den Gruppen.
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3.1.7 FoxG1-Expression in Abhangigkeit der Lokalisation

Tumore mit Lokalisation in den Stammganglien oder im Thalamus (n=8) zeigten
mit durchschnittlich 17,1% (SD: 25,0) die geringste FoxG1l-Expression im
Vergleich zu allen anderen Tumorlokalisationen. Infratentoriell lokalisierte
Tumore (n=7) zeigten einen mittleren FoxG1-Expressionsindex von 20,3% (SD:
25,4) gefolgt von frontal lokalisierten Tumoren (n=127) mit einem mittleren
FoxG1-Expressionsindex von 25,8% (SD: 27,0). Tumore mit temporaler
Lokalisation (n=110) exprimierten im Mittel in 32,2% (SD: 27,5) der Tumorzellen
FoxG1, parietal lokalisierte Tumore (n=36) in 33,4% (SD: 26,5). Mit einem
Mittelwert von 34,3% (SD: 30,2) wiesen occipital lokalisierte Tumore (n=15) den
zweithdchsten Expressionsindex auf. Multilokulare Tumore (n=41) zeigten mit
durchschnittlich 35,9% (SD:25,2) die hochsten FoxG1-Expressionsindicese. (s.
Abbildung 11)
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Abbildung 11: FoxG1-Expression in Abhangigkeit der Lokalisation.

46



Tumore, die im Thalamus oder den Stammganglien lokalisiert waren zeigten eine
signifikant geringere FoxG1l-Expression als multilokulare (p=0,0254) Tumore.
Ebenso zeigten frontale Tumore eine signifikant geringere FoxG1-Expression im
Vergleich zu temporalen (p=0,0352) und multilokularen (p=0,0069) Tumoren. (s.
Tabelle 5)

Tabelle 5: Paarweiser Vergleich der FoxG1-Expression von verschiedenen Tumorlokalisationen

(fett gedruckt: signifikant).

FoxG1
kali i frontal  infratentoriell multilokular  occipital  parietal temporal Thalamus/
Lokalisation Stammganglien
(p-Werte)
frontal 0,9281 0,0069 0,2612 0,0723 0,0352 0,2807
infratentoriell 0,9281 0,1076 0,3965 0,2284 0,3787 0,4154
multilokular 0,0069 0,1076 0,7810 0,6163 0,2671 0,0254
occipital 0,2612 0,3965 0,7810 0,9258 0,7552 0,0811
parietal 0,0723 0,2284 0,6163 0,9258 0,7298 0,0739
temporal 0,0352 0,3787 0,2671 0,7552 0,7298 0,0645
Thalamus/ 02807 04154 00254 00811 00739  0,0645
Stammganglien

FoxG1l-Expression in Abh&ngigkeit von supra- oder infratentorieller Lage

Infratentorielle Tumore (n=7) wiesen eine mittlere FoxG1-Expression von 20,3%
(SD: 25,4) auf. Supratentorielle Tumore (n=296) zeigten im Durchschnitt einen
Expressionsindex von 29,3% (SD: 27,3). Es ergab sich kein signifikanter

Expressionsunterschied (p=0,3883) zwischen den beiden ZNS-Kompartimenten.

3.1.8 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des IDH-
Mutationsstatus
Die Gruppe der IDH-mutierten Tumore (n=137) zeigte mit durchschnittlich 19,5%
(SD: 20,7) eine hochsignifikant (p<0,0001) geringere FoxG1-Expression, als die

Gruppe der nicht-IDH-mutierten Tumore (n=197) mit durchschnittlich 35,0% (SD:
29,0). (s. Abbildung 12)
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Abbildung 12: FoxG1-Expression in IDH-mutierten (1) und nicht-

mutierten (0) Tumoren.

3.1.9 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des ATRX-Status

Tumore mit ATRX-Verlust (n=83) wiesen mit durchschnittlich 20,2% (SD: 23,1)
eine hochsignifikant (p<0,0001) geringere FoxG1-Expression auf, als Tumore
ohne ATRX-Verlust (n=245), welche einen mittleren FoxG1-Expressionsindex
von 33,4% (SD: 27,3) zeigten. (s. Abbildung 13)
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Abbildung 13: FoxG1-Expression in Abhangigkeit des ATRX-
Verlustes (0) und erhaltener ATRX-Expression (1).
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3.1.10 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des MGMT-

Promotormethylierungsstatus

Im Mittel exprimierten Tumore mit hypermethyliertem MGMT-Promotor (n=75) in
33,0% (SD: 28,0) der Tumorzellen FoxGl. Tumore ohne MGMT-
Promotorhypermethylierung (n=85) zeigten eine FoxG1l-Expression in
durchschnittlich 37,4% (SD: 30,0) der Tumorzellen. Es ergab sich somit keine
Korrelation  (p=0,3447) zwischen  FoxGl-Expression und MGMT-

Promotormethylierungsstatus.

3.1.11 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des 1p/19g-

Kodeletionsstatus

In Tumoren mit 1p/19g-Kodeletion (n=26) zeigte sich eine mittlere FoxG1-
Expression von 18,2% (SD: 22,3). In Tumoren ohne 1p/19g-Kodeletion (n=17)
betrug der Expressionsindex durchschnittlich 17,2% (SD: 26,7). Die
Expressionsunterschiede waren nicht signifikant (p=0,8953).

3.1.12 FoxG1-Expression Uberblick

Zusammenfassend zeigten die Resultate eine steigende FoxG1-Expression mit
dem WHO-Grad (Grad IV Tumore signifikant hohere Expressionsindices als
WHO-Grad Il und Ill) und es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen
geringen FoxGl-Expressionsindices und den prognostisch gunstigen IDH-
mutierten Tumoren, sowie Tumoren mit ATRX-Verlust.

Keinen Einfluss auf die FoxGl-Expression zeigten Geschlecht, MGMT-
Promotormethylierungsstatus und 1p/19qg-Deletionsstatus. Keine Unterschiede
in der FoxG1-Expression zeigten sich zudem zwischen Primartumoren und

Rezidiven und priméren und sekundaren Glioblastomen.
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3.2 Olig2
Anzahl der positiv gefarbten Zellkerne gewertet. Endothel und Zytoplasma

zeigten keine Olig2-Féarbung. (s. Abbildung 14) In 361 Patientenfallen (557

Tumorproben) konnte die Olig2-Expression untersucht werden. Im gesamten
Tumorkollektiv exprimierten durchschnittlich 25,1% (SD: 24,4) der Tumorzellen

Olig2 zeigte ebenfalls eine nukleare Farbung in den Tumorzellen. Es wurde die
Olig2.

Oligodendrogliom Anaplastisches Oligodendrogliom
WHO-Grad Il WHO-Grad llI

ST T

Oligodendrogliome

Astrozytome

. %...e.,e lw ‘..fl.n
SN A it e .J..,A‘s.nw.\‘mb\‘-%”-uwnnos.ﬂ.’ﬁn‘hﬁ
11 PBIO-OHM Al PEIS-OHM

wo zossy wokzousy sayosiise|deuy wojse|qol|o

® .. . ¢

Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung: représentative nukledre FoxG1-Expression in
50

den einzelnen Tumorentitaten (braun); Kern-Gegenfarbung mit Hamalaun (blau).



3.2.1 Olig2-Expression im Vergleich der einzelnen Entitaten

Oligodendrogliale Tumore (n=72) zeigten mit 41,0% (SD: 27,8) eine
hochsignifikant (p<0,0001) hdhere Olig2-Expression als astrozytdare Tumore
(n=356) mit 20,7% (SD: 23,2).

Glioblastome WHO-Grad IV (n=179, MW: 19,0%, SD: 21,3) zeigten die geringste
Anzahl an Olig2-exprimierenden Tumorzellen, gefolgt von anaplastischen
Astrozytomen WHO-Grad Il (n=53, MW: 20,0%, SD: 21,7). Astrozytomen WHO-
Grad Il (n=46) wiesen einen mittleren Olig2-Expressionsindex von 27,4% (SD:
24,6) auf. Mit durchschnittlich 39,2% (SD: 26,8) exprimierten in anaplastische
Oligodendrogliomen WHO-Grad 1ll (n=53) bereits deutlich mehr Tumorzellen
Olig2. Den hochsten Expressionsindex zeigten Oligodendrogliome WHO-Grad Il
(n=30) mit durchschnittlich 42,7% (SD: 24,1). (s. Abbildung 14 und Abbildung 15)
Oligodendrogliome WHO-Grad Il und anaplastische Oligodendrogliome WHO-
Grad Il zeigten damit eine signifikant bis hochsignifikant (p=0,0410 bis <0,0001)
hohere Olig2-Expression als alle astrozytaren Tumorentitdten. Zudem zeigten
Glioblastome WHO-Grad IV einen signifikant (p=0,0136) geringere Olig2-
Expression als Astrozytome WHO-Grad Il. (s. Tabelle 6)
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Abbildung 15: Olig2-Expression in Abhangigkeit der Tumorentitat.
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Tabelle 6: Paarweiser Vergleich: signifikante Unterschiede in der Olig2-Expression zwischen den

Tumorentitaten (fett gedruckt: signifikant).

: Anaplastisches . . . Anaplastisches
O||gZ Astrolzlytom Astrozytom Gllobllsstom Ollgoderl1ldrog||0m Oligodendrogliom
(p-Werte) Il 1]
Astrozytom Il 0,0941 0,0136 0,0089 0,0410
Anaplastisches 0,0941 0,5714 0,0002 0,0005
Astrozytom I
Glioblastom IV 0,0136 0,5714 <0,0001 <0,0001
Oligodendrogliom Il 0,0089 0,0002 <0,0001 0,5373
Anaplastisches
Oligodendrogliom Il1 0,0410 0,0005 <0,0001 0,5373

3.2.2 Olig2-Expression in Abhangigkeit des WHO-Grades

Im Vergleich der Olig2-Expression in Bezug auf die einzelnen WHO-Grade zeigte
sich eine abfallende Olig2-Expression mit steigendem WHO-Grad.

WHO-Grad Il Tumore (Astrozytome, Oligodendrogliome; n=76) wiesen mit einem
mittleren  Olig2-Expressionsindex von 33,4% (SD: 25,4) die hoéchsten
Expressionswerte auf. WHO-Grad Il Tumore (anaplastische Astrozytome,
anaplastische Oligodendrogliome; n=106) zeigten eine geringere Olig2-
Expression von im Mittel 29,6% (SD: 26,1) und WHO-Grad IV Tumore
(Glioblastome; n=179) zeigten mit durchschnittlich 19,0% (SD: 21,3) die

geringsten Expressionswerte. (s. Abbildung 16)

Im paarweisen Vergleich der einzelnen WHO-Grade zeigte sich bei WHO-Grad
IV Tumoren eine hochsignifikant (p<0,0001) geringere Expression von Olig2
gegeniber WHO-Grad Il und eine signifikant (p=0,0009) geringere Expression
gegeniber WHO-Grad Il Tumoren. Zwischen WHO-Grad Il und 11l ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede (p=0,2432).
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Abbildung 16: Olig2- Expression in Abhéangigkeit des WHO-Grades.

3.2.3 Olig2-Expression in Abhangigkeit des Geschlechts

In beiden Geschlechtern zeigte sich eine &hnliche Olig2-Expression. Im
Frauenkollektiv (n=139) betrug der Expressionsindex durchschnittlich 25,3%
(SD: 22,8), im Mannerkollektiv (n=222) betrug er im Mittel 25,1% (SD: 25,4). Die
Unterschiede in der Olig2-Expression zwischen den beiden Gruppen waren nicht
signifikant (p=0,9445).

3.2.4 Olig2-Expression in Abhangigkeit des Alters

Es zeigte sich kein signifikanter Olig2-Expressionsunterschied (p=0,1310) in den
verschiedenen Altersgruppen. Eine Tendenz zu geringeren Expressionsindices

mit steigendem Alter liel3 sich allerdings ablesen. (s. Abbildung 17)
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Abbildung 17: Olig2-Expression in Abhangigkeit des Patientenalters.

3.2.5 Olig2-Expression in Abhangigkeit des Primar-/ Rezidiv-
Status
Primartumore (n=266) zeigten eine Olig2-Expression von durchschnittlich 24,5%

(SD: 24,1), Rezidivtumore (n=94) von 26,6% (SD: 25,5). Es ergab sich kein

signifikanter Expressionsunterschied (p=0,4733) zwischen den beiden Gruppen.

3.2.6 Olig2-Expression in Abhangigkeit des Primar-/
Sekundarstatus in Glioblastomen
Die Gruppe der primaren Glioblastome (n=164) zeigte eine mittlere Olig2-
Expression von 18,7% (SD: 20,9), die der sekundéaren Glioblastome (n=12) eine

Expression von durchschnittlich 21,5% (SD: 21,8). Die beiden Gruppen zeigten

keine signifikanten Expressionsunterschiede (p=0,6509).
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3.2.7 Olig2-Expression in Abhangigkeit der Lokalisation

Occipital lokalisierte Tumore (n=18) zeigten die geringste Olig2-Expression mit
durchschnittlich 15,8% (SD: 20,7). Parietale Tumore (n=31) zeigten mit
durchschnittlich 16,6% (SD: 20,4) eine gering hthere Expression. Temporal
lokalisierte Tumore (n=116) exprimierten im Mittel in 21,4% (SD: 22,9) der
Tumorzellen Olig2. Die mittlere Olig2-Expression multilokularer Tumore (n=29)
betrug 26,9% (SD: 23,9), die der frontalen Tumore (n=136) 29,6% (SD: 23,6).
Tumore im Thalamus oder den Stammganglien (n=9) zeigten einen
Expressionsindex von durchschnittlich 32,2% (SD: 39,3). Die hochste Olig2-
Expression wiesen infratentorielle Tumore (n=8) mit im Mittel 50,5% (SD: 39,5)
auf. (s. Abbildung 18)

Olig2-Index

Lokalisation

Abbildung 18: Olig2-Expression in Abhangigkeit der Lokalisation.

Frontale Tumore zeigten eine signifikant hthere Olig2-Expression als occipitale
(p=0,0068), parietale (p=0,0044) oder temporale (p=0,0026) Tumore. Auch

infratentorielle Tumore exprimierten signifikant mehr Olig2 als occipitale
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(p=0,0205), parietale (p=0,0115) oder temporale (p=0,0431) Tumore.
Multilokulare Tumore exprimierten ebenfalls signifikant (p=0,0373) mehr Olig2 als

parietale Tumore. (s. Tabelle 7)

Tabelle 7: Paarweiser Vergleich der Olig2-Expression von verschiedenen Tumorlokalisationen

(fett gedruckt: signifikant).

Olig2
kali i frontal  Infratentoriell multilokular  occipital  parietal Temporal Thalamus/
Lokalisation Stammganglien
(p-Werte)
frontal 0,1288 0,5414 0,0068 0,0044 0,0026 0,7428
infratentoriell 0,1288 0,1897 0,0205 0,0115 0,0431 0,1616
multilokular 0,5414 0,1897 0,0522 0,0373 0,1765 0,6674
occipital 0,0068 0,0205 0,0522 0,1765 0,1319 0,2341
parietal 0,0044 0,0115 0,0373 0,4857 0,1570 0,6603
temporal 0,0026 0,0431 0,1765 0,1319 0,1570 0,9504
Thalamus/ 07428  0,1616 06674 02341 06603 0,504
Stammganglien

Olig2-Expression in Abhangigkeit von supra- oder infratentorieller Lage

Infratentoriell lokalisierte Tumore (n=8) zeigten mit durchschnittlich 50,5% (SD:
39,5) eine signifikant (p=0,0031) hohere Olig2-Expression, als supratentorielle
Tumore (n=310) mit einem Expressionsindex von im Mittel 24,5% (SD: 23,9). (s.
Abbildung 19)
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Abbildung 19: Olig2-Expression in Abhangigkeit der Lokalisation

(supra- oder infratentoriell).
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3.2.8 Olig2-Expression in Abhangigkeit des IDH-
Mutationsstatus
IDH-mutierte  Tumore (n=160) zeigten mit einem Expressionsindex von
durchschnittlich 33,8% (SD: 23,9) hochsignifikant (p<0,0001) mehr Olig2 positive

Zellkerne als nicht-IDH-mutierte Tumore (n=179) mit einem Expressionsindex
von durchschnittlich 19,4% (SD: 23,5). (s. Abbildung 20)

100

Olig2-Index

IDHmut

Abbildung 20: Olig2-Expression in IDH-mutierten (1) und nicht-mutierten (0)

Tumoren.

3.2.9 Olig2-Expression in Abhangigkeit des ATRX-Status

Die Olig2-Expression betrug im Durchschnitt 22,4% (SD: 19,6) in Tumoren mit
ATRX-Verlust (n=86). Tumore ohne ATRX-Verlust (n=253) zeigten einen
Expressionsindex von durchschnittlich 26,8% (SD: 26,1). Es zeigte sich keine
signifikante Korrelation (p=0,1520) zwischen Olig2-Expression und ATRX-

Status.
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3.2.10 Olig2-Expression in Abhangigkeit des MGMT-

Promotormethylierungsstatus

Tumore mit MGMT-Promotorhypermethylierung (n=72) exprimierten in
durchschnittlich 27,1% (SD: 23,9) der Tumorzellen Olig2. Tumore ohne MGMT-
Promotorhypermethylierung (n=85) zeigten eine mittlere Olig2-Expression von
22,2% (SD: 23,8). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0,2016)
zwischen den beiden Gruppen.

3.2.11 Olig2-Expression in Abhangigkeit des 1p/199g-

Kodeletionsstatus

Im Mittel exprimierten Tumore mit LOH 1p/19g (n=27) in durchschnittlich 43,3%
(SD: 25,1) der Tumorzellen Olig2, Tumore ohne LOH (n=19) in 38,1% (SD: 26,2)
der Zellen. Es ergab sich kein signifikanter Zusammenhang (p=0,4995) zwischen

Olig2-Expression und dem 1p/199g-Kodeletionsstatus.

3.2.12 Olig2-Expression Uberblick

Es zeigte sich eine fallende Olig2-Expression mit steigendem WHO-Grad (WHO-
Grad IV signifikant geringere Expression als WHO-Grade Il und I1ll), wobei
oligodendrogliale Tumore eine signifikant hohere Olig2-Expression aufwiesen als
astrozytare Tumore. IDH-Mutationen waren mit hohen Olig2-Mittelwerten
assoziiert, wahrend ATRX-Verlust, MGMT-Promotormethylierungsstatus und
1p/19g-Deletion keinen Einfluss auf den Olig2-Expressionsindex zeigten.

Infratentorielle Tumore exprimierten signifikant hoher Olig2 als supratentorielle
Tumore. Kein Zusammenhang bestand zwischen Olig2-Expression und
Geschlecht, Alter, Primar- und Rezidivstatus und priméaren und sekundéren

Glioblastomen.
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3.3 Korrelation von FoxG1 und Olig2

In 411 Patientenfallen (645 Tumorproben) lagen beide Resultate fir FoxG1 und
Olig2 vor. Es zeigte sich eine signifikante negative Korrelation (p=0,0149)
zwischen Olig2- und FoxG1-Expression. Eine hohe Olig2-Expression ging mit
niedriger FoxG1-Expression einher und umgekehrt. (s. Abbildung 21

Abbildung 21)
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Abbildung 21: Korrelation von Olig2- und FoxG1-Mittelwerten.

3.4 H3F3A-mutierte Tumore

3.4.1 FoxG1-Expression in Abhangigkeit des H3F3A-

Mutationsstatus

Tumore mit immunhistochemisch nachgewiesener K27M-Mutation (bei n=13
auswertbar) zeigten im Mittel eine FoxG1l-Expression von 19,6% (SD: 25,7);
Tumore ohne immunhistochemisch nachweisbare H3F3A-K27M Mutation
(n=272) von 29,1% (SD: 26,9). Es ergaben sich keine signifikanten (p=0,2164)
Expressionsunterschiede in der Gruppe der nicht K27M-mutierten (Wildtyp- und
G34R-mutierten) Tumore im Vergleich zur Gruppe der K27M-mutierten Tumore.
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Unter den fir H3F3A sequenzierten Tumoren zeigte sich bei Wildtyp-Tumoren
(n=164) eine FoxG1-Expression von durchschnittlich 30,7% (SD: 27,7), bei
K27M-mutierten Tumoren (n=12) von 20,0% (SD: 26,8) und bei G34R-mutierten
Tumoren (n=9) von 33,3% (SD: 36,9). Eine signifikante Korrelation zwischen
H3F3A-Mutation und FoxG1l-Expression konnten nicht nachgewiesen werden
(Paarweise Korrelationen: WT/K27M: p=0,1475; WT/G34R: p=0,8507,;
K27M/G34R: p=0,2387).

3.4.2 Olig2-Expression in Abhangigkeit des H3F3A-

Mutationsstatus

Immunhistochemisch positive K27M-mutierte Tumore (n=15) zeigten einen
Olig2-Expressionsindex von im Mittel 39,3% (SD: 40,2). Tumore mit negativer
K27M-Expression (n=270) wiesen eine Olig2-Expression von durchschnittlich
24, 7% (SD: 23,7) auf. Es zeigte sich eine signifikant hohere Olig2-Expression in
K27M-positiven Tumoren im Gegensatz zu K27M-negativen Tumoren
(p=0,0273).

Im Kollektiv der H3F3A sequenzierten Tumore zeigten K27M-mutierte Tumore
(n=14) eine durchschnittliche Olig2-Expression von 40,6% (SD: 41,3). G34R-
mutierte Tumore (n=9) exprimierten in 1,1% (SD: 1,1) der Tumorzellen Olig2.
K27M-mutierte Tumore zeigten eine Uberschneidung der Mittelwerte mit
Mittelwerten von Wildtyp-Tumoren (n=158), welche eine durchschnittliche Olig2-
Expression von 29,2% (SD: 24,5) aufwiesen.

Es ergab sich eine signifikant geringere Olig2-Expression in G34R-mutierten
Tumoren im Gegensatz zu K27M-mutierten und H3F3A Wildtyp-Tumoren
(Paarweise Korrelationen: G34R/WT: p<0,0001; G34R/K27M: p=0,0005). K27M-
mutierte Tumore und Wildtyp-Tumore zeigten keine signifikanten Unterschiede
in ihrer Olig2-Expression (p=0,5885), es liel’ sich allerdings eine Tendenz zu
einer hoheren Olig2-Expression bei K27M-mutierten Tumoren feststellen. (s.
Abbildung 22)
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Abbildung 22: Olig2-Expression in Abhangigkeit des H3F3A-Mutations-

Status (sequenziert).

3.4.3 ROC-Analysen

Mit Hilfe der rekursiven Partitionierungsanalyse errechnete sich aus dem
vorhandenen Datensatz von 205 Patientenfallen ein Cutoff von 19% FoxG1-
positiver Zellkerne, um zwischen H3F3A K27M-mutierten und Wildtyp-Tumoren
zu differenzieren und ein Cutoff von 75% um zwischen H3F3A G34R-mutierten
und Wildtyp-Tumoren zu differenzieren. Beide zeigten allerdings in der Receiver-
Operating-Characteristic-Kurve  (Grenzwertoptimierungskurve) nur  eine
moderate Sensitivitat und Spezifitat (AUC K27M/WT: 0,6459, AUC G34R/WT:
0,6252) fur die ermittelten Cutoff-Werte.

Fur Olig2 ergab sich ein Cutoff von 80% Olig2-positiver Zellkerne zur
Differenzierung zwischen H3F3A K27M-mutierten und Wildtyp-Tumoren (AUC
K27M/WT: 0,6501). Fur die Differenzierung zwischen H3F3A G34R-mutierten
und Wildtyp-Tumoren wurde ein Cutoff von 5% ermittelt (AUC: 0,9199). Hier
zeigte sich eine hohe Sensitivitat und Spezifitat zur Detektion von G34R-
Mutationen (AUC 0,9133). (s. Abbildung 23)
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Abbildung 23: ROC-Kurven fur FoxG1 (A) und Olig2 (B) nach H3F3A-Mutationsstatus. Spezifitat
und Sensitivitdt von FoxG1l und Olig2 zur Detektion von G34R-mutierten (C+D) und K27M-
mutierten Tumoren (E+F). modifiziert nach (Schéafer et al. 2018)
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3.4.4 FoxG1- Und Olig2-Expression in H3F3A-mutierten

Tumoren im Uberblick

Sequenzierte H3F3A K27M-mutierte Tumore exprimierten durchschnittlich in
20,0% der Tumorzellen FoxG1l und in 40,6% Olig2 und zeigten somit ein
FoxG1'°¥/Olig2Mdh-Expressionsprofil, wahrend G34R-mutierte Tumore mit einer
durchschnittlichen FoxG1-Expression von 33,3% und einer Olig2-Expression von
1,1% ein FoxG1"9"/Olig2'°¥-Profil aufwiesen. Lediglich G34R-mutierte Tumore
zeigten einen signifikanten Expressionsunterschied zwischen H3F3A-mutierten
und Wildtyp-Tumoren. G34R-mutierte Tumore wiesen dabei eine signifikant
geringere Olig2-Expression als K27M-mutierte und Wildtyp-Tumore auf
(G34R/WT: p<0,0001; G34R/K27M: p=0,0005). Immunhistochemisch bestimmte
K27M-mutierte Tumore zeigten zwar eine signifikant héhere Olig2-Expression als
nicht-K27M-mutierte Tumore (WT+G34R), allerdings war der Unterschied in den
sequenzierten Tumoren zwischen K27M-mutierten Tumoren und Wildtyp-
Tumoren nicht mehr signifikant. Die FoxG1-Expression zeigte keine signifikanten
Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen. In den ROC-Analysen zeigten
sich 19% FoxG1- und 80% Olig2-positive Zellkerne als die optimalsten Cutoffs
zur Detektion von K27M-mutierten Tumoren und 75% FoxG1- und 5% Olig2-
positive Zellkerne als Cutoffs zur Detektion von G34R-mutierten Tumoren. Eine
hohe Sensitivitat und Spezifitdt zeigte sich lediglich in den ROC-Kurven der

Olig2-Expression in G34R-mutierten Tumoren.
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3.5 Molekulare Subgruppen

Die Tumore wurden fur die nachfolgenden Analysen in klinisch und pathologisch

relevante Subgruppen unterteilt. Hierzu wurden folgende Gruppen gebildet:

- IDHmMut+LOH: IDH-mutiert und 1p/19g-Kodeletion vorhanden, Tumore
entsprechen den prognostisch guinstigen Oligodendrogliomen

- IDHmut+ATRXloss: IDH-mutiert und ATRX-Verlust, Tumore entsprechen
einem astrozytaren Tumortyp

- IDHwt: IDH-Wildtyp mit insgesamt schlechterer Prognose als IDH-mutierte
Tumore (Louis et al. 2016)

- H3F3A K27M: H3F3A K27M-mutierte Tumore

- H3F3A G34R: H3F3A G34R-mutierte Tumore

Diese molekularen Subgruppen wurden auf das Expressionsverhalten von
FoxG1 und Olig2 analysiert.

3.5.1 FoxG1-Expression in Abhangigkeit von molekularen

Untergruppen

Die Tumore aus den Gruppen IDHmut+ATRXloss (n=58, MW: 17,8%, SD: 20,1),
IDHmut+LOH (n=26, MW: 18,2%, SD: 22,3) und H3F3A K27M (n=13, MW:
19,6%, SD: 25,7) zeigten &hnliche FoxG1-Expressionsindices. Die Tumore aus
den Gruppen IDHwt (n=175, MW: 36,2%, SD: 28,6) und H3F3A G34R (n=9, MW:
33,3%, SD: 36,9) zeigten eine deutlich héhere FoxG1-Expression, welche sich
nicht signifikant voneinander unterschied (p=0,8800). (s. Abbildung 24)
Signifikante Unterschiede zeigten sich lediglich in der Gruppe der IDHwt-Tumore
im Vergleich zu den Gruppen IDHmut+ATRXloss (p=0,0001) und IDHmut+LOH
(p=0,0043) (s. Tabelle 8).
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Abbildung 24: FoxG1-Expression in Abhangigkeit der molekularen Subgruppe.

Tabelle 8: Paarweiser Vergleich der FoxG1-Expression in den molekularen Subgruppen (fett

gedruckt: signifikant).

Z)iﬁlﬁ; Py S IDHmUt+ATRXloss  IDHMUt+LOH IDHwt
H3F3A G34R 0,2681 0,2630 0,2896 0,8800
H3F3A K27M 0,2681 0,7875 0,9762 0,0535

IDHmut+ATRXloss | 0,2630 0,7875 0,7967 0,0001
IDHMUt+LOH 0,2896 0,9762 0,7967 0,0043
IDHwWt 0,8800 0,0535 0,0001 0,0043

3.5.2 Olig2-Expression in Abhangigkeit von molekularen
Untergruppen

Die geringste Olig2-Expression zeigte sich in der Gruppe H3F3A G34R (n=9;
MW: 1,1%; SD: 1,1). IDHwt (n=155; MW: 155%; SD. 20,8) und
IDHmut+ATRXloss (n=63; MW: 27,2%; SD: 19,3) zeigten bereits eine deutlich
hohere Olig2-Expression. H3F3A K27M (n=15; MW: 39,3%; SD: 40,2) und
IDHmMut+LOH (n=27; MW. 43,3%; SD: 25,1) wiesen nochmals erheblich héhere
Olig2-Expressionsindices auf. (s. Abbildung 25)
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Abbildung 25: Olig2-Expression in Abhangigkeit der molekularen Subgruppe.

In der Gruppe der H3F3A G34R-mutierten Tumore konnte eine signifikante bis
hochsignifikante geringere Olig2-Expression als in allen anderen Gruppen
(H3F3A K27M (p=0,0004), IDHmMut+LOH (p=0,0001), IDHwt (p=0,0002) und
IDHmMut+ATRXloss (p<0,0001)) nachgewiesen werden. Die Gruppe der IDHwt
Tumore zeigte zudem eine hochsignifikant (p<0,0001) geringere Olig2-
Expression als die Gruppen IDHmut+LOH und IDHmut+ATRXloss. Die Gruppe
IDHmut+ATRXloss wies einen signifikant (p=0,0026) niedrigeren Olig2-
Expressionsindex als die Gruppe IDHmut+LOH auf. Die Gruppe der H3F3A
K27M-mutierten Tumore Uberlappte mit den beiden IDH-mutierten Gruppen
(IDHmut+LOH (p=0,5899), IDHmMut+ATRXloss (p=0,9696)) und der IDHwt
Gruppe (p=0,1409). (s. Tabelle 9)

Tabelle 9: Paarweiser Vergleich der Olig2-Expression in den molekularen Subgruppen (fett

gedruckt: signifikant).

Ol |g2 H3F3A H3F3A
IDHmMut+ATRXloss IDHmut+LOH IDHwt
H3F3A G34R 0,0004 <0,0001 0,0001 0,0002
H3F3A K27M 0,0004 0,9696 0,5899 0,1409
IDHmut+ATRXloss <0,0001 0,9696 0,0026 <0,0001
IDHmut+LOH 0,0001 0,5899 0,0026 <0,0001
IDHwt 0,0002 0,1409 <0,0001 <0,0001
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3.6 Uberlebensanalysen

3.6.1 Reprasentativitat des Patientenkollektivs

Zunachst wurden die Repréasentativitat der in der Literatur bereits bekannten und
etablierten prognostischen klinischen und molekularen Marker im verwendeten
Patientenkollektiv Uberprift. Insgesamt lagen fur 296 Falle mit erhobenem
FoxG1-Status die Uberlebensdaten und fur 300 Falle mit erhobenem Olig2-

Status die Uberlebensdaten vor.

In der parametrischen Uberlebensanalyse zeigte sich ein hochsignifikant
(p<0,0001) schlechteres Uberleben mit zunehmendem WHO-Grad. Mit héherem
Alter sank die Uberlebenszeit im Patientenkollektiv hochsignifikant (p<0,0001)
ab. Das Geschlecht hatte keine Auswirkung auf das Uberleben (p=0,9612). IDH-
mutierte Tumore zeigten im Patientenkollektiv ein hochsignifikant (p<0,0001)
langeres Uberleben im Vergleich zu Wildtyp-Tumoren, ebenso Tumore mit
ATRX-Verlust im Gegensatz zu Tumoren ohne ATRX-Verlust (p<0,0001). Im
verwendeten Patientenkollektiv zeigte sich in Tumoren mit hypermethyliertem
MGMT-Promotor kein signifikant verbessertes Uberleben (p=0,8997). Somit
zeigte sich das Patientenkollektiv im Hinblick auf das Uberleben mit Ausnahme
des MGMT-Promotormethylierungsstatus als reprasentativ (Louis et al. 2016,
Chaurasia et al. 2016, Stupp et al. 2009).

3.6.2 Uberlebensanalyse FoxG1
3.6.2.1 Parametrische Uberlebensanalyse

In der parametrischen Uberlebensanalyse der FoxG1-Mittelwerte aller Tumore
mit verfigbaren Uberlebensdaten (n=296) zeigte sich keine signifikante
(p=0,0521) Auswirkung der FoxG1-Expression auf das Uberleben der Patienten.
Es lieR sich allerdings eine Tendenz zu langerem Uberleben mit fallender FoxG1-

Expression erkennen. (s. Abbildung 26)
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Abbildung 26: Parametrische Lebensdaueranpassung: Uberleben in
Abhangigkeit der FoxG1-Expression.

3.6.2.2 Uberlebensanalyse (Survival) nach Kaplan-Meier

Fur die Kaplan-Meier-Analysen wurden die FoxG1l-Expressionsindices einmal
anhand des Mittelwertes (MW: 29,6%, n=283) und einmal anhand eines mit Hilfe
der Classification and Regression Tree (CART) Analyse ermittelten Cutoffs
(CART: 33%, n=280) in FoxG1'°¥ (unterhalb des Cutoffs) und FoxG1Md" (oberhalb
des Cutoffs) exprimierende Tumore gruppiert.

Wie in der parametrischen Uberlebensanalyse bereits angedeutet, zeigte sich
hier, dass FoxG1'“-Tumore (MW-Cutoff: medianes Uberleben 1077 Tagen,
95%-Konfidenzinterwall: 779-1123 Tage; CART-Cutoff: medianes Uberleben 984
Tage, 95%-Konfidenzinterwall: 718-1210 Tage) mit signifikant (MW: p=0,0031,
CART: p=0,0022) besserem Uberleben assoziiert als FoxG1"9"-Tumore (MW-
Cutoff: medianes Uberleben 543 Tage, 95%-Konfidenzinterwall: 400-636 Tage;
CART-Cutoff: medianes Uberleben 543, 95%-Konfidenzinterwall: 388-687
Tage). (s. Abbildung 27)
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Kurve; 1: Uberleben in Abhangigkeit der FoxG1-Expression uber-
oder unterhalb des FoxG1-Expressionsmittelwertes (29,5%). 2: Uberleben in Abhéngigkeit der
FoxG1l-Expression (Uber- oder unterhalb des optimalen CART-Cutoffs (33%). Rot:

Uberlebenskurve FoxG1'*¥, Blau: Uberlebenskurve FoxG1high,

3.6.3 Uberlebensanalyse Olig2

3.6.3.1 Parametrische Uberlebensanalyse

In n=300 Patientenfallen mit erhebbarem Olig2-Status waren Uberlebensdaten
vorhanden. Es zeigte sich keine signifikante (p=0,3296) Korrelation zwischen den
Olig2-Expressionsmittelwerten und dem Uberleben des Patientenkollektivs. (s.
Abbildung 28)
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Abbildung 28: Parametrische Lebensdaueranpassung: Uberleben

in Abhangigkeit der Olig2-Expression.
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3.6.3.2 Uberlebensanalyse (Survival) nach Kaplan-Meier

Auch hier wurden die Olig2-Expressionsindices anhand des Mittelwertes (MW:
25,1%, n=279) und des CART-Cutoffs (CART: 10%, n=286) in Olig2'°¥ und
Olig2hia" exprimierende Tumore gruppiert. In der Uberlebensanalyse nach
Kaplan-Meier zeigten Olig2'°*-Tumore getrennt nach Mittelwert (mittleres
Uberleben 636 Tage, 95%-Konfidenzinterwall: 507-842 Tage) und getrennt nach
CART-Cutoff (mittleres Uberleben 549 Tage, 95%-Konfidenzinterwall: 427-804
Tage) eine kirzere Lebenserwartung als Olig2"9"-Tumore (MW-Cutoff: mittleres
Uberleben 1082 Tage (95%-Konfidenzinterwall: 714-1411 Tage; CART-Cutoff:
mittleres Uberleben 1075 Tage, 95%-Konfidenzinterwall: 714-1258 Tage).

Im Log-Rang Test ergaben sich bei der Trennung nach dem Mittelwert keine
signifikanten (p=0,3094) Unterschiede zwischen dem Uberleben der beiden
Gruppen. Bei der Trennung von Olig2'®¥ und Olig2hsh nach dem mit Hilfe der
rekursiven Partitionierung optimal ermittelten CART-Cutoff ergab sich allerdings
eine signifikant (p=0,0485) langere Lebenserwartung fir Olig2"9"-Tumore. (s.
Abbildung 29)
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Abbildung 29: Kaplan-Meier-Kurve; 1: Uberleben in Abhangigkeit der Olig2-Expression tiber- oder
unterhalb des Olig2-Expressionsmittelwertes (25,1%). 2: Uberleben in Abhangigkeit der Olig2-
Expression (ber- oder unterhalb des optimalen CART-Cutoffs (10%). Rot: Uberlebenskurve

Olig2'ov, Blau: Uberlebenskurve Olig2hish,

70



3.6.4 Multivariate Uberlebensanalyse

In die multivariate Uberlebensanalyse wurden alle in der univariaten Analyse
erhobenen signifikanten Parameter (parametrische Uberlebensanalyse oder
Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meyer) eingeschlossen. Hierbei zeigten WHO-
Grad (p=0,0001), Alter (p=0,0120) und der ATRX-Status (p<0,0001) weiterhin
einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben. Der IDH-Mutationsstatus
(p=0,2192) und der FoxG1- (p=0,4328) und Olig2-Expressionsstatus (p=0,2936)
zeigten jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben des
Patientenkollektives mehr.

71



4 Diskussion

4.1 FoxG1 und Olig2 als prognostische und

diagnostische Marker

Molekulargenetische Subgruppierungen von Ubergeordneten Tumorklassen
ricken auf Grund ihrer prognostischen und therapeutischen Relevanz immer
mehr ins Zentrum der Forschung, da die genetische Heterogenitéat von Gliomen
Therapieversagen und Tumorrezidive begunstigt (Ellis et al. 2015). Vor allem
Tumorgruppen wie die prognostisch ungunstigen Glioblastome profitieren von
einer Subklassifizierung und eventuell hieraus resultierenden individuellen
Therapieansatzen (Galanis et al. 2011).

In der vorliegenden Studie wurden die molekularen Marker FoxG1 und Olig2 auf
ihr prognostisches Potential und ihre pradiktive Bedeutung in Hinblick auf H3F3A
K27M- und G34R-Mutationen untersucht, welche zwei von sechs international
anerkannten Glioblastom-Subgruppen bilden (Sturm et al. 2012). Zudem wurde
die Korrelation der beiden Marker mit wichtigen Parametern, wie zum Beispiel
Alter, WHO-Grad, Lokalisation, Rezidiv-Status, IDH-Mutationsstatus, LOH,
MGMT-Promotormethylierungsstatus und Uberleben gepriift. Wahrend Olig2
bereits relativ gut erforscht ist, sind die Daten zu FoxG1l in Gliomen bisher
limitiert. In vergangenen Studien wurden die Olig2- und FoxG1-Analysen nach
vorhandenem Kenntnisstand zudem nur an Tumor-Kollektiven mit Einteilung
nach alter WHO-Klassifikation oder an Kollektiven, welche ausschliefilich
padiatrische Gliome mit H3F3A-Mutationen enthielten, durchgefihrt (Sturm et al.
2012). Es wurden bislang auch keine Olig2- und FoxG1-Farbung innerhalb einer
Tumorentitat direkt miteinander verglichen.

In der vorliegenden Studie wurde die neue WHO-Richtlinie von 2016
beriicksichtigt und alle als Oligodendrogliome klassifizierten Tumore, welche
negativ auf eine 1p/19g-Kodeletion oder IDH-Mutation getestet wurden,
ausgeschlossen. In vielen Fallen konnte allerdings auf Grund fehlenden
Patientenblutes keine rickwirkende LOH-Untersuchung durchgefihrt werden.

Daher wurden histologisch als Oligodendrogliome klassifizierte Tumore mit IDH-
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Mutation, bei denen der LOH-Status nicht erhoben werden konnte, bei
zusatzlichem Vorliegen einer ATRX-Retention als oligodendrogliale Tumore in
das Studien-Kollektiv aufgenommen. Andernfalls waren die Fallzahlen fir
aussagekraftige  statistische  Analysen zu gering ausgefallen. Die
Wahrscheinlichkeit, dass in dieser Konstellation kein LOH (1p/19g-Kodeletion)
vorliegt, liegt bei unter 1,5% und beeinflusst somit die Aussagekraft der
erhobenen Mittelwerte nur geringfigig. (Ebrahimi et al. 2016, Pekmezci et al.
2017) Bei den beiden eingeschlossenen oligodendroglialen Tumoren mit ATRX-
Verlust (s. Kapitel 2.1.1) lag eine nachgewiesene IDH-Mutation und 1p/19g-
Kodeletion vor, wodurch es sich nach WHO 2016 um gesicherte

Oligodendrogliome handelte (Louis et al. 2016).

411 FoxG1

In dieser Studie zeigte sich eine zunehmende FoxG1-Expression mit steigendem
WHO-Grad (s. Kapitel 3.1.2). Glioblastome exprimierten dabei hochsignifikant
mehr FoxG1 als alle anderen Entitaten, was auf eine Assoziation von FoxG1 mit
erhohter Tumormalignitat hindeutet (s. Kapitel 3.1.1, Tabelle 4). Studien tber
FoxG1l wurden bisher vor allem an astrozytaren Tumoren und dabei
hauptsachlich an Glioblastomen durchgefuhrt (Verginelli et al. 2013, Dali et al.
2018). Dies ist eine der ersten Studien, welche zuséatzlich die FoxG1-Expression
in oligodendroglialen Tumoren untersucht. Oligodendrogliale Tumore zeigten
dabei eine signifikant geringere FoxG1-Expression als astrozytare Tumore (s.
Kapitel 3.1.1). Da astrozytare Tumore im Allgemeinen eine schlechtere Prognose
als oligodendrogliale Tumore aufweisen, unterstitzt dies die Annahme eines
Zusammenhangs von steigender FoxG1-Expression mit hoherer Malignitat
(Louis et al. 2016, Ostrom et al. 2017).

In vorherigen Studien konnte ebenfalls eine hohe FoxG1-Expression in Tumoren
mit ungunstiger Prognose gezeigt werden. So wiesen in einer Studie von
Verginelli et al. etwa 50% der Tumorzellen in einer Kohorte von 30 Glioblastomen
eine FoxG1l-Expression auf, was deutlich tber der FoxGl-Expression in
Normalhirn-Gewebe lag, welches nur in unter 10% der Zellen FoxG1 exprimierte.

WHO-Grad Il und Il Gliome exprimierten ebenfalls mehr FoxG1 als normales
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Hirngewebe, allerdings in geringerem Ausmal’ als Glioblastome (WHO-Grad |l
circa 20%, WHO-Grad Il circa 30%). Durch einen experimentell induzierten
FoxG1-Knockdown in Hirntumor-initierenden-Zellen (BTIC) in Mausen konnte
unter anderem eine  Herunterregulation von  Proliferations-  und
Stammzellmarkern und ein vermindertes von BTIC ausgehendes Wachstum
erzielt werden. Somit erscheint eine Rolle von FoxG1 in der Tumorgenese von
Glioblastomen wahrscheinlich. (Verginelli et al. 2013) Auch Medulloblastome,
welche circa 20% der kindlichen neuroepithelialen Tumore ausmachen, zeigten
vor allem in der prognostisch unginstigen Non-SHH/Non-WNT-Gruppe eine
FoxG1-Expression (Adesina et al. 2007, Manoranjan et al. 2013). Einige Studien
weisen auf eine Rolle der FoxG1l-Expression in der Malignitdt von Nicht-
Hirntumoren hin. So berichten Chan et al. von einer Korrelation zwischen hoher
FoxG1-Expression und high-grade Ovarialkarzinomen und weisen auf einen
potentiellen onkogenen Charakter von FoxG1l hin, welcher in den
antiproliferativen Signalweg von TGF-beta eingreift. (Chan et al. 2009) Auch in
einer Studie Uber Harnblasenkarzinome wurde eine erhdhte FoxG1-Expression
in Karzinomen im Gegensatz zu Normalgewebe nachgewiesen und FoxG1l mit
der Entstehung von Harnblasenkarzinomen assoziiert. Vor allem
Blasenkarzinome in fortgeschrittenem Stadium zeigten eine erhthte FoxG1-
Expression gegeniber weniger fortgeschrittenen und prognostisch ginstigeren
Tumoren. (Kim et al. 2009)

In der vorliegenden Studie konnte zudem in IDH-mutierten Tumoren eine
hochsignifikant geringere FoxG1-Expression festgestellt werden als in Wildtyp-
Tumoren (s. Kapitel 3.1.8 und 3.5.1). Die Assoziation von IDH-mutierten Tumoren
mit einer besseren Prognose deutet darauf hin, dass eine geringe FoxG1-
Expression moéglicherweise als gunstiger prognostischer Kofaktor fungiert (Yan
et al. 2009, Hartmann et al. 2010). Unterstutzt wird diese Beobachtung zudem
durch frihere Studien, nach denen die prognostisch ungunstigen IDH-Wildtyp-
Tumoren, wie zum Beispiel primare Glioblastome, haufiger eine EGFR-
Amplifikation oder EGFR-Mutation aufwiesen als IDH-mutierte Gliome (Crespo
et al. 2015). EGFR induziert FoxG1-Transkription, was moglicherweise zu
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Tumorgenese in der prognostisch unginstigen Gruppe der IDH-Wildtyp
Glioblastome fiihrt (Liu et al. 2015).

Auch in Bezug auf ATRX (s. Kapitel 3.1.9), einem weiteren prognostischen
Marker, zeigte sich in der vorliegenden Arbeit bei prognostisch glnstigen
Tumoren mit nuklearem ATRX-Verlust eine geringere FoxG1l-Expression im
Vergleich zu Tumoren mit ATRX-Retention (Wiestler et al. 2013, Ebrahimi et al.
2016).

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der FoxG1l-Expression zwischen
primaren und sekundaren Glioblastomen (s. Kapitel 3.1.6). Auf Grund ihrer
Abstammung von weniger malignen Astrozytomen tragen sekundare
Glioblastome in mehr als 70% der Falle eine IDH1-Mutation (Cancer Genome
Atlas Research 2008, Parsons et al. 2008). IDH-mutierte Tumore sind wie bereits
beschrieben mit einer hochsignifikant geringeren FoxG1-Expression assoziiert
als Wildtyp-Tumore. Somit ware eine vergleichbar geringe FoxG1-Expression
auch in der prognostisch guinstigeren Gruppe der sekundaren Glioblastome zu
erwarten. Es liel3 sich in der vorliegenden Studie zwar eine geringere FoxG1-
Expression als in primaren Glioblastomen zeigen, allerdings war der Unterschied
nicht signifikant. Dies ist am ehesten auf die geringe Fallzahl an sekundaren
Glioblastomen (n=13) zurtckzufuhren.

FoxG1'°“-Tumore (Expression unterhalb des Expressions-Mittelwertes/ CART-
Cutoffs) waren mit einem signifikant langeren Uberleben assoziiert als FoxG1Miah-
Tumore (s. Kapitel 3.6.2.). Dies unterstreicht nicht zuletzt die Rolle von FoxG1
als prognostischer Faktor. Diese Beobachtung wird zusatzlich von einer friiheren
Analyse der prognostischen Relevanz von FoxG1-Genen unterstitzt, in der mit
Hilfe der Daten von Uber 500 Patientenproben aus dem ,Cancer Genome Atlas®,
einem Projekt zur Katalogisierung genetischer Mutationen in Tumoren, eine
Assoziation von hohen FoxG1-RNA-Leveln in Glioblastomen mit einem

geringeren Uberleben gezeigt werden konnte (Robertson et al. 2015).

Die Lokalisationsverteilung FoxG1l-exprimierender Tumore stimmte in dieser
Studie mit Beobachtungen vorheriger Studien Uberein. Parietale und occipitale

Tumore exprimierten signifikant mehr FoxG1 als Tumore des Thalamus oder der
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Stammganglien. Temporale Tumore zeigten eine signifikant hohere FoxGl1-
Expression als frontale Tumore. Dies ist auf Grund der pradominant in frontalen
Tumoren auftretenden IDH-Mutationen zu erwarten (Choi et al. 2017), da IDH-
mutierte Tumore eine geringe FoxG1l-Expression aufweisen (s. Kapitel 3.1.8).
Dies lasst auf eine Uberwiegende Lokalisation von FoxGl-exprimierenden
Tumoren im Parietallappen, Occipitallappen und Temporallappen schlie3en, was
mit den Daten von Sturm et al. Ubereinstimmt, wonach Tumore mit einer H3F3A
G34-Mutation und FoxG1l*-Expressionsmuster (hohe FoxG1-Expression)
ebenfalls Gberwiegend im Parietal-, Occipital- und Temporallappen zu finden
waren (Sturm et al. 2012).

Geschlecht, Rezidiv-Status, MGMT-Promotormethylierung und LOH zeigten
keinen signifikanten Einfluss auf die FoxG1-Expression. Es zeigte sich zwar eine
Tendenz zu hoheren FoxGl-Werten mit steigendem Alter, eine signifikante
Korrelation konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse
zeigten sich bereits in anderen Tumoren, so zum Beispiel in einer Analyse der
FoxG1-Expression in Ovarialkarzinomen. Auch hier ergab sich eine Korrelation
von FoxG1l und Malignitatsgrad mit hoher FoxG1l-Expression in high-grade
Ovarialkarzinomen. Allerdings konnte ebenfalls kein Zusammenhang zwischen
FoxG1-Expression und Rezidiv-Status oder Patientenalter festgestellt werden.
(Chan et al. 2009) Dies lasst vermuten, dass diese Parameter keinen Einfluss auf

die Hohe der FoxG1-Expression haben.

4.1.2 Olig2

Oligodendrogliale Tumore (Oligodendrogliome WHO-Grad Il und anaplastische
Oligodendrogliome WHO-Grad IllI) zeigten in der vorliegenden Studie eine
deutlich hohere Olig2-Expression als astrozytare Tumore, wobei die Olig2-
Expressionslevel in astrozytaren Tumoren mit zunehmender Malignitat und
WHO-Grad sanken und Glioblastome die geringste Olig2-Expression aufwiesen
(s. Kapitel 3.2.1 und 3.2.2) Die ermittelten Olig2-Expressionsmuster erwiesen
sich somit im Einklang mit der bestehenden Literatur. Eine Studie von Ohnishi

et al. konnte bereits signifikant mehr Olig2-exprimierende Zellen in
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anaplastischen Oligodendrogliomen im Vergleich zu anaplastischen
Astrozytomen nachweisen. In derselben Studie konnten zudem steigende Level
von Olig2-mRNA mit sinkendem WHO-Grad in astrozytaren Tumoren festgestellt
werden. (Ohnishi et al. 2003) Diese Beobachtung konnte in einer weiteren Studie
von Rhee et al. bestatigt werden. Hier zeigte sich eine sinkende Olig2-Expression
mit steigendem WHO-Grad, wobei Glioblastome WHO-Grad IV mit 25% Olig2-
exprimierender Zellen eine deutlich geringere Olig2-Expression aufwiesen als
WHO-Grad Il und Ill Tumore, welche zwischen 56% und 89% Olig2-
exprimierender Tumorzellen aufwiesen. (Rhee et al. 2009) Diese Ergebnisse
deuten auf ein positives prognostisches Potential von Olig2 bei vorhandener
Expression hin. Auch die in den molekularen Subgruppen ermittelten Olig2-
Expressionsindices konnten dies bestatigen. So zeigten die Gruppen
IDHmut+ATRXloss und IDHmut+LOH eine signifikant hohere Olig2-Expression
als die IDHwt-Gruppe (s. Kapitel 3.5.2). Eine Erklarung ist dabei vermutlich die
signifikant bessere Prognose von Tumoren mit IDH-Mutation, 1p/19g-Kodeletion
und ATRX-Verlust im Gegensatz zu IDH-Wildtyp Tumoren. Die Gruppe
IDHmut+LOH zeigte dabei aquivalent zu den durch sie reprasentierten
prognostisch  gunstigen Oligodendrogliomen  signifikant hoéhere Olig2-
Expressionsindices als die Gruppe IDHmut+ATRXloss, welche den IDH-
mutierten Astrozytomen entsprach. (Suzuki et al. 2014, Louis et al. 2016)
Hinweise, dass eine hohe Olig2-Expression fir eine glnstige Prognose
sprechen, fanden sich bereits in Patienten mit Akuter Myeloischer Leukamie
(AML). Olig2 inhibiert dabei das Tumorwachstum in AML-Zellen und scheint eine
Leukamie-unterdrickende Wirkung zu haben. (Yalcin et al. 2017)

Die generelle prognostische Aussagekraft von Olig2 in Gliomen wird allerdings
durch Ausnahmen wie Glioblastome mit einer H3F3A K27M-Mutation limitiert,
welche &hnlich hohe Olig2-Expressionsindices wie oligodendrogliale Tumore
aufwiesen (s. Kapitel 3.4.2). Dies erscheint auf Grund der sehr unterschiedlichen
Tumorbiologie Uberraschend, da Oligodendrogliome in der Regel eine gute
Therapierbarkeit mit PCV-Polychemotherapie und eine relativ glinstige Prognose
aufweisen, wahrend K27M-mutierte Glioblastome meist eine infauste Prognose

zeigen (Cairncross et al. 1998, Khuong-Quang et al. 2012). In einer aktuellen
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Studie von Anderson et al. erwies sich Olig2 jedoch als elementar fur die
Entstehung von diffusen intrinsischen Ponsgliomen (DIPG), hochmalignen
kindlichen Hirnstammtumoren, zu denen K27M-mutierte Glioblastome z&hlen.
Vermutlich fuhren verschiedene genetische und epigenetische Veranderungen in
Stammzell-Markern des Pons, so unter anderem in Olig2, zur Entstehung von
DIPG durch ungehinderte Proliferation. In 70-80% der DIPG zeigte sich eine hohe
Olig2-Expression und rund 80% wiesen entweder eine H3F3A-Mutation oder
eine verwandte HIST1H3B-Mutation auf. Die Lokalisation der DIPG im
Hirnstamm in Kombination mit einer H3F3A-Mutation sprechen fir K27M-
mutierte padiatrische Glioblastome, in denen ebenso wie in der vorliegenden
Arbeit eine hohe Olig2-Expression zu finden ist. (Sturm et al. 2012, Anderson et
al. 2017) Auch Otero et al. beobachtete in einer Studie an ependymalen und
astrozytaren padiatrischen Tumoren eine besonders hohe Olig2-Expression in
padiatrischen Glioblastomen, vor allem in hochproliferativen Tumoren (Otero et
al. 2011). Wahrend Glioblastome in adulten oder gemischten Kollektiven eine
geringe Olig2-Expression aufweisen (Rhee et al. 2009, Kupp et al. 2016, Schafer
et al. 2018), scheinen padiatrische Glioblastome somit eine besonders hohe
Olig2-Expression aufzuweisen. Diese Beobachtungen unterstreichen die
genetischen und biologischen Unterschiede zwischen adulten und padiatrischen
Glioblastomen und die Relevanz von Kklinisch und molekular einheitlichen
Subgruppen (Paugh et al. 2010, Qu et al. 2010, Sturm et al. 2012). Eine weitere
Unterteilung von péadiatrischen Glioblastomen wurde bei Otero et al. allerdings
nicht vorgenommen. (Otero et al. 2011) Die einzelnen Subgruppen der
padiatrischen Glioblastome wiesen in anderen Studien jedoch unterschiedliche
Olig2-Expressionsmuster auf. So konnten sowohl bei Sturm et al. als auch in der
vorliegenden Studie eine hohe Olig2-Expression in H3F3A K27M-mutierten
Tumoren gezeigt werden, wahrend H3F3A G34R-mutierte padiatrische Tumore
eine negative bis sehr geringe Olig2-Expression aufwiesen (s. Kapitel 3.4.2 und
(Sturm et al. 2012)). Bei Otero et al. zeigten Tumore im Hirnstamm und
Ruckenmark einen erhdhten Olig2-Score im Vergleich zu Tumoren in den
Frontal-, Parietal-, Temporal- oder Occipitallappen. (Rhee et al. 2009, Otero et

al. 2011) Dies konnte auch hier ein Hinweis auf erhohte Olig2-Expression in
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K27M-mutierten Tumoren sein, welche zu den Olig2* exprimierenden,
padiatrischen Mittellinientumoren (haufig in Hirnstamm oder Ruckenmark) zahlen
(Sturm et al. 2012). Eine ndhere Aussage zu den Griinden der unterschiedlichen
Olig2-Expression in den padiatrischen Glioblastom-Subgruppen kann mit der
vorliegenden Arbeit jedoch nicht getroffen werden. Die genaue Rolle von Olig2 in
der Gliomentstehung und der Zusammenhang zwischen Olig2-Expression und
verschiedenen intrazellularen Signalwegen sind nicht vollstdndig verstanden
(Ligon et al. 2007). So spielt Olig2 eine Rolle in multipotenten Vorlauferzellen des
ZNS und progenitor-dhnlichen Zellen in Gliomen und unterdrickt somit
Zelldifferenzierung. Andererseits spielt Olig2 auch eine pro-neurale Rolle in der
Entstehung und Differenzierung von Oligodendrozyten. (Sun et al. 2011, Trepant
et al. 2015) Zudem scheint Olig2 auch in normalem, adultem Hirngewebe eine
Rolle zu spielen. So konnte beispielsweise eine Hochregulation von Olig2 nach
Hirnverletzungen gezeigt werden, welche die Neurogenese in den verletzten
Hirnarealen unterdrickt und mitverantwortlich fir das fehlende Ersetzen von
Neuronen nach Hirnverletzung ist. (Buffo et al. 2005) Weitere Studien sind
notwendig, um die genaue Rolle von Olig2 in der Entstehung von verschiedenen
Gliomentitaten zu erforschen und insbesondere die Grunde fur die signifikant
unterschiedlichen Olig2-Expressionsmuster in H3F3A-mutierten Tumoren zu
untersuchen.

In Hinblick auf das prognostische Potential von Olig2 zeigte sich in dieser Studie
ein signifikanter Abfall der Olig2-Expression mit steigendem WHO-Grad (s.
Kapitel 3.2.2). Zudem wiesen die gut therapierbaren oligodendroglialen Tumore
(Cairncross et al. 1998) eine signifikant hohere Olig2-Expression als astrozytére
Tumore auf (s. Kapitel 3.2.1). In der Gruppe der prognostisch gtinstigen IDH-
mutierten Tumore (Louis et al. 2016) exprimierten ebenfalls signifikant mehr
Tumorzellen Olig2 als in IDH-Wildtyp Tumoren (s. Kapitel 3.2.8). In den
Uberlebensanalysen zeigte Olig2 auRerdem bei der Verwendung des mit Hilfe
der rekursiven Partitionierung optimal ermittelten CART-Cutoff eine signifikant
hohere Lebenserwartung bei Patienten mit Olig2""-Tumoren (s. Kapitel 3.6.3).
Die multivariate Analyse zeigte jedoch keinen unabhangigen Einfluss von Olig2

auf das Uberleben (s. Kapitel 3.6.4). Olig2 kann somit zwar als Hinweis fiir eine
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positive Prognose bei Gliomen gewertet werden, allerdings schliel3en
Ausnahmen wie die bereits erwahnte hohe Olig2-Expression in K27M-mutierten

Glioblastomen Olig2 als prognostischen Marker aus.

Infratentorielle (n=8) Tumore zeigten in der vorliegenden Studie eine signifikant
hohere Olig2-Expression als supratentorielle (n=310) Tumore (s. Kapitel 3.2.7).
Dies konnte unter anderem darauf zuriickzufihren sein, dass unter den
infratentoriellen Tumoren einige K27M-mutierte Mittellinientumore,
beispielsweise des Hirnstamms, enthalten sind. Ein groReres Kollektiv an
infratentoriellen Tumoren wére notwendig, um dies zu verifizieren. In einer Studie
von Andreiuolo et al. an padiatrischen Ependymomen zeigten sich ebenfalls
hdhere Olig2-Expressionsindices in infratentoriellen Tumoren im Gegensatz zu
supratentoriellen Tumoren, mit signifikant erhohter Olig2-Expression in der
hinteren Schéadelgrube (Andreiuolo et al. 2010). Es sind kaum Daten zur
Verteilung der Olig2-Expression in adultem Normalhirngewebe vorhanden.
Bekannt ist eine vermehrte Olig2-Expression in der zerebellaren ventrikularen
Zone wahrend der embryonalen Entwicklung (Seto et al. 2014). Somit konnte die
hohe Olig2-Expression in infratentoriellen Tumoren unter Umstanden auch auf
ein  bereits vorhandenes heterogenes  Olig2-Expressionsmuster in
Normalhirngewebe zurtickzufiihren sein.

Bei Andreiuolo et al. zeigte sich in supratentoriellen Ependymomen zudem eine
Hochregulierung an Markern wie FoxGl im Gegensatz zu infratentoriellen
Ependymomen (Andreiuolo et al. 2010). FoxG1-Expressionsindices zeigten sich
auch in der vorliegenden Studie in supratentoriellen Tumoren erhéht im Vergleich
zu infratentoriellen Tumoren, wenngleich nicht signifikant (s. Kapitel 3.1.7).
FoxG1l ist fur die embryonale Entstehung des Telencephalon essentiell
(Martynoga et al. 2005, Manuel et al. 2010). Somit konnten die hier ermittelten
hohen FoxG1-Expressionsindices in supratentoriellen Tumoren ebenfalls auf ein
bestehendes FoxG1-Verteilungsmuster in Normalhirngewebe zurickzufiihren
sein. Die hier ermittelten Olig2- und FoxG1-Expressionsmuster konnten
andererseits auch einen Hinweis auf ein unterschiedliches klinisches und

biologisches Verhalten von supra- und infratentoriellen Tumoren geben und
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bedlrfen somit weiterer Studien zur Untersuchung der Rolle von Olig2 und
FoxG1l in unterschiedlichen Tumorlokalisationen mit direktem Vergleich

entsprechender Normalhirnproben.

Analog zu FoxG1 wurde die Olig2-Expression durch Geschlecht, Alter, Rezidiv-
Status und MGMT-Promotormethylierung nicht signifikant beeinflusst. Es zeigte
sich ebenfalls keine signifikante Korrelation zwischen 1p/19g-Kodeletierten und
1p/19g-intakten Tumoren (s. Kapitel 3.2.11). Auf Grund der Assoziation von
1p/19g-Kodeletionen mit oligodendroglialen Tumoren (Mokhtari et al. 2005, Louis
et al. 2016), ware hier eigentlich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
hohen Olig2-Expressionsindices und 1p/19g-Kodeletion zu erwarten (s. Kapitel
3.2.1: oligodendrogliale Tumore mit signifikant hoherer Olig2-Expression als
astrozytdare Tumore). Ein signifikanter Zusammenhang konnte in der
vorliegenden Studie vor allem auf Grund der geringen Zahl der auf LOH (1p/19q-
Kodeletion) getesteten astrozytaren Tumoren (n=19) nicht gezeigt werden. Die
generell gering Olig2-exprimierenden astrozytaren Tumore fielen so weniger ins
Gewicht. Andere Studien konnten hingegen einen signifikanten Zusammenhang
zwischen 1p/19g-Kodeletion und hohen Olig2-Expressionsindices in Gliomen
nachweisen (Durand et al. 2010).

Sekundare Glioblastome zeigten ebenfalls keine signifikant hdhere Olig2-
Expression, obwohl dies auf Grund der haufigen IDH-Mutationen in diesen
Tumoren zu erwarten ware (Ohgaki et al. 2013). Dies ist vermutlich auf die
geringe Fallzahl (n=12) der sekundaren Glioblastome in dieser Studie

zurtckzufihren.

4.1.3 Relevanz von FoxG1 und Olig2 zur Detektion von
H3F3A-Mutationen
Glioblastome wurden von Sturm et al. an Hand ihrer biologischen und
molekularen Charakteristik in sechs Subgruppen unterteilt, welche

unterschiedliche Schlisselmutationen aufweisen (Sturm et al. 2012). Zwei

Subgruppen zeigen eine Mutation im H3F3A-Gen (K27 und G34), welches fir
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eine replikations-unabhangige Form des Histons H3 (H3.3) kodiert und in einem
Drittel der kindlichen Glioblastome vorhanden ist (Schwartzentruber et al. 2012).
Sturm et al. berichten von einem Olig2*/FoxG1 -Profil in der Subgruppe der K27-
mutierten Tumore und einem Olig2/FoxG1*-Profil in der G34-mutierten
Subgruppe der beiden H3F3A-mutierten Gruppen (Sturm et al. 2012). In der
vorliegenden Studie konnte ein FoxG1'°¥/Olig2"9h-Profil in K27M-mutierten
Tumoren und ein FoxG1Md"/Olig2'°“-Profil in G34R-mutierten Tumoren
nachgewiesen werden (high/low: Expression oberhalb/unterhalb des CART-
Cutoffs; s. Kapitel 3.4), was die Beobachtungen von Sturm et al. bestatigt (Sturm
et al. 2012). FoxG1 und Olig2 zeigten hierbei eine signifikant negative Korrelation
(s. Kapitel 3.3).

Die Olig2-Expressionswerte waren in der Gruppe der sequenzierten Tumore bei
G34R-mutierten Tumoren signifikant geringer als in K27M-mutierten oder
Wildtyp-Tumoren (s. Kapitel 3.4.2). Die molekulare Subgruppe H3F3A G34R
zeigte zudem eine signifikant geringere Olig2-Expresision als alle anderen
molekularen Subgruppen (H3F3A K27M, IDHmut+LOH, IDHwt und
IDHmMut+ATRXloss). Olig2 ist somit als immunhistochemischer Marker geeignet,
G34R von den anderen Tumorgruppen zu unterscheiden (s. Kapitel 3.5.2). Es
wird angenommen, dass die Olig2-Expression in G34-mutierten Tumoren auf
Grund einer vermehrten Expression des Onkoproteins MYCN herunterreguliert
wird. MYCN unterdriickt Signalwege der Zelldifferenzierung, was zu einer
verminderten Expression von Zelldifferenzierungs-Proteinen wie Olig2 fuhrt.
(Huang et al. 2013) K27M-mutierte Tumore zeigten in der vorliegenden Arbeit
eine Tendenz zu hodheren Olig2-Expressionswerten als Wildtyp-Tumore, die
Unterschiede waren allerdings nicht signifikant. In der Gruppe der mit Hilfe von
IHC bestimmten K27M-mutierten Tumore zeigte sich die Olig2-Expression
dagegen signifikant erhéht gegentber den nicht-K27M-mutierten (Wildtyp- und
G34R-mutierten) Tumoren. (s. Kapitel 3.4.2) Dies konnte ein Hinweis auf
signifikante Unterschiede in der Olig2-Expression zwischen K27M-mutierten und
Wildtyp-Tumoren sein, welche im nicht-K27M-mutierten, G34R/wt-Kollektiv klar
Uberwiegen. Eine Studie mit einer grof3eren Anzahl an sequenzierten H3F3A-

mutierten Tumoren kénnte hier fir weitere Klarung sorgen.
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Es zeigten sich in der vorliegenden Studie keine signifikanten Unterschiede in
der FoxG1-Expression zwischen H3F3A K27M-mutierten, G34R-mutierten oder
Wildtyp-Tumoren (s. Kapitel 3.4.1) und somit kein diagnostisches Potential von
FoxG1, diese zu unterscheiden oder zu detektieren. Dies entsprach nicht den
Beobachtungen von Schéfer et al., in deren fast identisch aufgebauten Studie
K27M-mutierte Tumore eine signifikant geringere FoxG1-Expression als G34-
mutierte und Wildtyp-Tumore zeigten. Der wesentliche Unterschied im Aufbau
dieser Studie bestand aus einer maschinellen Auszéahlung der
immunhistochemisch gefarbten Tumorzellen mit Hilfe des Programms
,<JmmunoRatio plugin fur ImageJ“, anstatt der hier verwendeten manuellen,
lichtmikroskopischen Auszéhlung. Diese Unterschiede sind vermutlich auf die
geringe Fallzahl der sequenzierten H3F3A-mutierten Tumore (n=24) sowohl in
der vorliegenden Arbeit als auch bei Schéfer et al. zuriickzufihren, da die Gbrigen
Ergebnisse der manuellen Auswertung der vorliegenden Studie und der
maschinellen Auswertung von Schafer et al. in fast allen Punkten
Ubereinstimmen. (Schafer et al. 2018)

Bei Schafer et al. ergab sich allerdings ebenso wie in der vorliegenden Studie,
trotz Ermittlung eines optimalen Cutoffs von FoxG1l- und Olig2-positiven
Tumorzellen mit Hilfe der rekursiven Partitionierungsanalyse eine zu geringe
Sensitivitat und Spezifitat, um zwischen H3F3A-mutierten und Wildtyp-Tumoren
unterscheiden zu kénnen. Lediglich zwischen den Gruppen der H3F3A G34R-
mutierten und Wildtyp-Tumoren konnte bei einem Cutoff von 5% (4% bei Schafer
et al.) Olig2-exprimierender Zellen eine verbesserte Diskrimination festgestellt
werden. (s. Kapitel 3.4.3 und Schéfer et al. 2018)

Sowohl Olig2- als auch FoxG1l-Expressionsmittelwerte in H3F3A-mutierten
Tumoren zeigten allerdings teilweise gleiche Olig2- und FoxG1-
Expressionsmittelwerte wie IDH-mutierte und Wildtyp-Tumoren (s. Kapitel 3.5).
Eine ausschlief3liche Detektion von H3F3A-Mutationen mit Hilfe der von Olig2
und FoxG1 ist somit nicht méglich. Ausnahme ist eine sehr geringe bis negative
Olig2-Expression, welche fir eine G34R-Mutation spricht. Ausgesprochen
geringe Olig2-Expressionsindices kénnen so, insbesondere in Kombination mit

molekularen Markern wie ATRX-Verlust oder TP53-Mutationen, welche bereits
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mit H3F3A-Mutationen assoziiert werden, zur Diagnose von G34R-Mutationen
beitragen (Khuong-Quang et al. 2012, Ebrahimi et al. 2016). Zudem wies ein
FoxG1'*¥/Olig2Mdh-Profil auf K27M-mutierte Tumore und ein FoxG1Mdh/Qlig2'ow-
Profil auf G34R-mutierte Tumore hin (s. auch Sturm et al. 2012). Tumore mit
entsprechendem Profil sollten deshalb auf ihren H3F3A-Mutationsstaus hin
untersucht werden. Bisher werden H3F3A-mutierte Tumore haufig sequenziert.
K27M-mutierte  Tumore  kénnen  zudem mit einem  Antikdrper
immunhistochemisch detektiert werden (Venneti et al. 2014). Ein erster G34R-
Antikorper wurden zwar bereits entwickelt, muss sich allerdings in der Routine
noch bewahren (Haque et al. 2017). Gliome, insbesondere Glioblastome, welche
die Mehrzahl der H3F3A-mutierten Tumore bilden, kénnten in Zukunft anhand
ihres FoxG1- und Olig2-Expressionsmusters vorselektiert werden, um eventuelle
Kosten durch Sequenzierung oder zusétzliche immunhistochemische Farbungen

mit K27M- und G34R-Antikdrpern zu vermeiden.

4.2 Limitationen der Studie

Ein limitierender Faktor dieser Studie ist das retrospektive Studiendesign. So
kénnen einige der vorhandenen Daten rickblickend erschwert beurteilt und
zusatzliche Informationen zum Zeitpunkt der Studie nur schwer oder gar nicht
erhoben werden. Ein Beispiel ist hier der 1p/19g-Kodeletionsstatus, welcher auf
Grund fehlender Blutproben der Patienten in vielen Fallen nachtraglich nicht
mehr nachgewiesen werden konnte. Allerdings wurde dies durch ergénzende
Bertcksichtigung des ATRX-Status kompensiert.

Des Weiteren koénnten von der Literatur abweichende Ergebnisse auf
zusatzliche, in dieser Studie nicht bertcksichtigte Faktoren zuriickzufiihren sein,
wie beispielsweise die unterschiedlichen Therapieansatze der Patienten.
Verschiedene Therapieansatze und die breite Altersspanne der Patienten fiihren
zu einer eingeschrankten Beurteilbarkeit der prognostischen Relevanz von
FoxG1 und Olig2. Es wurde daher versucht, mdgliche Stdrfaktoren mit Hilfe hoher
Fallzahlen zu minimieren. Das Kollektiv der H3F3A-mutierten Tumore wies

jedoch auf Grund der Notwendigkeit der Sequenzierung von G34R-mutierten
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Tumoren zum Zeitpunkt der Datenerhebung und der klinischen Seltenheit eine
geringe Fallzahl auf. Die in dieser Studie an H3F3A-mutierten Tumoren
erhobenen Daten entsprachen dennoch weitestgehend Beobachtungen aus
friheren Studien (Sturm et al. 2012). Allerdings wéren weitere Studien mit
hoheren Fallzahlen an H3F3A-mutierten Tumoren notwendig, um die hier
erhobenen Daten zu verifizieren und zusatzliche institutsibergreifende
Uberlebensanalysen in den H3F3A-mutierten Gruppen durchfiihren zu konnen.

Eine Limitation der hier verwendeten Tissue Microarray Methode sind die kleinen
Stichproben, welche nur Ausschnitte der jeweiligen Tumore darstellen. Dies
konnte eine mogliche Heterogenitéat der FoxG1- oder Olig2-Expression innerhalb
eines Tumors Ubersehen und so beispielsweise zur Fehlbeurteilung von Hotspots
als durchschnittliches Tumorgewebe fihren. Die TMA-Methode erwies sich
jedoch unter Verwendung von doppelten Tumorproben eines Tumors als
gleichwertig zu Flachenschnitten (Camp et al. 2000, Parker et al. 2002). Um die
Fehlerquote zu minimieren wurden deshalb auch in dieser Studie wenn maéglich
mehrere Tumorproben von einem Tumor erstellt und gewertet. Zudem wurden
zur Kontrolle einige Flachenschnitte, vor allem der H3F3A-mutierten Tumoren, in
die Studie miteinbezogen. Die TMA-Methode wurde in dieser Studie auf Grund
ihrer zeit- und materialsparenden Eigenschaften (Tumorgewebe und Antikérper)
und der gleichmaBigen Farbung von mehreren Tumorproben auf einem

Objekttrager eingesetzt.

4.3 Schlussfolgerung

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Analyse des prognostischen und
diagnostischen Potentials von FoxG1- und Olig2-Expression in Gliomen. Hierbei
wurde insbesondere die Relevanz von FoxG1l und Olig2 zur Detektion von
H3F3A-mutierten Tumoren untersucht.

Im Hinblick auf das prognostische Potential erwies sich FoxG1 als potentieller
negativer prognostischer Marker. Eine hohe FoxG1-Expression deutete auf eine
hohere Malignitéat hin, wobei die FoxG1-Expression mit steigendem WHO-Grad

anstieg und die prognostisch ungunstigen Tumore ohne IDH-Mutation und ohne
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ATRX-Verlust mit hohen FoxG1-Expressionsindices einhergingen. Zudem zeigte
sich in FoxG1'°"-Tumoren ein signifikant langeres Uberleben als in FoxG1"igh-
Tumoren.

Im Gegensatz dazu zeigte Olig2 ein positives prognostisches Potential. So
exprimierten oligodendrogliale Tumore signifikant mehr Olig2 als astrozytare
Tumore und die Olig2-Expression stieg mit fallender Malignitat und sinkendem
WHO-Grad. Auch die prognostisch ginstigen IDH-mutierten Tumore zeigten
hohe Olig2-Expressionsindices und Olig2M9"-Tumore zeigten passend dazu ein
signifikant langeres Uberleben als Olig2'°“-Tumore. Das prognostische Potential
von Olig2 wird allerdings durch die hohe Olig2-Expression in H3F3A K27M-
mutierten Glioblastomen limitiert. Dies verdeutlicht die Heterogenitat innerhalb
von Entitdten und somit die Relevanz der Bildung von molekular definierten
Subgruppen. Ein Beispiel fir die intratumorale Heterogenitét sind hier die beiden
H3F3A-mutierten Subgruppen. Wahrend G34R-mutierten Tumore, vermutlich auf
Grund einer erhdhten Expression des Onkoproteins MYCN, eine extrem niedrige
bis negative Olig2-Expression aufwiesen, exprimierten K27M-mutierte Tumore
ahnlich viel Olig2 wie oligodendrogliale Tumore (Huang et al. 2013).

In Hinblick auf das diagnostische Potential wiesen K27M-mutierte Tumore ein
FoxG1'°¥/Olig2"9h-Profil und G34R-mutierte Tumore ein FoxG1"9"/Olig2'o"-Profil
auf. Diese Ergebnisse zeigten sich in Einklang mit initialen Beobachtungen von
Sturm et al. (Sturm et al. 2012). Liegt eines der beiden Expressionsprofile vor,
gibt dies einen Hinweis auf die jeweilige H3F3A-Mutation. Tumore mit
entsprechendem Profil sollten deshalb auf ihren H3F3A-Muationsstatus hin
untersucht werden. FoxG1 und Olig2 alleine zeigten jedoch auf Grund der
gemeinsamen Schnittmenge von Expressionsindices in H3F3A-mutierten, IDH-
mutierten und Wildtyp-Tumoren kein ausreichendes Potential zur alleinigen
Detektion von H3F3A-Mutationen. Lediglich eine sehr geringe bis negative Olig2-
Expression wies auf G34R-mutierte Tumore hin (p=0,0005-<0,0001). In
Kombination mit einem ATRX-Verlust oder einer TP53-Mutation, welche stark mit
H3F3A-Mutationen assoziiert sind, kann eine sehr geringe bis negative Olig2-
Expression zur Detektion von G34R-mutiertenTumore genutzt werden (Khuong-

Quang et al. 2012). Insbesondere Glioblastome kénnten somit vor allem bei
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Vorliegen der genannten Konstellation auf G34R-Mutationen, aber auch bei
entsprechendem FoxG1'°Y/Olig2high- oder FoxG1Mdh/Olig2'oV-Expressionsprofil
auf die jeweilige H3F3A-Mutation Uberprift werden, um auf diese Weise weitere
Kosten durch zusatzliche immunhistochemische Farbungen oder Sequenzierung
zu vermeiden. Weitere Studien wirden bendtigt werden, um die Griinde fur die
Uberschneidung von Olig2- und FoxG1-Expressionsindices in H3F3A-mutierten
Tumoren mit Expressionsindices in IDH-mutierten und Wildtyp-Tumoren zu
erforschen und eine mogliche Rolle der beiden Marker in diesen Tumoren naher
zu betrachten.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die vorliegende Arbeit zum
Verstandnis des prognostischen und diagnostischen Potentials von FoxG1 und
Olig2 beitragt und durch Analysen an einem groBen Tumorkollektiv aus
astrozytaren und oligodendroglialen Gliomen eine Ubersicht (ber die
Eigenschaften der beiden Marker gibt.
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5 Zusammenfassung

Diffuse Gliome sind die haufigsten malignen primaren Hirntumore. Zu ihnen
zéahlen Astrozytome WHO-Grad I, anaplastische Astrozytome WHO-Grad llI,
Glioblastome WHO-Grad IV, Oligodendrogliome WHO-Grad Il und anaplastische
Oligodendrogliome WHO-Grad lll. (Louis et al. 2016) Sie zeigen insgesamt eine
eher schlechte Prognose, was unter anderem auf intratumorale Heterogenitat
zurUckzufiahren ist. Molekulare Marker helfen dabei, Subgruppen mit ahnlichen
klinischen und pathologischen Charakteristika zu erstellen und ermdglichen
somit durch Homogenisierung der Gruppen individuellere Therapieschemata und
genauere Prognosevorhersagen. (Ellis et al. 2015, Lapointe et al. 2018) Ein
Beispiel hierfir sind die sechs von Sturm et al. identifizierten international
anerkannten Subgruppen der besonders heterogenen Glioblastome. Hier wurde
unter anderem auf ein moégliches Potential von FoxG1 und Olig2 zur Detektion
der H3F3A-mutierten Glioblastomsubgruppen K27 und G34 hingewiesen. (Sturm
et al. 2012)

In der vorliegenden Arbeit wurde daher das diagnostische Potential von FoxG1
und Olig2 im Hinblick auf die Detektion von H3F3A-Mutationen in einem grol3en
Tumorkollektiv (n=500) von astrozytdren und oligodendroglialen Tumoren
analysiert. Zusatzlich wurden die beiden Marker auf ihr prognostisches Potential
und ihr Expressionsverhalten in Korrelation mit diversen Kklinischen und
pathologischen Parameter wie Lokalisation, Alter, Geschlecht, Rezidivstatus,
Uberleben, Tumorentitit, WHO-Grad und molekularen Markern wie IDH-
Mutationsstatus, MGMT-Promotormethylierung, ATRX-Status und 1p19qg-
Kodeletion analysiert. Anhand von drei eigens fur diese Arbeit konstruierten
TMAs, 10 weiteren TMAs und 29 Flachenschnitten wurde eine quantitative,
lichtmikroskopische Auszahlung von immunhistochemisch gefarbten FoxG1- und
Olig2-positiven Tumorzellen vorgenommen (s. Anhang Abbildung 32).

Es zeigte sich eine signifikant (p=0,0025) haufigere nukledre FoxG1-Expression
in astrozytaren Tumoren im Vergleich zu oligodendrogliale Tumoren, wahrend
Olig2 in oligodendroglialen Tumoren signifikant (p<0,0001) h&ufiger nuklear
exprimiert wurde als in astrozytaren Tumoren. Die FoxG1-Expression stieg mit
dem WHO-Grad von 17,4% in WHO-Grad I, Uber 20,8% in WHO-Grad Il bis
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38,3% in WHO-Grad IV Tumoren. Die Olig2-Expression sank dagegen von
33,4% in WHO-Grad Il zu 29,6% in WHO-Grad Il bis auf 19,0% in WHO-Grad IV
Tumoren. In IDH-mutierten Tumoren (p<0,0001) und Tumoren mit ATRX-Verlust
(p<0,0001) war die FoxG1l-Expression signifikant reduziert, wahrend Olig2-
positive Zellkerne in IDH-Wildtyp (p<0,0001) und G34R-mutierten Tumoren
(p=0,0005 G34R/K27Mmut; p<0,0001 G34R/H3F3Awt) signifikant reduziert
waren. In der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier zeigte sich ein signifikant
langeres Uberleben in FoxG1'°%- (n=280, Log-Rank p=0,0022) und Olig2hioh-
Tumoren (n=286, Log-Rank p=0,0485). Beide Marker zeigten in der multivariaten
Analyse allerdings keinen Einfluss mehr auf das Uberleben der Patienten. (s.
Anhang Tabelle 13 und 14)

Damit spricht eine hohe FoxG1-Expression fiir eine eher unginstige Prognose,
wahrend Olig2-hochexprimierende Tumore in der Regel eine glunstige Prognose
aufweisen. Ausnahme sind K27M-mutierte Tumore mit besonders ungunstiger
Prognose und einer hohen Olig2-Expression. Das diagnostische Potential von
FoxG1 und Olig2 ist limitiert, da eine ausschlie3liche Detektion von H3F3A-
Mutationen mit Hilfe der beiden Marker auf Grund ahnlicher Expressionsindices
in IDH-mutierten und Wildtyp-Tumoren nicht mdglich ist. Ein FoxG1'°¥/Olig2"iah-
Profil weist jedoch auf K27M-mutierte Tumore und ein FoxG1"9"/Olig2'°"-Profil
auf G34R-mutierte Tumore hin (s. auch Sturm et al. 2012). Tumore mit
entsprechendem Profil sollten deshalb auf ihren H3F3A-Mutationsstatus hin
untersucht werden. Tumore mit sehr geringer bis negativer Olig2-Expression,
insbesondere bei zusatzlichem Vorliegen anderer mit H3F3A-Mutationen
assoziierter Konstellationen wie ATRX-Verlust oder TP53-Mutationen
entsprechen mit hoher Wahrscheinlichkeit G34R-mutierten Tumoren (Khuong-
Quang et al. 2012, Ebrahimi et al. 2016).

Die vorliegende Arbeit trdgt zum  besseren  Verstdndnis des
Expressionsverhaltens von Olig2 und FoxGl bei. Hier ermittelte
Expressionsmuster konnen in Zukunft zur Vorselektion insbesondere von
Glioblastomen dienen, um eventuelle Kosten und Aufwand durch Sequenzierung
oder zuséatzliche immunhistochemische Farbungen H3F3A-mutierter Tumore zu

reduzieren.
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11 Anhang

11.1 Exemplarische FoxG1- und Olig2-Expression
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Abbildung 30: Exemplarische FoxG1- und Olig2-Expression (IHC) in den verschiedenen

Tumorentitaten inklusive K27M- und G34R-mutierte und H3F3A-Wildtyp GBM.
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11.2 Karnowsky-Index

Der Karnowsky-Index oder Karnowsky Performance Status (KPS) ist die am

weitesten verbreitete Methode zur Erfassung des Allgemeinzustandes von

Tumorpatienten (s. Tabelle 10). Die Skala wurde erstmals 1949 von D.A.

Karnowsky und J.H. Burchenal eingefihrt und reicht von 100% (normale
Aktivitat) bis 0% (Tod). (Mor et al. 1984, Peus et al. 2013)

Tabelle 10: Karnowsky-Index modifiziert nach (Mor et al. 1984)

Index Kriterien

100% Keine Krankheitszeichen, keine Beschwerden, normale Aktivitéat

90% Geringe Krankheitszeichen oder -symptome, normale Aktivitdten ausfuhrbar

80% Einige Krankheitszeichen, normale Aktivitat nur unter Anstrengung méglich

70% Versorgt sich selbst, Arbeit und normale Aktivitét nicht mdglich

60% Bendtigt gelegentlich Unterstitzung, aber Gberwiegend Selbstversorgung

50% Bendtigt erhebliche Unterstiitzung und haufige medizinische Versorgung

40% Behinderung, bendétigt spezielle Unterstiitzung und Hilfe

30% Schwerbehinderung, Hospitalisierung indiziert

20% Schwerstkrank, Hospitalisierung und supportive/ intensive Therapie notwendig

10% Im Sterben liegend

0% Tod

>70% Keine spezielle Hilfe notwendig

>40% Zu Hause in der Lage personliche Bedurfnisse zu bewaéltigen, Unterstitzung in

unterschiedlichem Malf3 notwendig, keine Arbeit mdglich

ab 40% Keine Selbstversorgung maoglich, Hospitalisierung oder institutionelle bzw.

professionelle Pflege notwendig, rascher Krankheitsprogress
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11.3 Datentabellen

Tabelle 11: Ubersicht Gesamtkollektiv

Diagnose WHO- Patienten  Geschlecht Alter Primar/ Prim./Sek

Grad (Tumor- (F/M) (range) Rezidiv GBM ’
proben) (% R)

Astrozytom Il 82 (96) 31/51 445 (18-77)  70/12 (15%)

Anaplastisches I 91 (116) 35/56 45.2 (10-77)  65/25 (28%)

Astrozytom

Oligodendrogliom 1 34 (76) 11/23 40.2 (16-67) 29 / 5(15%)

Anaplastisches M 58 (134) 30/28 48.4 (26-80) 25/ 33(57%)

Oligodendrogliom

Glioblastom \Y, 235 (384) 94/141 57.2 (4-87) 197/38(16%) 218/13(6%)

Alle Tumore 500 (808) 201/99 50.8 (4-87)  386/113(23%)

Tabelle 12: Ubersicht molekulares Profil Gesamtkollektiv (% bezieht sich auf alle analysierten
Falle der entsprechenden Entitét)

Diagnose IDHmut ATRX-Verlust 1p/19g-Kodeletion MGMT
(nicht-mut/ mut) (Retention/Verlust) (intakt/LOH) (M/U)

Astrozytom 34/46 (58%) 26/39 (60%) 18/0 8/7

Anaplastisches 42144 (51%) 33/43 (57%) 15/0 5/15

Astrozytom

Oligodendrogliom 0/34 (100%) 31/1 (3%) 0/14 (100%) 5/1

Anaplastisches 0/58 (100%) 54/1 (2%) 0/16 (100%) 17/2

Oligodendrogliom

Glioblastom 188/18 (9%) 161/29 (13%) 5/0 61/88

Alle Tumore 264/200(43%) 305/113 (24%) 38/30 96/113
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Tabelle 13: FoxG1- und Olig2-Expression im Uberblick (fett gedruckt: signifikant)

FoxG1 (n) MW (SD) Olig2 (n) MW (SD)
Entitaten Astrozytom 38 15.4% (22.5) 46 27.4% (24.6)
Anaplastisches 61 21.0% (23.9) 51 20.0% (21.7)
Astrozytom
Oligodendrogliom 23 20.7% (23.8) 30 42.7% (24.1)
Anaplastisches
Oligodendrogliom 44 20.5% (21.5) 53 39.2% (26.8)
Glioblastom 189 38.3% (27.4) 179 19.0% (21.3)
Alle Tumore 355 29.6% (27.0) 361 25.1% (24.4)
Tumorgruppe Astro 288 31.6% (27.6) 356 20.7% (23.2)
Oligo 67 20.6% (22.2) 72 41.0% (27.8)
p=0,0025 p < 0,0001
WHO-Grad 1] 61 17.4% (22.9) 76 33.4% (25.4)
] 105 20.8% (22.9) 106 29.6% (26.1)
v 189 38.3% (27.4) 179 19.0% (21.3)
<0.0001 (IV/
p <0.0001 p <y
(IV/ &) 1 p_o,I(I)I())og v/
Geschlecht weiblich (f) 136 28.6% (26.6) 139 25.3% (22.8)
mannlich (m) 219 30.1% (27.3) 222 25.1% (25.4)
p=0,6134 p=0,9445
Alter 355 p=0,0937 361 p=0,1310
Rezidivstatus Primér 264 30.6% (27.3) 266 24.5% (24.1)
Rezidiv 90 26.9% (26.1) 94 26.6% (25.5)
p=0.2638 p=0.4733
GBM Status primar 175 38.7% (27.2) 164 18.7% (20.9)
sekundéar 11 23.4% (25.7) 12 21.5% (21.8)
p=0.0692 p=0.0692
IDH-Mutation mutiert 137 19.5% (20.7) 160 33.8% (23.9)
nicht-mutiert 197 35.0% (29.0) 179 19.4% (23.5)
p<0.0001 p<0.0001
ATRX-Status Verlust 83 20.2% (23.1) 86 22.4% (19.6)
Retention 245 33.4% (27.3) 253 26.8% (26.1)
p<0.0001 p=0.1520
MGMT-Promotor methyliert 75 33.0% (28.0) 72 27.1% (23.9)
unmethyliert 85 37.4% (30.0) 85 22.2% (23.8)
p=0.3447 p=0.2016
1p/190-
Kodeletionsstatus LOH 26 18.2% (22.3) 27 43.3% (25.1)
kein LOH 17 17.2% (26.7) 19 38.1% (26.2)

p=0.8953

p=0.4995
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FoxG1 (n) MW (SD) Olig2 (n) MW (SD)
Lokalisation Frontal 127 25.8% (27.0) 136 29.6% (23.6)
infratentoriell 7 20.3% (25.4) 8 50.5% (39.5)
multilokular a1 35.9% (25.2) 29 26.9% (23.9)
OA. 11 18.6% (22.0) 14 21.4% (2.0)
occipital 15 34.3% (30.2) 18 15.8% (20.7)
parietal 36 33.4% (26.5) 31 16.6% (20.4)
temporal 110 32.1% (27.5) 116 21.4% (22.9)
S Thalamus/ 8 17.1% (25.0) 9 32.2% (39.3)
tammganglien
infratentoriell 7 20.3% (25.4) 8 50.5% (39.5)
supratentoriel 296 29.3% (27.3) 310 24.5% (23.9)
p=0.3883 p=0.0031
H3F3A-Mutation o 0
(sequenzierd) G34R 9 33.3% (36.9) 9 1.1% (1.1)
K27M 12 20.0% (26.8) 14 40.6% (41.3)
WT 164 30.7% (27.7) 158 29.2% (24.5)
p=0.0005
(G34/K27)
<0,0001
(WT/G34)
K27M IHC: WT+G34R 272 29.1% (26.9) 270 24.7% (23.7)
K27M 13 19.6% (25.7) 15 39.3% (40.2)
p=0.0273
'\G/'O'ek”'are IDHMut+LOH 26 18.2% (22.3) 27 43.3% (25.1)
ruppe
IDHMUt+ATRXloss 58 17.8% (20.1) 63 27.2% (19.3)
IDHwt 175 36.2% (28.6) 155 18.5% (20.8)
G34R 9 33.3% (36.9) 9 1.1% (1.1)
K27M 13 19.6% (25.7) 15 39.3% (40.2)

Tabelle 14: Uberleben oberhalb/unterhalb des MW/CART-Cutoff (fett gedruckt: signifikant)

Durchschnittliches

p-Wert Uberleben (Qian Durchschnittliches
n (log- etal) 95%-KI Uberleben (Qian 95%-KI

Rang) <MW/CART et al.) >SMW/CART
FoxG1
(MW) 283 0,0031 1077 779-1223 543 400-636
Olig2 279 0,3094 636 507-842 1082 714-1411
(MW) ’
FoxG1
(CART) 280 0,0022 984 718-1210 543 388-687
Olig2 286 0,0485 549 427-804 1075 714-1258
(CART) ;
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