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Kurzreferat:
Glioblastome stellen eine der haufigsten primaren intrakraniellen Neoplasien dar und

gehen trotz maximaler Therapie mit einer ausgepragt hohen 5-Jahres-Mortalitét
einher. Aus diesem Grund werden neue Biomarker und Therapieansatze benotigt,
um das Gesamtuberleben von Patienten mit Glioblastomen zu verbessern.

In dieser Arbeit wurden vier Biomarker (p120-Catenin, CD99, COL4A2 und SOX10)
und deren Expression in Glioblastomen durch die Tissue-Microarray-Methode
untersucht. Das Gewebe stammt von Patienten aus den Patientenkohorten
Hannover Kohorte 1 und Hannover Kohorte 2, die zwischen 1999 und 2014 in der
Klinik fur Neurochirurgie im Nordstadt Krankenhaus Hannover operativ behandelt

worden sind.

high Iow)

Die Patientenproben wurden dichotomisiert (Biomarker ™", Biomarker und das
Gesamtuberleben nach 60 Monaten (Hannover Kohorte 1) bzw. nach 24 Monaten
(Hannover Kohorte 2) mit Hilfe der Kaplan-Meyer-Methode in den Patientengruppen
analysiert. Zusammenfassend zeigte sich ein signifikanter Uberlebensnachteil bei
hoher Expression von pl120-Catenin (Hannover Kohorte 1: p=0,002; Hannover
Kohorte 2: p=0,023) und bei hoher Expression von CD99 (Hannover Kohorte 1:
p=0,008; Hannover Kohorte 2: p=0,001). Dieser Effekt war unabhangig von den
Confoundern Therapie, Karnofsky-Index, Alter und Resektionsumfang. Die
Biomarker-Kandidaten SOX10 und COL4A2 zeigten keine Assoziation mit dem

Gesamtuberleben der Glioblastompatienten.

Schlusselworter:
Glioblastome (GBM) — Biomarker - p120-Catenin - CD99 - COL4A2 - SOX10
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1. Einleitung

1.1. Definition

Glioblastome (GBM) zahlen zu den hirneigenen Tumoren und werden nach der
WHO-Klassifikation von 2021 zu den astrozytar oder oligodendroglial differenzierten
diffusen Gliomen des Erwachsenenalters gezahlt (1). Gliome zéhlen mit einem Anteil
von etwa 80% zu den haufigsten malignen hirneigenen intrazerebralen Neoplasien
(2). Es handelt sich vorwiegend um infiltrativ wachsende Zellen, die vom
Stutzgewebe des Gehirns, den Gliazellen, ausgehen. Vor Publikation der aktuellen
WHO-KIlassifikation von 2021 wurden sogenannte sekundéare GBM unterschieden,
welche in der uberwiegenden Mehrzahl der Falle durch ihre IDH-Mutation
gekennzeichnet sind und im Laufe der Jahre sekundar aus einem niedriggradigen
Gliom entstehen, wahrend sich das GBM vom IDH-Wildtyp in der Uberwiegenden
Zahl der Falle ,de-novo“, ohne bisher bekannte Vorlauferlasion in der
Krankengeschichte entwickelte (3). Nach der aktuellen WHO-Klassifikation von 2021
werden IDH-mutierte, ehemals als sekundare Glioblastome bezeichnete hirneigene
Tumoren als Astrozytom, IDH-mutiert, ZNS-WHO-Grad 4 bezeichnet, wahrend
Glioblastome vom IDH-Wildtyp als Glioblastom, IDH-Wildtyp, ZNS-WHO-Grad 4,
bezeichnet werden (4).

Da die Arbeit zum Grof3teil vor der WHO-Klassifikation von 2021 durchgefthrt wurde,
werden die WHO-Grade nachfolgend mit den romischen Ziffern (I-1V) bezeichnet.
AuRerdem wurden auch IDH-mutierte Tumoren in die Uberlebensanalysen

miteinbezogen.

1.2. Atiologie

Die Ursachen fir die Entstehung von GBM sind bis heute noch nicht vollstandig
geklart. Zwar bestehen seltene genetische Formen, die zu familidren Haufungen
fuhren konnen, jedoch stellen diese in Bezug auf alle Falle eine deutliche Minderheit
dar (2). Zudem unterscheiden sich die familidren Glioblastome gegentber den
Glioblastomen, IDH-Wildtyp, ZNS-WHO-Grad 4 in ihrer genetischen Signatur. Auch
in Rahmen der sogenannten ,Neurokutanen Syndrome*“ (z.B.: Neurofibromatose 1
und 2, Tubertse Sklerose oder das Li-Fraumeni-Syndrom) kann es zur Entwicklung



genetisch atypischer GBM kommen (5). Als Umweltfaktor, der zur Entwicklung von
Glioblastomen beitragen konnte, wird unter anderem die ionisierende Strahlung
diskutiert (6).

1.3. Epidemiologie

Glioblastome, IDH-Wildtyp, ZNS-WHO-Grad 4 stellen die haufigste maligne
intrakranielle Neoplasie im Erwachsenenalter dar. In Europa und Nordamerika liegt
die Inzidenz bei etwa 3-4 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern, wahrend sie im
asiatischen Raum, basierend auf koreanischen Daten, mit nur etwa 0,59 Féllen pro
100.000 Einwohnern deutlich geringer ausféllt (1). Glioblastome vom IDH-Wildtyp,
ZNS-WHO-Grad 4 treten vor allem im hoheren Lebensalter auf, mit einem
Durchschnittsalter von etwa 64 Jahren bei Diagnosestellung (7). Des Weiteren zeigt
sich ein erhdhtes Auftreten bei Mannern im Vergleich zu pramenopausalen Frauen,
mit einer Ratio von 1,5:1 — 2:1, wobei dieses Verhdaltnis im hoheren Alter bei
postmenopausalen Frauen wieder leicht abnimmt (8).

Aufgrund der beschrankten Therapiemdglichkeiten besteht bei Glioblastomen, IDH-
Wildtyp, ZNS-WHO-Grad 4 eine hohe Mortalitat. Laut aktuellen Studien liegt die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei Maximaltherapie bei etwa 5,6% - 9,8% (9,10), wahrend
das durchschnittliche Uberleben etwa 12,4 - 17,1 Monate nach Diagnosestellung
betragt (11). Als prognostisch unabhangige Faktoren fiir ein verlangertes Uberleben
gelten: Alter < 61 Jahren, kein multifokales Auftreten, praoperativer Karnofsky Index
>= 70, totale Tumorresektion, Radiotherapie, Chemotherapie oder kombinierte
Radio-/Chemotherapie (12).

1.4. Symptome und klinische Befunde des Glioblastoms

Die Symptome mit denen sich Glioblastome im klinischen Kontext prasentieren,
variieren von Patient zu Patient und je nach Lage und GroRRe des Tumors. Als
typische Symptome, die bei vielen Patienten im Laufe ihrer Krankheitsgeschichte
auftreten, gelten: Kopfschmerzen, Ubelkeit und (fruihmorgendliches)
Nuchternerbrechen, epileptische Anfélle, Personlichkeitsveranderungen,

Veranderungen der kognitiven Fahigkeiten, Gleichgewichtsprobleme sowie Sprach-



oder Sehstérungen (13). Viele der Symptome, wie beispielsweise das
Nuchternerbrechen oder fokal-neurologische Defizite sind auf den durch die
Tumormasse erhohten intrakraniellen Druck zurickzufihren (14). Im Laufe der
Erkrankung entwickeln etwa 30-50% der Patienten epileptische Symptome, die mit

antikonvulsiver Medikation therapiert werden sollten (15).

1.5. Einteilung der Glioblastome

Auch nach der neuesten WHO-Klassifikation (2021), erfolgt die Einteilung der
Hirntumore in die WHO-Grade | bis IV. Die Einteilung in den WHO-Grad erfolgt
anhand der durchschnittlichen Uberlebenszeit, die Patienten mit der entsprechenden
Tumorentitéat nach Diagnosestellung erreichen, wobei die Prognose und damit das
Uberleben besser ist, je niedriger der WHO-Grad des Hirntumors ausfallt. Dem
Glioblastom wird der WHO-Grad IV zugeordnet, womit es zu den aggressivsten
Hirntumoren gehért und mit einer schlechten Prognose einhergeht. Das
durchschnittlichen Uberleben betragt bei maximaler Therapie etwa 12,4 -17,1
Monate (11).

Um die Diagnose eines Glioblastoms, IDH-Wildtyp, ZNS-WHO-Grad 4 zu stellen,
sind im Rahmen der aktuellen WHO-Klassifikation von 2021 vor allem genetische
Analysen durchzufuhren. Hierfur erfolgt bei klinischem und/oder histologischem
Verdacht auf ein Glioblastom zunédchst die Bestimmung von IDH1 R132H (16).
Dieser genetische Abschnitt von IDH1, welcher fir das Enzym Isocitrat-
Dehydrogenase codiert, ist in mehr als 95% aller IDH-mutierten diffus infiltrierenden
Astrozytome betroffen und dient daher der Abgrenzung von IDH-Wildtyp-GBM
gegenuber Gliomen vom Grad Il und Ill sowie gegeniber Astrozytomen, IDH-mutiert,
ZNS-WHO-Grad 1V, die in 70% aller Falle eine IDH-Mutation aufweisen (17). Dem
gegenuber sind nur etwa 7% aller ,de-novo® entstandenen Glioblastome von einer
IDH-Mutation betroffen (18). Bei fehlender IDH1-Mutation erfolgt nachfolgend eine
Sequenzierung von IDH2.

Zur Diagnose eines IDH-Wildtyp Glioblastoms sind nach der neuesten WHO-
Klassifikation weitere genetische Analysen notwendig (z.B.: ATRX, TERTp, +7/-10
und EGRF). Sollte zusatzlich zum IDH-Wildtyp eine TERTp-Mutation vorliegen, eine
Amplifikation von EGRF und/oder eine +7/-10-Kopienanzahl-Verdnderung bestehen,



so kénnen die Tumorproben als IDH-Wildtyp Glioblastom klassifiziert werden, auch
wenn keine typischen histologischen Merkmale (Nekrosen, Gefal3proliferate)
vorliegen (4). In Abbildung 1 ist die diagnostische Einteilung anhand der aktuellen
WHO-Klassifikation dargestellt.

Eine weitere Einteilung der Glioblastome erfolgte im Jahr 2010 von Roel G.W.
Verhaak. Verhaak und sein Team differenzierten mithilfe von genetischen
Sequenzierungen vier verschiedene Subtypen des Glioblastoms (Proneural, Neural,
Klassisch und Mesenchymal), die sich alle in ihrer genetischen Expression
unterscheiden und unterschiedlich sensibel auf die aktuellen Therapieregimen
reagieren (19). Diese Einteilung hat bislang jedoch noch keinen Eingang in die WHO-
Klassifikation gefunden.

IDH-Wildtyp

{

Nukledres
ATRX erhalten

\

Nekrosen
und/oder
Gefalproliferate

! !

H.3-G34- H.3-G34-
Wildtyp Wildtyp

., I

Astrozytom, IDH-mutiert  Astrozytom, IDH-mutiert Glioblastom, IDH-Wildtyp
ZNS-WHO-Grad 2 oder 3 ZNS-WHO-Grad 4 ZNS-WHO-Grad 4

CDKN2AVB
nicht homozygot
deletiert

Nekrosen
und/oder
GefaRproliferate

v

Abbildung 1: Genetische Einteilung der Gliome, modifiziert nach: Die WHO-Klassifikation
der Tumoren des zentralen Nervensystems 2021- The WHO classification of tumors of the

central nervous system 2021 (4).
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1.6. Therapie des Glioblastoms

Aufgrund seines rasch infiltrativ-destruierenden Wachstums gilt in der Behandlung
des Glioblastoms die Kombinationstherapie aus maximal funktionserhaltener
operativer Resektion, sowie die kombinierte Radio-Chemotherapie nach dem Stupp-
Schema als Goldstandard (20).

Der Umfang der operativen Resektion gilt als unabhangiger Prognosemarker fur das
Gesamtluberleben bei Glioblastomen (12). Es konnte gezeigt werden, dass die
Entfernung von mindestens 98% des Tumorvolumens gegeniber der Kontrollgruppe,
bei der dieses Ausmald der Resektion nicht mdéglich war, zu einer Verlangerung des
Gesamtluberlebens fiuhrte (21). Eine Arbeitsgruppe um Timothy J. Brown hat im
Rahmen einer Meta-Analyse 37 Studien analysiert, die den Einfluss des
Resektionsumfangs auf das Gesamttberleben nach einem bzw. nach zwei Jahren
ausgewertet haben. Hier zeigte sich, beim Vergleich von totaler gegeniber der
subtotalen Resektion, ein deutlicher Uberlebensvorteil sowohl nach einem als auch
nach zwei Jahren (22).

Als weitere Ergdnzung des chirurgischen Repertoires dient die fluoreszenzgestutzte
Resektion, fur die unter anderem 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) genutzt wird. Diese
Technik erhéht das durchschnittliche Ausmald der Resektion und verlangert das
progressionsfreie Uberleben (PFS) (23).

Auch im Rahmen eines Rezidivs scheint die wiederholte Resektion des Tumors das
Uberleben des Patienten signifikant zu verlangern, weshalb eine erneute Resektion
bei gegebener operabler Konstellation empfohlen wird (24).

Die Radiotherapie erfolgt nach der operativen Resektion im Rahmen einer
fraktionierten fokalen Bestrahlung mit 2Gy, finf Tage die Woche, lber einen
Zeitraum von 6 Wochen, so dass die applizierte Strahlendosis insgesamt 60Gy
betrdgt (20). Bei alteren Patienten (Alter >65 Jahre), die aufgrund von
Vorerkrankungen oder wegen ihres allgemeinen Gesundheitszustands keine
kombinierte Radio-Chemotherapie tolerieren, besteht die Moéglichkeit entweder eine
hypofraktionierte  Strahlentherapie oder eine alleinige Chemotherapie mit
Temozolomid durchzuftihren (25). Die Entscheidung, ob ein Patient eher mit einer
alleinigen Strahlentherapie oder einer Chemotherapie behandelt werden sollte, hangt
in erster Linie vom erhobenen MGMT-Status (MGMT = 0O6-Methylguanin-DNS-
Methyltransferase) ab (25). Bei positivem MGMT-Status spricht der Patient besser
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auf die Chemotherapie mit Temozolomid an. Bei negativem MGMT-Status sollte eine
hypofraktionierte Strahlentherapie vorgezogen werden. Im Falle eines Rezidivs ist
keine Standardtherapie definiert. Auf individueller Basis sollte die Indikation zur
erneuten Strahlentherapie nach Re-Operation Uberprift werden (26).

Als Chemotherapeutikum der Wahl zur Behandlung von Glioblastomen werden in
erster Linie alkylierende Substanzen verwendet, allen voran Temozolomid. Diese
Substanz zeigt eine sehr gute ZNS-Gangigkeit und interagiert mit der DNA der
Tumorzellen, indem sie sich an die O6-Position der Base Guanin bindet und so bei
mangelnder Reparaturfahigkeit der Zelle zum programmierten Zelltod beitragt.
Ersteller et. al beschrieben im Jahr 2000 zum ersten Mal, dass die Wirksamkeit der
alkylierenden Chemotherapeutika wesentlich von der Aktivitat der O6-Methylguanin-
DNS-Methyltransferasen abhéngt (27). Die Aktivitat dieser Enzyme héangt wiederum
stark von der Promotor-Methylierung des MGMT-Gens ab. Durch eine starke
Methylierung der Promotor-Region kommt es zu einer sehr geringen kdrpereigenen
Produktion von O6-Methylguanin-DNS-Methyltransferasen. Patienten deren MGMT-
Promotor stark methyliert ist, profitieren daher deutlich starker von einer
alkylierenden Chemotherapie, als solche mit gering oder gar nicht methyliertem
MGMT-Promotor (27).

Nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft flir Neurologie erfolgt nach erfolgter
Operation zunéchst eine sechswochige kombinierte Radiochemotherapie, in der
jeden Tag Temozolomid verabreicht wird. Nach einer kurzen Erholungspause von
etwa vier Wochen, folgen sechs Zyklen Temozolomid ohne Bestrahlung, wobei ein
Zyklus die fluinftagige Gabe von Temozolomid mit anschlieRender 23-tagiger Pause
umfasst (20).

1.7. Biomarker

Bei Biomarkern handelt es sich um ,charakteristische objektiv messbare Indikatoren
von normalen biologischen Prozessen, pathologischen Prozessen oder
pharmakologischen Reaktionen auf therapeutische Interventionen® (28). Im Rahmen
der medizinischen Diagnostik werden Biomarker auf vielféaltige Art und Weise
eingesetzt: Als Screening-Parameter im Rahmen der Sekundarpravention, als

Prognose-Parameter fur Aussagen zum weiteren Krankheitsverlauf oder als
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Parameter fur die Anwendung moderner Therapieverfahren. Des Weiteren wird
zwischen zellularen, molekularen oder genetischen Biomarkern unterschieden.

Auch im Rahmen der Routinediagnostik von Glioblastomen kommt es zur
Bestimmung von Biomarkern. Ein typischer Biomarker, der bei jedem entfernten
Glioblastomgewebe untersucht wird, ist die bereits erwdhnte Methylierung des
MGMT-Gens. Einen weiteren Biomarker stellt die Mutation in einem der beiden Gene
IDH1/IDH2 dar. Dariiber hinaus besitzen nach der neuesten WHO-Klassifikation von
2021 die Biomarker ATRX, TERTp, +7/-10 und EGRF ebenfalls eine diagnostische

Relevanz.

1.7.1. p120-Catenin

Bei pl20-Catenin handelt es sich um ein Strukturprotein, das zur Familie der
Armadillo-domain-Proteine gehort und sich in Zwischenzellverbindungen sowie im
Zellkern nachweisen lasst (29). Es interagiert mit den klassischen Cadherinen via
adherens junctions und spielt eine Rolle in der Adhasion zwischen Zellverbanden
(29). Auch in der nuklearen Signaltransduktion spielt p120 Catenin eine Rolle, indem
es mit Kaiso interagiert und dariiber Gene des Wnt-Signalwegs beeinflusst (30). In
anderen Tumoren, wie z.B.: im Kolon-Karzinom spielt p120-Catenin eine Rolle als
Tumorsupressor, indem es die Funktion der E-Cadherine aufrechterhalt (31). Es
konnte auRRerdem gezeigt werden, dass pl20-Catenin die Aktivitat der
Signalmolekile RhoA, Rac, und Cdc42 moduliert und somit Veranderungen im Actin-
Zytoskelett hervorruft, was im Rahmen der Karzinogenese Einfluss auf die
Zellmotilitat austbt (32). Die Rolle von pl120-Catenin in Glioblastomen ist bislang
noch unzureichend erforscht. Bekannt ist, dass Y228-phosphoryliertes p120-Catenin
in Tumorproben von Patienten in Astrozytomen und Glioblastomen héher exprimiert
ist, als in anderen Krebsformen, wie Brust- oder Prostatakarzinomen (33). In
Zellkulturen von Gliomen scheinen die Familie der Tyrosinkinasen Src zur Modulation
von pl120-Catenin beizutragen (33). Zuséatzlich scheint N6-Isopentenyladenosine in
GBM-Zelllinien die Migration und Invasion zu inhibieren, indem es den p120-Catenin
Signalweg moduliert (34). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass PLOD2 die

Expression von p120-Catenin in GBM-Zelllinien modulieren kann (35).
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1.7.2. CD99

CD99 wird auch als MIC2 bezeichnet und spielt in seiner erhéhten oder verminderten
Expression eine Rolle in vielen verschiedenen Krebsformen, wie z.B.: im
anaplastischesn Grol3zelllymphom, in hamatopoetischen Neoplasien, in Mamma-
Karzinomen, im Ewing-Sarkom, im primitiven neuroectodermalem Tumor,
Gallenblasenkarzinomen, Hepatocellulare Karzinome, Bronchial-Karzinome, im
Lymphoblastischen Lymphom, Osteosarkom, Magenkrebs u. v. m.. (36). Es handelt
sich um ein transmembranes Glykoprotein, das in Zellkulturen bei Uberexpression zu
einer verstarkten Migration und Invasion von High-grade-Glioma-Zellen fuhrt (37).
Diese Uberexpression fiihrt zu einer verminderten Rac-Aktivitat und einer verstarkten
Rho-Aktivitat, Uber welche die Umwandlung vom epithelialen Zelltyp zum
mesenchymalen Zelltyp deutlich gesteigert wird (37).

Es zeigt sich eine deutlich erhdhte Expression von CD99 in Glioblastomen im
Vergleich zum normalen Hirngewebe (36). Diese Expression von CD99 steigt mit
dem Malignitatsgrad der Gliome (36).

Das Ausschalten von CD99 fuhrt in GBM-Zelllinien zu einer sichtbaren Veréanderung
des Aktin-Zytoskeletts, wodurch die Migration und Invasion der Tumorzellen reduziert
werden (38). Dartber hinaus fihrt eine erhdhte Expression von CD99 zu dem
friheren Auftreten von Rezidiv-Glioblastomen und zu einer insgesamt schlechteren
Uberlebensprognose (39).

In manchen tumordsen Geweben zeigt CD99 ein charakteristisches paranukleéares
Farbemuster, welches auch als ,dot-like-pattern bezeichnet wird. Dieses
Farbeverhalten ist bereits flr folgende Tumorentitaten beschrieben: solide
pseudopapillare Tumoren des Pankreas, Adenokarzinome des Colons, Merkelzell-
Karzinome, Neuroendokrine Tumoren, Ewing Sarkome, primitive neuroectodermale
Tumoren, Melanome, Kleinzellige Bronchialkarzinome, Lymphoblastische Lymphome
und Rhabdomyosarkome (40). Im Glioblastom ist dieses Farbemuster von CD99

bislang noch nicht beschrieben.
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1.7.3. COL4A2

Kollagen-Typ4-alpha-2-Kette (COL4A2) spielt eine Rolle als Komponente in der
Extrazellularen Matrix. Durch Interaktionen mit PDGF nimmt es Einfluss auf die
Entstehung von Gliomen und Glioblastomen (41). COL4A2 zeigt eine deutliche
Uberexpression in GBM-Biopsien und in GBM-Zelllinien (42). Im Vergleich von
diffusen Grad Il Astrozytomen zu anaplastischen Grad Ill Astrozytomen und Grad IV
Glioblastomen zeigen Grad Il Astrozytome eine deutlich verminderte Expression von
COL4A2 (43). In der Behandlung einer Kohorte mit rekurrenten Glioblastomen mit
Bevacizumab (VEGF-Inhibitor) zeigte die Gruppe mit einer starken Expression der
mRNA von COL4A2 ein signifikant schlechteres Uberleben im Vergleich zur Gruppe
mit einer niedrigen Expression der mRNA von COL4A2 (44). Dieses signifikante
Ergebnis zeigte sich jedoch nicht in einer anderen Kohorte, die nach der

Standardtherapie behandelt worden ist.

1.7.4. SOX10

Bei SOX10 handelt es sich um einen regulatorischen Co-Transkriptionsfaktor, der
eine vielfaltige Rolle in der Entwicklung des Nervensystems spielt. Er spielt eine
Rolle in der Differenzierung und Proliferation von Neuronen und Gliazellen im
peripheren Nervensystem (PNS), in Melanozyten und in Oligodendrozyten im
zentralen Nervensystem (ZNS) (45). In Kaukasiern ist, im Vergleich zu Nicht-
Kaukasiern, das Risiko an einem High-grade-Gliom zu versterben vermindert, wenn
SOX10 vom Tumorgewebe verstarkt exprimiert wird (46). Die Mehrheit der
Oligodendrogliome exprimiert SOX10, aber auch in niedriggradigen Astrozytomen
und auch Glioblastomen wird SOX10 in einem geringeren Anteil exprimiert (47).

In Mausen fihrt die Uberexpression von SOX10 in Kombination mit dem
Wachstumsfaktor PDGFB zu einer verstarkten Gliomagenesis, wahrend SOX10
alleine diesen Effekt nicht erzielt (48). Interessanterweise zeigen diese Tumoren
Eigenschaften von PNET-like Tumoren und Oligodendrogliomen. Zudem zeigen Low-
grade-Gliome im Vergleich zu High-grade Gliomen eine deutlich starkere Expression
von SOX10 (48). Dies ist bedingt durch eine Hypermethylierung des Promotors von
SOX10, die in cerebralen Gliomen wesentlich haufiger nachweisbar ist, als in

diffusen cerebellaren Gliomen oder in H3 K27-mutierten diffusen Mittelliniengliomen
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(49). Eine verminderte Expression von SOX10 durch Hypermethylierung der
Promotorregion in Patienten mit Glioblastomen, fuhrt zu einem signifikant
schlechteren Uberleben (50).

In neuronalen Stammzellen weisen invasive Zellen eine verminderte Expression von
SOX10 auf (51). Auch in GBM spielen Tumor-Stammzellen eine wichtige Rolle in der
Proliferation und Therapieresistenz (52). Dariber hinaus scheint SOX10 in Gliomen
einen immunmodulatorischen Einfluss auf Makrophagen auszulben, was bei
erhdhter Expression zu einer vermehrten Infiltration von Makrophagen in Gliome fuhrt
(53). Ein Ausschalten von SOX10 fuahrt im Mausmodell zu einem verstarkten

Tumorwachstum und einem signifikant reduzierten Gesamtiiberleben (54).

1.8. Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit haben wir den prognostischen Wert von vier Biomarkern (p120-
Catenin, CD99, COL4A2 und SOX10) untersucht und analysieren inwiefern diese

das Uberleben von Patienten mit Glioblastomen voraussagen konnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Studienaufbau

Die vorliegende Studie stellt eine retrospektive Kohortenanalyse aus gewonnenem
FFPE-Tumormaterial (formalin-fixiertem/in paraffin-eingebettetem Gewebe) von
Glioblastompatienten dar.

Es wurden die folgenden zwei unabhéngigen Kohorten untersucht: Hannover
Kohorte 1 (n=166) und Hannover Kohorte 2 (n=122) als Validationskohorte. Die
Hannover Kohorte 1 umfasst 166 Patienten, davon 24 mit einem Astrozytom Grad II,
22 mit einem Astrozytom Grad Il und 120 mit einem Glioblastom. Das
Durchschnittsalter lag bei 60 Jahren. Diese Patienten wurden in der Klinik fur
Neurochirurgie im Nordstadt Krankenhaus Hannover zwischen 1999 und 2010
behandelt. Die Hannover Kohorte 2 umfasst 122 Glioblastom Patienten mit einem
Durchschnittsalter von 66 Jahren. Diese Patienten wurden in der Klinik fir
Neurochirurgie im Nordstadt Krankenhaus Hannover zwischen 2010 und 2014
behandelt

Insgesamt wurden von den Probanden verschiedene krankheitsbezogene Daten
erfasst (siehe Tabelle 1 und Tabelle 2). Diese beinhalten unter anderem das
Geschlecht, den Karnofsky-Index sowie die Therapie und sind in der Tabelle 1 und 2
gesondert dargestellt. Durch immunhistochemische Farbungen wurde die Expression
der Biomarker pl120-Catenin, CD99, COL4A2 und SOX10 auf den erhaltenen
Gewebeproben analysiert. Aul3erdem erfolgte zur Beurteilung der mikrovaskuléren
Proliferation eine immunhistochemische Farbung gegen CD31. Die verwendeten
Materialien sind in Kapitel 2.2. tabellarisch aufgefuhrt. Zur Bestimmung von
Tumorvolumen und Odemvolumen wurde die MRT-Bildgebung der Probanden digital
analysiert und ausgewertet.

Die Studie wurde von der Ethik Kommission der Medizinischen Hochschule
Hannover genehmigt. Die Patientendaten wurden fir die Auswertung anonymisiert.
Eine explizite Zustimmung der Patienten zur Teilnahme an der Studie war nicht

notwendig.
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WHO Grad Il WHO Grad lll WHO Grad IV
Anzahl Prozent Anzahl Prozent Anzahl Prozent
(%) (%) (%)

Gesamtanzahl 24 100 22 100 120 100
Geschlecht
mannlich 10 41,7 11 50,0 51 42,5
weiblich 14 58,3 11 50,0 69 57,5
Karnofsky-Index
0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 1 0,8
20 0 0 0 0 1 0,8
30 1 4,2 1 4,5 1 0,8
40 0 0 0 9 3 2,5
50 0 0 1 4,5 13 10,8
60 0 0 3 13,6 15 12,5
70 1 4,2 6 27,3 16 13,3
80 11 45,8 6 27,3 41 34,2
90 9 37,5 5 22,7 21 17,5
100 0 0 0 0 0 0
n.d. 2 8,3 0 0 8 6,7
Therapie
OP 10 41,7 1 4,5 11 9,2
CTX 0 0 0 0 1 .8
OP+RTX 4 16,7 3 13,6 19 15,8
OP+CTX 1 4,2 3 13,6 3 2,5
OP+RCTX 7 29,2 15 68,2 82 68,3
n.d. 2 8,3 0 0 4 3,3
Resektionsstatus
Subtotal/Biopsie 6 25,0 7 31,8 57 47,5
Total 13 54,2 11 50,0 51 42,5
n.d. 5 20,8 4 18,2 12 10,0
MGMT-Methylierung
methyliert 11 45,8 7 31,8 55 45,8
unmethyliert 6 25,0 12 54,5 53 44,2
n.d. 7 29,2 3 13,6 12 10,0
IDH1
negativ 10 41,7 12 54,5 96 80,0
positiv 13 54,2 8 36,4 9 7,5
n.d. 1 4,2 2 9,1 15 12,5

Tabelle 1: Tabellarische Kohohrtenbeschreibung von Hannover Kohorte 1. Aufgefuhrt werden
prognostisch relevante Daten wie: Karnofsky-Index, Therapie, Resektion, MGMT-Methylierung und
IDH1-Mutation. RTX: Radiotherapie, CTX: Chemotherapie, RCTX: Radiochemotherapie, n.d.: not
determinable



WHO Grad Il WHO Grad lll WHO Grad IV
Anzahl Prozent Anzahl Prozent Anzahl Prozent
(%) (%) (%)

Gesamtanzahl 0 0 0 0 122 100
Geschlecht
mannlich 0 0 0 0 49 40,2
weiblich 0 0 0 0 73 59,8
Karnofsky-Index
0 0 0 0 0 1 0,8
10 0 0 0 0 1 0,8
20 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 2 1,6
40 0 0 0 0 13 10,7
50 0 0 0 0 22 18
60 0 0 0 0 34 27,9
70 0 0 0 0 33 27,0
80 0 0 0 0 3 2,5
90 0 0 0 0 12 9,8
100 0 0 0 0 1 0,8
n.d. 0 0 0 0 0 0
Therapie
OP 0 0 0 0 15 12,3
CTX 0 0 0 0 0 0
OP+RTX 0 0 0 0 10 8,2
OP+CTX 0 0 0 0 3 2,5
OP+RCTX 0 0 0 0 86 70,5
n.d. 0 0 0 0 8 6,6
Resektionsstatus
Subtotal/Biopsie 0 0 0 0 85 69,7
Total 0 0 0 0 36 29,5
n.d. 0 0 0 0 1 0,8
MGMT-Methylierung
methyliert 0 0 0 0 58 47,5
unmethyliert 0 0 0 0 59 48,4
n.d. 0 0 0 0 5 4.1
IDH1
negativ 0 0 0 0 108 88,5
positiv 0 0 0 0 14 11,5
n.d. 0 0 0 0 0 0

Tabelle 2: Tabellarische Kohohrtenbeschreibung von Hannover Kohorte 2. Aufgefuhrt werden
prognostisch relevante Daten wie: Karnofsky-Index, Therapie, Resektion, MGMT-Methylierung und
IDH1-Mutation. RTX: Radiotherapie, CTX: Chemotherapie, RCTX: Radiochemotherapie, n.d.: not
determinable



2.2. Materialien

Laborausstattung

Aperio AT2 high resolution scanner

Arraymold kit E
BioDoc Analyse Systems

Mikrotom

NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer

Paraffin-GieRmaschine

T3000 Thermocycler

Ventana Benchmark XT immunostainer

Leica Biosystems, Nussloch,
Deutschland

Arraymold, Riverton, UT, USA
Biometra, Gottingen, Deutschland

Leica Biosystems, Nussloch,
Deutschland

PegLab, Erlangen, Deutschland

Leica Biosystems, Nussloch,
Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Ventana Medical
USA

Systems, Tucson,

Chemikalien

AB Diluent OP Quanto

LE Agarose

Citratpuffer (PT Module Buffer 1)

DAB Quanto

EpiTect bisulfite
Hamatoxylin

HotStar Tag Plus Master Mix
Isopropanol

Mountex

Thermo Scientific, Darmstadt,
Deutschland
Biozym, Hessisch-Oldendorf,

Deutschland

Thermo Scientific, Darmstadt,
Deutschland
Thermo Scientific, Darmstadt,

Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Medite, Burgdorf, Deutschland
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Paraffin
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit

Quantitas DNA marker

TBS Tween-20 Waschpuffer

UltraView ™ Universal DAB Detection kit

Ultravision™ LP Detection System

Xylol

CD99, MIC2 Gene Product

p120 Catenin (MRQ-5) Mouse
Monoclonal Antibody
SOX-10 Rabbit Polyclonal Antibody

COL4A2

CD31 (PECAM-1) monoclonal Antibody

Sasol Wax, Hamburg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Biozym, Hessisch-Oldendorf,
Deutschland
Thermo Scientific, Darmstadt,
Deutschland
Ventana Medical
USA

Thermo

Systems, Tucson,
Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human,
Dako
Cell Marque, Sigma-Aldrich company

Cell Marque, Sigma-Aldrich company

Novus Biologicals / Bio-Techne,
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland

eBioscience™

Software

Aperio ImageScope

Biometra BioDoc Analysis
Image J
SAP

SPSS version 24.0

Leica Biosystems, Nussloch,

Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland
https://imagej.nih.gov/ij/index.html
SAP, Walldorf, Deutschland

SPSS Inc., Chicago, IL, USA
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2.3. Tissue microarrays (TMA): Konstruktion

Die immunhistochemische Farbung des Tumorgewebes wurde mithilfe der Tissue
Microarray Methode (TMA) durchgefuhrt. Durch diese Methode ist es moglich eine
grol3e Anzahl an Gewebeproben simultan zu analysieren. Die Herstellung der TMA-
Blocks erfolgte mittels Arraymold kit E(Riverton, UT, USA). Die Gewebebestandteile
wurden mithilfe von 3mm Biopsie-Stanzen aus formalin-fixiertem paraffin-
eingebettetem (FFPE) Glioblastomgewebe gewonnen. Hierfir wurden solide
tumordse Bereiche mit moglichst wenig Nekroseanteilen ausgewéhlt. Das aus der
Stanze gewonnene Material wurde in einen Empfangerblock transferiert und in 2 ym

dinne Schnitte zurechtgeschntten.

2.4. Immunhistochemische Farbung

Bevor die Schnitte gefarbt wurden, erfolgte zunachst eine Entparaffinierung mittels
Xylol und eine Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe mithilfe wvon
Isopropanol. Um die Immunreaktivitdt der Antigene wiederherzustellen wurden sie
durch heat-induced epitope retrieval (HIER) in Citrat-Puffer mit einem pH von 6,0
(Thermo Scientific, Freemont, CA, USA) hitzebehandelt und demaskiert. Die
endogene Peroxidase wurde blockiert und das Gewebe mit Primar- und
Sekundarantikbrpern inkubiert. Das daran gekoppelte Enzym Horseradish
peroxidase (HRP) ermdglichte mit dem Substratchromogen 3,3’-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB) eine braune Farbung. Die Zellkerne wurden mit Hamatoxylin
gegengefarbt und die Proben mit Mountex eingedeckt. Die Farbungen erfolgten fur
p120-Catenin mit einem Mouse Monoclonal Antibody (MRQ-5) (Cell Marque, Sigma-
Aldrich company), fur CD99 mit einem FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human
Antibody (Dako), fur SOX10 mit einem Rabbit Polyclonal Antibody (Cell Marque,
Sigma-Aldrich company) und fir COL4A2 mit einem Antikdrper von Novus
Biologicals / Bio-Techne. Alle TMAs wurden mit Aperio AT2 Scanner digitalisiert und

mit Aperio ImageScope analysiert.
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2.5. Marker Expression und Scoring-System

Die verblindete immunhistologische Analyse wurde von zwei unabh&ngigen
Betrachtern durchgefuhrt. Die Intensitat der Expression fur p120-Catenin, CD99 und
COL4A2 wurden anhand von drei Kategorien unterschieden (schwach, medium und
stark) die jeweils mit unterschiedlichen Punkten (1, 2 und 3 Punkte) bewertet wurden.
Fur den Fall einer heterogenen Expression erfolgte die Bewertung mithilfe des H-
Scores anhand der Formel: (1*x)+(2*y)+(3*z), wobei x+y+z=100% der Tumor-Flache
darstellen (siehe Abbildung 2-4).

Da SOX10 als Transkriptionsfaktor vor allem im Zellkern vorliegt, haben wir flr
diesen Biomarker ein nukledres Scoring-System verwendet. Insgesamt wurden vier
gleich grofRe Blickfelder (in je 20facher VergroRerung) fir jeden Tumor-Spot
verwendet und die Einzelergebnisse in  einem  Gesamtdurchschnitt
zusammengefasst. Dabei wurde die quantitative Menge der gefarbten Zellkerne in
Prozent mit dem Wert 0,1,2,3 oder 4 bewertet. Wobei 4 die starkste Expression
anzeigt und 0 gar keine Expression (siehe Abbildung 5).

Nachfolgend wurden die Scoring-Werte aller vier Biomarker anhand der Median-Split

Methode dichotomisiert. Es erfolgte eine Einteilung in eine der Gruppen

(Biomarker™®" oder Biomarker'®").
p120-Catenin (Intensitdt der Expression)

schwach = 1 Pkt. medium = 2 Pkt. stark = 3 Pkt.

Abbildung 2: Scoring-System und Férbeabbverhalten von p120-Catenin. Es zeigt sich eine
zytoplasmatische Farbung des Gewebes (braunes Kolorit). Je nach Farbeintensitat erfolgte die

Einsortierung in die Kategorie ,schwach®, ,mittel“ oder ,stark®.
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CD99 (Intensitat der Expression)

schwach = 1 Pkt. medium = 2 Pkt. stark = 3 Pkt,

P T i
] % .

! J

N 3 - .

Abbildung 3: Scoring-System und Farbeverhalten von CD99. Es zeigt sich eine zytoplasmatische
Farbung des Gewebes (braunes Kolorit). Je nach Farbeintensitat erfolgte die Einsortierung in die

Kategorie ,schwach®, ,mittel“ oder ,stark®.

COL4A2 (Intensitat der Expression)

schwach = 1 Pkt. medium = 2 Pkt. stark = 3 Pkt.

Abbildung 4: Scoring-System und Féarbeverhalten von COL4A2. Es zeigt sich eine
zytoplasmatische Farbung des Gewebes (braunes Kolorit). Je nach Farbeintensitat erfolgte die

Einsortierung in die Kategorie ,schwach®, ,mittel“ oder ,stark®.

24



SOX10 (Prozent positiver Zellkerne)

0 Pkt. 1 Pkt. 2 Pkt. 3 Pkt. 4 Pkt
<10% 10-25% 26-50% 51-75% >75%

BT, 0N

Abbildung 5: Das Scoring-System und Farbeverhalten von SOX10. Es zeigt sich eine nukleéare
Farbung (braunes Kolorit). Die Einteilung erfolgt anhand der prozentual gefarbten Zellkerne in die
Kategorien 0 bis 4.

2.6. Statistische Auswertung

Die Analyse aller Patientendaten erfolgte mithilfe der Statistiksoftware Statistical
Software Version 24.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Analysen zum
Gesamtliberleben wurden mittels Kaplan-Meyer-Methode durchgefihrt, mit Cut-Off-
Werten von 60 Monate fur die Hannover Kohorte 1 und 24 Monate fir die Hannover
Kohorte 2. Die Signifikanztestung erfolgte mit der Durchfiihrung des univariaten Log-
rank-tests. Das Gesamtuberleben wurde definiert als Zeitpunkt zwischen der ersten
Diagnosestellung und dem Ausscheiden aus der Studie durch den eingetretenen Tod
oder den Zeitpunkt der letzten Datenerhebung. Auferdem wurden zusatzliche
multivariate Analysen durchgefuhrt, um mdgliche Confounder auszuschliel3en.
Hierbei wurde die Cox’s proportional hazard linear regression fur Faktoren bestimmt,
die in vorherigen Studien als prognostisch bedeutsam fir das Gesamtuberleben von
Glioblastom-Patienten identifiziert worden sind: Alter, Karnorfsky-Index, Therapie und
das Ausmald der chirurgischen Resektion. Bei allen Untersuchungen wurde die

Grenze der Signifikanz auf p < 0.05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurden vier Biomarker und die Assoziation ihrer Expression auf das
Gesamtuberleben von Patienten mit histologisch gesicherten Glioblastomen
untersucht. Zu den untersuchten Biomarkern zahlen: p120-Catenin, CD99, SOX10
und COL4A2. Fur alle Biomarker liegen Betrachtungszeitrdume von 60 Monaten fur
Hannover Kohorte 1, sowie von 24 Monaten fir Hannover Kohorte 2 vor. Abhangig
von den jeweiligen Cut-Off-Werten, die wir mithilfe der Median-Split-Methode
ermittelten, wurden zwei Gruppen gebildet, die den entsprechenden Biomarker
»hoch/high“ beziehungsweise ,niedrig/low” exprimieren und diese dann miteinander

verglichen.

3.1 Assoziation der Expression von p120-Catenin mit dem WHO-Grad

Zur Untersuchung der Korrelation zwischen WHO-Grad und Expression des
Biomarkers erfolgte zunachst eine statistische Analyse des ermittelten H-Scores in
Abhéangigkeit vom WHO-Grad mittels Spearman’s Rho.

In der Hannover Kohorte 1 wurden 23 Patienten mit einem Gliom WHO-Grad I
eingeschlossen, 19 Patienten mit einem Gliom WHO-Grad 11l und 113 Patienten mit
einem Glioblastom WHO Grad IV (siehe Tabelle 3). Insgesamt 11 Patienten mussten
aus vorwiegend technischen Griinden ausgeschlossen werden (z.B.: zu wenig
solides Tumorgewebe, zu viele nekrotische Anteile). In der Korrelationsanalyse zeigt
sich eine signifikante Zunahme der Expressionsintensitidt von pl20-Catenin mit
steigendem WHO Grad (p<0,001), wobei WHO-Grad Il den geringsten Median (1,6)
und WHO-Grad IV den hochsten Median (2,0) aufweist (siehe Abbildung 6).
Insgesamt zeigt sich jedoch eine breite Streuung der Werte, wobei ein Minimalwert
von 1,00 in allen WHO-Graden auftritt, wahrend der hohere Maximalwert (2,95) nur
beim WHO-Grad Il und IV gefunden wird (siehe Tabelle 4). Der
Korrelationskoeffizient zwischen der Expression von p120-Catenin und dem WHO-
Grad liegt bei Rho=0,335.
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p120 Catenin Expression (H-Score)

]

~0~
rrg'n,
Grad Il Grad Il Grad IV
WHO-Grad

Abbildung 6: Expression von pl120-Catenin in Abhé&ngigkeit vom WHO-Grad (lI-IV) in Hannover

Kohorte 1. Die Mediane werden als schwarze horizontale Linien dargestellt. Die Perzentile (25. und

75.) als vertikale Boxen mit Fensterbalken.

p120-
Catenin valide Fehlend Total
H-Score
WHO- N Prozent Prozent N Prozent
Grad
1 23 95,8% 4,2% 24 100,0%
" 19 86,4% 13,6% 22 100,0%
v 113 94,2% 5,8% 120 100,0%

Tabelle 3: p120-Catenin Proben in Hannover Kohorte 1 — Anzahl der Tumorproben nach WHO-Grad,

die in die Studie eingeschlossen worden sind (N=Anzahl).



WHO-Grad Median Minimum Maximum N

Il 1,6 1,00 2,35 23
1] 1,8 1,00 2,95 19
v 2,0 1,00 2,95 113
Total 1,95 1,00 2,95 155

Tabelle 4: Hannover Kohorte 1 — Median-, Minimum- und Maximumwerte der p120-Catenin-

Expression nach WHO-Grad. N=Anzahl der Patienten.

3.1.1. Assoziation der Expression von pl20-Catenin mit dem

Gesamtiuberleben bei Patienten mit Glioblastomen in Hannover Kohorte 1

In Bezug auf das Gesamtiiberleben zeigen die Ergebnisse der univariaten Analyse,

dass eine hohe Expression von p120-Catenin (p120-Catenin™"

) mit einem signifikant
schlechteren Gesamtiiberleben in der Hannover Kohorte 1 assoziiert ist (p=0,002).
Bereits nach 10 Monaten zeigt sich eine deutliche Differenz zwischen den Gruppen,
die bis zum Ende des Beobachtungszeitraums (60 Monate) bestehen bleibt (siehe

Abbildung 7).
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p120-Catenin Gesamtiiberleben (Hannover Kohorte 1)

ol o p=0,002

0,87 -l_l _r_|p120I9w
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Gesamtiiberleben

0,21

0,07
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Zeit in Monaten

Abbildung 7: Kaplan-Meier Uberlebenskurve nach 60 Monaten bei hoher und niedriger p120-Catenin
Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 1. Zur Analyse wurde der Log-

rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.

3.1.2. Assoziation der Expression von pl20-Catenin mit dem

Gesamtiberleben bei Patienten mit Glioblastomen in Hannover Kohorte 2

Nachdem in Hannover Kohorte 1 ein schlechteres Gesamtiiberleben fir Patienten
gezeigt werden konnte, deren Tumorproben eine hohe Expression von p120-Catenin
aufwiesen, fuhrten wir auch in unserer Validierungskohorte (Hannover Kohorte 2) die
univariate Analyse durch. Die Validierungskohorte bestétigte die Ergebnisse von
Hannover Kohorte 1, auch hier fihrt eine erhéhte Expression von pl20-Catenin
(p120-Catenin™") zu einem signifikant schlechteren Gesamtiiberleben der Patienten
(p=0,023) (siehe Abbildung 8).
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p120-Catenin Gesamtiiberleben (Hannover Kohorte 2)
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Abbildung 8: Kaplan-Meier Uberlebenskurve nach 24 Monaten bei hoher und niedriger p120-Catenin
Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 2. Zur Analyse wurde der Log-

rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.

3.1.3. p120-Catenin: Multivariatenanalyse mittels COX-Regression bei
Patienten mit Glioblastomen in Hannover Kohorte 1 und Hannover
Kohorte 2

Zur weiteren Analyse der Uberlebensdaten erfolgte eine multivariate Analyse mittels
Cox-Regression. Hierfur wurden mogliche Confounder berlcksichtigt, die sich in der
Vergangenheit als Prognosefaktoren bei Glioblastomen erwiesen haben: Karnofsky-
Index, das Alter, die Therapie und der Umfang der Resektion.

Die multivariate Analyse zeigt, dass p120-Catenin unabhangig von den typischen
Confoundern als prognostischer Marker flir das Gesamtiberleben in
Glioblastompatienten angesehen werden kann. Tabelle 5 stellt die Hazard-Ratio fur
p120-Catenin dar, adjustiert mit den Prognosefaktoren Alter, Karnofsky-Index,
Therapie und Resektion in Hannover Kohorte 1. In Tabelle 6 werden die Ergebnisse
fur die Validationskohorte Hannover Kohorte 2 dargestellt. Auch hier stellt sich die

30



Expression von pl20-Catenin als unabhangiger Prognosefaktor fir das

Gesamtuberleben der Glioblastompatienten dar.

Multivariate Cox- Gesamtiiberleben
Regression
(Hannover Kohorte 1)
HR K1 (95%) P-Wert

Alter

p120-Catenin” 1

p120-Catenin™®" 1,686 1,11-2,54 0,013
Karnofsky-Index

p120-Catenin®” 1

p120-Catenin™®" 1,707 1,12-2,58 0,012
Therapie

p120-Catenin” 1

p120-Catenin™?" 1,904 1,25-2,88 0,002
Resektion

p120-Catenin®” 1

p120-Catenin™®" 1,812 1,20-2,72 0,004

Tabelle 5: Regressionsanalyse des Gesamtiberlebens von Patienten aus Hannover Kohorte 1 in
Abhéngigkeit der Expression von p120-Catenin, adjustiert mit den Prognosefaktoren Alter, Karnofsky-

Index, Therapie und Resektion (HR=Hazard-Ratio, KI=Konfidenzintervall)

Multivariate Cox- Gesamtiberleben
Regression
(Hannover Kohorte 2)
HR K1 (95%) P-Wert

Alter

p120-Catenin®” 1

p120-Catenin™®" 1,783 1,09-2,91 0,021
Karnofsky-Index

p120-Catenin” 1

p120-Catenin™®" 1,848 1,12-3,03 0,015
Therapie

p120-Catenin®” 1

p120-Catenin™®" 2,055 1,22-3,45 0,006
Resektion

p120-Catenin” 1

p120-Catenin™®" 1,696 1,03-277 0,035

Tabelle 6: Regressionsanalyse des Gesamtiberlebens von Patienten aus Hannover Kohorte 2 in
Abhéngigkeit der Expression von p120-Catenin, adjustiert mit den Prognosefaktoren Alter, Karnofsky-

Index, Therapie und Resektion (HR=Hazard-Ratio, KI=Konfidenzintervall).
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3.1.4. Korrelation zwischen p120-Catenin und weiteren Parametern

Erganzend erfolgte eine Korrelations-Analyse zwischen p120-Catenin und weiteren
neuroradiologischen und histologischen Parametern (Tumorvolumen, Odem-
Volumen und dem Marker der mikrovaskularen Proliferation CD31). Fur diese
Analyse wurden ausschlief3lich Glioblastomproben aus beiden Kohorten (Hannover
Kohorte 1 und Hannover Kohorte 2) verwendet. Es zeigt sich keine statistisch
signifikante  Korrelation zwischen der pl20-Catenin-Expression und dem
Tumorvolumen, dem Odemvolumen oder dem Marker der mikrovaskularen
Proliferation CD31 (siehe Tabelle 7).

Korrelationen p120-Catenin Tumor- Odem-

Volumen Volumen MVP
(Spearman’sRho) [cm3] [cm3] (CD31)
Korrelationskoeffizient 0,032 0,136 -0,047
Signifikanz (2-seitig) 0,687 0,089 0,623
N 165 157 112

Tabelle 7: Bivariate Analyse durch Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient. Ermittelt wurde die
Korrelation des Biomarkers mit weiteren Parametern (Tumor-Volumen, Odem-Volumen und CD31).
Aufgefuhrt sind Spearman’s Rho, die Signifikanz und die Patientenanzahl. Die Proben stammen

ausschlieBlich von Glioblastom-Patienten (WHO Grad V) aus beiden Kohorten.




3.2. Assoziation der Expression von CD99 mit dem WHO-Grad

In die Analyse wurden 21 Patienten mit einem Gliom WHO-Grad Il, 19 Patienten mit
einem Gliom WHO-Grad Ill und 99 Glioblastompatienten eingeschlossen (siehe
Tabelle 8). 27 Patientenproben mussten aus vorwiegend technischen Grinden
ausgeschlossen werden (z.B.: zu wenig solides Tumorgewebe, zu viele nekrotische
Anteile). Dartiber hinaus mussten aufgrund der insgesamt geringen Anzahl auch
Patientenproben ausgeschlossen werden, die ein sogenanntes ,dot-like"
Farbemuster aufwiesen und deren Farbemuster nicht gleichmaldig in den Zellen
verteilt war (siehe Abbildung 9). Auch CD99 zeigt eine starkere Expression bei
héherem WHO-Grad (siehe Abbildung 10). So ist der héchste Median bei WHO-
Grad IV zu finden (2,5), wahrend der niedrigste Median bei WHO-Grad Il auftritt
(1,85) (siehe Tabelle 9). Insgesamt zeigt sich bei allen WHO-Graden eine grof3e
Spannweite der Werte mit einem Minimum von 0 bis zu einem Maximum von 3 in fast
allen WHO-Graden. Der Korrelationskoeffizient zwischen CD99-Expression und dem
WHO-Grad liegt bei Rho= 0,130. Die Korrelation ist jedoch nicht ausreichend
signifikant (p=0,127).

CD99-
H-Score Valide Fehlend Total
WHO- N Prozent N Prozent N Prozent
Grad
l 21 87,5% 3 12,5% 24 100,0%
1 19 86,4% 3 13,6% 22 100,0%
v 99 82,5% 21 17,5% 120 100,0%

Tabelle 8: CD99 Hannover Kohorte 1 — Anzahl der Tumorproben nach WHO-Grad, die in die Studie

eingeschlossen worden sind (N=Anzabhl).
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Brend

Abbildung 9: CD99-Expression (braunes Kolorit) mit intrazellularen Clustern/“dot-like pattern®

(schmale Pfeile). Fehlende membrandse oder homogene Lokalisation. Bei den langlichen braunlich

gefarbten Strukturen mit Lumen handelt es sich um Gefalze (G).
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Abbildung 10: Expression von CD99 in Abhangigkeit vom WHO-Grad (II-1V) in Hannover
Kohorte 1. Die Mediane werden als schwarze horizontale Linien dargestellt. Die Perzentile

(25. und 75.) als vertikale Boxen mit Fensterbalken.



WHO-Grad Median Minimum Maximum N

Il 1,85 0,00 3,00 21
1] 2,3 0,00 2,95 19
v 2,5 0,00 3,00 99
Total 2,35 0,00 3,00 139

Tabelle 9: Hannover Kohorte 1 — Median-, Minimum- und Maximumwerte der CD99 Expression nach
WHO-Grad. N=Anzahl der Patienten

3.2.1. Assoziation der Expression von CD99 mit dem Gesamtliberleben

bei Patienten mit Glioblastomen in Hannover Kohorte 1

In Bezug auf das Gesamtiiberleben zeigen die Ergebnisse der univariaten Analyse,
dass eine hohe Expression von CD99 (CD99"9") mit einem signifikant schlechteren
Gesamtliberleben in der Hannover Kohorte 1 assoziiert ist (p=0,008) (siehe
Abbildung 11). Bereits nach 10 Monaten zeigt sich eine deutliche Differenz
zwischen den Gruppen, die bis zum Ende des Beobachtungszeitraums (60 Monate)
bestehen bleibt.
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CD99 Gesamtiiberleben (Hannover Kohorte 1)
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Abbildung 11: Kaplan-Meier Uberlebenskurve nach 60 Monaten bei hoher und niedriger CD99-
Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 1. Zur Analyse wurde der Log-

rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.

3.2.2. Assoziation der Expression von CD99 mit dem Gesamtiberleben

bei Patienten mit Glioblastomen in Hannover Kohorte 2

Nachdem in Hannover Kohorte 1 ein schlechteres Gesamtiiberleben fir Patienten
gezeigt werden konnte, deren Tumorproben eine hohe Expression von CD99
aufwiesen, fuhrten wir auch in unserer Validierungskohorte (Hannover Kohorte 2) die
univariate Analyse durch. Die Validierungskohorte bestétigte die Ergebnisse von
Hannover Kohorte 1. Auch hier filhrt eine erhéhte Expression von CD99 (CD99"")
zu einem signifikant schlechteren Gesamtuberleben (p=0,001) (siehe Abbildung 12).
Es zeigt sich bereits nach weniger als 5 Monaten eine deutliche Differenz zwischen
den Gruppen, die bis zum Ende des Beobachtungszeitraums (24 Monate) bestehen
bleibt.
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CD99 Gesamtiiberleben (Hannover Kohorte 2)
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Abbildung 12: Kaplan-Meier Uberlebenskurve nach 24 Monaten bei hoher und niedriger CD99-
Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 2. Zur Analyse wurde der Log-
rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.

3.2.3. CD99: Multivariatenanalyse mittels COX-Regression bei Patienten mit

Glioblastomen in Hannover Kohorte 1 und Hannover Kohorte 2

Zur weiteren Analyse der Uberlebensdaten erfolgte eine multivariate Analyse mittels
Cox-Regression. Hierfir wurden mdogliche Confounder beriicksichtigt, die sich in der
Vergangenheit als Prognosefaktoren bei Glioblastomen erwisen haben: Karnofsky-
Index, das Alter, die Therapie und der Umfang der Resektion.

Die multivariate Analyse zeigt, dass CD99 unabhangig von den typischen
Confoundern als prognostischer Marker fir das Gesamtuberleben in
Glioblastompatienten angesehen werden kann. Tabelle 10 stellt die Hazard-Ratio flr
CD99 dar, adjustiert mit den Prognosefaktoren Alter, Karnofsky-Index, Therapie und

Resektion in Hannover Kohorte 1. In Tabelle 11 werden die Ergebnisse fir die
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Validierungskohorte Hannover Kohorte 2 dargestellt. Auch hier zeigt sich die

Expression von CD99 als unabhéngiger Prognosefaktor von den ublichen

Confoundern.

Multivariate Cox-
Regression
(Hannover Kohorte 1)

Gesamtiberleben

HR K1 (95%) P-Wert

Alter

CD99"" 1

CD9g9"Ma" 1,87 1,16-3,00 0,01
Karnofsky-Index

CD99"" 1

CD9g"on 1,713 1,05-2,77 0,029
Therapie

CD99"" 1

CD9g"an 1,726 1,06-2,79 0,026
Resektion

CD99"" 1

CD9g"en 1,865 1,16-2,97 0,009

Tabelle 10: Regressionsanalyse des Gesamtiberlebens von Patienten aus Hannover Kohorte 1 in

Abhangigkeit der Expression von CD99, adjustiert mit den Prognosefaktoren Alter, Karnofsky-Index,

Therapie und Resektion (HR=Hazard-Ratio, KI=Konfidenzintervall, p-Wert=Fehlerwahrscheinlichkeit)

Multivariate Cox-
Regression

Gesamtiiberleben

(Hannover Kohorte 2) HR Kl (95%) P-Wert

Alter

CD99"" 1

CD99"d" 2,28 1,30-3,97 0,004
Karnofsky-Index

CD99"" 1

CD99"en 2,01 1,14-3,54 0,016
Therapie

CD99"" 1

CD99"d" 3,223 1,77-5,86 <0,001
Resektion

CD99"" 1

CD99"en 2,346 1,34-4,10 0,003

Tabelle 11: Regressionsanalyse des Gesamtiberlebens von Patienten aus Hannover Kohorte 1 in

Abhéngigkeit der Expression von CD99, adjustiert mit den Prognosefaktoren Alter, Karnofsky-Index,

Therapie und Resektion (HR=Hazard-Ratio, KI=Konfidenzintervall, p-Wert=Fehlerwahrscheinlichkeit)
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3.2.4. Korrelation zwischen CD99 und weiteren Parametern

Erganzend erfolgte eine Korrelations-Analyse zwischen CD99 und weiteren
neuroradiologischen und histologischen Parametern (Tumorvolumen, Odem-
Volumen und dem Marker der mikrovaskularen Proliferation CD31). Fur diese
Analyse wurden ausschlie3lich Glioblastom-Proben aus beiden Kohorten (Hannover
Kohorte 1 und Hannover Kohorte 2) verwendet. Es zeigt sich keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen der CD99 Expression und dem Tumorvolumen,
dem Odemvolumen oder dem Marker der mikrovaskularen Proliferation CD31 (siehe
Tabelle 12).

Tumor- Odem -

Korrelationen CD99 volumen  Volumen MVP
(Spearman’s Rho) [cm3] [cm3] (CD31)
Korrelationskoeffizient -0,098 0,078 -0,051
Signifikanz (2-seitig) 0,243 0,366 0,621
N 143 135 98

Tabelle 12: Bivariate Analyse durch Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient. Ermittelt wurde die
Korrelation des Biomarkers mit weiteren Parametern (Tumor-Volumen, Odem-Volumen und CD31).
Aufgefuhrt sind Spearman’s Rho, die Signifikanz und die Patientenanzahl. Die Proben stammen

ausschlieBlich von Glioblastom-Patienten (WHO Grad V) aus beiden Kohorten.
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3.3 Assoziation der Expression von COL4A2 mit dem WHO-Grad

In die Analyse wurden 24 Patienten mit einem Gliom WHO-Grad Il, 21 Patienten mit
einem Gliom WHO-Grad Il und 114 Glioblastompatienten eingeschlossen (siehe
Tabelle 13). 7 Patientenproben mussten aus vorwiegend technischen Grinden
ausgeschlossen werden (z.B.: zu wenig solides Tumorgewebe, zu viele nekrotische
Anteile). COL4A2 zeigt eine starkere Expression bei niedrigem WHO-Grad (siehe
Abbildung 13). So ist der héchste Median bei WHO-Grad Il zu finden (2,1), wahrend
die Mediane bei WHO-Grad Il und IV niedriger sind (1,7) (siehe Tabelle 14).
Insgesamt zeigt sich bei allen WHO-Graden eine groRe Spannweite der Werte mit
einem Minimum von 0 bis zu einem Maximum von 3 in fast allen WHO-Graden. Der
Korrelationskoeffizient zwischen COL4A2 und dem WHO-Grad liegt bei Rho=-0,249.

Die Korrelation zwischen COL4A2 und dem WHO-Grad ist signifikant (p=0,002).

COL4A2
Valide Fehlend Total

H-Score

My N Prozent Prozent N Prozent
Grad

Il 24 100,0% 0,0% 24 100,0%
1 21 95,5% 4,5% 22 100,0%
v 114 95,0% 5,0% 120 100,0%

Tabelle 13: COL4A2 Hannover Kohorte 1 — Anzahl der Tumorproben nach WHO-Grad, die in die

Studie eingeschlossen worden sind (N=Anzahl).
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COL4A2 Expression (H-Score)
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WHO-Grad

Abbildung 13: Expression von COL4A2 in Abhangigkeit vom WHO-Grad (II-IV) in Hannover Kohorte
1. Die Mediane werden als schwarze horizontale Linien dargestellt. Die Perzentile (25. und 75.) als

vertikale Boxen mit Fensterbalken.

WHO-Grad Median Minimum Maximum N
Il 2,1 1,3 3,0 24

1l 1,7 1,0 3,0 21

\Y} 1,7 1,0 2,8 114
Total 1,7 1,0 3,0 159

Tabelle 14: Hannover Kohorte 1 — Median-, Minimum- und Maximumwerte der COL4A2 Expression
nach WHO-Grad. N=Anzahl der Patienten.



3.3.1. Assoziation der Expression von COL4A2 auf das Gesamtiiberleben bei

Patienten mit Glioblastomen in Hannover Kohorte 1

In Hannover Kohorte 1 zeigen die Ergebnisse der univariaten Analyse keinen
Unterschied im Gesamtilberleben zwischen den Gruppen COL4A2"™" und
COL4A2"°" (p-Wert=0,634). Nach 60 Monaten liegt das Gesamtiberleben der
Gruppe COL4A2"" etwas tiber dem der Gruppe COL4A2"°", das Ergebnis ist aber
statistisch nicht signifikant (siehe Abbildung 14). Aufgrund der fehlenden
statistischen Signifikanz wurde auf eine zuséatzliche multivariate Analyse und eine

univariate Analyse der Validationskohorte Hannover Kohorte 2 verzichtet.
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Abbildung 14: Kaplan-Meier Uberlebenskurve nach 60 Monaten bei hoher und niedriger COL4A2-
Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 1. Zur Analyse wurde der Log-

rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.
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3.3.2. Korrelation zwischen COL4A2 und weiteren Parametern

Eine Korrelation zwischen der COL4A2-Expression und dem Tumorvolumen, dem
Odemvolumen und dem Marker der mikrovaskularen Proliferation CD31 zeigt keine
statistische Signifikanz (siehe Tabelle 15).

Korrelationen COL4A2 [Cls Oyl - MVP
, Volumen Volumen
(Spearman’s Rho) [cm3] [cm3] (CD31)
Korrelationskoeffizient 0,107 <0,001 -0,002
Signifikanz (2-seitig) 0,172 1,000 0,987
N 163 154 113

Tabelle 15: Bivariate Analyse durch Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient. Ermittelt wurde die
Korrelation des Biomarkers mit weiteren Parametern (Tumor-Volumen, Odem-Volumen und CD31).
Aufgefuhrt sind Spearman’s Rho, die Signifikanz und die Patientenanzahl. Die Proben stammen

ausschlieBlich von Glioblastom-Patienten (WHO Grad 1V) aus beiden Kohorten.



3.4. Assoziation der Expression von SOX10 mit dem WHO-Grad

In die Analyse wurden 23 Patienten mit einem Gliom WHO-Grad Il, 20 Patienten mit
einem Gliom WHO-Grad Il und 114 Glioblastompatienten eingeschlossen (siehe
Tabelle 16). 9 Patientenproben mussten aus vorwiegend technischen Grinden
ausgeschlossen werden (z.B.: zu wenig solides Tumorgewebe, zu viele nekrotische
Anteile). SOX10 zeigt eine starkere Expression bei niedrigem WHO-Grad (siehe
Abbildung 15). So ist der hochste Median bei WHO-Grad Il zu finden (0,5), wahrend
der niedrigste Median bei WHO-Grad IV vorliegt (0,12) (siehe Tabelle 17). Insgesamt
zeigt sich bei allen WHO-Graden eine grof3e Spannweite der Werte mit einem
Minimum von O bis zu einem Maximum von 4 in fast allen WHO-Graden. Der
Korrelationskoeffizient zwischen SOX10 und dem WHO-Grad liegt bei Rho=-0,083.
Die Assoziation zwischen SOX10 und dem WHO-Grad ist jedoch nicht signifikant
(p=0,302).

SOX10
Valide Fehlend Total
H-Score
WHO- N Prozent Prozent N Prozent
Grad
Il 23 95,8% 4.2% 24 100,0%
" 20 90,9% 9,1% 22 100,0%
v 114 95,0% 5,0% 120 100,0%

Tabelle 16: SOX10 Hannover Kohorte 1 — Anzahl der Tumorproben nach WHO-Grad, die in die

Studie eingeschlossen worden sind (N=Anzabhl).
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SOX10 Expression (nuklearer Score)
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Abbildung 15: Expression von SOX10 in Abhangigkeit vom WHO-Grad (lI-IV) in Hannover Kohorte 1.
Die Mediane werden als schwarze horizontale Linien dargestellt. Die Perzentile (25. und 75.) als

vertikale Boxen mit Fensterbalken.

WHO-Grad Median Minimum Maximum N
[l 0,5 0,00 3,50 23

1l 0,25 0,00 4,00 20
v 0,12 0,00 4,00 114
Total 0,25 0,00 4,00 157

Tabelle 17: Hannover Kohorte 1 — Median-, Minimum und Maximumwerte der SOX10 Expression

nach WHO-Grad. N=Anzahl Patienten



3.4.1. Assoziation der Expression von SOX10 mit dem Gesamtiberleben

bei Patienten mit Glioblastomen in Hannover Kohorte 1

In den Uberlebenskurven nach der Kaplan-Maier-Methode zeigt sich in Hannover
Kohorte 1 nach 60 Monaten kein Uberlebensvorteil fir eine der beiden Gruppen
SOX10™ und SOX10M" (p-Wert=0,455) (siche Abbildung 16). Aufgrund der
fehlenden statistischen Signifikanz wurde auf eine zusatzliche multivariate Analyse

und eine univariate Analyse der Validationskohorte Hannover Kohorte 2 verzichtet.

SOX10 Gesamtiiberleben (Hannover Kohorte 1)
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Abbildung 16: Kaplan-Meier Uberlebenskurve nach 60 Monaten bei hoher und niedriger SOX10-
Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 1. Zur Analyse wurde der Log-

rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.
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3.4.2. Korrelation zwischen SOX10 und weiteren Parametern

In den Korrelationen zeigt sich eine statistisch signifikante negative Korrelation
zwischen der SOX10-Expression und der mikrovaskularem Proliferation (MVP)
(Rho=-0,222; p=0,019) der Tumoren. Die anderen zwei Parameter (Tumorvolumen
und Odemvolumen) zeigten keine statistisch signifikante Korrelation mit der
Expression von SOX10 (siehe Tabelle 18).

Korrelationen SOX10 JUmer. || O5Er - MVP
(Spearman’s Rho) V?(I:l:nrr;]en V?(I:l:nn;]en (CD31)
Korrelationskoeffizient -0,110 0,009 -0,222
Signifikanz (2-seitig) 0,148 0,905 0,019
N 174 166 111

Tabelle 18: Bivariate Analyse durch Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient. Ermittelt wurde die
Korrelation des Biomarkers mit weiteren Parametern (Tumor-Volumen, Odem-Volumen und CD31).
Aufgeflihrt sind Spearman’s rho, die Signifikanz und die Patientenanzahl. Die Proben stammen

ausschlieBlich von Glioblastom-Patienten (WHO Grad IV) aus beiden Kohorten.
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4. Diskussion

4.1. Grundlage

Das durchschnittliche Uberleben von Patienten mit einem neu diagnostizierten
Glioblastom, betragt heutzutage bei maximaler Therapie durchschnittlich etwa 16-20
Monate (55). Damit zahlt das Glioblastom zu den aggressivsten und am schnellsten
zum Tode fihrenden Tumoren des Menschen. Aus diesem Grund ist es notwendig
die molekularen Mechanismen von Glioblastomen besser zu verstehen und neue
spezifische Therapiemdglichkeiten zu entwickeln, die ein verlangertes Uberleben
nach Diagnosestellung ermoglichen kdnnen.

Moderne Biomarker bieten die Moglichkeit einer individuellen, auf die molekularen
Mechanismen des Tumors zugeschnittenen Therapie, die spezifisch solche Zellen
eliminiert, die den entsprechenden Biomarker in groRem Malie exprimieren. Ein
Beispiel hierfir ist die AntikGrpertherapie bei Mamma-Karzinomen, die sich mit dem
Antikdrper Trastuzumab spezifisch gegen den Biomarker HER2-neu richtet und zu
einem signifikant besseren Gesamtiiberleben fuhrt (56). Bei Glioblastomen ist eine
solche spezifische Antikorpertherapie bislang noch nicht entwickelt worden. Hierfur
werden neue Biomarker benétigt, die spezifisch auf Glioblastomzellen vorkommen
und deren Expression zu einem signifikant besseren oder schlechteren Uberleben
fuhrt.

In dieser Arbeit haben wir vier potentielle neue Biomarker (p120-Catenin, CD99,
COL4A2 und SOX10) untersucht und deren Einfluss auf das Gesamtuberleben der
Patienten mit Glioblastomen analysiert. Im Folgenden werden die Ergebnisse der

jeweiligen Biomarker einzeln diskutiert.

4.2. Diskussion: p120-Catenin

Wir konnten zeigen, dass pl120-Catenin (cadherin-associated protein delta 1,
CTNND1) einen signifikant unabhangigen Pradiktor fir das Gesamtiberleben von
Patienten mit Glioblastomen darstellt. Patienten aus der Gruppe p120-Catenin™"
zeigen in beiden Kohorten ein signifikant schlechteres Gesamtuberleben, verglichen
mit der Gruppe p120-Catenin®. Dieser Unterschied ist unabhangig von den

prognoserelevanten Faktoren Karnosfky-Index, Therapie, Alter und Resektion.
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AuBerdem konnte eine Zunahme der Expression von p120-Catenin mit steigendem
WHO-Grad festgestellt werden.

p120-Catenin und seine intrazellularen Funktionen sind vor allen in Epithelien
umfangreich erforscht worden. In Gliazellen wurde der Biomarker bislang nur
unzureichend charakterisiert. In Epithelien nimmt p120-Catenin Einfluss auf die Zell-
Zell-Kontakte indem es Uber die intrazellulare Domé&ne in der Juxtamembran-Region
die Funktion klassicher Cadherine moduliert (29). Eine Darstellung der Interaktion
von p120 Catenin mit dem Zytoskelett ist in Abbildung 17 ersichtlich. In epithelialen
Tumoren spielt pl20-Catenin haufig eine Rolle als Tumorsuppressor. In
Kolonkarzinomen, Harnblasenkarzinomen, Magenkarzinomen, Mammakarzinomen,
Prostatakarzinomen, Bronchialkarzinomen und Pankreaskarzinomen zeigen sich
haufig Verminderungen der p120-Catenin Expression, bis hin zum vollstandigen
Verlust von p120-Catenin (57).

E-Cadherine\

Plasmamembran

p120-Catenin
B-Catenin

Actin-
Filamente

a-Catenin

Abbildung 17: Interaktion von p120-Catenin mit dem Catenin-Komplex und den Actin-Filamenten.

Modifiziert aus Molecular Biology of the Cell 6e (Garland Science 2015).
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Im Gegensatz dazu zeigen unsere Ergebnisse ein langeres Uberleben in der Gruppe
p120-Catenin®”, in welcher p120-Catenin weniger stark exprimiert wird, als in der
Gruppe pl120-Catenin™". Deborah Huveldt et al. konnten zeigen, dass die
Hyperphosphorylierung von pl120-Catenin im Bereich von Y228 von wesentlicher
Bedeutung flir die Invasivitat von Glioblastomen in vivo und in vitro ist. Diese
Phosphorylierung von pl120-Catenin scheint in anderen epithelialen Tumoren, wie
Mammakarzinomen und Prostatakarzinomen deutlich weniger stark ausgepragt zu
sein (33). Die Hyperphosphorylierung hangt mit der Uberaktivitat von Kinasen der Src
Familie (SFKs) zusammen und fuhrt zu einer Reorganisation des Zytoskeletts, mit
nachweislicher Zunahme der Invasivitat (33). Aus diesem Grund scheint p120-
Catenin in Gliazellen nicht wie in epithelialen Tumoren primér als Tumorsuppressor
aufzutreten. Zumal pl20-Catenin in unseren immunhistochemischen Farbungen
ubiquitar im Zytoplasma verbreitet auftrat, obwohl es urspriinglich, in Epithelien, vor
allem im Bereich der Zellmembran vorkommt. In manchen epithelialen Tumoren ist
diese Mislokalisation von pl120-Catenin ein Resultat des Verlusts von E-Cadherin
und geht mit einer verstarkten Tumorprogression einher (30). Dies fuhrt im
Kolonkarzinom beispielsweise zu einer Inhibition der Rho-Aktivitdt durch das
mislokalisierte p120-Catenin und damit zu einer verstarkten Metastasierung der
Tumoren mit nachgewiesen reduziertem Gesamtiuberleben der Kohorte (58).

Auch in hippocampalen Pyramidenzellen fuhrt der Verlust von p120-Catenin zu einer
Reduktion der Cadherin-Level und zu einer Misregulation der Familie der Rho-
GTPasen, mit verminderter Racl- und verstarkter RhoA-Aktivitat (59).

p120-Catenin fungiert jedoch auch in epithelialen Tumoren nicht nur als
Tumorsuppressor. Eine Arbeit von Chang Hee Kim et al. aus dem Jahre 2013
identifizierte NLBP (novel LZaP-binding protein) als wesentliches Regulatorprotein
zur Modulation von p120-Catenin in Adenokarzinomen der Lunge (60). Dort fuhrt die
Bindung von NLBP an die regulatorische Untereinheit von p120-Catenin zu einer
Verhinderung der Ubiquitinierung von pl120-Catenin und damit zu einer zellularen
Uberexpression durch Verminderung des Abbaus. Bereits im Jahr 2001 konnten Inna
Grosheva et al. nachweisen, dass eine Uberexpression von pl120-Catenin in
Fibroblasten und Epithelzellen zu Veranderungen der Zellform, Zellbeweglichkeit und
Adhésion an die extrazellulare Matrix fihren (61).
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In gesunden Gliazellen der Ratte ist pl20-Catenin in Astrozyten fast nicht
nachweisbar, wahrend Oligodendrozyten im Durchschnitt eine deutlich stéarkere
Expression von p120-Catenin aufweisen (62). Interessanterweise zeigen neuronale
Vorlauferzellen der Ratte aus dem Gyrus dentatus des Hippocampus und aus der
subventrikuléren Zone (in welcher eine groRRere intrazerebrale
Stammzellenpopulation vermutet wird) eine besonders starke Expression von p120-
Catenin, was darauf hindeuten kdnnte, dass die starke Expression von p120-Catenin
eine wesentliche Voraussetzung fur die Migration von neuronalen Vorlauferzellen
aus der subventrikularen Zone in die jeweiligen Bereiche des adulten Gehirns
darstellt (63). Es ist bekannt, dass in Glioblastomen nicht nur CD133" Tumor-
Stammzellen existieren, sondern dass es einige Gemeinsamkeiten von neuronalen
Vorlauferzellen und Glioblastomzellen in Bezug auf die Expression von Genen und
die aktiven intrazellularen Signalwege gibt (64). Auch dies weist darauf hin, dass
Glioblastome mit einer ausgepragten Expression von p120-Catenin zu einem deutlich
kurzeren Uberleben filhren konnten, wenn sie eine groRere Menge von
Tumorstammzellen enthalten, die bekanntlich weniger sensitiv auf Chemo- und
Radiotherapie reagieren (65).

Eine publizierte Arbeit von Gritsenko et al. konnte zeigen, dass p120-Catenin einen
wichtigen Angriffspunkt in Glioma-Zell-Netzwerken darstellt. Passend zu den in
dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen fiihrte eine Herunterregulation von p120-
Catenin zu verminderten Zell-Zell-Interaktionen und zu einer Verringerung des
bestehenden Gliomnetzwerkes in vivo. Aul3erdem zeigte eine genetische Analyse
von 3875 Genen in humanen Gliomen einen signifikanten Vorteil des
GesamtlUberlebens von Patienten mit einer geringen Expression von pl120-Catenin
(66).

Eine monoklonale antikérperbasierte Immuntherapie gegen p120-Catenin ist bislang
noch nicht etabliert und es ist fraglich, ob ein Antikdrper gegen p120-Catenin
aufgrund der ubiquitaren Expression in Epithelien jemals Anwendung finden wird. Es
werden daher weitere Studien benoétigen, um Sicherheit und Wirkung einer solchen

Therapie in vitro und vivo zu charakterisieren.
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4.3. Diskussion: CD99

Wir konnten zeigen, dass CD99 einen signifikant unabhangigen Pradiktor fir das
Gesamtluberleben von Patienten mit Glioblastomen darstellt. Patienten der Gruppe
CD99"" zeigen ein signifikant schlechteres Uberleben, verglichen mit der Gruppe
CD99"™". Dieser Unterschied ist unabhéangig von den prognoserelevanten Faktoren
Karnosfky-Index, Therapie, Alter und Resektion.

CD99 ist als Transmembranprotein in Leukozyten und im aktivierten Endothel
bekannt, auRerdem ist es ein diagnostischer Marker beim Ewing-Sarkom (67). CD99
spielt in Tumoren eine ambivalente Rolle. So verhélt es sich in manchen Tumoren
wie ein Onkogen (Gliome, Lymphome, Melanome, Mammakarzinome), wahrend es
in anderen Tumoren als Tumorsuppressor fungiert (Hodgkin-Lymphom,
Osteosarkom, Pankreaskarzinom) (68).

Ursula Urias et al. konnten 2014 zeigen, dass die Expression von CD99 in
Glioblastomen im Vergleich zu nicht neoplastischem Gewebe signifikant erhéht ist
(36). AulRerdem zeigte sich eine veranderte Lokalistation von CD99 in high-grade
Gliomen (WHO Grad Il und 1V), in welchen CD99 haufig im Zytoplasma oder in den
Membranen vorkommt, im Vergleich zu Low-grade Tumoren (WHO Grad | und Il), in
welchen es vor allem im Zellkern vorkommt (36).

Mehrere immunhistochemische Studien haben bereits ein charakteristisches
Farbeverhalten von CD99 in einer Vielzahl von Malignomen festgestellt. So wurden
in neuroendokrinen Tumoren, Ewing-Sarkomen, primitiven neuroektodermalen
Tumoren, Melanomen, kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Merkelzellkarzinomen und
in vielen anderen Tumorentitaten sogenannte paranukleare ,dot-like pattern®
festgestellt, welche auch in einzelnen unserer Proben zu finden waren (40). Dabei
kommt es zu Ansammlungen von CD99 in punktférmigen Clustern im Zytoplasma.
Die Ursache fir dieses charakteristische Farbeverhalten, das nicht in allen Tumoren
der beschriebenen Entitaten zur Darstellung kommt, ist aktuell noch unzureichend
verstanden. Es gibt Vermutungen, dass es sich bei den Clustern um defekte Proteine
handelt, die vom Golgi-Apparat oder vom rauen Endoplasmatischen Retikulum nicht
zu den Zellmembranen transportiert werden kénnen, wo CD99 eigentlich vorkommt
(69). Bislang sind die paranuklearen dot-like pattern in Glioblastomen noch nicht
beschrieben worden. Wenn es sich bei den dot-like pattern wirklich um Defekte

Proteine handeln sollte, und CD99 in Glioblastomen als Onkogen auftritt, wére zu
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erwarten, dass Patienten mit CD99-Clustern einen Uberlebensvorteil gegeniiber
solchen haben, bei denen das Protein Uberexprimiert wird. Aufgrund der geringen
Probenanzahl von CD99-Clustern war in unserer Studie eine Subgruppenanalyse zur
Beurteilung der Bedeutung auf das Gesamtiuberleben allerdings nicht mdglich.

Das CD99-Gen codiert zwei verschiedene Isoformen: Die erste Isoform entspricht
der vollstandigen Proteinlange (CD99wt), wéhrend die zweite Isoform einer
verkirzten Version der ersten Isoform entspricht (CD99sh) (70). Zucchini et al.
konnten zeigen, dass die beiden Isoformen unterschiedliche Effekte in Zellkulturen
und in Tiermodellen aufweisen: Wahrend die lange Isoform CD99wt in
Osteosarkomen und Prostatakarzinomen Wachstum, Migration und Metastasierung
vermindert, fihrt die kurze Isoform CD99sh zu einer Verstarkung dieser Prozesse
(71). Die intrazellularen Effekte der beiden Isoformen sind in Abbildung 18
dargestellt.

Eine 2019 publizierte Arbeit von Lais C. Cardoso et al. konnte zeigen, dass
unabhéngig vom Malignitatsgrad von den zwei bekannten CD99-Isoformen in
Astrozytomen nur die erste lange Isoform (CD99wt) exprimiert wird und dass diese
Isoform im mesenchymalen und klassischen GBM hdéher exprimiert wird, als im
proneuralen Subtyp (38). Interessanterweise fuhrte in dieser Studie ein Knock-down
von CD99 zu einer verminderten Migration von Glioblastomzellen in der Zellkultur.
Diese Ergebnisse unterstiitzen die Ergebnisse unserer Studie, in welcher eine hohe

Expression von CD99 mit einer geringeren Uberlebenswahrscheinlichkeit einhergeht.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der CD99 Subtypen in Tumorzellen, modifiziert nach
Manara MC, Pasello M, Scotlandi K. CD99: A Cell Surface Protein with an Oncojanus Role in Tumors.
Genes (Basel). 2018 Mar 13;9(3):159. doi: 10.3390/genes9030159. PMID: 29534016; PMCID:
PMC5867880

Tae-Young Jung et al. konnten zeigen, dass CD99 aufgrund der ausgepragten
Expression in Glioblastomzellen ein potentielles Target im Rahmen einer
Immuntherapie darstellen kdnnte (72). Young-Hee Kim et al. konnten in einer Studie
zeigen, dass modifizierte zytotoxische T-Lymphozyten in Zellkulturen gegen CD99
gerichtet werden kdnnen (73).

Da CD99 allerdings im Knochenmark, im Pankreas, in Nasopharynx, Osophagus und
in den Genitalien stark exprimiert ist, kdnnte eine Immuntherapie gegen CD99 zu

zahlreichen Nebenwirkungen fihren. Zusatzliche Studien missen daher einen
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effektiven Nutzen mit tolerierbaren Nebenwirkungen zeigen, damit es in Zukunft zu

einer klinischen Anwendung kommen kann.

4.4. Diskussion: COL4A2

Unsere Studie konnte keine signifikante Assoziation zwischen der Expression von
COL4A2 und dem Gesamtuberleben von Glioblastompatienten feststellen. Es zeigte
sich aber eine signifikante inverse Korrelation zwischen der Expression von COL4A2
und dem WHO-Grad der Tumoren.

Diese Ergebnisse werden durch funktionelle in vitro Studien unterstirzt, in welchen
die Stimulation von Glioblastomzellen durch Interleukin-1 tendenziell zu einer
Herunterregulation von COL4A2 fiuhrt (74). Da Interleukin-1 in Glioblastomen
Uberexprimiert ist konnte die von uns beobachtete niedrige COL4A2 Expression bei
Gliomen WHO-Grad Ill und Glioblastomen zumindest teilweise dadurch erklart
werden.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen haben andere Studien gezeigt, dass
Glioblastome und anaplastische Astrozytome (WHO-Grad I1llI) im Vergleich zu
diffusen Astrozytomen (WHO-Grad 1l) eine erhohte Expression von COL4A2
aufweisen (42, 43). Es ist jedoch anzumerken, dass die o0.g. Studien die
Genexpression von COL4A2 untersucht haben, wéhrend unsere Studie die
Proteinexpression von COL4A2 analysierte. Des Weiteren zeigt sich in der Literatur
eine Assoziation zwischen COL4A2 und der Vaskularisation eines Tumors (75). In
unseren Analysen besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Expression des Gefal3markers CD31 und COL4A2.

Choi et al. haben beobachtet, dass Patienten mit rezidiviertem Glioblastom, die mit
Bevacizumab behandelt wurden und eine hohe Expression von COL4A2 aufwiesen,
signifikant schlechter tGberleben, als Patientin mit geringer Expression von COL4A2
(44). In der gesamten Kohorte, also unabhangig von der Therapie, zeigte sich jedoch
kein Uberlebensvorteil in Abhéngigkeit von der Expression von COL4A2. Dies deckt
sich mit den Ergebnissen aus unseren untersuchten Kohorten. Diese Studie schloss
allerdings nur 9 Patienten ein, weshalb die Aussagekraft nur eingeschrankt beurteilt
werden kann. Insgesamt muss kritisch angemerkt werden, dass aktuell zu wenig
signifikante Daten vorliegen, um die Rolle von COL4A2 in Glioblastomen

abschlieRend zu beurteilen. Hier sind in Zukunft weitere Studien notig.
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4.5. Diskussion: SOX10

Wir konnten keine signifikante Assoziation zwischen der Expression von SOX10 und
dem Gesamtuberleben von Patienten mit Glioblastomen feststellen. Nebenbefundlich
zeigte sich aber eine statisch signifikante inverse Korrelation zwischen der nuklearen
Expression von SOX10 und der mikrovaskularen Proliferation (MVP).

SOX10 liegt als Transkriptionsfaktor ausschlief3lich intranuklear vor. Bekannt ist die
Expression von SOX10 insbesondere in Melanomen, in welchen es stark exprimiert
wird und mit einer Tumorprogression einhergeht (76).

Gliome aller Malignitatsgrade exprimieren SOX10. Auch in dieser Studie zeigten sich
in allen Proben mindestens geringe Mengen von SOX10. Allerdings ist die
Expression von Low-grade Gliomen im Vergleich zu High-grade Gliomen deutlich
erhoht (48). Tabelle 20 stellt eine Ubersicht der Expression von SOX10 in den

verschiedenen Tumorentitaten dar:

Fallnummer Tumorentitat WHO-Grad Zelldichte SOX10
Expression

1 Astrozytom 2 ++ 4+

2 Astrozytom 2 + 4+

3 Astrozytom 2 + 4+
4 Astrozytom 2 + 4+

5 Oligodendrogliom 2 ++ +++
6 Oligodendrogliom 2 ++ ++

7 Oligodendrogliom 3 ++ +

8 Oligodendrogliom 3 +++ +

9 Ependymom 3 +++ +

10 Ependymom 3 +++ ++
11 Glioblastom 4 ++ ++
12 Glioblastom 4 +++ +
13 Glioblastom 4 +++ +

14 Glioblastom 4 +++ -

Tabelle 19: Expression von SOX10 in verschiedenen Tumor-Entitdten des ZNS, modifiziert nach
Ferletta M, Uhrbom L, Olofsson T, Pontén F, Westermark B. Sox10 has a broad expression pattern in
gliomas and enhances platelet-derived growth factor-B--induced gliomagenesis. Mol Cancer Res.
2007 Sep;5(9):891-7. doi: 10.1158/1541-7786.MCR-07-0113. PMID: 17855658.

56



Im gesunden erwachsenen Gehirn kommt SOX10 fast ausschlie3lich in
Oligodendrozyten vor. Bei einer Hypermethylierung des Promoters von SOX10 und
einer daraus resultierenden geringeren Expression von SOX10 kam es in einer
Studie mit 50 Glioblastom-Patienten, die nach dem Stupp-Schema therapiert worden
sind, zu einem signifikant kiirzeren Uberleben (50).

Bekanntermal3en gibt es Glioblastome, die in der histologischen Untersuchung eine
oligodendrogliale Komponente aufweisen. Goda et al. konnten 2015 zeigen, dass
Patienten mit einem GBM und einer oligodendroglialen Komponente ein signifikant
besseres Uberleben zeigen, als Patienten mit GBM ohne oligodendrogliale
Komponente (77). Moglicherweise spricht eine hohe Expression von SOX10 fir eine
oligodendrogliale Komponente innerhalb des Tumors.

Ellingson et al. konnten zeigen, dass das Tumorvolumen im Fall eines Rezidivs einen
signifikanten prognostischen Faktor darstellt (78). Mdglicherweise zeigen schnell
wachsende Tumoren mit daraus resultierenden grof3en Tumorvolumina eine
geringere Expression von SOX10. Dies konnte dafur sprechen, dass derartig
.entwickelte* Tumoren immer mehr Eigenschaften des gesunden Glia-Zellsystems
ablegen und durch zunehmende Mutationen die Fahigkeit zur Produktion von SOX10
verlieren.

Insgesamt sprechen die bisherigen Daten dafiir, dass eine hohe Expression von
SOX10 mit einem besseren Gesamtiuberleben in Glioblastomen assoziiert sein kann.
Dies konnte in unserer Studie aber nicht bestétigt werden. Um die Rolle von SOX10

in Glioblastomen endgultig zu klaren, werden daher weitere Studien notig sein.
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4.6. Diskussion der Methoden und Limitationen

4.6.1. Tumorproben und Patientenkollektiv

Limitationen ergeben sich bereits durch die verfligbaren archivierten Proben. Diese
stellen nicht den vollstandigen Umfang des Tumors dar, so dass keine Aussage uber
die Grundgesamtheit gemacht werden kann, sondern nur Uber eine Stichprobe.
Diese Stichprobe wurde wiederum anhand von morphologischen Kriterien
ausgewahlt. Es ist jedoch bekannt, dass gerade Glioblastome Uber eine ausgepragte
intratumorale Heterogenitat verfugen, so dass der von uns untersuchte Bereich
deutliche Unterschiede zu einem anderen, chirurgisch oder histopathologisch nicht
erfassten Bereich aufweisen kénnte. Des Weiteren zeigten manche Tumorproben
Einblutungen oder grof3e Nekrosezonen, weshalb ein paar Patientenproben, bei

fehlendem vitalem Tumorgewebe, ausgeschlossen werden mussten.

Zuséatzlich mussten manche Patienten aus der Studie ausgeschlossen werden, da
durch unvollstandige Patientenakten oder -—daten eine Erhebung des
Uberlebensstatus nicht moglich war. Es bestanden auRerdem methodenbedingte
Ungenauigkeiten in der Erfassung des Volumens der Tumoren. Durch Auswertung
der MRT-Bilder und Messung des Tumorvolumens und Volumen des Odems mittels
Breite x HOhe x Lange lassen sich ungleich wachsende Tumoren nur eingeschrankt
analysieren. Diese Limitation konnte durch moderne Computerprogramme
umgangen werden, die das dreidimensionale Volumen besser erfassen kdnnen, als

es manuell durch menschliche Beurteiler moglich ist.

4.6.2. Tissue-Microarray

Die Einschrankung der Tissue-Microarray-Methode besteht offensichtlich darin, dass
nur geringe Gewebeanteile aus einer Gesamtprobe untersucht werden kénnen.
Insbesondere in Tumoren mit hoher intratumoraler Heterogenitat, wie dem
Glioblastom, kann dies zu einer fehlerhaften Beurteilung des Gesamttumors fuhren.
Dem versuchten wir entgegenzuwirken, indem wir mehrere Abschnitte aus dem
erhaltenen Tumorgewebe analysierten. Des Weiteren ist durch Studien belegt, dass

Ergebnisse von TMA und Gewebsschnitten meist konkordant sind (79). Dennoch
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gingen bei Durchfihrung der Methode einige Proben verloren oder konnten nicht

richtig angefarbt oder ausgewertet werden.

4.6.3. Immunhistochemie

Die Immunhistochmie stellt grundsétzlich ein etabliertes Verfahren in der Analyse von
Gewebeproben dar. Limitationen ergeben sich durch methodisch bedingte fehlende
oder fehlerhafte Anfarbungen. Die Bewertung der Proben erfolgte durch erfahrene
unabhéngige Untersucher, um einen mdglichst hohen Grad an Objektivitat zu
erreichen. Bei grofRen Unterschieden in der Bewertung der Proben wurde eine dritte
unabhangige Person zur endguiltigen Beurteilung hinzugezogen. Gegebenenfalls
konnte eine computergestutzte Erfassung und Analyse der Tumorzellen und des

Gewebes zu einer noch objektivieren Bewertung der Proben fihren.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Assoziation von vier Biomarkern (p120-
Catenin, CD99, COL4A2 und SOX10) mit dem Gesamtuberleben von Patienten mit
gesichertem Glioblastom. Hierfur wurde das Tumorgewebe von zwei
Patientenkohorten (Hannover Kohorte 1 (166 Patienten) und Hannover Kohorte 2
(122 Patienten)) mithilfe der Tissue-microarray-Methode (TMA) untersucht. Die
daraus resultierenden ,Spots“ wurden immunhistochemisch mit den entsprechenden
Antikorpern angefarbt, digitalisiert und von zwei verblindeten unabh&ngigen
Untersuchern ausgewertet. Die statistische Analyse erfolgte mithilfe der univariaten
Kaplan-Meyer-Methode und der multivariaten Cox-regression. Es erfolgte eine

high und

Dichotomisierung der Expression des Biomarkers in die Gruppen Biomarker
Biomarker'".

Im Rahmen dieser Auswertung zeigte sich in Hannover Kohorte 1 nach 60 Monaten
ein signifikant kirzeres Gesamtiiberleben von Patienten mit hoher Expression von
p120-Catenin (p120-Catenin™®") im Vergleich zur Patientengruppe mit niedriger
Expression von pl120-Catenin (p120-Catenin®). In der Validierungskohorte
Hannover Kohorte 2 konnte dieses Ergebnis nach einem Beobachtungszeitraum von
24 Monaten bestétigt werden. Ebenso zeigte sich in Hannover Kohorte 1 nach 60
Monaten ein signifikant kiirzeres Uberleben in der Patientengruppe CD99"9" im
Vergleich zur Patientengruppe CD99"°". Dieses Ergebnis konnte ebenfalls in
Hannover Kohorte 2 nach einem Beobachtungszeitraum von 24 Monaten bestétigt
werden. Die Relevanz dieser beiden Biomarker in Bezug auf das Uberleben bei
Patienten mit Glioblastomen ist in dieser Arbeit zum ersten Mal beschrieben worden.
Die Biomarker COL4A2 und SOX10 zeigten in Hannover Kohorte 1 keine signifikante
Assoziation mit dem Gesamtuberleben der Glioblastompatienten.

Zusammenfassend haben wir in dieser Arbeit neue prognostisch relevante Biomarker
identifiziert, welche auch als Basis fur weiterfiihrende molekulare und therapeutische

Studien bei Glioblastomen dienen kdnnten.
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Abbildung 1: Genetische Einteilung der Gliome, modifiziert nach: Die WHO-Klassifikation
der Tumoren des zentralen Nervensystems 2021- The WHO classification of tumors of the
central nervous system 2021

Abbildung 2: Scoring-System und Farbeverhalten von p120-Catenin. Es zeigt sich eine
zytoplasmatische Farbung des Gewebes (braunes Kolorit). Je nach Farbeintensitat erfolgte
die Einsortierung in die Kategorie ,schwach®, ,mittel“ oder ,stark®.

Abbildung 3: Scoring-System und Farbeverhalten von CD99. Es zeigt sich eine
zytoplasmatische Farbung des Gewebes (braunes Kolorit). Je nach Farbeintensitat erfolgte
die Einsortierung in die Kategorie ,schwach®, ,mittel“ oder ,stark“. Bei vollstandig fehlender
Farbung wurde die Probe als ,negativ‘ gescored.

Abbildung 4: Scoring-System und Féarbeverhalten von COL4AZ2. Es zeigt sich eine
zytoplasmatische Farbung des Gewebes (braunes Kolorit). Je nach Farbeintensitat erfolgte
die Einsortierung in die Kategorie ,schwach®, ,mittel“ oder ,stark®.

Abbildung 5: Sox10 zeigt ein ausschliel3lich nukledres Farbeverhalten, so dass eine
Braunfarbung der Zellkerne resultiert. Der prozentuale Anteil der positiven Zellkerne wurde
analysiert und gescored.

Abbildung 6: Expression von p120-Catenin in Abhangigkeit vom WHO-Grad (II-1V) in
Hannover Kohorte 1. Die Mediane werden als schwarze horizontale Linien dargestellt. Die
Perzentile (25. und 75.) als vertikale Boxen mit Fensterbalken.

Abbildung 7: Kaplan-Meier 60 Monate Uberlebenskurve nach hoher und niedriger p120-
Catenin-Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 1. Zur Analyse
wurde der Log-rank Test verwendet. Der p-Wert befinden sich oben rechts.

Abbildung 8: Kaplan-Meier 24 Monate Uberlebenskurve nach hoher und niedriger p120-
Catenin-Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 2. Zur Analyse
wurde der Log-rank Test verwendet. Der p-Wert befinden sich oben rechts.

Abbildung 9: 40x VergroR3erung am digitalen Mikroskop: CD99-Expression (braunes Kolorit)
mit intrazellularen Clustern/“dot-like pattern“ (schmale Pfeile). Fehlende membrandse oder
homogene Lokalisation. Bei den langlichen braunlich gefarbten Strukturen mit Lumen
handelt es sich um GefalRe (G).

Abbildung 10: Expression von CD99 in Abhangigkeit vom WHO-Grad (II-1V) in Hannover
Kohorte 1. Die Mediane werden als schwarze horizontale Linien dargestellt. Die Perzentile

(25. und 75.) als vertikale Boxen mit Fensterbalken.
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Abbildung 11: Kaplan-Meier 60 Monate Uberlebenskurve nach hoher und niedriger CD99-
Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 1. Zur Analyse wurde
der Log-rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.

Abbildung 12: Kaplan-Meier 24 Monate Uberlebenskurve nach hoher und niedriger p120-
Catenin-Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 2. Zur Analyse
wurde der Log-rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.

Abbildung 13: Expression von COL4A2 in Abhangigkeit vom WHO-Grad (lI-IV) in Hannover
Kohorte 1. Die Mediane werden als schwarze horizontale Linien dargestellt. Die Perzentile
(25. und 75.) als vertikale Boxen mit Fensterbalken.

Abbildung 14: Kaplan-Meier 60 Monate Uberlebenskurve nach hoher und niedriger
COL4A2-Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 1. Zur Analyse
wurde der Log-rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.

Abbildung 15: Expression von SOX10 in Abh&angigkeit vom WHO-Grad (lI-IV) in Hannover
Kohorte 1. Die Mediane werden als schwarze horizontale Linien dargestellt. Die Perzentile
(25. und 75.) als vertikale Boxen mit Fensterbalken.

Abbildung 16: Kaplan-Meier 60 Monate Uberlebenskurve nach hoher und niedriger SOX10-
Expression. Die Daten entstammen allesamt der Hannover Kohorte 1. Zur Analyse wurde
der Log-rank Test verwendet. Der p-Wert befindet sich oben rechts.

Abbildung 17: Interaktion von pl120-Catenin mit dem Catenin-Komplex und den Actin-
Filamenten. Maodifiziert aus Molecular Biology of the Cell 6e (Garland Science 2015)
Abbildung 18:_Schematische Darstellung der CD99 Subtypen in Tumorzellen, modifiziert
nach Manara MC, Pasello M, Scotlandi K. CD99: A Cell Surface Protein with an Oncojanus
Role in Tumors. Genes (Basel). 2018 Mar 13;9(3):159. doi: 10.3390/genes9030159. PMID:
29534016; PMCID: PMC5867880
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COL4A2, CD99, p120-Catenin, SOX10,

Korrelationen nach Spearman-Rho der Parameter

Anlage 1

Tumor volume, Oedema volume, Microvessel density (CD31).
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Anlage 2: Ubersicht am digitalen Mikroskop: CD99-Expression (braunes Kolorit) mit homogener und
membrandser Verteilung.

Anlage 3: 20x VergréRerung am digitalen Mikroskop: CD99-Expression (braunes Kolorit) mit
Uberwiegend membrandser Verteilung (schmaler Pfeil) und einzelnen intrazellularen CD99-Clustern
(dicker Pfeil), G: GefalR3.
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Anlage 4: Ubersicht am digitalen Mikroskop: CD99-Expression (braunes Kolorit) mit intrazellularen
Clustern. Fehlende membrandse oder homogene Lokalisation. Bei den langlichen braunlich gefarbten

Strukturen mit Lumen handelt es sich um Gefalle.

Anlage 5: Hohere Vergrof3erung am digitalen Mikroskop: CD99-Expression (braunes Kolorit) mit

Uberwiegend membrandser Verteilung (schmaler Pfeil). G: GefaR.
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