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Kurzreferat  

Gliome sind die häufigsten malignen hirneigenen Tumoren des erwachsenen 
Menschen. Trotz intensiver Forschung ist die Prognose von Gliomen und 
insbesondere des Glioblastoms weiterhin schlecht.  

In dieser Arbeit wurden die beiden Biomarker NEDD8 und RRM1 in Gliomgewebe 
untersucht. Dazu wurden fixierte Gewebeproben von 263 Gliompatient*innen genutzt. 
Die Proben wurden in Form von TMAs aufbereitet, immunhistochemisch gefärbt und 
ausgewertet. Es wurde auf eine Assoziation bezüglich des Gesamtüberleben und des 
rezidivfreien Überlebens getestet. Zusätzlich wurde eine Korrelationsanalyse mit den 
Tumorparametern Tumorvolumen, Ödemvolumen und Ki67-Positivität angefertigt. Im 
letzten Schritt erfolgte eine Untersuchung der Marker auf ihre unabhängige 
prognostische Relevanz hin. 

Die Ergebnisse zeigten, dass eine erhöhte Konzentration von NEDD8 in seiner 
zytoplasmatischen Ausprägung mit einem signifikant geringeren Gesamt- und 
rezidivfreien Überleben bei Glioblastomen assoziiert ist. In der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse zeigte sich ein 1,42-fach erhöhtes Sterberisiko bei einer hohen 
NEDD8-Expression. Außerdem konnte NEDD8 als unabhängiger Prognosefaktor für 
das Glioblastom identifiziert werden.  

Eine erhöhte Expression von RRM1 bei WHO-Grad 4 Tumoren konnte mit einem 
verringerten Gesamtüberleben assoziiert werden. Zusätzlich zeigte sich eine positive 
Korrelation zwischen der Ausprägung von RRM1 und dem Proliferationsindex Ki67 bei 
Glioblastomen. In der multivariaten Analyse von RRM1 zeigte sich ein 1,76-fach 
erhöhtes Sterberisiko bei hoher Expression von RRM1. RRM1 konnte als 
unabhängiger prognostische Marker für das Glioblastom identifiziert werden.  

Die Analyse der Markerkombination (NEDD8+RRM1) ergab in der Auswertung bei 
hoher Expression beider Marker ein signifikant kürzeres Gesamtüberleben. Die 
multivariate Analyse zeigte bei hoher Ausprägung der Marker ein 2,05-fach erhöhtes 
Sterberisiko und konnte als unabhängiger prognostischer Parameter eingeordnet 
werden. 
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1. Einleitung 
 

1.1 Gliome 
 

Gliome sind die häufigsten malignen hirneigenen Tumoren des erwachsenen 

Menschen. Ausgehend der von den unterschiedlichen Zellarten des Gehirns lassen 

sich Gliome in Astrozytome, Oligodendrogliome, Ependymome und Glioblastome 

unterteilen. Das Grading der Gliome erfolgt anhand der WHO-Klassifikation. 

Niedriggradige Tumoren entsprechen den WHO-Graden 1 und 2, während 

hochgradige Tumoren den WHO-Graden 3 und 4 zugeordnet werden (1).  

 

Gliome treten abhängig von ihrem histologischen Subtyp in unterschiedlichen 

Altersklassen auf. Außerdem sind Männer häufiger von Gliomen betroffen als Frauen. 

Unter den Gliomen ist der am häufigsten auftretende und aggressivste Tumor das 

Glioblastom (2). Per Definition entspricht das Glioblastom dem WHO-Grad 4 (3). Es 

entwickelt sich de-novo und hat ein medianes Erkrankungsalter von 59-62 Jahren. Die 

Entstehung des Glioblastoms ist nicht endgültig geklärt. Man geht davon aus, dass 

gewisse genetische Veränderungen gepaart mit Schlüsselmutationen zur Entstehung 

von Glioblastomstammzellen aus neuralen Stammzellen beitragen (4). 

Das Glioblastom hat trotz radikaler Resektion mit folgender Radio- und Chemotherapie 

mit 15 Monaten nach Erstdiagnose eine schlechte Überlebensprognose (5).  

 

Gliome entwickeln sich zum großen Teil sporadisch. Bei einigen seltenen genetischen 

Erkrankungen wie dem Lynch-Syndrom, Li-Fraumeni-Syndrom oder der Tuberösen 

Sklerose konnte eine Häufung der Entstehung von Gliomen nachgewiesen werden 

Außerdem konnten bei hochgradigen Gliomen bestimmte SNPs entdeckt werden, die 

mit ihrer Entstehung in Verbindung gebracht werden konnten (6–8). 

 

Andere Studien kamen zu dem Schluss, dass das Risiko für Gliome bei atopischen 

Erkrankungen, Allergien und einer längerfristigen Einnahme von anti-

inflammatorischen Medikamenten geringer ist (6, 9, 10). Gesundheitsgefährdende 

Faktoren wie Rauchen, Alkoholkonsum oder Drogenkonsum konnten nicht mit der 

Entstehung von hochgradigen Gliomen korreliert werden (11). 
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Gliome treten hauptsächlich supratentoriell in den großen vier Hirnlappen auf. 

Infrantentorielle und spinale Lokalisationen sind seltener zu finden (2).  

 

Die Symptomatik hängt vorwiegend von der Lokalisation des Tumors ab. Zu den 

häufigen Symptomen gehören Kopfschmerzen, Ataxie, Schwindel, Sehstörungen und 

Synkopen (12). Besonders zu erwähnen sind Krampfanfälle, die ein häufig 

auftretendes Symptom darstellen und bei Patient*innen ohne Epilepsie in der 

Vorgeschichte als Anlass zur Abklärung eines Hirntumors genommen werden sollten 

(13). 

 

Die diagnostische Methode der Wahl ist die MRT in verschiedenen Phasen mit 

Kontrastmittel. Gliome stellen sich in T1-Wichtung als hypointens und in T2-Wichtung 

als hyperintens dar. Ein genaues Grading anhand der Bildgebung ist mittels 

konventionellem MRT nicht möglich (14).  

Neben der Bildgebung ist die Histopathologie für die definitive Diagnose unabdingbar. 

Im Allgemeinen zeigen Gliome typische Merkmale maligner Tumoren, wie atypische 

Zellen und erhöhte mitotische Aktivität. Höhergradige Gliome und insbesondere 

Glioblastome zeigen glomeruläre Blutgefäße und Nekrosezonen (3). Innerhalb der 

Nekrosezonen kann man zusätzlich zwischen den Zonen insuffizienter Blutversorgung 

und den fokalen Zonen, umrandet von Pseudopallisaden, unterscheiden.  

 

Zusätzlich zu den morphologischen Kriterien werden immunhistochemische und 

molekulare Marker untersucht, um die Tumorentität zu spezifizieren und mögliche 

prognostisch relevante Faktoren zu identifizieren. Zu diesen Markern zählen die 

IDH1/2 Mutation, die zur Unterscheidung von Glioblastom bei Wildtyp oder Astrozytom 

bei Mutation dienen. Weiterhin wird die 1p/19q-Kodeletion bestimmt, um 

Oligodendrogliome von Astrozytomen abzugrenzen (15). 

 

Außerdem dienen EGFR-Amplifikation, die TERT-Promotormutation und die +7/-10 

zytogenetische Veränderung als Identifikationsmarker von Glioblastomen. Die 

Rezeptortyrosinkinase EGFR war auch Bestandteil von Untersuchungen mit dem Ziel 

ihre prognostische Relevanz in Glioblastomen zu zeigen. EGFR trägt in Glioblastomen 

zur Zellteilung, Invasivität und Resistenz gegenüber Radio- und Chemotherapie bei 

(16, 17). Die genaue prognostische Relevanz der EGFR-Amplifikation ist noch nicht 



 8 

abschließend geklärt, da verschiedene Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen 

gekommen sind (5). 

 

Die Analyse der TERT-Promotormutation ist ein weiterer Teil der molekularen 

Diagnostik der Gliome. Sie tritt insbesondere bei Glioblastomen auf. In der aktuellen 

WHO-Klassifikation wird der Nachweis von TERT, einem von drei genetischen 

Parametern zur Diagnose des Glioblastoms, beschrieben. TERT ist Bestandteil der 

Telomerase und dadurch im Prozess der natürlichen Zellalterung involviert. Die 

prognostische Relevanz der TERT-Promotormutation ist noch nicht abschließend 

gesichert (8, 18). 

 

Die Ausprägung der MGMT-Promotormethylierung, ist primär ein prognostischer 

Marker, da eine Auswirkung auf die Wirksamkeit der Therapie besteht (15). Die 

MGMT-Promotormethylierung hat relevanten Einfluss auf das Ansprechen der 

Patient*innen auf das alkylierende Chemotherapeutikum Temozolomid. Bei 

Patient*innen mit methylierter MGMT-Promotorregion ist die Wirkung des 

Chemotherapeutikums besser, als bei Patient*innen ohne Methylierung dieser Region 

(19). MGMT ist ein DNA-Reparaturprotein, das Alkylgruppen von DNA-Basen entfernt 

und dadurch mit der Funktion alkylierender Chemotherapeutika interferiert (20).  

Ein weiterer Marker ist GFAP, ein von Astrozyten exprimiertes Protein (21). Eine 

verringerte Expression von GFAP in Glioblastomzellen weist auf undifferenzierte 

Tumorzellen hin, konnte jedoch nicht mit der Progression und Entwicklung des Tumors 

in Zusammenhang gebracht werden (22).  

 

Zusätzlich häufig bestimmt wird das LOH. LOH-10q ist einer der häufigsten 

genetischen Veränderungen innerhalb des Glioblastoms (23). Auf diesem Chromosom 

ist der Tumorsupressor PTEN kodiert, der in 15-40% der Glioblastome mutiert ist (24). 

Die prognostische Aussagekraft von PTEN ist noch nicht abschließend geklärt, da die 

Studienlage dazu noch widersprüchlich ist (5). Es gibt noch zahlreiche weitere 

genetische und molekulare Aberrationen, die in Gliomen identifiziert wurden. Verhaak 

et al. konnten in ihrer Arbeit anhand von EGFR, NF1 und PDGFRA/IDH1 

unterschiedliche Subtypen des Glioblastoms beschreiben, die mit dem klinischen 

Outcome korrelieren (25).  
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Die Therapie maligner Gliome besteht aus der Radikalresektion des Tumors, gefolgt 

von einer simultanen Radio- und Chemotherapie mit anschließender adjuvanter 

Chemotherapie (26).  

Eine vollständige Resektion ist einerseits wegen der einhergehenden Infiltration 

bestimmter essentieller anatomischer Strukturen nicht möglich. Andererseits ist durch 

die Invasivität des Tumors eine Totalresektion nicht möglich, da vereinzelte 

Tumorzellen zwischen gesunden Zellen erhalten bleiben (2).  

Die Radiotherapie wird in Form einer Teletherapie der Resektionshöhle und des im 

Umkreis von 2 cm davon entfernten Gewebes durchgeführt (27). Die Standarddosis ist 

60 Gy, die in 2 Gy Fraktionen über 6 Wochen verabreicht wird (28).  

Der Einsatz von Chemotherapie gehört insbesondere bei Glioblastomen seit 2005 zum 

Standardprozedere der Behandlung. Durch die Studie von Stupp et al. konnte gezeigt 

werden, dass die zusätzliche Gabe von Temozolomid mit einem besseren 

Patient*innen-Outcome verbunden ist (29). Durch diese Erkenntnisse wurde das 

Stupp-Schema, bestehend aus Radio- und Chemotherapie zum Standardprotokoll der 

Glioblastombehandlung (26). Während der 6-wöchigen simultanen Radio- und 

Chemotherapie erhalten Patient*innen 75 mg/m2/Tag Temozolomid. Bei der folgenden 

adjuvanten Chemotherapie erhalten Patient*innen 150 mg/m2/Tag Temozolomid alle 

28 Tage für mindestens 6 Zyklen (29). 

 

Trotz der großen Anzahl an bisher identifizierten Biomarkern in Gliomen und 

besonders in Glioblastomen hat sich die Prognose der Patient*innen nur unwesentlich 

verändert. Daher sind weitere Anstrengungen von Nöten, um die genauen molekularen 

Abläufe besser zu verstehen und effektivere Behandlungsmöglichkeiten zu finden. 
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1.2 Der Biomarker NEDD8 
 

NEDD8 ist Teil der Gruppe der Ubiquitin-like-Proteine. Diese Gruppe zeichnet sich 

dadurch aus, dass die einzelnen Proteine die gleiche Faltung wie Ubiquitin haben und 

in der gleichen Weise an Substrate gebunden werden (30). Die Aminosäurenabfolge 

von NEDD8 ist zu 60% identisch und zu 80% homolog zu Ubiquitin (31). NEDD8 wird 

mittels verschiedener Enzyme modifiziert, um letztendlich an die verschiedenen 

Substrate gebunden werden zu können (32).  

 

NEDD8 Substrate  
 
Die am besten untersuchten Substrate von NEDD8 sind Culline. Culline sind Proteine, 

die als molekulares Gerüst für Cullin-Ring-Ligasen (CRLs) dienen und durch NEDD8 

reguliert werden. Neben den CRLs unterliegen auch Tumorsupressoren und 

Onkoproteine der Regulation von NEDD8 (32). 

 

Den Cul1 basierten CRLs dienen unter anderem Zellzyklus Inhibitoren, wie p130, 

CDKs wie p27, p57 und p21 und Tumorsupressoren wie ERBB2, FOXO1 und 

RASSF1A als Substrate. Diese Cul1-CRLs sorgen für den Abbau dieser Proteine und 

konnten vermehrt in Lymphomen, Brustkrebs und anderen Krebsarten nachgewiesen 

werden (33–36). Des Weiteren wurden Cul1 basierte CRLs mit dem vermehrten Abbau 

von NFkB-Inhibitoren und dem proapoptotischen BH3-only Protein in Verbindung 

gebracht (33, 37).  

 

Die Cul2 basierte CRL bildet einen Komplex mit dem VHL, der zur Homöostase von 

HIF1a beiträgt (38). VHL selbst ist auch Substrat von NEDD8 und fördert in dieser 

Form die tumorsuppressive Eigenschaft von VHL (39).  

 

Die Neddylierung von Cul3 zur verstärkten Aktivierung der Cul3 basierten CRLs (32). 

Pitard et al. konnten bei der Zellteilung die Cul3 basierten CRLs in Verbindung mit der 

BTB Untereinheit Mel-26 bringen und eine essentielle Funktion zum Aufbau der 

Mitosespindel feststellen (40). Sumara et al. konnten feststellen, dass die KLH9-

KLH13 basierte Cul3-CRL zur Komplettierung der Zytokinese beiträgt (41). Weitere 

Signalwege, in denen Cul3 eine Rolle spielt, konnten Ou et al. anhand der 

regulatorische Funktion von Cul3 im onkogenen Hedgehog-Signalweg feststellen (42). 
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Zusätzlich sind Cul3 basierte CRLs in der Regulation der Antwort auf oxidativen Stress 

beteiligt. Niture et al. stellten fest, dass die BTB-Untereinheit KEAP1 mit Cul3 einen 

Komplex bildet, der zum Abbau von protektive Maßnahmen gegenüber ROS führt (43).  

 

Die auf Cul4 basierten CRLs sind ebenfalls in der Regulation des Zellzyklus involviert 

und auch ihre Aktivität wird durch Neddylierung gesteigert (32). Jackson et al. konnten 

feststellen, dass die CRL-DDB1-Cul4CDT2 den Abbau von p21 und dem 

Replikationsfaktor CDT1 fördert (44). Daneben sind Cul4-basierte CRLs in der 

Regulation von Nukleotid-Exzisions-Reparaturmechanismen der DNA involviert (45). 

Eine Untereinheit von Cul4 befindet sich auf dem chromosomalen Abschnitt 13q34. 

Melchor et al. konnten feststellen, dass dieser DNA-Abschnitt in Brustkrebszellen 

häufig amplifiziert ist (46). 

 

Auch das Tumorsupressorprotein p53 unterliegt einer Regulation durch NEDD8. 

MDM2, eine RING Finger E3 Ligase, inhibiert die transkiptionelle Aktivität von p53 

durch Neddylierung (47). MDM2 selbst unterliegt ebenfalls einer Regulation durch 

NEDD8. Bei Neddylierung erhöht sich die Stabilität des MDM2-Proteinkomplexes. 

MDM2 ist unter anderem bei Sarkomen amplifiziert. Deneddylierung von MDM2 

resultiert in Instabilität des Komplexes und in einer gesteigerten p53 Aktivierung (48, 

49).  

 

1.3 Der Biomarker RRM1 
 

RRM1 ist die 𝛼-Untereinheit der Ribonukleotidreduktase (RNR). Die RNR ist essentiell 

für die Replikation und Reparation der DNA (50). Neben der 𝛼-Untereinheit gibt es 

noch die 𝛽-Untereinheit. Die 𝛽-Untereinheit beinhaltet mit dem zweiwertigen Eisenion 

und dem Tyrosylradikal, zwei für die Funktion der RNR, essentielle Bestandteile (51).  

 

Regulation der Aktivität der RNR 
 
Die Regulation der Aktivität der RNR funktioniert unter anderem über die allosterischen 

Zentren der RRM1-Untereinheit (52). Die Substratspezifität ist abhängig von den 

Bindungspartnern an das allosterische S-Zentrum. Die Kontrolle der Aktivität ist von 

der Bindung von dATP an das A-Zentrum abhängig. Bei erhöhtem dATP/ATP-

Verhältnis wird die Aktivität der RNR gehemmt (53).  
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Ein weiterer Mechanismus ist die Kontrolle der Proteinlevel innerhalb der 

verschiedenen Zellzyklusphasen. Die Genexpression von RRM1 und RRM2 ist 

innerhalb des Zell-Zyklus reguliert. Die Level der mRNA sind in der S-Phase am 

Höchsten, während sie in der G1/0-Phase vernachlässigbar gering sind (54). Das 

Proteinlevel von RRM1 hingegen bleibt über den gesamten Zellzyklus annähernd 

konstant, was durch die relativ lange Halbwertszeit von RRM1 erklärbar ist (55). Die 

RRM2-Proteinkonzentration hängt jedoch, anders als bei RRM1, von der mRNA-

Konzentration ab und wird zusätzlich durch Abbau von RRM2 in der G2-Phase 

gesteuert (55, 56). 

 

RNR und DNA-Reparatur 
 
Elledge et al. konnten RRM1 und RRM2 als durch DNA-Schädigung vermehrt 

exprimierte Gene identifizieren (57). Im Falle einer Schädigung durch UV-Licht steigt 

beispielsweise das Expressionslevel der Gene in Mäusen an (58). Burkhalter et al. 

konnten feststellen, dass die RNR-Aktivität die Art des Reparaturmechanismus 

beeinflusst. Bei erhöhter Aktivität ermöglicht die Produktion von dNTPs den 

Mechanismus der homologen Rekombinationsreparatur, während bei geringer 

Aktivität der Mechanismus der nicht homologen Strangbruchreparatur gefördert wird 

(59). 

 

 

RRM1 und die Tumorpathophysiologie 
 
Die ambivalenten Funktionen der RNR können einerseits zur Tumorentstehung durch 

Förderung der Mutagenese beitragen. Andererseits ist die Beteiligung an DNA-

Reparaturmechanismen eine präventive Wirkung des Enzyms bezüglich maligner 

Prozesse (60). Fan et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass eine erhöhte RRM1-

Expression eine tumorsupressive Wirkung in Form einer verminderten Transformation 

und Unterdrückung der Metastasierung zur Folge hat (61).  

 

Neben den tumorsupressiven Wirkungen von RRM1 konnte auch gezeigt werden, 

dass die von RRM1 induzierten DNA-Reparaturmechanismen zur Entstehung von 

Chemoresistenzen beitragen können. Nakahira et al. konnten eine erhöhte RRM1-

Expression in Pankreaskarzinomen mit einem verminderten Ansprechen auf 
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Gemcitabin beobachten (62). Auch in Lungenkarzinomen konnte eine erhöhte RRM1-

Expression mit einem schlechteren Ansprechen auf eine Gemcitabin-basierte 

Chemotherapie assoziiert werden (63).  

 

Aufgrund der Relevanz der beschrieben Biomarker NEDD8 und RRM1 in Krebs 

untersuchten wir deren Expressionsmuster in Gliomen. Wir konnten in der Studie 

zeigen, dass eine erhöhte Expression beider Marker mit einer schlechteren Prognose 

der Patient*innen assoziiert ist. Dies dient als Ansatzpunkt weiterer Nachforschungen 

um die immer noch hohe Mortalität von Gliompatient*innen zu verbessern. 

 

Diese Arbeit und die Experimente wurden vor der aktualisierten WHO-Klassifikation 

von 2021 angefertigt. Dementsprechend wurden innerhalb des Experiments auch IDH-

positive Tumoren als Glioblastome gewertet und in den Abbildungen wurden die WHO-

Grade mit römischen Ziffern beschriftet. Die Einleitung wurde an die Klassifikation von 

2021 angepasst. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Studienaufbau 
 

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

Tumormaterial, das von Patient*innen mit Astrozytomen und Glioblastomen 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. 

Zusätzlich zum Tumormaterial wurde bei einigen Patient*innen auch gesundes 

Gewebe identifiziert und miteinbezogen (n=62). Die Erhebung der Daten wurde mittels 

ICD-10 Klassifizierung in der klinikinternen Datenbank CGM MEDICO durchgeführt. 

Nicht vorhandene Informationen wurden mit Hilfe der behandelnden 

Hausärzt*innen/Kliniken und dem Krebsregister Sachsen-Anhalt ergänzt. 

 

Die Einteilung des untersuchten Kollektivs erfolgte anhand der WHO-Klassifikation 

hirneigener Tumoren aus dem Jahr 2016. Das Patientenkollektiv umfasst lediglich 

Patient*innen mit Primarien. Das mediane Erkrankungsalter der Patienten*innen 

betrug für WHO-Grad 2 Tumoren 43 Jahre, für WHO-Grad 3 Tumoren 49 Jahre und 

für WHO-Grad 4 Tumoren 64 Jahre.  

 

Die Daten der Patient*innen wurden gemäß den vorher festgelegten 

krankheitsrelevanten Aspekten gesammelt und vergleichend dargestellt (Tab. 1).  

Neben verschiedenen klinischen Parametern wurde das Ausmaß der Tumorresektion, 

der Karnofsky-Index, der MGMT-Methylierungsstatus und der IDH1-Mutationsstatus in 

die Auswertung miteinbezogen. 

 

Die Expression der untersuchten Biomarker wurde durch immunhistochemische 

Färbungen ermittelt. Die Ergebnisse wurden im Anschluss bezüglich eines 

Zusammenhangs zwischen Krankheitsverlauf und der Expression des Biomarkers 

analysiert. 

 

Die Durchführung der Studie wurde unter Einhaltung aller dafür vorgeschriebenen 

Kriterien der Ethikkommission der Otto-von-Guericke Universität Magdeburg 

genehmigt (Studie NeurOBIOM Nr. 146/19).  
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Tabelle 1: Charakteristika des Patientenkollektivs 
 

 
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 45,45 11 57,9 134 57,5 
Total 5 45,45 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 
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2.2 Materialien 
 
Tabelle 2: 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 

Pipetten 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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Tabelle 3: 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 Qanto 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 Gellösung 1% Carl Roth, Karlsruhe, 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 

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 
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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 

 
Tabelle 4: Materialien 
 

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 
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Tabelle 5: 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 

NEDD8 (19E3) Rabbit mAb  Cell Signaling Technology, Danvers, MA,  
USA 

RRM1 (D12F12)) XP Rabbit mAb Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 
USA 

Universal Methylated Human DNA Standard 
(5yg/20yl) 

Zymo Research, Freiburg, Deutschland 

 

2.2 HE-Übersichtsfärbung 
 

Zu Beginn wurden aus den Parraffinblöcken 2µm starke Schnitte angefertigt und auf 

einen Objektträger aufgezogen. Daraufhin wurde mittels eines Färbeautomaten die 

Übersichtsfärbung erstellt. Anhand der Übersichtsfärbungen wurden die Proben, zur 

Herstellung der Tissue-Microarrays (TMAs), aus den Paraffinblöcken gestanzt. 

 

2.3 Herstellung der TMAs 
 

Die TMAs wurden mithilfe des Arraymold kit E erstellt. Geeignete Spenderblöcke 

zeichneten sich durch eine große Tumormenge und kleine Nekroseareale aus. Mittels 

der HE-Übersichtsfärbung konnten den Anforderungen entsprechende Probeareale 

bestimmt werden. Zuletzt wurden die Proben ausgestanzt, in die Empfängerblöcke 

eingefügt und in 2µm starke Bereiche geschnitten. Durch diese Methode lassen sich 

große Mengen an Gewebeproben parallel bearbeiten. 
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2.4 Immunhistochemische Färbung 
 

Die Färbung der Marker erfolgte mittels Immunhistochemie. Bei dieser Methode wird 

die Interaktion zweier Antikörper mit den jeweiligen spezifischen Epitopen genutzt. 

Dies ist gekoppelt mit einer Farbumschlagsreaktion.  

 

Als primäre Antikörper wurden NEDD8 und RRM1 genutzt, die aus Kaninchenserum 

gewonnen wurden. Der F(ab)2-Teil der primären Antikörper bindet spezifisch an die 

Zielantigene innerhalb der Proben. Durch Hinzugabe des sekundären Antikörpers, der 

mit seinem Epitop den unspezifischen Fc-Teil des primären Antikörpers bindet, 

entsteht der Antigen-Antikörper-Komplex. Durch die Kopplung des sekundären 

Antikörpers mit einer Peroxidase entsteht durch eine Enzymreaktion ein Farbsignal, 

das zur Auswertung dient. 

 

Zu Beginn wurde das Gewebe entparaffiniert. Dafür wurden die Gewebeproben 

zweimal für zehn Minuten in das Lösungsmittel Roticlear gelegt. Daraufhin erfolgte die 

Benetzung der Proben in einer absteigenden Alkoholreihe beginnend mit zweimal 

Isopropanol 100% und einmal Isopropanol 70%, für jeweils fünf Minuten. Zuletzt 

wurden die Schnitte in zwei aufeinander folgenden fünf minütigen Schritten in 

destilliertem Wasser hydriert. 

 

Durch die ursprüngliche Aufbereitung des Gewebes änderten die Proteine ihre 

Konformation. Um die Ausgangskonformation wiederzuerlangen, wurden die Proben 

in das saure Milieu eines Citratpuffers Heat-induced Epitope Retrieval gegeben. In 

dessen Milieu von pH 6,0 wurden die Proben für 90 Sekunden zum Sieden gebracht, 

um daraufhin sechsmalig mit intermittierenden Pausen erhitzt zu werden. Im 

Anschluss wurden die Proben bei ca. 20°C abgekühlt. Folgend wurde der Citratpuffer 

langsam durch destilliertes Wasser ersetzt und die Proben für zehn Minuten in TBS-

Tween-Puffer (Tris-buffered Saline + Tween 20) gewaschen. 

 

Als nächstes folgte ein Peroxidblock, um die Reaktionen endogener Peroxidasen zu 

unterbinden. Dafür wurden die Schnitte für zehn Minuten mit 200 µl Peroxidblock 

benetzt. Im Folgenden wurden die Proben dreimalig für fünf Minuten in TBS-Tween-

Puffer gewaschen. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen der Antikörper wurde 

im Anschluss ein fünfminütiger Proteinblock nach gleichem Muster vollzogen. Die im 
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Proteinblock enthaltenen Proteine binden unspezifische Epitope in den Proben ab. 

Eine zu lange Kontaktzeit sollte vermieden werden, da ansonsten auch spezifische 

Bindungen betroffen sein würden und fehlerhafte Ergebnisse entstehen könnten. 

Darauf erfolgte eine erneute Waschung in TBS-Tween-Puffer.  

 

Als Nächstes wurde der primäre Antikörper aufgetragen. Dieser wurde in einem 

bestimmten Mischverhältnis mit Antibody Diluent Quanto verdünnt, so dass folgende 

Endkonzentrationen verwendet wurden:  

 

NEDD8: 0,114 µg/ml 

RRM1: 0,248 µg/ml 

 

Es wurden 200 µl der verdünnten Antikörperlösung auf die Objektträger pipettiert und 

diese über Nacht bei 4°C inkubiert.  

 

Der Inkubation folgend wurden die Proben erneut mit TBS-Tween-Puffer gewaschen. 

Um die Bindungskapazität der primären Antikörper zu optimieren, wurden die 

Objektträger für zehn Minuten mit Primary Antibody Amplifier benetzt. Nach weiteren 

Waschschritten wurde der sekundäre Antikörper mit gekoppelter Horseradish 

Peroxidase aufgetragen und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.  

 

Nach erneutem Waschen mit TBS-Tween-Puffer wurde das Substratchromogen 3,3‘-

Diaminobenzidin-Tetrahydrocchlorid (DAB Substrat Kit) auf die Proben pipettiert. Die 

enzymatische Spaltung des Substratchromogens durch die Horseradish Peroxidase 

erzeugte eine mikroskopische und makroskopische bräunliche Farbreaktion.  

 

Die Dauer der Inkubation war antikörperspezifisch und wurde im Rahmen einer 

Testfärbung im Vorhinein bestimmt. Nach der jeweiligen Zeit wurden die Objektträger 

in destilliertes Wasser überführt und dreimal für fünf Minuten gereinigt.  

 

Um die Zellkerne zu visualisieren wurde eine Hämatoxylin-Färbung bei ca. 20°C 

durchgeführt. Anschließend wurden die Objektträger mit lauwarmem Wasser 

abgespült. Es folgte eine Rehydrierung der Schnitte mit Isopropanol 70% (ca. zwei 

Minuten) und zweimal Isopropanol 100% (ca. fünf Minuten jeweils). Im letzten Schritt 
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wurden die Proben mit Hilfe des Eindeckmediums Mountex und den Deckgläsern 

fixiert. Nach Abschluss der Färbung wurden die Schnitte getrocknet, bevor sie 

eingescannt und digitalisiert wurden.  
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2.5 Immunhistochemische Analyse 
 

Durch die Digitalisierung der Objektträger war eine Auswertung des Färbeverhaltens 

mit dem Programm Aperio ImageScope möglich. Die Schnitte konnten durch 

spezifische Einstellung von Brightness (B, Helligkeit) und Contrast (C, Kontrast) 

optimal dargestellt werden. Anhand der Färbeeigenschaften wurde entweder der H- 

Score, für zytoplasmatische Färbungen, oder der Five-Tier-Score, für nukleäre 

Färbungen, verwendet. Die Ermittlung der Werte erfolgte von zwei Personen, die 

unabhängig voneinander beurteilten. Der endgültige Wert ergab sich aus dem 

Mittelwert beider vorher eruierten Ergebnisse.  

 

Die Auswertung des zytoplasmatischen Expressionsmusters bei dem Marker, 

NEDD8c erfolgte anhand des H-Scores. Dieser Score beinhaltet neben Intensität der 

Färbung 1 = weak (geringe Färbung), 2 = medium (mittelgradige Färbung) und 3 = 

strong (starke Färbung) (Abb. 1A), auch den Anteil positiv gefärbter Zellen (0-100%) 

innerhalb eines Spots. Der endgültige Score wurde anhand der folgenden Formel, in 

der sich die beiden Faktoren wiederspiegeln, bestimmt:  

 

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

 

Die summative Verrechnung der unterschiedlich gefärbten Areale ermöglichte dabei 

zusätzlich die Integration von Gewebeprobe, die einen nicht zu vernachlässigenden 

Grad an Heterogenität in der Färbung zeigen. Der Score umfasst gemäß der Formel 

Werte zwischen 100 und 300. 

 

Die Auswertung der nukleären Expresseion NEDD8n erfolgte anhand des 5-Tier-

Scores (Abb. 1B). Für diesen Score wurde in 20x-Vergrößerung jede Probe in 4 

Quadranten unterteilt, die wiederum unter Beurteilung eines einzelnen Spots 

hinsichtlich der Intensität bewertet wurden. Aufgrund eines zuvor definierten Scores, 

von null bis vier war eine einheitliche Auswertung möglich. Ein Anteil kleiner 20% 

positiv gefärbter Kerne entsprach dem Scoring-Wert „0“. Färbungen mit einem Anteil 

von 20-40% positiver Kerne wurden mit „1“ bewertet. Bei 40-60% positiv gefärbter 

Kerne wurde der Wert „2“ und bei 60-80% der Wert „3“ vergeben. Bei mehr als 80% 

positiver Kerne erhielt der ausgewählte Spot den Wert „4“. 
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Die Auswertung von RRM1, welche auch ein zytoplasmisches Expressionsmuster hat, 

erfolgte ebenfalls mittels H-Score (Abb. 1C). 

 
 
Abbildung 1: Färbeverhalten von NEDD8c, NEDD8n und RRM1 in den Gewebsschnitten 

A Darstellung der zytoplasmatischen Färbung von NEDD8. Die Färbung zeigt ein braunes Kolorit. Das 
Scoring-System orientiert sich am H-Score, der je nach Ausprägung der gefärbten Zelle, eine 
Zuordnung in zu der Kategorie schwach=1 Pkt., medium=2 Pkt. und stark=3 Pkt. ermöglichte. B 
Darstellung der nukleären Färbung von NEDD8. Die Färbung zeigt ein braunes Kolorit. Das Scoring-
System orientiert sich am 5-Tier-Score, der die Einteilung der Proben nach dem Anteil gefärbter Kerne 
ermöglicht. C Darstellung der zytoplasmatischen Färbung von RRM1. Färbung und Scoring wie in A. 
(Vergrößerung 20x; B=0; C=0)   
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2.6 Erhebung des MGMT-Methylierungsstautus 
 

Die Informationen bezüglich des MGMT-Methylierungsstatus der Tumorproben 

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

Regelbetrieb des Instituts der Neuropathologie stammen. Da bei einigen der 

analysierten Proben der Status fehlte, wurde der MGMT-Methylierungsstatus bei 33 

Patient*innen nachbestimmt. 

 

Der Methylierungszustand wurde mit einer methylierungsspezifischen PCR bestimmt, 

die nach einer Gelelektrophorese, die Zuordnung der Proben als methyliert oder 

unmethyliert erlaubte. 

 

Zunächst wurden mit Hilfe von HE-Übersichtsfärbungen die Areale der Tumorprobe 

markiert, welche solide Anteile zeigten. Diese Areale wurden mit einer Rasierklinge 

herausgeschabt und anschließend entparaffiniert.  

 

Die DNA-Extraktion erfolgte mittels 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.  

 

Danach wurde die benötigte DNA durch Zentrifugation und Zugabe mehrerer 

Lysispuffer aus dem Gewebe ausgelöst. Der Mechanismus beruht darauf, dass durch 

die Puffer verschiedene pH-Milleus geschaffen werden, in denen alle Gewebsteile 

durch Zentrifugation getrennt werden und die negativ geladene DNA erhalten bleibt. 

Daraufhin wurde die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt, bevor sie einer 

Bisulfit-Konvertierung mittels Bisulfite Conversion kit unterzogen wurde. Diese 

dreistufige Reaktion findet zwischen der Base Cytosin und Natrium-Bisulfit statt. 

Cytosin wird zu Uracil umgewandelt. Die Intention ist die Vermeidung hinderlicher 

Ausfällungen.  

 

Anschließend wurde die Durchführung der PCR mit spezifischen Primersets vollzogen. 

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

 

Der Einbezug von Proben ohne DNA-Gehalt gewährleistete die Kontrolle des 

vorangegangenen Arbeitsschrittes. 

 

Nach Beendigung der PCR wurden die DNA-Produkte und Kontrollprodukte (Standard, 

EDTA-Blut, Leerwert) auf ein vorher angefertigtes Acrylamid-Gel 8% aufgetragen. 

Anschließend wurde eine Elektrophorese durchgeführt. Das Acrylamid-Gel wurde 

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

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

 

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel in Silbernitratlösung gefärbt. 

Hierfür wurde das Gel zunächst in Salpetersäure (2-3%) geschwenkt und danach mit 

destilliertem Wasser gewaschen. Es folgte die Zugabe von Silbernitratlösung, ein 

weiterer Waschgang, sowie die Zugabe von Formalin und Natriumcarbonat, um die 

Färbung zu starten. Bei Braunfärbung der Banden wurde die Reaktion mit destilliertem 

Wasser, Essigsäure (10%) und Glycerin (5%) beendet. Nach Trocknung der Proben 

folgte die Auswertung.  

 

Bei der Analyse der fertigen Gele wurde eine Probe als „methyliert“ gewertet, sobald 

eine Bande methylierter PCR-Primer erkennbar war. Fehlte diese Bande wurde die 

Probe als „unmethyliert“ gewertet. 

 

2.7 Statistische Auswertung 
 

Zur Analyse der Daten des untersuchten Kollektivs wurde die Statistiksoftware SPSS 

genutzt. Hier wurde zuerst eine Korrelation der Marker mit den einzelnen WHO-

Graden untersucht. Daraufhin wurde das Gesamtüberleben und das rezidivfreie 

Intervall der Patient*innen analysiert. Hierfür wurden mittels der Kaplan-Meier-

Methode Überlebenskurven erstellt. Diese univariaten Analysen mit Hilfe des Long-

Rank-Tests dienten zur Kontrolle der Signifikanz der Resultate. Das Gesamtüberleben 

wurde als Zeitraum zwischen der Diagnosestellung und dem Sterbedatum bzw. der 

letzten Datenerhebung definiert. Das rezidivfreie Intervall wurde anhand des nach 



 27 

Tumorresektion verstrichenen Zeitraums ohne diagnostisch nachweisbaren Rezidiv-

Tumor festgelegt.  

 

Ergänzend wurden Korrelationsanalysen angefertigt, in denen die Marker auf ihren 

jeweiligen Zusammenhang mit den folgenden Parametern untersucht wurden: 

 

• Tumorvolumen: Das Tumorvolumen wurde anhand der präoperativen MRT-

Bilder bestimmt. Hierfür war die T1 gewichtete Aufnahme bei 

Kontrastmittelgabe das Mittel der Wahl. Nach Ausmessung des Tumors in den 

drei Raumebenen wurde das Volumen in mm3 bestimmt. 

• Ödemvolumen: Das Volumen des perifokalen Ödems wurde ebenfalls mittels 

präoperativen MRT-Aufnahmen errechnet. Hierbei diente die T2-gewichete 

Flair-Aufnahme als Vorlage, da in dieser eine Abgrenzung zum Liquor 

cerebrospinalis und zum Tumor möglich war. Das Volumen wurde auch in allen 

drei Raumebenen in mm3 bestimmt. 

• Ki67-Positivität: Der Proliferationsmarker Ki67 ist mit der Tumorzellproliferation 

assoziiert und wird routinemäßig in der Pathologie bestimmt (64). Die Werte 

wurden aus den Berichten der Neuropathologie des Universitätsklinikums 

Magdeburg entnommen. 

 

Zur Einschätzung der prognostischen Relevanz wurde die Auswertung um multivariate 

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

erweitert. Nachfolgende, bereits empirisch als prognostisch relevant ausgemachte 

Faktoren (5,65), wurden dabei genutzt:  

 

• Karnofsky-Index 

• Therapie 

• Erkrankungsalter 

• Resektionsstatus 

 

Bei allen Untersuchungen wurde das Signifikanzniveau auf p £ 0.05 gesetzt. 
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3.Ergebnisse 
 

3.1 NEDD8: Korrelation mit dem WHO-Grad 
 

Im ersten Teil der Studie wurde auf eine Korrelation zwischen NEDD8c oder NEDD8n 

mit dem WHO-Grad der Tumoren hin untersucht. Dafür wurden die Daten mittels Box-

Whisker-Plots dargestellt. Der statistische Test erfolgte durch Spearman‘s Rho. Die 

Ergebnisse zeigten eine geringere Expression von NEDD8c in niedriggradigen 

Gliomen (-WHO-Grad 2: Median=160) im Vergleich zu höhergradigen Gliomen (-

WHO-Grad 3: Median=220; -WHO-Grad 4: Median=200) (Abb. 2 A). Eine signifikante 

Korrelation war jedoch nicht zu erkennen (Rho=0,042; p=0,529; Spearman).  

 
Abbildung 2: NEDD8c und NEDD8n-Expression in Korrelation mit dem WHO-Grad 2, WHO-Grad 
3 und WHO-Grad 4 

A-B. Der Median stellt sich als schwarze Linie und die Perzentile (25. und 75.) als vertikale Kästchen 
mit Fehlerbalken. Die Tabelle zeigt nach WHO-Grad die jeweiligen Mediane, Minima, Maxima und 
Anzahl der Patient*innen. 
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Auch bei NEDD8n war in Gliomen des WHO-Grades 2 (Median=102) verglichen mit 

Gliomen der WHO-Grade 3 (Median=175) und 4 (Median=132) die Expression von 

NEDD8n geringer (Abb. 2 B). Hier war allerdings auch keine signifikante Korrelation 

zwischen NEDD8n und dem WHO-Grad zu erkennen (Rho=0,036; p=0,589; 

Spearman). 

 
3.2 NEDD8: Assoziation mit dem Gesamtüberleben 
 

Als nächstes wurde untersucht, ob die NEDD8-Expression mit dem Gesamtüberleben 

der Patient*innen assoziiert ist. Dafür wurde die Expression von NEDD8c und NEDD8n 

in NEDD8chigh, NEDD8clow, bzw. NEDD8nhigh und NEDD8nlow dichotomisiert, basierend 

auf der Median-Split-Methode. Die Überlebenskurven wurden mittels Kaplan-Meier-

Methode dargestellt und die Signifikanz anhand von Log-Rank getestet. 

Bezüglich NEDD8c zeigte sich, dass Glioblastom-Patient*innen mit einer hohen 

NEDD8c-Expression (NEDD8chigh) eine signifikant kürzere Überlebenszeit hatten, als 

Glioblastom Patient*innen mit niedriger NEDD8c-Expression (NEDD8clow) (p=0,019; 

Log-Rank) (Abb. 3 A). Demnach hatten Patient*innen mit einer erhöhten Expression 

von NEDD8c eine wesentlich kürzere mediane Überlebenszeit (9 Monate), als 

Patient*innen mit einer niedrigen NEDD8c-Expression, welche eine mediane 

Überlebenszeit von 16 Monaten aufwiesen (Abb. 3 C). Bei Patient*innen mit -WHO-

Grad 2 (p=0,480; Log-Rank) und -WHO-Grad 3 (p=0,847; Log-Rank) konnte diese 

Assoziation nicht beobachtet werden (Abb. 3 A).  

 

Die univariate Analyse für NEDD8n zeigte bei keinem der untersuchten WHO-Grade 

signifikante Ergebnisse bezüglich einer Assoziation mit dem Gesamtüberleben (-

WHO-Grad 2: p=0,248; Log-Rank; -WHO-Grad 3: p=0,433; Log-Rank; -WHO-Grad 4: 

p=0,366; Log-Rank) (Abb. 3 B).  
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Abbildung 3: NEDD8c und NEDD8n: Assoziation mit dem Gesamtüberleben in Bezug auf den 
WHO-Grad. 

A-B Kaplan-Meier 24 Monate Überlebenskurve nach WHO-Grad und hoher beziehungsweise niedriger 
Expression der Marker. Der Log-Rank Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte 
befinden sich in der linken unteren Ecke. C Mittel- und Medianwerte für das Gesamtüberleben der 
Patientengruppen NEDD8clow, NEDD8chigh, NEDD8nlow und NEDD8nhigh. Std. Fehler = Standardfehler; 
KI [95%] = 95% Konfidenzintervalle.  
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3.3 NEDD8: Assoziation mit dem rezidivfreien Überleben 
 

Um die Assoziation zwischen NEDD8-Expression und dem rezidivfreien Überleben zu 

untersuchen, wurden ebenfalls die Kaplan-Meier-Methode und der Log-Rank-Test 

angewendet. Bei WHO-Grad 4 hatten NEDD8chigh Patient*innen ein signifikant 

niedrigeres rezidivfreies Überleben als NEDD8clow Patient*innen (p=0,028; Log-Rank) 

(Abb. 4 A). Bei WHO-Grad 2 und 3 wurde keine signifikante Assoziation zwischen 

NEDD8c und dem rezidivfreien Überleben der Patient*innen festgestellt (WHO-Grad 

2: p=0,083; Log-Rank; WHO-Grad 3: p=0,414; Log-Rank) (Abb. 4 A). 

Bezüglich NEDD8n konnten bei WHO-Grad 3 und 4 keine signifikanten Unterschiede 

zwischen der Expression des Markers und dem rezidivfreien Überleben beobachtet 

werden (WHO-Grad 3: p=0,414; Log-Rank; -WHO-Grad 4: p=0,914; Log-Rank) (Abb. 

4 B). Bei -WHO-Grad 2 hatten die NEDD8nhigh Patient*innen ein signifikant kürzeres 

rezidivfreies Überleben als NEDD8nlow Patient*innen (p=0,039; Log-Rank) (Abb. 4 B). 

Diese Ergebnisse sollten allerdings unter der Betrachtung der kleinen Kohorte beurteilt 

werden. 

 

Die mittleren und medianen Überlebenszeiten für -WHO-Grad 4 Patient*innen sind der 

Abb. 4 C zu entnehmen. Für manche Stichproben konnten keine Medianwerte 

berechnet werden, da die geschätzte Überlebenswahrscheinlichkeit keine 50% 

erreicht hatte. 
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Abbildung 4: NEDD8c und NEDD8n: Assoziation mit dem rezidivfreien Überleben in Bezug auf 
den WHO-Grad. 

A-B Kaplan-Meier 6 Monate Überlebenskurve nach WHO-Grad und hoher beziehungsweise niedriger 
Expression der Marker. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte 
befinden sich in der linken unteren Ecke. C Mittel- und Medianwerte für das rezidivfreie Überleben der 
Patient*innengruppen NEDD8clow, NEDD8chigh, NEDD8nlow und NEDD8nhigh. Std. Fehler = 
Standardfehler; KI [95%] = 95% Konfidenzintervalle.  
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3.4 NEDD8: Korrelation mit weiteren Tumorparametern 
 

Weiterhin wurde analysiert, ob eine Korrelation zwischen der NEDD8-Expression und 

neuroradiologischen (Tumorvolumen, Ödemvolumen) oder histopathologischen (Ki67-

Positivität) Tumorparametern besteht. Zu diesem Zweck wurde eine bivariate 

Korrelationsanalyse mittels Spearman’s Rho durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten bei 

keinem der WHO-Grade eine signifikante Korrelation zwischen NEDD8c-Expression 

und den untersuchten Tumorparametern (Tab. 6 A). Bei NEDD8n hingegen ergab sich 

eine signifikante positive Korrelation des WHO-Grades 2 mit der Ki67-Positivität 

(Rho=0,713; p=0,047; Spearman) und eine negative Korrelation des WHO-Grades 3 

mit der Ki67-Positivität (Rho=-0,893; p=0,016; Spearman) (Tab. 6 B). Diese 

Korrelationen sollten allerdings unter dem Aspekt betrachtet werden, dass die Anzahl 

der Patient*innen bei WHO-Grad 2 (n=8) und 3 (n=6) sehr gering ist. Bei 

Glioblastomen (WHO-Grad 4) konnten keine signifikanten Zusammenhänge 

festgestellt werden, und das bei einer deutlich größeren Kohorte (n=203). 
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Tabelle 6: Korrelationsanalyse von NEDD8c und NEDD8n 

NEDD8c und NEDD8n: Korrelation der Expression mit Tumorvolumen, Ödemvolumen und Ki67-
Positivität in Bezug auf den WHO-Grad  
A-B. Bivariate Korrelationsanalyse mittels Spearman Rangkorrelationskoeffizient der Marker. Die 
Tabelle zeigt aufgeschlüsselt nach WHO-Grad die Anzahl der Patient*innen (N), die zweiseitige 
Signifikanz und den Korrelationskoeffizienten. * =signifikant auf p=0,05 Niveau 
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3.5 NEDD8: Gesamtüberleben und rezidivfreies Überleben –  
Multivariatanalyse 
 

Da in der univariaten Analyse lediglich NEDD8c bei WHO-Grad 4 signifikant war, 

wurde abschließend nur bei dieser Konstellation eine multivariate Analyse mittels Cox-

Regression durchgeführt. Hierbei sollte der Einfluss verschiedener Parameter, die sich 

in der Vergangenheit als Prognosefaktoren beim Glioblastom behauptet haben, 

berücksichtigt werden. In der vorliegenden Studie wurde das Alter, der Karnofsky-

Index, das Ausmaß der Resektion sowie die Therapie als bekannte Prognosefaktoren 

berücksichtigt. Entsprechend Tab. 7 A zeigte sich nach Adjustierung mit den 

Kovariaten ein signifikant höheres Sterberisiko bei Patient*innen mit erhöhter 

NEDD8c-Expression (HR=1,418; KI [95%]=1,017-1,978; p=0,040). Daraus lässt sich 

schließen, dass NEDD8c ein unabhängiger prognostischer Marker für das 

Gesamtüberleben der Glioblastompatient*innen ist. 

 

Hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens zeigte die multivariate Analyse keine 

prognostisch signifikante Aussagekraft einer erhöhten Expression von NEDD8 in der 

untersuchten Kohorte (Tab. 7 B).  
 

 
 
Tabelle 7: Cox-Regressionsanalyse zu NEDD8c 

NEDD8c: Multivariate Cox-Regression für das Gesamtüberleben und rezidivfreie Überleben in 
Glioblastompatient*innen  
A. Regressionsanalyse des 24 Monate Überlebens für Patient*innen mit NEDD8c-Expression adjustiert 
mit Alter, Karnofsky-Index, Resektion und Therapie. B. Regressionsanalyse des 6-monatigen 
rezidivfreien Überlebens wie in A. NEDD8clow wurde als Dummy-Variable verwendet. HR=Hazard Ratio; 
KI [95%]=95% Konfidenzintervall.  
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3.6 RRM1: Korrelation mit dem WHO-Grad  
 

Auch bei dem Marker RRM1 wurde zuerst eine Korrelationsanalyse zwischen der 

Expression von RRM1 und dem WHO-Grad durchgeführt. Dies erfolgte nach 

Ermittlung des H-Scores und wurde in Form eines Box-Whisker-Plots dargestellt (Abb. 

5). Der statistische Test erfolgte durch Spearman‘s Rho. Hier ist kein durchgehender 

Trend erkennbar. Es lässt sich lediglich erkennen, dass die Expression in den 

Tumoren WHO-Grad 2 (Median=125), im Vergleich zu den Tumoren des WHO-Grades 

3 (Median=195) und 4 (Median=167,5) niedriger ist. Eine signifikante Korrelation 

konnte allerdings nicht beobachtet werden (Rho=0,037; p=0,579; Spearman). 

 
 
Abbildung 5:RRM1-Expression in Korrelation mit dem WHO-Grad 2, WHO-Grad 3 und WHO-
Grad 4. 

Der Median stellt sich als schwarze Linie und die Perzentile (25. und 75.) als vertikale Kästchen mit 
Fehlerbalken. Die Tabelle zeigt nach WHO-Grad die jeweiligen Mediane, Minima, Maxima und Anzahl 
der Proband*innen. 
 

3.7 RRM1: Assoziation mit dem Gesamtüberleben 
 

Als nächstes wurde untersucht, ob die RRM1-Expression mit dem Gesamtüberleben 

der Patient*innen assoziiert ist. Hierfür wurde RRM1 in RRM1high und RRM1low mittels 

der Median-Split Methode dichotomisiert. Die Überlebenskurven wurden mittels 

Kaplan-Meier-Methode dargestellt und die Signifikanz anhand von Log-Rank getestet. 

Die Expression von RRM1 zeigte in keinem der untersuchten WHO-Grade eine 

signifikante Assoziation mit dem Gesamtüberleben (Abb. 6 A). Die mediane 

Überlebenszeit war bei RRM1high Glioblastompatient*innen (11 Monate) im Vergleich 

zu RRM1low Glioblastompatient*innen (12 Monate) lediglich um einen Monat verringert 

(Abb. 6 C). 



 37 

 
 
Abbildung 6: RRM1: Assoziation mit dem Gesamtüberleben in Bezug auf den WHO-Grad. 

A Kaplan-Meier 24 Monate Überlebenskurve nach WHO-Grad und hoher beziehungsweise niedriger 
Expression der Marker. Der Log-Rank Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte 
befinden sich in der linken unteren Ecke. B Mittel- und Medianwerte für das Gesamtüberleben der 
Patientengruppen RRM1low und RRM1high. Std. Fehler = Standardfehler; KI [95%] = 95% 
Konfidenzintervalle.  
 

3.8 RRM1: Assoziation mit dem rezidivfreien Überleben 
 

Folgend wurde die Assoziation der RRM-1-Expression mit dem rezidivfreien 

Überleben mittels Kaplan-Meier-Methode und Log-Rank-Test analysiert. Die Resultate 

zeigten, dass bei keinem WHO-Grad ein signifikanter Zusammenhang besteht (WHO-

Grad 2: kein Log-Rank-Test möglich; WHO-Grad 3: p=0,617; Log-Rank; WHO-Grad 

4: p=0,640; Log-Rank) (Abb. 7 A). Die mittlere Überlebenszeit für WHO-Grad 4 

Patient*innen ist der Abb. 7 B zu entnehmen. 
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Abbildung 7: RRM1: Assoziation mit dem rezidivfreien Überleben in Bezug auf den WHO-Grad. 

A Kaplan-Meier 6 Monate Überlebenskurve nach WHO-Grad und hoher beziehungsweise niedriger 
Expression der Marker. Der Log-Rank Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte 
befinden sich in der linken unteren Ecke. B Mittel- und Medianwerte für das rezidivfreie Überleben der 
Patientengruppen RRM1low und RRM1high. Std. Fehler = Standardfehler; KI [95%] = 95% 
Konfidenzintervalle. 
 

3.9 RRM1: Unterschied der Expression zwischen gesundem Gewebe und 
Tumorgewebe 
 

Aufgrund der nicht-signifikanten Ergebnisse bei RRM1 in den oben gezeigten 

Analysen (Abb. 6 und 7) folgte als nächstes eine Untersuchung der Expression von 

RRM1 in gesundem Gewebe und in Tumorgewebe. Der statistische Test erfolgte durch 

Mann-Whitney und wurde in Form eines Box-Whisker-Plots dargestellt. Die Analyse 

zeigte, dass die Expression von RRM1 in Tumorgewebe signifikant höher war als in 

gesundem Gewebe (p<0,001; Mann-Whitney-U) (Abb. 8 A). In Abb. 8 B ist ein 

repräsentatives Beispiel von Tumorrandgewebe dargestellt, in dem der Unterschied 

zwischen dem stark gefärbten Tumoranteil und dem schwach gefärbten gesunden 

Anteil visuell ersichtlich ist. 
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Abbildung 8: RRM1: Unterschied der Expression in gesundem und in Tumorgewebe. 

A Der Median stellt sich als schwarze Linie und die Perzentile (25. Und 75.) als vertikale Kästchen mit 
Fehlerbalken. Die Ausreißer werden als Punkte über dem Fehlerbalken dargestellt. B Randgewebe 
einer Patient*innen-Probe nach immunhistochemischer Färbung mit RRM1. T=Tumor, G=Gesund 
 

3.10 RRM1: Assoziation mit dem Gesamtüberleben nach erneutem Cut-
off 
 

Als nächstes wurde die Analyse bezüglich des Gesamtüberlebens wiederholt (vgl. 

Kapitel 3.7), wobei die Dichotomisierung in RRM1low und RRM1high anhand des 

Medians des gesunden Gewebes erfolgte. Nun konnte bei WHO-Grad 4 ein signifikant 

geringeres Überleben der Patient*innen bei einer erhöhten RRM1-Expression 

detektiert werden (p=0,031; Log-Rank) (Abb. 9 A). Demzufolge hatten WHO-Grad 4 

Patient*innen mit einer erhöhten RRM1-Expression eine geringere mediane (11 

Monate) Überlebenszeit, als Patient*innen mit einer niedrigeren RRM1-Expression 

deren mediane Überlebenszeit 19 Monate betrug (Abb. 9 B). Bei WHO-Grad 2 und 3 

Patient*innen waren nach wie vor keine signifikanten Unterschiede zwischen RRM1low 

und RRM1high bezüglich des Gesamtüberlebens zu erkennen (WHO-Grad 2: p=0,157; 

Log-Rank; WHO-Grad 3: kein Log-Rank-Test möglich) (Abb. 9 A).  
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Abbildung 9: RRM1: Assoziation mit dem Gesamtüberleben in Bezug auf den WHO-Grad. 

A Kaplan-Meier 24 Monate Überlebenskurve nach WHO-Grad und hoher beziehungsweise niedriger 
Expression der Marker. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte 
befinden sich in der linken unteren Ecke. B Mittel- und Medianwerte für das Gesamtüberleben der 
Patientengruppen RRM1low und RRM1high. Std. Fehler = Standardfehler; KI [95%] = 95% 
Konfidenzintervalle. 
 

3.11 RRM1: Assoziation mit rezidivfreien Überleben nach erneutem Cut-
off 
 

Auch die Assoziation zwischen RRM1-Expression und dem rezidivfreien Überleben 

wurde anhand der gleichen Dichotomisierung wie in Kapitel 3.10 wiederholt.  

Hier ergaben sich allerdings keine neuen signifikanten Zusammenhänge zwischen 

einer erhöhten RRM1-Expression und dem rezidivfreien Überleben (WHO-Grad 2: 

p=0,808; Log-Rank; WHO-Grad 3: kein Log-Rank Test möglich; WHO-Grad 4: 

p=0,821; Log-Rank) (Abb. 10 A). Die mittlere Überlebenszeit für WHO-Grad 4 

Patient*innen ist der Abb. 10 B zu entnehmen. 
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Abbildung 10: RRM1: Assoziation mit dem rezidivfreien Überleben in Bezug auf den WHO-
Grad. 

A Kaplan-Meier 6 Monate Überlebenskurve nach WHO-Grad und hoher beziehungsweise niedriger 
Expression der Marker. Der Log-Rank Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte 
befinden sich in der linken unteren Ecke. B Mittel- und Medianwerte für das rezidivfreie Überleben der 
Patientengruppen RRM1low und RRM1high. Std. Fehler = Standardfehler; KI [95%] = 95% 
Konfidenzintervalle. 
 

3.12 RRM1: Korrelation mit weiteren Tumorparametern 
 

Weiterhin wurde analysiert, ob eine Korrelation zwischen der RRM1-Expression und 

den Tumorparametern Tumorvolumen, Ödemvolumen und Ki67-Positivität besteht. 

Bei den WHO-Graden 2 und 3 konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen der 

RRM1-Expression und den oben genannten Parametern festgestellt werden (Tab. 8). 

Bei WHO-Grad 4 hingegen konnte eine hochsignifikante positive Korrelation der 

RRM1-Expression mit der Ki67-Positivität festgestellt werden (Rho=0,245; p<0,001; 

Spearman) (Tab.8). Dies weist daraufhin, dass eine erhöhte RRM1-Expression mit 

einer erhöhten Zellproliferation korreliert. 
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Tabelle 8: Korrelationsanalyse von RRM1 

RRM1: Korrelation mit Tumorvolumen, Ödemvolumen und Ki67-Positivität in Bezug auf den 
WHO-Grad  
Bivariate Korrelationsanalyse mittels Spearman-Rangkorrelationskoeffizient der Marker. Die Tabelle 
zeigt aufgeschlüsselt nach WHO-Grad die Anzahl der Patient*innen (N), die zweiseitige Signifikanz und 
den Korrelationskoeffizienten. ** =signifikant auf p<0,001 Niveau 
 
3.13 RRM1: Gesamtüberleben und rezidivfreies Überleben - Multivariatanalyse  
 

Da in der univariaten Analyse lediglich RRM1 bei WHO-Grad 4 signifikant war wurde 

abschließend nur bei dieser Konstellation eine multivariate Analyse mittels Cox-

Regression durchgeführt. Auch hier wurden die bereits oben genannten 

prognostischen Parameter mitberücksichtigt. Die Ergebnisse zeigten, dass nach 

Adjustierung mit den Kovariaten ein signifikant höheres Sterberisiko bei erhöhter 

RRM1-Expression vorliegt (HR=1,761; KI [95%]=1,121-2,766; p=0,014) (Abb. Tab 9 

A). Daraus lässt sich schließen, dass RRM1 als ein unabhängiger prognostischer 

Marker für das Gesamtüberleben der Glioblastompatient*innen fungieren kann. 

Bezüglich des rezidivfreien Überlebens konnte eine erhöhte RRM1-Expression keine 

Signifikanz aufweisen (HR=0,980; KI [95%]=0,531-1,809; p=0,949) (Tab. 9 B). 

Demnach ist eine prognostische Aussagekraft von RRM1 bezüglich des rezidivfreien 

Überlebens in Glioblastompatient*innen nicht gegeben.  
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Tabelle 9: Cox-Regressionsanalyse zu RRM1 

RRM1: Multivariate Cox-Regression für das Gesamtüberleben und rezidivfreie Überleben in 
Glioblastompatient*innen  
A. Regressionsanalyse des 24 Monate Überlebens für Patient*innen mit RRM1-Expression adjustiert 
mit Alter, Karnofsky-Index, Resektion und Therapie. B. Regressionsanalyse des 6-monatigen 
rezidivfreien Überlebens wie in A. HR=Hazard Ratio; KI [95%]=95% Konfidenzintervall.  
 
3.14 NEDD8c/RRM1: Assoziation mit Gesamtüberleben und rezidivfreien 
Überleben 
 

In dieser Studie identifizierten wir eine hohe Expression von NEDD8c oder von RRM1 

als ungünstige prognostische Faktoren für Glioblastompatient*innen (WHO-Grad 4). 

Basierend auf diesen Resultaten wird nun die Kombination der beiden Marker in Bezug 

auf das Gesamtüberleben und das rezidivfreie Überleben untersucht. Die Ergebnisse 

zeigen, dass „double-high“ Patient*innen (NEDD8chigh/RRM1high) ein signifikant 

kürzeres Gesamtüberleben (p=0,008; Log-Rank) als „double-low“ Patient*innen 

(NEDD8clow/RRM1low) haben (Abb. 11 A). Beim Vergleich der medianen 

Überlebenszeiten haben „double low“ (Median=21,000) eine mehr als doppelt so lange 

Überlebenszeit wie „double high“ Patient*innen (Median=9,000) (Abb.11 C). Bezüglich 

des rezidivfreien Überlebens waren keine signifikanten Unterschiede zwischen 

„double low“ und „double high“ Patient*innen zu erkennen (p=0,322; Log-Rank) (Abb. 

11 B). Die mittleren und medianen Werte für das rezidivfreie Überleben der 

Glioblastompatient*innen sind der Abb. 11 D zu entnehmen. 
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Abbildung 11: Kombination von NEDD8c und RRM1: univariate Analyse in 
Glioblastompatient*innen 

A. Kaplan-Meier-24-Monate-Überlebenskurve nach hoher beziehungsweise niedriger Expression von 
NEDD8c und RRM1. Der Log-Rank-Test wurde für die statistische Analyse genutzt und die p-Werte 
befinden sich in der linken unteren Ecke. B Kaplan-Meier-6-Monate-Überlebenskurve wie in A. C-D 
Mittel- und Medianwerte für das Gesamtüberleben und rezidivfreie Überleben der Patientengruppen 
NEDD8clow/RRM1low und NEDD8chigh/RRM1high. Std. Fehler = Standardfehler; KI [95%] = 95% 
Konfidenzintervalle. 
 
3.15 NEDD8c/RRM1: Gesamtüberleben und rezidivfreies Überleben – 
Multivariatanalyse 
 

Im Anschluss erfolgten multivariate Cox-Regressions-Analysen der 

Markerkombination NEDD8c/RRM1 in Glioblastompatient*innen (WHO-Grad 4). Diese 

zeigten nach Adjustierung des Alters, des Karnofsky-Index, des Ausmaßes der 
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Resektion und der Therapie, dass eine gleichzeitig erhöhte NEDD8- und RRM1-

Expression (NEDD8high/RRM1high) mit einem signifikant höheren Sterberisiko 

(HR=2,049; KI [95%]=1,195-3,512; p=0,009) einhergeht (Tab. 10 A). Außerdem ist das 

Sterberisiko und die Signifikanz im Vergleich zu den einzelnen Marken erhöht (vgl. 

Tab. 7 A und 9 A). Bezüglich des rezidivfreien Überlebens hatte diese Marker-

Kombination allerdings keine signifikante prognostische Aussagekraft (Tab. 10 B).  

 
 
Tabelle 10: Cox-Regressionsanalysen zu NEED8c/RRM1 

NEDD8c/RRM1- Multivariate Cox-Regression für das Gesamtüberleben und rezidivfreie 
Überleben in Glioblastompatient*innen  
A. Regressionsanalyse des 24-Monate-Überlebens für Patient*innen mit NEDD8c/RRM1-Expression 
adjustiert mit Alter, Karnofsky-Index, Resektion und Therapie. B. Regressionsanalyse des 6-monatigen 
rezidivfreien Überlebens wie in A. HR=Hazard Ratio; KI [95%]=95% Konfidenzintervall.
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4. Diskussion 
 

4.1 Biometrische Daten in Bezug auf Vergleichskollektive 
 

Das hier analysierte Kollektiv umfasst 263 Patient*innen, davon 233 mit einem 

Glioblastom. Trotz der recht hohen Anzahl an Patient*innen stellt sich die Frage, ob 

das Kollektiv repräsentativ ist. Die folgenden Daten berücksichtigen lediglich 

Patient*innen mit Glioblastom.  

 

Das mediane Alter der untersuchten Patient*innen betrug 64 Jahre bei 

Diagnosestellung. Dies liegt demnach zwei Jahr über dem der WHO-Klassifikation von 

2016. Außerdem sind Männer mit einer Quote von 1,2:1 häufiger betroffen als Frauen. 

Dies ähnelt ebenfalls den Daten der WHO-Klassifikation von 2016, die bei 

Zusammennahme beider Glioblastomarten, eine ähnliche Quote zwischen Männern 

und Frauen ausgibt. Demnach kann man das untersuchte Kollektiv bezüglich des 

Alters und der Geschlechterverteilung als repräsentativ werten. Die mediane 

Überlebenszeit unserer Studie lag bei 12 Monaten. Laut der WHO-Klassifikation von 

2016 liegt die mediane Überlebenszeit, abhängig von der erhaltenen Therapie, bei 9,9 

bis 15 Monaten (3). Demnach ist auch hier von repräsentativen Daten auszugehen. 

 

Ein weiterer relevanter Prognosefaktor ist der Methylierungsstatus der MGMT-

Promotorregion. Eine methylierte Promotorregion spricht besser auf das 

Chemotherapeutikum Temozolomid an (66). Aufgrund der Relevanz des MGMT-

Methylierungsstatuses wurde die hier erhobenen Daten ebenfalls auf Repräsentativität 

gegenüber dieses Prognosemarkers überprüft. Das hier analysierte Kollektiv weist 

eine Methylierungsrate von 59% auf und ist so um einiges höher, als ein 

Vergleichskollektiv mit 45% Methylierungsrate, das von Hegi et al. untersucht wurde 

(19). Dieser Unterschied könnte in der Verwendung verschiedener Methylierungskits 

liegen. Nach Holmes et al. ist das EZ-DNA-Methylation-Kit (Zymo Research) mit 99,9% 

Konversionsrate, eines der effektivsten und sensitivsten Kits (67). Der hohe Grad an 

Sensibilität des verwendeten Kits könnte eine mögliche Erklärung unserer 

vergleichsweise hohen Methylierungsrate sein (siehe. Tab. 1). 
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4.2 Diskussion der Methoden 
 

4.2.1 Patientenkollektiv 
 

Zur Untersuchung des Gewebes wurden in Paraffin eingebettete Proben aus der 

Neuropathologie genutzt. Bei diesen Proben zeigten sich die ersten Limitationen der 

Methodik, da manche Gewebeproben sehr große Nekrosezonen, Einblutungen und 

wenig vitales Tumorgewebe enthielten. Proben, bei denen kein Tumorgewebe mehr 

identifiziert werden konnte, wurden von der Studie ausgeschlossen. Außerdem 

ergaben sich Probleme bei der Erhebung der vollständigen klinischen Daten der 

Patient*innen. Durch fehlende Berichte der Hausärzt*innen und Kliniken sowie 

Wohnortwechsel der Patient*innen war eine Erhebung der Follow-Up Daten teilweise 

nicht möglich. In Konsequenz daraus wurden diese Patient*innen in der Studie 

zensiert.  

 

Zur Vervollständigung der Daten wurde bei einigen Patient*innen der MGMT-

Methylierungsstatus nachbestimmt. Bei dieser Nachbestimmung wurden 

Promotorregionen, die schwach methyliert waren, als unmethyliert gewertet, da ein 

genauer Cut-off-Wert vom Hersteller nicht angegeben wurde. Dies zeigt, dass die 

Sensitivität der Materialien, bezogen auf den Methylierungsgrad der Promotorregion, 

eine mögliche Limitation darstellt. Weiterhin ergaben sich Probleme bei der 

Bestimmung des Resektionsstatus. Bei einigen Patient*innen lag postoperativ nur eine 

CT oder MRT-Aufnahme vor, die außerhalb des 72-Stunden-Fensters lag. Dieses 72-

-Stunden-Fenster ist der momentane Standard bei postoperativer Bewertung des 

Resektionsausmaßes bei Gliomen. Es wird genutzt, um Resttumor von 

Granulationsgewebe zu unterscheiden (68). Neuere Studien empfehlen, dass das 

postoperative MRT zeitnah gemacht wird, damit eine möglichst genaue Beurteilung 

des Resektionsstatus gewährleistet werden kann (69). Dementsprechend konnte der 

Resektionsstatus bei Patient*innen außerhalb dieses Fensters nicht genau erhoben 

werden, da Resttumor von Granulationsgewebe nicht zu unterscheiden war.  
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4.2.2 Tissue Microarrays (TMAs) 
 

Die Kohorte in dieser Studie umfasst mehr als 250 Patient*innen-Proben zur 

Untersuchung. Für eine suffiziente und kostengünstige Analyse einer hohen Anzahl 

an Patient*innen eignet sich die Methode der TMAs sehr gut, da hier auf einem 

Objektträger eine große Anzahl an Proben Platz finden (70). Nachdem bei dieser 

Methodik bereits in anderen Studien eine hohe Repräsentativität der einzelnen Spots 

im Vergleich zum Spendergewebe nachgewiesen wurde, eignete sie sich für unsere 

Zwecke optimal (72, 73). Zusätzlich ist diese Methode sehr gut geeignet, um die 

Proben immunhistochemischen Färbemethoden zu unterziehen und die 

Gewebeproben zu anonymisieren (71). Problematisch bei dieser Methode ist das 

Ausstanzen von kleinen Abschnitten aus einem großen Gewebeblock. Dabei kann es 

durch Auswahl eines falschen Abschnitts oder verminderter Verfügbarkeit des 

Tumorgewebes zu einer fehlerhaften Erstellung der genutzten Gewebeproben 

kommen. Um diesem potentiellen Fehler bei der Gewebsauswahl vorzubeugen haben 

wir nach Möglichkeit mehrere Proben des gleichen Tumors verwendet. In einer 

Vielzahl von Studien konnte veranschaulicht werden, dass die Proben der TMAs bei 

soliden Tumoren konkordant gegenüber der traditionellen Methode mit einzelnen 

Objektträgern sind (72,73). Trotz der genannten Limitationen ist diese Methodik ein 

gutes Verfahren um valide Ergebnisse zu erzielen.  

 

4.2.3 Immunhistochemie 
 

Das Verfahren der Immunhistochemie ist eine etablierte Methode zur Analyse von 

Expressionsmustern in Gewebeproben. Grenzen dieser Methode zeigen sich in der 

möglichen unspezifischen Hintergrundfärbung der Proben. Die Färbung des 

Hintergrunds durch hydrophobe Interaktionen von Proteinen, ionischen sowie 

elektrostatischen Interaktionen und vielen weiteren können die Auswertung der 

Proben erschweren (74). Zum Ausschluss eventueller unspezifischer Färbungen 

wurden in dieser Studie ausschließlich Antikörper genutzt, die bereits an in Paraffin 

eingebetteten Geweben getestet und validiert wurden. Zur Auswertung wurden zwei 

unabhängige in der Medizin tätige Personen zurate gezogen um einen hohen Grad an 

Objektivität zu gewährleisten. Bei großen Unterschieden in der Beurteilung wurde eine 

dritte unabhängige Person zur endgültigen Bewertung hinzugezogen. 
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4.3 Der Biomarker NEDD8 
 

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass eine hohe NEDD8-Expression 

im Zytoplasma der Tumorzellen (NEDD8c) signifikant mit einem kürzeren 

Gesamtüberleben und rezidivfreien Intervall bei Patient*innen mit einem primären 

Glioblastom einhergeht (siehe Abb. 3 A und 4 A). Bei der Cox-Regressionsanalyse 

wurde die Unabhängigkeit von NEDD8c als prognostischer Marker gezeigt und eine 

mit ihm einhergehende erhöhte Sterberate identifiziert (siehe Abb. 6 A). Weiterhin 

konnten wir eine Lokalisation von NEDD8 im Zellkern nachweisen. Jedoch konnten 

bei der nukleären Lokalisation keine signifikanten Ergebnisse bezüglich des 

Gesamtüberlebens und des rezidivfreien Überlebens gezeigt werden (siehe Abb. 3 B 

und 4 B). 

 

NEDD8 ist Teil der ubiquitinähnlichen Proteine, welche wie Ubiquitin an diverse 

Substrate konjugiert werden. Diese Substrate sind unter anderem Culline, 

Tumorsupressoren und Onkoproteine (32). Eine Überexpression von NEDD8 wurde 

bereits in Lungenkarzinomen, intrahepatischen Cholangiokarzinomen und 

Kolonkarzinomen nachgewiesen (75–77). Die durch eine erhöhte NEDD8 Expression 

dysregulierten folgenden molekularen Pfade könnten vielfältigen Einfluss auf die 

malignen Eigenschaften des Glioblastoms haben:  

 

Zellwachstum und Proliferation 
 
Die in unserer Studie nachgewiesene erhöhte NEDD8--Expression kann eine erhöhte 

Aktivität der Cul1-basierten CRLs zur Folge haben. Cul1-basierte CRLs bauen 

Zellzyklusinhibitoren wie p130 und CDK-Inhibitoren wie p27, p57 und p21 vermehrt ab 

(33). Alza et al. konnten in einer Studie feststellen, dass eine Inhibition der FAK über 

p27 eine Seneszenz der Tumorzellen herbeiführt (78). Dies deutet daraufhin, dass aus 

einem vermehrten Abbau von p27 eine Tumorprogression resultiert. Zusätzlich zeigten 

Boriello et al., dass p57 in vielen Tumoren vermindert exprimiert wird, was sich 

ebenfalls durch einen Verlust der Zellzyklus-Regulation positiv auf die 

Tumorentstehung auswirken kann (79). Auch Tumorsupressoren wie BRCA1, TOB1, 

FOXO1 und RASSF1a wurden als Substrate der Cul1-basierten CRLs identifiziert (34). 

Sie werden bei einer erhöhten Aktivität der Cul1 vermehrt abgebaut. Zhu et al. konnten 

in ihrer Studie demonstrieren, dass die Micro RNA miR-28-5p durch eine Hemmung 
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von FOXO1 zum Zellwachstum von Glioblastomzellen beiträgt (80). Dem gleichen 

Muster nach könnte NEDD8 durch einen vermehrten Abbau von FOXO1 zur 

Tumorprogression beitragen. Zusätzlich zeigte Zhao et al., dass eine Hemmung des 

tumorprogressionsfördernden NEDD8-Konjugationsenzyms UBE2M die Proliferation 

der Tumorzellen in intrahepatischen Cholangiokarzinomen hemmt (81).  

 

Tian et al. konnten in ihrer Studie bei Blasenkarzinomen ebenfalls zeigen, dass eine 

erhöhte NEDD8-Expression mit einem schlechterem Gesamtüberleben und einer 

erhöhten Tumorprogression assoziiert ist (82). Levav-Cohen et al. demonstrierten, 

dass die Hemmung von pRB oder die Aktivierung von E2F/DP1 bei der Tumorgenese 

eine Rolle spielen können. Diese Hemmung kommt durch Neddylierung von MDM2 

zustande. Der Prozess der Neddylierung trägt zur Stabilisierung und dadurch zur 

Funktion des Proteins bei. pRB ist ein Checkpoint-Inhibitor, der normalerweise 

E2F/DP1 bindet und so das Voranschreiten des Zellzyklus verhindert (83). Uchida et 

al. stellten fest, dass MDM2 pRB abbaut und so eine Fortführung des Zellzyklus fördert 

(84). Außerdem interagiert MDM2 auch direkt mit E2F/DP1, indem es dieses bindet 

und dadurch seine transkriptionelle Aktivität steigert (85). Die Stabilisierung durch 

NEDD8 würde demzufolge diese onkogenen Wege fördern und zur Proliferation des 

Tumors beitragen. Dies deckt sich wiederum mit unseren Ergebnissen und 

demonstriert den Einfluss von NEDD8 auf die Proliferation und die Progression von 

Tumoren. Momand et al. zeigten, dass Gliome zu der Gruppe an Tumoren gehören, in 

der eine vergleichsweise hohe Frequenz an MDM2-Amplifikationen vorherrscht (86). 

 

Außerdem zeigten Xie et al., dass eine Neddylierung von PTEN zu dessen Kernimport 

führt und dort zur Steigerung der Proliferation und des Metabolismus der Zelle beiträgt. 

Diese Wirkung wird einerseits der Dislokation von PTEN in den Zellkern und der 

daraus folgenden verminderten Regulation des protoonkogenen PI3K/Akt-Signalwegs 

zugeschrieben (87). Andererseits fördert PTEN im Nukleus die Dephosphorylierung 

von FASN, was einen Abbau dieses Enzyms durch die TRIM21 assoziierte 

Ubiquitinligase hemmt (87,88). Erhöhte Aktivität von FASN trägt durch vermehrte de-

novo-Synthese von Fettsäuren zur Tumorentstehung bei (89). In Gewbeproben von 

Mammakarzinomen korrelierte neddyliertes PTEN mit Tumorprogression und einer 

schlechten Prognose (87).  
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Neben PTEN hat NEDD8 eine Wirkung auf den PI3K/Akt Signalweg über das Protein 

REDD1. Gu et al. konnten in ihrer Studie feststellen, dass eine Hemmung von NEDD8 

zu einer vermehrten Expression von REDD1 führt und dadurch der protoonkogene 

PI3K/Akt Signalweg gehemmt wird (90). Im Umkehrschluss würde eine erhöhte 

Aktivität von NEDD8 zur verminderten Expression von REDD1 führen und dadurch zur 

Tumorprogression beitragen. 

 

Eine weitere Signalachse, in die NEDD8 involviert ist, ist die MDM2-p53 Achse. 

Xirodimas et al. zeigten, dass MDM2 die Konjugation von NEDD8 an p53 fördert und 

damit die Aktivität von p53 inhibiert (47). Eine Inhibition des Tumorsupressors p53 führt 

zur Einschränkung seiner vielfältigen zytoprotektiven Mechanismen (91). Eine 

verringerte Aktivität von p53 durch Neddylierung führt zu stärkerer Proliferation und 

Langlebigkeit der Tumorzellen. Die Relevanz von p53 in der Tumorsupression in 

Glioblastomen zeigten Forte et al. in einer Studie, in der Glioblastomzellen mit dem 

p53-Reaktivator RITA transfiziert wurden und ein deutlich höherer Anteil an p53 

induzierter Apoptose der Tumorzellen zu erkennen war (92). Abida et al. konnten in 

ihrer Studie einen ähnlichen Mechanismus zeigen, der mit einer Neddylierung einer 

Cul1 assoziierten CRL zusammenhängt, die die Neddylierung von p53 fördert und 

auch hier für eine verringerte Aktivität des Tumorsupressors sorgt (93). Diese 

Erkenntnisse in Bezug auf die anfangs erwähnte Steigerung der Cul1 assoziierten 

CRLs decken sich mit den Ergebnissen unserer Studie und resultieren in einer 

schlechteren Prognose bei hoher NEDD8-Expression. 

 

Migration/Invasion 
 
In Magenkarzinomen konnten Lan et al. feststellen, dass eine Inhibierung der 

Neddylierung der Cul1-basierten CRLs zu einer verminderten Migration der 

Tumorzellen führt (94). Dehan et al. konnten einen erhöhten Abbau von NF-kB 

Inhibitoren durch eine Cul1-basierte CRL zeigen (95). Dies könnte im Umkehrschluss 

eine erhöhte Aktivität von NF-kB durch eine erhöhte Aktivität von NEDD8 zur Folge 

haben. NF-kB wurde bei kolorektalen Karzinomen als essentieller Bestandteil der 

Migration der Tumorzellen beobachtet (96). 

 

Neben NF-kB hat auch p53 einen Einfluss auf die Invasion der Tumorzellen. Kim et al. 

zeigten in ihrer Studie, dass p53 im Zusammenspiel mit p21 die Zellinvasion hemmt. 
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Dieser Mechanismus läuft über die Aktivierung von BAX ab, die zur Unterdrückung der 

Invasion und Induktion der Apoptose führt (97). Ein erhöhter Abbau von p53 und p21 

durch eine gesteigerte NEDD8-Aktivität würde demzufolge zu einer verstärkten 

Invasion und einer verringerten Apoptoserate der Zellen führen. 

 

Angiogenese 
 
Shi et al. konnten neben der migrations- und proliferationsfördernden Wirkung von 

NEDD8 eine proangiogene Funktion in soliden Tumoren nachweisen (98). Yao et al. 

konnten diesen fördernden Effekt bezüglich der Angiogense ebenfalls feststellen. Sie 

zeigten, dass eine Inhibierung von NEDD8 in einer Akkumulation von RhoA resultiert, 

einem Protein, das den Prozess der Angiogense beeinträchtigt (99).  

 

Auch Liu et al. konnten feststellen, dass eine Inhibition von NEDD8 zu einer 

Verringerung der angiogenen Aktivität führt. In der Studie konnten die Autoren zeigen, 

dass in Endothelzellen eine Inhibition von NEDD8 zu einer gesteigerten Aktivität des 

proapoptotischen ATF4/NOXA Signalwegs führt (100). Eine erhöhte NEDD8-Aktivität 

hingegen würde das Gegenteil bewirken und demnach zur Angiogenese beitragen.  

 

Eine weitere proangiogene Wirkung von NEDD8 liegt in der Kompromittierung des p53 

Signalwegs. Chen et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass p53 die Transkription der 

miR-1249 fördert. Diese Micro-RNA hemmt über Interaktion mit VEGF die 

Angiogenese der Tumorzellen (101). Ein vermehrter NEDD8-induzierter Abbau von 

p53 könnte demnach zu einer proangiogenen Wirkung führen. 

 

Chemoresistenz 
 
In einer Studie an Glioblastomzelllinien konnten Xiao et al. feststellen, dass eine durch 

NFIA geförderte erhöhte Aktivität von NF-kB besteht. Diese konnte in Zusammenhang 

mit einer erhöhten Resistenz der Tumorzellen gegenüber dem gängigen 

Chemotherapeutikum Temozolomid gebracht werden (102).  

 

Bei Cul4 führt eine Neddylierung der CRL ebenfalls zu einer gesteigerten Aktivität. 

Diese kann in einem verminderten Ansprechen der Tumorzellen auf das 

Chemotherapeutikum Temozolomid resultieren. Jackson et al. zeigten, dass die Cul4 

basierte CRL-DDB1-Cul4CDT2 für den Abbau des CdK-Inhibitors p21 zuständig ist 
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(103). Dieser CdK-Inhibitor ist ein wichtiger Angriffspunkt von Temozolomid. In 

Glioblastomen induziert Temozolomid durch p21-Aktivierung eine Seneszenz der 

Tumorzellen (104). Eine geringeren p21-Aktivierung durch erhöhte Expression von 

NEDD8 könnte sich vorteilhaft für die Tumorzellen auswirken, da die durch p21 

angeregten Alterungsprozesse ausblieben.  

 

Einen weiterer Einflussfaktor bezüglich der Chemoresistenz bei Glioblastomzellen ist 

in MDM2 zu finden. MDM2 ist als Ringfinger-E3-Ligase direkt am Abbau von p53 durch 

Ubiquitinilierung beteiligt (47). Die Neddylierung von MDM2 trägt zu dessen Stabilität 

bei. Die durch Chemotherapeutika induzierten DNA Schäden führen zur Instabilität von 

MDM2 und dadurch zu einem verringerten Abbau von p53. Dadurch kommt es 

vermehrt zur p53 assoziierten Apoptose der Tumorzellen (48). Daraus könnte man 

schließen, dass bei einer erhöhten NEDD8-Expression, die Sensitivität der 

Tumorzellen bezüglich Chemotherapeutika erniedrigt ist, da MDM2 stabilisiert wird 

und den tumorsupressiven p53-Signalweg blockiert. 

 

Die erhöhte Aktivität von NEDD8 könnte durch die dargestellten Mechanismen zur 

Resistenz gegenüber Temozolomid beitragen und somit zur schlechten Prognose von 

Patient*innen beitragen.  

 

Genetische Instabilität 
 
Die Cul3 abhängigen CRL-Komplexe unterliegen ebenfalls der Modifikation durch 

NEDD8. Ein beschriebenes Substrat der Cul3/KLH9/KLH13 ist Aurora B. Aurora B 

wurde von Sumara et al. als beteiligter Faktor für die korrekte Komplettierung der 

Zytokinese identifiziert und wird durch Cul3/KLH9/KLH13 von den mitotischen 

Chromosomen entfernt (41). Durch die direkte Beteiligung dieses Proteins an der 

Mitose und der darauf fußenden regulatorischen Funktion innerhalb des Zellzyklus 

liegt der Schluss nahe, dass bei Fehlregulation dieses Signalweges eine korrekte 

Zellteilung nicht gewährleistet werden kann. Eine dysregulierte Mitose kann zu 

chromosomaler Instabilität führen, die sich vorteilhaft auf die Tumorentstehung 

auswirken kann (105). Eine mögliche Dysregulation der Mitose durch die 

Überexpression von NEDD8 könnte demnach mutagen und tumorfördernd wirken.  
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Cul3 ist auch an der Regulierung von oxidativem Stress beteiligt. Cul3 bindet KEAP1 

und führt so im Folgenden zur Deaktivierung von ARE. ARE leitet Prozesse in die 

Wege, die vor oxidativem Stress schützen (32). Oxidativer Stress kann Mutationen 

innerhalb der DNA auslösen, die zur Entstehung von Karzinomen beitragen (106). 

 

 

Die Fülle an Prozessen, die NEDD8 beeinflusst, zeugt von der Wichtigkeit dieses 

Proteins für die Funktion der Zelle. Auch Hua et al. konnten in einer Studie eine 

Überexpression von NEDD8 in Glioblastomzellen feststellen und beschreiben das 

Protein als möglichen Ansatzpunkt für die Therapie (107). Zusätzlich wird diese These 

durch eine Arbeit von Zhou et al. gestützt. Die Autoren zeigten, dass eine Hemmung 

von NEDD8 mittels MLN4924 eine Hochregulierung des Immunocheckpoint-Inhibitors 

PD-L1 in Glioblastomzellen zur Folge hat und dadurch ein verbessertes Ansprechen 

auf PD-L1 Inhibitoren zu erkennen ist (108). Dies sind hoffnungsvolle Ansätze für eine 

Entwicklung individualisierter Therapieansätze. Zweifelsohne werden weitere 

Forschungsanstrengungen das Gesamtbild und die molekularen Feinheiten von 

NEDD8 weiter untersuchen und dadurch ein genaueres Verständnis der 

Tumorbiologie ermöglichen sowie neue Therapieansätze offenbaren. Eine Etablierung 

von NEDD8 als prognostischen Marker bei Glioblastompatient*innen sollte im 

klinischen Alltag in Betracht gezogen werden.  

 

NEDD8-Inhibitor MLN4924 
 
MLN4924 ist ein selektiver Inhibitor der generellen NEDD8-Konjugation durch die 

Hemmung des NAE. NEDD8 und MLN4924 binden jeweils an ihren Teil des Enzyms 

und bilden nach der Reaktion ein stabiles Produkt. Dieses Produkt verbleibt im Enzym 

und verhindert weitere katalytische Funktionen von NAE (109). Die Hemmung führte 

in Zellreihen von kolorektalen Karzinomzellen zu Defekten in der S-Phase, DNA-

Schäden und Apoptose (110). Swords et al. testeten MLN4924 auch an Zellen der 

akuten myeloischen Leukämie (AML). Es zeigte sich eine Hemmung der 

tumorfördernden Eigenschaften der AML-Zellen (111). 

 

NEDD8 hat viele Substrate wie Tumorsupressoren und Onkoproteine, die in bei 

malignen Prozessen eine Rolle spiele können. In Anbetracht dessen hat MLN4924 

vielversprechende Aussichten als potentieller Ausgangspunkt für Therapeutika von 
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Tumorpatient*innen. Andererseits sollte ein Einsatz eines generellen NEDD8-

Inhibitors sorgfältig erwogen werden, da die Wirkung von NEDD8 sehr vielfältig ist und 

auch diverse physiologische Mechanismen beeinflusst. 

 

 

Eine Zusammenfassung der wichtigsten Signalwege von NEDD8 ist in Abb. 12 

dargestellt. 

 
 
Abbildung 12: NEDD8: Zusammenfassung der wichtigsten Signalwege. 
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4.4 Der Biomarker RRM1 
 

Die große Untereinheit der RNR, RRM1 hat sowohl tumorsuppressive, als auch 

onkogene Eigenschaften. In unserer Analyse zeigten wir ein signifikant kürzeres 

Gesamtüberleben von Glioblastompatient*innen bei hoher Expression von RRM1 

(siehe Abb. 11 A). Mittels der Cox-Regressions Analyse wurde ein erhöhtes 

Sterberisiko ermittelt und RRM1 als möglicher unabhängiger prognostischer Marker 

bei Glioblastompatient*innen identifiziert (siehe Abb. 14 A). Außerdem zeigen unsere 

Ergebnisse, dass die RRM1-Expression in Tumorgewebe signifikant höher ist, als in 

gesundem Gewebe (siehe Abb. 10 B). Dies deutet auf eine tumorfördernde Funktion 

von RRM1 in Glioblastomzellen hin.  

 

RRM1 wird eine maßgebliche Rolle in der Regulierung der dNTPs zuteil (50,112). Ein 

Verlust der richtigen Balance der dNTPs kann zu Beeinträchtigung der DNA-

Reparaturmechanismen und zu Mutationen führen (60). Aye et al. stellten in einer 

Metanalyse fest, dass RRM1 in Sarkomen, Tumoren des zentralen Nervensystems 

und Lungenkrebs zu den am meisten exprimierten Genen gehört (60). Nachfolgend 

werden die Mechanismen, in die RRM1 eingebunden ist, diskutiert und mit unseren 

Ergebnissen verglichen.  

 

Jiang et al. konnte in einer Studie an Glioblastomzellen zeigen, dass eine Inhibition 

von RRM1 durch die MicroRNA-1468-5p zu einem vermindertem Zellwachstum und 

verminderter Proliferation führt (113). Dies zeigt im Umkehrschluss, dass RRM1 eine 

wichtige Funktion im Fortschreiten des Zellzyklus bei Tumorzellen hat. Auch Fang et 

al. konnten bei RRM1 eine proliferative Wirkung in Schilddrüsenkarzinomen 

nachweisen (114). In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass RRM1 über 

eine Aktivierung des onkogenen RAS/RAF/MAPK Signalweges zur Zellproliferation 

und Invasion der malignen Zellen bei Magenkarzinomen beiträgt. Weiterhin wurde eine 

Assoziation von RRM1 mit einem schlechteren Gesamtüberleben, einer erhöhten 

Sterberate und eine positive Korrelation von RRM1 mit dem Proliferationsmarker, Ki67, 

beschrieben (115). Diese Assoziation und Korrelation konnten wir in unserer Studie 

ebenfalls feststellen (siehe Abb. 11 A und 14 A). Der in unserer Arbeit demonstrierte 

erhebliche Unterschied der Expression von RRM1 in gesundem und krankem Gewebe 
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(siehe Abb.10 B) gepaart mit der erhöhten Ki67-Positivität deutet auf die Funktion von 

RRM1 als Tumorpromotor in Glioblastomen hin.  

 

Ein weiterer Mechanismus, der die Expression und Aktivität der RNR steigern kann 

hängt mit dem mTOR-Kinase-Komplex zusammen. He et al. zeigten in ihren Analysen, 

dass mTOR sowohl die Transkription, als auch die Translation der beiden 

Untereinheiten RRM1 und RRM2 positiv reguliert (116). mTOR ist Bestandteil des 

PI3K/Akt/mTOR Signalwegs, welcher bereits im Glioblastom beschrieben ist und an 

diversen malignen Prozessen, wie Proliferation, Tumorzellwachstum und Infiltration 

beteiligt ist (117–119). Chakravarti et al. zeigten in ihrer Studie, dass im Glioblastom 

dieser Signalweg in erhöhtem Ausmaß aktiv ist (120). Durch eine vermehrte 

Aktivierung des geschilderten Signalwegs und der damit verbundenen erhöhten 

RRM1-Expression kann von einer in der Tumorgenese beteiligten Funktion dieses 

Proteins auszugehen sein. 

Des Weiteren konnten Yuan et al. in ihrer Studie feststellen, dass RRM1 eine Rolle in 

der Ausbildung von Resistenzen gegenüber Temozolomid zuteilwird. Sie beschrieben, 

dass lncRNA-HOTAIR in temozolomidresistenten Glioblastomzellen signifikant erhöht 

war. Diese Resistenz wird von lncRNA-HOTAIR durch die miR-519a-3p/RRM1-Achse 

induziert und reguliert. Bei Reduktion der lncRNA konnte eine verminderte 

Chemoresistenz der Glioblastomzellen in-vivo nachgewiesen werden (121). Die 

verminderte Antwort auf Temozolomid unterstreicht unsere Ergebnisse bezüglich des 

verminderten Gesamtüberlebens bei erhöhter RRM1-Expression (siehe Abb. 11 A), da 

ein Großteil der Glioblastompatient*innen mit Temozolomid behandelt werden. Ein 

vermindertes Ansprechen auf Temozolomid würde zu einer vermehrten 

Tumorprogression und einem geringeren Überleben führen.  

 

Außerdem ist die RNR und dadurch auch die Untereinheit RRM1 in Tumorzellen 

essentiell, da sie für den Nachschub von dNTPs sorgen. Shao et al. beschreiben eine 

erhöhte RNR-Aktivität in diversen Krebsarten (122). Eine mögliche Erklärung für eine 

gesteigerte RNR-Aktivität liefern Jørgensen et al., die in Brustkrebszellen genetische 

Aberrationen innerhalb der Untereinheiten von der RNR festgestellt haben. Die 

genetischen Veränderungen im RRM1-Gen waren mit einem schlechteren 

Gesamtüberleben assoziiert (123).  
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RRM1-Inhibitoren 
 
Gemcitabin ist ein spezifischer Inhibitor von RRM1 und wird bereits bei Pankreas-, 

Ovarial-, Brust- , Blasen- und Lungenkarzinomen eingesetzt (60). Gemcitabin wirkt 

nach Umwandlung in seine aktive Form als Suizid-Inhibitor von RRM1 und wird bereits 

in der Therapie von Pankreaskarzinomen und kleinzelligen Lungenkarzinomen 

eingesetzt (124). Ein weiterer Inhibitor von RRM1 ist Clofarabine, dass durch 

reversible Bindung die Funktion der RNR beeinträchtigt. Clorfabine findet bereits 

Verwendung in der Behandlung von kindlicher akuter Leukämie (125). Ariey-Bonnet 

konnten in ihrer Studie, einen Zusammenhang zwischen einer erhöhten RRM1-

Expression und ungünstigem Outcome bei Patienten mit Glioblastom multiforme 

zeigen und betonen damit die mögliche Bedeutung von RRM1 als Ziel für die 

Kombinationstherapie bei dieser spezifischen Krebsart. Dies legt nahe, dass die 

gezielte Hemmung von RRM1 in Verbindung mit anderen Medikamenten eine 

vielversprechende Strategie zur Verbesserung der Behandlungsergebnisse bei GBM-

Patienten darstellen könnte. (126).  

 

Unsere Ergebnisse und die hier im Vorhinein angeführten Erkenntnisse lassen Raum 

für neue Ansätze in der Diagnostik und Therapie des Glioblastoms. Es wurde 

beispielsweise gezeigt, dass Gemcitabine, ein spezifischer RRM1-Inhibitor, 

gegenüber Gliomzellen pro-apoptotisch wirken und potenziell zu einer Sensibilisierung 

gegenüber der Radiotherapie beitragen könnte (127, 128).  

Durch weitere molekulare Untersuchungen und einem besseren Verständnis der Rolle 

von RRM1 in Glioblastomzellen bietet sich somit ein mögliches Ziel für eine 

individualisierte expressionsabhängige Therapie dieser Tumorentität. Zusätzlich sollte 

in Betracht gezogen werden, RRM1 als prognostischen Marker für Glioblastome im 

klinischen Alltag zu etablieren.  

 

Eine Zusammenfassung der wichtigsten Signalwege von RRM1 ist in Abb. 13 

dargestellt. 
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Abbildung 13: RRM1: Zusammenfassung der wichtigsten Signalwege. 
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4.5 Die Kombination der Biomarker NEDD8/RRM1 
 

Durch die erfolgsversprechenden Einzelanalysen von NEDD8c und RRM1 erfolgte 

zum Ende noch die Untersuchung der beiden Marker zusammen. Die Kombination der 

beiden untersuchten Marker NEDD8c und RRM1 zeigte in der vorliegenden Studie bei 

hoher Expression eine Assoziation mit einem niedrigeren Gesamtüberleben (siehe 

Abb.15 A). Mit dem rezidivfreien Überleben konnte keine signifikanten Assoziationen 

nachgewiesen werden (siehe Abb. 15 B). In der multivariaten Cox-

Regressionsanalyse wurde bei der Kombination von „double high“ Patient*innen ein 

höheres Sterberisiko, als bei NEDD8 und RRM1 singulär ermittelt und RRM1/NEDD8 

konnte als potentielle unabhängige prognostische Markerkombination ausgemacht 

werden (siehe Abb. 16 A). Diese Ergebnisse deuten auf einen synergistischen Effekt 

beider Marker hin. 

 

Die jeweilige Beteiligung der beiden Proteine an malignen Prozessen bei 

Glioblastompatient*innen wurden bereits in den vorherigen Abschnitten diskutiert. Im 

Folgenden wird auf mögliche Signalwege eingegangen, in denen beide Marker durch 

erhöhte Expression dazu beitragen könnten, eine gesteigerte Malignität und so unsere 

Ergebnisse untermauern.  

 

Ein möglicher Effekt der beiden Marker spiegelt sich im PTEN-Signalweg wider. Wie 

bereits oben beschrieben, führt eine Neddylierung von PTEN zu dessen Kernimport 

und einer onkogenen Wirkung über Stabilisierung von Akt sowie die fehlende 

Regulation des PI3K/Akt Signalweges und der Aktivierung des FASN 

(88, 89, 91, 129). Dieser Mechanismus könnte demnach in Verbindung mit der von 

Gautam et al. beschrieben Überexpression von PTEN, induziert durch RRM1, zu einer 

verstärkten onkogenen Wirkung führen, da sowohl die tumorsupressiven 

Eigenschaften von PTEN nicht zur Geltung kämen, als auch eine zusätzliche 

tumorfördernde Wirkung durch FASN eine potentielle Folge wäre (130).  

 

Ein weiterer Signalweg in dem beide Marker interagieren, ist der p53-Signalweg. 

NEDD8 hemmt p53 direkt über Neddylierung, wie auch über Stabilisierung der MDM2-

Ringfinger-E3-Ligase, die einen Abbau von p53 durch Ubiquitinylierung fördert (47). 

Der Tumorsupressor p53 reguliert negativ den IGF1/AKT/mTOR-Signalweg und somit 

auch das Proliferationsverhalten der Zelle (131). Teil des mTOR-Signalweges ist auch 
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die Transkription und Translation von RRM1 (116). Bei einer vermehrten Expression 

von NEDD8 folgt dementsprechend ein vermehrter Abbau von p53. Dieser vermehrte 

Abbau ist aufgrund der tumorsupressiven Wirkung von p53 schon tumorfördernd, doch 

in Kombination mit der daraus folgenden Überexpression von RRM1 und der damit 

verbundenen Chemoresistenz und vermehrten Proliferation könnte sich das maligne 

Potential noch verstärken.  

 

Zudem haben beide Marker voneinander unabhängige und vielfältige Funktionen, die 

sowohl zur Tumorgenese, als auch zur Tumorprogression beitragen können. Eine 

gleichzeitige Aktivierung dieser Funktionen könnten ebenfalls zu einer schlechteren 

Prognose und einem höheren Sterberisiko führen.  

 

4.6 Ausblick 
 

In dieser Studie wurde die Relevanz der Marker NEDD8 und RRM1 bezüglich ihrer 

prognostischen Aussagekraft untersucht. Nach ausführlicher Diskussion der Funktion 

dieser Marker zeigte sich, dass sie vielfältige Einflüsse auf die Entstehung und 

Progression des Glioblastoms haben können. Durch fortführende Forschungsarbeiten 

hinsichtlich der Signalkaskaden innerhalb des Glioblastoms könnten sich so Ansätze 

zur Therapie ergeben. Des weiteren sollten weitere Studien angestrebt werden, die 

diese Ergebnisse validieren, um diese beiden Marker als feste Bestandteile im 

klinischen Alltag bei Glioblastompatient*innen zu integrieren. Durch die Nutzung dieser 

Marker könnten genauere Prognosen getroffen und spezifische individuelle Therapien 

eingeleitet werden.  
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5. Zusammenfassung 
 

Gliome sind die häufigsten maligne hirneigene Tumoren des erwachsenen Menschen. 

Trotz intensiver Therapie und Forschung ist die Prognose schlecht.  

 

In dieser Studie wurden die Biomarker NEDD8 und RRM1 in Gliomgewebe untersucht. 

Dafür genutzt wurden Gewebeproben von 263 Gliompatient*innen, die im Zeitraum 

von 2005 bis 2018 im Universitätsklinikum Magdeburg behandelt wurden. Die Proben 

wurden in Form von TMAs aufbereitet. Diese TMAs wurden daraufhin mit Antikörpern 

gegen NEDD8 und RRM1 immunhistochemisch gefärbt und von zwei unabhängigen 

Gutachter*innen beurteilt. NEDD8 hatte zwei subzelluläre Lokalisationen, nukleär 

(NEDD8n) und zytoplasmatisch (NEDD8c), und wurde demnach unterschiedlich 

gescort. Die Ergebnisse wurden mithilfe des Statistik-Programms SPSS ausgewertet.  

 

Die Auswertung ergab eine signifikante Assoziation einer erhöhten Expression von 

NEDD8c mit dem Gesamtüberleben (p=0,019), und dem rezidivfreien Überleben 

(p=0,028) bei Glioblastompatient*innen. In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse 

des Gesamtüberlebens zeigte sich bei NEDD8chigh-Patient*innen ein 1,42-fach 

erhöhtes Sterberisiko und eine signifikante unabhängiger von den Prognosefaktor 

(p=0,040). NEDD8n konnte weder mit dem Gesamtüberleben, noch mit dem 

rezidivfreien Überleben assoziiert werden.  

 

Die Analyse des Markers RRM1 zeigte bei hoher Expression primär keine Assoziation 

mit Gesamt- und rezidivfreien Überleben. Aufgrund eines ausgeprägten Unterschieds 

der RRM1-Expression in gesundem Gewebe und in Turmorgewebe wurde ein neuer 

Cut-Off-Wert festgelegt. Die erneute Analyse von RRM1 mit angepasstem Cut-Off 

Wert zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen erhöhter RRM1-Expression 

und verringertem Gesamtüberleben (p=0,031). Bei der Korrelationsanalyse zeigte sich 

ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer erhöhten RRM1-Expression und der 

Ki67-Positivität in Glioblastompatient*innen (p<0,001). In der multivariaten 

Regressionsanalyse zeigte RRM1 ein 1,76-fach erhöhtes Sterberisiko bezüglich des 

Gesamtüberlebens und eine signifikante Unabhängigkeit als Prognosefaktoren 

(p=0,014).  
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Die Kombination beider Marker zeigte für „double high“ Patient*innen eine signifikante 

Assoziation mit einem verringertem Gesamtüberleben (p=0,008). Die multivariate Cox-

Regressionsanalyse zeigte ein 2,05-fach erhöhtes Sterberisiko für „double high“ 

Patient*innen und konnte auch als unabhängiger Prognosemarker identifiziert werden 

(p=0,009).  

 

In dieser Studie konnten NEDD8, RRM1 sowie deren Kombination als unabhängige 

prognostische Marker identifiziert werden. Diese Ergebnisse können als Grundlage 

weiterer Forschung der molekularen Mechanismen bei Gliompatient*innen dienen.  
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