
Aus der Klinik für Neurochirurgie 
der Medizinischen Fakultät 

der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg 

Prognostische Relevanz von PGRMC1, TRIM33 
und PRAS40 in Gliomen und Glioblastomen 

D i s s e r t a t i o n 

zur Erlangung des Doktorgrades 

Dr. med. 

(doctor medicinae) 

an der Medizinischen Fakultät 
der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg 

vorgelegt von Frederik Till Alexander Schäfer 

aus Hamburg 

Magdeburg 2024 



Bibliographische Beschreibung: 

Schäfer, Frederik Till Alexander: 

Prognostische Relevanz von PGRMC1, TRIM33 und PRAS40 in Gliomen. - 2024. - 26 Abb., 

1 Tab., 5 Anl. 

Kurzreferat 

Ziel der Studie war es, einen Zusammenhang zwischen den Markern PGRMC1, TRIM33 

sowie PRAS40 und dem Gesamtüberleben von Patient*innen mit Gliomen darzustellen. 

Hierfür wurden Gewebeproben von 11 Astrozytomen WHO Grad 2, 19 von Astrozytomen 

WHO Grad 3 sowie 233 Glioblastomen gesammelt und anschließend markerspezifisch 

immunhistochemisch gefärbt, ausgewertet und in Bezug auf Gesamtüberleben und Rezidiv-

freies Überleben analysiert. Zudem folgte eine Korrelationsanalyse mit anderen 

Tumorparametern und eine Lebenszeitanalyse.  

In dieser Studie zeigten wir, dass Glioblastompatient*innen mit einer hoher PGRMC1 

Expression ein signifikant schlechteres Gesamt- sowie Rezidiv-freies Überleben aufwiesen, 

als Patient*innen mit niedriger Expression. Zudem resultierte aus der Lebenszeitanalyse ein 

signifikant höheres Risiko zu sterben, sofern eine hohe PGRMC1 Expression vorlag. 

Die Analyse von TRIM33 zeigte ähnliche Ergebnisse, auch hier war eine hohe Expression bei 

Glioblastompatient*innen mit einem kürzeren Gesamt- und Rezidiv-freien Überleben 

assoziiert, als mit niedriger TRIM33 Expression. Ferner lag eine signifikante Korrelation von 

TRIM33 Expression in Glioblastomen und dem Proliferationsmarker Ki67 vor.  

Der Marker PRAS40 dagegen lieferte keine signifikanten Assoziationen bzw. Korrelationen 

mit dem Überleben oder anderen Tumorparametern.  

Diese in unserer Studie erzielten Ergebnisse können als Basis für weitere molekulare 

Untersuchungen in Bezug zu den genutzten Markern dienen. 
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1. Einleitung

1.1. Gliome 

In Deutschland wurden laut des Robert-Koch-Institut im Jahr 2016 7.430 bösartige 

Tumore des ZNS diagnostiziert (1). Mit einem Anteil von 1,5 % aller erfassten 

Krebserkrankungen hat das ZNS eine relativ geringe Inzidenz. Diese betrug bei den 

Frauen 5,9 pro 100.000 Menschen, bei den Männern 7,6 pro 100.000 Menschen (1). 

In den USA ergibt sich mit einer Inzidenz von 7,08 pro 100.000 Einwohner ein 

ähnliches Bild (2). Diese Inzidenzraten sind seit über 20 Jahren relativ stabil. Den 

Großteil der Neubildungen ist histologisch den Gliomen zuzuordnen. Gliome zählen zu 

den hirneigenen Tumoren, eine neoplastische Erkrankung, die sich de novo im Gehirn 

entwickeln und meistens glialer Genese sind. Hierunter fallen Astrozytome, 

Oligodendrogliome, Ependymome sowie deren Mischformen. 

Die Weltgesundheitsorganisation WHO klassifiziert Hirntumore in vier 

Malignitätsgrade (Grad 1-4), zu deren Ermittlung histopathologische und molekulare 

Merkmale herangezogen werden. In dieser Studie wurden Astrozytome der WHO 

Grade 2-3 und Glioblastome des WHO Grades 4 untersucht, wobei die Großzahl der 

Proben den Glioblastomen zuzuordnen war und diese daher den Schwerpunkt der 

Betrachtung ergeben. Die Einteilung der in unserer Studie eingeschlossenen 

Astrozytome erfolgte nach Kriterien der WHO Klassifikation von 2016.  

1.2. Das Glioblastom 

Das Glioblastom ist ein infiltrativ diffus wachsender Tumor, der vorwiegend aus 

Astrozyten hervorgeht und charakteristisch pleomorphe Zellen, mikrovaskuläre 

Proliferation und Nekroseareale aufweist (3). Die starke Entdifferenzierung und das 

schnelle Wachstum machen das Glioblastom zu einem der tödlichsten Tumorarten. 

Mit einer Inzidenz zwischen 3-4 pro 100.000 Einwohner ist es zudem die häufigste 

aller bösartigen Neubildungen im Gehirn (2–5). Das mittlere Erkrankungsalter liegt 

zwischen 60 und 62 Jahren (2–5). Dennoch treten Glioblastome in allen Altersgruppen 

auf, wobei aber mehr als 80% bei über 50-Jährigen und lediglich 6,9 % bei unter 39-

Jährigen erfasst wurden (5).  
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Ferner gibt es geschlechterspezifische Unterschiede bei denen Männer im Verhältnis 

1,26-1,66:1 ein höheres Erkrankungsrisiko aufweisen als Frauen (2,4–6). Durch das 

invasive Tumorwachstum gestaltet sich die operative Totalresektion als schwierig bzw. 

unmöglich, sodass kein kuratives Vorgehen möglich und die Wahrscheinlichkeit der 

Rezidivbildung hoch ist (7).  

 

Glioblastome, IDH-Wildtyp zählen in der aktuellen WHO Klassifikation von 2021 neben 

dem Oligodendrogliom, 1p/19q kodeletiert und dem Astrozytom, IDH-Mutation zur neu 

definierten Gruppe der diffusen Gliome des Erwachsenenalters (8).Vor dieser 

Neugruppierung der Gliome wurde das Glioblastom in Primär oder Sekundär eingeteilt. 

Primäre entwickelten sich de novo aus gesundem glialen Gewebe, während sich 

Sekundäre aus einer niedergradigen astrozytären Vorstufe herausbildeten. 

Histologisch waren die beiden nicht voneinander zu unterscheiden. 

Molekularbiologische Merkmale, wie die TP53 Mutation, welche häufiger im 

sekundären Glioblastom zu finden ist (65 % vs. 30 %) (5,9) und das meist höhere 

Erkrankungsalter bei de novo Glioblastomen, erlaubten eine Differenzierung (10). 

 

1.3. Pathogenese beim Glioblastom 
 
Die genauen pathogenen Mechanismen für die Entstehung von Glioblastomen ist 

bisher nicht bekannt, jedoch konnten charakteristische genetische Anomalien, 

Amplifikationen und Chromosomenmutationen identifiziert werden, die zur aktuellen 

Klassifikation genutzt werden (8). Genetisch gekennzeichnet ist das Glioblastom durch 

eine Mutation der Telomerase (TERT), welche bei 84% der Glioblastome zu finden ist 

(11). Zusätzlich imponiert eine Amplifikation vom EGFR (12). Weitere relevante 

pathogene Mechanismen sind der Verlust von Chromosom 10 und Gewinn von 

Chromosom 7 (+7/-10) (13), Mutationen oder Deletionen von PTEN (phosphatase and 

tensin homolog) (14).  

 
Die Mutation des IDH1 Gen ist charakteristisch für astrozytäre und oligodendriale 

Tumore und besitzt einen hohen Stellenwert in der Klassifizierung hirneigener Tumore. 

So wurde in der Klassifikation der WHO von 2016 das Glioblastom in IDH-Wildtyp und 

IDH-Mutation unterschieden (3). In der aktualisierten WHO Klassifikation von 2021 

erfolgte eine neue Einteilung sodass Tumore mit IDH-Mutation nun zu den 

Astrozytomen Grad 4 gezählt werden (8).  
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Das Glioblastom (IDH-Wildtyp) zeigt ein höheres Erkrankungsalter sowie eine 

schlechtere Prognose als das IDH-mutierte Astrozytom Grad 4 (15). Des Weiteren 

konnten in-vivo-Versuche zeigen, dass eine Mutation von IDH1 R132H zu reduzierten 

Wachstumsraten und erhöhter Apoptose von Tumorzellen führt. Zudem ist die Invasion 

und Migration in umliegendes Gewebe behindert (16).  

 

Primären Glioblastome nach Definition der WHO Klassifikation von 2016, welche die 

Grundlage dieser Arbeit darstellen, sind selten mutiert (< 5 %) (6). Die Erhebung des 

IHD1 Mutationsstatus diente zur Sicherstellung, dass die Patient*innen, die in das 

Kollektiv aufgenommen wurden, an einem primären Glioblastom erkrankt waren. Mit 

einem Verhältnis von 186 nicht-Mutierten zu 13 Mutierten ist dies empirisch gesichert 

(6). 

 
 
1.4. Prognose 
 
Das Glioblastom hat trotz operativer und neuroonkologischer Fortschritte eine 

gleichbleibend sehr schlechte Prognose (2). Die mittlere Gesamtüberlebenszeit 

schwankt stark, je nach Erhebung zwischen 3 bis 21,7 Monaten(2,4,5,17–19). Zwei 

Jahr nach Diagnose leben noch zwischen 3,3 und 33 % der Patient*innen(20,21), nach 

5 Jahren nur noch 3,4 bis 5 %(4,17,21). Mittlerweile wurden viele Faktoren auf die 

Prognose von Glioblastomen untersucht, doch nur wenige stellten sich als relevant 

heraus. Etablierte Parameter für eine bessere Prognose sind das weibliche 

Geschlecht, ein junges Erkrankungsalter, ein hoher Karnofsky-Index und eine hohe 

Punktzahl im Mini-Mental-Status-Test, welcher die kognitive Leistungsfähigkeit 

überprüft (18,22–25). Zudem profitieren Patient*innen von der Methylierung des 

MGMT-Gens, der Mutation des IDH1- oder IDH2-Gens und einer onkologisch 

relevanten Resektion (26–28). Zudem hat die Therapie einen bedeutenden Einfluss 

auf die Prognose (s. Kapitel 1.5.).  

 

Die MGMT ist ein DNA-Reparaturprotein, das Alkylgruppen des DNA-Bausteins 

Guanin entfernt. Mit dieses Funktionsmechanismus wirkt die MGMT so dem 

Wirkungsprinzip des alkylierenden Chemotherapeutikums Temozolomid entgegen 

(29). Ist das MGMT-Gen methyliert bleibst die Expression aus. Die Methylierung des  

MGMT-Promotors zählt heutzutage aus prognostischer Sicht zu den wichtigsten 
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Markern und wird standardmäßig nach operativen Eingriffen bestimmt. MGMT-

methylierte Glioblastome haben, unhabhängig der Therapie, eine signifikant niedrigere 

Hazard Ratio von 0,45 und in Verbindung mit einer Temozolomid-Therapie eine 

verlängerte Lebenserwartung (30).  

 

Neben den genannten klinischen und molekularen Parametern zeigen auch 

histopathologische Eigenschaften einen Einfluss auf die Prognose. Das Vorliegen von 

Riesenzellen, fokaler oligodendroglialer Differenzierung und das Fehlen 

anaplastischer Elemente sprechen für ein längeres Überleben (31). Zudem wurden bei 

Langzeitüberlebenden eine TP53 Überexpression beobachtet und einen 19q 

Chromosomenverlust als charakteristisch angesehen (32,33).  

 

1.5. Therapie 
 
Die Glioblastomtherapie ist stark abhängig vom Allgemeinzustand der Patient*innen 

und beinhaltet im Wesentlichen eine operative Intervention und eine postoperative 

kombinierte Strahlen-/Chemotherapie. Klinischer Standard bei einem chirurgischen 

Eingriff ist ein prä-operatives MRT des Schädels mit Kontrastmittel und eine darauf 

basierende MRT-gestützte OP-Planung, die das Resektionsergebnis signifikant 

verbessert (34). Zudem hat sich in diesem Zusammenhang die fluoreszenzgestützte 

intraoperative Gabe von 5-Aminolävulinsäure bewährt (35). Bei der Operation sollte 

ein maximales Maß an Tumorresektion angestrebt werden, da so ein längeres 

Überleben der Patient*innen erreicht wird (22,36). Da es sich bei Glioblastomen 

allerdings um nicht kurativ operable Tumore handelt, sollte in Hinblick auf neue 

mögliche neurologische Defizite auf absolute Radikalität verzichtet werden (37).  

 

Im Anschluss oder bei konventioneller Behandlung ist eine lokale Strahlentherapie 

indiziert. Hier ist eine konformale Therapie mit 54-60 Gy Standard, De- oder 

Eskalationen sind dennoch möglich (38). Bei einer Hyperfraktionierung ist die 

Strahlentoleranz des Hirngewebes zu beachten, bei der die Inzidenz von Nekrosen 

von 5 % bei 72 Gy Gesamtdosis auf 10 % bei 90 Gy Gesamtdosis ansteigt (39). Zudem 

stellte sich heraus, dass eine Ganzhirnbestrahlung im Gegensatz zur Lokalen keinerlei 

Vorteile bietet (37).  
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Der bislang größte Durchbruch in der Therapie erfolgte mit der Gabe von 

Temozolomid, welche die mediane Überlebenszeit von Patient*innen mit alleiniger 

Strahlentherapie von 12,1 Monaten auf 14,6 Monate verlängerte und die 2-Jahres-

Überlebensrate von 10 auf 26 Prozent steigerte (40). Dabei handelt es sich um ein 

alkylierendes Chemotherapeutikum, welches Blut-Hirnschrankengängig ist (41). In 

besonderer Form profitieren Patient*innen mit einem methylierten MGMT-Promotor, 

die 2-Jahres-Überlebensrate lag hier bei sogar 46 Prozent (26). 

 

Nichtsdestotrotz bleibt es eine palliative Therapie, die das Leben nur marginal 

verlängert, sodass verschiedene neue Therapieformen in Erprobung sind. 

Ansatzpunkte sind immunologische Verfahren wie die vielversprechende  

Tumorimpfung, bei der Immunzellen des Patienten extrahiert, ex vivo tumorspezifisch 

vermehrt und anschließend reinfundiert werden (42). Ferner wird die Möglichkeit der 

onkolytischen Virustherapie, bei der Zika-Viren zur Tumorzellbekämpfung genutzt 

werden, erprobt (43). 

 

1.6. PGRMC1 
 
Die Progesteronrezeptormembrankomponente 1, kurz PGRMC1, ist Mitglied der 

„Membrane-Associated Progesterone Receptor“ (MAPR) Familie (44) und wird von 

dem gleichnamigen Gen auf dem X-Chromosom codiert (45). Lokalisiert ist das Protein 

meist an der Membran des ER (46) und in verschiedenen stoffwechselaktiven Zellen, 

wie in der Leber oder Nebennierenrinde zu finden (47,48). Charakteristisch für das 

Protein ist die Häm-bindende Region, die sich mit der des Zytochrom-b5 ähnelt (49). 

Die genaue Funktion des Proteins ist nicht abschließend geklärt, dennoch sind diverse 

Funktionen bekannt. Meyer et al. identifizierten 1996 die Progesteronbindung von 

PGRMC1 (47), deren Funktion aber weiterhin ungeklärt ist. Eine große Rolle spielt die 

Häm-bindende Region, über die mittels Häms ein PGRMC1-Dimer entsteht. Dieser bei 

Eukaryoten einmalige Vorgang wurde als „Heme-Stacking Dimer“ beschrieben (50).  

Das Dimer interagiert, anders als das einzelne Protein, mit dem Epidermal Growth 

Factor Receptor (EGFR), der in verschiedenen Tumoren für die Tumorgenese 

mitverantwortlich ist (51). Reguliert wird die Dimerisation von der Verfügbarkeit von 

Häm sowie dem Vorhandensein von Kohlenstoffmonoxid, welches die Bildung 

verhindert (52). 
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Darüber hinaus nimmt PGRMC1, durch Bindung und Regulation von Zytochrome 

P450, Einfluss auf den zellulären Medikamentenmetabolismus (53) und die 

Cholesterolsynthese (54). Diese Interaktion kann zur Chemoresistenz von 

Tumorzellen führen, wie Kabe et al. am Beispiel von Doxorubicin belegen (50).  

Weitere krebsrelevante Funktionen sind die Unterdrückung der p53 Expression und 

der Supprimierung des Wnt/ß-Catenin Weg, wodurch die Zelle teilungsaktiv bleibt (55). 

Ferner agiert PGRMC1 anti-apoptotisch in uterinen Granulationszellen (56) sowie 

zellprotektiv und wachstumsfördernd bei Brustkrebs (57). 

Aktuelle Studien zeigen aber auch, dass hohe PGRMC1 Expression in Kopf-Hals-

Karzinomen zu einer effektiven Elimination der Tumorzellen durch 

Ferroptoseinduktoren führte (58). 

 

Die Rolle von PGRMC1 in Glioblastomen ist weitgehend unbekannt und Ziel dieser 

Studie ist daher der Zusammenhang von Expression und Gesamtüberleben der 

eingeschlossenen Glioblastompatient*innen. 

 

1.7. TRIM33 
 
Der intermediäre Transkriptionsfaktor 1 gamma (TRIM33 oder TIF1γ) gehört zur 

Familie der E3 Ubiquitinligasen mit einer Ring-Box-Coiled-Coil Region (59). Das 

Protein hat eine Größe von 123 kDa und wird vom TRIM33-Gene auf Chromosom 1 

codiert (60). Die am N-Terminus gelegene Ring-Box-Coiled-Coil Einheit fungiert als 

Ligase und ubiquitiniert physiologisch SMAD4, welches Bestandteil des TGFß-

Signalwegs ist und ß-Catenin, das zum Wnt/ ß-Catenin Signalweg gehört (61,62). Am 

C-Terminus liegt ein PHD-Finger sowie eine Bromodomäne, über die TRIM33 mit den 

Histonen 3 und 4 bindet (63). Zwischen den beiden Endregionen ist ein Middle Linker 

zu finden, der mit SMAD2 und SMAD3 interagiert, die ebenfalls Teil des Wnt/ß-Catenin 

Signalwegs sind (64).  

 

Unter physiologischen Bedingungen funktioniert TRIM33 insbesondere als 

Transkriptionsfaktor und steuert die Genexpression hämatopoetischen und reguliert 

die Hämatopoese sowie das Zellwachstum über Inhibition des TGFß-Signalwegs 

(65,66). Darüber hinaus kann TRIM33, durch Interaktion mit ALC1 (Amplified In Liver 

Cancer), eine PARP-abhängige DNA-Reparatur anregen (67). 
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Der TGFß-Signalweg spielt eine fundamentale Rolle bei der Tumorentstehung und der 

Tumorprogression verschiedener Krebsarten, eingeschlossen von Glioblastomen (68). 

Gleiches gilt für den Wnt/ ß-Catenin Signalweg (69), dessen Relevanz bei 

Glioblastomen im Besonderen durch die Interaktion mit IDH deutlich wird (70).  

Die Rolle von TRIM33 in Tumoren wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So wird 

das Protein als Tumorpromotor als auch als Tumorsupressor beschrieben. 

1.8. PRAS40 

Das prolinreiche Akt Substrat mit einer Größe von 40 kDa (PRAS40) wird vom AKT1S1 

Gene (Akt1 Substrate 1) codiert und ist auf dem Chromosom 19q13.33 lokalisiert. 15 

Prozent des Proteins werden von Prolin gebildet wobei die Funktion der zwei 

prolinreichen Anteile am N-Terminus noch ungeklärt sind (71). Entdeckt wurde das 

Protein 2003 in einer Reihe von Versuchen mit insulinbehandelten Zellen von 

Kovacina et al. (72). Lokalisiert ist PRAS40 im Zellkern und kann über seine 

Exportsequenz ins Zytoplasma transportiert werden (73). Je nach Lokalisation hat 

PRAS40 verschiedene Funktionen. Die Hauptfunktion liegt im Zytoplasma in Form der 

Regulation des mTOR Signalwegs. Dabei greift PRAS40 zweierlei in die Kaskade ein, 

einmal als Substrat für mTORC1, wodurch das Protein phosphoryliert wird und damit 

als Downstream-Regulator von mTORC1 wirkt (74). Andererseits fungiert 

phosphoryliertes PRAS40 als Upstream-Regulator, indem es über den Insulinrezeptor 

Akt phosphoryliert und damit eine Aktivierung des Akt/mTOR Signalweg bewirkt (75). 

Im Glioblastom ist der Signalweg mit verschiedenen zellulären Prozessen assoziiert, 

unter anderem mit Tumorfördernden wie Proliferation, Migration und längerem 

Zellüberleben (76).  
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1.9. Zielsetzung der Studie 

Das Glioblastom zeichnet sich durch seine besonders schlechte Prognose für die 

betroffenen Patient*innen aus. Dennoch gibt es bis dato sehr wenige Biomarker, die 

eine prognostische Relevanz aufweisen. Ziel dieser Studie war daher, neue 

prognostische Biomarker zu identifizieren. Hierfür prüften wir den Zusammenhang der 

drei Markerkandidaten PGRMC1, TRIM33 und PRAS40 sowie deren Kombination auf 

den Einfluss auf das Gesamtüberleben und das Rezidiv-freie Überleben. Basis der 

Untersuchung war das selbsterstellte Kollektiv aus Patient*innen, die von 2005 bis 

2018 in neurochirurgischer Behandlung am Uniklinikum Magdeburg waren. 
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2. Material und Methoden

2.1. Studienaufbau 

Bei dieser Studie handelt es sich um eine Analyse von Paraffin-eingebettetem 

Tumormaterial, welches von Patient*innen mit supratentoriell diffus infiltrierenden 

Hirntumoren stammt. Die Größe der Kohorte umfasst 263 Patient*innen, die im 

Zeitraum von 2005 bis 2018 in der neurochirurgischen Klinik des Universitätsklinikums 

Magdeburg operiert wurden. 

Die Datengenerierung erfolgte mittels ICD-Klassifizierung in der klinikinternen 

Datenbank CGM MEDICO. Weiterführende und fehlende Informationen wurden mit 

Hilfe der behandelnden Hausärzte/Kliniken und dem Krebsregister Sachsen-Anhalt 

ergänzt.  

Das Patientenkollektiv wurde anhand der WHO-Klassifikation für hirneigene Tumore 

in drei Hauptgruppen WHO Grad 2, WHO Grad 3 und WHO Grad 4 (Glioblastom) 

eingeteilt. Die Patientengruppen umfassen ausschließlich Patienten mit Primarien. 

Das mediane Erkrankungsalter der Patienten*innen betrug für WHO Grad 2 43 Jahre, 

für WHO Grad 3 49 Jahre und für WHO Grad 4 61 Jahre.  

Die patientenbezogenen Daten wurden gemäß vorher festgelegten 

krankheitsrelevanten Aspekten gesammelt und ausschnittsweise vergleichend 

dargestellt (Tab. 1). Neben der Diagnose und der durchgeführten Therapie wurden 

zusätzlich verschiedenen klinische Aspekte wie dem Ausmaß der Tumorresektion, der 

MGMT-Methylierungsstatus, die IDH1-Mutation, der Karnofsky-Index sowie das 

Sterbedatum erhoben.  

Die Biomarkerexpression im Gewebe wurde mittels immunhistochemischer Färbung 

detektiert und anschließend die Ergebnisse jedes Patienten hinsichtlich einer 

Korrelation zwischen dem Krankheitsverlauf und dem Färbeverhalten analysiert.  

Die Durchführung dieser Studie wurde unter Einhaltung aller dafür vorgesehenen 

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

genehmigt.(NeurOBIOM Nr. 146/19)
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WHO Grad 2 WHO Grad 3 WHO Grad 4 
Häufigkeit % Häufigkeit % Häufigkeit % 

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

0 0 0 1 5,3 3 1,3 
10 0 0 0 0 0 0 
20 0 0 0 0 2 0,9 
30 0 0 1 5,3 11 4,7 
40 0 0 1 5,3 10 4,3 
50 1 9,1 2 10,5 34 14,6 
60 1 9,1 6 31,5 45 19,3 
70 8 72,7 6 31,5 81 34,7 
80 0 0 0 0 22 9,4 
90 1 9,1 2 10,6 23 9,9 

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

Therapie 
OP 1 9,1 3 15,8 40 17,2 
OP+RTX 3 27,3 1 5,3 25 10,7 
OP+CTX 0 0 2 10,5 1 0,4 
OP+RCTX 6 54,5 11 57,9 161 69,1 
n.d. 1 9,1 2 10,5 6 2,6 
Resektionsstatus 
Subtotal/Biopsie 5 45,5 11 57,9 134 57,5 
Total 5 45,5 6 31,6 87 37,3 
n.d. 1 9,1 2 10,5 12 5,2 
MGMT-
Methylierung 
Methyliert 3 27,3 9 47,4 137 58,8 
Unmethyliert 7 63,6 9 47,4 85 36,5 
n.d. 1 9,1 1 5,2 11 4,7 
IDH1 
negativ 4 36,4 5 26,3 186 79,8 
positiv 6 54,5 5 26,3 13 5,6 
n.d. 1  9,1 9 47,4 34 14,6 
CTX = Chemotherapie  RTX = Radiotherapie   RCTX = Radiochemotherapie    n.d. = not determinable 

Tabelle 1: Charakteristika des Patientenkollektivs 
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2.2. Materialien 

Material 
Arraymold kit E Arraymold, Riverton, UT, USA 
Deckgläser 24x50mm Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
double-edge Blades PTFE coated Stainless Steel Personna, St. Louis, MO, USA 
Menzel-Gläser Superfrost Plus Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland 

Chemikalien  
2-Propanol, Rotipuran >=99,8 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Acrylamid 40%  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 
Acrylamid Piperazine diacrylamid (PDA) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland  
Amoniumpersulfat  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 
Antibody Diluent OP Quanto  Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland  
Aqua  B Braun, Melsungen, Deutschland  
Citratpuffer (PT Module Buffer 1)  Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland  
DAB Quanto  Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland  
Eosin Y  Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland  
Essigsäure 100%  TH. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 
Ethanol 99%  TH. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 
Ethanol vergällt 99,8%  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
EZ DNA Methylation Kit  Zymo Reserach, Freiburg, Deutschland  
Formalin 4,0% (35-37%)  Fischar, Saarbrücken, Deutschland  

Laborausstattung  
Aperio Versa 8 Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Bio Photometer Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Biometra High Voltage Power Pack PP3000 Analytik Jena AG, Jena, Deutschland 
Biometra Schüttler BT16 Analytik Jena AG, Jena, Deutschland 
Biometra TSC Thermo Shaker Analytik Jena AG, Jena, Deutschland 
BZ-X810 All-in-One Fluoreszenzmikroskop Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland 
Centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Elektronik Rührer MONO Thermo Scientific,Darmstadt , Deutschland 
Elektrophoresekammer Kühler Analytik Jena AG, Jena, Deutschland 
Histo Core Arcadia C Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Histo Core Arcadia H Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Histo Core Multicut Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Leica Autostainer XL Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Mastercycler Gradient Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Mini Vortex Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Multiphor 2 Cytiva Europe GmbH, Freiburg, Deutschland 
Pippeten Thermo Scientific, Braunschweig, Deutschland 
Primo Star Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 
Thermomixer Comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Tischzentrifuge Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 
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Formicacid 98-100%  Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 

Glycerin >99,5% Rotipuran  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Hämalaun-Lösung sauer nach Mayer  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Hot Star Taq Plus Mastermix 2x   QIAGEN, Hilden, Deutschland  
HRP Polymer Quanto  Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland  
Mountex  Medite Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland  
Natriumcarbonat  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland  
Nucleo Spin Tissue  
  

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, 
Deutschland  

Papanicolaus Lösung Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland  

Primary Antibody Amplifier Quanto   Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland  
Rnase-Free-Water  QIAGEN, Hilden, Deutschland  
Roticlear für Histologie  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Salpetersäure 65%  TH. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 
Salzsäure rauchend 37 %  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland  
Silbernitrat Lösung 99% reinst  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Surgipath Paraplast  Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland  
Themed  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Tris Base   Biorad, Hercules, CA, USA  
Tris Pufferan mind 99,8%  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Tween 20  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Ultarvision Protein Block   Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland  
Ultravison Hydrogen Peroxide Block  Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland  
Xylol 98,5%   TH. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 

 

 

 

 

Antikörper und Primer  
MGMT-methyliert rückwärts  
5'-CAC CGT CCC GAA AAA AAA CTC CG-3'  

Biomers, Ulm, Deutschland 
  

MGMT-methyliert vorwärts  
5'-GTT TTT AGA ACG TTT TGC GTT TCG AC-3'  

Biomers, Ulm, Deutschland 
  

MGMT-unmethyliert rückwärts  
5'-CTA CCA CCA TCC CAA AAA AAA ACT CCA-
3'  

Biomers, Ulm, Deutschland 
  

MGMT-unmethyliert vorwärts  
5'-TGT GTT TTT AGA ATG TTT TGT GTT TTG 
AT-3'  

Biomers, Ulm, Deutschland 
 
  

PGRMC1 (D6M5M) XP Rabbit mAb  Cell Signalling, Danver, MA, USA  
PRAS40 (D23C7) XP Rabbit mAb  Cell Signalling, Danver, MA, USA  
TIF1g (TRIMM33) 10yg/100yl  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA  
Universal Methylated Human DNA Standard 
(5yg/20yl)  

Zymo Research, Freiburg, Deutschland 
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Software  
Adobe Illustrator  Adobe Inc., San Jose, CA, USA  
Adobe Photoshop Adobe Inc., San Jose, CA, USA 
Apeiro Image Scope  Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland  
CGM Medico   CGM Clinical Europe GmbH  
Image J   https://imagej.nih.gov/ij/index.html  
PACS Chilliweb  Nexus / Chilli GmbH  
SPSS   SPSS Inc., Chicago, IL, USA  

 

 
2.3. Anfertigung der HE-Übersichtsfärbungen 
 

Zur Anfertigung der Hämatoxylin-Eosin Übersichtsfärbung wurden die Paraffinblöcke 

mit einer Stärke von zwei µm geschnitten und auf einen Objektträger gebracht. Die 

Anschließende Färbung erfolgte mit einem Färbeautomaten (Leica Autostainer XL). 

Die Notwendigkeit der Übersichtsfärbung besteht darin, geeignete Gewebeareale für 

die TMAs zu identifizieren.  

 

2.4. Herstellung der Tissue Microarrays (TMAs) 
 

Für die Durchführung der immunhistochemischen Färbung der Gewebeproben 

erfolgte die Herstellung von Tissue Microarrays. Sie stellen eine effiziente Methode zur 

Analyse von einer großen Anzahl von Gewebeproben dar, die bei dem großen 

Patientenkollektiv gegeben ist. Mit Hilfe des Arraymold kit E wurden die TMA 

Empfängerblocke gefertigt. Passende Areale auf den Tumorgewebeproben wurden 

mittels Lichtmikroskopie sowie der HE-Übersichtsfärbung ausgewählt und 

anschließend gestanzt. Nach der Überführung in den Empfängerblock wurden die 

fertigen TMAs in zwei µm starke Bereiche geschnitten und auf einen Objektträger 

gebracht. 

 

  

https://imagej.nih.gov/ij/index.html
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2.5. Immunhistochemische Färbung 
 

Die Tissue Microarrays wurden unter Anwendung der direkten Immunhistochemie 

gefärbt. Hierbei handelt es sich um eine Reaktion von primären und sekundären 

Antikörpern welche ein bestimmtes Antigen binden und daraufhin ein sichtbares 

Farbsignal aussenden.  

 

Als primäre Antikörper wurden PGRMC1, TRIM33 und PRAS40 genutzt, welche aus 

Kaninchenserum gewonnen wurden. Der primäre Antikörper bindet mit seinem F(ab)2-

Teil an spezifische Antigene auf der Gewebeprobe und bildet einen Antigen-

Antikörper-Komplex. Als sekundärer Antikörper wurde ein kaninchenspezifischer AK 

genutzt, der an den unspezifischen Fc-Teil des primären Antikörpers bindet. Durch die 

Kopplung mit Meerrettichperoxidase und anschließender enzymatischer Spaltung 

entsteht das Farbsignal, welches sich mikro- sowie makroskopisch detektieren lässt.  

Um die Färbung durchzuführen muss das Gewebe, im ersten Schritt, vom Paraffin 

befreit werden. Dazu werden die Schnitte jeweils zweimal für zehn Minuten in Roticlear 

gegeben, das als Lösungsmittel das Paraffin vom Gewebe löst. Danach folgt eine 

absteigende Alkoholreihe aus zweimal Isopropanol 100% und einmal Isopropanol 

70%, in denen die Schnitte jeweils fünf Minuten verweilen. Anschließend wurden die 

Proben mittels destillierten Wassers zweimalig für je fünf Minuten hydriert.  

 

Durch die Paraffinfixierung des Gewebes befinden sich die enthaltenen Proteine in 

einer sehr schwer zugänglichen Konformation, sodass zur weiteren Färbung eine 

Rekonfiguration in die Ursprungsform erfolgen muss. Hierfür diente die Zugabe von 

saurem Citratpuffer Heat-induced Epitope Retrieval (HIER). Dieser wurde in einem 

Verhältnis von 1:100 mit destilliertem Wasser verdünnt, sodass ein Milieu von pH 6.0 

entstanden ist. Die Proben wurden im Puffer zunächst für 90 Sekunden in der 

Mikrowelle zum Sieden gebracht und darauf sechsmalig mit intermittierenden Pausen 

weiter erhitzt. Dem folgte eine 30-minütige Abkühlung auf Zimmertemperatur. Nach 

diesem Schritt war die Immunreaktivität der im Gewebe enthaltenen Proteine 

wiederhergestellt. 

 

Nach Abschluss der Demaskierung wurde der Citratpuffer schrittweise mit destilliertem 

Wasser entfernt und die Proben daraufhin zehn Minuten in TBS-TWEEN-Puffer (Tris-

buffered Saline + Tween 20) (1:20) gewaschen.  
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Da im Gewebe endogene Peroxidasen vorkommen, folgt eine Blockade mittels 200 µl 

Peroxidblock, der für zehn Minuten vollständig auf die Proben aufgetragen wurde. 

Daraufhin erfolgten drei weitere Waschungen im TBS-TWEEN-Puffer für jeweils fünf 

Minuten. Um unspezifische Bindungen der primären Antikörper zu verhindern, schloss 

sich die Behandlung mit 200 µl Ultra Vision Protein Block an, welcher für genau fünf 

Minuten vollständig auf die Probe aufgetragen wurde. Bei dem Proteinblock handelt 

es sich um tierisches Serum, deren enthaltene Proteine an unspezifische Epitope im 

Gewebe binden und diese maskieren. Eine zu lange Kontaktzeit muss vermieden 

werden, da ansonsten auch spezifische Bindungsstellen blockiert und so falsche 

Färbeergebnisse erzeugt werden können. 

 

Anschließend erfolgten drei weitere Waschgänge für jeweils fünf Minuten im TBS 

TWEEN. 

 

Im nächsten Schritt erfolgte die Benetzung der Proben mit dem primären Antikörper. 

Dieser wurde vorher in bestimmter Konzentration, welche durch Testfärbungen 

bestimmt wurde, mit Antibody Diluent OP Quanto verdünnt, sodass folgende 

Endkonzentrationen verwendet wurden: 

 

PGRMC1 0,112 µg/ml 

TRIM33 0,100 µg/ml 

PRAS40 1,314 µg/ml 

 

Jeweils 200µl der Antikörperlösung wurden auf den Objektträger pipettiert und bei 4°C 

über Nacht inkubiert. 

 

Nach der nächtlichen Inkubation folgten drei Waschschritte im TBS-TWEEN-Puffer 

und die Zugabe von 200 µl Primary Antibody Amplifier mit einer Reaktionszeit von 

zehn Minuten. Letzterer Schritt hat eine optimale Bindungskapazität des primären 

Antikörpers zur Folge.  Weitere drei Waschschritte in TBS TWEEN folgten. 

Anschließend wurde der sekundäre Antikörper mit der gekoppelten Horseradish 

Peroxidase (HRP) hinzugefügt und für 15 Minuten in dunkler Umgebung inkubiert. Die 

polymeren Bindungseigenschaften der HRP führen zur Interaktion vieler F(ab)2-Teile 
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des sekundären Antikörpers mit einzelnen Fc-Teilen der bereits gebundenen primären 

Antikörper. So wird eine optimale Bindungsfrequenz erzeugt und dadurch eine 

maximale Signalreaktion bei relativ kurzer Inkubationszeit. Nach erneuter Waschung 

mit TBS TWEEN in dunkler Umgebung wurde das Substratchromogen 3,3‘-

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB Substrate/Chromogen mix) auf die 

Objektträger aufgetragen.  

 

Bei der Anfertigung des Substratchromogen wurde ein Tropfen (etwa 30 µl) 

Chromogen mit einem ml DAB Substrat gemischt und daraufhin 200 µl auf die Proben 

flächig verteilt. Die folgende Inkubationszeit war antikörperspezifisch und wurde im 

Vorfeld im Rahmen einer Testfärbung ermittelt. Die enzymatische Spaltung des 

Substratchromogens mit HRP erzeugt die detektierbare Färbung des Gewebes. Zum 

Abbruch der Reaktion wurden die Objektträger für dreimal fünf Minuten in destilliertes 

Wasser gestellt. 

 

Zur Darstellung der Zellkerne wurden die Proben nachfolgend mit Hämatoxylin für drei 

Minuten gegengefärbt und für fünf Minuten unter laufendem lauwarmen Wasser 

abgespült. Um das Eindecken der Schnitte vorzubereiten folgte eine Dehydrierung 

mittels Isopropanol 100%, in dem die Schnitte einmal kurz und zweimal für je fünf 

Minuten verweilten.  

 

Zuletzt wurden auf die entwässerten Gewebeproben ein Tropfen (ca. 30 µl) des 

Eindeckmediums Mountex gegeben und mit einem Eindeckglas fixiert. Nachdem die 

Proben getrocknet waren, konnten sie digitalisiert werden und standen zur Analyse 

bereit. 
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2.6. Immunhistochemische Analyse 
 

Die digitalisierten Objektträger wurden mittels des Programm Aperio ImageScope 

ausgewertet. Zur Einschätzung des Färbeverhaltens konnte über die Einstellung des 

Kontrasts (C) und der Helligkeit (B) die optimale Belichtung des Schnittes erreicht 

werden. Die Auswertung erfolgte in 20-facher Vergrößerung. Je nach Lokalisation der 

Antikörper in der Zelle(Kern/Zytoplasma) erfolgte die Bewertung durch 

unterschiedliche Scoringverfahren. Die zytoplasmatischen Färbungen von PGRMC1 

und wurden mit dem H-Score bewertet, der die Intensität erfasst (1=weak, 2=medium, 

3=strong). Hierbei wird der gesamte Tumorausschnitt anhand einer selbst erstellten 

Vorlage nach der Intensität prozentual analysiert (Abb. 1A). Die drei Intensitätsstufen 

wurden mittels folgender Gleichung summiert: 

 

H-Score = [ 1x (% Zellen 1) + 2x (% Zellen 2) + 3x (% Zellen 3) ] 

 

Vorteil der summierten Bewertung der Gesamtintensität ist die genaue Erfassung von 

auch heterogen gefärbten Gewebeproben. Nach Anwendung der Formel ergab sich 

eine Gesamtbewertung mit Werten zwischen 100-300. Die Zellkernfärbung von 

TRIM33 wurde mit dem 5-Tier-Score eingestuft. Dafür wurden vier Gewebeabschnitte 

(20-fache Vergrößerung) zufällig ausgewählt und der prozentuale Anteil von positiv 

gefärbten Zellkernen ermittelt. Die Bewertung erfolgte über ein fünfstufiges System (0 

= 0-20 %, 1 = 21-40 %, 2 = 41-60 %, 3 = 61-80 %, 4 = 81-100 %) (Abb. 1B). Der finale 

Score errechnete sich aus den gemittelten Werten der vier Gewebebereichen mit 

Werten zwischen null und vier. 

 

Die Bewertung der zytoplasmatischen Färbung von PRAS40 erfolgte nach dem 

gleichen Vorgehen wie beim Markerkandidaten PGRMC1 (Abb. 1C). 
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Abbildung 1: Das Scoringsystem und Färbeverhalten von PGRMC1, TRIM33 und 
PRAS40 (Vergrößerung 20x) A. PGRMC1. Es zeigt sich eine zytoplasmatische Färbung des 
Gewebes (braunes Kolorit). Je nach Färbeintensität wurde in die Kategorien schwach, medium 
oder stark eingeteilt und mittels H-Score bewertet. B. TRIM33. Das Protein zeigt ein 
ausschließlich nukleäres Färbeverhalten, welches in einer Braunfärbung der Zellkerne 
resultiert. Mittels 5-tier Score wurde der prozentuale Teil der positiven Zellkerne analysiert. C. 
PRAS40. Das Scoringsystem orientiert sich am H-Score, der je nach Farbintensität, das 
Gewebe in die Kategorien schwach, medium und stark einteilt. 
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2.7. Erhebung des MGMT-Methylierungsstatus 

Die Informationen bezüglich des MGMT-Methylierungsstatus der Tumorproben 

beruhen zum Großteil auf der klinikinternen Datenbank, die aus dem klinischen 

Regelbetrieb des Instituts der Pathologie stammen. Da bei einigen der analysierten 

Proben dieser Status fehlte, wurde der MGMT-Methylierungsstatus bei 33 Patienten 

nachbestimmt. 

Der Methylierungszustand erfolgte mit einer methylierungsspezifischen 

Polymerasekettenreaktion (PCR) die nach einer Gelelektrophorese die Zuordnung der 

Proben als methyliert oder unmethyliert erlaubte. Zunächst wurden mit Hilfe der bereits 

angefertigten HE-Übersichtsfärbungen folgende Areale der Tumorprobe markiert, 

welche solide Tumoranteile zeigten. Diese Areale wurden mit einer Rasierklinge 

herausgekratzt und anschließend in mehreren Schritten entparaffiniert. Die DNA-

Extraktion erfolgte mit dem EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research). Zu Beginn 

wurden die entparaffinierten Proben mit einer Proteinase sowie einem Lysispuffer 

versetzt und über Nacht bei 56°C inkubiert. Die in dem Gewebe befindliche DNA wurde 

anschließend durch Zentrifugation und Zugabe mehrerer Pufferlösungen aus dem nun 

lysierten Gewebe herausgetrennt. Der Mechanismus beruht drauf, dass durch die 

Puffer verschiedene pH-Milleus geschaffen werden, durch die alle Gewebeteile 

abzentrifugiert werden können und die negativ geladene DNA erhalten bleibt. Die 

DNA-Konzentration wurde darauf photometrisch bestimmt, bevor sie, nun adäquat 

isoliert, einer Bisulfit-Konvertierung mittels bisulfite conversion kit unterzogen wurde. 

Diese dreistufige Reaktion findet zwischen Cytosin und Natrium-Bisulfit statt und 

konvertiert Cytosin zu Uracil. Ziel dessen ist die Eliminierung von sonst anfallenden 

hinderlichen Ausfällungen. 

Anschließend erfolgte die Durchführung der PCR mit spezifischen Primersets. 

Es wurden folgende Primer verwendet: 

MGMT-methyliert vorwärts 5'-GTT TTT AGA ACG TTT TGC GTT TCG AC-3' 

MGMT-methyliert rückwärts 5'-CAC CGT CCC GAA AAA AAA CTC CG-3' 

MGMT-unmethyliert vorwärts 5'-TGT GTT TTT AGA ATG TTT TGT GTT TTG AT-3' 

MGMT-unmethyliert rückwärts 5'-CTA CCA CCA TCC CAA AAA AAA ACT CCA-3' 
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Der Einbezug von Proben ohne DNA-Gehalt gewährleistete die Kontrolle des 

Arbeitsschrittes. Nach Beendigung der PCR wurden die DNA-Produkte sowie 

Kontrollprodukte (Standard, EDTA-Blut, Leerwert) auf ein Acrylamid-Gel 8 % 

aufgetragen und eine Elektrophorese durchgeführt. Das Acrylamid-Gel wurde durch 

Mischung von 24 ml Acrylamid-PDA (13 %), 16 ml Tris Puffer (120 mM), 400 µl 

Ammoniumpersulfat (10 %) und 40 µl Themed Fertiglösung hergestellt. 

 

Während der Elektrophorese bildete sich ein blauer Steifen, als dieser das Ende des 

Gels erreicht hatte wurde die Elektrophorese beendet und anschließend mit 

Silbernitratlösung gefärbt. Hierfür wurde das Gel zunächst in Salpersäure 2-3 % 

geschwenkt, bis der blaue Streifen ins Gelbe umgeschlagen ist und daraufhin drei Mal 

mit Aqua dest. gewaschen. Das weitere Vorgehen war die Zugabe von 

Silbernitratlösung für 20 Minuten, erneutes Waschen und Zugabe von 

Natriumcarbonat sowie Formalin, um die Färbung zu starten. Bei Braunfärbung der 

Banden wurde die Reaktion mit Aqua dest., Essigsäure 10 % und Glycerin 5 % 

gestoppt und schließlich zum Trocknen aufgehängt. Bei der Analyse der fertigen Gele 

wurde eine Probe als „methyliert“ gewertet, sobald eine Bande methylierter PCR-

Primer erkennbar war. Fehlte diese Bande war die Probe als „unmethyliert“ zu werten. 

 

2.8. Statistische Auswertung 
 

Die Analyse der erhobenen Daten erfolgte mittels dem Statistikprogramm SPSS. 

Dabei wurde nach einer Korrelation zwischen WHO Grad und der einzelnen 

Biomarkern gesucht, um eine eventuell vorhandene Einflussnahme der Marker 

PGRMC1, TRIM33 und PRAS40 nachzuweisen. Darüber hinaus wurde in Bezug der 

Marker das Gesamtüberleben und das progressionsfreie Intervall analysiert. Dabei 

wurde das Gesamtüberleben als Zeitraum zwischen Erstoperation und Sterbedatum 

bzw. der letzten bekannten Datenlage definiert. Das progressionsfreie Intervall 

beinhaltete das Überleben ohne diagnostizierten Rezidivtumor. Als Mittel der Wahl 

wurde hier mit der Kaplan-Meier-Methode eine Überlebenskurve errechnet und zur 

Kontrolle der Signifikanz einem Log-Rank-Test unterzogen. 
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Beim weiteren Vorgehen wurden zusätzlich folgende Parameter auf den 

Zusammenhang mit den Biomarkern untersucht: 

 

• Tumorvolumen: Das Tumorvolumen wurde mit Hilfe der präoperativen MRT-

Aufnahmen bestimmt. Hierfür wurde die T1 gewichtete Aufnahme nach 

Kontrastmittelgabe genutzt, da hier der Tumor am besten zur Darstellung 

kommt. 

• Ödemvolumen: Das Ödemvolumen wurde nach gleichem Vorgehen wie bei 

dem des Tumors ermittelt. Einziger Unterschied war die Nutzung der T2 

gewichteten Flair Aufnahme, da hier eine gute Abgrenzung zwischen Tumor, 

Ödem und Liqour cerebrospinalis möglich war. 

• Ki67: Proliferationsmarker zur Darstellung von sich schnell teilenden 

Zellpopulationen, welcher standartmäßig in der Pathologie des 

Universitätsklinikums Magdeburg bestimmt wird. 

 

Zur Einschätzung der prognostischen Relevanz wurde die Auswertung um multivariate 

Analysen sowie der Ermittlung der Hazard Ratio (HR) im Rahmen der Cox-Regression 

erweitert. Einfluss nahmen hier folgende, bereits als prognostisch relevant ermittelte, 

Faktoren: 

 

• Erkrankungsalter 

• Karnofsky-Index 

• Tumorresektion 

• Therapie 

 

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

3.1. PGRMC1: Korrelation mit dem WHO Grad 
 

Zu Anfang untersuchten wir eine mögliche Korrelation zwischen der PGRMC1 

Expression und den WHO Graden der Tumore. Hierfür wurden die ermittelten H-

Scores der Gewebeproben in einem Box-Whisker-Plot veranschaulicht und eine 

statistische Analyse mit Spearman’s Rho durchgeführt. Wir beobachteten eine höhere 

Expression von PGRMC1 in hochgradigen Tumoren (WHO Grad 3: Median = 195; 

WHO Grad 4: Median = 180) als in Niedriggradigen (WHO Grad 2: Median = 135) 

(Abb. 2). Dennoch erreichte diese Korrelation nicht das Signifikanzniveau (Rho = 

0,123, p = 0,064, Spearman).  

 

 
 
Abbildung 2. PRGMC1 Expression in Korrelation mit den WHO Graden 2, 3 und 4. Die 
Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die Perzentile (25. und 75.) als vertikale 
Boxen mit Fehlerbalken. Die Tabelle führt nach WHO Grad die Mediane, Minima, Maxima und 
Anzahl der Probanden auf. 
 

3.2. PGRMC1: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien 

Überleben 
 

Als nächstes analysierten wir die Assoziation zwischen den Expressionsleveln von 

PGRMC1 und dem Gesamtüberleben der Patient*innen mit WHO Grad 2, 3 und 4 

Tumoren. Zunächst wurde die Expression mittels der Median-Split-Methode in 
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PGRMC1low und PGRMC1high dichotomisiert. Die Überlebensdaten sind in einer 

Kaplan-Meier Überlebenskurve dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem 

Log-Rank-Test. Die Ergebnisse zeigten, dass Glioblastom Patient*innen (WHO Grad 

4) mit einer hohen PGRMC1 Expression (PGRMC1high) ein signifikant schlechteres 

Überleben haben, als PGRMC1low Patient*innen (p = 0,021, Log-Rank) (Abb. 3A). Das 

mittlere und mediane Überleben bei WHO-Grad 4 ist in Abbildung 3B gezeigt. Bei den 

WHO Grad 2 und WHO Grad 3 Patient*innen wurde keine signifikante Assoziation 

zwischen dem Gesamtüberleben und PGRMC1 Expression festgestellt (Abb. 3A).  

 

 
 
Abbildung 3. PGRMC1: Assoziation mit dem Gesamtüberleben in Bezug auf den WHO 
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Überlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger 
PGRMC1 Expression. Zur Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte befinden 
sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen Gesamtüberlebens 
bei WHO Grad 4 in Bezug zur PGRMC1 Expression. Std. Fehler = Standardfehler; KI [95 %] 
= 95 % Konfidenzintervalle. 
 
Weiterführend folgte nach gleichem Vorgehen die Auswertung des Rezidiv-freien 

Überlebens über sechs Monate. Auch hier zeigten nur Patient*innen mit WHO Grad 4 

signifikante Ergebnisse. Eine hohe PGRMC1 Expression war mit einem schlechteren 

Rezidiv-freien Überleben assoziiert als jene mit niedriger Expression (p = 0,019, Log-
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Rank) (Abb. 4A). In Abbildung 4B sind die Mittelwerte und Mediane des Rezidiv-freien 

Überlebens bei WHO Grad 4 zu finden. Für manche Stichproben konnten keine 

Medianwerte berechnet werden, da die geschätzte Überlebenswahrscheinlichkeit 

keine 50 % erreicht hatte. Bei den WHO Grad 2 und WHO Grad 3 Patient*innen wurde 

keine signifikante Assoziation zwischen dem Rezidiv-freien Überleben und PGRMC1 

Expression festgestellt (Abb. 4A). 

 

 
 
Abbildung 4. PGRMC1: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Überleben in Bezug auf den 
WHO Grad. A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Überleben nach WHO Grad und 
hoher bzw. niedriger PGRMC1 Expression. Analysiert wurde mittels Log-Rank Test, die p-
Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen 
Rezidiv-freien Überlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PGRMC1 Expression. Std. Fehler = 
Standardfehler; KI [95 %] = 95 % Konfidenzintervalle. 
 

3.3. PGRMC1: Korrelation mit weiteren Tumorparametern 
 

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die PGRMC1 Expression mit anderen 

tumorrelevanten Parametern korreliert. Dafür wurden das Tumorvolumen, das 

Ödemvolumen und die Ki67 Positivität [> 10 %] einer Korrelationsanalyse nach 



3. Ergebnisse

25 

Spearman unterzogen (Abb. 5). Diese offenbarten keinerlei signifikanten 

Zusammenhänge. 

Abbildung 5. PGRMC1: Korrelation mit weiteren Tumorparameter nach WHO Grad. 
Bivariate Analyse mittels Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient des Markers mit den 
Parametern Tumorvolumen, Ödemvolumen und Ki67 Positivität. Die Tabelle zeigt WHO 
gradspezifisch den Korrelationskoeffizienten, die Signifikanz und die Patientenzahl. 

3.4. PGRMC1: Gesamt- und Rezidiv-freies Überleben – 

Multivariatanalyse bei WHO Grad 4 

Zur weiteren Analyse der Überlebensdaten nutzten wir das proportionale Hazard 

Modell als Regressionsverfahren. Hierfür wurde die multivariate Cox-Regression mit 

verschiedenen, sich in der Vergangenheit als Prognosefaktoren bei Glioblastomen 

erwiesenen, Faktoren adjustiert. Berücksichtigt wurden das Alter, der Karnofsky-Index, 

das Resektionsausmaß und die Therapie. Da die univariate Analyse lediglich für 

Tumore des WHO Grads 4 signifikante Ergebnisse hervorbrachte (Abb. 3-4), wurden 

die WHO Grade 2 und 3 hier nicht weiter analysiert. 

Die Analyse zeigte nach Adjustierung, dass Glioblastompatient*innen mit einer hohen 

PGRMC1 Expression (PGRMC1high) ein signifikant höheres Sterberisiko im Vergleich 

zu PGRMC1low Patient*innen haben (HR = 1,505; KI [95 %] =1,085-2,088; p = 0,014) 
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(Abb. 6A).  Bei der Analyse des Rezidiv-freien Überlebens stellte sich keine 

signifikante prognostische Relevanz für PGRMC1high heraus (Abb. 6B). Somit kann 

PGRMC1 als unabhängiger prognostischer Marker für das Gesamtüberleben der 

Glioblastompatient*innen angesehen werden. 

 

 
 
Abbildung 6. PGRMC1: Multivariate Cox-Regression für das Gesamt- und Rezidiv-freie 
Überleben in Glioblastompatient*innen. A. Regressionsanalyse des 24 Monate Überlebens 
von Patient*innen mit hoher PGRMC1 Expression adjustiert mit Alter, Karnofsky-Index, 
Resektion und Therapie. B. Regressionsanalyse des sechs monatigen Rezidiv-freien 
Überlebens wie in A. PGRMC1low wurde als Dummy-Variable verwendet. HR= Hazard Ratio; 
KI [95 %] = 95 % Konfidenzintervall. 
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3.5. TRIM33: Korrelation mit dem WHO Grad 
 

Bei unserem zweiten Marker TRIM33 starteten wir ebenfalls mit der Untersuchung zu 

einer möglichen Korrelation zwischen der Expression und den WHO Graden der 

Tumore. Die 5-tier Scores der Tumorproben wurden in einem Box-Whisker-Plot 

dargestellt, die statistische Analyse mittels Spearman’s Rho durchgeführt. Die 

Mediane zeigten keinen Trend (WHO-Grad 2: Median = 187; WHO-Grad 3: Median = 

225; WHO-Grad 4: Median = 137) und die Korrelation erreichte nicht das 

Signifikanzniveau (Rho = -0,067, p = 0,325, Spearman) (Abb. 7).  

 

 
 
Abbildung 7. TRIM33 Expression in Korrelation mit den WHO Graden 2, 3 und 4. Die 
Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die Perzentile (25. und 75.) als vertikale 
Boxen mit Fehlerbalken. Die Tabelle führt nach WHO Grad die Mediane, Minima, Maxima und 
Anzahlen der Probanden auf. 
 

3.6. TRIM33: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien Überleben 
 

Um die Assoziation zwischen den Expressionsleveln von TRIM33 und dem 

Gesamtüberleben der Patient*innen mit WHO Grad 2, 3 und 4 zu untersuchen wurden 

die 5-tier Scores mit der Median-Split-Methode in TRIM33high und TRIM33low 

dichotomisiert. Die Überlebenskurven wurden mittels Kaplan-Meier dargestellt und die 

statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-Test. Abbildung 8A veranschaulicht, 

dass bei keinem der drei WHO Grade ein signifikanter Unterschied zwischen 

TRIM33high und TRIM33low Patient*innen besteht. Das mediane und mittlere Überleben 

von WHO Grad 4 ist in Abbildung 8B gezeigt. 
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Abbildung 8 TRIM33: Assoziation mit dem Gesamtüberleben in Bezug auf den WHO 
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Überlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger 
TRIM33 Expression. Zur statistischen Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte 
befinden sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen 
Gesamtüberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur TRIM33 Expression. 
 

Beim Rezidiv-freien sechs Monatsüberleben erreichte der Marker ebenfalls bei allen 

WHO Graden nicht das Signifikanzniveau (Abb. 9A). Die Mittelwerte und Mediane im 

Bezug zum Überleben mit WHO Grad 4 sind in Abbildung 9B dargestellt.  
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Abbildung 9 TRIM33: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Überleben in Bezug auf den 
WHO-Grad A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Überleben nach WHO Grad und 
hoher bzw. niedriger TRIM33 Expression. Statistisch analysiert wurde mittels Log-Rank Test, 
die p-Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen 
Rezidiv-freien Überlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur TRIM33 Expression. 
 

3.7. TRIM33: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien Überleben 

nach erneutem Cut-off 
 

Da die Analyse der Expression auf das Gesamt- und Rezidiv-freie Überleben mittels 

der Median-Split-Methode keinerlei Ergebnisse lieferte, verglichen wir noch einmal das 

Expressionsmuster von Tumorgewebe mit dem von gesundem Hirngewebe. Die 5-tier 

Scores von TRIM33 sind in einem Box-Whisker-Plot dargestellt und mit dem Mann-

Whitney-U Test statistisch untersucht. Es ergab sich, dass das gesunde Gewebe 

signifikant niedrigere TRIM33 Expression aufweist als das Tumorgewebe (p = 0,047; 

Mann-Whitney-U) (Abb. 10A). Die unterschiedliche Expression von TRIM33 zwischen 

Tumor- und gesundem Gewebe wird in einem repräsentativen Randausschnitt gezeigt 

(Abb. 10B).  
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Abbildung 10 TRIM33: Vergleich von Tumor- und gesundem Gewebe A. Box-Whisker-
Plot der beiden Gewebearten. Die Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die 
Perzentile (25. und 75.) als vertikale Boxen mit Fehlerbalken. Die Signifikanz befindet sich 
unten rechts. B. Bildliche Darstellung einer Randzone von Tumor (T) und gesundem 
Hirngewebe (G). 
 

Auf Grund dieses Ergebnis wiederholten wir die Analyse des Gesamt- und Rezidiv-

freien Überlebens. Hierfür wurde TRIM33 Expression auf Basis des Medians der 

gesunden Gewebeproben neu dichotomisiert. Die Überlebenskurven wurden mittels 

Kaplan-Meier dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-Test. 

Die Ergebnisse zeigten, dass Glioblastompatient*innen mit einer hohen TRIM33 

Expression (TRIM33high) ein signifikant schlechteres Überleben haben, als TRIM33low 

Patient*innen (p = 0,029, Log-Rank) (Abb. 11A). Das mediane Gesamtüberleben 

betrug bei Patient*innen mit niedriger TRIM33 Expression (TRIM33low) 16 Monate und 

bei TRIM33high Patient*innen nur 9 Monate (Abb. 11B). Bei den WHO Grad 2 und 3 

Patient*innen wurde keine signifikante Assoziation zwischen dem Gesamtüberleben 

und PGRMC1 Expression festgestellt (Abb. 11A). 

 

 



3. Ergebnisse 
 

 31 

 
 
Abbildung 11 TRIM33: Assoziation mit dem Gesamtüberleben in Bezug auf den WHO 
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Überlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger 
TRIM33 Expression. Zur statistischen Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte 
befinden sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen 
Gesamtüberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur TRIM33 Expression. 
 

Nach gleicher Methodik wie beim Gesamtüberleben erfolgte die Analyse zum Rezidiv-

freien Überleben. Die WHO Grade 2 und 3 zeigten keine signifikanten Unterschiede 

zwischen hoher und niedriger Expression von TRIM33 (Abb. 12A). Die 

Glioblastompatient*innen (WHO Grad 4) zeigten dagegen einen signifikanten 

Unterschied (p = 0,029, Log-Rank), sodass eine hohe TRIM33 Expression mit einem 

kürzeren Rezidiv-freien Überleben assoziiert war (Abb. 12A). Das mittlere Rezidiv-freie 

Überleben verkürzte sich bei steigender Expression von 4,7 auf 3,9 Monate (Abb. 

12B). 
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Abbildung 12 TRIM33: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Überleben in Bezug auf den 
WHO Grad A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Überleben nach WHO Grad und 
hoher bzw. niedriger TRIM33 Expression. Statistisch analysiert wurde mittels Log-Rank Test, 
die p-Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen 
Rezidiv-freien Überlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur TRIM33 Expression 
 

3.8. TRIM33: Korrelation mit weiteren Tumorparametern 
 

Zusätzlich zum Überleben sollten Korrelationen mit anderen erhobenen 

Tumorparametern untersucht werden (vgl. Kapitel 3.3). Die bivariate 

Korrelationsanalyse (Spearman’s Rho) des Markers zeigte zwei signifikante 

Zusammenhänge. Die Gewebeproben des WHO Grad 3 korrelierten negativ und 

signifikant mit dem Ödemvolumen (Rho = -0,821, p = 0,023, Spearman). Durch die 

geringe Anzahl an Patient*innen des WHO Grades 3 muss allerdings die Validität 

dieser Korrelation zukünftig in einer größeren Patientenkohorte bestätigt werden.  In 

WHO Grad 4 Tumoren, bei denen ein großes Patientenkollektiv vorlag, ergab sich eine 

hochsignifikante positive Korrelation mit dem Proliferationsmarker Ki67 (Rho = 0,197, 

p = 0,006, Spearman) (Abb. 13).  
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Abbildung 13. TRIM33: Korrelation mit weiteren Tumorparameter nach WHO Grad. 
Bivariate Analyse mittels Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient des Markers mit den 
Parametern Tumorvolumen, Ödemvolumen und Ki67 Positivität. Die Tabelle zeigt WHO-
gradspezifisch den Korrelationskoeffizienten, die Signifikanz und die Patientenzahl. 
*Signifikant auf p = 0,05 Niveau; **Signifikant auf p = 0,01 Niveau 
 

3.9. TRIM33: Gesamt- und Rezidiv-freies Überleben – Multivariatanalyse 

in WHO Grad 4 
 

Zur weiteren Analyse der Überlebensdaten nutzten wir das proportionale Hazard 

Modell als Regressionsverfahren. Hierfür wurde die multivariate Cox-Regression mit 

verschiedenen, sich in der Vergangenheit als Prognosefaktoren bei Glioblastomen 

erwiesenen, Faktoren adjustiert. Berücksichtigt wurden das Alter, der Karnofsky-Index, 

das Resektionsausmaß und die Therapie. Da die univariate Analyse lediglich für 

Tumore des WHO Grads 4 signifikante Ergebnisse hervorbrachte (Abb. 3-4), wurden 

die WHO Grade 2 und 3 hier nicht weiter analysiert. 

 

Die Analyse zeigte nach Adjustierung, dass Glioblastompatient*innen mit einer hohen 

TRIM33 Expression (TRIM33high) zwar ein erhöhtes Sterberisiko haben; die 

Regressionsanalyse erreicht hier allerdings nicht das Signifikanzniveau (HR = 1,348; 

KI [95 %] = 0,954-1,904; p = 0,091) (Abb. 14A). Gleiches gilt beim 6 Monats Rezidiv-

freien Überleben (HR = 1,439; KI [95 %] = 0,831-2,491; p = 0,194) (Abb. 14B). Damit 
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ist TRIM33 weder fürs Gesamt- noch für das Rezidiv-freie Überleben ein unabhängiger 

prognostischer Marker bei Glioblastomen. 

 

 
 
Abbildung 14 TRIM33: Multivariate Cox-Regression für das Gesamt- und Rezidiv-freie 
Überleben in Glioblastompatient*innen. A. Regressionsanalyse des 24 Monate Überlebens 
von Patient*innen mit hoher TRIM33 Expression adjustiert mit Alter, Karnofsky-Index, 
Resektion und Therapie. B. Regressionsanalyse des sechs monatigen Rezidiv-freien 
Überlebens wie in A. TRIM33low wurde als Dummy-Variable verwendet. HR = Hazard Ratio; KI 
[95 %] = 95 % Konfidenzintervall. 
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3.10. PRAS40: Korrelation mit dem WHO-Grad 

Der letzte untersuchte Marker PRAS40 wurde in einer Korrelationsanalyse mit 

Astrozytomen (WHO Grad 2 und 3) und Glioblastomen (WHO Grad 4) untersucht. 

Genutzt wurden dabei die ermittelten H-Scores sowie die Malignitätseinteilung der 

WHO. Die Scores wurden in einem Box-Whisker-Plot anschaulich dargestellt und mit 

Spearman’s Rho statistisch analysiert. Aus letzterem resultierte kein signifikanter 

Zusammenhang zwischen Expression und Malignitätsgrad (Rho = 0,085, p = 0,199, 

Spearman) (Abb. 15). Dennoch ist erkennbar, dass in den höhergradigen 

Gewebeproben höhere H-Scores erzielt wurden (WHO Grad 3: Median = 215; WHO 

Grad 4: Median = 210), als in Niedergradigen (WHO Grad 2: Median = 140).  

Abbildung 15. PRAS40 Expression in Korrelation mit den WHO-Graden 2, 3 und 4. Die 
Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die Perzentile (25. und 75.) als vertikale 
Boxen mit Fehlerbalken. Die Tabelle führt nach WHO Grad die Mediane, Minima, Maxima und 
Anzahlen der Probanden auf. 

3.11. PRAS40: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien 

Überleben 

Zur Bewertung der Assoziation zwischen den Expressionsleveln von PRAS40 und 

dem Gesamtüberleben der Patient*innen mit WHO Grad 2, 3 und 4 wurden die 

ermittelten H-Scores ebenfalls über die Median-Split-Methode in PRAS40high und 

PRAS40low dichotomisiert. Die Überlebenkurven wurden mittels Kaplan-Meier 

dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-Test. Es zeigte sich 
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bei keinem der drei WHO Grade ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen 

PRAS40 Expression und dem Gesamtüberleben der Patient*innen (WHO Grad 2: p = 

0,655; WHO Grad 3: p = 0,642; WHO Grad 4: p = 0,211, Log-Rank) (Abb. 16A). Die 

Mittelwerte und Mediane im Bezug zum Überleben mit WHO Grad 4 sind in Abbildung 

16B dargestellt.  

 

 
 
Abbildung 16. PRAS40: Assoziation mit dem Gesamtüberleben in Bezug auf den WHO 
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Überlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger 
PRAS40 Expression. Zur statistische Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte 
befinden sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen 
Gesamtüberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PRAS40 Expression.  
 

Beim Rezidiv-freien sechs Monatsüberleben erreicht der Marker ebenfalls bei allen 

WHO-Graden nicht das Signifikanzniveau (WHO Grad 2: p = 0,362; WHO Grad 3: p= 

0,317; WHO Grad 4: p= 0,086) (Abb. 17A). Die Mittelwerte und Mediane im Bezug 

zum Überleben mit WHO Grad 4 sind in Abbildung 17B dargestellt.  
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Abbildung 17. PRAS40: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Überleben in Bezug auf den 
WHO Grad A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Überleben nach WHO Grad und 
hoher bzw. niedriger PRAS40 Expression. Statistisch analysiert wurde mittels Log-Rank Test, 
die p-Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen 
Rezidiv-freien Überlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PRAS40 Expression. 
 

3.12. PRAS40: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien 

Überleben nach erneutem Cut-off 
 

Da die Analyse der Expression auf das Gesamt- und Rezidiv-freie Überleben mittels 

der Median-Split-Methode, keinerlei Ergebnisse lieferte, verglichen wir noch einmal, 

wie schon bei TRIM33, die PRAS40 Expression von Tumorgewebe mit dem von 

gesundem Hirngewebe. Die H-Scores von PRAS40 wurden in einem Box-Whisker-

Plot dargestellt und mit dem Mann-Whitney-U Test statistisch untersucht. Es ergab 

sich, dass das gesunde Gewebe eine hochsignifikant niedrigere PRAS40 Expression 

aufweist als das Tumorgewebe (p = < 0,001; Mann-Whitney-U) (Abb. 18A). Die 

unterschiedliche Expression von PRAS40 zwischen Tumor- und gesundem Gewebe 

wird in einem repräsentativen Randausschnitt gezeigt (Abb. 18B).  
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Abbildung 18 PRAS40: Vergleich von Tumor- und gesundem Gewebe A. Box-Whisker-
Plot der beiden Gewebearten. Die Mediane werden als schwarze Linien dargestellt, die 
Perzentile (25. und 75.) als vertikale Boxen mit Fehlerbalken. Die Signifikanz befindet sich 
unten rechts. B. Bildliche Darstellung einer Randzone von Tumor (T) und gesundem 
Hirngewebe (G). 
 

Auf Grund dieses Ergebnis wiederholten wir die Analyse des Gesamt- und Rezidiv-

freien Überlebens. Hierfür wurde PRAS40 Expression auf Basis des Medians der 

gesunden Gewebeproben neu dichotomisiert. Die Überlebenskurven wurden mittels 

Kaplan-Meier dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-Test. 

Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Unterschiede in allen drei WHO-Graden 

(WHO Grad 2: p = 0,655; WHO Grad 3: p = 0,377; WHO Grad 4: p = 0,887, Log-Rank) 

(Abb. 19A). Im Vergleich zu den Ergebnissen des Median-Split näherten sich die 

Überlebenszeiten der Patient*innen sogar noch einmal an (vgl. Abb. 16A/19A). Die 

Mittelwerte und Mediane im Bezug zum Überleben ist in Abbildung 19B dargestellt.  
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Abbildung 19. PRAS40: Assoziation mit dem Gesamtüberleben in Bezug auf den WHO 
Grad. A. Kaplan-Meier 24 Monate Überlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger 
PRAS40 Expression. Zur statistischen Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte 
befinden sich links unten. B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen 
Gesamtüberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PRAS40 Expression. 
 

Nach gleicher Methodik wie beim Gesamtüberleben erfolgte die Analyse zum Rezidiv-

freien Überleben. Wieder erreicht der Marker bei allen WHO Graden nicht das 

Signifikanzniveau (Abb. 20A). Die Mittelwerte und Mediane im Bezug zum Überleben 

ist in Abbildung 20B dargestellt. 

 

Da die univariate Analyse keine signifikanten Ergebnisse lieferte, wurde auf eine 

multivariate Analyse des Markers verzichtet. 
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Abbildung 20. PRAS40: Assoziation mit dem Rezidiv-freien Überleben in Bezug auf den 
WHO Grad A. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Überleben nach WHO Grad und 
hoher bzw. niedriger PRAS40 Expression. Analysiert wurde mittels Log-Rank Test, die p-
Werte befinden sich links unten B. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen 
Rezidiv-freien Überlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PRAS40 Expression. 
 

3.13. PRAS40: Korrelation mit weiteren Tumorparametern 
 

Zusätzlich zum Überleben sollten Korrelationen mit anderen erhobenen 

Tumorparametern untersucht werden (vgl. Kapitel 3.3.). Die bivariate 

Korrelationsanalyse (Spearman’s Rho) des Markers zeigte einen signifikanten 

Zusammenhang. Die Gewebeproben des WHO Grad 3 korrelierten negativ und 

signifikant mit dem Proliferationsmarker Ki67 (Rho = -0,968, p = 0,007, Spearman) 

(Abb. 21). Durch die geringe Anzahl an Patient*innen des WHO Grades 3 muss 

allerdings die Validität dieser Korrelation zukünftig in einer größeren Patientenkohorte 

bestätigt werden.   
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Abbildung 21. PRAS40: Korrelation mit weiteren Tumorparameter nach WHO Grad. 
Bivariate Analyse mittels Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient des Markers mit den 
Parametern Tumorvolumen, Ödemvolumen und Ki67 Positivität. Die Tabelle zeigt WHO 
gradspezifisch den Korrelationskoeffizienten, die Signifikanz und die Patientenzahl. 
**Signifikant auf p=0,01 Niveau 
 

3.14. PGRMC1/TRIM33: Assoziation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien 

Überleben 
 

In dieser Studie identifizierten wir eine hohe Expression von PGRMC1 oder von 

TRIM33 als ungünstige prognostische Faktoren für Glioblastompatient*innen. Auf 

Basis dieser Resultate wird nun die Kombination der beiden Marker in Bezug auf das 

Gesamt- und das Rezidiv-freie Überleben untersucht. Die Überlebenskurven wurden 

mittels Kaplan-Meier dargestellt und die statistische Testung folgte mit dem Log-Rank-

Test. Die Ergebnisse zeigten, dass „double-high“ Patient*innen 

(PGRMC1high/TRIM33high) ein signifikant kürzeres Gesamtüberleben (p = 0,003, Log-

Rank) (Abb. 22A), sowie ein kürzeres Rezidiv-freies Überleben (p = 0,01, Log-Rank) 

(Abb. 22B) haben, als „double-low“ Patient*innen (PGRMC1low/TRIM33low). Die 

PGRMC1low/TRIM33low Patient*innen lebten im Median um 11 Monate länger und 

einen Monat länger Rezidiv-frei (Abb. 22C-D). 
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Abbildung 22. Kombination von PGRMC1 und TRIM33: Univariat- und 
Multivariatanalyse in Glioblastompatient*innen. A. Kaplan-Meier 24 Monate 
Überlebenskurve nach WHO Grad und hoher bzw. niedriger PGRMC1 und TRIM33 
Expression. Zur statistischen Analyse wurde der Log-Rank Test genutzt, die p-Werte befinden 
sich links unten. B. Kaplan-Meier sechs Monate Rezidiv-freies Überlebenskurven nach WHO 
Grad und hoher bzw. niedriger PGRMC1 und TRIM33 Expression. Statistisch analysiert wurde 
mittels Log-Rank Test, die p-Werte befinden sich links unten C. Tabellarische Auflistung des 
mittleren und medianen Gesamtüberlebens bei WHO Grad 4 in Bezug zur PGRMC1/TRIM33 
Expression. D. Tabellarische Auflistung des mittleren und medianen Rezidiv-freien Überlebens 
bei WHO Grad 4 in Bezug zur PGRMC1/TRIM33 Expression. 
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Im Anschluss erfolgte eine Überlebenszeitanalyse, die das Sterberisiko der 

Patient*innen modellieren sollte. Diese wurde mittels multivariater Cox-Regressions-

Analyse durchgeführt. Diese zeigte nach Adjustierung des Alters, des Karnofsky-

Index, des Ausmaßes der Resektion und der Therapie, dass eine gleichzeitig erhöhte 

PGRMC1- und TRIM33-Expression (PGRMC1high/TRIM33high) mit einem signifikant 

höheren Sterberisiko einhergeht (HR = 1,892, KI [95 %] = 1,178-3,038, p = 0,008) 

(Abb. 23A). Außerdem ist das Sterberisiko und die Signifikanz im Vergleich zu den 

einzelnen Marken erhöht (vgl. Abb. 6A und 14A). Bezüglich des Rezidiv-freien 

Überlebens hatte diese Marker-Kombination keine signifikante prognostische 

Aussagekraft (Abb. 23B).  

 

 
 
Abbildung 23 Kombination von PGRMC1 und TRIM33: Multivariate Cox-Regression für 
das Gesamt- und Rezidiv-freie Überleben in Glioblastompatient*innen. A. Multivariate 
Cox-Regression Analyse des 24 Monate Überlebens von Patient*innen mit hoher PGRMC1 
und TRIM33 Expression adjustiert mit Alter, Karnofsky-Index, Resektion und Therapie. B. 
Multivariate Cox-Regression Analyse des sechs monatigen Rezidiv-freien Überleben wie in B. 
PGRMC1low/TRIM33low wurde als Dummy-Variable verwendet. HR = Hazard Ratio; KI [95 %] 
= 95 % Konfidenzintervall. 
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4. Diskussion 
 

4.1. Biometrische Daten in Bezug zu Vergleichskollektiven 
 

Das erhobene Kollektiv ist mit 263 Patient*innen, davon 233 mit Glioblastom, 

umfangreich. Dennoch stellt sich die Frage der Repräsentativität der untersuchten 

Proben. Im Folgenden wird, in Hinsicht auf die Bedeutung für die Studie, nur auf 

Glioblastompatient*innen verwiesen. Das mediane Alter der Patient*innen bei 

Diagnosestellung lag bei 64 Jahren und damit nur zwei Jahre über dem medianen 

Erkrankungsalter der WHO-Definition (6). Ferner sind Männer häufiger betroffen als 

Frauen. Das war auch im untersuchten Kollektiv zu beobachten, hier betrug das 

Verhältnis von Männern zu Frauen 1,2:1.  Eine Datenerhebung aus der Schweiz 

beschreibt ein Verhältnis von 1,26:1 (5). Im Hinblick auf das Alter und die 

Geschlechterverteilung ist das Kollektiv also repräsentativ für 

Glioblastompatient*innen. Die mediane Überlebenszeit lag bei unserem Kollektiv bei 

12 Monaten und damit vergleichbar zu aktuellen Erhebungen, die ein medianes 

Überleben von 12-14 Monaten ermittelten, wobei die 14 Monate nur bei optimaler 

Therapie erreicht wurden (77,78). Da in unserem Patientenkollektiv 70% der 

Patient*innen eine kombinierte Radiochemotherapie erhalten haben ist das mediane 

Überlebensalter plausibel.  

 

Ein weiter prognostisch sehr relevanter Marker ist der Methylierungsstatus des MGMT-

Promotors, wobei eine methylierte Promotorregion bei Therapie mit TMZ eine deutlich 

bessere Prognose aufweist (79). Daher folgt hier auch der Vergleich zu anderen 

Studien um die Repräsentativität unseres Kollektivs zu bestätigen. Mit einer 

Methylierungsrate von 59 % ist sie deutlich höher als in Vergleichskollektiven, die 

Methylierungsraten von 33 bis 45 Prozent aufwiesen (20,30,80). Diese Diskrepanz ist 

mit der am Institut für Pathologie am Uniklinikum Magdeburg verwendeten Methodik 

zur Methylierungsbestimmung zu erklären. Bei der von uns durchgeführten 

Nachbestimmung der nicht ermittelten Status fiel auf, dass bereits sehr kleine PCR-

Banden als positive Promotormethylierung gewertet wurden und es sich bei dem 

verwendetet Kit um eines der effizientesten seiner Art handelt (81). 
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4.2. PGRMC1 
 

In der vorliegenden Studie wurde erstmals die Bedeutung von PGRMC1 für das 

Gesamtüberleben bei Patient*innen mit Glioblastomen demonstriert. Wir zeigten, dass 

eine hohe PGRMC1 Expression einen unabhängigen signifikanten Marker für ein 

kürzeres Gesamtüberleben darstellt. Somit kann PGRMC1 als prognostischer 

Biomarker für Glioblastompatient*innen angesehen werden.  

 

Das Protein PGRMC1 interagiert in diversen zellulären Prozessen wie dem 

Energiemetabolismus, der Fettregulation, Häm- und Cyp-Biologie, Genregulation und 

der Mitose (82). Bei diversen Tumorentitäten, darunter Kolon- (50), Brust- (83), 

Bronchial- (84) und Ovarialkarzinomen (85), wurde im Vergleich zu gesundem 

Gewebe über eine Überexpression von PGRMC1 berichtet. 

 

Mir et al. untersuchten anhand von 30 Gewebeproben von Lungentumoren die 

PGRMC1 Expression und beobachteten, dass eine höhere Expression mit einer 

schlechteren Prognose für die Patient*innen assoziiert war (86). Die genauen 

molekularen Zusammenhänge blieben unklar.  

 

Des Weiteren zeigte eine Arbeit unserer Arbeitsgruppe, dass der Knockout von 

PGRMC1 eine signifikante Reduzierung der metabolischen Aktivität, des 

Zellwachstums und der Zellinvasion von GBM-Zellen zur Folge hatte (87).  

 

Darüber, wie PGRMC1 durch zelluläre Signalwege Einfluss auf die Tumorgenese hat, 

wird diskutiert und verschiedene Ansätze sind in der Literatur beschrieben.  

 

Das Recycling zelleigener Organellen oder intrazellulärer Proteine (Autophagie) wird 

bei der Enstehung von Krebs kontrovers diskutiert und kann kontextbezogen die Rolle 

als Tumorsupressor oder -promor annehmen (88). Beim Glioblastom beschrieben 

Gammoh et al. anhand von Mausmodellen, dass die Inhibition der Autophagie zu einer 

starken Supression des Tumorwachstums führte. Ferner wurde mit molekularen 

Analysen festgestellt, dass autophagieinhibierte Gliazellen keine Wachstumssignale 

verarbeiteten und sich eine Zellseneszenz einstellte (89). Aus dieses Ergebnissen 

kann die Autophagie als ein Einflussfaktor auf  die Glioblastomgenese angesehen 
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werden und so ebenfalls Einfluss auf die Prognose haben. PGRMC1 bindet an 

MAP1LC3-II, ein zentrales Protein im Signalweg der Autophagie und etablierter 

Marker des Autophagosoms (90) und führt damit zu erhöhter Autophagieaktivität der 

Zelle (91). Besteht dieser Zusammenhang ebenfalls in Glioblastomzellen, so kann 

dieser stärkeres Tumorwachstum initiieren und unsere erziehlten Ergebnisse stützen.  

Dieser Signalweg wurde ebenfalls von He et al. anhand glioblastomtragender Mäuse 

im Rahmen von Radiosensibilisierung durch „ultrasound-triggered microbubble 

destruction“ untersucht. Hierbei wurde eine Reduktion der intrazellulären PGRMC1 

Expression sowie dessen Bindung mit MAP1LC3-II initiiert und folgend eine erhöhte 

Radiosensibilität der Glioblastomzellen in vivo und in vitro nachgewiesen (92).  

 

Der nächste relevante zelluläre Prozess ist die Einflussnahme von PGRMC1 auf 

verschiedene Signalkaskaden im Weg der Rezeptorthyrosinkinasen, welcher bei über 

90 Prozent der Glioblastome Mutationen aufweist (3). Dabei am prominentesten ist die 

Amplifikation des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), welche 41 bis 57 

Prozent der Glioblastome aufweisen (93,94). Die EGFR Signalwege können je nach 

Lokalisation des Rezeptors in der Zelle separiert werden. Plasmamembrangebundene 

EGFR mediiert diverse Signalwege wie RAS/MAPK, JAK/STAT, PKB/AKT oder PKC 

und reguliert so das Tumorwachstum, das Zellüberleben oder die Angiogenese (93). 

Ahmed et al. berichteten in einer molekularen Studie über die Verknüpfung von 

PGRMC1 und dem EGFR. So stabilisierte PGRMC1 den Rezeptor an der 

Zelloberfläche und der Knockdown von PGRMC1 oder des EGFR führte zu einem 

verminderten Tumorwachstum (95). Darüberhinaus beschreiben Kabe et al. anhand 

von Zelllinien, dass PGRMC1 als direkter Ligand vom EGFR fungiert, diesen aktiviert 

und Downstreamsignale weiterleitet (50). Dass die Aktivierung zu einer schlechteren 

Prognose führt, wurde am Beispiel von PKC beschrieben. Mawren et al. untersuchten 

an 26 Patient*innen die Relevanz der PKC Expressionen im Bezug zum Überleben 

und stellten fest, dass eine hohe PKC Expression mit einer schlechteren Prognose 

assoziiert war (96).  

 

Zusätzlich zu den beschriebenen Signalwegen nach Phosphorylierung  des EGFR 

kann dieser selbst auch translozieren und an zellulären Organellen wie den 

Mitochondrien oder dem Zellkern Signale vermitteln (93). Boerner et al. untersuchten 

an Brustkrebszelllinien die Funktion vom EGFR am Mitochondrium und beschrieben 
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dessen Translokation zur Mitochondirenmembran sowie die Interaktion mit COXII mit 

Hilfe von Co-Immunopräzipitations Assays. Durch diese Interaktion schützte es die 

Brustkrebszellen vor einer Adriamycin-induzierten Apoptose und wurde deshalb als 

onkogen angenommen (97). Auch am Zellkern wurde der EGFR als tumorfördernd 

beschrieben, indem er die Transkription von wachstumsfördernden oder  anti-

apoptotisch wirkenden Proteinen wie MYC  oder iNOS initiiert (98).  

 

Die Funktion von PGRMC1 als Aktivator vom EGFR und der oben beschriebenen 

zellulären Prozesse, die durch diese Signalkaskade ausgelöst werden, stützt es 

unsere Ergebnisse von der schlechteren Prognose beim Gesamt- und Rezidiv-freien 

Überleben.  

 

In einer Studie unserer Arbeitsgruppe zeigte sich eine Assoziation von PGRMC1 mit 

Integrin beta-1 (ITGB1) und TCF 1/7. Die Menge dieser beiden Proteine war nach 

einem Knockout von PGRMC1 in GBM Zellen deutlich reduziert. Auch in unseren GBM 

Proben zeigte sich eine Korrelation der Expression von PGRMC1 und ITGB1 (87). Der 

ITGB1 Signalweg steht in diversen Tumorzellen im Zusammenhang mit der 

Tumorgenese sowie der -progression (99). Bei Glioblastompatient*innen zeigte sich 

zudem ein Zusammenhang von hoher ITGB1 Expression und einem schlechteren 

Gesamtüberleben, sowie eine Synergie von ITGB1 und EGF/EGFR bei der Invasion 

der Tumorzellen (100). Diese Ergebnisse zeigen die Relevanz der PGRMC1 und 

ITGB1 Signalachse in GBM’s und stützen zudem die Ergebnisse unserer Studie.  

 

Die Korellation von hoher PGRMC1 und EGRF Expression wurde ebenfalls in 

hepatozellulären Karzinomen beobachtet und mit einer geringeren 

Gesamtüberlebenszeit assoziiert (101). Im Rahmen dieser Studie von Sang et al. 

zeigte sich zudem ein Einfluss von PGRMC1 auf die Immunantwort. Der Knock Out 

von PGRMC1 führte zu einer vermehrten Nekrose der Tumorzellen sowie einer 

Suprimierung der EGFR gesteuerten pro-inflammatorischen IL-6 Produktion und NF-

κB Aktivität (101). Diese Regulation des Immunsystems durch PGRMC1 ist ebenfalls 

in Glioblastomzellen denkbar und somit ein Ansatz im Bereich der Immuntherapie für 

Glioblastome. 
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Abbildung 24 PGRMC1: Zusammenfassung relevanter zellulärer Mechanismen 

 

Im Kontext der neutrophilen Chemotaxis in Glioblastomen identifizierten Zha et al. eine 

positive Feedbackschleife von Neutrophil Extrazellular Traps (NETs), welche den 

Transkriptionsfaktor NF-κB aktivierten und über eine Erhöhung der Interleukin-8 

(CXCL8)-Ausschüttung zu einem neutrophilen Recruitment in GBM-Zellen führte 

(102). In einer Studie unserer Arbeitsgruppe zeigten die zwei untersuchten GBM-

Zelllinien ebenfalls eine Ausschüttung hoher Mengen Interleukin-8 (CXCL8). Diese 

Ausschüttung wurde durch den Knock Down von PGRMC1 signifikant reduziert. 

 



4.Diskussion

49 

Ferner zeigte sich eine signifikant positive Korrelation von der PGRMC1-Expression 

und der Expression des neutrophilen Oberflächenmarker CD66b in GBM-

Gewebeproben (87). CD66b fungiert als Marker für die neutrophilen Granulozyten. 

Diese positive Korrelation unterstützt einen Zusammenhang von PGRMC1-Expression 

und der pro-inflammatorischen Recrutierung von Neutrophilen ins Gewebe. 

Verschiede Studien zeigten, dass diese pro-inflammatorische Mikroumgebung zu 

einer gesteigerten Progression von GBM-Zellen führt (102,103). Diese pro-

inflammatorische Funktion von PGRMC1 und die daraufhin gesteigerte 

Tumorprogression kann ein möglicher Erklärungsansatz für das schlechtere Gesamt- 

und Rezidiv-freie Überleben unser untersuchter Patient*innen sein. 

Neben dem möglichen Einluss von PGRMC1 auf die Tumorgenese und die 

Inflammation kann nach dem aktuellen Stand der Literatur eine weitere 

Funktionsweise des Proteins betrachtet werden. Dabei handelt es sich um die 

Ausbildung einer Chemotherapieresistenz gegen Doxorubicin bei 

Uterussarkomzellen, in denen PGRMC1 hoch exprimiert war (104). Basis dieser 

Studie waren die Erkenntnisse von Hand et al.. Unter Verwendung von Hefepilzzellen 

beschrieben sie, dass das  DAP1 Gen (Death Associoated Protein 1) für das 

Zellüberleben nach DNA Schäden durch Methylmethansulfonat benötigt wird (105). 

DAP1 gehört wie PGRMC1 zur Familie der MAPRs (Membrane-Associated 

Progesterone Receptor) und wird als homolog angesehen. Weitere Studien 

speziefizierten diesen Mechnismus und beschreiben die Involvierung von PGRMC1 in 

die durch P4 mediierte Anti-Apoptose bei Behandlung mit cis-Platin in Ovarialtumoren 

(106). Das Chemotherapeutikum der Wahl bei Glioblastomen ist Temozolomid, 

ebenfalls ein methylierendes Medikament, welches allerdings vorwiegend anti-

autophagisch wirkt (107). Durch den gleichen Mechanismus der DNA-Schädigung ist 

ein positiver Einfluss von PGRMC1 auf das Zellüberleben bei Temozolomid Therapie 

denkbar. Die so verminderte Potenz von Temozolomid kann dazu beigetragen haben, 

dass Patient*innen mit einer höheren PGRMC1 Expression ein kürzeres Überleben 

hatten.  

Darüberhinaus lieferten Kabe et al. Ergebnisse über die Aktivierung von CYP450 via 

Bindung mit PGRMC1 und der daraus resultierenden Degradation von Doxorubicin 
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(50). Auch dieser Mechanismus ist bei Temozolomid denkbar, wenn ein CYP-

induzierter Abbau des Therapeutikums oder seiner aktiven Abbauprodukte vorliegt. 

Auch hier bedarf es weiterer Nachforschungen. Klar ist aber, dass ein schnellerer 

Abbau ebenfalls zu einer verminderten Potenz führen würde und so zu einer 

schlechteren Prognose. 

 

In Abbildung 24 sind nocheinmal alle relevanten zellulären Mechanismen von 

PGRMC1 graphisch dargestellt. 

 

PGRMC1 zeigt vielseitige Einflüsse auf zelluläre tumorfördernde Mechanismen, 

welche unsere Ergebnisse stützen. Dies liefert die Basis für weitere molekulare 

Analysen in folgenden Studien. Eine tumorsupprimierende Wirkung von PGRMC1 ist 

nach aktuellem Stand der Forschung nicht bekannt. 

 
4.3. TRIM33 
 

Der Transkriptionsfaktor TRIM33 zeigte, im Vergleich zum gesunden TRIM33 high 

Gewebe, eine erhöhte Expression im Tumorgewebe. Des Weiteren hatten 

Glioblastompatient*innen mit erhöhter TRIM33 Expression ein signifikant kürzeres 

Gesamt- sowie Rezidiv-freies Überleben als Patient*innen mit niedriger Expression. 

Im Zuge der Cox-Regression hatten TRIM33 high Patient*innen ein erhöhtes 

Sterberisiko, das Signifikanzniveau wurde allerdings nicht erreicht. Anhand dieser 

Ergebnisse ist TRIM33 zwar nicht als prognostisch unabhängiger Marker im 

Glioblastom anzusehen, könnte aber einer Rolle in der Entstehung und Progression 

dieser Tumorentität spielen. 

 

TRIM33 hat Einfluss auf diverse zelluläre Prozesse,  wie die Transkription (66), die 

Zelldifferenzierung (108) und die Mitose (109). In Relation zu Tumoren wurden zwei 

Signalkaskaden beschrieben, in denen TRIM33 entscheidend mitwirkt und dadurch als 

Tumorpromoter oder als Tumorsupressor fungieren kann (110). Die Tumorsupression 

erfolgt über die Inhibierung der WNT/ß-Catenin Signalkaskade, welche durch 

vermehrte Transkription von Genen wie c-myc, Cyclin D1 und Snail, zu 

Tumorwachstum und Invasion/Metastasierung führt (111). In Bezug zu diesem 

Signalweg liegt bereits eine an Glioblastomen durchgeführte Studie vor. Jianfei et al. 

berichteten über den inhibitorischen Effekt von TRIM33 durch Destabilisierung von ß-
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Catenin und der darauffolgenden Ubiquitinierung in Glioblastomzellen (62). Sie 

beschrieben TRIM33 als Tumorsupressor und damit würde es zu einer besseren 

Prognose führen. Dieses Ergebnis steht damit gegensätzlich zu dem in unserer Studie 

erzielten Ergebnis, dass eine hohe TRIM33 Expression mit einem schlechteren 

Überleben assoziiert. Nun stellt sich die Frage wie dies erklärt werden kann. Ein 

Ansatzpunkt zur Erklärung dieser Diskrepanz ist die Multifunktionalität von TRIM33. 

Jianfei et al. testeten über transfizierte GBM-Zelllinien nur den Einfluss von TRIM33 

auf ß-Catenin und ließen andere Funktionswege außer Acht. Dabei ist ein 

Zusammenspiel mehrerer Signalwege und deren gegenseitige Beeinflussung 

wahrscheinlich. 

 

 
 
Abbildung 25 TRIM33: Zusammenfassung relevanter zellulärer Mechanismen 
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Studien von anderen Tumorentitäten zeigten mit der TGF-ß/SMAD Signalkaskade 

einen weiteren von TRIM33 beeinflussten Signalweg. Die TGF-ß/SMAD 

Signalkaskade kann in Glioblastomen hoch aktiv sein und führt so zum Beispiel zu 

vermehrter Angiogenese und schlechterer Prognose (112,113). Loay et al. zeigten in 

ihrer Studie, dass eine hohe TRIM33 Expression und zusätzlicher Verlust von SMAD4 

mit einer schlechteren Prognose bei operablen Mamma-Karzinomen assoziiert ist 

(114). Sie nutzten dafür ebenfalls eine immunhistochemische Färbung sowie mit 248 

Proband*innen ein ähnlich großes Patientenkollektiv. Zu einem ähnlichen Ergebnis 

kamen auch Jain et al., bei denen eine hohe TRIM33 Expression mit gleichzeitigem 

SMAD4 Verlust in Kolorektalkarzinomen mit einer schlechteren Prognose assoziiert 

war (115). Der Zusammenhang von hoher TRIM33 Expression und dem Verlust von 

SMAD4 stellte den Bezug zur TGF-ß/SMAD Signalkaskade her und deckt sich mit der 

Literatur. TRIM33 kann durch Ubiquitinierung von SMAD4 als Regulator des TGF-

ß/SMAD Signalwegs fungieren (61).  

 

Neben Studien mit hoher TRIM33 Expression finden sich ebenfalls Studien in denen 

das Tumorgewebe, im Vergleich zum Gesunden, eine niedrige Expression aufweist. 

Ding et al. untersuchten hepatozelluläre Karzinome (HCC) und stellten ein 

gegenläufiges Ergebnis dar. Hier war eine niedrigere TRIM33 Expression und kein 

SMAD4 Verlust mit einem schlechteren Überleben vergesellschaftet (116). Gleiches 

wurde im Nierenzellkarzinom (RCC) beobachtet (117). Warum diese gegenläufigen 

Ergebnisse erzielt wurden, ist noch nicht geklärt. Der allgemeine Stand der Forschung 

sieht TRIM33, durch seine Rolle als Inhibitor des TGF-ß/SMAD Signalweg, als 

Tumorsupressor an (110). Doch auch hier wurden anderslautende Ergebnisse 

veröffentlicht. So wurde beschrieben, dass in Mammakarzinomen sowohl ein 

aktivierter, als auch ein kompletter Verlust des TGF-ß/SMAD Signalwegs 

tumorfördernd agierten (118).  

 

Zusätzlich beobachteten Ligr et al. in Pankreaskarzinomzellen, dass der Knockdown 

von TRIM33 zu einer verringerten Tumorinvasion führte (119). Zudem war das 

Zellwachstum sowie bei Überexpression als auch beim Knockdown vermindert. Neben 

der Inhibierung der Invasion zeigten Wang et al. einen Einfluss von TRIM33 auf die 

Apoptose von Tumorzellen. In B-Zell Leukämiezellen beobachteten sie die 

inhibierende Interaktion von TRIM33 mit der Bim Aktivierung und einer so 
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verminderten Apoptosefähigkeit der B-Zellen (120). Beide Mechanismen, sowie 

Inhibierung der Invasion als auch die Reduktion Apoptosefähigkeit sprechen für eine 

schlechtere Prognose. 

 

Es ist offensichtlich, dass auf Grund der ungeklärten Funktion von TRIM33 keine 

Aussage über die genaue Rolle dieses Proteins in verschiedenen Tumorentitäten 

getroffen werden kann. Dennoch bieten unsere Ergebnisse und das Wissen, bei 

welchen zellulären Signalwegen TRIM33 eine Einflussgröße ist, eine Grundlage, um 

weiterführende molekulare Studien an Glioblastomzellen voranzutreiben.  

 

Des Weiteren bestand eine hochsignifikante Korrelation zwischen der TRIM33 

Expression und dem Proliferationsmarker Ki67, was auf einen Zusammenhang von 

TRIM33 und der Tumorprogression hindeuten kann. Auch dieses Ergebnis wurde 

bislang in Glioblastomen nicht gezeigt, eine ähnliche Beobachtung wurde aber im 

Kolorektalkarzinom gemacht, wo eine hohe TRIM33 Expression mit einer abnormen 

Proliferationsrate assoziiert war (115). Sedgwick et al. untersuchten an HeLa-Zelllinien 

die Interaktion von TRIM33 mit mitoserelevanten Proteinen (109).Sie beschrieben 

TRIM33 als Bindungspartner für den Anaphase-Promotions-Komplex/Zyklosom 

(APC/C), der die Transition von der Metaphase in die Anaphase initiiert. TRIM33 wirkt 

somit proliferativ. Zudem wurde beschrieben, dass ein TRIM33 Knockdown zu einer 

Aktivierung des spindle assembly checkpoints (SAC) führte. Dieser Checkpoint 

verzögert die Zellteilung, bis eine korrekte Anordnung der Chromosomen sichergestellt 

worden ist (121). In dieser Hinsicht ist TRIM33 durch die Inaktivierung von SAC ein 

wichtiger Regulator des Zellzyklus und kann so die Proliferation von entarteten Zellen 

vorantreiben. Diese Erkenntnisse stützen unser Ergebnis der Korrelation von TRIM33 

und dem Proliferationsmarker Ki67. Da es sich bei unserer Studie aber nur um eine 

immunhistochemische Analyse von eingebettetem Gewebe handelt, müssen zur 

Bestätigung molekulare Versuchsreihen an Glioblastomzellen folgen.  

 

Sollte sich herausstellen, dass TRIM33 in Glioblastomen als Tumorpromoter fungiert, 

kann dessen Inhibition als neuer therapeutischer Ansatz dienen. Shi et al. berichteten, 

dass TRIM33 Expressionsverlust in Zellen zu einer Resistenz von BET Inhibitoren JQ1 

und GS-626510 in Kolorektalkarzinomen führen (122). Daher kann davon 

ausgegangen werden, dass diese Inhibitoren genau auf TRIM33 abzielen. BET 
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Inhibitoren binden an Bromodomänen, von denen TRIM33 auch welche besitzt. Ist so 

ein gezielter Knockdown möglich, könnte die mögliche schädliche Wirkung von 

TRIM33 aufgehoben werden. 

 

In Abbildung 25 sind alle relevanten zellulären Prozesse von TRIM33 graphisch 

dargestellt. 

 

4.4. PRAS40 
 

PRAS40 zeigte in unserer Studie eine signifikant höhere Expression in Tumorgewebe 

als im gesunden Gewebe. Ein signifikanter Unterschied zwischen hoher bzw. niedriger 

Expression in Bezug zum Gesamt- und Rezidiv-freien Überleben wurde allerdings 

nicht beobachtet. Vorherige Studien von PRAS40 in Bezug auf das Überleben oder 

dessen Funktion bei der Entstehung von Glioblastomen lagen nicht vor.  

 

PRAS40 ist in der Zellbiologie als Bestandteil des mammalian target of rapamycin 

complex 1 (mTORC1) bekannt und als Substrat von Akt in vivo und in vitro bestätigt 

(72). So spielt es eine wichtige Rolle in metabolischen Dysfunktionen und in 

verschieden Tumoren (71). Eine, wie in unserer Studie, erhöhte Expression von 

PRAS40 in Tumorgewebe im Vergleich zum Gesunden wurde bereits in diversen 

Studien beschrieben. Dabei zeigten Mamakarzinome, Leber-, Lungen-, Prostata-, und 

Kolonkarzinome, sowie Melanome höhere Level von PRAS40 als korrespondierendes 

gesundes Gewebe (123–125). PRAS40 hat Einfluss auf verschiedene Signalwege, 

deren Deregulierung im Glioblastom beschrieben wurden und im Folgenden erläutert 

werden. 

 

Madhunapantula et al. beobachteten bei der Tumorprogression von Melanomzelllinien 

erhöhte Level von phosphoryliertem PRAS40 und eine zeitgleich erhöhte Akt Aktivität. 

Diese Aktivitätssteigerung führte zu einer deregulierten Zellapoptose und erhöhten so 

die Lebensfähigkeit der Krebszellen. Diese gleichzeitige Erhöhung von PRAS40 und 

der Akt Aktivität wurde durch Untersuchung von 30 Melanompatient*innen mittels 

Western Blot bestätigt (126). Dieser Zusammenhang wurde ebenfalls in 

Prostatakarzinomen (127) und in Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC) 

(128) beobachtet. PRAS40 wird durch aktivierte Akt phosphoryliert und so zum aktiven 
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phospho-PRAS40, welches den mTOR-Komplex 1 aktiviert (71). In Glioblastomen 

führt eine Aktivierung vom PI3K/Akt/mTOR Signalweg zur Tumorgenese und zur 

Chemotherapieresistenz (129).  

 

 
 
Abbildung 26 PRAS40: Zusammenfassung relevanter zellulärer Mechanismen 

 

Zusätzlich relevant für das Glioblastom ist die Rolle von PRAS40 im 

Insulinrezeptor/Akt Signalweg. Verschiedene Studien zeigen, dass metabolische 

Störungen wie Diabetes mellitus II, einen Risikofaktor für Glioblastompatient*innen 

darstellen und mit einem schlechteren Gesamt- sowie Rezidiv-freien Überleben 

assoziiert sind (130,131). Gong et al. untersuchten die Interaktion von Insulin sowie 

seinen Rezeptoren und dem Verhalten von Glioblastomzellen. Sie zeigten, dass schon 

bei physiologischen Leveln von Insulin ein vermehrtes Tumorwachstum und ein 

längeres Zellüberleben auftrat, welches durch die Aktivierung des Akt-Signalwegs 

hervorgerufen wurde (132). Bei diesem Signalweg hat PRAS40 eine besondere 

Bedeutung da es hier neben der Funktion als Downstream-Regulator von Akt auch 

eine als Upstream-Regulator innehat. Lv et al. untersuchten diesen Signalweg in der 

Familie der Ewing Sarkome (ESFTs) und beschrieben eine durch phospho-PRAS40 

erhöhte Autophosphorylierung des Insulinrezeptors und damit verbundene erhöhte 

Aktivität von Akt und mTOR (75). 

 

Aufgrund dieser Erkenntnisse ist das erhöhte Expressionslevel von PRAS40 im 

Glioblastomgewebe im Vergleich zum gesunden Hirngewebe plausibel. Zudem sollten 
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die durch die aktivierte Akt/mTOR Signalkaskade ausgelösten Prozesse, die oben 

bereits beschrieben wurden, eine Auswirkung auf die Prognose eines Glioblastoms 

haben. So sollte die Prognose der Glioblastompatient*innen mit hoher PRAS40 

Expression schlechter sein, als bei Patient*innen mit niedrigen PRAS40 Leveln. Ein 

Ansatz zur Erklärung warum unsere Überlebensanalyse ergebnislos blieb, ist die Wahl 

des Targets. Wie bereits aus den vorherigen Ausführungen hervorgeht, ist nicht 

PRAS40, sondern das aktivierte phospho-PRAS40 relevant für den mTOR-Komplex 

1. Daher sollte eine weitere Untersuchung unserer Gewebeproben mit einem 

phospho-PRAS40 Antikörper erfolgen und auf eine Assoziation mit dem Gesamt- und 

Rezidiv-freien Überleben überprüft werden. Die in unserem Patientenkollektiv 

beobachteten Überexpression von PRAS40 passt zu dieser Annahme, da bei einer 

großen Menge von PRAS40 viel von diesem Protein phosphoryliert werden kann.  

 

4.5. PGRMC1/TRIM33 
 

Auf Grund der vielversprechenden Ergebnisse der separaten Analysen von PGRMC1 

und TRIM33, untersuchten wir nun die Kombination der beiden Marker. Hierbei zeigte 

sich ein hochsignifikanter Unterschied beim Gesamt- und Rezidiv-freien Überleben. 

Glioblastompatient*innen bei denen beide Marker hoch exprimiert waren, hatten ein 

schlechteres Überleben als jene, die beide Marker gering exprimiert hatten. Da wir 

diese Erkenntnis bereits bei den Einzelanalysen gewonnen hatten, war die 

Lebenszeitanalyse von besonderem Interesse. Hier zeigte sich, dass das Sterberisiko 

signifikant um 1,9 erhöht war und damit noch einmal deutlich höher als bei PGRMC1 

(HR = 1,5) oder TRIM33 (HR = 1,35) alleine.  Somit liegt die Annahme nahe, dass sich 

die beiden Marker synergistisch schlecht auf die Prognose der Patient*innen 

auswirken.  

 

Die jeweiligen Mechanismen, an denen die beiden Marker an der Tumorgenese und 

der Tumorprogression bei Glioblastompatient*innen beteiligt sind, wurden bereits in 

der Diskussion erläutert. Dabei ist zu beobachten, dass beide Proteine in 

unterschiedlichen Signalwegen eine entscheidende Rolle spielen. Diese Tatsache 

unterstützt die These des synergistischen Effektes insofern, dass beide unabhängig 

voneinander zur Tumorgenese und -progression beitragen. PGRMC1 agiert dabei 

insbesondere über die Hochregulierung des Signalwegs der Rezeptorthyrosinkinase 
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EGFR und deren nachgeschalteten Signalkaskade (93). So wird in der Zelle das 

Tumorwachstum, das Zellüberleben und die Angiogenese gefördert. Bei den durch 

TRIM33 regulierten Signalwegen ist der Einfluss auf den Tumor weniger eindeutig und 

der Mechanismus dahinter unklar (110). Dennoch scheint die Inhibition des ansonsten 

tumorfördernden TGF-ß/SMAD Weg zu einer Progression zu führen (114). In dieser 

Hinsicht tragen beide Marker über unterschiedliche Signalwege zu einer schlechten 

Prognose bei und erklären das schlechtere Überleben, wenn PGRMC1 sowie TRIM33 

hochexprimiert sind.  

 

Neben den Signalwegen sind weitere mögliche Funktionen beschrieben, die 

nebeneinander eine schlechtere Prognose vermuten lassen. PGRMC1 bindet mit mit 

CYP450 und aktiviert dieses (50) und könnte so zum Abbau vom gängigen 

Chemotherapeutikum Temozolomid beitragen. Das Ausbleiben der DNA-Schädigung 

verhindert die Zellseneszenz und die Zelle bleibt teilungsaktiv. Von dieser Tatsache 

kann wiederum die mitoseregulierende Funktion von TRIM33 profitieren. TRIM33 

bindet mit dem Anaphase-Promotions-Komplex/Zyklosom (APC/C), welcher die 

Transition von der Metaphase in die Anaphase initiiert (109). Es lässt sich folgern, dass 

es durch dieses Zusammenspiel der Marker zu einer höheren Zellprofileration kommt 

und damit zu einer schlechteren Prognose.  

 

Auf Grund dieser Erkenntnisse ist die Annahme der Synergie von PGRMC1 und 

TRIM33 und der damit verbundenen schlechteren Prognose sowie dem erhöhten 

Sterberisko nachvollziehbar und muss in weiterführenden molekularen Studien 

weiterverfolgt werden. 
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4.6. Diskussion der Methoden und Limitationen 
 

4.6.1. Patientenkollektiv 

Bereits bei der Suche nach passenden Patient*innen wurden Limitationen der 

Methodik deutlich. Probleme bereiteten die archivierten Gewebeproben, die teilweise 

sehr wenig vitalen Tumorzellen, große Nekrosezonen oder Einblutungen enthielten. 

Proben in denen kein vitaler Tumor zu finden war, wurden von der Studie 

ausgeschlossen. Durch unvollständig vorliegender Patientenakten war zudem die 

Datenerhebung erheblich erschwert. Klinik-, Hausarzt- oder Wohnortswechsel der 

Patient*innen machten die Erhebung der Lebensdaten teilweise unmöglich, sodass 

diese aus der Studie gestrichen werden mussten.  

 

Prognostische Marker, insbesondere der MGMT-Methylierungsstatus, wurden zur 

Vollständigkeit nachbestimmt. Probleme bereitete die genaue Bestimmung des 

prognostisch relevanten Resektionsausmaßes. Bei einigen Patient*innen lag 

postoperativ lediglich ein CT oder eine MRT-Aufnahme außerhalb des 72H-Fensters 

vor. Das Resektionsmaß  zu bestimmen gestaltete sich als schwierig da Resttumor 

von neu entstandenem Granulationsgewebe nicht zu unterscheiden ist (133). 

 

4.6.2. Tissue Microarray 

Zur Analyse einer großen Anzahl von Gewebeproben bietet die Methode des Tissue 

Microarray  eine schnelle und besonders günstige Variante, da sehr viele Proben auf 

einem Objektträger Platz finden können (134). Daher war das TMA in dieser Studie, 

bei einer Patientenkohorte von mehr als 250 Personen, Mittel der Wahl. Des Weiteren 

eignet sie sich sehr gut für die Durchführung der immunhistochemischen Färbung 

(135). Limitiert wird diese Methode durch den nur kleinen Gewebeanteil, welcher aus 

einer größeren Probe herausgestanzt wurde. So können bereits bei der Auswahl des 

zu stanzenden Ausschnitts falsche Gewebeanteile ausgewählt werden, sowie  

heterogene Proteinverteilungen im Gewebe nicht ausreichend erfasst werden (136). 

Dennoch wurde in einer Vielzahl von Studien belegt, dass Ergebnisse von 

Gesamtgewebeschnitten und TMAs zumeist konkordant sind (137). Zudem wirkten wir 

dem in unsere Studie entgegen, indem wir, wenn möglich, mehrere Abschnitte aus 

demselben Tumor analysierten. Ein weiteres Problem, welches im Laufe der 

Versuchsdurchführung auftrat, war der Verlust einzelner Proben vom Objektträger, 
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sodass einige Proben nicht gefärbt und ausgewertet werden konnten. Dennoch ist die 

Methodik ein probates Mittel, um valide Ergebnisse zu erzielen. 

 

4.6.3. Immunhistochemie 

Die Immunhistochemie (IHC) ist ein etabliertes Verfahren in der Analyse von 

Gewebeproben. Mögliche Fehlerquellen sind bei der Wahl der richtigen Antikörper und 

der Durchführung des IHC Protokolls zu sehen (138). Um etwaige Fehlfärbungen zu 

verhindern wurden ausschließlich, bereits an Parrafingewebe getesteten und 

validierten Antikörper verwendet, die kommerziell erhältlich waren. Die Auswertung 

der Färbung erfolgte durch zwei unabhängige Personen, sodass eine objektive 

Einschätzung sichergestellt war. Zudem wurde bei einer großen Diskrepanz der 

ermittelten Scores eine dritte Person eingebunden.  

 

4.7. Ausblick 
Die vorliegende Arbeit beschreibt zwei Biomarkerkandidaten (PGRMC1 und TRIM33), 

deren Expression eine signifikante prognostische Relevanz auf das Gesamt- und 

Rezidiv-freie Überleben von Glioblastompatient*innen haben. Zudem zeigten die 

Marker für die Tumorgenese oder die Resistenz gegen Chemotherapeutika potentiell 

bedeutende Funktionen. Sollten sich diese in Hinblick auf Glioblastomzellen 

bestätigen, eröffnen sich völlig neue therapeutische Ansätze. Molekulare Marker 

bieten die Möglichkeit, neben der histologischen Einordnung, eine 

patientenspezifische Charakterisierung und damit eine auf den Patienten 

zugeschnittene Therapie. Zurzeit fehlt eine solche Individualisierung und alle 

Patient*innen, ungeachtet des MGMT-Methylierungsstatus, bekommen die gleiche 

Standardtherapie nach Stupp-Schema, auch wenn diese Therapieform nicht immer 

erfolgsversprechend ist. Daher braucht es neue Ansätze, zu denen diese Studie einen 

Teil beitragen soll. 

 



5.Zusammenfassung 

 60 

5. Zusammenfassung 
 

Gliome und Glioblastome sind eine Gruppe der tödlichsten Tumorerkrankungen und 

das Glioblastom der häufigste maligne hirneigene Tumor. Trotz aggressiver 

Therapieansätze versterben mehr als 95% der Patient*innen innerhalb von fünf Jahren 

nach der Diagnose. Zur besseren Abschätzung der Prognose bedarf es an passenden 

Biomarkern, die klinisch etabliert werden können. Es gibt vergleichsweise wenige 

Studien, in denen solche Biomarker identifiziert wurden. Bei PGRMC1, TRIM33 und 

PRAS40 handelt es sich um eben solche Marker, die bereits in anderen Tumorarten 

eine prognostische Relevanz aufwiesen. In dieser Studie untersuchten wir den 

prognostischen Einfluss der genannten Marker auf das Gesamt- und Rezidiv-freie 

Überleben und führten eine Überlebenszeitanalyse durch. Hierfür untersuchten wir 

263 Gewebeproben von Patient*innen mit Gliomen und Glioblastomen, die von 2005 

bis 2018 in der neurochirurgischen Klinik am Universitätsklinikum Magdeburg 

behandelt wurden. Wir sammelten patienten- und tumorspezifische Daten und führten 

immunhistochemische Färbungen auf Tissue Microarrays durch. Die 

Markerexpression wurde anschließend von bis zu drei unabhängigen Gutachtern 

bewertet und die Ergebnisse mit dem Statistikprogramm SPSS analysiert. Zur 

Anwendung kamen hier der Kaplan-Meier-Schätzer, der Log-Rank-Test, Spearman’s 

Rho, Mann-Whitney-U und das proportionale Hazard Modell. Daraus resultierte eine 

signifikante Assoziation von einer hohen PGRMC1 Expression in Glioblastomproben 

mit einem schlechteren Gesamt- und Rezidiv-freien Überleben. In der Cox-

Regressionsanalyse zeigte sich ein erhöhtes Sterberisiko und eine signifikante 

Unabhängigkeit anderer Prognosefaktoren. TRIM33 zeigte ebenfalls bei hoher 

Expression in Glioblastomproben eine signifikante Assoziation mit einem schlechteren 

Gesamt- und Rezidiv-freien Überleben und zudem eine positive Korrelation zum 

Proliferationsmarker Ki67. In der Cox-Regressionsanalyse zeigte TRIM33 ein erhöhtes 

Sterberisiko, die Unabhängigkeit zu anderen Prognosefaktoren erreichte allerdings 

nicht das Signifikanzniveau. Die Markerkombination von PGRMC1 und TRIM33 war 

bei hoher Expression beider Proteine in Glioblastomproben hochsignifikant mit einem 

schlechteren Überleben assoziiert. Zudem überstieg das Sterberisiko das der 

jeweiligen Marker alleine. Bei PRAS40 wurde ein signifikanter Unterschied zwischen 

niedriger Expression im Gesunden und hoher Expression im Tumor festgestellt. 
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Diese Studie identifizierte PGRMC1 und TRIM33 als auch ihre Kombination als 

prognostisch relevante Marker für das Gesamt- sowie das Rezidiv-freie Überleben von 

Glioblastompatient*innen und kann als Basis für weiterführende molekulare Studien 

zu diesen Proteinen im Glioblastom dienen. 
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