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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG
1.1 GLIOBLASTOM
1.1.1 EPIDEMIOLOGIE

Das Glioblastom ist mit einem Anteil von circa 48% der aggressivste und haufigste Tumor
unter allen malignen Tumorerkrankungen mit zerebralem Ursprung. Unter allen primaren
Zentralnervensystem (ZNS)-Tumoren macht das Glioblastom einen Anteil von 14,5% aus
(Ostrom et al., 2020). Bei Kindern ist eine niedrige Inzidenz mit 0,85 Fallen je 100.000 pro
Jahr zu beobachten, wobei die Inzidenz im Erwachsenenalter bei circa drei bis finf Fallen je
100.000 pro Jahr liegt (Grochans et al., 2022; Ostrom et al., 2020). Bei Glioblastomen bei
Erwachsenen steigt mit zunehmendem Alter die Inzidenz signifikant an und erreicht
zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr mit circa 15 Fallen je 100.000 Einwohner den
Altersgipfel (Gittleman et al., 2018; S. Hansen et al., 2018; Wirsching et al., 2016). Nach dem
80. Lebensjahr kommt es hingegen zu einer kontinuierlichen Abnahme der Inzidenz
(Grochans et al., 2022).

Das mediane Uberleben unter leitliniengerechter Therapie mit chirurgischer Versorgung und
Radiochemotherapie liegt aktuell bei lediglich circa 14 Monaten nach Diagnosestellung. Das
5-dahres-Gesamtuberleben ist mit circa 5%, im Vergleich mit anderen Malignomen nur sehr
gering (Delgado-Lopez & Corrales-Garcia, 2016). AufBerdem nimmt die mittlere
Uberlebenszeit mit zunehmendem Alter bei Patienten, welche alter als 75 Jahre alt sind, ab
und liegt trotz optimaler leitliniengerechter Therapie nicht Gber 9,3 Monaten (Scott et al.,
2012).

Glioblastome kommen in mehr als 95% der Falle primar supratentoriell vor und weisen nur
aulerst selten eine primare Lokalisation im Hirnstamm, Kleinhirn oder Rickenmark auf
(Nakada et al., 2011).

1.1.2 ATIOLOGIE UND MOLEKULARBIOLOGISCHE ASPEKTE DES GLIOBLASTOMS

Uber die genaue Atiologie des Glioblastoms gibt es zum aktuellen Forschungsstand noch
viele Unklarheiten. In mehr als 95% der Falle wird eine idiopathische Entstehung von
Glioblastomen angenommen (Alifieris & Trafalis, 2015).

In lediglich ein bis funf Prozent der Falle entsteht das Glioblastom aufgrund eines
hereditdren Krankheitsbildes, darunter sind die Neurofibromatose Typ 1 und Typ 2 zu

erwahnen, aber auch seltenere genetische Erkrankungen (Tabelle 1).
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Tabelle 1:

Erkrankungen im Zusammenhang mit der Entstehung von Glioblastomen (Alifieris & Trafalis, 2015).
Legende: TP53: tumor protein p53, MEN1: Multiple endokrine Neoplasie vom Typ 1, PTCH1: Protein
patched homolog 1: TSC: Tuberdse Sklerose Komplex

Erkrankung: Betroffenes Gen:
Neurofibromatose Typ 1 NF1

Neurofibromatose Typ 2 NF2

Li-Fraumeni Syndrom TP53

HNPCC/Lynch Syndrom Mikrosatelliteninstabilitat
MEN1 MEN1

Gorlitz-Gotz Syndrom PTCH1

TSC TSC1, TSC2

Den durch eine genetische Erkrankung entstandenen Glioblastomen geht in den meisten
Fallen die Diagnose eines low-grade Glioms voraus (Alifieris & Trafalis, 2015; Wirsching et
al., 2016).

Das Glioblastom kommt, abhangig von der Abstammung des Patienten, circa 2-mal haufiger
bei der weillen Bevdlkerung gegenuber der schwarzen Bevolkerung vor, sowie circa 3-mal
haufiger bei der weilRen Bevolkerung gegenlber der asiatischen Bevodlkerung in der US-
amerikanischen Offentlichkeit vor (Ostrom et al., 2020).

Bis heute konnten nur sehr wenige Umweltfaktoren identifiziert werden, die zu einer
Risikoerhéhung fir ein Glioblastom fihren. Die therapeutische Bestrahlung von Kindern mit
einer akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) kann das Risiko fur die Entstehung eines
Glioblastoms erhéhen (Ohgaki & Kleihues, 2005). Fir das Rauchen, sowie fur andere
bekannte Kanzerogene konnte bis dato kein erhohtes Risiko nachgewiesen werden, ebenso
wie fur den Einsatz von Rdntgenstrahlung fur diagnostische Zwecke (Wirsching et al., 2016).
Dies lasst sich durch die sehr speziellen Standortbedingungen, welches das ZNS bietet,
erklaren. Das ZNS ist durch die Blut-Hirn-Schranke vor einem Grof3teil von mutagenen und
kanzerogenen Stoffen geschiitzt. Zudem handelt es sich bei neuronalem Gewebe um Zellen,
welche sich im postmitotischen Zustand befinden. (Wirsching et al., 2016).

Bis heute konnte der genaue zellulare Ursprung des Glioblastoms noch nicht abschlielend
geklart werden. Vor rund zwei Jahrzehnten wurde die Tumorstammzellenhypothese
aufgestellt. Die damals wichtigste Entdeckung war die Tumorinduktion von Glioblastomen
durch CD133-positive Stammzellen (Singh et al., 2004). Seither hat eine intensive Forschung
mit Tumorstammzellen stattgefunden. Die Tumorgenese und eine grofle Heterogenitat im
Tumorgewebe sollen auf die Stammzellen zuriickzuflihren sein (Cheray et al., 2017). Die

Tumorstammzellen in Glioblastomen werden durch sechs wesentliche Mechanismen
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reguliert. Dabei unterscheidet man zwischen intrinsischen Faktoren, wie der Tumorgenetik,
Epigenetik und des Metabolismus, sowie den extrinsischen Faktoren, wie das Immunsystem,
die umgebenden Umweltfaktoren des Gewebes und Nischenfaktoren (Lathia et al., 2015).
Der genaue zellulare Ursprung bleibt allerdings trotz intensiver Forschung noch nicht vollig

geklart und ist Gegenstand weiterer aktueller Forschung.

1.2 ZNS-METASTASEN
1.2.1 EPIDEMIOLOGIE

Metastasen sind fur einen Grofteil der tumorassoziierten Todesfélle verantwortlich. Nur
selten fuhrt der Primartumor bei Vorliegen einer zerebralen Metastasierung zum Tod des
Patienten. Insgesamt sind ZNS-Metastasen von grofdter Bedeutung, da diese eine
besonders infauste Prognose fur den Patienten haben (Lambert et al., 2017). Metastasen im
ZNS sind mit Abstand die haufigsten intrakraniellen Neoplasien. Diese kommen bis zu
zehnmal haufiger vor als primare maligne Neoplasien des ZNS (Ostrom et al., 2018).

In den letzten Jahrzehnten stieg die Inzidenz der ZNS-Metastasen, dies ist am ehesten auf
mehrere Faktoren zurlckzufihren. Zum einen hat sich die Bildgebung in den letzten
Jahrzehnten weiterentwickelt, da beispielsweise nun Magnetresonanztomographie (MRT)-
Untersuchungen des Schadels in der Routinediagnostik von Tumoren, wie dem
Lungenkarzinomen, eingesetzt werden (Langer, 2022). Zum anderen hat sich die Therapie
des Primarmalignoms stetig verbessert. Dies flhrt zu einem langeren Gesamtiberleben der
betroffenen Patienten, jedoch steigt damit verbunden auch das Risiko im Verlauf der
Erkrankung, ZNS-Metastasen zu entwickeln (Nayak et al., 2012).

Etwa 12% aller Patienten im metastasierten Stadium ihrer Tumorerkrankung sind von einer
zerebralen Metastasierung betroffen. Besonders haufig von einer primaren initialen ZNS-
Metastasierung bei Erstdiagnose des Malignoms betroffen sind Patienten, welche an einem
Lungenkarzinom erkrankt sind. Bei 12 bis 16 % der betroffenen Patienten liegt eine initiale
ZNS-Metastasierung vor, wahrend bei Patienten mit Nierenkarzinom (1,5%), Melanom
(0,7%) und mit Mammakarzinom (0,4%) eine initiale Metastasierung deutlich seltener
beschrieben wird (Cagney et al., 2017).

Die meisten Patienten erkranken zwischen dem 50. und 69. Lebensjahr an einer ZNS-
Metastase. Der Altersgipfel der Patienten mit Lungenkarzinom liegt beispielweise zwischen
dem 60. und 69. Lebensjahr, der fir Patienten mit einem Melanom, Mammakarzinom und
Nierenkarzinom deutlich friher, zwischen dem 50. und 59. Lebensjahr (Barnholtz-Sloan et
al., 2004).
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1.2.2 ATIOLOGIE UND PATHOMECHANISMUS FUR DIE ENTSTEHUNG VON ZNS-METASTASEN

Die Metastasierung von Tumoren ist ein haufiger Prozess im Verlauf einer Tumorerkrankung.
Dabei durchlaufen die Zellen des Primartumors einen mehrstufigen Prozess. Im ersten
Schritt erfolgen die Ausbreitung und die Vermehrung des Primartumors im umliegenden
Gewebe. Dies wird sowohl durch die genetische als auch durch die epigenetische
Transformation, sowie den Verlust von Tumorsuppressorgenen, ausgelost.

Durch die epithelial-mesenchymale Transition der Malignomzellen kommt es zu einer
Veranderung der Zellen von einem epithelialen Phanotypus hin zu einem mesenchymal
gepragten Phanotypus. Dies geschieht aufgrund zahlreicher Veranderungen, wie den Verlust
der Zellpolaritat, den Verlust von epithelialen Markern, sowie dem Verlust von zellularen
Adhasionsmolekilen, wie E-Cadherin (Kalluri & Weinberg, 2009; Lah et al., 2020). Es wird
angenommen, dass zumindest eine partielle epithelial-mesenchymale Transition den
Grundstein fir eine weitere metastatische Ausbreitung des Primarius bildet, jedoch kommt
es nicht bei allen Tumoren zu einer vollstandigen mesenchymalen Transformation. Im
zweiten Schritt erfolgt die Ausbreitung einzelner Zellen entweder Uber das Lymphsystem
oder hamatogen, entweder durch bestehende Gefalte oder durch eine Neovaskularisierung
des Primartumores (Gupta & Massagué, 2006; Lambert et al., 2017). Bei ZNS-Metastasen
ist allerdings eine hamatogene Metastasierung von entscheidender Bedeutung. Eine
lymphogene ZNS-Metastasierung findet nur selten statt (Lah et al., 2020). Nur ein Bruchteil
der im Blutstrom migrierten Tumorzellen tberleben im Blutstrom und zeigen eine Resistenz
gegeniiber dem Immunsystem. Das Uberleben der Tumorzelle gelingt durch eine Interaktion
mit Thrombozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und tumorassoziierten
Fibroblasten (Garrido-Navas et al., 2019). Gegenstand aktueller Studien ist, die
zirkulierenden Tumorzellen zur Diagnostik von Tumoren zu nutzen (D. Lin et al., 2021). Im
peripheren Gewebe erfolgt dann die Extravasion aus dem Gefal} in das Parenchym, in dem
sich lokale Mikrometastasen etablieren und eine Progression bis zu klinisch nachweisbaren
Metastasen durchlaufen. Im ZNS kann die Metastasierung dann sowohl im Hirnparenchym
als auch entlang der Meningen erfolgen (Gupta & Massagué, 2006). Abbildung 1 illustriert

den Ablauf des Metastasierungsprozesses.
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Abbildung 1: Darstellung des Ablaufes der hamatogenen Metastasierung vom Ursprungsgewebe
bis zur klinisch nachweisbaren etablierten ZNS-Metastase.

@ Infiltration der Malignomzellen in das umliegende Gewebe des Primartumors. @
Intravasion der Malignomzellen in das GefaRsystem mit anschlieRender @ Zirkulation durch
das GefalRsystem. @ Extravasion der Tumorzelle im ZNS und Etablierung einer
Mikrometastase und Wachstum bis zu einer klinisch und diagnostisch nachweisbaren &

Makrometastase. ,Created with BioRender.com*

Das Hirnparenchym stellt eine komplexe Umgebung dar und ist von der zellularen
Zusammensetzung, der Immunologie und dem Metabolismus hoch spezialisiert. Uber die
genaue Interaktion von Metastasenzellen und Zellen des Hirnparenchyms ist bislang nur
wenig bekannt. Fur Metastasen stellten diese Bedingungen jedoch eine Schwierigkeit bei der
Implantation und Migration dar (Schulz et al., 2019). Es konnten bis heute viele Gene
identifiziert werden, welche im Zusammenhang mit einer Metastasierung stehen. Hingegen
gibt es nur unzureichend viele Ergebnisse fir Gene, welche im spezifischen Zusammenhang
mit einer ZNS-Metastasierung stehen. Im Tiermodell mit Mammakarzinomzellen wurden in
ZNS-Metastasen eine erhdhte Expression von MMP-2 (Matrix-Metalloproteinase-2) gefunden
(Mendes et al., 2007). In Studien mit Gewebe von ZNS-Metastasen von Mammakarzinomen
konnte gezeigt werden, dass es zu einer erhdohten Expression von GABA-Rezeptoren
kommt. Es wird vermutet, dass der Katabolismus von GABA zu erhéhtem NADH-Spiegeln
fuhrt und somit ein Uberlebens- und Proliferationsvorteil der metastasierten

Mammakarzinomzellen besteht (Neman et al., 2014).
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1.3 KLINISCHES ERSCHEINUNGSBILD VON GLIOBLASTOMEN UND ZNS-METASTASEN

Die Symptome von malignen Tumorerkrankungen des ZNS, sowohl bei Glioblastomen als
auch bei ZNS-Metastasen, sind in erster Linie von der primaren Lokalisation des Tumors
abhangig. Symptome, wie neu aufgetretene neurologische Herdsymptomatik, aber auch
fokale und generalisierte Krampfanfalle, kdnnen hinweisend auf einen malignen ZNS-Tumor
sein. Bei einem mit dem Tumor einhergehenden erhdhten intrakraniellen Druck kann es zu
Hirndruckzeichen, wie Kopfschmerz, Ubelkeit, Erbrechen bis hin zur Bewusstseinsstorung
kommen. Zunachst kann es auch zu eher unscheinbaren Veranderungen, wie einer
Leistungsminderung oder pseudodementiellen Entwicklung, kommen (Wick, 2021).
AuRerdem kénnen psychische Stérungen des Patienten im Rahmen eines hirnorganischen
Psychosyndroms bestehen, welche sich im akuten Stadium durch Verwirrtheit,
Halluzinationen und Denkstérungen, bis hin zum Delir und Koma, auflern kdénnen. Im
chronischen Stadium zeigen sich Symptome in Form einer Wesensanderung oder in Form

eines Frontalhirnsyndroms (Bartusik-Aebisher et al., 2022).

1.4 DIAGNOSTIK UND THERAPIE BEI ZNS-MALIGNOMEN

Die Diagnostik maligner ZNS-Prozesse umfasst meist schon bei Verdacht die
neuroradiologische Bildgebung. Der Goldstandard in der Darstellung ist hierbei die MRT-
Bildgebung des Schadels mit Kontrastmittel (KM). Die Computertomographie (CT)-
Bildgebung spielt bei der Diagnostik maligner ZNS-Erkrankungen eine eher untergeordnete
Rolle. In der Routinediagnostik werden bei unklaren neurologischen Symptomen aufgrund
der breiten und schnellen Verfugbarkeit haufig CT-Untersuchungen angefertigt. Die
Darstellung von ZNS-Metastasen und Glioblastomen kann in Abhangigkeit von der GroRe
und der Lage des Tumors auch mit einer CT-Untersuchung gelingen. Bei Verdacht auf ein
Malignom des ZNS in der CT-Untersuchung sollte nach den aktuellen Leitlinien eine
anschlielende MRT-Untersuchung durchgefuhrt werden (Fink & Fink, 2013; Wick, 2021).

In der CT stellt sich das Glioblastom zentral hypodens dar, welches histologisch der
Nekrosezone entspricht. Der Randbereich des Glioblastoms, welcher typischerweise ring-
oder girlandenférmig Kontrastmittel aufnimmt, entspricht histologisch dem vitalen
Tumorgewebe. In der MRT-Diagnostik werden multiplanare T1 Sequenzen nativ und nach
KM-Gabe, sowie T2/FLAIR Sequenzen, fur die Diagnostik akquiriert (Weller et al., 2020a;
Wick, 2021). Das Glioblastom stellt sich in der T1 Sequenz hypointens zum restlichen
Hirnparenchym dar. Nach KM-Gabe kommt es, ebenso wie in der CT-Untersuchung, zu
einer girlandenférmigen KM-Aufnahme in den peripheren Anteilen des Glioblastoms. In der

T2/FLAIR Sequenz kommt es zu einer hyperintensen Signalanreicherung im Glioblastom.
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Besonders gut gelingt in dieser Sequenz die Darstellung des tumorumrandenden
Perifokalddems (Fordham et al., 2021). Darstellung der typischen Befunde in der CT und
MRT-Bildgebung in Abbildung 2.

Abbildung 2: Beispielhafte Darstellung des Glioblastoms in der Bildgebung.

Oben links MRT in T1 Sequenz ohne KM. Oben rechts MRT in T1 Sequenz mit KM. Unten
links MRT in T2 Wichtung. Unten rechts CT mit KM. Quelle: Case courtesy of Frank Gaillard,
Radiopaedia.org, rID: 22205

Hinweisend auf eine ZNS-Metastase ist meist ein multifokales Auftreten, in circa 50% der
Falle sind mindestens zwei Tumorlokalisationen vorhanden. ZNS-Metastasen stellen sich in
der CT-Bildgebung meistens mit einem dem Tumor umschlieRenden vasogenen Odem dar
und sind je nach Ursprunggewebe hypo-, iso- oder hyperdens im Vergleich zum
Hirnparenchym (Fink & Fink, 2013). Bei der MRT-Bildgebung werden bei ZNS-Metastasen
die gleichen Sequenzen wie im Glioblastom akquiriert. In der T1 -Sequenz stellen sich
Metastasen meist iso- bis hyointens dar. Nach der Kontrastmittelgabe zeigt sich eine
ringférmige Anreicherung im Randbereich der Metastasen. In der T2- Sequenz zeigen sich
Metastasen typischerweise hyperintens (Fink & Fink, 2013).

In den letzten Jahren erfolgte in der MRT-Diagnostik der starkere Fokus auf funktionelle

MRT-Sequenzen, wie der Darstellung der MR-Perfusion, der MR-Diffusion und der MR-
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Spektroskopie. Dies spielt besonders in der Beurteilung der vitalen Tumorareale vor einer
Biopsie und der Differenzierung zwischen Glioblastom und Metastasen eine Rolle (Fink &
Fink, 2013; Kickingereder & Radbruch, 2017; Tong et al., 2020). Trotz zunehmend besseren
Méoglichkeiten in der radiologischen Bildgebung ist die Unterscheidung von Glioblastomen
und ZNS-Metastasen in vielen Fallen nicht immer eindeutig. So zeigen beide Tumore in der
MRT-Bildgebung ahnliche Signalmuster (Fordham et al., 2021). Daher ist die alleinige
Diagnostik bildgebender Verfahren nicht ausreichend. Eine histologische Aufarbeitung des
Gewebes ist bei jedem Verdacht auf ein ZNS-Malignom obligat (Weller et al., 2020b; Wick,
2021).

Abseits der Bildgebung kann zur weiteren Diagnostik auch eine Liquorpunktion durchgefiihrt
werden, diese dient zur weiteren Abgrenzung von entzindlichen Erkrankungen, sowie zum
Ausschluss einer Meningeosis carcinomatosa und ZNS-Lymphomen. Bei epileptischen
Anfallen als Erstsymptom oder im Verlauf kann eine EEG-Untersuchung sowohl zur
Erstdiagnostik, als auch zur weiteren Diagnostik und zum Einstellen der antiepileptischen
Medikation durchgefihrt werden (Wick, 2021). Die Diagnostik von tumorassoziierten
Epilepsien bleibt jedoch meist eine klinische Diagnose, welche aufgrund eines beobachteten

Anfallsgeschehens gestellt wird (Bohm & Leibetseder, 2024).

1.4.1 HISTOLOGIE UND KLASSIFIKATION DES GLIOBLASTOMS

Das Tumorgewebe von Glioblastomen zeigt histologisch eine groRe Heterogenitat.
Charakteristische histologische Merkmale fur das Glioblastom sind mikrovaskulare
Proliferationen und Nekrosen. Zudem lassen sich weitere Merkmale eines malignen
Wachstums, wie eine hohe mitotische Aktivitat, Kerndeformation, Invasion in das umliegende
Gewebe, in den meisten Fallen nachweisen. In der Routinediagnostik werden meist auch
immunhistologische Untersuchungen, sowie eine Bestimmung des Ki-67 Mitoseindexes,
durchgefihrt (Bienkowski et al., 2018; Perry & Wesseling, 2016; Wirsching et al., 2016).
Tumore des zentralen Nervensystems werden nach der WHO-Klassifikation in vier Grade
unterteilt. Das Glioblastom fallt dabei in die Kategorie eines Grad 4 Tumors. Im Jahr 2021
unterlag die WHO-Klassifikation einer umfassenden Uberarbeitung, um die molekularen
Biomarker in die Klassifikation einzuarbeiten.

Die histologischen Kriterien sind nicht mehr alleinig entscheidend fir die Diagnose eines
Glioblastoms, vielmehr kann die Diagnose nun bei Nachweis von Mutationen im Telomerase-
reverse-Transkriptase (TERT)-Promotor, Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-Gen
und einer Veranderung der Anzahl von Kopien auf dem Chromosom 7 mit Zugewinn an
Kopien und den Verlust von Kopien auf dem Chromosom 10, trotz fehlender histologischer

Korrelate, gestellt werden. Der TERT-Promotor ist firr die Transkription des TERT-Gens
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zustandig. Eine Mutation in diesem Promotor sorgt fir erhdhte Telomerase Aktivitat. Am
haufigsten kommt eine TERT-Mutation in Zellen mit einer niedrigen Zellteilungsrate, wie in
neuronalen Geweben, vor (E. M. Liu et al., 2022). Eine Mutation des TERT-Promotors gehort
zu den haufigsten Mutationen in Malignomen, bei Glioblastomen kommt diese bei ca. 80-
90% vor. Mutationen im TERT-Promotor kénnen aber auch bei verschiedenen anderen
Malignomen, wie dem Melanom, dem hepatozelluldren Karzinom, dem Urothelkarzinom,
nachgewiesen werden (Olympios et al., 2021). Die +7/-10 zytogenetischer Signatur ist ein
Marker fir das Vorliegen eines Glioblastoms und ist definiert durch eine Trisomie 7 und eine
Monosomie 10. Zum aktuellen Stand der Forschung ist noch wenig Uber die klinische
Relevanz der chromosomalen Aberration bekannt. Studien haben eine Inzidenz von +7/-10
oder eine partielle Deletion bei ca. 70-80% der Patienten mit einem Glioblastom nachweisen
kénnen (Stichel et al., 2018; Weller et al., 2020a). Eine Amplifikation des EGFR-Genes
kommt in circa 60% der Glioblastome vor. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung des EGF-
Rezeptors und somit zu einer Proliferation des Glioblastoms (Sasmita et al., 2018; Senhaji et
al., 2022). Abbildung 3 zeigt eine auszugsweise die neuen WHO-KIlassifikation (Wick, 2021).

Histologie Diffuses Gliom

IDH IDH-Wildtyp IDH-Wildtyp
Nukleéres : Nukleéres
ATRX verloren ATRX erhalten ATRX verloren

ATRX

CDKN2A/B CDKN2A/B
CDKN2A/B nicht homozygot
homozygot deletiert
deletiert
TERTp-mutiert, Histologie:
TERTp, EGFR EGFR-amplifiziert,|| Nekrose und/ ;
+7/-10 und/oder +7/-10 oder
GefaBproliferate
Histologie: H3-G34R/V-
Nekrose und/ mutiert
H3 G34 oder
GefaBproliferate :
H
Integrierte Astrozytom, Astrozytom, Glioblastom, Diffuses hemispharisches
Diagnose IDH-mutiert IDH-mutiert IDH-Wildtyp Gliom,

WHO-Grad 2 oder 3 WHO-Grad 4 WHO-Grad 4 H3-G34-mutiert

WHO-Grad 4

Abbildung 3: Histologische Diagnostik und Einordnung von Glioblastomen in die Gruppe der high
grade ZNS-Malignome, sowie die Abgrenzung von anderen ZNS-Tumoren im WHO-
Klassifikationssystem. Abbildung modifiziert nach der Klassifikation von Weller et al., 2022.
IDH: Isocitratdehydrogenase, ATRX: ATRX chromatin remodeler, TERTp: Telomerase reverse
transcriptase promoter, EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor, CDKN2A/B: Cyclin Dependent
Kinase Inhibitor 2A/B.
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Das Glioblastom ist der einzige Tumor des Zentralnervensystems, welcher nach der neuen
Klassifikation zwingend einen Isocitratdehydrogenase (IDH) Wildtyp aufweist. IDH mutierte
Tumore werden nun als Astrozytom Grad 2 bis 4 eingeteilt (Weller et al., 2022, p. 159).

1.4.2 THERAPIE DES GLIOBLASTOMS

Eine chirurgische Behandlung wird bei jedem Patienten mit Glioblastom, soweit es der
Zustand und die Lokalisation des Glioblastoms zulassen, angestrebt. Durch das stark
infiltrative Wachstum des Glioblastoms ist eine vollstandige Entfernung in vielen Fallen nicht
moglich. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten, welche eine Tumoroperation
durchlaufen haben, trotz unvollstandiger Tumorentfernung eine bessere Prognose haben
(Kees et al., 2022). In den letzten Jahren entwickelten und verbesserten sich zahlreiche
Techniken, um das verbleibende postoperative Tumorvolumen zu reduzieren. Dazu zahlen
eine stetig verbesserte Neuronavigation, sowie die intraoperative Bildgebung mittels MRT
und Ultraschall (Weller et al., 2020a). In den letzten Jahren kam die intraoperative
Fluoreszenzmarkierung zunehmend zum Einsatz. Dabei wird das Glioblastom mittels 5-
Aminolavulinsaure (5-ALA) fluoreszierend markiert (Kaneko & Kaneko, 2016). Damit ist es
dem Chirurgen mdglich, den verbleibenden Resttumor besser von gesundem Gewebe
abzugrenzen (Stepp & Stummer, 2018). Postoperativ werden eine histologische
Untersuchung und ein Grading des Gewebes vorgenommen. Des Weiteren wird eine
molekulargenetische Analyse gemal den Leitlinien und der neuen WHO-KIassifikation
durchgefihrt. Dabei wird das Gewebe auf flr Glioblastome typische Mutationen untersucht
(Weller et al., 2022).

Ein wichtiger molekularbiologischer Marker ist hierbei MGMT, welches ein entscheidendes
DNA-Reparaturprotein ist. Es handelt sich dabei um eine Methyltransferase, welche
Alkylgruppen von der O6 Position der DNA entfernt. Dadurch kommt es zum Wirkungsverlust
von akylierenden Chemotherapeutika, wie beispielsweise dem in der Behandlung von
Glioblastomen wichtigsten Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) (Anel et al., 2000). Der
Methylierungsstatus des MGMT-Promotors ist ein wichtiger Marker flr die Prognose des
Patienten und dessen Ansprechen auf die Chemotherapie. Bei circa 30-60% der
Glioblastompatienten kommt der MGMT-Promotor in der methylierten Form vor (Butler et al.,
2020; Riemenschneider et al., 2010).

Die Auswahl an Chemotherapeutika in der Behandlung der Glioblastoms ist aufgrund der
Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke &auRerst eingeschrankt. TMZ ist eines der
bedeutendsten Chemotherapeutika in der Behandlung zahlreicher primarer ZNS-Malignome.

Es gehort in die Gruppe der alkylierenden Chemotherapeutika und kann aufgrund seiner
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geringen molekularen Grof3e und Lipophilie die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden. Es sorgt fur
eine Methylierung der O6 und N7 Position des Guanins in der DNA, welches zu einem
Crosslink der DNA fihrt und schlussendlich zur Apoptose der Zelle (Afonso & Brito, 2022).
Das Standardprotokoll fur die Behandlung von Glioblastomen hat sich seit 2005 nicht
wesentlich geandert. Die Patienten erhalten im Anschluss an die operative Versorgung eine
fraktionierte Strahlentherapie mit insgesamt 60 Gy, in Fraktionen von 1,8 bis 2 Gy. Zusatzlich
zur Bestrahlung wird TMZ in einer Dosierung von 75 mg je m? Kérperoberflache wahrend der
Strahlentherapie verabreicht. Im Anschluss erfolgt eine Erhaltungstherapie mit TMZ (Stupp
et al.,, 2005). Bei Patienten mit einem schlechten Allgemeinzustand wird eine alleinige
Radiotherapie, entweder fraktioniert oder hypofraktioniert, empfohlen. Bei Patienten mit
einem ausgepragt schlechten Allgemeinzustand wird eine alleinig palliative Behandlung
empfohlen (Weller et al., 2020a; Wick, 2021).

Der Einsatz von Biologicals oder Multikinaseinhibitoren in der Therapie des Glioblastoms ist
Ziel aktueller Forschung. Dabei liegt der Schwerpunkt auf der Beeinflussung multipler
Signalwege im Glioblastom (Le Rhun et al., 2019). Studien zu EGFR-Inhibitoren zeigten,
aufgrund der geringen Penetration der Medikamente durch die Blut-Hirn-Schranke, bislang

noch keine vielversprechenden Ergebnisse (Sareen et al., 2022).

1.4.3 DIAGNOSTIK UND THERAPIE VON ZNS-METASTASEN

Die Entscheidung zwischen einer stereotaktischen Biopsie und einer operativen Entfernung
einer ZNS-Metastase ist meist eine individuelle Entscheidung und wird je nach
Nutzen/Risiko-Verhaltnis abgewogen. Die Behandlung von ZNS-Metastasen ist abhangig
vom Zustand des Patienten, dem Status der Primarerkrankung, sowie der Lokalisation der
Metastasen. Prinzipiell stehen neben der chirurgischen Therapie, je nach Primarius,
verschiedene ZNS-gangige Chemotherapeutika zur Verfigung. Der Einsatz von nicht ZNS-
gangigen Chemotherapeutika kann bei einer nachgewiesenen Schrankenstérung ebenso
erwogen werden. Zudem kann bei singuldren Metastasen eine stereotaktische Bestrahlung
in Betracht gezogen werden. Bei multiplen Metastasen kann eine Ganzhirnbestrahlung
durchgefihrt werden (Schmieder et al., 2016).

1.5 EPILEPSIE BEI MALIGNEN ERKRANKUNGEN DES ZENTRALNERVENSYSTEMS

Bei primaren Tumoren des zentralen Nervensystems ist eine Epilepsie oftmals eines der
ersten Symptome. Bei niedrigmalignen Tumoren (ZNS WHO-Grad 1-3) kommt eine Epilepsie
haufiger vor als bei Glioblastomen. Die tumorassoziierte Epilepsie kann in verschiedenen

Stadien der Erkrankung auftreten. Insgesamt macht die tumorassoziierte Epilepsie circa vier
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bis zehn Prozent aller Epilepsien aus. In Glioblastomen tritt die Epilepsie in circa 25% bis
45% der Falle initial auf, wahrend sich bei 15% bis 45% der Patienten die Epilepsie im
Verlauf der Erkrankung entwickelt. Bei Patienten mit ZNS-Metastasen konnte bei rund einem
Viertel der Patienten eine Epilepsie initial oder im Verlauf der Erkrankung festgestellt werden
(Bohm & Leibetseder, 2024; Englot et al., 2016; Liang et al., 2016)

Eine wesentliche Rolle bei der Epileptogenese spielt der exzitatorische Neurotransmitter
Glutamat. In Glioblastomen konnte eine erhdhte Glutamatkonzentration im Tumorgewebe,
sowie im tumorumgebenden Gewebe, nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass eine
erhdhte Glutamatkonzentration mit dem haufigeren Auftreten eine Epilepsie in Verbindung
gebracht werden konnte (Yuen et al., 2012). Dabei férdert Glutamat nicht nur die Entstehung
von Epilepsien, sondern flhrt auch Uber verstarkte Aktivierung von Glutamatrezeptoren zur
Aktivierung von sekundaren Signalwegen der Glioblastome und des umgebenden Gewebes
(Stefani Leivas Pereira et al., 2017; H. Yi et al., 2020).

Die Behandlung von Patienten mit einer tumorassoziierten Epilepsie ist auf3erst diffizil. Die
antiepileptische  Medikation richtet sich besonders nach der Anfallsart, dem
Wirkmechanismus des Medikamentes, sowie den mdglichen Nebenwirkungen der
Medikation. Zudem mussen jeweilige Komorbiditaten des Patienten mit in Betracht gezogen
werden.

Aktuell wird im europadischen Raum meist Levetiracetam, aufgrund einer guten
Vertraglichkeit, in der primaren Behandlung einer tumorassoziierten Epilepsie eingesetzt
(B6hm & Leibetseder, 2024; Wick, 2021).

In der aktuellen Leitlinie wird bei Patienten, die bereits praoperativ durch Krampfanfalle
aufgefallen sind, sowohl eine pra- als auch perioperative antikonvulsive Therapie empfohlen.
Nach erfolgter OP kann nach einem Zeitraum von circa drei Monaten die antikonvulsive
Therapie ausgeschlichen werden. Eine Primarprophylaxe bei dem Vorliegen einer zerebralen
Neoplasie wird aktuell nicht empfohlen. In vielen Fallen ist im Krankheitsverlauf eine
antikonvulsive Polytherapie notwendig, um eine Anfallsfreiheit zu gewahrleisten (Kerkhof et
al., 2013). Circa 20 % der Patienten mit einem Glioblastom und einer begleitenden Epilepsie
leiden an wiederkehrenden epileptischen Anfallen trotz einer adaquaten antiepileptischen
Polytherapie (De Bruin et al., 2021).

1.6 GLUTAMATERGE MECHANISMEN IM GLIOBLASTOM

Ein wesentlicher Faktor fur die Progression und das Wachstum von Glioblastomen ist der
Neurotransmitter Glutamat. Es konnte sowohl in Studien an Zelllinien als auch an humanen
Proben gezeigt werden, dass in Glioblastomen und auch im umliegenden Gewebe eine

erhdhte Glutamatkonzentration vorkommt (Roslin et al., 2003). Im gesunden Hirngewebe ist
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eine niedrige extrazelluldre Glutamatkonzentration von entscheidender Bedeutung fur die
normale Hirnfunktion. Fir die Aufrechterhaltung dieser, ist ein enges Zusammenspiel
zwischen Ausschittung und Aufnahme von Glutamat notwendig. Dabei spielen
Glutamattransporter eine entscheidende Rolle (Robert & Sontheimer, 2014).

Ein entscheidender, an der Glutamatausschittung beteiligter Transporter ist das
Antiportsystem XC-. Der Antiporter besteht aus den zwei Transmembranproteinen, 4F2 cell-
surface antigen heavy chain (4F2hc) (Codiert auf den Gen SLC3A2 (solute carrier family 3
member 2) Gen) und xCT (Codiert auf dem Gen SLC7A11 (solute carrier family 7 member
11) Gen). Das Transportsystem xCT bildet dabei die Untereinheit, welche fir die
Transportaktivitat verantwortlich ist. Es handelt sich um einen Na® unabhangigen aber CI
abhangigen Aminosaure Antiport mit Glutamatausscheidung aus der Zelle und Cystin
Aufnahme im Verhaltnis 1:1 (Bridges et al., 2012; Massie et al., 2015). Das XC- System ist
nicht nur ausschlaggebend fir den Glutamatstoffwechsel, sondern zeigt sich auch bei
Tumorzellen essenziell fur die Versorgung mit Cystein, welches ein grundlegender
Bestandteil von Glutathion ist. Glutathion ist fur alle eukaryotischen Zellen von Bedeutung,
da es die Zellen vor oxidativem Stress, ausgelost durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
schutzt. Eine Imbalance in den ROS/Glutathion Spiegeln fihrt zu einer niedrigeren
Proliferation (T. Liu et al., 2022).

Eine erhdhte Expression des Gens SLC7A71 konnte in vielen Tumoren nachgewiesen
werden. Dieser Nachweis ist in vielen Tumoren mit einer ungunstigen Prognose fir den
Patienten verknupft (W. Lin et al., 2020). In Glioblastomen zeigt sich durch die erhdhte
Expression von SLC7A11 eine erhdhte Tumorprogression. Zudem wird eine erhdhte
Chemoresistenz aufgrund des erhéhten Abbaus von ROS durch vermehrte Synthese von
Glutathion angenommen (Polewski et al., 2017).

Der Transporter excitatory amino acid transporter 2 (EAAT2), codiert auf dem Gen solute
carrier family 1 member 2 (SLC1A2), ist ebenfalls eng mit der extrazellularen
Glutamatkonzentration assoziiert. Dieser Transporter ist hauptsachlich auf der Zellmembran
von Astrozyten lokalisiert, welcher im gesunden Hirngewebe fur ca. 90% der Glutamat
Wiederaufnahme in Astrozyten verantwortlich ist (Rao et al., 2015). Es handelt sich hierbei
um einen Na® anhangigen Transporter, welcher Glutamat in die Zelle aufnimmt (Robert &
Sontheimer, 2014).

Im Hirngewebe sind nicht nur Glutamattransporter von wesentlicher Bedeutung flr die
extrazellulare Glutamatkonzentration. Zwei Enzyme spielen eine wesentliche Rolle bei der
Biosynthese und dem Abbau von Glutamat. Zum einen die branched-chain amino acid
aminotransferase (BCAT) und zum anderen die Glutamat Ammonium Ligase (GS).

Die BCAT1, kodiert durch das gleichnamige Gen BCAT1, ist ein Enzym der de-novo

Glutamat Synthese, welches circa 30 % des Glutamates im Hirngewebe synthetisiert (Hull et

13



EINLEITUNG

al., 2012). Verzweigtkettige Aminosauren sind essenziell fur die Tumorproliferation. Sie sind
ein wichtiger Stickstoffspender im Glutamat/Glutamin Zyklus. Eine Inhibition der BCAT1 flhrt
zu einer deutlichen Abnahme der Glutamatausscheidung aus den Zellen und zu einer
Verringerung der Proliferation (Ténjes et al., 2013). Das Enzym katalysiert die reversible
Reaktion von verzweigtkettigen Aminosduren (Leucine, Valin und Isoleucin) mit a-
Ketoglutarat zu Glutamat und verzweigtkettigen-alpha-Ketosauren (Suh et al., 2019).

Die Glutamat-Ammonium-Ligase, kodiert durch das Gen GLUL, ist ein Enzym, welches die
Umwandlung von Glutamat und Ammonium in Glutamin katalysiert. Im gesunden Gewebe ist
dieses Enzym essenziell fur die Bindung von toxischem Ammoniak, besonders im
Muskelgewebe und im Hirngewebe (Castegna & Menga, 2018). Im Glioblastom konnten
Expressionsdaten des Gens GLUL mit der Entstehung einer Epilepsie in Glioblastomen in
Zusammenhang gebracht werden (Rosati et al., 2013).

Bislang konnte nur fiir einige Gene ein Uberlebensvorteil im Glioblastom nachgewiesen
werden. Die Expressionsdaten von Glutamatrezeptoren und am Glutamatstoffwechsel
beteiligte Gene sind bis heute in der Forschung nur wenig beleuchtet worden (Alexander &
Cloughesy, 2017). Eine Zusammenfassung der glutamatergen Mechanismen im Glioblastom

ist in Abbildung 18 in der Diskussion dargestellt.

1.7 GLUTAMATREZEPTOREN

Glutamatrezeptoren sind ein wichtiger Teil der Neurotransmission. Man unterscheidet die
Rezeptoren in zwei Gruppen. Zum einen in die exzitatorischen ionotropen
Glutamatrezeptoren und zum anderen in die entweder inhibitorischen oder exzitatorischen

metabotropen Glutamatrezeptoren.

1.7.1 IONOTROPE GLUTAMATREZEPTOREN

Die ionotropen Glutamatrezeptoren unterteilen sich in drei Gruppen. Die einzelnen
Rezeptoren sind dabei nach ihren jeweiligen charakteristischen Agonisten benannt. Sie
unterteilen sich nach Agonisten in die Gruppen der AMPA-Rezeptoren (a-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionic acid), die Kainat-Rezeptoren (Kainsdure) und die NMDA -
Rezeptoren (N-methyl-D-aspartate). Allen ionotropen Rezeptoren ist gemein, dass sie
kationenpermeabel sind. Der Unterschied in den Untereinheiten und in der
Zusammensetzung der Untereinheiten in einem Rezeptorsystem flhrt zu einer Varianz in
Struktur und Funktionen der einzelnen Rezeptoren. Dabei kénnen die Untereinheiten eines
Rezeptors nur mit den Untereinheiten desselben Rezeptors eine funktionale Einheit bilden.

Ein Austausch von funktionalen Untereinheiten zwischen den verschiedenen Gruppen
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AMPA, Kainat und NMDA der ionotropen Rezeptoren ist nicht moéglich. (K. B. Hansen et al.,
2021).

AMPA-Rezeptoren:

AMPA-Rezeptoren sind auf der postsynaptischen Membran lokalisiert. Der Rezeptor besitzt

einen tetramerischen Aufbau. Die Rezeptoren kénnen aus verschiedenen Untereinheiten
aufgebaut werden. Insgesamt sind bis heute vier Untereinheiten des AMPA-Rezeptors
beschrieben, GluR1 bis GluR4, welche durch die Gene GRIA1 bis GRIA4 kodiert werden (K.
B. Hansen et al., 2007, 2021). Die Untereinheiten kénnen entweder als Homotetramer oder
Heterotetramer vorkommen.

AMPA-Rezeptoren besitzen eine schnelle Offnungskinetik. Die lonendurchlassigkeit des
Rezeptors wird im Wesentlichen durch die Zusammensetzung der Untereinheiten bestimmt.
Dabei ist die Untereinheit GIuR2 der entscheidende Schlissel fir eine mogliche
Calciumpermeablitdt des fertigen Rezeptors. Kommt diese Untereinheit in einer
posttranskriptionellen Modifikation in einem AMPA-Rezeptor vor, wird dieser nicht mehr
calciumpermeabel. Ein Grofdteil der im Hirngewebe vorkommenden AMPA-Rezeptoren
besitzt allerdings die editierte GIuR2 Untereinheit und ist somit nicht calciumpermeabel
(Chen et al., 2023; Herguedas et al., 2016).

Das exzitatorische postsynaptische Signal besteht im Wesentlichen aus zwei Komponenten.
Zum einen die durch AMPA-Rezeptoren vermittelte schnelle Aktivierung, Deaktivierung und
Desensibilisierung innerhalb weniger Millisekunden, zum anderen eine durch NMDA-
Rezeptoren vermittelte langsame Aktivierung, Deaktivierung und Desensibilisierung Uber
zehn bis mehrere hundert Millisekunden (K. B. Hansen et al., 2007, 2018).

NMDA-Rezeptoren:

NMDA-Rezeptoren sind heterotetramerisch aufgebaut und bestehen aus vier

zusammengesetzten Untereinheiten. Der typische Zusammenbau des Rezeptors besteht
aus je zwei Untereinheiten GIuN1 (kodiert durch das Gen GRINT), sowie zwei Untereinheiten
GIuN2A-D (kodiert auf den Gen GRIN2A bis GRIN2D) oder GIuN3A oder GIluN3B (kodiert
auf den Genen GRIN3A und GRIN3B). NMDA-Rezeptoren kénnen sowohl durch den
Liganden Glutamat als auch spannungsabhangig aktiviert werden. Im Ruhezustand ist der
Rezeptor mit einem Magnesiumion verschlossen, welcher durch die Depolarisation der
Zellmembran entfernt wird. Zusatzlich zu der Natriumpermeabilitat und Kaliumpermeabilitat
sind NMDA Rezeptoren Calciumpermeablen. Dies spielt eine besondere Rolle bei der
synaptischen Plastizitat und dem damit verbundenen Lernen von Informationen (Chen et al.,
2023). Im umliegenden Gewebe sorgen hohe Glutamatspiegel fir eine NMDA

Rezeptoraktivierung der umliegenden Neurone. Dies wirkt sich neurotoxisch auf die Neurone
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aus, sodass es zu Apoptose des neuronalen Gewebes kommt (Stefani Leivas Pereira et al.,
2017).

Kainat-Rezeptoren:

Funktionelle Kainat-Rezeptoren sind Tetramere, welche aus den Untereinheiten GluK1 bis
GluK5 (kodiert durch die Gene GRIK1 bis GRIK5) aufgebaut sind. Die Untereinheiten GluK1
bis GIuK3 koénnen dabei jeweils als homo- oder heterotetramere vorkommen. Die
Untereinheiten GluK4 und GIuK5 bendétigen mindestens eine Untereinheit GluK1 bis GluK3
fur die Funktionalitat (K. B. Hansen et al., 2021). Die Untereinheiten GluK1 bis GIuK3 haben
eine niedrige Affinitdt zu Glutamat, wohingegen die Untereinheiten GluK4 und GluK5 eine
hohe Affinitat aufweisen. Uber die Expression und die Pathophysiologie der Kainat-

Rezeptoren bei Glioblastomen und in ZNS-Metastasen ist bis dato nur wenig bekannt.

1.7.2 METABOTROPE GLUTAMATREZEPTOREN

Die metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIuR) gehéren zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Membranrezeptoren. Insgesamt gelang bis heute der Nachweis von acht
Rezeptoren, mGIuR1 bis mGIuR8 (kodiert durch die Gene GRM1 bis GRM8), welche zur
Familie der mGIuR gehdren. (Niswender & Conn, 2010, p. 2) Die Rezeptoren werden nach
ihren Eigenschaften in Gruppen unterteilt (siehe Tabelle 2). Die intrazellulare
Signaltransduktion erfolgt bei Rezeptoren der Gruppe 1 G4 gekoppelt. Nach der Bindung von
Glutamat extrazellular erfolgt die Aktivierung der intrazelluldaren Phospholipase C (PLC).
Diese hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Diacylgylcerin (DAG) und
Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). IP3 dient als Ligand am IP; Rezeptor des endoplasmatischen
Retikulums, welches nach der Aktivierung des Rezeptors zu einem Ca*" Ausstrom in das
Zytoplasma der Zelle fihrt. Durch die Erhéhung des Diacylgylcerins wird die Proteinkinase C
(PKC) aktiviert. Durch die erhohten Ca** Spiegel und die aktivierte PKC werden diverse
sekundare Signalwege aktiviert (Mao et al., 2022). Die Rezeptoren der Gruppe Il und der
Gruppe lll sind Gix gekoppelte Rezeptoren. Nach der Rezeptoraktivierung erfolgt die
Inhibition der Adenylatcyclase (AC). Dies flhrt im Wesentlichen Uber die Inaktivierung der
Proteinkinase A (PKA) zu einer Regulierung verschiedener Stoffwechselenzyme.

Uber die metabotropen Rezeptoren ist nach aktuellem Forschungsstand noch recht wenig im
Zusammenhang mit der tumorassoziierten Epilepsie bekannt. Die Forschung hat sich in den
letzten Jahren zunehmend auf das Verhaltnis der Signaltransduktion der mGIuR in
Glioblastomen konzentriert. Uber Rezeptoren der Gruppe 1 ist aktuell nur wenig bekannt. Es
konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass die Blockierung von mGIuR1 in Zelllinien von

Glioblastomen in vitro einen antiproliferativen Effekt besitzt. Dies geschieht am ehesten
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durch eine geringe Aktivierung des PI3K / Akt / mTOR Signalkaskade (Zhang et al., 2015).
Ein Nachweis einer Expression von mGIuR5 gelang bis dato lediglich in Studien in
Glioblastomen. Uber die Funktion von mGIuR5 in Glioblastomen ist noch wenig bekannt
(Stefani Leivas Pereira et al., 2017). Die Rezeptoren der Gruppe 2 sind die am meisten
betrachteten mGIuR in Studien. Es konnte gezeigt werden, dass in Zelllinien von
Glioblastomstammzellen eine niedrige Expression oder eine gezielte Blockade von
mGIuR2/3 oder das knock-out von mGIuR3 zu einem hdéheren Ansprechen auf die
Chemotherapie mit TMZ gefuhrt hat (Ciceroni et al., 2013a). Diese Effekte werden dadurch
ausgeldst, da Rezeptoren der Gruppe 2 eine Vielzahl von Signalkaskaden auslésen. Zum
einen wird der Signalweg Uber die MAP-Kinase, zum anderen Uber die PI3-Kinase ausgeldst.
Dies fuhrt bei einer gesteigerten Expression der Rezeptoren zu einer starkeren Proliferation
und zu einem Verweilen der Zellen im undifferenzierten Stadium (Stefani Leivas Pereira et
al., 2017). Die Rezeptoren der Gruppe 3 sind im Zusammenhang mit Glioblastomen und

ZNS-Metastasen noch nicht hinreichend weit erforscht.

Tabelle 2:
Ubersicht Uber die Metabotropen Glutamatrezeptoren.

Tabelle in Anlehnung an Niswender & Conn, 2010.

Gruppe Rezeptor Expressionsort Signalweg

Neurone, Geschmacksknospen
mGIuR1 vorwiegend postsynaptische
Expression Gq

Neurone, Astrozyten Signalweg
mGIuR5 vorwiegend postsynaptische
Expression

Gruppe |

Neurone
pra-und postsynaptische Expression G

Neurone, Astrozyten Signalweg
pra-und postsynaptische Expression

mGIuR2

Gruppe Il
mGIuR3

Neurone
mGluR4 vorwiegend prasynaptische
Expression

Retina
mGIuR6 postsynaptische Expression in ON- Gi
bipolar Zellen Signalweg

Neurone
prasynaptische Expression

Gruppe Il

mGIuR7

vorwiegend prasynaptische

mGIuR8 -
Expression
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1.8 ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT

Das Glioblastom und ZNS-Metastasen sind trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung
maligne Tumorerkrankungen des ZNS, welche mit einer der schlechtesten Prognosen unter
allen Tumorerkrankungen fir den Patienten einhergehen.

Bis heute gibt es nur wenige Informationen Uber die Expression und den Einfluss von
Glutamatrezeptoren in ZNS-Metastasen. Bei Glioblastomen gibt es einige Daten in Bezug
auf Glutamatrezeptoren, allerdings wurden diese in der Gesamtheit von nur wenigen

Arbeiten bis dato untersucht.

Ein entscheidendes Ziel dieser Arbeit ist es, Glutamatrezeptoren mit einem signifikanten
Unterschied in der Expression fir Glioblastome und ZNS-Metastasen zu identifizieren und
als Biomarker nutzbar zu machen, welcher dann Einzug in die molekularbiologische klinische

Routinediagnostik finden kénnte.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, neue Erkenntnisse uber die Atiologie der
tumorassoziierten Epilepsie zu gewinnen. Haufig stehen fir an zerebralen Malignomen
erkrankten Patienten nicht nur die Tumorerkrankung selbst im Fokus, sondern die
begleitenden Symptome, die mit der schwerwiegenden Erkrankung einhergehen.

Eines der haufigsten initialen und auch im Verlauf auftretenden Begleitsymptome ist die
tumorassoziierte Epilepsie. Es gibt viele Ansatzpunkte, welche die Entstehung der Epilepsie
versuchen nachzuvolliziehen. Es gibt jedoch bis heute nur wenige genaue
Forschungsergebnisse, welche Gber den Kontext von Glutamat im Zusammenhang mit der
tumorbedingten Epilepsie berichteten. Aus diesem Grund war es ein weiteres Ziel zu
untersuchen, wie der Zusammenhang zwischen der Expression von Glutamatrezeptoren und
Transportern/Enzymen des Glutamatstoffwechsels und dem Auftreten von Epilepsie bei

Patienten mit Glioblastomen ist.

Folgende Fragestellungen wurden flr die Arbeit definiert:

1. Wie unterscheiden sich Expressionsmuster der Gene von Glutamatrezeptoren und
Genen des Glutamattransports und Glutamatstoffwechsels von Glioblastomen und
ZNS-Metastasen?

2. Koénnen Gene identifiziert werden, welche spezifisch mit der tumorassoziierten
Epilepsie in Zusammenhang stehen?

3. Welche Gene bieten die beste Spezifitat und Sensitivitat zur Differenzierung von

Glioblastomen und ZNS-Metastasen?
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Il. MATERIAL UND METHODEN
21 MATERIALIEN
2.1.1 GERATE UND ZUBEHOR

Tabelle 3:
Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen, Deutschland

Eppendorf GmbH,

Elektrophoresekammer Sub-Cell GT Cell

Cuvette pMCuvette G1.0 Hamburg, Deutschland
Gelelektrophorese PowerPac™ Basic Bio-Rad Laboratories GmbH,
P Power Supply Feldkirchen, Deutschland
Osszilationsmorser Xenox MHX/E )lz(grr:ro;rﬁPSé)u)g(c(r)]gr%mbH
Photometer Bio-Photometer Egﬁg]:rgﬁ[?eﬂfsﬂhland
Pipetten Reference 2,501 - 100041 EPeneOT SOt
Eppendorf GmbH,
Termocycler Realplex2 Hg%burg Deutschland
Termocycler gTOWER® G ﬁ\gr?;ytll:l)( eJu(?tggﬁl and
Versiegelungsgerat Eppendorf GmbH,
96-well Platte HeatSealer S100 Hamburg, Deutschland
. Scientific Industries,
Vortexer Vortex Genie 2 Bohemia, NY, USA
Zentrifuge Centrifuge 5417R E'ppet;ldorféﬁmt)H,hl q
amburg, Deutschlan
Zentrifuge Centrifuge 5804 Eppendorf GmbH,
Hamburg, Deutschland
UV-Arbeitsplatz E-Box CX5 TS Vilber Lourmat Deutschland GmbH,

Eberhardzell, Deutschland
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2.1.2 REAGENZIEN UND VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 4:

Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und der deren Hersteller

Reagenz

Hersteller

Trizol® Reagent /
Guanidiniumthiocyanat

Chloroform

AceQ gPCR SYBR Green Master Mix

M-MLV Reverse Transcriptase,
Rnase (H-), Point Mutant

Ethanol 70% steril

Isopropanol, steril

Wasser, Nulease-Free,
autoclaved and 0,2 um filtered

dNTP-Mix
M-MLV Puffer
RNasin Plus RNase Inhibitor

Random hexamere

DNA-Ladepuffer: 60% Glycerin +
0,25% Bromphenolblau in TAE
Invitrogen TrackIt™:

100, 50 bp DNA-Leiter

Midori Green Advance DNA Stain
Eppendorf Reaktionsgefalie:
3810X, 1.5 ml, PCR clean
Eppendorf Safe-Lock Tubes:

2 ml, 0,5 ml PCR clean

Biosphere® Filter Tips: 0,1-2,5 pl

Primer RT-gPCR

Twin.tec real-time PCR Plate 96,
skirted

Invitrogen,
Carlsbad, Kalifornien, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Munchen, Deutschland

Vazyme™

Nanjing, China
Promega Corporation,
Madison, WI, USA

Zentralapotheke Universitat Rostock
Rostock, Deutschland

Zentralapotheke Universitat Rostock
Rostock, Deutschland

Ambion The RNA Company,
Austin, Texas, USA

Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, USA

Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, USA

Promega Corporation
Madison, Wisconsin, USA

Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, USA

Zentralapotheke Universitat Rostock
Rostock, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA

Nippon Genetics Europe GmbH
Duren, Deutschland

Eppendorf GmbH,
Hamburg, Deutschland

Eppendorf GmbH,
Hamburg, Deutschland

SARSTEDT AG & Co,
NuUmbrecht, Deutschland

TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH,
Berlin, Deutschland

Eppendorf GmbH,
Hamburg, Deutschland
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Reagenz Hersteller

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

TopVision Agarose

RNase AWAY®

2.1.3 SOFTWARE

Tabelle 5:

Auflistung der fiir diese Arbeit verwendete Software

Programm Verwendungszweck
gPCRsoft PCR-Tower Software
Sigmaplot 13.0 Statistik / Grafikerstellung
SPSS 27.0 Statistik / Grafikerstellung

Biorender / Goodnotes / Matlab  Grafikerstellung

2.2 STUDIENKOLLEKTIV UND HERKUNFT DER PROBEN

Fir die Erstellung dieser Arbeit wurden Gewebeproben von Patienten verwendet, welche
wahrend geplanter Tumoroperationen der Neurochirurgie der Universitatsmedizin Rostock
entnommen worden sind. Die Durchfiihrung der Operationen erfolgte entsprechend den
Leitlinien der Neurochirurgie. Die Proben waren postoperativ pathologisch untersucht,
klassifiziert und wurden fir die weitere Verwendung asserviert. AnschlieRend war ein Teil der
Gesamtprobe flur diese Arbeit in das Institut fur Physiologie Uberflhrt und bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -80°C gelagert worden.

Die Studie ist von der Ethikkommission gepruft und genehmigt worden.
Registrationsnummern der Ethikkommission ID: A45-2007, A2018-0167, A2019-0187
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23 METHODEN
2.3.1 PROBENVORBEREITUNG UND RNA ISOLIERUNG

Der Umgang mit RNA erfordert groRte Sorgfalt, da ubiquitdr vorkommende RNasen eine
qualitativ hochwertige RNA-Gewinnung beeintrachtigen kénnen. Aufgrund dessen geschah
die RNA-Isolation an einem separaten Arbeitsplatz, welcher mit RNase AWAY® vor
Arbeitsbeginn behandelt wurde. Bei allen Einwegmaterialien handelte es sich um RNase-
freie Produkte.

Zur Vorbereitung der RNA-Isolierung wurde von der bei -80°C gelagerten Patientenprobe, je
ein ca. 3x3x3 mm groRes Gewebestlck enthommen und in ein neues Reaktionsgefaly (2ml
PCR-Clean) uberfuhrt. Nach der Auftrennung der Probe in mehrere Bruchstlicke wurde das
verbleibende Material unverziglich wieder eingefroren.

Die Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform single-step Methode fand fir die RNA-
Isolation Anwendung (Chomczynski & Sacchi, 2006). Die Abbildung 4 illustriert den

schematischen Ablauf der RNA-Isolation.

RMA aus " F |_|

—l Guanidine |_' 4 id
thizcyanate-phencl Chioroform i Isoprapancl | Wasser
{I'I'i.lzolj wassrigen i i
Fhase
'. ILJ ’
¢
- Humugﬂn sierung T.'aﬁ-sfer in ein |,-—| Zﬂwr.ﬂfugarm & :
; b neues Tube 9 \_- Reinigung der RNA ". .'I
__’," Gewebeblock @ "s.ﬂ'l '-:-__,':" '-\_;,-' RiA Pellat J.
Zelllyse Zugabe von Isolation der RMA aus der Fillung der Trocknung Aufnahme der
Chloraferm wiissrigen Phase RNA des RMA in
RN APellets nukleasefreies

Wasser

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ablaufes der RNA-Extraktion nach der

Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-single-step-Methode.

D Durchfihrung der Zelllyse mittels mechanischer Zertrimmerung des Gewebes und
Zugabe von Trizol. @ Zugabe von Chloroform zur Phasentrennung, um in Schritt 3 die
wassrige Phase mit RNA zu entnehmen. Schritt @ bis ® Fallung der RNA durch Zugabe von

Isopropanol und Reinigung der RNA. “Created with BioRender.com”

Unter Zuhilfenahme des elektrischen Oszillationswerkzeuges Xenox MHX/E gelang die feine
Zertrimmerung der Gewebeprobe in Vorbereitung auf die RNA-Isolation. Die Zugabe von
700 ul Trizol® Reagent zu jeder Probe und die anschlieBende griindliche Homogenisierung
mittels des Oszillationswerkzeug Xenox MHX/E waren die nachsten Arbeitsschritte. Alle

Arbeitsschritte wurden in einer geklhlten Probenhalterung, sowie zusatzlich auf Eis
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durchgefliihrt, um eine zu starke Erhitzung der Probe durch den Oszillator zu verhindern. Im
Anschluss an die Homogenisierung des Gewebes mit Trizol wurde dieses fiir finf Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Phasentrennung erfolgte mittels der Beigabe von 200 pl Chloroform zu dem Trizol®
Reagent-Probengemisch. Nach 5-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur konnte die
Probe fir 15 Minuten bei 16.000 g und 4°C zentrifugiert werden. Hierbei bildeten sich drei
Phasen. Die oberste wassrige Phase, welche die RNA enthalt, wurde in ein neues
Reaktionsgefal dberfuhrt und mit 300 ul Isopropanol versetzt. Daraufhin erfolgte bei
Raumtemperatur eine Inkubationszeit von zehn Minuten. Dieser Schritt fihrte zur Fallung der
RNA aus der Lésung. Fir die anschlieBende Herstellung der RNA-Pellets erfolgte eine
zehnminUtige Zentrifugation der Eppendorf Tubes bei 25.000 g bei Raumtemperatur.

Im Anschluss ist der Uberstand verworfen worden. Das Pellet ist daraufhin in 700 pl Ethanol
gewaschen und mit 25.000 g fur finf Minuten zentrifugiert worden. Um eine moglichst reine
RNA zu erhalten, ist die Zugabe von Ethanol und Zentrifugation drei weitere Male wiederholt
worden. AnschlieBend wurde das Pellet bei Raumtemperatur im Reaktionsgefald bis zur
vollstandigen Verflichtigung des Ethanols zum Trocknen gelegt und in 30 yl nukleasefreies
Wasser aufgenommen. Die weitere Lagerung der RNA und der nicht verwendeten Trizol
Phasen erfolgte bei -80°C.

2.3.2 QUANTIFIZIERUNG UND REINHEITSKONTROLLE DER RNA UND CDNA

Zur Ermittlung der Konzentration und der Reinheit an gewonnener RNA und der im weiteren
Schritt gewonnenen cDNA wurde jede Probe am Biophotometer (Eppendorf GmbH,
Hamburg, Deutschland) untersucht. Zunachst erfolgte mit nukleasefreiem Wasser eine
Leermessung. Daraufhin wurden je 1 yl der gewonnen RNA oder cDNA auf die Testklvette
gegeben und in das Gerat gestellt. Auf Grundlage des Lambert-Beerschen Gesetzes konnte
die Berechnung der Konzentration der RNA und cDNA flr jede Probe durch folgende Formel

durchgefuhrt werden.

I
Transmission(T) = 1—1
0

Absorption(A) = —logT
Lambert — Beersches Gesetz:

A = Absorptionskoef fizient(e)x c x Optische Schichtdicke (0S)

A
Konzentration(c) = . x 0S
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Die Extinktion wurde bei A=260 nm, A=280 nm und A=230 nm bestimmt. Das
Absorptionsmaximum fiir Nukleinsauren liegt bei A=260 nm, das flir Proteine und Phenole bei
A=280 nm, das Absorptionsmaximum von anderen organischen Substanzen liegt bei
A=230 nm. Die daraus ermittelten Quotienten A260/280 und A260/280 geben dabei Auskunft
Uber die Reinheit der Nukleinsaure. Der Grenzwert fur die Ermittlung von verunreinigten
Proben betragt in der Literatur fir A260/A280 zwischen 1,8 und 2,0 (Armbrecht, 2013).
Verunreinigte Proben mit einem Grenzwert von unter 1,8 oder mit einem nur sehr geringen
Gehalt an RNA oder cDNA wurden in diesem Schritt aussortiert.

2.3.3 CDNA SYNTHESE

Die extrahierte RNA muss fir die weitere Analyse mittels gqPCR in komplementare DNA
(cDNA) umgeschrieben werden. Dies geschieht durch eine Reverse Transkriptase. Dabei
handelt es sich um eine RNA-abhangige DNA-Polymerase. Dadurch wird die vorhandene
RNA als Matrize genutzt, um diese in cDNA umzuschreiben. Fir den Ansatz der Reversen
Transkription wurden in eine Eppendorf Tube (0,5 ml, PCR-Clean) folgende Reagenzien

gemischt gegeben:

Tabelle 6:

Reagenzien zur Vorbereitung der cDNA-Synthese
Reagenzien Volumen
RNA 1ug
Oligo-(dT)-Primer (50 pmol/ul) 2 ul
Nucleasefreies Wasser auf 20 pl aufgefullt

Diese Mischung wurde bei 70°C fur sechs Minuten inkubiert. Anschlieend erfolgte die
Lagerung unverziglich auf Eis. Daraufhin wurde folgender Mastermix zu der auf Eis

stehenden Probe zugegeben.

Tabelle 7:

Reagenzien des Mastermixes fur die cDNA-Synthese
Reagenzien Volumen
M-MLV Reaktionspuffer 4 ul
dNTP-Mix 1ul
RNasin Plus RNase Inhibitor (40U/ul) 0,5
M-MLV Reverse Transkriptase (200U/ul) 1ul
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Der fertige Mix kam anschlieRend in den Eppendorf realplex? Cycler. Fiir die optimalen
Bedingungen fiir die Reverse Transkription ist der Cycler fur zehn Minuten bei 20,0°C und fur
40 Minuten bei 50,0°C eingestellt worden. AnschlieBend erfolgte die unter Abschnitt 2.3.2
erklarte Mengen- und Reinheitsbestimmung mit der gewonnenen cDNA. Nachfolgend wurde
der cDNA nukleasefreies Wasser zugegeben, sodass diese in Vorbereitung auf die
anschlielende RT-gPCR die cDNA eine Konzentration von 1ug/ul aufgewiesen hat. Die

entstandene cDNA lagerte bis zur weiteren Nutzung bei -20°C.

2.3.4 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Methode, welche genutzt
werden kann, um spezifische DNA-Sequenzen zu vervielfaltigen. Die quantitative real time
PCR (gqRT-PCR) ist eine Weiterentwicklung der klassischen PCR. Das grundlegende Prinzip
der PCR ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Prinzips der PCR.
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Das Prinzip der quantitative real time PCR (RT-qPCR) ist die Quantifizierung des gesuchten
DNA-Abschnittes und der daraus resultierende Nachweis in Echtzeit einer Expression
bestimmter Gene. Dies wird erst moglich durch den Einsatz von fluoreszierenden
Farbstoffen, wie SYBR-Green. Diese Farbstoffe, welche im Wirkprinzip auf einer
spezifischen Bindung an Doppelstrange DNA beruhen und in Verbindung mit der DNA ein
fluoreszierendes Signal emittieren kdnnen, sind dafir essenziell. Das fluoreszierende Signal
kann dann vom entsprechenden RT-qPCR Cycler erfasst werden, wodurch eine Aussage

zum vorhandenen DNA-Material in Echtzeit moglich wird. Das Prinzip der RT-gPCR ist in
Abbildung 6 gezeigt.

(1) Initiation (2) Denaturierung (95°C)
10 sek x 40 Zyklen

cDMA Template

. ; ®
MGMNGIMIGM . .

7

Primerannealing und Extension (60°C) . :
@ 30 sek x 40 Zyklen @ Ergebnis der RT-gPCR

Polymerase \ f a

=]
&
] 4 W
"G :
R Ll 5
o & Threshold
1 =1 e —__— J
R 5 Kein Signal bei
[ ey > (FR keiner oder
LS E T schwacher
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Prinzips der RT-qgPCR.

@ Bindung von SYBR-Green an die doppelstrangige DNA. @ Denaturierung der DNA bei
95°C und Lésung des SYBR-GREEN aus der Bindung mit der DNA. 3 Primerannealing und
Extension der DNA und erneute Bindung von SYBR-Green an die DNA. @ Durch die
Vervielfaltigung der DNA mit jedem Zyklus der PCR erfolgt eine kontinuierliche Steigerung
des Fluoreszenzsignals. Ubersteigt die Fluoreszenz einen Schwellenwert (Threshold), wird
an diesem Punkt der ct-Wert abgelesen. Wird kein Signal Uber alle Zyklen der PCR

nachgewiesen, dann wird keine Expression des Genes in der untersuchten Probe

angenommen. ,Created with BioRender.com*
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Fir die RT-gPCR griff man auf eine 96-Well-Platte von Eppendorf zurtck. Jedes Well
entsprach dabei einem untersuchten Gen einer Probe. Alle Gene sind in einer doppelten
Versuchsreihe untersucht worden, um mogliche Verunreinigungen und Abweichungen
einzelner Ergebnisse auszuschliel3en.

Eine Befullung der einzelnen Wells der Platte erfolgte mit:

Tabelle 8:
Verwendete Reagenzien fur die RT-qgPCR.

Reagenz Volumen
Forward + Reverse Primer Je 0,5 pl
Sybr Green Mastermix 10 pl
cDNA 1ul
Nuklease-freies Wasser 8 ul

Fir die RT-gPCR kam der qTOWER?® G (Analytik Jena, Jena, Deutschland) zum Einsatz.
Das PCR-Protokoll bestand aus den folgenden Schritten: Initial erfolgte eine Erhitzung der
Proben auf 95°C uber funf Minuten. AnschlieRend folgten 40 Zyklen mit je zehn Sekunden
bei 95°C und 30 Sekunden bei 60°C.

Die Berechnung des ACt Wertes der jeweiligen Proben erfolgte Gber die Formel:

ACt = Ctziergen — CtHauskeepinggen(GAPDH/TBP)

AnschlieRend berechnete sich die relative Expression gegentber dem Housekeepinggenen

Uber die Formel 103 x 27A¢t,
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2.3.4.1 LISTE DER VERWENDETEN PRIMER SEQUENZEN

Die in dieser Studie verwendeten Primersequenzen, leiteten sich fir die ionotropen und

metabotropen Glutamatrezeptoren aus der Arbeit von Brocke et al., 2010 ab. Die Sequenzen

fur die Gene des Glutamattransportes und Glutamatmetabolismus wurden aus der Arbeit von

Lange et al., 2019 fir diese Arbeit Gbernommen.

Tabelle 9:

Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Primer.

GEN Sequenz (Forward) Sequenz (Reverse)

GRIN1 5-AGG AAC CCC TCG GAC AAG TT-3 5-CTC TCC AGT CGT CAC CAG GT-3
GRIN2A 5-TGG ACG TGA ACG TGG TAG C-3 5-CCC CCA TGA ATG CCC AAG AT-3
GRIN2B 5-TTC CGT AAT GCT CAA CAT CAT GG-3 5-TGC TGC GGA TCT TGT TTA CAA A-3
GRIN2C 5-ACC TGC CAT TTT GCT GGG G-3 5-GGC TAC ACT GCT GAT CTC GT-3’
GRIN2D 5-CTG GCC TCA CTG GAT CTG G-¥ 5-GGA AGG AAA CCA TAA TCA CGCA-3
GRIN3A 5-GAC GCC CTC CTATTT GCC G-3 5-CCA CGG TAT GGC ACA CAC T-3
GRIN3B 5-TGT CTC GGC ACT TTA AGG TGT-3’ 5-GGT GTT CCA ACA GCG TTA CCA-3’
GRIA1 5-GGT CTG CCC TGA GAA ATC CAG-¥ 5-CTC GCC CTT GTC GTA CCA C-3
GRIA2 5-TGT TGG AGT CCA CGA TGA ACG-3 5-GCAAGA TTT ACT GGG GTT CCT AA-3’
GRIA3 5-CGA GAG GGG TGT ATG CCATC-3 5-GAA GCT AGG CGT AAC AAA GGA T-3’
GRIA4 5-ATT GGT GTC AGC GTG GTC TTA-3 5-CCA GGG AAA ACC AGAGGC T-3
GRIK4 5-TGA GGA TCG CTG CTATCT TGG-3’ 5-CGT ACT CGC TGT CTC TGA GAA-3
GRIK5 5-GAT CAA CGG GAT CAT CGA GGT-¥ 5-GTG TCC GTG GTC TCG TAC TG-3
GRIK1 5-ACT CAG GAT CGG AGG GAT TTT-3’ 5-GGT GAC TGC AAA CTT GAA AGC-3
GRIK2 5-AGC GTC GGT TAA AAC ATA AGC C-3 5-GTT TCT TTA CCT GGC AAC CTT CT-3’
GRIK3 5-AGA GAG CAG CGT TCC TTC TG-3’ 5-CGG CGG TCATTG AAT GTG T-3
GRM1 5-CAG CCG ATT CGC TTT AGC C-3 5-GGG ATC GCG GTACTG AAG TTG-3
GRM?2 5-CTA TGG CGA GAC AGG CAT TGA-3 5-CAT CCT CAG AAC GGG TGA ACA-3
GRM3 5-GCA CCT CAA CAG GTT CAG TGT-3’ 5-TGG TGG AGT CGA GGA CTT CC-3
GRM4 5-GAC AAC AGC CGC TAC GAC TT-3’ 5-GAG GCC ACT GTG GAC ACA T-3
GRM5 5-AAT CTC CCG ATG TCA AGT GGT-3’ 5-AGG GTT TCG GTG GTT TGT TTC-3
GRM6 5-CCA CAC AGC GTG ATT GAC TAT-3’ 5-GCA GCC GAT GAG AGA CAG AT-3
GRM7 5-GGC TGG AAG CGA TGC TCT AC-3 5-TGT TCG AGC GCG TAA GTG TC-3
GRM8 5-CCA GAG CTA AGT GAT AAC ACC AG-3 5-TCT GTG ACT GAG CAA TGC AAA-3
SLC1A2 5-CCT CTT AAG CCC CGT CAA GG-3 5-CAG ACT AGT GCT CCT GCG AT-3
GLUL 5-TCATCT TGC ATC GTG TGT GTG-3’ 5-CTT CAG ACC ATT CTC CTC CGG-3’
BCAT 5-CAA CTA TGG AGA ATG GTC CTA AGCT-3 5-TGT CCA GTC GCT CTC TTC TCT TC-%
IDH1 5-CGG TCT TCA GAG AAG CCATT-3 5-GCA AAA TCA CAT TAT TGC CAA C-3’
SLC7A11 5-TGC TGG GCT GAT TTATCT TCG-3 5-GAA AGG GCA ACC ATG AAG AGG-3’
GAPDH 5-CCACTCCTCCACCTT TGAC-3 5-ACC CTG TTG CTG TAG CCA-3’

BP 5'-TCG GAG AGT TCT GGG ATT GT-3’ 5-CAC GAA GTG CAATGG TCT TT-3
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2.3.5 SCHMELZKURVENANALYSE

Die Schmelzkurvenanalyse wurde genutzt, um eine Validierung der qPCR durchzuflihren
und um eine spezifische Detektion von Produkt, Primerdimeren, sowie Verunreinigungen in
der Leerkontrolle sicherzustellen. Bei der Erstellung der Schmelzkurve macht man sich das
Prinzip zunutze, dass die Doppelhelixstruktur der DNA in wassrigen Lésungen nur bis zu
einer bestimmten Temperaturgrenze stabil ist. Dies liegt an den
Wasserstoffbriickenbindungen, die die beiden Einzelstrange der DNA verbinden. Durch die
kontinuierliche Erhitzung wird die Doppelhelix der DNA aufgeschmolzen. Je langer das zu
untersuchende Produkt ist und dadurch auch mehr Basenpaare enthadlt und je héher der
Anteil an Guanin und Cytosin in den Basenpaaren vorhanden ist, desto hoher ist die
resultierende Schmelztemperatur.

Die Schmelzkurve zeigt einen sigmoidalen Verlauf mit einem Peak/Wendepunkt der Kurve,
an dem 50% der cDNA einzelstrangig und 50% doppelstrangig vorliegen. Die Erstellung der
Schmelzkurve basiert ebenso wie die photometrische Bestimmung der DNA auf einer
Lichtabsorption bei 260 nm (Arnemann, 2019).

Fir die Schmelzkurvenanalyse wurde in dieser Arbeit das PCR-Reaktionsprodukt am Ende
des 40. Zyklus ein weiteres Mal auf 95°C fir 15 Sekunden erhitzt. Daraufhin folgte eine
kontinuierliche Erhéhung der Temperatur um 2°C/min mit 15 Sekunden Plateauphasen alle
0,5 °C, sowie eine Detektion der Lichtabsorption bei 260 nm. Abbildung 19 im Anhang zeigt
beispielhaft die Schmelzkurven aller untersuchten Gene fiir drei untersuchte Proben. Eine

Erstellung und Kontrolle der Schmelzkurve fand bei jeder durchgefiihrten RT-gPCR statt.

2.3.6 GELELEKTROPHORESE

Die Methode der Gelelektrophorese ist angewendet worden, um die entstandenen DNA-
Fragmente im elektrischen Feld aufzutrennen. Die Technik basiert darauf, dass die DNA-
Fragmente negativ geladen sind und sich in einem elektrischen Feld zur positiven Elektrode
durch das Agarosegel bewegen.

Far die Herstellung eines 2% Agarose-Gels wurden 2g TopVision Agarose Tablets, Thermo
Scientific™ in 100ml TAE-Puffer geldst. Anschliefend erfolgte die Erhitzung der
entstandenen Suspension fir circa drei Minuten in der Mikrowelle, und nach leichter
Abkuhlung konnten 6ul Mandori Green, Nippon Genetics zugegeben werden. Nach
Homogenisierung der Suspension erfolgte das Gielden in die vorbereitete Form von Biorad.
Nach vollstandigem Auskihlen und Erstarren des Agarosegels wurde dieses samt Trager in
die Elektrophoresekammer von Biorad udberfuhrt und anschlieBend die gesamte

Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer beflllt. In jede Tasche des Gels sind je 10ul DNA aus
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der qPCR und 2ul Ladepuffer gegeben worden. Die erste und die letzte Tasche des
jeweiligen Agarosegels wurden mit je einer DNA-Leiter Invitrogen Tracklt™ beladen, um
anschlieltend die ProduktgréRe ermitteln zu kénnen. Die Elektrophorese erfolgte flr circa 30
bis 40 Minuten bei einer Spannung von 100 Volt. Zur Analyse der Agarosegelplatten wurde
der UV-Arbeitsplatz E-BOX CX5 TS, Vilber Lourmat Deutschland GmbH genutzt. In
Abbildung 7 sind die Ergebnisse der Gelelektrophorese dargestellt.

24 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die primare Datenerfassung der RT-gPCR geschah mit dem Programm gPCRsoft (Analytik
Jena), die Vorauswertung und Datenzusammenfassung erfolgten mittels Microsoft Office.
Mittels Sigmaplot 13.0 und SPSS 27.0 wurden die statistische Auswertung und grafische
Darstellung durchgefuhrt.

2.4.1 U-TEST UND ROC-ANALYSE

Der U-Test nach Mann und Whitney ist ein Test fur Stichproben, fur die eine Verteilung in der
Grundgesamtheit wenig oder nicht bekannt ist. Mit diesem Test wird Uberpruft, ob sich zwei
Stichproben in Bezug auf ihre zentrale Tendenz unterscheiden. Die ROC-Kurve (Receiver
Operating Characteristic-Kurve) ist ein statistisches Mittel zur grafischen Darstellung, um die
Leistungsfahigkeit von Klassifikatoren, wie in dieser Arbeit die untersuchten Gene, zu
bewerten. Eine ROC-Kurve zeigt die Beziehung zwischen der Sensitivitat (TPR (true positive
rate)) und der 1-Spezifitat (falsch Negativrate) eines Genes flir verschiedene
Schwellenwerte. Ein Gen, welches die perfekte Trennung zwischen zwei Gruppen herstellt,
hatte einen annahernd geraden Verlauf von 0 ausgehend entlang der Y-Achse bis y=1 und
anschliefend einen nahezu parallelen Verlauf zur X-Achse mit einer mdglichst grof3en
Flache unterhalb der Kurve (AUC - area under the curve). Bei einem maximalen Unterschied
der untersuchten Gruppen geht man bei der ROC-Kurve von einer mdglichst grof3en
Annaherung der AUC in Richtung 1 oder 0 aus.

Eine unklare Abgrenzung zwischen zwei Gruppen wirde sich durch eine Kurve
verdeutlichen, welche sich y=x annahert. Daraus resultiert eine AUC nahe 0,5, welche als
kein statistischer Unterschied zwischen den Gruppen definiert werden kann.

Die Proben wurden fir die statischen Tests jeweils in die Gruppen Glioblastom und ZNS-
Metastase aufgeteilt und untersucht. Eine weitere Betrachtung innerhalb der Gruppe der

Glioblastome erfolgte aufgrund des Merkmales Epilepsie.

30



ERGEBNISSE

lil. ERGEBNISSE
3.1 PATIENTENKOLLEKTIV

Alle eingeschlossenen Proben wurden auf die Expression der 29 Gene (Tabelle 9) von
ionotropen und metaboropen Glutamatrezeptoren, sowie Genprodukten mit Beteiligung am
Transport und Metabolismus von Glutamat untersucht.

In die Studie wurden insgesamt 55 Proben von Patienten mit einem ZNS-Malignom
eingeschlossen [29 Manner (52,7%) und 26 Frauen (47,3%)]. Davon stammten 35 Proben
[21 Méanner (60 %) und 14 Frauen (40 %)] von Patienten mit diagnostiziertem Glioblastom.
Das Verhaltnis zwischen den Geschlechtern entspricht den Literaturangaben mit einem
Verhaltnis zwischen Mannern und Frauen von circa 1,5:1 (Ostrom et al., 2020). Des
Weiteren stammten 20 Proben [8 Manner (40 %) und 12 Frauen (60 %)] von Patienten mit
einer primaren ZNS-Metastase. Die Proben wurden stufenweise in Gruppen von je sechs bis
acht Proben aufgearbeitet.

Unter den Proben von Patienten mit einem Glioblastom konnte bei 53% (18 Patienten) der
Patienten eine im Krankheitsverlauf aufgetretene Epilepsie oder als Erstsymptom
aufgetretene Epilepsie festgestellt werden. Hingegen konnte bei 16 Patienten keine Epilepsie
nachgewiesen werden. Bei flinf Patienten zeigte sich der epileptische Anfall als Erstsymptom
des Glioblastoms, und bei 13 Patienten gab es mindestens eine epileptische Episode im
Krankheitsverlauf. Patienten mit einer Epilepsie waren dabei signifikant jliinger als Patienten
ohne Epilepsie (Medianes Alter 52 vs. 72 Jahre bei ED; p-Wert 0,015). Bei 13 Proben zeigte
die molekularbiologische Untersuchung einen methylierten MGMT-Promotor. Bei 20 Proben
konnte kein methylierter MGMT-Promotor nachgewiesen werden, und zwei Proben waren
grenzwertig methyliert.

In der Gruppe der ZNS-Metastasen entfiel der grote Anteil mit elf Proben auf
Lungenkarzinome (9 NSCLC und 2 SCLC), gefolgt von je drei Kolonkarzinomen und
Mammakarzinomen. Einen geringeren Anteil bildeten mit je einer Probe ein Melanom, ein
Cervixkarzinom und ein Nierenzellkarzinom.

Die mittlere Uberlebenszeit nach Erstdiagnose betrug bei Patienten mit einem Glioblastom
durchschnittlich 13,3 Monate. Bei Patienten mit der Diagnose einer ZNS-Metastase lag das
mittlere Uberleben nach Erstdiagnose des Primartumors bei 60,4 Monaten. Bei an einem
Glioblastom erkrankten Patienten gab es in einem Fall eine spinale Metastasierung des
Glioblastoms. Bei den Patienten mit einem Malignom zeigten insgesamt flnf von 20 eine
initiale ZNS-Metastasierung bei Diagnosestellung des Primartumors. Zum Stichtag, dem
30.10.2023, waren insgesamt 36 Patienten verstorben. Von zwoéIf Patienten liegen keine
weiteren Uberlebensdaten vor, wahrend zwei Patienten noch am Leben sind. In der

Studienkohorte des Glioblastoms liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 68 Jahren mit einer
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Spanne zwischen dem 29. und 91. Lebensjahr, die héchste Inzidenz liegt zwischen dem 70.
und 79. Lebensjahr. Die héchste Inzidenz fir ZNS-Metastasen liegt zwischen dem 40. und
59. Lebensjahr.

Die Lokalisation der Tumore unterscheidet sich zwischen Glioblastomen und Metastasen.
Bei Patienten mit der Diagnose eines Glioblastoms zeigten sich initial die meisten Tumore in
frontaler (12/35) und temporaler (10/35) Lage. Seltener konnte eine parietale (5/35) und
multifokale Lage (2/35) festgestellt werden. In 5 von 35 Fallen zeigte sich eine einzelne
Hirnregion Uberschreitende grolRe Tumormasse mit Ausdehnung Uber mindestens zwei
Hirnregionen.

Bei Patienten mit ZNS-Metastasen traten diese in acht von 20 Fallen Gberwiegend cerebellar
auf, gefolgt von je vier Fallen mit frontaler und occipitaler Lage. Eine multifokale Ausbreitung
konnte in drei Fallen nachgewiesen werden. Eine Metastase kam nicht ndher bezeichnet aus
dem Cerebrum.

Die meisten Patienten (25 von 35) sind mittels einer Radiochemotherapie, 14 Patienten
davon sind nach dem STUPP-Schema mit Radiotherapie und TMZ behandelt worden (Stupp
et al., 2005). Sieben Patienten erhielten bei methylierten MGMT-Promotor zusatzlich
Lomustin (CCNU). Bei vier Patienten erfolgte die weitere Behandlung in einer externen
Klinik. Weitere vier Patienten sind mit einer alleinigen Radiotherapie behandelt worden.
Sechs Patienten verstarben vor der weiteren Behandlung, oder es wurde sich flir ein
palliatives Vorgehen entschieden. Bei den Patienten mit ZNS-Metastasen war die weitere
Behandlung in Abhangigkeit vom Tumorprogress, Primartumor und wurde dem
entsprechenden Zustand des Patienten individuell angepasst. Allen gemein war die
postoperative Bestrahlung des Tumorbetts. Einige Patienten erhielten in Anhangigkeit vom
Primartumor eine postoperative Chemotherapie. Die Patientendaten befinden sich im

Anhang in Tabelle 12 und Tabelle 13 zusammengefasst.

3.2 KORRELATION ZWISCHEN DEN HOUSEKEEPING GENEN

Fir die Expressionsanalyse des gesamten Probenkollektives wurden stets zwei
Housekeeping Gene genutzt. Dazu wurde zum einen das Gen des Enzyms
Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH) sowie das Gen des Proteins TATA-
binding protein (TBP) als Housekeeping-Gen gewahit.

Im ersten Schritt der Analyse der Expressionsdaten der Housekeeping Gene wurde eine
Korrelation zwischen den Expressionsergebnissen der Proben mit den jeweiligen
Housekeeping Genen erstellt. Dabei konnte stets eine hohe Korrelation von mindestens r >

0,98 bei allen eingeschlossenen Proben errechnet werden. Das Signifikanzniveau lag bei
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allen Proben bei a < 0,05. Wegen fehlender oder geringer Korrelation zwischen GAPDH und
TBP von r < 0,95 mussten insgesamt zwei Proben ausgeschlossen werden.

Aufgrund einer allgemein starken Korrelation beider Housekeeping Gene wurde die weitere
Analyse und statistische Auswertung mit GAPDH durchgeflhrt.

3.3 GELELEKTROPHORESE

Die Gelelektrophorese wurde mit den Endprodukten der RT-gPCR durchgefiihrt. Diese
wurde zum einen zur weiteren Bestatigung der kalkulierten Produktlange des Primers
verwendet, sowie zum anderen zur Prufung der Proben auf Verunreinigungen.

In der Gelelektrophorese konnte bei allen Primern die kalkulierte Basenpaarlange innerhalb
eines Toleranzbereiches von 25% ermittelt werden. Fur jedes untersuchte Gen konnte in der
Gelelektrophorese zudem nur eine Bande, und somit nur ein PCR-Produkt, nachgewiesen
werden. In Abbildung 7 werden die Banden der einzelnen untersuchten Gene, die bei der

Gelelektrophorese entstanden sind, anhand einer Probe eines Glioblastoms beispielhaft
dargestellt.
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Abbildung 7: Ergebnisse der Gelelektrophorese. Abbildung von einer beispielhaft gewahlten Probe
eines Glioblastoms. Anhand der Banden wurde die Basenpaarlange der in der RT-gPCR entstanden
Produkte ermittelt.
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34 ERGEBNISSE DES U-TESTS
3.4.1 GLUTAMATREZEPTOREXPRESSION IN GLIOBLASTOMEN UND ZNS-METASTASEN

Im Folgenden werden alle ausgewerteten Ergebnisse mit den Housekeeping Gen GAPDH
gezeigt. Eine Auswertung mit dem Housekeeping Gen TBP fand im Rahmen der Publikation
der Ergebnisse statt. Diese wurden im Journal Frontiers of Oncology veroffentlicht (Lange,
Gade, et al., 2024. Die Expressionsdaten auf Grundlage des TBP-Abgleich als housekeeping

gene sind im Anhang tabellarisch hinterlegt.

NMDA-Rezeptoren:

Bei der Expression von NMDA-Rezeptoren zeigte sich kein signifikanter Unterschied im U-

Test zwischen der Gruppe der Glioblastome und der Gruppe der ZNS-Metastasen.
Der p-Wert berechnete sich zwischen 0,067 fur GRIN3B und 0,937 fir GRIN2B. In Abbildung
8 sind die Expressionswerte der einzelnen NMDA-Untereinheiten zu sehen. Im Median
zeigen sich die Werte von Glioblastomen und ZNS-Metastasen auf annahernd einem
Niveau.

Insgesamt war bei den Metastasen eine breite Streuung der Expressionswerte der Gene
aller NMDA-Rezeptoruntereinheiten feststellbar. In der Gruppe der Glioblastome konnte eine
besonders breite Streuung der Expressionswerte in den Genen GRIN1 (Glioblastome:
Mittelwert+tSEM: 17,09+7,84) und bei den Metastasen im Gen GRIN2B (ZNS-Metastasen:
88,81+49,49) nachgewiesen werden.

Das Gen GRIN1 zeigte sowohl in der Gruppe der Glioblastome als auch in der Gruppe der
Metastasen eine niedrigere mediane Expression, sie lag 1,6 — 17,3-mal niedriger im

Vergleich zu der medianen Expression der Gene der anderen NMDA-Untereinheiten.
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Abbildung 8: Grafische Darstellung der Expressionsdaten der NMDA-Rezeptoruntereinheiten.
Auftragung der logarithmisch errechneten Genexpression auf der Y-Achse, in Bezug auf das
Housekeeping Gen GAPDH. Die Boxplots der Genexpression der Proben von Glioblastomen
und ZNS-Metastasen werden auf der X-Achse vergleichend dargestellt. Legende: rot =
Glioblastom; blau = ZNS-Metastase; GRIN: glutamate ionotropic receptor NMDA type
subunit.

AMPA-Rezeptoren:

Bei den Genen der AMPA-Rezeptoruntereinheiten konnte im U-Test ein signifikanter

Unterschied zwischen Glioblastomen und Metastasen, bei den Genen der Untereinheiten
GRIA1, GRIA2 und GRIA3, nachgewiesen werden. In Abbildung 9 sind die Boxplots der
AMPA-Untereinheiten dargestellt.

Der U-Test ergab fur die Untereinheiten GRIA1 (Glioblastome: 5,56+1,47 ZNS-Metastasen:
0,2610,14) und GRIAZ2 (Glioblastome: 11,37+2,12 ZNS-Metastasen: 0,09+0,03) eine hdhere
Expression in Glioblastomen mit einem p-Wert von <0,001.

Die Untereinheit GRIA3 (Glioblastome: 36,78+6,1 ZNS-Metastasen: 53,59+26,3) wies im
Durchschnitt in Glioblastomen eine geringere Expression als in ZNS- Metastasen auf. Der U-
Test ergab einen p-Wert von 0,021. Im Median zeigte sich hingegen eine hdhere Expression

in Glioblastomen (Glioblastome: 30,18 ZNS-Metastasen: 7,04). Dies ist vor allem auf die
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erhéhte Expression des Genes in Lungenkarzinomen und Kolonkarzinomen in der
untersuchten Kohorte zurtckzufihren, welches eine deutlich héhere durchschnittliche
Expression gegenuber anderen Tumorentitaten aufgewiesen hat.

In je vier von 20 Proben von ZNS-Metastasen gelang kein Nachweis einer Expression der
Gene GRIA1 und GRIA2.

Insgesamt zeigte sich bei der Expression der AMPA-Rezeptoruntereinheiten dennoch eine
deutlich hohere durchschnittliche Expression der Untereinheiten GRIA3 und GRIA4
gegenlber den Untereinheiten GRIA1 und GRIAZ2, sowohl bei Glioblastomen als auch bei
ZNS-Metastasen.
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* * *

Lo
o e
iwi I:J

102

10!

Genexpression in Bezug auf GAPDH

1072

103

Abbildung 9: Grafische Darstellung der Expressionsdaten der AMPA-Rezeptoruntereinheiten.
Auftragung der logarithmisch errechneten Genexpression auf der Y-Achse, in Bezug auf das
Housekeeping Gen GAPDH. Die Boxplots der Genexpression der Proben von Glioblastomen
und ZNS-Metastasen werden auf der X-Achse vergleichend dargestellt. * = Signifikanter
Unterschied in der Expression der Untereinheiten GRIA1, GRIA2 und GRIAS.
Legende: rot = Glioblastom; blau = ZNS-Metastase; GRIA: glutamate ionotropic receptor
AMPA type subunit.

KAINAT-Rezeptoren:

Signifikante Unterschiede zwischen Glioblastomen und ZNS-Metastasen zeigten sich bei der

Genexpression der KAINAT-Rezeptoruntereinheiten, besonders bei den beiden Genen
GRIK1 und GRIK4. In Abbildung 10 sind die Boxplots der Expressionsergebnisse
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gegeneinander aufgetragen. Fur die Gene beider Untereinheiten GRIK1 und GRIK4 konnte
im U-Test ein P-Wert von <0,001 ermittelt werden.

Bei der Expression der Untereinheit GRIK7 (Glioblastome: 10,86+2,61 ZNS-Metastasen:
0,09+0,03) zeigte sich ein besonders groRer Unterschied zwischen den Gruppen. Die
mediane Expression in ZNS-Metastasen lag rund 170-fach unter der Expression in
Glioblastomen. In zwei Proben von ZNS-Metastasen konnte zudem keine Expression der
GRIK1-Rezeptoruntereinheit nachgewiesen werden.

Eine Expression von GRIK4 war hingegen in allen Proben nachweisbar. GRIK4
(Glioblastome: 7,96+1,32 ZNS-Metastasen: 2,71+1,04) zeigte im Vergleich zu GRIK1 einen
geringeren Unterschied zwischen beiden Gruppen.
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Abbildung 10: Grafische Darstellung der Expressionsdaten der KAINAT-Rezeptoruntereinheiten.
Auftragung der logarithmisch errechneten Genexpression auf der Y-Achse, in Bezug auf das
Housekeeping Gen GAPDH. Die Boxplots der Genexpression der Proben von Glioblastomen
und ZNS-Metastasen werden auf der X-Achse vergleichend dargestellt. * = Signifikanter
Unterschied in der Expression der Untereinheiten GRIK1 und GRIK4. Legende: rot =
Glioblastom; blau = ZNS-Metastase; GRIK: glutamate ionotropic receptor kainate type
subunit.
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Metabotrope Glutamatrezeptoren:

Unter allen acht Genen der metabotropen Glutamatrezeptoren konnte alleinig in der
Expression des Genes GRMS3 ein entscheidender Unterschied in der Expression festgestellt
werden.

Die Expression von GRM3 (Glioblastome: 5,77+1,75 ZNS-Metastasen: 0,28+0,1) wurde in
den ZNS-Metastasen nur auf einem geringen Niveau, im Vergleich zum Glioblastom,
nachgewiesen. Der p-Wert lag bei <0,001.

Interessanterweise konnte in ZNS-Metastasen in allen anderen Genen der metabotropen
Glutamatrezeptoren (GRM1, GRM?2; sowie GRM4-GRMS8) eine im Durchschnitt hdhere
Expression gegenuber Glioblastomen gefunden werden. Lediglich GRM3 bildet in dieser
Gruppe eine Ausnahme. Die beschriebenen Unterschiede sind in Abbildung 11
nachvollziehbar. Die geringe Expression der ZNS-Metastasen von GRMS3 stellt sich auch
grafisch in Boxplots dar, ebenso wie die beschriebene hdéhere Expression der anderen

metabotropen Rezeptoren.
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Abbildung 11: Grafische Darstellung der Expressionsdaten der metabotropen Glutamatrezeptoren.
Auftragung der logarithmisch errechneten Genexpression auf der Y-Achse, in Bezug auf das

Housekeeping Gen GAPDH. Die Boxplots der Genexpression der Proben von Glioblastomen
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und ZNS-Metastasen werden auf der X-Achse vergleichend dargestellt. * = Signifikanter
Unterschied in der Expression des Rezeptors mGIuR3. Legende: rot = Glioblastom; blau =

ZNS-Metastase; GRM: glutamate metabotropic receptor.

Gene des Transports und Metabolismus von Glutamat:

Bei Genen des Metabolismus und des Transports von Glutamat konnte bei drei Genen eine
signifikant erhdhte Expression in der Gruppe der Glioblastome nachgewiesen werden. Bei
den Genen BCAT1 (Glioblastome: 24,07+3,99 ZNS-Metastasen: 4,8+1,33) und GLUL
(Glioblastome: 784,87+94,47 ZNS-Metastasen: 297,63154,2) errechnete sich ein p-Wert von
<0,001, und fir das Gen SLC7A11 (Glioblastome: 22,92+4,96 ZNS-Metastasen: 12,44+5,53)
errechnete sich der p-Wert bei 0,011.

Im Vergleich, Uber alle in dieser Arbeit untersuchten Gene hinweg, zeigte sich bei dem Gen
GLUL die hochste Expression im Kollektiv. Diese erhoéhte Expression kann man der

grafischen Darstellung in Abbildung 12 entnehmen.
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Abbildung 12: Grafische Darstellung der Expressionsdaten der in den Glutamattransport und
Metabolismus involvierten Gene.

Auftragung der logarithmisch errechneten Genexpression auf der Y-Achse, in Bezug auf das

Housekeeping Gen GAPDH. Die Boxplots der Genexpression der Proben von Glioblastomen

39



ERGEBNISSE

und ZNS-Metastasen werden auf der X-Achse vergleichend dargestellt. *: Signifikanter
Unterschied in der Expression bei den Untereinheiten GRIK71 und GRIK4. Legende: rot =
Glioblastom; blau = ZNS-Metastase; SLC1A2: solute carrier family 1 member 2, GLUL:
glutamate-ammonia ligase, BCAT1: branched chain amino acid transaminase 1, IDH1:

Isocitratdehydrogenase 1, SLC7A11: solute carrier family 7 member 11.

3.4.2 GLUTAMATREZEPTOREXPRESSION IN GLIOBLASTOMEN MIT UND OHNE EPILEPSIE

In der Gruppe der Glioblastome fand eine Aufteilung sowie eine Untersuchung des Merkmals
Epilepsie statt. Bei dieser Untersuchung wurden insgesamt 34 Proben von Glioblastomen
bericksichtigt. Eine Probe schloss man aufgrund mangelhafter klinischer Dokumentation der
Epilepsie aus der Betrachtung aus. Insgesamt wurden 18 Proben von Patienten mit
Glioblastom und nachgewiesener Epilepsie (53%) und 16 Proben von Patienten mit
Glioblastom ohne Nachweis einer Epilepsie (47%) eingeschlossen.

Bei der Kalkulation des U-Tests konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der
Expression der Subgruppe von Glioblastomen mit initialer Epilepsie und im Verlauf
aufgetretener Epilepsie und der Subgruppe von Glioblastomen ohne im Krankheitsverlauf
aufgetretener Epilepsie festgestellt werden.

Besonders bei dem Gen der NMDA-Rezeptoruntereinheit GRIN1 errechnete sich eine hohe
Variabilitat der Expressionsergebnisse innerhalb des Kollektivs der Glioblastome ohne
Epilepsie mit einer hohen Streuung der Expressionswerte. Dies zeigte sich bei GRINT durch
einen hohen Standardfehler (Epilepsie (+): 14,5219,2 Epilepsie (-): 14,04112,31).

Bei den AMPA-Rezeptoren zeigte sich im Vergleich innerhalb der Gruppe eine geringe
Expression der Untereinheiten GIuR1 (Epilepsie (+): 5,33+1,98 Epilepsie (-): 3,919£1,51) und
GIuR2 (Epilepsie (+): 8,72+2,62 Epilepsie (-): 5,08+1,25) im Vergleich zu GIluR3 (Epilepsie
(+): 49,92+15,56 Epilepsie (-): 31,08+5,95) und GIluR4 (Epilepsie (+): 59,83126,74 Epilepsie

(-): 40,07+13,98). Letztere wiesen im Median eine etwa zehnmal héhere Expression auf.
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Abbildung 13: Grafische Darstellung der Expressionsdaten der NMDA-Rezeptoruntereinheiten
(obere Abbildung), sowie der AMPA-Rezeptoruntereinheiten (untere Abbildung).

Auftragung der logarithmisch errechneten Genexpression auf der Y-Achse, in Bezug auf das
Housekeeping Gen GAPDH. Auf der X-Achse jeweils vergleichende Darstellung des
Boxplotes der Genexpression der Proben von Glioblastomen mit Epilepsie in rot und ohne
Epilepsie in blau. Legende: GRIN: glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit, GRIA:
glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit.
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Bei der Gruppe der Kainat-Rezeptoruntereinheiten, sowie bei den metabotropen

Glutamatrezeptoren, konnten keine signifikanten unterschiedlichen Ergebnisse ermittelt

werden.
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Abbildung 14: Grafische Darstellung der Expressionsdaten der KAINAT-Rezeptoruntereinheiten
(obere Abbildung), sowie der metabotropen Glutamatrezeptoren (untere Abbildung).

Auftragung der logarithmisch errechneten Genexpression auf der Y-Achse, in Bezug auf das
Housekeeping Gen GAPDH. Auf der x-Achse jeweils vergleichende Darstellung des
Boxplotes der Genexpression der Proben von Glioblastomen mit Epilepsie in rot und ohne
Epilepsie in blau. Legende: GRIN: glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit, GRIK:
glutamate ionotropic receptor kainate type subunit, GRM: glutamate metabotropic receptor.
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Bei den Enzymen und Transportern im Glutamatstoffwechsel stach das Gen GLUL durch
eine deutlich hoéhere mediane Expression (Epilepsie (+): 709,34+12,86 Epilepsie (-):
791,12+6,28) im Vergleich zu allen anderen untersuchten Genen heraus. Grafisch kann man
die Ergebnisse zusammengefasst in Abbildung 13 bis 15 nachvollziehen.
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Abbildung 15: Grafische Darstellung der Expressionsdaten der in den Glutamattransport und

Genexpression in Bezug auf GAPDH

}
!

Metabolismus involvierten Gene.

Auftragung der logarithmisch errechneten Genexpression auf der Y-Achse, in Bezug auf das
Housekeeping Gen GAPDH. Auf der x-Achse jeweils vergleichende Darstellung des
Boxplotes der Genexpression der Proben von Glioblastomen mit Epilepsie in rot und ohne
Epilepsie in blau. Legende: SLC1A2: solute carrier family 1 member 2, GLUL: glutamate-
ammonia ligase, BCAT1: branched chain amino acid transaminase 1, IDH1:
Isocitratdehydrogenase 1, SLC7A11: solute carrier family 7 member 11.
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3.5 ERGEBNISSE DER ROC-ANALYSE

In dieser Arbeit wurde die ROC-Analyse verwendet, um einen optimalen Trennwert zwischen
den Genen von Glioblastomen und ZNS-Metastasen zu identifizieren, um potenzielle
Biomarker zu erschlielRen. Im ersten Schritt wurde von jedem untersuchten Gen mithilfe der
errechneten Expressionswerte eine ROC-Kurve erstellt und sowohl grafisch dargestellt als

auch nach der errechneten AUC in Gruppen sortiert.

3.5.1 ROC-ANALYSE IN GLIOBLASTOMEN UND ZNS-METASTASEN

Auf den im U-Test bereits signifikant unterschiedlichen Genen lag bei der Erstellung der
ROC-Kurven das Augenmerk. Beim Vergleich von Glioblastomen und Metastasen zeigten
sich in der ROC-Analyse deutlichere Unterschiede zwischen den Gruppen. Die in der ROC-
Analyse berechnete AUC wurde zur weiteren Gruppenbildung fir die Auswahl mdglicher
Biomarker herangezogen.

Die Gene sind nach der errechneten AUC in zwei Gruppen eingeteilt worden. Die Gruppe
der Gene mit einer AUC < 0,8, welche nur eine schwache Differenzierung zwischen beiden
Gruppen ermdglicht, wurde als mdglicher Biomarker verworfen. Die Gruppe der Gene mit
einer AUC >0,8 konnte als mdéglicher Biomarker in die weitere Betrachtung eingeschlossen
werden.

Zusammengefasst wurde bei den folgenden neun Genen ein signifikanter Unterschied im U-
Test festgestellt: AMPA: GRIA1-GRIA3; KAINAT: GRIK1, GRIK4; mGIuR: GRMS3;
Glutamatmetabolismus: GLUL, BCAT1, SLC7A11. Von diesen neun Genen konnte fir sechs
Gene in der ROC-Analyse eine AUC > 0,8 errechnet werden, siehe Abbildung 16.

Die groflite AUC, somit auch der gréfdte Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen,
konnte bei den Genen, welche fiir die Expression von AMPA-Rezeptoren codieren, gefunden
werden. Sowohl GRIAT als auch GRIA2 wiesen eine AUC >0,92 auf. Des Weiteren zeigte
sich bei den KAINAT-Rezeptoren das Gen GRIK1 als vielversprechender Biomarker mit
einer AUC von 0,95.

Ein etwas geringeres AUC wurde bei den Genen des Glutamatmetabolismus und des
Transports gefunden. Hierbei konnte als mdglicher Biomarker GLUL (0,819) und BCAT1
(0,891) identifiziert werden.
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Abbildung 16: Darstellung der ROC-Kurven mit einer AUC gréRer 0,8.

Jeweils Auftragung der Sensitivitat auf der y-Achse und 1-Spezifitat (Falsch-Positiv-Rate) auf
der x-Achse. Legende: GRIA1: glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 1, GRIA2:
glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 1, GRIK1: glutamate ionotropic receptor
kainate type subunit 1, GRMS3: glutamate metabotropic receptor 3, GLUL: glutamate-
ammonia ligase, BCAT1: branched chain amino acid transaminase 1.
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Im Vergleich zum U-Test zeigten die Gene der AMPA-Untereinheit GRIA3 mit einer AUC von
0,689, der KAINAT Untereinheit GRIK4 mit einer AUC von 0,684, sowie des
Transportproteins SLC7A711 mit einer AUC von 0,707, keine hinreichend hohe Trennscharfe
zwischen der Gruppe der Glioblastome und der ZNS-Metastasen. Somit wurden diese drei
Gene aus der weiteren Betrachtung als Biomarker trotz signifikanter Unterschiede im U-Test
ausgeschlossen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Abbildung von ROC-Kurven im U-Test signifikant unterschiedlicher Gene mit einer
AUC<0,8.

Jeweils Auftragung der Sensitivitat auf der y-Achse und 1-Spezifitat (Falsch-Positiv-Rate) auf
der X-Achse. Legende: GRIA3: glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 3, GRIK4:

glutamate ionotropic receptor kainate type subunit 4, SLC7A11: solute carrier family 7
member 11.
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3.5.2 ROC-ANALYSE DES MARKERS EPILEPSIE IN GLIOBLASTOMEN

In der Gruppe der Glioblastome mit Epilepsie und der Gruppe der ohne Epilepsie konnten
keine relevanten Unterschiede in der ROC-Analyse herausgearbeitet werden.

Es fanden sich lediglich schwache positive Zusammenhange des Merkmales Epilepsie bei
den Genen GRIN1, GRIK4, mGIluR3 und SCL7A11. Ein schwach negativer Zusammenhang
mit dem Vorliegen einer Epilepsie fand sich in den ROC-Analysen fir die Gene GRIN2C,
GRIN2D, SLC1A2, BCAT sowie IDH1.

Insgesamt fallt bei der Betrachtung der AUC und in Zusammenschau mit den Ergebnissen
des U-Tests nur ein schwacher Zusammenhang auf.

Rickschlusse auf einen mdglichen Biomarker fir das Vorliegen einer Epilepsie wurden

aufgrund der Ergebnisse des U-Testes und der ROC-Analyse verworfen.

3.6 BIOMARKER

Fir die Ermittlung eines geeigneten Cutoff-Wertes fiir die Expression eines jeweiligen Genes
wurde fur jeden Biomarkerkandidat, welcher in der ROC-Analyse eine AUC > 0,8 aufwies,
der Youden-Index aus den Daten errechnet. Der Youden-Index ist ein statistischer Test, der

sich aus der folgenden Formel berechnet:

Youden Index = Sensitivitat + Spezifitat — 1

Je naher der Test -1 oder +1 erreicht, desto besser ist der Test in der Lage, zwei Gruppen zu
trennen. Der Youden-Index wurde flr alle untersuchten Gene errechnet. Bei den Genen, fiir
die in der ROC-Analyse eine AUC >0,8 gefunden wurde, konnten folgende maximale Werte

fir den Youden-Index ermittelt werden (Tabelle 10).

Tabelle 10:
Tabellarische Auflistung der mittels Youden Index ermittelten Cutoff Grenzwerte.

Cutoff-Wert  Youden

Gen Expression Index
GRIA1 0,1936 0,743
GRIA2 0,495 0,943
GRIK1 0,4653 0,943
GRM3 0,9289 0,578
GLUL 322,2972 0,557
BCAT 7,0927 0,736
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Bei den Cutoff-Werten handelt es sich um die ermittelte relative Expression der Gene in
Bezug auf das Housekeeping Gen GAPDH. Die ermittelten Cutoff-Werte wurden daraufhin
auf die ermittelten Expressionswerte der Glioblastome und ZNS-Metastasen des
untersuchten Kollektivs angewendet. Tabelle 18 im Anhang zeigt die vollstdndige
Anwendung der ermittelten Cutoff-Werte auf das untersuchte Kollektiv.

Insgesamt konnten bei Betrachtung der Gene, die als mdglicher Biomarker ausgewahlt
worden waren, 87,5% der Expressionsergebnisse der richtigen Tumorentitdt zugeordnet
werden.

In der Auswertung zeigte sich insgesamt eine hohe Sensitivitat der Gene GRIA1, GRIA2 und
GRIK1 fur das Vorliegen eines Glioblastoms. Dabei konnten fir 33 von 35 Proben des
Kollektivs ein Expressionswert oberhalb der Cutoff-Grenze ermittelt werden. Fir diese drei
Gene betragt die Sensitivitdt in diesem Kollektiv je 94,3%. Die Gene GLUL und BCAT1
wiesen eine etwas geringere Sensitivitat mit 85,7% und 88,6% auf. Hingegen zeigte sich
unter den Metastasen bei diesen beiden Genen eine geringere Sensitivitat mit 70% und
85%.

Bei den ZNS-Metastasen stellte sich eine besonders hohe Sensitivitat bei den Genen GRIA2
und GRIK1 heraus. Hier lagen alle Proben des Kollektivs unterhalb der Cutoff-Grenze. Bei
dem Gen GRMS3 ergab sich eine geringere Sensitivitat bei der Gruppe der Glioblastome,
ZNS-Metastasen zeigten hingegen eine hohe Sensitivitat dieses Gens. Tabelle 11 zeigt eine
Zusammenfassung der Ergebnisse der Anwendung des Biomarkerpanels auf das

untersuchte Kollektiv.

Tabelle 11:
Anteil der prazise zugeordneten Expressionsergebnisse der jeweiligen Tumorentitat der untersuchten
Kohorte.

Glioblastom Metastase
Gene E);pgiz:f)n % der Kohorte E):p(r:el:sglf?n % der Kohorte
GRIA1 33/35 94,3 16/20 80
GRIA2 33/35 94,3 20/20 100
GRIK1 33/35 94,3 20/20 100
GRM3 22/35 62,9 19/20 95
GLUL 30/35 85,7 14/20 70
BCAT1 31/35 88,6 17/20 85

Insgesamt konnte im Kollektiv der Glioblastome 97% (34 Proben von 35 Proben) mit
mindestens vier von sechs positiven Markern identifiziert werden. 16 Proben von 35 Proben

zeigten sich in sechs von sechs Markern positiv, 13 Proben von 35 Proben zeigten funf von
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sechs positive Marker, und funf von 35 Proben zeigten vier von sechs positiven Markern.
Lediglich eine Probe zeigte mit nur einem von sechs positiven Genen ein gegenlaufiges
Ergebnis.

Bei der Gruppe der ZNS-Metastasen konnten 95% der Proben mit mindestens vier von
sechs Markern der richtigen Tumorentitat zugeordnet werden. In 11 von 20 Proben konnten
alle sechs Marker identifiziert werden, in 5 von 20 Proben wurden funf von sechs Biomarker
gefunden und in drei von 20 Proben konnten jeweils 4 Marker nachgewiesen werden.

Lediglich in einer Probe waren nur drei von sechs Markern positiv.
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Iv. DISKUSSION

Die Zielsetzung der Arbeit bestand darin, die Expression von allen Glutamatrezeptorgenen,
sowie von ausgewahlten Genen des Glutamatmetabolismus und Transportern, in
Glioblastomen und in ZNS-Metastasen zu untersuchen.

Eine Besonderheit dieser Arbeit besteht in der Untersuchung von ZNS-Metastasen, da fir
diese, im Gegensatz zu Glioblastomen, keine Daten Uber die Glutamatrezeptorexpression
existieren. Bis dato gibt es fur die Diagnostik von Glioblastomen nur wenige
molekularbiologisch genutzte Marker. Auch fir den Einsatz in der Diagnostik von ZNS-
Metastasen ist bislang kein diagnostischer Marker bekannt. Die Differenzierung zwischen
beiden Tumorentitaten wird flr die endgultige Diagnosestellung meist in Zusammenschau
von radiologischen oder histologischen Gesichtspunkten getroffen (Langer, 2022; Ostrom et
al., 2018; Wick, 2021). In der Literatur ist bislang nur wenig tUber die Verwendung von
Glutamatrezeptoren und Gene des Glutamatstoffwechsels als diagnostischer Biomarker
bekannt. Lediglich eine Arbeitsgruppe um Tonjes et al.,, 2013 untersuchte bereits die
Expression und Funktion der BCAT1 in Glioblastomen und leitete daraus einen moglichen
diagnostischen Nutzen ab. Die Arbeitsgruppe schlug BCAT1 als diagnostischen Marker in
der Unterscheidung der Gruppe der Glioblastome vor, so konnte ein Unterschied in der
Expression der BCAT1 zwischen IDH mutieren und IDH Wildtyp Gliomen festgestellt werden.
Bei nicht eindeutigen Befunden in der radiologischen Bildgebung oder in der Histologie kann
eine endgultige Diagnose meist nicht sicher gestellt werden, sodass hier der Ansatzpunkt
dieser Arbeit liegt, um in Zukunft mit weiteren molekularbiologischen Untersuchungen die
Diagnosestellung zu vereinfachen oder als zusatzlichen Schritt die Diagnose weiter zu

bestatigen.

4.1 DIE NUTZUNG VON GLUTAMATREZEPTOREN ALS BIOMARKER IN DER DIAGNOSTIK

Im klinischen Kontext wurden Biomarker im Glioblastom, aber auch in anderen ZNS-
Malignomen, hauptsachlich als prognostischer oder pradiktiver Marker genutzt. Bislang
haben lediglich wenige Biomarker Eingang in die klinische Routinediagnostik gefunden. Die
meisten bisher durchgefiuhrten Studien haben sich mit dem MGMT-Promotor, IDH1 und
EGFR-Expression befasst(Riemenschneider et al., 2010). MGMT gehort im Kontext des
Glioblastoms zu den am besten untersuchten prognostischen Biomarkern, in mehreren
Studien wurde ein Uberlebensvorteil fiir Patienten mit methylierten MGMT-Promotor
nachgewiesen. So konnte gezeigt werden, dass diese Patientengruppe ein verbessertes
Ansprechverhalten auf alkylierende Chemotherapeutika wie TMZ hat (Sareen et al., 2022;
Senhaiji et al., 2022).
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In den letzten Jahren wurde an der Erforschung neuer Biomarker flr den diagnostischen
Einsatz gearbeitet. So hatte man bei der Uberarbeitung der WHO-Klassifikation 2021
erstmals neben der klassischen histologischen Diagnostik eine molekularbiologische
Diagnostik mit in die Diagnosekriterien aufgenommen (Weller et al., 2022). Dies ist darauf
zurlckzufuhren, dass sich Glioblastome, welche sich histologisch als ZNS WHO-Grad 2 oder
3 Tumor prasentieren, ohne die typischen histologischen Kriterien eines Glioblastoms, sich
mit dem Vorhandensein einer TERT-Promotor Mutation, EGFR-Amplifikation oder +7/-10
Zytogenetik klinisch wie ein Glioblastom ZNS WHO Grad 4 verhalten (Brat et al., 2018).

In circa 50% der Glioblastome konnte eine Mutation im EGFR-Gen nachgewiesen werden.
Verschiedene Studien wurden zu EGFR durchgefihrt, bei denen kein sicherer
prognostischer Wert von EGFR nachgewiesen werden konnte. Manche Studien fanden eine
Assoziation zwischen einer vermehrten Expression von EGFR mit einer schlechten
Prognose und einen reduzierten Gesamtuberleben. Andere Studien haben keinen
Zusammenhang mit einem Uberlebensvorteil fur die Patienten nachweisen kénnen (Sareen
et al., 2022).

Spezifische diagnostische Biomarker sind bei ZNS-Metastasen noch nicht ausreichend
untersucht worden. Fir einige extrakranielle Tumorentitaten liegen bereits Erkenntnisse Uber
die Glutamatrezeptorexpression der Primartumore vor. Eine gesonderte spezifische
Untersuchung von Gewebe von ZNS-Metastasen fand in anderen Studien bislang noch nicht
statt. Das wesentliche Ergebnis dieser Arbeit ist die ldentifizierung von insgesamt sechs
Genen, welche als mogliche diagnostische Biomarker zur Unterscheidung zwischen
Glioblastomen und ZNS-Metastasen in Zukunft genutzt werden kénnten.

Bei der Auswertung der ROC-Analyse wurden alle Kurven mit einer AUC von >0,8 flr die
weitere Betrachtung als Biomarker ausgewahlt. Fur die Ermittlung der Cutoff Grenzwerte
wurde eine Youden-Analyse durchgefihrt. In der Literatur wird diese Methode als die beste
Methode beschrieben, da diese sowohl die Sensitivitat als auch die Spezifitat zu gleichen
Teilen in die Wichtung einbezieht. Zudem wird durch die Verwendung des Youden-Index die
Misklassifikationsrate gesenkt (Unal, 2017). Die in der Youden- Analyse ermittelten Cufoff-
Werte der relativen Expression konnten genutzt werden, um jede Probe der Kohorte nach
den ermittelten relativen Expressionswerten zu sortieren und zu klassifizieren. Insgesamt
konnten 87,5% der Expressionsdaten dem richtigen Tumor zugeordnet werden.

Eine Reduktion, der fiir den diagnostischen Test genutzten Gene oder eine Veranderung des
Cutoff-Wertes in der ROC-Analyse auf 0,9 wirde zu einem Ausschluss der drei Gene GRM3,
GLUL und BCATT1 fuhren. Als mdgliche Biomarker wirden somit GRIA1, GRIA2 und GRIK1
verbleiben. Eine Reduzierung der Gene fir den diagnostischen Einsatz misste Gegenstand
weiterer Forschung sein, um das Biomarkerpanel zu verbessern oder gegebenenfalls mit

weiteren potenziellen Biomarkern zu erweitern.
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4.2 DISKUSSION DES EINFLUSSES DER EXPRESSIONSDATEN AUF DIE TUMORASSOZIIERTE
EPILEPSIE

In dieser Studie zeigten insgesamt 53 % der an einem Glioblastom erkrankten Patienten eine
initiale als Erstsymptom oder im Verlauf der Erkrankung aufgetretene Epilepsie. In anderen
Studien konnte eine Epilepsie in circa einem bis zwei Dritteln der an einem Glioblastom
erkrankten Patienten initial oder im Verlauf der Erkrankung nachgewiesen werden (Liang et
al., 2016; Rossi et al., 2022).

In der Gruppe der ZNS-Metastasen erkrankten hingegen mit 25% der Patienten deutlich
weniger an einer Epilepsie initial oder im Verlauf der Erkrankung. Zwischen den zwei
Patientengruppen mit einem Glioblastom und einer Epilepsie, sowie den Patienten mit
Glioblastom ohne Epilepsie, konnte in dieser Arbeit ein Altersunterschied festgestellt werden.
So konnte bei Patienten mit Epilepsie ein geringeres medianes Alter (52 Jahre bei ED)
nachgewiesen werden, hingegen waren Patienten ohne Nachweis einer Epilepsie (72 Jahre
bei ED) im Median alter. In anderen Studien konnte bisher kein signifikanter
Altersunterschied zwischen beiden Gruppen nachgewiesen werden (Berendsen et al., 2016;
Duhrsen et al., 2019). In dieser Studie zeigten besonders haufig Tumore mit temporaler
Tumorlage, gefolgt von frontaler Tumorlage, eine Epilepsie. Dies deckt sich mit vorhandenen
Studien, in welchen bei high grade ZNS-Malignomen ein besonders haufiges Vorkommen
einer Epilepsie in denselben Hirnregionen beobachtet werden konnte (Lee et al., 2010;
Lynam et al., 2007).

In den letzten Jahren wurden durch verschiedene Studien neue Zusammenhange der
Entstehung der Epilepsie in Glioblastomen in den Fokus gestellt (Hills et al., 2022; Liang et
al., 2016; Rossi et al.,, 2022). Der Prozess der tumorassoziierten Epilepsie bei malignen
Erkrankungen des Zentralnervensystems ist aber stets ein multifaktorieller Prozess, an dem
viele Strukturen beteiligt sind. Hills et al.,, 2022 beschreibt die Epileptogenese in
Glioblastomen als einen Ciruculus Virtuoses, welcher sich aus verschiedenen Faktoren
zusammensetzt. Entscheidende Faktoren flir das epileptogene Potenzial in Glioblastomen
sind hierbei die Neuroinflammation, erhéhte Glutamatspiegel, sowie eine Stérung der Blut-
Hirn-Schranke. Diese werden durch das Tumorwachstum des Glioblastoms ausgel6st, dabei
wird durch vermehrte xCT-Expression in Glioblastomen Glutamat freigesetzt, welches eine
Ubererregbarkeit des Gewebes auslésen kann. Zusatzlich findet durch die Tumorausbreitung
und Invasion eine inflammatorische Reaktion des neuronalen Gewebes statt, welche in
Verbindung mit K* und Glutamat zu einer Schadigung der Blut-Hirn-Schranke fiihrt. Dadurch
kann es zu einem vasogenen Odem kommen und zu einer weiteren Schadigung des
peritumoralen Gewebes, was in einer erweiterten Anfallsneigung minden kann (Hills et al.,

2022; Rossi et al., 2022). In einer Studie von Yuen et al. 2012 konnte nachgewiesen werden,
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dass es einen Zusammenhang zwischen der intrazellularen Glutamatkonzentration in
Glioblastomen und dem Auftreten einer Epilepsie gibt. So bestand eine erhohte
Glutamatkonzentration im Tumorgewebe und im Peritumoralgewebe in Proben von Patienten
mit nachgewiesener Epilepsie gegenlber Proben von Patienten ohne Epilepsie (Yuen et al.,
2012).

In den Ergebnissen dieser Arbeit konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in Expression
der untersuchten Gene zwischen den Gruppen der Glioblastome mit Epilepsie und der
Gruppe der Glioblastome ohne Epilepsie gefunden werden. In anderen Studien konnte eine
erhdhte Expression von AMPA und NMDA-Rezeptoren an der Invasionsfront des
Glioblastoms nachgewiesen werden (Puchalski et al., 2018), was mdglicherweise in einer
epileptogenen Wirkung durch Aktivierung des umliegenden neuronalen Gewebes gelegen
haben koénnte (Rossi 2022). In weiteren Ergebnissen anderer Studien konnte ein Unterschied
in der Expression von Genen des Glutamatmetabolismus gefunden werden. So wurde in
einer Studie mit zehn Patienten mit Epilepsie und zehn Patienten ohne Epilepsie ein
Unterschied in der Expression der GLUL gefunden. Die Expression der GLUL war in der
Gruppe der Patienten mit Epilepsie signifikant geringer als in der Gruppe der Patienten ohne
Epilepsie (Rosati et al., 2009). In dieser Arbeit zeigte sich hingegen lediglich eine Expression
von GLUL auf einem hohen Niveau, ohne Nachweis eines signifikanten Unterschiedes

zwischen beiden Gruppen.

4.3 DISKUSSION DER VERWENDETEN HOUSEKEEPING GENE

Die Auswahl der Housekeeping Gene erfolgte aufgrund durchgeflihrter Studien, welche
verschiedene Housekeeping Gene fur den Einsatz bei Glioblastomen validiert haben (Aithal
& Rajeswari, 2015; Hernandez-Ochoa et al., 2021; Valente et al., 2009). Eine Validierung
von Housekeeping Genen fiir den Einsatz bei Gewebe von ZNS-Metastasen wurde bislang
noch durch keine Studie durchgeflhrt. GAPDH zeigte sich als Housekeeping Gen vorteilhaft,
da dieses bereits seit vielen Jahren routinemafig als Housekeeping Gen eingesetzt wird
(Kozera & Rapacz, 2013). In einer Studie von Hernandez-Ochoa et al. 2021 wird der
Zusammenhang von GAPDH und der gesteigerten Glykolyse von Glioblastomen
beschrieben. In dieser Studie konnte eine vermehrte Produktion von Enzymen, darunter
auch GAPDH mit Beteiligung an der Glykolyse in humanen Glioblastomproben im Vergleich
zu gesundem Hirngewebe gefunden werden (Hernandez-Ochoa et al., 2021). Aufgrund
dessen wurde sich fir diese Studie entschieden, ein zweites Housekeeping Gen
heranzuziehen. TBP zeigte sich vorteilhaft als zusatzliches Housekeeping Gen aufgrund
seiner in humanen Proben aulerst guten Stabilitdt und geringen Variabilitat (Aithal &
Rajeswari, 2015).
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Eine fur TBP durchgeflhrte Auswertung zeigte nur geringe Unterschiede im Vergleich zu der
Auswertung mit GAPDH, lediglich fir das Gen GRIK4 konnte in der ROC-Analyse im
Gegensatz zu der Auswertung mit GAPDH eine AUC>0,8 gefunden werden. Ein
Biomarkerpanel auf Grundlage von TBP wirde somit insgesamt sieben Gene umfassen. Alle
Expressionsergebnisse der untersuchten Gene mit den Houskeepinggen TBP befinden sich
im Anhang in Tabelle 16 und Tabelle 17. Eine umfassende Auswertung auf Grundlage von
TBP als primares Housekeepinggen wurde von der Arbeitsgruppe in der Studie Lange,
Gade, et al. 2024 verdffentlicht (Lange et al., 2024).

4.4 DISKUSSION AUSGEWAHLTER GENE VON GLUTAMATREZEPTOREN UND DER
GLUTAMATHOMOOSTASE

AMPA-Rezeptoren:
In dieser Arbeit konnten signifikante Unterschiede in der Expression zwischen Glioblastomen
und ZNS-Metastasen in den Genen der Untereinheiten GRIA1, GRIA2 und GRIA3

festgestellt werden. Im Median wurden die Untereinheiten GRIA7 und GRIA2 etwa zehnmal

geringer exprimiert als die Untereinheiten GRIA3 und GRIAA4.

In der Literatur finden sich Daten, dass alle AMPA-Untereinheiten in humanem Gewebe von
Glioblastomen nachgewiesen werden konnten. Vornehmlich erfolgte der Nachweis der
calciumpermeablen Untereinheiten GIuR1 und GluR4 in Glioblastomen, diese haben eine
wichtige Rolle in der Proliferation und Migration des Tumors durch einen Calciuminflux in die
Zellen (Ishiuchi et al., 2002). Ebenso konnten erhdhte Expressionsniveaus von GRIAT in
Glioblastomen im Vergleich zu low grade Gliomen festgestellt werden. In vivo konnte eine
MAPK-Aktivierung nach Stimulation der AMPA-Rezeptoren mit Glutamat und AMPA
nachgewiesen werden. Somit flhrte ein spezifischer Knockdown von GIuR1 zu einer
verminderten Proliferation der Zelllinie (Groot et al., 2008).

Diese Rolle in der Proliferation und Migration wird in einer neueren Studie bestatigt, welche
einen differenzierten Unterschied in der intertumoralen Verteilung der AMPA-Rezeptoren
gefunden hat. Die hochste Expression von AMPA-Rezeptoren findet sich im Randgewebe an
der Invasionsfront des Glioblastoms (Puchalski et al., 2018).

In einer Studie von van Vuurden et al., 2009 an gesundem Hirngewebe und Gewebe von
Glioblastomen konnte eine niedrigere Expression der AMPA-Rezeptoruntereinheit GRIA1
gegenuber GRIA2 nachgewiesen werden. Dies spiegeln auch die Daten dieser Studie wider.
Darlber hinaus konnte insgesamt eine niedrigere Expression von allen Untereinheiten der
AMPA-Rezeptoren im Vergleich zu gesundem Gewebe aufgezeigt werden (van Vuurden et
al., 2009).
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Fir die Expression von Glutamatrezeptoren in Gewebe von humanen ZNS-Metastasen gibt
es nur wenige Informationen. In der Literatur finden sich Daten, welche die
Glutamatrezeptorexpression anhand von Zelllinien der einzelnen Ursprungsgewebe
beschreiben. So konnte in Zelllinien von Lungenkarzinomen, Kolonkarzinomen und
Mammakarzinomen eine Expression von AMPA-Rezeptoren nachgewiesen werden
(Stepulak et al., 2009). Dies deckt sich mit den erhobenen Daten, hier konnten in fast allen
Proben von humanen ZNS-Metastasen eine Expression von AMPA-Rezeptoren
nachgewiesen werden. In je 4 von 20 Proben flr die Untereinheiten GRIA1 und GRIA2 war
jedoch keine Expression dieser Gene nachweisbar.

Weiterhin zeigten sich signifikant niedrigere Expressionsniveaus in den Metastasen
gegenuber den Glioblastomen. Die Expression der Untereinheiten GIuR3 und GluR4 zeigte
zwischen den Metastasen eine gro3e Heterogenitat, welche sich auch in den Daten

zwischen den Zelllinien in der Studie von Stepulak et al. wiederfindet (Stepulak et al., 2009).

NMDA-Rezeptoren:

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression von NMDA-

Rezeptoruntereinheiten zwischen Glioblastomen und ZNS-Metastasen nachgewiesen
werden. In einer Studie von van Vuurden et al. konnte im Vergleich von gesundem
Hirngewebe und Gewebe von Glioblastomen eine niedrigere Expression in fast allen NMDA-
Untereinheiten in Glioblastomen aufgezeigt werden (van Vuurden et al., 2009).

In Zellen und Zellinien von Malignomen (Magenkarzinomen, Prostatakarzinomen,
Mammakarzinomen, Lungenkarzinomen und Pankreaskarzinomen) wurden bereits
verschiedene Untereinheiten von NMDA-Rezeptoren nachgewiesen. Meistens konnten diese
mit einer verstarkten Migration und Proliferation in Verbindung gebracht werden (Gallo et al.,
2023).

NMDA-Rezeptoren sind erst in den letzten Jahren Gegenstand der aktuellen Forschung
geworden. So konnte in einer Studie zuletzt gezeigt werden, dass NMDA-Rezeptoren einen
Einfluss auf die Chemoresistenz der Tumore gegenuber TMZ haben. Die Expression von
MGMT wird durch die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren gesteigert, was zu einer
steigenden Chemoresistenz fihrt, gegensatzlich fihrt ein Knockdown von NMDA-

Rezeptoren zu einer verstarkten Wirkung von TMZ (Tsuiji et al., 2022).
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Kainat-Rezeptoren:

In der Literatur ist die Rolle von Kainat-Rezeptoren in Glioblastomen weitgehend noch
unerforscht. Die Expressionsdaten dieser Studie haben eine deutlich starkere Expression
von GRIK1 in Glioblastomen gegeniber ZNS-Metastasen gezeigt. Die Expression von
GRIK1 in ZNS-Metastasen stellte sich in allen Proben aller Tumorentitaten als sehr gering
dar. Bisher konnten in Zelllinien von verschiedenen Malinomen, wie in Lungenkarzinomen, in
Mammakarzinomen und in Kolonkarzinomen alle KAINAT-Untereinheiten nachgewiesen
werden, jedoch gab es auch hier eine niedrige Expression von GRIK1 in verschiedenen
Zelllinien der verschiedenen Tumore (Stepulak et al., 2009).

Fir die Rolle von GRIK1 in Malignomen gibt es einzelne Studien, welche einem
herunterregulierten Expressionslevel dieser Untereinheit in Kolonkarzinomen im Vergleich zu
gesundem Kolongewebe belegen. Zudem wurde nachgewiesen, dass eine niedrige
Expression von GRIK1 in Kolonkarzinomen mit einem kirzeren Gesamtiiberleben, sowie
einer vermehrten Metastasierung, einer groleren Infiltration und mit einer gréReren

Tumorgrofle zusammenhangt (Ren et al., 2020).

Metabotrope Glutamatrezeptoren:

Ein signifikanter Unterschied der Expression metabotroper Glutamatrezeptoren zwischen
Glioblastomen und ZNS-Metastasen konnte in dieser Studie lediglich fir das Gen GRMS3,
welches fir mGIuR3 codiert, nachgewiesen werden. In Bezug auf die Expression der
anderen untersuchten metabotropen Glutamatrezeptoren scheint mGIuR3 in Glioblastomen
nicht hoher exprimiert zu sein im Vergleich zu den anderen untersuchten metabotropen
Rezeptoren, die Expression von mGIuR3 scheint hingegen in ZNS-Metastasen erniedrigt zu
sein. Die Rolle GRM3 beleuchtete eine Studie von Wirsching et al., dabei konnte eine
erhéhte mediane Expression des Gens GRM3 im Gewebe von Glioblastomen gegenuber
dem Gewebe von anderen Malignomen gefunden werden (Wirsching et al., 2021). Diese
Ergebnisse decken sich mit den Erkenntnissen dieser Arbeit.

In anderen Studien konnte fir das Glioblastom gezeigt werden, dass die Expression von
mGIuR3 einen Einfluss auf die Proliferation und Migration hat (Ciceroni et al., 2013b; Stefani
Leivas Pereira et al., 2017). Dieser Effekt konnte durch eine autokrine Aktivierung der
Rezeptoren mGIuR1 und mgluR3 durch einen erhdhten Glutamatspiegel im Glioblastom
begriindet sein. In Vitro wurde eine Aktivierung des MAPK- und PI3K Signalwegs durch die
Aktivierung dieser metabotropen Rezeptoren in Studien gefunden (Stefani Leivas Pereira et
al., 2017).

Weitere Studien konnten feststellen, dass eine niedrigere mGIuR3 -Expression mit einem

langeren Gesamtlberleben der Patienten verknupft ist. Zudem flihrt eine pharmakologische
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Blockade von mGIuR3 zu einem reduzierten Tumorwachstum und einer verbesserten
Chemosensitivitat gegentber TMZ (Ciceroni et al., 2013b; Maier et al., 2021).

Metabotrope Glutamatrezeptoren werden nicht nur von neuronalem Gewebe exprimiert,
sondern kdnnen auch in verschiedenen anderen Geweben gefunden werden. In humanem
Gewebe von Kolonkarzinomen, Melanomen, Larynxkarzinomen und Mammakarzinomen
konnte eine vermehrte Expression von GRM4 (mGIluR4) gefunden werden (Chang et al.,
2005). Dies konnte auch in den Daten dieser Studie bestatigt werden, die mediane
Expression von GRM4 ist im Gewebe von ZNS-Metastasen hdher als im Gewebe von
Glioblastomen. Bei Aufschlisselung nach Ursprungsgewebe der ZNS-Metastasen konnte in
dieser Arbeit eine besonders hohe Expression von GRM4 im Gewebe von
Lungenkarzinomen, Kolonkarzinomen und Melanomen gefunden werden, wohingegen die
Expression im Gewebe von Mammakarzinomen, Cervixkarzinomen und

Nierenzellkarzinomen sich niedriger darstellte.

Transporter und Metabolismus:

Es gibt verschiedene Transporter und Enzyme, welche am Transport und am Metabolismus
von Glutamat beteiligt sind. In dieser Studie wurde eine Auswahl von finf Genen des
Metabolismus und Transports untersucht, und dabei konnte nhachgewiesen werden, dass die
Gene GLUL und BCAT1 eine signifikant hohere Expression in Glioblastomen gegenlber
ZNS-Metastasen aufweisen.

BCAT1 ist ein Enzym, welches eine essenzielle Rolle im Metabolismus von
verzweigtkettigen Aminosauren im Zellstoffwechsel einnimmt. Die Metabolite aus diesem
Prozess sind wiederum an vielen Prozessen wie Signaltransduktion,
Proteinkatabolismus/Anabolismus, sowie der Energieversorgung beteiligt (Wang et al.,
2022).

Fir das Gen BCAT1 konnte durch andere Arbeitsgruppen im gesunden Hirngewebe und in
low-grade Gliomen eine erheblich niedrigere Expression im Vergleich zu Glioblastomen
ermittelt werden. Zudem konnte in vitro- Versuchen ein BCAT1 abhangiges Tumorwachstum
nachgewiesen werden (Tonjes et al., 2013; L. Yi et al., 2021). In der Studie von Yi et al 2021
zeigte sich, dass eine hdhere BCAT71-Expression mit einem geringeren Uberleben des
Patienten verknipft ist. BCAT1 wurde in Tumoren verschiedener extrakranieller Tumore
nachgewiesen. Besonders in Endometriumkarzinomen, Glioblastomen und Melanomen
konnte eine hohe Expression festgestellt werden (L. Yi et al., 2021). In dieser Arbeit zeigte
sich hingegen im Vergleich mit den Expressionsniveaus der anderen untersuchten Gene

eine konstant niedrige Expression von BCAT1 in allen untersuchten ZNS-Metastasen.
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Es konnte fir das Gen GLUL eine starke Expression in Glioblastomen und ZNS-Metastasen
gefunden werden. Insgesamt war bei diesem Gen die starkste Expression unter allen
untersuchten Genen nachweisbar.

Das Enzym GS (Gen: GLUL) spielt in Glioblastomen eine grof3e Rolle fur die Versorgung des
Tumors mit Nukleotiden und Energie (Tardito et al., 2015).

Fir das Gen GLUL kénnen in der Literatur unterschiedliche Daten zum Uberlebensvorteil
gefunden werden, so konnte in der Studie von Rosati et al 2013 ein Uberlebensvorteil fiir
eine niedrige Expression von GLUL herausgearbeitet werden (Rosati et al., 2013),
wohingegen die Studie von Tardioto et al. 2015 keine Unterschiede im Uberleben der
Patienten finden konnte (Tardito et al., 2015). In extrakraniellen Tumoren ist eine Versorgung
mit Glutamin durch die GS fir die Proliferation ebenso entscheidend, in Mammakarzinomen
konnte eine vermehrte Apoptose in vitro bei knockout des GLUL-Gens nachvollzogen
werden (Karimpur Zahmatkesh et al., 2023).

Interessanterweise konnten in dieser Studie keine Unterschiede in der Expression in
Glioblastomen und Hirnmetastasen bei den Glutamattransporter EAAT2 und dem
Transportsystem XC- gefunden werden.

Im Gegensatz zu den Daten dieser Arbeit gibt es in der Literatur Hinweise darauf, dass
Glioblastome eine signifikant niedrige oder keine Expression des Genes SLC1A2 des
Transporters EAAT2, im Vergleich mit ZNS WHO Grad 1-3 Tumoren, aufweisen sollen (De
Groot et al., 2005).
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Abbildung 18: Ubersicht tiber die pathophysiologische Funktion der identifizierten Biomarker und die
glutamatassoziierten Mechanismen in Glioblastomzellen.

Im Extrazellularraum um Glioblastomzellen befindet sich  eine  erhdhte
Glutamatkonzentration. Diese wird durch Glutamattransporter und Proteine des
Glutamatmetabolismus aufrechterhalten. GrolRe Mengen Glutamat werden in Glioblastomen
intrazellular durch die branched chain amino acid transaminase 1 (BCAT1) aus alpha-
Ketoglutarat und verzweigtkettigen Aminosauren synthetisiert. Ein Transport von Glutamat in
den Extrazellularraum erfolgt hauptsachlich durch den Glutamat und Cystin Antiporter xCT.
Der Antiport von Glutamat dient nicht nur zur Freisetzung des Glutamats, sondern auch zur
Aufnahme des fir Glioblastome essenziellen Cystins. Zusatzlich wird Glutamat in Glutamin
durch die Glutamin Ammonium Ligase (GLUL) synthetisiert. Die hohe extrazellulare
Glutamatkonzentration aktiviert die ionotropen und metabotropen Glutamatrezeptoren. Dies
fuhrt zu einer sekundaren Aktivierung weiterer Signalkaskaden. So fihrt eine Aktivierung von
AMPA-Rezeptoren zu einer Aktivierung von Signalketten, durch die es einen erhdhten Influx
von Calcium in das Zytoplasma gibt. Die Aktivierung von metabotropen Glutamatrezeptoren,
wie mGIuR3, fuhrt zu der sekundaren Aktivierung des PI3K/AKT Signalweges, welcher eine
entscheidende Rolle in der Migration und Proliferation von Glioblastomen hat. Uber
sekundare Signalwege bei Kainat Rezeptoren im Glioblastom liegen bis dato noch keine

Daten vor. Legende: Leucin (Leu), Isoleucin (lle), Valin (Val). ,Created with BioRender.com*®
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4.5 METHODEN UND LIMITATIONEN DER ARBEIT

Trotz sorgfaltiger Arbeitsweise und aller durchgefihrten HygienemalRnahmen ist die
Methodik der RT-gPCR stéranfallig flr verschiedene Faktoren. Aufgrund dessen wurde fur
jedes Gen einer Probe eine doppelte Versuchsreihe angelegt, und nur bei Ubereinstimmung
beider Messwerte (Standardabweichung zwischen beiden Ct-Werten <0,5) wurden die Daten
fur die weitere Untersuchung verwendet. So konnten mdgliche Fehlerquellen, wie technische
Artefakte oder kontaminierte Materialien, bestmdglich ausgeschlossen werden.

Weitere Limitationen bestanden in der Auswahl der Proben. Da es sich um eine
unizentrische Studie handelte, wurden die Daten nur aus einem Patientenkollektiv bezogen.
In weiteren Arbeiten sollten die Daten mit anderen Patientenkollektiven, am besten im
Rahmen einer multizentrischen Studie, abgeglichen werden.

Zudem sollte in weiteren Arbeiten die Anzahl der untersuchten Proben vergrofRert werden.
Die Limitation in dieser Arbeit bestand darin, dass ZNS-Metastasen zwar ein sehr haufiger
ZNS-Tumor sind, aber welcher nur selten operiert wird. So zeigte sich die zur Verfigung

stehende Gesamtauswahl an Proben von ZNS-Metastasen eingeschrankt.

4.6 AUSBLICK

Wie in dieser Arbeit gezeigt, sind noch viele Fragen rund um das Glioblastom sowie die
tumorassoziierte Epilepsie und eine ZNS-Metastasierung von Tumoren ungeklart. In den
nachsten Jahren wird eine intensive Forschung auf diesem Gebiet nétig sein, um weitere
Erkenntnisse zu gewinnen. Man kann aber bereits heute einen Ausblick auf die Diagnostik
der Zukunft geben.

So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Biomarker ein grundlegender Bestandteil
der modernen Diagnostik sind. Wie in der aktuellen WHO-Klassifikation zu finden, spielen
schon heute Biomarker wie TERT-Promotor, EGFR-Gen und IDH1 eine wesentliche Rolle in
der pathologischen Diagnostik (Weller et al., 2022). Aber auch in der Behandlung des
Glioblastoms haben Biomarker, wie der MGMT-Promotor, bereits Einzug in die klinische
Routine gehalten (Wick, 2021).

Aktuell haben Malignome des ZNS noch immer eine der schlechtesten Prognosen aller
Tumorerkrankungen. Mit steigendem wissenschaftlichem Fortschritt und auch mit Einzug der
personalisierten Medizin in die Behandlung des Glioblastoms, sowie von ZNS-Metastasen
kann das Ziel sein, eine suffiziente Verlangerung des Uberlebens der Patienten zu erreichen.
Aufgrund dessen sind weitere Studien unverzichtbar. Weitere Methoden zur Einordnung der
Ergebnisse kdnnten eine Proteinanalyse der Glutamatrezeptoren und der am Metabolismus

und Transport beteiligten Proteine sein. Aufgrund zahlreicher Mechanismen, wie RNA-
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Editing und verschiedener posttranslationalen Modifikationen, kann nicht zwingend von der
Expression eines Gens auf das fertige und funktionsfahige Protein geschlossen werden. Wie
bereits bei den AMPA-Rezeptoren bekannt, gibt es posttranslationale Prozesse, die den
Rezeptor verandern kénnen. So konnte durch Maas et al. 2001 nachgewiesen werden, dass
es im Gewebe von humanen Gliomen zu einer verminten Q/R RNA-Editing der AMPA
Rezeptoruntereinheit GRIA2 kommt, welche sonst im gesunden Hirngewebe nahezu zu
100% editiert vorzufinden ist (Maas et al., 2001).

Ebenfalls sollte es Ziel von zukiinftigen Arbeiten sein, die Ergebnisse der Expression auch in
einer Single-Cell-PCR, spezifisch fur die Zellen des ZNS-Malignoms, nachzuweisen. Der
Ansatz dieser Arbeit war es, einen mdglichst an die klinische Diagnostik angepassten Ansatz
zu verfolgen. So wurde aufgrund der besseren klinischen Anwendbarkeit der Ergebnisse
entschieden, eine RT-gPCR der gesamten Probe anzufertigen. In der Routinediagnostik
werden die Proben jedoch meist biochemisch und molekularbiologisch im Gesamten
untersucht. Dabei muss allerdings der Aspekt berlcksichtigt werden, dass es sich bei
Gewebeproben von Patienten immer um ein heterogenes Gewebe von verschiedenen
Zellen, wie Tumorzellen, Endothelzellen, Zellen des Blutsystems sowie des Stitzgewebes
handelt. Somit wird eine Single-Cell-PCR im diagnostischen Umfeld in Zukunft eher nicht zu
finden sein. Aktuell sind die Behandlungsmdglichkeiten von ZNS-Malignomen noch sehr
eingeschrankt. Es steht zumeist nur eine Radiochemotherapie zur Behandlung der
Erkrankung bereit. Wahrend es bei anderen Malignomen bis dato stetige Fortschritte in der
Behandlung gab, sind diese bei Glioblastomen und ZNS-Metastasen nur sehr klein. Eine
weitere Erforschung von Biomarkern kann sich aber auch positiv auf die Behandlung
auswirken. So konnten neue spezifische Therapieformen entwickelt werden, welche

womoglich das Gesamtiberleben verbessern.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: In der klinischen Diagnostik ist eine Differenzierung zwischen Glioblastomen
und ZNS-Metastasen manchmal mit Herausforderungen verbunden. Aktuell gibt es noch
keinen validierten Biomarker, welcher zwischen beiden Tumorentitaten unterscheiden kann.
Fir diesen Zweck wurde in dieser Arbeit die Expression von insgesamt 24 Genen von
ionotropen und  metabotropen  Glutamatrezeptoren  untersucht.  Proteine  der
Glutmathomdéostase haben zusatzlich einen wesentlichen Einfluss auf die Versorgung des
Glioblastoms und der ZNS-Metastasen mit dem Neurotransmitter Glutamat. Aufgrund
dessen wurden zusatzlich zu den Glutamatrezeptoren funf Gene des Glutamattransports und

des Glutamatmetabolismus untersucht.

Methoden: Fir die Untersuchung der Genexpression von Glutamatrezeptoren und
ausgewahlter Gene der Glutmathomdostase wurde in dieser Arbeit eine RT-gPCR von
insgesamt 55 Patientenproben (35 Glioblastome, 20 ZNS-Metastasen) durchgefiihrt. Die in
der gPCR amplifizierten Produkte wurden anschlieRend in der Gelelektrophorese auf

Verunreinigungen untersucht.

Ergebnisse: Insgesamt konnten von den 29 untersuchten Genen nach Analyse der
Ergebnisse des U-Tests, sowie nach Anfertigung einer ROC-Analyse, ein Panel von
insgesamt sechs Genen identifiziert werden, darunter die Gene der AMPA-Untereinheiten
GRIA1, GRIA2, der Kainat-Untereinheit GRIK1, des metabotropen Glutamatrezeptors
GRM3, der Verzweigtkettigenaminotransferase BCAT1 und der Glutaminsynthetase GLUL.
Fir die Ermittlung geeigneter Cutoff-Grenzwerte wurde jeweils der Youden-Index berechnet.
Diese Auswahl an Genen zeigte Uber alle statistischen Tests hinweg ein gutes
Trennungsverhalten zwischen beiden Tumorkohorten und wird somit als mogliches
zuklnftiges Biomarkerpanel fiir die molekularbiologische Diagnostik vorgeschlagen. Uber
alle untersuchten Tumorproben hinweg konnten mittels der ermittelten Biomarker 87,5% der
Expressionsergebnisse der richtigen Tumorentitat zugeordnet werden.

Zusatzlich zur Auswertung fir diagnostische Zwecke wurde auch der Einfluss der Expression
auf das Merkmal der Epilepsie untersucht. Hierbei konnten hingegen keine signifikanten
Unterschiede zwischen Glioblastomen mit und ohne Epilepsie im Krankheitsverlauf
herausgearbeitet werden. So zeigten sich die Expressionen der Proben mit bekannter
Epilepsie gegenuber den Proben, ohne bekannte Epilepsie stets auf konstantem nicht
signifikantem Niveau. Bei der Durchfuhrung weiterer statistischer Tests konnte ebenfalls

keine Unterscheidung der Gruppen in der ROC-Analyse herausgearbeitet werden.
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Schlussfolgerung: Die Unterscheidung zwischen Glioblastomen und ZNS-Metastasen
bleibt eine bedeutende Herausforderung in der klinischen Praxis. Die Identifizierung
potenzieller Biomarker fur diese Tumorentitdten kénnte jedoch einen wichtigen Schritt zur
Verbesserung der Diagnose und Behandlung darstellen. Durch die Anwendung dieser
Biomarker in der klinischen Praxis konnte eine verbesserte Differenzierung zwischen
Glioblastomen und ZNS-Metastasen vorgenommen werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Expression von Genen von Glutamatrezeptoren, Transportproteinen und
Proteinen des Glutamatmetabolismus in Glioblastomen und ZNS-Metastasen die Grundlage
dafir bilden kann, als Biomarker fur die molekularbiologische Unterscheidung beider ZNS-
Malignome in Zukunft genutzt werden zu koénnen. Jedoch ist eine weitere Forschung
erforderlich, um die Robustheit und Zuverlassigkeit dieser Biomarker zu validieren und ihre

klinische Anwendbarkeit zu bestatigen.
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VL. ANHANG
6.1 PATIENTENDATEN DER PATIENTEN MIT EINEM GLIOBLASTOM

Tabelle 12:

Erhobenen Patientendaten mit der Diagnose eines Glioblastoms.

ID Geschlecht Alter bei ED Tumorlokalisation Epilepsie IDH1 MGMT
GBM_01 f 69 links frontal nein WT methyliert
GBM_02 m 68 links frontal ja WT methyliert
GBM_03 m 80 links parietal nein WT  nicht methyliert
GBM_04 m 29 rechts frontal ja WT  nicht methyliert
GBM_05 m 53 rechts temporal nein WT methyliert
GBM_06 m 63 links temporoparietal nein WT  nicht methyliert
GBM_07 m 39 links parietal nein R132H nicht methyliert
GBM_08 m 62 links parietooccipital ja WT  nicht methyliert
GBM_09 m 50 links temporal ja WT  nicht methyliert
GBM_10 f 65 multifocal nein WT  nicht methyliert
GBM_11 f 54 rechts temporal ja WT methyliert
GBM_12 f 91 rechts temporal ja WT  nicht methyliert
GBM_13 m 62 rechts parietal ja WT  nicht methyliert
GBM_14 m 70 rechts frontal ja WT methyliert
GBM_15 f 76 rechts frontal nein WT  nicht methyliert
GBM_16 f 77 rechts frontal nein WT methyliert
GBM_17 f 79 bifrontal nein WT methyliert
GBM_18 f 66 links temporal ja WT  nicht methyliert
GBM_19 m 44 rechts parietooccipital ja R132H methyliert
GBM_20 m 84 rechts temporal ja WT  nicht methyliert
GBM_21 f 43 rechts frontal ja WT methyliert
GBM_22 m 73 links temporal nein WT  nicht methyliert
GBM_23 m 7 rechts frontotemporal nein WT methyliert
GBM_24 f 47 links parietal ja WT  nicht methyliert
GBM_25 m 79 rechts frontal nein WT N/A
GBM_26 f 72 links frontal nein WT methyliert
GBM_27 f 69 rechts temporal N/A WT  nicht methyliert
GBM_28 m 40 links parietal ja WT  nicht methyliert
GBM_29 m 49 rechts frontal ja WT methyliert
GBM_30 m 50 links frontal ja WT  nicht methyliert
GBM_31 f 72 rechts frontal nein WT  nicht methyliert
GBM_32 m 79 links temporal ja WT  nicht methyliert
GBM_33 m 73 rechts temporal nein WT methyliert
GBM_34 m 43 rechts tempooccipital ja WT  nicht methyliert
GBM_35 f 72 rechts tempoparieto-occipital nein WT methyliert
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6.2 PATIENTENDATEN DER PATIENTEN MIT EINER ZNS-METASTASE

Tabelle 13:

Erhobenen Patientendaten mit der Diagnose einer ZNS-Metastase.
ID Geschlecht Ergg?;g%ise Metastasenlokalisation Epilepsie Primartumor
MET_01 f 66 r“erfgstep;;itri'l ja Lungenkarzinom (NSCLC)
MET_02 f 60 links frontal nein Kolonkarzinom
MET_03 f 49 rechts frontal ja Kolonkarzinom
MET_04 f 43 links cerebellar nein Mammakarzinom
MET_05 f 49 links frontal ja Melanom
MET_06 f 54 rechts cerebellar ja Lungenkarzinom (SCLC)
MET_07 f 75 links occipital nein Zervixkarzinom
MET_08 m 71 lg‘gﬁéigg%ﬁ;’l nein Lungenkarzinom (NSCLC)
MET_09 f 67 links frontotemporal nein Lungenkarzinom (NSCLC)
MET_10 m 58 rechts cerebellar nein Lungenkarzinom (NSCLC)
MET_11 f 59 rechts occipital nein Lungenkarzinom (SCLC)
MET_12 m 58 rechts cerebellar nein Lungenkarzinom (NSCLC)
MET_13 f 66 links cerebellar nein Mammakarzinom
MET_14 f 49 cerebellar nein Lungenkarzinom (NSCLC)
MET_15 m 52 cerebellar nein Lungenkarzinom
MET_16 m N/A corcial N/A Lungenkarzinom
MET_17 m N/A rechts occipital nein Lungenkarzinom
MET_18 m 75 rechts frontal nein Kolonkarzinom
MET_19 f 42 links cerebellar nein Mammakarzinom
MET_20 m N/A occipital N/A Nierenzellkarzinom
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Abbildung 19: Darstellung der Schmelzkurven aller untersuchten Gene. Verlauf der Schmelzkurven
von je exemplarischen 3 Patientenproben. Auftragung des jeweiligen relativen Fluoreszenzsignals
(ddRn/dT) auf der Y-Achse, gegeniibergestellt der schrittweisen Erhdhung der Temperatur auf der X-
Achse.
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Abbildung 20: ROC-Kurven der Gene mit einer AUC unter 0,8.
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EXPRESSIONSDATEN

6.5

6.5.1 GAPDH-GLIOBLASTOM

Tabelle 14

Expressionsdaten der Glioblastomproben mit dem Housekeeping Gen GAPDH.
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6.5.2 GAPDH ZNS-METASTASEN

Tabelle 15

Expressionsdaten der ZNS-Metastasenproben mit dem Housekeeping Gen GAPDH.
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6.5.3 TBP GLIOBLASTOM

Tabelle 16

Expressionsdaten der Glioblastomproben mit dem Housekeeping Gen TBP.
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6.5.4 TBP ZNS-METASTASEN

Tabelle 17

Expressionsdaten der ZNS-Metastasenproben mit dem Housekeeping Gen TBP.
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Patienten-ID
GRIN1

GRIN2B
GRIN2C
GRIN2D
GRIN3A
GRIN3B

GRIA1

GRIA2

GRIA4
GRIK1
GRIK2
GRIK3

GRIK4
GRIK5
GRM1
GRM2

GRM3
GRM4
GRM5
GRM6

GRM7
EAAT2

IDH1

2,167

M_20
230,047 |GRIN2A

23,519
8,943

8,004

15,041
10,934
18,906
1,182

210,954 |GRIA3

10,934
0,633
17,763
49,721
45,753
61,214
1,654
16,631
21,944
7,041

15,734
50,067
7,949

32,804
12083,781 [GLUL

309,927 |GRM8

837,987 |BCAT1

200,963

226,095 [SLC7A11

6.5.5

ABGLEICH DER PROBEN DER KOHORTE MIT DEN ERMITTELTEN CUTOFF-GRENZWERTEN

Tabelle 18:

Uberpriifung der Untersuchten Proben auf die ermittelten Cutoff Werte.

Grin= oberhalb des ermittelten Cutoff Wert; Orange=unterhalb des ermittelten Cutoff Wert

:)a“e“te“' GRIA1 GRIA2 GRIK1 GRM3 GLUL BCAT1
G_01 0,4134 7,0900 0,2653 17360 | 8066418 | 12,0068
G 02 0,1969 3,5045 0,6953 0,2844 1349035 | 96183
G 03 6,0452 0,0000 1,7481 02358 | 3368084 | 82009
G_04 19,1038 118415 | 17,3370 | 203335 | 1101,9051 | 9,575
G 05 2,8794 6,7542 81,3339 17003 | 12923528 | 117.4403
G_06 0,6763 1,0110 0,7002 02125 | 3763117 | 28,5572
G 07 5,2002 109722 | 45,4366 53732 | 18403753 | 3,2848
G 08 3,0648 5,6403 19,9150 35205 | 10281138 | 137922
G_09 19,9150 18,5814 | 17,4576 78125 | 9330330 | 55243
G_10 0,2185 1,3433 0,4782 0,1863 | 343.8855 | 13,8882
G_11 0,6578 0,7099 0,6202 01997 | 3763117 | 85492
G 12 3,1729 5,6796 11,6785 5,3361 707,068 | 33,7259
G 13 4,4561 10,3087 | 23,3570 12,3444 | 14142136 | 27,0168
G 14 0,3069 3,1076 0,5847 0,1600 46,0709 8,2009
G 15 5,5243 6,0872 9,4204 17240 | 3842188 | 87,7778
G_16 16,6308 10,8212 19,6408 13,5084 | 1424,0502 | 12,0004
G 17 0,5126 0,2170 13,1390 22502 | 5743492 | 72893
G 18 0,3911 7,9767 21,7929 32848 | 8467453 | 124303
G 19 25417 33,9605 4,0161 35205 | 790,0413 | 52992
G_20 10,1667 0,6624 3,9608 0,4431 950,2641 | 34,6740
G 21 0,0489 2,6496 0,1317 0,1336 1743430 | 0,5343
G 22 0,9971 1,4700 0,6223 03244 | 5321851 | 16,2885
G 23 16142 15,8981 11,2807 6,0662 | 8487756 | 16,1200
G 24 7,2139 29,4620 8,2866 37,8123 | 28481004 | 24,8605
G 25 11,1254 16,6308 7,5989 11694 | 552,8653 | 35,6489
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G_26 0,4493 6,3457 2,0861 1,5975 304,6026 36,7783
G_27 0,7149 0,5707 0,5306 0,0129 453,7596 9,0680
G_28 0,9868 28,1641 4,2304 1,0251 340,3285 40,5262
G_29 11,2417 25,9162 10,3087 6,7776 468,1361 54,4094
G_30 4,2157 8,2294 11,0103 12,1323 1128,9644 38,2075
G_31 7,9216 24,1807 9,8545 26,6448 1101,9051 28,3600
G_32 0,4816 31,1419 0,9971 0,5055 898,1324 27,2992
G_33 44,3476 55,1689 15,2505 23,0355 1287,8816 18,5814
G_34 0,0726 3,2395 1,4751 0,6138 690,1587 19,2366
G_35 1,0761 2,5505 2,8695 0,0786 123,7071 17,0983
M_01 0,0000 0,4192 0,0641 1,8866 757,8583 16,0643
M_02 0,1902 0,0000 0,1691 0,1679 876,6057 1,4497
M_03 0,0203 0,1264 0,0568 0,3477 291,1834 1,7003
M_04 0,4684 0,2883 0,1462 0,8327 650,6709 2,8595
M_05 0,0000 0,0000 0,0295 0,0109 226,8798 0,3289
M_06 2,8202 0,0539 0,2458 0,3199 197,5103 1,1374
M_07 0,0173 0,0246 0,0251 0,2278 79,6600 1,4905
M_08 0,0503 0,0000 0,0335 0,0339 253,4899 3,3306
M_09 0,0520 0,2545 0,1221 0,5418 307,7861 24,0137
M_10 0,8740 0,1763 0,3525 0,2408 360,9823 5,9620
M_11 0,2944 0,0539 0,0543 0,1863 348,6859 1,9531
M_12 0,1703 0,0281 0,0203 0,0000 219,1514 1,9531
M_13 0,1383 0,2785 0,0598 0,3405 594,6036 5,7589
M_14 0,0439 0,0315 0,0000 0,0403 202,3606 6,8961
M_15 0,0000 0,0000 0,4524 0,0000 81,0525 0,8590
M_16 0,0030 0,0033 0,0004 0,0050 13,4617 0,9902
M_17 0,0000 0,0013 0,0000 0,0065 129,8574 11,0485
M_18 0,0086 0,0192 0,0039 0,0728 73,5567 1,1414
M_19 0,0315 0,0252 0,0035 0,3221 234,0681 3,4720
M_20 0,0461 0,0023 0,0036 0,1112 53,1053 3,6828
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Glioblastome sind die haufigsten primaren ZNS-Neoplasien, ZNS-Metastasen sind
die haufigsten malignen Erkrankungen des ZNS.

Bis dato werden nur wenige Biomarker in der Diagnostik und Behandlung des
Glioblastoms genutzt. Ein Beispiel fur einen routinemaflig genutzten Biomarker in der
Behandlung des Glioblastoms ist MGMT.

Molekularbiologische Biomarker fiir die Diagnostik von ZNS-Malignomen sind noch
nicht weit in der klinischen Diagnostik verbreitet. Erste Biomarker nach der neuen
WHO-KIassifikation werden in der Diagnostik von primaren ZNS-Malignomen
eingesetzt.

Die RT-gPCR ist ein etabliertes Verfahren, um die Expression von Genen der
Glutamathomdostase und von Glutamatrezeptoren effektiv nachzuweisen.
ZNS-Metastasen kdnnen ebenfalls Veranderungen in der Expression glutamaterger
Gene aufweisen, diese unterscheiden sich je nach der primaren Tumorlokalisation.
Die Gene der AMPA-Untereinheiten GRIA1, GRIA2, der Kainat-Untereinheit GRIK1,
des metabotropen Glutamatrezeptors GRM3, der Verzweigtkettigenaminotransferase
BCAT1 und der Glutaminsynthetase GLUL eignen sich als Biomarker zur
Unterscheidung zwischen den Tumorentitdten Glioblastom und ZNS-Metastasen.
Beim untersuchten Studienkollektiv konnten insgesamt 87,5% der
Expressionsergebnisse, der potenziellen Biomarker, richtig Glioblastomen oder ZNS-
Metastasen zugeordnet werden.

Ein Altersunterschied konnte zwischen der Gruppe der Glioblastompatienten mit und
ohne Epilepsie festgestellt werden, Patienten mit Epilepsie waren im Median jlinger
(52 Jahre) als Patienten ohne Epilepsie (72 Jahre).

In den Ergebnissen dieser Arbeit wurde kein signifikanter Unterschied in der
Expression der untersuchten Gene zwischen Glioblastom-Patienten mit und ohne
Epilepsie festgestellt.

Beide in der Studie verwendeten Housekeeping Gene GAPDH und TBP zeigten eine
hohe Korrelation. Eine fir TBP durchgeflihrte Auswertung zeigte nur geringe
Unterschiede, lediglich fiir das Gen GRIK4 konnte in der ROC-Analyse eine AUC>0,8
gefunden werden. Ein Biomarkerpanel auf Grundlage von TBP wiirde insgesamt
sieben Gene umfassen.

Zukunftig kdnnten molekularbiologische Biomarker in der Diagnostik und Abgrenzung

verschiedener ZNS-Malignome genutzt werden.
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