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1 Einleitung 

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist ein aggressiver, invasiver und schwer zu 

behandelnder primärer Hirntumor bei Erwachsenen [1, 2]. 

Kennzeichnend sind das invasive Wachstum, die rasche Proliferation, sowie die 

Rezidivneigung. Die Gliomagenese zeigt die typischen Zeichen der Tumorentstehung, 

auch „hallmarks of cancer“ genannt: Aktivierung von Onkogenen, Inaktivierung von 

Tumorsuppressorgenen, Resistenz gegen apoptotische Signale, Deregulation von DNA-

Reparatur-Genen, Produktion von Faktoren für die Neoangiogenese und obwohl GBM 

nur äußerst selten metastasieren auch Faktoren, die in die Metastasierung involviert sind 

[3]. 

Makroskopisch kennzeichnet das GBM eine zentrale nekrotische Masse, sowie eine 

periphere Tumorzone [4]. Mikroskopisch zeigen sich pleomorphe mitotisch aktive 

Zellen, nukleäre Atypien und Nekrosen, sowie eine verstärkte Mikrovaskularisation [4]. 

GBM treten durchschnittlich im Alter von 62 Jahren auf [5]. 

Klinisch präsentieren sich Hirntumoren je nach Größe mit fokalen oder zentralen 

Symptomen [6]. So zeigen sich je nach Tumorlokalisation fokalneurologische Ausfälle, 

sowie als zentrale Symptome Hirndruckzeichen wie Kopfschmerzen [6], epileptische 

Anfälle [7] - meist bei schnellem Wachstum - und Verwirrtheit und Wesensänderungen  

[8]. 

Die Diagnose des Hirntumors wird durch Kombination von radiologischen und 

histopathologischen Untersuchungen gestellt [9]. So zeigen sich in der 

Magnetresonanztomographie (MRT) mit Kontrastmittel typische Merkmale eines 

Hirntumors: Kontrastmittelaufnehmende irreguläre Masse mit fokalem Ödem und 

zentraler Nekrose, Mittellinienverschiebung und gegebenenfalls Satellitenläsionen [9]. 

Jedoch gilt zu beachten, dass aufgrund des radiologischen Bildes verschiedene 

Differentialdiagnosen wie Hirntuberkulose, Hirnabszesse und opportunistische 

Infektionen nicht komplett ausgeschlossen werden können [9]. Die anschließende 

histopathologische Untersuchung eines Hirnbiopsie-Schnittes oder operativen 

Schnittpräparates gibt klinischen Aufschluss über die Pathologie des Befundes und 

bestätigt die Diagnose eines GBM [8]. Zudem kann mikroskopisch eine weitere 
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Unterklassifikation des GBM je nach Vorkommen von Riesenzellen, oligodendritische 

Komponenten und Gemistozyten erfolgen [4]. 

In der 2016 von der WHO veröffentlichten Klassifikation der Tumoren des zentralen 

Nervensystems wird eine neue Einteilung vorgestellt, in der nicht nur nach 

pathologischen Kriterien eingeteilt wird; auch molekulargenetische Marker gehen 

maßgeblich in die Klassifizierung ein [10]. Sie beruht somit auf phänotypischen 

(histopathologischen) und genotypischen (molekularen) Mustern [10]. Neben den 

histopathologischen Faktoren haben nun auch molekulare Faktoren wie der 

Mutationsstatus des Isocitratdehydrogenase-1 (IDH1) -Gens und die 1p/19q-Deletion 

einen entscheidenden Anteil an der Klassifikation der Gliome. Der IDH1 Mutationstatus 

wird mittels PCR und Sequenzierung oder Immunhistochemisch durch 

mutationsspezifische Antikörper nachgewiesen. Die IDH1 und ihr Homologon IDH2 sind 

Enzyme des Citratzyklus, die α-Ketoglutarat bilden [11]. Mutationen im IDH1-Gen - 

meist an der Position 132, wobei es zum Austausch von Arginin gegen Histidin kommt 

(R132H) – führen durch die Carboxylierung von α-Ketoglutarat zu einem erhöhten 

Umsatz von Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), das die Reduktion von 

Glutathion herabsetzt und so letztendlich zu einer erhöhten Bildung von 2-

Hydroxyglutarat führt [12]. Mutiertes IDH1 verliert seine Funktion α-Ketoglutarat im 

Citratzyklus zu bilden und erhöht stattdessen die Produktion von 2-Hydroxyglutarat [13]. 

Das erhöhte 2-Hydroxyglutarat ist mit der Tumorgenese sowie mit DNA-Schäden 

assoziiert [14]. Die IDH1 R132H Mutation bildet einen prognostischen Marker für das 

Überleben von Glioblastom-Patienten [10]. 

Der kombinierten Verlust der Allele (loss of heterozygosity, LOH) auf dem kurzen Arm 

von Chromosom 1 (1p) und dem langen Arm von Chromosom 19 (19q), welcher auf eine 

unbalancierte Translokation (t(1;19)(q10;p10)) zurückzuführen ist, wird als 1p/19q-

Codeletion in der WHO Klassifikation von 2016 ebenfalls als genetischer Marker 

aufgeführt [15]. Der kombinierte 1p/19q-Verlust gilt als unabhängiger Marker für die 

verbesserte Ansprechbarkeit auf Radio- und Chemotherapie, sowie die verlängerte 

Gesamtüberlebenszeit [16] - dieser Marker gilt jedoch ausschließlich für Astrozytome, 

Oligoastrozytome und Oligodendrogliome, nicht jedoch für das GBM und fungiert zudem 

als Unterscheidungsmerkmal dieser Tumorentitäten. (Abbildung 1).  
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Diese vorliegende Arbeit wurde unter der 2016 WHO Klassifikation der Tumore des 

zentralen Nervensystems erarbeitet und bildet somit die Grundlage der Arbeit bezüglich 

der Tumorklassifikation [10]. In der aktuellsten WHO-Klassifikation von 2021 werden 

die Tumortypen Astrozytom, IDH-mutiert und Glioblastom, IDH-wildtyp sowie 

Oligodendrogliom IDH-wildtyp und 1p/19q Codeletion aufgezählt und zeigt so, dass die 

genotypische Einteilung maßgebend ist [17]. 

 

 

 

Abbildung 1: Algorithmus zur Klassifikation diffuser Gliome auf Basis der histologischen und genetischen 

Parameter nach der WHO Klassifikation der Tumore des zentralen Nervensystems von 2016. IDH1 = 

Isocitratdehydrogenase-1, NOS = not otherwise spezified. (Eigene Abbildung) 

 

Die aktuellen Therapieansätze für GBM Patienten sind multidisziplinär und umfassen die 

radikale operative Resektion, die postoperative Bestrahlung der Tumorregion inklusive 

begleitender und adjuvanter Chemotherapie [1]. Mit dieser intensiven Therapie konnte 

das mediane Überleben der Patienten auf 14,6 Monate gesteigert werden [2]. 

In Bezug auf die operative Resektion wird zwischen der stereotaktischen Biopsie, um 

pathologisches Material zu gewinnen, einer subtotalen Resektion oder der radikalen 

neurochirurgischen iMRI-assistierten Resektion unterschieden [18]. Die operative 
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Therapie wird unter Zuhilfenahme intraoperativer Navigationssysteme wie dem 

intraoperative magnetic resonance imaging (iMRI) durchgeführt [9]. Es muss eine 

Balance zwischen maximaler operativer Resektion und der postoperativen Lebensqualität 

bei jedem einzelnen Patienten gefunden werden [18]. Die radikale chirurgische Resektion 

zeigt dabei ein besseres Gesamtüberleben [19]. In der entnommenen Tumorprobe kann 

postoperativ die Diagnose verifiziert werden, die anschließende molekulargenetische 

Zuordnung ermöglicht eine genauere Unterteilung in Bezug auf den IDH1-Status [10]. 

Die postoperative adjuvante Chemotherapie besteht aus den Alkylanzien Temozolomid 

(TMZ) eventuell in Kombination mit Lomustin [1, 20] (Abbildung 2).  

 

Abbildung 2: Algorithmus der postoperativen Therapieentscheidung bei GBM IDH wildtyp. IDH = 

Isocitratdehydrogenase-1, MGMT= O-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase. (Eigene Abbildung) 

 

Je nach Tumoreinteilung wird ein spezifisches Therapieregime begonnen [20]. Je nach 

Alter unterscheidet sich das Therapieschema nach dem Methylierungstatus des Promotors 

der O-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) (Abbildung 2). MGMT 

fungiert als Reparaturenzym in den Tumorzellen. Die Promotormethylierung des 

MGMT-Gens verhindert die Bildung des Reparaturenzyms, führt so zum verbesserten 
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Ansprechen von alkylierenden Substanzen und erzielt somit eine erhöhte Apoptoserate 

der Tumorzellen [21]. Der MGMT-Promotormethylierungsstatus wird mittels 

methylierungsspezifischer PCR nachgewiesen. Der MGMT-

Promotormethylierungsstatus stellt daher einen prognostischen Marker für das 

postoperative Therapieansprechen dar [22]. So konnten Hegi et al. zeigen, dass die 

MGMT-Promotormethylierung zu einem medianen Überleben von 21,7 Monaten führte, 

bei nicht-methyliertem MGMT-Promotor jedoch dieselbe Therapie ein medianes 

Überleben von nur 12,7 Monaten zeigte [22]. Stupp et al. zeigten, dass die postoperative 

Radiotherapie mit adjuvanter TMZ-Gabe sowie die postoperative TMZ-Chemotherapie 

Überlebenszeit-verlängernd sind [2]. TMZ wirkt als Alkylanz durch Methylierung von 

Guanin an der DNA und verhindert so die DNA Replikation [23]. Lomustin ist ein 

Alkylanz aus der Gruppe der Nitrosoharnstoffe, anerkannt in der Gliom Therapie u.a. bei 

Oligodendrogliomen [24, 25]. Lomustin in Kombination mit TMZ zeigte in einer Phase-

III-Studie einen Überlebensvorteil gegenüber der TMZ-Monotherapie bei GBM mit 

methyliertem MGMT-Promotormethylierungsstatus [26]. 

Eine zusätzliche Therapiemöglichkeit ist die Applikation von Tumor Treating Fields 

(TTFields), bei denen es sich um mittelfrequente (100-300kHz) elektrische 

Wechselfelder handelt, die mittels einer auf den rasierten Kopf geklebten Elektroden 

niedrig-intensive übertragen werden [27]. Dieses elektrische Feld stört die Ausbildung 

der mitotischen Spindel während der Zellteilung und inhibiert dadurch die 

Zellproliferation [27]. Zudem haben sie keinen Effekt auf sich nicht-teilende Zellen [27]. 

Stupp et al. konnten zeigen, dass TTFields in Kombination mit TMZ gegenüber der 

alleinigen TMZ-Erhaltungstherapie die Gesamtüberlebenszeit von GBM-Patienten 

verlängern [28]. 

Im Jahr 2009 entdeckten U. Stein et al. den unabhängigen prognostischen Blutmarker 

MACC1 bei Kolonkarzinompatienten [29]. Dieser konnte in Kolonkarzinom-Schnitten 

mit erhöhter Expression nachgewiesen werden [29]. 

MACC1 fördert die Proliferation, Invasion und Metastasierung der Tumorzellen und 

somit die Tumorgenese des Kolonkarzinoms [30]. Es aktiviert diese Zellfunktionen, 

indem es das Gen für c-MET - den Rezeptor des Hepatocyte-growth-factor (HGF) - 

dereguliert [31]. HGF bindet an die Tyrosinkinase c-MET und fungiert so als Mediator 
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für Zellwachstum, Zellmotilität und Zellinvasion [32]. Durch die Deregulation des 

HGF/c-MET- Signalweges führt MACC1 zur Tumorgenese und Metastasierung [33]. In 

Hirntumoren konnte der HGF/c-MET-Signalweg ebenso nachgewiesen werden. Hier 

wird zudem auch die Tumorangiogenese durch den gestörten Signalweg gefördert [34] 

(Abbildung 3). 

 

Abbildung 3: Darstellung der molekularen Mechanismen der MACC1 induzierten Zellapoptose in 

hepatischen cholangischen Karzinom Zellen (HCC): a) Bei niedriger MACC1 Expression gelangen BAD, 

Caspase 9 und FKHRL 1 vom Zytoplasma in den Zellkern, regulieren die Transkription ihrer Zielgene und 

Induzieren so die Zellapoptose. b) Bei hoher MACC1 Expression steigert MACC1 durch Aktivierung der 
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Gentranskription von c-Met dessen Expression. HGF bindet an seinen c-MET Rezeptor und aktiviert so 

den HGF/c-MET Signalweg. Dieser wiederum fördert die Phosphorylierung von BAD, Caspase 9 und 

FKHRL 1 über PI3K und AKT, p-BAD, p-Caspase 9 und p-FKHRL 1 können nicht mehr in den Zellkern 

transportiert werden und so dort nicht ihren pro-Apoptotischen Effekt auslösen. Die Zellapoptose wird so 

bei HCC-Zellen inhibiert. c-Met=Tyrosinkinase-Rezeptor von HGF, HGF = Hematopoetic growth factor 

(Eigene Abbildung).  

 

MACC1 ist nicht nur beim kolorektalen Karzinom [35], sondern auch bei anderen 

Tumoren wie dem Lungen-Adenokarzinom [36], dem peritoneal disseminierten Magen-

Karzinom  [37] und dem hepatozellulären Karzinom [38] nachweisbar. Hagemann et al. 

zeigten mit Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen, dass MACC1 in GBM 

Tumorschnitten erhöht exprimiert war, in der Zellkultur führte die MACC1 

Überexpression zur Steigerung der Zellproliferation und -invasion [39]. 

U. Stein et al. konnten MACC1 auch im Blutplasma von Kolonkarzinom-Patienten 

nachweisen [40]. Es stellt einen unabhängigen prognostischen Marker für Diagnose, 

Prognose und therapeutisches Monitoring bei Kolonkarzinom-Patienten dar [31, 40] und 

hat einen prädiktiven und prognostischen Wert in Bezug auf die Metastasierung und das 

progressionsfreie Überleben (PFS) der Patienten [40]. 

 

1.1 Hypothese  

Da es aktuell keinen bekannten präoperativ nachweisbaren prognostischen Blutmarker 

für GBM gibt [41], stellt sich die Frage, ob MACC1 einen solchen darstellen könnte. Hier 

wird daher in einer GBM-Patientenkohorte die Konzentration von MACC1 mRNA im 

Blutplasma analysiert und ihre  Eignung als prognostischer Marker für das PFS und 

Gesamtüberleben eruiert. 
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2 Material und Methoden  

2.1 Materialien 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1: Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

Accurpette VWR International 

Dampfkochtopf BEKA 

Eismaschine ZBE 70-35 ZIEGRA Eismaschinen 

Elektronische Waage ABT 120-SDNM Kern & Sohn 

Kühl- und Gefrierschränke (4°C und -20°C) Liebherr International  

Kühl- und Gefrierschrank -80°C FRYKA Kühltechnik 

Kühlcontainer Chronos 10000397 Messner Industriegase 

LightCycler 480 System Roche Diagnostics 

Magnetrührer MR3,001K Heidolph 

MAGNETOM Trio Siemens 

Mikroskop DMI 3000B Leica Microsystems 

Mikrotom SM 2000R Leica Microsystems 

div. Pipetten Eppendorf 

Qubit 3.0.Flurometer Invitrogen 

Thermomixer Typ C Eppendorf 

Step One plus ThermoFisher 

Sterilbank Herasafe type HS12 Heraeus 

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries 

Waage ENTRIS 45202-15 Sartorius 

Wasserbad HI1210 Leica Microsystems 

Zentrifuge Mega Star 3.0R, VWR Micro Star 17R VWR International 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

Bechergläser (50 ml, 100 ml, 1 l, 5 l) Hartenstein 

Deckgläser (20 x 16 x 0,4 mm) Hartenstein 

Messzylinder (Glas 250 ml, 1 l Hartenstein 

Pipettenspitzen Sarstedt 

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf 

Superfrost Plus Objektträger Thermo Fisher Scientific 

96-Well-Plate Ambion 

Deep 96-Well-Plate Ambion 

 

2.1.3 Chemikalien und Lösungen 

Tabelle 3: Chemikalien und Lösungen 

Bezeichnung Hersteller 

(182) Anti-IDH1 R132H / DIA.H09 Mouse Kat.-

Nr.: DIA-HO9-Verdünnungspuffer 

Optistain 

Citronensäure-Monohydrat (C6H8O7)  Carl Roth 

3,3′-Diaminobenzidin (DAB) DAKO Envision 

Digestionspuffer Ambion 

Destilliertes Wasser (Aqua dest.) Universitätsklinikum Würzburg 

Ethanol (EtOH) (C2H5OH) Carl Roth 

MACC1 Anti-Human No: HPA020081-

Verdünnungspuffer 

Sigma 

Natriumchlorid (NaCl) Th. Geyer 

Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth 

Salzsäure (HCl, 25%) Merck 

Saure Hämaulaun-Lösung nach Meyer Carl Roth 

Tris-Buffered-Saline (TBS) Zytomed 

Ultrareines Wasser (steril) Biochrom 
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Herstellung der Lösungen: 

Citratpuffer:  

Für die Herstellung des Citratpuffers (2 l 20 mM) wurde in 2 l destilliertes Wasser 8,4 g 

Citronensäure Monohydrat und 4,2 g NaOH Plätzchen gelöst und anschließend mit NaOH 

ein ph-Wert von 6 titriert. 

 

3,3′-Diaminobenzidin (DAB)-Lösung: 

Für die Herstellung der DAB-Lösung wurde in 1000 μl DAB-Substratpuffer 20 μl DAB 

+ Chromogen gelöst. 

 

Tris-Buffered-Saline (TBS)-Stammlösung:  

Für die Herstellung der TBS-Puffer Stammlösung (10 x Puffer) wurden in 2 l destilliertem 

Wasser 121,1 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan und 169,4 g Natriumchlorid und 100 

ml Salzsäure 25 % gelöst. 

Für den TBS-Puffer wurden 200 ml der TBS-Stammlösung in 1800 ml destilliertem 

Wasser und mit TBS-Puffer ein pH-Wert von 7,6 titriert. 

 

Peroxidase-Block 

Für den Peroxidaseblock wurde in 250 ml destilliertem Wasser 6ml Wasserstoffperoxid 

(30%) versetzt. 

Wasserstoffperoxid (H2O2)  Carl Roth 

Waschpuffer-Konzentrat 1 Ambion 

Waschpuffer-Konzentrat 2/3 Ambion 

Xylol (C8H10)  Carl Roth 

Ziegenserum No: 50062Z Invitrogen 
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2.1.4 Antikörper 

Tabelle 4: Antikörper 

Bezeichnung Hersteller 

(182) Anti-IDH1 R132H / DIA.H09 Mouse Kat.-Nr.: DIA-HO9 Optistain 

HRP-markiertes-Peroxidase-Polymer: Mouse DAKO Envision 

MACC1 Anti-Human No: HPA020081 Sigma 

 

2.1.5 Kits 

Tabelle 5: Kits 

Bezeichnung Hersteller 

Cells to CpG Kit Life Technologies 

Cells-to-CpG™ Methylated and Unmethylated gDNA 

Control Kit (100ng/µl 

Life Technologies 

DNA Master HybProbe kit Roche Diagnostics 

Färbekit: Dako Envision System HRP (DAB) No: K4010 Agilent 

High Pure Viral RNA kit Roche Diagnostics 

HRM Master Mix MeltDoctor™ Thermo Fisher Scientific 

Invitrogen™ Qubit™ Assay Thermo Fisher Scientific 

Kit 2100 Bioanalyzer Agilent 

LightCycler DNA Master Hybridization Probes kit Roche Diagnostics 

Recover all Kit Ambion 

short tandem repeat (STR) Genotypisierung DSMZ 

xylolhaltiges Histo-Kit Eukitt 
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2.1.6 Primer 

Tabelle 6: Primer 

Bezeichnung Hersteller 

MACC1 Amplikon: 136 bp: BioTeZ und TIB 

MolBiol Vorwärts-Primer:  

5‘-TTCTTTTGATTCCTCCGGTGA-3‘  

Rückwärts-Primer:  

5‘-ACTCTGATGGGCATGTGCTG-3 

FITC-Probe Primer: 

GCAGACTTCCTCAAGAAATTCTGGAAGATCTA-3 

LCRed640-Probe Primer:  

5‘-AGTGTTTCAGAACTTCTGGACATTTTAGACGA-3‘ 

MGMT-HRM-Primer: Thermo Fisher 

Scientific #705 mit der Sequenz (vorwärts): 

5’-GCGTTTCGGATATGTTGGGATAGT-3 

#706 mit der Sequenz (rückwärts): 

5‘-CCTACAAAACCACTCGAAACTACCA-3 

 

2.1.7 Software 

Tabelle 7: Software 

Bezeichnung Hersteller 

DISP_Image HALCON 

SPSS Statistics Version 23 IBM 

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Patientenkohorte 

Von 45 Hirntumorpatienten wurden in dem Zeitraum von April 2012 bis März 2014 

präoperative Blutproben entnommen, sowie intraoperative Tumorgewebeproben 

gewonnen. Das Plasma wurde separiert und auf MACC1 mRNA Transkripte untersucht. 
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Die Tumorgewebeproben wurden für die Immunhistochemischen Färbungen (IHC) zur 

Bestimmung des IDH1-Mutationsstatus und des MGMT-Promotormethylierungsstatus 

mittels Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Teilnehmer willigten 

entsprechend der Vorgabe der Ethikkommission der Julius-Maximilians-Universität 

Würzburg (Nr. 135/09) ein und die Studie wurde unter Berücksichtigung der Deklaration 

von Helsinki durchgeführt. Der Kontrollgruppe, bestehend aus 15 Probanden ohne 

bekannte Tumorerkrankung, wurde ebenfalls 5ml Blutplasma entnommen. 

Folgende molekulare und klinische Daten wurde für die GBM-Patienten erhoben:  

• MACC1 mRNA Transkriptspiegel im Plasma 

• der IDH1-Mutationsstatus [IDH1 R132H positiv/IDH1 R132H negativ] 

• der MGMT-Promotormethylierungsstatus [methyliert/nicht-methyliert] 

• Tumorgrad nach WHO-Klassifikation 2016  

• das Alter bei Blutprobenentnahme [Jahren]  

• OP-Datum 

• Todeszeitpunkt 

• Zeitpunkt des Rezidiv Auftretens (Progression free survival = PFS) 

• das Geschlecht der Patienten [männlich/weiblich]  

• Eastern Cooperative Oncology Group Score (ECOG-Status) [0-5] 

• Tumorvolumen [cm³] 

• postoperative Therapie mit TMZ [ja/nein] 

• postoperative Radiatio 

Nach der Datenerhebung wurden die Patienten anhand der medianen MACC1 mRNA 

Transkript-Konzentrationen in eine Teilgruppe mit niedriger und eine Teilgruppe mit 

hoher MACC1 mRNA Transkript-Konzentration eingeteilt. Ziel war es, zwei homogene 

Gruppen zu erhalten, die sich lediglich aufgrund der unterschiedlichen MACC1 mRNA 

Transkript-Konzentrationen (niedrig versus hoch) und in ihrem PFS bzw. 
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Gesamtüberleben unterscheiden. Diese Gruppen wurden nun miteinander verglichen. 

Außerdem wurden die oben genannten molekularen und klinischen Faktoren miteinander 

korreliert und Clusteranalysen durchgeführt, um eine mögliche prognostische Relevanz 

von MACC1 zu erfassen. 

 

2.2.2 MACC1 mRNA Transkript-Konzentration 

Die präoperativ gewonnenen Blutproben der Patienten wurden im Max-Delbrück-Center 

für Molekulare Medizin in Berlin nach dem von Stein et al. entwickelten Protokoll 

analysiert [40]. 

Das Blutplasma wurde durch Zentrifugation mit 1300 xg für 10 min bei 10°C gewonnen. 

Danach wurde nochmals zur Entfernung von restlichen Zellbestandteilen bei 4 °C für 15 

min mit 2500 xg zentrifugiert. Das Plasma wurde bei -80 °C eingefroren.  

Die RNA-Isolation aus dem Blutplasma erfolgte mit Hilfe des High Pure Viral RNA kit, 

die anschließende Messung der RNA-Konzentration mit dem Kit 2100 Bioanalyzer. 

Anschließend wurde die quantitative real-time RT-PCR durchgeführt.  

Die PCR erfolgte nach dem folgenden Schema: 30 sek bei 95°C, dann 45 x (95°C für 10 

sek, 62°C für 10 sek, 72°C für 10 sek), die Schmelzkurve von 40°C bis auf 95°C wurde 

anschließend mittels des LightCycler 480 Systems bestimmt. 

Die Kalibrator cDNA wurde für die jeweiligen Messdurchgänge aus der SW620 Zelllinie 

hergestellt. Die Authentifizierung der Zelllinie erfolgte durch short tandem repeat (STR) 

Genotypisierung und zeigte den gleichen Genotyp wie die ATCC und CCL-227-

Zelllinien. Die MACC1 mRNA Transkripte des Plasmas wurden als prozentualer Anteil 

an der mRNA Expression einer kalibrierten mRNA-Probe, die als 100% gesetzt wurde, 

berechnet.  

 

2.2.3 IDH1-Mutationsstatus 

Die Bestimmung des IDH1-Mutationsstatuses erfolgte mittels Immunhistochemie im 

Tumorbiologischen Labor der Neurochirurgischen Klinik und Poliklinik der Universität 

Würzburg. 
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Intraoperativ gewonnene Tumorgewebeproben der Patienten wurden auf die IDH1-

R132H-Mutation untersucht. Nach Formalinfixierung und Paraffineinbettung wurde das 

Gewebe in Blöcke geschnitten und bei -80°C gelagert. Es erfolgten die 

immunhistochemischen MACC1-Färbungen auf diesen Hirntumorschnitten. Dazu wurde 

das Färbekit verwendet. Als Positivkontrolle diente ein diffuses Astrozytom und als 

Negativkontrolle ein primäres GBM. Für die Färbung wurden die Blöcke aus der Kühlung 

entnommen, bei 0°C vorgewärmt und dann bei -20°C für 10 min vorgekühlt. 

Anschließend wurden mit dem Mikrotom 3 µm dicke Schnitte angefertigt und in circa 

15°C kaltes Wasser gelegt. Durch das Überführen der Schnitte in 42°C warmes Wasser 

wurden sie gestreckt und danach auf die „Superfrost Plus Objektträger“ aufgezogen. Über 

12 h erfolgte das vertikale Trocknen der Schnitte bei Raumtemperatur. Danach waren sie 

gebrauchsfertig für die immunhistochemische Färbung. Zuerst wurden die Objektträger 

in einer absteigenden Xyol/Alkohol-Reihe entparaffiniert (Xylol (1) 10 min, Xylol (2) 10 

min, 100 % EtOH (1) 30 sek, 100 % EtOH (2) 5 min, 96 % EtOH (1) 30 sek, 96 % EtOH 

(2) 5 min, 70 % EtOH (1) 30 sek., 70 % EtOH (2) 5 min). Anschließend erfolgt mittels 

des Heat Induced Epitop Retrieval (HIER) bei 120° in Citratpuffer die Epitop-

Freisetzung. Danach erfolgt das Waschen mit Aqua dest., anschließend der Peroxidase-

Block (0,7% Wasserstoffperoxid), um die humane Peroxidae zu blockieren. Nach 

Inkubation des Blocks und 2-maligem Waschen mit Aqua dest. und dem TBS Puffer 

folgte der Proteinblock mit 150 µl 10 %igem Ziegenserum pro Schnitt. Anschließend 

wurde der immunhistochemische Primärantikörper (182)Anti-IDH1 R132H / DIA.H09 

Mouse auf die Schnitte appliziert, jeweils 75 µl pro Schnitt in der Verdünnung von 1:20 

mit Verdünnungspuffer. Nach 24 h Inkubation bei 4°C wurde der Primärantikörper mit 

dem TBS-Puffer abgespült und der HRP-Polymer Mouse Sekundärantikörper appliziert 

und für 30 min in der feuchten Kammer inkubiert. Nach 2-fachen Abspülen mit dem TBS-

Puffer wurden die Schnitte mit 150 µl DAB+Chromogen entwickelt und anschließend 

mit Hämaulaun gegengefärbt. Daraufhin erfolgte unter fließendem Leitungswasser das 

Bläuen, sowie in der aufsteigenden Xylol- und Alkoholreihe (jeweils 2 min in 70 % EtOH 

(1), 70 % EtOH (2), 96 % EtOH (1), 96 % EtOH (2), 100 % EtOH (1), 100 %, EtOH (2), 

Xylol (1), Xylol (2)) das Entwässern. Abschließend wurden die Schnitte mit dem 

xylolhaltigen Histokit eingedeckt. Die Auswertung der Färbung erfolgt an dem 

Mikroskop Leica DMI 3000B, sowie mit Unterstützung des Neuropathologischen 
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Instituts unter der Leitung von PD Dr. C. Monoranu. Je nach zytoplasmatischer 

Anfärbung wurden die Immunreaktion der IDH1 R 132H-Färbung als positiv oder 

negativ bewertet. 

 

2.2.4 MGMT-Promotormethylierungsstatus  

Der MGMT-Promotormethylierungsstatus der Hirntumorproben der Patienten wurde 

nach dem MGMT Bestimmungsprotokoll von Esteller et al. im Tumorbiologischem 

Labor Würzburg bestimmt [42]. 

Der MGMT Methylierungsstatus wurde nach Isolation und anschließender 

Umschreibung in genomischer DNA (gDNA) aus dem Kryogewebematerial mittels High 

Resolution Melting quantitative Polymerase Chain Reaction (HRM-qPCR) bestimmt.  

Die gDNA-Isolation erfolgte durch das Recover all Kit. Zur Materialgewinnung wurde 

von jedem Patienten 35 mg an Kryomaterial, das bei -80°C gelagert worden war, vom 

Paraffingewebe 80 µm am Mikrotom geschnitten und in 1,5 ml Reaktionsgefäßen 

gesammelt. Es wurde anschließend 1 ml Xylol hinzugefügt, dieses Gemisch gevortext 

und zentrifugiert und anschließend 3 min bei 50°C erhitzt. Bei Raumtemperatur erfolgte 

die Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit, danach wurde das Xylol ohne 

Beschädigung des Pellets entfernt. Es erfolgten 2 Behandlungen mit EtOH. Es wurde 

jeweils 1 ml 100% EtOH hinzugefügt und gevortext, danach 2 min bei Raumtemperatur 

und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Anschließend wurde das EtOH ohne 

Beschädigung des Pellets entfernt. Diese Schritte wurden einmal wiederholt, danach 

wurde nochmals vorsichtig zentrifugiert und letzte EtOH-Reste wurden entfernt. Die 

Pellets wurden nun bei 40-45°C für 20 min vakuumzentrifugiert. 

Nachfolgend erfolgte die Protease-Aufarbeitung. Hierfür wurde zuerst ein 

Verdauungspuffer des Kits je nach Menge der anfangs verwendeten Materialgröße/-

menge und danach jeweils 4 µl Protease hinzugefügt. Diese Mixtur wurde vorsichtig 

gemischt, sodass das Pellet in der Lösung schwamm. Anschließend erfolgte eine 

Inkubation bei 50°C über 16 h. Danach wurde die Nukleinsäure-Isolation vorbereitet, 

indem je nach vorheriger Verdauungs-Puffermenge, die Isolationsmischung und 100 % 

EtOH im Verhältnis von 1 : 2,3 gemischt und in die Reaktionsgefäße hinzugefügt wurden. 
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Bis zu 700 µl des Gemisches wurden auf den Filter einer Filterkartusche des Kits 

gegeben, anschließend wurde bei 10000 xg für 30 sek zentrifugiert und der Durchfluss 

verworfen. Diese Schritte wurden bis zum Verbrauch des gesamten Probengemisches 

wiederholt. Es erfolgte das zweimalige Waschen. Beim 1. Waschen wurden 700 µl von 

Waschpuffer 1, dem vorher 42 ml 100% EtOH hinzugefügt worden waren, auf die 

Filterkartusche gegeben und bei 10000 xg für 30 sek zentrifugiert. Der Durchfluss wurde 

verworfen und das Reaktionsgefäß anschließend beim 2. Waschgang mit 500 µl von 

Waschpuffer 2/3, dem vorher 48 ml 100%EtOH hinzugefügt worden war, gefüllt und bei 

10000 xg für 30 sek zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder verworfen und der Filter 

in das gleichen Reaktionsgefäß eingesetzt. Daraufhin erfolgte ein finales Zentrifugieren 

für 30 sek, um die letzte verbliebene Flüssigkeit zu entfernen.  

Es erfolgte die finale Nukleinsäurereinigung, indem 10 µl RNase A mit 50 µl Nuklease 

freiem Wasser gemischt und diese 60 µl des RNase-Mixes auf die Filterkartusche 

gegeben wurde. Die Reaktionsgefäße wurden verschlossen und 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte dreimaliges Waschen. Zuerst wurde für den 

1. Waschgang 700 µl von Waschpuffer 1 auf die Filterkartusche gegeben, circa 30-60 sek 

bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend bei 10000 xg für 30 sek zentrifugiert. 

Der Durchfluss wurde verworfen. Danach erfolgte der 2. Waschgang, indem 500 µl von 

Waschpuffer 2/3 auf die Filterkartusche gegeben wurden und diese bei 10000 xg für 30 

sek zentrifugiert wurden. Der Durchfluss wurde verworfen. Beim 3. Waschgang wurden 

500 µl von Waschpuffer 2/3 auf die Filterkartusche gegeben, diese bei 10000 xg für 30 

sek zentrifugiert, der Durchfluss wurde verworfen und abschließend nochmals bei 10 000 

xg für 60 sek zentrifugiert, um die restliche Flüssigkeit zu entfernen. 

Die Eluation der Pellets erfolgte, indem zuerst die Filterkartusche auf frische 

Reaktionsgefäße gestellt, danach 60 µl der auf 95°C vorgeheizten Elutionslösung des Kits 

mittig auf den Filter gegeben, der Deckel geschlossen und die Probe 60 sek bei 

Raumtemperatur inkubiert wurde. Danach wurde die Probe 60 sek bei maximaler 

Geschwindigkeit zentrifugiert, um die Elutionslösung durch den Filter fließen zu lassen. 

Das sich so bildende Eluat enthielt die gDNA.  

Zur Messung der gDNA-Konzentration nach der Extraktion wurde das Invitrogen™ 

Qubit™ Assay verwendet. Dafür wurden 1 µl der gDNA mit dem Dilutionspuffer 
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gemischt und anschließend im Qubit™ 3.0 Flurometer bei Raumtemperatur für 2 min 

gemessen. Diese gDNA-Proben aller Patienten wurden bei -20°C gelagert. 

Nach der Isolation erfolgte die Desaminierung des unmethylierten Cytsosins der gDNA 

in Uracil durch das Cells to CpG Kit. Zu Beginn erfolgte die in dem Kit enthaltene 

Pufferansetzung. Der Binding Puffer wurde mit 50 ml Isopropyl-alkohol (≥99,5%), jeder 

Waschpuffer mit 120 ml EtOH (≥99,5%) und jeder Desulfonation Reagents mit 45 ml 

EtOH (≥99,5%) gemischt. Danach wurde das Conversion Reagent angesetzt, indem 260 

µl Denaturation Reagent und 8 ml H₂O zum Conversion Reagent Pulver gegeben 

wurden. Anschließend wurden 500 µl Conversion Puffer zum Conversion Reagent 

hinzugegeben und im 60°C warmen Wasserbad für 10 min erwärmt, bis das komplette 

Pulver aufgelöst war. Während dieser Inkubation wurde 2- bis 3-mal gevortext.  

Es folgte die Denaturierung der gDNA im PCR-Reaktionsgefäß. Dafür wurden 5 µl 

Denaturation Reagent zu 45 µl gereinigter gDNA pipettiert und gemischt. Danach wurde 

bei 50°C für 10 min inkubiert. Hiernach erfolgte die Konvertierung von Cytosin zu 

Uracil, indem 100 µl des angesetzten Conversion Reagent zur denaturierten Probe im 

PCR-Reaktionsgefäß gegeben und diese gemischt wurde. Je nach Menge der eingesetzten 

gereinigten gDNA erfolgte nun die PCR nach dem folgenden Zyklus: 

Bei 50 pg bis 100 ng: 65°C für 30 min, 95°C für 30 sek, 65°C für 30 min, 95°C für 30 

sek, 65°C für 30 min und 4°C für bis zu 4 h; bei >100 ng bis 2 µg: 65°C für 30 min, 95°C 

für 90 sek, 65°C für 30 min, 95°C für 90 sek, 65°C für 30 min und 4°C für bis zu 4 h; bei 

>2 µg: 95°C für 3 min, 65°C für 60 min, 95°C für 3 min, 65°C für 30 min und 4°C für 

bis zu 4 h.  

Zur Entsalzung der DNA wurde 600 µl Bindepuffer in die 2 ml Vertiefung der deep 96-

well Plate gegeben. Dazu wurden dann 150 µl der konvertierten gDNA-Probe gegeben 

und durch Pipettieren gemischt. Nun wurde die Binding Plate auf die PureLink™96 

Receiver Plate gesetzt und die gemischte Probe auf die entsprechende Säule der Binding 

Plate geladen. Anschließend wurde bei 3100 xg für 3 min zentrifugiert und der Durchlauf 

verworfen. Nun erfolgte die Salzentfernung durch Waschen. Dafür wurde die Binding 

Plate auf die PureLink™ 96 Receiver Plate gesetzt und 600 µl des Desulfonation 

Reagents auf die entsprechende Säule der Binding Plate gegeben. Die Platte wurde 
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anschließend mit Klebefolie abgedeckt und bei Raumtemperatur für 20 min inkubiert. 

Danach wurde bei 3100 xg für 3 min zentrifugiert und der Durchlauf verworfen.  

Nachfolgend wurde die Desulfonierung durchgeführt, indem die Binding Plate auf die 

PureLink™ 96 Receiver Plate gesetzt wurde, dann 200 µl Desulfonation Reagent auf die 

entsprechende Säule der Binding Plate gegeben, die Platte mit Klebefolie bedeckt und 

bei Raumtemperatur 20 min inkubiert wurde. Danach wurde bei 3100 xg für 3 min 

zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Anschließend erfolgte das Waschen der DNA, 

indem die Binding Plate auf die PureLink™ 96 Receiver Plate gesetzt, 400 µl 

Waschpuffer auf die entsprechende Säule der Binding Plate gegeben, das Ganze bei 3100 

xg für 3 min zentrifugiert und der Durchlauf verworfen wurde. Dieser Waschdurchgang 

wurde wiederholt. Nach dem zweiten Waschen wurde der restliche Waschpuffer entfernt, 

indem die Binding Plate auf die PureLink™ 96 Receiver Plate gesetzt und bei 3100 xg 

für 20 min zentrifugiert wurde. Der Durchlauf und die 96 well Receiver Plate wurden 

anschließend verworfen.  

Für die Elution wurde die Binding Plate auf eine neue Elutionsplatte gesetzt und 100 µl 

Hochgereinigtes-Wasser direkt in die Mitte der entsprechenden Säule auf der Binding 

Plate gegeben. Die Platte wurde bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert und danach bei 

3100 xg für 5 min zentrifugiert – gegebenenfalls wurde ein zweites Mal eluiert.  

Es folgte die Durchführung der HRM-qPCR mit dem Cells-to-CpG™ Methylated and 

Unmethylated gDNA Control Kit. Zuerst wurden die Standards der HRM-qPCR für den 

Anteil an methylierter DNA angesetzt. Diese lagen bei 100%, 75%, 50%, 25%, 10% und 

0% Anteilen an methylierter DNA pro 100 ng/µl. Als Primer für die HRM-qPCR dienten 

die bei -20°C gelagerten MGMT-Primer #705 und MGMT-Primer #706. Die Primer 

wurden im Verhältnis 1:20 mit H₂O verdünnt (10 µl Primer + 190 µl H₂O). Anschließend 

wurde die HRM-qPCR angesetzt. Es wurden 10 µl HRM Master Mix MeltDoctor™, 1,2 

µl MGMT-Primer #705, 1,2 µl MGMT-Primer #706, 2 µl gDNA und 5,6 µl deionisiertes 

H₂O miteinander gemischt, sodass ein Gesamtreaktionsvolumen von 20 µl entstand. Die 

Negativkontrolle wurde ohne gDNA angesetzt. Der Ansatz wurde vorsichtig gevortext 

und kurz zentrifugiert und anschließend auf eine 96-Well-Plate pipettiert.  

Der HRM-qPCR Lauf erfolgte nach dem folgenden Schema: 45 x (Holding Stage: 95°C 

für 10 min; Cycling Stage: 95°C für 15 sek, 60°C für 60 sek; Melt Curve Stage: 95°C für 
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10 sek, 60°C für 60 sek, 95°C für 15 sek, 60°C für 15 sek). Anhand der zuvor gesetzten 

Standards wurde nun jede gDNA bezüglich ihres methylierten Anteils analysiert.  

 

2.2.5 Tumorvolumetrie 

Die Tumorvolumetrie erfolgte in Zusammenarbeit mit der Neuroradiologie der Julius-

Maximilians-Universität Würzburg mittels DISP_Image in cm³ [43]. Dafür wurde auf 

dem präoperativen MRT-Bildern händisch die Regions Of Interest (ROI) auf jedem 

Digital Imaging and Communication (DICOM)-Bild markiert und die MPRage(T1)-

Phase mit der Software DISPImage analysiert [44]. 

 

2.2.6 Statistische Methoden 

Die Auswertung der gesammelten Daten erfolgte durch IBM SPSS Statistics Version 23. 

Unterschiede in den MACC1 Blutplasma Transkriptwerten zwischen den beiden Gruppen 

von tumorfreien Kontrollpersonen (n=15) vs. GBM Patienten (n=45) wurden durch den 

nicht-parametrischen Wilcoxon-Mann-Whitney-U Test analysiert. Als signifikanter p-

Wert wurde p<0,05 gesetzt. Des Weiteren wurden bei dem gesamten Patientenkollektiv 

das Überleben nach 24 Monaten und das PFS nach 12 Monaten bestimmt. Anhand des 

Cutoffs der MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen wurden zwei Gruppen gebildet 

und diese bezüglich ihres Gesamtüberlebens, dem Überleben nach 24 Monaten und dem 

PFS in Kaplan-Meier-Kurven in Kombination mit dem log rank Test analysiert. Zudem 

wurden beide Gruppen bezüglich der Faktoren Geschlecht, Alter, Gesamtüberlebenszeit, 

PFS, ECOG Status, Therapieverfahren und der molekulargenetischen Faktoren IDH1 

Mutationsstatus, MGMT Methylierungsstatus und des Tumorvolumens mittels des nicht-

parametrischen Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test analysiert. 

Clusteranalysen sind Gruppeneinteilungen der Faktoren/Einzeldaten, mit dem Ziel der 

Bildung einer oder mehrerer homogener Cluster, die sich gleichzeitig von den/dem 

anderen Cluster/n maximal unterscheiden. Durch diese Analyseform können 

Ähnlichkeiten und Unterschiede in den Datensätzen hervorgehoben werden, indem die 

zu untersuchenden Faktoren unabhängig von ihrer vorherigen Klassifizierung begutachtet 

werden. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Unterteilung der wichtigen prognostischen 



21 
 

Faktoren durch Bestimmung der Mittelwerte mittels ANOVA-Test in verschiedene 

Cluster zur genaueren Analyse und Darstellung der prognostischen Relevanz dieser 

Faktoren im Zusammenhang mit der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration. 

 

3 Ergebnisse 

3.1 Das Patientenkollektiv 

Das Patientenkollektiv von 45 Patienten teilte sich in 11 weibliche Patientinnen (24,4%) 

und 34 männliche Patienten (75,6%) auf. Der Altersmedian lag bei exakt 65 Jahren (SD 

13,2 Jahre). Der ECOG-Status als Skala für die Leistungsfähigkeit der Patienten bei 

Erstdiagnose, betrug zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 2-3 bei 8 Patienten (17,8%), 

von 1 bei 21 Patienten (46,7%) und von 0 bei 16 Patienten (35,5%). Im Median lag der 

ECOG Status bei 1. Das mediane Tumorvolumen aller 45 Patienten lag bei 35,95 cm³.  

Das Patientenkollektiv bestand aus 39 Patienten mit einem WHO-Grad IV IDH1 wildtyp 

(wt) Tumor (86,7%) und sechs Patienten mit einem WHO-Grad IV IDH1 R132H Tumor 

(13,3%). Einen methylierten MGMT Promotormethylierungsstatus wiesen 20 Patienten 

(50,0%) auf, einen unmethylierten MGMT Promotormethylierungsstatus hatten 20 

Patienten (50,0%). Es fehlten die Daten von 5 Patienten. (Tabelle 8). 

Als operative Intervention wurde bei 10 Patienten (23,8%) eine stereotaktische Biopsie 

durchgeführt, 3 Patienten (7,1%) erhielten eine offene Biopsie/subtotale Resektion und 

29 Patienten (69,1%) hatten eine komplette Tumorresektion. Von 3 Patienten lagen keine 

Daten vor. Als postoperative Therapie wurde bei 40 Patienten (88,9%) eine Bestrahlung 

des Tumorgebiets durchgeführt. Keine Bestrahlung erhielten 5 Patienten (11,1%). Die 

anerkannte Standardtherapie nach Stupp, also adjuvante Bestrahlung mit ggf. TMZ und 

adjuvante Chemotherapie mit TMZ, hatten 29 Patienten (64%) erhalten, 16 Patienten 

(36%) hatten kein Standardtherapieschema nach Stupp bekommen [2]. Im Median wurde 

die Chemotherapie nach Stupp-Schema für einen Monat durchgeführt.  

In Bezug auf die progressionsfreie Zeit fehlten die Daten von 21 Patienten, bzw. hatten 

einige dieser Patienten bisher kein Rezidiv bekommen. 13 Patienten (54,2%) hatten nach 

0 bis 6 Monaten einen Tumorprogress, 11 Patienten (45,8%) später. Das 
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Gesamtüberleben unterteilte sich in 13 Patienten (28,9%), die 0 bis 6 Monate und 32 

Patienten (71,1%) die länger als 6 Monate überlebt haben.  

Die MACC1 mRNA Transkript Konzentration lag im Median bei 0,3966% des MACC1-

mRNA Kalibrierungsstandards (Tabelle 8).   
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Tabelle 8: Klinische und molekulare Charakteristika der Patientenkohorte (n=45); SD = 

Standardabweichung; TMZ = Temozolomid 

 

 

 

 

 

Patienten n=45 Weiblich:  

11 (24,4%) 

Männlich:  

34 (75,6%) 

Alter Median: 65 Jahre (SD 13,2 Jahre) (23 - 83 Jahren) 

ECOG 2-3: 8 (17,8%) 1: 21 (46,7%) 0: 16 (35,5%) 

Tumorvolumen Median: 35,95 cm³ (1,8 - 97,8 cm³) 

IDH 1 Status IDH1 wildtyp:  

39 (86,7%) 

IDH1 R132H:  

6 (13,3%) 

MGMT 

Promotormethylierungs

status 

Fehlend: 5 

Methyliert:  

20 (50%) 

Unmethyliert:  

20 (50%) 

OP 

Fehlend: 3 

Stereotaktische 

Tumorbiopsie:  

10 (23,8%) 

Offene Tumorbiopsie 

/subtotale Resektion: 

3 (7,1%) 

Komplette 

Tumorresektion:  

29 (69,1%) 

Postoperative 

Therapie 

Radiatio: 40 (88,9%) Keine Radiatio: 5 (11,1%) 

Chemotherapie mit TMZ:  

29 (64%) 

ohne TMZ:  

16 (36%) 

Dauer der 

Chemotherapie 

Median: 1 Monat 

Progressionsfreies 

Überleben  

Fehlend: 22 

0-6 Monate: 13 (57%) > 6 Monate: 10 (43%) 

Gesamtüberleben < 6 Monate: 13 (28,9%) > 6 Monate: 32 (71,1%) 
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3.2 Statistische Analysen  

3.2.1 GBM versus Kontrollen  

Für die im Blutplasma zirkulierenden MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen bei 

GBM Patienten (n=45) zeigte sich im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (n=15) ein 

signifikanter Unterschied (p<0,001). Die MACC1 mRNA Transkript-Konzentration lag 

bei den Kontrollen im Median bei 0,0145% des Kalibrators (SD 0,080). Bei den GBM 

Patienten lag der Median bei 0,3966% des Kalibrators (SD 0,432). Es zeigte sich eine 

13,1-fache Erhöhung der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration im Blutplasma im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,001) (Abbildung 4). 

 

3.2.2 GBM IDH1 Status versus Kontrollen 

Im Vergleich der MACC1 mRNA-Werte der gesunden Kontrollen mit den Werten der 

GBM Patienten, die in IDH wildtyp (Median 0,4726% des Kalibrators, SD 0,436) und 

IDH R132H (Median 0,1489% des Kalibrators, SD 0.087) unterschieden wurden, zeigt 

sich ein signifikanter Unterschied (IDH1wt: p<0,001; IDH1 R132H p =0,018). Im 

Vergleich der beiden GBM Populationen stellt sich ebenso ein signifikanter Unterschied 

von p=0,005 dar (Abbildung 5). Die IDH1 wildtyp Patienten hatten eine 14,6-fach 

erhöhte MACC1 mRNA Transkript-Konzentration im Blutplasma im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (p<0,001), die IDH1 R132H mutierten Patienten hatten eine 3,4-fach 

erhöhte Transkript-Konzentration (p=0,0320).  
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Abbildung 4: Vergleich der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration im Plasma aller GBM Patienten 

(n=45) mit gesunden Kontrollen (n=15). 
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Abbildung 5: Vergleich der GBM Patienten ohne (n=39; IDH1 wildtyp (wt)) und mit IDH1 R132H 

Mutation (n=6) und gesunden Kontrollen (n=15). 
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Abbildung 6: MACC1 mRNA Transkript-Konzentration bei GBM Patienten nach Cluster Analyse (Cluster 

1: n=16; Cluster 2 n=23, siehe Tabelle 9). 
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Analyse des 2-Jahresüberlebens basierend auf der Clusterzugehörigkeit.  
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3.2.3 Gesamtcluster 

Wurden nun die möglichen prognostischen Faktoren Alter, IDH1 Mutationsstatus, 

Standardtherapie mit TMZ, Tumorvolumen, MACC1 mRNA Gehalt und der für den 

Therapieerfolg prognostische MGMT Promotormethylierungsstatus einer Clusteranalyse 

unterzogen, bildeten sich zwei Cluster. Das erste Cluster (n=16) beinhaltete ein niedriges 

Alter (Mittelwert 55,13 Jahre), eine niedrige MACC1 mRNA Transkript-Konzentration, 

ein niedriges Tumorvolumen (Mittelwert 33,28 cm³), einen IDH1 Mutationsstatus mit 

n=12 IDH1 wildtyp Patienten und n=4 Patienten mit IDH1 R132H Mutation, einen 

ausgeglichenen MGMT Promotormethylierungsstatus (nicht methyliert n=7 und 

methyliert n=9) und n=15 Patienten, die mit Standardtherapie nach Stupp behandelt 

wurden, sowie n=1 Patient der nicht nach Standardtherapie behandelt wurde (Tabelle 9). 

Die Patienten dieses Clusters hatten ein medianes Überleben von 21 Monaten (SD 5,0 

Monate). Die 2-Jahres-Überlebensrate lag bei 43,8%.  

In dem anderen Cluster (n=23) gruppierten sich hohes Alter (Mittelwert 69,39 Jahre) und 

hohe MACC1 mRNA Transkript-Konzentration (n=21) sowie n=2 Patienten mit 

niedriger MACC1 mRNA Transkript-Konzentration, hohes Tumorvolumen (Mittelwert 

42,62 cm³), IDH1 wildtyp Mutationsstatus (n=23) und ein ausgeglichener MGMT 

Promotormethylierungsstatus (nicht methyliert n=13 und methyliert n=10), sowie 

ausgeglichene postoperative Therapie (Standardtherapie nach Stupp n=12 und keine 

Standardtherapie nach Stupp n=11) (Tabelle 9). Das mediane Überleben lag bei 7 

Monaten (SD 1,6 Monate). Hier lag die 2-Jahresüberlebensrate bei 8,7%, mit einem 

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Clustern (p=0,002) (Abbildung 7) Ebenso 

gab es im Vergleich der MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen der beiden Cluster 

einen signifikanten Unterschied mit p<0,001 (Abbildung 6).  
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Tabelle 9: Statistiken der Cluster 1 (n=16) und Cluster 2 (n=23); w = weiblich, m = männlich, SD = 

Standardabweichung, Standardtherapie = Therapieverfahren nach Stupp mit kokombinanter 

Chemotherapie mit TMZ und Radiatio, wt = wildtyp 

 Patientenanzahl Mittleres Alter  

(in Jahren) 

Tumorvolumen  

(in cm³) 

Cluster 1 16  

(w = 3; m = 13) 

55,23 33,28 

Cluster 2 23 

 (w = 7; m = 16) 

69,39 42,63 

Gesamt 39  

(w = 10; m = 29) 

63,54 38,79 

 

 
MGMT-

Promotormethylierungsstatus 

Therapieverfahren 

Cluster 1 nicht-

methyliert 

7 Standardtherapie 15 

methyliert 9 keine 

Standardtherapie 

1 

Cluster 2 nicht-

methyliert 

13 Standardtherapie 12 

methyliert 10 keine 

Standardtherapie 

11 

Gesamt Nicht-

methyliert 

20 Standardtherapie 27 

methyliert 19 keine 

Standardtherapie 

12 
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 MACC1 mRNA Transkript-

Konzentration (Median 0,3966% 

des Kalibrators) 

MACC1 mRNA Transkript-

Konzentration (Median) 

Cluster 1 niedrig 16 0,1862% des Kalibrators 

hoch 0 

Cluster 2 niedrig 2 0,6723% des Kalibrators 

hoch 21 

Gesamt niedrig 18 0,3977% des Kalibrators 

hoch 21 

 

 IDH1 Mutations-Status Gesamtüberleben (in Monaten) 

Cluster 1 IDH1 wt 12 MW 21 

SD 5,0 IDH1 R132H 4 

Cluster 2 IDH1 wt 23 MW 7 

SD 1,6 IDH1 R132H 0 

Gesamt IDH1 wt 35 MW 9 

SD 13,8 IDH1 R132H 4 
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3.2.4 Gesamtpatientenkohorte 

Der Median der MACC1 Blutplasma Transkript-Konzentrationen der GBM Patienten lag 

bei 0,3966% des Kalibrators und wurde als Cut-off Wert zur Unterteilung des 

Patientenkollektivs in zwei Gruppen mit 22 bzw. 23 Patienten gewählt. Hierbei zeigte 

sich in der Kaplan-Meier-Kurve der 2-Jahres-Überlebensraten ein signifikanter 

Unterschied (p=0,008) (Abbildung 8). Bei Patienten mit niedriger MACC1 mRNA 

Transkript-Konzentration im Blut lag die 2-Jahres-Überlebensrate bei 36,4%, bei 

Patienten mit hoher MACC1 mRNA Transkript-Konzentration im Blutplasma bei 8,7%.  

Im Vergleich der beiden gebildeten Gruppen ergaben sich, nach statistischer Analyse 

mittels des Mann-Whitney-U-Tests, signifikante Unterschiede in den Kategorien Alter, 

Gesamtüberleben und dem IDH1 Mutationsstatus (Tabelle 10). Die Gruppe mit der 

niedrigen MACC1 mRNA Transkript-Konzentration hatte ein medianes Alter von 58 

Jahren, die Gruppe mit hohen MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen von 71 Jahren 

(p=0,001). Ebenso ergab sich ein signifikanter Unterschied beim IDH1 Mutationsstatus 

(p=0,006). Nicht signifikant unterschiedlich waren dagegen der ECOG-Status, das 

angewandte Therapieverfahren, der MGMT-Promotomethylierungsstatus und das 

Tumorvolumen zwischen den beiden Gruppen mit hoher und niedriger MACC1 mRNA 

Transkript-Konzentration (Tabelle 10).  
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Tabelle 10: Statistischer Vergleich der klinischen und molekularen Charakteristika von GBM Patienten mit 

niedrigem (< 0,3966% des Kalibrators) und hohem (>0,3966% des Kalibrators) MACC1 mRNA 

Transkript-Konzentration. ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group Score; m = männlich; Med.= 

Median; meth. = methyliert; MW= Mittelwert; n.-m. = nicht-methyliert; SD = Standardabweichung; TMZ 

= Chemotherapie mit Temozolomid; w = weiblich; signifikante Werte sind fett gedruckt. 

 MACC1 mRNA niedrig MACC1 mRNA hoch t-

Test/log 

rank 

Geschlecht w: 4 m: 18 w: 7 m: 16 p=0,350 

Alter (Jahre) MW: 

56,73 

Med: 

58,00 

SD: 

14,1 

MW: 

68,96 

Med: 

71,00 

SD:  

9,0 

p=0,001 

ECOG Status MW: 

0,77 

Med: 

1,00 

SD:  

0,8 

MW: 

0,95 

Med:  

1,00 

SD:  

0,8 

p=0,456 

Tumorvolumen 

(cm³) 

MW: 

33,49 

Med: 

32,60 

SD: 

24,2 

MW: 

45,71 

Med: 

44,55 

SD: 

28,1 

p=0,135 

MACC1 mRNA  

Transkript- 

Konzentration 

(%) 

MW: 

0,177 

Med: 

0,175 

SD: 

0,1 

MW: 

0,811 

Med: 

0,674 

SD:  

0,4 

p<0,001 

IDH1 Mutations-

Status 

wildtyp: 16 R132H: 6 wildtyp: 23 R132H: 0 p=0,006 

MGMT Promotor- 

methylierungsstatus 

n.-m.:  

9 

meth.:  

10 

fehlt:  

3 

n.-

m.: 

11 

meth.:  

10 

fehlt: 

2 

p=0,759 

Therapieverfahren Kein TMZ: 

5 

TMZ:  

17 

Kein TMZ 

11 

TMZ: 

12 

p=0,082 

Progressionsfreies 

Überleben (Monate) 

MW: 

10,25 

SD: 

1,9 

Med: 

9,00 

SD: 

3,5 

MW 

8,73 

SD: 

3,1 

Med: 

5,00 

SD: 

1,0 

p=0,382 

Gesamtüberleben  

(Monate) 

MW: 

29,68 

SD: 

5,8 

Med: 

14,00 

SD: 

7,0 

MW: 

9,39 

SD 

2,2 

Med: 

7,0 

SD: 

1,9 

p=0,008 
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3.2.5 Standardtherapie nach Stupp 

Das Standardtherapieregime bei GBM Patienten ist die Therapie nach Stupp, die aus der 

operativen Resektion und anschließender kombinierter Strahlen- und Chemotherapie mit 

TMZ und adjuvanter TMZ-Chemotherapie besteht [2]. Nach Unterteilung des 

Patientenkollektivs in Patienten mit oder ohne Standardtherapie zeigte sich die 

Überlebensraten nach 24 Monaten bei Standardtherapie Patienten bei 34,5%, Patienten, 

die keine Standardtherapie erhielten, überlebten die zwei Jahre nicht (Abbildung 9; 

p<0,001). 

 

3.2.5.1 IDH1 Mutationsstatus  

In der vorliegenden Untersuchung hatten 6 Patienten die IDH1 R132H Mutation und 39 

Patienten den IDH wildtyp. Mit Hilfe einer Kaplan-Meier Analyse wurde die 2-Jahres-

Überlebensrate dieser Gruppe bestimmt. Von den Patienten mit IDH1 wildtyp überlebten 

15,4%, von jenen mit IDH1 R132H Mutation 66,7% diesen Zeitraum (p=0,024) 

(Abbildung 10).  

 

3.2.6 Clusteranalysen 

3.2.6.1 Clusteranalysen der MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen in 

Kombination mit der TMZ-Chemotherapie 

Die Clusteranalyse der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration mit der 

Standardtherapie nach Stupp et al. [2] (siehe Kapitel 1 Einleitung) bildete 4 Cluster. 

Jeweils die niedrigen und die hohen MACC1 mRNA Transkript-Konzentration clusterten 

mit der Standardtherapie nach Stupp et al. [2] und ohne die Standardtherapie. Es zeigten 

sich signifikante Unterschiede zwischen den Clustern (p <0,001). Niedrige MACC1 

mRNA Transkript-Konzentrationen clusterten zusammen mit der Standardtherapie nach 

Stupp et al. [2](n=17) und die entsprechenden Patienten hatten ein medianes Überleben 

von 22 Monaten (SD 13,1 Monaten). Ihre 2-Jahres-Überlebensrate lag bei 47,1%. Die 

Cluster mit hohen MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen und mit der 

Standardtherapie nach Stupp et al. [2] setzen sich aus Patienten mit einem medianen 

Überleben von 8 Monaten (SD 1,7 Monate) und einer 2 Jahresüberlebensrate von 16,7% 
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zusammen. Patienten mit niedrigen MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen, die 

keine Standardtherapie nach Stupp et al. [2] (n=11) erhalten hatten, wiesen ein medianes 

Überleben von 6 Monaten (SD 5,5 Monaten)auf und Patienten mit hohen MACC1 mRNA 

Transkript-Konzentrationen ohne Standardtherapie nach Stupp überlebten im Median 4 

Monate (SD 2,8 Monaten). Keiner der Patienten ohne Standardtherapie nach Stupp et al. 

[2] überlebten 2 Jahre, unabhängig von der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration 

(Abbildung 11). 

 

3.2.6.2 Clusteranalysen der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration in 

Kombination mit dem IDH1 Mutationsstatus 

Im Zusammenhang der MACC1 mRNA Transkriptkonzentration und dem IDH1 

Mutationsstatus wurden 3 Cluster durch Kaplan-Meier-Analyse verglichen. Es zeigten 

sich im medianen Überleben der Patienten signifikante Unterschiede (p=0,012). Patienten 

mit niedriger MACC1 mRNA Transkript-Konzentration und IDH1 wildtyp (n=16) 

überlebten im Median 9 Monate (SD 4,7 Monate) und Patienten mit hoher MACC1 

mRNA Transkript-Konzentration und IDH1 wildtyp (n=23) 7 Monate (SD 1,9 Monate). 

Das längste mediane Überleben hatten Patienten mit niedriger MACC1 mRNA 

Transkript-Konzentration und IDH1 R132H Mutation (n=6) mit 25 Monaten (SD 1,1 

Monate) (Abbildung 12). Auffällig war, dass die Kombination einer hohen MACC1 

mRNA Transkript-Konzentration mit der IDH1 R132H Mutation nicht auftrat. Die 2-

Jahres-Überlebensraten der Patienten lagen bei IDH1 R132H Mutation und niedriger 

MACC1 mRNA Transkript-Konzentration bei 66,7%, bei IDH1 wildtyp und niedriger 

MACC1 mRNA Transkript-Konzentration bei 25,0% und bei IDH1 wildtyp und hoher 

MACC1 mRNA Transkript-Konzentration bei 8,7% (Abbildung 12). 
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Abbildung 8: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate der GBM Patienten, Cut-off MACC1-

Median 0,3966% des Kalibrators, MACC1 niedrig n=22, MACC1 hoch n=23. 
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Abbildung 9: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate von GBM Patienten unter 

Standardtherapie (Operation und Radiochemotherapie nach Stupp) im Vergleich zu GBM Patienten ohne 

Standardtherapie (Standardtherapie n=29, keine Standardtherapie n=16). 
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Abbildung 10: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate der GBM Patienten basierend auf dem 

IDH1 Mutationsstatus (IDH1 R132H n=6, IDH1 wildtyp n=39) 
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Abbildung 11: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate von GBM Patienten unterteilt nach 

MACC1 mRNA Transkriptgehalt und Therapieverfahren (1: n=17; MACC1 niedrig und Standardtherapie; 

2: n=11; MACC1 hoch und keine Standardtherapie; 3: n=5; MACC1 niedrig und keine Standardtherapie; 

4: n=12; MACC1 hoch und Standardtherapie) 
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Abbildung 12: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate der GBM Patienten in Relation zum 

IDH1 Mutationsstatus und der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration (1: n=16; MACC1 niedrig und 

IDH1 wildtyp; 2: n=23; MACC1 hoch und IDH1 wildtyp; 3: n=6 MACC1 niedrig und IDH1 R132H). 
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4 Diskussion 

In einer Vielzahl von Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass MACC1 

mRNA Transkripte im Blutplasma nicht nur für Kolonkarzinome von prognostischer 

Relevanz sind, sondern auch beim hepatozellulären Karzinom (HCC), bei bestimmten 

Bronchialkarzinomen und anderen Tumoren als prognostischer Blutplasmamarker 

herangezogen werden können [35–38]. In dieser Arbeit wurde nun erstmals untersucht, 

inwiefern der Nachweis von MACC1 mRNA Transkripten im Blutplasma prognostische 

Relevanz für das Überleben von GBM Patienten haben könnte. In der aktuellen WHO 

Hirntumorklassifikation von 2016 ist erstmals mit dem IDH1 Mutationsstatus ein 

molekulargenetischer Marker aufgenommen worden, der auch für die Diagnostik von 

Relevanz ist [8]. Molekulargenetische Faktoren sind nicht nur für die Diagnostik, sondern 

auch für die Prognose und damit für das therapeutische Vorgehen bei Tumoren relevant. 

Mit dem MGMT Promotormethylierungsstatus steht zudem ein prognostischer Marker 

für das Ansprechen auf die Therapie mit dem Alkylans TMZ zur Verfügung [22]. MGMT 

ist somit ein therapieentscheidender Faktor.  

Der MGMT Methylierungsstatus wie auch der IDH1 Mutationsstatus können bisher nur 

über das aus dem Tumor mittels Biopsie oder operativer Tumorresektion gewonnenen 

Material bestimmt werden. Hier liegt der große und entscheidende Unterschied zu 

MACC1. MACC1 mRNA Transkripte können bereits präoperativ aus dem Blutplasma 

bestimmt werden und benötigen keine aufwendigen operativen Eingriffe.  

In der vorliegenden Untersuchung konnte dies nun erstmals für GBM nachgewiesen 

werden. Die Untersuchung zeigt, dass eine niedrige MACC1 mRNA Transkript-

Konzentration mit einem längeren und eine hohe MACC1 mRNA Transkript-

Konzentration mit einem kürzeren Gesamtüberleben korrelieren.  

Im Vergleich der Gruppen mit hohen und niedrigen MACC1 Blutplasmawerten zeigte 

sich, dass IDH1 R132H nur in der Gruppe mit der niedrigen MACC1 mRNA Transkript-

Konzentration auftrat, aber nicht bei Patienten mit erhöhter MACC1 mRNA Transkript-

Konzentration zu finden war. Auch bestätigte sich in unserer Untersuchung, dass 

Patienten mit IDH1 mutiertem GBM ein signifikant längeres Gesamtüberleben 

aufwiesen. Dass Patienten mit IDH1 R132H mutierten Tumoren ein längeres Überleben 
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haben als Patienten mit IDH1 wildtyp Tumoren, konnte auch in einer Untersuchung von 

445 Tumoren des Zentralnervensystems festgestellt werden [45]. 

In einer Studie mit 274 chinesischen GBM-Patienten, die die Standardtherapie, also 

operative Resektion mit anschließender Radiochemotherapie mit TMZ erhielten, konnte 

gezeigt werden, dass Patienten mit IDH1 R132H Mutation und MGMT 

Promotormethylierung, mit einem medianen Überleben von 35,8 Monaten, die beste 

Prognose hatten [46]. Diese Aussage bestätigt sich in dieser Untersuchung, wobei 

festzuhalten ist, dass in der hier gezeigten Studie der MGMT 

Promotormethylierungsstatus keinerlei Einfluss auf das Überleben der beiden gebildeten 

Gruppen hatte, da der MGMT Promotormethylierungsstatus in beiden Gruppen 

ausgeglichen vorlag und somit keinen Bias verursachte. 

Wurden anhand der medianen MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen zwei 

Gruppen gebildet, ergaben sich signifikante Unterschiede beim Alter und dem IDH1 

Mutationsstatus. Das hohe Alter und der IDH1 wildtyp Status wurde auch in einer 

Untersuchung von 565 GBM-Patienten als Parameter für schlechte Prognose festgestellt 

[47]. In dieser Studie wurden zudem ein niedriger Karnofsky-Index/ ECOG-Status sowie 

die Multifokalität des Tumors als prognostisch ungünstige Faktoren benannt. Dies 

konnten wir in unserer Studie nicht bestätigen, da der ECOG-Status in beiden Gruppen 

keinen signifikanten Unterschied aufwies.  

Zirkulierende Blutmarker sind von enormer Wichtigkeit für die Erforschung und 

Entwicklung neuer Therapieansätze, sowie auch entscheidend für die möglichst 

frühzeitige Prognose bei verschiedenen Tumorentitäten, insbesondere auch beim GBM  

[41]. Diese Daten zeigen, dass mit der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration ein 

präoperativer Blutmarker zur Verfügung steht, der in Clusteranalysen zusammen mit 

weiteren günstigen prognostischen Faktoren eine Prognose bezüglich des Überlebens 

zulässt. Somit ist es möglich, für jeden Patienten vor Therapiestart eine individuelle 

Überlebensprognose zu evaluieren. Daneben ist auch der IDH1 Mutationsstatus ein 

wichtigster Faktor, der eine prognostische Relevanz für das Überleben hat und zudem 

Teil der WHO Klassifikation ist [8]. Wir konnten zeigen, dass in dieser Kohorte niedrige 

MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen mit der IDH1 R132H Mutation assoziiert 

waren, hohe MACC1 mRNA Transkript-Konzentrationen jedoch nicht mit der IDH1 
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Mutation assoziiert waren. Inwiefern ein Zusammenhang zwischen der niedrigen 

MACC1 mRNA Transkript-Konzentration, sowie der IDH1 R132H Mutation besteht, 

bedarf weiterer Forschung.  

MACC1 ist aus therapeutischer Sicht ein interessantes Protein, das durch Inhibition das 

Tumorwachstum eingrenzen könnte, da MACC1 an vielen verschiedenen Stellen Einfluss 

auf das Tumorwachstum hat [48, 49]. 

Erste Therapieansätze gehen dabei auf verschiedene MACC1 regulierende mRNAs ein, 

wie zum Beispiel die Regulator mRNA miR-338-3p [50, 51]. Diese mRNA reguliert auch 

die MACC1 mRNA Expression in GBM Zellen [52]. Eine weitere mögliche 

Therapieoption stellt die Bildung von Antikörpern, die sich gegen MACC1 richten, dar. 

So führten MACC1 Antikörper (Chanti-MACC1) in Nicht-Kleinzelligen-Lungenkrebs-

Zelllinien zu einer verminderten MACC1 Expression und verhinderten über Blockierung 

des HGF/c-MET Signalwegs die Tumorzellproliferation, die Tumorzellmigration und 

Tumorinvasion [53]. Als weitere die MACC1-Expression inhibierende Faktoren gelten 

Medikamente der Gruppe der Statine, ursprünglich zur Reduzierung des 

Cholesterinspiegels eingesetzt [54], die bereits in Tierversuchen einen 

vielversprechenden Erfolg bei MACC1 assoziierten soliden Tumoren zeigten [55]. 

Lovastatin beeinträchtigt die MACC1 Promotoraktivität, sodass die verminderte MACC1 

Expression zu einer verringerten Metastasierung führt [55]. Auch bei 339 dänischen 

GBM Patienten zeigte der Einsatz von Statinen vor der Diagnose einen möglichen Benefit 

in Bezug auf das Gesamtüberleben [56]. 

 

4.1 Schlussfolgerungen für die Praxis und für weitere Untersuchungen 

Die Ergebnisse molekulargenetischer Untersuchungen bei GBM zeigen die Relevanz von 

molekulargenetischen Faktoren bei Tumoren. Insbesondere für die personalisierte 

Medizin sind solche Faktoren wichtig für die Definition des Therapieansprechens und der 

Überlebensraten der Patienten. Die vorliegende Untersuchung bestätigt, dass die MACC1 

mRNA Transkript-Konzentration ein weiterer vor allem unkompliziert zu gewinnender, 

da aus dem Blutplasma extrahierbarer, Tumormarker für das GBM sein könnte, der eine 

prognostische Aussage für die Patienten zulässt. So kann es im klinischen Alltag möglich 

werden, Patienten eine genauere präoperative Prognose zu geben und so eine 
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Entscheidung über den weiteren Therapieablauf in Bezug auf operative Resektion und 

anschließende Chemotherapie oder palliative Therapie zu treffen. Gerade im Bereich der 

GBM Therapie zeigen sich aktuell verschiedene Erweiterungen u.a. mit Statinen. Zudem 

bietet MACC1 auch einen therapeutischen Ansatzpunkt.  

Weitere Forschungen sollten vor allem molekulargenetische Untersuchungen von 

Langzeitüberlebenden für die Erkennung weiterer Marker in den Blick nehmen [57]. 

 

5 Zusammenfassung 

Das GBM ist der aggressivste primäre Hirntumor bei Erwachsenen ohne bekannten 

Tumormarker. Wir haben im Blutplasma zirkulierende mRNA Transkripte von MACC1, 

einem prognostischen Biomarker für solide Tumoren, auf ihre Korrelation mit dem 

klinischem Outcome und der Therapieantwort bei GBM-Patienten getestet. MACC1 

mRNA Transkripte waren signifikant erhöht bei GBM-Patienten im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Eine niedrige MACC1 mRNA Transkript-Konzentration clusterte mit 

anderen prognostisch wertvollen Faktoren, wie z.B. dem IDH1 Mutationsstatus: Patienten 

mit der IDH1 R132H Mutation in Kombination mit einer niedrigen MACC1 mRNA 

Transkript-Konzentration wiesen das längste Gesamtüberleben von über 2 Jahren auf, 

IDH1 wildtyp und eine hohe MACC1 mRNA Transkript-Konzentration führten zum 

schlechtesten Outcome (medianes Gesamtüberleben 8,1 Monate). Patienten mit IDH1 

wildtyp und einer niedriger MACC1 mRNA Transkript-Konzentration waren intermediär 

(medianes Gesamtüberleben 9,1 Monate). Kein Patient hatte eine IDH1 R132H Mutation 

und eine hohe MACC1 mRNA Transkript-Konzentration. Patienten mit niedriger 

MACC1 mRNA Transkript-Konzentration, die die Standardtherapie nach Stupp 

erhielten, überlebten länger (medianes Gesamtüberleben 22,6 Monate) als Patienten mit 

einer hohen MACC1 mRNA Transkript-Konzentration (medianes Gesamtüberleben 8,1 

Monate). Patienten, die keine Standardtherapie erhielten, zeigten das schlechteste 

Outcome, unabhängig von der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration (niedrig: 6,8 

Monate, hoch: 4,4 Monate). Durch das Hinzufügen der MACC1 mRNA Transkript-

Konzentrationen zur präoperativen Diagnostik könnte somit die Prognose und das 

Outcome von GBM Patienten genauer evaluiert werden und so eine genauere Einteilung 

in Therapie- und Risikogruppen erfolgen. 
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Appendix 

I Abkürzungsverzeichnis  

 

ANOVA  Varianzanalyse 

cDNA   complementary DNA (komplementär DNA) 

c-MET   Rezeptortyrosinkinase von HGF  

DAB   3,3‘-Diaminobuttersäure 

DICOM  Digital Imaging and Communications in Medicine 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

ECOG    Eastern Cooperative Oncology Group-Skala 

GBM   Glioblastoma multiforme  

gDNA   genomische DNA 

HCC   hepatozelluläres Karzinom  

HGF   Hepatopoetic growth factor 

HIER   Heat Induced Epitop Retrieval 

HRM-qPCR  High Resolution Melting quantitative PCR  

IHC   immunhistochemische Färbungen 

IDH1   Isozitrat-Dehydrogenase 1 

IDH2   Isozitrat-Dehydrogenase 2 

IDHwt   IDH Wildtyp 

iMRI   intelligent Magnet-Resonanz-Tomographie 

LOH   loss of heterozygosity (kombinierter Verlust der Allele) 

m   männlich 



 
 

MACC1  Metastasis associated in Colon Cancer 1 

Med.    Median 

meth.   methyliert 

MGMT  O-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 

mRNA   messenger RNA 

MRT   Magnetresonanztomographie 

MW   Mittelwert 

n.-m   nicht methyliert 

NADPH  Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

NOS   not otherwise spezified 

OP   Operation  

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PFS   Progression Free Survival 

qPCR    Quantitative Echtzeit-PCR 

RNA   Ribonukleinsäure 

ROI   Regionen von Interesse (regions of interest) 

RT-PCR  real time - PCR 

SD   Standard Deviation (Standardabweichung) 

sek   Sekunden 

STR   short tandem repeat 

TBS   Tris-buffered-saline 

TMZ   Temozolomid 

TTFields  Tumor Treating Fields 



 
 

w   weiblich 

WHO   World Health Organization 

wt   wildtyp 

  



 
 

II Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Algorithmus zur Klassifikation diffuser Gliome auf Basis der 

histologischen und genetischen Parameter nach der WHO Klassifikation der 

Tumore des zentralen Nervensystems von 2016. IDH1 = Isocitratdehydrogenase-

1, NOS = not otherwise spezified. (Eigene Abbildung)            3 

Abbildung 2: Algorithmus der postoperativen Therapieentscheidung bei GBM IDH 

wildtyp. IDH = Isocitratdehydrogenase-1, MGMT= O-6-Methylguanin-DNA-

Methyltransferase. (Eigene Abbildung)              4 

Abbildung 3: Darstellung der molekularen Mechanismen der MACC1 induzierten 

Zellapoptose in hepatischen cholangischen Karzinom Zellen (HCC): a) Bei 

niedriger MACC1 Expression gelangen BAD, Caspase 9 und FKHRL 1 vom 

Zytoplasma in den Zellkern, regulieren die Transkription ihrer Zielgene und 

Induzieren so die Zellapoptose. b) Bei hoher MACC1 Expression steigert MACC1 

durch Aktivierung der Gentranskription von c-Met dessen Expression. HGF 

bindet an seinen c-MET Rezeptor und aktiviert so den HGF/c-MET Signalweg. 

Dieser wiederum fördert die Phosphorylierung von BAD, Caspase 9 und FKHRL 

1 über PI3K und AKT, p-BAD, p-Caspase 9 und p-FKHRL 1 können nicht mehr 

in den Zellkern transportiert werden und so dort nicht ihren pro-Apoptotischen 

Effekt auslösen. Die Zellapoptose wird so bei HCC-Zellen inhibiert. c-

Met=Tyrosinkinase-Rezeptor von HGF, HGF = Hematopoetic growth factor 

(Eigene Abbildung).                 6 

Abbildung 4: Vergleich der MACC1 mRNA Transkript-Konzentration im Plasma aller 

GBM Patienten (n=45) mit gesunden Kontrollen (n=15).          25 

Abbildung 5: Vergleich der GBM Patienten ohne (n=39; IDH1 wildtyp (wt)) und mit 

IDH1 R132H Mutation (n=6) und gesunden Kontrollen (n=15).         26 

Abbildung 6: MACC1 mRNA Transkript-Konzentration bei GBM Patienten nach Cluster 

Analyse (Cluster 1: n=16; Cluster 2 n=23, siehe Tabelle 9).         27 

Abbildung 7: Kaplan-Meier-Analyse des 2-Jahresüberlebens basierend auf der 

Clusterzugehörigkeit.               28 
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Abbildung 8: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate der GBM Patienten, 

Cut-off MACC1-Median 0,3966% des Kalibrators, MACC1 niedrig n=22, 

MACC1 hoch n=23.               36 

Abbildung 9: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate von GBM Patienten 

unter Standardtherapie (Operation und Radiochemotherapie nach Stupp) im 

Vergleich zu GBM Patienten ohne Standardtherapie (Standardtherapie n=29, 

keine Standardtherapie n=16).              37 

Abbildung 10: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate der GBM Patienten 

basierend auf dem IDH1 Mutationsstatus (IDH1 R132H n=6, IDH1 wildtyp n=39)

                 38 

Abbildung 11: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate von GBM Patienten 

unterteilt nach MACC1 mRNA Transkriptgehalt und Therapieverfahren (1: n=17; 

MACC1 niedrig und Standardtherapie; 2: n=11; MACC1 hoch und keine 

Standardtherapie; 3: n=5; MACC1 niedrig und keine Standardtherapie; 4: n=12; 

MACC1 hoch und Standardtherapie)            39 

Abbildung 12: Kaplan-Maier-Analysen der 2-Jahresüberlebensrate der GBM Patienten in 

Relation zum IDH1 Mutationsstatus und dem MACC1 mRNA Transkript-

Konzentration (1: n=16; MACC1 niedrig und IDH1 wildtyp; 2: n=23; MACC1 

hoch und IDH1 wildtyp; 3: n=6 MACC1 niedrig und IDH1 R132H).        40 
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