Aus der Klinik fur Neurochirurgie
der Medizinischen Fakultat der Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar

Direktor: Prof. Dr. med. Joachim Oertel

Einfluss der miRNA-26a Expression auf das
Ansprechen einer Therapie mit Carmustin-Wafer
Implantaten bei Patienten mit Glioblastoma

multiforme

DISSERTATION

zur Erlangung des Grades einer Doktorin der Medizin der Medizinischen
Fakultat der Universitat des Saarlandes

2020

vorgelegt von

Luisa Charlotte Braun

Geb. am: 19.01.1992 in Kirchheimbolanden



Tag der Promotion: 02.12.2020
Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Michael D. Menger
Berichterstatter: Prof. Dr. med. Joachim Oertel

Prof. Dr. rer. nat. Eckart Meese






Inhaltsverzeichnis 2

Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS. ... e s e s s s e e e s s e e s s s s e s e s s s s s s s s e s s e essesssssessessessesssnnsnnnnnnnnnnns 1
ABKURZUNGSVERZEICHNIS ........c.ceoeeteteeteseeesssessessesseessssssssesssesesssssssssssssessesssssssssssssssens 4
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ... 6
TABELLENVERZEICHNIS ..........oennnnsssnnsss s s s s s nnnnnnnn 7
1 ZUSAMMENFASSUNG ... 8
1.1 DEULSCNE FaSSUNG ... 8
1.2 AADSIFACT ...ttt bbb bbb bbb bbb bbb bbb e b e nne e 10
2 EINLEITUNG..... .o 12
21 Glioblastoma multiforme ..o ———— 12
211 Epidemiologie UNd ProgNOSEe ........ccoooiiiiiioiieeeeee e 12
21.2 AHOIOGIE. ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt neens 12
21.3 KINIK UNA DIBGNOSE ... 13
214 I 05T = 1 o (= 3PS 14
2.1.41 OPEIALION. ... 14
2142 Strahlentherapie ... 14
2143 CheMOLhEIAPIE ... 15
21.5 Molekularbiologie des GlIobIastoms ...........c..uuiiiiiiiiii e 17
2.2 EpigenetiK ... 18
2.21 DINA-METNYIEIUNG ...ttt b bbb besbeeneeees 18
222 MIRNA UNA MIRNA-268E ..o e e e e e e e 19
23 Eigene Fragestellung.........ccooiiiiiiiiiinniiinnin s 22
3 MATERIAL UND METHODIK ... 23
3.1 Patientenkollektiv ... 23
3.2 MIRNA-CANAIYSE......oiiiiiie e r e s s e e e s nmm s s s e e e e nmmm s eees 24
3.2.1 MIRNA-ISOIALION ... 24
3.2.2 Photometrische KonzentrationSmessuNg.........coooooioiiiiiii 25
3.2.3 Theorie der quantitativen Real-Time PCR ... 25
3.2.4 Praktische Durchfiihrung der quantitativen Real-Time PCR............ccccociiiiiie 28
3.3 DNA-ANAIYSE... .o ————————————————————————— 30
3.3.1 DINA-ISOIALION .. 30
3.3.2 Bisulfitkonversion und Methylierungsspezifische PCR ............ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 31
3.3.3 Agarose-GeleleKtrOPNOrESE .........coiii i 34
3.3.4 IDH1-R132H IMMmUNNIStOCNEMIE ... ..uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb eeeeeeeee 36

3.4

£33 72 L3 1 36



Inhaltsverzeichnis 3

4

4.1

411
412
413

4.2

4.2.1
422
423
424

4.3
4.3.1
432

4.4
4.5

5.1

5.2

5.2.1
5.2.2
5.2.3
524

5.3

5.3.1
5.3.2
5.3.3

5.4

ERGEBNISSE ......... .ottt r s e e e e e e s e m s s e s e e e e e nmmnn s nneenns 37
PatientenkolleKLIV ... e s 37
Alters- und Geschlechtsverteilung, KPS ..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirinreennen. 37
OS und PFS im GesamtKOIEKLIV ........ccovviiiiiiiiiii 38
Chirurgisches Resektionsausmald ...........ooooiiiiiiiiiiiiie e 39
Ergebnisse der miRNA-ANalySeN.......cccociiiiiiiiiininnn s 40
miRNA-26a Expression in der Carmustin-Wafer-Gruppe ...........cccccoeeeiiiiii e, 40
mMiRNA-26a Expression in der Kontroll-Gruppe.........ccooooiiiiiiii e, 42
miRNA-26a: Vergleich Carmustin-Wafer-Gruppe versus Kontroll-Gruppe..........ccccccceeunee. 44
TCGA-ValidierungsatenSatZ...........cueuieiiii e a e ee e e 45
Ergebnisse der Methylierungsanalysen von Rb1 und MGMT ...........ccoiciiimmmnnnnninnnens 46
Methylierungsstatus des Promotors von RD1 ..., 47
Methylierungsstatus des Promotors von MGMT .........ccuiiiiiiiiiiiiiiieee e 47
IDHA-Mutationsstatus ... e e 48
Multiple COX-REGIreSSIiON ......cccciimiiiiiiiiimnri s s s 48
DISKUSSION ...ttt e s s e e e e e e se e s s s e s e e e e s e nmnas s s s e e e e nnnmnsssssnneenns 50
Fragestellung ... 50
Diskussion der Methodik............oooiiiiii s 51
Patientenkollektiv: Vergleichbarkeit der Untersuchungsgruppen .............cccciiiiiiiiennieens 51
miRNA-26a- Expressionsanalyse: Vor- und Nachteile der angewandten Methode ........... 52
DNA-Analyse: Vor- und Nachteile der Methylierungsspezifischen PCR ............cccccceeni. 53
Diskussion der statistischen Methodik ................ i 54
Diskussion der Ergebnisse ........cccccviiiiiiiinnininininns 54
Molekulare Marker und die Carmustin-Wafer Therapie..............ccccoeeeiiiiii e, 55
miRNA-26a als moglicher pradiktiver Marker fir Carmustin-Wafer Implantate ................. 57
SChIUSSTOIGEIUNGEN ... e e e e e e e e aeeeeaaens 60
=] o [T o] PP 61
LITERATURVERZEICHNIS ....... ot r e e s e s s e e s e 62
PUBLIKATIONEN....... .ot e e s s s s s e e e e s smma s e e s e e e e e nmmmn s e e eees 70
DANKSAGUNG ... e e e s m e s s e s e e e s e mmna s s e s e e e e s nmmnnssssnsernns 71

LEBENSLAUF ...ttt ss s as s s an s s s s s s s s 73



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

Aqua dest.
BCNU
CCNU
cDNA
CpG

Ct

DNA

ED
EORTC
FC

GBM
Glioblastom
IDH

KM
Kum.
KPS
MGMT
miRISC
miRNA
MRT
MS-PCR
oS

PCR
PFS
PTEN
p15

p16
gRT-PCR
Rb1
RNA

RT

Aqua destillata

Carmustin

Lomustin

complementary DNA

Cytosin-phosphatidyl-Guanin

Cycle of Threshold (Schwellenwertzyklus)
Desoxyribonukleinsaure

Erstdiagnose

European Organisation for Research and Treatment of Cancer
Fold change

Glioblastoma multiforme

Glioblastoma multiforme

Isozitratdehydrogenase

Kontrastmittel

kumulativ

Karnofsky-Performance-Score
06-Methylguanin-Methyltransferase

miRNA-containing RNA-induced Silencing Complex
microRNA

Magnetresonanztomographie

Methylierungsspezifische PCR

overall survival (Gesamtliberleben)

Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
progression-free survival (progressionsfreies Uberleben)
phosphatase and tensin homolog

Protein 15

Protein 16

quantitative Real-Time PCR

Retinoblastom1-Protein

Ribonukleinsaure

Radiotherapie



Abkurzungsverzeichnis

Tab. Tabelle
TCGA The Cancer Genome Atlas
TMZ Temozolomid



Abbildungsverzeichnis 6
Abbildungsverzeichnis

Abb. 01: MRT-Aufnahmen eines Glioblastoms 13
Abb. 02: Stupp-Protokoll 16
Abb. 03: Implantation von Carmustin-Wafern in die Resektionshohle 17
Abb. 04: Bedeutung der miRNAs in der Tumorgenese 20
Abb. 05: Schritte der RNA-Isolation 25
Abb. 06: Schaubild einer PCR-Amplifikationskurve 26
Abb. 07: PCR-Amplifikationskurven der miR-26a und der RNU48 27
Abb. 08: Agarose-Gelelektrophorese zur Detektion des Methylierungsstatus von MGMT 35
Abb. 09: Durchschnittliches Alter der Patienten bei Erstdiagnose 37
Abb. 10: Geschlechtsverteilung des gesamten Patientenkollektivs 38
Abb. 11: Vergleich von OS und PFS beider Untersuchungsgruppen 39
Abb. 12: Lineare Regressionsanalyse des OS und PFS in der Carmustin-Wafer-Gruppe 40
Abb. 13: Kaplan-Meier-Kurven des OS und PFS in der Carmustin-Wafer-Gruppe 42
Abb. 14: Lineare Regressionsanalyse des OS und PFS in der Kontroll-Gruppe 43
Abb. 15: Vergleich beider Untersuchungsgruppen bei hoher miRNA-26a Expression 44
Abb. 16: Kaplan-Meier-Kurven des OS und PFS beider Untersuchungsgruppen 45
Abb. 17: TCGA-Validierungskohorte 46
Abb. 18: MGMT-Methylierungsstatus 47
Abb. 19: IDH1-Mutationsstatus 48



Tabellenverzeichnis 7
Tabellenverzeichnis

Tab. 01: Mastermix der Reversen Transkription 28
Tab. 02: Pipettierschema der Reversen Transkription 28
Tab. 03: Reaktionsschritte der Reversen Transkription 29
Tab. 04: Mastermix der qRT-PCR 29
Tab. 05: Pipettierschema der gRT-PCR 30
Tab. 06: Reaktionsschritte der qRT-PCR 30
Tab. 07: MGMT und Rb1 Primersequenzen fiir die MS-PCR 32
Tab. 08: Reaktionsschritte der Bislufitkonversion 32
Tab. 09: Mastermixkomponenten der MS-PCR 33
Tab. 10: Reaktionsschritte der Analyse von MGMT 34
Tab. 11: Reaktionsschritte der Analyse von Rb1 34
Tab. 12: Multiple Cox-Regressionsanalyse wichtiger Einflussfaktoren auf das OS 49



Zusammenfassung 8

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Fassung

Einfluss der miRNA-26a Expression auf das Ansprechen einer Therapie mit
Carmustin-Wafer Implantaten bei Patienten mit Glioblastoma multiforme

Das Glioblastom ist der haufigste boésartige Hirntumor des Erwachsenen. Trotz intensiver
Forschung ist die Prognose der Patienten infaust. Das infiltrative Wachstum von Glioblasto-
men erfordert den Einsatz verschiedener Therapiemodalititen. Die Standardtherapie
umfasst neben einer moglichst umfangreichen Tumorresektion die anschlieRende konkomi-

tante Radio- und Chemotherapie mit Temozolomid.

Mit der Markteinfihrung von Carmustin-Wafer Implantaten (Gliadel-Wafer®) hoffte man, die
Standardtherapie um eine lokal in der Tumorhdhle wirksame Chemotherapie erweitern zu
kénnen. Carmustin zahlt wie Temozolomid zu den alkylierenden Chemotherapeutika.
Nachdem initiale Studien hoffnungsvolle Ergebnisse sowohl bei der Primar- als auch bei der
Rezidivtherapie des Glioblastoms lieferten, konnten spatere Studien diese positiven
Ergebnisse nicht reproduzieren. Der therapeutische Einsatz von Carmustin-Wafer Implanta-

ten in der Primartherapie des Glioblastoms wird seither kontrovers diskutiert.

Molekulare Marker gewinnen derzeit bei der Diagnostik und Therapie von Glioblastomen
zunehmend an Bedeutung. Insbesondere der miRNA-26a wird aktuell immer mehr Beach-
tung geschenkt. Unter anderem spricht man ihr eine pradiktive Bedeutung fiir das klinische
Outcome von Glioblastompatienten zu. AuRerdem scheint sie Einfluss auf die Progression
des Glioblastoms zu haben, da sie durch die Regulation des Tumorsuppressorgens Rb1 den

Zellzyklus erheblich beeinflussen kann.

Es ware von klinischem Interesse einen molekularen Marker zu identifizieren, der den
Therapieerfolg einer Carmustin-Wafer Implantation vorherzusagen vermag. Der Erfolg dieser
adjuvanten Therapie ist moglicherweise auf eine Patientensubpopulation beschrankt, die
besondere molekulare Veranderungen aufweist. Das Ziel der vorliegenden Studie war daher,
die miRNA-26a als potentiellen pradiktiven Marker fir eine Therapie mit Carmustin-Wafer

Implantaten zu evaluieren.

Hierflir wurden Tumorproben von 80 Glioblastompatienten untersucht und in zwei Gruppen a
40 Patienten aufgeteilt. Die Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe erhielten nach der

Tumorresektion intraoperativ eine intrakavitare Applikation von Carmustin-Wafern. Postope-
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rativ erfolgte eine konkomitante Radio- und Chemotherapie mit Temozolomid. Die Patienten
der Kontroll-Gruppe erhielten nach der Tumorresektion lediglich die konkomitante Radio- und

Chemotherapie.

Mittels quantitativer Real-Time PCR wurde das Expressionslevel der miRNA-26a in allen 80
Tumorproben bestimmt. Die Bestimmung des Methylierungsstatus der Promotorregionen von
MGMT und Rb1 erfolgte mit Hilfe der Methylierungsspezifischen PCR.

Im Gesamtkollektiv zeigte sich kein Uberlebensvorteil der adjuvanten Carmustin-Wafer
Implantation gegentber der alleinigen Standardtherapie. Erst unter Einbeziehung der
miRNA-26a Expressionsunterschiede scheint die zusatzliche Therapie mit Carmustin-Wafern
der alleinigen Standardtherapie Uberlegen zu sein. Die Patienten der Carmustin-Wafer-
Gruppe mit erhéhter miRNA-26a Expression zeigten ein signifikant langeres OS und PFS als
die Patienten der Kontroll-Gruppe. Die Resultate der Kontroll-Gruppe wurden zudem mit
einem unabhangigen Datensatz von 149 Patienten aus der ,The Cancer Genome Atlas*-

Datenbank validiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen erstmals eine pradiktive Bedeutung der
miRNA-26a Expression fir die Therapie mit Carmustin-Wafern bei Patienten mit
Glioblastoma multiforme. Mdéglicherweise kann sie in Zukunft bei der klinischen Entschei-
dungsfindung helfen, ob eine Carmustin-Wafer Implantation zusatzlich zur Standardtherapie

erfolgen soll oder nicht.
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1.2 Abstract

Influence of miRNA-26a expression on the response to therapy with carmustine wafer
implants in patients with glioblastoma multiforme

Glioblastoma is the most common malignant brain tumor in adults. Despite intensive
research, the prognosis of patients is very poor. The infiltrative growth of glioblastomas
requires the use of different therapeutic modalities. The standard therapy includes, in
addition to the most extensive possible tumor resection, subsequent concomitant radio- and
chemotherapy with temozolomide.

With the market launch of carmustine wafer implants (Gliadel-Wafer®), it was hoped to
expand the standard therapy with chemotherapy that is effective locally in the tumor cavity.
Like temozolomide, carmustine is also an alkylating chemotherapeutic agent. After initial
studies reported promising results in both primary and recurrent glioblastoma therapy, later
studies could not reproduce these positive results. The therapeutic use of carmustine wafer
implants in the primary therapy of glioblastoma has since been the subject of controversial
discussion.

Molecular markers are currently gaining increasing importance in the diagnosis and therapy
of glioblastomas. In particular, miRNA-26a is currently receiving more and more attention.
Among other things, it is believed to have a predictive importance for the clinical outcome of
glioblastoma patients. In addition, it seems to have an influence on the progression of
glioblastomas, as it can significantly influence the cell cycle by regulating the tumor
suppressor gene Rb1.

It would be of clinical interest to identify a molecular marker that could predict the therapeutic
success of carmustine wafer implantation. The success of this adjuvant therapy may be
limited to a patient subpopulation that exhibits particular molecular changes. The aim of the
present study was therefore to evaluate miRNA-26a as a potential predictive marker for a
therapy with carmustine wafer implants.

For this purpose, tumor samples from 80 glioblastoma patients were examined and divided
into two groups of 40 patients each. The patients of the carmustine wafer group received
intraoperative intracavitary application of carmustine wafers after tumor resection. Postopera-
tively, a concomitant radio- and chemotherapy with temozolomide was administered. The
patients in the control group received only concomitant radio- and chemotherapy after tumor
resection.

The expression level of mMiRNA-26a was determined by quantitative real-time PCR in all 80
tumor samples. The methylation status of the promoter regions of MGMT and Rb1 was
determined by methylation specific PCR.

In the overall collective, no survival advantage of adjuvant carmustine wafer implantation
compared to standard therapy alone was found. Only when taking into account the miRNA-
26a expression differences, the additional therapy with carmustine wafers seems to be
superior to the sole standard therapy. Patients of the carmustine wafer group with increased
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miRNA-26a expression showed significantly longer OS and PFS than patients of the control
group. The results of the control group were also validated with an independent data set of
149 patients from The Cancer Genome Atlas database.

The results of this study demonstrate for the first time a predictive significance of miRNA-26a
expression for carmustine wafer therapy in patients with glioblastoma multiforme. In the
future, it may help in clinical decision making whether or not carmustine wafer implantation
should be performed in addition to standard therapy.
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2 Einleitung

2.1 Glioblastoma multiforme

2.1.1 Epidemiologie und Prognose

Das Glioblastoma multiforme (im Weiteren als Glioblastom oder GBM bezeichnet) ist der

_ Die Inzidenz betragt in Europa und

haufigste bosartige Hirntumor des Erwachsenen
Nordamerika 2-3 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr ', Glioblastome treten
bevorzugt bei alteren Menschen auf. Das mediane Erkrankungsalter bei Erstdiagnose liegt
bei 64 Jahren . In dieser Altersgruppe betragt die jahrliche Inzidenz sogar 4 Neuerkrankun-

10

gen pro 100.000 Einwohner '. Manner sind ungefahr 1,5-mal haufiger betroffen als

Frauen'®®,

Trotz intensiver, multimodaler Therapie ist die Prognose mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate
von unter 3%, infaust %. Die mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung betragt etwa
14,6 Monate . Je alter die Patienten bei der Erstdiagnose sind umso schlechter ist ihre
Prognose *¢. Ein geringer praoperativer Karnofsky-Performance-Score (KPS) gilt ebenfalls

als Préadiktor flr einen weniger guinstigen klinischen Verlauf ',

2.1.2 Atiologie

Bislang sind eindeutige Risikofaktoren, die zu der Entstehung von GBM beitragen, weitge-
hend unbekannt. In mehreren Studien wurden jedoch Pradispositionen beschrieben, die mit
einer erhohten Inzidenz einhergehen konnen. Bestimmte hereditare Tumorsyndrome wie das
Li-Fraumeni-Syndrom oder das Turcot-Syndrom pradisponieren beispielsweise fir die
Entstehung von Hirntumoren 8. Des Weiteren wird die chronische Exposition gegeniiber
petrochemischer Stoffe als mdglicher Ausléser diskutiert °. Ein Zusammenhang zwischen
der Benutzung von Mobiltelefonen und der Entstehung von Hirntumoren wird haufig in den
Medien thematisiert, konnte jedoch nicht (iberzeugend belegt werden 472 Der einzige,
bislang gesicherte Umweltfaktor, dem man einen Einfluss auf die Hirntumorgenese
nachweisen konnte, ist die Anwendung ionisierender Strahlung 8. Dies gilt insbesondere fiir
Bestrahlungen im Kindes- und Jugendalter. Mehrere Studien belegten, dass eine Ganzscha-
delbestrahlung bei Kindern mit Akuter Lymphatischer Leukd&mie zu einem signifikant

erhohten GBM Risiko im Erwachsenenalter fiihrte 83,
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2.1.3 Klinik und Diagnose

Das klinische Bild des GBM wird zu Beginn oftmals durch diffuse Kopfschmerzen oder
erstmalige epileptische Anfalle gepragt. Dazu koénnen je nach Lokalisation des Tumors
neurologische Herdsymptome (Hemiparese, Aphasie, Ataxie, Wesensanderung) oder
Hirnnervenausfélle treten °'. Als typische Spatsymptome imponieren Hirndruckzeichen wie
morgendliches Nichternerbrechen oder Stauungspapillen. Zu beachten ist auerdem die

meist sehr kurze Anamnese maligner Tumore aufgrund ihres schnellen Wachstums *'.

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist aktuell die Methode der 1. Wahl zum Nachweis
von Hirntumoren. Auf T1-gewichteten Sequenzen erscheint das GBM hypointens zur weillen
Substanz. Das Signal ist oftmals schlecht abgrenzbar und es kénnen Nekrosen sowie Zysten
zur Darstellung kommen. Nach der Gabe von Gadolinium-haltigem Kontrastmittel zeigt sich
meist das fir GBM typische randstandige, girlandenférmige Kontrastmittel (KM) - Enhance-
ment als Zeichen der Destruktion der Blut-Hirn-Schranke (siehe Abb. 01). Aufgrund der
raumfordernden Wirkung von GBM kann es zu einer Mittellinienverlagerung oder Verlegung

der Liquorrdume kommen %,

Abb. 01: MRT-Aufnahmen eines Glioblastoms (T1- gewichtet nach KM-Gabe).

a) Initiale MRT-Aufnahme eines 63-Jahrigen Patienten, der mit einem erstmaligen epilepti-
schen Anfall symptomatisch wurde. Es zeigt sich ein leichtes Kontrastmittel-Enhancement

rechts fronto-parietal mit dezentem Perifokalédem.

b) 4 Wochen nach Aufnahme a: Nachweis einer groflen Raumforderung rechts fronto-
parietal mit girlandenférmigem Kontrastmittel-Enhancement, ausgepragtem Perifokalédem,

Pelottierung des rechten Seitenventrikels und Mittellinienverlagerung zur Gegenseite.
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2.1.4 Therapie

Trotz intensiver Forschung und wissenschaftlicher Fortschritte in den vergangenen Jahren
bleibt die Prognose der Patienten mit GBM infaust. Ziel der Behandlung ist die Optimierung

der Lebensdauer und Lebensqualitat.

Das infiltrative Wachstum des Tumors erfordert den Einsatz verschiedener Therapiemodali-
taten. Da einige Tumorzellen bei Diagnosestellung bereits Uber die makroskopisch
sichtbaren Tumorgrenzen hinweg in das umliegende Hirnparenchym eingewandert sind, ist
eine vollstandige operative Tumorresektion ausgeschlossen. Das aktuelle Therapieprotokoll
umfasst daher neben einer Tumorresektion die anschlielende konkomitante Radio- und

Chemotherapie nach Stupp ® (siehe Abschnitt ,Temozolomid®, Seite 15-16).

Bei jeder Therapieentscheidung sind Risiko und Nutzen abzuwagen und der klinische

Zustand des Patienten miteinzubeziehen.

2.1.4.1 Operation

Der therapeutische Stellenwert der Operation ist mittlerweile unumstritten. Die mdglichst
umfangreiche Resektion des GBMs stellt einen tragenden Pfeiler der Therapie dar und gilt
als prognostisch giinstiger Faktor 1% Stummer et al. belegten, dass das Resektionsaus-
maR einen entscheidenden Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten hat 7. Besteht
in der Bildgebung der Verdacht auf einen hirneigenen, malignen Tumor, ist eine Operation

daher grundsatzlich in Betracht zu ziehen, wenn das Einverstandnis des Patienten vorliegt.

Ziele der Operation sind die Reduktion der Tumorzellzahl (Zytoreduktion), die Symptomre-
duktion sowie die Gewinnung von Tumorgewebe zur histologischen Diagnosesicherung °'.
Die Radikalitat der chirurgischen Tumorresektion wird jedoch entscheidend durch die Nahe
des Tumors zu funktionell bedeutsamen Hirnregionen limitiert. Der neurologische Zustand
des Patienten darf sich in Anbetracht der meist nur wenigen Monate Uberlebenszeit durch

die Operation nicht weiter verschlechtern.

Intraoperative Zusatzverfahren wie Neuronavigation und fluoreszenzgestitzte Resektion

bieten zusétzliche Optionen, die Resektion des Tumors zu optimieren °'.

Spatestens 24 Stunden nach der Operation sollte eine MRT mit und ohne Kontrastmittel

angefertigt werden, um das ResektionsausmaR zu beurteilen '%.

2.1.4.2 Strahlentherapie

Die postoperative Bestrahlung der erweiterten Tumorregion ist ein weiterer wichtiger
Bestandteil der Therapie des GBMs. Im Vergleich zur alleinigen Operation fihrt der

zusatzliche Einsatz der Strahlentherapie zu einer signifikanten Verlangerung der medianen

53,106

Uberlebenszeit um etwa 6 Monate . Das Bestrahlungsvolumen wird anhand der
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praoperativ kontrastmittelaufnehmenden Tumorzone und der postoperativen Resektionshéh-
le festgelegt. Es konnte ein klarer Uberlebensvorteil fir Gesamtdosen zwischen 55 und 60
Gy im Vergleich zu geringeren Gesamtdosen nachgewiesen werden "'%. Eine Dosiseskala-
tion Uber 60 Gy hinaus, beispielsweise durch den Einsatz von Brachytherapie, flihrte
hingegen nicht zu einer Verbesserung der Uberlebenszeit **®. Die Gesamtstrahlendosis
sollte daher 60 Gy betragen und in 30 Dosen zu je 1,8 - 2,0 Gy Uber einen Zeitraum von 6

Wochen appliziert werden (5 Tage/Woche) 34919,

2.1.4.3 Chemotherapie

Die Forschung konzentrierte sich bis 2004 hauptsachlich auf Nitrosoharnstoff-basierte
Chemotherapeutika wie Carmustin (BCNU) oder Lomustin (CCNU), da sie aufgrund ihrer
Lipidiéslichkeit die Blut-Hirn-Schranke iberwinden kénnen %. Zwar wurde diesen Chemothe-
rapeutika eine Wirkung bei GBM zugesprochen, jedoch erzielten sie lediglich moderate
Uberlebensvorteile bei nicht zu vernachlassigenden Nebenwirkungen wie Myelosuppression

und Lungenfibrose *'82,

2.1.4.3.1 Temozolomid

Temozolomid (TMZ, Temodal®), ein orales, alkylierendes Zytostatikum, lieferte in der
Rezividtherapie von Anaplastischen Astrozytomen und GBM vielversprechende Studiener-
gebnisse '"31'* Dies nahmen die European Organisation for Research and Treatment of
Cancer (EORTC) und das National Cancer Institute of Canada (NCIC) 2005 zum Anlass, um
unter der Leitung von Roger Stupp eine gemeinsame Studie zur Uberpriifung der Wirksam-
keit von TMZ in der Primartherapie des GBMs durchzufihren . Dafiir wurden 573
Patienten mit neu diagnostiziertem GBM nach dem Zufallsprinzip zwei unterschiedlichen
Therapiegruppen zugeteilt. Die Kontrollgruppe erhielt postoperativ die bis dato praktizierte
Standard-Radiotherapie (RT). Die Patienten der Behandlungsgruppe wurden postoperativ
einer konkomitanten Radiochemotherapie mit TMZ, gefolgt von einer adjuvanten TMZ-
Erhaltungstherapie (TMZ/RT - TMZ), zugeflhrt (siehe Abb. 02).
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Adjuvante Chemotherapie
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Fokale Radiotherapie
30 x 2 Gy (60 Gy)

Abb. 02: Stupp-Protokoll. Postoperativ erhalten die Patienten zunachst eine konkomitante
Radiochemotherapie. Die RT besteht aus 30 Fraktionen zu je 2 Gy, die 5 Tage/Woche fiir 6
Wochen verabreicht werden. Gleichzeitig wird taglich TMZ in niedriger Dosierung (75
mg/m?/KOF) vom ersten bis zum letzten Tag der RT verabreicht. Nach einer 4-wéchigen
Pause erhalten die Patienten tber 5 Tage 150-200 mg/m%KOF TMZ (insgesamt bis zu 6

Zyklen mit jeweils 4 wochiger Pause zwischen den einzelnen Zyklen) .

Durch die zusétzliche Therapie mit TMZ verlangerte sich die mediane Uberlebenszeit der
Patienten von 12,1 Monaten auf 14,6 Monate und die 2-Jahres-Uberlebensrate konnte von
10,4% auf 26,5% erhdéht werden *. Daher dient das von Stupp et al. 2005 etablierte
Therapieprotokoll, auch ,Stupp-Protokoll®, seither als Standard der Primartherapie des
histologisch gesicherten GBMs. Im klinischen Alltag ist die orale Applikationsméglichkeit von
TMZ von grofRer Bedeutung, da sie zur Verbesserung der Patienten-Compliance beitragt.
Zudem weist das Medikament ein gunstigeres Nebenwirkungsprofil als die Nitrosoharnstoff-

basierten Chemotherapeutika auf .

2.1.4.3.2 Carmustin-Wafer

Carmustin-Wafer (Gliadel®-Wafer) bestehen aus biologisch abbaubaren Kopolymeren
(Prolifeprosan 20), welche mit dem Nitrosoharnstoff-Derivat Carmustin (1,3-Bis(2-Chlorethyl)-
1-Nitrosoharnstoff, BCNU) impragniert sind *’. Carmustin ist wie TMZ ein alkylierendes
Chemotherapeutikum, das Uber die Bildung von O°f-Methylguanin zu DNA-

Doppelstrangbriichen fuhrt und so die Apoptose der Tumorzellen induziert.

Entwickelt wurden die Wafer von Brem et al. zu Beginn der 1990er Jahre . Zu dieser Zeit
war Carmustin das effektivste Chemotherapeutikum zur Behandlung von Hirntumoren °'. Die

lokal implantierbaren Carmustin-Wafer sollten durch Umgehung der Blut-Hirn-Schranke zu
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einer Erhdhung der Wirkstoffkonzentration am Zielort fliihren. Man erhoffte sich dadurch ein
besseres Ansprechen auf die lokale Chemotherapie bei gleichzeitiger Reduktion der mit
einer systemischen Verabreichung einhergehenden Toxizitdt der Chemotherapeutika '2. Im
Anschluss an die chirurgische Tumorresektion kdnnen je nach GroRe der Resektionshdhle
bis zu acht Carmustin-Wafer eingebracht werden, wobei jeder Wafer 7,7 mg Carmustin

enthalt. Uber einen Zeitraum von ca. 3 Wochen wird das Chemotherapeutikum kontinuierlich
freigesetzt "% (siehe Abb. 03).

Abb. 03: Implantation von Carmustin-Wafern in die Resektionshoéhle. Intraoperativ
koénnen je nach GréRRe der Tumorhohle bis zu acht Carmustin-Wafer implantiert werden.

Im Rahmen des Zulassungsverfahrens der Carmustin-Wafer zeigten initial durchgefihrte
Studien zunachst sehr positive Ergebnisse in Bezug auf ein verlangertes Gesamtiiberleben
(overall survival, OS) sowie ein verlangertes progressionsfreies Uberleben (progression-

1,12,102109  Neuere Studien konnten diese

free survival, PFS) von Glioblastompatienten
positiven Resultate jedoch nicht bestatigen, sodass die Verwendung von Carmustin-Wafern

insbesondere in der Primartherapie des Glioblastoms heute umstritten ist ’*.

2.1.5 Molekularbiologie des Glioblastoms

Molekularbiologische Charakteristika haben in den vergangenen Jahren flr die Diagnostik
und Therapie des Glioblastoms zunehmend an Bedeutung gewonnen. Seit 2016 werden von
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) etablierte molekulare Parameter zur Definition und
Klassifikation der Hirntumore herangezogen *°. Hierzu zahlt unter anderem die Mutation des
Isozitratdehydrogenase 1 (IDH1) - Gens. Der Grofteil der detektierten IDH1 Mutationen
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entstehen durch den Austausch der Aminosaure Arginin gegen die Aminosaure Histidin in
Position 132 (R132H). Der IDH1-Mutationsstatus hat sich als prognostischer Marker bei
astrozytaren Tumoren etabliert und seine Bestimmung spielt insbesondere bei Glioblasto-
men eine wichtige Rolle %. Glioblastome mit mutiertem IDH1-Gen gehen meist sekundar aus
einem diffusen oder Anaplastischen Astrozytom hervor und weisen eine bessere Prognose
als Glioblastome mit nicht mutiertem IDH1-Gen (IDH1-Wildtyp) auf €2,

Weitere wichtige molekulare Marker sind die Tumorsuppressorproteine Retinoblastom 1-
Protein (Rb1), Protein 15 (p15) und Protein 16 (p16). Sie nehmen eine Schlusselrolle in der
Zellzyklus-Kontrolle ein und eine Veranderung ihres Expressionsstatus ist maf3geblich an der
Genese von Glioblastomen beteiligt “¢%*%2, In aktuellen Studien wurde der homozygoten
Deletion der Gene, die fir p15 und p16 kodieren, zudem eine prognostische Relevanz

zugesprochen 52#°,

2.2 Epigenetik

Der Begriff ,Epigenetik" wurde ursprunglich von Conrad Waddington 1942 gepragt, um
Veranderungen in einem multizellularen Phanotyp zu beschreiben, die unabhangig von der
DNA-Sequenz auftraten 2°. Neben reversiblen chemischen Modifikationen einzelner DNA-
Basen (z.B. DNA-Methylierung) dienen Modifikationen einzelner Aminosauren von Histonen
(z.B. Acetylierung) und nicht-codierende RNAs (z.B. miRNAs) als epigenetische Informati-

onstrager .

Ein Versagen der ordnungsgemafRen Aufrechterhaltung vererbbarer epigenetischer Marker
kann zu einer unangemessenen Aktivierung oder Hemmung verschiedener Signalwege
fihren und so Krankheitszustande wie Krebs begiinstigen ®. Jiingste Fortschritte auf dem
Gebiet der Epigenetik zeigten, dass menschliche Krebszellen neben zahlreichen geneti-

schen Veranderungen auch globale epigenetische Anomalien aufweisen 287,

2.2.1 DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung spielt als direkte, mit der Nukleotidsequenz verknipfte epigenetische
Modifikation eine bedeutende Rolle bei der Genrepression. Sie erfolgt postreplikativ an
bestimmten Basen in doppelstrangiger DNA und wird von DNA-Methyltransferasen
katalysiert ®. Im Menschen findet die DNA-Methylierung vornehmlich an Cytosinresten in
CpG (Cytosin-phosphatidyl-Guanin) - Dinukleotiden statt. CpG-Dinukleotide sind nicht
gleichmaRig Uber das menschliche Genom verteilt, sondern konzentrieren sich auf kurze
CpG-reiche DNA-Strecken, die als CpG-Inseln bezeichnet werden. Sie finden sich in 70%
aller Promotorregionen von Saugetieren %. Die Methylierung einer solchen Promotorregion

fuhrt zu einem transkriptionellen Silencing des jeweiligen Gens.
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Abweichungen vom ursprunglichen DNA-Methylierungsmuster waren die ersten epigeneti-
schen Veranderungen, denen eine Rolle bei der Tumorgenese und —progression zugespro-

chen wurde 887,

Die Methylierung des O6-Methylguanin-Methyltransferase (MGMT) - Promotors besitzt eine
erhebliche pradiktive Bedeutung fiir Glioblastome *'. Durch die Repression der Genexpressi-
on des gleichnamigen DNA-Reparaturenzyms wird die apoptotische Wirkung alkylierender
Chemotherapeutika, wie z.B. TMZ oder BCNU, auf Tumorzellen verbessert 8. Patienten mit
methyliertem MGMT-Promotor sprechen daher besser auf eine Therapie mit Alkylanzien an

als Patienten mit unmethylietem MGMT-Promotor.

An dem Gewinn dieser Erkenntnisse war eine Studie von Hegi et al. aus dem Jahre 2005
mafgeblich beteiligt. Die Forscher untersuchten den Einfluss des MGMT-
Methylierungsstatus auf das Uberleben der Patienten der EORTC-NCIC Studie (siehe
Abschnitt ,Temozolomid“, Seite 15-16) *®. Die Ergebnisse ihrer Studie deuteten zum einen
darauf hin, dass der MGMT-Methylierungsstatus eine prognostische Bedeutung fiir das
Uberleben der Glioblastompatienten hat und zum anderen scheint er einen Kklinisch

relevanten Pradiktor fiir den Nutzen einer Chemotherapie mit Temozolomid darzustellen *'.

Mit Durchfihrung der NOA-08 Studie im Jahre 2012 wurde der MGMT-Methylierungsstatus
zudem als wichtiger pradiktiver Marker bei alteren Glioblastompatienten (> 65 Jahre)
etabliert. In dieser Altersgruppe verzichtete man bis dato oftmals auf eine zusatzliche
Chemotherapie, da man bei den haufig multimorbiden Patienten schwere Nebenwirkungen
befiirchtete. Altere Patienten erhielten aus diesem Grund postoperativ meist nur eine
Bestrahlung. Die NOA-08 Studie zeigte jedoch, dass altere Patienten insbesondere dann
ebenfalls von einer Chemotherapie mit Temozolomid profitieren, wenn sie einen methylierten
MGMT-Promotor aufweisen. Seiter ist die Bestimmung des MGMT-Methylierungsstatus
mafgeblich an der Entscheidungsfindung beteiligt, ob altere Glioblastompatienten eine

Chemotherapie oder eine alleinige hypofraktionierte Radiatio erhalten.

2.2.2 miRNA und miRNA-26a
MiRNAs (microRNAs, miRs) sind ca. 21 bis 25 Nukleotide lange, nicht-kodierende,

einzelstrangige RNA-Molekiile, die auf post-transkriptionaler Ebene die Expression protein-

kodierender Gene regulieren .

Die reife einzelstrangige miRNA wird in einen Proteinkomplex, den sog. miRISC (miRNA-
containing RNA-induced Silencing Complex), eingebaut und steuert ihn zu komplementéaren
Bereichen in Ziel-mRNAs . In Abhangigkeit vom Grad der Komplementaritat zwischen der

miRNA und der Ziel-mRNA kommt es entweder zu einer Hemmung der Translation (partielle



Einleitung 20

Komplementaritat) oder zu einer vollstdndigen Degradation der Ziel-mRNA (vollkommene

Komplementaritat) 244043,

In gesunden Zellen sind miRNAs an einem komplexen Netzwerk beteiligt, das der Regulation

16 49

zellbiologisch bedeutsamer Prozesse wie Zellzyklus-Kontrolle '™, Apoptose sowie
Entwicklung und Differenzierung * dient. Gerat dieses Netzwerk aus dem Gleichgewicht
drohen erhohte Zellproliferation, fehlende Zellzyklus-Kontrolle sowie verminderte Zelldiffe-
renzierung und Apoptose. Da derartige Veranderungen die Grundlage der Tumorgenese
bilden, wurde den miRNAs eine wesentliche Bedeutung bei der Tumorentstehung und -
progression zugesprochen '*. Man unterscheidet tumorsuppressive miRNAs von onkogenen

miRNAs in Abhangigkeit der von ihnen regulierten Zielgene (siehe Abb. 04).
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Abb. 04: Bedeutung der miRNAs in der Tumorgenese (modifiziert nach Bocker et al.®).

a)Tumorsuppressive miRNAs verhindern die Expression von Onkogenen. lhre Uberexpres-
sion fihrt in manchen Tumoren zu einem verminderten Tumorwachstum und einem

benigneren Tumorverhalten.
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b)Onkogene miRNAs (sog. ,oncomirs®) sind in vielen Tumoren Uberexprimiert und verhin-
dern die Translation wichtiger Tumorsuppressorgene. Infolgedessen kann es zu vermehrtem

Tumorwachstum und aggressiverem Tumorverhalten kommen.

Eine Studie aus dem Jahr 2004 belegte, dass mehr als die Halfte der untersuchten
miRNA-Gene in krebsassoziierten genomischen Regionen zu finden sind. Deletionen
oder Amplifikationen innerhalb dieser Genabschnitte konnen zu verminderter oder
erhohter miRNA-Expression fiihren '°. Zudem kann ein veranderter Methylierungs-
status der miRNA-Promotoren Expressionsunterschiede hervorrufen und auf diese

Weise die Tumorgenese gegebenenfalls begiinstigen 8'.

Genom-weite miRNA-Expressionsanalysen belegten, dass eine Dysregulation der miRNA-
26a Expression mit der Entstehung von Tumoren assoziiert ist '”. Dabei nimmt sie je nach
Tumor- und Gewebetyp unterschiedliche Rollen ein. In Osophagusadenkarzinomzellen
sowie bei Lungen- oder Mammakarzinomen wirkt sie als Tumrosuppressorgen, wahrend sie
in Gliomen hingegen als Onkogen fungiert 2''°%°  Als wichtige Zielgene der miRNA-26a
wurden die Tumorsuppressorgene PTEN (phosphatase and tensin homolog) und Rb1

rt “2"% In Glioblastomen wird die miRNA-26a haufig

(Retinoblastom Protein 1) identifizie
vermehrt exprimiert und hemmt die Transkription ihrer Zielgene PTEN und Rb1. Auf diese
Weise erhoht sie das Zellwachstum der Glioblastomzellen und férdert die Tumorentstehung
530334250 " |Ingbesondere Veranderungen der Rb1 Expression werden haufig in glialen
Tumoren gefunden und rufen meist aggressive Tumore hervor °>%. Durch den Einfluss auf
den Rb1-E2F Signalweg kann die miRNA-26a den Zellzyklus steuern. Sie steht somit in
direktem Zusammenhang mit der Wirkung alkylierender Chemotherapeutika wie Carmustin,

da diese ebenfalls den Zellzyklus ihrer Zielzellen beeinflussen ©.
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2.3 Eigene Fragestellung

Die Prognose der Patienten mit Glioblastom ist trotz multimodaler, aggressiver Therapie
infaust. Der Therapiestandard besteht seit mehr als zehn Jahren aus der operativen
Resektion des Tumorgewebes und der anschlieRenden konkomitanten Radiochemotherapie
nach Stupp %. Die zusétzliche intraoperative Implantation von Carmustin-Wafern zur lokalen
Chemotherapie lieferte initial hoffnungsvolle Studienergebnisse hinsichtlich eines verbesser-
ten Gesamtiiberlebens der Patienten ''921%°_ Eine kiirzlich von Pallud et al. durchgefiihrte
Studie mit 354 Patienten konnte hingegen keinen langfristigen Nutzen hinsichtlich des OS fir
die Kombination aus Carmustin-Wafer Implantation und Standardtherapie nach Stupp im

Vergleich zur Standardtherapie alleine nachweisen .

Aufgrund dieser kontroversen Studienlage waren spezifische und zuverlassige molekulare
Marker von gro3em Nutzen, die praoperativ bei der Entscheidungsfindung fir oder gegen
eine Carmustin-Wafer Implantation mitwirken. Méglicherweise ist der Benefit dieser Therapie
auf eine Patientengruppe beschrankt, deren Tumor ein spezielles Profil an molekularen
Veranderungen aufweist. Der miRNA-26a wurde mehrfach in aktuellen Studien eine

2759395 Aus diesem Grund

prognostische Bedeutung bei Glioblastomen zugesprochen
diente die vorliegende Studie der Evaluation einer moglichen pradiktiven Bedeutung der

miRNA-26a flr eine Therapie mit Carmustin-Wafern.
Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit lautete daher:

Lasst sich anhand der miRNA-26a Expression eine spezielle Patientensubpopulation
charakterisieren, die eine Uberdurchschnittlich gute Ansprechrate auf eine zusatzlich zur
Standardtherapie verabreichte lokale Chemotherapie mit Carmustin-Wafern zeigt? Von
besonderem Interesse war hierbei die Mitbeurteilung der molekularen Marker IDH1-
Mutationsstatus und MGMT-Methylierungsstatus, da ihnen bereits eine prognostische und

pradiktive Bedeutung bei Glioblastomen zugesprochen wurde.
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3 Material und Methodik

3.1 Patientenkollektiv

Die vorliegende retrospektive Matched-Pair-Analyse umfasste insgesamt Daten von 229
Patienten. Hiervon wurden 80 Patienten zwischen 2005 und 2015 in der Klinik flr
Neurochirurgie am Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg operiert. Die Studie
wurde von der Ethikkommision der Arztekammer des Saarlandes (Saarbriicken)
genehmigt (Kenn-Nr. 93/16). Alle Gewebeproben wurden sofort nach der Tumorresekti-

on schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Einschlusskriterien waren die neuropathologische Diagnose eines GBM (WHO 1V) und
eine ausreichende Menge an Tumorgewebe fir die weitere Analyse. Vierzig der 80
Patienten wurden entsprechend der Standardtherapie nach Stupp behandelt (Kontroll-
Gruppe, n = 40). Den restlichen 40 Patienten wurden, zusatzlich zur konkomitanten
Radiochemotherapie nach Stupp, intraoperativ Carmustin-Wafer (Gliadel®, Kyowa Kirin
GmbN, Dusseldorf, Deutschland) in die Resektionshéhle implantiert (Carmustin-Wafer-

Gruppe, n = 40).

Da es sich um eine Matched-Pair-Analyse handelt, wurden verschiedene Kriterien
vorgegeben, in denen jeweils ein Patient der Carmustin-Wafer-Gruppe mit einem
Patienten der Kontroll-Gruppe Ubereinstimmen musste. Zu diesen Kriterien zahlten das

Patientenalter bei Erstdiagnose, das Geschlecht und der KPS.

Klinische Daten wie PFS, OS, Ausmal der Resektion, Alter bei Diagnosestellung,
Geschlecht und initialer KPS der eingeschlossenen Patienten standen von allen

Patienten zur Verfigung.

Das Ausmaly der Tumorresektion wurde innerhalb von 24 Stunden nach der Operation
mittels MRT bestimmt. Als gross total resection wurden die Ergebnisse gewertet, bei denen
keine Tumorreste, bzw. keine Kontrastmittel-aufnehmenden Areale im MRT sichtbar waren.
Von einer subtotal resection wurde hingegen gesprochen, wenn im MRT noch Tumorreste

nachweisbar waren.

Die Ergebnisse der Kontroll-Gruppe wurden mit einem unabhangigen Datensatz von 149
Patienten aus der TCGA (The Cancer Genome Atlas) - Datenbank validiert. Eine
entsprechende Validierung der Ergebnisse der Carmustin-Wafer-Gruppe war aufgrund

mangelnder Daten nicht moglich.
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3.2 miRNA-Analyse

3.2.1 miRNA-Isolation

Die gesamte RNA inklusive miRNA wurde mit Hilfe des miRNeasy Mini Kits von Qiagen
(Venlo, Netherlands) isoliert. Die Durchflihrung erfolgte entsprechend der Herstelleranga-
ben (siehe Abb. 05). Zu Beginn wurden ca. 50 mg des Tumorgewebes direkt in 700 pl
TRIzol® Reagenz gegeben und fir 20-40 s mittels ULTRA-TURRAX® (IKA®, Staufen,
Germany) homogenisiert, um einen Abbau der RNA durch RNAsen zu verhindern. Das

Homogenisat wurde nun fir 5 min bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubiert.

AnschlieRend wurden 140 pl Choroform (FisherScientific, Schwerte, Germany) hinzuge-
geben und das Gemisch fur 15 s gevortext. Es folgte eine 3-minutige Inkubationszeit bei
Raumtemperatur. Nach diesem Schritt wurde die Probe fir 15 min mit 12000 x g bei 4 °C
zentrifugiert (Sigma 3-16PK, Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz, Germa-
ny). Hierbei entwickelten sich 3 Phasen. Die oberste, wassrige Phase, welche die RNA
enthielt, wurde in ein Mikrozentrifugenréhrchen Uberfihrt und mit 525 pyl 100 %-igem
Ethanol durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt. 700 ul der Probe wurden in
ein RNeasy Mini Column (Filtersdule) gegeben und fir 15 s mit > 8000 x g bei
Raumtemperatur zentrifugiert (Minispin, Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Dieser
Schritt diente der Bindung der RNA an die Silikongel-Membran der RNeasy Mini Column.
Der Durchfluss wurde verworfen. Es folgte die Wiederholung dieses Schrittes mit der

restlichen Probe.

Nachdem die gesamte RNA an die Membran gebunden war, folgten mehrere Waschschrit-
te, um Verunreinigungen aus der Membran auszuwaschen. Hierfir wurden zunachst 700
Ml RWT-Puffer auf die Silikongel-Membran pipettiert und fir 15 s mit > 8000 x g
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut verworfen. In den folgenden zwei Schritten
wurden je 500 yl RPE-Puffer auf die Membran appliziert und bei > 8000 x g zunachst fir 15 s
und anschlieBend fir 2 min zentrifugiert. Um sicherzustellen, dass die Membran der
RNeasy Mini Column von samtlichen Rickstanden befreit war, wurde erneut zentrifu-
giert (1 min, > 8000 x g). Danach wurde die RNeasy Mini Column in ein 1,5 ml Reakti-
onsgefall Uberfuhrt und 50 pul RNase-freies Wasser auf die Membran gegeben, um die
adsorbierte RNA aus der Membran zu I6sen. Nach einer einminitigen Zentrifugation bei
> 8000 x g befand sich die eluierte RNA schliellich am Boden des Reaktionsgefalies.
Dieser letzte Schritt wurde noch einmal in identischer Weise wiederholt, um eine
hohere RNA-Menge im Eluat zu erzielen. Bis zur weiteren Analyse wurden die Proben
bei — 80 °C gelagert.
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Glioblastomgewebe

Lyse und Homogenisation
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Abb. 05: Schritte der RNA-Isolation (modifiziert nach miRNeasy Mini Handbook,
Qiagen %°). Dargestellt sind die einzelnen Schritte der RNA-Isolation von dem eingesetzten

Glioblastomgewebe zu Beginn bis zu dem gewtinschten RNA-Eluat.

3.2.2 Photometrische Konzentrationsmessung

Zur Bestimmung der Konzentration des RNA-Isolates wurde ein NanoDrop-
Spektralphotometer (NanoDrop-ND-2000, FisherScientific, Schwerte, Germany) verwendet.
Basierend auf dem Absorptionskoeffizienten von 260 nm und dem Standard-
Absorptionskoeffizienten von RNA wurde die RNA-Konzentration [ng/pl] bestimmt. Um den
Reinheitsgrad und damit die Qualitdt der RNA zu beurteilen, wurde das Verhaltnis der
Absorptionskoeffizienten bei 260 und 280 nm verwendet. Ein Verhaltnis von ~ 2,0 spricht fiir
einen hohen Reinheitsgrad und wurde daher angestrebt *. Ist das Verhaltnis deutlich
niedriger, kann dies auf das Vorhandensein von Protein-, Phenol- oder anderen Verunreini-
gungen hindeuten "®. Fir die Studie wurden lediglich RNA-Isolate verwendet, bei denen

keine Hinweise auf eine Verunreinigung vorlagen.

3.2.3 Theorie der quantitativen Real-Time PCR

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) wurde 1987 von Kary B.
Mullis entwickelt und ermdglicht die Amplifikation eines spezifischen DNA-Fragmentes aus

einem komplexen Pool an DNA ©'.
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Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) ermdglicht es zusatzlich, die DNA-Amplifikation
in Echtzeit zu erfassen. Die Methode basiert auf der Detektion eines Fluoreszenzsignals,
welches wahrend der DNA-Amplifikation produziert wird und damit proportional zur Menge

der PCR-Produkte zunimmt °.

Ein Mal zur Quantifizierung der DNA-Startmenge ist der Ct-Wert (Cycle of Threshold,
Schwellenwertzyklus). Er entspricht der Anzahl an PCR-Zyklen, die nétig sind, um ein
konstant definiertes Fluoreszenzniveau, den sog. Schwellenwert, zu tberschreiten "°. Dies
geschieht umso friher, je mehr Template-DNA zu Beginn der Messung eingesetzt wurde.
Eine hohe Anfangskonzentration an Template-DNA zeichnet sich daher durch einen
niedrigen Ct-Wert aus (siehe Abb. 06).
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cDNA der _
Tumorprobe
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ﬁ Ct-Wert —  Exponentielle Phase
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=) _
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Schwellenwert — Hintergrundfluoreszenz

Anzahl der PCR-Zyklen

Abb. 06: Schaubild einer PCR-Amplifikationskurve. Dargestellt ist das wahrend einer
PCR entstehende Fluoreszenzsignal in Abhangigkeit von der Anzahl der PCR-Zyklen.
Wahrend der ersten PCR-Zyklen entsteht lediglich eine geringe Hintergrundfluoreszenz.
Nach dem Uberschreiten des Schwellenwertes (Ct-Wert) beginnt die exponentielle Zunahme
der Menge an cDNA (exponentielle Phase), welche schlussendlich, u.a. durch den Mangel
an Substraten, in der Plateauphase endet. Als quantifizierbares Mal® zur Abschatzung der

eingesetzten DNA-Startmenge ist der Ct-Wert jeder Probe von Bedeutung.

Im Rahmen der relativen Quantifizierung wird die Expression des zu untersuchenden Gens
mit der eines Referenzgens (auch endogene Kontrolle oder ,Housekeeping Gen“) normali-
siert (siehe Abb. 07). Anforderungen an dieses Referenzgen sind unter anderem ein
ubiquitdres Vorkommen, Stabilitdit wahrend aller Messversuche und eine homogene
Expression. Fir jede untersuchte Probe wird der Ct-Wert des Referenzgens vom Ct-Wert

des zu untersuchenden Gens subtrahiert und ein ACt-Wert bestimmt (ACt = Ct-Zielgen — Ct-
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Referenzgen). Individuelle Probeneffekte heben sich dadurch in den folgenden Berechnun-
gen wieder auf ®. In der vorliegenden Studie wurde die RNU48 als endogene Kontrolle
verwendet (TagMan MicroRNA Assay, RNU48, ID 001006, Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA), da sie in der Literatur bereits als stabiles Referenzgen fur miRNA-

Expressionsanalysen beschrieben wurde *.

RNU48 miR-26a

— Plateauphase

L

0.1

— Exponentielle Phase

0.01

0.001

Startphase mit Hintergrundfluo-
reszenz

Fluoreszenzsignal

0.0001

Negativkontrollen

0.00001

0.000001 v T . - - - v - . . . . x
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 F-3 2 2% 28 0 2 3 ¥ 38 &0 a2 &

Anzahl der PCR-Zyklen

Abb. 07: PCR-Amplifikationskurven der miR-26a und der RNU48. Dargestellt ist die
Abhangigkeit des PCR-Fluoreszenzsignals von der Anzahl der PCR-Zyklen. Amplifiziert
wurden die miRNA-26a und die RNU48 als endogene Kontrolle in allen Tumorproben. Sie
Uberschritten jeweils zu unterschiedlichen Zeitpunkten den Schwellenwert (Ct-miR-26a und
Ct-RNU48). Im Rahmen der relativen Quantifizierung wurde der Ct-Wert der RNU48 vom Ct-
Wert der miR-26a subtrahiert und ein ACt-Wert bestimmt (ACt = Ct-miRNA-26a — Ct-
RNUA48), welcher fir die weitere statistische Auswertung von Bedeutung war. Die eingesetz-
ten Negativkontrollen tberschritten den Schwellenwert nicht, was wiederum die Aussagekraft

dieser experimentellen Methode starkt.

Fir die folgende statistische Auswertung war es notwendig die ermittelten ACt-Werte in den
dimensionslosen Fold change (FC) zu transformieren. Er gilt als berechenbares Mal} dafur,
wie viel miRNA-26a zu Beginn in der jeweiligen Tumorprobe vorhanden war. Ermittelt wurde

er mit Hilfe der Formel FC = 27 ¢t = 2~(CT-miRNA-26a = CT-RNU48),
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3.2.4 Praktische Durchfuhrung der quantitativen Real-Time PCR
3.2.4.1 Herstellung der cDNA

Zu Beginn musste die isolierte RNA mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in komple-
mentare DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden. Hierfir kam das
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit von Applied Biosystems (Waltham,

Massachusetts, USA) zum Einsatz.

Die zuvor isolierte und bei — 80 °C gelagerte RNA wurde zunéachst Gber mehrere Stunden
auf Eis aufgetaut und anschlieend auf 20 ng/ul verdinnt. Zudem erfolgte die Herstellung
eines Mastermix’, welcher alle notwendigen Reagenzien fur die folgende Reaktion enthielt
(siehe Tab. 01). Alle Schritte erfolgten auf Eis.

Tab. 01: Mastermix der Reversen Transkription

Reagenzien Volumen [pl] pro Reaktion
dNTP Mix (100 mM) 0,15
MultiScribe RT Enzym (50U/pl) 1,00
10x RT-Puffer 1,50
RNase Inhibitor (20U/pl) 0,19
RNase-freies Wasser 4,16
Gesamtvolumen 7,00

Fir die Reverse Transkription galt je Reaktion folgendes Pipettierschema (siehe Tab. 02):

Tab. 02: Pipettierschema der Reversen Transkription

Reagenzien Volumen [pl] pro Reaktion
RT-Mastermix 7,00
RNA-Probe (20 ng/pl) 5,00
5x RT-Primer 3,00
Gesamtvolumen 15,00

Nach vorsichtigem Mischen und Zentrifugieren des Reaktionsansatzes folgte eine 5-min(tige
Inkubationszeit auf Eis. Danach wurden die Proben in den Thermocycler (PTC-200, MJ
Research, Watertown, USA) gegeben und die Reaktion mit dem in Tab. 03 aufgefihrten
Programm gestartet. AnschlieRend wurde die dabei entstandene cDNA bis zur weiteren

Verarbeitung bei -20°C gelagert.
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Tab. 03: Reaktionsschritte der Reversen Transkription

Schritt Zeit [min] Temperatur [°C]
Annealing 30 16
Extension 30 42

Denaturierung 5 85
Lagerung 0 4

3.2.4.2 Durchfuhrung der qRT-PCR

Die gRT-PCR wurde mithilfe des TagMan® Gene Expression Mastermix fir quantitative
Real-Time PCR (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA) und des TagMan®
MicroRNA Assays (TagMan MicroRNA Assay, miRNA-26a, ID 000404; Applied Biosystems,
Waltham, Massachusetts, USA) durchgeflihrt. Dabei diente die zuvor hergestellte cDNA als

Ausgangsmaterial. Jede Probe wurde als Triplikat jeweils dreimal gemessen. In gleicher

Weise erfolgte die Messung von RNAse-freiem Wasser als Negativkontrolle und der RNU48
(TagMan MicroRNA Assay, RNU48, ID 001006; Applied Biosystems, Waltham, Massachus-

etts, USA) als Referenzgen. Zunachst musste fir die qRT-PCR ein Mastermix hergestellt

werden, welcher aus den in Tab. 04 aufgefiihrten Komponenten bestand.

Tab. 04: Mastermix der gqRT-PCR

Reagenzien

Volumen [pl] pro Reaktion

TagMan® Gene Expression Mastermix

RNAse-freies Wasser

TagMan® MicroRNA Assay Primer (20x)

Gesamtvolumen

5,00

3,50

0,50

9,00

Je Reaktion galt folgendes Pipettierschema (siehe Tab.

05):
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Tab. 05: Pipettierschema der gRT-PCR

Reagenzien Volumen [pl] pro Reaktion
gRT-PCR Mastermix 9,00
cDNA/ RNU48/ Negativkontrolle 1,00
Gesamtvolumen 10,00

Der Reaktionsansatz wurde auf Eis direkt in eine 96-Well-Mikrotiterplatte (MicroAmp® Fast
96-well Reaction Plate (0,1 ml), Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt)
pipettiert. Diese wurde anschlieRend mit einer Folie (MicroAmp® Optical Adhesive Film,
Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt) verschlossen und fir 1 min bei 1000
rpm zentrifugiert (Centrifuge 5805 R, Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Die Messung
und Auswertung erfolgte mit Hilfe des StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems und der
StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems®, USA). Die in Tab. 06 aufgefiihrten Reakti-

onsschritte wurden chronologisch durchlaufen.

Tab. 06: Reaktionsschritte der gRT-PCR

Schritt Zeit Temperatur [°C] Anzahl der PCR- Zyklen
Enzymaktivierung 10 min 95 1
Denaturierung 15s 95
40
Annealing und Extension 60 s 60
3.3 DNA-Analyse
3.31 DNA-Isolation

Zur Bestimmung des MGMT-Methylierungsstatus der untersuchten Proben musste die DNA
aus den Tumorproben isoliert werden. Hierfur wurde das zu untersuchende Glioblastomge-
webe in eine sterile Petrischale tberfiihrt und mit einer Schere mechanisch zerkleinert. Der
mechanischen Zelldestruktion schloss sich die alkalische Zelllyse an. Dazu wurde das
zerkleinerte Gewebe zunachst in einen 50 ml Falcon pipettiert und anschlieend 4,5 ml SE-
Puffer (75 mM NaCl; 25 mM Na2 EDTA,; pH 8.0), 0,5 ml 10 % SDS (Sodium Dodecy! Sulfate;
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pH 8) und eine Spatelspitze Proteinase K hinzugegeben. Das Gemisch wurde fiir 1-3 Nachte
bei 55 °C im Schittelbad inkubiert. Wahrend der Inkubation kam es zur Destruktion der
Zellen und Freisetzung der Zellbestandteile (inkl. DNA), wobei die hinzugegebene Proteina-
se K die dabei freiwerdenden Proteine abbaute. Es musste taglich kontrolliert werden, ob
noch Gewebereste in der Probe vorhanden waren und dementsprechend musste gegebe-
nenfalls erneut eine Spatelspitze Proteinase K hinzugegeben werden. Die weitere Verarbei-
tung erfolgte erst, nachdem eine klare durchscheinende Lésung ohne sichtbare Geweberes-

te entstanden war.

Die folgenden Schritte dienten der Aufarbeitung der DNA. Dazu wurden 2 ml 6 molare NaCl-
Lésung und 7 ml Chloroform der Probe hinzugegeben. Sie wurde daraufhin eine Stunde tber
Kopf geschittelt und anschlief’end fiir eine weitere Stunde bei 2500 rpm und 4 °C zentrifu-
giert. Im Anschluss an die Zentrifugation hatten sich drei verschiedene Phasen gebildet,
wobei die oberste, welche die DNA enthielt, vorsichtig in einen weiteren 50 ml Falcon
uberfuhrt wurde. Die beiden anderen Phasen wurden verworfen. Im nachsten Schritt wurden
7 ml Chloroform zur Probe hinzugegeben und diese 30 min lang Uber Kopf geschiittelt.

AnschlielRend folgte eine 30-minutige Zentrifugation (4000 rpm; 4 °C).

Hierauf folgte die Fallung der DNA durch Zugabe von 5-7 ml Isopropanol 100%. Das
entstandene DNA-Knauel wurde in ein neues Eppendorfgefal® (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany) mit 1 ml 70 %-igem Ethanol tberfihrt und fur 30 min bei 4° C gewaschen, um alle
alkoholléslichen Salze zu entfernen. Die DNA wurde anschliefiend in ein neues Eppen-
dorfgefal gegeben und fiir maximal 30 min bei 37 °C auf der Heizplatte getrocknet. Uber
Nacht wurde sie in 300-500 ul Aqua destillata (Aqua dest.) geldst und am nachsten Tag
photometrisch die DNA-Konzentration bestimmt (siehe Abschnitt 3.2.2).

3.3.2 Bisulfitkonversion und Methylierungsspezifische PCR
3.3.2.1 Theorie

Die Kombination aus Bisulfitkonversion und anschlieBender Methylierungsspezifischer PCR
(MS-PCR) ermdglicht die basengenaue Bestimmung der DNA-Methylierung. Im Rahmen der
Bisulfitkonversion kommt es zur Umwandlung der unmethylierten Base Cytosin in die Base
Uracil. Ist Cytosin im DNA-Strang hingegen methyliert (5-Methylcytosin) findet keine
Umwandlung zu Uracil statt 2’. Die DNA-Strange sind infolgedessen nicht mehr komplemen-
tar zueinander. Fur die anschlieRende Amplifikation mittels MS-PCR sind daher spezielle
Primer erforderlich, die an methylierte und unmethylierte Bereiche, sowohl in 5°- als auch in
3’-Richtung binden. Es waren daher fir jedes zu untersuchende Gen (MGMT und Rb1) vier

verschiedene Primersequenzen notwendig (siehe Tab. 07).
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Tab. 07: MGMT und RB1 Primersequenzen fir die MS-PCR

MGMT Rb1
methyliert forward: forward:
5-GTTTTTAGAACGTTTTGCGTTTCGAC-3’ 5 -GGGAGTTTCGCGGACGTGAC-3
reverse: reverse:
5 -CACCGTCCCGAAAAAAAACTCCG-3 5"-ACGTCGAAACACGCCCCG-3'
unmethyliert forward: forward:
5-TGTGTTTTTAGAATGTTTTGTGTTTTGAT-3 5 -GGGAGTTTTGTGGATGTGAT-3
reverse: reverse:
5'-CTACCACCATCCCAAAAAAAAACTCCA-3 5 -ACATCAAAACACACCCCA-3’

3.3.2.2 Praktische Durchfiihrung der Bisulfitkonversion

Far die Bisulfitkonversion wurde das EZ DNA Methylation Gold TM-Kit (Zymoresearch,
Freiburg, Germany) verwendet. Zunachst musste aus 900 ul Aqua dest., 300 pl M-Dilutions
Puffer und 50 pl M-Dissolving Puffer ein Konversionsreagenz angesetzt werden. Nach 10-
minutigem Vortexen aller Komponenten folgte eine Ruhepause fur weitere 10 Minuten. Von
diesem Konversionsreagenz wurden je 130 pl in ein Eppendorfgefald gegeben und mit je 20
ul der zuvor auf 25 ng/ul verdiinnten DNA-Probe vermischt. Das Gemisch wurde daraufhin

im Thermocycler (PTC-200, MJ Research, Watertown, USA) inkubiert (siehe Tab. 08).

Tab. 08: Reaktionsschritte der Bislufitkonversion

Schritt Zeit Temperatur [°C]
1 10 min 98
2 2,5h 64
3 mind. 20 min (bis zu 20 h) 4

Im Anschluss wurden 600 pl M-Binding Puffer auf eine Zymo-Spin-Filtersaule mit Auffangbe-
hélter pipettiert und die zuvor inkubierte Probe hinzugegeben. Durch mehrfaches Invertieren
wurde die Probe gemischt und anschlieRend fur 30 s bei > 10.000 x g zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde nach diesem Schritt und nach allen folgenden Waschschritten verworfen.

Daraufhin wurden 100 ul M-Wasch-Puffer auf die Saule gegeben und erneut fir 30 s bei
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>10.000 x g =zentrifugiert. Es folgte eine 20-mindtige Inkubation mit 200 upl M-
Desulphonations-Puffer bei Raumtemperatur. Danach wurde der Puffer mithilfe der
Zentrifugalkraft (> 10.000 x g; 30 s) ausgewaschen. Die beiden letzten Waschschritte liefen
in identischer Weise ab. Es wurden jeweils 200 yl M-Wasch-Puffer auf die Filtersaule
gegeben und bei > 10.000 x g fur 30 Sekunden zentrifugiert. Im letzten Schritt folgte das
Eluieren der DNA. Dazu wurde die Filtersaule in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefal® tUberfihrt
und fir eine Minute mit 10 pl M-Elutions-Puffer inkubiert. Durch die darauffolgende
Zentrifugation (> 10.000 x g; 30 s) I6ste sich die DNA aus dem Filter und konnte am Boden

des Eppendorfgefaly” aufgefangen werden.

3.3.2.3 Praktische Durchfiihrung der Methylierungsspezifischen PCR

Far die methylierungsspezifische PCR musste zu Beginn je ein Mastermix fir den Nachweis
methylierter DNA-Abschnitte und ein Mastermix fur den Nachweis nicht-methylierter DNA-
Abschnitte hergestellt werden (siehe Tab. 09).

Tab. 09: Mastermixkomponenten der MS-PCR

Mastermix methyliert Mastermix unmethyliert
Reagenzien Volumen [ul] Reagenzien Volumen [ul]
H20 17,80 H20 17,80
TagPuffer 10x 2,50 TagPuffer 10x 2,50
dNTP 0,2 mM 0,50 dNTP 0,2 mM 0,50
Primer forward 1,00 Primer forward 1,00
methyliert unmethyliert
Primer reverse 1,00 Primer reverse 1,00
methyliert unmethyliert
Polymerase 0,20 Polymerase 0,20
Gesamtvolumen 23,00 Gesamtvolumen 23,00

Im Anschluss wurden zu 23 pl des jeweiligen Mastermix 2 pl der bisulfitmarkierten DNA
pipettiert. AuRerdem bendtigte man eine Positivkontrolle (industriell hergestellte bisulfitmar-
kierte, methylierte DNA), eine Negativkontrolle (unmethyliete DNA eines Dura mater
Resektates) und eine Kontrolle, die weder methyliert noch unmethyliert war (Aqua dest.).

Von diesen drei Kontrollen wurden ebenfalls je 2 pl zu 23 pl des jeweiligen Mastermix
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pipettiert. Anschlielend folgte die Inkubation der Reaktionsansatze im Thermoycler (PTC-
100, MJ Research, Watertown, USA). Hierzu waren je nach Primer unterschiedliche

Programmeinstellungen erforderlich (siehe Tab. 10 und 11).

Tab. 10: Reaktionsschritte der Analyse von MGMT

MGMT methyliert MGMT unmethyliert

Schritt Dauer Temperatur [°C] Dauer Temperatur [°C]
1 15 min 95 15 min 95

2 30s 95 30s 95

3 30s 36x 54 30s 38x 56

4 30s 72 30s 72

5 5 min 72 5 min 72

6 o0 4 oo 4

Tab. 11: Reaktionsschritte der Analyse von Rb1

Rb1 methyliert Rb1 unmethyliert
Schritt Dauer Temperatur [°C] Dauer Temperatur [°C]
1 15 min 95 15 min 95
2 45s 95 45s 95
3 45 35x 55 45s 35x 55
4 45s 72 45s 72
5 5 min 72 5 min 72
6 oo 4 oo 4

3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese
Mit Hilfe dieses Verfahrens erfolgte die Auftrennung der amplifizierten PCR-Produkte

entsprechend ihrer Grofle durch Anlage eines elektrischen Feldes. Hierfir musste ein
Agarosegel bestehend aus TBE-Puffer und Agarose angesetzt werden. Fur die Herstellung
von einem Liter TBE-Puffer wurden 10,78 g (89 mM) TRIS, 5,50 g (89 mM) Borsaure und
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0,58 g (2 mM) EDTA mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefillt. Zur Herstellung des
Agarosegels wurden 150 ml 1 x TBE-Puffer und 2 g Agarose (peq-GOLD Universal-Agarose,
PeqglLab) zunachst aufgekocht und anschlieRend abgekuhlt. Danach wurden 8 ul Ethidium-
bromid (1%ige Lésung in Wasser, Merck KGaA, Darmstadt) hinzugegeben und das gesamte
Gemisch in eine Gelelektrophoresekammer (Owl™ Buffer Puffer B3, ThermoFisher)
Uberfihrt. Nach Auspolymerisierung des Gels wurde die Kammer mit TBE-Puffer als
Leitsubstanz aufgefllt.

Ca. 10 pl der bei der MS-PCR entstandenen Produkte wurden mit je 2 pl Loading Dye
(Ladepuffer; VWR, Darmstadt) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Gleichermalfien
wurde auch mit der Positivkontrolle, der Negativkontrolle und dem Aqua dest. verfahren.
Zudem wurden 4 pl Leiter (50bp DNA Ladder, New England BioLabs, Frankfurt a.M.) und 16
Ml Aqua dest. mit 4 pl Loading-Dye versetzt und rechts und links der Proben in je eine
Geltasche pipettiert, um die PCR-Produkte nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
anhand eines Langenstandards beurteilen zu kdnnen. Die Laufzeit betrug ca. 2h bei einer
Spannung von 120V und 260mA (siehe Abb. 08).

Leiter Positiv-  Negativ- Leiter
(50bp)  H,0 kontrolle kontrolle  T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 (50bp)

Abb. 08: Agarose-Gelelektrophorese zur Detektion des Methylierungsstatus von
MGMT. Die gelelektrophoretische Auftrennung der eingesetzten methylierten und unmethyl-
ierten DNA-Molekile erfolgte entsprechend ihrer molekularen Masse. Mithilfe von Ethidium-
bromid und UV-Licht wurden die DNA-Banden nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
sichtbar gemacht. Die aufgetragene Leiter diente als Langenstandard zur Bestimmung der
molekularen Masse der eingesetzten Molekile. Das Bandenmuster der Positiv- und

Negativkontrollen diente als Referenzmuster fur die Banden der eingesetzten Tumorproben
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(exemplarisch T1 bis T7). Die Tumorproben T4 und T6 zeigten das identische Bandenmuster
wie die Posititvkontrolle und sind daher als ,methyliert” zu werten. Zur Kontrolle moglicher
Verunreinigungen wurde H>O aufgetragen, welches keinerlei Bandenmuster aufweisen

sollte.

3.3.4 IDH1- R132H Immunhistochemie

Die Bestimmung des IDH1-Mutationsstatus mittels Immunhistochemie erfolgte freundlicher-
weise in Zusammenarbeit mit Louisa Schéneberger und dem Institut fiir Neuropathologie des
Universitatsklinikums des Saarlandes unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Walter J.

Schulz-Schaeffer. An dieser Stelle ein herzliches Dankeschon dafir.

3.4 Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Programms SPSS v.25 (IBM, Armonk, USA)
durchgefiihrt. Die Korrelation zwischen der miRNA26a-Expression und den klinischen
Parametern OS und PFS wurde anhand linearer Regressionsmodelle analysiert. Die
Tumorprogression wurde radiologisch durch erneutes Kontrastmittel-Enhancement und/oder

offensichtliches Tumorwachstum sowie durch den Tod des Patienten definiert.

AnschlieRend erfolgte eine zeitabhangige Auswertung mittels Cox-Regression und Kaplan-
Meier-Regression. Hierflir wurden die erhobenen Daten zunachst anhand des mittleren Fold
Change der miRNA-26a Expression (FC miRNA-26a = 0,47) dichotomisiert.

Mit Hilfe des Log-Rank-Tests wurden die miRNA26a-Expressionsunterschiede zwischen der
Carmustin-Wafer-Gruppe und der Kontroll-Gruppe verglichen. Ein Wert von p < 0,05 wurde

als signifikant angesehen.

Zudem erfolgte eine multiple Cox-Regressionsanalyse, um den Einfluss der miRNA-26a
Expression auf das Uberleben der Patienten in Abhéngigkeit anderer wichtiger Einflussfakto-
ren wie MGMT-Methylierungsstatus, IDH1-Mutationsstatus und operativem Resektionsaus-

maf} zu bewerten.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

4.1.1 Alters- und Geschlechtsverteilung, KPS

In der vorliegenden Arbeit wurde Tumorgewebe von insgesamt 80 Patienten mit einem neu
diagnostizierten Glioblastom untersucht. 40 Proben stammten dabei von Patienten, die
entsprechend der Standard-Radiochemotherapie nach Stupp behandelt wurden
(Kontroll-Gruppe). Die 40 weiteren Proben stammten hingegen von Patienten, denen
zusatzlich zum Behandlungsschema nach Stupp intraoperativ Carmustin-Wafer in die
Resektionshéhle implantiert wurden (Carmustin-Wafer-Gruppe). Die vorliegende
Matched-Pair-Analyse zeichnete sich dadurch aus, dass jeweils ein Patientenpaar aus
beiden Therapiearmen in vorgegebenen Matched-Pair-Kriterien Gbereinstimmte.

Das Gesamtkollektiv (n = 80) wies bei Erstdiagnose (ED) ein durchschnittliches Alter von
61,5 £ 10,7 Jahren [39,5 - 83,1 Jahren] auf. In der Carmustin-Wafer-Gruppe (n = 40) lag
dieses bei 60,9 + 10,9 Jahren [39,5 - 80,1 Jahren]. Die Patienten der Kontroll-Gruppe (n =
40) zeigten bei ED ein durchschnittliches Alter von 62,1 + 10,6 Jahren [42,9-83,1 Jahren].
Zwischen der Kontroll- und der Carmustin-Wafer-Gruppe zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (p = 0,91) in Bezug auf das Alter bei ED (siehe Abb. 09).

ns

60

B
=1

Alter bei ED in Jahren

Kontrollgruppe Carmustin-
Wafer-Gruppe

Abb. 09: Durchschnittliches Alter der Patienten bei Erstdiagnose. Dargestellt ist ein
Saulendiagramm der Altersverteilung des gesamten Patientenkollektivs, welches gemaf
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beider Untersuchungsgruppen aufgeteilt wurde. Zwischen beiden Untersuchungsgruppen
bestand in Bezug auf die Altersverteilung bei Erstdiagnose kein signifikanter Unterschied.

Das Geschlechterverhaltnis Manner zu Frauen betrug im gesamten Patientenkollektiv 1,8 : 1
(52 Manner: 28 Frauen; siehe Abb. 10). Zudem lag der mediane KPS bei 80.

Geschlecht

M ménnlich
M weiblich

Abb. 10: Geschlechtsverteilung des gesamten Patientenkollektivs. Der Anteil der
Manner (n = 52; blau hinterlegt) am Gesamtkollektiv (n = 80) betrug 65% und der Anteil der
Frauen (n = 28; rot hinterlegt) 35%.

4.1.2 OS und PFS im Gesamtkollektiv

Das Gesamtkollektiv (n = 80) zeigte ein OS von 13,5 + 13,1 Monaten [0,6 — 69,8 Monate]
und ein durchschnittliches PFS von 9,0 + 9,6 Monaten [0,6 — 50,1 Monate].

In der Carmustin-Wafer-Gruppe (n = 40) lag das OS bei 14,7 + 15,1 Monaten [1,0-69,8
Monaten] und das PFS bei 10,1 + 11,5 Monaten [1,0-50,1 Monate].

Die Patienten der Kontroll-Gruppe (n = 40) zeigten ein durchschnittliches OS von 12,5 + 10,5
Monaten [0,6—-30,6 Monate] und ein durchschnittliches PFS von 7,8 + 7,1 Monaten [0,6-30,6

Monate].

Der Vergleich beider Untersuchungsgruppen ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Carmustin-Wafer-Gruppe und der Kontroll-Gruppe in Bezug auf das OS (p =
0,273) und das PFS (p = 0,286).
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Im Folgenden wurden das OS und PFS der Kontroll-Gruppe mit dem der Carmustin-Wafer-

Gruppe verglichen und mit Hilfe der Kaplan-Meier-Analyse graphisch dargestellit.

A B
1,0 -1 Kontroll-Gruppe 1,0 11 Kontroll-Gruppe
-1 Carmustin-Wafer-Gruppe M Carmustin-Wafer-Gruppe
0,8 0,8
W 0p QL os
o o
= 04 S 04
4 !
0,2 0,2
0,0 0,0 !
0 20 40 60 0 10 20 30 40 50 60
OS in Monaten PFS in Monaten

Abb. 11: Vergleich von OS und PFS beider Untersuchungsgruppen. Dargestellt sind
zwei Kaplan-Meier-Analysen. Abb. A zeigt das OS und Abb. B das PFS der einzelnen
Patienten der Kontroll-Gruppe (blaue Kurve) und der Carmustin-Wafer-Gruppe (grine Kurve)
in Monaten. Deutlich wird, dass zwischen beiden Untersuchungsgruppen in Bezug auf das
OS und PFS kein signifikanter Unterschied bestand.

4.1.3 Chirurgisches ResektionsausmaR

Die operative Tumorresektion erfolgte bei jedem Patienten individuell. Im gesamten
Patientenkollektiv (n = 80) wurde bei 26 von 80 Patienten (32,5%) eine gross total resection
und bei 51 von 80 Patienten (63,75%) eine subtotal resection erzielt. Bei 3 von 80 Patienten
(3,75%) war eine Bestimmung des Resektionsausmafles mangels postoperativer MRT-
Aufnahmen nicht méglich (,nicht ndher definiert®). In der Carmustin-Wafer-Gruppe wiesen 15
der 40 Patienten (37,5 %) eine gross total resection auf und 23 der 40 Patienten (57,5%)
eine subtotal resection. Zwei der 40 Patienten (5%) wurden der Kategorie nicht naher
definiert zugeordnet. In der Kontroll-Gruppe wiesen 11 der 40 Patienten (27,5 %) eine gross
total resection auf und 28 der 40 Patienten (70%) eine subtotal resection. Einer der 40

(2,5%) Patienten wurden der Kategorie nicht naher definiert zugeordnet.

Das Ausmal der operativen Tumorresektion hatte einen signifikanten Einfluss auf das OS (p
= 0,004) und das PFS (p = 0,023). Die Patienten, bei denen eine gross total resection erzielt
werden konnte, zeigten ein durchschnittliches OS von 21,1 + 20,1 Monaten [2,2 — 69,8

Monate] und ein PFS von 14 = 15,1 Monaten [1,3 — 50,1 Monate]. Eine subtotal resection
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ging hingegen mit einem durchschnittlichen OS von 10,7 + 8,9 Monaten [0,6 — 41,5 Monate]
und einem PFS von 7,6 + 6,7 Monaten [0,6 — 27,5 Monate] einher.

4.2 Ergebnisse der miRNA-Analysen

Die vorliegende Arbeit verfolgte das Ziel, den Einfluss der miRNA-26a auf das OS und das
PFS von Patienten mit GBM zu untersuchen, die zusatzlich zur Standardtherapie nach Stupp

eine lokale Chemotherapie mittels intraoperativer Carmustin-Wafer erhielten.

Hierzu wurde die Expression der miRNA-26a in allen Tumorproben (n = 80) analysiert. Um in
der klinischen Anwendung einen messbaren Parameter als Anhaltspunkt fiir das miRNA-
Expressionsniveau bestimmen zu konnen, wurde der dimensionslose FC der miRNA-26a
Expression ausgewertet (siehe Abschnitt 3.2.3, Seite 27), welcher 0,47 + 0,26 [0,06-1,06]
betrug. Das gesamte Patientenkollektiv wurde im weiteren Verlauf der statistischen
Auswertung zur besseren graphischen Darstellung auf der Grundlage des durchschnittlichen
FC von 0,47 in diejenigen Patienten mit hoher (FC = 0,47) und diejenigen Patienten mit
niedriger (FC < 0,47) miRNA-26a Expression unterteilt. Zwischen der Kontroll- und der
Carmustin-Wafer-Gruppe bestand in Bezug auf die miRNA-26a Expression kein signifikanter
Unterschied (p = 0,254).

4.2.1 miRNA-26a Expression in der Carmustin-Wafer-Gruppe

Um den Zusammenhang zwischen der miRNA-26a Expression und dem OS bzw. dem PFS
zu ermitteln, wurde zunachst eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt. Auf diese Weise
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der miRNA-26a Expression und dem OS
ermittelt werden (p = 0,001, Abb. 12/A). Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich bei der Korrelati-
on der miRNA-26a Expression und dem PFS (p < 0,001; Abb. 12/B).
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Abb. 12: Lineare Regressionsanalyse des OS und PFS in der Carmustin-Wafer-
Gruppe. In Abb. A ist die Abhangigkeit des OS der Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe
von dem Fold Change der miRNA-26a dargestellt und in Abb. B die Abhangigkeit des PFS
von dem Fold Change der miRNA-26a. Sowohl fir das OS als auch fur das PFS der
Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe konnte ein signifikanter Zusammenhang mit der

mMiRNA-26a Expression dargestellt werden.

Die Cox-Regressionsanalyse bestatigte, dass eine hohe miRNA-26a Expression signifikant
mit einem verbesserten PFS (HR 3.091 [95%-Kl: 1.436-6.657]; p = 0.003) und einem
verbesserten OS (HR 2.750 [95%-KI: 1.352-5.593]; p = 0.004) korreliert ist.

Um die Auswirkungen einer erhohten miRNA-26a Expression auf das OS und PFS der
Patienten untersuchen zu koénnen, erfolgte im Weiteren eine Dichotomisierung der Daten
anhand des errechneten durchschnittlichen FC von 0,47. Die 40 Patienten der Carmustin-
Wafer-Gruppe wurden so in 23 Patienten mit niedriger miRNA-26a Expression und 17

Patienten mit hoher miRNA-26a Expression eingeteilt.

Die 23 Patienten in der Carmustin-Wafer-Gruppe mit niedriger miRNA-26a Expression
zeigten ein PFS von 5,6 + 4,0 Monaten und ein OS von 9,26 + 7,77 Monaten. Die 17
Patienten mit hoher miRNA-26a Expression zeigten hingegen ein PFS von 16,27 + 15,26
Monaten und ein OS von 22,01 + 19,45 Monaten.

Nachfolgend wurden die dichotomisierten Daten der Carmustin-Wafer-Gruppe mit Hilfe der

Kaplan-Meier-Analyse graphisch dargestellt (siehe Abb. 13).



Ergebnisse 42

A 1.0 n FC miRNA-26a < 0.47 B o -1 FC miRNA-26a < 0.47
FC miRNA-26a > 0.47 FC miRNA-26a > 0.47
08 p =0,004 08 p=0,003
0.6 ‘ 0.6
0 P
o o
£ 0 g 04
=5 =
X X
0.2 | 0.2
0.0 | 0.0
0 20 40 60 0 10 20 30 40 50 60
OS in Monaten PFS in Monaten

Abb. 13: Kaplan-Meier-Kurven des OS und PFS der Patienten der Carmustin-Wafer-
Gruppe. Abb. A zeigt das OS der Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe in Abhangigkeit
von der miRNA-26a Expression. Patienten mit hoher miRNA-26a Expression (FC = 0,47;
grine Kurve) zeigen ein signifikant langeres OS als Patienten mit niedriger miRNA-26a
Expression (FC < 0,47; blaue Kurve). Abb. B zeigt das PFS der Patienten der Carmustin-
Wafer-Gruppe in Abhangigkeit von der miRNA-26a Expression. Auch hier zeigen Patienten
mit hoher miRNA-26a Expression (FC = 0,47; griine Kurve) ein signifikant langeres PFS als
Patienten mit niedriger miRNA-26a Expression (FC < 0,47; blaue Kurve).

Der Log-Rank-Test zeigte ein dhnliches Ergebnis wie die Cox-Regression. Sowohl das OS
(p = 0,004) als auch das PFS (p = 0,003) waren bei denjenigen Patienten mit hoher miRNA-
26a Expression signifikant langer als bei denjenigen Patienten mit niedriger miRNA-26a
Expression.

4.2.2 miRNA-26a Expression in der Kontroll-Gruppe

Auch in der Kontroll-Gruppe wurde zunachst der Zusammenhang zwischen der miRNA-26a
Expression und dem OS bzw. dem PFS mittels linearer Regressionsanalyse untersucht. Hier
konnte jedoch keine signifikante Korrelation zwischen der miRNA-26a Expression und dem
OS (p = 0,813; Abb. 14, Abschnitt A) bzw. dem PFS (p = 0,232; Abb. 14, Abschnitt B)

ermittelt werden.
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Abb.14: Lineare Regressionsanalyse des OS und PFS in der Kontroll-Gruppe. In Abb.
A ist die Abhangigkeit des OS der Patienten der Kontroll-Gruppe von dem Fold Change der
miRNA-26a dargestellt und in Abb. B die Abhangigkeit des PFS von dem Fold Change der
miRNA-26a. Sowohl fiir das OS als auch fiir das PFS der Patienten der Kontroll-Gruppe
konnte kein signifikanter Zusammenhang mit der miRNA-26a Expression nachgewiesen

werden.

Die Cox-Regressionsanalyse zeigte ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
der miRNA-26a Expression und dem OS (HR 1.170 [95%-KI: 0.589-2.327]; p = 0.657), bzw.
dem PFS (HR 1.170 [95%-KI: 0.402-1.629]; p = 0.55) in der Kontroll-Gruppe.

Zur weiteren Analyse erfolgte in der Kontroll-Gruppe ebenfalls eine Dichotomisierung der
Daten anhand des mittleren FC-Wertes. Wahrend 28 Patienten eine niedrige miRNA-26a
Expression zeigten, wiesen 12 Patienten eine hohe Expression auf. In der Kontroll-Gruppe
konnte weder fur das OS noch fir das PFS ein signifikanter Zusammenhang mit der miRNA-
26a Expression nachgewiesen. Der Log-Rank-Test zeigte auch hier ein ahnliches Ergebnis
wie die Cox-Regressionsanalyse. Sowohl das OS (p = 0,652) als auch das PFS (p = 0,551)

waren bei denjenigen Patienten mit hoher miRNA-26a Expression nicht signifikant langer.
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4.2.3 miRNA-26a: Vergleich Carmustin-Wafer-Gruppe versus Kontroll-Gruppe

Um den EinfluR der miRNA-26a auf das Ansprechen der Therapie mit Carmustin-Wafern zu
evaluieren, wurden zunachst die 17 Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe mit hoher
miRNA-26a Expression mit den 12 Patienten der Kontroll-Gruppe verglichen, die ebenfalls

eine hohe miRNA-26a Expression aufwiesen (siehe Abb. 15).
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Abb.15: Vergleich beider Untersuchungsgruppen bei hoher miRNA-26a Expression.
Abb. A zeigt das OS und Abb. B das PFS der Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe mit
hoher miRNA-26a Expression (griine Kurve) im Vergleich zu dem OS und PFS der Patienten
der Kontroll-Gruppe mit hoher miRNA-26a Expression (blaue Kurve). In Abb. A wird
ersichtlich, dass Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe mit erhéhter miRNA-26a Expression
ein signifikant Iangeres OS aufweisen als Patienten der Kontroll-Gruppe. Abb. B zeigt einen
Trend zu einem verbesserten PFS in der Carmustin-Wafer-Gruppe bei Patienten mit

erhéhter miRNA-26a Expression im Vergleich zu Patienten der Kontroll-Gruppe.

Das OS der Patienten mit hoher miRNA-26a Expression und zusatzlicher Carmustin-Wafer
Implantation war signifikant langer (p = 0,039) im Vergleich zu den Patienten der Kontroll-
Gruppe. Darlber hinaus zeigte sich ein Trend zu einem verlangerten PFS in der Carmustin-
Wafer-Gruppe (p = 0,066).

AnschlieRend wurden die 17 Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe mit hoher miRNA-26a
Expression (n = 17) mit allen Patienten der Kontroll-Gruppe (n = 40) verglichen. Hierbei
zeigten die 17 Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe ein signifikant langeres OS (p =
0,007) und PFS (p = 0,013) als die Patienten der Kontroll-Gruppe.
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Abb. 16: Kaplan-Meier-Kurven des OS und PFS beider Untersuchungsgruppen. Abb. A
zeigt das OS und Abb. B das PFS der Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe mit hoher
miRNA-26a Expression (grine Kurve) im Vergleich zu dem OS und PFS der Patienten der
Kontroll-Gruppe (blaue Kurve). Die Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe mit hoher
miRNA-26a Expression zeigten ein signifikant lAngeres OS und PFS als die Patienten der

Kontroll-Gruppe.

4.2.4 TCGA-Validierungsdatensatz

Um die Ergebnisse der Kontroll-Gruppe anhand einer unabhangigen Kontrollkohorte zu

validieren, wurde eine Referenzgruppe aus der TCGA-Datenbank extrahiert.

Der ,The Cancer Genome Atlas” ist ein Projekt zur Katalogisierung von fiir Krebs verantwort-
lichen molekularen Aberrationen auf DNA-, RNA-, Protein- und epigenetischer Ebene. Er soll
dazu dienen, durch ein besseres Verstandnis der genetischen Grundlagen die Diagnostik

und Therapie der untersuchten Tumore zu optimieren %,

In der TCGA-Datenbank wurden 149 GBM-Patienten selektiert, die mittels Standard-
Radiochemotherapie nach Stupp behandelt wurden und von denen Daten im Hinblick auf

ihre miRNA-26a Expression vorlagen.

Ein vergleichbares Ergebnis wie in der Kontroll-Gruppe der vorliegenden Studie wurde auch
im TCGA-Validierungsdatensatz gefunden. Die 149 selektierten Patienten wurden ebenfalls
anhand des mittleren FC der miRNA-26a in 69 Patienten mit hoher und 80 Patienten mit
niedriger miRNA-26a Expression unterteilt. Abb. 18 zeigt die Ergebnisse dieser Validie-
rungskohorte. Es gab keine signifikanten Auswirkungen der miRNA-26a Expression auf das
OS der Patienten des TCGA-Datensatzes (p = 0,57).
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Abb. 17: TCGA-Validierungskohorte. Dargestellt ist das OS der Patienten der TCGA-
Validierungskohorte in Abhangigkeit von der mittleren miRNA-26a Expression. Es wurde in
der Validierungskohorte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der miRNA-26a

Expression und dem OS der Patienten gefunden.

Es wurde ebenfalls versucht, fir die Carmustin-Wafer-Gruppe eine ahnliche Validierung
durchzufuhren. Dies war jedoch nicht mdglich, da in der TCGA-Datenbank keine
Glioblastompatienten erfasst wurden, die sowohl Carmustin-Wafer Implantate als auch das
Standardtherapieschema nach Stupp erhielten und von denen zusatzlich Daten zur miRNA-

26a Expression vorlagen.

Ich bedanke mich fir die Erstellung des Datensatzes mittels R-Software durch Dr. Markus

List vom Max-Planck-Institut fiir Informatik, Campus E14, Saarbrlicken.

4.3 Ergebnisse der Methylierungsanalysen von Rb1 und MGMT

Die Methylierungsanalyse der Promotor-Regionen von MGMT und Rb1 diente der Uberprii-
fung eines mdglichen Einflusses dieser epigenetischen Veranderungen auf die Uberlebens-

zeit des untersuchten Patientenkollektivs.

Die Bestimmung des Promotor-Methylierungsstatus von MGMT und Rb1 bei allen 80
Tumorproben erfolgte freundlicherweise in Zusammenarbeit mit Gerrit Breitfelder. An dieser

Stelle ein ganz herzliches Dankeschon dafiir.
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4.3.1 Methylierungsstatus des Promotors von Rb1

Bei keiner der 80 untersuchten Tumorproben wurde eine Methylierung des Rb1-Promotors
gefunden. Eine weitere statistische Auswertung entfiel daher.

4.3.2 Methylierungsstatus des Promotors von MGMT

In der Carmustin-Wafer-Gruppe besallen 40% der untersuchten Patienten (16/40) einen
methylierten MGMT-Promotor. In der Kontroll-Gruppe wiesen 50% der Patienten (20/40)
einen methylierten MGMT-Promotor auf (siehe Abb. 18).

Sowohl in der Carmustin-Wafer-Gruppe als auch in der Kontroll-Gruppe hatte der MGMT-
Methylierungsstatus keinen Einfluss auf das OS (p = 0,988) und das PFS (p = 0,405) der
Patienten.
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Abb. 18: MGMT-Methylierungsstaus. Dargestellt ist ein Saulendiagramm der Verteilung
des MGMT-Methylierungsstatus im gesamten Patientenkollektiv, in der Carmustin-Wafer-
Gruppe und in der Kontroll-Gruppe. Blau hinterlegt sind alle Patienten mit unmethyliertem
MGMT-Promotor und rot hinterlegt alle Patienten mit methyliertem MGMT-Promotor.
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4.4 IDH1-Mutationsstaus

Im gesamten Patientenkollektiv wiesen lediglich 5% (4/80) der Patienten eine IDH1-Mutation
auf. Drei der vier Patienten gehdrten der Carmustin-Wafer-Gruppe an und einer der Kontroll-
Gruppe. Die Mehrheit aller 80 Patienten (95%) exprimiert den IDH1-Wildtyp.

Bei der nachfolgenden Uberlebenszeitanalyse zeigte die IDH1-Mutation keinen Einfluss auf
das PFS (p = 0,604) oder das OS (p = 0,533) der Patienten.
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Abb. 19: IDH1-Mutationsstatus. Dargestellt ist die Verteilung des IDH1-Mutationsstatus des
gesamten Patientenkollektivs, der Carmustin-Wafer-Gruppe und der Kontroll-Gruppe mithilfe
eines Saulendiagramms. Die blauen Saulen stehen flr alle Patienten, die einen IDH1-
Wildtyp aufweisen. Die roten Saulen stehen hingegen fur alle Patienten, die eine IDH1-

Mutation aufweisen.

4.5 Multiple Cox-Regression

AbschlieBend wurde in der Carmustin-Wafer-Gruppe (n = 40) eine multiple Cox-
Regressionsanalyse angewandt, um den wechselseitigen Einfluss mehrerer, potenziell
interagierender Variablen auf das Uberleben zu ermitteln. Untersucht wurden die Parameter,

welchen bereits in den oben genannten Einzelrechnungen eine signifikante Bedeutung fir
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das Uberleben der Patienten nachgewiesen werden konnten. Die Ergebnisse dieser Analyse

fasst Tabelle 12 zusammen.

Tabelle 12: Multiple Cox-Regressionsanalyse wichtiger Einflussfaktoren auf das OS

95%-

Regressionskoeffizient ~ Standardfehler  Signifikanz Konfidenzintervall

FC miRNA-26a 0,022 0,785 0,046* 0,048 1,042
MGMT- 1,071 0,360 0849 0529 2171
Methylierungsstatus
IDH1- 1,494 0,683 0557 0392 5699
Mutationsstatus
Alter bei ED 1,071 0,020 0001* 1030 1,113
operatives Reseki- 0,156 0,456 0032* 0640 3,825
onsausmaf
*p <005

In der Cox-Regressionsanalyse zeigte sich, dass sowohl das Alter bei Erstdiagnose und das
Resektionsausmal, als auch die Expression der miRNA-26a voneinander unabhangige

Einflussfaktoren auf das Gesamtiiberleben der Glioblastompatienten darstellen.
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5 Diskussion

5.1 Fragestellung

Die Diagnose eines Glioblastoms impliziert per se eine sehr schlechte Prognose der

betroffenen Patienten ©’

. Trotz intensiver Standardtherapie, bestehend aus operativer
Tumorresektion und anschlieBender konkomitanter Radiochemotherapie, Uberleben die
meisten Patienten nur etwas mehr als ein Jahr ™. Die zusétzliche intraoperative Implantation
von Carmustin-Wafern stellt eine Mdglichkeit dar, das Standardtherapieschema um eine
lokal in der Tumorhohle wirksame Chemotherapie zu erweitern. Mit Einfuhrung der
Carmustin-Wafer Therapie hoffte man daher, einen grof3en Schritt in der Bekdmpfung des
Glioblastoms voranzukommen. Die initialen klinischen Zulassungsstudien belegten einen
Uberlebensvorteil durch den Einsatz von Carmustin-Wafern sowohl bei der Rezidivtherapie

als auch bei der Primartherapie des Glioblastoms 219%1%,

Westphal et al. belegten 2003 in einer prospektiven, randomisierten Phase-IlI-Studie mit 240
Patienten einen signifikanten medianen Uberlebensvorteil von 2,3 Monaten fiir die
Kombination aus Carmustin-Wafern und anschlielender Strahlentherapie im Vergleich zu

Placebo-Wafern und anschlieRender Strahlentherapie 571

. Eine Reihe prospektiver und
retrospektiver Studien wiesen zudem darauf hin, dass die Kombination aus Carmustin-
Wafern und Stupp-Protokoll das Uberleben der Patienten mit Glioblastom im Vergleich zur
Standardtherapie um mehrere Monate verbessern kann, ohne dass die Toxizitat signifikant
zunimmt 3. Zwei Metaanalysen von Chowdhary et al. und Xing et al. bestatigten diesen

Uberlebensvorteil ebenfalls 1810,

Nach einigen Jahren der Anwendung konnten Pallud et al. hingegen 2015 in einer Kohorte
von 354 Patienten keinen langfristigen Nutzen hinsichtlich des OS fiir die Kombination aus
Standardtherapie nach Stupp und Carmustin-Wafer Implantation im Vergleich zur Stan-
dardtherapie alleine nachweisen. Die Forscher verzeichneten jedoch eine signifikante
Zunahme der postoperativen Infektionsrate und der Odem-bedingten intrakraniellen

7

Drucksteigerung '. Auch eine Reihe weiterer Studien konnten durch die zusatzliche

Therapie mit Carmustin-Wafern keinen signifikanten Uberlebensvorteil beweisen, wohinge-

gen die Toxizitat der Chemotherapie zunahm "%,

Die aktuelle Studienlage verdeutlicht, dass der therapeutische Einsatz von Carmustin-Wafer
Implantaten in der Primartherapie des Glioblastoms kontrovers diskutiert wird und ihr Nutzen
umstritten ist. Im gegenwartigen Zeitalter der molekularen Medizin gilt es jedoch, die

Bedeutung der Carmustin-Wafer unter neuen Gesichtspunkten zu evaluieren. Mdglicher-
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weise ist der Benefit dieser Therapie auf eine Patientensubpopulation beschrankt, die ein
spezifisches molekulares Profil aufweist. Insbesondere fiir die Diagnostik und Therapie des
Glioblastoms gewannen molekulare Marker in den vergangenen Jahren immer mehr an
Bedeutung. Daher ware es von klinischem Interesse, einen oder mehrere solcher molekula-
rer Marker zu identifizieren, die den Therapieerfolg einer Carmustin-Wafer Implantation

vorherzusagen vermogen.

Der miRNA-26a wurde mehrfach in aktuellen Studien eine Bedeutung bei der Progression
des Glioblastoms zugesprochen 22427 Zudem scheint das miRNA-26a Expressionslevel
eine pradiktive Bedeutung fiir das klinische Outcome der Glioblastompatienten zu haben *.
Ziel dieser Studie war es daher, die miRNA-26a als potentiellen molekularen Marker zu
evaluieren, anhand dessen Expression eine Subpopulation von Glioblastompatienten
identifiziert werden kann, die in besonderem Malfie von der Carmustin-Wafer Implantation

profitiert.

Um auf Grundlage dieser experimentellen Arbeit eine belastbare Aussage treffen zu kdnnen,

war es notwendig, valide und reliable Methoden zu verwenden.

5.2 Diskussion der Methodik

5.2.1 Patientenkollektiv: Vergleichbarkeit der Untersuchungsgruppen

Um eine valide Vergleichbarkeit beider Untersuchungsgruppen zu erméglichen und um ein
reprasentatives Patientenkollektiv zu akquirieren, wurde das Studiendesign einer Matched-
Pair-Analyse gewahlt. Als Matched-Pair-Kriterien wurden das Alter der Patienten bei

Erstdiagnose, das Geschlecht und der KPS herangezogen.

Das Patientenalter bei Erstdiagnose wurde als Kriterium ausgewahlt, da zahlreiche Studien
belegten, dass ein hohes Alter bei Erstdiagnose mit einem schlechteren Outcome der
Patienten mit Glioblastom einhergeht. Jingere Patienten weisen hingegen eine bessere
Prognose auf '°*¢8_ Dies bestétigte sich auch in der vorliegenden Arbeit. Altere Patienten
zeigten ein signifikant kiirzeres OS als jungere Patienten. Um altersbedingte Ergebnisverzer-
rungen zu verhindern, war es daher wichtig, dass keine signifikanten Altersunterschiede
zwischen den beiden Untersuchungsgruppen vorlagen. Durch das Studiendesign der
Matched-Pair-Analyse wurde gewahrleistet, dass kein signifikanter Unterschied zwischen der
Carmustin-Wafer-Gruppe und der Kontroll-Gruppe in Bezug auf das Erkrankungsalter

bestand.

Auch der KPS der Patienten wurde als entscheidender prognostischer Faktor bei
Glioblastomen identifiziert. Patienten mit einem hohen Score (=70) weisen eine bessere

Prognose auf als Patienten mit einem niedrigeren Score '. Es wurde daher bei der Auswahl
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der Patienten darauf geachtet, Patienten mit moglichst identischem KPS zu akquirieren. Der

mediane KPS beider Untersuchungsgruppen betrug 80.

In der gangigen Literatur sind Manner ungefahr 1,5-mal haufiger von Glioblastomen betroffen
als Frauen "*”. Mit einer Geschlechtsverteilung von 1,8 Mannern zu einer Frau zeigte sich

dies auch in der vorliegenden Studie.

Die Vergleichbarkeit beider Untersuchungsgruppen ist in Bezug auf das Alter bei Erstdiagno-
se, das Geschlecht und den KPS als valide anzusehen. Zudem erméglichte die Matched-
Pair-Analyse die Akquise eines Patientenkollektivs, welches aufgrund der Konkordanz mit

der Literatur als représentativ zu betrachten ist ¢72

AbschlieRend ist anzumerken, dass eine Einschrankung in Bezug auf das ausgewahlte
Patientenkollektiv darin bestand, dass weder das chirurgische Resektionsausmall noch der
MGMT-Methylierungsstatus und der IDH1-Mutationsstatus als Matched-Pair-Kriterien
herangezogen wurden. Die Hinzunahme dieser, in der Literatur als relevant betrachteter
Kriterien, hatte zu einer massiven Reduktion der Patientenfallzahl gefiihrt, da dann nicht

ausreichend adaquate Matched-Pair-Partner zur Verfliigung gestanden hatten.

Mit Hilfe der multiplen Cox-Regressionsanalyse konnte jedoch gezeigt werden, dass der
Einfluss der miRNA-26a auf das Uberleben der Patienten unabhéngig dieser Kriterien zu

beobachten war.

5.2.2 miRNA-26a- Expressionsanalyse: Vor- und Nachteile der angewandten
Methode

Als die géngigsten Methoden zur Expressionsanalyse von miRNAs gelten die qRT-PCR 788,

13,35

next generation sequencing und microarrays ""'%. Welche Technik am besten geeignet

ist, hangt unter anderem von dem jeweiligen Anwendungsgebiet ab.

Ein Vorteil von Analysen mittels next generation sequencing und microarray ist die Moglich-
keit, die gesamte RNA bzw. miRNA untersuchen zu kénnen und nicht nur einzelne RNAs/
miRNAs. Auf diese Weise kann innerhalb eines Untersuchungsassays das Expressionsni-

"1 Dadurch wird es bei-

veau von Hunderten bis Tausenden Genen analysiert werden
spielsweise moglich, neue miRNAs zu identifizieren. Nachteile im Vergleich zu anderen
Methoden sind jedoch der héhere Kosten- und Zeitaufwand. Zudem wird fiir die Durchfiih-
rung eine relativ groRe Menge an Probenmaterial benétigt ©.

Die qRT-PCR wird aufgrund ihrer guten Reproduzierbarkeit und hohen Sensitivitat oft als

2 Zudem ist sie

Goldstandard fir die Quantifizierung der Genexpression angesehen
besonders dann zur Quantifizierung der miRNA-Expression geeignet, wenn wenig Proben-

material vorhanden ist °. Zur Normalisierung der gqRT-PCR-Ergebnisse ist der Einsatz eines
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Referenzgens (,Housekeeping-Gen®) von grofter Bedeutung. Das fiir die vorliegende Arbeit
ausgewahlte Referenzgen RNU48 wurde bereits in mehreren miRNA-Studien als stabiles

Referenzgen etabliert 4.

Die Wahl der qRT-PCR als Methode zur Bestimmung der miRNA-26a Expression in der
vorliegenden Studie erfolgte aus mehreren Griinden. Zum einen war das zu untersuchende
Zielgen bereits zu Beginn der Studie klar definiert und der Einsatz spezieller Primer-Sonden
ermoglichte so eine gezielte Analyse. Zum anderen waren okonomische Aspekte und die

limitierte Menge an Probenmaterial fiir die Auswahl dieses Verfahrens mitverantwortlich.

5.2.3 DNA-Analyse: Vor- und Nachteile der Methylierungsspezifischen PCR

Die Bestimmung der DNA-Methylierung erfolgte nach dem Prinzip der von Clark und
Frommer entwickelten Bisulfitkonversion und anschlielRender Methylierungsspezifischer PCR
(MS-PCR) #. Durch die Behandlung der DNA mit Bisulfit werden unmethylierte Cytosin-
Nukleotide zu Uracil desaminiert, wahrend 5-Methylcytosin unverandert bleibt. Auf diese
Weise kommt es zu einer vom Methylierungsstatus abhangigen DNA-Sequenzanderung, die

mit PCR-basierten Verfahren nachgewiesen werden kann .

Vorteile dieser Methode sind u.a. eine hohe Sensitivitat und die Mdéglichkeit, den Methylie-
rungsstatus eines spezifischen Genlocus sowohl fiir die gesamte Zellpopulation als auch fir
einzelne DNA-Molekile bestimmen zu kdénnen. Zudem ist zur Analyse nur eine geringe
Menge genomischer DNA erforderlich, was fir die Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit von
besonderem Interesse war. Die grof3te Einschrankung der Bisulfit-Methode besteht darin,
dass sie anfallig fur Reaktionsartefakte ist, die ihre Zuverlassigkeit beeintrachtigen kénnen.
Das am haufigsten vorkommenden Artefakt ist die unvollstdndige Umwandlung von Cytosin
in Uracil. Da Bisulfit nur mit Cytosinen reagiert, die nicht an der Basenpaarung beteiligt sind,
ist die offensichtlichste Erklarung fir eine unvollstdindige Umwandlung von Cytosin die
unvollstandige Denaturierung der DNA-Vorlage oder deren teilweise Renaturierung wahrend
der Bisulfitbehandlung '°. Die unvollsténdige Bisulfitkonversion der unmethylierten Cytosine

kann in der nachfolgenden MS-PCR zu falsch positiven Ergebnissen fuhren.

Eine weitere Methode zur Bestimmung des MGMT-Methylierungsstatus ist die Pyrosequen-
zierung. Sie beruht auf dem Prinzip ,sequencing by synthesis“. Hierbei beobachtet man die
DNA-Synthese in Echtzeit mittels abgegebenen Pyrophosphats, welches ein Fluoreszenz-
signal auslost, das gleichzeitig detektiert werden kann . Sie ist jedoch wesentlich kosten-
und arbeitsintensiver als die MS-PCR und daher fir die breite klinische Anwendung nicht
praktikabel "2,
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5.2.4 Diskussion der statistischen Methodik

Zunachst war es von besonderem Interesse die Uberlebenszeiten der Patienten beider
Behandlungsgruppen in Abhangigkeit der miRNA-26a Expression zu analysieren. Hierfur
erfolgte eine lineare Regressionsanalyse. Bei dieser Methode werden die untersuchten
Variablen in ihrer kontinuierlichen Form verarbeitet und kdnnen als Streudiagramm
dargestellt werden. Eine Dichotomisierung von Daten ist nicht notwendig. Hierdurch kann ein

akkurates statistisches Modell generiert werden .

Nachdem sich ein Zusammenhang zwischen den Uberlebenszeiten der Patienten und der
miRNA-26a Expression darstellte, erfolgte eine zeitabhangige Auswertung mittels Cox-
Regression und Kaplan-Meier-Regression. Der Vorteil der Cox-Regression besteht darin,
dass auch hier mit kontinuierlichen Variablen gerechnet werden kann. Die anschauliche
graphische Darstellung der Cox-Regression gestaltete sich jedoch schwierig. Entsprechend
erfolgte eine Kaplan-Meier-Regression mit Dichotomisierung der Daten anhand der mittleren
Expression der miRNA-26a (FC miRNA-26a = 0,47). Die graphische Darstellung erfolgte fir
die Gruppen mit hoher und geringer miRNA-26a Expression als separate Kurve im Kaplan-
Meier Blot ''®. Neben der besseren graphischen Darstellbarkeit ermdglicht die Einteilung
mittels Cut-Off Wertes auch eine klinische Anwendbarkeit. Im klinischen Alltag muss eine
dichotomisierte Einteilung erfolgen, um eine Empfehlung fir oder gegen die Carmustin-

Wafer Implantation geben zu kénnen.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die miRNA-26a als mdglichen pradiktiven Marker fir
eine Therapie mit Carmustin-Wafern zu evaluieren. Hierzu wurde die Expression der miRNA-
26a in allen Tumorproben bestimmt und der Einfluss auf das OS und PFS der Patienten

beider Untersuchungsgruppen analysiert.

Mittels linearer Regressionsanalyse wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
miRNA-26a Expression und dem OS sowie dem PFS der Patienten der Carmustin-Wafer-
Gruppe ermittelt. In der Kontroll-Gruppe zeigte sich hingegen kein signifikanter Zusammen-

hang zwischen der miRNA-26a Expression und dem OS bzw. PFS.

Die miRNA-26a abhangigen Uberlebenszeitanalysen erfolgten zunachst in beiden Untersu-
chungsgruppen getrennt. In der Carmustin-Wafer-Gruppe zeigten die Patienten mit hoher
miRNA-26a Expression ein signifikant langeres OS und PFS als die Patienten mit niedriger

mMiRNA-26a Expression.
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Dieser Zusammenhang wurde in der multiplen Cox-Regressionsanalyse unabhangig der
wichtigen Einflussfaktoren IDH1-Mutationsstatus, MGMT-Methylierungsstatus und operati-

vem Resektionsausmal beobachtet.

In der Kontroll-Gruppe zeigte sich dieser Uberlebensvorteil von Patienten mit hoher miRNA-
26a Expression nicht. Mithilfe des TCGA-Validierungsdatensatzes wurden die Ergebnisse
der Kontroll-Gruppe validiert. Auch hier zeigte die Expression der miRNA-26a keine
signifikante Auswirkung auf das OS und PFS der selektierten Patienten. Eine vergleichbare
Validierung der Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe war aufgrund mangeinder Datensat-

ze nicht moglich.

In Ubereinstimmung mit Pallud et al. konnte bei einem Vergleich beider Therapieansatze
(Carmsutin-Wafer-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe) ohne Bertcksichtigung der miRNA-26a
Expressionsergebnisse kein signifikanter Unterschied in Bezug auf das OS und das PFS
gefunden werden. Die sequentielle Therapie aus Carmustin-Wafer Implantation und
Standardtherapie nach Stupp war der alleinigen Standardtherapie nicht tiberlegen. Erst unter
Einbeziehung der miRNA-26a Expressionsunterschiede wurde ein Uberlebensvorteil der
Carmustin-Wafer-Gruppe gegenuber der Kontroll-Gruppe beobachtet. Patienten der
Carmustin-Wafer-Gruppe mit erhdhter miRNA-26a Expression zeigten ein signifikant

langeres OS und PFS als die Patienten der Kontroll-Gruppe.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen erstmals eine pradiktive Bedeutung der

miRNA-26a fiir das Ansprechen einer Carmustin-Wafer Therapie bei Patienten mit GBM ** .

5.3.1 Molekulare Marker und die Carmustin-Wafer Therapie

Bislang haben nur wenige Forschergruppen versucht, neue epigenetische Marker zu
identifizieren, die eine pradiktive Bedeutung fur eine Carmustin-Wafer Therapie besitzen.
Das Hauptaugenmerk der bisherigen Untersuchungen lag auf dem Methylierungsstatus des
MGMT-Promotors, da dieser bereits in zahlreichen Studien als pradiktiver Marker fiir das

Ansprechen auf eine Therapie mit alkylierenden Chemotherapeutika evaluiert wurde *'.

Grossmann et al. und Lechapt-Zalcman et al. konstatieren, dass die Methylierung des
MGMT-Promotors bei Patienten mit neu diagnostiziertem GBM, die mit Carmustin-Wafern
und anschliefendem Standard-Stupp-Schema therapiert wurden, mit einem signifikant

verbesserten OS einherging 3.

Andere Forschergruppen konnten der MGMT-
Promotormethylierung hingegen keinen Einfluss auf das Ansprechen einer Carmustin-Wafer
Therapie nachweisen **. Auch in der vorliegenden Arbeit bestand zwischen der MGMT-
Promotormethylierung und dem OS bzw. PFS der Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe,
aber auch der Patienten der Kontroll-Gruppe, kein signifikanter Zusammenhang. Die

Diskrepanz, dass in einigen Studien ein Zusammenhang zwischen niedriger MGMT
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Expression und dem Ansprechen auf eine alkylierende Chemotherapie beobachtet wurde
und andere Autoren einen solchen Zusammenhang nicht bestatigen konnten, ist bereits
hinreichend bekannt #*7®, Auch, dass die verschiedenen Methoden zur Bestimmung des
MGMT-Methylierungsstatus und unterschiedlichen Primer zu unterschiedlichen Methylie-
rungsergebnissen filhren kénnen, wird bereits in der gangigen Literatur diskutiert 2°. Zudem
sollte bedacht werden, dass die starre Einteilung in methyliert und unmethyliert gegebenen-
falls nicht die biologische Realitat in Ganze widerspiegelt, in der méglicherweise Zwischen-
zustande existieren kdnnen . Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ermdglichen somit
keine Aussage Uber eine pradiktive Bedeutung des MGMT-Methylierungsstatus fir eine

Therapie mit Carmustin-Wafern.

Gleiches gilt fur den IDH1-Mutationsstatus. In der vorliegenden Studie zeigte die IDH1-
R132H-Mutation weder einen Einfluss auf das OS noch auf das PFS. Der IDH1-
Mutationsstatus wurde jedoch als wichtiger prognostischer Marker bei Glioblastomen
beschrieben, der einen entscheidenden positiven Einfluss auf das Uberleben der Patienten
hat 38, Diese Diskrepanz ist vermutlich auf die geringe Anzahl an Patienten mit IDH1-
R132H-Mutation in der vorliegenden Studie zurtickzufiihren. Daher sollte auf Grundlage der
vorliegenden Ergebnisse keine Schlussfolgerung uber die Auswirkungen der IDH1-R132H-

Mutation auf das Therapieansprechen einer Carmustin-Wafer Therapie gezogen werden.

Weitere Biomarker, die moglicherweise einen Einfluss auf die Carmustin-Wafer Therapie
haben, sind die Verluste der Chromosomen 10 und 13. In einer Studie von Urbschat et al.
zeigten Patienten, die einen Verlust dieser Chromosomen aufwiesen und zusatzlich zur
Standardtherapie nach Stupp Carmustin-Wafer implantiert bekamen, ein signifikant langeres
OS als Patienten ohne diesen Chromosomenverlust. In derselben Studie wurde zudem
belegt, dass ein Expressionsverlust des Tumorsuppressorproteins p15 aufgrund der
Methylierung des p15-Promotors insbesondere bei Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe

mit einem signifikant kiirzeren OS einherging '°".

Auf epigenetischer Ebene konnte unsere Forschungsgruppe bereits mit der miRNA-181d
einen Biomarker identifizieren, der Einfluss auf das Ansprechen einer Therapie mit
Carmustin-Wafern zu haben scheint. Eine verminderte miRNA-181d Expression geht hier mit

einem besseren OS und PFS einher %,

Die aktuellen Ergebnisse molekularbiologischer Arbeiten geben Anlass zu der Hoffnung,
dass mithilfe der Identifikation weiterer molekularer Biomarker eine genauere Stratifizierung
der Glioblastompatienten mdglich ist, welche den Therapieerfolg durch einen gezielteren

Therapieeinsatz verbessert.



Diskussion 57

5.3.2 miRNA-26a als moglicher pradiktiver Marker fiir Carmustin-Wafer
Implantate

Die miRNA-26a ist in gesunden Zellen an der Regulation bedeutender zellularer Prozesse
wie Zellzyklus-Kontrolle, Proliferation, Apoptose und Invasion beteiligt. Genom-weite miRNA-
Expressionsanalysen belegten, dass die Dysregulation der miRNA-26a Expression mit der
Entstehung zahlreicher Tumoren assoziiert ist '’. Mehrere Studien zeigten zudem, dass die
miRNA-26a je nach Tumor- und Gewebetyp unterschiedliche Funktionen einnimmt. In
Osophagusadenokarzinomzellen sowie in Lungen- und Mammakarzinomzellen scheint eine
tumorsuppressive Wirkung zu Uberwiegen, wahrend sie in Gliomen primar als Onkogen

fungiert 211,

Die miRNA-26a befindet sich innerhalb eines Genlocus auf Chromosom 12q, der haufig in
Gliomen amplifiziert ist, wodurch es zu einem Anstieg des miRNA-26a Expressionslevels
kommt “2%°. Dies filhrt zu einem signifikant erhdhten Tumorwachstum und geht mit einer

" Glioblastompatienten mit erhdhtem miRNA-26a

gesteigerten Angiogenese einher
Expressionslevel zeigen zudem ein schlechteres klinisches Outcome %. Aus diesem Grund

gewann die miRNA-26a in den vergangenen Jahren zunehmend an Bedeutung.

Es werden verschiedene Zielgene diskutiert, durch deren post-transkriptionelles Silencing die
miRNA-26a vermittelten Effekte hervorgerufen werden. Das Hauptaugenmerk liegt hierbei
auf den Tumorsuppressorgenen PTEN (phosphatase and tensin homolog) und Rb1

(Retinoblastoma 1) #25058.95.115

Eine Mutation oder Deletion von PTEN, oft bedingt durch den vollstandigen Verlust seines
Locus auf Chromosom 10q, findet sich bei einem groRen Prozentsatz der Glioblastome und

424574 Huse et al. wiesen nach, dass die

korreliert mit einer schlechten Prognose
Uberexpression der miRNA-26a in Gliomen hauptsachlich auf die Amplifikation des miRNA-
26a-2-Locus zuruckzufiuhren ist, ein genomisches Ereignis, das stark mit dem Verlust des
monoallelen PTEN assoziiert ist. Dies deutet darauf hin, dass die Amplifikation der miRNA-
26a in Glioblastomzellen dazu dient, das restliche PTEN-Transkript zu supprimieren 2. Die
miRNA-26a vermittelte PTEN-Repression hat eine Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges
zur Folge, wodurch die Proliferation der Glioblastomzellen zunimmt . In Folge der Aktivierung
des PI3K/AKT-Signalweges kommt es auRerdem zu einer Hemmung der Apoptose, die ein
aggressiveres Tumorvorhalten hervorruft. Interessanterweise belegte eine Studie von
Urbschat et al. bereits, dass der Verlust von Chromosom 10 und insbesondere von
Chromosom 10qg mit einem verbesserten OS bei Patienten mit zusatzlicher Carmustin-Wafer
Therapie einhergeht. Es ist denkbar, dass insbesondere die Patienten von einer zusatzlichen
lokalen Chemotherapie mit Carmustin-Wafern profitieren, die aufgrund des PTEN Verlustes

und der erhdhten miRNA-26a Expression ein besonders schnelles Tumorwachstum
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erwarten. Moglicherweise reicht in diesen Fallen eine alleinige systemische Chemotherapie

mit Temozolomid nicht aus.

Ein weiteres Zielgen der miRNA-26a ist das Tumorsuppressorgen Rb1. Durch seine
Repression wird die Kontrolle der G1/S-Transition im Zellzyklus gestort. Infolgedessen
kommt es zu einer Zunahme der DNA-Synthese der Tumorzellen *°. Veranderungen der
Rb1-Expression werden haufig in glialen Tumoren gefunden und rufen meist ein aggressives
Tumorverhalten hervor >, Backlund et al. konstatieren, dass ein vollstandiger Verlust des
Tumorsuppressorgens Rb1 mit einer schlechten Prognose bei Patienten mit Anaplastischem
Astrozytom einhergeht °. Neben einer miRNA-26a vermittelten post-transkriptionellen
Stilllegung der Rb1 Expression kann unter anderem auch die Methylierung des Rb1-
Promotors einen solchen Effekt hervorrufen. In der vorliegenden Studie konnte
ausgeschlossen werden, dass eine Methylierung des Rb1-Promotors die Stillegung des

Rb1-Gens verursachte, da bei keinem der Patienten eine Methylierung nachweisbar war.

Der Einfluss des Rb1-Proteins auf den Zellzyklus steht in direktem Zusammenhang mit der
Wirkung alkylierender Chemotherapeutika wie Temozolomid und Carmustin, da diese
ebenfalls in den Zellzyklus eingreifen und ihn in sich schnell teilenden Tumorzellen zum

6 Glioblastomzellen, die aufgrund einer miRNA-26a vermittelten

Erliegen bringen
Repression weniger Rb1-Tumorsuppressorprotein exprimieren, weisen einen gesteigerten
Zellzyklus auf. Womdglich profitieren Glioblastompatienten mit dieser molekulargenetischen
Veranderung von einer zusatzlichen intrakavitaren Carmustinapplikation, da neben einer
systemischen Chemotherapie mit Temozolomid durch eine lokale Boosterung mittels

Carmustin der Zellzyklus der Glioblastomzellen gezielt supprimiert werden kann.

Welches der miRNA-26a Zielgene konkret fur die Ergebnisse der vorliegenden Studie von
Bedeutung ist, kann nicht abschliefend geklart werden. Es ist durchaus in Betracht zu
ziehen, dass die miRNA-26a ihren Einfluss auf die Tumorgenese nicht einzig Uber die
Regulation eines Zielgens ausubt, sondern Uber das Zusammenspiel der Repression

verschiedener Proteine.

Eine aktuelle Studie von Ge et al. ermittelte zudem, dass eine erhohte miRNA-26a
Expression mit einer erhéhten Chemoresistenz gegeniiber TMZ einhergeht ?%. Dies kénnte
einen weiteren Erklarungsansatz dafur liefern, warum die Auswirkungen der miRNA-26a
Expression auf das Therapieansprechen der Patienten der Carmustin-Wafer-Gruppe
beschrankt ist. Es ist denkbar, dass die erh6hte miRNA-26a Expression in Glioblastomen die
Chemosensibilitdt der Tumorzellen fur TMZ reduziert und besonders die Patienten
profitieren, die aufgrund der Carmustin-Wafer Implantate intrakavitar eine wesentlich héhere
zytostatische Konzentration aufweisen als solche Patienten, die nur systemisch mittels TMZ

chemotherapiert wurden.
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An dieser Stelle ist auRerdem zu erwahnen, dass es bei der Therapie entsprechend des von
Stupp et al. etablierten Protokolls zwischen der Tumorresektion und dem Beginn der
konkomitanten Radiochemotherapie mit TMZ zu einer kritischen Pause von 3-6 Wochen
kommen kann, in der keine chemotherapeutische Behandlung stattfindet . Durch die
intraoperative Implantation von Carmustin-Wafern kénnte diese Liicke theoretisch geschlos-

sen werden, da die Wafer unmittelbar postoperativ ihre antineoplastische Wirkung entfalten®.

Welcher Mechanismus konkret fiir die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verantwortlich ist,
bleibt offen. Um dies abschlieRend zu klaren, bedarf es weiterer Untersuchungen. Es wird
jedoch erneut deutlich, dass mithilfe molekulargenetischer Forschung der genetische Code
von Glioblastomen weiter entschlisselt werden kann und die gewonnen Erkenntnisse zur

Optimierung der Therapie beitragen kénnen.
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5.3.3 Schlussfolgerungen

1)

2)

3)

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen in Ubereinstimmung mit der gangigen
Literatur erneut, dass der uneingeschrankte Einsatz von Carmustin-Wafern per se bei
allen Glioblastompatienten nicht zu empfehlen ist, da ungeachtet jeglicher genetischer
oder epigenetischer Biomarker die zusatzliche Carmustin-Wafer Therapie der alleinigen

Standardtherapie nach Stupp hinsichtlich OS und PFS nicht Gberlegen ist.

Ziel dieser Studie war es, die miRNA-26a als potentiellen molekularen Marker zu
evaluieren, anhand dessen Expression eine Subpopulation von Glioblastompatienten
identifiziert werden kann, die in besonderem Malde von der Carmustin-Wafer Implantati-
on profitiert. Tatsachlich zeigten Patienten mit erhdhter miRNA-26a Expression, die
zusatzlich zur Standardtherapie nach Stupp intraoperativ Carmustin-Wafern implantiert
bekamen, ein signifikant langeres OS und PFS als die Patienten der Kontroll-Gruppe,

welche ausschliellich nach dem Standtherapieschema behandelt wurden.

Die miRNA-26a Expression wurde somit erstmals als pradiktiver Marker fir eine
Carmustin-Wafer Therapie identifiziert und kann mdglicherweise in Zukunft bei der Ent-
scheidungsfindung helfen, ob eine Carmustin-Wafer Implantation zusatzlich zur Stan-

dardtherapie nach Stupp erfolgen soll oder nicht.



Diskussion 61

5.4 Ausblick

Die vorliegende Studie erganzt die aktuelle Kontroverse um den Einsatz von Carmustin-
Wafer Implantaten in der Primartherapie des Glioblastoms. Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass Glioblastompatienten mit hoher miRNA-26a Expression in hherem Malie von der
sequentiellen Kombination aus mdglichst umfangreicher chirurgischer Tumorresektion mit
intraoperativer ~ Carmustin-Wafer  Implantation und anschlielkender  Standard-
Radiochemotherapie profitieren als von der postoperativen Standard-Radiochemotherapie
alleine. Eine weitere Evaluierung der miRNA-26a Expression in einer prospektiven Studie mit

héherer Fallzahl wird daher empfohlen.

Fir den Klinischen Einsatz der gewonnenen Erkenntnisse ware es zudem reizvoll, die
Expression der miRNA-26a im Tumor vor der ersten Operation beurteilen zu kénnen. Den
Neurochirurgen koénnte dadurch geholfen werden, praoperativ eine Entscheidung fur oder
gegen eine Carmustin-Wafer Implantation zu treffen. Die praoperative Flissigkeitsbiopsie
aus Blut- oder Liquorproben konnte ein Mittel sein, um den miRNA-26a-Status vor der
Operation zu ermitteln. Dass die Bestimmung der miRNA-26a im Serum des Patienten

durchaus praktikabel ist, bestétigte eine aktuelle Studie von Parviz-Hamidi et al.”.

Die vorliegenden Studienergebnisse unterstreichen die Bedeutung einer genauen Stratifizie-
rung von Glioblastompatienten anhand molekularer Marker, um auf der Grundlage einer
personalisierten Medizin den maximalen Therapieerfolg fir jeden einzelnen Patienten

erzielen zu konnen.
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