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1 Einleitung 

1.1 Das Glioblastom (GBM) 

Das Glioblastom gehört mit etwa 12-25% zu den häufigsten Tumore des ZNS und stellt 

mit ca. 40 % den größten Teil der Gliome (Günter Klöppel, 2012). Diese Erkrankung 

verläuft trotz maximaler Therapie aggressiv und letal mit einer medianen 

Lebenserwartung von 20,9 Monaten (Stupp et al., 2017). 

Es wird unter primären und sekundären Glioblastomen unterschieden. Diese 

unterscheiden sich insbesondere in ihrer Tumorgenese. Das primäre Glioblastom 

entspringt de novo und tritt im Patientenalter von 62 Jahren auf. Sekundäre Glioblastome 

entwickeln ich aus niedergradigen Tumoren und betreffen jüngere Patienten (Wirsching 

et al., 2016). 

Seit 2016 finden molekulare Marker zunehmend eine Bedeutung in der WHO-

Klassifikation und tragen maßgeblich zur Einteilung der Gliome bei. Diese Tatsache 

wurde in der aktualisierten WHO-Einteilung von 2021 bestätigt und weiter ausgeführt, 

sodass trotz fehlender histologischer Merkmale eine höhergradigere Einstufung durch 

molekulare Charakteristika erfolgen kann (Louis et al., 2021). Der IDH Mutationsstatus 

und MGMT-Promotermethylierung sind bereits standardisiert im klinischen Alltag 

integriert worden und wirken sich auf den klinischen Verlauf aus (Le Rhun et al., 2019). 

1.1.1 Epidemiologie 

Die jährliche Inzidenz des Glioblastoms beläuft sich auf ca. 3-4/100.000 und hat sich in 

den letzten Jahren nicht wesentlich geändert. Das Glioblastom tritt bei den meisten 

Patienten in der zweiten Lebenshälfte auf und weist ein Durchschnittsalter zum Zeitpunkt 

der Diagnosestellung von etwa 62 Jahren (Ostrom et al., 2022). Das Glioblastom kann 

auch bei jüngeren Patienten auftreten, jedoch ist die Gesamtinzidenz deutlich geringer 

und die molekulargenetischen Eigenschaften unterscheiden sich (Sturm et al., 2014). 

Männer erkranken häufiger an einem Glioblastom als Frauen. Das Verteilungsverhältnis 

ist etwa bei 1:0,64 (Bondy et al., 2008). Insbesondere primäre Glioblastome treten bei 

Männern häufiger auf als bei Frauen (Barnholtz-Sloan et al., 2003). Die 

Geschlechterverteilung von sekundär malignisierten Gliomen, ist nicht so eindeutig. 



 

 2 

1.1.2 Ätiologie 

Eindeutige Auslöser konnten bisher nicht beschrieben werden (Inskip et al., 1995). 

Dennoch können aus den bisherigen Studien einige Risikofaktoren zusammengefasst 

werden, die die Entstehung von Glioblastomen anregen (Ohgaki & Kleihues, 2005). 

Allgemein lassen sich exogene und endogene Faktoren unterscheiden. Exogene Faktoren 

können mit sozioökonomischen, beruflichen oder auch umweltbezogenen Umständen 

korrelieren. Endogene Faktoren sind zumeist erblich oder epigenetisch veranlagt und 

stellen eine Prädisposition zur Erkrankung dar (Feigelson et al., 1996). 

Die Korrelation von ionisierenden Strahlen und primären ZNS Tumore ergab in den 

Metaanalysen und Studien die eindeutigste exogene karzinogene Wirkung (Kleihues et 

al., 1976). Einige endogene Faktoren können ebenso zur Tumorgenese beitragen. Ein 

überdurchschnittlicher Blutzuckerspiegel und hohe Körpergewichtswerte im Sinne eines 

metabolischen Syndroms konnten bei Patienten mit einem Glioblastom nachgewiesen 

(Nelson et al., 2012). 

Einige Studienergebnisse suggerieren, dass ca. 5% aller Gliome erblichen Ursprungs 

entspringen (Malmer et al., 2001). Das Li-Fraumeni-Syndrom oder die Neurofibromatose 

Typ 1 ist neben anderen Tumoren bzw. Erkrankungen auch vermehrt mit dem 

Glioblastom assoziiert (Ostrom et al., 2014). 

Immunologische Mechanismen sind mit Tumorentstehungsprozessen assoziiert (Lahmar 

et al., 2016). Chronische Entzündungsreaktionen können verschiedene Signalwege 

initiieren, die sowohl pro-proliferativ, als auch anti-apoptotisch sein können. So konnte 

nachgewiesen werden, dass TNF-α, welches ein klassisches Inflammationsprotein 

darstellt, in Gliomen erhöht exprimiert wird (Wallach et al., 1999). Oxidativer Stress 

durch Infektionen oder Immunabwehr führt zu einer genetischen Instabilität und kann 

Mutationen auslösen (Matsui et al., 2000). Eine weitere Verbindung zwischen 

Entzündungsgeschehnisse und Tumorgenese ist das Tumorsuppressorprotein p53, 

welches sowohl bei tumorösen, als auch bei antiviralen Prozessen aktiviert wird (Takaoka 

et al., 2003). 

1.1.3 WHO-Klassifikation 

Gliale Tumore werden nach der WHO-Klassifikation in vier Grade eingeteilt. Das 

Glioblastom ist in der WHO-Klassifikation Grad 4 eingeteilt. Seit der Überarbeitung der 

WHO-Klassifikation im Jahre 2016 werden zu den histologischen Merkmalen der 

Neoplasien auch molekulargenetische Kriterien zur Einteilung in der WHO-
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Klassifikation genutzt (Louis et al., 2016). Die Konzentration und Betonung der 

Molekulargenetik wurde in der neuesten Überarbeitung im Jahre 2021 ausgeweitet. 

Deletionen und Mutationen mit klinischer Relevanz werden untersucht und prägen die 

Therapie und die Prognose der Tumore.  

Insbesondere IDH1/2, MGMT-Promotermethylierung und 1p/19q Kodeletion werden in 

der Regel routinemäßig untersucht (Weller et al., 2012). Das Glioblastom wird aktuell als 

diffuses, astrozytäres Gliom ohne IDH Mutation definiert, welches zusätzlich die 

typischen histologischen und chromosomalen Veränderungen besitzt (Chen et al., 2022). 

IDH mutierte Gliome mit der CKDN2A/B Deletion werden neuerdings nach der WHO-

Klassifikation aus dem Jahr 2021 trotz fehlender histologischer Merkmale als Astrozytom 

Grad 4 eingeteilt und werden nun klar von den Glioblastomen abgegrenzt (Louis et al., 

2021). IDH mutierte Gliome samt 1p/19q Kodeletion werden zu den Oligodendrogliomen 

eingestuft. 

Grad 1 Gliome sind benigne Tumore und weisen eine gute Prognose auf. Sie sind gut 

differenziert und haben ein langsames Wachstum (Perry & Wesseling, 2016). Grad 2 

Gliome wachsen etwas schneller und zeigen in der Regel mehrjährige progressfreie 

Intervalle. Zwar sind sie ebenso gut differenziert wie WHO-Grad 1 Tumore, jedoch 

wachsen sie infiltrativ und neigen längerfristig zur Malignisierung in höhergradigen 

Gliome (Perry & Wesseling, 2016). Grad 3 und 4 Gliome sind maligne und 

undifferenziert. Das sehr infiltrative Wachstumsbild führt zur schlechten Prognose (Louis 

et al., 2016). 

1.1.4 Makroskopische und mikroskopische Merkmale 

Makroskopisch weist das Glioblastom eine typisch „bunte“ Schnittfläche auf. Die 

Nekroseareale können einen großen Teil des Tumors ausmachen und entstehen durch 

abgestorbene Myelintellen (Weller et al., 2017). In einzelnen Fällen kommt es zu 

Einblutungen des Tumors in Form von intracerebralen oder subarachnoidalen Blutungen 

(Soto et al., 2018). Vielmehr zeichnet das Glioblastom ein ausgeprägtes peritumoröses 

Ödem aus, das nicht mit der Größe des Tumors, sondern mit der Wachstumsrate und mit 

einer schlechteren Prognose korreliert (Ideguchi et al., 2015). 

Mikroskopisch lässt sich eine hohe Zelldichte mit ausgeprägter Kern- und 

Zellpolymorphie darstellen. Zudem ist die Kern-Plasma-Relation in Richtung große, 

mehrkernige Nucleoli, welche eine erhöhte Proliferationsrate darstellen, verschoben. 

Besonders in der Tumormitte lassen sich flächenhafte Nekrosen darstellen, die für den 
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Tumor sehr charakteristisch sind. Nach wie vor ist die vorherrschende Theorie, dass die 

tumorkernständige Hypoxie die Zellen in die Peripherie treibt, sodass die 

Palisadenstruktur resultiert (Abbildung 1) (Brat et al., 2004). Dazu sprossen ausgeprägte 

Gefäßproliferationen vom Tumorrand in die Mitte hinein (Günter Klöppel, 2012). 

Obwohl es in Glioblastomen zu deutlichen Gefäßproliferationen kommt, besteht fast 

immer ein hypoxischer Zustand im Tumor, da die neuen Tumorgefäße selbst nicht 

physiologisch und intakt ausgebildet werden und die Gefäßwände meist strukturell 

instabil sind, sodass es zu Mikroleckagen der Gefäßwände und dadurch zu einer 

herabgesetzten Perfusion kommt. Die pathologischen Vorgänge der Neoangiogenese im 

Tumor begünstigen die Entstehung von Mikrothromben (Colwell et al., 2017). 

 

 
Abbildung 1: Die typische histologische Struktur eines Glioblastoms. Im Tumor zeigen sich 
nekrotische Areale (N); Im Binnenbereich die palisadenartige Zellanhäufung (P) und angrezend 
daran zellreiches Tumorgewebe mit Tumorzellen (C)(Dong et al., 2005)( Reproduced with 
permission from Dong et al. 2005, Copyright J. Neuropathology&Experimental Neurology) 

1.1.5 Molekulargenetik 

Deletion von Chromosom 10 - Auf chromosomaler Ebene lässt sich häufig ein Verlust 

(Loss of heterozygosity, LOH) des 10(q) Chromosoms finden (Riemenschneider & 

Reifenberger, 2009). Dabei geht die Heterogenität der homologen Chromosome verloren, 

indem eines der korrespondierenden Allele gelöscht und durch das andere nun gedoppelte 

und mutierte Allel ersetzt wird (Bleeker et al., 2012). Bemerkenswert ist auch, dass LOH 

10 bei fast allen Subtypen aufzufinden und wohl eines der häufigsten Veränderungen ist 

(Ohgaki & Kleihues, 2007). Genaues Genmapping lässt darauf schließen, dass die 

betroffenen Gene auf Chromosom 10 sogenannte Tumorsuppressorgene sind und 

demnach bei Verlust oder Aberration die Onkogenese gefördert wird (Ichimura et al., 

1998). Die betroffenen Patienten leben im Vergleich zu Patienten ohne diese Deletion 
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kürzer, sodass der Verlust des Alles von Chromosom 10 als prognostisch ungünstiger 

Faktor berücksichtigt wird (Balesaria et al., 1999). 

EGFR - Die funktionellen Gegenspieler der Tumorsuppressorgene sind die Onkogene, 

die die Proliferation und das Zellwachstum antreiben und bei Tumoren die Teilungsrate 

steigern. Ein Beispiel dieser onkogenen Signalkaskaden ist die EGFR-Signalkaskade 

(epidermal growth factor receptor). Kommt es zu einer Aktivierung des EGF-Rezeptors, 

werden PI3K/AKT stimuliert, die wiederum die Zelle in die Mitose einführen und somit 

zur Zellteilung führen. Glioblastome weisen häufig Amplifikation des EGF-Rezeptors 

bzw. des dazugehörigen Chromosoms 7 (gain of chromosome 7) auf. Diese Amplifikation 

des EGFR-Gens zeichnet zumeist primäre Glioblastome aus (Smith et al., 2001). Diese 

Hochregulation korreliert mit höhergradigen Tumoren, weniger Apoptose der 

Tumorzellen, vermehrter Therapieresistenz und einer schlechteren Prognose (Pelloski et 

al., 2006). 

CDKN2A/B – In vielen höhergradigen Gliomen ist eine Deletion von CDKN2A/B 

vorhanden (Brat et al., 2020). Die Deletion von CDKN2A/B ist mit einer schlechteren 

Prognose assoziiert (Shirahata et al., 2018). Auch in niedriggradigen Tumoren, besteht 

die Assoziation zwischen einer homozygoten Deletion von CDKN2A/B und der 

schlechten Prognose (Reinhardt et al., 2018). Aufgrund der überzeugenden Daten, wurde 

die Deletion von CDKN2A/B in die aktuelle WHO-Klassifikation aufgenommen und 

definiert Astrozytome Grad 4 (Louis et al., 2021). Die Deletion von CDKN2A/B fördert 

die Entartung durch Fehlregulationen des Zellzyklus und erhöhte Zellproliferation 

(Sharpless, 2005). 

P53 - P53 ist ein bekanntes Tumorsuppressorgen und friert die Zelle bei Zellschäden oder 

DNA-Schäden im jeweiligen Zyklus ein, sodass es zu einem Zellzyklusstillstand kommt 

und letztlich die Apoptose eingeleitet wird. Die Mutation an p53 kann bevorzugt in 

sekundären Glioblastomen beobachtet werden. Die Funktionsstörung des p53-Gens tritt 

bereits sehr früh in der Mutationskette auf und bildet somit einen sog. „Early-Event“ 

(Watanabe et al., 1996). 

IDH – Korrespondierend zu  p53, so ist auch Isocitrat Dehydrogenase 1 (IDH1) ein Early-

Event Molekül und tritt besonders bei niedriggradigen Gliomen und sekundären 

Glioblastomen auf. Das Enzym ist Teil des Zitratzykluses und dient somit als 

Energielieferant. Die IDH1-Mutation, die besonders bei jungen Patienten mit guter 

Prognose aufzufinden ist, korreliert sehr stark mit der 1p19q Kodeletion und der MGMT-

Promotermethylierung (Sanson et al., 2009). In den meisten Studien und Metaanalysen 
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konnte eine IDH Mutation als unabhängiger, prognostisch günstiger Marker präsentiert 

werden (Khan et al., 2017). Die IDH Mutation führt zu einer D-2-Hydoxyglutarat 

(D2HG) Elevation, welche theoretisch präoperativ im Blut und auch bildgebend 

nachgewiesen werden kann (Andronesi et al., 2013). Eine präoperative IDH Einschätzung 

könnte womöglich die operative Herangehensweise beeinflussen, da die ersten Studien 

zeigen konnten, dass Patienten mit IDH mutierten Glioblastomen besonders von einer 

maximalen Resektion profitierten (Beiko et al., 2014; Delev et al., 2019). 

MGMT - Das Reparaturenzym MGMT schützt Zellen vor alkylierenden Stoffen und 

bietet somit einen Zellschutz vor dem adjuvant eingesetzten Chemotherapeutikum 

Temodal® (Temozolomid). Durch Methylierungen an epigenetischen Strukturen, die 

vererbbar, dynamisch und veränderbar sind, können kooperative 

Regulationsmechanismen sowohl auf die Chromatinstruktur, als auch auf die 

Genexpression einwirken (Goldberg et al., 2007). Promotermethylierungen gehen auf 

eine epigenetische Konstante zurück und besitzen auch einen erblichen Charakter 

(Bleeker et al., 2012). Ist nun das MGMT-Gen durch die Promoterhypermethylierung an 

der Cytosin-Phophat-Guanin Insel (CpG) moduliert, ist dieser Schutz nicht mehr 

gewährleistet und die Resistenz vor Temodal® sinkt (Mansouri et al., 2019). 

Zusammengefasst bewirkt die MGMT-Promotermethylierung, dass das MGMT-Gen 

abgeschaltet bzw. die Funktion des Reparaturenzyms abgeschwächt wird.  

Die Prognose und besonders das Ansprechen auf die Chemotherapie der Patienten mit 

MGMT-Promotermethylierungen ist signifikant besser als die Prognose der Patienten 

ohne diesen epigenetischen Charakter (Hegi et al., 2005). 

1p/19q Kodeletion – Die 1p/19q Kodeletion ist das Diagnosekriterium für das 

Oligodendrogliom und kann bei Gliomen mit oligodendroglialen Komptonenten 

auftreten. Diese Deletion ist immer mit einer IDH Mutation assoziiert (Labussiere et al., 

2010). In der Regel besteht aufgrund einer balanzierten Translokation stets eine 

Kodeletion und geht mit einer besseren Prognose einher (Jenkins et al., 2006). 

TERT – Die Methylierung des TERT Promoters wirkt sich auf die Telomeraseaktivität 

aus. Telomerase reguliert die Telomere, die für das Zellüberleben entscheidend sind. In 

entdifferenzierten und immortalisierten Zellen, wird die Telomeraseaktivität nicht 

gesenkt und die Telomere werden nicht gekürzt (Patel et al., 2020). Arita H. et al. zeigte, 

dass eine TERT Promotermutation und ein positiver Methylierungsstatus von MGMT 

einen positiven Effekt auf das Überleben haben könnte (Arita et al., 2016). 
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1.1.5.1 Wechselwirkung zwischen Molekulargenetik und Immunsystem 

Einige der oben genannten Marker interagieren mit Zellen des Immunsystems. Vor allem 

Zytokine, die üblicherweise Signalproteine sind, scheinen eine zentrale Rolle zur 

immuninhibierenden Tumorumgebung zutragen und dadurch dem Tumor die 

Wachstumsmöglichkeit sichern (Schwartzbaum et al., 2010). Zudem fördern ortsständige 

Mikroglia und tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) das Tumorgeschehen. So wurde 

bereits beschrieben, dass TAMs eine proliferative, immunsuppressive und ödematöse 

Kontribution tragen (Gutmann & Kettenmann, 2019). TAMs können unterschiedlich 

aktiviert sein und haben entweder tumorfördende oder inhibierende Eigenschaften 

(Gordon, 2003). TAMs scheinen in verschiedenen Tumorbereichen unterschiedliche 

Funktionen zu tragen. Es wurde eine erhöhte proinflammatorische Funktion der TAMs 

im Tumorkern präsentiert, wohingegen die Tumorperipherie eine erhöhte 

antiinflammatorische Aktivität zeigt (Landry et al., 2020). Auch die zelluläre 

Konstellation ist regional unterschiedlich und es gibt Hinweise, die andeuten, dass 

Mikroglia in der invasiven Grenzzone und Makrophagen eher im Tumorkern vorzufinden 

sind (Z. Chen et al., 2017). 

1.1.6 Klinische Symptome 

Glioblastome sind durch unspezifische Symptome geprägt. Symptome, wie 

Kopfschmerzen, Übelkeit und Schwindel können die ersten merklichen Hinweise auf den 

Tumors sein (Omuro & DeAngelis, 2013). Tumore in eloquenten Arealen oder Tumore, 

die die Liquorzirkulation behindern und hydrozephale Symptome auslösen, führen zur 

schnellen Diagnostik. Befindet sich das Glioblastom in einem eloquenten Areal, treten 

häufig fokal neurologische Defizite, wie z.B. Sehstörungen, Paresen oder 

Sensibilitätsausfälle auf. Sehr stark ausgeprägte, peritumoröse Ödeme verstärken in der 

Regel die Ausfallserscheinungen (Hacke, 2016). In vielen Fällen jedoch sind es 

anfänglich Kopfschmerzen, die besonders frühmorgens, bifrontal mit ipsilateraler 

Seitendominanz, samt Übelkeit und Erbrechen einhergehen können (Wen & Kesari, 

2008). Die Prävalenz eines intrakraniellen Tumors ohne Kopfschmerzen ist sehr gering 

und wurde in Metauntersuchungen mit 0,7% beschrieben (Morris et al., 2009). In 95,91% 

der Fälle wird die Diagnose erst dann gestellt, wenn weitere neurologische Symptome 

oder Auffälligkeiten geboten werden (Valentinis et al., 2010). 

In etwa 25% der Fälle fallen Glioblastome durch Krampfanfälle auf. Temporal- oder 

kortikal lokalisierte Tumore neigen zu Krampfanfällen, die in Form eines fokalen- oder 
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globalen Anfalls auftreten können. Über viele neurologische Kliniken, die Patienten mit 

epileptischen Krampfanfällen behandeln, werden solche Patienten aufgenommen und 

eine Bildgebund durch eine Computertomographie (CT) und 

Magnetresonanztomographie (MRT) generiert. Durch passende antikonvulsive lassen 

sich die Krampfanfälle in den meisten Fällen gut beherrschen (Chaichana et al., 2009). 

Psychische, kognitive und emotionale Störungen oder auch eine merkliche 

Wesensveränderung, die schleichend entstehen, werden oft verkannt und können auch 

durch frontale oder temporale Glioblastome verursacht werden (Golla et al., 2014). 

Die Symptome und die Klinik am Ende der Erkrankung fallen divers aus. Besonders 

Bewusstseinseinschränkung, fokale Störungen, wie z.B. Hemiparesen, Schluckstörungen 

oder Kommunikationsstörungen und Folgeerkrankungen, wie Infektionen, prägen das 

präfinale Bild (Thier et al., 2016). 

1.1.7 Lokalisation 

Glioblastome treten gehäuft in den Großhirnhemisphären auf. Dabei sitzen die Tumore 

häufig im Frontal- und Temporallappen. Etwa 18% der Patienten zeigen bei der 

Diagnosestellung bereits multifokale Läsionen. Ein multifokaler Status und sehr große 

Glioblastome sind prognostisch ungünstig. Etwa 34% der Glioblastompatienten zeigen 

eine Beteilgung der Basalganglien (Barsouk et al., 2021). Glioblastome in tiefen 

Hirnregionen, wie z.B. an den Basalganglien oder periventrikulär, sind prognostisch 

ungünstig (Awad et al., 2017). Rechtshämisphärische und nicht in eloquenten Regionen 

liegende Tumore führen zur späteren Erstdiagnose (Kawauchi et al., 2022). Der 

infiltrative Charakter des Glioblastoms führt zur Ausbreitung der Tumorzellen vom 

Marklager in weitere Teile des Gehirns, wie z.B. in den Kortex, Stammganglien oder 

schmetterlingsförmig über den Balken auf die Gegenseite (Günter Klöppel, 2012). 

1.1.8 Diagnostik 

Weist ein Patient typische Symptome auf und erhärtet die Anamnese und körperliche 

Untersuchung den Verdacht eines cerebralen Tumors, kommt es zügig zu einer kranialen 

Bildgebung. In erster Linie wird häufig eine CT-Untersuchung veranlasset, um akute 

Blutungen und weitere Pathologien auszuschließen (Cha, 2006). Darauffolgend, wird 

normalerweise eine MRT-Untersuchung angeordnet, da die räumliche Auflösung im 

Vergleich zum CT deutlich besser ist. Durch verschiedene MRT Modalitäten können 

heute präoperativ weitaus mehr Informationen gewonnen werden, als noch vor einigen 
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Jahren. Ähnlich wie bei der makroskopischen Beobachtung, ist das Glioblastom im CT 

und MRT durch eine deutliche Inhomogenität geprägt. Diese Inhomogenität resultiert 

durch das gleichzeitige Vorhandensein von Nekrosen, Blutungen und Ödemen innerhalb 

und um den Tumor herum (Ideguchi et al., 2015). 

1.1.8.1 Computertomographie (CT) 

Die Computertomographie ist häufig die erste Bildgebung, die besonders in der 

Notfalldiagnostik beim Auftreten von neuen neurologischen Defiziten erfolgt. Die 

schnelle Untersuchungsdauer und gute Verfügbarkeit sind häufig der Grund für eine 

initiale CT-Bildgebung. Kontraindikationen gegenüber des MRTs, wie z.B. ein 

einliegender Herzschrittmacher, können ebenso ein Grund zur CT Bildgebung sein 

(Perkins & Liu, 2016). CT Aufnahmen können darüber hinaus knöcherne Strukturen und 

Verkalkungen besser darstellen (Bradley et al., 1984). 

1.1.8.2 Magnetresonanztomographie 

Das MRT ist ein wichtiges, präoperatives diagnostisches Verfahren, da es nicht nur die 

beste Auflösung bietet, sondern auch die Raumforderung anhand von Perfusions- und 

Diffusionsmustern weiter einteilen kann (Covarrubias et al., 2004). Anhand des 

regionalen cerebralen Blutvolumens (rCBV) lassen sich Low-Grade-Gliome von High-

Grade-Gliome unterscheiden (Usinskiene et al., 2016). Vielmehr wird die Grenzzone 

zwischen Tumor und normalem Hirngewebe durch die Perfusionsanalyse verdeutlicht, 

sodass sowohl die anatomischen, als auch die physiologischen Verhältnisse des Tumors 

visualisiert werden (Covarrubias et al., 2004). Suszeptibilitätsgewichtete MRT 

Aufnahmen (SWI) betonen besonders die Durchblutungsverhältnisse des Tumors und 

können sogar sehr kleine Blutungen oder thrombotische Ereignisse darstellen. Zudem 

können mittels SWI nekrotische Glioblastome von Abszessen unterschieden werden (Di 

Ieva et al., 2015). Zusätzlich kann das MRT durch Diffusions-Tensor-Bildgebung (DTI) 

die Nervenbahnen in Form einer Traktographie aufnehmen, um bei der Resektion die 

funktionsausführenden Bahnen zu schonen (Abdullah et al., 2013). Das Funktions-MRT 

zeigt die eloquenten Areale des Gehirns an, sodass bei einer möglichen Resektion diese 

Areale geschont und nicht reseziert werden. Sogar innerhalb des Tumors selbst lassen 

sich Subareale durch MRT Aufnahmen klassifizieren und demnach einordnen (Shukla et 

al., 2017). Glioblastome weisen defekte Gefäßstrukturen und Schädigungen der Blut-

Hirn-Schranke auf, sodass Kontrastmittel die Blut-Hirn-Schranke durchlaufen kann und 
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angereichert wird. Typischerweise ergibt sich eine ringartige Anreicherung um den 

Tumor herum. Da diese Ringstruktur nicht nur Glioblastome kennzeichnet, sondern auch 

Metastasen oder Lymphome bildgebend ähnlich aussehen können, erfolgen zusätzlich 

Perfusions- und Diffusionsuntersuchungen, um hirneigene Tumore von Metastasen zu 

unterscheiden (Law et al., 2002). 

Besonders die frühen postoperativen MRT-Aufnahmen zeigen das Ausmaß der 

Resektion. Zeigt sich eine komplette Resektion der kontrastmittelaufnehmenden Anteile, 

korreliert dies mit einem prognostisch positiven Verlauf (Albert et al., 1994). Nicht nur 

zur initialen Diagnose, sondern auch als Verlaufsparameter zur Beurteilung des 

Therapieerfolgs bzw. Tumorprogresses, ist die Magnetresonanztomographie mit eines 

der wichtigsten bildgebenden Verfahren. In der Regel erhalten Patienten postoperativ in 

kurzen Abständen MRT-Kontrollen. Dabei ist entscheidend, zwischen einem Rezidiv und 

Pseudoprogress zu unterscheiden, da beides im MRT sehr ähnlich konfiguriert ist und 

oftmals eine abschließende Unterscheidung nur im Verlauf möglich ist (Brandes et al., 

2008).  

1.1.8.3 Positron-Emissionstomographie (PET)/ Einzelphotonen-
Emissionstomographie (SPECT) 

Die Positron-Emissions-Tomographie (PET) oder die Einzelphotonen-Emissions-

Tomographie (SPECT) können zusätzlich zu den herkömmlichen Diagnostikverfahren 

angewendet werden. Dabei werden jedoch nicht morphologische Strukturen abgebildet, 

sondern es werden gezielte Stoffwechselfunktionen beobachtet, die Aufschluss auf das 

zu untersuchende Organ bzw. Struktur geben. Mittels radiomarkierten Aminosäuren im 

PET können im MRT kontrastmittelaufnehmende Areale besser differenziert werden. 

Vitales Tumorgewebe kann von (Strahlen)Nekrose besser unterschieden werden (Rapp 

et al., 2013). PET oder SPECT ermöglichen teilweise eine Graduierung der Malignität 

und Unterscheidung von neoplastischem zu nicht-neoplastischem Gewebe. Solche 

Verfahren werden jedoch sehr selten im klinischen Alltag verwendet. 

1.1.9 Therapie 

Eine Therapie ist immer individuell abzuwägen und Faktoren, wie z.B. Alter, 

Allgemeinzustand und Wunsch des Patienten, sollten in die Entscheidung einbezogen 

werden (Iwamoto et al., 2008). Aktuell besteht die Therapie aus einer operativen 
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Resektion, sowie anschließender konkomitanten Radiochemotherapie und schließlich 

einer adjuvanten Chemotherapie (Stupp et al., 2005). 

1.1.9.1 Operation 

Die operative Intervention und das Ausmaß der Resektion gehen mit einer besseren 

Prognose und Überlebenswahrscheinlichkeit einher. In einer großen systematischen 

Metaanalyse konnte eine Assoziation zwischen der Überlebenswahrscheinlichkeit und 

Resektionsausmaß beschrieben werden (Brown et al., 2016). Des Weiteren, verbessert 

die Entfernung des Tumors im Vergleich zu Biopsie oftmals die Symptomatik des 

Patienten, da die raumfordernde Komponente minimiert wird (Dayani et al., 2018). Eine 

komplette Resektion ist aufgrund des invasiven Charakters des Tumors nicht möglich, 

sodass lediglich eine makroskopische Entfernung der kontrastmittelaufnehmenden 

Anteile unter Erhalt neurologischer Funktionen erfolgt (Hacke, 2016). Falls der Tumor 

eine örtliche Nähe zu eloquenten Arealen aufweist, kann eine radikale Resektion 

erschwert bzw. nicht möglich sein. Der Ausmaß der Resektion korreliert mit 

Überlebensanalysen und wirkt sich prognostisch günstig aus (Sanai & Berger, 2008). Im 

Jahre 2006 konnte in einer randomisierten kontrollierten Studie präsentiert werden, dass 

die fluoreszenzgesteuerte Resektion (siehe 1.1.9.1.1) das Resektionsausmaß und das 

progressionsfreie Überleben (PFS) steigert (Stummer et al., 2006). Auch das 

intraopertave MRT wird eingesetzt und zeigt ein erhöhtes Resektionsausmaß (Senft et al., 

2011). Metaanalysen bestätigen, dass der Gebrauch des intraoperativen MRTs auch das 

PFS erhöht (Li et al., 2017). Weitere intraoperative Verfahren, wie z.B. die Sonographie 

oder die Raman-Spektroskopie werden eingesetzt und können ebenso zur Optimierung 

der Resektion beisteuern. Die Verbesserung der Resektion und insbesondere die 

Resektion des Tumorrandes wird angestrebt, um zum einen die rezidivfreie Zeit zu 

verlängern, aber auch eine bessere Lebensqualität zu erreichen (D'Amico et al., 2017). 

1.1.9.1.1 Fluoreszenzgesteuerte Resektion 

Bereits in Metaanalysen konnte präsentiert werden, dass der Ausmaß der Resektion mit 

besseren Überlebensparametern assoziiert ist. Die Prognose für die ersten beiden Jahre 

und das progressionsfreie Überleben zeigte sich in diesen Metaanalysen nach einer Gross-

total Resektion signifikant gebessert im Vergleich zu Teilresektionen oder Biopsien 

(Brown et al., 2016). Seit der klinischen Phase-3 Untersuchung im Jahre 2006 wurde 5-

Aminolävulinsäure (5-ALA) zugelassen (Stummer et al., 2006). Die fluoreszenzgestützte 
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Resektion dient zur besseren Abgrenzung des Tumorgewebes und zur Verbesserung der 

Resektionsquantität und -qualität. 5-ALA oder Fluoreszin-Natrium bewirken ein 

Aufleuchten von Tumorzellen, welche dann unter bestimmten Lichtverhältnissen 

dargestellt werden können. 5-ALA wird durch spezielles Blaulicht bei 440 Nanometern 

dargestellt, wohingegen Fluoreszin-Natrium bei 560 Nanometern visualisiert wird 

(Hamamcioglu et al., 2016). Darüberhinaus besteht in der Bioverteilung der Stoffe ein 

Unterschied. Die Leuchtkraft und somit Abgrenzbarkeit von 5-ALA nimmt in der 

Tumorperipherie ab, sodass Fluoreszin-Natrium, welches in der Periphere und besonders 

im Infiltrationsrand leuchtet, hinsichtlich der Resektion am Rand hilfreich sein könnte 

(Diaz et al., 2015). Fluoreszin-Natrium wurde bereits multizentrisch geprüft und durchaus 

gute Ergebnisse erzielt (Acerbi et al., 2018). Auch die Handhabung und Zufriedenheit der 

Operateure ist hoch (Bomers et al., 2020). 

1.1.9.1.2 Stereotaktische Biopsie 

Eine Diagnose kann erst durch die neuropathologische Untersuchung gestellt werden. 

Dafür werden Gewebeproben gebraucht, die entweder im Rahmen der offenen Resektion 

oder durch eine Biopsie erhalten werden. Die sterotaktischen Biopsien ermöglichen 

mithilfe von radiologisch ermittelten Koordinaten eine sehr genaue und punktuelle 

Entnahme von Gewebeproben. Bei Patienten mit multifokalen Glioblastomläsionen oder 

Tumoren in eloqurenten Arealen, ist eine solche Biopsie sinnvoll, da die kleinstmögliche 

Zugangsmethode gewählt wird und die Risiken der postoperativen Komplikationen 

geringer sind. Zur besseren Diagnose von astrozytären Tumoren, werden häufig mehrere 

Proben benötigt, um die Aussagekraft zu  optimieren (Chandrasoma et al., 1989). Um das 

beste Ergebnis zu erzielen, ist es wichtig, die Ergebnisse mit der klinischen und 

radiologischen Präsentation abzugleichen, da so ein besseres multimodales Gesamtbild 

entsteht (Vaquero et al., 2000). 

1.1.9.2 Chemotherapie 

Nach der Diagnosenstellung des Glioblastoms erfolgt eine konkomittante 

Radiochemotherapie und anschließend eine adjuvante Chemotherapie. Die zuvor guten 

Ergebnisse von Temozolomid (Temodal®) in Glioblastomen, führten zur Untersuchung 

der konkomittanten Radiochemotherapie im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie 

(Yung et al., 2000). Temozolomid ist ein Zytostatikum, welches antineoplastisch wirkt 

und die DNA-Replikation stört. Eine entscheidende Eigenschaft für Medikamente, die im 



 

 13 

Hirngewebe wirken, ist die Überquerung der Blut-Hirn-Schranke. Die Kombination aus 

einer Radiochemotherapie erwies eine signifikante Steigerung der durchschnittlichen 

Überlebenszeit im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie. Das mediane Überleben mit 

der Kombinationstherapie erbrachte einen Überlebensvorteil von ca. 3 Monaten (Walker 

et al., 1978). 

Die Gabe von Temozolomid erfolgt oral und in zwei Phasen. Zunächst wird das 

Medikament über 6 Wochen lang simultan zur Bestrahlungstherapie verabreicht und 

anschließend als Erhaltungstherapie über weitere sechs Monate eingenommen (Hacke, 

2016). Die zusätzliche Gabe von Temozolomid zur Radiotherapie verlängert die 

durchschnittliche Überlebenszeit und verzögert die Progression des Tumors. Der 

Überlebensvorteil bestätigt sich ebenso bei älteren Patienten ohne relevante 

Beeinträchtigung der Lebensqualität (Perry et al., 2017). In den allermeisten Fällen ist 

Temozolomid gut verträglich. Die häufigsten Nebenwirkungen sind: Erschöpfung, 

Übelkeit, Thrombozytopenie und Leukozytopenie (Scaringi et al., 2013). 

1.1.9.3 Radiotherapie 

Durch erkenntnisbringende Studien und fortgeschrittenere Technik wird die Bestrahlung 

durch komplexe Berechnungen und Vorbereitungen möglichst effektiv und schonend 

verabreicht. Die Gesamtdosis von 60 Gy wurde ermittelt, da höhere oder niedrigere 

Dosen keine besseren Ergebnisse bzw. eine höhere Rate an Nebenwirkungen ergeben 

haben (Fulton et al., 1992). Außerdem gibt es verschiedene Radiatiomodalitäten. Somit 

erfolt die Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 60 Gy, die fraktioniert auf sechs 

Wochen á 2 Gy pro Tag (fünf Tage Woche) verteilt werden. Natürlich wird eine möglichst 

geringe Strahlenbelastung mit ausreichender Wirkung angestrebt. Die Bestrahlung mit 60 

Gy ergab einen besseren Verlauf, als niedrigere Dosen (Bleehen & Stenning, 1991). 

1.1.9.4 Rezidivtherapie 

Die Therapie von Rezidiven ist nicht standardisiert und wird häufig individuell 

entschieden. Die regelmäßigen bildgebenden Verlaufskontrollen werden nach den Rano-

Kriterien in complete response, partial response, progressive disease und stable disease 

eingeteilt (Chang et al., 2015). In Zusammenschau der klinischen Präsentation wird 

interdisziplinär die weiterführende Therapie indiziert. In der Regel erfolgt zumindest eine 

erneute Chemotherapie. Diese kann entweder erneut mit Temozolomid oder mit anderen 

Chemotherapeutika, wie z.B. Lomustin oder Etoposid. Häufig werden diese 
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Medikamente kombiniert. Erste Ergebnisse einer prospektiven Arbeit deuten, dass eine 

Kombination von Lomustin und Temozolomid ein verbessertes Überleben erbringt 

(Herrlinger et al., 2019). Sollte ein früher Progress eintreten, dann sind Medikamente wie 

z. B. Bevacizumab zugelassen. Bevacizumab hemmt durch das Blocken von vaskulären 

endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) die Gefäßneubildung und beschränkt damit 

die Blutversorgung des schnellwachsenden Tumors (Diaz et al., 2017). Eine eindeutige 

Verbesserung des Überlebens und der Lebensqualität konnte durch Bevacizumab nicht 

erreicht werden. Insbesondere im Kontext einer MGMT Promoter Methylierung zeigen 

alkylierende Medikamente bessere Ergebnisse (Seystahl et al., 2020). Zudem werden 

weitere Chemotherapeutika zur Rezidivtherapie eingesetzt. Besonders Lomustin, ein 

Nitroseharnstoffderivat, erwies sich in mehreren klinischen Studien als förderlich (Weller 

& Le Rhun, 2020). Eine klinische Studie, die die Kombination von Bevacizumab und 

Lomustin in 288 Patienten untersuchte, ergab keinen Überlebensvorteil der 

Kombinationstherapie im Vergleich zur Monotherapie mit Lomustin (Wick et al., 2017). 

Meta-Analysen mit neueren Daten beschreiben, einen möglichen Vorteil für frühe 

Rezidivoperationen (Lu et al., 2018). 

Eine frühe und adäquate Anbindung an eine palliative Behandlung sollte in 

fortgeschrittenen Tumorstadien und palliativen Situationen erfolgen. Zudem sollten die 

Patienten symptomatisch mit Steroiden und passenden Medikamenten therapiert werden, 

sodass die Lebensqualität und die Leidenszeit des sterbenden Patienten verbessert werden 

(Walbert & Khan, 2014). 

1.1.9.5 Tumor Treating Fields (TTF) 

Die Therapie mit TTF wurde erstmalig in einer klinischen Phase-III Studie im Jahre 2012 

veröffentlicht. Durch Elektroden an der Kopfhaut werden elektrische Felder mit einer 

Frequenz von 100-300 kHz und niedriger Intensität angewendet, um die Zellstruktur und 

damit Zellteilung in schnellwachsenden Tumoren zu stören (Kirson et al., 2004). Nach 

der medizinischen Zulassung in den USA erfolgten weitere Studien, die durch das 

Hinzunehmen von TTF zu der regulären Standardtherapie eine Verbesserung des 

Gesamtüberlebens (OS) auf 20,9 Monate im Vergleich zu 16 Monaten darstellten. Der 

prognostisch günstige Einfluss von TTF war unabhänaig von anderen klinischen 

Faktoren, jedoch ist eine gute Compliance der Patienten erforderlich. Starke 

Nebenwirkungen zeigten sich nicht, lediglich lokale Reizungen der Haut (Stupp et al., 

2017). Da die Verblindung bei TTF-Studien nur begrenzt möglich ist und der Einschluss 
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und Randomisierung der Patienten erst 2 Monate nach der Resektion erfolgte, gibt es 

kritische Vorbehalte zu diesem Verfahren und ein standardmäßiges Einsetzen im 

klinischen Alltag ist nicht erfolgt (Fabian et al., 2019). 

1.1.10 Prognose 

Die Prognose ist trotz des hohen Aufwandes und großer Forschungsaktivität stark 

eingeschränkt. Die durchschnittliche Überlebenszeit (OS) ist trotz multimodaler Therapie 

und Versuche individueller Therapieansätze auf ca. 20 Monate limitiert. Eine komplette 

Heilung ist medizinisch nicht möglich, sodass fast alle Erkrankungsverläufe tödlich 

verlaufen. Patientenbezogene Faktoren, wie z.B. Alter, Geschlecht, Karnofsky 

Performance Score oder relevante Vorerkrankungen, sind ebenso prognostisch relevant. 

Besonders das Alter scheint für das Gesamtüberleben eine wichtige Rolle zu tragen, da 

ein junges Alter signifikant mit einer besseren Prognose korreliert (Lacroix et al., 2001). 

Auch wenn Männer etwas häufiger betroffen sind, scheint das Geschlecht keinen 

signifikanten prognostischen Wert zu tragen. Die aktuell wichtigsten und 

prognosegünstigsten molekularen Marker sind IDH, MGMT-Promotermethylation und 

1p/19q Kodeletion. Eine IDH Mutation ist mit einer besseren Prognose assoziiert (Cancer 

Genome Atlas Research et al., 2015). 

Prognostisch ungünstig ist eine erhöhte EGFR Amplifikation (Saadeh et al., 2018). Eine 

vergleichbare, prognostisch ungünstige Wirkung hat eine PDGFR Amplifikation (Aldape 

et al., 2015). Des Weiteren scheint High Mobility Group A (HMGA) prognostisch mit 

einem ungünstigem Outcome verbunden zu sein (Schwarm et al., 2016). Wie oben 

beschrieben ist das Ausmaß der Resektion auch prognostisch günstig.  
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1.2 High Mobility Group A Proteine 2 (HMGA2) 

1.2.1 Allgemein 

High-mobility Group AT-Hook (HMGA) Proteine sind genregulierende, non-Histone 

Chromatin Proteine. Sie gehören zu den architektonischen Transkriptionsfaktoren, da sie 

die Chromatinstruktur aktivierend beeinflussen und somit schließlich die 

Proteinbiosynthese und Zellaktivität stimulieren (Grosschedl et al., 1994). HMGA2 ist 

ein kleines Protein und ist genetisch auf Chromosom 12 (12q14-15) lokalisiert (Chau et 

al., 1995). Die verschiedenen Subtypen der HMGA-Proteine werden durch alternatives 

Splicing gebildet (Nagpal et al., 1999). Erstmalig wurde HMGA2 in der zweiten Hälfte 

des 20. Jahrhunderts beschrieben (Goodwin et al., 1973). Zunächst wurden die einzelnen 

HMG-Proteine durch ihre kleine Größe, gute Löslichkeit in verdünnter Säure und der 

hohen Phosphorylierung in vivo bekannt (Lund et al., 1983). Später wurde HMGA2 eine 

gen- und proteinregulierende Wirkung attestiert. Sie wirken nicht nur direkt auf die DNA 

ein, sondern können auch indirekt über Transkriptionsfaktoren, wie Enhancer/Silencer- 

Systeme, auf die Genaktivität Einfluss nehmen (Bustin & Reeves, 1996; Fusco & Fedele, 

2007). Des Weiteren wirkt HMGA2 durch Protein-Protein-Interaktionen und ist Teil 

mehrerer Signalkaskaden. Einige dieser Signalkaskaden tragen zur Immortalisierung und 

somit zur Entartung der Zelle bei (Reeves, 2001). 

Biochemisch wird HMGA2 durch spezifische Bindungsdomänen ausgezeichnet, die eine 

hohe Affinität gegenüber adenin- und thyminreichen (AT-reichen) Sequenzen, wie z.B. 

die kleinen Furchen der DNA-Doppelhelix, aufweisen (Abbildung 2) (Reeves & Nissen, 

1990; Strauss & Varshavsky, 1984). HMGA-Proteine haben nicht nur die Fähigkeit an 

entzerrte und gewundene DNA zu binden, sondern modifizieren, entspiralisieren, 

entzerren und induzieren Windungen in die DNA-Doppelhelix, sodass letztlich ein 

erhöhtes Ablesen der Geninformationen und eine Aktivierung der Zelle resultiert (Lehn 

et al., 1988; Reeves & Nissen, 1990). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von HMGA2 auf chromosomaler Ebene und 
Proteindarstellung. HMGA2 bindet an die kleinen Kurvatur der DNA-Doppelhelix (Mansoori et 
al., 2021) (Reproduced with the permission from Genes(Basel) – Mansoori, Mohammadi et al. 
2021) 

1.2.2 Onkogene Signalkaskaden durch HMGA2 

Über verschiedene Signalkaskaden trägt HMGA2 eine Rolle bei der Initiierung, 

Entwicklung und Ausbreitung von Tumoren. Ein solcher Signalweg ist die Inhibition der 

let-7 Expression durch HMGA2, welches folglich proliferierende Signalwege, wie z.B. 

Myc- oder Ras-Kaskaden, aktiviert (Motoyama et al., 2008). Ebenso werden durch eine 

verminderte let-7 Expression erhöhte ektope LIN28A und LIN28B Expressionen 

beobachtet, die wiederum die Tumorgenese und insbesondere die maligne 

Transformation von neuralen Stammzellen antreiben (Mao et al., 2013). Die genaue 

Interaktion von let-7 und HMGA2 ist nicht final geklärt und weitere zusammenhängende 

Faktoren, wie z.B. Hypoxie, werden noch diskutiert. 

HMGA2 interagiert mit verschiedenen Signalkaskaden, die die epithelial-mesenchymale 

Transition (EMT) und infiltrativen Charakter des Tumors begünstigen. Über den TGF-β 

Signalweg wirkt sich HMGA2 auf die EMT fördernden Proteine Twist und SNAIL aus 

(Tan et al., 2012). Eine positive Korrelation von HMGA2 und Vimentin, einem 

mesencyhmalen Protein, bestätigt diese Eigenschaft von HMGA2 (Xia et al., 2015). 

Außerdem induziert HMGA2 EMT-stimulierende Stoffe, wie z.B. Insulin-like-

Growthfactor und TGFßRII (Morishita et al., 2013). Die Verbindung zu EMT führe auch 

zur erhöhten Invasvität und Ausbreitung in das umliegende Gewebe und Lymphknoten 

(Zhao et al., 2016). 
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Zudem korreliert eine erhöhte HMGA2-Expression im Glioblastom mit erhöhten SOX2 

Werten, da HMGA2 den SOX2-Promoter aktiviert (Chiou et al., 2013). SOX2 ist ein 

Mastergen, das in neuronalen Stammzellen exprimiert wird und ebenso in HMGA2- 

positiven Gliomzellen vermehrt exprimiert und letztlich den Gliomzellen 

stammzellähnliche Eigenschaften verleiht (Gangemi et al., 2009). HMGA2 beeinflusst 

den Zellzyklus und stößt eine erhöhte Proliferation an, indem es über den 

PI3K/AKT/mTOR/p70S6K Signalkaskade oder durch die Aktivierung von Zyklin D und 

E den Zellzyklus stimuliert (Zhang et al., 2019). 

Über genregulierende Signalwege hinaus kann HMGA2 über Proteininteraktionen 

Strukturveränderungen bei Proteinen, wie z.B. bei Nukleosomen, induzieren und wirkt 

dadurch zumeist proliferierend (Reeves, 2001). HMGA2 erreicht z. B. durch 

Phosphorylierungen und Interaktionen mit ATR-CHK1 die Inhibition des 

Apoptosevorganges bei malignen Zellen, sodass der physiologische 

Eigenschutzmechanismus des Körpers, welches die Entstehung von malignen Tumoren 

in der Regel durch Apoptose ausbremst, eingeschränkt wird (Natarajan et al., 2013). Des 

Weiteren scheinen die Protein-Interaktionen mit HMGA die Syntheseaktivität zu 

beeinflussen, da eine erhöhte IgG-Produktion durch die Interaktion zwischen PU.1 und 

HMGA gemessen werden konnte, ganz ohne direkten Einfluss auf die DNA (Lewis et al., 

2001). 

1.2.3 Der Einfluss von HMGA2 auf Neoplasien 

Die ersten positiven HMGA2-Expressionsanalysen in Neoplasien wurden unter anderen 

beim Pankreaskarzinom, Bronchialkarzinom und oropharyngeal Plattenepithelkarzinom 

beschrieben (Abe et al., 2003; Meyer et al., 2007; Miyazawa et al., 2004). Klinisch 

korrelieren hohe HMGA2-Expressionswerte mit einer schlechteren Prognose, da 

Tumorgewebe mit erhöhten HMGA2-Werten mit früher Metastasierung und 

aggressiverem Charakter korreliert (Fusco & Fedele, 2007). Bestätigend konnte gezeigt 

werden, dass die 3-Jahresüberlebensrate und die Remissionsraten bei Tumoren mit hoher 

HMGA2-Expression im Vergleich zu Tumoren mit niedrigeren HMGA2-Expressionen, 

deutlich reduziert ist, sodass die Suppression von HMGA2 zukünftig durchaus zu 

bedenken ist (Zhang et al., 2018). Zielgerichtete HMGA2-Blocker könnten die oben 

beschriebenen onkogene Signalwege inhibieren und somit auch die Tumorgröße und 

folglich die Ausbreitung des Tumors inhibieren (Zhu et al., 2013). Mikro-RNA, wie z. B. 

miR-185 oder miR-98 hemmen HMGA2 und inhibieren damit die EMT (Abbildung 3) 
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(Mansoori et al., 2021). Die Arbeitsgruppe von Yadav et al. untersuchte, ob onkogene 

Transkriptionsfaktoren, wie HMGA2, SOX2 und Snail eine erhöhte Resistenz gegenüber 

der Bestrahlung induzieren könnten und berichteten, dass ein gezieltes Hemmen dieser 

Proteine das Ansprechen auf eine Bestrahlung verbessert (Yadav & Shankar, 2019). 

 

 
Abbildung 3: Der RAF Kinase Inhibitor hemmt durch miR-185, miR-98 und miR-200 das HMGA2 
Protein. Diese Kaskade führt zur Inhibition des EMT (epitheliale-mesenchymale Transition) 
Pathway. (Mansoori et al., 2021)(Reproduced with the permission from Genes(Basel) – 
Mansoori, Mohammadi et al. 2021) 

1.2.4 HMGA2 im Glioblastom 

Im Glioblastom konnte eine erhöhte HMGA2-Expression ermittelt werden, sodass in den 

letzten zehn Jahren einige Studien unternommen worden sind, um die Relevanz und 

klinische Bedeutung von HMGA2 in Glioblastomen zu eruieren (Zhong et al., 2016). 

HMGA2 ist besonders in hochgradigen hirneigenen Tumoren vermehrt exprimiert und es 

zeigt sich eine signifikant höhere HMGA2-Expression in Grad 3 und 4 Gliomen im 

Vergleich zu Grad 1 und 2 Gliomen. In Normalhirngewebe ergab sich signifikant 

niedrigere Expressionsergebnisse von HMGA2 (Ma et al., 2019). HMGA2 inhibierte 

Gliomzellen zeigen reduzierte Proliferationseigenschaften und eine geschwächte 

tumoröse Kapazität (Zhong et al., 2016). HMGA2 könnte die Tumorformation 

beeinflussen, sodass einige Ergebnisse eine positive Korrelation zwischen Tumorgröße 

und HMGA2-Expression zeigten (Kaur et al., 2016). Da die Ausbreitung des 

Glioblastoms in der Regel von den Tumorrändern und Übergang zum Normalhirngewebe 

ausgeht, sprechen die Korrelationsergebnisse von HMGA2 mit Invasivität, Aggressivität 

und Tumorgröße für einen HMGA2-Einfluss am Tumorrand (Ricard et al., 2012). 
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Erhöhte HMGA2-Expressionen im Glioblastom sind prognostisch ungünstig und 

korrelieren mit kürzerem progressionsfreiem Überleben (Liu et al., 2014). Es wurde 

bereits gezeigt, dass HMGA2 im Glioblastom erhöht exprimiert wird und dass eine 

erhöhte Expression tendenziell mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Schwarm et 

al., 2016). Eine weitere Studie hat gezeigt, dass eine hohe HMGA2-Expression, 

zusammen mit anderen Faktoren wie z.B. IL-6 und SOX2, mit kürzerem Überleben der 

Patienten korreliert. Dazu wurde gezeigt, dass die Inhibition dieser Marker die 

Stammzelleigenschaften des Tumors reduziert (Chiou et al., 2013). 
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1.3 Zielsetzung der Arbeit 

Da es weiterhin keine guten Therapieansätze für das Glioblastom gibt und die Prognose 

auf ca. 20 Monate eingeschränkt ist, bedarf es weiterhin Untersuchungen, um die 

Therapieansätze zu optimieren. Durch diverse Voruntersuchungen konnte gezeigt 

werden, dass HMGA2 eine große Rolle in der Tumorpathogenese des Glioblasotms 

spielt. Ziel dieser Arbeit ist es, die HMGA2-Expression in verschiedenen 

Tumorbereichen zu untersuchen. Wir betrachten das Glioblastom nicht als homogenen 

Tumor mit allseits gleichen Expressionsmustern und Eigenschaften, sondern als 

heterogenen Tumor, wo die Tumorfront und invasive Zone andere Eigenschaften 

darstellt, als die Tumormitte. Mit dieser Grundhypothese, soll der bereits vorbeschriebene 

Marker HMGA2 gesondert am Tumorrand untersucht werden. Schließlich ist es sinnvoll, 

die HMGA2 Expression mit klinischen Parametern, wie z.B. Alter, Geschlecht und 

Überleben, zu korrelieren. Dabei soll untersucht werden, ob hohe Randexpressionen von 

HMGA2 einen Einfluss auf klinische Merkmale ausübt. 

• Darstellung der HMGA2-Expression in verschiedenen Tumorbereichen 

• Korrelationsanalyse der HMGA2-Expression verschiedener Tumorbereiche mit 

klinischen Faktoren und dem MGMT-Promoterstatus 

• Überlebensanalyse in Abhängigkeit der HMGA2-Expression im Randbereich 

• Bedeutung von HMGA2 in der zukünftigen Therapie der Glioblastom-Patienten  
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2 Methoden und Material 

2.1 Patientenkollektiv 

In die Studie wurden 23 erwachsene Patienten eingeschlossen, die zwischen 2016 und 

2018 in der Klinik für Neurochirurgie in Gießen an einem Glioblastom behandelt worden 

sind. Zudem wurden nur Patienten eingeschlossen, die zunächst eine operative Resektion 

und anschließend eine Nachbehandlung in Form einer adjuvanten Radiochemotherapie 

erhalten haben. 

Präoperativ wurde eine Zustimmung zur wissenschaftlichen Untersuchung der 

Gewebeproben durch die Patienten gemäß des Ethikantrages AZ07/09 der Universität 

Gießen und Marburg eingeholt. 

Die klinischen Daten der Patienten, wie z. B. Alter, Therapie, Karnofsky Score und 

Überlebenszeit, wurden retrospektiv betrachtet und deskriptiv untersucht. 

Das untersuchte Gewebe wurde von den Operateuren intraoperativ entnommen. 

Navigationsgestützt wurden zunächst Randproben gewonnen, die zum einen in die Klinik 

für Neuropathologie gesendet worden sind und zum anderen in flüssigem Stickstoff 

eingefroren worden sind. Schließlich erfolgte die Entnahme zweier Proben aus dem 

Tumorkern, die erneut sowohl in der Klinik für Neuropathologie und in flüssigem 

Stickstoff gelagert worden sind. Die in Stickstoff gelagerten Proben dienten zur qPCR-

Untersuchung, wohingegen die Proben in der Klinik für Neuropathologie zur 

immunhistochemischen Untersuchung genutzt worden sind. 

2.1.1 Kontrollkollektiv 

Es wurden zwei Normalhirngewebeproben, die aus der Pathologie der Salzburger 

Landesklinik zugesendet worden sind, untersucht und als Vergleichs- und Kontrollgruppe 

genutzt. 

  



 

 23 

2.2 Real-time PCR 

2.2.1 RNA Isolation 

Um eine Expressionsanalyse des Gewebes mittels PCR durchzuführen, muss zunächst 

das genetische Material aus den Gewebeproben gewonnen werden. Zunächst wird die 

RNA isoliert und anschließend erfolgt der Umschrieb in DNA. Vor allem Messenger-

RNA (mRNA) und damit ein direktes Abbild der Proteinbiosynthese können durch die 

Isolation gewonnen werden. In dieser Studie stammte die RNA aus Gewebeproben, die 

intraoperativ bei Glioblastomresektionen entnommen worden sind. 

Die RNA-Isolation erfolgte mittels des RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen GmbH 

Hilden, Deutschland, Tabelle 1). Zu Beginn der Isolation wurden die Proben, die in 

flüssigem Stickstoff eingefroren wurden, aufgetaut und passend in 4 mg Stücke 

geschnitten, da die Anfangsmenge der Probe entscheidend für die Reinheit der Isolation 

ist. Anschließend wurde 1 ml QIAzol® Lysis Reagent und zwei Metallkügelchen dazu 

gegeben und mit der Schwingmühle (Retsch MM400) homogenisiert. Diese phenol-

guanidin-Lösung, die besonders bei lipidreichem Gewebe, wie z. B. Nervenfasern 

wirkungsvoll ist, induziert die Zelllyse und ermöglicht die Bindung der nun freien RNA. 

RNA-Fragmente aus mehr als 200 Nukleotiden (mRNA) werden selektiv isoliert, 

wohingegen kleinere RNA Fragmente (z.B. 5.8S rRNA, tRNA etc.) gefiltert werden und 

nicht in der weiterführenden Isolation berücksichtigt werden. Nachdem die Zellen lysiert 

und die Proben durchgemischt worden sind, folgte die drei- bis fünfminütige Inkubation 

der Proben bei Raumtemperatur, bevor die Zelltrümmer durch die Zentrifugation im 

Mikro200 (Hettich®) bei 20.000 g (Umdrehung) für 3 Minuten abgesetzt wurden. Im 

nächsten Schritt wurde der RNA-haltige Überstand des zuvor zentrifugiertem Gewebe 

abgetragen und mit 200 μl Chloroform versetzt und vorgetextet. Chloroform trennt die 

RNA-haltige Lösung in drei Phasen. Die untere Phase beinhaltet, zusammen mit der 

trüben mittleren Phase, DNA und Proteine, wohingegen die obere, wässrige Phase die 

gewünschte und gesuchte RNA enthält (Chomczynski & Sacchi, 1987), sodass diese 

obere Phase erneut abgetragen und mit einer äquivalenten Menge an 70% Ethanol versetzt 

wurde. Um nun lediglich die extrahierte RNA in RNAse freiem Wasser aufzufangen, 

wurde die RNA/Ethanol Lösung auf eine membranhaltige Säule aufgetragen und mittels 

mehrerer Waschpuffer (RW1 Buffer; RPE Buffer) durchgespült. Letztlich wurde die 

Säule mit 20-50μl RNAse freiem Wasser bei 8000 g für 1 Minute zentrifugiert, um die 

membrangebundene RNA frei zu lösen und mit dem Wasser in einem 1,5 ml Eppi zu 
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versetzen. Die nun extrahierte und gewonnene RNA kann durch die reverse Transkriptase 

und mithilfe eines Cyclers in cDNA zurückgeschrieben werden. Diese cDNA wiederum 

ist benötigt, um die real-time-PCR durchzuführen. 

2.2.2 Reinheitsmessung / Nanodrop 

Die gewonnene RNA aus den Gewebeproben wurde durch das Nanodrop-Gerät (peqLab 

NanoDrop®100), ein Mikrovolumen-Spektralphotometer, hinsichtlich Reinheit und 

RNA-Konzentration gemessen. Die patentierte Technologie basiert auf einem 

Probenretentionssystem und nutzt einen optischen Spektralphotometer mit den 

Wellenlängen λ260nm und λ280nm und somit die Wellenlängen im Bereich der 

Absorptionsmaxima für Nukleinsäuren und Proteine, um das biologische Material im 

Wasser zu messen. Die Anwendung erfolgte nach dem dazugehörigen Protokoll. Das 

Gerät wurde zunächst mit RNAse freiem Wasser kalibriert und eingestellt (Blank). Im 

Anschluss wurde jeweils 1 μl der isolierten RNA auf den Nanodrop-Messzähler pipettiert 

und gemessen. Die RNA-Menge jeder Probe wurde doppelt gemessen und gemittelt. War 

die RNA-Konzentration höher als 1000 ng/μl, wurde die jeweilige Probe mit 10-15 μl 

RNAse freiem Wasser verdünnt und erneut nachgemessen, sodass das spätere Pipettieren 

von zu kleinen und damit auch ungenauen Mengen zum Umschrieb verhindert wurde. 

2.2.3 Umschrieb von RNA auf cDNA 

Die real-time-PCR benötigt zur Genexpressionsanalyse DNA. Da jedoch zunächst einmal 

RNA aus den Gewebeproben gewonnen wurde, musste es zu einem sogenannten 

Umschrieb, also das Rückübersetzten der Geninformationen mittels des Enzyms 

„Reverse Transkriptase“ (RT), kommen. Das Enzym kann aus einer eingesetzten RNA-

Matrize den komplementären DNA-Einzelstrang (cDNA) synthetisieren, welches 

anschließend zum DNA-Doppelstrang ergänzt und für die real-time-PCR eingesetzt 

werden kann. Zum Umschreiben der RNA in cDNA wurde das QuantiTect Reverse 

Transcription Kit protokollgerecht verwendet. Zunächst wurden 1μg RNA, 2 μl gDNA 

Wipeout Buffer und eine variable Menge an RNAse freies Wasser vermischt, sodass 

schließlich alle Komponenten zusammen 14μl ergaben. Da je nach isolierter RNA-

Konzentration der Proben 1 μg unterschiedlich viel Volumen der Lösung ergab, wurde 

für jede einzelne Probe die individuelle RNA-Menge und damit auch die variable 

Wassermenge errechnet. gDNA-Wipeout Puffer dient zur Extraktion von genomischen 

DNA-Fragmenten. Eine Kontamination mit nicht gewünschten gDNA-Anteilen wird 
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ausgeschlossen und die Reinheit des untersuchten RNA-Materials wird gefördert. Sind 

Wasser, RNA und WipeOut Puffer in einem Röhrchen angesetzt worden, wurde die Probe 

nach einer kurzen Zentrifugation, zur besseren Durchmischung, in den MasterCycler bei 

42°C für 2 Minuten inkubiert und anschließend auf Eis gelegt. 

• gDNA-Wipeout-Puffer (2 μl) 

• Template-RNA (1 μg) 

• RNAse freies Wasser (ad 14 μl) 

Zu der Probe wurden darauffolgend 1 μl RT-Master Mix, 4 μl RT Buffer und 1 μl RT 

Primer Mix hinzugegeben. Schließlich resultierte für jede Probe ein Röhrchen mit 20 μl 

Inhalt aus einem RT-Mix mit Primer und RNA des jeweiligen Patienten, welches nun für 

20 Minuten bei 42°C in den MasterCycler gestellt und bei 92°C finalisiert wurde. 

2.2.4 Real-time PCR 

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur Verdopplung eines DNA-

Doppelstranges. Der nobelpreisgekrönte Kary Mullis entwickelte diese Technik, die 

durch eine DANN-Polymerase und Primer die Amplifikation der DNA ermöglicht (Hans-

Joachim Müller, 2016). Gen-Expressionsanalysen, die Detektion von Pathogenen oder 

neuerdings auch Proteinanalysen, können mit wenig genetischen Material durchgeführt 

werden (Kubista et al., 2006). 

Die exponentielle Vervielfältigung der DNA-Doppelstränge wird in etwa 25-50 

hintereinander laufenden Zyklen erreicht und ergibt über 109 Kopien. Ein Zyklus 

wiederum besteht aus drei Hauptphasen, die größtenteils durch Temperaturänderungen 

induziert und geregelt werden: 

1. Auftrennen des DNA-Doppelstranges durch Hitzedenaturierung bei 95°C. 

2. Anheften des Primers, einer Startsequenz, die der DNA-Polymerase als 

Startpunkt dient (freie Desoxynukleosidtriphosphate docken an das freie 3‘ -OH 

Ende des Primers an). Dies geschieht durch das Abkühlen auf 50-60°C. 

3. Die DNA-Polymerase beginnt die Synthese des komplementären Stranges bei 

72°C. In 5‘ à 3‘ Richtung erfolgt die Synthese.  

Durch die real-time-PCR kann simultan zur Kettenreaktion bereits das Ergebnis 

abgelesen werden, da mittels fluoreszierender Moleküle, die mit kurzwelligen 

Lichtstrahlen beleuchtet werden und als Reaktion darauf selbst höherwelliges Licht 

abstrahlen, quantitativ die Emission und somit das Reaktionsvermögen bestimmt werden 
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kann. Diese gemessene Anregungsenergie in Form von Lichtemission ist proportional zu 

den PCR- Produkten. Am StepOneTM rt-PCR-System (ThermoFischer Scientific®) 

führten wir die rt-PCR durch (Tabelle 1).  

Zusätzlich zu dem Zielgen, sollten bei einer Genexpressionsanalyse stets auch endogene 

Kontrollen erfolgen, da diese die korrekte Durchführung sichern bzw. Systemfehler 

aufdecken können. In diesem Fall wurden die Glioblastomproben zusätzlich zu HMGA2, 

auch auf Beta-Aktin, Tata Box Binding Protein (TBP) und Importin 8 (IPO8) geprüft. Es 

ist nicht üblich, dass mehrere endogene Kontrollen beobachtet werden, jedoch gibt es 

Studien, die zu multiplen Kontrollen tendieren und diese empfehlen, um eine noch höhere 

Sicherheit zu gewährleisten (Tricarico et al., 2002). Die endogenen Kontrollen sollten 

Marker sein, die durch den Zellzyklus und Zellregulatoren sehr gut und eng kontrolliert 

werden und damit auch einen stabilen Expressionsmuster aufweisen, sodass diese trotz 

verschiedener Zellzyklusphasen oder Einflussstörungen immer vergleichbar sind. Es ist 

davon auszugehen, dass es keine perfekten Kontrollproteine oder –gene gibt, die diese 

Stabilität besitzen, jedoch kommen die Housekeeping-Gene dem ziemlich nah. Bei 

WHO- Grad 4 Tumore, wie dem Glioblastom konnte gezeigt werden, dass sich IPO8 und 

TBP am besten als endogene Kontrollen eignen und deswegen in dieser Untersuchung 

verwendet wurden (Kreth et al., 2010). 

2.2.4.1 Durchführung der qPCR 

Die real-time-PCR wurde in 96-well-Platten durchgeführt (Tabelle 2). Dafür wurden 

zunächst vier Röhrchen angesetzt, die RNAse freies Wasser, MasterMix (TaqMan® Gene 

Expression MasterMix, Tabelle 1) und den jeweiligen Primer (siehe Tabelle 3) 

beinhalteten. 

1. RNAse freies Wasser (8 µl) 

2. TaqMan® MasterMix (10 µl) 

3. Primer (1 µl) 

4. Template DANN (1 µl) 

Zur Gewährleistung der korrekten Messung wurde jede Messung dreifach durchgeführt. 

Jede Primermischung wurde in drei verschiedenen Wells pipettiert und anschließend mit 

1 μl der zu untersuchenden DNA ergänzt. Diese Herangehensweise ermöglichte den 

Abgleich der drei verschiedenen Messungen. Größere Expressionsunterschiede zwischen 

den Wells mit demselben Primer wurden somit erkannt und wiederholt, bis die 
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Standardabweichung nicht größer als 0,25 war. Vor Start und Durchführung der qPCR, 

wurden die 96-well-Platten für 5 Minuten durch die Rotina 420 R (Andreas Hettich 

GmbH, Tabelle 1) gemischt, um durch diese Homogenisierung der zusammengesetzten 

Medien eine korrekte Kettenreaktion zu ermöglichen. Zu jeder Testung erfolgten drei 

Negativkontrollen (NegK, Tabelle 2). 

2.2.5 Auswertung der qPCR 

Die oben beschriebenen Zyklen wurden schließlich durch das Computersystem in Cycle-

Threshold-Werte (CT-Werte) umgerechnet und angegeben. Je niedriger dieser CT-Wert, 

desto mehr DNA ist vorhanden. Da die DNA-Stränge jeweils verdoppelt werden, handelt 

sich um ein exponentielles Wachstum, welches bei der Auswertung der CT-Werte 

berücksichtigt werden muss. Zur Auswertung der HMGA2 Expression wurde zunächst 

ein Mittelwert der gewonnenen CT-Werte der HMGA2 Wells einer Probe ermittelt. 

Hiernach wurden die CT-Werte der endogenen Kontrollen gemittelt und von dem zuvor 

gewonnenen CT-Mittelwert für HMGA2 abgezogen. Dies ergab einen CT-Differenzwert 

(diffCT) und gab den Expressionsunterschied zwischen den endogenen Kontrollen und 

HMGA2 und somit schließlich die relative Höhe der HMGA2 Expression an. Aufgrund 

der umgekehrten Proportionalität (siehe oben) zwischen den CT-Werten und der 

tatsächlichen Expression, wurde letztlich zur Ermittlung der HMGA2 Expression die 

Formel 2-diffCT verwendet. 

  



 

 28 

Tabelle 1: Geräte und Materialien zur Vorbereitung und Durchführung der qPCR 
Geräte und Kits Hersteller Zusammensetzung 
RNeasy Lipid Tissue 
Mini Kit 

QIAGEN GmbH, Hilden 
Deutschland 

- RNeasy Mini Spin 
Columns 

- Collection Tubes (1,5ml 
+ 2ml) 

- QIAzol® Lysis Reagent 
- Buffer RW1 und Buffer 

RPE 
- RNase-Free Water 

Mixer Mill MM 301 Retsch GmbH, Haan 
Deutschland 

 

Mikro 220 R 
Zentrifuge 

Andreas Hettich 
GmbH&Co.KG, Tuttlingen 
Deutschland 

 

peqLab NanoDrop® 
1000 
Spectrophotometer 

peqLab / VWR avantor, 
Darmstadt Deutschland 

 

QuantiTect Reverse 
Transcription Kit 

Qiagen GmbH, Hilden 
Deutschland 

- gDNA Wipeout 
- Buffer Quantiscript 

Reverse Transcriptase 
- Quantiscript RT Buffer 
- RT Primer Mix 
- RNase-Free Water 

Mastercycler Gradient 
Thermal Cycler 

Eppendorf AG, Hamburg 
Deutschland 

 

StepOne System ThermoFisher Scientific, 
Waltham Massachusetts, USA 

 

TaqMan Gene 
Expression Master 
Mix 

ThermoFisher Scientific, 
Waltham Massachusetts, USA 

- AmpliTaq Gold DNA 
Polymerase 

- Ultra Pure 
- Mischung aus dNTPs + 

dTTP/dUTP 
- Uracil-DNA-

Glykosylase 

Rotina 420 R 
Zentrifuge 

Andreas Hettich 
GmbH&Co.KG, Tuttlingen 
Deutschland 

 

Vortex Minishaker IKA®-Werke 
GmbH&Co.KG, Staufen 
Deutschland 

 

Armadillo PCR 96 
well plate 

ThermoFisher Scientific, 
Waltham Massachusetts, USA 
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Tabelle 2: Beispielhafte Darstellung der Befüllung einer 96 Well Platte 

PROBE1 Tumorrand PROBE1 Tumormitte PROBE2 Tumorrand PROBE2 Tumormitte 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

HMGA

2 

TBP TBP TBP TBP TBP TBP TBP TBP TBP TBP TBP TBP 

IPO8 IPO8 IPO8 IPO8 IPO8 IPO8 IPO8 IPO8 IPO8 IPO8 IPO8 IPO8 

NegK NegK Negk          

            

ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB 

 
 
Tabelle 3: Genutzte Primer/Gene Assay für die Testgruppe und zur endogenen 
Kontrolle 
Primer/Gene Assay Hersteller 
HMGA, human Hs00171569_m1 ThermoFisher, LifeScience, Waltham 

Massachusetts, USA TataBox Binding Protein, Human 
Hs00427620 
Importin8, Human Hs00914040_m1 
Actin- β, Human Hs99999903 
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2.3 Immunhistochemie (IHC) 

Zusätzlich zu den molekularen Genexpressionsanalysen durch qPCR, wurden die Proben 

immunhistochemisch ausgewertet, um zum einen die HMGA2 Expression multimodal 

und visuell nachzuweisen. Auch für die IHC wurden intraoperativ randständige und 

zentrale Proben entnommen und untersucht. Prinzipiell werden die Proben bei der IHC, 

die paraffiniert auf einem Objektträger aufgetragen sind, durch eine Antikörper-

Antigen/Epitop Bindung gefärbt. Der Vorgang der IHC wurde in drei Abschnitte 

aufgeteilt. Zunächst erfolgte die Vorbereitung der paraffinierten Proben, damit die 

Antigene durch das Auftragen des Antikörpers erreichbar sind. Die Vorbereitung der 

Proben (siehe 2.3.1) hat das Ergebnis und die Sensitivität deutlich verbessert (Shi et al., 

1991). Im zweiten Schritt wurde der Primärantikörper auf die Schnitte hinzugefügt und 

aufgetragen. Durch das Verwenden gezielter Antikörper (Tabelle 4) mit speziellen 

Bindungseigenschaften werden nur die Zellen gefärbt, die die passenden Antigene zu 

diesem Antikörper besitzen. Diese spezifische Bindung ist nicht nur durch die primäre 

Struktur der Proteine, sondern auch durch die dreidimensionale Konfiguration 

gewährleistet (Zhou, 2017). Durch den sogenannten primären Antikörper wird das 

Zielprotein gebunden. Es bestehen monoklonale und polyklonale Antikörper, die je nach 

Färbekraft durch die Verdünnung mit einem Diluent wirken. Die monoklonalen 

Antikörper binden gezielter an ein Antigen und weisen eine höhere Spezifität auf, 

wohingegen polyklonale Antikörper eine höhere Sensitivität präsentieren (Taylor & 

Levenson, 2006). In dieser Arbeit wurde ein polyklonaler IgG-Antikörper genutzt, um 

besonders quantitativ die HMGA2 Expression ermitteln zu können. Durch das Auftragen 

des zweiten Antikörpers, welcher wiederum gezielt den primären Antikörper bindet und 

zudem ein Farbenzym trägt, können die Zielstrukturen schließlich durch die Färbung 

visualisiert werden (Taylor, 2014). 

2.3.1 Schnittvorbereitung der Proben 

Wie auch für die Genexpressionsanalyse, wurden differenziert Tumorrand- und 

Tumormitteproben in die Klinik für Neuropathologie eingesendet. Zur Qualitätskontrolle 

der Schnitte wurden HE-Schnitte angefertigt und auf spezielle Tumoreigenschaften, wie 

z.B. der erhöhten Mikrovaskularisierung, Nekrose oder Pseudopalisaden geprüft, um 

geeignete Stellen zur immunhistochemischen Untersuchung hervorzuheben (Brat et al., 

2014). Die geeigneten Stellen wurden auf den HE-Probeschnitte markiert und zur 

Referenzierung der untersuchten IHC-Schnitte genutzt. Die paraffinierten Präparate 
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wurden anschließend durch das Schlittenmikrotom (Leica®, SM2010R) in 3 μm 

Schichten geschnitten und zur besseren Entfaltung in ein Wasserbad gelegt, um daraufhin 

auf einen Objektträger aufgetragen zu werden. 

2.3.2 Färbung der Schnitte 

Die Färbung erfolgte nach einem überarbeiteten Protokoll von ZytoChem-Plus HRP 

Polymer-Kit (Firma Zytomed). Die paraffinierten Schnitte wurden zunächst für jeweils 

10 Minuten in drei Xylol-haltige Behälter gestellt. Dadurch konnte die Paraffinierung, 

also die Einbettung zur Konservierung, gelöst werden. Hiernach durchliefen die Schnitte 

eine absteigende Alkoholreihe (2x100%, 95%, 80%, 2x70% haltigen C2H6O), sodass 

diese von der lipophilen Paraffineinbettung in ein hydrophiles, wässriges Milieu versetzt 

wurden, welches für die Färbung notwendig ist. Um die Aktivität der gewebseigenen 

Peroxidasen auszuschalten und somit mögliche Störfaktoren zu minimieren, wurden die 

Schnitte nach der Alkoholreihe für 10 Minuten in H2O2 gelegt. Die Objektträger mit den 

Schnitten wurden nach dem Peroxidaseblock für 1h in einen Citratpufferbad eingelegt 

(pH-Wert von 6; ZytoMed) bei 95°C. Um die gewünschte Temperatur zu erreichen, 

wurde ein Dampfgarer (Braun® Gourmet Dampfgarer) verwendet und regelmäßig die 

Temperatur kontrolliert. Bereits 1991 konnte nachgewiesen werden, dass solch eine 

Vorbehandlung die Quervernetzung, also die gegenseitige Verbindung der Antigene bzw. 

Epitope des Gewebes, welche eine mögliche Anbindung des Antikörpers hemmt, 

demaskiert und aufhebt und somit die Zugänglichkeit des primären Antikörpers fördert 

(Shi et al., 1991). Nach der sogenannten „Heat induced epitope retrieval“ wurden die 

Schnitte zwischen den einzelnen Teilschritten mit einem Waschpuffer (ZytoMed Systems 

Wash Puffer 20x; Tabelle 5) gespült. Daraufhin wurde noch, als letzter Schritt vor dem 

Auftragen des Primärantikörpers, das BlockingSolution System (ZytoChem-Plus HRP 

Polymer-Kit; Tabelle 5), zur Reduzierung der unspezifischen Hintergrundfärbung, auf 

die Schnitte pipettiert, die in einer Feuchtekammer zum Schutz vor dem Austrocknen 

gelegt wurden. 

Im Anschluss auf diese Vorbehandlungen, wurde der Primärantikörper (Tabelle 4) auf 

die Objektträger und somit Gewebeschnitte aufgetragen und für 1 Stunde inkubiert. Im 

Anschluss auf das dreimalige Auswaschen mittels Waschpuffer für jeweils 5 Minuten, 

wurde ein Verstärkungsreagenz (PostBlock; Firma ZytoMed) für 20 Minuten 

aufgetragen, um die Antigen-/Antikörperbindung und somit auch die Färbung zu 

verstärken. Nach weiteren Waschschritten (3x2 Minuten mittels des o.g. Waschpuffers) 
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wurde nun das HRP-Polymer auf die Schnitte pipettiert und mit 30 Minuten 

Inkubationszeit in der feuchten Kammer belassen. Wurde das überschüssige HRP-

Polymer durch Wascheinheiten entfernt, kam es, durch die Hinzugabe von DAB-Substrat 

für 7-9 Minuten und der dadurch erfolgten Oxidation am Zielantigen, zur Braunfärbung 

der Nuklei, also der Zellkerne. Die Färbung wurde durch Wasser gestoppt und die 

Objektträger samt den Proben mit Waschpuffer (s.o.) ausgewaschen. Letztlich wurden 

die Schnitte für maximal eine Minute mit Hämalaun nach Meyer gegengefärbt, um eine 

übersichtlichere und bessere Kontrastierung der Kernfärbung zu erzielen. Abschließend 

wurden die Proben durch eine aufsteigende Alkoholreihe (2x70%, 80%, 90%, 2x100% 

haltigen C2H6O), die letztlich mit Xylol endete, erneut in einen lipophilen Zustand 

gebracht, um die Schnitte dann aus dem Xylol mithilfe von Deckgläschen (Dr. Junghans 

Medical GmbH) und Cytoseal (FisherScientific®) einzudecken. 

 

Tabelle 4: Hersteller- und Antikörperinformationen 
Antikörper Informationen 
Abcam, Anti HMGA2 Antikörper 
(ab207301) 

Wirt - Hase 
Reaktionsspezifität – Human 
Positivkontrolle – Mammakarzinom 
Verdünnung – 1:50 
Polyklonaler IgG Antikörper 

 

2.3.3 Kontrollfärbungen 

Zur Kontrolle der erfolgten Färbungen wurden jeweils Proben aus Mammakarzinomen 

gemäß des Färbungsprotokolls mitgefärbt. Bei fehlgeschlagener Färbung der 

Mammakarzinomproben wurde die Färbung wiederholt. Hierzu wurden noch 

Mammakarzinom-Gewebeproben der Klinik für Neuropathologie genutzt. Diese 

paraffinierten Schnitte wurden ebenso geschnitten und anschließend mit den Proben der 

Untersuchungsgruppe mitpräpariert. 

2.3.4 Auswertung der Immunhistochemie 

Zur Auswertung wurden je Schnittprobe fünf Bereiche der Proben mit einer 40-fachen 

Vergrößerung betrachtet und analysiert. Zunächst wurden alle Zellkerne dieser fünf 

Bereiche gezählt. Hiernach wurden lediglich die durch die Kernfärbung braun 

erscheinenden Zellkerne gezählt. Der Quotient dieser beiden Summen ergab den relativen 
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Anteil an HMGA2 positiven Zellen. Zusätzlich wurde die Färbungsintensität beurteilt. 

Die Auswertung erfolgte mithilfe der Software ImageJÓ (Schneider et al., 2012). 

Die Intensität wurde zwischen I (schwache Intensität), II (mittelstark) und III (starke 

Intensität) eingeteilt (Abb. 4). Um eine möglichst neutrale Einschätzung der 

Färbungsintensität zu treffen, wurden die Bilder alle farbneutral bearbeitet. Das 

Auszählen erfolgte an demselben Computer und Display, um möglichst stabile 

Zählbedingungen zu schaffen. Zwei unabhängige Untersucher waren für die Auswertung 

verblindet und wussten nicht, ob es sich um Rand- oder tumormitteständige Proben 

handelt. Schließlich wurde zur Expressionsauswertung das Produkt aus dem 

prozentuellen Anteil HMGA2 positiver Zellen und Färbungsintensität gebildet (ICxI). 

 

 
Abbildung 4: Immunhistologische Färbungen mit verschiedenen Färbeintensitäten. A=Schwache 
Intensität I; B=Mittlere Intensität II; C=Starke Intensität III 
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Tabelle 5: Geräte und Materialien zur Vorbereitung und Durchführung der 
Immunhistochemie 
Produkt Hersteller Zusammensetzung 
Schlittenmikrotom, 
SM2010R 

Leica  

WB 693 TESPA  
ZytoChem-Plus HRP 
Polymer Kit 

Zytomed GmbH, Berlin 
Deutschland 

- BlockingSolution 
- PostBlock 
- HRP-Polymer 

Citrate Buffer, 
ZUC028-100 

Zytomed GmbH, Berlin 
Deutschland 

 

Antibody Diluent, 
ZUC025-100 

Zytomed GmbH, Berlin 
Deutschland 

 

System Wash Buffer, 
ZUC020-500 

Zytomed GmbH, Berlin 
Deutschland 

 

DAB Substrate Kit High 
Contrast, DAB500plus 

Zytomed GmbH, Berlin 
Deutschland 

- DAB Chromogen 
- DAB Substrate Buffer 

High Contrast 

Dampfgarer Braun GmbH, Kronberg im 
Taunus Deutschland 

 

Deckgläschen Dr. Junghans Medical 
GmbH 

 

Epredia Richard- Allen 
Scientific Cytoseal 

FisherScientific, Waltham 
Massachusetts, USA 
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2.4 Statistische Auswertung 

Die statistischen Berechnungen und Graphiken erfolgten durch das Programm SPSS 

(IBM® Software, Armonk, New York, USA). Das Institut für Medizinische Informatik 

nahm eine beratende und unterstützende Rolle in der statistischen Auswertung ein. 

Generell wurden alle Ergebnisse mit einem p-Wert <0,05 als statistisch signifikant 

betrachtet. 

Zunächst wurden die Daten deskriptiv untersucht und hinsichtlich der Mittelwerte und 

Standardabweichungen analysiert. Klinische Eckpunkte, wie das Alter zum Zeitpunkt der 

Erkrankung und die Geschlechterverteilung, wurden betrachtet und mit den aus der 

Literatur bekannten Daten verglichen. Außerdem wurde die Verteilung von MGMT- 

methylierten und nicht methylierten Proben, sowie der IDH Status beschrieben. Zur 

Veranschaulichung wurden graphische Elemente, wie z. B. Boxplots genutzt. 

Zum Expressionsvergleich zwischen den verschiedenen Gruppen, wurde der Mann-

Whitney-U-Test verwendet. So war es möglich, die HMGA2 Expression vergleichend in 

Abhängigkeit klinischer Parameter, wie z.B. Alter, Geschlecht und molekulargenetischen 

Eigenschaften, wie z.B. der MGMT-Methylierungsstatus, zu untersuchen. In gleicher 

Form konnte das Expressionsmuster zwischen den randständigen und mitteständigen 

Proben verglichen werden. 

Die Überlebensanalyse erfolgte durch die Kaplan-Meier Methode und dem Log-rank- 

Test. Hierzu wurden die Patienten in eine Gruppe mit hoher HMGA2-Expression im 

Randbereich des Tumors und eine Gruppe mit niedriger HMGA2-Expression im 

Randbereich des Tumors unterteilt. Zur Unterteilung wurde eine mindestens doppelt so 

hohe HMGA2 Exspression als der Median im Randbereich aller Proben genutzt. Die 

doppelte Expression musste sowohl auf molekularer- und Proteinebene bestehen. Diese 

Unterteilung wurde genutzt, um den Effekt einer sehr hohen und überdurchschnittlichen 

HMGA2 Expression im Randbereich zu untersuchen. Insbesondere durch die dem 

HMGA2 Molekül zugeschriebenen Merkmale und Charakteristika, ist bei einer sehr 

hohen HMGA2 Last im Randbereich ein negativer Einfluss zu erwarten. Die 

Überlebensanalyse der beiden Randexpressionsgruppen wurde im Anschluss nach 

Stratifizierung des MGMT Status wiederholt. Es wurde das Gesamtüberleben und 

progressionsfreie Überleben der Gruppe mit sehr hoher HMGA2 Randexpression und der 

Gruppe mit niedriger Randexpression in Abhängigkeit mit MGMT verglichen. Zur 

Unterteilung wurde erneut die mediane Expression von HMGA2 am Rand genutzt.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Deskriptive Analyse 

Das Versuchskollektiv wurde hinsichtlich des Alters, Geschlechts, IDH- und MGMT-

Status betrachtet. Dabei zeigten sich in der Kohorte 16 Männer und 7 Frauen in einem 

Verhältnis von etwa 2.3:1. Durchschnittsalter der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose 

war 57,8±8,4 Jahren. Zehn der Patienten (43,4%) hatten einen positiven 

Methylierungsstatus und alle 23 Patienten hatten einen IDH-Wildtyp-Status. Das 

mediane progressionsfreie Überleben der Patienten betrug 7,26 ±6,7 Monate. Das 

Gesamtüberleben war im Median 14,3 ±8,7 Monate (Tabelle 6). 

 

Tabelle 6: Patientenkollektiv und Basisinformation 

 N (%) 

Gesamtfälle 23 (100) 

Alter zum Zeitpunkt der Diagnose 57.8±8.4 Jahre 

Geschlecht  

- Männlich 16 (69.6) 

- Weiblich 7 (30.4) 

MGMT Status  

- Methyliert 10 (43.4) 

- Unmethyliert 13 (56.5) 

IDH Status  

- Mutation 0 (0) 

- Wildyp 23 (100) 

Überlebensdaten  

- Gesamtüberleben 14.3±8.7 Monate 

- Progressionsfreie Überleben 7.26±6.7 Monate 
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3.2 Erhöhte HMGA2 Expression im Glioblastom im Vergleich zum 
Normalhirngewebe 

Die HMGA2-Expression in Glioblastomproben zeigte sich signifikant höher als in 

Normalhirnproben (p=0,016; Abbildung 5). Die HMGA2 Expression aller 

Glioblastomproben wurde ermittelt und mit der Expression im Normalhirngewebe 

verglichen. In beiden Testmodularitäten, qPCR und IHC, ergab sich dieser signifikanter 

Unterschied (IHC p=0,01). 

Sowohl bei randständigen, als auch bei tumormitteständigen Gewebeproben ergab sich 

eine signifikant höhere HMGA2 Expression als im gesunden Hirngewebe. Die HMGA2- 

Expression im Randbereich von Glioblastomen war in der qPCR und in der 

Immunhistochemie signifikant höher als im Normalhirngewebe (qPCR p=0,013; IHC 

p=0,04). Die HMGA2 Expression in der Tumormitte zeigte sich in der qPCR ebenso 

signifikant höher als im Normalhirngewebe (p = 0,04), jedoch präsentierte sich dieser 

signifikante Unterschied zwischen Tumormitte-Proben und Normalhirngewebe nicht in 

der IHC (p = 0,167). 

 

 
Abbildung 5: HMGA2 Expression im Glioblastom, sowie Normalhirngewebe, die durch die qPCR 
ermittelt ist. Die HMGA2 Expression aller Proben im Glioblastom, sowohl GBM-Rand, als auch 
Tumormitte wurden zusammengefügt und durch den Mann-Whitney-U Test mit der Expression in 
den Normalhirnproben verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikant erhöhte HMGA2 Expression 
in den GBM-Präparaten (p=0,016). 
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3.3 HMGA2 Expression im Randbereich vs. Tumormitte des Glioblastoms 

Es zeigte sich eine signifikant höhere HMGA2 Expression im Randbereich des 

Glioblastoms als in der Tumormitte (p=0,012; Abbildung 6). In beiden 

Untersuchungsmodalitäten war die HMGA2-Expression im Randbereich höher als in der 

Tumormitte. Insbesondere die Ergebnisse der Immunhistochemie waren eindeutig und 

ergaben eine höhere Expression von HMGA2 im Rand als in der Tumormitte. Die 

Ergebnisse zeigten sowohl für die Randpräparate, als auch für die Tumormitteproben eine 

relativ große Streuung. In der qPCR ergab sich die Tendenz, dass HMGA2 im 

Randbereich des Tumors erhöht exprimiert wird, jedoch zeigte sich kein signifikantes 

Ergebnis (p = 0,277). 

 

 
Abbildung 6: HMGA2 Expression auf Proteinebene aus randständigen und tumormitteständigen 
GBM-Proben. Es zeigt sich eine signifikant höhere HMGA2 Expression in den randständigen 
Proben als in der Tumormitte (p=0,012; Mann-Whitney-U Test). 

3.4 Korrelation der HMGA2 Expression im Randbereich korreliert nicht mit 
MGMT und weiteren Parameter 

Des Weiteren wurde die HMGA2-Expression bei MGMT-positiven und MGMT- 

negativen Tumorpräparaten untersucht. Die HMGA2-Expression zeigte im Vergleich 

beider Methylierungsgruppen keinen signifikanten Unterschied. Sowohl der Vergleich 

der HMGA2-Expression in randständigen Proben als auch der Vergleich der HMGA2- 

Expression in tumormitteständigen Proben in Korrelation zur Methylierungsgruppe, 

ergab weder in der qPCR noch in der Immunhistochemie einen signifikanten Unterschied 
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(Ergebnisse der Randproben nach MGMT stratifiziert: qPCR p = 0,879; IHC p = 0,343; 

Mitteständige Proben: qPCR p = 0,376; IHC p = 0,232). 

Darüber hinaus wurde die HMGA2-Expression in Abhängigkeit des Geschlechts und des 

Alters ermittelt. Die HMGA2 Expression der randständigen Zellen zwischen Männern 

und Frauen zeigte keinen signifikanten Unterschied. Ebenso zeigte der Vergleich der 

tumormitteständigen Proben keinen signifikanten Unterschied zwischen Männer und 

Frauen (Rand: qPCR p = 0,974; IHC p = 0,82; Mitte: qPCR p = 0,376; IHC p = 0,065). 

Für die Prüfung einer möglichen Korrelation zwischen der HMGA2-Expression und dem 

Alter wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt. Zur Unterscheidung diente das 

mediane Alter samt Standardabweichung unseres Patientenkollektivs, sodass schließlich 

eine Gruppe mit Patienten älter als 66 Jahre und eine Gruppe mit Patienten, die jünger 

waren als die von uns bestimmte Grenze von 50 Jahren entstanden. Diese Unterteilung 

wurde genutzt, um eine mögliche Korrelation der HMGA2 Expression mit dem Alter der 

Patienten zu untersuchen. Dabei ergaben die Ergebnisse keinen signifikanten 

Expressionsunterschied von HMGA2 im Randbereich der Glioblastome. Die HMGA2- 

Last im Randbereich der sehr alten Patienten und der sehr jungen Patienten unterschieden 

sich nicht (p = 0,905 – qPCR; p = 0,73 – IHC). 

3.5 Überlebensanalyse in Abhängigkeit der HMGA2 Expression im Randbereich 

Eine mögliche Korrelation zwischen einer hohen HMGA2-Expression im Randbereich 

und dem Gesamtüberleben bzw. dem progressionsfreien Überleben wurde ermittelt 

(Abbildung 7). Dafür wurde das Patientenkollektiv in zwei Gruppen aufgeteilt. Der 

Median der HMGA2-Expression im Randbereich in der qPCR und IHC diente als Grenze. 

Alle Patienten mit doppelter HMGA2-Expression der Randzone im Vergleich zur 

medianen HMGA2-Expression im Rand wurden als Hohe-Randepxressionsgruppe 

eingeteilt (Rand-Hohe-Expressionsgruppe). Die hohe Randexpression mussten sowohl in 

der qPCR, als auch in der IHC dargestellt werden. Die 7 Patienten mit hoher HMGA2 

Expression am Rand zeigten ein kürzeres Gesamt- und progressionsfreies Überleben. Das 

Gesamtüberleben der hohen HMGA2 Expression am Rand betrug 9,1 Monate (95%KI 

6,5-11,8 Monate) und war um 7,5 Monate kürzer als die niedrige Randexpressionsgruppe 

(p=0,015). Das progressionsfreie Überleben war in der Rand-Hohe-Expressionsgruppe 

bei 5 Monaten (95% KI 2,8-7,2) tendenziell kürzer als in der Rand-Niedrig-

Expressionsgruppe bei 8,3 Monaten (95% KI 4,5-12; p=0,175). 
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Abbildung 7: Überlebensanalyse je nach HMGA2 Expression im Tumorrandbereich. Die Kaplan-
Meier Kurve der Patienten mit hoher HMGA2 Expression im Randbereich des Tumors zeigen ein 
signifikant schlechteres Gesamtüberleben (A; p=0,015) und tendenziell kürzeres 
progressionsfreies Überleben (B; p=0,175). 

3.5.1 Überlebensanalyse in Abhängigkeit des MGMT Status, sowie HMGA2 
Randexpression 

Ergänzend wurde das Überleben mit hoher HMGA2-Expression im Randbereich nach 

dem MGMT-Methylierungsstatus stratifiziert untersucht (Abbildung 8 und Abbildung 9). 

Die Gruppe mit hoher HMGA2-Expression im Randbereich und negativem 

Methylierungsstatus zeigte das kürzeste Gesamtüberleben mit 8,6 Monaten (95% KI 5,5-

11,7 Monate). Im Vergleich zeigte die MGMT-positive und niedrige HMGA2 

Randexpressionsgruppe ein Gesamtüberleben von 19,4 Monaten auf (95% KI 13,8-24,9 

Monate). Die MGMT-negativen Patienten mit niedriger HMGA2-Expression am Rand 

wiesen ein mittleres Gesamtüberleben von 15,6 Monaten auf (95% KI 8,4-22,7 Monate). 

10,5 Monate (95% KI 3,6-17,4 Monate) waren das mittlere Überleben der MGMT- 
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positiven und Rand-Niedrig HMGA2-Expressionsgruppe. Das Gesamtüberleben war in 

den einzelnen Gruppen nach MGMT und Randexpression von HMGA2 eingeteilt 

signifikant unterschiedlich (p=0,023). 

 

 
Abbildung 8: Darstellung des Gesamtüberlebens der GBM-Patienten abhängig von MGMT-
Methylierungsstatus und HMGA2 Expression im Randbereich des Tumors. Das Gesamtüberleben 
war in der Gruppe der Patienten mit hoher HMGA2 Randexpression sowohl für die MGMT 
positiven, als auch MGMT negativen Patienten signifikant kürzer (p=0,023). 

Das progressionsfreie Überleben in der MGMT negativen und HMGA2/Rand-Hoch 

Gruppe war 3,8 Monate (95% KI 1,5-6,1 Monate), wohingegen die MGMT-negativen 

und HMGA2/Rand-Niedrig Gruppe ein progressionsfreie Überleben von 7 Monate zeigte 

(95% KI 2,3-11,7 Monate). In der positiven Methylierungsgruppe ergab sich ein 

progressionsfreies Überleben bei den HMGA2/Rand-Hoch Patienten von 8 Monaten 

(95% KI 6-10 Monate). Die MGMT-positiven und HMGA2/Rand-Niedrig Gruppe 

präsentierte ein progressionsfreie Überleben von 10,2 Monaten (95% KI 4-16,4 

Monaten). Das progressionsfreie Überleben der Subgruppen nach MGMT-Status und 
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HMGA2-Randexpression war nicht signifikant unterschiedlich und zeigte allenfalls eine 

Tendenz zum kürzeren progressionsfreiem Überleben dar (p=0,189). 

 

 
Abbildung 9: Darstellung des progressionsfreien Überlebens der GBM-Patienten abhängig von 
MGMT-Methylierungsstatus und HMGA2 Expression im Randbereich des Tumors. Das 
progressionsfreie Überleben zeigte sich in der Gruppe der Patienten mit hoher HMGA2 
Expression im GBM-Randbereich sowohl für die MGMT positiven, als auch MGMT negativen 
Patienten tendenziell kürzer (p=0,189). Der Unterschied war nicht signifikant. 

3.5.2 Einfluss der HMGA2 Expression am Rand auf das Überleben – Multivariate 
Analyse 

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse präsentierte einen signifikanten Einfluss der 

HMGA2-Expression im Randbereich des Glioblastoms (Tabelle 7). In der multivariaten 

Analyse wurden das Alter, Geschlecht, MGMT-Status und hohe HMGA2-Expression 

eingeschlossen. Hierbei zeigte sich lediglich für die hohe HMGA2-Expression im 

Randbereich ein signifikanten Einfluss (p=0,011, Odds Ratio 4,4, 95% KI 1,4-13,6). 
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Tabelle 7: Multivariate Cox Regressionsanalyse. Unter den Faktoren MGMT Status, 
Alter, Geschlecht und hohe HMGA2 Expression im Randbereich des Tumors, zeigte sich 
lediglich für die hohe HMGA2 Expression im Randbereich des Tumors einen 
signifikanten Einfluss auf das Überleben (p=0,011). 
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4 Diskussion 

4.1 Expressionsunterschied von HMGA2 im Glioblastom und Normalhirngewebe 

Die HMGA2-Expression in unterschiedlichen Regionen des Glioblastoms wurde 

erstmalig in dieser Arbeit untersucht und sollte zusätzliche Erkenntnisse bezüglich 

weiterer Diagnostik und Therapie der Glioblastompatienten zeigen. 

In dieser Arbeit konnte die erhöhte HMGA2-Expression im Vergleich zu 

Normalhirngewebe bestätigt werden, was zuvor bereits andere Studien, wie z. B. 

Schwarm et al. dargestellt haben (Schwarm et al., 2016). Sowohl auf Proteinebene, als 

auch molekulargenetisch zeigte sich in dieser Arbeit eine erhöhte HMGA2-Expression 

im Vergleich zu Normalhirngewebe (Abbildung 5). Moleküle, die lediglich im 

Glioblastom exprimiert werden und in normalen, differenzierten Zellen nicht, stellen 

potentiell eine diagnostische und therapeutische Zielstruktur dar. 

In anderen Tumorentitäten wurde HMGA2 als möglicher diagnostischer Marker 

untersucht. Meyer et al. führten Hinweise auf, dass die Höhe von HMGA2 im peripheren 

Blut mit der Anzahl undifferenzierter, leukämischer Zellen korrelieren könnte. Dies sei 

besonders während des Fortschreitens der Chronischen-Myeloischen-Leukämie in der 

Blastenkrise relevant (Meyer et al., 2007). Eine andere Arbeitsgruppe stellt hingegen fest, 

dass HMGA2 zwar mit der Invasivität der Brustkrebserkrankung korreliert, nicht jedoch 

als Tumormarker dienen kann, da kein signifikanter Unterschied des HMGA2-Levels im 

peripheren Blut zwischen gesunden und erkrankten Patienten gefunden worden ist 

(Fabjani et al., 2005). Bisherige Daten bestätigen HMGA2 als Tumormarker im 

Glioblastom nicht, jedoch könnte HMGA2 durch seine Eigenschaften ein potentieller 

Tumormarker im Glioblastom sein. 

Die eindeutig erhöhte Expression von HMGA2 im Glioblastom könnte eine potentielle 

therapeutische Zielstruktur darstellen. Gezielte Pharmakotherapien, die gesonderte 

Zielstrukturen angreifen, wurden bereits getestet. Hegi et al. stellten Ergebnisse vor, die 

belegen, dass Patienten mit einem positiven MGMT-Methylierungsstatus von der 

Therapie mit Temozolomid besonders profitierten, wohingegen Patienten ohne positiven 

Methylierungsstatus nur einen geringen oder keinen Benefit durch die zusätzliche 

Chemotherapie mit Temozolomid trugen (Hegi et al., 2005). In der NOA16-Studie wurde 

eine mögliche IDH1(R132H)-Impfung getestet. Dabei wurde lediglich gezeigt, dass die 

Impfung von den Patienten gut toleriert worden ist und nebenwirkungsarm war (Platten 

et al., 2021). Weitere Studien, die gezielte Strukturen innerhalb des Glioblastoms 
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angreifen, wie z. B. EGFR oder BRAF konnten keinen signifikanten Überlebensvorteil 

darstellen (Le Rhun et al., 2019). Damit HMGA2 als Zielstruktur in Frage kommt, genügt 

der Expressionsunterschied zwischen Glioblastom und Normalhirngewebe nicht. Der 

prognostische Zusammenhang von HMGA2 im Glioblastom muss zukünftig genauer 

dargestellt werden. 

4.2 Erhöhte HMGA2 Expression am Tumorrand 

Die HMGA2 Expression im Glioblastom ist nicht in allen Tumorbereichen homogen. In 

dieser Arbeit konnte eine signifikant höhere Expression von HMGA2 im Randbereich 

des Glioblastoms im Vergleich zur Tumormitte gezeigt werden (Abbildung 6). Die bisher 

publizierten Daten zur HMGA2 Expression ermöglichten keine differenzierte Aussage 

zur HMGA2 Expression innerhalb eines Tumors. Erstmals wurden im Glioblastoms 

mehrere Tumorbereiche hinsichtlich der HMGA2-Expression untersucht. 

Zhang et al. beschreibt, dass HMGA2 die Invasivität fördert (Zhang et al., 2018). Die 

Eigenschaft von HMGA2 sich weiter auszubreiten, könnte die erhöhte Expression in der 

infiltrativen Randzone begründen. In einer anderen Arbeit wurde eine positive 

Korrelation zwischen HMGA2 und Lymphknotenmetastasen bei 

Zungengrundkarzinomen dargestellt. Sie fassten zusammen, dass HMGA2 die Invasivität 

und Aussiedlung des Zungengrundkarzinoms steigert (Zhao et al., 2016). Übertragen auf 

das Glioblastom wäre es denkbar, dass die erhöhte Expression im Randbereich die 

Ausbreitung fördert und somit die schlechte Prognose mitbegünstigt. 

4.3 Prognostischer Faktor von HMGA2 im Randbereich des Glioblastoms 

Eine erhöhte Expression von HMGA2 in Gliomen, aber auch anderen Entitäten korreliert 

mit einer schlechten Prognose (Liu et al., 2014). Schwarm et al. zeigte, dass die HMGA2- 

Expression im Glioblastom durchaus eine Bedeutung auf das progressionsfreie Überleben 

und Gesamtüberleben hat. Metaanalysen zeigten für andere maligne Tumore einen 

prognostisch ungünstigen Einfluss einer erhöhten HMGA2-Expression (Huang et al., 

2018). Eine Korrelation des Tumorgrades und der HMGA2-Expression konnte in 

Hypophysenadenomen gezeigt werden. Es wurde eine signifikant höhere HMGA2 

Anhäufung in Grad 4 Adenomen im Vergleich zu Grad 2 Adenomen festgestellt (Qian et 

al., 2009). Dies bestätigt die Korrelation von HMGA2 zu aggressiven Tumoren und den 

prognostisch ungünstigen Einfluss von HMGA2. Vergleichbar wurde der prognostisch 

ungünstige Faktor von HMGA2 in extrakraniellen Tumoren, wie z. B. dem 
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Mammakarzinom präsentiert. Die HMGA2 Expression korreliere mit der 

Zellproliferation und Migration (Mansoori et al., 2020). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen, dass eine sehr hohe HMGA2-Expression im 

Randbereich einen prognostisch ungünstigen Einfluss hat. Eine sehr hohe HMGA2 

Expression am Rand zeigt ein signifikant schlechteres Gesamtüberleben (Abbildung 7). 

Das progressionsfreie Überleben ist bei den Patienten mit sehr hoher HMGA2-Expression 

im Randbereich tendenziell kürzer (Abbilung 7). Es konnte kein relevanter Einfluss der 

HMGA2-Expression der Tumormitte dargestellt werden, sodass sich weitere 

Untersuchungen auf die HMGA2-Expression im Randbereich fokussierten. Eine 

mögliche Erklärung für den fehlenden Einfluss der HMGA2-Expression in der 

Tumormitte könnte die insgesamt niedrigere Expression sein (Abbildung 6), sowie der 

avitale Charakter der Tumormitte im Glioblastom, welcher häufig durch viele nekrotische 

Areale gekennzeichnet ist. 

Die Patienten mit sehr hoher HMGA2-Expression im Randbereich, wiesen unabhängig 

vom MGMT-Status ein signifikant schlechteres Gesamtüberleben (Abbildung 8) und ein 

tendenziell schlechteres progressionsfreies Überleben auf (Abbildung 9). 

Diese Ergebnisse heben die Bedeutung der Randzone hervor. Die diagnostische und 

therapeutische Bedeutung der Randzone im Glioblastom könnte durch solche Ergebnisse 

in den zukünftigen klinischen Alltag einbringen. Eine gezielte Probeentnahme der 

Randzone des Glioblastoms wäre denkbar, um eine bessere prognostische Aussage 

tätigen zu können. Ein hervorgehobener therapeutischer Ansatz der Randzone im 

Glioblastoms, wäre durch solche Ergebnisse möglicherweise gerechtfertigt. 

4.4 Mögliche molekulargenetische Schlüsselrolle von HMGA2 in der Randzone 
des Glioblastoms 

Wang et al. zeigte, dass das Zusammenwirken von HMGA2 mit dem miRNA let-7, ein 

Tumorsuppressor, welches in den meisten Tumoren erniedrigt erscheint und somit die 

eigene inhibitorische Wirkung auf Tumore verliert, relevant ist (Wang et al., 2015). Bei 

Tumoren, wo let-7 erniedrigt oder gehemmt ist, zeigt sich die Expression von HMGA2 

und anderen tumorfördernden Faktoren erhöht und die kanzerogenen Eigenschaften, wie 

z.B. die Epitheliale-Mesenchymale-Transition, die erhöhte Migration oder 

Therapieresistenz sind betont (Kolenda et al., 2014). In Anbetracht dessen, dass viele 

Tumorentitäten durch diese Signalkaskade beeinflusst werden und letztlich einen 

prognostisch negativen Effekt erhalten, ist die genaue Untersuchung dieser Signalkaskade 
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und speziell die Schnittstellen der einzelnen Vorgänge von Bedeutung für das 

Verständnis der Tumorgenese, aber auch für mögliche Therapieansätze des Glioblastoms 

und anderer Tumore. 

In dieser Arbeit wurde die signifikant erhöhte Expression von HMGA2 am Rand im 

Vergleich zur Tumormitte dargestellt und der prognostische Einfluss von HMGA2 im 

Randbereich des Tumors wurde gezeigt (Abbildung 6 + Abbildung 7). Diese Ergebnisse 

deutet darauf hin, dass die Mikrostruktur und die Eigenschaften am Rand unterschiedlich 

sind. Durch die vorausgegangene Erklärung des Zusammenhanges von let-7 und 

HMGA2, kann eine vermehrte Hemmung von let-7 am Tumorrand angenommen werden. 

Eine entscheidende Rolle in der Entstehung der unterschiedlichen HMGA2 Expression 

könnte Hypoxie sein, welches let-7 inhibiert. Es wird angenommen, dass die 

Signalkaskade rund um let-7/LIN28/HMGA2 unabhängig von Sauerstoffgehalt Energie 

generieren und liefern kann, sodass es ein wichtiger Mechanismus zur Energielieferung 

im hypoxischen Tumor sein könnte (Ma et al., 2014).  

Eine weitere mögliche Erklärung für die unterschiedliche Expression von HMGA2 je 

nach Hypoxiegradient, könnte im Zusammenspiel mit SOX2 liegen. Hypoxie ist mit einer 

erhöhten SOX2-Expression in Tumoren, wie z. B. Prostatakarzinom, beschrieben worden 

(Bae et al., 2016). Durch eine direkte Bindung von HMGA2 an SOX2 wird die Expression 

von SOX2, einem Transkriptionsfaktor, erhöht (Chiou et al., 2013). Besonders im schnell 

wachsenden Glioblastom könnte die sauerstoffunabhängige let-7/HMGA2/SOX2 

Verbindung im Randbereich zur Robustheit und Malignität des Tumors beisteuern. 

Sorensen et al. beschreibt eine hypoxieabhängige Rolle von Immunzellen in 

verschiedenen Bereichen des Glioblastoms (Sorensen & Kristensen, 2022). Die let-

7/LIN28/HMGA2 Achse scheint mit der Differenzierung von CD8 T-Zellen verbunden 

zu sein und durch die Antigenpräsentation über den T-Zell-Rezeptor gehemmt zu werden 

(Wells et al., 2017). Glioblastome zeigen im Vergleich zu anderen Tumorentitäten 

abweichende Präsenz an Immunzellen (De Leo et al., 2020). Die Rolle von Tumor-

Assoziierten Makrophagen (TAMs) und Mikroglia auf die let-7/LIN28/HMGA2 

Expression in verschiedenen Tumorbereichen ist nicht abschließend erklärt. Die 

hypoxiegetriebene erhöhte HMGA2-Expression im Randbereich des Tumors und die mit 

HMGA2 verbundenen molekulargenetischen und zellulären Signalkaskaden, könnten 

den schlechten Einfluss einer erhöhten HMGA2 Expression im Randbereich des Tumors 

auf das Gesamtüberleben erklären. 
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Schließlich scheint die Ausprägung von Hypoxie in verschiedenen Tumorbereichen 

ungleich zu sein. Katakowski et al. zeigten, dass der Hypoxiemarker HIF-1α in der 

invasiven Zone des Glioblastoms erhöht exprimiert ist und stellten die Hypothese auf, 

dass Hypoxie sich auf die miR-9 Expression auswirkt, die wiederum je nach Zelldichte 

die Tumorzellen in einen invasiven oder proliferativen Zustand versetzt (Katakowski et 

al., 2016). Hier wäre ein Vergleich von HMGA2 mit Hypoxiemarkern in der Randzone 

eine sinnvolle Ergänzung, denn Cai et al. zeigte, dass HMGA2 in hypoxieassiziierten 

Zellen vermehrt exprimiert ist und anti-apoptotisch und migrationsfördernd wirkt (Cai et 

al., 2020). Folglich lässt sich die Hypothese stellen, dass die Hypoxie am Tumorrand 

ursächlich für die erhöhte Expression von HMGA2 in der Randzone ist. 

4.5 Mikrostrukturen und Randbereich des Glioblastoms 

Die signifikant höhere HMGA2-Expression im Randbereich des Glioblastoms weist auf 

die strukturelle Heterogenität innerhalb des Glioblastoms hin. Diese Arbeit knüpft an das 

Konzept, dass verschiedene Bereiche im Glioblastom unterschiedliche Aufgaben und 

Wirkungen tragen. Das Glioblastom wird nicht als einheitliche Masse betrachtet, sondern 

vielmehr als heterogenes und komplexes Konstrukt mit Zusammenspiel vieler Bereiche. 

Die Betrachtung der Randregion ist gezielt und sinnvoll, da speziell die Randregion den 

Ausgangspunkt für die meisten Rezidive darstellt und therapeutisch noch viele Fragen 

aufwirft (Burger et al., 1983). Im vorigen Kapitel wird der hypoxiebezogene Unterschied 

der Randregion, sowie die damit möglicherweise zusammenhängenden Signalkaskaden 

dargestellt. Nach unseren Ergebnissen lässt sich festhalten, dass HMGA2 als potenter und 

prognostisch relevanter Marker am Rand vermehrt exprimiert ist. Dieses deskriptive 

Merkmal attestiert der Randregion eine gehobene Stellung und richtet die 

Aufmerksamkeit weiterer Arbeiten auf die Randregion und die Interaktion zwischen den 

einzelnen Markern und Zellen. Auf molekularer Ebene wäre es interessant zu 

untersuchen, wie HMGA2 mit anderen Molekülen bzw. Markern im Randbereich 

kommuniziert und interagiert. Welche Strukturen werden durch HMGA2 im Randbereich 

beeinflusst oder wovon wird HMGA2 im Randbereich beeinflusst? 

Das Modell und die Theorie von Nischen und Tumorbereichen, die einen starken Einfluss 

auf das onkologische Geschehen des Tumors besitzen, erhärtete sich in den letzten Jahren 

(Filatova et al., 2013). Demnach sind Expressionsunterschiede in verschiedenen 

Tumorbereichen nachvollziehbar und erklärt. In den Nischen wird eine starke Präsenz 

von Gliom-Stammzellen (GSC) vermutet, die wiederum in Kombination mit 
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Immunzellen und Stützzellen des Gehirns Wachstum und Ausbreitung antreiben und 

fördern können (Hide et al., 2018). Detaillierteres Wissen und Kenntnis über diese 

proliferations- und invasionsfördernden Mikrostrukturen sind grundlegend, um mögliche 

Therapieansätze zu generieren. Im Beispiel der perivaskulären Nische, wo das 

Zusammenspiel von GSC und Endothelzellen (EC) im Mittelpunkt steht, ist die 

Expression von VEGF (siehe Abbreviationen) erhöht, was wiederum die 

Neoangiogenese, also die Neubildung von Gefäß- und Kapillarstrukturen fördert und 

somit die Versorgung des sehr schnell wachsenden Tumors aufrechterhält (Kim et al., 

2018). Eine Inhibition von VEGF und somit auch die Hemmung der dazugehörigen 

Veränderungen der vaskulären und perivaskulären Strukturen, wird heute in der Klinik 

als Therapieverfahren angewendet und kann insbesondere das Überleben der Patienten 

mit Rezidiven verlängern (Morisse et al., 2019). Dies ist ein gutes Beispiel dafür, wie das 

Wissen über die jeweiligen Mikrostrukturen des Glioblastoms und die Kenntnis 

möglicher Zielstrukturen den Weg für zukünftige Therapieverfahren ebnen können. 

Des Weiteren spielt das Zusammenspiel von Immunzellen und Tumorzellen eine 

wesentliche Rolle, da maligne Tumore lernen das Immunsystem zu unterdrücken und 

auszuhebeln. Roesch et al. fassen diese Wechselwirkung zusammen und beschreiben, wie 

Immunzellen sogar eine tumorfördernde Polarisation tragen können (Roesch et al., 2018). 

Mikroglia, die sich im Wesentlichen von Immunzellen aus dem Knochenmark 

unterscheiden, dienen nicht nur als reine Immunzellen, sondern spielen eine gesonderte 

Rolle in der Entwicklung des Gehirns und bei der Wahrung des Gleichgewichtes der 

neuronalen Strukturen (Ma et al., 2021). Gliomzellen fördern das Einschwemmen von 

Immunzellen und polarisieren diese, sodass eine tumorfördernde Umgebung geschaffen 

wird und keine Inhibition erfolgt (Xuan et al., 2021). Dadurch fördern Immunzellen, die 

durch die Gliomzellen beeinflusst worden sind, die Invasion und Tumorwachstum (Zhu 

et al., 2016). Präklinische Studien, die ein gezieltes Blockieren dieser Wechselwirkung 

bewirken, zeigen durchaus vielversprechende Ergebnisse, die jedoch weiterverfolgt und 

untersucht werden müssen (Pyonteck et al., 2013). 

In der invasiven Randzone wurden besondere Merkmale beschrieben, die der Randregion 

eine besondere Stellung und Einfluss auf das Glioblastom attestieren. Zum einen konnten 

Hide et al. zeigen, dass die erhöhte Präsenz von randgelegenen Mikroglia und 

oligodendritischen Progenitorzellen dem Glioblastom stammzelltypische Eigenschaften 

verleihen und die Ausbreitung und Invasivität fördern. Diese Ergebnisse bestätigen somit 

inhaltlich das Zusammenspiel solcher Zellen und die oben erwähnten Kaskaden zwischen 
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Mikroglia und Gliomzellen (Hide et al., 2019). Zum anderen scheint es auch 

molekulargenetische Unterschiede zwischen den einzelnen Tumorregionen zu geben 

(Aubry et al., 2015). In einer Arbeit wurde die Genaktivität von Zellen des Tumorkerns 

mit Zellen der invasiven Grenzregion verglichen und jeweils Gensignaturen beschrieben, 

die durchaus unterschiedlich waren. Gene, die mit dem Zellzyklus, Zellüberleben und 

Aggressivität vergesellschaftet sind, konnten in randständigen Zellen vermehrt 

beobachtet werden (Fayzullin et al., 2019). So ist z. B. die Expression von GFAP, einem 

glialen Tumormarker, insbesondere bei Tumorzellen vom Migrationstyp mit hoher 

Motilität erniedrigt. Bereits 2003 wurde in vivo untersucht und hingewiesen, dass eine 

niedrige Expression von GFAP mit hochgradigen Gliomen korreliert (Wilhelmsson et al., 

2003). 

In gastroenteralen Tumoren konnte Dong J. et al. aufweisen, dass das HMGA2-

Retinoblastom Protein-FOXL2 Zusammenwirken die Metastasierung und die Epitheliale-

Mesenchymale Transition fördert und zudem die Chemoresistenz steigert (Dong et al., 

2017). Dieser von Dong J. et al. beschriebener Effekt von HMGA2 auf Tumorzellen passt 

zu bisherigen Befunden, die zeigen, dass randständige Tumorzellen progenitorähnliche 

Eigenschaften tragen und die Migrationsbewegung dieser Zellen im Randbereich 

ausgeprägter ist im Vergleich zu den mesenchymalen Zellen in der Tumormitte (Beadle 

et al., 2008). Auf zellulärer Ebene wäre die Frage nach einer Korrelation oder 

Zusammenhang zwischen HMGA2 und tumor-assoziierten Makrophagen/Mikroglia 

interessant. Wie oben beschrieben, fällt eine immer größere Aufmerksamkeit auf die 

tumor-assoziierten Makrophagen/Mikroglia, die aus der Peripherie einwandern können 

oder durch hirneigene Mikroglia repräsentiert werden (Hambardzumyan et al., 2016). 

Untersuchungen zeigen, dass diese Makrophagen eine Auswirkung auf das Überleben der 

Patienten tragen (Pyonteck et al., 2013). Eine mögliche Korrelation zwischen HMGA2 

und tumor-assoziierten Makrophagen wurde noch nicht untersucht. Eine gezielte 

Untersuchung dieser Assoziation im Randbereich könnte aufschlussreich sein und die 

potente Invasionszone weiter entschlüsseln. 

4.6 Therapieoptionen für den Randbereich 

Die Therapie des Glioblastoms gründet sich auf drei Säulen und ist trotz operativer 

Resektion, adjuvanter Radio- und Chemotherapie nicht kurativ. Trotz größten 

Bemühungen, lässt sich kein durchschlaggebender Erfolg erzielen und die Prognose 

bleibt schlecht. 
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Wenn nun der Randbereich eine erhöhte Relevanz trägt und maßgeblich zur Ausbreitung 

des Glioblastoms beisteuert, dann muss die Therapie des Glioblastoms diese Tatsache 

berücksichtigen. Eine differenzierte Betrachtung des Tumors auch hinsichtlich der 

Therapie wäre die logische Konsequenz. In der Regel werden Glioblastome zunächst 

operativ entfernt, bevor eine adjuvante Radiochemotherapie begonnen wird. Anhand 

dieser Arbeit ist anzunehmen, dass die sorgfältige Entfernung des Randes womöglich 

prognostisch wichtiger ist, als ein reines Abtragen der groben Tumormasse. Besonders in 

der Randzone, wo Hypoxie, HMGA2 und progenitorähnliche Zellen vorhanden sind 

(s.o.), könnte eine ausgiebige, operative Entfernung der Randzone für das Ergebnis und 

die Lebenserwartung vorteilhaft sein. Erste Ergebnisse zeigen, dass eine supramaximalle 

Resektion einen Überlebensvorteil bringt (Shah et al., 2020). Eine operative Entfernung 

von intrakraniellen Raumforderungen ist immer durch die Lokalisation und örtliche Nähe 

zu eloquenten Zentren limitiert. Die Funktionalität geht vor der radikalen Ausräumung 

des Glioblastoms, sodass eine ausgiebige Entfernung der Randzone hierdurch nicht in 

jedem Fall durchgeführt werden kann (Moliterno et al., 2012). Die Ergebnisse aus dieser 

Arbeit weisen auf ein schlechteres Überleben von Patienten mit hoher HMGA2 Last im 

Randbereich auf, sodass die Optimierung der Resektion des Randbereiches in der Zukunft 

berücksichtigt werden sollte. Die bestehenden Mittel zur Resektionsoptimierung, wie z.B. 

die intraoperative MRT-Untersuchung, die Wachkraniotomie, kortikales- bzw. 

subkortikales Mappping, intraoperativer Ultraschall oder fluoreszenzgestützte Resektion, 

haben sicherlich das operative Vorgehen verbessert, aber die weitere 

Resektionsoptimierung gilt es weiterhin anzustreben (D'Amico et al., 2014). Besonders 

in Rezidiv-Glioblastomen könnte eine Kombination der intraoperativen Hilfsmittel 

nützlich sein, da z.B. nicht alle Rezidiv-Glioblastome Fluoreszenz darstellen (Quick-

Weller et al., 2016). Ling Guo et al. generierten eine fluoreszierende Lösung, die 

insbesondere die Mikroglia darstellt und somit eine bessere Tumor-Normalhirn-Grenze 

visualisierte. In vitro und in Tierversuchen konnten erste gute Ergebnisse präsentiert 

werden (Guo et al., 2020). Des Weiteren wurde anderweitig verglichen, ob die Resektion 

der FLAIR hyperintensen Regionen im MRT einen Überlebensvorteil bringt. Im 

Vergleich zu der herkömmlichen Resektion anhand der Gadolinium-gestützten 

Navigation, konnten in der prospektiven Studie bessere Ergebnisse vermerkt werden 

(Certo et al., 2021). 

Das Wissen der erhöhten Expression von HMGA2 im Randbereich kann bei der 

Entwicklung neuer operativer Hilfsmethoden genutzt werden. Bei vielversprechenden 



 

 52 

Ansätzen von sogenannten Live-Histologie Technologien, werden unpräparierte 

Gewebeproben spektroskopisch innerhalb weniger Minuten untersucht und durch 

künstliche Intelligenz ausgewertet. So gibt es bereits erste Versuche, wo der IDH-Status 

durch solch eine Technologie ermittelt wird (Sciortino et al., 2021). Könnten HMGA2 

typische Spektren ermittelt werden und somit HMGA2 gezielt dargestellt werden, dann 

wäre eine intraoperative Randzonendarstellung mithilfe von HMGA2 möglich. 

 

Durch das infiltrative Wachstum des Glioblastoms bleibt dieser Tumor operativ nicht in 

toto zu resezieren. Es werden immer einzelne Tumorzellen oder Aussiedler distant von 

der primären Raumforderungslokalisation sein. Systemische Chemotherapien sollen die 

verbliebenen Tumorzellen gezielt bekämpfen. Die Tatsache, dass HMGA2 lediglich in 

entarteten und entdifferenzierten Tumorzellen exprimiert wird und besonders in Zellen 

der invasiven Zone vorkommt (Abbildung 5), hebt HMGA2 als mögliches Therapieziel 

hervor (Mansoori et al., 2021). In dieser Arbeit wird gezeigt, dass HMGA2 im 

Normalhirngewebe nicht exprimiert wird. Konsequenterweise muss untersucht werden, 

ob HMGA2 als Zielstruktur genutzt werden kann und ob das Ausschalten von HMGA2 

einen Vorteil bringt und die Rezidivrate senken könnte. In anderen präklinischen Studien 

wurden andere Tumorentitäten durch eine gezielte Hemmung von HMGA2 behandelt und 

es konnte ein positiver Effekt beobachtet werden (Zhu et al., 2013). Gao et al. zeigte, dass 

durch miR-498 eine direkte Hemmung von HMGA2 erreicht wurde und somit 

Proliferation, Migration und Invasion reduziert werden konnte (Gao et al., 2018). 

Glioblastome sind in ihrer Struktur besonders und nicht unmittelbar mit anderen 

Tumorentitäten vergleichbar. Die Lokalisation im Gehirn und die Blut-Hirn-Schranke 

machen die zielgerichtete Therapie schwieriger und stellt häufig Herausforderungen dar 

(Desland & Hormigo, 2020). Die Arbeitsgruppe von Jia W. behandelte Zelllinien des 

Glioblastoms mit Verbascosid und aktivierte Let-7g-5p und inhibierte damit zudem 

HMGA2. Die Inhibition von HMGA2 in glialen Zelllinien resultierte in einer Abnahme 

der Invasivität, Migration, Tumorwachstum und Lebensfähigkeit (Jia et al., 2020). Solche 

Ergebnisse sind erste Schritte und belegen die finale Wirksamkeit der Hemmung von 

HMGA2 nicht, aber bestätigen die Tendenz, dass HMGA2 mit einer schlechteren 

Prognose assoziiert ist und das Runterregulieren durchaus die Aggressivität des Tumors 

reduzieren könnte. 
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Schließlich wird die Therapie des Glioblastoms durch die Bestrahlung komplettiert. In 

Anbetracht, dass die Randregion gute Mikrostrukturen für das Auftreten von Rezidiven 

bietet und die erhöhte HMGA2-Expression im Randbereich des Glioblastoms mit einer 

schlechteren Prognose einhergeht, ist die sorgfältige Bestrahlung der Randregion 

relevant. Durch verschiedene Bestrahlungsformen, wie z.B. die intraoperative 

Bestrahlung der Resektionshöhle, wurde in der Vergangenheit häufiger der Versuch 

gestartet ein längeres Überleben der Patienten zu gewinnen (Cifarelli & Jacobson, 2021). 

In einer großen Studie konnten Schueller et al. keine Verbesserung des Überlebens im 

Vergleich zur Standardtherapie feststellen (Schueller et al., 2005). Aktuell läuft eine 

prospektive klinische Phase-III Studie mit dem Namen Intrago II, die die herkömmliche 

Therapie mit zusätzlicher intraoperativer Radiotherapie vergleicht. In einer ersten 

Analyse dieser Arbeitsgruppe zeigte sich ein Überlebensvorteil für die Patienten mit 

intraoperativer Bestrahlung (Sarria et al., 2020). Selbstverständlich spielen bei der 

intraoperativen Bestrahlung mehrere Faktoren eine Rolle, wie z. B. Dosis und 

Bestrahlungsform. Hier könnte HMGA2 als Marker der Randregion hinzugezogen 

werden. In experimentellen Ansätzen könnte die HMGA2-Expression in Randproben vor 

und nach der intraoperativen Bestrahlung ermittelt werden. 

4.7 Limitationen dieser Arbeit 

Die gezielte genetische Untersuchung der HMGA2-Expression in mitte- und 

randständigen Gewebeproben ist sehr innovativ und schenkt dieser Arbeit den 

Unterschied zu vorigen HMGA2-Publikationen, jedoch sind einige Punkte zu nennen, die 

diese Studie in der Aussagekraft einschränken. Retrospektive Untersuchungen sind durch 

ein sehr gemischten Patientenkollektiv geprägt und führen zu einem systemischen Fehler, 

da die Patienten nicht in allen Aspekten vergleichbar sind. So wird in dieser Arbeit die 

onkologische Nachbehandlung nicht berücksichtigt, was die Aussagekraft bezüglich des 

Überlebens sehr limitiert. Unterschiedliche adjuvante Therapien und nicht onkologische 

Komplikationen, die im weiteren Verlauf entstehen können, wurden nicht integriert, 

sodass eine wirkliche Aussage zum Überleben nicht vollends getätigt werden kann. 

Außerdem wäre eine tiefergehende Betrachtung weiterer molekulargenetische 

Eigenschaften, wie die Ausprägung von 1p/19q Ko-Deletion oder der EGFR-Mutation 

hilfreich, da die verschiedenen Mutationen tatsächlich verschiedene Entstehungswege 

des Glioblastoms darstellen (R. Chen et al., 2017). Das Glioblastom wird nicht mehr 

undifferenziert betrachtet, sondern durch die Molekulargenetik eingeteilt und somit 
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könnte es heißen, dass HMGA2 nur bei bestimmten Gliomen stärker exprimiert wird. 

Auch die Randexpression könnte variieren. 

Die eingeschlossene Patientenanzahl von 23, ist für eine experimentelle Arbeit nicht 

ungewöhnlich klein, jedoch insgesamt einschränkend auf die Aussagekraft der Studie, da 

auch statistische Tests durch die Patientenzahl limitiert sind. Insbesondere bei potenziell 

geringgradigen Unterschieden zwischen den untersuchten Gruppen wirkt sich eine große 

Patientenzahl positiv auf die Aussagekraft und Aussagefähigkeit aus (Serdar et al., 2021). 

Zu erwähnen ist zudem die teilweise fehlende Übereinstimmung der 

Expressionsergebnisse zwischen der IHC und qPCR. Die Ursache für solch eine 

Diskrepanz könnte multifaktoriell sein und muss kritisch hinterfragt werden. Zur 

Auswertung der IHC wurden viele Parameter standardisiert. Die Beleuchtung, 

Schnittauswahl und die Verblindung des Untersuchers zu den Schnitten helfen, um die 

Auswertung vergleichbarer zu machen, jedoch bleibt es letztlich sehr 

untersucherabhängig, wie die angefärbten Zellen und die Farbintensität bewertet werden. 

 

Zudem ist die Probenentnahme trotz navigationsgestützter Technik frei und vom 

Operateur abhängig und nur begrenzt standardisierbar. Zudem lässt sich diskutieren, ob 

die häufig zentralgelegenen Nekroseareale tatsächlich den Glioblastomkern darstellen 

oder durch fehlende vitale Zellen eine Verschiebung der Ergebnisse provozieren. Hinzu 

kommen die Operationstechnik und Probeentnahme. Wird vor der Entnahme viel 

thermisch koaguliert und das Gewebe iatrogen verändert, so spielt sich dies auch auf die 

Ergebnisse im Labor aus. Postoperativ erfolgte die Verarbeitung des entnommenen 

Gewebes zügig und ein wochenlanges Konservieren in flüssigem Stickstoff wurde 

gemieden. Die Qualität und Integrität von RNA für qPCR-Untersuchungen ist eminent 

(Fleige & Pfaffl, 2006). Eine Qualitäts- und Quantitätsmessung erfolgte zwar immer 

unmittelbar nach Erhalt RNA-Proben oder vor dem Umschrieb in DNA, vereinzelte 

Kühlkettenunterbrechungen konnten nicht gänzlich verhindert werden.  
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5 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurde erstamlig die HMGA2-Expression im Glioblastom in 

unterschiedlichen Tumorregionen untersucht. Der direkte Vergleich von 

Glioblastomproben aus dem Tumorrand mit mitteständigen Tumorproben zeigt, dass 

HMGA2 im Randbereich des Glioblastoms erhöht exprimiert wird. Zudem bestätigt diese 

Arbeit, dass HMGA2 im Glioblastom höher exprimiert wird als in Normalhirnproben. 

Besonders zwischen Proben des Glioblastomrandes und Normalhirngewebe konnte ein 

großer Expressionsunterschied dargestellt werden. Die erhöhte Expression von HMGA2 

im Randbereich ist ein interessantes Merkmal und passt zu aktuellen Betrachtungen und 

Modellen, welche das Glioblastom als heterogenen Tumor mit verschiedenen Bereichen 

betrachtet, die unterschiedlich stark das Tumorgeschehen beeinflussen. 

Die Korrelationsuntersuchungen zwischen HMGA2 im Randbereich und klinischen 

Eigenschaften, ergaben keine signifikanten Ergebnisse, jedoch lässt sich vermuten, dass 

HMGA2 nicht mit Grundeigenschaften, wie z.B. Alter, Geschlecht oder anderen 

molekulargenetischen Markern korreliert. Eine besonders hohe HMGA2-Expression im 

Randbereich des Tumors konnte mit einem schlechteren Gesamtüberleben beobachtet 

werden. Es konnte ein prognostischer Zusammenhang zwischen der HMGA2-Expression 

im Randbereich und dem Gesamtüberleben präsentiert werden. 

Als möglicher randspezifischer Marker könnte HMGA2 zukünftig zur 

Resektionssteuerung am Tumorrand dienen. Zudem wäre eine gezielte Darstellung der 

Randstruktur durch Marker wie HMGA2 möglich. 

Abschließend lässt sich festhalten, dass regionale Expressionsunterschiede von HMGA2 

im Glioblastom bestehen, die zudem einen prognostischen Einfluss darstellen. Weitere 

Untersuchungen zu HMGA2 im Glioblastom könnten aufschlussreiche Informationen 

hervorbringen und somit zur Entschlüsselung der Erkrankung liefern. Insbesondere 

größere Studienkollektive und zielgerichtete Untersuchungen wären notwendig, um 

stärkere Aussagen treffen zu können. 

5.1 Summary 

This study investigated the expression of HMGA2 in glioblastoma in different tumor 

regions for the first time. Direct comparison of glioblastoma samples from the tumor 

margin with specimens from the center of the tumor shows that HMGA2 is expressed at 

an elevated level in the marginal region of glioblastoma. In addition, this work confirms 

that HMGA2 is higher expressed in glioblastoma than in normal brain samples. In 
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particular, a large difference in expression was shown between samples from the 

glioblastoma margin and normal brain tissue. 

The increased expression of HMGA2 in the rim area, is an interesting feature and fits to 

current considerations and models, which consider glioblastoma as a heterogeneous 

tumor with different areas, which differentially influence tumor progression. Correlation 

analysis between HMGA2 in the marginal area and clinical features, did not yield 

significant results, but suggests that HMGA2 does not correlate with basic characteristics, 

such as age, sex or other molecular genetic markers. Particularly high HMGA2 expression 

at the periphery of the tumor was observed to be associated with poorer overall survival. 

A prognostic correlation between HMGA2 expression in the marginal area and overall 

survival could be presented. 

As a potential margin-specific marker, HMGA2 could serve as a resection guide at the 

tumor margin in the future. In addition, targeted imaging of the margin structure by 

markers such as HMGA2 would be possible. 

In conclusion, regional expression differences of HMGA2 exist in glioblastoma, which 

also represent a prognostic influence. Further studies on HMGA2 in glioblastoma could 

reveal insightful information and thus contribute to decipher the disease. In particular, 

larger study collectives and targeted investigation would be necessary to draw stronger 

conclusions.  
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11 Rohdaten qPCR und Immunhistochemie 

Supplementäre Tabelle mit den Rohdaten der qPCR 

 
 
Supplementäre Tabelle mit den Rohdaten der IHC 

 
  

ID HMGA2-1 HMGA2-2 HMGA2-3 Blaktin-1 Blaktin-2 Blaktin-3 Ipo 8-1 Ipo 8-2 Ipo 8-3 Tbp-1 Tbp-2 Tbp-3
MI170453.1 27,57 27,27 28 25,89 25,84 26,24 27,89 29,71 29,24 31,5 31,75 31,03
Mi170453.2 27,31 27,58 26,84 25,13 26,52 25,29 31,75 32,02 31,86 24,97 25,27 25,21
SD220861.1 36,96 35,94 36,92 28,09 28,29 28,22 35,27 35,99 35,13 35,7 34,04 35,7
SD220861.2 34,71 33,78 33,6 26,4 26,56 26,15 31,45 30,6 30,46 27 26,63 27,15
MJ250958.1 30,77 31,04 30,75 28,18 27,59 28,13 33,81 34,17 37,14 35,85 35,66 35,72
MJ250958.2 28,26 28,19 28,3 26,62 26,29 26,59 34,5 34,28 34,4 35,95 36,14 37
BK230946.1 31,98 31,98 32,18 25,73 25,63 25,72 32,96 33,16 33,48 26,31 26,01 26,05
BK230946.2 29,88 31,15 30,3 27,3 26,96 26,5 31,74 32,03 31,92 34,68 34,24 34,54
TR060862.1 34,2 34,12 34,63 28,93 28,67 28,98 33,61 33,49 33,62 26,37 26,01 27,56
TR060862.2 36,66 35,98 35,98 27,43 28 28,16 34,44 34,37 35 31 31,4 32,16
BS050471.1 31,81 31,9 32,13 27,37 27,23 27,33 32,5 32,01 31,98 31,08 31,08 31,67
BS050471.2 24,56 24,32 23,68 20,99 20,91 21,08 28,34 28,03 28,76 26,3 25,64 26,54
RA250570.1 36,97 37 undetected 29,37 28,99 29,43 37,03 36,72 36,37 36,98 37,06 36,98
RA250570.2 33,17 32,98 32,74 25,27 25,16 25,4 35,13 35,01 35,48 37,02 34,53 34,99
GH211146.1 33,66 33,91 34,21 28,49 28,43 28,99 34,31 34,47 34,02 34,45 34,81 35,71
GH211146.2 36,41 35,5 35,97 29,64 29,68 29,76 36,81 36,74 37 36,93 36,91 36,99
VS250249.1 36 35,77 35,29 36,81 35,22 37,02 37,21 36,5 36,7 37,12 36,66 36,62
VS250249.2 30,14 30,16 30,19 21,75 20,7 20,72 29,64 29,57 29,67 29,99 29,89 30,73
RC161053.1 35,52 36 35,97 26,56 27,63 26,56 37,01 36,67 36,33 36,23 36,3 36,38
RC161053.2 33,15 32,92 32,99 26,81 27,09 25,83 36,22 35,69 35,92 36,6 36,72 36,43
MC220667.1 35,52 35,44 35,65 31,73 30,63 31,82 36,29 37 36,51 36,47 36,47 37,01
MC220667.2 35,55 35,99 35,39 27,9 27,99 28,39 35,37 34,99 35,01 33,99 33,73 33,81
KH060751.1 36,72 36,81 37,07 35,43 35,49 35,51 36,31 36,44 36,99 36,34 36,3 36,39
KH060751.2 31,41 31,51 31,58 25,47 25,88 25,84 31,84 31,24 31,5 34,22 33,49 33,49
JK090646.1 30,22 31,2 30,18 23,42 23,47 22,89 28,92 28,61 28,68 26,56 28,43 27,93
JK090646.2 32,39 32,06 33,87 26,2 26,37 27,39 32,22 32,31 31,84 34,27 33,92 34,27
EK150354.1 32,34 32,19 32,4 28,04 28,02 28,22 34,92 34,95 34,94 33,27 33,3 33,17
EK150354.2 37 36,5 35,71 29,83 29,76 29,73 37,03 36,44 36,41 35,53 35,62 37,03
DB100564.1 27,53 27,6 27,54 28,57 28,92 29,09 32,69 32,36 32,91 34,59 34,99 34,62
DB100564.2 30,57 30,7 30,63 22,15 21,42 22,18 29,26 29,55 29,38 29,3 29,97 29,82
SM140367.1 33,1 33,98 32,81 27,94 28,73 28,87 35,91 36,08 37,02 36,56 37,01 36,31
SM140367.2 29,18 29,34 29,42 23,79 24,97 23,75 32,12 32,03 32,11 32,1 32,29 32,29
SA100965.1 36,9 36,92 36,59 25,78 25,59 25,67 33,09 32,82 32,59 32,1 31,57 31,78
SA100965.2 undeceted 36,72 36,48 33,83 33,36 33,68 34,57 34,27 34,21 34,63 34,48 34,63
TM210556.1 33,53 32,95 33,53 26,75 26,38 27 34,06 34,14 33,46 35,33 36,15 35,22
TM210556.2 33,46 34,7 33,73 27,27 27,85 27,38 33,87 34 35,57 35,39 35,2 35,69
DM250464.1 32,75 32,7 32,96 29 28,35 28,56 33,22 33,4 33,02 35,35 36,23 35,6
DM250464.2 33,36 33,72 34,69 29,18 29,53 29,27 35,27 35,77 37 36,16 36,46 36,2
SS310774.1 33,46 33,27 33,38 29,09 29,28 29,64 36,65 36,92 37,04 36,61 36,4 36,96
SS310774.2 35,87 36,28 35,99 27,81 26,69 27,31 33,99 34,74 33,78 34,43 34,25 34,38
WA100964.1 30,27 30,13 30,19 23,91 23,94 24,16 34,87 34,75 34,43 36,44 36,48 36,41
WA100964.2 31,64 31,6 31,7 17,67 17,56 17,87 28,64 28,77 28,93 28,72 28,63 28,75
CM100362.1 34,7 35,26 35,09 25,11 25,42 25,85 32,93 33,37 33,19 32,92 32,68 32,85
CM100362.2 36,33 36,87 36,97 27,16 27,6 27,98 34,98 35,96 35,22 35,13 35,51 35,98
BM200966.1 30,71 30,9 30,18 25,44 25,26 25,92 27,49 26,97 27,05 28,1 27,64 27,66
BM200966.2 33,54 34,23 33,41 26,31 26,3 26,2 36,15 35,38 35,46 36,22 36,17 37,05

B-Nummer Rand Intensität Endwert Mitte Intensität Endwert
CM100362 B694/17 IIR 0,459837536 2 10 B694/17 IM 0,366521139 2 8
WA100964 B317/18 IR 0,438196586 2 8 B317/18 IIM 0,284532186 1 3
SS310774 B1652/17 IR 0,3801465 1 4 B1652/17 IIM 0,332477024 1 3
DM250464 B285/17 IIIR 0,614781855 2 12 B285/17 IVM 0,37287163 2 8
TM210556 B1339/16 IsdR 0,248731151 2 4 B1339/16 Iva 0,374036603 2 8
SA100965 B201/18 II 0,475201417 3 15 B201/18 III 0,456598544 2 10
SM140367 B177/18 III 0,408583304 2 8 B177/18 IV 0,216104902 1 2
DB100564 B473/17 Iib 0,419567234 1 4 B473/17 III 0,328746803 1 3
EK150354 B1030/17 Ib 0,229856944 1 2 B1030/17 Iia 0,537541923 2 10
JK090646 B769/17 II 0,369055424 2 8 B769/17 III 0,330997541 2 6
KH060751 B1735/17 Iie 0,471837395 2 8 B1735/17 Ib 0,429568376 1 4
MC220667 B675/18 III 0,219212489 1 2 B675/18 IV 0,199401849 1 2
RC161053 B115/17 Iia 0,370143036 2 8 B115/17 Iib 0,219730229 1 2
VS250249 B205/18 II 0,332908327 2 10 B205/18 III 0,467553334 2 6
GH211146 B529/18 II 0,542364811 3 15 B529/18 III 0,364779685 3 12
RA250570 B438/18a 0,399761561 1 4 B438/18b 0,306826215 2 6
BS050471 B703/18 II 0,472596367 3 15 B703/18 III 0,436647071 1 4
TR060862 B729/18 Ib 0,630340505 3 18 B729/18 III 0,238034876 2 4
BK230946 B841/18 Iia 0,267371447 1 3 B841/18 Iid 0,349341067 1 4
MJ250958 B132/17a 0,548068126 2 12 B132/17b 0,411532592 2 8
SD220861 B1318/18 II 0,411030316 2 8 B1318/18 III 0,070058496 1 1
MI170453 B829/18 II 0,64322217 3 18 B829/18 III 0,233452044 2 4
BM200966 B7/18 IIR 0,343538887 2 6 B7/18 IIM 0,265942671 1 3
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