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1. Zusammenfassung

Diffuse WHO Grad 2 Gliome weisen im Vergleich zu anderen Gliomentitditen wie dem
Glioblastom eine gute Prognose auf, jedoch ist das Gesamtiberleben auch unter
Berticksichtigung des haufig jungen Erkrankungsalters weiterhin gering.' In den letzten
Jahren konnte ein besseres molekulares Verstandnis der Tumore sowohl die Diagnostik der
einzelnen Entitdten verbessern, als auch die Einschatzung ihrer Prognose prazisieren,
wodurch sich ihre Therapie effektiver gestalten lasst."*5 Somit ist die tumorbiologische
Untersuchung von Gliomen zur genaueren Beurteilung der Krankheit und ihrer Prognose
wichtig.

Mitglieder der Tumornekrosefaktor-Superfamilie weisen eine erhohte Expression in Gliomen
auf und wurden als mogliche Prognosefaktoren in den Tumoren identifiziert.>'" DR6, ein
Todesrezeptor aus der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie, kann Apoptose in
Tumoren auslosen, spielt jedoch auch eine prokarzinogene Rolle.'>'® Der Rezeptor wurde
bereits in anderen Tumorarten als Prognosefaktor bestimmt und istin manchen Gliomentitaten
hochreguliert.”~"° In dieser Arbeit wurde die Expression des Rezeptors mittels PCR und
Western Blot in WHO Grad 2 Gliomen untersucht sowie sein prognostischer Wert anhand des
Krebs-Genomatlas (engl. The Cancer Genome Atlas, [TCGA]) und erhobenen Patientendaten
analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass DRG6 in niedriggradigen Gliomen im Vergleich zu
Kontrollgewebe hochreguliert ist. In rezidivierenden niedriggradigen Gliomen war die
Expression des Rezeptors hoher als in primaren WHO Grad 2 Gliomen. Auch in Proben vom
gleichen Patienten wurde der Rezeptor im Rezidiv starker exprimiert als im Primartumor. In
Bezug auf molekulare und histologische Charakteristika wurde DR6 in Astrozytomen und
IDH1-mutierten Tumoren am hdchsten exprimiert.

Eine Analyse des TCGA zeigte ein langeres progressionsfreies Uberleben (engl. progression
free survival, [PFS]) und Gesamtlberleben (engl. overall survival, [OS]) fir Tumore mit hoher
DR6 Expression. Ein ahnlicher Trend lie3 sich in unserer Patientenkohorte im PFS
wiederfinden. Eine detaillierte Analyse der Gruppen und eine getrennte Betrachtung von
primaren und rezidivierenden Tumoren zeigte jedoch, dass eine erhdhte Expression von DR6
vor allem in erstmalig erkrankten WHO Grad 2 Gliompatienten mit einem langeren PFS
assoziiert ist. In der Rezidiv-Kohorte hingegen war eine vermehrte Expression des Rezeptors
mit einem kirzeren OS verbunden.

Die Hochregulation von DRG6 in niedriggradigen Gliomen stimmt mit vorherigen Daten uberein,
die eine verstarkte Expression des Rezeptors in einigen Gliomentitaten nachweisen.!” Weitere
Arbeiten sind jedoch notwendig, um die ambivalente prognostische Rolle von DRG6 in primaren

und rezidivierenden Tumoren aufzuklaren. Auch in anderen Tumorzelllinien zeigen sich



Unterschiede in der antitumoralen Wirkung des Rezeptors, welche mdglicherweise vom
Expressionslevel des Rezeptors abhangen.'?' Jedoch sind insbesondere in Gliomen die
Signalwege von DR6 noch ungewiss und eine genauere Analyse ist notwendig, um die

Funktion des Rezeptors besser zu verstehen.'320-22
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2. Einleitung

Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS) weisen insgesamt eine Inzidenz von etwa
25/100.000 Personen bei einer jahrlichen Mortalitat von circa 4/100.000 auf.® Das zumeist
benigne Meningeom, ein Tumor der Hirnhaute, ist die haufigste Tumorentitat. Gliome machen

etwa 24% aller ZNS-Tumore aus.?

21. Gliome

In Deutschland waren Gliome im Jahr 2018 mit 88,7% (Frauen) bzw. 89,3% (Manner) die
haufigsten malignen Tumore des ZNS?* und treten mit einer Inzidenz von etwa 6/100.000
Personen auf.'®23

Die mit Abstand grofte Untergruppe der Tumore bilden die diffusen Gliome,®* welche sich
durch ein entsprechendes Wachstumsverhalten auszeichnen."” Obwohl einige Entitaten der
diffusen Gliome primar im Kindesalter auftreten, liegt das Durchschnittsalter bei
Diagnosestellung bei 63 Jahren."3

Typische Erstsymptome eines Glioms sind eine neu aufgetretene fokale oder generalisierte
Epilepsie, neurologische Defizite und Zeichen eines erhéhten Hirndrucks wie Kopfschmerzen,
Ubelkeit und Erbrechen oder Bewusstseinsveranderungen.*%2*

Bei Verdachtssymptomen ist zur Diagnostik in erster Linie eine Magnetresonanztomographie
(MRT) in T1-Wichtung ohne und mit Kontrastmittel sowie T2- Fluid Attenuated Inversion
Recovery (FLAIR) indiziert.*®> Daneben werden der Karnofsky-Index (Karnofsky Performance
Status [KPS]) und eine klinische Untersuchung zur Einschatzung des Allgemeinzustandes und
Operabilitat des Patienten erhoben.*® Neurokognitive Tests wie der Mini-Mental-Status-Test
oder der Montreal Cognitive Assessment-Test dienen zur genauen Beurteilung der bereits
entstandenen tumorbedingten Beeintrachtigungen.*%2526 Eine Lumbalpunktion kann dabei
helfen Differenzialdiagnosen auszuschlie3en, sofern der Patient sich nicht mit Zeichen eines
erhohten Hirndrucks prasentiert.

Eine routinemafige Vorsorgeuntersuchung zur Erkennung von Gliomen erfolgt nicht, auch weil
einfache diagnostische Untersuchungen bspw. des Blutes oder Liquors zur Detektion der
Krankheit fehlen.*® Leidglich beim Li Fraumeni- und Turcot-Syndrom sowie der
Neurofibromatose Typ | und Il, bei denen Gliome mit einer erhéhten Inzidenz auftreten, wird
ein bildgebendes Screening zum Nachweis der Krankheit durchgefiihrt.*°

Grundsatzlich wird angestrebt, eine histologische Diagnose des Tumors zu sichern. Ist eine
Operation aufgrund der Tumorlokalisation oder Komorbiditaten kontraindiziert, kann eine

stereotaktische Biopsie des Tumors zur Diagnosesicherung erfolgen.*5
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2.1.1. Molekulares Verstandnis und Klassifikation

Gliome werden durch die ,WHO Classification of Tumours of the Central Nervous System* der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization [WHQ]) klassifiziert." Die zuvor
hauptsachlich auf morphologischen Kriterien beruhende Einteilung der diffusen Gliome wurde
2016 und 2021 grundlegend Uberarbeitet, da sich gezeigt hatte, dass molekulare
Charakteristika der Tumore eine erhebliche Rolle bezogen auf ihre klinischen Eigenschaften,
Therapieoptionen und Prognose spielen und die alleinige Berufung auf histologische
Merkmale der Komplexitat der Erkrankungen nicht gerecht wird."?"28 Daher werden die
einzelnen Entitaten diffuser Gliome nun vor allem anhand molekularer Marker kategorisiert
und eine Unterteilung in Malignitatsgrade erfolgt innerhalb der jeweiligen Tumorgruppe.'
Diffuse Gliome werden anhand des Erkrankungsalters in drei Gruppen eingeteilt, da sich
zwischen padiatrischen und adulten Entitdten deutliche klinische und molekulare Unterschiede
zeigen.'

Diffuse Gliome vom adulten Typ stellen die gréRte Gruppe der Gliome dar und werden neben
histologischen Kriterien anhand folgender genetischer Veranderung klassifiziert: Mutation der
Isocitrate Dehydrogenase 1 (IDH1) oder IDH2, Kodeletion des kurzen Arms von Chromosom
1 und des langen Arms von Chromosom 19 (1p/19q Kodeletion), Telomerase Reverse
Transcriptase (TERT) Promotor Mutation, Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

Amplifikation, Chromosom 7 Zugewinn und Chromosom 10 Verlust (+7/-10)."3

IDH-Mutationen

Mutationen der Isocitrat-Dehydrogenase wurden in diffusen Gliomen bei IDH1 an Codon 132,
bei IDH2 an Position 172 nachgewiesen und fliihren zu einem Aminosaureaustausch.’2%%
IDH1 R132H ist mit 83-91% der IDH1-Mutationen die haufigste nachgewiesene Mutation."2%-
31

Physiologisch sind Isocitrat-Dehydrogenasen innerhalb des Citratzyklus an der Umwandlung
von Isocitrat zZu a-Ketoglutarat unter gleichzeitiger Produktion von
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) beteiligt.3? Durch die Missense-Mutationen
kommt es stattdessen zu einer Umwandlung und Uberproduktion von a-Ketoglutarat zu R(-)-
2-Hydroxyglutarat.®® R(-)-2-Hydroxyglutarat nimmt unter anderem Einfluss auf die Epigenetik
der Tumorzellen, indem es die Histon-Demethylierung hemmt und eine Hypermethylierung der
DNA induziert.34-3" Als friihe ,gain-of-function” (engl. fir Funktionsgewinn) Mutation innerhalb
der Entwicklung von diffusen Gliomen férdern diese Veranderungen beispielsweise durch eine
gestdrte Differenzierung der Zellen und einer Hochregulation von Onkogenen die weitere
Genese des Tumors,33:34:37.38

IDH-Mutationen sind mit einem langeren Uberleben vergesellschaftet und eine Einteilung

anhand des Mutationsstatus erlaubt eine genauere Einschatzung der Prognose als die
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bisherige Kategorisierung mittels histologischer Kriterien.23%4" Gliome, in denen diese
Mutationen auftreten, ahneln sich zudem in klinischen Eigenschaften wie einem friihen
Erkrankungsalter und einer berwiegenden Lokalisation im Frontalhirn®4-43 und stammen
maoglicherweise von der gleichen Ursprungszelle ab.*

Die Mutationen konnten als Charakteristikum von Astrozytomen und Oligodendrogliomen
identifiziert werden und entsprechen in diesen Entitaten nun einem Diagnosekriterium. ™30

In der Gruppe ,Astrozytome, IDH-mutiert” — Astrozyten-ahnlichen Tumoren - treten neben den
IDH-Mutationen haufig Mutationen des Tumorsuppressors Tumor Protein p53 (TP53) sowie
ein Verlust des Transkriptionsregulators ATRX Chromatin Remodeler (ATRX) auf, welcher
unter anderem zu einer alternativen Verlangerung der Telomere fiihrt."#145 Astrozytome
werden weiter in WHO Grad 2-4 unterteilt, wobei die Tumore im klinischen Verlauf in héhere
Malignitatsgrade ibergehen konnen.! Astrozytom Grad 4 Tumore entsprechen den friiheren
sekundaren Glioblastomen.! Zur Differenzierung der Malignitdtsgrade werden neben
histologischen Kriterien auch homozygote Deletionen von Cyclin-dependent Kinase Inhibitor
2A (CDKN2A) und CDKN2B mitbeurteilt, welche mit einer schlechteren Prognose assoziiert
sind und deshalb ein Charakteristikum von Grad 4 Tumoren darstellen."

Die Gruppe ,Astrozytome, IDH-Wildtyp®, die durch ein Fehlen von IDH-Mutationen bei
gleichzeitig typischer astrozytarer Histologie gekennzeichnet war und bei welcher haufig
Mutationen nachgewiesen werden konnten, die sich sonst in IDH-Wildtyp Glioblastomen —
WHO Grad 4 - wiederfinden, wurde in der aktuellen Ausgabe der WHO Kilassifikation

gestrichen. 241

1p/19q Kodeletion

Oligodendrogliome — Oligodendrozyten-ahnliche Tumore - sind neben einer IDH-Mutation
durch eine 1p/19q Kodeletion charakterisiert.’-3841

Diese Kodeletion geht haufig mit einer Mutation des Capicua Transcriptional Repressor (CIC)
Gens und seltener mit Mutationen des Far Upstream Element Binding Protein 1 (FUBP1)
einher.24¢ CIC fungiert als Repressor des Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK)-
Signhalwegs - eine Mutation von CIC fihrt in Oligodendrogliomen zu einer Dysregulation des
Signalwegs und unterstiitzt damit das Mitogen-unabhangige Tumorwachstum.*” Zudem tritt in
den Tumoren haufig eine TERT Mutation auf.#'#® Die Tumorentitat kann in WHO Grad 2 und
3 unterteilt werden, wobei auch im Falle von Oligodendrogliomen WHO Grad 2 Tumore in
WHO Grad 3 Ubergehen koénnen.! Die Tumore sind mit einem vergleichsweise guten
Therapieansprechen und einer guten Prognose assoziiert.4%°

Tumore, die histologisch Oligodendrogliomen &hneln oder aber Ahnlichkeiten mit
Oligodendrogliomen und Astrozytomen teilen, die aber nicht die molekularen Eigenschaften

dieser Entitaten erflllen, werden als ,,Oligodendrogliome not otherwise specified (NOS)“ (engl.
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fur nicht anders spezifiziert) bzw. ,Oligoastrozytome NOS* oder ,Oligoastrozytome not

elsewhere classified (NEC)“ (engl. flr nicht anderweitig klassifiziert) bezeichnet, was die

fehlende Diagnostik bzw. Verstandnis dieser Tumore verdeutlicht.’

IDH-Wildtyp Glioblastome

IDH-Wildtyp Glioblastome — ehemals primare Glioblastome - stellen als Grad 4 Tumore die
aggressivste Form der diffusen Gliome dar und sind mit etwa 45-50% die haufigste auftretende
Gliomentitat." Sie sind mit einem Uberleben von wenigen Monaten assoziiert und weisen damit
die schlechteste Prognose auf?3°%" Neben der Abwesenheit von IDH und Histon H3
Mutationen dienen folgende Kiriterien zur Diagnose des IDH-Wildtyp Glioblastoms:
mikrovaskulare Proliferation und/oder Nekrose, TERT Promoter Mutation, EGFR Amplifikation
sowie +7/-10 Chromosomenveranderungen.' Bei Vorliegen einer der zuletzt genannten
genetischen Veranderungen kann ein Glioblastom klassifiziert werden, auch wenn die
histologischen Kriterien nicht erflillt sind." Glioblastome treten vor allem im hoheren Alter auf,

das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung betragt 65 Jahre.®
Neben der Gruppe der diffusen Gliome vom adulten Typ existieren noch zwei andere Gruppen
der diffusen Gliome (siehe Tabelle 1). Die weitere Arbeit bezieht sich auf die im

Erwachsenenalter auftretenden diffusen Gliome.

Einteilung der diffusen Gliome

Diffuse Gliome vom adulten Typ

Astrozytom, IDH-mutiert
Oligodendrogliome, IDH-mutiert und 1p/19q kodeletiert
Glioblastom, IDH-Wildtyp

diffuse niedriggradige Gliome vom padiatrischen Typ
Diffuses Astrozytom, MYB- oder MYBL 1-alteriert

Angiozentrisches Gliom

Polymorpher niedriggradiger neuroepithelialer Tumor des Jugendalters

Diffuses, niedriggradiges Gliome, MAPK Signalweg alteriert

Diffuse hochgradige Gliome vom padiatrischen Typ
Diffuses Mittelliniengliom, H3-K27-alteriert
Diffuses hemispharisches Gliom, H3-G34-mutiert

Diffuses hochgradiges Gliom vom padiatrischen Typ, IDH- und H3-Wildtyp

Hemispharisches Gliom vom infantilen Typ

Tabelle 1. WHO Kiassifikation der diffusen Gliome 202152
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2.1.2. Therapie

Die Therapie von diffusen Gliomen vom adulten Typ besteht aktuell aus drei Saulen:
Operation, Radiotherapie und Chemotherapie.*®

Praoperativ wird haufig eine antiddematése Therapie mit Kortikosteroiden sowie eine
antikonvulsive Behandlung bei Auftreten von Krampfanfallen durchgefiihrt.*® Eine offene
Resektion erfolgt neben der Diagnosesicherung auch in therapeutischer Absicht, wobei diffuse
Gliome vom adulten Typ durch eine Operation alleine nicht kurativ behandelt werden
kénnen.*® Dies liegt am infiltrativen Wachstum des Tumors in das umliegende Gewebe, was
eine vollstandige Resektion unmaoglich macht.>*>* Daher sollte eine chirurgische Intervention
immer unter groRtmaoglicher Erhaltung neurologischer Funktionen durchgefiihrt werden.*5%
Um trotzdem eine moglichst vollstandige Resektion des Tumors zu gewahrleisten, kdnnen
bspw. bildgebende Verfahren wie die intraoperative Kernspintomographie oder der Einsatz
von 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) - ein Protein der Porphyrinsynthese, welches zur

Fluoreszenzfarbung des Tumors fiihrt - herangezogen werden.%6-%8

Das Ausmal der adjuvanten Therapie richtet sich nach der jeweiligen Tumorentitat bzw. dem
Malignitatsgrad sowie patientenbezogenen Faktoren.*®

Bei WHO Grad 2 Astrozytomen und Oligodendrogliomen kann eine ,watch-and-wait* (engl. fur
Beobachten und Abwarten) Strategie nach der Operation indiziert sein. Dies ist vor allem bei
jungeren, unter epileptischer Therapie asymptomatischen Patienten mit vollstandiger
Resektion der Fall, aber auch abhangig von der jeweiligen Tumorentitat.*> Ansonsten fuhrt
eine Strahlentherapie mit anschlieRender Procarbazin, Lomustin, und Vincristin (PCV)
Polychemotherapie zu einem deutlich verlangerten Gesamtiiberleben.®® Da es bei WHO Grad
2 Tumoren zu einem vergleichsweise langen postinterventionellen Uberleben kommt, ist eine
Schonung des gesunden Gewebes wahrend der Strahlentherapie entscheidend, um die
Lebensqualitat des Patienten zu erhalten.*

WHO Grad 3 Astrozytome sollten mittels Radiotherapie und anschliefender Temozolomid-
Chemotherapie behandelt werden, da sich ein gutes Ansprechen auf das
Chemotherapeutikum in den IDH-mutierten Tumoren gezeigt hat.?° Bei Oligodendrogliomen
hingegen ist neben der Bestrahlung eine PCV-Chemotherapie indiziert.*©"62

Fir WHO Grad 4 Astrozytome gibt es bisher keine klaren Therapieempfehlungen, da sie zuvor
zu den Glioblastomen gezahlt und entsprechend behandelt wurden." Eine Therapie entweder
in Anlehnung an WHO Grad 3 Astrozytome oder IDH-Wildtyp Glioblastome wird empfohlen.*

Zur Standardtherapie von IDH-Wildtyp Glioblastomen nach Operation gehort die
Strahlentherapie, die das Uberleben der Patienten ungefahr verdoppelt.*#>%® Eine
konkomitante Chemotherapie mit Temozolomid sowie eine Erhaltungstherapie ist zudem bei

Patienten unter 70 Jahren und gutem Allgemeinzustand indiziert.*® Fir Patienten tber 70
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Jahren bzw. mit Komorbiditaten, flr die eine kombinierte Radiochemotherapie nicht in Frage
kommt, soll zur Therapieentscheidung der O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase
(MGMT) Methylierungsstatus herangezogen werden.*®> MGMT revidiert physiologisch die
Effekte von Alkylanzien wie Temozolomid und fuhrt damit zu einem verminderten Ansprechen
auf die Therapie.®* Durch eine Methylierung des Gens kommt es zu dessen Inaktivierung und
dadurch zu einer hdéheren Sensitivitdt gegeniber Alkylanzien und somit einem besseren
Therapieerfolg durch Temozolomid.?%%¢ Patienten mit MGMT Methylierung sollten im Falle von
Komorbiditaten mit dem Chemotherapeutikum therapiert werden, alle anderen mittels
Strahlentherapie.*®

In vielen Landern aufRerhalb der europaischen Union ist Bevacizumab, ein Vascular
endothelial growth factor (VEGF) Inhibitor, als Therapie fur rezidivierende Glioblastome
zugelassen, obwohl bisher nur begrenzte Effekte fir die Behandlung nachgewiesen werden
konnten.*>¢” Daneben gibt es zahlreiche Versuche neue Therapieansatze im Rahmen der
Immuntherapie und personalisierten Medizin zu etablieren. Klinische Studien wurden unter
anderem zu Tyrosinkinaseinhibitoren wie EGFR Inhibitoren, MAPK-Signalweg und
mechanistic Target of Rapamycin (mTOR)-Signalweg Therapien, Immuncheckpoint-
Inhibitoren und Impfungen durchgefiihrt.?® Neben der Bluthirnschranke, welche die
Anreicherung der Medikamente im Tumor erschwert und neue Therapiemoglichkeiten
begrenzt, fihrt auch die intratumorale molekulare Heterogenitat zu Schwierigkeiten, eine
effektive personalisierte Therapie anzubieten.*'8%70 So hat sich in den letzten Jahren die

Behandlung von diffusen Gliomen nicht wesentlich verbessern kénnen.

2.1.3. Prognose

Die Prognose von Gliomen gerade in Bezug auf Glioblastome ist insgesamt immer noch
schlecht.® So betragt das mediane Uberleben der WHO Grad 4 Tumore 8 Monate.® Zu den
etablierten positiven Prognosefaktoren gehdren ein junges Alter des Patienten und ein guter
Allgemeinzustand, wahrend eine unvollstandige Resektion des Tumors mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist.* Daneben ist die MGMT Promoter-Methylierung in Anbetracht der
haufig verwendeten Alkylanzien in der Behandlung von diffusen Gliomen wichtig zur
Einschatzung der Prognose.*

Brat et al.2 zeigten, dass sich das Gesamtlberleben (engl. overall survival [OS]) der einzelnen
Tumorentitdten durch eine Einteilung der Gliome anhand des IDH- und 1p/19q
Kodeletionsstatus mit einem geringeren Vorhersagefehler prognostizieren lasst als anhand
der Histologie der Tumore (siehe Abbildung 1). Wahrend IDH-mutierte und 1p/19q kodeletierte
Gliome (WHO Grad 2 und 3) ein medianes OS von 8 Jahren aufweisen, betragt dieses bei
IDH-mutierten und nicht 1p/19q kodeletierten Tumoren (WHO Grad 2 und 3) 6,3 Jahre.? Die
zuvor bestehende Gruppe der IDH-Wildtyp WHO Grad 2 und 3 Gliome zeigt ein OS ahnlich

dem von Glioblastomen und betragt im Durchschnitt 1,7 Jahre.? Das mediane Uberleben von
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IDH-mutierten Grad 4 Gliomen ist beinahe doppelt so lang wie das von IDH-Wildtyp
Glioblastomen (2,1 Jahre vs. 1,1 Jahre).?

Gerade in Bezug auf WHO Grad 2 Astrozytome und Oligodendrogliome, die zwar nur mit einer
Inzidenz von etwa 0,2 bzw. 0,15/100.000 auftreten und damit vergleichsweise selten sind,?
jedoch haufig jlingere Patienten in der dritten und vierten Lebensdekade betreffen,23° hilft
diese genauere Charakterisierung und Prognosebestimmung der Gliome dabei, die Tumore

besser einzuschatzen und Therapieregime zu planen.*54

A Gliome klassifiziert nach Histologie und WHO Grad B Gliome klassifiziert nach molekularen Subtypen
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Abbildung 1. Gesamtiiberleben von Gliompatienten abhdngig von histologischen und molekularen
Charakteristika. (A) zeigt das Gesamtiiberleben von Patienten der WHO Kilassifikation 2007 folgend.
(B) gibt das Uberleben der Patienten abhéngig von ihrem IDH-Mutations- und 1p/19q Kodeletionsstatus
an.

Niedriggradiges Gliom (engl. low grade glioma [LGG]), Glioblastom (GBM)

Reproduziert mit Erlaubnis von Brat et al.?, Copyright Massachusetts Medical Society.

2.2. Tumornekrosefaktor-Superfamilie

Die Tumornekrosefaktor-Superfamilie (TNFSF) besteht aus insgesamt 19 Liganden und 29
Rezeptoren (Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie [TNFRSF])"'. TNF(a) war dabei der
erste Ligand, der entdeckt wurde.”>"* Mitglieder der TNF und TNFR Superfamilie fiihren
physiologisch unterschiedlichste Funktionen aus und sind vor allem an Abldufen des
Immunsystems beteiligt.”" So flhrt beispielsweise die Ausschittung von TNFa als
proinflammatorisches Zytokin zu Vasodilatation, Odembildung, Leukozytenadh&sion und
Fieber.”

Die Gruppe der Rezeptoren kann unterteilt werden in Rezeptoren mit ,Death Domain® (engl.
fur Todesdomane), ohne Todesdomane und ,Decoy“-Rezeptoren (engl. fiir Kéder/Attrappe).”
Letztere konkurrieren mit Todesrezeptoren um Liganden und unterbinden so deren Funktion.”
Zu den Todesrezeptoren, welche in der Lage sind Apoptose einzuleiten, gehdren
Todesrezeptor 1 (engl. Death receptor 1 [DR1])/TNFR1, DR2/Fas cell surface death receptor
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(Fas)TNFRSF6, DR3/TNFRSF25, DR4/TNF-related apoptosis inducing ligand receptor 1
(TRAILR1)/TNFRSF10A, DR5/TRAILR2/TNFRSF10B und DR6/TNFRSF21.77-7° Die Bindung
des jeweils zugehdrigen Liganden fiihrt zu einer Aktivierung des Todesrezeptors.”®# Unter
Zuhilfenahme von Adaptermolekilen wie Fas-associated protein with death domain (FADD),
TNF receptor-associated protein with death domain (TRADD) oder Receptor-interacting
protein 1 (RIP1) kommt es zu einer Aktivierung der Initiatorcaspasen Caspase-8 und -10.7°:8
Diese aktivieren die Effektorcaspasen Caspase-3, -6 und -7, welche zur Apoptose fiihren.”®#0
Zudem kann Caspase-8 durch die Spaltung von BH3-interacting domain death agonist (Bid)
eine Ausschleusung von Cytochrom C aus den Mitochondrien initiieren und damit den
intrinsischen Weg der Apoptose uUber apoptotic peptidase activating factor 1 (Apaf-1) und
Caspase-9 aktivieren.?1:82

Daneben kdnnen Todesrezeptoren auch proliferative Signalwege auslésen. Dazu gehdren der
Nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer* of activated B-cells (NF-kB), Extracellular-signal
regulated kinases (ERK) und c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) Signalweg. TNFR1, einer der
beiden Rezeptoren, an die TNFa bindet, |6st beispielsweise haufiger proinflammatorische bzw.

proliferative Signalwege aus als Apoptose.’?8083

2.2.1. Tumornekrosefaktoren und ihre Rolle in Tumoren

Mitglieder der TNF Superfamilie wurden erstmalig im Zusammenhang mit Tumoren entdeckt
und ihre ambivalente Rolle in der Krebsentstehung und Therapie wird seither untersucht. TNFa
wurde zunachst als Substrat beschrieben, das zu hamorrhagischen Nekrosen von Sarkomen
fuhrt.885 Die Applikation von rekombinanten TNFa wird heute beispielsweise in Form einer
isolierten Extremitatenperfusion bei lokal fortgeschrittenen Weichgewebssarkomen als
Therapieoption empfohlen,®” aufgrund der proinflammatorischen Nebenwirkungen ist eine
systemische Applikation jedoch nicht indiziert.88# Gleichzeitig kann der Ligand unter anderem
Uber den NF-kB Signalweg die Tumorentwicklung, dessen Wachstum und die Entstehung von
Metastasen fordern®3%-°2 ynd die genauen Mechanismen und Umstande, unter denen es zu
einem proliferativen oder apoptotischen Signal durch den Liganden kommt, sind noch nicht
vollstandig geklart.>*-° Eine &hnlich ambivalente Rolle in Tumoren wurde beispielsweise fiir
das TRAIL-TRAILR-System nachgewiesen %

Viele Mitglieder der TNF und TNFR Superfamilie sind in Tumorzellen exprimiert.®3-'% Eine
Hochregulation der Rezeptoren und Liganden konnte auch in Gliomen gezeigt werden: so ist
beispielsweise Fas, TNFa und DR5 in Gliomproben bzw. Gliomzelllinien vermehrt
nachweisbar.5819" Zudem hat sich gezeigt, dass Tumornekrosefaktoren und darunter auch
Todesrezeptoren als prognostische Marker in unterschiedlichen Tumorentitdten dienen
kénnen. Beispielsweise ist die zytoplasmatische Expression von TRAIL-R1 mit einem
verlangerten OS im duktalen Adenokarzinom des Pankreas assoziiert,'” wahrend eine

nukleére Expression von TRAIL-R2 mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet ist.'%
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Eine hohe Fas Expression ist mit einem langeren progressionsfreien Uberleben (engl.
progression free survival [PFS]) in Brustkrebs verbunden'® und bei akuter myeloischer
Leukamie zeigten Patienten mit niedrige Expression von TNFR1 und TRAILRZ2 ein langeres
Uberleben.' Auch in Gliomen kénnten Tumornekrosefaktoren und deren Rezeptoren von
prognostischer Relevanz sein: eine hohe CD40 Expression ist in diesen Tumoren mit einem
kiirzeren Uberleben verbunden,'® wahrend die Expression von Fas-Ligand mit einem langeren
PFS in niedriggradigen Gliomen assoziiert ist.” Sowohl die Expression von TRAILR1 als auch
von TRAILR2 ist mit einer besseren Prognose in Glioblastomen vergesellschaftet.® Somit sind
Mitglieder der TNF und TNFR Superfamilie aussichtsreiche Kandidaten zur weiteren

Evaluation prognostischer Marker in Gliomen.

2.2.2. Death receptor 6

TNFRSF21 oder auch DRG ist ein vergleichsweise spat identifizierter Todesrezeptor der TNFR
Superfamilie.’”? Das DR6 Gen liegt auf Chromosom 6p21.1-21.1'% und der Rezeptor ist
physiologisch vor allem im Herzen, Gehirn, Plazenta, Pankreas, Lymphknoten, Thymus und
Prostata exprimiert.' In Neuronen wurde das Amyloid-Vorlauferprotein (engl. amyloid
precursor protein [APP]) als Ligand fiir den Rezeptor identifiziert,'-'% in anderen Zelltypen
konnte sich dieses Ergebnis jedoch nicht bestatigen.''%'"" DR6 ist durch die Foérderung des
Zelltods von Nervenzellen und deren Axone an der neuronalen Entwicklung beteiligt.97:199.112
Der Rezeptor reguliert die Funktion von Oligodendrozyten und Schwann-Zellen, indem er
deren Uberleben und die Myelinisation hemmt'""""3 und ist wichtig fir die Angiogenese des
Gehirns und die Entwicklung der Blut-Hirn-Schranke.''* Daneben spielt der Rezeptor bei der
Funktion von B- und T-Zellen eine Rolle. Eine Stérung des Rezeptors fiihrt zu einer vermehrten
CD4"* T-Zellproliferation und Differenzierung zu T Helfer Typ 2 Zellen.''>-""” DR6 beeinflusst
die Aktivierung, Proliferation und das Uberleben von B-Zellen sowie die Bildung von
Keimzentren in vitro und in vivo.""® Zudem ist des Rezeptor vermehrt auf plasmazytoiden
dendritischen Zellen exprimiert und an der Produktion von Typ-I-Interferon beteiligt.”®

Wie alle Todesrezeptoren ist DR6 in der Lage Apoptose einzuleiten.'? Im Gegensatz zu
anderen Rezeptoren interagiert er jedoch nur schwach mit TRADD und nicht mit den
Adaptermolekulen FADD, RIP oder RIP-associated ICH-1/CED-3 homologous protein with a
death domain (RAIDD).">"3 Wahrend Kasof et al.’® zeigten, dass die Inhibition von Caspase-8
eine DR6-abhéngige Apoptose verhindert, wiesen Zeng et al.?° nach, dass der von DR6
eingeleitete Zelltod Caspase-8 und Bid unabhangig ist. Stattdessen aktiviere der Rezeptor
uber die Bindung des Proapoptotic mitochondrial carrier homolog protein (PSAP), ein
Transmembranprotein  der  aulleren  Mitochondrienmembran, den intrinsischen
Apoptoseweg.?' Die genauen Mechanismen dieses mdglichen Signalweges sind jedoch noch
ungeklart. So wurde nachgewiesen, dass DR6 mit Bcl-2 associated X protein (Bax), einem

proapoptotischen Molekul der Bcl-2 Familie, im Zytoplasma einen Komplex bilden kann und
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PSAP wiederum DR6-abhangig einen Komplex mit Bax im Mitochondrium bildet, wodurch
dessen Translokation und Cytochrom C Freisetzung ausgel6st wird.?' Wie genau es zu einer
Interaktion dieser beiden Komplexe kommt, konnte jedoch noch nicht gezeigt werden.?'

Daneben aktiviert der Rezeptor den NF-kB Signalweg Uber eine Bindung an TRADD, 213120
sowie den JNK-Signalweg.'?'312112 Die Expression von DR6 kann (ber den NF-kB
Signalweg''"° sowie im Rahmen der Angiogenese durch den Wnt/R-catenin Signalweg

reguliert werden.'™

Pathophysiologische Rolle von DR6

DRG6 ist an der Pathogenese unterschiedlichster neurodegenerativer Erkrankungen beteiligt.
Beispielsweise ist der Rezeptor in Gehirnproben von Alzheimerpatienten erhéht exprimiert und
im Rahmen der Krankheit am durch R-Amyloid ausgelosten Zelltod beteiligt.'?2'2% In einem
Prionen-Modell I6st DR6 eine Degeneration von Axonen lber Caspase-6 aus.'?* Der Rezeptor
ist zudem an der Degeneration von Nerven nach Verletzung beteiligt.">>'?® Durch seinen
Einfluss auf die Myelinisierung des Gehirns wird ein Zusammenhang mit demyelinisierenden
Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose vermutet.”"" Ein Knockdown von DR6 im
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis Modell der Multiplen Sklerose flhrt zu einer
verminderten Infiltration von CD4* T-Zellen ins Gehirn und dadurch zu einem Ausbleiben der
Pathologie.'?” Der Rezeptor ist in humanen Proben der amyotrophen Lateralsklerose verstarkt
exprimiert und seine Antagonisierung fuhrt im Mausmodell unter anderem zu einem
verlangerten Uberleben von Motorneuronen und Oligodendrozyten.'?° Zudem wird die Rolle
von DR6 in psychiatrischen Erkrankungen wie der bipolaren Stérung und Depression
zunehmend erforscht.’?®130 Der Rezeptor ist auRerdem an der Entstehung von autoimmunen
Erkrankungen wie Asthma oder systemischen Lupus erythematodes beteiligt.'3!132

In Tumorproben bzw. in vitro und in vivo Modellen von beispielsweise Prostata-, Kolon-, Brust-
, Ovarialkrebs und Melanomen ist DR6 hoch exprimiert.'>'4133-135 |n manchen Tumorentitaten
steigt die Expression zudem mit zunehmendem Malignitatsgrad.’®3'** Daneben wird der
Rezeptor auch in BlutgefaRen von Tumoren gebildet.36.137

Bezogen auf die pathophysiologische Rolle von DR6 in der Krebsentwicklung wurde
nachgewiesen, dass der Rezeptor Uber die Aktivierung von NF-kB und konsekutive
Freisetzung von IL-6 die Tumorangiogenese im in vivo Modell des Melanoms férdert.' Durch
die Expression von APP durch Tumorzellen kann eine DR6-abhangige Nekroptose von
Endothelzellen ausgeldst werden, die zum Austreten von Tumorzellen aus dem Gefal ins
Gewebe fiihrt und damit die Bildung von Metastasen unterstitzt.' Zudem beeinflusst DR6 die
Differenzierung von Monozyten in unreife dendritische Zellen und induziert deren Zelltod,

sodass der Rezeptor auch an der Immunevasion von Tumoren beteiligt sein konnte.®
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DR6 kann durch die Matrixmetalloproteinase-14 (MMP-14) von der Oberfliche von
Tumorzellen gespalten und als I6slicher Rezeptor im Blut nachgewiesen werden, weswegen
er auch als diagnostischer Serum-Marker gehandelt wird. 6134138139

Daneben wurde der Rezeptor als prognostischer Faktor in unterschiedlichen Tumorentitaten
identifiziert. In Pankreas-Adenokarzinomen ist eine niedrige Expression des Rezeptors mit
einem langeren OS verbunden.’ Auch in hepatozelluldren Karzinomen ist eine erhohte
Expression des Rezeptors mit einer schlechteren Prognose assoziiert.'? In akuter
lymphatischer Leukémie und Osophagus-Plattenepithelkarzinom filhrt eine hohe Expression
des Rezeptors dagegen zu einer besseren Prognose.’®'! Sowohl in klarzelligen
Nierenzellkarzinomen als auch Melanomen wurde DR6 im Rahmen von Gensignaturen als
prognostischer Faktor genutzt, wobei die Expression des Rezeptors jeweils mit einer besseren

Prognose assoziiert ist.'#2-145

DR6 in Gliomen

Bezogen auf Tumore des ZNS konnte in Gangliogliomen und dysembryoplastischen
neuroepithelialen Tumoren ein sich von gesundem Hirngewebe unterscheidendes
Expressionsmuster von DR6 nachgewiesen werden.'¢'7 Wahrend DR6 physiologisch im
Neuropil um groBe pyramidale Neuronen herum gebildet wird,'*® zeigen sich in den Tumoren
punktuelle Cluster des Rezeptors um Neurone sowie eine gesteigerte Expression in deren
Perikarya.'*” Zudem korreliert die Expression von DR6 positiv mit der neuronalen Expression
von APP und Caspase-3."%"

Die Analyse eines humanen Proteom-Datensatzes zeigte einen veranderten Signalweg von
DR6 in Gliomen verglichen mit gesunden Gliazellen.?? DR6 interagiert demnach mit APP und
TRADD, aber auch FADD, TNFSF10/TRAIL und Torsin Family 1 Member A (TOR1A), wobei
nur letzteres auch in normalem Gliagewebe nachgewiesen werden konnte. Die Autoren
vermuten daher die Auslésung von Apoptose durch DR6 sowohl durch die Interaktion mit
TRADD/FADD als auch mit TRAIL.??

In einer vorherigen Arbeit konnten wir zudem zeigen, dass DR6 in manchen Gliomentitaten im

Vergleich zu peritumoralen Gewebe signifikant hochexprimiert ist.”

2.3. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Das Verstandnis von diffusen Gliomen hat sich durch molekulare Untersuchungen in den
letzten Jahren erheblich verbessert. Die aktuelle WHO Kilassifikation unterstreicht die wichtige
Rolle von Mutationen wie der IDH1/2 Mutation, 1p/19q Kodeletion, TERT Promoter Mutation,
EGFR Amplifikation und +7/-10 Chromosomenveranderungen.! Das Wissen (iber diese
tumorbiologischen Hintergriinde hat nicht nur die Diagnostik der Tumore verbessert, sondern

wirkt sich auch auf die Prognoseeinschatzung und Therapieplanung aus.'*®
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Die Prognose von WHO Grad 2 Gliomen ist im Vergleich zu héhergradigen Entitaten wie dem
Glioblastomen zwar gut, insgesamt ist die Uberlebensdauer auch unter Berlicksichtigung des
haufig jungen Erkrankungsalters jedoch immer noch gering.?® Somit ist eine weitere
Untersuchung der Tumore flir ein besseres Verstandnis ihrer Biologie, ihrer
Prognoseeinschatzung sowie mdglicher Therapieoptionen wichtig.

Mitglieder der TNF und TNFR Superfamilie spielen sowohl in der Krebsentstehung, als auch
in der Behandlung der Erkrankungen eine interessante Rolle.**% 148 Manche Liganden und
Rezeptoren der Superfamilie zeigen eine aberrante Expression in diffusen Gliomen®? und
konnen als Prognosefaktoren in den Tumoren dienen.”%1°

DR6 ist ein Todesrezeptor, der in unterschiedlichen Krebsarten erhoht exprimiert wird'?'3 und
dessen prognostische Rolle in anderen Tumoren untersucht wurde.''° In der Vergangenheit
konnten wir zeigen, dass der Rezeptor in manchen Gliomentitaten hochreguliert ist.'” In dieser
Arbeit wurde daher die Rolle von DR6 in niedriggradigen Gliomen unter folgenden

Fragestellungen untersucht:

- Wie ist DRG6 in niedriggradigen Gliomen im Vergleich zu Kontrollgewebe sowohl auf
transkriptioneller als auch translationaler Ebene exprimiert? Gibt es Unterschiede in
der Expression des Rezeptors abhangig von molekularen und histologischen
Charakteristika der Tumore?

- Welche Rolle spielt das Expressionslevel von DR6 bezogen auf das progressionsfreie
Uberleben und Gesamtiberleben von an niedriggradigen Gliomen erkrankten

Patienten? Ist der Rezeptor ein moglicher zukunftiger Prognosefaktor?

3. Publikation: Death Receptor 6 as a Prognostic Marker in Low-

grade Glioma
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Abstract. Background/Aim: Low-grade gliomas (LGG) are
heterogenous tumours, causing variable survivals in patients.
Identifying molecular markers for a more accurate prognosis
is, therefore, important. Since death receptor 6 (DR6) is up-
regulated in gliomas and shows an aberrant signalling
network, we tested its suitability as a prognostic marker.
Materials and Methods: DR6 was investigated in patient
samples via PCR and western blot. Clinical data were
analysed and compared to The Cancer Genome Atlas (TCGA)
‘brain lower grade glioma’ dataset. Results: DR6 was found
to be enhanced in LGG and its expression increased in
recurrent LGG. The receptor showed a protective effect in
primary LGG with a significantly elongated progression-free
survival that was confirmed in the TCGA study. This effect
was reversed in relapsed LGG in which cases with high DR6
expression reveal a shorter overall survival. Conclusion: DR6
is an interesting candidate for further studies regarding its
effect as a prognostic marker, playing an opposing role in
primary and relapsed LGG.

Low-grade gliomas (LGG) are primary brain tumours mostly
occurring in the second to fourth decade of life (1, 2). They
show a diverse prognosis and clinical occurrence varying
from asymptomatic patients to neurological deficits (3).
Molecular markers have started to unravel the heterogenous
biology and survival of these tumours, becoming an
important diagnostic and prognostic tool in LGG (1, 4, 5).
For instance, analysing isocitrate dehydrogenase (IDH)
mutation status and co-deletion of chromosome arm 1p and
19q (1p19q codeletion) predicts survival more accurately.
While a mutation status in IDH and 1p19q codeletion results
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in a median survival of about 13 years, cases without
alterations display a prognosis of only approximately 6 years
(5). Thus, identifying new molecular prognostic markers is
essential for a more accurate prediction of survival and
optimal therapy planning, as treatment of LGG patients still
ranges from watchful waiting to surgical resection, radiation
and chemotherapy (6-7).

Death receptors are members of the tumour necrosis factor
superfamily (TNFSF) and show a prognostic effect in
different tumour entities (8-11). One of these death receptors
is death receptor 6 (DR6). Besides its ability to induce
apoptosis, DR6 activates the nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells (NF-xB) and c-Jun N-
terminal kinase (JNK) pathway (11). The receptor is
enhanced in different tumour types like prostate, breast and
ovarian cancer and, in some cases, the level of expression of
DR6 rises with increasing malignancy (11-14). It is often
located in tumour vessels and can be cleaved by matrix
metalloproteinase-14 (MMP14) (15-17). Thus, it is also
proposed as diagnostic serum marker for different
malignancies (18, 19). In pulmonary carcinoid tumours, DR6
expression is associated with development of recurrences and
the receptor is known to play a pro-carcinogenic role in
different tumours (20-23).

Previously, we showed that DR6 is enhanced in gliomas
and displays a trend towards increased expression with rising
malignancy (24). Therefore, we further analysed the
expression of DR6 in LGG and tested its suitability as a
prognostic marker.

Materials and Methods

Patients. Tumour samples were obtained during neurosurgery, shock
frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until further processing.
They were categorized by two independent neuropathologists based
on the WHO classification 2007 and only grade II gliomas were used
for this study. Peritumoral tissue that was confirmed to be
histologically normal functioned as a control. Patient data were last
updated on January 15¢2017. The study was concluded following the
World Medical Association Declaration of Helsinki and informed
consent was obtained.
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Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction.
Glioma and control samples were measured via reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). RNA was
extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
and cDNA was generated with the QuantiTect Reverse Transcription
Kit (Qiagen). The following sequence served as a primer for DR6:
Forward-ATTCCCCAGGCTGAGGACAAAC, Reverse-
ACACACACACACACCCCAAAC  (Eurofins, Luxemburg).
Succinate dehydrogenase complex subunit A, flavoprotein variant
(SDHA) acted as a housekeeping gene (Quantitect primer assay;
Qiagen). PCR was performed using the Rotor-Gene SYBR Green
PCR Kit (Qiagen) following a two-step PCR protocol (95°C for 5
s, 60°C for 10 s; 40 cycles) in the Cycler Rotor-Gene Q (Qiagen).
All samples were measured in triplets.

IDH1 mutation analysis. For analysis of IDH1 mutation status,
amplified cDNA was generated via PCR with the following primers:
Forward-GTGCCACTATCACTCCTGATG, Reverse-
AAGGCCAACCC TTAGACAGAG (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/). Direct sequencing was performed using the ABI PRISM
BigDye Terminator, version 1.1 Cycle Sequencing Kit, with the ABI
3730 DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
following the manufacturer’s instructions.

Western Blot. Protein isolation was achieved using RIPA with a
protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland)
and sonication. Concentration was measured via Bradford Assay (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) and 50 pg of protein stored in LDS samples
buffer and sample reducing agent (NuPAGE; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) were used per sample. Samples were separated
via SDS PAGE gels (NuPAGE 4%-12% Bis-Tris 1 mm gel, Thermo
Fisher Scientific) with the Thermo Fisher Scientific gel system. The
gels were blotted onto a nitrocellulose membrane (Thermo Fisher
Scientific blotting system) and blocked in 5% dry non-fat milk with
3% BSA dissolved in TBST. Membranes were incubated overnight at
4°C with primary antibodies against DR6 (1:500 in 5% dry non-fat
milk and 3% BSA; ABIN203535, antibodies-online GmbH, Aachen,
Germany) and f-Actin as housekeeping gene (1:10,000 in TBST;
A1978, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). They were washed and
incubated for 30 min at room temperature with secondary horseradish
peroxidase-conjugated antibody (1:10,000 in TBST, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA). Blots were measured using ECL-
spray (advansta) and ChemiDox CRS - System, Bio-Rad and analysed
with the Image Lab software (Bio-Rad). All samples were measured
three times.

The Cancer Genome Atlas Analysis. The Cancer Genome Atlas
(TCGA) was analysed via cBioPortal for cancer genomics
(https://www.cbioportal.org) (25, 26). The ‘Brain Lower Grade
Glioma (TCGA, Firehose Legacy)’ study was selected and the
‘mRNA expression z-scores relative to diploid samples (RNA Seq
V2 RSEM)’ were investigated. High and altered mRNA respectively
was defined as above mean (TNFRSF21: EXP>0).

Statistical analysis. Results were analysed using GraphPad Prism
(version 9). Outliers were defined as above or below the 1.5 times
interquartile range. Normality assumption was tested using the
D’Agostino and Pearson test or Shapiro-Wilk test for small sample
numbers. Parametric data was investigated using ANOVA and
Tukey’s multiple comparison test or t-test. Paired data was analysed
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with the paired r-test. For non-parametric data, Kruskal-Wallis test
and Dunn’s multiple comparison test or Mann-Whitney test were
performed. Categorial variables were analysed with Fisher’s exact
test or Chi-square test. For Kaplan-Meier-Analysis, samples of our
study were divided into two groups by the median of DR6 mRNA
expression. Statistical significance was tested using the Log-rank test
and Mantel-Haenszel method. Significance was defined as p<0.05
and indicated with asterisks: ¥*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Results

The Cancer Genome Atlas Analysis. To assess the putative
prognostic role of DR6 in LGG, we investigated The
Cancer Genome Atlas (TCGA) ‘Brain Lower Grade
Glioma’ study via cBioPortal (25, 26). From all samples
within the study, 225 (42%) showed a high DR6 mRNA
expression level. These patients displayed a longer
progression-free survival (PFS) compared to cases with low
DR6 level (g=0.0097; hazard ratio (HR)= 0.6599, 95%
CI=0.4816-0.9042) (Figure 1A). In addition, the overall
survival (OS) of cases with high DR6 level was extended
(¢=0.0097; HR=0.6240, 95% Cl= 0.4372-0.8907) (Figure
1B). Therefore, DR6 mRNA expression displayed a
positive effect on patient’s survival in TCGA lower grade
gliomas.

DR6 expression in LGG. We further analysed the expression
of the receptor in LGG comparing it to histologically normal
tissue. DR6 mRNA expression was enhanced in tumour
samples (0.2418+0.1762 vs. 0.08442+0.02662, p=0.0031)
(Figure 2A). On the protein level, the receptor was increased
in cancer samples, though not significantly (0.2634+0.1187
vs. 0.1688+0.1083) (Figure 2B).

In primary tumours within the LGG cohort, we observed
no significant difference in DR6 expression compared to the
control. However, in relapsed LGG the receptor was highly
enhanced compared to both control and primary LGG
(»=0.0003 and p=0.0011 respectively) (Figure 2C). Patients
with LGG suffering a low-grade relapse showed an increase
of DR6 mRNA expression in their recurrence (p=0.0019)
(Figure 2D).

Within the different histologic subtypes defined by the
WHO classification 2007, astrocytomas (A) expressed the
highest level of DR6. The receptor was also elevated in
oligoastrocytomas (OA) and oligodendrogliomas (OG)
compared to the control, though not significantly (Figure
3A). As IDHI mutation plays a major role in gliomas
including diagnosis and prognosis of the tumour (1, 5), we
investigated the DR6 mRNA expression level depending on
the IDHI1 status of the tumours. DR6 was highly expressed
in IDH1 mutant (IDH1 ) samples, but not in IDH wildtype
(IDH1y,,) (Figure 3B). Therefore, LGG display an enhanced
DR6 level with higher expression in relapses, astrocytoma
and IDH1 ,, samples.

24



Stegmann er al: Death Receptor 6 in Low-Grade Glioma

TCGA lower grade glioma

Median survival Median survival
100 low DR6 41.95 100+ low DR6 63.50
«dm high DR6 68.89 e high DR6 98.16
p=0.0097 p=0.0094
e <
< 50 < 50
0 0
L
o (@)
0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 250
Months Months

Figure 1. Death receptor 6 (DR6) is a positive prognostic marker in The Cancer Genome Atlas (TCGA) lower grade glioma. (A, B) Survival analysis
of TCGA ‘brain lower grade glioma’ study depending on DR6 expression. (A) Progression-free survival (PFS) is prolonged in cases with high DR6
expression (n=200) compared to cases with low expression (n=270). (B) Cases with high receptor level (n=213) show a longer overall survival

(OS) compared to cases with low level (n=294).

Survival analysis. To test the influence of DR6 on survival
in our study, we divided the patient samples by their mRNA
expression level into two groups. Comparing cases with DR6
mRNA expression above median with samples below did not
show any significant difference in PFS. However, the PFS
was longer for samples with high expression (44.22 months
vs. 31.27 months), similar to the ‘brain lower grade glioma’
TCGA analysis (Figure 4A). The OS analysis indicated a
contradictory trend. Patients with lower DR6 mRNA level
displayed a longer OS (137.1 months vs. 115.8 months)
(Figure 4B).

Comparing the TCGA dataset and our study, in the TCGA
dataset 516 of the 530 samples (97.4%) were primary lower-
grade gliomas. On the contrary, our study consisted of more
relapsed tumour samples. The PFS and OS analysis was
composed of 33.33% and 39.71% recurrences respectively.
Therefore, we analysed only the primary LGG tumour
samples in our study which exhibited a significantly longer
PES for cases with high DR6 expression compared to samples
with low DR6 level (HR 0.4094, 95% CI 0.1968 to 0.8516)
(Figure 4C). This effect was independent of other prognostic
factors. No distinct distribution of IDH1 status, histology, age
at diagnosis, sex and Karnofsky performance status scale
(KPS) before surgery was found between the two compared
cohorts (Table I). There was also a trend towards a longer OS
for cases with high DR6 level corresponding to results of the
TCGA ‘brain lower grade glioma’ dataset (Figure 4D).

Analysis of relapsed LGG samples revealed no significant
difference in PFS between samples with high and low DR6
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Figure 2. Death receptor 6 (DR6) is enhanced in low-grade gliomas
(LGG) and its expression rises in relapses. (A) DR6 mRNA expression
in LGG is enhanced compared to non-tumoral control tissue. (B) DR6
protein expression in tumour and control samples. (C) Relapsed LGG
shows an increased DR6 mRNA expression compared to primary (prim)
LGG and control tissue. (D) DR6 mRNA expression rises in relapsed
LGG compared to their respective primary tumours.
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Figure 3. Death receptor 6 (DR6) expression depending on histology
and isocitrate dehydrogenase (IDH)I status. (A) DR6 mRNA expression
in histological subtypes astrocytoma (A), oligoastrocytoma (OA) and
oligodendroglioma (OD) versus control. (B) IDHI,,,, LGG show a
higher DR6 mRNA expression compared to control and IDHI ,, low-
grade gliomas (LGG).

expression. The median survival was moderately shorter for
cases with high DR6 level (29.00 months vs. 35.00 months)
(Figure 4E). However, relapsed LGG with high DR6 level
showed a significantly shorter OS (HR=2.533, 95%
CI=1.022-6.280) (Figure 4F). Other prognostic factors were
not differently distributed between the compared groups as
well (Table II). Analysing primary and relapsed cases
separately in the TCGA ‘brain lower grade glioma’ study
revealed similar trends as seen in our study. For primary
samples, it showed a trend towards a longer PFS in the high
DR6 group and a significantly extended OS (Figure 5A and
B). The relapsed samples displayed no difference in PFS, but
the OS was longer for patients with low DR6, though not
significantly (94.45 months vs. 38.68 months) (Figure 5C
and D). Thus, high DR6 mRNA expression showed a
protective effect in primary LGG that was reversed in low-
grade recurrences.

Discussion

Death receptors and other members of the TNFSF are highly
expressed in different tumour entities including gliomas (11,
27-31). Herein, we showed that DR6 is up-regulated in LGG
with increasing expression in low-grade relapses. This aligns
with previous findings revealing that the receptor is
enhanced in gliomas (24).

TNFSF members that showed an aberrant expression in
gliomas were also shown to be suitable as prognostic
markers (31-33). For instance, high CD40 levels in low-
grade gliomas revealed a negative prognostic effect on
survival while FAS-L expression was correlated with a
longer PFS (31-32). The TCGA ‘brain lower grade glioma’
dataset and our study showed a prolonged PFS and OS for
primary tumours with enhanced DR6 level.
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Table 1. Comparison of primary low-grade glioma (LGG) patients
attributes with low and high death receptor 6 (DR6) mRNA expression.

DR6<median DR6>median p-Value

IDHI1 status ns (0.3398)
IDHI1 , (%) 15 (78.95%) 18 (94.74%)

IDH1, (%) 4 (21.05%) 1 (5.26%)

Histology ns (0.2083)
Astrocytoma (%) 11 (57.89%) 6 (31.58%)
Oligoastrocytoma (%) 5 (26.32%) 10 (52.63%)
Oligodendroglioma 3 (15.79%) 3 (15.79%)

(%)

Age ns (0.8785)
Mean (SD) 40.11 (£10.42) 39.53 (£12.65)

Gender ns (0.7431)
Female (%) 9 (47.37%) 7 (36.84%)

Male (%) 10 (52.63%) 12 (63.16%)

KPS ns (0.2566)

Mean (SD) 88.67 (£9.537) 92.14 (£6.112)

IDHI: Isocitrate dehydrogenase 1 status; mut: mutant; wt: wildtype;
KPS: Karnofsky performance status scale.

Table II. Characteristics of relapsed low-grade gliomas (LGG) comparing
cases with low and high death receptor 6 (DR6) mRNA expression.

DR6<median DR6>median p-Value

IDHI1 status ns (0.3259)
IDH1 , (%) 10 (71.43%) 13 (92.86%)

IDH1, (%) 4 (28.57%) 1 (7.14%)

Histology ns (0.2876)
Astrocytoma (%) 3(21.43%) 7 (50.00%)
Oligoastrocytoma (%) 8 (57.14%) 5 (35.71%)
Oligodendroglioma 3(21.43%) 2 (14.29%)

(%)

Age ns (0.5507)

Mean (SD) 41.21 (£9.407) 43.86 (x13.38)

Gender ns (0.7036)
Female (%) 7 (50.00%) 9 (64.29%)

Male (%) 7 (50.00%) 5(35.71%)

KPS ns (0.5341)

Mean (SD) 83.75 (£12.45) 80.50 (x11.41)

IDHI: Isocitrate dehydrogenase | status; mut: mutant; wt: wildtype;
KPS: Karnofsky performance status scale.

Relapsed TCGA cases indicated a decreased OS in the
group with high DR6 level. However, the TCGA study only
consisted of 14 relapsed samples, thereby being too small of
a sample size to make conclusive predictions about the role
of the receptor in relapses. Thus, our study provides new
insights into the role of DR6 in recurrences showing that
low-grade relapses with high DR6 level display a
significantly reduced OS. We could not find an influence of
DR6 expression on PFS in recurrent LGG, which might be
related to the relatively small number of cases in our study.
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Figure 4. Death receptor 6 (DR6) as a prognostic marker in low-grade gliomas (LGG). (A-F) Survival analysis of LGG investigating the influence
of DR6 expression. (A) Progression-free survival (PFS) analysis of LGG with low (n=30) versus high DR6 level (n=30). (B) Overall survival (OS)
analysis of low (n=34) and high DR6 LGG (n=34). (C) PFS is elongated in primary LGG with high receptor level (n=19) compared to low level
(n=19). (D) OS analysis of primary LGG with low DR6 expression (n=19) versus high expression (n=20). (E) PFS analysis of relapsed LGG shows
no difference between cases with high (n=10) and low DR6 level (n=11). (F) OS is longer in relapsed LGG with high receptor expression (n=14)
compared to cases with low expression (n=14).
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Figure 5. Death receptor 6 (DR6) as a prognostic marker in The Genome Cancer Atlas (TCGA) primary and relapsed lower grade glioma. (A-D)
Survival analysis of TCGA ‘brain lower grade glioma’ dataset depending on DR6 expression. (A) Progression-free survival (PFS) analysis of primary
cases with low (n=271) versus high DR6 expression (n=206). (B) Overall survival (OS) is longer in cases with high receptor expression (n=295)
compared to low expression (n=219). (C) PFS analysis of relapsed cases with low (n=10) and high DR6 (n=4). (D) OS analysis of relapsed cases

with low receptor expression (n=10) compared to high expression (n=4).

Further studies with larger cohorts of LGG patients are
needed to unravel the prognostic effect of DR6 in relapses.

TNFSF members have been shown to act both, as pro-
carcinogenic and anti-tumoral factors in cancer (34-36). For
example, tumour necrosis factor a (TNF-a) is used as an
antitumoral drug in isolated limb perfusion therapy of
melanoma and sarcoma causing tumour vasculature
destruction and haemorrhage (37, 38). However, TNF-a also
plays a tumour-supporting role and is expressed in different

1242

tumour entities and tumour environments (39). It is
associated i.e. with tumorigenesis, tumour growth and
development of metastasis through the activation of NF-xB
(40-42). Also, tumour necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) is involved in the suppression of
tumour growth and liver metastases via a natural killer cell
mediated mechanism (43, 44, 35). On the other hand, TRAIL
supports tumour invasion in cholangiocarcinoma cells and
pancreatic ductal adenocarcinoma (34, 45). Thus, analysing

28



Stegmann er al: Death Receptor 6 in Low-Grade Glioma

the potential roles of TNFSF members as well as the trigger
or circumstances in which they play a tumour supporting role
is critical to evaluate their suitability as prognostic markers
and therapeutic targets. Our data indicate a diametric role of
DR6 within gliomas, as the receptor shows an opposite
prognostic effect in primary LGG compared to relapsed
tumours. Previously, Kasof er al. showed that the apoptotic
ability of DR6 depends on its expression level in prostate
cancer cell lines. While cell lines with high DR6 levels were
resistant against the induction of cell death through the
receptor, DR6 was still able to induce apoptosis in cells with
low expression of the receptor (13). A similar mechanism
might exist in gliomas, as primary LGG showed a lower
level of DR6 expression compared to relapses. DR6 is also
known to promote tumour angiogenesis, facilitate
development of metastasis and immunological tumour
escape (22, 21, 23). The signalling network that the receptor
activates specifically in gliomas differs from normal glia
cells (46). Thus, we showed that DR6 might act as a
prognostic marker in LGG, but its role needs to be further
studied in a dose-dependent manner to elucidate its distinct
prognostic effect in primary and relapsed LGG.
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4. Diskussion

Die dargestellte Arbeit charakterisiert die Expression von DR6 in WHO Grad 2 diffusen
Gliomen und untersucht seine Rolle als Prognosefaktor sowohl in unserer Patientengruppe als

auch der ,brain lower grade glioma study“ des TCGA.

4.1. Expression von DR6 in niedriggradigen Gliomen

Es konnte gezeigt werden, dass DR6 im Vergleich zu peritumoralem Gewebe in
niedriggradigen Gliomen erhoht exprimiert ist. Dies reiht sich in vorherige Ergebnisse ein, die
nachweisen, dass der Rezeptor in manchen Gliomentitaten hochreguliert ist.'” Zudem zeigte
sich eine vermehrte Expression in WHO Grad 2 Rezidiven im Vergleich zu Primartumoren und
dieses Ergebnis bestatigte sich auch in Tumorprobenpaaren von den gleichen Patienten.
Betrachtet man die Primartumore allein, so ergab sich auf Transkriptions-Ebene kein
Unterschied in der Expression zwischen Tumor- und Kontrollgruppe.

Daneben konnten wir erstmalig die Expression von DR6 in Abhangigkeit des IDH1-Status der
Tumore analysieren. Dabei zeigte sich, dass der Rezeptor vor allem in IDH1-mutierten
Tumoren hochreguliert wird. Zukunftige Studien sind notwendig, um diesen Zusammenhang
auf Grundlage der neuen WHO Kilassifikation und des 1p/19q Kodeletionsstatus genauer zu

untersuchen.

4.2. DRG6 als Prognosefaktor in Gliomen

Wie die neueste Klassifikation der WHO gezeigt hat, sind tumorbiologische Marker essentiell
zur besseren diagnostischen und prognostischen Einschatzung von Gliomen." Wahrend
insbesondere Sequenzierungsanalysen von Gliomen wie der TCGA Datenbank geholfen
haben, die Eigenschaften der Tumore besser zu verstehen,? bleiben viele Fragen wie
beispielsweise die Entstehungszelle der Hirntumore und Risikofaktoren flir die Erkrankung
weitestgehend ungeklart.>14%-15" Ein tiefergehendes Verstandnis und die Identifikation weiterer
Charakteristika und Marker der Erkrankung sind somit wichtig, um das Verhalten der Tumore
noch besser vorhersagen zu kénnen.

DR6 zeigte in primaren niedriggradigen Gliomen einen positiven prognostischen Wert in
unserer Patientenkohorte mit einem langeren PFS. Dieses Ergebnis deckt sich mit ahnlichen
Trends in der TCGA Datenbank. DR6 kénnte in primaren Gliomen beispielsweise durch das
Auslésen von Apoptose eine antikarzinogene Wirkung austben. Die genauen Mechanismen,
durch welche es zur Aktivierung des Zelltodes durch den Rezeptor in Tumoren kommt, sind
jedoch noch nicht vollstandig geklart.'®20?' Es wurde gezeigt, dass der Ligand APP von
Tumorzellen exprimiert werden kann, um DR6 zu aktivieren' und unter physiologischen

Bedingungen kann es durch die Interaktion von APP mit dem Rezeptor zum Zelltod
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kommen."?” Jedoch kann der Rezeptor auch selber Apoptose auslésen, wenn er
Uberexprimiert wird.'>'* Daneben haben He et al.?? gezeigt, dass der Signalweg von DR6 in
Gliomen verandert ist und der Rezeptor sowohl ber die Interaktion mit FADD und TRADD,
als auch Uber TRAIL den Zelltod auslésen kdnnte.

Im Gegensatz dazu war eine hohe DR6 Expression in WHO Grad 2 Rezidiven mit einem
kirzeren OS vergesellschaftet und es wurde bereits nachgewiesen, dass der Rezeptor unter
anderem durch den NF-kB Signalweg eine prokarzinogene Wirkung entfalten kann.'4-® Unter
welchen Umstanden es jedoch zur Auslésung des jeweiligen Signalweges und der
unterschiedlichen Wirkweisen kommt, bleibt ungewiss. DR6 leitet nur in bestimmten Zelllinien
Apoptose ein, wahrend andere Zellen gegeniiber dem Mechanismus resistent sind.'>" So
fuhrt beispielsweise eine ektope Expression des Rezeptors in einer Zervixkarzinom-Zelllinie
zum Zelltod, wahrend die Brustkrebszelllinie MCF7 keine Zeichen von Apoptose aufweist.'?
Bezogen auf Prostatakrebs zeigte Kasof et al.'® , dass Zelllinien mit niedriger DR6 Expression
sensitiv gegenltiber dem Signalweg des Rezeptors sind, wahrend Prostatakrebs-Zelllinien mit
hoher Expression keine Zeichen von Apoptose tragen. Stattdessen wiesen die Autoren eine
vermehrte Expression des antiapoptotischen Molekuls B-cell lymphoma-extra large (Bcl-x.)
und Aktivierung des NF-kB Signalwegs in diesen Zellen nach. Beide Mechanismen schitzen
die Zellen mit hoher DR6 Expression mdglicherweise durch ihre Uberlebenssignale vor dem
durch den Rezeptor ausgeldsten Zelltod.™

NF-kB ist in niedriggradigen Gliomen vergleichsweise gering exprimiert.'s215% |n Glioblastomen
wurde gezeigt, dass Bcl-X. in Rezidiven im Vergleich zu Primartumoren hochreguliert wird's4
und dass das proapoptotische Molekul in vitro vor allem von Tumorspheren der
Gliomstammzellen exprimiert wird, welche an der Entwicklung von Rezidiven beteiligt sind.'®
Sowohl IDH-Wildtyp als auch IDH-mutierte WHO Grad 4 Gliomzelllinien sprechen nach
Chemo- oder Radiotherapie auf eine Inhibition von Bcl-x. an.'®'%" Inwieweit BCL-x. auch in
WHO Grad 2 Rezidiven exprimiert wird und ob auch in dieser Tumorentitat ein Zusammenhang
zwischen der Expression des proapoptotischen Moleklls und DR6 besteht, der zu einer
Resistenz gegentber der vom Rezeptor eingeleiteten Apoptose fiihrt, muss noch erforscht
werden.

Insgesamt scheint sich der Apoptose-Signalweg von DR6 deutlich von dem anderer
Todesrezeptoren zu unterscheiden.?-?2 Eine genaue Studie der Signalwege von DR6 und der
auslésenden Faktoren in Tumoren ist notwendig, um den Rezeptor und seine Rolle in der
Krebsentstehung und Prognoseeinschatzung besser zu verstehen.

Wang et al." bestatigten kiirzlich einen protektiven Wert von DR6 sowohl in niedrig- als auch
hochgradigen Gliomen der TCGA Datenbank. Zudem konnten sie mit Hilfe von TNFSF und
TNFRSF Mitgliedern eine Signatur erstellen, die das 1-, 3- und 5-Jahres Uberleben von

Gliomen sowohl im TCGA Datensatz als auch anderen Datenbanken wie dem Chinesischen
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Gliom-Genomatlas (engl. Chinese Glioma Genome Atlas [CGGA]) besser vorhersagt als die
bisher haufig herangezogenen Faktoren Alter und WHO Grad. Diese Ergebnisse
unterstreichen neben anderen Studien die vielversprechende Rolle, die TNFSF und TNFRSF

Mitglieder in der Prognoseeinschatzung von Gliomen spielen.”%10

4.3. Andere Anwendungsbereiche fiir DR6 in Gliomen

Aktuell werden Vorsorgeuntersuchungen fir Gliome bei Patienten mit erhéhtem
Erkrankungsrisiko nur mittels MRT durchgefiihrt.#® Angesichts dessen wiirde die Entwicklung
diagnostischer Marker, die verlasslich, kostengiinstig und einfach nachweisbar sind, die
Friherkennung der Erkrankung erleichtern.*® Ob DR6 durch seine erhohte Expression in
Gliomen ein méglicher Kandidat zur Evaluation als diagnostischer Marker ist, muss in weiteren
Studien untersucht werden. Zwar wurde gezeigt, dass der Rezeptor in anderen Tumorentitaten
von Tumorzellen und -gefalen exprimiert und mittels MMP-14 gespalten wird'®'3¢137 sodass
er im Serum von Patienten nachgewiesen werden kann.'®'34138 Es bleibt jedoch ungewiss, ob
ein ahnliches Expressionsmuster in Gliomen vorliegt. In glioneuronalen Tumoren wurde eine
Expression primar um Zellkérper von Neuronen herum sowie in deren Perikarya
nachgewiesen.” Zu welchem Zeitpunkt der Gliomentwicklung die Expression von DR6
hochreguliert wird, ist aulRerdem nicht bekannt. Zudem zeigte sich in WHO Grad 2
Primartumoren kein signifikanter Anstieg der Expression auf mMRNA Ebene im Vergleich zu
peritumoralen Gewebe. Eine genaue Analyse des Expressionsortes des Rezeptors in Gliomen
und dessen Vorkommen im Blut von Gliompatienten ist daher notwendig, um dessen
diagnostische Rolle genauer zu analysieren.

Die Rolle von Tumornekrosefaktoren in der Therapie von Gliomen wird stetig untersucht.
Beispielsweise wird aktuell eine Behandlungskombination aus agonistischem TNFRSF18
Antikérper, Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1) Antikdrper und stereotaktischer
Radiochirurgie in rezidivierenden Glioblastomen in einer Phase-lI-Studie untersucht
(NCT04225039). Der TNF Rezeptor soll dabei die Immunantwort gegenliber den Tumorzellen
verstarken.'-1%0 Eine Kombinationstherapie mit einem agonistischen TNFRSF5 Antikérper
wird in einer Phase-I-Studie in rezidivierenden WHO Grad 3 und 4 Gliomen getestet
(NCT04547777)."%" Im Mausmodell loste eine Therapie mit TNFRSF5 Antikérpern die
Apoptose von Tumorzellen aus.6?

DR6 koénnte als Zelloberflachenrezeptor ebenfalls ein interessanter Kandidat zur Evaluation
als Therapiestrategie sein. So fihrte beispielsweise ein Inhibitor der Interaktion von DR6 und
APP in vitro zu einer verminderten hdmatogenen Metastasenbildung.'®® Jedoch muss dessen
ambivalente Rolle in Gliomen zunachst genauer untersucht werden — bisher bleibt unklar,
inwieweit ein agonistischer oder antagonistischer Therapieansatz zum Einsatz kommen

musste. Da der Rezeptor auch physiologisch in Organen wie beispielsweise dem Gehirn
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exprimiert wird,'? ist zudem eine spezifische Therapie, die lediglich den Tumor, nicht aber das

umliegende physiologische Gewebe angreift, schwierig zu realisieren.

4.4. Limitationen der Arbeit

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Expressionsanalysen von WHO Grad 2 Gliomen basieren
auf der WHO Klassifikation 2007.2” Damit wurden molekulare Eigenschaften wie der IDH-
Mutationsstatus und die 1p/19q Kodeletion bei der Einteilung der Tumore nicht bertcksichtigt.
Zudem findet sich in dieser Klassifikation noch die Gruppe der Oligoastrozytome, welche in
den folgenden Kilassifikationen grofdtenteils in die Gruppe der Oligodendrogliome und
Astrozytome integriert wurde.’

Zur besseren Einordnung der Ergebnisse haben wir nachtraglich den IDH1-Mutationsstatus
der analysierten Tumorproben erhoben. IDH1-Mutationen machen den Grolfiteil der IDH-
Mutationen in diffusen Gliomen aus. Erste Untersuchungen des IDH-Status in diffusen
Gliomen zahlten tber 90% der Mutationen zu IDH1.3%?*' Die Gruppe der IDH-Wildtyp Gliome
enthalt jedoch moglicherweise IDH2-mutierte Gliome.

Als Kontrollprobe fiir die Expressionsanalyse wurde aufgrund fehlender Verfiigbarkeit von
Proben gesunder Patienten peritumorales, histologisch normales Gewebe verwendet. Zum
einen ist bekannt, dass sich Gliome diffus in das gesamte Gehirn ausbreiten und sich
Tumorzellen auch in histologisch vermeintlich gesundem Gewebe befinden.5*5 Zum anderen
wurde gezeigt, dass das den Tumor umgebende Mikromilieu im Vergleich zu gesundem
Hirngewebe verandert und besonders reich an Zellen des Immunsystems ist.'®* DR6, der als
Rezeptor Einfluss auf das Immunsystem nimmt, kdnnte damit eine aberrante Expression im
Mikromilieu aufweisen, sodass dieses Gewebe als Vergleichsprobe mdglicherweise nicht
vollstandig reprasentativ ist.'6:115.116.118

Patienten mit Gliom-Rezidiv wurden in ihrer Vergangenheit zur Behandlung des Primartumors
mit unterschiedlichen Therapiestrategien versorgt. Diese beinhalteten eine alleinige
Operation, eine adjuvante Radiotherapie, stereotaktische Brachytherapie und kombinierte
Radiotherapie und stereotaktische Brachytherapie. Diese Behandlungsunterschiede wurden
aufgrund ihrer Vielfaltigkeit und der dadurch entstehenden vielen Untergruppen in der Analyse
der Expressions- und Uberlebensdaten nicht beriicksichtigt. Die durch die unterschiedlichen
Therapieregime entstehende Heterogenitat der Tumore kénnte jedoch die Ergebnisse der
Auswertungen verzerren.

Fir die Analyse von DR6 als Prognosefaktor bei Rezidivpatienten lagen insgesamt noch
wenige Patientenproben und -daten vor. Zur genaueren Beurteilung der Rolle von DRG6 in

Rezidiven ist daher eine groRere Patientenkohorte notwendig.
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Die Studie der TCGA Datenbank zu ,Brain Lower Grade Glioma“ umfasst sowohl WHO Grad

2 als auch Grad 3 Tumore.? Die Vergleichbarkeit mit der von uns erhobenen Kohorte ist daher

eingeschrankt.

5.
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6. Anhang
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