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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Glioblastom

Das Glioblastom (GBM) ist der aggressivste hirneigene Tumor des Menschen und entspricht
damit dem hochsten ZNS WHO Grad von 4, was mit einer duf3erst schlechten Prognose einher-
geht. Gleichzeitig ist es mit tber 50 Prozent der hdufigste maligne hirneigene Tumor bei Er-

wachsenen. (Ostrom et al., 2019)
1.1.1 Epidemiologie

Um einen Uberblick tber die Epidemiologie des GBM zu geben, werden in Tabelle 1 die Er-

gebnisse zweier aktueller epidemiologischer Studien zum Thema gegenibergestelit.

Zum einen handelt es sich um einen aktuellen Review-Artikel von Marenco-Hillembrand et al.
(2020), fur welchen weltweit 438 Studien tber erwachsene GBM-Patient/-innen einen grof3en
Zeitraum betreffend systematisch analysiert wurden, und zum anderen um die aktuellste Erhe-
bung der Central Brain Tumor Registry of the United States (CBTRUS) von Ostrom et al. (2019)
zu hirneigenen Tumoren in den Vereinigten Staaten, wofir auch Daten zu tber 59.000 GBM-

Patient/-innen ermittelt wurden.

Tabelle 1:  Gegenuberstellung epidemiologischer Daten zum Glioblastom aus zwei
aktuellen Publikationen (Quelle 1 Marenco-Hillembrand et al., 2020, Quelle
2 Ostrom et al., 2019)

Quelle 1 Quelle 2
untersuchte Jahre 1979 — 2017 2012 - 2016
untersuchte Population weltweit (29,6% aus USA) USA
Anzahl der untersuchten GBM- 56.626 59.164
Patienten
Inzidenz pro 100.000 Personen pro 3,19 3,22 (95%-KI: 3,19 — 3,24)
Jahr
durchschnittliches Erkrankungsalter 57 Jahre 65 Jahre
M:F-Ratio 1,5:1 1,58:1
medianes Gesamtuberleben 13,5 Monate n.a.
2-Jahres-Uberleben n.a. 18,5 Prozent (95%-Kl: 18,2 — 18,7)
5-Jahres-Uberleben 5,8 Prozent 6,8 Prozent (95%-KI: 6,7 — 7,0)

n.a. = nicht angegeben

Wie diese Tabelle aufzeigt, wird also bei ungeféhr 3 von 100.000 Personen pro Jahr die Erkran-
kung neu diagnostiziert. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei etwa 60 Jahren und
Manner sind in etwa 1,5-mal so haufig wie Frauen betroffen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt



bei etwa 6 Prozent und das mediane Gesamtiiberleben (median overall survival, mOS) betragt
etwa 13,5 Monate.

Das progressionsfreie Uberleben (progression free survival, PFS) liegt bei etwa 6,2 Monaten
(Stupp et al., 2009).

1.1.2 Klinische Merkmale
1.1.2.1 Karnofsky Performance Status

Der Karnofsky Performance Status findet in der Onkologie als Messinstrument VVerwendung
und beschreibt die Fahigkeit eines erkrankten Menschen, trotz der Erkrankung seine normale
Aktivitat bzw. Arbeit fortzufiihren und dient somit als MaR fiir die funktionelle Beeintrachti-
gung. Die Skala reicht von 100 Prozent — normale Aktivitat, keine Beschwerden — bis hin zu 0
Prozent — Tod (Karnofsky et al., 1948). Ein hoherer KPS ist ebenso wie jungeres Alter bei
Erkrankungsbeginn bei Glioblastomen mit einer besseren Prognose assoziiert (Abdullah et al.,
2015; Filippini et al., 2008; Lamborn et al., 2004).

1.1.2.2 Therapie

Abbildung 1 zeigt den aktuellen Standard der Therapieentscheidungen bei Glioblastomen auf.
Im Folgenden werden die Therapieempfehlungen anhand der aktuellen evidenzbasierten Richt-
linie der European Association of Neuro-Oncology (EANO) der Autoren Weller et al. (2021)

Zusam mengefasst.

Es bedarf stets einer individuellen Entscheidung, welche bestenfalls in interdisziplinaren Tu-
morboards getroffen werden sollte. Es sollte, wenn maéglich, immer Tumorgewebe zur histolo-
gischen und molekularen Diagnosestellung gewonnen werden. Eine Komplettresektion ist an-
zustreben bzw., wenn diese nicht sicher durchfiihrbar scheint, ohne neue neurologische Defizite

zu verursachen, eine stereotaktische Biopsie.

Liegt der KPS nach der Operation unter 50 Prozent, so kann in der Regel keine sinnvolle The-
rapie begonnen werden. Es sollte gegebenenfalls (zunéchst) nur Best Supportive Care (BSC)
durchgeftihrt und eventuell abgewartet werden, ob sich der Zustand verbessert und der/die Pa-

tient/-in einer weiterfiihrenden Therapie zugefthrt werden kann.

Bei Patient/-innen mit einem biologischen Alter unter 70 Jahren und einem KPS von mindes-
tens 70 Prozent sollte immer eine Maximaltherapie nach dem heutigen Goldstandard, dem
Stupp-Schema (nach dem Erstautor benannt) bzw. EORTC-NCIC-Protokoll (nach den studien-
fuhrenden Organisationen), angestrebt werden. Diese Therapie besteht aus einer konkomitanten
Radiochemotherapie — also einer fraktionierten fokalen Strahlentherapie bis zu einer



Einleitung 3

Gesamtdosis von 60 Gy in 30 Einzeldosen a 2 Gy (an 5 Tagen pro Woche) mit einer simultanen
Chemotherapie mit dem DNA-Alkylans Temozolomid (TMZ) in einer Dosierung von 75
mg/m? Korperoberflache (KOF) an 7 Tagen pro Woche iiber etwa 6 Wochen — welche stan-
dardmaiig nach 4 Wochen gefolgt wird von einer TMZ-Monotherapie an 5 von 28 Tagen Uber
6 Zyklen mit einer Dosierung von 150 mg/m? KOF im ersten Zyklus und bei guter Vertraglich-
keit von 200 mg/m? KOF ab dem 2. Zyklus (Stupp et al., 2005). Durch die Etablierung dieses
Therapieschemas konnte das mOS signifikant von 12,1 auf 14,6 Monate gesteigert werden,
wobei der Uberlebensvorteil fiir jiingere Patient/-innen und fiir Patient/-innen mit methyliertem
MGMT-Promotor nochmals weitaus deutlicher war (Stupp et al., 2009). Kein Uberlebensvorteil
wurde dagegen fir Patient/-innen mit einem schlechten Performance Status nachgewiesen
(Stupp et al., 2005). Patient/-innen unter 70 Jahren mit einem KPS unter 70 Prozent sollten
darum eher keine Therapie nach dem Stupp-Schema, sondern eine Monotherapie (TMZ oder

Strahlentherapie abh&dngig vom MGMT-Promotormethylierungsstatus) erhalten.

Bei der Wahl der Therapie flr Patient/-innen hoheren Alters kommt, auch wenn es sich weiter-
hin um eine individuelle Entscheidungsfindung handelt, dem MGMT-Promotormethylierungs-
status (siehe unten) eine entscheidende Rolle zu. So sollte bei Vorliegen einer solchen Methyl-
ierung eher eine TMZ-Monotherapie (oder in Einzelfallen das Stupp-Schema) gewéhlt werden,
wohingegen bei unmethyliertem MGMT-Promotor eher eine alleinige Strahlentherapie zu be-

vorzugen ist, da von einem schlechten Ansprechen auf TMZ auszugehen ist.



Glioblastoma, IDH wild type, WHO grade 4

Treatment at diagnosis l

[Biopsy or resection followed by early (<48h) postoperative MRI or CT (baseline for monitoring and detection of progression)]

Favourable Unfavourable Unfavourable Unfavourable Very unfavourable
prognostic factors prognostic factors prognostic factors prognostic factors prognostic factors
* Age <70 years * Age <70 years * Age =70 years *Age 270 years * KPS <50
*KPS =70 * KPS <70 * MGMT promoter * MGMT promoter or
non-methylated methylated inability to consent
to treatment
Temozolomide Radiotherapy Radiotherapy Temozolomide
chemoradiotherapy (hypofractionated) (hypofractionated) chemoradiotherapy
or temozolomide
Follow-up I
| 2-3-monthly intervals: neurological examination and imaging ]
Progression/recurrence l
Options determined by KPS, neurological function and prior treatment

* Repeat surgery

* Alkylating chemotherapy —_—
* Bevacizumab

* Re-irradiation
* Experimental therapy

Abbildung 1:  Therapiealgorithmus fir IDH-Wildtyp Glioblastome (Weller et al., 2021)
Die Therapieentscheidung sollte unter Einbeziehung verschiedener prognos-
tischer Faktoren, wie dem Alter, dem KPS und dem Status des MGMT-Pro-
motors getroffen werden.

Als nicht-invasive Zusatztherapie haben sich inzwischen die sogenannten Tumortherapiefelder
(Tumor Treating Fields, TTF) etabliert, die mit einer Steigerung des mOS (von 16,0 auf 20,9
Monate) und des PFS (von 4,0 auf 6,7 Monate) einhergehen (Stupp et al., 2017).

Wie in Abbildung 1 ersichtlich wird, sollte initial alle 2-3 Monate eine neurologische Untersu-
chung und cMRT-Kontrolle erfolgen, um einen Tumorprogress und ausbleibendes Therapiean-
sprechen frihzeitig zu erkennen. Bei Tumorprogress bzw. -rezidiv stehen verschiedene Optio-
nen zur Verfugung, z.B. eine erneute Operation, eine (erneute) alkylierende Chemotherapie
(z.B. mit CCNU oder Temozolomid), der Anti-VEGF-Antikérper Bevacizumab (in Deutsch-
land nur bei Radionekrose zugelassen), eine Re-Bestrahlung, experimentelle Therapien oder
ein Therapieabbruch mit der Entscheidung fir BSC. Alle genannten Rezidivtherapie-Optionen
sind individuell zu diskutieren, und eine Verlangerung des mOS nicht immer hinreichend be-

wiesen, sodass hier kein allgemeingultiger Therapiestandard existiert.
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1.1.3 Diagnostik geméaR der WHO-KIassifikation

Eine wichtige Erkenntnis der letzten Jahre spiegelt sich in der Anderung der WHO-Klassifika-
tion von 2021 wider. Es wird jetzt eine integrierte Diagnosefindung angewandt, wobei wichtige
histopathologische Befunde und auch molekularbiologische Parameter einflieRen und neu die
molekulare Diagnostik auch in der Graduierung (ZNS WHO Grad 1-4) Anwendung findet.
Hierdurch erhofft man sich, biologisch homogenere Gruppen zu schaffen und die diagnostische
Genauigkeit sowie letztendlich auch die klinische Entscheidungsfindung beztglich der Wahl
der Therapie zu verbessern. Das Glioblastom (,,Glioblastom, IDH-Wildtyp*) entspricht immer
dem hdchsten ZNS WHO Grad 4 und wird laut der aktuellen WHO-Klassifikation von 2021
den diffusen Gliomen des Erwachsenen zugeordnet. Es kann dann diagnostiziert werden, wenn
ein diffuses astrozytéres Gliom einen IDH-Wildtyp aufweist und entweder mikrovaskulare
Proliferation oder Nekrose zeigt oder eines der folgenden molekulargenetischen Merkmale er-
fullt: TERT-Promotor-Mutation, EGFR-Amplifikation oder kombinierter Gewinn von Chro-
mosom 7 und Verlust von Chromosom 10 (+7/—10). Hierzu werden auch die Varianten Riesen-
zell-Glioblastom und Gliosarkom gezahlt, auch wenn diese nicht mehr als Subtypen in der

Klassifikation aufgelistet werden. (Louis et al., 2021)
1.1.4 Molekulare Marker

Die Beurteilung molekularbiologischer Parameter ist insbesondere auch deshalb wichtig, weil
einige davon als Marker zur Abschatzung des Krankheitsverlaufs dienen kdnnen. Hinsichtlich
dieser molekularen Marker muss zwischen prognostischen und préadiktiven Markern unterschie-
den werden. Dabei erlauben prognostische Marker eine Einschatzung des Uberlebens unabhén-
gig von der Therapie, wohingegen pradiktive Marker der VVorhersage eines gunstigen Anspre-
chens auf spezifische Therapien dienen. (Karsy et al., 2015)

1.1.4.1 |IDH-Mutation

Ein Beispiel fir einen prognostischen Marker ist das Enzym Isocitratdehydrogenase (IDH).
Aufgrund verschiedener betroffener Genloci werden IDH1- und IDH2-Mutationen unterschie-
den. Bei IDH-mutierten Gliomen handelt es sich jedoch in nahezu allen Féllen um IDH1-Mu-
tationen und dabei am hdufigsten um die R132H-Mutation (Gravendeel et al., 2010; Parsons et
al., 2008; Yan et al., 2009). Das Enzym wandelt physiologisch Isocitrat in a-Ketoglutarat um,
und eine Mutation fuhrt zur reduzierten enzymatischen Aktivitat und wahrscheinlich auch zum
Gewinn einer neuen enzymatischen Aktivitdt, im Rahmen derer a-Ketoglutarat zu R(-)-2-Hyd-
roxyglutarat reduziert wird, dessen Akkumulation wiederum zur malignen Progression von Gli-

omen beitragen konnte (Dang et al., 2009). Man geht davon aus, dass IDH-Mutationen ein



frihes Ereignis in der Karzinogenese von Gliomen astrozytaren und oligodendrozytaren Ur-

sprungs sind (Yan et al., 2009).

Da IDH-Mutationen prognostisch gesehen sehr aussagekraftig sind, flie3en sie in der aktuellen
WHO-KIassifikation von 2021 starker in die Klassifikation und neu auch in die Graduierung
ein. So wurde die Nomenklatur des IDH-mutierten Glioblastoms in ,,Astrozytom, IDH-mutiert,
ZNS WHO Grad 4‘ gedndert und das Fehlen einer IDH-Mutation gilt nun als Diagnosekrite-
rium fur Glioblastome (Hartmann et al., 2010; Louis et al., 2021; Stupp & Hegi, 2017).

1.1.42 MGMT-Promotormethylierung

Der wichtigste pradiktive Marker in Glioblastomen ist der Methylierungsstatus des Promotors
der O8-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT), wobei der Nachweis einer solchen
Methylierung mit einem hoéheren Erfolg der Chemotherapie mit dem DNA-Alkylans Temozo-
lomid (TMZ) assoziiert ist (Stupp & Hegi, 2017). Erklarbar ist dies dadurch, dass diese Promo-
tormethylierung zur funktionellen Inaktivierung des MGMT-Gens fuhrt, wodurch weniger als
DNA-Reparaturprotein fungierendes MGMT zur Verfligung steht und somit die fiir die Zyto-
toxizit4t von TMZ zentrale DNA-Schadigung — genauer gesagt die Methylierung der O5-Posi-
tion des Guanins — nicht durch MGMT ruickgéngig gemacht werden kann (Gerson, 2002).

Stupp et al. (2009) konnten zeigen, dass die Kombinationstherapie mit TMZ und Strahlenthe-
rapie (siehe oben) nicht nur generell gegentiber der alleinigen Strahlentherapie einen Uberle-
bensvorteil erbrachte, sondern besonders deutlich in der Kohorte mit MGMT-Promotormethy-
lierung (mOS 15,3 vs. 23,4 Monate). Auch bei Betrachtung des PFS zeigte der Marker seine
pradiktive Bedeutung, insofern, als dass ein signifikant langeres PFS nur bei den mit Kombi-
nationstherapie behandelten Patient/-innen mit VVorliegen dieses Merkmals auftrat (p<0,0001).
Der MGMT-Promotormethylierungsstatus erwies sich in der Studie dartber hinaus auch als
stérkster therapieunabhéngiger prognostischer Marker (p=0,001; HR 0,49) und das mOS war
bei Patient/-innen mit methyliertem MGMT-Promotor langer als bei allen anderen betrachteten

Faktoren.
1.2 Das Tumorsuppressorprotein p53

1.2.1 Der p53-Signalweg in Glioblastomen

Physiologisch wirkt der in allen wachsenden Zellen nukledr vorliegende Transkriptionsfaktor
p53 als Tumorsuppressor. Um diese Funktion auszuiiben, wird p53 durch verschiedene Mecha-
nismen — wie beispielsweise DNA-Schadigung, Hypoxie oder abnorme Wachstumssignale, die

alle auch bei der Karzinogenese vorkommen — an der N-terminalen Transaktivierungsdoméne
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phosphoryliert und somit aktiviert, woraufhin es einige Signalwege initiiert, an deren Ende die
Vermittlung des Zellzyklusarrests (liber einen Stopp entweder des Zellwachstums oder der Zell-
teilung), der DNA-Reparatur oder der Apoptose der betroffenen Zelle steht. Genauer sind der
p53-Signalweg und seine Bestandteile in Abbildung 2 dargestellt. Teil dieses Signalweges sind
auch die Protoonkogene MDM2 und MDM4 (Synonym: MDMX), welche physiologisch durch
kontinuierliche Ubiquitinilierung zum proteasomalen Abbau von p53 fuhren und so dessen
Menge in unbeschédigten Zellen niedrig halten und die Tumorsuppressoraktivitdt hemmen. Im
Rahmen einer negativen Feedback-Schleife fiihrt das dazu, dass p53 in geringerem MaRe die
Transkription von MDM2 und MDM4 induziert. (S. Haupt et al., 2003; Y. Haupt et al., 1997,
Moll & Petrenko, 2003; Zhang et al., 2018)

Die Halbwertszeit von p53 betrdgt durch den kontinuierlichen Abbau physiologisch nur etwa
20 bis 30 Minuten und kann durch maligne Prozesse pathologisch verlangert sein (Levine et
al., 1991; Reich & Levine, 1984).

Es ist anzunehmen, dass die Alteration des p53-Signalwegs eine Rolle in der Karzinogenese

von Glioblastomen spielt (Brennan et al., 2013).
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Abbildung 2:
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1.2.2 Die Struktur des Proteins p53

Das Protein p53 wird durch das auf Chromosom 17p13 lokalisierte TP53-Gen kodiert (Ben-
chimol et al., 1985; Le Beau et al., 1985). Das Gen besteht aus 11 Exons (Lamb & Crawford,
1986). Physiologisch liegt das Protein als Homo-Tetramer mit 4x393 Codons bzw. Aminosau-
ren vor und &ndert mutmalilich durch die Bindung von DNA seine Struktur, wodurch die Inter-
aktion der N-terminalen Transaktivierungsdoméne mit anderen Proteinen vereinfacht wird, wie
in Abbildung 3 dargestellt. Die zentrale DNA-bindende Domane (Aminosauren 94-292) besteht
aus einem sogenannten Loop-Sheet-Helix Motiv und drei groRen Schleifen (loops L1, L2 und
L3). (Joerger & Fersht, 2010; Lee et al., 1994; Tidow et al., 2007; Wells et al., 2008)

A B

C termini

Tetramerization domain

Flexible linker region
Core domains DNA

‘C) :\.\

Q N termini (TAD)
‘ with bound Taz2

Abbildung 3:  Struktur des Proteins p53 in ungebundener (A) und an DNA und Part-
nerprotein gebundener (B) Form (Joerger & Fersht, 2010)
Das Protein p53 andert durch die Bindung von DNA seine Struktur.
grin und blau = DNA-bindende Doménen, rot = Tetramerisierungs-Doméane,
lila = N-terminale Transaktivierungs-Doméne mit gebundenem exemplari-
schem Partnerprotein (hier dargestellt die Taz2 Doméne des Proteins p300)

1.2.3 Die TP53-Genmutation

Die TP53-Mutation ist mit tiber 40 Prozent die haufigste Genmutation allgemein in menschli-
chen Malignomen, wobei die Haufigkeit zwischen den unterschiedlichen Entitaten sehr variabel

ist (Bouaoun et al., 2016; Kandoth et al., 2013). So weisen beispielsweise Uber 90 Prozent der
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high-grade serdsen Ovarialkarzinome eine solche Mutation auf, aber nur etwa 10-20 Prozent
der Lymphome (Ahmed et al., 2010; Kandoth et al., 2013; Peller & Rotter, 2003).

Seltener kommen auch familiare Haufungen vor, so beim Li-Fraumeni Syndrom, welches in
den meisten Fallen mit einer TP53-Keimbahnmutation einhergeht, autosomal-dominant vererbt
wird und typischerweise zu einer Tumormanifestation vor einem Alter von 45 Jahren fihrt.
Neben Hirntumoren ist dieses Syndrom unter anderem auch mit Mamma-Karzinomen und
Weichteilsarkomen assoziiert, welche dann teils auch nebeneinander auftreten. (Li et al., 1988;
Malkin et al., 1990; Olivier et al., 2003)

Laut der TP53 Datenbank liegt die Pravalenz der TP53-Mutation bei etwa 27,2 Prozent bei
priméren GBM (754 von insgesamt 2773 in dieser Datenbank enthaltenen Gewebeproben von
,Glioblastoma, NOS (C71. )“ unter Ausschluss der als sekundére Fille gekennzeichneten und
der padiatrischen Félle). Bei Riesenzell-Glioblastomen liegt die Prévalenz mit etwa 85,7 Pro-
zent (36 von 42 in der Datenbank enthaltenen Féllen) dagegen héher. Zu Gliosarkomen findet
sich in der genannten Datenbank nur ein Fall, in der COSMIC Datenbank liegt die Prévalenz
der TP53-Mutation bei dieser Entitét bei rund 70 Prozent (14 von 20 in dieser Datenbank ent-
haltenen Gewebeproben). (Andrade et al., 2022; ISB-CGC, 2019; Tate et al., 2019; Wellcome
Sanger Institute, 2022)

1.2.3.1 Auswirkungen der TP53-Mutation

In den meisten Fallen handelt es sich bei TP53-Mutationen um eine Missense-Mutation, am
héufigsten innerhalb der DNA-bindenden Domane des TP53-Gens, wodurch vereinfacht gesagt
das Protein p53 in einer abnormen mutierten Form exprimiert wird und seine Funktion als Tu-
morsuppressor einbuft (Levine et al., 1991; Vogelstein & Kinzler, 1992; Xue et al., 2019).
Diese Art der Mutation ist auch bei Glioblastomen die haufigste (Zhang et al., 2018, S. 5).

Manche dieser Mutationen filhren zur Anderung der Struktur des mutierten p53 und teilweise
kann uber die Komplexbildung im Tetramer zusatzlich ein dominant-negativer Effekt auf das
Wildtyp-p53 ausgetibt werden, indem dessen Funktion unterdriickt wird (Brosh & Rotter, 2009;
Joerger & Fersht, 2010; Vogelstein & Kinzler, 1992).

Teils konnen TP53-Mutationen in Glioblastomen auch zum gain of function (GOF) flhren.
Dann kann p53 zwar prinzipiell weiterhin durch MDM2/4 abgebaut werden, das Feedback auf
die MDM2/4-Transkription fallt aber aus, wodurch proportional zu wenig MDM2/4 vorliegt
und das mutierte p53 letztlich zu wenig abgebaut wird. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Art der Mutation in Glioblastomen mit vermehrter Progression und gesteigerter
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Chemotherapieresistenz vergesellschaftet ist und zu onkogenen Wirkmechanismen fihrt, die
uber den Verlust der Tumorsuppressoraktivitat des Wildtyp-p53 hinausgehen (daher die Be-
zeichnung als gain of function-Mutation). (Blandino et al., 2012; Dittmer et al., 1993; Zhang et
al., 2018)

Zur verminderten Wildtyp-p53-Expression und dem konsekutiven Tumorsupressoraktivitéts-
verlust (aber nicht zum gain of function) kann es ebenso durch Nonsense- oder Frameshift-
Mutationen kommen (Muller & VVousden, 2014). Diese Mutationen sind in Glioblastomen deut-

lich seltener als die Missense-Mutationen (Zhang et al., 2018).

Eine Recherche in der TP53 Datenbank ergab, dass bei Glioblastomen (Suchparameter: Pri-
mértumoren; Glioblastome, Riesenzell-Glioblastome und Gliosarkome) in tiber 80 Prozent der
TP53-Mutationen ein Missense-Effekt vorliegt, in ca. 5 Prozent ein Frameshift und in ca. 3
Prozent ein Nonsense-Effekt (siehe Abbildung 4). (Andrade et al., 2022; ISB-CGC, 2019)

Variant Effect (N =643 )

\

B missense M FS B nonsense
I splice | other NA
B silent intronic

Abbildung 4:  Effekt der TP53-Mutation bei priméaren Glioblastomen, Riesenzell-
Glioblastomen und Gliosarkomen (Andrade et al., 2022; ISB-CGC, 2019)
Bei den TP53-Mutationen der genannten Tumoren handelt es sich im
tberwiegenden Fall um Missense-Mutationen.
FS = Frameshift, NA = nicht angegeben

Uber 96 Prozent der p53-Punktmutationen in Glioblastomen liegen innerhalb der DNA-binden-
den Domane (Bouaoun et al., 2016, S. 873). In der Datenbank-Recherche kristallisierten sich
die Hotspot-Codons 273, 248 und 175 (siehe Abbildung 5) heraus und als codierende Bereiche
innerhalb des Gens insbesondere die Exons 5 bis 8 (siehe Abbildung 6) (Andrade et al., 2022;
ISB-CGC, 2019).
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Codon Distribution ( N =621)
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Abbildung 5:  Von TP53-Mutationen betroffene Codons bei priméren Glioblastomen,
Riesenzell-Glioblastomen und Gliosarkomen (Andrade et al., 2022; 1SB-
CGC, 2019)
Insbesondere die Codons 273, 248 und 175 sind haufig von TP53-Mutationen
bei den genannten Tumoren betroffen.

Exon/Intron Distribution ( N = 643)
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Abbildung 6:  Verteilung der TP53-Mutationen bei priméren Glioblastomen,
Riesenzell-Glioblastomen und Gliosarkomen auf die Exons und Introns
(Andrade et al., 2022; ISB-CGC, 2019)
TP53-Mutationen bei den genannten Tumoren sind hauptséchlich in den
Exons 5 bis 8 lokalisiert.

Zu dhnlichen Effekten kann auch die Alteration anderer Bestandteile des p53-Signalwegs fiih-
ren. Eine abnorme Vervielfaltigung von MDM2 oder MDM4 wirkt sich beispielsweise tber die
Herabregulierung von p53 onkogen aus und kommt bei etwa 14 Prozent (MDM2) bzw. 7 Pro-
zent (MDM4) der Glioblastome vor, wobei in den betroffenen Zellen ausschlie3lich Wildtyp-
p53 vorliegt. (Zhang et al., 2018)
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2 Problemstellung

Wie es sich schon in der aktuellen Fassung der WHO-Klassifikation von 2021 zu ZNS-Tumo-
ren herauskristallisiert hat, ist anzunehmen, dass sich auch in der Therapie von Glioblastomen
die Relevanz individueller molekularbiologischer Eigenschaften und weitere Erkenntnisse
hierzu manifestieren werden, wodurch méglicherweise noch gezieltere und personalisierte The-
rapien entwickelt werden konnten (Louis et al., 2021). Es werden beispielsweise bereits — bei
verschiedenen Malignomen inklusive des Glioblastoms — komplexe Therapieansatze exploriert,
die zur Wiederherstellung des Wildtyp-p53 fiihren oder das GOF-mutierte p53 hemmen sollen.
(Muller & Vousden, 2014)

Bei einigen anderen Tumorentititen, wie beispielsweise beim Mammakarzinom, fungieren
TP53-Genmutationen als prognostischer Marker (Petitjean et al., 2007). Fur Glioblastome da-
gegen konnte ein dafiir notwendiger signifikanter Zusammenhang mit dem Uberleben bisher
weder fur p53, noch flr die vorgeschalteten Bestandteile des p53-Signalwegs (ARF, MDM2
und MDM4) ausreichend nachgewiesen werden (Zhang et al., 2018).

Das Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, inwieweit die durch immunhistochemische Me-
thoden festgestellte p53-Mutation als prognostischer oder pradiktiver Marker bei Glioblastom-

Patient/-innen in Frage kommen konnte.
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3 Methoden

3.1 Studiendesign

Retrospektiv wurden klinische und molekularpathologische Daten zu GBM-Patient/-innen des
Klinikums rechts der Isar in Miinchen erhoben. An bereits vorhandenen oder fur diese Studie
neu erstellten p53-Immunhistochemie (IHC) Farbungen wurde, mittels einer zuvor durch Lite-
raturvergleich festgelegten Methode, der Prozentanteil der Immunreaktion mit dem Anti-p53-
Antikdrper bestimmt und durch diesen auf eine anzunehmende vorhandene oder nicht vorhan-
dene p53-Mutation geschlossen, was zur Klassierung der Patient/-innen in zwei Gruppen
(p53wt und p53mut) diente. Es wurden im univariaten und multivariaten Modell statistisch sig-
nifikante prognostische Faktoren fiir das Gesamtiiberleben (OS) und das progressionsfreie
Uberleben (PFS) ermittelt und untersucht, ob dem durch IHC anzunehmenden p53-Status im
univariaten und multivariaten Modell prognostische Bedeutung zukommt. Weiterhin wurde in
einer Interaktionsanalyse Uberprift, ob der p53-Status statistisch signifikant mit der Primarthe-

rapie interagiert, also ob dieser als pradiktiver Marker in Frage kommt.

Die Daten wurden stets datenschutzgemaf behandelt. Ein Ethikvotum lag vor.

3.2 Einschlusskriterien

Zuné&chst wurde in der Befunde-Datenbank der Neuropathologie eine Suche nach dem Begriff
,,Glioblastom* und ,,Gliosarkom* fir den Zeitraum Januar 2014 bis April 2017 durchgefiihrt

und Patient/-innen eingeschlossen, die den folgenden Kriterien entsprachen:

- die Untersuchung des Primartumors ergab einen IDH-Wildtyp

- der Kritische Befundbericht des Primértumors nannte als Diagnose Glioblastom, Rie-
senzell-Glioblastom oder Gliosarkom oder der Erstbefund wurde im Rezidiv-Befund
anhand der neuen WHO-Klassifikation revidiert zu Glioblastom

- Befundung durch unsere Neuropathologie fuihrte zur Erstdiagnose, fand vor einem Tu-
morprogress statt oder Paraffinblocke und Schnitte des Primartumors wurden nachtrag-
lich zur Beurteilung vorgelegt und lagen im Archiv der Pathologie vor

- die Erstresektion oder eine Rezidivresektion fand in der Neurochirurgischen Klinik und
Poliklinik des Klinikums rechts der Isar statt und klinische Daten lagen in der Daten-

bank vor

Anhand dieser Kriterien konnten schlief3lich 202 Patient/-innen in das Kollektiv eingeschlossen

werden.
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3.3 Datenakquirierung

Zu diesen 202 Patient/-innen wurden retrospektiv klinische und neuropathologische Daten er-

hoben.

Die klinischen Daten wurden aus der Datenbank der Neurologischen Klinik und Poliklinik bzw.
der Neurochirurgischen Klinik und Poliklinik des Klinikums rechts der Isar oder aus der Da-
tenbank des Tumorregisters Miunchen extrahiert. Fand eine Weiterbehandlung bzw. vorherge-
hende Behandlung extern des Klinikums rechts der Isar statt und waren die jeweiligen Daten
auch nicht im Tumorregister zu finden, so wurden die zustandigen weiterbehandelnden haus-
arztlichen, onkologischen, strahlentherapeutischen, neurologischen Praxen oder Kliniken kon-
taktiert, soweit diese bekannt waren. Beziiglich fehlender Uberlebensdaten wurde das jeweils

zustandige Einwohnermeldeamt kontaktiert.

Neben allgemeinen Daten wie dem Geburtsdatum und Geschlecht wurden folgende klinische
Daten erhoben:

- die Hemisphére, in der der Primartumor lag: links, rechts, beidseits

- das Hirnareal, in dem die Haupttumormasse des Primartumors lokalisiert war: frontal,
temporal, parietal, okzipital, zentral (z.B. Balken oder Basalganglien), sonstige (z.B.
insuldr, dienzephal, zerebelldr oder Hirnstamm) oder multifokal (bei simultaner Loka-
lisation in unterschiedlichen Hirnlappen/-arealen mit deutlichem Abstand zueinander)

- der Karnofsky Performance Status (KPS) zum Zeitpunkt der VVorstellung vor der 1. Re-
sektion (wie im ersten Arztbrief angegeben oder abgeleitet aus der Anamnese und Kli-
nischen Untersuchung)

- das Auftreten von epileptischen Anfallen: vor der 1. Resektion (ja oder nein), nach der
Primartumorresektion (ja, nein, nein unter Antikonvulsiva) und nach der ersten Rezidiv-
resektion (ja, nein, nein unter Antikonvulsiva); die Anfallsart wurde notiert aber wegen
zu geringer Fallzahl nicht in die Klassierung eingebunden

- die Anzahl und das jeweilige Datum der Resektionen sowie der Ort der Erstresektion
(Klinikum rechts der Isar oder extern)

- die jeweilige Art der Resektion: stereotaktische Biopsie, subtotale Resektion (etwa
<95% der Tumormasse), Komplettresektion (etwa >95% der Tumormasse)

- der Zeitraum einer etwaigen 1. und 2. Bestrahlung und der Abstand der 1. Bestrahlung

zur 1. Resektion
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Angaben zur jeweiligen Chemotherapie: Zeitraum, Chemotherapeutikum und Dosis-
konzept (TMZ konkomitant, TMZ 5/28, TMZ 7/14, CCNU, Bevacizumab, Bevacizu-
mab + CCNU als Kombinationstherapie, sonstige Chemotherapie)
Tumortherapiefelder erhalten: ja oder nein; der Zeitraum war hier meist nicht genau
eruierbar

genaue Daten zur Therapie mittels Stupp-Schema: Empfehlung des hausinternen inter-
disziplindren Tumorboards (Stupp-Schema ja oder nein), 6 Zyklen TMZ konkomitant
(Ja, nein, frihzeitiger Abbruch), konkomitante Bestrahlung an 30 Tagen mit ED 2 Gy
und GD 60 Gy (ja, nein, geringere GD), Zyklenzahl TMZ 5/28, TMZ in Rezidivtherapie
(erneut, erstmalig, Fortfihrung im selben Schema trotz Progress, kein TMZ in Rezidiv-
therapie), Stupp-Schema komplettiert oder wenn nicht der jeweilige Grund (Allgemein-
zustand (AZ) zu niedrig, MGMT-Promotor nicht methyliert und mindestens 65 Jahre
alt, vor Beendigung verstorben, Abbruch bei Progress, abweichende Therapie extern
entgegen des Tumorboard-Beschlusses, Ablehnung der Therapie durch den Patienten
bzw. die Patientin, Abbruch bei Nebenwirkungen (NW))

die Art bildgebender Progresse bzw. Rezidive: lokal (mit raumlichem Bezug zum Pri-
maértumor/der Resektionshohle), distant (bei Neuauftreten in einem anderen Hirnlap-
pen/-areal mit deutlichem Abstand zum Primértumor/der Resektionshohle), gemischt
(sowohl lokal als auch distant) und das Datum der betreffenden MRT-Untersuchung
das Datum des letzten klinischen Follow-Ups: Datum des letzten klinischen Kontakts
in domo bzw. in einer kontaktierten weiterbehandelnden Praxis/Klinik

das Datum des letzten bekannten Uberlebens: entweder dem letzten klinischen Follow-
Up entsprechend, laut Einwohnermeldeamt oder laut weiterbehandelnder Praxen/Klini-
ken

der Todeszeitpunkt

Die neuropathologischen Daten zu allen Primdrtumoren wurden aus den Arztbriefen der befun-

denden Neuropathologen des Klinikums rechts der Isar extrahiert. Von Interesse waren hier:

die histologische Diagnose: Glioblastom, Riesenzell-Glioblastom, Gliosarkom

der IDH-Status (durch IHC des R132H IDH 1 und teils auch durch IDH 1- und IDH 2-
Sequenzierung bestimmt): Wildtyp (Mutation fiihrte zum Ausschluss)

der MGMT-Promotormethylierungsstatus (methyliert oder unmethyliert) inklusive des

jeweiligen Prozentanteils laut der PCR
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- der Prozentanteil des Proliferationsmarkers Ki-67 (IHC mit Antikdrper MIB-1); war ein
Gesamtanteil und ein fokaler Maximalanteil angegeben, so wurde der Maximalanteil
verwendet

- die Expression von ATRX (durch IHC bestimmt): Erhalt oder Verlust

3.4 p53-Immunhistochemie

Zusétzlich wurden zu jedem Primartumor, wenn bereits vorhanden, p53-1HC-Schnitte aus dem
Archiv der Pathologie akquiriert oder, wenn nicht bei Erstbefundung durchgefihrt, derjenige
Paraffinblock des Priméartumors ausfindig gemacht, der von der zustandigen Neuropathologie
als Tumorzentrum Klassifiziert worden war. Dieser wurde dann (von der Laborleiterin Sandra
Baur und dem MTLA Christian Schustetter) geschnitten und auf einen Objekttréager aufgetragen
und schlieBlich (durch das Team der Routinediagnostik des Instituts fur Allgemeine Pathologie
und Pathologische Anatomie in domo) mit einem Anti-p53-Antikérper immunhistochemisch
gefarbt.

Bei 7 der 202 Patient/-innen war nicht mehr gentigend Material im Paraffinblock vorhanden,
um die Farbung durchzufuhren, sodass sie fur die weitere Analyse ausgeschlossen werden

mussten.
3.4.1 Anti-p53-Antikdrper DO-7

Sowohl fir die bereits im Archiv vorhandenen als auch fir die nachtraglich erstellten p53-1HC-
Féarbungen wurde der Anti-p53-Antikérper DO-7 (Dako, 1:100) verwendet.

Bei diesem handelt es sich um einen monoklonalen Maus-Antikorper, der spezifisch mit
menschlichem p53 reagiert und gegen ein N-terminal gelegenes Epitop des Proteins gerichtet
ist. Er zeigt eine Immunreaktion sowohl mit Wildtyp-p53 als auch mit mutiertem p53 und
wurde entwickelt, um mittels IHC aberrante Level von p53 in Tumorproben — insbesondere
auch in solchen, die in Paraffin eingebettet sind — nachzuweisen. (Pillai et al., 2003; Vojtések
etal., 1992)

3.4.2 Beurteilung der p53-Immunreaktion
Die 195 gefarbten Schnitte wurden an einem Lichtmikroskop (Olympus BX40) ausgewertet.

Fur die Berechnung des Prozentsatzes der immunreaktiven Nuklei wurden nur Areale mit hoher

Tumorzelldichte, dem Tumorzentrum entsprechend, beriicksichtigt.

Bei 400-facher VergrofRerung wurden in einem den genannten Kriterien entsprechenden Sicht-

feld mindestens 50 Nuklei gezahlt und dadurch der prozentuale Anteil der immunreaktiven
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Nuklei starker Intensitat (IRstark) und der Anteil immunreaktiver Nuklei jeglicher Intensitat
(IRgesamt) berechnet. Diese Prozentzahl wurde dann mittels Schatzung oder erneuter Z&hlung
je nach Grole des Schnittes in insgesamt mindestens 5 ebenfalls tumorzellreichen Sichtfeldern
abgeglichen. Wenn sich die Immunreaktion in den betrachteten Sichtfeldern unterschied, wurde
der Gesamtdurchschnitt berechnet. Zuletzt wurde jeweils der gesamte Schnitt in 100-facher
VergroRerung durchgemustert und erneut auf Areale mit auffallender Heterogenitét geachtet,
um moglichst akkurate und Gbertragbare Prozentzahlen fir die beiden Methoden zu erreichen.
Die Prozentzahlen wurden bis 10 Prozent in 1 Prozent-Schritten und tber 10 Prozent in 5 Pro-

zent-Schritten angegeben.

AnschlieRend wurden alle 195 p53-Schnitte anhand des erhaltenen Prozentanteils von IRstark
fur die statistische Auswertung in 2 Klassen aufgeteilt, wobei galt, dass IRstark <10 Prozent
der Klasse p53-Wildtyp (p53wt) und IRstark >10 Prozent der Klasse p53-mutiert (p53mut) ent-
sprach. Zudem wurde die Konkordanz dieser Methode zu einer Alternativmethode, bei der galt,
IRgesamt <40 Prozent entsprache p53wt und IRgesamt >40 Prozent entspréache p53mut, unter-

sucht.

Die mit der Methode IRstark als grenzwertig eingeordneten Schnitte wurden (durch PD Dr.

Friederike Liesche-Starnecker) zusatzlich validiert.

3.5 Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit SPSS (Version 27) durchgefihrt. Das Signifikanzni-

veau o wurde auf 5 Prozent festgelegt und damit galt p <0,05 als statistisch signifikant.

Die deskriptive Statistik wurde zum einen fur das Gesamtkollektiv und zum anderen klassiert
nach p53wt und p53mut durchgefihrt.

Alle intervall- und ordinalskalierten Variablen wurden grafisch (durch Histogramme) auf Nor-
malverteilung Gberprift. Bei vorliegender symmetrischer Verteilung wurden zur Beschreibung
der Mittelwert und die Standardabweichung (SD) verwendet, bei Verzerrung/schiefer Vertei-
lung wurde dagegen der Median angegeben und in eckigen Klammern das 25. Perzentil (1.
Quartil) und das 75. Perzentil (3. Quartil) als Mal} der Streuung.

Um Unterschiede der klinischen und molekularpathologischen Merkmale zwischen den Klas-
sen p53wt und p53mut aufzudecken, wurden ordinal- und intervallskalierte nicht normalver-
teilte Merkmale mit dem Mann-Whitney-U-Test untersucht, wohingegen fiir nominalskalierte
Merkmale der Chi-Quadrat-Test (bei gultiger Gesamt-Fallzahl >20 und erwarteter Haufigkeit
Uber 5) oder der exakte Test nach Fisher (bei verletzter Voraussetzung fir den Chi-Quadrat-
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Test und 2x2-Tabelle) verwendet wurde. Ergab sich im Mann-Whitney-U-Test ein signifikanter

Unterschied, so wurde die Effektstérke r berechnet (Z/~/N) und als schwach (0,1<r<0,3), mittel
(r>0,3) oder stark (r>0,5) bezeichnet (Cohen, 1992).

Die beiden Methoden IRstark und IRgesamt fiir die Auswertung der p53-Immunreaktion wur-
den hinsichtlich ihrer Ubereinstimmung untersucht, indem eine Kreuztabelle erstellt und Co-
hen’s Kappa-Koeffizient berechnet wurde. Die Starke der Ubereinstimmung wurde dann als
mangelhaft (x<0), gering (0<k<0,2), maBig (0,2<x<0,4), moderat (0,4<x<0,6), substanziell
(0,6<k<0,8) oder fast perfekt (k>0,8) bewertet (Landis & Koch, 1977).

Bei einigen Patient/-innen konnten die genauen Zeitraume der Strahlen- bzw. Chemotherapien
retrospektiv nicht exakt ermittelt werden und es war lediglich bekannt, dass eine Strahlen-/Che-
motherapie nach dem jeweiligen Therapieregime komplettiert wurde. Die betreffenden Pati-
ent/-innen wurden nicht flr die Ermittlung der Therapiedauer und des Abstandes zwischen

Operation und Strahlentherapie verwendet.

Zunachst wurde separat fiir alle Faktoren (univariat) das Gesamtiiberleben (OS) — also die Zeit
vom Diagnosezeitpunkt (Datum der ersten Resektion) bis zum Todeszeitpunkt — betrachtet und
hierbei sowohl Patient/-innen bertcksichtigt, bei denen das Ereignis Tod innerhalb des Be-
obachtungszeitraums eingetreten war, als auch solche, fiir die es nicht eingetreten war — die also
entweder noch lebten oder in der Datenerhebung nicht weiterverfolgt werden konnten (lost to
Follow-Up). Diejenigen, die nicht verstorben waren, wurden zum Zeitpunkt des letzten Follow-
Ups zensiert. Es wurde die Kaplan-Meier-Methode angewendet und falls sich die jeweiligen
Kaplan-Meier-Kurven nicht tiberschnitten, wurde ein Log-rank-Test auf Gleichheit der Uber-
lebensverteilung durchgefihrt. Die Faustregel von mindestens 30 Ereignissen als VVorausset-
zung fur den Log-rank-Test wurde uberpruft. Da der Mittelwert des Kaplan-Meier-Schatzers
besonders fur die spateren Zeitpunkte stark von der Verteilung der Zensierungszeiten abhangt,
wurde nur der Median angegeben. Aus der Uberlebenstabelle wurde jeweils das 5-Jahres-Uber-
leben extrahiert im Sinne des Schatzers zum letzten Zeitpunkt unter 60 Monate. Schliellich
wurde fir jeden Faktor Gberprift, ob die proportionale Hazards-Annahme erfillt war, also ob
das Risiko Uber die Zeit konstant und proportional zum Risiko der Referenzkategorie war
(Schendera, 2008). Daflr wurde jeweils ein Log-Minus-log-Diagramm (LML) mit dem kumu-
lierten Hazard auf der y-Achse und der Zeit auf der x-Achse erstellt und grafisch tberprift, ob
jeder der Graphen der Faktorauspragungen einen ungefahr parallelen Verlauf ohne Uberschnei-
dungen hatte (Schendera, 2008). AnschlieBend wurde fir den jeweiligen Faktor eine Cox-
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Regression durchgefihrt, kategoriale Variablen als solche definiert, eine Referenzkategorie ge-

waéhlt und das Risikoverhaltnis (Hazard Ratio, HR) samt 95%-KI sowie der p-Wert bestimmt.

Fur die univariaten Analysen des progressionsfreien Uberlebens (PFS) wurde ebenso vorge-
gangen. Das PFS war hierbei definiert als Zeit von der ersten Resektion bis Eintritt eines durch
neuroradiologische Fachérzte festgestellten MRT-Progresses oder bis zum Todeszeitpunkt. Zu
beachten war hier, dass eine Follow-Up-Lucke bei nicht eingetretenem MRT-Progress nicht
groler als 3 Monate sein durfte, damit der Tod als Ereignis-Eintritt gewertet werden durfte.
Félle, die diese Annahme verletzten, wurden entsprechend zensiert. Eine genaue Erlduterung

hierzu findet sich im Ergebnis-Teil.

Manchmal war der exakte Tag des ersten Progresses nicht bekannt, sondern nur der Monat. In
diesen Fallen wurde der 15. des Monats zur Berechnung des PFS verwendet, um eine Verzer-
rung moglichst gering zu halten.

Weiterhin wurden fiir das OS und das PFS multivariate Cox-Regressionsanalysen fiir die Un-
tersuchung des gleichzeitigen Einflusses verschiedener Kovariaten — und insbesondere die tat-
séchliche fir Gruppenunterschiede korrigierte prognostische Bedeutung des p53-Status —
durchgefuhrt. In das jeweilige Modell wurden die aus der Literatur bekannten prognostischen
Faktoren aufgenommen, wobei die stetigen Variablen Alter bei Diagnose, Ki-67-Proliferation-
sindex und die ordinale Variable Karnofsky Performance Status (KPS) nur klassiert nach dem

in der Literatur prognostisch ausschlaggebenden Schwellenwert verwendet wurden.

Sowohl das OS als auch das PFS wurden in Monaten angegeben. Der besseren Vergleichbarkeit
halber wurde dafir die exakte Tageanzahl in Einheitsmonate a 30,5 Tage umgerechnet anstelle

der Verwendung der exakten Kalendermonate.

Fur die Untersuchung des p53-Status als pradiktiver Marker wurde eine Cox-Regressionsana-
lyse fur die Interaktion zwischen p53-Status und der Primértherapie mit den einzelnen Kovari-
aten sowie deren Produkt fir das OS und fur das PFS durchgefuhrt. Dabei wurden fiir die Pri-
martherapie die alleinige Chemotherapie, aufgrund der zu geringen Fallzahl, und Best Suppor-
tive Care, da es sich dabei nicht im eigentlichen Sinne um eine Therapie handelt, als fehlend
definiert.
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4  Ergebnisse

4.1 Histopathologische und molekulargenetische Merkmale
4.1.1 Kilassierung der Primartumoren nach p53-Status

Abbildung 7 stellt grafisch dar, wie die im Methodenteil beschriebene Zuordnung der Patient/-
innen zu den Klassen p53wt und p53mut erfolgte, wobei die rote Linie auf der Position des
Schwellenwertes — 10 Prozent Immunreaktion starker Intensitat mit dem Anti-p53-Antikorper
— liegt. Wie gut zu sehen ist, ist die Verteilung in beiden p53-Statusklassen nicht symmetrisch,
sondern fur p53wt rechtsschief und fir p53mut bimodal, weshalb die Angabe von Mittelwert

und Standardabweichung an dieser Stelle nicht sinnvoll ist.

Der Median der starken Immunreaktion (dargestellt durch gestrichelte Linien) lag flr p53wt
bei 3 Prozent [1 bis 5 Prozent] und fur p53mut bei 30 Prozent [20 bis 80 Prozent]. Das Minimum
von 0 Prozent starker Immunreaktion kam bei 7 und das Maximum von 95 Prozent bei 3 Pri-

martumoren vor.

; p53-Status
30(p E‘ Hps53wt
: M p53mut

: p53wt
25 + Median=3

: Perzentil 25=1
Perzentil 75=5
N=124

p53mut
Median=30
Perzentil 25=20

20

Perzentil 75=80
N=71

Anzahl

15

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

starke Anti-p53-Immunreaktion (Prozent)

Abbildung 7:  Klassierung der Primartumoren nach p53-Status anhand der Methode
IRstark
Die rote Linie stellt den Schwellenwert von 10 Prozent starker Anti-p53-
Immunreaktion dar. Ab diesem Wert wurden Primértumoren der Klasse
p53mut zugeordnet, alles darunter wurde als p53wt gewertet. Die Mediane
sind mit gestrichelten Linien dargestellt.
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Von den insgesamt 202 Primartumoren wurden 71 als p53mut und 124 als p53wt Kklassiert —
somit konnten insgesamt 195 Patient/-innen in den folgenden nach p53 klassierten Analysen
betrachtet werden. VVon 7 der 202 Primartumoren war nicht mehr genligend Material vorhanden,
um eine p53-IHC durchzufihren und die Bestimmung des p53-Status sowie die Zuordnung zu

einer der beiden Klassen war hier somit nicht moglich.

Die Frequenz der (anzunehmenden) p53-Mutation lag im Gesamtkollektiv bei 36,4 Prozent
(71/195).

Im Mann-Whitney-U-Test ergab sich zwischen p53wt und p53mut ein signifikanter Unter-
schied der starken Immunreaktion gegen p53 (p<0,001) und die Effektstarke war stark (r=0,83).
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Abbildung 8:  Beispielbilder und Interpretation der betrachteten p53-1HC-Schnitte,
welche mit dem Anti-p53-Antikérper DO-7 gefarbt sind

Beispielhaft fur eine Konkordanz beider Methoden stehen hier Bild 1 (IRstark
und IRgesamt O Prozent) und 2 (IRstark 3 Prozent, IRgesamt 15 Prozent),
jeweils als p53wt bewertet. Bei Bild 3 (IRstark 3 Prozent, IRgesamt 50
Prozent) und Bild 4 (IRstark 9 Prozent, IRgesamt 45 Prozent) divergieren
dagegen die Bewertungen beider Methoden und es ware jeweils nur bei
IRgesamt eine Mutation angenommen worden. Zwei der Primartumoren im
Kollektiv waren vorab mittels Next Generation Sequencing (NGS) untersucht
worden und bestatigten die Uberlegenheit der Methode IRstark — bei Bild 5
(IRstark 7 Prozent, IRgesamt 40 Prozent) handelt es sich um einen bestétigten
p53wt, bei Bild 6 (IRstark 90 Prozent, IRgesamt 95 Prozent) um einen
bestatigten p53mut Tumor. Bei Bild 7 (IRstark 9 Prozent, IRgesamt 20
Prozent; es handelt sich um ein Gliosarkom) und Bild 8 (IRstark 60 Prozent,
IRgesamt 70 Prozent) lag eine auffallende intratumorale Heterogenitét vor,
bei Bild 8 kamen Areale mit komplett fehlender Immunreaktion vor.

4.1.1.1 Konkordanz der Methoden zur Beurteilung der p53-Immunhistochemie

Fur die Klassierung nach p53-Status und damit auch als Grundlage fur alle statistischen Ana-
lysen dieser Arbeit wurde, wie bereits erwahnt, die Methode IRstark verwendet, welche zuvor

fiir am besten geeignet befunden worden war.

Da, wie in der Diskussion beschrieben, die Methode IRgesamt in Studien fast ebenso uberzeu-
gende Ergebnisse gezeigt hatte und bei der Auswertung der p53 Schnitte fir die vorliegende
Arbeit sowohl die p53-Immunreaktion starker als auch die jeglicher Intensitat beurteilt worden

war, wurden beide Methoden hinsichtlich ihrer Ubereinstimmung untersucht.

Wie in Tabelle 2 ersichtlich wird, stimmten die beiden Methoden in 93 Féllen in der Bewertung
als p53wt und in 71 Fallen in der Bewertung als p53mut tberein. Jedoch waren 31 Falle mit der
Methode IRgesamt als p53mut eingeordnet worden, welche mit unserer gewahlten Methode
IRstark einem p53wt entsprachen. Umgekehrt wurde mit der gewéhlten Methode IRstark kein
Fall als p53mut deklariert, welcher mit der Methode IRgesamt als pS3wt gewertet worden waére.
Unter Betrachtung der Gesamtzahlen féllt auf, dass in unserem Kollektiv, wenn die Methode
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IRgesamt gewdahlt worden waére, eine Mehrzahl der Primartumoren (102/195 entsprechend 52,3
Prozent) als p53mut eingeordnet worden ware, wohingegen mit der tatsachlich gewéhlten Me-
thode IRstark lediglich 36,4 Prozent (71/195) so klassifiziert wurden.

Tabelle 2:  Kreuztabelle fur die Ubereinstimmung der Methoden IRstark und

IRgesamt
IRgesamt
p53wt p53mut Gesamt
IRstark  p53wt Anzahl 93 31 124
% von |IRstark 75,0% 25,0% 100,0%
% von IRgesamt 100,0% 30,4% 63,6%
p53mut  Anzahl 0 71 71
% von IRstark 0,0% 100,0% 100,0%
% von IRgesamt 0,0% 69,6% 36,4%
Gesamt Anzahl 93 102 195
% von IRstark 47,7% 52,3% 100,0%

% von IRgesamt 100,0% 100,0% 100,0%

IRgesamt

Sill

IRstark

Abbildung 9:  Venn-Diagramm fiir die Ubereinstimmung der Methoden IRstark und
IRgesamt in der Bewertung von Primartumoren als p53mut
Die Methoden stimmten in 71 Féllen in der Bewertung als p53mut Uberein,
31 weitere Primartumoren wurden nur mit der Methode IRgesamt als p53mut
gewertet. Kein Fall wurde ausschlieBlich mit der Methode IRstark als p53mut
eingeordnet.

Der Cohen’s Kappa-Koeffizient als MaR der Ubereinstimmung fir die beiden Methoden er-
reichte statistische Signifikanz (p<0,001) und ergab eine substanzielle Ubereinstimmungsstérke
(x=0,686).
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4.1.2 Histologische Diagnose

Bei 193 Patient/-innen (95,5%) im Gesamtkollektiv wurde histologisch ein Glioblastom IDH-
Wildtyp (IDHwt) diagnostiziert, wahrend dessen Varianten Riesenzell-Glioblastom in lediglich
5 Féllen (2,5%) und Gliosarkom in 4 Féllen (2,0%) diagnostiziert wurden.

Die Glioblastom-Varianten unterschieden sich hinsichtlich der Frequenz einer (anzunehmen-
den) p53-Mutation. Wihrend diese fiir das ,,klassische* IDHwt Glioblastom bei 35,5 Prozent
(66/186) lag, war sie fur die Variante Riesenzell-Glioblastom mit 80 Prozent (4/5) deutlich

hoher und fiir die Variante Gliosarkom mit 25 Prozent (1/4) etwas niedriger.

Die Testvoraussetzungen fur den Chi-Quadrat-Test waren verletzt, weil iber 20 Prozent der
Zellen in der Kreuztabelle eine erwartete Haufigkeit kleiner als 5 aufwiesen und der exakte Test

nach Fisher war nicht durchfihrbar, weil es sich nicht um eine 2x2-Tabelle handelte.
4.1.3 MGMT-Promotormethylierung

Eine MGMT-Promotormethylierung lag in insgesamt 79 Fallen (46 p53wt [37,1% dieser
Klasse], 28 p53mut [39,4% dieser Klasse], 5 ohne p53-Status) vor. Bei 6 Glioblastomen (5
p53wt [4,0%], 1 p53mut [1,4%]) war nicht geniigend Material fur die zur Bestimmung notwen-
dige PCR vorhanden.

Der Chi-Quadrat-Test ergab fur den Unterschied zwischen p53wt und p53mut bei der MGMT-
Promotormethylierung klassiert als bindre Variable keine statistische Signifikanz (p=0,855).

Das genaue PCR-Ergebnis als metrisch skaliertes Merkmal war fir das Gesamtkollektiv und
auch fiir p53wt und p53mut einzeln betrachtet deutlich rechtsschief verteilt. Tabelle 3 zeigt,
dass der Median flr p53wt bei 1,4 [0,1 bis 30,9] und fir p53mut bei 3,4 [0,1 bis 34,2] Prozent
lag. Die Minima waren fir beide p53-Statusklassen bei 0,0 Prozent und die Maxima lagen bei
115,2 (p53wt) bzw. 197,3 (p53mut) Prozent.

Tabelle 3:  Exaktes PCR-Ergebnis der Untersuchung auf MGMT-Promotormethylie-
rung in Prozent

N gultig N fehlend Median Perzentil 25 Perzentil 75 Minimum Maximum

p53wt 119 5 1,4 1 30,9 ,0 115,2
p53mut 70 1 34 1 34,2 0 197,3
ohne p53-Status 7 0 100,0 6,5 110,0 ,0 148,2
Gesamt 196 6 3,3 1 33,8 0 197,3

Fur dieses exakte PCR-Ergebnis war der Unterschied zwischen p53wt und p53mut im Mann-
Whitney-U-Test ebenfalls nicht statistisch signifikant (p=0,480).
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414 Ki-67-Proliferationsindex

Die maximale Immunreaktion mit dem Anti-Ki-67-Antikérper MIB-1 war sowohl fir das Ge-
samtkollektiv als auch fur p53wt und p53mut jeweils einzeln betrachtet rechtsschief verteilt.
Die statistischen LagemaRe und Streuungsparameter werden aus Tabelle 4 ersichtlich. Fur
p53wt lag die Immunreaktion im Median bei 25 [20 bis 40] Prozent und fur p53mut etwas héher
bei 33 [25 bis 40] Prozent. Das Minimum lag bei 3 (p53wt) bzw. 12 (p53mut) Prozent und die
Maxima bei 90 Prozent.

Leider gab es in beiden p53-Statusklassen relativ viele fehlende Werte, sodass Daten zu Ki-67
nur flr insgesamt 146 Priméartumoren (90 p53wt [72,6% dieser Klasse], 50 p53mut [70,4%

dieser Klasse], 6 ohne p53-Status) vorlagen.

Tabelle 4: Immunreaktion gegen Ki-67 in Prozent

N gultig N fehlend Median Perzentil 25 Perzentil 75 Minimum Maximum

p53wt 90 34 25 20 40 3 90
p53mut 50 21 33 25 40 12 90
ohne p53-Status 6 1 25 18 50 10 90
Gesamt 146 56 30 20 40 3 90

Der beschriebene Unterschied der Ki-67-Immunreaktion zwischen den p53-Statusklassen er-
reichte im Mann-Whitney-U-Test deutlich statistische Signifikanz (p=0,005).

Zusatzlich wurde eine Klassierung mit Schwellenwert 30 Prozent fir Ki-67 durchgefihrt. Bei
65 Primartumoren (48 p53wt [53,3% der gultigen Ki-67 Schnitte dieser Klasse], 14 p53mut
[28,0% der giiltigen Ki-67 Schnitte dieser Klasse], 3 ohne p53-Status) lag die Immunreaktion
unter 30 Prozent und bei 81 Primartumoren (42 p53wt [46,7%], 36 p53mut [72,0%], 3 ohne
p53-Status) bei 30 Prozent oder hoher. Fir die p53-Statusklassen ist dies grafisch in Abbildung
10 dargestellt und es wird sichtbar, dass ein deutlich groerer Anteil der Primartumoren mit
(anzunehmender) p53-Mutation eine Immunreaktion gegen Ki-67 tber 30 Prozent aufwies als

derjenigen mit (anzunehmendem) p53-Wildtyp.
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Abbildung 10: Immunreaktion gegen Ki-67 klassiert nach p53-Status
Bei p53mut schien die Immunreaktion gegen Ki-67 haufiger bei mindestens
30 Prozent zu liegen als bei p53wt.

Auch nach Klassierung der Ki-67-Immunreaktion wies p53mut signifikant haufiger einen ho-
heren Ki-67-Proliferationsindex auf als p53wt (Chi-Quadrat-Test; p=0,004).

415 ATRX

Die ATRX-IHC wurde bei lediglich 62 Patient/-innen (30,7% des Gesamtkollektivs) durchge-
fiihrt. Davon lag bei 5 Tumorproben (3 p53wt [2,4% dieser Klasse], 2 p53mut [2,8% dieser
Klasse]) ein ATRX-Verlust vor, dagegen war bei 57 (35 p53wt [28,2% dieser Klasse], 21
p53mut [29,6% dieser Klasse], 1 ohne p53-Status) die Immunreaktion in den Tumorzellen er-
halten. Dies entspricht einem Anteil von 8,1 Prozent mit ATRX-Verlust bezogen auf die darauf

untersuchten Proben im Gesamtkollektiv.

Der exakte Test nach Fisher ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied flr den ATRX-
Status zwischen den p53-Klassen (p=1,000).

4.2 Klinische Merkmale

4.2.1 Geschlechterverhaltnis

Das Gesamtkollektiv bestand aus 111 Mé&nnern (55,0%) und 91 Frauen (45,0%). Daraus errech-
nete sich ein Geschlechterverhaltnis (M:F) von 1,22:1.

Abbildung 11 zeigt die Geschlechterverteilung nach p53-Status. In p53wt waren 69 Ménner
und 55 Frauen, was einem Geschlechterverhéltnis (M:F) von 1,25:1 entsprach, wahrend sich

fir p53mut mit 38 Méannern und 33 Frauen das Verhaltnis 1,15:1 ergab.
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Abbildung 11: Geschlechterverteilung klassiert nach p53-Status
In der Geschlechterverteilung stellte sich grafisch kein deutlicher Unterschied
zwischen p53mut und p53wt dar.

Im Chi-Quadrat-Test ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Geschlechterverteilung

zwischen den p53-Statusklassen (p=0,774).

4.2.2 Alter bei Diagnose

Die statistischen Lagemalie und Streuungsparameter flr die Altersverteilung im Gesamtkollek-

tiv und nach p53-Status werden in Tabelle 5 dargestellt. Da sowohl fir das Gesamtkollektiv als

auch fur p53wt und p53mut einzeln betrachtet eine linksschiefe Verteilung (negative Verzer-

rung) vorlag, wurden hier der Median und das 25. und 75. Quartil verwendet.

Fur p53wt lag das Alter bei Diagnose bei 65,69 [56,37 bis 75,71] und fir p53mut etwas hoher
bei 69,02 [57,75 bis 75,62]. Der jingste Patient war zum Diagnosezeitpunkt 25,12 Jahre und
der dlteste 90,84 Jahre alt, beide p53wt zugeordnet.

Tabelle 5:  Alter bei Diagnose in Jahren

N gultig N fehlend Median Perzentil 25 Perzentil 75 Minimum Maximum
p53wt 124 0 65,69 56,37 75,71 25,12 90,84
p53mut 71 0 69,02 57,75 75,62 30,35 86,20
ohne p53-Status 7 0 66,34 53,66 72,30 27,27 83,47
Gesamt 202 0 66,32 56,55 75,58 25,12 90,84

Der Mann-Whitney-U-Test zeigte, dass der Altersunterschied zwischen p53wt und p53mut

nicht statistisch signifikant war (p=0,468).
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Zusatzlich wurden zwei Altersklassen definiert, wobei Patient/-innen unter 65 Jahre von den-
jenigen unterschieden wurden, die 65 Jahre oder alter waren. Insgesamt bestand die jlngere
Altersklasse aus 86 Personen (42,6%) und die &ltere aus 116 Personen (57,4%). Fur p53mut
war das Verhaltnis noch etwas mehr zugunsten der alteren Altersklasse ausgepragt (62,0%
[44/71]) als fur p53wt (54,8% [68/124]).
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Abbildung 12: Alter klassiert nach p53-Status

Bei p53mut schien haufiger ein Alter von mindestens 65 Jahren bei Diagnose
vorzuliegen als bei p53wit.

Auch dieser Unterschied war im Chi-Quadrat-Test nicht signifikant (p=0,332).
4.2.3 Karnofsky Performance Status bei Diagnose

Der pratherapeutische KPS war fiir das Gesamtkollektiv und auch fur p53wt und p53mut ein-
zeln betrachtet linksschief verteilt (negative Verzerrung). Auch hier (Tabelle 6) wurden somit

als LagemaRe und Streuungsparameter der Median und das 25. und 75. Quartil verwendet.

Sowohl fiir p53wt als auch fir 53mut und das Gesamtkollektiv lag der préatherapeutische KPS
im Median bei 80 Prozent [70 bis 90]. Auch die Minima und Maxima waren mit 20 bzw. 100
Prozent zwischen den Klassen gleich.

Tabelle 6: KPS pratherapeutisch in Prozent

N giltig N fehlend Median  Perzentil 25  Perzentil 75 Minimum Maximum

p53wt 120 4 80 70 90 20 100
p53mut 69 2 80 70 90 20 100
ohne p53-Status 7 0 80 70 90 70 100
Gesamt 196 6 80 70 90 20 100
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Im Mann-Whitney-U-Test ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen p53wt und
p53mut (p=0,437).

Weiterhin wurden zwei Klassen des pratherapeutischen KPS definiert, unter 70 und groRer
gleich 70 Prozent. Die Klasse mit KPS unter 70 Prozent bestand insgesamt aus 41 Personen
(21,7%), die mit dem hoheren aus 148 Personen (78,3%). Wie in Abbildung 13 sichtbar ist, war
das Verhdltnis in p53mut etwas mehr zu Gunsten der Klasse des hoheren KPS ausgepragt
(80,3% dieser Klasse [57/71]).
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Abbildung 13: Pratherapeutischer KPS klassiert nach p53-Status
Bei p53mut schien hadufiger ein KPS von mindestens 70 Prozent vor
Therapiebeginn vorzuliegen als bei p53wt.

Auch nach Klassierung des KPS ergab sich im Chi-Quadrat-Test kein signifikanter Unterschied
zwischen den p53-Statusklassen (p=0,277).

4.2.4 Lokalisation der Primartumoren
4.2.4.1 Hemisphare

Es fiel auf, dass sich knapp die Halfte (48,0%) aller Primartumoren in der rechten Hemisphére
befand, wahrend ca. 37 Prozent links und ca. 15 Prozent beidseitig wuchsen. Ein groRerer An-
teil der Primartumoren mit (anzunehmendem) p53-Wildtyp war in beiden Hemisphéren lokali-
siert (17,7% vs. 8,5%), wéhrend diejenigen mit (anzunehmender) p53-Mutation etwas haufiger
in der linken Hemisphére auftraten (40,8% vs. 34,7%). Die vollstandigen Angaben kénnen Ta-

belle 7 enthommen werden.
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Tabelle 7:  Hemisphare der Primartumoren

links rechts beidseits Gesamt
N Prozent N Prozent N Prozent N Prozent
p53wt 43 34,7% 59 47,6% 22 17, 7% 124 100,0%
p53mut 29 40,8% 36 50,7% 6 8,5% 71 100,0%
ohne p53-Status 3 42,9% 2 28,6% 2 28,6% 7 100,0%
Gesamt 75 37,1% 97  48,0% 30 149% 202 100,0%

Im Chi-Quadrat-Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Hemisphéren-Zuordnung

der Primdrtumoren zwischen p53wt und p53mut (p=0,195).

Da es flir die prognostische Bedeutung vor allem wichtig erschien, ob ein Primartumor auf eine
Hemisphare — egal ob links oder rechts — begrenzt war oder nicht, wurde zusétzlich die binare
Variable ,,Primartumor beidseits* (ja oder nein) definiert. Wiederum war hierflr der Unter-
schied zwischen den p53-Statusklassen im Chi-Quadrat-Test nicht statistisch signifikant
(p=0,075), jedoch war die Irrtumswahrscheinlichkeit fur die Annahme dieser Alternativhypo-

these geringer als ohne Zusammenfassung der linken und rechten Hemisphére.
4.2.4.2 Exaktes Hirnareal mit der Haupt-Tumormasse

Abbildung 14 zeigt die Zuordnung der Primartumoren nach p53-Status zum jeweiligen Hirn-
areal mit der Haupt-Tumormasse. Wie sichtbar wird, war der Anteil multifokaler Primartumo-
ren fir p53wt héher als fir p53mut (12,9% vs. 5,6%). Bei p53mut lag dagegen die Haupt-
Tumormasse bei Erstdiagnose haufiger im Parietallappen (23,9% vs. 10,5%). Fir die Ubrigen

Hirnareale ergab sich zwischen den beiden p53-Klassen kein deutlicher Unterschied.
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Abbildung 14: Hirnareal mit der Haupt-Tumormasse klassiert nach p53-Status
Die meisten Primartumoren waren mit ihrer Haupt-Tumormasse dem
Temporallappen zuzuordnen. Bei p53mut schien eine Lokalisation im
Parietallappen hdufiger vorzukommen, dagegen schienen p53wt Tumoren
haufiger multifokal zu wachsen.

Die Testvoraussetzungen fur den Chi-Quadrat-Test waren verletzt, weil knapp ber 20 Prozent
der Zellen in der Kreuztabelle eine erwartete Haufigkeit kleiner als 5 aufwiesen und der exakte

Test nach Fisher war nicht durchfiihrbar, weil es sich nicht um eine 2x2-Tabelle handelte.
4.25 Anzahl und Art der MRT-Progresse

Bei 108 Patient/-innen (65 p53wt [52,4% dieser Klasse], 39 p53mut [54,9% dieser Klasse], 4
ohne p53-Status) trat im Beobachtungszeitraum mindestens ein MRT-Progress auf. Der erste
MRT-Progress wurde bei 68 Patient/-innen (46 p53wt [37,1%], 19 p53mut [26,8%], 3 ohne
p53-Status) und damit bei der Mehrzahl als lokal, in 23 Fallen (11 p53wt [8,9%], 12 p53mut
[16,9%]) als gemischt und in 13 Fallen als distant (6 p53wt [4,8%], 6 p53mut [8,5%], 1 ohne
p53-Status) klassifiziert. In 4 Féllen (2 p53wt [1,6%], 2 p53mut [2,8%]) war die Art des 1.
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Progresses nicht herauszufinden, da die Diagnose jeweils nicht in domo gestellt wurde und uns
die jeweiligen genauen Befunde oder Bilder nicht vorlagen.

Ein zweiter Progress ereignete sich bei insgesamt 55 (36 p53wt [29,0%], 17 p53mut [23,9%],
2 ohne p53-Status), ein dritter Progress bei 24 (15 p53wt [12,1%], 7 p53mut [9,9%], 2 ohne
p53-Status), ein vierter Progress bei 8 (5 p53wt [4,0%], 3 p53mut [4,2%]) und ein funfter Pro-
gress bei 2 (1 p53wt [0,8%], 1 p53mut [1,4%]) Patient/-innen. Auch bei diesen weiteren MRT-
Progressen machten lokale Progresse jeweils den groRten Anteil aus (65,5% der zweiten, 58,3%
der dritten, 75% der vierten und 50% der fiinften MRT-Progresse).

Die Anzahl der MRT-Progresse war sowohl flr das Gesamtkollektiv als auch fur p53wt und
p53mut jeweils einzeln betrachtet rechtsschief verteilt. Wie Tabelle 8 zeigt, lag der Median fir
p53wt bei 2 [1 bis 2] Progressen und fir p53mut bei einem [1 bis 2] Progress. Die Minima lagen

jeweils bei 0 und die Maxima bei 5.

Tabelle 8:  Anzahl der MRT-Progresse

N gultig N fehlend Median Perzentil 25 Perzentil 75 Minimum Maximum

p53wt 70 54 2 1 2 0 5
p53mut 40 31 1 1 2 0 5
ohne p53-Status 4 3 2 1 3 1 3
Gesamt 114 88 1 1 2 0 5

Der Mann-Whitney-U-Test zeigte keinen signifikanten Unterschied der Anzahl der MRT-Pro-
gresse zwischen p53wt und p53mut (p=0,595).

4.2.6 Multifokales Tumorwachstum

Bei denjenigen Tumoren, bei denen es im Verlauf zu einem distanten oder gemischten (also
lokal und distant gleichzeitigen) Progress kam, lag im Verlauf geméal unserer Definition ein
multifokales Tumorwachstum vor. So kamen zu den bereits priméar multifokal lokalisierten Tu-
moren 45 weitere dazu (24 p53wt [19,4% dieser Klasse], 20 p53mut [28,2% dieser Klasse], 1
ohne p53-Status) und insgesamt entwickelten wahrend des gesamten Beobachtungszeitraum
mit 66 Tumoren (40 p53wt [32,3%], 24 p53mut [33,8%], 2 ohne p53-Status) etwa ein Drittel

aller Tumoren ein multifokales Wachstum.
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Abbildung 15: Multifokales Tumorwachstum im gesamten Beobachtungszeitraum
klassiert nach p53-Status
Multifokale Primartumoren schienen eher mit p53wt einherzugehen als mit
p53mut. Diese Tendenz drehte sich nach dem ersten Progress um und war
schlieflich in der Betrachtung des gesamten Beobachtungszeitraums nicht
mehr festzustellen.

Es zeigte sich eine Tendenz dahingehend, dass ein primar multifokales Tumorwachstum mit
p53wt assoziiert zu sein schien, im Chi-Quadrat-Test ergab sich jedoch keine statistische Sig-
nifikanz (p=0,107). Uber den weiteren Verlauf des Beobachtungszeitraums relativierte sich der
Unterschied zwischen p53wt und p53mut weiter, wie in Abbildung 15 ersichtlich wird (Chi-

Quadrat-Test gesamter Beobachtungszeitraum: p=0,825).
4.2.7 Resektionsausmaf und -anzahl
4.2.7.1 Primartumorresektion

Eine Komplettresektion nach neuroradiologischen Gesichtspunkten gelang bei 113 Patient/-in-
nen (66 p53wt [53,2% dieser Klasse], 43 p53mut [60,6% dieser Klasse], 4 ohne p53-Status) im
Rahmen der ersten Operation, wéahrend 29 (19 p53wt [15,3%], 10 p53mut [14,1%]) zuerst eine
subtotale Resektion und 59 (39 p53wt [31,5%], 17 p53mut [23,9%], 3 ohne p53-Status) eine
Biopsie erhielten. Fir weitere 20 Personen (11 p53wt [8,9%], 8 p53mut [11,3%], 1 ohne p53-
Status) wurde bei zuerst inkompletter Resektion eine Nachresektion angeschlossen, welche in
zusétzlichen 12 Fallen zum gewdinschten Ergebnis der bildgebenden Komplettresektion fiihrte
(7 p53wt [5,6%], 4 p53mut [5,6%], 1 ohne p53-Status), sodass die Primartumorresektion (also
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vor Tumorprogress) fur insgesamt 125 Patient/-innen (73 p53wt [58,9%], 47 p53mut [66,2%)],
5 ohne p53-Status) als Komplettresektion gewertet werden konnte (siehe Abbildung 16).

Fur die restlichen 76 Patient/-innen (51 p53wt [41,1%], 23 p53mut [32,4%], 2 ohne p53-Status)
wurde die Primartumorresektion als inkomplett bezeichnet, wobei hier Biopsie (gesamt 47; 32
p53wt [25,8%], 13 p53mut [18,3%], 2 ohne p53-Status) und subtotale Resektion (gesamt 29;
19 p53wt [15,3%], 10 p53mut [14,1%]) zusammengefasst wurden.

Fur einen Patienten (p53mut [1,4%]) war die Art der Primartumorresektion unbekannt, weil
postoperativ nur ein CCT durchgefuhrt wurde, in welchem der Resttumor nicht beurteilbar war

und der Patient am Folgetag verstarb.

0.5% Art der Primdrtumorresektion

B Komplettresektion
M subtotale Resektion
M Biopsie
Cunbekannt

} inkomplette Resektion

113 in der ersten Operation
12 in einer Nachresektion

Abbildung 16: Art der Primartumorresektion im Gesamtkollektiv (N=202)
Bei 61,9 Prozent aller Patient/-innen konnte eine Komplettresektion des
Primartumors erreicht werden.

Der Unterschied der Art der Priméartumorresektion zwischen den p53-Statusklassen zeigte sich
im Chi-Quadrat-Test weder nach der exakten Art (Biopsie vs. subtotale Resektion vs. Kom-
plettresektion; p=0,464) noch zusammengefasst (inkomplette Resektion vs. Komplettresektion;
p=0,255) statistisch signifikant.

4.2.7.2 Rezidivresektionen

Zundachst wurde die absolute Anzahl der Resektionen betrachtet. Neben den genannten 20
Nachresektionen des Primdrtumors erhielten weitere 52 Personen (37 p53wt [29,8%], 13
p53mut [18,3%], 2 ohne p53-Status) eine zweite Resektion bei Verdacht auf Tumorprogress

bzw. -rezidiv, wobei in 3 Fallen davon (eine Biopsie und 2 ausflhrlichere Resektionen; alle
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p53wt [2,4%]) der Verdacht in der histopathologischen Untersuchung des Resektionsmaterials
nicht bestatigt wurde und somit doch kein Rezidiv vorlag. 13 Patient/-innen (8 p53wt [6,5%],
4 p53mut [5,6%], 1 ohne p53-Status) erhielten eine dritte Resektion, darunter wiederum eine
Biopsie (p53wt [0,8%]), die ohne Nachweis von Tumorgewebe blieb und zwei Nachresektionen
(beide p53mut [2,8%]). Eine vierte Resektion erhielten lediglich 4 Personen (2 p53wt [1,6%],
2 p53mut [2,8%]) und eine flinfte und sechste Resektion erfolgte sogar nur noch bei einer Per-
son (p53mut [1,4%)]).

Bei gesonderter Betrachtung der Griinde fiir die jeweiligen Resektionen fiel auf, dass bei ins-
gesamt 53 Patient/-innen (38 p53wt [30,6%], 14 p53mut [19,7%], 2 ohne p53-Status) irgend-
wann im Krankheitsverlauf mindestens ein Progress reseziert wurde — bei 7 Personen (4 p53wt
[3,2%], 2 p53mut [2,8%], 1 ohne p53-Status) war dies fiir 2 Progresse und bei 2 Personen (1
p53wt [0,8%], 1 p5S3mut [1,4%]) sogar fur 3 der Progresse der Fall.

Wie Tabelle 9 aufzeigt, wurde der erste Progress bei 44 Patient/-innen (29 p53wt [23,4%], 13
p53mut [18,3%], 2 ohne p53-Status) operativ angegangen und zwar im Rahmen von 4 Biopsien
(2 p53wt [1,6%], 2 p53mut [2,8%]), 5 subtotalen Resektionen (4 p53wt [3,2%], 1 p53mut
[1,4%]), 33 Komplettresektionen (22 p53wt [17,7%], 9 p53mut [12,7%], 2 ohne p53-Status;
davon 2 erst in einer Nachresektion komplett) und 2 Resektionen unbekannter Art (1 p53wt
[0,8%], 1 p53mut [1,4%]).

Der zweite Progress wurde bei insgesamt 15 Personen (11 p53wt [8,9%], 4 p53mut [5,6%])
operiert im Sinne von 3 Biopsien (1 p53wt [0,8%], 2 p53mut [2,8%]), 3 subtotalen Resektionen
(alle p53wt [2,4%]) und 9 Komplettresektionen (7 p53wt [5,6%], 2 p53mut [2,8%)]).

Der dritte Progress wurde nur noch bei 3 Personen (1 p53wt [0,8%], 1 p53mut [1,4%], 1 ohne
p53-Status) jeweils komplett reseziert und der 4. Progress bei lediglich 2 Personen (beide p53wt
[1,6%]) im Rahmen einer Biopsie und einer Komplettresektion. Der flinfte Progress wurde in

keinem Fall reseziert.

Tabelle 9:  Art der Rezidivresektion bei Progress im MRT im Gesamtkollektiv

Progress 1 Progress 2 Progress 3 Progress 4

N Prozent N Prozent N Prozent N Prozent
Biopsie 4 9,1% 3 20,0% 0 1 50,0%
Subtotale Resektion 5 11,4% 3 20,0% 0 0
Komplettresektion 33 75,0% 9 60,0% 3 100,0% 1 50,0%
unbekannt 2 4,5% 0 0 0
Gesamt 44 100,0% 15  100,0% 3  100,0% 2 100,0%
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4.2.8 Primartherapie

Die erhaltene Primartherapie nach p53-Status ist in Abbildung 17 dargestellt. Ein groRerer An-
teil der Patient/-innen mit (anzunehmender) p53-Mutation (25,4% [18/71]) erhielt priméar Best
Supportive Care (BSC) als mit p53-Wildtyp (18,5% [23/124]). Die Primartherapie nach Stupp-
Schema (56,5% [70/124] vs. 53,5% [38/71]) und die primare Strahlentherapie (19,4% [24/124]
vs. 15,5% [11/71]) waren dagegen bei Patient/-innen mit p53-Wildtyp anteilig etwas haufiger

vertreten.

p53-Status

B p53mut

Stupp-Schema Ep53wt

nur Strahlentherapie

Primartherapie

0 10 20 30 40 50 60

Prozent der jeweiligen p53-Status-Klasse

Abbildung 17: Primartherapie klassiert nach p53-Status
Knapp Uber die Hélfte der Patient/-innen erhielten eine Primértherapie nach
dem Stupp-Schema. Eine alleinige Chemotherapie wurde sehr selten als
Priméartherapie durchgefuhrt. Bei p53mut schien haufiger BSC als
Primértherapie gewahlt worden zu sein.

Fir den Unterschied zwischen p53wt und p35mut in der Wahl der Primartherapie ergab sich
im Chi-Quadrat-Test keine statistische Signifikanz (p=0,487).

In Abbildung 18 wird grafisch dargestellt, aus welchen Grinden insgesamt 82 Patient/-innen
primér nicht nach dem als Goldstandard geltenden Stupp-Schema therapiert wurden und welche
Primartherapie stattdessen durchgefthrt wurde.
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Bei 30 Personen (16 p53wt [12,9% dieser Klasse], 13 p53mut [18,3%], 1 ohne p53-Status) lag
ein unmethylierter MGMT-Promotor in Kombination mit héherem Lebensalter (mindestens 65
Jahre) vor. Hiervon erhielten 25 (15 p53wt [12,1%], 9 p53mut [12,7%], 1 ohne p53-Status)
primér eine Strahlentherapie und 5 (1 p53wt [0,8%], 4 p53mut [5,6%]) BSC. VVon denjenigen,
welche primar BSC erhielten, lehnten 4 (1 p53wt [0,8%], 3 p53mut [4,2%]) eine empfohlene
Strahlentherapie ab und bei einer Patientin (p53mut [1,4%]) kam es zu einem friihen Rezidiv
vor Beginn einer Therapie, und die danach begonnene Strahlentherapie wurde darum als Re-
zidivtherapie, nicht als Primartherapie, gewertet.

Der 38 Patient/-innen (24 p53wt [19,4%], 12 p53mut [16,9%], 2 ohne p53-Status) betreffende
und damit haufigste Grund war ein zu schlechter Allgemeinzustand fir die aggressive Kombi-
nationstherapie. Beim Grof3teil dieser Gruppe war bereits préaoperativ der KPS Kleiner als 70
Prozent gewesen, nur bei 14 Personen (5 p53wt [4,0%], 7 p53mut [9,9%], 2 ohne p53-Status)
war die Allgemeinzustandsverschlechterung erst im postoperativen Verlauf aufgetreten. Als
Therapie erhielten 7 (6 p53wt [4,8%], 1 p53mut [1,4%]) in der Gruppe eine alleinige Strahlen-
therapie, 3 (1 p53wt [0,8%], 1 p53mut [1,4%], 1 ohne p53-Status) eine alleinige Chemotherapie
und 28 (17 p53wt [13,7%], 10 p53mut [14,1%], 1 ohne p53-Status) BSC.

6 Patient/-innen (4 p53wt [3,2%], 2 p53mut [2,8%]) lehnten die empfohlene Therapie nach
Stupp-Schema ab — 2 (1 p53wt [0,8%], 1 p53mut [1,4%]) davon erhielten auf eigenen Wunsch
primér BSC, 3 (2 p53wt [1,6%], 1 p53mut [1,4%]) eine Strahlentherapie und einer (p53wt
[0,8%]) eine alleinige Chemotherapie.

Ein Patient (p53wt [0,8%]) erhielt extern abweichend vom im Tumorboard-Beschluss empfoh-

lenen Stupp-Schema eine Strahlentherapie.

Bei 6 Patient/-innen (3 p53wt [2,4%], 3 p53mut [4,2%]) war zwar die Therapie nach Stupp-
Schema geplant, sie verstarben aber noch vor Therapiebeginn und wurden darum zur BSC-
Gruppe gezéhit.

Ein Patient (p53wt [0,8%]) erhielt aus unbekanntem Grund primér BSC.
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Abbildung 18: Grunde fur nicht dem Stupp-Schema entsprechende Primartherapie und
Art der stattdessen gewdahlten Primdartherapie im Gesamtkollektiv
(N=82)
Der hdufigste Grund, aus dem Patient/-innen kein Stupp-Schema erhielten,
war ein zu schlechter Allgemeinzustand. Diese Personen erhielten zum
GroRteil primér BSC. Ein weiterer haufiger Grund war ein nicht methylierter
MGMT-Promotor in Kombination mit hoherem Lebensalter. In dieser
Gruppe wurde in den meisten Fallen stattdessen eine alleinige
Strahlentherapie gewahlt.
AZ = Allgemeinzustand

Fur 8 Patient/-innen des Gesamtkollektivs (5 p53wt [4,0%], 3 p53mut [4,2%]) konnte die Pri-
martherapie nicht ermittelt werden. Diese wurden folglich in den weiterfiihrenden Uberlebens-

zeitanalysen nach Primartherapie nicht beriicksichtigt.
4.2.8.1 Stupp-Schema

Fur 127 Personen im Gesamtkollektiv (80 p53wt [64,5% dieser Klasse], 42 p53mut [59,2%], 5
ohne p53-Status) sprach unser hausinternes interdisziplinares Tumorboard primar die Empfeh-

lung zur Therapie nach Stupp-Schema aus.

Insgesamt 112 Personen (70 p53wt [56,5%], 38 p53mut [53,5%], 4 ohne p53-Status), wurden
tatséchlich primér nach dem Stupp-Schema therapiert, hierunter 107 entsprechend dem Tu-
morboard-Beschluss, 2 entgegen dem Tumorboard-Beschluss und 3, deren Erstdiagnose und
Therapiebeginn extern erfolgte (hier lagen uns Primértumor-Blécke/-Schnitte vor oder die Vor-

stellung bei uns erfolgte vor einem Tumorprogress).
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Die Zyklenzahl von Temozolomid nach dem 5/28-Schema (TMZ 5/28) war sowohl fir das
Gesamtkollektiv als auch fur p53wt und p53mut einzeln betrachtet bimodal verteilt. Wie Ta-
belle 10 zeigt, erhielten die Patient/-innen mit (anzunehmendem) p53-Wildtyp etwa 5 [2 bis 6]
und diejenigen mit (anzunehmender) p53-Mutation ebenfalls etwa 5 [1 bis 6] Zyklen. In beiden
p53-Statusklassen gab es Falle, in denen die Therapie noch vor Gabe des 1. Zyklus TMZ 5/28
abgebrochen wurde, die Minima der Zyklenzahl lagen also fur beide Klassen bei 0. Die Maxima
lagen bei 21 (p53wt) bzw. 20 (p53mut). Lediglich 5 Personen (3 p53wt [2,4%], 2 p53mut
[2,8%]) erhielten mehr als die empfohlenen 6 Zyklen TMZ 5/28.

Tabelle 10:  Zyklenzahl Temozolomid nach dem 5/28-Schema fur alle primar nach
Stupp-Schema therapierten Patient/-innen

N gultig N fehlend Median Perzentil 25 Perzentil 75 Minimum Maximum

p53wt 70 5 5,0 2 6 0 21
p53mut 38 3 5,0 1 6 0 20
ohne p53-Status 4 0 55 3 6 1 6
Gesamt 112 8 5,0 1 6 0 21

Der Mann-Whitney-U-Test zeigte auf, dass kein statistisch signifikanter Unterschied in der
TMZ 5/28-Zyklenzahl zwischen p53wt und p53mut bestand (p=0,913).

Der zeitliche Abstand zwischen der ersten Operation und der konkomitanten Radiochemothe-
rapie war sowohl fur das Gesamtkollektiv als auch fur p53wt und p53mut jeweils einzeln be-
trachtet rechtsschief verteilt. Wie aus Tabelle 11 ersichtlich wird, begann diese Therapie fir
p53wt nach etwa 25 [19 bis 34] Tagen und fur p53mut nach etwa 21,5 [16 bis 28] Tagen. Der
minimale Abstand lag bei 4 (p53wt) bzw. 9 (p53mut) und der maximale bei 58 (p53wt) bzw.
99 (p53mut) Tagen.

Tabelle 11: Abstand in Tagen zwischen der ersten Operation und dem Beginn der
priméaren konkomitanten Radiochemotherapie nach Stupp-Schema

N gultig N fehlend Median  Perzentil 25  Perzentil 75 Minimum Maximum

p53wt 63 7 25,0 19 34 4 58
p53mut 36 2 21,5 16 28 9 99
ohne p53-Status 4 0 26,0 22 33 21 36
Gesamt 103 9 23,0 17 31 4 99

Der beschriebene Unterschied zwischen den p53-Statusklassen war statistisch nicht signifikant
(Mann-Whitney-U-Test; p=0,304).
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Die Dauer der Strahlentherapie (inklusive Pausentagen wie Wochenenden) im Stupp-Schema
war fur das Gesamtkollektiv symmetrisch verteilt, klassiert nach pS3wt und p53mut einzeln
betrachtet aber jeweils linksschief. Tabelle 12 zeigt, dass diese Strahlentherapie fiir p53wt etwa
44 [43 bis 45] Tage und fir p53mut ebenfalls etwa 44 [43 bis 48] Tage dauerte. Die minimale
Dauer lag bei 19 (p53wt) bzw. 10 (p53mut) Tagen und die maximale bei 50 (p53wt) bzw. 83
(p53mut) Tagen.

Tabelle 12:  Dauer der Strahlentherapie als Bestandteil des primaren Stupp-Schemas in

Tagen
N gultig N fehlend Median  Perzentil 25 Perzentil 75 Minimum Maximum
p53wt 62 8 44,0 43 45 19 50
p53mut 35 3 44,0 43 48 10 83
ohne p53-Status 4 0 42,5 42 44 42 45
Gesamt 101 11 44,0 43 45 10 83

Auch fir die Dauer dieser Strahlentherapie bestand zwischen p53wt und p53mut kein signifi-
kanter Unterschied (Mann-Whitney-U-Test; p=0,100).

Der genaue Verlauf der Therapie nach Stupp-Schema fur die betreffenden Patient/-innen des

Gesamtkollektivs wird aus Abbildung 19 ersichtlich.

Fur 50 Personen (31 p53wt [25,0%], 17 p53mut [23,9%], 2 ohne p53-Status) konnte das Stupp-
Schema hinsichtlich der empfohlenen 6 Zyklen TMZ 5/28 als vollstandig bezeichnet werden.
Darunter waren 39 Personen (26 p53wt [21,0%], 12 p53mut [16,9%], 1 ohne p53-Status), die
alle Therapiebestandteile in der empfohlenen Dosis erhielten und 11 (5 p53wt [4,0%], 5 p53mut
[7,0%], 1 ohne p53-Status), bei denen mindestens ein Therapiebestandteil von der Empfehlung
abwich. Genauer gesagt erhielten 4 Personen (2 p53wt [1,6%], 1 p53mut [1,4%], 1 ohne p53-
Status) sowohl eine geringere Gesamt-Strahlendosis als auch eine verkurzte (weniger als 6 Wo-
chen dauernde) konkomitante TMZ-Therapie, wéhrend als jeweils einziger Bestandteil bei ei-
ner Person (p53mut [1,4%]) die konkomitante TMZ-Therapie friihzeitig beendet, bei 4 (1 p53wt
[0,8%], 3 p53mut [4,2%]) TMZ 5/28 geringer dosiert, bei einer (p53wt [0,8%]) die Bestrahlung
geringer dosiert und bei einer (p53wt [0,8%]) gar kein konkomitantes TMZ verabreicht wurde.

In insgesamt 51 Féllen (33 p53wt [26,6%], 16 p5S3mut [22,5%], 2 ohne p53-Status) wurde die
Therapie nach Stupp-Schema abgebrochen. Der 35 Patient/-innen (24 p53wt [19,4%], 10
p53mut [14,1%], 1 ohne p53-Status) betreffende und damit haufigste Grund dafiir war, dass
wéhrend der Therapie ein Progress auftrat. Weiterhin verstarben 8 Personen (4 p53wt [3,2%)],
4 p53mut [5,6%]) vor Beendigung der Therapie, bei 3 (2 p5S3wt [1,6%], 1 ohne p53-Status)
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erfolgte der Abbruch aufgrund von ausgepragten Nebenwirkungen (rezidivierende Fieber-
schube, Myelosuppression mit Lymphozytopenie, ausgepragter respiratorischer Infekt), bei 2
(beide p53wt [1,6%]) aufgrund einer Allgemeinzustandsverschlechterung, bei einer (p53mut
[1,4%]) auf eigenen Wunsch und bei 2 (1 p53wt [0,8%], 1 p53mut [1,4%]) wurde die Therapie
extern nicht fortgefihrt. In 11 Fallen (6 p53wt [4,8%], 5 p53mut [7,0%]) konnte nicht ermittelt

werden, ob das Stupp-Schema vollstéandig verabreicht wurde.

Primartherapieverlauf Stupp-
Schema

M Stupp-Schema vollstandig

.Stupp-Schema vollstéandig aber mind.
ein Bestandteil in geringerer Dosis

M Abbruch bei Progress

M vor Ende verstorben

£ Abbruch NW-bedingt

[ AZ zu schlecht

[ Ablehnung durch Patient

Bl abweichende Therapie extern
Cunbekannt

Therapiebestandteil in geringerer Dosis
4 TMZ conc + Strahlentherapie

2 TMZ conc (1 friihzeitig beendet, 1 gar nicht)
1 Strahlentherapie

4 TMZ 5/28

Abbildung 19: Primartherapieverlauf fur alle Patient/-innen primar unter Stupp-
Schema im Gesamtkollektiv (N=112)
Bei 44,6 Prozent im Gesamtkollektiv wurde das Stupp-Schema als
vollstdndig  betrachtet, darunter ein Teil, welcher verschiedene
Therapiebestandteile in geringerer Dosis erhielt. Bei den ubrigen Patient/-
innen wurde das Stupp-Schema abgebrochen, am haufigsten bei Progress.

4.2.8.2 Alleinige Strahlentherapie

Eine alleinige Strahlentherapie als Primartherapie erhielten insgesamt 36 Patient/-innen (24
p53wt [19,4%], 11 p53mut [15,5%], 1 ohne p53-Status).

Der zeitliche Abstand zwischen der ersten Operation und dem Beginn dieser Strahlentherapie
war im Gesamtkollektiv und fir p53wt rechtsschief und fur p53mut linksschief verteilt. Wie
Tabelle 13 aufzeigt, vergingen zwischen der ersten Operation und dem Beginn dieser Therapie
bei p53wt etwa 19 [15 bis 27] Tage und damit eine kiirzere Zeit als fir p53mut mit etwa 27 [21
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bis 28] Tagen. Das Minimum lag fiir p53wt bei 12 und fir p53mut bei 15 Tagen, das Maximum
fiir p53wt bei 64 und fir p53mut bei 35 Tagen.

Tabelle 13:  Abstand in Tagen zwischen der ersten Operation und dem Beginn der
primar alleinigen Strahlentherapie

N gultig N fehlend Median  Perzentil 25  Perzentil 75 Minimum Maximum

p53wt 23 1 19,0 15 27 12 64
p53mut 11 0 27,0 21 28 15 35
ohne p53-Status 1 0 35,0 35 35 35 35
Gesamt 35 1 21,0 16 28 12 64

Der beschriebene Unterschied dieses zeitlichen Abstandes zwischen den p53-Statusklassen war
statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test; p=0,065).

Die Dauer der Strahlentherapie (inklusive Pausentagen) war sowohl flr das Gesamtkollektiv
als auch fir p53wt und p53mut jeweils einzeln betrachtet rechtsschief verteilt und betrug fir
p53wt 22 [17 bis 34] und fur p53mut ebenfalls 22 [20 bis 29] Tage. Die minimale Dauer lag
bei 2 (p53wt) bzw. 5 (p53mut) Tagen und die maximale bei 50 (p53wt) bzw. 52 (p53mut) Tagen
(siehe Tabelle 14).

Tabelle 14:  Dauer der primar alleinigen Strahlentherapie in Tagen

N gultig N fehlend Median Perzentil 25 Perzentil 75 Minimum Maximum

p53wt 23 1 22,0 17 34 2 50
p53mut 11 0 22,0 20 29 5 52
ohne p53-Status 1 0 22,0 22 22 22 22
Gesamt 35 1 22,0 18 29 2 52

Die Dauer der alleinigen Strahlentherapie als Primartherapie unterschied sich fur p53wt und
p53mut nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test; p=0,637).

4.2.8.3 Alleinige Chemotherapie

Bei lediglich 4 Personen (2 p53wt [1,6%], 1 p53mut [1,4%], 1 ohne p53-Status) wurde der
Primartumor mit einer alleinigen Chemotherapie behandelt, wobei es sich in 3 Féallen um eine
Monotherapie mit TMZ nach dem 5/28-Schema handelte und in einem Fall (p53wt zugeordnet)

um eine Kombinationstherapie mit Bevacizumab und CCNU.

Diejenigen Patient/-innen, welche primér TMZ 5/28 erhielten, bekamen im Median 4 [2 bis 5]
Zyklen und dabei minimal 2 und maximal 5 Zyklen (siehe Tabelle 15).
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Tabelle 15:  Zyklenzahl Temozolomid nach dem 5/28-Schema fir alle primar alleinig
damit therapierten Patient/-innen

N gultig N fehlend Median  Perzentil 25  Perzentil 75 Minimum Maximum

p53wt 1 1 2,0 2 2 2 2
p53mut 1 0 4,0 4 4 4 4
ohne p53-Status 1 0 5,0 5 5 5 5
Gesamt 3 1 4,0 2 5 2 5

Die Gesamtzahl der primar mit TMZ-Monotherapie behandelten Personen war zu gering, um

einen sinnvollen Test fur den Unterschied zwischen den p53-Statusklassen durchzufuhren.

Die Chemotherapie mit Bevacizumab und CCNU des einzig auf diese Weise primér therapier-

ten Patienten dauerte 29 Tage.

Aufgrund der sehr geringen Fallzahl in dieser Priméartherapiegruppe, welche keine sinnvollen
statistischen Tests ermdglichte und dem in beiden p53-Klassen vernachléssigbar geringen An-
teil, wurden die betreffenden Personen bei den weiterfiihrenden Analysen zum prognostischen

Einfluss der Primartherapie nicht betrachtet.
4.2.8.4 Best Supportive Care

Insgesamt 42 Patient/-innen (23 p53wt [18,5% dieser Klasse], 18 p53mut [25,4% dieser
Klasse], 1 ohne p53-Status) erhielten primar Best Supportive Care (BSC).

Fur 8 (5 p53wt [4,0%], 2 p53mut [2,8%], 1 ohne p53-Status) dieser Personen hatte das hausin-
ternen Tumorboard eigentlich eine Therapie nach Stupp-Schema empfohlen und bei 2 Personen

(1 p53wt [0,8%], 1 p53mut [1,4%]) war die Erstdiagnose extern gestellt worden.
4.2.9 Rezidivtherapie

Die meisten der primar mit BSC behandelten Patient/-innen erhielten auch nach Eintritt des
ersten Tumorprogresses bzw. -rezidivs keine dartiberhinausgehende Therapie. Hiervon gab es
jedoch 3 Ausnahmen, ndmlich einen Patienten, welcher erst mit dem zweiten Progress in unse-
rem Haus vorstellig wurde und dann einer Therapie nach dem Stupp-Schema zugefiihrt werden
konnte, einen anderen, welcher mit dem ersten Progress vorstellig wurde und daraufhin eine
Strahlentherapie erhielt und einen dritten, welcher noch vor Beginn der Strahlentherapie einen

frihen Progress erlitt, weswegen diese als Rezidivtherapie gewertet wurde.

Insgesamt wurde bei 7 Personen das Chemotherapeutikum TMZ (als Monotherapie oder im
Rahmen des Stupp-Schemas) zum ersten Mal in der Rezidivtherapie verwendet. 29 Personen,

die in der Primartherapie nach Stupp-Schema therapiert worden waren, erhielten nach Progress
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zu irgendeinem Zeitpunkt erneut TMZ, ebenso wie ein Patient, der primar eine TMZ-Monothe-
rapie erhalten hatte.

Wie aus Tabelle 16 ersichtlich wird, wuchs fast mit jedem wiederholten MRT-Progress (mit
Ausnahme von Progress 4) der Anteil der Patient/-innen, die statt einer spezifischen Therapie
nur BSC erhielten. Bis auf eine Ausnahme — ein Patient, dessen Progress 3 nur mit BSC thera-
piert wurde und der nach Progress 4 und 5 jeweils Bevacizumab erhielt — wurde danach keine
weiterflihrende Therapie mehr durchgefuihrt, sondern die Patient/-innen verblieben in der BSC-
Kohorte.

Sowohl das Stupp-Schema als auch die TMZ-Monotherapie wurden vorwiegend in der Thera-
pie der ersten Progresse gewéhlt und nicht mehr im sehr fortgeschrittenen Krankheitsverlauf.
Dasselbe galt fiir die Fortfiihrung von TMZ im selben Schema trotz Progresseintritt, wobei es
sich genauer gesagt entweder um die Fortfuhrung von TMZ im 5/28- oder 7/14-Schema han-
delte oder bei Feststellung eines Progresses direkt nach der konkomitanten Radiochemotherapie
im Stupp-Schema teilweise auch um den Beginn von TMZ 5/28 trotz des Progresses.

Eine Strahlentherapie als Rezidivtherapie wurde flr Progress 1 bis 4 zu einem &hnlichen Anteil
gewahlt. Allgemein galt aber, dass kein Patient mehr als zwei Bestrahlungen in derselben Re-
gion erhielt. Zwei Personen erhielten insgesamt 3 Bestrahlungen — einer davon sowohl primar
als auch fr den 1. und 2. Progress im Sinne einer kombinierten Radiochemotherapie laut Stupp-
Schema, der andere primar als Stupp-Schema und fiir den 2. und 4. Progress als alleinige Be-
strahlung —, jeweils eine dieser Bestrahlungen betraf jedoch die Region eines neuaufgetretenen
distanten Satellitenherds. Bei einer Person handelte es sich bei der zweiten Bestrahlung um eine
Cyberknife-Therapie.

Die Kombinationstherapie aus CCNU und Bevacizumab wurde ebenso wie die CCNU-Mono-
therapie vor allem in der Therapie der ersten Rezidive gewéhlt, wahrend Bevacizumab als Mo-
notherapie vor allem bei den héherrangigen Progressen zum Einsatz kam. Zwei Personen er-
hielten Bevacizumab im Verlauf spezifisch zur Reduktion einer Strahlennekrose. Diese Félle
sind aufgrund der parallel anderweitigen Behandlung des eigentlichen Malignoms — hier in bei-
den Fallen das Stupp-Schema, einmal noch vor Progress und einmal nach dem 3. Progress — in

der Tabelle nicht unter Bevacizumab aufgefihrt.

Bei den in der Tabelle genannten sonstigen Chemotherapien handelte es sich um BCNU, eine
Kombinationstherapie mit Nivolumab und Parvoviren (jeweils flr einen 1. Progress) und eine

Chemotherapie unbekannter Art (flr einen 2. Progress).
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9 Patient/-innen (6 p53wt [4,8% dieser Klasse], 3 p53mut [4,2% dieser Klasse]) erhielten im
Verlauf zusétzlich Tumortherapiefelder. Da teilweise nicht nachvollziehbar war, wann genau
(sprich nach dem wievielten Progress) diese Therapie begonnen wurde und sie haufig Uber ei-
nen langeren Zeitraum additiv zu diversen Chemo- oder Strahlentherapien durchgefiihrt wurde,

taucht diese Therapie nicht in der Tabelle auf.

Tabelle 16: Rezidivtherapie bei einmaligen und wiederholten MRT-Progressen im
Gesamtkollektiv

Progress 1 Progress 2 Progress 3 Progress 4 Progress 5

N Prozent N Prozent N Prozent N Prozent N Prozent

Fortfuhrung TMZ im selben 9 83% 5 91% 1 42% O 0

Schema trotz Progress

Stupp-Schema 17 15,7% 4 7,3% 1 4,2% 0 0

T™MZ 12 11,1% 6 10,9% 1 4,2% 0 0
Strahlentherapie 13 12,0% 8 14,5% 3 12,5% 1 12,5% 0

keine Therapie/BSC 27 250% 15 273% 12 500% 3 375% 1 50,0%
Bevacizumab + CCNU 5 46% 4 73% O 0 0

CCNU 9 83% 8 145% 2 83% O 0
Bevacizumab 0 1 18% 2 83% 3 375% 1 50,0%
sonstige Chemotherapie 2 1,9% 1 1,8% 0 0 0
unbekannt 14 13,0% 3 5,5% 2 8,3% 1 12,5% 0

Gesamt 108 100,0% 55 100,00 24 100,0% 8 100,0% 2 100,0%

4.2.10 Epileptische Anfalle im Beobachtungszeitraum

In insgesamt 60 Fallen (37 p53wt [29,8% dieser Klasse], 21 p53mut [29,6% dieser Klasse], 2
ohne p53-Status) war ein epileptischer Anfall eines der Erstsymptome. Bei 27 (17 p53wt
[13,7%], 10 p53mut [14,1%]) dieser Patient/-innen waren die Glioblastome temporal lokalisiert
und es war somit fast die Hélfte aller Patient/-innen (40,9% [27/66]) mit temporaler Primértu-
morlokalisation von einem epileptischen Anfall als Erstsymptom betroffen. Zwischen den p53-
Statusklassen bestand hierin kein signifikanter Unterschied (Chi-Quadrat-Test; p=0,969).

Nach der Primértumorresektion (inklusive der Falle mit Nachresektion) erlitten 59 Personen
(35 p53wt [28,2%], 20 p53mut [28,2%], 4 ohne p53-Status) mindestens einen Anfall. Bei 39
Personen (22 p53wt [17,7%], 14 p53mut [19,7%], 3 ohne p53-Status) davon war dies der erste
epileptische Anfall und in 20 Fallen (13 p53wt [10,5%], 6 p53mut [8,5%], 1 ohne p53-Status)
handelte es sich um wiederholte Anfalle bei bereits als Erstsymptom aufgetretenem Anfall. 35
(21 p53wt [16,9%], 13 p53mut [18,3%], 1 ohne p53-Status) der préoperativ betroffenen Pati-

ent/-innen blieben unter Antikonvulsiva-Einnahme (mindestens bis zu einer Rezidivresektion)
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anfallsfrei und 5 (3 p53wt [2,4%], 2 p53mut [2,8%]) sogar ohne medikamentdse Therapie. Zu-
dem gab es 20 Personen (11 p53wt [8,9%], 8 p53mut [11,3%], 1 ohne p53-Status), denen nach
der ersten Resektion bei hohem Epilepsierisiko praventiv ein Antikonvulsivum verordnet wor-
den war, unter dessen Einnahme sie auch anfallsfrei blieben. Auch fiir die epileptischen Anfalle
nach Primértumorresektion bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den p53-Status-
klassen (Chi-Quadrat-Test; p=0,829).

Sinnbildlich fur den spateren Krankheitsverlauf wurde untersucht, ob irgendwann nach der ers-
ten Rezidivresektion epileptische Anfalle auftraten (wobei angemerkt werden muss, dass nur
53 Patient/-innen Uberhaupt eine Rezidivresektion erhielten). Dies war bei 13 Personen (8
p53wt [6,5%], 4 p53mut [5,6%], 1 ohne p53-Status) der Fall. Fir diesen Zeitraum waren mehr
Patient/-innen unter Antikonvulsiva anfallsfrei (28 gesamt; 21 p53wt [16,9%], 6 p53mut
[8,5%], 1 ohne p53-Status) als ohne medikamentdse Therapie (12 gesamt; 8 p53wt [6,5%], 4
p53mut [5,6%]). Die Testvoraussetzungen fiir den Chi-Quadrat-Test und den exakten Test nach
Fisher waren verletzt, da es sich nicht um eine 2x2 Tabelle handelte und 33,3% der Zellen eine

erwartete Haufigkeit kleiner 5 hatten.

Uber den Gesamtzeitraum betrachtet erlitten 102 Patient/-innen (61 p53wt [49,2%], 36 p53mut
[50,7%], 5 ohne p53-Status) und somit etwa die Halfte aller Patient/-innen zu irgendeinem Zeit-
punkt mindestens einen epileptischen Anfall. Auch fur den Gesamtzeitraum betrachtet gab es
keinen signifikanten Unterschied im Auftreten epileptischer Anfélle zwischen p53wt und
p53mut (Chi-Quadrat-Test; p=0,839).

4.3 Analyse des Gesamtuberlebens
4.3.1 Dauer des Follow-Ups und Grinde fur unvollstandiges Follow-Up

Die Follow-Up-Dauer (Zeit von der Diagnose bis zum letzten Kontakt oder Tod) betrug im
Gesamtkollektiv im Median 9,28 Monate, wobei das Minimum bei 0,03 Monaten (also 1 Tag)

und das Maximum bei 72,20 Monaten (also etwa 6 Jahren) lag.

Wie Abbildung 20 aufzeigt, war der Median (dargestellt durch die rote Linie) der Follow-Up-
Dauer bei p53mut mit 6,72 Monaten etwas geringer als bei p53wt mit 10,05 Monaten, wéhrend
Minima und Maxima nahezu gleich waren, wobei in p53mut nur fir eine Person das Follow-

Up langer als 51,34 Monate nach Diagnose war.
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Abbildung 20: Boxplot der Follow-Up-Dauer klassiert nach p53-Status
Die rote Linie stellt den jeweiligen Median der Follow-Up-Dauer dar,
welcher fir p53wt bei 10,05 und fur p53mut bei 6,72 Monaten lag. Bei
p53mut war das Follow-Up nur in einem einzigen Fall l&anger als 51,34
Monate und dieser wurde durch das Statistikprogramm entsprechend als
Ausreier mit einem Sternchen gekennzeichnet.

Der beschriebene Unterschied in der Follow-Up-Dauer zwischen p53wt und p53mut war sta-
tistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test; p=0,336).

Insgesamt 17 Patient/-innen (8,4%) des Gesamtkollektivs wurden als lost to Follow-Up klassi-
fiziert. Von diesen waren 11 (5 p53wt [4,0%], 4 p53mut [5,6%], 2 ohne p53-Status) Selbstzah-
ler aus dem Ausland, weswegen bei deutschen Einwohnermeldeédmtern keine Statusanfrage ge-
stellt werden konnte und im Verlauf hdufig der Wunsch nach Therapie im Heimatland bestand.
4 Patient/-innen (2 p53wt [1,6%], 2 p53mut [2,8%]) waren laut dem Einwohnermeldeamt ver-
zogen nach unbekannt und zu 2 Patient/-innen (1 p53wt [0,8%], 1 p53mut [1,4%]) erhielten wir

keine Riickmeldung beziiglich des Uberlebens.
4.3.2 Zensierungen

Innerhalb des Beobachtungszeitraums trat der Tod bei 172 Patient/-innen (85,1%, davon 4 ohne
p53-Status) des Gesamtkollektivs ein. 13 Patient/-innen (6,4%, davon 1 ohne p53-Status) lebten
bei Ende der Beobachtungzeit noch.
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Bezogen auf die beiden p53-Klassen stellte sich der Uberlebensstatus der Patient/-innen zu Be-
obachtungsende folgendermalen dar: verstorben in p53wt 106 (85,5% dieser Klasse) vs. 62
(87,3% dieser Klasse) in p53mut, lebend in p53wt 10 (8,1%) vs. 2 (2,8%) in p53mut, lost to
Follow-Up in p53wt 8 (6,5%) vs. 7 (9,9%) in p53mut. Fir die Kaplan-Meier Analyse bedeutete
dies 18 zensierte Félle (14,5%) in p53wt und 9 zensierte Félle (12,7%) in p53mut.

4.3.3 Univariate Uberlebenszeitanalyse fiir das Gesamtiiberleben nach p53-Status

Die Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir das Gesamtiiberleben (OS) nach p53-Status sind in

Abbildung 21 visualisiert.
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Abbildung 21: Kaplan-Meier Kurven fur das Gesamtuberleben klassiert nach p53-
Status

Die Kaplan-Meier Schatzer des medianen Gesamtuberlebens (mOS) in Monaten nach p53-Sta-
tus werden in Tabelle 17 ersichtlich. Fur p53wt betrug der Schétzer 10,98 Monate (95%-KI
7,52-14,44) und fur p53mut 8,00 Monate (95%-KI1 4,84-11,16). Eine (anzunehmende) p53-Mu-
tation schien also tendenziell mit einer kiirzeren Uberlebenszeit einherzugehen, aber die 95%-
Konfidenzintervalle iiberschnitten sich. Das 2-Jahres-Uberleben betrug 22,0 (+3,8) Prozent fiir
p53wt und 20,8 (+5,1) Prozent fiir p53mut, das 5-Jahres-Uberleben lag bei 10,6 (£3,2) Prozent
fiir p53wt und 2,6 (+2,5) Prozent fiir p53mut.
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Tabelle 17:  Medianes Gesamtiberleben in Monaten nach Kaplan-Meier klassiert nach
p53-Status

95%-Konfidenzintervall

Schatzer Standardfehler Untergrenze Obergrenze

p53wt 10,98 1,76 7,52 14,44
p53mut 8,00 1,61 4,84 11,16
Gesamt 9,67 1,38 6,97 12,37

Im Log-rank-Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen ergab sich fiir das OS kein signi-

fikanter Unterschied zwischen p53wt und p53mut (p=0,286).

Die proportionale Hazards-Annahme war erfillt und in der Cox-Regression mit p53wt als Re-
ferenzkategorie (HR 1,00) ergab sich flir p53mut ein HR von 1,19 mit einem 95%-KI von 0,87
bis 1,63. Das geschatzte Risiko zu versterben war also mit anzunehmender p53-Mutation um
19 Prozent groRer, aber der Unterschied war nicht statistisch signifikant (1 im Konfidenzinter-
vall; p=0,287).

4.3.4 Univariate Uberlebenszeitanalyse fur das Gesamtuberleben fir andere magliche

prognostische Faktoren

Tabelle 18 zeigt die Ergebnisse der univariaten Analysen fir alle Faktoren, von denen denkbar
war, dass sie das OS beeinflussen kdnnten. Der angegebene p-Wert ist jeweils der der Cox-
Regression (gilt als aquivalent zum p-Wert des Log-rank-Tests). Die proportionale Hazards-

Annahme war fir alle Faktoren erfillt.

Die genaue histologische Diagnose als prognostischer Faktor wurde nicht untersucht, weil die
Ereigniszahlen flr die Glioblastom IDHwt-Varianten Riesenzell-Glioblastom (3 Ereignisse)
und Gliosarkom (4 Ereignisse) so gering waren, dass eine Uberlebenszeitanalyse nach Gruppen
nicht aussagekraftig ware. Ebenso verhielt es sich mit dem Hirnareal der Haupt-Tumormasse
des Primértumors (okzipital 8 Ereignisse und sonstige 5 Ereignisse), sodass nur die binare Va-
riable Primdrtumor multifokal analysiert wurde. Bei der Variable Primértherapie wurden nicht
alle Félle betrachtet, sondern die alleinige Chemotherapie aufgrund sehr geringer Ereigniszahl
(3 Ereignisse) fir diese Analyse als fehlend definiert. Die Immunreaktion gegen Ki-67 wurde

lediglich klassiert (<30 oder >30 Prozent) aufgenommen.

Prognostisch signifikant negativ fir das OS waren bei jeweils alleiniger Betrachtung eines Fak-
tors die Auspragungen Alter von mindestens 65 Jahren bei Diagnose (p<0,001; HR 2,43), beid-
seitige Lokalisation des Primartumors (p<0,001; HR 2,82), multifokaler Priméartumor (p=0.001,;
HR 2,25), inkomplette Resektion (Biopsie und subtotale Resektion zusammengefasst) des
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Primartumors (p<0,001; HR 2,02), pratherapeutischer KPS unter 70 Prozent (p<0,001; HR
3,42), nicht methylierter MGMT-Promotor (p=0,006; HR 1,56) und kein Stupp-Schema in der
Primartherapie (p<0,001; HR alleinige Strahlentherapie 2,97; HR nur BSC 13,85).

Das Auftreten mindestens eines epileptischen Anfalls im Beobachtungszeitraum war prognos-
tisch signifikant positiv fiir das OS (p=0,006; HR 0,65).

Auch das Alter als stetige GroRe war signifikant mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit assozi-
iert (p<0,001; HR 1,06), insofern, als dass eine Alterszunahme von 10 Jahren mit einer Risiko-
erhéhung von ca. 72 Prozent einherging (berechnete HR 1,72 [e1?%*954]). Ebenso war der
pratherapeutische KPS auch als ordinale Grof3e prognostisch signifikant (p<0,001; HR 0,97)
und ein um 10 Prozent héherer KPS war mit einer Risikosenkung um etwa 30 Prozent (berech-
nete HR 0,70 [e10%(=0.035)]) assoziiert, wobei dies mit Einschrankungen zu interpretieren ist,

weil der Score nur ordinal ist.

Das Geschlecht, ein epileptischer Anfall als Erstsymptom, ein Ki-67-Proliferationsindex von

mindestens 30 Prozent und der ATRX-Status erwiesen sich als prognostisch nicht signifikant.

Tabelle 18:  Univariate Analyse der mdglichen prognostischen Faktoren fir das
Gesamtiberleben mit Kaplan-Meier-Schéatzer, Log-rank-Test und Cox-
Regression

Faktor N N N mOS p HR (95%-K1)
Gesamt Ereignisse Zensierungen (Monate)
(Prozentanteil)

Alter metrisch <0,001 1,06 (1,04-1,07)
Alter klassiert <0,001

<65 Jahre 86 66 20 (23,3%) 18,16 1,00
265 Jahre 116 106 10 (8,6%) 5,70 2,43 (1,78-3,32)
Geschlecht 0,564

mannlich 111 94 17 (15,3%) 11,84 1,00
weiblich 91 78 13 (14,3%) 8,00 1,09 (0,81-1,48)
Primartumor beidseits <0,001

nein 172 145 27 (15,7%) 12,00 1,00
ja 30 27 3 (10,0%) 2,75 2,82 (1,83-4,33)
Priméartumor multifokal 0,001

nein 181 152 29 (16,0%) 11,41 1,00
ja 21 20 1 (4,8%) 6,66 2,25 (1,40-3,62)
Art der Primartumor- <0,001

Resektion

Komplettresektion 125 104 21 (16,8%) 14,62 1,00
inkomplette Resektion 76 67 9 (11,8%) 6,23 2,02 (1,47-2,76)
préoperativer KPS <0,001 0,97 (0,96-0,98)

ordinal
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préoperativer KPS <0,001

klassiert

270 Prozent 155 129 26 (16,8%) 13,28 1,00
<70 Prozent 41 38 3 (7,3%) 2,30 3,42 (2,35-4,97)
MGMT- 0,006
Promotormethylierung

ja 79 64 15 (19,0%) 14,62 1,00
nein 117 103 14 (12,0%) 9,38 1,56 (1,14-2,15)
Primartherapie* <0,001

Stupp-Schema 112 91 21 (18,8%) 18,16 1,00
alleinige 36 34 2 (5,6%) 4,07 2,97 (1,98-4,45)
Strahlentherapie

nur BSC 42 40 2 (4,8%) 1,64 13,85 (8,59-22,31)
Epileptischer Anfall 0,109

praoperativ

nein 142 123 19 (13,4%) 8,69 1,00
ja 60 49 11 (18,3%) 13,18 0,76 (0,55-1,06)
Epileptischer Anfall 0,006

Gesamtzeitraum

nein 100 86 14 (14,0%) 6,39 1,00
ja 102 86 16 (15,7%) 14,79 0,65 (0,48-0,88)
Ki-67-Immunreaktion 0,452

klassiert

<30 Prozent 65 57 8 (12,3%) 8,00 1,00
230 Prozent 81 66 15 (18,5%) 10,07 0,87 (0,61-1,24)
ATRX-Status 0,830

Erhalt 57 47 10 (17,5%) 7,28 1,00
Verlust 5 5 0 (0,0%) 17,67 0,90 (0,36-2,30)

+ = Gesamtzahl geringer, da Faktor nicht fur alle Patient/-innen bekannt; * = alleinige Chemotherapie als fehlend
gewertet

435 Multivariate Uberlebenszeitanalyse fiir das Gesamtiiberleben

In das multivariate Modell (siehe Tabelle 19) zur Analyse der tatsdchlichen prognostischen
Bedeutung der einzelnen Faktoren fiir das OS wurden neben dem p53-Status lediglich aus der
Literatur bekannte prognostische Faktoren aufgenommen.

Es konnten insgesamt 171 Falle (108 p53wt [87,1% dieser Klasse], 63 p53mut [88,7% dieser
Klasse]) in das Modell einbezogen werden, fur die keiner der Faktoren fehlte. Dabei handelte

es sich um 150 Ereignisse und 21 Zensierungen (12,3% der einbezogenen Falle).

Unabhdngig von anderen Faktoren prognostisch negativ zeigten sich hier ein Alter bei Diagnose
von mindestens 65 Jahren (p<0,001; HR 1,92), der MGMT-Promotormethylierungsstatus
(p=0,024; HR unmethyliert 1,51), eine nicht dem Stupp-Schema entsprechende Priméartherapie
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(p<0,001; HR alleinige Strahlentherapie 2,69, HR nur BSC 8,81) und ein pratherapeutischer
KPS unter 70 Prozent (p=0,001, HR 2,29).

Der p53-Status war auch im multivariaten Modell nicht prognostisch signifikant fur das OS
(p=0,647; HR p53mut 1,09).

Ebenfalls nicht prognostisch signifikant im multivariaten Modell waren die Art der Primértu-
morresektion (p=0,063, HR inkomplette Resektion 1,48) und eine multifokale Lokalisation des
Primartumors (p=0,093, HR 1,71).

Tabelle 19:  Multivariate Analyse des p53-Status und der aus der Literatur bekannten
prognostischen Faktoren fir das Gesamtuberleben

Faktor N gultig p HR (95%-K1)
p53-Status 0,647
p53wt 108 1,00
p53mut 63 1,09 (0,76-1,55)
Altersklasse <0,001
<65 Jahre 72 1,00
265 Jahre 99 1,92 (1,32-2,80)
Primartumor multifokal 0,093
nein 153 1,00
ja 18 1,71 (0,91-3,21)
Art der Primartumorresektion 0,063
Komplettresektion 106 1,00
inkomplette Resektion 65 1,48 (0,98-2,25)
Art der Priméartherapie* <0,001
Stupp-Schema 104 1,00
alleinige Strahlentherapie 33 2,69 (1,69-4,27)
nur BSC 34 8,81 (4,91-15,82)
MGMT-Promotormethylierung 0,024
ja 62 1,00
nein 109 1,51 (1,06-2,17)
préatherapeutischer KPS klassiert 0,001
270 Prozent 139 1,00
<70 Prozent 32 2,29 (1,39-3,76)

* = alleinige Chemotherapie als fehlend gewertet
4.4  Analyse des progressionsfreien Uberlebens
4.4.1 Zensierungen und Korrektur fur zu grofRe Follow-Up-LUcken

Bei lediglich 6 Patient/-innen (3,0%) im Gesamtkollektiv, wovon 5 p53wt (4,0% dieser Klasse)
und einer p53mut (1,4% dieser Klasse) zugeordnet waren, trat im gesamten
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Beobachtungszeitraum weder ein MRT-Progress noch der Tod ein und das klinische Follow-

Up war bis zum Ende der Beobachtungszeit vollstandig.

Dagegen war bei 185 Patient/-innen (91,6%) im Gesamtkollektiv (114 p53wt [91,9%], 65
p53mut [91,5%], 6 ohne p53-Status) das progressionsfreie Uberleben (PFS) durch den Eintritt
eines Ereignisses limitiert. Bei diesen Ereignissen handelte es sich um 108 MRT-Progresse (65
p53wt [52,4%], 39 p53mut [54,9%], 4 ohne p53-Status) und 77 Falle (49 p53wt [39,5%], 26
p53mut [36,6%], 2 ohne p53-Status), in denen der Tod vor einem diagnostizierten MRT-Pro-

gress eintrat.

Es scheint an dieser Stelle wichtig anzumerken, dass bei einigen der letzteren Falle vor Todes-
eintritt eine Licke im klinischen Follow-Up vorlag, beispielsweise, wenn der weiterbehan-
delnde Arzt nicht zu ermitteln war, wir aber das Todesdatum durch das Einwohnermeldeamt
erfuhren. Im fir die Follow-Up-Qualitat besten Fall verstarb der Patient am Tag der letzten
klinischen Vorstellung und es entstand somit keine Follow-Up-Liicke. Ebensolche Félle lagen
sowohl bei p53wt als auch bei p53mut vor. Allerdings gab es auch in beiden p53-Klassen Falle
mit einer groRen Follow-Up-Liicke. Fir p53mut lag diese bei maximal 13,41 Monaten und fiir
p53wt sogar bei 41,31 Monaten, also etwa dreieinhalb Jahren (siehe Tabelle 20).

Tabelle 20:  Monate zwischen letztem klinischen Follow-Up und Tod fur die Falle, in
denen der Tod dem 1. Progress entspricht

N (Tod = 1. Progress) Median Minimum Maximum

p53wt 49 1,54 ,00 41,31
p53mut 26 1,54 ,00 13,41
ohne p53-Status 2 1,95 ,20 3,70
Gesamt 77 1,54 ,00 41,31

Es erscheint méglich, dass innerhalb dieser Follow-Up-Licke bei einigen der betreffenden Pa-
tient/-innen bereits ein Progress aufgetreten war, dieser aber in unserer Datenerhebung nicht
ermittelt werden konnte, sodass das PFS falschlicherweise zu lang eingeschatzt wiirde, wenn
der Tod ohne Einschréankung als 1. Progress gewertet wiirde. Darum wurde entschieden, dass
der Tod nur dann als 1. Progress verwertbar war, wenn die Follow-Up-Licke einen Zeitraum
von maximal 3 Monaten nicht tberstieg. Félle mit einer langeren Liicke wurden fur die Kaplan-

Meier-Methode zum Zeitpunkt des letzten klinischen Follow-Ups zusatzlich zensiert.

Letztendlich ergaben sich fur die Kaplan-Meier-Methode insgesamt 24 Zensierungen in p53wt

(19,4%) und 10 Zensierungen in p53mut (14,1%). Ein statistisch verwertbarer Progress
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ereignete sich also bei 100 Patient/-innen in p53wt (80,6%) und 61 Patient/-innen in p53mut
(85,9%).

4.4.2 Univariate Uberlebenszeitanalyse fiir das progressionsfreie Uberleben nach p53-
Status

Die Kaplan-Meier-Kurven fur das PFS in den beiden p53-Klassen sind in Abbildung 22 darge-

stellt.
10 p53-Status
!i p53wt
‘l —1p53mut
X p53wt-zensiert
l\ —+— p53mut-zensiert
08
: 1
)
o
°
[
)
o 06
P |
")
)
2
e
T
E 0.4
]
X
0.2

0,0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Progressionsfreies Uberleben (Monate)

Abbildung 22: Kaplan-Meier Kurven fur das progressionsfreie Uberleben Kklassiert
nach p53-Status

In Tabelle 21 wird ersichtlich, dass der Kaplan-Meier-Schétzer des medianen PFS flr p53mut
mit 4,49 Monaten (95%-KI 2,60-6,38) niedriger war als fir p53wt mit 5,77 Monaten (95%-KI
4,60-6,94). Es féllt jedoch auf, dass die Konfidenzintervalle sich zu einem grofRen Teil tber-
schneiden. Das 2-Jahres-Uberleben ohne Progress betrug 11,4 (+3,2) Prozent fiir p53wt und 8,6
(£3,7) Prozent fiir p53mut, das 5-Jahres-Uberleben ohne Progress lag dagegen bei lediglich 5,7
(x2,4) Prozent fir p53wt und 0 (x0) Prozent fir p53mut.
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Tabelle 21:  Medianes progressionsfreies Uberleben in Monaten nach Kaplan-Meier
klassiert nach p53-Status

95%-Konfidenzintervall

Schatzer Standardfehler Untergrenze Obergrenze

p53wt 5,77 ,60 4,60 6,94
p53mut 4,49 .97 2,60 6,38
Gesamt 5,48 ,53 4,44 6,52

Im Log-rank-Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen ergab sich fiir das PFS kein sig-

nifikanter Unterschied zwischen p53wt und p53mut (p=0,387).

Die proportionale Hazards-Annahme war erflllt und die Cox-Regression mit p53wt als Refe-
renzkategorie (HR 1,00) ergab ein HR von 1,15 flr p53mut (95%-KI1 0,84-1,58) mit einem p-
Wert von 0,388. Das geschatzte Risiko fur den Eintritt eines Progresses oder des Todes war
also flr Patient/-innen mit (anzunehmender) p53-Mutation um 15 Prozent hoher als fur solche
mit p53-Wildtyp, aber der Unterschied war nicht statistisch signifikant.

4.4.3 Univariate Uberlebenszeitanalyse fiir das progressionsfreie Uberleben fiir andere

mogliche prognostische Faktoren

Tabelle 22 zeigt die Ergebnisse der univariaten Analysen fir alle Faktoren, von denen denkbar

war, dass sie das PFS beeinflussen kdnnten.

Einen statistisch signifikanten prognostisch negativen Einfluss auf das PFS hatten die Faktor-
auspragungen Alter mindestens 65 Jahre (p<0,001; HR 2,07), beidseitige Lokalisation des Pri-
maértumors (p<0,001; HR 2,35), multifokaler Primartumor (p=0,006; HR1,98), inkomplette Re-
sektion des Primartumors (p<0,001; HR 1,96), KPS pratherapeutisch unter 70 Prozent
(p<0,001; HR 2,94), nicht methylierter MGMT-Promotor (p=0,002; HR 1,65) und kein Stupp-
Schema in der Primértherapie (p<0,001; HR nur Strahlentherapie 2,50; HR nur BSC 13,79).

Ein epileptischer Anfall im Gesamtzeitraum schien sich dagegen prognostisch positiv auszu-
wirken (p=0,041; HR 0,73).

Das Alter hatte auch als stetige GroRe einen signifikanten Effekt auf das PFS (p<0,001; HR
1,05) und eine Alterszunahme von 10 Jahren war mit einem Risikoanstieg von etwa 57 Prozent
assoziiert (berechnete HR 1,57 [e19%%045]), Ebenso war der KPS als ordinale GréRe prognos-
tisch signifikant (p<0,001; HR 0,97), wobei ein um 10 Prozent htherer Wert mit einer Risiko-
abnahme um etwa 26 Prozent einherging (berechnete HR 0,74 [e10%(=0.030)]) _ jedoch wiede-

rum mit Einschrankungen zu interpretieren aufgrund des ordinalen Messniveaus.
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Fur die Faktoren Geschlecht, epileptischer Anfall pratherapeutisch, Ki-67-Proliferationsindex
mit Schwellenwert 30 Prozent und ATRX-Status lie3 sich kein statistisch signifikanter Zusam-

menhang ermitteln.

Tabelle 22:  Univariate Analyse der moglichen prognostischen Faktoren fur das
progressionsfreie Uberleben mit Kaplan-Meier-Schéatzer, Log-rank-Test
und Cox-Regression

Faktor N N N mOS p HR (95%-KI)
Gesamt Ereignisse Zensierungen (Monate)
(Prozentanteil)

Alter stetig <0,001 1,05 (1,03-1,06)
Alter klassiert <0,001

<65 Jahre 86 70 16 (18,6%) 9,57 1,00
265 Jahre 116 96 20 (17,2%) 3,41 2,07 (1,51-2,84)
Geschlecht 0,739

mannlich 111 93 18 (16,2%) 5,64 1,00
weiblich 91 73 18 (19,8%) 5,21 1,03 (0,77-1,43)
Priméartumor beidseits <0,001

nein 172 143 29 (16,9%) 5,84 1,00
ja 30 23 7 (23,3%) 2,39 2,35 (1,48-3,72)
Primartumor multifokal 0,006

nein 181 147 34 (18,8%) 5,70 1,00
ja 21 19 2 (9,5%) 2,49 1,98 (1,22-3,22)
Art der Prim&rtumor- <0,001

Resektion

Komplettresektion 125 101 24 (19,2%) 6,82 1,00
inkomplette Resektion 76 64 12 (15,8%) 3,21 1,96 (1,42-2,71)
praoperativer KPS <0,001 0,97 (0,96-0,98)
ordinal

préoperativer KPS <0,001

klassiert

270 Prozent 155 129 29 (18,7%) 6,16 1,00
<70 Prozent 41 34 7 (17,1%) 2,07 2,94 (2,00-4,33)
MGMT- 0,002
Promotormethylierung

ja 79 60 19 (24,1%) 8,36 1,00
nein 117 101 16 (13,7%) 3,87 1,65 (1,19-2,29)
Art der Primartherapie* <0,001

Stupp-Schema 112 94 18 (16,1%) 9,38 1,00
nur Strahlentherapie 36 29 7 (19,4%) 3,05 2,50 (1,63-3,84)
nur BSC 42 40 2 (4,8%) 1,34 13,79 (8,75-21,71)
Epileptischer Anfall 0,296

prétherapeutisch

nein 142 116 26 (18,3%) 4,49 1,00

ja 60 50 10 (16,7%) 6,49 0,84 (0,60-1,17)
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Epileptischer Anfall 0,041

Gesamtzeitraum

nein 100 81 19 (19,0%) 3,57 1,00
ja 102 85 17 (16,7%) 7,11 0,73 (0,53-0,99)
Ki-67-Proliferationsindex 0,451

<30 Prozent 65 52 13 (20,0%) 4,49 1,00
230 Prozent 81 69 12 (14,8%) 5,90 0,87 (0,61-1,25)
ATRX-Status 0,800

Erhalt 57 48 9 (15,8%) 5,84 1,00
Verlust 5 5 0 (0,0%) 6,07 1,13 (0,44-2,86)

+ = Gesamtzahl geringer, da Faktor nicht fur alle Patient/-innen bekannt; * = alleinige Chemotherapie als fehlend
gewertet

4.4.4 Multivariate Uberlebenszeitanalyse fiir das progressionsfreie Uberleben

Wie schon zur Analyse des OS wurden in das multivariate Modell fuir das PFS (siehe Tabelle
23) zur besseren Untersuchung der tatsachlichen prognostischen Bedeutung der einzelnen Fak-
toren neben dem p53-Status lediglich die aus der Literatur bekannten prognostischen Faktoren
aufgenommen, dabei wiederum stetige/ordinale Variablen nur klassiert nach dem jeweiligen in
der Literatur genannten prognostischen Schwellenwert. Jedoch wurde in das multivariate Mo-
dell zur Analyse des PFS die multifokale Lokalisation des Primartumors nicht integriert, da in
der Literatur lediglich eine signifikante Auswirkung auf das OS, nicht aber auf das PFS, be-
schrieben ist (Haque et al., 2020; Kasper et al., 2021; Patil et al., 2012; Syed et al., 2018).

Es konnten insgesamt 171 Falle (108 p53wt [87,1% dieser Klasse], 63 p53mut [88,7% dieser
Klasse]) in das Modell einbezogen werden, fiir die keiner der Faktoren fehlte. Dabei handelte

es sich um 146 Ereignisse und 25 Zensierungen (14,6% der einbezogenen Falle).

Unabhéngig von anderen Faktoren prognostisch negativ fiir das PFS zeigten sich hier ein Alter
bei Diagnose von 65 Jahren oder mehr (p=0,015; HR 1,64), eine nicht dem Stupp-Schema ent-
sprechende Primartherapie (p<0,001; HR alleinige Strahlentherapie 2,42; HR nur BSC 9,74),
ein unmethylierter MGMT-Promotor (p=0,021; HR 1,54) und ein pratherapeutischer KPS unter
70 Prozent (p<0,001; HR 2,19).

Der p53-Status war auch im multivariaten Modell nicht prognostisch signifikant fur das PFS
(p=0,790; HR p53mut 1,05).

Ebenfalls nicht prognostisch signifikant im multivariaten Modell war die Art der Primartumor-
resektion (p=0,286; HR inkomplette Resektion 1,24).



Ergebnisse 59

Tabelle 23:  Multivariate Analyse des p53-Status und der aus der Literatur bekannten
prognostischen Faktoren fur das progressionsfreie Uberleben

Faktor N gultig p HR (95%-KI)
p53-Status 0,790

p53wt 108 1,00
p53mut 63 1,05 (0,74-1,48)
Altersklasse 0,015

<65 Jahre 72 1,00
265 Jahre 99 1,64 (1,10-2,43)
Art der Primartumorresektion 0,286

Komplettresektion 106 1,00
inkomplette Resektion 65 1,24 (0,84-1,82)
Art der Primartherapie* <0,001

Stupp-Schema 104 1,00
alleinige Strahlentherapie 33 2,42 (1,49-3,92)
nur BSC 34 9,74 (5,51-17,22)
MGMT-Promotormethylierung 0,021

ja 62 1,00
nein 109 1,54 (1,07-2,22)
pratherapeutischer KPS klassiert <0,001

270 Prozent 139 1,00
<70 Prozent 32 2,19 (1,38-3,49)

* = alleinige Chemotherapie als fehlend gewertet
4.5 Analyse der Eignung des p53-Status als pradiktiver Marker

Es wurde mittels eines Interaktionstests in einer Cox-Regressionsanalyse tberprift, ob sich der
p53-Status als pradiktiver Marker eignet, also ob sich durch den p53-Status ein signifikanter
Unterschied beziiglich des Ansprechens auf eine Primartherapie ergibt. Die Félle, in denen
keine Priméartherapie im eigentlichen Sinne durchgefiihrt wurde, sondern nur BSC, wurden als
fehlend definiert.

In Tabelle 24 wird ersichtlich, dass sich bezogen auf das OS keine statistische Signifikanz fur

die Interaktion zwischen dem p53-Status und der Art der Primartherapie ergab (p=0,808).
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Tabelle 24: Interaktionstest zwischen p53-Status und Art der Priméartherapie bezogen
auf das Gesamtiberleben

Faktor N gultig p HR (95%-KI)

p53-Status 0,477

p53wt 94 1,00

p53mut 49 1,17 (0,76-1,82)

Art der Primartherapie* <0,001

Stupp-Schema 108 1,00

alleinige Strahlentherapie 35 2,90 (1,75-4,78)

p53-Status x Art der Primartherapie 0,808 1,11 (0,47-2,61)

* = alleinige Chemotherapie und nur BSC als fehlend gewertet

Auch bezogen auf das PFS war, wie Tabelle 25 darstellt, die Wechselwirkung zwischen dem
p53-Status und der Art der Primartherapie nicht statistisch signifikant (p=0,462).

Tabelle 25:  Interaktionstest zwischen p53-Status und Art der Primartherapie bezogen
auf das progressionsfreie Uberleben

Faktor N gultig p HR (95%-KI)

p53-Status 0,820

p53wt 94 1,00

p53mut 49 1,05 (0,68-1,62)

Art der Primartherapie* 0,001

Stupp-Schema 108 1,00

alleinige Strahlentherapie 35 2,49 (1,44-4,29)

p53-Status x Art der Primartherapie

0,462 1,40 (0,57-3,41)

* = alleinige Chemotherapie und nur BSC als fehlend gewertet

Zum Vergleich wurde der aus der Literatur als pradiktiver Marker bekannte MGMT-Promotor-
methylierungsstatus bezuglich seiner Interaktion mit der Primartherapie (wiederum ohne BSC,
N=145) untersucht. Hierfir ergab sich in unserem Kollektiv fir das PFS eine statistische Sig-
nifikanz (p=0,048; HR 3,21 (1,01-10,17)), fur das OS jedoch knapp nicht (p=0,057; HR 2,83
(0,97-8,26)).
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5 Diskussion

In der Aktualisierung der WHO-Klassifikation von 2021 zu ZNS-Tumoren spielen molekulare
Marker eine zunehmend grof3e Rolle (Louis et al., 2021). Wie bereits in der Einleitung erldutert,
wirkt der Transkriptionsfaktor p53 als Tumorsuppressor und die Mutation des TP53-Gens kann
zum Verlust dieser Tumorsuppressoraktivitat fihren. Vermutlich l&sst sich so erklaren, warum
die TP53-Genmutation sich bei einigen anderen Tumorentitaten, wie beispielsweise bei
Mammakarzinomen, signifikant prognostisch negativ auswirkt (Petitjean et al., 2007). Fir
Glioblastome dagegen konnte bisher kein ausreichend signifikanter Zusammenhang mit dem
Uberleben oder mit dem Therapieansprechen nachgewiesen werden (Zhang et al., 2018). Dies
wurde in der vorliegenden Arbeit fur die immunhistochemisch festgestellte p53-Mutation er-

neut Uberpruft.

5.1 Diagnostische Prazision der p53-Immunhistochemie bei Gliomen

Unser Ziel bei der Beurteilung der Immunreaktion mit dem Anti-p53-Antikdrper war es, einen
Schwellenwert festzulegen, der den bestmoéglichen Rickschluss von der Immunreaktion auf
eine zugrundeliegende TP53-Mutation erlaubt. In der Literatur fanden sich hierzu unterschied-
liche Empfehlungen. Um die geeignetste Methode zu finden, wurden in Tabelle 26 einige Stu-
dien der letzten Jahre verglichen, welche sich mit der Konkordanz zwischen TP53-Genanalyse
und p53-IHC in Gliomen befasst hatten. Zu beachten ist hier, dass sich die WHO-KIassifikation
der ZNS-Tumoren im Laufe des weitgefassten Zeitraums (von 1993 bis 2019) mehrfach &nderte
und die histologischen Diagnosen somit nicht mit der aktuellen WHO-Klassifikation von 2021
ubereinstimmen. Insbesondere umfassen die Studien, welche Glioblastome beinhalten, nicht
nur IDH-Wildtyp Glioblastome, sondern auch sogenannte IDH-mutierte Glioblastome, welche
heute den Astrozytomen, IDH-mutiert, zugeordnet wiirden (Louis et al., 2021). Exemplarisch
wurde darum bei den Studien, in denen diese Angabe verfiighar war, separat angegeben, wie

viele Glioblastome IDH-Wildtyp jeweils enthalten sind.

Die falsch-positiv-Rate reichte von 2,6 bis 58 Prozent und die Konkordanz-Rate zwischen Gen-
analyse und IHC von 54 bis 95 Prozent, wobei aufféllt, dass in den aktuelleren Studien die
Konkordanz-Rate tendenziell zunimmt bei eher abnehmender falsch-positiv-Rate. Als Grund
fiir die teilweise schlechte Ubereinstimmung wurde eine Komplexbildung von Wildtyp-p53 mit
anderen Onkoproteinen vermutet, welche zur Stabilisierung oder zur post-translationalen Ver-
anderung der Expression des p53 fuhrt ohne eine zugrundeliegende Mutation (Koga et al., 1994;
Louis et al., 1993; Newcomb et al., 1993; Saxena et al., 1992).
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In beinahe allen Studien vor der Jahrtausendwende wurde der Anti-p53-Antikérper PAb 1801
verwendet, wéhrend in den aktuelleren Studien der Antikérper DO-7 zum Einsatz kam, der
auch im Institut fir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie in domo standardma-
Rig in der Routinediagnostik verwendet wird. Bei beiden Antikorpern handelt es sich um mo-
noklonale Maus-Antikorper, welche nur mit menschlichem p53 reagieren, dabei sowohl mit
Wildtyp-p53 als auch mit mutiertem p53. DO-7 ist gegen ein N-terminal gelegenes Epitop des
Proteins zwischen den Aminosauren 1 und 45 gerichtet, PAb 1801 gegen ein Epitop zwischen
den Aminosduren 32 und 79. Der Antikorper PAb 1801 reagiert besser mit zytoplasmatischem
p53 als DO-7, dafir ist er im Gegensatz zu DO-7 nicht spezifisch fur p53, sondern zeigt teil-
weise Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen. Aufgrund der hohen Spezifitat und Anwendbar-
keit in vielerlei Geweben (inklusive Hirngewebe) wurde DO-7 vielfach als der zuverlassigste
Anti-p53-Antikorper bezeichnet. (Banks et al., 1986; Danks et al., 1998; Pillai et al., 2003;
Vojtesek et al., 1992)

In dlteren Studien wurde zudem héaufig die Methode des Single-Strand Conformation Polymor-
phism (SSCP) als Basisdiagnostik angewandt. Diese Methode ist bei der Detektion von TP53-
Mutationen weniger sensitiv als eine Gensequenzierung, besonders da eine Konzentration von
mindestens 5-10 Prozent mutierter DNA vonnoten ist, welche in gemischten Geweben wie
Hirntumoren nicht zwangslaufig in den untersuchten Tumorproben vorliegt (Tolbert et al.,
1999; Wu et al., 1993). Es scheint somit moglich, dass in den betreffenden Studien nicht alle
Mutationen erkannt wurden. Die Methoden der Gensequenzierung wurden in den letzten Jahren
deutlich verbessert und die seit 2005 entwickelten Methoden, welche unter dem Begriff Next
Generation Sequencing (NGS) zusammengefasst werden, ermdglichen einen héheren Durch-
satz als die direkte Sequenzierung nach Sanger und sind deutlich kosteneffizienter, was erklért,
warum in aktuelleren Studien die Gensequenzierung als Basisdiagnostik angewandt werden
konnte (Margulies et al., 2005; Pareek et al., 2011). Sowohl aufgrund des verwendeten Anti-
korpers als auch aufgrund der préaziseren Genanalyse scheint es also sinnvoll, die Auswahl der

Methode auf die aktuelleren Studien zu stiitzen.
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Tabelle 26: Komparative Studien zwischen p53-IHC und TP53-Genanalyse in Gliomen
(Quellenangabe in der Spalte ,,Autor, Jahr®)

Autor, Jahr Histologische N Methode Exon Immunreak- Anti-p53- Konkor- Falsch-
Diagnose (ZNS Genana- tion  Antikdr- danz-Rate positiv-
WHO-Grad*) lyse Schwellen- per Rate
wert**
Louis etal., Astrozytome, 34 SSCP 5-8 >0% PAb 1801 59% 29,4%
1993 GBM (1-4)
Newcomb et GBM (4) 37 SSCP 2-11 >0% PAb 1801 81% 18,9%
al., 1993 + BP53.12
Kogaetal.,, Gliome (2-4) 19 SSCP+ 4-8 >0% PAb 1801 74% 15,8%
1994 Seq
Lang etal., Astrozytome (1- 31 SSCP + 2-11 >0% n.a. 55% 45,2%
1994 3) Seq
Schiffer et Astrozytome 30 SSCP + 5-8 >0% DO-1 + 73% 26,7%
al., 1995 und GBM im Seq PAb 1801
Kindesalter (1-
4)
Hagel et al., Oligodendrogli- 122 SSCP + 5-9 >0% DO-7 82% 12,3%
1996 ome + GBM mit TGGE +
oligodendroglia- Seq
lem Wachs-
tumsmuster (2-
4)
Kyritsis et Gliome (2-4) 61 Seq 5-8 >5% PAb 1801 82% 11,5%
al., 1996
Watanabe et Astrozytome, 144 SSCP + 4-11 >0% PAb 1801 74% 18,1%
al., 1997 GBM (2-4) Seq
Simmons et GBM (4) 110 SSCP+ 5-8 25% DO-7 71% 35,2%
al., 2001 Seq
Walker et Gliome (1-4) 47 Seq 1-11 210% DO-7 + 70% 39,4%
al., 2001 PAb 1801
Peraud et Astrozytome, 159 SSCP+ 5-8 >0% DO-7 95% 2,6%
al., 2002 Oligoastrozy- Seq
tome (2)
Gilletetal., Gliome (2) 59 lon Tor- 1-11 210% stark DO-7 78% 10,2%
2014 rent + Seq
Takamiet  Gliome (2-4) 157 Seq 4-10 210% stark DO-7 89% 3,3%
al., 2015 240% 86% 9,9%
Roshandel GBM (4) 41 Seq 2-11 210% DO-7 54% 58%
etal., 2019 240% 93%  9,1%

* = nach der zum Studienzeitpunkt geltenden WHO-Klassifikation; ** = wenn nicht anders spezifiziert Rate der
immunreaktiven Tumorzellen jeglicher Intensitat; n.a. = nicht angegeben; Seq = direkte DNA-Sequenzierung;
SSCP = single strand conformation polymorphism; TGGE = temperature gradient gel electrophoresis

5.1.1 Madgliche Methode IRstark

Gillet et al. (2014) und Takami et al. (2015) etablierten unabhé&ngig voneinander den Schwel-
lenwert von >10 Prozent Immunreaktion starker Intensitét (im Folgenden Methode IRstark) und
erzielten damit vergleichsweise eine hohe Konkordanz und eine niedrige falsch-positiv-Rate —
Takami et al. (2015) mit 3,3 Prozent sogar beinahe die niedrigste falsch-positiv-Rate aller be-

trachteten Studien. In Tabelle 27 wurden anhand der gréf3eren und auch GBM umfassenden
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Studie von Takami et al. weitere Testgutekriterien der Methode ermittelt. Die Sensitivitat be-
trug 78,8 Prozent. Die 55 in der Studie enthaltenen IDHwt GBM-Falle wurden gesondert be-
trachtet und es ergab sich eine noch hohere Sensitivitat und Konkordanz-Rate, aber auch eine
etwas hohere falsch-positiv-Rate (5,6%). Auf Takami et al. (2015) gestitzt untersuchten auch
Roshandel et al. (2019) den Schwellenwert von >10 Prozent, allerdings wurde hier nicht wie
von den Autoren vorgeschlagen der Anteil nur stark immunreaktiver Nuklei, sondern der Anteil
nukledrer Reaktion jeglicher Intensitat quantifiziert, was die niedrige Konkordanz-Rate (54%)
und die enorme falsch-positiv-Rate (58%) erklart und keine weitere Bewertung der von Takami
et al. (2015) propagierten Methode IRstark erlaubt.

Tabelle 27:  Ergebniszusammenfassung fur einen Schwellenwert von 10 Prozent
Immunreaktion starker Intensitdt in der p53-IHC anhand einer
detaillierten Berechnung mit den bereitgestellten erganzenden Daten
(basiert auf Takami et al., 2015, Supporting Information, Table S1)

TP53-Mutation TP53-Mutation nicht >
nachgewiesen nachgewiesen
IHC positiv (210% stark) 52 3 55
IHC negativ (<10% stark) 14 88 102
S 66 91 157
Sensitivitat: 78,8% Spezifitat: 96,7% Konkordanz: 89,2%

Falsch-positiv-Rate: 3,3%

* = nur GBM IDHwt

5.1.2 Madgliche Methode IRgesamt

Eine weitere Methode (im Folgenden Methode IRgesamt), die vielversprechend erschien, war
die von Roshandel et al. (2019) vorgeschlagene Festlegung des Schwellenwertes auf >40 Pro-
zent Immunreaktion jeglicher Intensitat, womit ebenfalls eine niedrige falsch-positiv-Rate und
die hoéchste Konkordanz-Rate (93%) aller betrachteten GBM enthaltenden Studien erzielt
wurde — allerdings umfasste diese Studie eine vergleichsweise geringe Fallzahl (N=41). Bereits
Takami et al. (2015) hatten diese Methode evaluiert, konnten aber mit der oben genannten Me-
thode IRstark eine etwas hohere Konkordanz und weniger falsch positive Falle vorweisen. In
Tabelle 28 und Tabelle 29 wurden fur Methode IRgesamt weitere Testgutekriterien ermittelt
und jeweils fur IDHwt GBM gesondert bestimmt. Die Sensitivitat betrug 80,3 (Takami et al.)
bzw. 100 Prozent (Roshandel et al.). Fir die Kohorte der IDHwt GBM (55 Falle bei Takami et
al. und 31 bei Roshandel et al.) waren Sensitivitdt und Konkordanz im Vergleich zum jeweili-
gen Gesamtkollektiv gleichbleibend oder hoher, wahrend die falsch-positiv-Rate dafir bei

Takami et al. etwas hoher (13,9%) und bei Roshandel et al. etwas niedriger (7,4%) war.
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Tabelle 28:  Ergebniszusammenfassung fur einen Schwellenwert von 40 Prozent
Immunreaktion jeglicher Intensitdt in der p53-IHC anhand einer
detaillierten Berechnung mit den bereitgestellten ergéanzenden Daten
(basiert auf Takami et al., 2015, Supporting Information, Table S1)

TP53-Mutation TP53-Mutation nicht >
nachgewiesen nachgewiesen
IHC positiv (240%) 53 9 62
IHC negativ (<40%) 13 82 95
s 66 91 157
Sensitivitat: 80,3% Spezifitat: 90,1% Konkordanz: 86,0%

Falsch-positiv-Rate: 9,9%

* = nur GBM IDHwt

Tabelle 29:  Ergebniszusammenfassung fur einen Schwellenwert von 40 Prozent
Immunreaktion jeglicher Intensitat in der p53-1HC (Roshandel et al., 2019,
Table 3; Berechnungen zu GBM IDHwt basieren auf Roshandel et al., 2019,
Supplementary Table 1)

Funktionelle** TP53- Funktionelle TP53-Mutation nicht >
Mutation nachgewiesen nachgewiesen
IHC positiv (240%) 8 3 11
IHC negativ (<40%) 0 30 30
> 8 33 41
Sensitivitat: 100% Spezifitat: 90,9% Konkordanz: 92,7%

Falsch-positiv-Rate: 9,1%

* = nur GBM IDHwt; ** = eine stille Mutation wurde als nicht funktionell gewertet
5.1.3 Begrundung der Entscheidung fur die Methode IRstark

Es wird vermutet, dass trunkierende TP53-Mutationen (wie Nonsense-, Frameshift- und Splice-
Mutationen), welche ein verkurztes Genprodukt zur Folge haben, nicht zu einer p53-Akkumu-
lation fuihren und somit auch schlechter durch IHC detektierbar sind (Tashiro et al., 1997). Bei
den in der Studie von Takami et al. (2015) falsch negativen Féllen handelte es sich zum GroRteil
um derartige Mutationen. Eine Sensitivitdt von 100 Prozent durch die IHC ist somit eigentlich
nicht zu erreichen — die Sensitivitat von 100 Prozent in der Kohorte der IDHwt GBM (in Tabelle
27, Tabelle 28 und Tabelle 29) ist am ehesten durch die relativ niedrige Fallzahl in dieser Ko-
horte und die in der Einleitung angefiihrte sehr niedrige Frequenz trunkierender Mutationen bei
IDHwt GBM erklérbar. Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass die Sensitivitat vorwiegend
vom Anteil trunkierender Mutationen im Kollektiv abhangt. Mit sinkender Sensitivitat (bzw.
im Umkehrschluss steigender falsch-negativ-Rate), sinkt wiederum die Konkordanz-Rate, das-

selbe gilt fiir eine sinkende Spezifitat (bzw. im Umkehrschluss fur eine steigende falsch-positiv-
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Rate). Es erschien uns daher am sinnvollsten, eine Methode zu wahlen, welche eine mdglichst

niedrige falsch-positiv-Rate verspricht.

Dies war bei der von Takami et al. (2015) empfohlenen Methode IRstark (Immunreaktion star-
ker Intensitdt >10 Prozent entspricht pS3mut) der Fall, wonach die falsch-positiv-Rate lediglich
3,3 Prozent (bzw. bezogen auf IDHwt GBM 5,6 Prozent) betrug. Diese Studie war zudem mit
157 Gliomen mit die umfangreichste, umfasste auch Félle der Entitat IDHwWt GBM (mit 55
Féllen die grolRte Anzahl unter den betrachteten Studien) und es wurde der gleiche Anti-p53-
Antikorper wie in unserem Institut und eine verlassliche Methode der Gensequenzierung ange-
wandt. Ebenso fiir diese Methode sprach, dass die Autoren eine hohe Reproduzierbarkeit von
98,7 Prozent flir die Zuordnung in die gleiche Gruppe zwischen unterschiedlichen Untersuchern
nachweisen konnten. Dies ist unserer Erfahrung nach bei einer Methode, welche die nukleére
Reaktion jeglicher Intensitat bewertet, eher nicht erreichbar, weil gerade schwach gefarbte Nuk-
lei von unterschiedlichen Untersuchern variabel bewertet werden. Aus den dargelegten Griin-
den entschieden wir uns, bei der Beurteilung der Schnitte anhand der Methode IRstark vorzu-

gehen und diese als Grundlage fir eine Klassierung in p53mut und p53wt zu nutzen.

5.2 Einordnung der Ergebnisse in die vorhandene Literatur
5.2.1 Einordnung der histopathologischen und molekulargenetischen Merkmale

Wir verglichen die Ergebnisse der Arbeit mit der vorhandenen Literatur, um Unterschiede und
Gemeinsamkeiten aufzudecken. Die histopathologischen und molekulargenetischen Charakte-
ristika des Kollektivs waren groRtenteils vergleichbar mit den diesbeziglich bekannten Daten
zu GBM.

Der auf Basis der Methode IRstark ermittelte Anteil von p53mut in unserem Kollektiv war mit
36,4 Prozent (71/195) etwas hoher, als die in der Literatur berichtete mit Gensequenzierung
festgestellte Pravalenz der TP53-Mutation bei priméren GBM von 27 Prozent (Andrade et al.,
2022; ISB-CGC, 2019). Die zwei Falle im Kollektiv (einer p53mut, einer p53wt), fiir die eine

TP53-Gensequenzierung vorlag, stimmten mit unserer Einordnung tberein.

Eine Methylierung des MGMT-Promotors lag in unserer Arbeit bei 39,1 Prozent (79/202) der
Primartumoren vor und war damit in etwa vergleichbar mit den in der Literatur berichteten 45
Prozent bei primaren Glioblastomen (Hegi et al., 2006). Es wurde berichtet, dass die TP53-
Mutation in Gliomen signifikant mit einer MGMT-Promotormethylierung assoziiert ist (Bello
et al., 2004). Einen solchen Zusammenhang konnten wir nicht nachweisen. Die prognostische
und préadiktive Bedeutung des MGMT-Promotormethylierungsstatus ist hinreichend bekannt
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(Stupp et al., 2009). Ein methylierter MGMT-Promotor war auch in der vorliegenden Arbeit
ein prognostischer Marker und mit einem signifikant langeren OS (univariat p=0,006, multiva-
riat p=0,024) und PFS (univariat p=0,002, multivariat p=0,021) assoziiert. Die pradiktive Be-
deutung des Markers mit einem besseren Ansprechen auf das Stupp-Schema als auf eine allei-
nige Strahlentherapie konnten wir fiir das PFS (p=0,048) bestatigen, nicht jedoch fur das OS
(p=0,057).

Laut der COSMIC Datenbank liegt eine ATRX-Mutation bei GBM in etwa 10 Prozent der Falle
(194 von 1941 untersuchten Gewebeproben) vor, in unserem Kollektiv war der Anteil mit
ATRX-Verlust in der IHC mit 8,1 Prozent etwas niedriger (Tate et al., 2019; Wellcome Sanger
Institute, 2022). Dies lasst sich am ehesten dadurch erklaren, dass der ATRX-Verlust in der
Literatur signifikant mit IDH-Mutationen assoziiert ist und es sich bei den Fallen unseres Kol-
lektivs um IDHwt handelt, in der Datenbank dagegen nicht nach IDH-Mutation gefiltert werden
kann. Dass die IHC in unserem Kollektiv nur bei knapp einem Drittel durchgefuhrt wurde,
vermindert zudem die Aussagekraft. Laut der Literatur ist der ATRX-Verlust signifikant mit
TP53-Mutationen assoziiert, jedoch vorwiegend in IDH-mutierten Astrozytomen (bzw. teil-
weise auch nach der veralteten Nomenklatur als IDH-mutierte Glioblastome bezeichnet). Fiir
Glioblastome einzeln betrachtet berichten Ikemura et al. (2016) von keiner signifikanten Asso-
ziation zwischen den beiden Markern. Auch wir konnten anhand unserer Daten keinen signifi-
kanten Zusammenhang feststellen. X.-Y. Liu et al. (2012) geben eine Frequenz von 7 Prozent
mit ATRX-Alterationen bei IDH-Wildtyp GBM an, was gut mit unseren Ergebnissen Uberein-
stimmt. (Ikemura et al., 2016; X.-Y. Liu et al., 2012; Reuss et al., 2015; Shao et al., 2016)

Eine hohe p53-Expression korreliert gemaR der Literatur mit einer héheren Ki-67-Expression
und damit mit einer hdheren Proliferationsrate (Birner et al., 2002; Ellison et al., 1995). Dies
zeigt sich auch in unseren Ergebnissen (Chi-Quadrat-Test p=0,005 bei Ki-67 als metrische Va-
riable, p=0,004 bei Ki-67 klassiert mit Schwellenwert 30 Prozent). Es muss kritisch angemerkt
werden, dass die Ki-67-Farbung nur fur ca. 70 Prozent der Falle vorlag und dass die Werte aus
vorbestehenden Befunden tbernommen wurden, somit nicht alle durch denselben Untersucher

erhoben sind und dadurch ggf. nicht so gut vergleichbar sein kénnten.
5.2.2 Einordnung der klinischen Merkmale

Auch hinsichtlich der allgemeinen Patientencharakteristika waren unsere Ergebnisse weitest-
gehend vergleichbar mit den bekannten epidemiologischen Daten zu GBM, welche in der Ein-
leitung erwahnt wurden — so das durchschnittliche Alter bei Diagnose von 66,32 bei uns vs. 57

bis 65 Jahren in der Literatur und auch das PFS von 5,48 vs. 6,2 Monaten. Dagegen gab es in
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unserem Kollektiv verhéltnismaRig mehr Frauen (Geschlechterverhaltnis M:F von 1,22:1 vs.
1,5:1) und das mOS war mit 9,67 Monaten verglichen mit den in der Literatur angegebenen
13,5 Monaten deutlich kirzer. Dies konnte daran liegen, dass in der Metaanalyse von Marenco-
Hillembrand et al. (2020) nicht nach IDH-Status differenziert wurde und somit sehr wahr-
scheinlich viele Tumoren enthalten sind, die nach der aktualisierten WHO-KIassifikation als
IDH-mutierte Astrozytome eingeordnet werden wiirden und bekanntermafen mit einer besse-
ren Prognose einhergehen. Zudem liegt das durchschnittliche Alter bei Diagnose in unserem
Kollektiv minimal hoher als vorbeschrieben und auch der KPS liegt in unserer Arbeit mit im
Median 80 bzw. im Durchschnitt 76,9 Prozent etwas geringer als z.B. bei Lamborn et al. (2004)
mit im Median 90 bzw. im Durchschnitt 85,5 Prozent (berechnet anhand der von den Autoren
bereitgestellten Daten). Dies kénnte darauf hindeuten, dass in unserer Klinik tberproportional
viele Patienten mit prognostisch schlechterem Ausgangszustand operiert wurden, was ein Kr-
zeres Uberleben erklaren wiirde. Auffallend war jedoch auch, dass das 2-Jahres-Uberleben
(22,1% bei uns vs. 18,5% bei Ostrom et al., 2019) und das 5-Jahres-Uberleben (8,4% bei uns
Vvs. 6,8% bei Ostrom et al., 2019 bzw. 5,8% bei Marenco-Hillembrand et al., 2020) in unserer
Studie ldnger waren als in der Literatur angegeben. Zum 5-Jahres-Uberleben muss allerdings
angemerkt werden, dass nur 5 Patienten in unserem Kollektiv so lange tberlebten und nicht lost
to Follow-Up waren. Daher ist zumindest dieser Wert mit Einschrankungen zu verwerten. Mog-
licherweise sind in unserem Kollektiv Gberproportional viele Patienten zwischen einem Zeit-
raum von 2 bis 5 Jahren nach Erkrankungsbeginn verstorben oder waren dann nicht mehr fir
ein Follow-Up verfiigbar. Insgesamt erscheint das mOS als der sinnvollere Vergleichswert.
(Marenco-Hillembrand et al., 2020; Ostrom et al., 2019; Stupp et al., 2009)

Aufféllig in der Untersuchung der prognostischen Bedeutung der klinischen Merkmale war,
dass sich das Auftreten mindestens eines epileptischen Anfalls im Beobachtungszeitraum in der
univariaten Analyse prognostisch signifikant positiv auf das OS und das PFS auswirkte. Es
muss hier angemerkt werden, dass sich das Follow-Up beziiglich dieses Symptoms schwierig
gestaltete und die Anfallsfreiheit teilweise nur angenommen wurde, weswegen es moglich
scheint, dass in der Gruppe mit Epilepsie Patient/-innen mit sehr langem Krankheitsverlauf und
vollstandigem Follow-Up Uberreprasentiert sind, wodurch das Ergebnis verfélscht sein kdnnte.
Zudem steigt die Wahrscheinlichkeit, einen epileptischen Anfall zu erleiden mit der Dauer des
Krankheitsverlaufs, was zu einer Verzerrung gefiihrt haben kdnnte. Weiterhin ist es klinisch
einfacher, epileptische Anfalle bei Patient/-innen in gutem Allgemeinzustand zu erkennen als
bei Patient/-innen, die beispielsweise Vigilanz-gemindert oder in einem préfinalen Zustand

sind, weshalb mdoglicherweise einige Patient/-innen, die klrzer lebten, félschlicherweise als
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anfallsfrei gewertet wurden. Pratherapeutisch kam epileptischen Anféllen keinerlei prognosti-
sche Bedeutung zu. In der Literatur wurde, wie auch in dieser Arbeit, kein signifikanter Zusam-
menhang zwischen der p53-Expression und praoperativen epileptischen Anféllen gefunden
(Shen et al., 2020).

Die prognostisch positive Bedeutung eines jiungeren Alters bei Diagnose (OS uni-/multivariat
und PFS univariat p<0,001, PFS multivariat p=0,015), eines htheren pratherapeutischen KPS
(OS univariat und PFS uni-/multivariat p<0,001, OS multivariat p=0,001) und einer kombinier-
ten Radiochemotherapie anstelle einer alleinigen Bestrahlung (OS/PFS uni-/multivariat
p<0,001) konnten wir bestatigen (Abdullah et al., 2015; Filippini et al., 2008; Lamborn et al.,
2004; Stupp et al., 2009; Stupp et al., 2005).

Die Préavalenz von multifokalen bzw. multizentrischen Primartumoren bei GBM wird etwa bei
10 bis 20 Prozent verortet, ebenso wie in dieser Arbeit mit 10,4 Prozent (21/202) (Giannopoulos
& Kyritsis, 2010; Hassaneen et al., 2011). Terminologisch wird in manchen Quellen von mul-
tizentrischen Tumoren gesprochen, wenn kein sicherer Ausbreitungsweg zwischen Lé&sionen
erkennbar ist und von multifokalen Tumoren nur dann, wenn eine Verbindung zwischen den
verschiedenen Ldsionen sichtbar ist, z.B. parenchymale Ausbreitung, jedoch scheinen multifo-
kale Tumoren die Mehrzahl der Félle darzustellen (Batzdorf & Malamud, 1963; Lasocki et al.,
2016). In unserer Arbeit wurde zusammengefasst von multifokalen Tumoren gesprochen, je-
doch wurden nur Tumoren mit deutlichem Abstand zwischen verschiedenen Herden in unter-
schiedlichen Hirnlappen als solche gewertet. Wir stellten eine Tendenz dahingehend fest, dass
p53wt mit einem multifokalen Priméartumorwachstum (p=0,107) und einer beidseitigen Primar-
tumorlokalisation (p=0,075) assoziiert zu sein schien. In der Literatur wurde (in einer Studie
mit relativ kleiner Fallzahl, GBM IDHwt N=224, davon multifokale/multizentrische GBM
N=31) berichtet, dass multifokale GBM signifikant haufiger mit TP53-Mutationen einhergehen
als multizentrische GBM, im Vergleich von unifokalen GBM mit multifokalen/multizentri-
schen GBM zusammengefasst zeigte sich jedoch kein signifikanter Zusammenhang oder auch
nur eine Tendenz (Dono et al., 2020; Q. Liu et al., 2015). Im Verlauf der Beobachtungszeit lag
bezlglich eines multifokalen Wachstums in unserem Kollektiv kein Unterschied mehr zwi-
schen den p53-Statusklassen vor. Unifokale GBM sind in der Regel leichter operativ zugangig
und damit in der Regel mit einer besseren Prognose bezogen auf das OS assoziiert als solche,
die gleichzeitig in mehreren Hirnregionen lokalisiert sind (Haque et al., 2020; Kasper et al.,
2021; Patil et al., 2012; Syed et al., 2018). Dies kénnen wir anhand unserer Daten zu OS (uni-

variat p=0,001) bestatigen und zudem auch fir das PFS (univariat p=0,006) nachweisen.
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5.2.3 p53 als prognostischer Marker

Unsere Analysen erbrachten keine signifikante prognostische Relevanz des durch IHC be-

stimmten p53-Status auf das OS oder das PFS.

In vergleichbaren friiheren Arbeiten zu GBM und anderen Gliomen, welche den p53-Status

ebenfalls Gber die IHC bestimmten, ergaben sich unterschiedliche Ergebnisse, jedoch war auch

die Festsetzung des Schwellenwertes der p53-Immunreaktion und die Verwendung des Anti-

p53-Antikorpers nicht einheitlich, wie in Tabelle 30 dargestellt wird.

Tabelle 30:  Vergleichbare Studien zur prognostischen Relevanz der TP53-Mutation
mittels Genanalyse und/oder der p53-Uberexpression mittels IHC in
Gliomen (Quellenangabe in der Spalte ,,Autor, Jahr)
Autor, Jahr  Histologische Anti-p53-Anti- Immunreaktion Signifikanter  Signifikanter Einfluss
Diagnose (ZNS korper Schwellenwert Einfluss der der p53-Uberexpres-
WHO-Grad*) TP53-Mutation sion auf
auf
oS PFS (O} PFS
Ellison et al., Astrozytome, DO-7 >60% keiner n.a.
1995 GBM (2-4)
Kyritsis etal., GBM (4) PAb 1801 >0% keiner n.a.
1995 Anaplastische PADb 1801 >0% ® n.a.
Gliome
Bouvier-Labit GBM (4) DO-1 >0% keiner keiner
etal., 1998
Simmons et GBM (4) DO-7 >5% keiner keiner keiner keiner
al., 2001
Birneretal., GBM (4) n.a. >50% D n.a.
2002
Peraud et al., Astrozytome, DO-7 >0% keiner S n.a. keiner
2002 Oligoastrozy-
tome (2)
Shiraishi et GBM (4) keiner keiner
al., 2002 Gliome (1-3) keiner keiner
Pardo et al., Gliome (2-4) PAb 1801 >25% n.a. n.a. o) o
2004 DO-1 >10% n.a. o
Stander et al., Astrozytome, DO-7 >0% (<) (<) keiner ()
2004 Oligoastrozy-
tome (2)
Ruano etal., GBM (4) DO-7 n.a. n.a. n.a. O (nur ge- n.a.
2009 meinsam mit
EGFR-Uber-
expression)
Levidou et al., GBM (4) verschiedene ** verschiedene ** keiner
2010 **
Chaurasiaet  GBM (4) DO-7 >30% © (nur bei e
al., 2016 Pat. 245
Jahre)

* = nach der zum Studienzeitpunkt geltenden WHO-Klassifikation; @ = statistisch signifikant langer; © = statis-
tisch signifikant kiirzer; n.a. = nicht angegeben; ** = Metaanalyse
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Teils wurde bei GBM bei Vorliegen einer hohen p53-Expression tber ein signifikant verlan-
gertes OS, teils Uber ein signifikant kiirzeres OS berichtet (Birner et al., 2002; Pardo et al.,
2004). In den meisten Publikationen wurde jedoch — wie in dieser Arbeit — kein signifikanter
prognostischer Zusammenhang zwischen der p53-1IHC und dem OS nachgewiesen (Bouvier-
Labit et al., 1998; Ellison et al., 1995; Levidou et al., 2010; Simmons et al., 2001).

Bei Kyritsis et al. (1995) ergab sich eine prognostisch positive Assoziation der p53-Uberex-
pression mit dem OS nur bei anaplastischen Astrozytomen, nicht jedoch bei GBM. Chaurasia
et al. (2016) berichteten von einer prognostisch negativen Auswirkung der p53-Uberexpression
bei GBM, jedoch ausschlieBlich bei dlteren Patient/-innen und Ruano et al. (2009) ermittelten
eine solche signifikant negative prognostische Bedeutung nur in Kombination mit einer EGFR-

Amplifikation/-Uberexpression.

Auch Uber die prognostische Signifikanz der p53-IHC auf das PFS bei GBM gab es in der
Literatur verschiedene Aussagen. In einigen Arbeiten war eine p53-Uberexpression assoziiert
mit einem kirzeren PFS (Chaurasia et al., 2016; Pardo et al., 2004). Andere fanden — wie auch
wir — keinen statistisch signifikanten Zusammenhang (Bouvier-Labit et al., 1998; Simmons et
al., 2001).

Fur die molekulargenetisch bestimmte TP53-Mutation bei GBM bestand in der Literatur kein
signifikanter Zusammenhang mit dem OS oder dem PFS (Shiraishi et al., 2002; Simmons et al.,
2001).

In einer Arbeit von Stander et al. (2004) zu ZNS WHO-Grad 2 Astrozytomen und Oligoastro-
zytomen wirkte sich die TP53-Mutation signifikant negativ auf das OS und PFS aus, wahrend
der mittels IHC bestimmten p53-Uberexpression (mit dem Antikérper DO-7) nur bezogen auf
das PFS eine signifikante prognostische Bedeutung zukam. Die gleiche Arbeitsgruppe hatte
vorab bei den gleichen Entitaten eine prognostisch negative Bedeutung der TP53-Mutation fiir
das PFS berichtet, nicht jedoch fiir das OS und ohne Signifikanz der p53-Uberexpression, in
der neueren Studie wurde lediglich die Follow-Up-Dauer ausgeweitet (Peraud et al., 2002). An
dieser Stelle erscheint es wichtig, anzumerken, dass in der aktuellen WHO-KIlassifikation von
2021 die Entitét ,,Oligoastrozytom® nicht mehr vorkommt, da diese keine charakteristischen
genetischen Merkmale aufwies (Weller et al., 2021). Das Vorliegen einer 1p/19g-Kodeletion
wurde in den beiden Studien nicht untersucht. Somit handelt es sich mdglicherweise bei einem
GroRteil der enthaltenen ,,Oligoastrozytome* eigentlich um Oligodendrogliome, welche im All-
gemeinen seltener TP53-Mutationen aufweisen als Astrozytome und mit einer besseren Prog-
nose als diese vergesellschaftet sind (Andrade et al., 2022; ISB-CGC, 2019). Der beschriebene
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negative Effekt der TP53-Mutation auf das OS und PFS kdnnte somit eher weniger mit der
TP53-Mutation selbst zusammenhéngen als damit, dass diese haufiger bei den prognostisch

schlechteren Astrozytomen vorkommt als bei den eigentlichen Oligodendrogliomen.
5.2.4 p53 als pradiktiver Marker

In unserer Arbeit konnte kein signifikanter Einfluss des p53-Status auf das Therapieansprechen

festgestellt werden, weder fur das PFS noch fir das OS.

Laut der Literatur scheinen eine TP53-Mutation bzw. der Verlust der Wildtyp-p53-Funktion zu
einem signifikant schlechteren Ansprechen auf eine TMZ-Chemotherapie zu flhren. In einer
Studie von Hermisson et al. (2006) mit Gliom-Zelllinien wurde festgestellt, dass nach experi-
menteller Unterdriickung der Wildtyp-p53-Funktion die Tumorzellen auf TMZ deutlich resis-
tenter waren, ohne dass die MGMT-Expression — welche ja bekanntermafRen zu TMZ-Resistenz
fihrt — sich erhdhte. Die Wiederherstellung der Wildtyp-p53-Funktion bei einer TP53-mutier-
ten Zelllinie fihrte dagegen zu gesteigerter TMZ-Chemaosensitivitat. Wurden die Zelllinien mit
und ohne TP53-Mutation ohne experimentelle Anderungen verglichen, so zeigte sich kein Un-
terschied im Ansprechen auf TMZ. Korrespondierend dazu berichteten Nie et al. (2016), dass
die Kombination aus TP53-Wildtyp und niedriger Expression des Transkriptionsfaktors
BACHL zu einem besseren Ansprechen auf eine TMZ-Chemotherapie fiihrt. BACH1 kann laut
dieser Studie p53 binden und fiihrt dadurch, wenn es Uberexprimiert ist, zu einer héheren
MGMT-Expression, welche wiederum mit TMZ-Resistenz einhergeht. Auch Wang et al.
(2013) postulierten, dass eine TP53-Mutation die TMZ-Chemosensitivitat reduziert, indem sie

zu einer hoheren MGMT-Expression fihrt.

5.3 Starken und Limitationen der Arbeit

Die Starken der vorliegenden Arbeit bestehen zum einen darin, dass uns insgesamt 202 Primar-
tumoren, davon 195 mit p53-Status, vorlagen und damit ein vergleichsweise gro3es Kollektiv.
Zudem waren diese aus einem recht eng gefassten und aktuellen Zeitraum (Januar 2014 bis
April 2017), was insbesondere deshalb wichtig erscheint, da anzunehmen ist, dass sich hier das
Outcome nicht wesentlich durch wissenschaftliche Fortschritte im Bereich der Therapie unter-
scheidet. Die Follow-Up Dauer war mit 9,28 Monaten im Median relativ lang und lediglich 8,4
Prozent (17/202) des Gesamtkollektivs wurden bezogen aufs Uberleben als lost to Follow-Up
gewertet. Die Primartumoren wurden nach der zum Zeitpunkt der Analysen aktuellsten vorlie-

genden WHO-Klassifikation von 2021 klassifiziert und es wurden darum auch lediglich IDHwt
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GBM einbezogen (Louis et al., 2021). Wie oben dargestellt wurde, wurde die Klassenaufteilung

nach p53-Status mittels der aktuell evidenzbasiert besten IHC-Auswertung durchgefihrt.

Eine Limitation der Arbeit ist, dass bei der Analyse des PFS ein recht hoher Anteil der Félle als
lost to Follow-Up gewertet werden musste, ndmlich bezogen aufs Gesamtkollektiv 15,8 Prozent
(32/202). Zudem fuBen unsere Ergebnisse auf der p53-IHC und daraus gezogenen Schliissen
auf das Vorliegen einer TP53-Mutation. Somit ist auf Basis der Ergebnisse nicht auszuschlie-
Ren, dass der direkt nachgewiesenen TP53-Mutation eine Bedeutung als Marker zukommen

wirde.

5.4 Ausblick

Aufgrund der widersprichlichen Studienlage beziliglich zu verwendender p53-IHC-Schwellen-
werte bei GBM scheint es unvermeidlich, weitere komparative Studien zwischen der TP53-
Genanalyse und der p53-1HC bei GBM durchzufihren und so in Zukunft eine moglichst gute
diagnostische Prazision der p53-IHC als Rickschluss auf eine zugrundeliegende TP53-Muta-
tion zu ermdglichen, bzw. méglicherweise die von Takami et al. (2015) proklamierte, auch in

dieser Arbeit verwendete, Methode in einer groReren Studie zu validieren.

Bei den oben genannten Studien zur préadiktiven Bedeutung der TP53-Mutation handelt es sich
allesamt um experimentelle Studien an Zelllinien. Hier wéren weitere retrospektive klinische

Studien interessant.

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht untersucht, wie die EGFR-Mutation bzw. -Uberexpres-
sion/-Amplifikation in der IHC mit der p53-Uberexpression zusammenhéngt, da in den patho-
logischen Befundberichten (zu den 77 der 202 Primé&rtumoren, in denen die Farbung durchge-
fuhrt worden war) sehr selten eine genaue Prozentzahl der EGFR-Immunreaktion angegeben
war und darum keine vernlnftige Klassierung angewandt werden konnte. Dies scheint fur zu-
kiinftige Arbeiten eine spannende Fragestellung zu sein, da in der Literatur berichtet wird, dass
sich die Kombination aus EGFR-Amplifikation und p53-Uberexpression bei GBM signifikant
prognostisch negativ auswirkt bzw. umgekehrt eine niedrige EGFR- und p53-Expression einen
Uberlebensvorteil darstellen (Abdullah et al., 2015; Ruano et al., 2009). Jedoch scheint eine
EGFR-Amplifikation bei GBM sehr selten gemeinsam mit einer TP53-Mutation aufzutreten,
oder zumindest weniger ausgedehnt als bei TP53-Wildtyp (Ohgaki & Kleihues, 2013; Okada
et al., 2003; Watanabe et al., 1996). Die Pravalenz der EGFR-Mutation liegt bei GBM in der
Literatur bei etwa 14 Prozent (516 von 3573 in der COSMIC Datenbank untersuchten Gewe-
beproben) (Tate et al., 2019; Wellcome Sanger Institute, 2022).
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Weiterhin konnte es interessant sein, den TP53-Status bzw. die p53-Expression in multifokalen
GBM-Rezidiven zu untersuchen. Es wurde berichtet, dass ein solches Rezidiv mit einer neu
erworbenen TP53-Mutation einhergehen kann und mutmaglich Gber diesen Mechanismus zu
einer schlechteren Prognose fiihrt, jedoch wurde nicht untersucht, wie haufig eine solche Mu-

tation in multifokalen Progressen auftritt (Olafson et al., 2020).
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6 Zusammenfassung

Es ist zu erwarten, dass molekulare Biomarker einen zunehmenden Einfluss auf die klinische
Entscheidungsfindung bei Glioblastomen (GBM) haben werden und in Zukunft zu personali-
sierten Therapiestrategien flhren werden. In einigen anderen Tumorentitaten dienen die TP53-
Genmutation oder die p53-Immunreaktion als prognostischer Marker, der signifikant das Ge-
samtiiberleben (OS) oder das progressionsfreie Uberleben (PFS) beeinflusst (Petitjean et al.,
2007). Eine solche Assoziation wurde bei GBM bisher nicht ausreichend bewiesen (Zhang et
al., 2018). Jedoch gibt es bekannte prognostische Marker bei GBM, insbesondere die MGMT-
Promotormethylierung, welche auch als pradiktiver Marker dient, da sie zu einem besseren An-
sprechen auf Temozolomid-Chemotherapie flhrt (Stupp et al., 2009). Unser Ziel war es, retro-
spektiv herauszufinden, ob die mittels Immunhistochemie (IHC) bestimmte p53-Mutation als

prognostischer oder pradiktiver Marker bei GBM dienen konnte.

Tumorproben von 195 Therapie-naiven Patient/-innen mit IDH-Wildtyp GBM, welche zuvor
mit dem Anti-p53-Antikorper DO-7 gefarbt worden waren, wurden anhand der p53-1HC in 2
verschiedene Klassen aufgeteilt. Die Proben wurden als p53-mutiert (p53mut) gewertet, wenn
eine starke Immunreaktion in >10 Prozent aller Tumorzellen festzustellen war und als p53-
Wildtyp (p53wt), wenn diese bei <10 Prozent lag. Daten zur Therapie, weitere molekulare
Merkmale und Uberlebensdaten wurden retrospektiv fiir alle Patient/-innen erhoben. Statisti-

sche Analysen wurden mit SPSS durchgefihrt.

Der Anteil von p53mut lag bei 36,4 Prozent (71/195). Es fiel auf, dass p53mut Tumoren eine
signifikant hohere Ki-67-Immunreaktion aufwiesen (p=0,005) und dass p53wt Tumoren primar
haufiger multifokal zu wachsen schienen (p=0,107). Letzteres war jedoch nicht statistisch sig-
nifikant und in der Analyse der Rezidive bestand zwischen den p53-Klassen kein Unterschied
mehr im multifokalen Wachstum. In der Zusammensetzung der Klassen p53wt und p53mut
bestand kein signifikanter Unterschied bezlglich des Geschlechts, des Alters, der MGMT-Pro-
motormethylierung, der ATRX-Immunreaktion, der Primartherapie, dem Resektionsausmal?,

der Progress-Anzahl und des Auftretens epileptischer Anfélle.

In den univariaten Uberlebenszeitanalysen zeigten sich fiir das OS und das PFS signifikant je-
weils giinstig ein geringeres Alter, eine einseitige und eine nicht multifokale Lokalisation des
Primértumors, eine Komplettresektion, ein prdoperativer KPS von mindestens 70 Prozent, das
Vorliegen eines methylierten MGMT-Promotors und mindestens ein epileptischer Anfall im
gesamten Beobachtungszeitraum. Das Stupp-Schema verléngerte das OS und das PFS zudem
signifikant mehr als eine alleinige Strahlentherapie, welche jedoch wiederum signifikant
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gunstiger war als primdr Best Supportive Care (BSC). In den multivariaten Analysen der Aus-
wirkungen auf das OS und das PFS blieben jeweils ein Alter unter 65 Jahren, die Wahl der
Primartherapie (wiederum Stupp-Schema > alleinige Strahlentherapie > nur BSC), ein methyl-
ierter MGMT-Promotor und ein préoperativer KPS von mindestens 70 Prozent als unabhéngige

signifikant prognostisch gunstige Kriterien dbrig.

Der p53-Status zeigte weder in den univariaten noch in den multivariaten Analysen mit den aus
der Literatur bekannten prognostischen Faktoren einen signifikanten Effekt auf das OS oder auf
das PFS. Auch war der p53-Status nicht mit einem veranderten Ansprechen auf eine bestimmte

Primartherapie assoziiert.

Unserer Studie zufolge kam dem mittels IHC bestimmten p53-Status also keine Bedeutung als
prognostischer oder pradiktiver Marker zu. Es gibt vorherige Arbeiten, die zur gleichen
Schlussfolgerung kommen, wie auch solche mit widersprichlichen Ergebnissen (Birner et al.,
2002; Bouvier-Labit et al., 1998; Ellison et al., 1995; Kyritsis et al., 1995; Pardo et al., 2004;
Simmons et al., 2001). Bemerkenswert ist die Uneinigkeit vieler Studien beztiglich des verwen-
deten Schwellenwerts bei der p53-Immunreaktion. Zukiinftige Arbeiten sollten darauf abzielen,
den Schwellenwert zu revalidieren und die Konkordanz zwischen der TP53-Genanalyse und
der p53-1HC bei IDH-Wildtyp GBM zu verbessern.
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