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1 ZUSAMMENFASSUNG 

1.1 SUMMARY (ENGLISCHSPRACHIGE ZUSAMMENFASSUNG) 

The 2016 WHO classification for brain tumors signaled a major paradigm shift and paves the 

way for molecular markers and molecular targets. One such target could be the transcription 

factor ATF5. It suppresses differentiation of neuroprogenitor cells and is overexpressed in 

glioblastoma (GBM). Data on ATF5 expression in glioma of WHO grade II (LGG) are scarce 

and lacking on recurrent GBM. Therefore, we examined 79 GBM, 40 LGG and 10 normal brain 

(NB) specimens for their ATF5-mRNA and protein expression by quantitative real-time PCR 

and immunohistochemistry, respectively, and compared it to multiple retrospectively 

obtained clinical characteristics of the patients. ATF5-mRNA was overexpressed in LGG and 

GBM compared to NB on mRNA and protein level. Although ATF5-mRNA expression in GBM 

showed a considerable fluctuation range, GBM groups of varying biological behavior were not 

significantly different. ATF5-mRNA correlated with the patients' age and inversely with Ki67-

staining. Kaplan-Meier analysis and Cox regression indicated that ATF5-mRNA expression 

was significantly associated with survival after 12 months and progression-free survival. 

Methylation of the O6-Methylguanin DNA methyltransferase (MGMT) promoter is a well-

established strong prognostic factor in the therapy of GBM. It is associated with an improved 

response to chemotherapy with temozolomide and longer overall survival. We made the 

incidental finding of patients with changing MGMT promoter methylation during the clinical 

course, which prompted us to further investigate this topic. Indeed, a meta-analysis of the 

literature revealed changes in MGMT promoter methylation in 115 of 476 patients. To 

conclude, ATF5-mRNA expression could be identified as an additional, though not 

independent factor correlating with patients‘ survival. Since its inhibition might lead to the 

selective death of glioma cells, it might serve as a potential ubiquitous therapeutic target in 

astrocytic tumors. Clinical implications of the observed changes in MGMT promoter 

methylation are still ambiguous and do not yet support a change in clinical practice. However, 

retesting MGMT methylation might be useful for future treatment decisions and we encourage 

clinical studies to address this topic.  



 
2 
 

1.2 DEUTSCHSPRACHIGE ZUSAMMENFASSUNG 

Die WHO-Klassifikation der Hirntumoren von 2016 ebnete den Weg für molekulare Marker 

und Therapie-Angriffspunkte. Der Transkriptionsfaktor ATF5 könnte ein solcher sein. Er 

unterdrückt die Differenzierung von neuronalen Vorläuferzellen und wird in Glioblastomen 

(GBM) überexprimiert. Daten zur ATF5-Expression in WHO Grad II Gliomen (LGG) und 

GBM-Rezidiven sind nur spärlich vorhanden. Daher untersuchten wir 49 GBM, 40 LGG und 

10 Normalhirnproben auf ihre ATF5-mRNA- und Proteinexpression mit quantitativer 

Echtzeit-PCR bzw. Immunhistochemie und verglichen sie mit multiplen, retrospektiv 

erhobenen klinischen Charakteristika der Patienten. ATF5 war in LGG und GBM verglichen 

zum Normalhirn sowohl auf mRNA-, als auch Proteinebene überexprimiert. Obwohl die 

ATF5-mRNA-Expression im GBM eine erhebliche Fluktuationsrate zeigte, gab es keine 

signifikanten Expressionsunterschiede zwischen GBM-Gruppen unterschiedlicher 

biologischer Wachstumsmuster. ATF5-mRNA korrelierte mit dem Alter der Patienten und 

invers mit der Ki67-Färbung. Kaplan Meier- und Cox-Regressionsanalysen zeigten eine 

signifikante Korrelation der ATF5-mRNA-Expression mit dem Überleben nach 12 Monaten 

sowie dem progressionsfreien Überleben. Die Methylierung des Promotors der O6-

Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) ist ein etablierter Marker in der Therapie des 

GBMs. Sie ist mit dem therapeutischen Ansprechen auf Temozolomid und dem Überleben 

assoziiert. Uns fielen inzidentell Veränderungen der MGMT-Promotormethylierung auf, 

woraufhin wir den aktuellen Wissensstand mittels einer ausführlichen Literatur-Metaanalyse 

zusammenfassten. Dabei fanden wir Veränderungen der MGMT-Promotormethylierung bei 

115 der 476 Patienten. Wir schlussfolgern, dass die ATF5-mRNA-Expression als 

prognostischer Faktor für das Überleben der Patienten dienen könnte. Da seine in vitro-

Inhibition zu einem selektiven Zelltod von Gliomzellen führte und wir eine Überexpression 

in glialen Tumoren nachweisen konnten, zeigt ATF5 Potential als ubiquitäres Therapieziel in 

Gliomen. Zum aktuellen Zeitpunkt ergibt sich keine klare Indikation, den klinischen Standard 

der MGMT-Teststrategie zu verändern. Trotzdem könnte eine erneute Testung der MGMT-

Promotormethylierung für zukünftige Therapieentscheidungen sinnvoll sein und wir regen 

an, dass dieses Thema in klinischen Studien weiter untersucht wird.  
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2 EINLEITUNG 

2.1 GLIOBLASTOMA MULTIFORME UND ANDERE ASTROZYTÄRE TUMOREN 

Die „World Health Organization“ (WHO) teilt die diffusen astrozytären und 

oligodendroglialen Tumoren nach ihrem molekularen Profil in folgende Subgruppen ein: 

Diffuses Astrozytom, Anaplastisches Astrozytom, Glioblastom, Diffuses Mittelliniengliom, 

Oligodendrogliom, Anaplastisches Oligodendrogliom und Oligoastozytom [1-3]. Unter diesen 

Subgruppen stellen niedriggradige astrozytäre Tumoren WHO Grad II mit Mutation der 

Isozitrat-Dehydrogenase (IDH) (LGG) gut differenzierte Tumoren dar, die mit einer 

verhältnismäßig günstigen Prognose einhergehen [1,4,5].  

Die charakteristische Mutation der IDH1/IDH2 initiiert vermutlich eine pathologische 

Funktion des Enzyms, die zu Veränderungen der DNA-Methylierung des Genoms führen 

kann und mutmaßlich das initiale Ereignis in der Genese dieser Tumoren darstellt [6,7]. Im 

Gegensatz dazu handelt es sich beim Glioblastoma multiforme (GBM) mit IDH-Wildtyp um 

die aggressivste, aber auch häufigste Form astrozytärer Tumoren [4]. Circa 50 % der bei 

Erwachsenen diagnostizierten Gliome entsprechen histologisch dem Bild eines GBM [8]. Nach 

der initialen Therapie, die zumeist aus Tumorresektion, Strahlentherapie, sowie 

konkomitanter und adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) besteht, kommt es 

im Regelfall zum Tumorrezidiv, welches eine zunehmende Aggressivität und 

Therapieresistenz zeigt [9]. Obwohl Osswald et al. die molekularen Vorgänge bei der 

Entstehung eines Lokalrezidivs näher beleuchten konnten [10], ist noch wenig über die 

Veränderungen, die zum multifokalen Wachstum eines astrozytären Tumors führen, bekannt. 

Da bei unifokal wachsenden Tumoren einzelne multifokal vorliegende Tumorzellen 

nachgewiesen werden konnten [11], stellt sich die Frage, welche Mechanismen auf zellulärer 

Ebene die Entstehung eines Zweittumors aus solchen Einzelzellen begünstigen oder 

verhindern [5].   

In letzter Zeit zeigte vor allem der klinische Einsatz von Tumor-Therapie-Feldern (TTFields) 

das Potential für eine Verbesserung des aktuellen GBM-Therapieschemas [12-14]. Trotzdem 

haben GBM-Patienten weiter eine ungünstige Prognose. Bei leitliniengerechter Therapie 

beträgt das mediane Gesamtüberleben (OS) nach Diagnosestellung nur ca. 14,6 Monate [15]. 
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Bei einem multifokalen Tumorwachstum sind die therapeutischen Optionen und die Prognose 

noch weiter eingeschränkt [5,16]. Deswegen sind genetische prognostische Marker und 

molekulare Angriffsziele für die Therapie der astrozytären Tumoren von hoher Bedeutung. 

Daneben spielt jedoch auch die Epigenetik eine essentielle Rolle [5]. 

2.2 EPIGENETISCHE VERÄNDERUNGEN  

Der Begriff „Epigenetik“ wurde erstmals vom britischen Wissenschaftler Conrad Hal 

Waddington in den frühen 1940er Jahren eingeführt [17]. Seit dieser Zeit wurde die 

entsprechende Terminologie noch weiterentwickelt und konkretisiert. Aktuell wird unter 

Epigenetik eine vererbbare Veränderung der Genfunktion verstanden, welche ohne eine 

Veränderung der DNA-Sequenz auskommt [3,18,19].   

Die DNA besteht aus den Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin. Nach der Replikation 

können DNA-Methyltransferasen Cytosine zu 5-Methylcytosinen methylieren [20]. Diese 

kommen im Genom häufig in Gruppen palindromischer CpG Dinukleotide, den sog. „CpG-

Inseln“ (CpG-Islands) vor [3,21]. Kommt es zu einem verdichteten Auftreten dieser CpG-Inseln 

in einer Promotorregion, kann dies die entsprechenden Gene abschalten bzw. deren 

Expression herunterregulieren [22-25]. Obwohl man davon ausgeht, dass diese DNA-

Methylierungsmuster sich relativ stabil verhalten, kann sich das Methylierungsprofil 

aufgrund externer oder interner Stimuli verändern [3,23,26].   

Tatsächlich spielen sowohl Hyper- als auch Hypomethylierung nicht nur eine essentielle Rolle 

in der Langzeitregulation der Genexpression, sondern auch in der Karzinogenese, in dem sie 

Onkogene reaktivieren, Tumorsuppressorgene ausschalten, die mRNA-Expression 

deregulieren, das Entstehen von Mutationen fördern oder die funktionelle Stabilität der 

Chromosomen verändern [3,20,27]. 

2.3 GBM UND GENMETHYLIERUNGEN  

Methylierungsmuster spielen eine zentrale Rolle in der Molekularbiologie der Gliome. Sie sind 

nicht nur wesentlich für die Subklassifikation der Tumoren, sondern stellen auch 

vielversprechende Ziele neuer therapeutischer Konzepte dar [28-30]. Zudem sind sie relevant 

zur Einschätzung der Prognose und des therapeutischen Ansprechens der Patienten. In den 
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letzten Jahren hat sich die Methylierung der Promotorregion des DNA-Reparaturenzyms 

O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) als starker prognostischer Faktor bei neu 

diagnostiziertem GBM bestätigt [31-34]. MGMT entfernt Alkylgruppen von den Guaninen in 

der DNA und arbeitet damit potenziell dem therapeutischen Nutzen von alkylierenden 

Chemotherapeutika, sowie TMZ in Tumorzellen entgegen [35]. Epigenetisches silencing der 

Promotorregion von MGMT führt vermutlich zu einer verringerten Transkription und 

verminderten Expression des MGMT-Proteins [35]. Es ist außerdem mit einer verbesserten 

therapeutischen Antwort auf TMZ-Chemotherapie und einem längeren OS der GBM-

Patienten assoziiert [3,34,36].   

Ältere Patienten mit einer MGMT-Promotor-Hypermethylierung profitieren von einer TMZ-

Chemotherapie verglichen mit einer alleinigen Strahlentherapie, wohingegen für Patienten 

mit einer niedrigen Methylierung kein sicherer Effekt festzustellen ist [37-40]. Jüngst wurde 

berichtet, dass die Kombination der Chemotherapeutika Lomustin und TMZ für Patienten mit 

hypermethyliertem MGMT einen signifikanten Zusatznutzen bringt, was zusätzlich die 

prognostische Relevanz der Bestimmung der MGMT-Promotormethylierung unterstreicht [41-

43]. Heutzutage wird der MGMT-Methylierungsstatus der Patienten üblicherweise mittels 

methylierungsspezifischer PCR (MSP), methylierungsspezifischer hochauflösender 

Schmelzpunktanalyse (HRM) oder Pyrosequenzierung bestimmt. Ein cut-off-Wert von 8 bis 

10 % wird weitestgehend als Schwelle zwischen methyliertem und unmethyliertem MGMT-

Promotor anerkannt [3,32,44,45].   

Trotz intensiver Therapie kommt es bei nahezu allen GBM zu einem Tumorrezidiv, welches 

üblicherweise mit einer vermehrten Aggressivität und Therapieresistenz einhergeht [46]. 

Obwohl das Allgemeinbefinden der Patienten oder die Tumorlokalisation/Ausdehnung 

regelmäßig die therapeutischen Optionen im Tumorrezidiv einschränken, ist häufig eine 

erneute Resektion des Tumors, gefolgt von einer TMZ-Therapie (ggf. kombiniert mit einer 

Strahlentherapie) eine valide Option [39,40,47]. Deswegen könnte die MGMT-

Promotormethylierung nicht nur einen wertvollen Prädiktor für das Outcome nach initialer 

Diagnose und Operation, sondern auch im Rezidivfall darstellen. Dennoch ist seine Rolle nach 

Krankheitsprogression und als Prädiktor des klinischen Verlaufs nach Rezidiv-OP weiterhin 

nicht endgültig geklärt [3,36,48].  
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Einen weiteren vielversprechenden molekularen prognostischen Marker könnte der 

Transkriptionsfaktor Activating transcription factor 5 (ATF5) darstellen. 

2.4 ACTIVATING TRANSCRIPTION FACTOR 5 (ATF5) 

ATF5 ist ein in vielen Zelltypen exprimiertes Protein, welches über einen “Leucin-

Reißverschluss” mit der DNA interagieren kann und der Familie der “activating transcription 

factors/cAMP response element binding proteins” angehört [49,50]. Nach aktuellem 

Wissensstand besteht die physiologische Funktion von ATF5 darin, in neuronalen 

Vorläuferzellen die Differenzierung in Gliazellen oder Neurone zu unterdrücken [5,51-53]. Da 

ATF5 in diversen Tumorentitäten, u.a. GBM, überexprimiert wird [50,54] stellte es ein 

vielversprechendes Ziel neuer hochselektiver Therapieverfahren dar [55,56]. In GBM-

Zelllinien und einem Xenograft-Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass die Applikation 

eines dominant negativen Peptides über Reduktion der ATF5-Aktivität zu einem p53-

unabhängigen Zelltod führt. Interessanterweise konnten nach derartiger Intervention keine 

sichtbaren Veränderungen im Normalhirngewebe (NB) oder kultivierten Astrozyten 

festgestellt werden [54,55,57]. Die ATF5-Expression im GBM wurde bereits in einigen 

Publikationen näher beleuchtet, über die Expression bei LGG ist jedoch wenig bekannt [58]. 

Nach unserem Wissen wurde außerdem bisher noch nicht näher untersucht, ob und in wie 

weit ATF5 die Entwicklung, den Zeitpunkt oder die Lokalisation von lokalen und 

multifokalen Rezidiven beeinflusst [5]. 

2.5 FRAGESTELLUNG / ZIELE DER ARBEIT 

Im Rahmen unserer Studie untersuchten wir die ATF5-Expression von LGG, GBM und NB 

Proben auf dem messenger RNA (mRNA) und Protein Level. Zusätzlich erhoben wir 

retrospektiv die klinischen Daten der Patienten, um mögliche Zusammenhänge der 

Expression von ATF5 auf das Wachstumsverhalten des Tumors und den klinischen Verlauf 

der Patienten darzustellen [5].  

Den inzidentellen Fund von Veränderungen der MGMT-Methylierungsstatus im Rezidivfall 

im Rahmen dieser Studie, der im Kontrast zu aktuellen Leitlinien zu stehen scheint, nutzten 

wir als Ansatzpunkt, um unsere Ergebnisse zur Bestimmung der MGMT-
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Promotormethylierung mit Literaturdaten zu vergleichen.  

Die frühen Publikationen wurden im Jahr 2015 bereits zusammengefasst [59]. Die 

zwischenzeitlich erfolgte Publikation einer Vielzahl neuer Daten zu diesem Thema veranlasste 

uns dazu, eine neue Zusammenfassung dieser Beobachtungen zu erstellen [3]. Viele der 

Autoren kamen zu kontrastierenden Schlussfolgerungen und diskutierten die zugrunde 

liegenden Mechanismen und klinische Signifikanz kontrovers, was uns veranlasste, diese in 

unserer Arbeit gegenüberzustellen, kritisch zu bewerten und in einer Gesamtanalyse 

zusammenzufügen [3].  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 MATERIAL 

3.1.1 Geräte 

Name Hersteller 

Accurpette VWR International, LLC 

Autoklave Systec VX-150 Systec GmbH 

Countess II Automatisiertes Zellzählgerät Thermo Fisher Scientific Inc. 

Eismaschine ZBE 70-35 ZIEGRA Eismaschinen GmbH 

Elektronische Waage ABT 120-SDNM KERN & SOHN GmbH 

Inkubator Heracell 240i Thermo Fisher Scientific Inc. 

Kühl- und Gefrierschränke 

    4 °C 

 -20 °C 

 -80 °C 

 

Liebherr International Deutschland GmbH 

Liebherr International Deutschland GmbH 

FRYKA Kältetechnik GmbH 

Kühlcontainer Chronos 10000397 Messner Industriegase GmbH 

MAGNETOM Trio Siemens AG 

Mikroskop DMI3000 B (mit DFC450 Kamera) Leica Microsystems GmbH 

Multipette E3 Eppendorf AG 

Pipetten 

 Discovery (1.000µl) 

 Eppendorf Reference  

 (2.500µl, 100µl, 10µl, 2,5µl; gestopfte und 

              ungestopfte Spitzen) 

 Eppendorf Research (5.000µl) 

 

HTL Lab Solutions (PZ HTL) S.A. 

Eppendorf AG 

 

Eppendorf AG 

StepOnePlus Real-time PCR System Thermo Fisher Scientific Inc. 

Sterilbank Herasafe type HS12 Heraeus GmbH 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc. 

Zentrifuge MEGA STAR 3.0R VWR International, LLC 

Tabelle 1: Geräte.  
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3.1.2 Medien, Kits und Chemikalien 

Name Hersteller 

Antibody Diluent (Verdünnungspuffer) Zytomed Systems GmbH 

Bisulfite Conversion Kit Thermo Fisher Scientific Inc 

Cell-to-CpG™ Methylated and 

Unmethylated gDNA Control Kit 
Thermo Fisher Scientific Inc 

Citronensäure Monohydrat (C6H8O7) Carl Roth GmbH + Co. KG 

Destilliertes Wasser (Aqua dest) Universitätsklinikum Würzburg 

Eindeckmedium ORSAtec GmbH 

Envision System HRP DAB  Dako Denmark A/S 

Ethanol (C2H5OH) Carl Roth GmbH + Co. KG 

High Capacity RNA-to-cDNA Kit Thermo Fisher Scientific Inc. 

Melt Doctor™ HRM Master Mix Thermo Fisher Scientific Inc. 

Natriumchlorid (NaCl) Th. Geyer GmbH & Co. KG 

Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH + Co. KG 

Salzsäure (HCl, 25 %) Merck KGaA 

Saure Hämalaun-Lösung (nach Mayer) Carl Roth GmbH + Co. KG 

TaqMan Universal PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific Inc.  

TRIzol® Reagenz Thermo Fisher Scientific Inc. 

Ultra pure water (steril/RNAse frei) Biochrom GmbH 

Wasserstoffperoxid (H2O2) Carl Roth GmbH + Co. KG 

Xylol (C8H10) Carl Roth GmbH + Co. KG 

Ziegenserum (normal goat serum) Thermo Fisher Scientific Inc. 

Tabelle 2: Medien, Kits und Chemikalien. 

3.1.3 Primer und Sonden 

Primer und Sonden Hersteller 

ATF5 qPCR Sonde 

ATF5_FAM (Hs01119208_m1) 

 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

GAPDH qPCR Sonde 

GAPDH_VIC_PL (Hs99999905_m1) 

 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

MGMT HRM Primer vorwärts  

5′-GCGTTTCGGATATGTTGGGATAGT-3′ 

 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

MGMT HRM Primer rückwärts  

5′-CCTACAAAACCACTCGAAACTACCA-3′ 

 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

Tabelle 3: HRM Primer.  
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3.1.4 Software 

Software Hersteller 

Biorender Shiz Aoki / Biorender.com 

CorelDRAW X8 Corel Corporation 

DispImage Plummer et al. [60] 

ExpressionSuite Software v1.0.3 Thermo Fisher Scientific Inc. 

ImageJ 1.51g (Fiji) National Institutes of Health 

High-Resolution Melting Software Thermo Fisher Scientific Inc. 

Leica Application Suite V4.5 Leica Microsystems GmbH 

Methyl Primer Express®  Thermo Fisher Scientific Inc. 

SPSS Statistics 25 IBM Corporation 

Tabelle 4: Software. 

3.1.5 Reaktionsansätze und Puffer 

Ansatz Zusammensetzung 

Citrat-Puffer 4,2 g Citronensäure Monohydrat  

2,1 g Natriumhydroxid 

Mittels destilliertem Wasser auf 2 l aufgefüllt und 

mit Salzsäure auf einen pH von 6,0 eingestellt. 

HRM-Ansatz 10 µl Melt Doctor™ HRM Master Mix 

20 ng DNA der jeweiligen Probe 

5 pM jedes HRM-Primers  

Mittels RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamt-

volumen von 20µl aufgefüllt. 

 

qPCR-Ansatz 

 

10 µl TaqMan Gene Expression Master Mix  

20 ng DNA der jeweiligen Probe 

1 µl der jeweiligen TaqMan Sonden (1 µl der 

Kontroll-Sonde + 1 µl der zu testenden Sonde) 

Mittels RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamt-

volumen von 20 µl aufgefüllt. 

Tabelle 5: Reaktionsansätze und Puffer. 

 

http://www9.in.tum.de/praktika/ppbv.SS03/doc/html/reference/com/disp_image.html
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3.1.6 Antikörper und Verdünnung 

Name  Verdünnung Hersteller 

Anti-IDH1 R132H/DIA-H09  1:20 Thermo Fisher Scientific Inc. 

Ki67 Antibody M7240  1:800 Dako Denmark A/S 

Mouse anti-ATF5 antibody 101-0380  1:200 Zytomed Systems GmbH 

Alle Antikörper wurden in der angegebenen Verdünnung in Antibody Diluent verdünnt. 

Tabelle 6: Antikörper und Verdünnung.  
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3.2 METHODEN  

3.2.1 Tumorproben und klinische Daten 

Die untersuchten Tumorproben stammten von Patienten, die in der Neurochirurgischen 

Klinik und Poliklinik des Universitätsklinikums Würzburg, Deutschland, behandelt wurden. 

Die Patienten willigten nach vorheriger Aufklärung in die postoperative Aufbewahrung und 

Untersuchung von Gewebeproben ein. Die Zustimmung der zuständigen Ethikkommission 

der Universität Würzburg wurde eingeholt (#103/14). Als Kontrollgruppe konnten wir 

Gewebeproben von nicht-pathologisch verändertem Hirngewebe (NB) (n=10) aus 

epilepsiechirurgischen Eingriffen (n=4) und von Kontrollautopsien bei verstorbenen Patienten 

(n=6), bei denen sich keine Erkrankungen des zentralen Nervensystems manifestierten, 

gewinnen. Zudem beinhaltete unsere Studie Gewebeproben von 40 IDH mutierten 

niedriggradigen Gliomen WHO Grad II (LGG) und 79 GBM mit teilweise unterschiedlichen 

Wachstumsmustern zwischen Primärtumor und Rezidiv [5].   

Wir konnten die klinischen Daten von 51 Patienten, die zwischen Januar 2011 und Dezember 

2013 behandelt wurden, retrospektiv erheben. Die Klassifikation der Hirntumoren erfolgte 

anhand der WHO-Kriterien [1]. Für die weiterführenden Untersuchungen wurde das 

gewonnene Gewebe direkt nach Erhalt geteilt. Die eine Hälfte des Gewebes wurde zur 

Isolation von RNA und DNA bei -80 °C kryokonserviert (FF), während das für die 

Immunhistochemischen (IHC) Färbungen bestimmte Gewebe mittels Formalin fixiert und 

anschließend in Paraffin eingelegt wurde (PE). Alle Gewebeproben wurden von Frau PD Dr. 

Monoranu (Universität Würzburg, Institut für Pathologie, Neuropathologie) sowie im 

Bedarfsfall weiteren erfahrenen Neuropathologen, auf ihre Repräsentativität untersucht. GBM 

Gewebeproben mit einem Tumorzellanteil von unter 80 % wurden aus der Studie 

ausgeschlossen [5].  

42 Patienten, deren klinischen Verlauf wir komplett erheben konnten, wurden in die 

Überlebenszeitanalysen eingeschlossen. Bei der Vergleichsanalyse des progressionsfreien 

Überlebens (PFS) mussten wir 6 Patienten mit primär multifokalen Tumoren ausschließen, da 

diese die RANO-Kriterien [61] für einen Progress nicht erfüllten. Zur Bestimmung des 
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Resektionsausmaßes wurden die prä- und postoperativen (max. 72 h nach OP) MRT-Bilder 

von einem erfahrenen Neuroradiologen (Universität Würzburg, Institut für Diagnostische 

und Interventionelle Neuroradiologie) befundet. Bei komplett fehlender 

Kontrastmittelaufnahme im Tumorbereich in den postoperativen MRT-Bildern wurde die 

Resektion als komplett klassifiziert, bei residueller Kontrastmittelaufnahme ab einer Größe 

von einem Voxel auf der T1-gewichteten Sequenz als inkomplett. Das Tumorvolumen wurde 

mittels eines semiautomatischen Verfahrens des Programmes DISPImage [60] anhand 

präoperativer T1-gewichteter MPRage-Sequenzen nach Kontrastmittelgabe, die auf einem 

MAGNETOM Trio erstellt worden waren, erhoben. Hierfür wurden die Regionen von 

Interesse (ROIs) manuell auf jeder Schicht der Digital Imaging and Communications in Medicine 

(DICOM) Aufnahmen eingezeichnet, um unter Zuhilfenahme der Schichtdicke, das Volumen 

des Tumors abschätzen zu können [5]. 

3.2.2 RNA- und DNA-Extraktion 

Die messenger RNA (mRNA) und genomische DNA der kryokonservierten Gewebeproben 

wurden mittels des TRIzol® Reagenz nach Angaben des Herstellers extrahiert. Anschließend 

wurde die genomische DNA bei -80 °C gelagert und die mRNA direkt mittels des High 

Capacity RNA-to-cDNA Kit in komplementäre DNA (cDNA) revers transkribiert. Die cDNA 

wurde mit destilliertem Wasser auf eine Konzentration von 5 ng/µl verdünnt und 

anschließend vor ihrer weiteren Verwendung ebenfalls bei -80 °C gelagert [5]. 

3.2.3 Quantitative Echtzeit PCR (qPCR) 

Vier µl cDNA jeder Probe wurden mittels qPCR auf ihre ATF5-mRNA Expression untersucht. 

Wir verwendeten ein Duplex Setting, bei der die cDNA mitsamt der Sonde ATF5_FAM und 

der internen Kontroll-Sonde GAPDH_VIC_PL sowie dem TaqMan Universal PCR Master Mix 

in einer einzigen Probe amplifiziert wurde. Alle Proben wurden in Triplikaten getestet. Nach 

einer Enzymaktivierung von 2 min bei 50 °C und 10 min bei 95 °C wurde die cDNA in 50 

Zyklen aus 15 s bei 95 °C und 1 min bei 60 °C amplifiziert. Falls eine Standardabweichung von 

0,5 Ct überschritten wurde, wiederholten wir die Analyse der Probe. Da die per Biopsie und 

Autopsie gewonnenen NB-Proben eine vergleichbare ATF5- und Glycerinaldehyd-3-
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phosphatdehydrogenase- (GAPDH) Expression zeigten, wurden sie zu einer Gruppe 

zusammengefasst [5].  

3.2.4 IHC-Färbungen 

Wir führten IHC-Färbungen durch, um den IDH1 R132H-Mutationsstatus, sowie die Ki67 und 

ATF5 Proteinexpression in den Gewebeproben zu analysieren. Dafür fertigten wir 3µm dicke 

Schnitte der in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeblöcke an. Diese 

Schnitte wurde in einer abgestuften Reihe aus Xylol und Ethanol (100 %, 96 %, 70 %) und 

abschließend destilliertem Wasser rehydratisiert. Die Freisetzung der Epitope erfolgte durch 

Erhitzung der Proben auf 120 °C in Citratpuffer (pH=6,0) für 10 Minuten. Anschließend 

wurden die Schnitte mit 0,7 % Wasserstoffperoxid behandelt, um die Aktivität der humanen 

Peroxidase zu blockieren. Dann wurden die Schnitte mit 10 % Ziegenserum behandelt und 

entweder mittels des IDH1 R132H-, Ki67- oder ATF5-Antikörpers unter Verwendung des 

Envision Systems HRP DAB mit 3,3’-Diaminobuttersäure (DAB) gefärbt. Der Zellkern wurde 

mittels einer sauren Hämalaun-Lösung gegengefärbt [5].   

Die Immunreaktion der IDH1 R132H-Färbung wurde mittels eines zweikategorialen 

Auswerteverfahrens als positiv oder negativ bewertet, je nachdem ob die Tumorzellen eine 

deutliche zytoplasmatische Anfärbung zeigten oder nicht. Für die Ki67-Färbung erhoben wir 

den Anteil der Zellen mit spezifischer positiver Färbung [5].   

Die ATF5-Färbungen wurden semiquantitativ ausgewertet. Wir fertigten mittels eines LEICA 

DMI 3000B Mikroskops repräsentative Aufnahmen fünf verschiedener Areale jedes Schnittes 

bei standardisierten Bedingungen (40×-Objektiv; Belichtungszeit: 25 ms; Gain: 1,0×; Gamma: 

1; ansonsten Standardeinstellungen) an. Anschließend wurden diese mittels der “batch 

processing” Funktion des Open-Source Programmes ImageJ bzw. Fiji [62-64] bezüglich ihrer 

Färbeintensität untersucht. Das verwendete Makro lautete wie folgt [5]:   
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 imgName=getTitle(); 

 run(“Colour Deconvolution”, “vectors=[H DAB]”); 

 selectWindow(imgName+“−(Colour_3)”); 

 close(); 

 selectWindow(imgName+“−(Colour_1)”); 

 close(); 

 selectWindow(“Colour Deconvolution”); 

 close(); 

 selectWindow(imgName+“−(Colour_2)”); 

 run(“Measure”); 

 run(“Close All”); 

Mittels der “color deconvolution” Funktion [65] wurden der Hämalaun- und DAB-Farbkanal 

aus der ursprünglichen Aufnahme extrahiert. Anschließend bestimmten wir die mittlere 

Intensität der in 8-bit-Graustufen konvertierten DAB-Bilder und berechneten aus dieser die 

optische Dichte (OD) mittels der Annäherungsformel OD=log (255/Mittlere Intensität). Um 

den Einfluss diverser Störfaktoren, wie gewebefreier Areale oder unspezifischer 

Hintergrundfärbung zu verringern, verwendeten wir die mediane OD aller fünf Aufnahmen 

pro Schnitt für die weiterführenden Analysen [5].   

Da die optische Absorption von DAB nicht dem Lambert-Beerschen Gesetz folgt und man 

deswegen keine lineare Korrelation der Antikörper-Bindung und der DAB-Intensität 

voraussetzen sollte [66], unterteilten wir unsere Proben anhand der medianen OD in eine 

Gruppe mit hoher optischer Dichte und eine Gruppe mit niedriger optischer Dichte, um den 

tolerierten statistischen Fehler zu minimieren [5]. 



 
16 

 

3.2.5 HRM Analysen 

Wir behandelten die aus den kryokonservierten Gewebeproben extrahierte DNA, sowie 

humane Kontrollen des Cell-to-CpG™ Methylated and Unmethylated gDNA Control Kit nach 

Anleitungen des Herstellers mit dem Bisulfite Conversion Kit, um die unmethylierten 

Cytosine des DNA-Stranges zu Uracil zu desaminieren [5].   

Anschließend untersuchten wir die Methylierung der Zellen per HRM. Bei dieser Methode 

wird eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit nachfolgender Schmelzanalyse der PCR-

Produkte kombiniert, um die MGMT-Promotormethylierung zu bestimmen. Die Analysen 

wurden mit einem StepOnePlus™ PCR System durchgeführt [5].   

Nach der Bisulfite Konversion zeigen die PCR-Produkte der unmethylierten DNA einen 

verhältnismäßig geringeren GC-Anteil als die hochmethylierten DNA-Stränge, was aufgrund 

der dadurch geringeren Wasserstoffbrückenbindungen zu einer erniedrigten 

Schmelztemperatur der DNA-Doppelstränge führt. Die HRM-Primer wurden auf Basis der 

Vorarbeiten von Adachi et al. [67] ausgewählt und mittels der Methyl Primer Express® 

Software verifiziert. Die Proben wurden zur Enzymaktivierung für 10 min auf 

95 °C erhitzt und anschließend für 45 Zyklen aus jeweils 15 s bei 95 °C und 1 min bei 60 °C 

amplifiziert. Die Schmelzanalyse wurde bei 10 s bei 95 °C, 1 min bei 60 °C, 15 s bei 95 °C und 

15 s bei 60 °C durchgeführt [5]. 

3.3 STATISTISCHE ANALYSEN  

Die qPCR-Daten wurden anhand der 2−ΔΔCt-Methode ausgewertet [68]. Als statistische 

Grundlage verwendeten wir den medianen Ct-Wert der technischen Replikate. Die erhobenen 

Daten aus multiplen Läufen wurden mittels der ExpressionSuite Software v1.0.3 überprüft 

und auf einheitliche Schwellenwerte angeglichen. Die weiteren statistischen Analysen wurden 

mittels der IBM SPSS Statistics 25 Software erstellt. Wir verglichen die Gruppen durch eine 

ANOVA (nach vorherigem Levene-Test) und, bei signifikantem Ergebnis, Scheffé-Test als post 

hoc-Test miteinander. Die Primärtumoren und ihre jeweiligen Tumorrezidive wurden mittels 

eines gepaarten zweiseitigen t-Tests miteinander verglichen. Um das PFS und das OS der 

Patienten zu untersuchen, teilten wir die Patientenpopulation anhand der medianen ATF5-

Expression (6-fach) in eine hochexprimierende und eine niedrigexprimierende Gruppe ein [5]. 
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Das Langzeitüberleben der Patienten wurde dabei mittels Kaplan-Meier-Analyse (Breslow) 

verglichen, während wir das Kurzzeitüberleben mittels einer zeitabhängigen Cox-Regression 

bewerteten. uni- und multivariate Analysen der Überlebensdaten wurden mittels des cox 

proportional hazards-Modell untersucht [5].   

Wir verglichen die Schmelzkurven unter Verwendung der High-Resolution Melting Software 

und des line of best fit-Modells mit den entsprechenden HRM-Kontrollen. Die durchschnittliche 

optische Dichte der anti-ATF5-gefärbten NB- (n=8), LGG- (n=31) und GBM- (n=21) 

Gewebeproben wurden mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests miteinander 

verglichen. Aufgrund der kleinen Probenanzahl führten wir hierfür keine weiterführenden 

Subgruppenanalysen durch [5].  

Bekannte prognostische Faktoren wurden bezüglich ihres Zusammenhangs mit PFS und OS 

in die Überlebenszeitanalysen miteinbezogen. So wurden neben der Durchführung 

multivariater Analysen die hochexprimierende und niedrigexprimierende Gruppe mittels 

nicht-parametrischer Tests auf eine ungleiche Verteilung untersucht [5].  

3.4 LITERATURZUSAMMENFASSUNG UND GESAMTANALYSE 

Um Publikationen, die Veränderungen der MGMT-Promotormethylierung beschreiben, zu 

identifizieren, führten wir eine PubMed-Literaturrecherche mit den Suchbegriffen “MGMT 

AND glioblastoma AND relapse“, “O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase AND 

glioblastoma AND relapse“ und “MGMT AND methylation AND change“ durch. Die 

Literaturrecherche wurde letztmalig am 30.10.2019 und von zwei Investigatoren unabhängig 

voneinander durchgeführt (J. Feldheim, C. Hagemann) [3].  

Wir schlossen nur Resultate in englischer Sprache ein. Artikel zu anderen Tumorentitäten, 

ohne Daten zur MGMT-Promotormethylierung, ohne Informationen zur MGMT-

Promotormethylierung im Primär- und Rezidivtumor oder ohne gepaarte Primärtumoren und 

Tumorrezidive wurden aus den weiteren Analysen ausgeschlossen [3].  

Zur Validierung führten wir eine ähnliche Suche über die Web-of-Science Datenbank durch. 

Bei dieser zeigten sich jedoch keine weiteren Berichte von entsprechender Qualität oder 

Thematik, um in unsere Analysen aufgenommen zu werden. Unsere 

Literaturzusammenfassung und Meta-Analyse wurden in Übereinstimmung mit den 
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PRISMA-Richtlinien (Abbildung 1) durchgeführt. Die durch Datenbanksuche erhobenen 

Publikationen wurden außerdem auf relevante Zitierungen inkl. Kreuzreferenzen untersucht. 

Hierdurch konnten wir mehrere Publikationen, die von ähnlichen Beobachtungen berichten, 

identifizieren. In die Gesamtanalyse/Meta-Analyse wurden nur Studien mit einer Fallzahl ≥10 

Patienten eingeschlossen. Unabhängig von der verwendeten Technik wurde die Methylierung 

basierend auf dem cut-off-Wert der jeweiligen Studie in methyliert und unmethyliert 

unterschieden und nicht nach Methylierungsgrad. Falls die MGMT-Promotormethylierung in 

einer Studie mit mehreren unterschiedlichen Methoden untersucht wurde, konzentrierten wir 

uns auf die Methode mit der größeren Anzahl valide untersuchter Proben. Es wurden nur 

Patienten eingeschlossen, bei denen sowohl im Primärtumor als auch im zugehörigen Rezidiv 

die MGMT-Promotormethylierung analysiert wurde. Deswegen wurde ein Großteil der 

eingeschlossenen Daten aus Tabellen oder dem Anhang der Publikationen erhoben und wird 

somit nicht zwangsläufig in der hier verwendeten Form direkt im Text der Quellen genannt 

[3].  
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Abbildung 1: Systematische Zusammenfassung der ein-/ausgeschlossenen Literaturquellen in 

Bezug auf Veränderungen der MGMT-Promotormethylierung im GBM-Rezidiv nach 

PRISMA-Richtlinien. Angepasst nach [3]. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1  PATIENTENKOHORTE 

Wir untersuchten insgesamt 40 Patienten mit einem nachgewiesenen LGG WHO Grad II und 

79 Patienten mit einem bestätigten GBM WHO Grad IV auf ihre ATF5-mRNA-Expression. Für 

51 der GBM-Patienten, die zwischen Januar 2011 und Dezember 2013 in unserer Institution 

behandelt wurden, erhoben wir retrospektiv die klinischen Daten [5].   

Die Patientencharakteristika, sowie Informationen über deren Therapie, Überleben, etc. sind 

in Tabelle 7 zusammenfasst. Bei 9 dieser Patienten wurde primär ein multifokales GBM, bei 27 

Patienten ein primär lokales GBM mit lokalem Rezidiv und bei 15 Patienten ein primär lokales 

GBM mit multifokalem Rezidiv diagnostiziert. Bei 5 der Patienten mit Lokalrezidiv 

(Erstrezidiv: n=5; Zweitrezidiv: n=1) und 1 Patienten mit Multifokalrezidiv war es uns auch 

möglich, das Gewebe des Rezidivtumors zu gewinnen und zu analysieren [5].   

Einige der eingeschlossenen Patienten wurden post-/präoperativ teilweise oder komplett in 

externen Institutionen behandelt. Außerdem konnten einige Analysen bei insuffizienter 

Menge der Gewebeproben nicht durchgeführt werden. Deswegen fehlen punktuell die 

Informationen zur Chemotherapie (n=4), Strahlentherapie (n=3), MGMT-

Promotormethylierung (n=9), IDH-Mutation (n=10), Ki67-Färbung (n=3) oder zum 

Resektionsausmaß des Tumors (n=1) [5].  

4.2 ATF5-EXPRESSION IN GLIOM-PROBEN  

Verglichen mit den NB-Proben fand sich in der qPCR eine 7-fache Überexpression der ATF5-

mRNA in den LGG- (p<0,001) und eine 10-fache Überexpression in den GBM-Proben (p<0,001) 

(Abbildung 2a). Die ATF5-Expression im LGG und GBM unterschied sich jedoch nicht 

signifikant voneinander (p>0,05). Da die ATF5-Expression im GBM nicht nur erhöht war, 

sondern auch eine deutliche Fluktuationsrate zur Darstellung kam, untersuchten wir, ob GBM 

unterschiedlicher Wachstumsmuster bei Diagnose des Primär- und Rezidivtumors 

unterschiedliche AFT5-Expressionen aufwiesen (Abbildung 2b) [5].   
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Tabelle 7: Zusammenfassung der klinischen Daten der GBM-Patienten 

Angegeben sind jeweils die absoluten Zahlen der GBM-Patienten in jeder Gruppe sowie der Anteil an der untersuchten Population.  

Abkürzungen: ccm, Kubikzentimeter; D, Diagnose; d, Tage; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group-Skala; GBM, Glioblastoma multiforme; IDH, Isozitrat-

Dehydrogenase; MGMT, O6-Methylguanin-DNA Methyltransferase; OS, Gesamtüberleben; PFS, Progressionsfreies Überleben; TMZ, Temozolomid; 

WT, Wildtyp. Angepasst nach [5]. 

Grundlegende Patientendaten 

Geschlecht Weiblich: 19 / 37,3 % Männlich: 32 / 62,7 % 

Alter bei D (Median) 59 Jahre 

Karnofsky Index bei D 0 - 40 %: 5 / 9,8 % 60 - 80 %: 17 / 33,3 % 90 - 100 %: 29 / 56,9 % 

ECOG bei D 0: 26 / 50,9 % 1: 19 / 37,3 % > 1: 6 / 11,8 % 

Therapie 

Zeit von D bis Operation 0 - 7 d: 28 / 54,9 % 8 - 14 d: 15 / 29,4 % > 14 d: 8 / 15,7 % 

Operatives Verfahren Biopsie: 9 / 17,6 % Totalresektion: 11 / 21,6 % Subtotale Resektion: 31 / 60,8 % 

Chemotherapie mit TMZ Ja: 38 / 80,9 % Nein: 9 / 19,1 % 

Strahlentherapie Ja: 45 / 93,7 % Nein: 3 / 6,3 % 

Klinischer Verlauf 

OS 0 - 6 Monate: 5 / 9,8 % > 6 Monate: 46 / 90,2 % 

Rezidiv/Progress Primär multifokal: 9 / 17,7 % Lokalrezidiv: 27 / 52,9 % Multifokalrezidiv: 15 / 29,4 % 

PFS 0 - 6 Monate: 8 / 19 % > 6 Monate: 34 / 81 % 

Tumorcharakteristika 

Tumorvolumen (Median) 24,3 ccm 

Tumorlokalisation bei D Linkshemisphärisch: 28 / 54,9 % 
Rechtshemisphärisch: 18 / 35,3 

% 
Bihemisphärisch: 5 / 9,8 % 

Tumorlokalisation 

bei D (Lappen) 

Frontal: 

15 / 29,4 % 

Okzipital: 

6 / 11,8 % 

Temporal: 

8 / 15,7 % 

Parietal: 

5 / 9,8 % 

Multifokal: 

16 / 31,4 % 

Andere: 

1 / 1,9 % 

IDH1 Mutation  Wt IDH1: 36 / 87,8 % IDH1 R132H: 5 / 12,2 % 

MGMT Promotormethylierung Unmethyliert: 10 / 23,8 % Methyliert: 32 / 76,2 % 

Ki67 Färbung (Median) 25 % 
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Abbildung 2: ATF5-Expression in Gliomproben 

Wir untersuchten die ATF5-mRNA-Expression von kryokonservierten Tumorgewebsproben mittels 

qPCR und verwendeten GAPDH als endogenen Marker. (a) Vergleich der ATF5-mRNA-Expression in 

NB (n=10), LGG (n=40) und GBM (n=79). Die Punkte stellen jeweils statistische Ausreißer dar. 

(b) Expressionsanalyse der ATF5-mRNA in NB- (n=10) und GBM-Proben mit verschiedenen 

Wachstumsmustern (primär lokale Tumoren (n=27) und ihre Lokalrezidive (n=5), primär lokale 

Tumoren (n=15) und ihre Multifokalrezidive (n=1) und primär multifokal wachsende Tumoren (n=9)). 

ANOVA (Scheffé-Prozedur). Der Median und die Quartile sind dargestellt, die Fehlerbalken 

repräsentieren das 95 % CI. (c) Wir färbten ATF5 mittels eines DAB-basierten Protokolls in Paraffin 

eingebetteten NB- (n=8), LGG- (n=31) und GBM-Proben (n=21). Zudem stellten wir gezielt die 

perinekrotischen Palisaden in GBM dar. Gezeigt ist je ein repräsentatives Beispiel in 400facher 
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Vergrößerung. (d) Quantifizierung der ATF5-Proteinexpression basierend auf der optischen Dichte 

(OD) der anti-ATF5-DAB-Färbungen in NB (n=8), LGG (n=31) und GBM (n=21). Wir unterteilten die OD 

anhand des Medians in die zwei Gruppen „hohe OD“ und „niedrige OD“ und verglichen diese 

anschließend mittels eines ungepaarten-zweiseitigen t-Tests. Der Median und die Quartile sind 

dargestellt, die Fehlerbalken repräsentieren das 95 % CI.  

Abkürzungen: GBM, Glioblastoma multiforme; LGG, Gliom WHO Grad II; NB, Hirngewebe ohne 

Hinweis für / Nachweis einer Pathologie des zentralen Nervensystems. Angepasst nach [5] 

 

Die von uns untersuchten Subgruppen der GBM-Primärtumoren mit späterem Lokalrezidiv, 

GBM-Primärtumoren mit späterem multifokalen Rezidiv und primär multifokal wachsenden 

GBM-Tumoren zeigten eine vergleichbare ATF5-Expression (p=0,620). Selbiges bestätigte sich 

im Vergleich der Primärtumoren mit ihren jeweilen Lokal- (p=0,928) und Multifokalrezidiven 

(p=0,985) (Abbildung 2b), und ebenso für Tumoren unterschiedlicher Lokalisationen (links-, 

rechts- oder bihemisphärisch: (p=0,524); Lokalisation im Frontal-, Okzipital-, Temporal-, 

Parietal-, oder in multiplen Hirnlappen: (p=0,829)) [5].  

Die ATF5-Expression zeigte keine signifikante Korrelation mit der Eastern Cooperative 

Oncology Group Skala (ECOG) oder dem Tumorvolumen und war für Patienten beider  

Geschlechter vergleichbar (p>0,05). Das Alter der Patienten bei Diagnosestellung hingegen 

korrelierte im nicht-parametrischen Test signifikant mit der ATF5-mRNA-Expression (r=0,339, 

p=0,028). Interessanterweise korrelierten außerdem der Proliferationsindex, den wir mittels 

der Ki67-Färbung bestimmten und die ATF5-mRNA-Expression signifikant invers 

miteinander (r=-0,421, p=0,007) (Tabelle 8) [5].   

Um zu evaluieren, ob sich die beobachtete ATF5-mRNA-Überexpression der GBM im 

Vergleich zu NB ebenfalls auf der Proteinebene bestätigen ließ, färbten wir 8 NB-, 31 LGG- 

und 21 GBM-Proben immunhistochemisch auf ATF5 (Abbildung 2c).  Im NB-Gewebe 

zeigte sich eine überwiegend zytoplasmatische Anfärbung der Neuronen, jedoch nicht der 

Astrozyten. Im Gegensatz dazu stellten sich die Tumorzellen mit einer starken nukleären 

Anfärbung dar. Diese war am stärksten in den GBM-Zellen ausgeprägt, die die 

perinekrotische Palisade bildeten (Abbildung 2c). Zur semiquantitativen Bestimmung der 
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ATF5-Proteinexpression bestimmten wir die OD (Abbildung 2d). Verglichen mit den NB-

Proben (mittlere OD 37 %). 

 

Tabelle 8: Uni- und multivariate Analysen des 12 Monats-OS von 42 GBM-Patienten 

Durch Anwendung des „Cox proportional hazard“-Modells wurde das 12 Monats-OS mittels uni- und 

multivariater Analysen verglichen. Signifikante Resulate sind in fett dargestellt. 

*HR-Kalkulationen waren durch die limitierte Fallzahl eingeschränkt.  

Abkürzungen: ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group-Skala; GBM, Glioblastoma multiforme; 

IDH, Isozitrat-Dehydrogenase, MGMT, O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase; OS, 

Gesamtüberleben; TMZ, Temozolomid. Angepasst nach [5] 

Variablen Univariates Modell Multivariates Modell (p<0.001) 

HR 95 % CI p-Wert HR 95 % CI p-Wert 

Geschlecht 

(männlich) 

1,654 0,427–6,403 0,466 3,589 0,662–19,454 0,138 

Alter 1,054 0,993–1,118 0,084 0,948 0,851–1,056 0,329 

ATF5 (niedrig) 0,24 0,051–1,133 0,072 0,103 0,011–0,967 0,047 

Keine TMZ 

Therapie 

12,721 3,480–46,498 <0,001 29,929 1,915–

467,737 

0,015 

Keine Strahlen-

therapie 

6,958 1,437–33,688 0,016 18,869 2,113–

168,521 

0,009 

Tumorresektion  

Total 1 Referenz 0,005 
   

Subtotal 4,65E+07* 0–6,23E+141* 0,947 
   

Biopsie 3,72E+06* 0–4,99E+142* 0,937 
   

ECOG  

4 1 Referenz 0,984 
   

3 0* 0 bis 

unendlich* 

0,992 
   

2 0* 0 bis 

unendlich* 

0,992 
   

1 0,572 0,064–5,122 0,617 
   

0 0,508 0,059–4,346 0,536 
   

IDH Wildtyp 22,022* 0–4,95E+06* 0,623 
   

Ki67-Färbung ( 

%) 

1,015 0,952–1,082 0,652 
   

Unmethylierter 

MGMT- 

Promotor 

6,605 0,686–63,591 0,102 
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war die OD der untersuchten LGG (mittlere OD 58 %, p>0,001) und GBM (mittlere OD 57 %, 

p=0,001) signifikant erhöht, was für eine ATF5-Überexpression im Gliomgewebe 

unterschiedlichen WHO-Grades auf der Proteinebene sprach. Die ATF5-Proteinexpression in 

LGG und GBM unterschied sich nicht signifikant (p=0,666) [5].  

4.3 ÜBERLEBENSZEITANALYSE DER GBM-PATIENTEN, AUFGETEILT NACH 

SUBGRUPPEN HOHER UND NIEDRIGER ATF5-MRNA-EXPRESSION ZUM 

ZEITPUNKT DER ERST-OPERATION. 

Um eine mögliche prognostische Signifikanz der ATF5-Expression auf den weiteren 

klinischen Verlauf der 42 GBM-Patienten mit retrospektiv komplett erhobenen klinischen 

Daten zu bestimmen, unterteilten wir unser Patientenkollektiv anhand der medianen ATF5-

mRNA Expression zum Zeitpunkt der erstmaligen Operation in zwei gleich große Gruppen 

(jeweils n=21) [5].   

Im ersten Jahr nach Diagnosestellung zeigte sich eine deutliche Aufteilung der beiden 

Überlebenskurven mit einem signifikanten Überlebensvorteil der niedrigexprimierenden 

Gruppe (medianes OS 18 gegenüber 13 Monaten in der hochexprimierenden Gruppe, 

p=0,022). Dieser signifikante Unterschied verschwand jedoch, bei sich schrittweise 

annähernden Überlebenskurven, im weiteren Verlauf nach 24 Monaten (p=0,084); (Abbildung 

3a, Tabelle 9 und Tabelle 8). Die Analysen des PFS zeigten ein ähnliches Ergebnis. In der 

niedrigexprimierenden Gruppe war die mediane Zeit bis zum erstmaligen Auftreten eines 

Tumorprogress/Tumorrezidivs 12 Monate, während Selbiges in der hochexprimierenden 

Gruppe im Median bereits nach 6 Monaten der Fall war (p=0,024); 

(Abbildung 3b und Tabelle 10). Um mögliche Verzerr- und Störeffekte durch bekannte 

prognoserelevante Faktoren auszuschließen, führten wir für das ausgewählte 

Patientenkollektiv (n=42) weitere Korrelationsanalysen durch [5]:  

Wie erwartet, korrelierte das Alter der Patienten zum Diagnosezeitpunkt signifikant sowohl 

mit dem OS (r=-0,479, p=0,001) als auch dem PFS (r=-0,473, p=0,004). Der ECOG korrelierte mit 

dem PFS (r=-0,334, p=0,047). Zudem stellte sich eine signifikante Korrelation des 

Resektionsausmaßes (r=0,419, p=0,006) und der TMZ-Chemotherapie (r=0,614, p<0,001) mit 

dem OS dar (Tabelle 11) [5].  
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Abbildung 3: Kaplan-Meier-Analysen der GBM-Patienten mit hoher bzw. niedriger ATF5-mRNA-

Expression bei der initialen Operation 

Das Kollektiv der GBM-Patienten wurde anhand der medianen ATF5-mRNA-Überexpression 

verglichen zum NB (6-fach) in eine Gruppe hoher ATF5-Expression und niedriger ATF5-Expression 

aufgeteilt. Mittels Kaplan-Meier-Analysen (Breslow) wurde das (a) OS und (b) PFS beider Gruppen 

verglichen. 

Abkürzungen: GBM, Glioblastoma multiforme; OS, Gesamtüberleben; PFS, Progressionsfreies 

Überleben. Angepasst nach [5] 



 
28 

 

Variablen Univariates Modell Multivariates Modell (p<0.001) 

HR 95 % CI p-Wert HR 95 % CI p-Wert 

Geschlecht 

(männlich) 

1,056 0,519–2,150 0,88 1,318 0,594–2,927 0.497 

Alter 1,053 1,015–1,092 0,005 1,058 1,009–1,110 0.02 

ATF5 (niedrig) 0,564 0,276–1,150 0,115 0,676 0,292–1,567 0.361 

Keine TMZ-

Therapie 

11,01 3,696–32,797 <0,001 6,585 1,917–22,623 0.003 

Keine Strahlen-

therapie 

1,31 0,306–5,600 0,716 1,687 0,360–7,913 0.507 

Tumorresektion    
Total 1 Referenz 0,001 

   

Subtotal 1,592 0,623–4,063 0,331 
   

Biopsie 9,195 2,655–31,846 <0,001 
   

ECOG 

4 1 Referenz 0,355 
   

3 0,306 0,026–3,576 0,345 
   

2 1,027 0,092–11,487 0,982 
   

1 0,342 0,073–1,611 0,175 
   

0 0,246 0,052–1,160 0,076 
   

IDH Wildtyp 3,942 0,516–30,131 0,186 
   

Ki67-Färbung ( 

%) 

1,002 0,958–1,048 0,928 
   

Unmethylierter 

MGMT- 

Promotor 

2,248 0,946–5,343 0,067 
  

 
 

Tabelle 9: Uni- und multivariate Analysen des OS (kompletter Zeitraum) von 42 GBM-Patienten 

Durch Anwendung des „Cox proportional hazard“-Modells wurde das OS mittels uni- und multivariater 

Analysen verglichen. Signifikante Resultate sind in fett dargestellt. HR-Kalkulationen waren durch die 

limitierte Fallzahl eingeschränkt. 

Abkürzungen: ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group-Skala; GBM, Glioblastoma multiforme; 

IDH, Isozitrat-Dehydrogenase, MGMT, O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase; OS, 

Gesamtüberleben; TMZ, Temozolomid. Angepasst nach [5].
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Variablen Univariates Model Multivariates Model (p<0.001) 

HR 95 % CI p-Wert HR 95 % CI p-Wert 

Geschlecht 

(männlich) 

1,235 0,510–2,992 0,64 1,613 0,652–3,993 0,301 

Alter 1,057 1,018–1,098 0,004 1,047 1,008–1,088 0,019 

ATF5 (niedrig) 0,285 0,113–0,719 0,008 0,366 0,141–0,953 0,039 

Keine TMZ 

Therapie 

1,932 0,561–6,659 0,297 
   

Keine Strahlen-

therapie 

0,047* 0–710,216* 0,533 
   

ECOG 

4 1 Referenz 0,122 
   

3 3,737* 0,294–47,585* 0,31 
   

2 0,569 0,050–6,467 0,649 
   

1 0,652 0,138–3,088 0,59 
   

0 0,282 0,058–1,378 0,118 
   

IDH Wildtyp 0,447 0,100–2,004 0,293 
   

Ki67 Färbung ( 

%) 

0,944 0,889–1,004 0,066 
   

Unmethylierter 

MGMT 

Promotor 

1,994 0,664–5,990 0,219 
  

 
 

 

Tabelle 10: Uni- und multivariate Analysen des PFS von 42 GBM-Patienten 

Durch Anwendung des „Cox proportional hazard“-Modell wurde das 12 Monats-PFS mittels uni- und 

multivariater Analysen verglichen. Signifikante Resultate sind in fett dargestellt. *HR-Kalkulationen 

waren durch die limitierte Fallzahl eingeschränkt 

Abkürzungen: ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group-Skala; GBM, Glioblastoma multiforme; 

IDH, Isozitrat-Dehydrogenase, MGMT, O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase; PFS, 

Progressionsfreies Überleben; TMZ, Temozolomid. Angepasst nach [5]
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Tabelle 11: Korrelationsanalyen der ATF5-mRNA-Expression mit den klinischen Daten von 42 

GBM-Patienten  

Signifikante Ungleichverteilungen und Korrelationen der klinischen Daten wurden mittels nicht-

parametrischer Tests (Spearmen’s Rho) untersucht. Signifikante Korrelationen sind in fett dargestellt. 

Abkürzungen: d, Tage; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group-Skala; GBM, Glioblastoma 

multiforme; IDH, Isozitrat-Dehydrogenase; MGMT, O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase; mo, 

Monate; n.d., nicht bestimmt; PFS, Progressionsfreies Überleben; OS, Gesamtüberleben; TMZ, 

Temozolomid; WT, Wildtyp. Angepasst nach [5] 

 

 

Hohe 

Expression 

Niedrige 

Expression 

Verteilung Korrelation mit  

ATF5-mRNA OS PFS 

Geschlecht  

(weiblich / männlich) 
11 / 10 7 / 14 0,218 n.d. n.d. n.d. 

Alter bei D  

(Median) 
67 Jahre 49 Jahre 0,004 

r = 0,339 

p = 0,028 

r = -0,532 

p < 0,001 

r = -0,509 

p = 0,001 

Zeit von D bis Operation 

(Median) 
8 d 5 d 0,256 n.d. 

r = -0,075 

p = 0,599 

r = -0,031 

p = 0,845 

OS  

(Median) 
13 mo 18 mo 0,091 n.d. n.d. n.d. 

Rezidiv / Progress 

(kein Rezidiv / lokal / multifokal) 
4 / 13 / 4 2 / 10 / 9 0,095 

r = 0,167 

p = 0,290 
n.d. n.d. 

PFS  

(Median) 
6 mo 12 mo 0,029 

r = -0,324 

p = 0,054 

r = 0,430 

p < 0,001 
n.d. 

Karnofsky index bei D 

 (Median) 
80 % 90 % 0,146 

r = -0,034 

p = 0,830 

r = 0,226 

p = 0,111 

r = 0,336 

p = 0,029 

ECOG bei D  

(Median) 
1 0 0,112 

r = -0,024 

p = 0,878 

r = -0,082 

p = 0,566 

r = -0,381 

p = 0,013 

Operative Intervention 

(Biopsie / Totalresektion / 

Subtotale Resektion) 

5 / 11 / 5 1 / 16 / 4 0,477 n.d. 
r = 0,490 

p < 0,001 

r = -0,042 

p = 0,793 

Tumorvolumen  

(Median) 
23,1 ccm 45,8 ccm 0,261 

r = - 0,054 

p = 0,749 

r = 0,044 

p = 0,773 

r = 0,043 

p = 0,793 

Tumorlokalisation bei D  

(links / rechts / bihemisphärisch) 
11 / 8 / 2 12 / 8 / 1 0,680 n.d. n.d. n.d. 

Tumorlokalisation bei D  

(Lappen: frontal / okzipital / 

temporal / parietal / multifokal) 

5 / 3 / 5 / 1 / 7 8 / 2 / 2 / 4 / 5 0,421 n.d. n.d. n.d. 

Strahlentherapie 

(ja / nein) 
20 / 1 19 / 2 0,554 n.d. 

r = 0,159 

p = 0,266 

r = -0,265 

p = 0,090 

Chemotherapie mit TMZ  

(ja / nein) 
15 / 6 19 / 2 0,120 n.d. 

r = 0,601 

p < 0,001 

r = 0,280 

p = 0,072 

IDH1 Mutation  

(wt / mut) 
18 / 1 15 / 1 0,896 

r = -0,027 

p = 0,883 

r = 0,328 

p = 0,036 

r = -0,019 

p = 0,916 

MGMT Promotormethylierung  

(unmethyliert / methyliert) 
3 / 16 6 / 11 0,183 

r = 0,256 

p = 0,131 

r = 0,286 

p = 0,066 

r = 0,316 

p = 0,068 

Ki67 Färbung  

(Median) 
20 % 30 % 0,016 

r = -0,421 

p = 0,007 

r = 0,153 

p = 0,299 

r = 0,369 

p = 0,019 
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Zwischen der hoch- und niedrigexprimierenden Gruppe kam ein ähnliches Verteilungsmuster 

bezüglich des ECOG, des Tumorresektionsausmaßes und der TMZ-Chemotherapie zur 

Darstellung. Die Patienten in der hochexprimierenden Gruppe waren jedoch signifikant älter 

(p=0,003) und zeigten einen niedrigeren Ki67 Proliferationsindex (p=0,014) (siehe Tabelle 11). 

Um den möglichen prognostischen Effekt der ATF5-Expression unabhängig von dieser 

Ungleichverteilung abzuschätzen, führten wir weitere uni- und multivariate Analysen der 

Überlebenszeitdaten durch, bei welchen ATF5 signifikant prognostisch, jedoch abhängig mit 

dem Kurzzeit-OS (t<12 Monate, HR=0,103, 95 %iges-CI: 0,011-0,967, p=0,047) und dem PFS (12 

Monate, HR=1,047, 95 % CI: 1,008 -1,088, p=0,019) assoziiert war (Tabelle 11) [5].  

Zusammengefasst wurde ATF5 in den untersuchten Gliomen unabhängig des WHO-Grades, 

Wachstumsmusters und Rezidivverhaltens überexprimiert. Die ATF5-Expression war dabei 

prognostisch signifikant, jedoch nicht unabhängig, mit dem Kurzzeit-OS und PFS der 

Patienten assoziiert [5].   

Während unserer Untersuchungen fiel bei einigen Patienten eine unerwartete Veränderung 

der MGMT-Promotormethylierung auf. 

4.4 DIE MGMT-PROMOTORMETHYLIERUNG KANN SICH VOM 

PRIMÄRTUMOR ZUM REZIDIV ÄNDERN 

Wir analysierten Primärtumoren und ihre jeweiligen zugehörigen Rezidive mittels HRM und 

einem cut-off-Wert von 10 % (siehe Tabelle 12). Bei 38 % der Patienten beobachteten wir eine 

Veränderung der MGMT-Promotormethylierung. Die Veränderungen traten dabei in beide 

Richtungen auf. Zusätzlich zu der Detektion globaler Veränderungen ermöglicht es die HRM, 

Unterschiede im Grad der Methylierung zu detektieren. Einige der Patienten mit einem per 

definitionem positiven Methylierungsstatus, sowohl im Primärtumor als auch im Rezidiv, 

zeigten trotzdem einen Anstieg der MGMT-Promotormethylierung von mindestens 20 %. 

Insgesamt stellte sich somit bei 62 % der eingeschlossenen Patienten eine instabile 

Methylierung dar. Bei drei der Patienten wurde neben einem Erst- auch ein späteres 

Zweitrezidiv diagnostiziert und therapiert. Einer dieser Patienten hatte interessanterweise 
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Tabelle 12: Zusammenfassung der klinischen Daten der GBM-Patienten mit Primärtumor und zugehörigem Rezidiv 

Die MGMT-Promotormethylierung wurde mittels HRM mit einem cut-off-Wert von 10 % bestimmt. Entsprechend der Empfehlungen der WHO wurde für die 

Patienten mit einem Alter unter 55 Jahren und einer immunohistochemisch negativen IDH1R132H-Färbung eine ergänzende Pyrosequenzierung auf IDH1- und 

IDH2-Mutationen durchgeführt. Falls nicht anders angegeben, beziehen sich alle dargestellten Informationen auf den Zeitpunkt der Diagnose. 

Abkürzungen: ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group-Skala; IDH, Isozitrat-Dehydrogenase; MGMT, O6-Methylguanin-DNA Methyltransferase; OS, 

Gesamtüberleben; PFS, Progressionsfreies Überleben; TMZ, Temozolomid. Angepasst nach [3] 

 Patientencharakteristika Tumorcharakteristika Therapie Prognose 

Patient Geschlecht Alter 

[Jahre] 

ECOG Tumor-

volumen 

[ccm] 

Tumorlokalisation 

[Hemisphäre/Lappen] 

IDH 

Mutation 

MGMT 

Promotormethylierung 

Ki67 

Färbung 

[ %] 

Resektions-

ausmaß 

RT TMZ Rezidiv OS 

[Monate] 

PFS 

[Monate] 

       Primär-

tumor 

Rezidiv        

1 Weiblich 69 1 33,6 Rechts / okzipital Nein Negativ Negativ 20 Subtotal Ja Ja Lokal 18 3 

2 Weiblich 49 1 25,5 Links / parietal Nein Positiv Positiv 35 Subtotal Ja Ja Lokal 31 15 

3 Männlich 42 0 54,1 Links / parietal Nein Positiv Negativ 30 Subtotal Ja Ja Lokal 45 12 

4 Weiblich 70 1 9,3 Links / temporal Nein Positiv Positiv 10 Subtotal Ja Ja Lokal 30 3 

5 Weiblich 59 0 8,2 Links / temporal Nein Positiv Positiv 20 Subtotal Ja Ja Lokal 14 4 

6 Männlich 48 0 58,2 Rechts / frontal Nein Positiv Positiv 30 Total Nein Ja Lokal 34 22 

7 Männlich 66 1 19,1 Links / frontal Nein Negativ Positiv 20 Subtotal Ja Ja Lokal 15 4 

8 Männlich 58 3 89,9 Rechts / okzipital Nein Positiv Positiv 25 Subtotal Ja Ja Multifokal 24 4 

9 Männlich 49 0 54,8 Links / frontal Ja Negativ Positiv 30 Total Ja Ja Lokal 48 6 

10 Männlich 60 1 79,2 Links / temporal Ja Positiv Negativ 25 Total Ja Ja Lokal 25 7 

11 Männlich 22 3 2,2 Links / frontal Ja Positiv Positiv 35 Subtotal Ja Ja Multifokal 27 10 

12 Weiblich 47 1 2,3 Links / frontal Nein Positiv Positiv 25 Subtotal Ja Ja Multifokal 47 7 

13 Männlich 74 0 60,7 Links / temporal Nein Negativ Positiv 15 Subtotal Ja Nein Lokal 12 7 

Total Weiblich: 

5/38,5 % 

Männlich: 

8/61,5 % 

Median: 

58 

Median: 

1 

Median: 

33,6 

Links: 10 / 76.9 % 

Rechts: 3 / 23.1 % 

Frontal: 5 / 38.5 % 

Temporal: 4 / 30.8 % 

Okzipital: 2 / 15.4 % 

Parietal: 2 / 15.4 % 

Nein:  

10 / 76,9 

% 

Ja:  

3 / 32,1 % 

Negativ:  

4 / 30,8 % 

Positiv:  

9 / 69,2 % 

Negativ:  

3 / 23,1 % 

Positiv:  

10 / 76,9 % 

Median: 

25 

Total:  

3 / 23,1 % 

Subtotal:  

10 / 76,9 % 

Ja: 12 / 

92,3 % 

Nein: 

1 / 7,7 

% 

Ja: 12 / 

92,3 % 

Nein: 

1 / 7,7 

% 

Lokal:  

10 / 76,9 % 

Multifokal: 

3 / 23,1 % 

Median: 

27 

Median:  

7 
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Abbildung 4: Beispiel von zwei Patienten mit einer Veränderung der MGMT-

Promotormethylierung 

Die MGMT-Promotormethylierung wurde mittels HRM bestimmt. Dargestellt sind die jeweiligen 

Schmelzkurven inkl. Kontrollen. (a) Patient 3 hatte ein GBM, welches im Primärtumor zwischen 25 % 

und 50 % methyliert, in beiden Rezidiven jedoch komplett unmethyliert war. (b) Das GBM von Patient 

7 war im Primärtumor zwischen 10 % und 25 % methyliert, das Tumorrezidiv hingegen unmethyliert. 

Detaillierte Angaben zu den Patienten sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Angepasst nach [3] 

 

im Primärtumor einen positiven MGMT-Promotormethylierungsstatus, während beide 

Rezidivproben unmethyliert waren (Abbildung 4a) [3]. Zudem ist das Beispiel eines weiteren 

Patienten mit methyliertem Primärtumor und unmethyliertem Rezidiv dargestellt (Abbildung 

4 b). In unseren Analysen zeigte sich keine Korrelation der MGMT-Promotormethylierung im 

Rezidiv mit dem OS der Patienten (p>0,05) [5].  

4.5 GESAMTANALYSE DER EINGESCHLOSSENEN STUDIEN 

Um den Anteil der Patienten mit Veränderungen der MGMT-Promotormethylierung in einem 

größeren Kollektiv zu analysieren, fassten wir alle Studien mit mindestens einer Fallzahl von 

10 Patienten in einer Gesamtanalyse zusammen. Insgesamt beinhaltete diese somit 476 

Patienten. Davon sahen wir bei 115 Patienten (24 %, CI: 0,21 bis 0,28) eine Veränderung ihrer 

MGMT-Promotormethylierung im klinischen Verlauf (Abbildung 5a). Diese Veränderungen 

teilten sich auf in 71 Patienten (30 %, CI: 0,24 bis 0,36), die von einem methylierten zu einem 

unmethylierten Zustand (Abbildung 5b) und 44 Patienten (18 %, CI: 0,14 bis 0,24) von einem 

unmethylierten zu einem methylierten Zustand wechselten (Abbildung 5c) [3]. 
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Abbildung 5: Gesamtanalyse ausgewählter Daten aus Publikationen, die von Veränderungen der 

MGMT-Promotormethylierung im GBM-Rezidiv berichteten  

Die Analyse wurde mit IBM-SPSS Statistics 25 durchgeführt. Es wurden nur Studien mit einer Fallzahl 

≥ 10 Patienten eingeschlossen. (a) Veränderungen der MGMT-Promotormethylierung in beide 

Richtungen. 

(b) Verlust und (c) Hinzugewinn der MGMT-Promotormethylierung.  

Schwarze Vierecke: Prozentzahl der Patienten mit einer Veränderung, einem Verlust oder 

Hinzugewinn der MGMT-Promotormethylierung. Die Pfeile zeigen das 95 %ige CI (berechnet aufgrund 

des Wilson-Score-Intervalls [69]). Die vertikale gestrichelte Linie gibt den Gesamtanteil der 

Veränderungen bzw. des Verlustes oder Hinzugewinns in der Gesamtanalyse der eingeschlossenen 

Publikationen an. Angepasst nach [3]. 
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5 DISKUSSION 

5.1 ATF5 IST ZWAR MIT DER PROGNOSE DER PATIENTEN ASSOZIIERT, 

JEDOCH KEIN UNABHÄNGIGER MARKER 

In mehreren Vorpublikationen wurde bereits diskutiert, dass ATF5 einen prognostischen 

Marker für maligne Gliome darstellen könnte [54,57,70,71], was durch unsere Daten weiter 

unterstützt wird. Um einen bias unserer Ergebnisse durch Ungleichverteilung möglicher 

Störfaktoren zu vermeiden, untersuchten wir mehrere Charakteristika und Variablen, für die 

ein Zusammenhang mit der Prognose und dem Progress von GBM-Tumoren vorbeschrieben 

worden war. So zeigte sich neben einer negativen Assoziation der ATF5-Expressionen mit 

dem PFS und OS auch eine positive Korrelation mit dem ECOG, dem Resektionsausmaß und 

der Behandlung mit adjuvanter Chemo- und Strahlentherapie der Patienten. Wie zu erwarten, 

korrelierte zudem das Alter der Patienten bei Diagnosestellung negativ mit dem PFS und OS 

(Tabelle 8) [5]. 

Interessanterweise beobachteten wir eine negative Korrelation der ATF5-Expression und der 

Färbeintensität des Proliferationsmarkers Ki67. Es ist bekannt, dass eine hohe ATF5-

Expression das Zellüberleben durch die Unterdrückung apoptotischer Signalwege fördert [72]. 

Eine solche Expression tritt bspw. in neuronalen Vorläuferzellen auf [51,52], was dafür spricht, 

dass hohe ATF5-Expressionen das Tumorwachstum durch ein überlebensförderndes und 

apoptosevermeidendes Verhalten unterstützt [5,54,73,74].  

Nichtsdestotrotz zeigte sich in von uns untersuchten GBM-Proben auch eine prozentual 

erhöhte Ki67-Anfärbung. Diese war jedoch im Tumorgewebe inhomogen verteilt, was erneut 

die hohe molekulare intratumorale Heterogenität unterstreicht [75]. Eine hohe ATF5-

Expression korrelierte mit einer unvorteilhaften Prognose der GBM-Patienten sowie mit einem 

höheren Alter bei Diagnosestellung. Da das Alter bekanntermaßen einen Einfluss auf das OS 

der GBM-Patienten hat, könnte dies bedeuten, dass ATF5 kein unabhängiger prognostischer 

Marker ist [76]. Diese Annahme wurde durch die Ergebnisse der uni- und multivariaten Cox-
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Analyse unterstrichen. Nichtsdestotrotz zeigt die generelle ATF5-Überexpression unabhängig 

vom WHO-Grad oder Wachstumsmuster der malignen Gliome und ihre eindeutige Co-

Korrelation mit einem besseren PFS und Kurzzeit-OS bei niedriger ATF5-Expression das 

Potential von ATF5 als mögliches vielversprechendes Therapieziel auf [5].  

 

5.2 ATF5 STELLT EIN VIELVERSPRECHENDES THERAPIEZIEL DAR 

Der Goldstandard der GBM-Therapie fußt maßgeblich auf 3 Säulen: Operative Tumorexzision, 

um das Tumorvolumen zu verringern [77], Strahlentherapie für eine lokale und 

Chemotherapie für eine systemische Kontrolle des Tumorwachstums [78]. Das Spektrum 

innovativer neuer Therapiekonzepte ist jedoch weit. Hierzu zählen u. a. diverse 

immuntherapeutische Ansätze [40], zielgerichtete individualisierte Therapiekonzepte [79,80] 

und alternierende elektrische Wechselfelder [14,80]. Aufgrund ihrer molekularen 

Wirkmechanismen könnte eine Vielzahl solcher Therapiestrategien mutmaßlich durch ein 

(z.B. durch ATF5-Inhibition bedingtes) Heruntersetzen der Apoptoseschwelle unterstützt 

werden [5]. 

Inhibition der ATF5-Aktivität durch Applikation eines dominant-negativen ATF5-Proteins, 

welches künstlich hergestellt werden kann und sich durch fehlende N-terminale aktivierende 

und DNA-bindende Domänen und das Vorhandensein einer verstärkten bZip-Domäne 

auszeichnet, führte zu ausgeprägtem apoptotischen Zelltod in GBM-Zellkulturen. Der gleiche 

Effekt wurde durch einen knockdown der ATF5-Expression mittels spezifischer siRNAs erzielt 

[57,81]. In subkutanen und orthotopischen Mausmodellen wurde gezeigt, dass solche 

Konstrukte das Entstehen von experimentell-induzierten Gliomen verhindern oder diese 

sogar eradizieren konnten [5,57,81].  

Außerdem unterstützt ATF5-Expression die Strahlentherapieresistenz in Tumorzellen der 

Lunge und eine Inhibition von ATF5 könnte sogar zu einer verstärkten Sensitivität gegenüber 

einer Bestrahlung führen [82]. Der Effekt von ABT263 (Navitoclax), welches BH3-mimetisch 

und mittels Inhibition von BCl-2/BCl-xL wirkt [83], wird ebenfalls synergistisch durch ATF5-

Inhibition verstärkt [5,56].  
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Deswegen wurde ein synthetisches dominant-negatives ATF5-Peptid CP-d/n-ATF5-S1 mit 

einer Zell-penetrierenden Domäne entwickelt, welches in in vitro und in sechs verschiedenen 

Tiermodellen einen Effekt auf triple-negativen Brustkrebs, Prostata-, Pankreas-, nicht-

kleinzellige Lungen-, und kolorektale Karzinome sowie Melanome, hämatologische 

Neoplasien und GBM zeigte [55,56]. Es kann intraperitoneal oder subkutan appliziert werden, 

passiert die Blut-Hirn-Schranke, zeigt im Mausmodell eine speziesübergreifende Wirksamkeit 

und ist in humanem Blutserum stabil [5,55,56,84].   

Im in vivo Setting führte dieses Peptid zu einer signifikanten Abschwächung des 

Tumorwachstums durch eine pro-apoptotische Wirkung auf Tumorzellen, jedoch nicht auf 

Astrozyten oder andere physiologische Zelltypen, wodurch bei therapeutischem Effekt auf 

das Tumorgewebe die Integrität des NB-Gewebes gewahrt wurde [5].  

5.3 INITIALE UND INZIDENTELLE BEOBACHTUNGEN ZU VERÄNDERUNGEN 

DER MGMT-PROMOTORMETHYLIERUNG 

Die erste Beobachtung einer Veränderung der MGMT-Promotormethylierung wurde von 

Komine et al. als inzidenteller Fund während eines Projektes zum protektiven Wert der 

MGMT-Promotormethylierung bei Patienten mit LGG berichtet (Tabelle 13) [85]. In einer 

weiteren Studie, deren primärer Schwerpunkt auf der Validierung eines vereinfachten 

Methylierungs-spezifischen-PCR- (MSP) Protokolls zur Bestimmung der MGMT-

Promotormethylierung liegt, verglichen Cankovic et al. primäre Tumoren und Rezidive von 

astrozytären Tumoren unterschiedlicher Graduierung [86]. Detaillierte Informationen über 

den WHO-Grad der Tumoren bzw. die klinischen Daten der Patienten werden in beiden 

Studien jedoch aufgrund des anderweitigen Fokus der Projekte nicht mit bereitgestellt. 

Metellus et al. beschrieben den inzidentellen Fund eines sich ändernden MGMT-

Methylierungsstatus im Rezidiv eines GBM-Patienten, der mittels Tumorresektion und 

Implantation eines carmoustine waver behandelt worden war [3,87].  

Diese Veränderung konnte jedoch nur mittels der MethyLight-Technik (cut off > 0 %) 

detektiert und nicht mittels MSP bestätigt werden. Ebenfalls inzidentell ist eine 

Fallbeschreibung eines epithelialen GBM mit multiplen Rezidiven und methyliertem MGMT-

Promotor, dessen Histologie sich im Rezidiv zu einem herkömmlichen unmethylierten GBM 
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änderte [88]. Im Fokus einer anderen Studie stand die Identifizierung von molekularen 

Veränderungen nach Therapie und Wiederauftreten der Erkrankung mit besonderem 

Schwerpunkt auf DNA-Reparatur-Signalwege [89]. Veränderungen der MGMT-

Promotormethylierung wurden mittels Pyrosequenzierung mit einem cut off von 13 % 

erhoben. Jüngst wurden in einem Projekt Unterschiede in der miRNA-Expression zwischen 

Primärtumoren und Rezidiven untersucht [90]. Als Randnotiz bestimmten die Autoren die 

MGMT-Promotormethylierung in einer Subgruppe der Patientenkohorte, bei welcher der 

Großteil unmethylierter Proben im primären GBM sich im Tumorprogress als methyliert 

darstellte. Leider geben auch die Autoren dieser Studie keine weiteren Subgruppenanalysen 

mit an, da die Veränderung der MGMT-Promotormethylierung nur eine Nebenbeobachtung 

darstellte [3,90].   

Insgesamt implizieren diese Daten, dass die MGMT-Promotormethylierung im 

Krankheitsverlauf nicht immer stabil ist. Dies war der Anhaltspunkt für weitere 

Forschungsprojekte, um die potentiellen klinischen Implikationen dieser Veränderungen zu 

bestimmen [3]. 

5.4 SYSTEMATISCHE KLINISCHE STUDIEN ZU VERÄNDERUNGEN DER 

MGMT-PROMOTORMETHYLIERUNG 

Die ersten, die sich systematisch mit der Variabilität der MGMT-Promotormethylierung in 

GBM beschäftigten, waren Parkinson et al. in einer kleinen, 2008 publizierten Studie (siehe 

Tabelle 13) [91]. Die Proben wurden nicht nur mittels MSP, sondern auch über Promotor-

Sequenzierung analysiert, was schon die Detektion kleinerer Abweichungen erlaubte. Eine 

Zunahme der Methylierung wurde in 50 % der Patienten beobachtet, ein Verlust hingegen bei 

20 %. Somit behielten lediglich 30 % der Patienten einen unmethylierten MGMT-Promotor-

Status im Rezidiv. Interessanterweise wichen diese Ergebnisse von denen der MSP ab, bei der 

nur 2 von 4 Patienten eine Zunahme der Methylierung zeigten. Dieser Unterschied könnte 

durch die höhere Genauigkeit der Promotor-Sequenzierung entstehen, aber ebenso durch den 

veränderten cut off-Wert, der bspw. eine 4 %-Methylierung als positiv einordnet, während der 

aktuelle Standard in der klinischen Praxis bei 8 bis 10 % liegt [32,44]. Es sollte erwähnt werden, 

dass die Autoren einen Patienten mit methyliertem MGMT-Promotor im Primär- und 
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Rezidivfall beschreiben, der eine Zunahme des Methylierungsgrades um 28 % zeigt, welche 

nicht mittels MSP dargestellt werden konnte [3,91].   

Christmann et al. beleuchteten die Zusammenhänge zwischen dem MGMT-

Methylierungsstatus und der MGMT-Aktivität in GBM-Patienten näher [92]. Allgemein zeigen 

ihre Daten eine gesamtübergreifende Korrelation zwischen einer Methylierung des MGMT-

Promotors und fehlender oder geringer MGMT-Aktivität. Ebenfalls verglichen die Autoren 

primäre GBM-Proben mit ihren jeweiligen Rezidiven. Bei insgesamt 22 % der Proben 

beschrieben sie eine initiale Methylierung bei niedriger MGMT-Aktivität. Bei einem dieser 

Tumoren bildete sich eine verminderte und bei einem weiteren eine komplett verlorene 

MGMT-Promotormethylierung im klinischen Verlauf ab, wobei bei den Proben die MGMT-

Aktivität aufrechterhalten bzw. weiter erhöht wurde [3,92].  

Eine weitere Studie evaluierte Variationen der MGMT-Promotormethylierung und 

Proteinexpression nach adjuvanter Therapie in GBM-Patienten und kam dabei zu sehr 

ähnlichen Ergebnissen [93]. Zusammengefasst zeigte sich eine Korrelation zwischen dem 

Methylierungsstatus des MGMT-Promotors und der MGMT-Proteinexpression in 65 % der 

analysierten Fälle. Bei 33 % der Rezidiv-GBMs beschrieben die Autoren eine Änderung der 

MGMT-Promotormethylierung im Vergleich zum passenden Primärtumor desselben 

Patienten. Ein direkter, kurzfristiger Einfluss der Therapie auf die 

MGMT-Promotormethylierung konnte im Zellkulturexperiment jedoch nicht verifiziert 

werden [3,93].  

Eine japanische Forschungsgruppe beobachtete eine Korrelation der MGMT-mRNA-

Expression mit der MGMT-Promotormethylierung [94]. Die Autoren analysierten 

astrozytäre Tumoren der WHO-Grade II bis IV, von welchen 83 % ihre 

initiale Methylierung verloren, während die primär unmethylierten Tumoren ihre 

Methylierung im klinischen Verlauf nicht änderten. Suziki et al. spekulierten, 

dass therapieresistente Klone oder Gliomstammzellen die Therapie überleben, um 

anschließend einen Rezidivtumor zu bilden [3,94].  

In einer größeren Studie veränderten 37 % der GBM-Patienten, die mittels Strahlentherapie 

und TMZ-Chemotherapie behandelt wurden, ihre MGMT-Methylierung [95]. Sieben Jahre 

später konnten die Autoren ihre initiale Studie weiter ergänzen und berichteten von einer 

stabilen MGMT-Promotormethylierung bei 75 % der eingeschlossenen Patienten [3,48].  
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Aus einer anderen Perspektive gesehen bedeutet dies jedoch, dass 25 % der Patienten ihre 

MGMT-Promotormethylierung veränderten. In diese Studie wurden nur Patienten 

eingeschlossen, die adjuvant mittels RT und TMZ therapiert wurden, um den Einfluss 

verschiedener post-operativer Behandlungen auf die genetischen und epigenetischen 

Veränderungen als potentielle Störfaktoren auszuschließen. Beide Studien deckten eine 

signifikante Korrelation des OS mit dem MGMT-Methylierungsstatus des primären Tumors 

auf, jedoch keine ähnliche Korrelation im Rezidivfall. Daraus ergab sich keine definitive 

Implikation zur erneuten Testung der MGMT-Methylierung im Tumorprogress [3].  

Im Kontrast zu vorherigen Beobachtungen berichten Felsberg et al. von einer relativ niedrigen 

Prozentzahl an Patienten (11 %), die ihre MGMT-Promotormethylierung im Verlauf änderten 

[96]. Von diesen 11 % waren ihrer Aussage nach nur 6 % „echte Veränderungen“, bei denen 

der Verlust oder die Verminderung der MGMT-Promotormethylierung 

bei Tumorrezidiv nicht durch einen niedrigen Tumorzellanteil in der jeweiligen 

Gewebeprobe erklärt werden konnte [96]. Die Autoren schlussfolgern daraus, dass die MGMT-

Promotormethylierung sich bei einer Vielzahl der GBM-Patienten vom Primär- zum 

Rezidivtumor nicht verändert und sich daraus auch kein Zusatznutzen bzw. keine Implikation 

für wiederholte Testung der MGMT-Promotormethylierung in der täglichen klinischen 

Routine ergibt [3,96].   

Ein ähnlich niedriger Wert von nur 8 % Veränderung der MGMT-Promotormethylierung, 

mittels MSP-detektiert, wird von Park et al. berichtet [97]. Die Autoren analysierten die Proben 

ihrer 12 Patienten jedoch außerdem mittels methylierungsspezifischer Multiplexligation-

Probenamplifikation (MS-MLPA). Hierbei beobachteten sie eine Verminderung der MGMT-

Promotormethylierungsrate bei 75 % der Proben. Sie schlussfolgern daraus, dass solche 

Änderungen häufig undetektiert bleiben könnten, wenn die Proben einzig mit MSP untersucht 

werden [3,97].   

O´Regan et al. entschieden sich für ihre Analysen für Pyrosequenzierung mit einem cut off-

Wert von 9 % [98]. Während 64 % der Patienten bezüglich ihres Methylierungsstatus stabil 

blieben, beobachteten die Autoren bei 36 % eine Veränderung. Die Autoren stellen im 

Folgenden die Hypothese auf, dass solche Veränderungen mit der TMZ-Therapie 

zusammenhängen könnten.  Obwohl O´Regan et al. keinen signifikanten Einfluss der 

Veränderung der Methylierung mit dem PFS und OS der Patienten sehen, stellen sie in ihrer 
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Diskussion eine Notwendigkeit der Neubewertung der MGMT-Promotormethylierung nach 

Therapie heraus [3,98].  

Eine weitere Studie berichtet von einer Veränderung der MGMT-Promotormethylierung in 27 

% der Fälle [99]. Diese Studie unterscheidet sich wesentlich von ihren Vorgängern, da die 

Autoren mehrere Proben jedes individuellen Tumors entnahmen, je eine aus der 

Tumorperipherie und eine aus dem zentralen Bereich. Bei 80 % der Fälle zeigte sich ein 

homogenes Verteilungsmuster der MGMT-Promotormethylierung im gesamten Tumor. Bei 

20 % war die periphere Probe unmethyliert, jedoch die Probe aus dem Tumorzentrum 

methyliert. Die Autoren beobachteten nur bei diesen heterogen methylierten Tumoren eine 

Veränderung der Methylierung im Rezidivfall. Sie spekulieren deswegen, dass die 

Veränderungen aufgrund einer klonalen Expansion von vorher heterogenen Tumorzellen 

entsteht, die ein homogenes Tumorrezidiv hervorrufen [3,99].   

Die aktuellste Publikation zu diesem Thema fokussiert sich auf Patienten mit astrozytären 

Tumoren verschiedener WHO-Grade [100]. Die Autoren beobachteten dabei 12 Fälle einer 

Veränderung der MGMT-Promotormethylierung bei Analyse mittels MS-MLPA. Jedoch trat 

keine dieser Veränderungen bei den eingeschlossenen GBM-Patienten auf und betraf 

stattdessen hauptsächlich Gliome WHO-Grad III, insbesondere im Zusammenhang mit 

adjuvanter RT, jedoch nicht mit RT in Kombination mit Chemotherapie [100]. 

Der primäre Schwachpunkt vieler der oben beschriebenen Studien ist ihre verhältnismäßig 

kleine Fallzahl [3].  
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Komine et al. 

(2003) 
LGG 14    8 6 11 3 11/3/0      MSP (PE) 

Cankovic et 

al. (2007) 

LGG 

GBM 
10    4 6 3 7 7/2/1      MSP (PE) 

Parkinson et 

al. (2007) 
GBM 10 8 2 55 3 7 6 4 3/2/5  8/0 9   

Promotor 

sequenzierung & 

MSP (FF) 

Metellus et al. 

(2009)1 
GBM 18    6 12 6 12 18/0/0      

MSP & methyLight 

technique (FF) 

Christmann et 

al. (2010)2,3 

LGG 

GBM 
9    2/0 7 1/1 8 7/2/0      MSP (PE) 

Jung et al. 

(2010) 
GBM 16 7 9 53 11 5 9 7 11/4/1 15/1/0 14/2 16  19.5 MSP (PE) 

Brandes et al. 

(2010) 
GBM 38 28 10 49 13 25 11 27 24/8/6 27/10/1 11/27 38 12.0 24.3 MSP (PE) 

Suzuki et al. 

(2010) 

LGG 

GBM 
12 9 3 52 10 2 0 12 2/10/0  1 / 5 5 18.0  MSP (PE & FF) 

Tanaka et al. 

(2010)2 
GBM 1 1 0 55 1 0 0 1 0/1/0 1/0/0 1/0 0   MSP 

Felsberg et al. 

(2011)3 
GBM 80 58 22 57 31/3 49 26/3 54 71/7/2 40/33/6 16/64 56 9.1 18.3 

MSP & Pyro- 

sequenzierung (FF) 

Park et al. 

(2012) 
GBM 24 15 9 60 8 16 8 16 22/1/1  9/14 24 8.0  MSP & MS-MLPA (PE) 

Brandes et al. 

(2017) 
GBM 108 69 39 51 54 54 49 59 81/16/11 50/42/16 0/108   24.4 

MSP & Pyro- 

sequenzierung (PE) 

O’Regan et al. 

(2017) 
GBM 22 12 10 50 9 13 7 15 14/5/3  0/22 22   

Pyrosequenzierung 

(PE) 

Hudson et al. 

(2018) 
GBM 19 12 7 60 4 15 2 17 17/2/0  0/19 19 7.0 15.0 

Pyrosequenzierung 

(FF) 

Matos et al. 

(2018)4 
GBM 47    38 9 46 1 39/0/8   47   MSP (PE) 

Barresi et al. 

(2018)5 
GBM 11 4 7 60 4  10 3 8  11/0/0 11/0/0 0/11 11 16.0 27.0 MSP (PE) 

Harat et al. 

(2019)6 

LGG 

GBM 
45   45 30 15 27 18 33/9/3  14/20    MS-MLPA (PE) 

Eigene Daten GBM 13 8 5 58 9 4 10 3 8/2/3 3/10/0 1/11 12 7.0 27.0 HRM (FF) 

Zusammen-

fassung5 
 485    238 253 229 260 377/64/44       
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Tabelle 13: Zusammenfassung der bisherigen Publikationen, die sich mit Veränderungen der 

MGMT-Promotormethylierung im Gliomrezidiv befassen 

Falls die MGMT-Promotormethylierung in einer Studie mittels zweier verschiedener Methoden 

bestimmt wurde, ist nur die Methode, die bei der höheren Anzahl von Patienten valide Resultate 

erbrachte, in der Gesamtanalyse aufgeführt (Abbildung 5). 

1 In dieser Studie wurde eine Änderung mittels MethyLight-Technik, jedoch keine mittels MSP 

beschrieben. 

2 Wir schlossen diese Studien von der Gesamtanalyse aus, da die Anzahl eingeschlossener Patienten 

unter 10 lag.  

3 In diesen Studien wurde positive Promotormethylierung in zwei Gruppen unterteilt und es fand eine 

Unterscheidung zwischen positiv und schwach-positiv bzw. hemimethyliert statt. 

4 Die Autoren dieser Studie berichten nur die Anzahl der Patienten mit bzw. ohne Methylierung zum 

Diagnose- und Rezidivzeitpunkt, geben aber keine weiteren Informationen bezüglich individueller 

Veränderungen an. Aus diesem Grund bezogen wir die minimale Anzahl der Veränderungen, die 

stattgefunden haben mussten, in unsere Analysen mit ein. 

5 Barresi et al. untersuchten Tumorheterogenität und gaben 3 Tumorproben mit methylierter 

Zentralregion und unmethylierter Peripherie an. Sie beschreiben die gemessenen Veränderungen nicht 

als „echte Veränderungen“, sondern als subklonale Expansionen im Tumorrezidiv. Für unsere Analyse 

wurden diese Tumoren sowohl als methyliert, als auch unmethyliert gewertet. Folglich ließ sich diese 

Studie jedoch nicht stimmig in unsere Gesamtanalyse einschließen, weswegen sie trotz suffizienter 

Patientenzahl hiervon ausgeschlossen wurde.  

6 In dieser Studie wurden vier Methylierungsgruppen unterschieden. Wir fassten diese Informationen 

jedoch in eine „methylierte“ und eine „unmethylierte“ Gruppe zusammen. 

Abkürzungen: FF, Kryokonserviertes Gewebe; GBM, Glioblastoma multiforme; HRM, 

Methylierungsspezifische, hochauflösende Schmelzpunktanalyse; LGG, Gliom WHO Grad II; MGMT, 

O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase; MS-MLPA, Methylierungsspezifische Multiplexligation-

Probenamplifikation; MSP, Methylierungsspezifische Polymerase-Kettenreaktion; PE, In Paraffin 

eingebettetes Gewebe; PFS, Progressionsfreies Überleben; RT, Strahlentherapie; TMZ, Temozolomid. 

Angepasst nach [3]. 
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5.5 ÄNDERUNGEN DER MGMT-PROMOTORMETHYLIERUNG ENTSTEHEN 

REGELMÄßIG, ES GIBT ZUM AKTUELLEN ZEITPUNKT JEDOCH KEINE 

EINDEUTIGE IMPLIKATION FÜR EINE ERNEUTE TESTUNG IM REZIDIVFALL 

Die mittlerweile publizierte Vielzahl an Berichten über Veränderungen der MGMT 

Promotormethylierung, ist nicht mehr nur durch technische Fehler zu erklären [48,85-100]. Die 

Veränderungen können in beide Richtungen vorkommen, zeigten jedoch in der 

Gesamtanalyse tendenziell mehr Verluste (30 %) als Hinzugewinne (18 %) der MGMT 

Promotormethylierung. Da auf Grund der begrenzten Daten manche Störfaktoren nicht 

gänzlich zu vermeiden waren, weisen wir auf die Einschränkungen unserer Gesamtanalyse 

hin: Die Hauptlimitation liegt in der Inhomogenität der cut-off-Werte, unterschiedlicher 

Selektionskriterien, der verwendeten Methodik und einem potentiellen positiven 

Publikationsbias. Außerdem beschränkten vier der eingeschlossenen Studien ihre 

Patientenkohorte nicht nur auf GBM, sondern schlossen auch LGG ein [85,86,94,100]. Diese und 

weitere Limitierungen unserer Analyse ergeben sich damit direkt aus den Einschränkungen 

der originalen Studien [3].   

Die Autoren mehrerer Publikationen sind sich einig, dass es trotz Hinweisen auf einen 

Zusatznutzen zum jetzigen Zeitpunkt keine eindeutige Implikation für eine erneute Testung 

der MGMT-Promotormethylierung im Rezidiv in der klinischen Praxis gibt [48,96]. In diesem 

Sinne zeigen unsere Analysen Resultate, die mit den generellen Schlussfolgerungen mehrerer 

Vorpublikationen vereinbar sind: Zum jetzigen Zeitpunkt sehen wir (noch) keine 

gerechtfertigte klinische Implikation zur Re-Evaluierung der MGMT-Promotormethylierung 

im Rezidiv [3].   

Trotzdem steht fest, dass diese Veränderungen regelmäßig vorkommen und durch ein 

Zusammenspiel mehrerer Mechanismen entstehen. Selbst wenn über 75 % der Patienten eine 

stabile MGMT-Promotormethylierung zeigen, was vor allem bezüglich des 

Methylierungsgrades aktuell fragwürdig scheint, bleibt eine signifikante Anzahl an Patienten, 

bei denen bisher weder bestätigt noch ausgeschlossen werden kann, dass diese von einer 

Doppelbestimmung profitieren würden [48]. Ob sich die Indikation zur Doppelbestimmung 
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auch längerfristig nicht stellt oder die bisherigen Analysen einen tatsächlich vorhandenen 

Zusatznutzen nur noch nicht abbilden konnten, bleibt deswegen abzuwarten [3].  

5.6 WECHSELWIRKUNGEN ZWISCHEN TMZ UND DER 

MGMT-PROMOTORMETHYLIERUNG 

 

Interessanterweise könnte die MGMT-Promotormethylierung nicht nur ein Prädiktor für das 

Ansprechen der TMZ-Therapie sein, sondern auch direkt durch diese verändert werden. TMZ 

kann zu einer DNA-Hypermethylierung, gefolgt von einer globalen Demethylierung, führen, 

was die Frage aufwirft, ob TMZ eine Resistenz der Tumorzellen selbst induziert, indem es das 

Methylierungsmuster neu formt [101,102]. Auch in diesem Punkt kommen die bisherigen 

Studien teilweise zu gegensätzlichen Resultaten. Während einige der Vorpublikationen sich 

gegen einen Zusammenhang der TMZ-Therapie und einer Veränderung der MGMT-

Promotormethylierung aussprachen [93,96], teilten andere Autoren diese Ansicht nicht [95,103]. 

Eine Studie beschreibt einen signifikanten Verlust der Methylierung bei 7 von 8 Patienten, die 

mittels konkomitanter Radio-Chemotherapie mit TMZ behandelt wurden, während es in der 

Vergleichsgruppe der Patienten, die mittels RT und anschließender TMZ-Therapie behandelt 

wurden, nur bei 1 von 5 Patienten zu einer Veränderung kam (p=0,03). Entsprechend dieser 

Beobachtung diskutieren die Autoren, ob das postoperative Therapieschema die MGMT-

Methylierung beeinflussen könnte [3,95].   

Mit unserer Arbeit haben wir mittels einer Subgruppen-Meta-Analyse diese Fragestellung 

stärker beleuchtet. Hierfür verglichen wir die Patienten, welche lediglich mit RT behandelt 

worden waren mit solchen, die eine konkomitante Radio-Chemotherapie erhalten hatten. Im 

Rahmen dieser Analyse zeigte sich jedoch, dass die Anzahl der Patienten aus Publikationen, 

die unsere Einschlusskriterien erfüllten und lediglich mit RT behandelt wurden, für eine 

valide Aussage ungenügend waren und solche Daten meistens nur aus älteren Publikationen 

vorlagen. Aus diesem Grund sind die Zusatzanalysen in der vorliegenden Arbeit nicht 

dargelegt. Felsberg et al. beschäftigen sich in ihrer Studie mit der gleichen Hypothese [96]. Ihr 

Vergleich zwischen der Patientengruppe, die mittels TMZ und RT oder nur mit RT behandelt 

worden waren, zeigte keine signifikanten Unterschiede bezogen auf Veränderungen des 
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MGMT-Promotor-Status [3,96].   

Außerdem fiel in ihren Daten eine Korrelation zwischen der MGMT-Promotormethylierung 

und dem OS, ebenso wie zwischen der MGMT-Promotormethylierung zum Zeitpunkt der 

zweiten Operation und dem PFS auf. Dies steht im Kontrast zu den Beobachtungen von 

Brandes et.al., die eine signifikante Korrelation der MGMT-Promotormethylierung zum 

Zeitpunkt der ersten und zweiten OP mit dem OS beschrieben, jedoch nicht zum Zeitpunkt 

der zweiten Operation mit dem PFS [3,48,95,96]. Die von ihnen beobachteten Veränderungen 

teilten sich zu annähernd identischen Teilen in Verluste (n=16) und Hinzugewinne (n=11) einer 

MGMT-Promotor-Hypermethylierung auf [3].  

5.7 DEN DIREKTEN UND INDIREKTEN TMZ-EFFEKTEN KOMMT ALS 

MÖGLICHE URSACHE DER VERÄNDERUNGEN BESONDERE BEDEUTUNG 

ZU  

Die weitestverbreitete Methode zur MGMT-Bestimmung ist MSP, gefolgt von der 

Pyrosequenzierung, MS-MLPA-MethyLight-Technik und HRM (siehe Tabelle 13) [32]. MSP 

erlaubt dabei lediglich eine Klassifizierung in methyliert/unmethyliert, während die anderen 

Methoden zusätzliche Informationen wie z. B. eine Quantifizierung des Grades der 

Tumormethylierung sowie seines prozentualen Anstiegs oder Abfalls erheben [3,32].   

Studien, die mehrere Methoden zur Detektion der MGMT-Promotormethylierung nutzten, 

wie auch unsere eigene, liefern klare Indizien dafür, dass zusätzliche Veränderungen 

vorliegen, die durch die Standardmethode MSP ggf. nicht ausreichend erfasst werden 

[87,91,97]. Hierdurch ergibt sich ein potentieller Zusatznutzen bei der Verwendung dieser 

anderen Verfahren. Fraglich ist außerdem der den Veränderungen zu Grunde liegende 

Mechanismus. Als Ursachen werden technische bzw. methodische Probleme, intratumorale 

Heterogenität oder Selektionsdruck bzw. direkte Auswirkungen der zytotoxischen 

Substanzen diskutiert [3,48].   

So kann beispielsweise, obwohl die genannten Methoden allesamt gut etabliert sind und 

üblicherweise sehr genaue Ergebnisse produzieren [104], ihre Aussagekraft doch durch die 

Qualität der untersuchten Proben eingeschränkt sein [96]. Beispielsweise wurde berichtet, dass 

es zu fehlerhaften Bestimmungen einer negativen MGMT-Promotormethylierung mittels MSP 
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kommen kann, wenn ein hoher Anteil an nekrotischem Gewebe in der Probe vorliegt [105]. 

Kontaminierung des Tumorgewebes durch physiologische Gehirn- oder Entzündungszellen 

kann ebenso zu einer inkorrekten Einschätzung des Grads der MGMT-Promotormethylierung 

führen. Felsberg et al. gaben an, dass ungefähr die Hälfte ihrer beobachteten Veränderungen 

primär auf den niedrigen Tumorzellgehalt in der jeweiligen Probe zurückzuführen gewesen 

wäre [96]. Diese Aussage stellt sicherlich die Validität einiger der von uns besprochenen 

Vordaten, die keine detaillierten Informationen zur Tumorzellquantität in den analysierten 

Proben angeben, in Frage [3].   

Allerdings scheinen nur größere Abweichungen des Tumorzellanteils die Ergebnisse der 

Messungen signifikant zu beeinflussen, da Proben mit einer Variabilität im Tumorzellanteil 

von bis zu 40 % in einer Studie zu ähnlichen Resultaten führten [106]. Es scheint deswegen 

wahrscheinlich, dass zwar ein Anteil der berichteten Veränderungen auf technische 

Ungenauigkeiten zurückzuführen ist, für einen Großteil jedoch andere Ursachen zugrunde 

liegen [3].  

Häufig wird die MGMT-Promotormethylierung als intratumoral homogen beschrieben 

[91,105,107]. Einige Arbeitsgruppen berichten jedoch auch hierzu widersprüchliche Resultate 

[33,108]. Eine Studie beschrieb eine Heterogenität der MGMT-Promotormethylierung 

zwischen den verschiedenen intratumoralen Arealen bei bis zu 1/3 der untersuchten GBMs 

[108]. Diese Erkenntnisse sind kongruent zu den Beobachtungen von Barresi et al., die bei 20 

% der GBMs von einem unmethylierten peripheren, jedoch methylierten zentralen Anteil des 

Tumors berichten. In ihrer Studie zeigte sich nur bei primär heterogenen Tumoren eine 

„Veränderung“ des Methylierungsstatus im Rezidiv [3,99].   

Basierend auf den Daten dieser Untersuchungen lässt sich schlussfolgern, dass intratumorale 

Heterogenität als ein zumindest partieller Grund für die Änderung der MGMT-

Promotormethylierung in Erwägung gezogen werden sollte. Eine unterschiedliche Sensitivität 

gegenüber den angewandten Therapeutika könnte zu einer Expansion resistenter Tumorklone 

führen und damit diesen Effekt bedingen bzw. unterstützen [3].   

Ein durch TMZ verursachter Selektionsdruck als Ursache der Veränderungen würde die 

höhere Anzahl an Verlusten des Methylierungsstatus erklären. Diese Hypothese wurde durch 

O’Regan et al. und Brandes et al. (2010) weiter unterstützt [95,98]. Felsberg et al beschreiben 

hingegen keine signifikanten Unterschiede bezüglich Veränderungen der MGMT-
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Promotormethylierung bei Patienten, welche mit TMZ und RT oder nur RT behandelt wurden 

[96]. Dies könnte ein Anzeichen sein, dass die beobachteten Abweichungen nicht durch die 

TMZ-Behandlung beeinflusst wurden. In ihrer späteren Arbeit beschreiben Brandes et al. 

keine bevorzugte Richtung der Veränderungen, was für einen geringen bis überhaupt nicht 

vorhandenen Selektionsdruck der TMZ-Therapie auf Zellen unterschiedlicher MGMT-

Promotormethylierung spricht [48]. Diese Ansicht wird von Storey et.al. geteilt, die jüngst ein 

mathematisches Modell vorschlugen, um die therapeutische Antwort der GBMs auf eine 

TMZ-Therapie vorherzusagen [103]. Die Autoren folgern, dass sich die Veränderungen der 

Methylierung nicht ausschließlich durch evolutionäre Selektionsmechanismen erklären 

ließen, sondern ebenfalls die direkten Effekte von TMZ auf das Methylierungsprofil der Zellen 

eine Rolle spielen könnten. Dies würde auch erklären, warum sich in der Gesamtanalyse zwar 

tendenziell mehr Verluste der MGMT-Promotormethylierung im Vergleich zu 

Hinzugewinnen zeigen, jedoch insgesamt signifikante Veränderung in beide Richtungen 

auffielen [3]. 

5.8 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 

ATF5 könnte ein vielversprechendes neues Therapieziel, nicht nur als Zusatz zur 

Standardtherapie bei GBM, sondern für maligne Gliome im Allgemeinen darstellen. 

Erste klinische Studien zur therapeutischen Anwendung könnten in der nahen Zukunft 

erfolgen [5].   

Es gibt eindeutige Anzeichen dafür, dass die MGMT-Promotormethylierung vom 

Primärtumor zum Rezidiv sich bei ca. 24 % der Gliompatienten verändern kann. Die 

möglichen Ursachen, zugrunde liegende molekulare Mechanismen und die klinische 

Auswirkung dieser Veränderungen bleiben unklar und werden in der Literatur teilweise 

kontrovers diskutiert [3].   

Es ist wahrscheinlich, dass die Veränderungen einen multifaktoriellen Ursprung haben. 

Neueste Beobachtungen weisen jedoch darauf hin, dass direkte Veränderungen des 

allgemeinen Methylierungsprofils der Zellen durch TMZ eine wichtige Ursache für eine 

veränderte MGMT-Promotormethylierung im Rezidiv darstellen. Dies bietet einen 

vielversprechenden Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen [3].   
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Obwohl es zum aktuellen Zeitpunkt keine definitive Implikation gibt, die Leitlinien oder den 

klinischen Standard bezüglich der erneuten MGMT-Testung zu verändern, ist unser aktueller 

Wissensstand sicherlich zu limitiert, um schon endgültige Schlussfolgerungen zu ziehen. Eine 

erneute Bestimmung der MGMT-Promotormethylierung im Rezidivtumor könnte für die 

weitere Therapie und damit für. die Patienten einen Zusatznutzen bringen. 

Wir möchten anregen, dass zukünftige klinische Studien zu Rezidiv-GBM diese Änderung der 

MGMT-Promotormethylierung in Betracht ziehen und weiter untersuchen, ob diese 

Veränderungen in die Therapieentscheidung mit einbezogen werden sollten [3]. 
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OS  Gesamtüberleben 

PCR  Polymerase-Kettenreaktion 

PE  In Paraffin eingebettetes Gewebe 

PFS  Progressionsfreies Überleben 

qPCR  Quantitative Echtzeit-PCR 

ROIs  Regionen von Interesse (regions of interest) 

RT  Strahlentherapie 

TMZ  Temozolomid 

WHO  World Health Organization 

WT  Wildtyp 
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