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Meinen Eltern und meinen Schwestern



Die Resultate der vorliegenden Arbeit wurden vorab in dem ,peer-reviewed®, pubmed-geliste-

ten Fachjournal ,Frontiers in Oncology“ publiziert:

Kram, H., Prokop, G., Haller, B., Gempt, J., Wu, Y., Schmidt-Graf, F., Schlegel, J., Conrad,
M., & Liesche-Starnecker, F. (2022a). Glioblastoma Relapses Show Increased Markers of
Vulnerability to Ferroptosis. Frontiers in Oncology, 12, 841418.
https://doi.org/10.3389/fonc.2022.841418

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation entsprechen den Analysen in der oben genann-
ten Publikation, die im Rahmen dieser Arbeit entstanden ist. Die in der Publikation verwende-
ten Grafiken wurden unter ,CC BY*“-Bedingungen publiziert. Somit ist eine Re-Publikation im
Rahmen dieser Arbeit erlaubt und ein Verweis liegt in der jeweiligen Bildunterschrift vor. Die
Publikation befindet sich am Ende der Arbeit.



1. Problemstellung

Glioblastome gehdren zu den haufigsten malignen Hirntumoren weltweit. Trotz intensiver wis-
senschaftlicher Forschung zu verbesserten Therapie-Ansatzen lber die letzten Jahre ist die
Prognose sehr schlecht. Deswegen beschaftigt sich diese Dissertation mit dem neu beschrie-
benen Zelltod Ferroptose und dessen Zusammenhang mit Glioblastomen, um einen neuen

Therapieansatz zu untersuchen.

2. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, festzustellen, ob Ferroptose in Glioblastomen unter
Radiochemotherapie stattfindet und damit neue Ansatze in der Therapie von Glioblastomen
bieten kénnte. Dafiir wurde das Expressionsverhalten der Ferroptosemarker Glutathionperoxi-
dase 4 (GPX4) und Acyl-CoA-Synthetase 4 (ACSL4) zwischen Primar- und Rezidivtumor nach

stattgefundener Radiochemotherapie untersucht.

Fir den Ferroptose-Nachweis in Glioblastomen wurden Paraffin-fixierte Schnitte von primaren
Glioblastomen und Rezidiven der entsprechenden Patienten und Patientinnen mit Ferroptose-
Markern immunhistochemisch getestet, um Unterschiede vor und nach der Therapie zu ana-
lysieren. Die verwendeten Ferroptose-Marker waren Antikdrper der Proteine ACSL4 und
GPX4. Um eine Zelldifferenzierung zu ermdglichen und eine Aussage treffen zu kénnen, in
welchen Zellen Ferroptose stattfindet, wurde als weitere Methode die Doppel-Immunfluores-
zenz hinzugezogen. Die verwendeten Zellmarker waren das gliale fibrillare saure Protein
(GFAP), das von Tumorzellen und Astrozyten exprimiert wird, und das ionisierte Calcium-bin-
dende Adapter-Molekil 1 (Iba1), das von Mikroglia-Zellen exprimiert wird (Goyal et al., 2015;
Korzhevskii & Kirik, 2016). Zusatzlich wurde die Entwicklung der Proteine FSP1 und ALDH1A3

zwischen Primartumor und Rezidivimmunhistochemisch explorativ untersucht.

Hypothesen mit entsprechenden Nullhypothesen bezlglich des Expressionsverhalten der Pro-

teine wurden formuliert.



3.Einleitung

3.1 Das Glioblastoma multiforme

Der Begriff ,Gliome" wurde von Rudolf Virchow in seinen Vorlesungen ,Die Krankhaften Ge-
schwiilste” das erste Mal 1862 erwahnt und der beschriebene Tumor auf Gliazellen zurtickge-
fuhrt (Virchow, 1862-1863). Etwa 60 Jahre spater, wurde der Begriff ,Glioblastoma multiforme*
(GBM) im Jahr 1926 das erste Mal von Percival Bailey und Harvey Cushing benutzt und klas-
sifiziert (Bailey & Cushing, 1926). Das GBM unterscheidet sich von den anderen Gliomen vor
allem durch Infiltration des benachbarten Gewebes, hohe Proliferationsrate und Heterogenitat
(Liesche-Starnecker et al., 2020; Urbanska et al., 2014). Auf diese Charakteristika kdnnen das
reduzierte Gesamtuberleben und die Therapieresistenz zurtickgefuhrt werden (Chang et al.,
2007; Lee et al., 2017; Liesche-Starnecker et al., 2020; Urbanska et al., 2014). Das GBM
entwickelt sich bei 25% der Patienten und Patientinnen im Frontal-, 20% im Temporal-, 13%

im Parietal- und 3% im Okzipitallappen (Davis, 2016).

3.1.1 Epidemiologie

Mit 14,3% aller primaren Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS) und 49,1% aller pri-
maren malignen Hirntumoren ist das Glioblastom der haufigste maligne und der dritt haufigste
Hirntumor insgesamt in den USA (Abbildung 1) (Ostrom et al., 2022). Die Alters-angepasste
Inzidenz fir GBM liegt pro Jahr bei 3,23 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (Ostrom et
al., 2022). Da vor allem altere Menschen zwischen 65 und 75 betroffen sind, ist das Alter ein
signifikanter prognostischer Faktor (Colopi et al., 2023). Manner haben mit einem Verhaltnis
von 1,6:1 ein hoheres Risiko als Frauen, ein GBM zu bekommen. Des Weiteren ist die kauka-
sische Bevdlkerung fast doppelt so haufig wie die schwarze und asiatische Bevolkerung be-
troffen (Ostrom et al., 2022). Das mediane Uberleben liegt bei acht Monaten, die mittlere
Uberlebenszeit nach kombinierter Radiochemotherapie betragt 12,1 bis 14,6 Monate und das
Finf-Jahres Uberleben liegt bei 6,8% (Ostrom et al., 2022; Poon et al., 2020; Thakkar et al.,
2014).



Abbildung 1 Die Verteilung der Tumore des zentralen Nervensystems

Die Verteilung der primaren Hirntumore und anderer Tumore des zentralen Nervensystems laut einer statistischen
Analyse der zentralen Hirntumor Registers der Vereinigten Staaten von 2014 bis 2018 (CBTRUS) (N = 431.773)
(aus: Ostrom et al., 2022, S.v20).
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3.1.2 Risikofaktoren

Eine kausale Ursache flr die Entstehung des Tumors ist bisher nicht bekannt. Wahrend ioni-
sierende Strahlung, zum Beispiel im Rahmen einer Bestrahlung, einen Risikofaktor fir ZNS-
Tumore darstellt, wurde kein eindeutiger Zusammenhang zwischen nicht-ionisierender Strah-
lung, wie zum Beispiel Handystrahlung, und Gliomen nachgewiesen (Braganza et al., 2012;
Ostrom et al., 2014; Yamanaka et al., 2018). Potenziell gefahrliche Chemikalien, die in Zusam-
menhang mit Gliomen stehen, sind Pestizide, polyzyklische Aromate und Ldsungsmittel
(Urbanska et al., 2014).

Zudem wird ein vermehrtes Auftreten von Gliomen in Zusammenhang mit seltenen geneti-
schen Syndromen, wie dem Li-Fraumeni-Syndrom, dem Turcot-Syndrom und der Neurofibro-
matose 1 und 2 beobachtet (Farrell & Plotkin, 2007; Urbanska et al., 2014). Dahingegen wer-
den bei Patienten und Patientinnen, die an Atopien oder Allergien leiden, seltener Gliome di-
agnostiziert (Amirian et al., 2016; Linos et al., 2007). Sie haben ein 20 bis 40% geringeres

Risiko Gliome zu entwickeln (Amirian et al., 2016).



3.1.3 Die ZNS-WHO-Klassifikation

Hirntumore wurden bis 2016 vor allem anhand ihrer Histopathologie und klinischen Parame-
tern unterschieden. Da die Molekulargenetik eine immer grofRere Rolle in der Diagnostik ein-
nimmt, legte das Konsortiums zur Informierung tGber molekulare und praktische Herangehens-
weisen Uber ZNS-Tumore (cIMPACT NOW) einen Vorschlag fiir eine neue Klassifizierung im
Januar 2022 vor (Brat et al., 2020). Auf dessen Basis erneuerte die Welt-Gesundheits-Orga-
nisation (WHO) 2021 unter Bericksichtigung dieser die Klassifikation der Hirntumore (Louis et
al., 2016; Louis et al., 2021).

Dabei werden die Hirntumore in sechs Kategorien unterteilt: diffuse Gliome typisch fir Erwach-
sene, diffuse niedrig- und hochgradige Gliome typisch fir Kinder, zirkumskripte astrozytische

Gliome, glioneuronale und neuronale Tumore sowie ependymale Tumore (Louis et al., 2021).

Die zugehoérigen Tumore in den einzelnen Kategorien lassen sich zudem je nach Differenzie-
rung des Tumors in Grade untergliedern: ZNS-WHO-Grad 1 beschreibt differenzierte und nicht
aggressiv-wachsende Tumore mit einer Prognose von Uber flnf Jahren sowie der Mdglichkeit
auf Heilung; ZNS-WHO-Grad 2 Tumore sind wenig entdifferenziert mit einer Uberlebenswahr-
scheinlichkeit von drei bis finf Jahren; ZNS-WHO-Grad 3 Tumoren sind entdifferenziert und
aggressiv wachsend, mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von zwei bis drei Jahren und
ZNS-WHO-Grad 4 Tumore gelten als hochgradig entdifferenziert und hochgradig aggressiv
mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von etwa einem Jahr (Louis et al., 2007; "Tumor
Grade, National Cancer Institute," 2022; Zilch, 1980).

Bis 2021 wurden die Gliome in Astrozytome, mit und ohne Isocitratdehydrogenase (IDH) -
Mutation, Oligoastrozytome, Oligodendrogliome und Glioblastome mit und ohne IDH-Mutation
unterteilt. Wenn der Phanotyp eines GBM in Kombination mit einer IDH-Mutation vorkam,
sprach man von einem sekundaren Glioblastom, da es sich aus einem IDH-mutierten Astro-
zytom (diffuses Astrozytom ZNS-WHO-Grad 2, anaplastisches Astrozytom ZNS-WHO-Grad
3) entwickelte (Louis et al., 2016; Ohgaki & Kleihues, 2013). Seit Juni 2021 wird nur noch
zwischen dem IDH-Wildtyp Glioblastom (ZNS-WHO Grad 4), IDH-mutierten Astrozytom (ZNS-
WHO-Grad 2-4) und IDH-mutierten Oligodendrogliom mit einer nicht balancierten Transloka-
tion 1(1;19), bei der es zum Verlust des kurzen Arms von Chromosom eins und des langen
Arm von Chromosom 19 kommt (1p/19g-kodeletiert) (ZNS-WHO-Grad 2-3), unterschieden.
Diese Tumore bilden die Gruppe der fir Erwachsenen typischen Gliome (Abbildung 2) (Louis
et al., 2021).



Abbildung 2 Integrierte histomolekulare Klassifikation der Gliome im Erwachsenenalter
Die integrierte histomolekulare Klassifikation der haufigsten diffusen astrozytdren und oligodendroglialen Gliome
im Erwachsenenalter gemal ZNS-WHO-Klassifikation 2016 und nachfolgender cIMPACT-NOW-Empfehlungen

(aus: Wick et al., 2021, S.22).
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MGMT Promotormethylierung

Des Weiteren reagierte cIMPACT-NOW auch auf Entwicklungen in der molekularen Diagnostik
und folglich wurden die Richtlinien der European Association of Neuro-Oncology (EANQO) so-
wie die Leitlinien fir Diagnostik und Therapie von Gliomen der Deutschen Gesellschaft fir
Neurologie aktualisiert (Brat et al., 2020; Weller et al., 2022; Wick et al., 2021). Neben der IDH-
Mutation, spielen nun der Mutationsstatus des Chromosom-X-verbundenes a-Thalassamie-
Retardations-Syndrom (ATRX) -Gens, des Telomerase-Reverse-Transkriptase (TERT) -Pro-
moters, des Histon-H3, die Aktivitdt der Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitoren 2A und 2B
(CDKN2A/B) und eine eventuell vorliegende Amplifikation des Gens des epidermalen Wachs-
tumsfaktor-Rezeptor (EGFR) eine Rolle bei der Diagnosestellung (Abbildung 2) (Wick et al.,
2021). Liegt ein amplifizierter EGFR, ein mutierter TERT-Promoter oder ein Gewinn von Chro-
mosom 7 bei gleichzeitigem Verlust von Chromosom 10 (+7/-10) einzeln oder in Kombination
vor, so ist ein histologischer Nachweis von Nekrosen und mikrovaskularen Proliferaten nicht
mehr ndtig flr die Diagnose eines IDH-Wildtyp Glioblastom, ZNS-WHO-Grad 4 (Louis et al.,
2020; Tesileanu et al., 2020; Wick et al., 2021).



3.1.4 Makroskopie und Histologie

Makroskopisch erscheint ein GBM als heterogenes Gewebe mit gelblichen Nekrose- sowie

hamorrhagischen, zystischen und gelatine-ahnlichen Arealen (Hanif et al., 2017).

Mikroskopisch werden in der Hamatoxylin-Eosin (HE) -Farbung polymorphe Tumorzellen im
Tumorzentrum sichtbar, die eine erhéhte Kern-Plasma-Relation und teilweise intranukleare
Einschlisse aufweisen (Urbanska et al., 2014). Im umliegenden Gewebe befinden sich gir-
landenférmige Gefalproliferate, frische Einblutungen, Zellatypien und zellulare Pleomorphis-
men (Ohgaki & Kleihues, 2007; Urbanska et al., 2014). Charakteristisch flr das Glioblastom
ist das infiltrative Wachstum, welches eine Abgrenzung und somit komplette Resektion er-
schwert. Durch das schnelle Wachstum und den typischen vaskularen Phanotyp des Tumors
kénnen sich grofRe zentrale Nekrosen sowie kleinere Nekrosen in den Randarealen, die dicht

von Zellen eingeschlossen sind, sogenannte Pseudopalisaden, bilden (Urbanska et al., 2014).

Glioblastome kénnen anhand von typischen genetischen Expressionsmustern unterschiedlich
eingeteilt werden: proneural, neural, klassisch und mesenchymal (Verhaak et al., 2010). Dabei
spricht man von intertumoraler Heterogenitat. Des Weiteren kénnen mehrere Subtypen in ei-
nem Tumor auftreten. Diese intratumorale Heterogenitat ist oft mitverantwortlich fir die The-
rapieresistenz und schlechte Prognose (Liesche-Starnecker et al., 2020; Parker et al., 2016).
Neben den molekularen Kriterien sind wichtige histologischen Gesichtspunkte fir eine Diag-
nosestellung das Vorliegen von mikrovaskularen Proliferationen oder Nekrosen (Weller et al.,
2022).

3.1.5 Molekulare Marker

Die Pathogenese des GBM im Detail ist bis heute unklar. Letztendlich fihren sequenzielle
Akkumulationen genetischer Alterationen und Deregulierungen der Signalwege von Wachs-
tumsfaktoren zu einer malignen Transformation (Alifieris & Trafalis, 2015). Die verantwortli-
chen genetischen Alterationen werden in Form von molekularen Markern zur Diagnostik hin-

zugezogen (Weller et al., 2022).

IDH

Im physiologischen Stoffwechsel wandelt das Enzym Isocitratdehydrogenase das Molekiil Iso-
citrat in a-Ketogluterat um (Horbinski, 2013). Liegt eine Mutation vor, handelt es sich bei tUber
90% um eine IDH1R132H-Mutation, wodurch a-Ketogluterat weiter zu 2-Hydroxygluterat um-
gewandelt wird (Balss et al., 2008; Duncan et al., 2012; Ohgaki & Kleihues, 2013). Laut neuer
ZNS-WHO-Klassifikation ist eine IDH-Mutation in Oligodendrogliomen und Astrozytomen



vorzufinden (Louis et al., 2021). Bei Glioblastomen liegt laut Definition keine Mutation vor, son-
dern der Wildtyp (Louis et al., 2021).

MGMT-Promoter

Die O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) ist ein Reparatur-Suizid-Protein das Al-
kyl-Gruppen von der O®-Position von Guanin entfernt (Christmann et al., 2011; Pegg & Byers,
1992; Weller et al., 2010). Das Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) entfaltet seine Wir-
kung unter anderem durch Alkylierung von Guanin-Basen (Hegi et al., 2005; Minniti et al.,
2009). Das Enzym MGMT entfernt nun diese Alkyl-Gruppen und verhindert somit die ge-
winschte Wirkung von TMZ (Hegi et al., 2005; Tabatabai et al., 2012). Ist der Promoter von
MGMT jedoch methyliert, kann das Enzym nicht transkribiert werden und TMZ somit besser
wirken (Horbinski, 2013); je niedriger die Aktivitat von MGMT ist, desto besser wirkt TMZ
(Mekala et al., 2023; Yu et al., 2019). Folglich zeigen Patienten und Patientinnen mit einem
positiven MGMT-Promoter-Methylierungsstatus eine bessere Prognose, besonders bei einer
TMZ-Therapie (Hegi et al., 2004; Hegi et al., 2005; Mekala et al., 2023; Olson et al., 2011; Yu
et al., 2019). Der Methylierungsstatus korreliert signifikant mit dem Gesamtiberleben (OS),
jedoch nicht mit dem Progressionsfreies Uberleben (PFS) (Binabaj et al., 2018). Deswegen
bleibt der Methylierungsstatus des MGMT-Promoters einer der einzigen pradiktiven Biomarker
fur eine gute Prognose bei TMZ-Therapie (Weller et al., 2022). Ein positiver/ methylierter
MGMT-Promotor-Status liegt in 30 bis 50% der Falle vor (Ohka et al., 2011; Preusser et al.,
2008).

Laut der aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie kann eine Therapie mit
Lomustin, einem Medikament, das durch Unterbrechung der translationalen und post-
transskriptionalen Prozesse agiert, bei methyliertem MGMT-Promoter zusatzlich zu einer Ra-
diochemotherapie mit TMZ diskutiert werden (Herrlinger et al., 2019; Wick et al., 2021).

ATRX

Um ihr Uberleben zu gewahrleisten, verfligen bestimmte Tumorzellen Gber eine Telomerase
oder nutzen alternative Mechanismen zur Verlangerung von Telomeren, wie die alternative
Verlangerung von Telomeren (ALT). Damit kénnen die schwindenden DNA-Enden unendlich
oft verlangert werden. Das a-Thalassamie-Retardations-Syndrome Chromosom-X-verbun-
dene (ATRX) Gen, ein Chromatin modellierendes Protein, funktioniert als eine Art Suppressor

des ALT-Mechanismus (Brosnan-Cashman et al., 2018).

In einigen Tumoren wird folglich beobachtet, dass durch den Verlust oder Mutation des ATRX-
Gens, die Suppression des ALT-Mechanismus aufgehoben und die zellulare Langlebigkeit ge-
fordert wird (Wick et al., 2021). In Gliomen wird Uber eine Assoziation zwischen dem Auftreten
einer IDH-Mutation und einer ATRX-Mutation berichtet (Weller et al., 2022). Jedoch besteht
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kein Zusammenhang zwischen einer 1p/19g-Kodeletion und einem ATRX-Verlust. Da Oli-
godendrogliome und Astrozytome anhand dieser Kriterien diagnostiziert werden, eignet sich
ATRX als diagnostischer Marker, um Astrozytome von Oligodendrogliomen zu differenzieren
(Nandakumar et al., 2017). Wahrend in Glioblastomen eine geringe Konzentration an ATRX
und folglich héhere ALT-Frequenzen registriert wird, wird in Astrozytomen Grad 4 mit IDH-
Mutation (,sekundaren“ GBM bis Juni 2021) ein Verlust des Gens festgestellt (Brosnan-
Cashman et al., 2018; Nandakumar et al., 2017). Infolgedessen kdnnte sich ATRX als Malig-

nitdtsmarker eignen (Nandakumar et al., 2017).

EGFR

Die Zell-Proliferation wird von Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren reguliert (Padfield,
Ellis, and Kurian 2015). Der epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) gehért zur Fami-
lie der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Patel and Leung 2012). Durch Liganden-Bindung am EGFR
wird eine Kaskade Uber Rezeptor-Phosphorylierung aktiviert, die in Zell-Proliferation, Invasion,
Angiogenese und Apoptose-Resistenz endet (Chakravarti et al., 2004; Combs et al., 2016;
Padfield et al., 2015; Parsons et al., 2008; Patel & Leung, 2012; Weller et al., 2022). Typisch
fur das Glioblastom ist eine Amplifikation des Gens, die in 40 bis 60% der Falle vorliegt, und
eine Uberexpression des EGFR. Die haufigste Mutation bei vorliegenden amplifizierten Genen
ist dabei die EGFRVIII-Variante des Proteins als Resultat einer Deletion der Exons zwei bis
sieben im betreffenden Gen (Padfield et al., 2015; Wong et al., 1992).

Der EGFR-Status nimmt auch Einfluss auf die Prognose. Demnach soll eine Uberexpression
mit kiirzerem Uberleben assoziiert sein (Tabatabai et al., 2012). Deswegen beschéaftigen sich
einige Studien mit EGFR als Angriffspunkt fir Immuntherapien, wie beispielsweise mit dem
auf EGFR-zielenden Impfstoff Rindopepimut (Weller et al., 2017; Weller et al., 2022).

TERT
Die Telomerase reverse Transkriptase (TERT) ist ein Enzym, das eine zentrale Rolle fir die

Erhaltung von Telomeren und folglich beim Zellwachstum spielt (Thakkar et al., 2014).

Bei 70% der Glioblastom-Patienten und -Patientinnen liegt eine Mutation des TERT-Promoters
vor, die zu einer Erhéhung der TERT-Expression, Stabilisierung von Telomeren, Forderung
der Proliferation und Verhinderung der Seneszenzen fiihrt (Weller et al., 2022; Wick et al.,
2021). Es besteht eine positive Assoziation zwischen dem TERT-Promoter-Mutationsstatus,
dem Alter und ZNS-WHO-Grad sowie eine negative Assoziation zwischen TERT-Promoter-
Mutationsstatus und ATRX-Mutationen in Gliomen (Liu et al., 2019).



TP53

Das Tumorsuppressor 53 (TP53) Gen kodiert das Protein p53, das eine wichtige Rolle bei der
Regulierung von Zellproliferation und -tberleben sowie Genom-Integritat spielt (Kastenhuber
& Lowe, 2017). Durch Initiierung eines Zellzyklus-Arrests und Unterstiitzung der Zellalterung
bis hin zur Apoptose, verhindert TP53, dass sich geschadigte Zellen vermehren (Kastenhuber
& Lowe, 2017; Zhang et al., 2018). Folglich zeigen Tumorzellen mit TP53-Funktionsverlust
kontinuierliches Wachstum von abnormalen Zellen. Astrozytome mit IDH-Mutation ZNS-WHO-
Grad 4, friher als “sekundare Glioblastome* bezeichnet, werden stark mit TP53-Mutationen
assoziiert, wahrend diese bei ,primaren“ Glioblastomen weniger haufig sind (Levidou et al.,
2010). Des Weiteren ist eine Mutation oft bei Patienten und Patientinnen mit IDH-Mutation zu
finden (Parsons et al., 2008; Weller et al., 2022).

Histon H3.3

Wahrend das diffuse Mittelliniengliom anhand einer Mutation im Codon 27 (K27M) des Histons
H3 charakterisiert wird, wird das diffuse hemispharische Gliom, ZNS-WHO-Grad 4, Uber eine
Missense-Mutation im Codon 34 des Histons H3.3 (H3.3-G34) definiert. In der alten ZNS-
WHO-Klassifikation gehoérten diese Gliome noch zu den Glioblastomen. Seit der neuen Klas-
sifikation sind sie nun Anhand ihrer Histon H3.3-G34- und K27M Histon H3-Mutation vom
Glioblastom, IDH-Wildtyp, ZNS-WHO-Grad 4 abzugrenzen, bei dem der Histon H3.3-Wildtyp
vorliegt (Louis et al., 2020; Wick et al., 2021).

+7/-10-Genotyp

Der Verlust des Chromosom 10 mit 60% bis 80% und eine Polysomie des Chromosom 7 mit
etwa 50%, oft in Form einer Trisomie, gehdren zu den haufigsten genetischen Alterationen in
GBM (Koshiyama et al., 2017; Ohgaki, 2005). Oft treten beide Alterationen auch zusammen
auf. Dabei kann es zu einer Aktivierung und erhéhten Expression von tumorférdernden Genen
auf Chromosom 7 und zu einer Inaktivierung und verminderte Expression von tumorsuppri-
mierenden Genen auf Chromosom 10 kommen. Folglich wird die Kombination aus Gewinn
von Chromosom 7 und Verlust von Chromosom 10 als diagnostischer Marker fur GBM genutzt
(Wick et al., 2021).

3.1.6 ALDH1A3 und GBM-Stammzellen

Da Aldehyde Dehydrogenase 1 (ALDH1) als Stammzell-Marker in GBM diskutiert wird, wurde
dessen Veranderung zwischen Primartumor und Rezidiv in dieser Arbeit inkludiert (Combs et
al., 2016; Li et al., 2018; Rasper et al., 2010). ALDH Isoenzyme entgiften Aldehyde, die wah-
rend Medikamententherapien und damit einhergehender Uberproduktion von freien Radikalen
(ROS) anfallen (Zinovieva et al., 2019). Durch eine hohe ALDH1-Konzentration behalten
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Tumorzellen ihren undifferenzierten, Stammzell-dhnlichen Zustand (Rasper et al., 2010). Die
bestimmte Isoform ALDH1A3 scheint die aktivste in GBM zu sein und wird mit einer mesen-
chymalen Differenzierung assoziiert. Zudem gilt sie als ein Pradiktor der Uberlebenswahr-
scheinlichkeit (Li et al., 2018).

Des Weiteren wird ein Zusammenhang zwischen der Temozolomid-Therapie und ALDH1A3-
Expression vermutet. TMZ fiihrt zu einer Entstehung von ROS und der Induktion von Autopha-
gie. Die Expression von ALDH1A3 versucht die Zellen vor der Wirkung von TMZ zu schitzen.
Des Weiteren wurde in rezidivierenden GBM eine erhéhte ALDH1A3-Expression festgestellt.
Dies legt einen Zusammenhang zwischen ALDH1A3 und TMZ-Therapie-Resistenz nahe (Wu
et al., 2020). AuRerdem zeigte eine in vitro Studie, dass ALDH-knockout Zellen sensitiver ge-
genuber der TMZ-Therapie sind als Wildtyp-Zellen (Wu et al., 2018).

Uberdies wird ein méglicher Zusammenhang zwischen ALDH1A3 und der Expression des x -
System erwogen. Eine erhdohte ALDH-Expression kénnte die Wirksamkeit therapeutischer
Mallnahmen am x-System beeintrachtigen und somit zu einer Therapieresistenz flhren
(Okazaki et al., 2018).

3.1.7 Diagnostik

Die Methode der Wahl zur Diagnostik eines Glioblastoms stellt die Magnetresonanztomogra-
phie (MRT) dar. Hierbei erfolgt eine MRT-Untersuchung mit und eine ohne Kontrastmittelgabe.
Dabei kann es zum Phanomen der Pseudoprogression kommen, bei dem es zu einer schein-
baren Vergrolierung des Tumors durch Aufnahme von Kontrastmittel kommt. Vor allem bei

einer Kontrolluntersuchung ist dies differentialdiagnostisch zu beachten (Wick et al., 2016).

Eine klinisch-internistische Untersuchung dient dem Ausschluss von Differenzialdiagnosen
und der Beurteilung der Operationsfahigkeit. Zudem kann eine sorgfaltige neurologische Un-
tersuchung mit Hilfe der Skala fir neurologisches Assessment in Neuroonkologie erhoben
werden. Diese Untersuchungen, einschlieBlich dem ,Mini Mental State Test und dem Kar-
nofsky Performance Status, dienen dazu, den aktuellen Zustand fest zu halten, um eine még-

liche Tumorprogression oder Therapiefolgen besser beurteilen zu kénnen (Wick et al., 2021).

Eine weitere Moglichkeit bietet die Liquordiagnostik: im Plasma und im Liquor von Gliom-Pa-
tienten und -Patientinnen konnte zellfreie Tumor-DNA nachgewiesen werden (Miller et al.,
2019; Nassiri et al., 2020). Eine allgemeine Empfehlung zur Liquordiagnostik besteht derzeit
dennoch nicht, da die Bestimmung dieser DNA bislang fiir die Friiherkennung, das Screening
oder die praoperative Diagnostik nicht von Nutzen ist. Der nachste Schritt in der Diagnostik

ist eine Biopsie-Entnahme, um die Diagnose histologisch zu sichern (Wick et al., 2021).

10



3.1.8 Kilinik

Neu aufgetretene fokale oder generalisierte epileptische Krampfanfalle, Persénlichkeitsveran-
derungen, neurologische Herdsymptome und allgemeine Zeichen erhdhten Hirndrucks wie
Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerz oder Bewusstseinstriibung kénnen Zeichen einer intrakra-
niellen Raumforderung sein (Wick et al., 2021). Wahrend epileptische Anfalle, Kopfschmerzen,
Ataxie und Schwindel auftreten kénnen, sind manche Falle mit rapider Entstehung &hnlich
einer Schlaganfall-Symptomatik beschrieben worden. In circa 50% kommt es zu Kopfschmer-
zen und in 20 bis 40% zu Schlaganfallen als klinische Manifestation. Fokale Symptomatiken,
wie beispielsweise Hemiparesen, Visus-Ausfalle oder Verlust der Sensorik kénnen die Lokali-

sation des Tumors wiederspiegeln (Omuro & DeAngelis, 2013).

3.1.9 Therapie

Die Standardtherapie des Glioblastoms besteht aus einer méglichst vollstandigen Resektion,
einer anschlielienden Radiotherapie der erweiterten Tumorregion und einer begleitenden so-
wie nachfolgend erhaltenden Chemotherapie mit TMZ (Abbildung 3) (Wick et al., 2021). Die
Einflhrung der adjuvanten Radiochemotherapie nach Stupp erzielte eine deutliche Verbesse-
rung der Prognose im Gegensatz zur alleinigen Radio- oder Chemotherapie (Stupp et al.,
2005). Nach neurochirurgischer Resektion wird die erweiterte Tumorregion mit 60 Gy Zielvo-
lumendosis (30 Tage je 2 Gy) bestrahlt. Wahrenddessen wird TMZ anfangs sechs Wochen
taglich (75 mg/m? p.o.) und im Anschluss alle vier Wochen fiir fiinf Tage tUber sechs Zyklen
(150-200 mg/m? p.o.) eingenommen. Das mediane progressionsfreie Uberleben unter ad-
juvanter fraktionierter Strahlentherapie lag bei 5,0 Monaten und konnte mit Hilfe von TMZ auf
6,9 Monate verlangert werden. Insgesamt hob die zusatzliche Gabe von TMZ das mediane
Uberleben von 12,1 unter alleiniger Strahlentherapie auf 14,6 Monate unter kombinierter Ra-
diochemotherapie an (Stupp et al., 2005). Bei Patienten und Patientinnen unter 70 Jahren mit
einem Karnofsky-Performance Status unter 70 sowie bei Patienten und Patientinnen ab einem
Alter von 70 Jahren und unmethyliertem MGMT-Promoter wird eine alleinige Radiotherapie
empfohlen. Gleichzeitig wird bei einem Alter von Uber 70 Jahren und methyliertem MGMT-
Promoter eine alleinige TMZ-Gabe oder TMZ in Kombination mit einer Bestrahlung empfohlen
(Abbildung 3) (Weller et al., 2022).
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Abbildung 3 Therapie-Optionen fiir Glioblastom-Patienten und -Patientinnen
Unterschiedliche Therapie-Mdglichkeiten flir Glioblastom-Patienten und -Patientinnen, abhangig von Alter, MGMT-

Promotermethylierungsstatus und Karnofsky Performance Status (KPS) (aus: Weller et al., 2022, S.181).

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) ]

a
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 =70 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 J
Progression/recurrence l
Options determined by KPS, neurological function and prior treatment

¢ Repeat surgery

* Alkylating chemotherapy e ——
*Bevacizumab

¢ Re-irradiation
* Experimental therapy

Operative Therapie

Die chirurgische Resektion gilt als Standardtherapie. Sie ist insoweit auch ein prognostischer
Faktor, da das Gesamtlberleben mit dem Resektionsausmal} korreliert (Bette et al., 2018;
Lacroix et al., 2001). Aufgrund des infiltrativen Wachstums ist eine RO-Resektion praktisch
nicht maglich. Dennoch sollte immer eine grétmaogliche Resektion angestrebt werden. Ist dies
aufgrund des Zustands des Patienten oder der Patientin oder der Infiltration umliegender funk-
tioneller Strukturen nicht méglich, sollte nichtsdestotrotz eine subtotale Resektion durchgefiihrt
werden. Die Patienten und Patientinnen zeigten bei diesem Vorgehen eine bessere Prognose
als bei einer alleinigen Biopsie (Brown et al., 2016). Aufgrund der diffusen Infiltration des be-
nachbarten Hirngewebes ist eine radikale Operation nicht immer méglich (Osswald et al.,
2015; Sahm et al., 2016; Wick et al., 2021). Bei Fallen, die nicht kurativ resezierbar sind, sollte
deswegen mit Hilfe von intraoperativen neurophysiologischen Stimulations- und Uberwa-
chungsverfahren das umliegende funktionell-relevante Hirngewebe geschont und somit per-
manente postoperative neurologische Defizite vermieden werden (De Witt Hamer et al., 2012;

Wick et al., 2021). Weitere Methoden, um intraoperativ den Tumor besser lokalisieren zu
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kénnen, sind Neuronavigation, Ultraschalldiagnostik, intraoperative MRT-Aufnahmen und die
fluoreszenzgestitzte Resektion mit 5-Aminolavulinsaure (Senft et al., 2011; Stummer et al.,
2006; Wick et al., 2021). Daruber hinaus entdeckten Bloch et al. (2012), dass ein erneuter
Eingriff zur Entfernung eines rezidivierenden GBM von Vorteil ist, weil es die Symptome und

Prognose der Patienten und Patientinnen verbesserte.

Strahlentherapie

Die Strahlentherapie nach vollstandiger Resektion, falls méglich, gehért wie bereits erwahnt
zur Standardtherapie des Glioblastoms. Neuste Techniken der fokussierten Strahlentherapie,
wie die Radiochirurgie, intensitatsmodulierten Radiotherapie oder bildgeflhrten Strahlenthe-
rapie, fihren zu einer gezielteren Tumorbestrahlung und Schonung des umliegenden Gewe-
bes. Um das Zielvolumen noch besser zu definieren, beschéaftigen sich neue Ansatze mit dem

Einsatz von Positronen-Emissions-Tomographie-Methoden (Wick et al., 2021).

Pharmakotherapie

TMZ ist aufgrund der guten Vertraglichkeit und oralen Einnahme das Mittel der Wahl. Es ver-
langert das mediane Uberleben auf 15 Monate und erhéht das Zwei-Jahres-Uberleben auf
26% (Stupp et al., 2005). Naher betrachtet ist TMZ ein Derivat der zweiten Generation der
Imidazotetrazine, die ihre zytotoxische Wirkung durch DNA-Methylierung entfalten. Vor allem
die Methylierung der O%-Position der Guanin-Basen der DNA spielt eine zentrale Rolle, da die
MGMT dem Chemotherapeutikum entgegenwirkt. Folgend kann TMZ bei Patienten und Pati-
entinnen mit einer durch Methylierung des Genpromoters gehemmten MGMT besser wirken
(Minniti et al., 2009).

Ein weiteres Medikament ist Lomustin, das neben DNA-Alkylierung zu Carbamoylation von
Amino-Sauren fiihrt und dadurch transkriptionale, translationale sowie posttranskriptionale
Prozesse stort (Herrlinger et al., 2019; Wheeler et al., 1975). Bei Anwendung nach einer Ra-
diochemotherapie mit TMZ bei methyliertem MGMT-Promoter wird ein verlangertes Uberleben
diskutiert (Herrlinger et al., 2019; Wick et al., 2021). Die Kombination aus Bevacizumab und
Lomustin kénnte bei Patienten und Patientinnen mit einem GBM-Rezidiv das PFS verlangern
(Wick et al., 2021; Wick et al., 2017).

Andere Angriffspunkte fir die Chemotherapie bieten Wachstumsfaktoren, die zu Gunsten der
Tumorentstehung Gberexprimiert, amplifiziert oder mutiert vorliegen. Einer dieser Wachstums-
faktoren ist EGFR. Mithilfe von monoklonalen Antikérpern wie Cetuximab und Tyrosin-Kinase-
Hemmern wie Gefitinib, Erlotinib oder Canertinib, wird der Rezeptor blockiert, und dessen on-
kogene Wirkung unterdrtickt. Allerdings konnten mehrere Studien nur ein minimalen oder kei-
nen Vorteil feststellen (Minniti et al., 2009).
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Ein weiterer Ansatz untersuchte die Inhibition des Wachstumsfaktor-Rezeptors aus Throm-
bozyten (PDGFR), vor allem des Subtypen PDGFRa, der in einem Drittel aller primaren GBM
Uberexprimiert sein soll (Joensuu et al., 2005). Durch Liganden-Bindung wird er aktiviert und
dimerisiert und anschlie®end weitere Kinasen aktiviert. Diesen Vorgang verhindert das
Chemotherapeutikum Imatinib (Minniti et al., 2009).

Ein anderer wichtiger Ansatz ist die Inhibition des vaskular-endothelialen Wachstumsfaktor-
Rezeptors (VEGFR). Das rasche Wachstum des GBM kann zu einer Hypoxie und Azidose im
Inneren des Tumors fiihren, da dieses nicht mehr ausreichend mit Blut versorgt ist. Dadurch
wird VEGFR stimuliert und stellt die Blutversorgung des Tumors durch Anregung der Bildung
neuer Blutgefalie sicher (Minniti et al., 2009; Plate et al., 1992). Um dies zu verhindern, wurde
der monoklonale Antikdrper Bevacizumab (Avastin) entwickelt, der den VEGFR blockiert und
die fir GBM typische Angioneogenese unterbinden soll (Minniti et al., 2009). In den USA er-
folgte die Zulassung des Medikaments im Jahr 2009 und wird teils in Kombination mit Irinote-
can bei Patienten und Patientinnen mit GBM-Rezidiv eingesetzt (Davis, 2016). Die Medika-
menten-Kombination fiihrt zu einer Besserung der ein Jahr-Uberlebensrate von GBM-Rezidiv-
Patienten und -Patientinnen mit 37% statt 21% unter TMZ-Therapie (Vredenburgh et al.,
2007).

Abschlieend lasst sich sagen, dass TMZ immer noch als Therapeutikum der ersten Wahl gilt.

3.1.10 Neue Therapie-Ansatze

Das Zusammenfassen der molekularen Profile von Glioblastomen durch den The Cancer Ge-
nome Atlas (TCGA) bietet viele pharmakologische Eingriffspunkte. Zusatzlich legt dieser eine
personalisierte Therapie nahe, die auf dem individuellen molekularen Tumor-Profil basiert
(Cancer Genome Atlas Research Network, 2008; Lau et al., 2014).

Eine Studie von Verhaak et al. (2010) klassifizierte 2010 auf Grundlage des TCGA vier mole-
kulare Subtypen in GBM: proneural, neural, klassisch und mesenchymal. Je nach Vorliegen
dieser Eigenschaften, unterscheidet sich die Antwort auf die Therapie. Liesche-Starnecker et
al. (2020) beschrieben das Auftreten mehrere Subtypen in einem GBM, die intratumorale He-
terogenitat, die zur der Therapie-Resistenz und der Entstehung von Rezidiven beitragt. Diese
Erkenntnisse Uber Therapie-Resistenz erlauben moglicherweise neue Ansatze fir individuelle

Therapien in Abhangigkeit der Tumor-Zusammensetzung.
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3.2 Ferroptose

Der Begriff ,Ferroptose® wurde im Mai 2012 zum ersten Mal erwahnt und beschreibt eine Ei-
sen-abhangige Art des Zelltods (Dixon et al., 2012). Die drei ,Hallmarks of Ferroptosis® sind
definiert als Verlust des Lipidperoxid-Regenerationssystems, einem Anstieg von redox-akti-
vem Eisen und mehrfach ungesattigten oxidierten Fettsduren im Zellinneren (Dixon &
Stockwell, 2019).

3.2.1 Abgrenzung gegenuber anderen Formen des Zelltodes

Um Ferroptose zu definieren, lohnt es sich die genauen Mechanismen von schon bekannten
Formen des Zelltods abzugrenzen. Das Nomenklatur-Komitee flr Zelltode differenzierte 2018

histologisch drei Formen (Galluzzi et al., 2018):

Die 1. Art von Zelltod beschreibt die Apoptose. Uber Aktivierung mehrerer Caspasen (Zystein-
Aspartat-spezifische Protease) kommt es zu spezifischen morphologischen Veranderungen.
Charakteristisch sind mitunter ein Zerfall des Zellkerns und die Kondensation von Chromatin,
auch nukleare Pyknose genannt (Galluzzi et al., 2007; Galluzzi et al., 2018). Die 2. Art von
Zelltod, auch Autophagie genannt, wird durch die Sequestration von Zellorganellen in Vakuo-
len, den Autophagosomen, charakterisiert, die mit einem Lysosom zu einem Autolysosom fu-
sionieren. Anschlieftend wird dessen Inhalt mit Hilfe von lysosomalen Hydrolasen abgebaut
(Galluzzi et al., 2018; Kroemer et al., 2009). Die Nekrose, die 3. Art von Zelltod, beschreibt im
Gegensatz zur Apoptose keinen physiologisch induzierten Vorgang. Auf nicht-physiologischen
Stress folgt das Anschwellen der Zelle mit Zerstérung ihrer Organellen. Letztendlich platzt die
Zellmembran und das nekrotische Gewebe wird abgebaut (Galluzzi et al., 2007; Galluzzi et
al., 2018; Kroemer et al., 2009; Schweichel & Merker, 1973).

Eine andere Einteilung, die sich an den molekularen Mechanismen orientiert, unterscheidet
zwischen akzidentiellem Zelltod (ACD) und reguliertem Zelltod (RCD) (Galluzzi et al., 2016;
Galluzzi et al., 2015). Der ACD ist eine unkontrollierte und unaufhaltsame Form des Zellto-
des, als Folge einer Exposition auf extreme physische, chemische oder mechanische Reize.
Der RCD hingegen basiert auf speziellen molekularen Vorgangen, die durch pharmakologi-
sche und genetische Eingriffe manipuliert werden kénnen. Die unterschiedlichen RCDs kén-
nen anhand von zwei Mechanismen unterschieden werden. Einerseits fritt ein RCD als pro-
grammierter Zelltod physiologisch ohne au3ere Umweltfaktoren auf. Andererseits kann es
zum RCD durch auferen Stress, Storungen des Mikroumfeldes und folgender Unfahigkeit
der Widerherstellung der Homdostase kommen (Galluzzi et al., 2016). Ferroptose stellt seit
2018 offiziell eine weitere Form von RCD dar (Galluzzi et al., 2018; Hirschhorn & Stockwell,
2019).
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Auch morphologisch ist Ferroptose von den anderen Arten des Zelltods abzugrenzen. Es kann
eine Schrumpfung der Mitochondrien begleitet von Kondensierung und Verdickung der aulie-
ren Membran beobachtet werden. Zudem kommt es zu einem Verschwinden der Cristae in
den Mitochondrien (Latunde-Dada, 2017; Wan et al., 2023; Xie et al., 2016; Yu et al., 2017).
Im Gegensatz zur Apoptose bleibt das Zellkern-Volumen unverandert und auch die Chroma-
tin-Kondensation bleibt aus (Xie et al., 2016). Ferner tritt weniger ,Blebbing“ der Plasma-
Membran auf, bei dem es zu irregularen Ausstllpungen der Membran kommt, die typisch flr
Apoptose sind (Fackler & Grosse, 2008; Latunde-Dada, 2017; Xie et al., 2016).

3.2.2 Historischer Uberblick

Obwohl der Begriff ,Ferroptose” 2012 das erste Mal erwahnt wurde, wurden die drei wesentli-
chen Aspekte des Ferroptose-Prozesses bereits viel friher beschrieben (Dixon et al., 2012;
Hirschhorn & Stockwell, 2019).

Schon im Jahr 1955 wurde Cystein, das eine wichtige Rolle im Lipidperoxid-Regenerations-
system von Ferroptose spielt, als eine essenzielle Aminosaure fir das Wachstum von mensch-
lichen Karzinom-Zellen beschrieben (Eagle, 1955). Cystin ist die instabile reduzierte Form von
Cystein und wird nach Aufnahme in die Zelle durch einen Cystin-Glutamat-Austauscher zu
Cystein reduziert und anschliefend zur Synthese des Antioxidans Glutathion (GSH) verwen-
det (Ratan & Baraban, 1995). Des Weiteren wurde 1973 erwahnt, dass eine hepatische Nek-
rose, heute bekannt als Ferroptose, in Mausen mit Gabe von Glutathion und Cystein behandelt
werden konnte (Hirschhorn & Stockwell, 2019; Mitchell et al., 1973). In den kommenden Jah-
ren gewann die Uberlebenswichtige Rolle von Cystein an Bedeutung. Laut Murphy et al. (1989)
kam die von Glutamat hervorgerufene Zyto- und Neurotoxizitat durch die Hemmung der Cys-
tein-Importer zustande. Diese Inhibition resultierte wiederum in Glutathion-Mangel, oxidativem
Stress und Zelltod (Murphy et al., 1989; Murphy et al., 1990). Ratan und Baraban (1995)
untersuchten den Einfluss von GSH genauer und stellten fest, dass oxidativer Stress, Cystein-
und GSH-Mangel zum Zelltod fiihren. Aulerdem beobachteten sie, dass eine Erhaltung der
GSH-Homdostase essenziell gegen durch Cystein-Mangel hervorgerufenen oxidativen Stress
und das Zell-Uberleben von unreifen embryonalen kortikalen Neuronen ist (Ratan et al., 1994).
Zudem stellte sich 1996 heraus, dass der durch bewussten Zystein-Entzug und Glutathion-
Mangel hervorgerufene Zelltod in Oligodendroglia durch Eisen-Chelatoren und Antioxidantien

aufgehalten werden konnte (Yonezawa et al., 1996).

Darlber hinaus wurde der Aspekt der Lipid-Peroxidation, bei der mehrfach ungesattigte Fett-
sauren (PUFA) oxidiert werden, bereits 1955 beschrieben (Hayaishi et al., 1955; Hirschhorn &

Stockwell, 2019; Mason et al., 1955). Die Auswirkungen der Lipid-Peroxidation in Form von
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oxidativem Stress mit Schadigung der Zellmembran und anderer Strukturen sowie die Freiset-
zung lysosomaler Enzyme, wurden in den 1980er genauer untersucht (Girotti, 1985; Kappus,
1985). Dass oxidativer Stress, in Form von Sauerstoff Radikalen, eine wichtige Rolle bei Re-
aktionen mit Metallen im Korper, insbesondere Eisen, spielen und folglich auch zur Entwick-
lung von Krebs und Krankheiten beitragen kann, wurde von Halliwell und Gutteridge (1984)

naher erlautert.

Der Zusammenhang zwischen Eisen und Lipid-Peroxidation wurde ebenfalls schon friher er-
wahnt. Nach Injektion von Eisen in Form von Eisen-Dextran, konnten erhéhte Mengen and
Lipid-Peroxiden gemessen werden (Golberg et al., 1962). Ein Enzym, das mitunter diese Re-
aktion verursacht heil3t Lipid-Oxygenase (LOX). In Versuchen stellte sich heraus, dass die
12/15-LOX zum oxidativen Stress in Mause-Hirnen und ein Anstieg in der ischamischen und
periinfarzierten Region nach Infarkt registriert werden konnte (van Leyen et al., 2006). Des
Weiteren konnte eine erhdhte 12/15-LOX-Konzentration in Neuronen und Endothel-Zellen
nach einem fokalen Infarkt gemessen werden, die wesentlich zu der oft tédlichen Odem-Ent-

wicklung post-Infarkt beitragen koénnte (Jin et al., 2008).

Zuletzt wurde vor allem ein Enzym in der Kette der Ferroptose hervorgehoben: Die Glutathion-
peroxidase 4 (GPX4). Damals noch als Peroxidations-inhibierendes Protein mit Glutathionper-
oxidase-Aktivitat beschrieben, wurde das Enzym 1982 aus einer Schweine Leber extrahiert
und aufgereinigt (Ursini et al., 1982). Das Protein schitzte in Anwesenheit von Glutathion Lip-
osomen und Biomembranen vor peroxidativer Degradation (Hirschhorn & Stockwell, 2019;
Ursini et al., 1982). Auf diese Weise konnte GPX auch den durch Hyperoxide eingeleiteten
Zelltod in lymphoiden Leuk@miezellen verhindern (Geiger et al., 1991; Hirschhorn & Stockwell,
2019). Des Weiteren wurde eine erhdhte Resistenz gegenuber Lipid-Peroxid- und oxidativen-
Stress- vermittelten Zytotoxizitat und Apoptose bei Uberexpression von GPX, vor allem mito-
chondrial, registriert (Hirschhorn & Stockwell, 2019; Hurst et al., 2001; Imai et al., 1996;
Nomura et al., 1999; Ran et al., 2004; Yagi et al., 1996).

3.2.3 Molekulare Mechanismen und Regulatoren

Auf die von Dixon und Stockwell (2019) definierten ,Hallmarks“/ Kennzeichen von Ferroptose

wird im Folgenden naher eingegangen (Abbildung 4):
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Abbildung 4 Die drei Kennzeichen von Ferroptose

Die drei Kennzeichen von Ferroptose inkludieren die ausreichende Verflgbarkeit von langkettigen Fettsduren ge-
bunden an Phospholipide (PUFA-PLs), redox-aktiven Eisen und einem defekten Reparierung-System flr Lipidper-
oxide (aus: Dixon & Stockwell, 2019, S.37).

The three hallmarks of ferroptosis

Defective lipid
peroxide repair

PUFA-PLs Redox-active iron

Ferroptosis

Das erste Kennzeichen ist die ausreichende Verfiigbarkeit von PUFAs gekoppelt an Phos-
pholipide (PL) (PUFA-PLs), um Radikale herzustellen, die den speziellen Zelltod ausldsen.
Diese Herstellung kann enzymatisch und nicht-enzymatisch erfolgen (Galluzzi et al., 2018).
Die Zellmembranen von Saugetieren sind reich an Phospholipiden, die an Fettsauren gekop-
pelt sind. Vor allem die ungesattigten Fettsauren sind hierbei anfallig fur freie Radikale oder
Oxidationen durch Enzyme (Dixon & Stockwell, 2019). PUFAs aus der Membran oder auch
Zytosol werden durch die Acyl-CoA-Synthetase 4 (ACSL4) mit Acyl-CoA verbunden und somit
aktiviert (Abbildung 5). Im Anschluss wird von dem Enzym Lysophosphatidylcholin-Acyltrans-
ferase 3 (LPCAT3) ein PL angehangt und das Produkt mit Hilfe der LOX unter Eisenbindung
oxidiert (Abeysinghe et al., 1996; Jiang et al., 2021). LOX kénnen PUFAs auch direkt in der
Membran oxygenieren und kdnnten deswegen einen Initiator der Reaktion darstellen (Jiang et
al., 2021). Dabei tragt vor allem die LOX 15 zur Lipid-Peroxidation bei, die zum anschlieRen-
den Zelltod fihrt (Yang et al., 2016). Generell kann die Lipid-Peroxidation von PUFA-PLs in
drei Phasen unterteilt werden: Die Initiierung, Propagation und Termination. Die nicht-enzyma-
tische Lipid-Peroxidation startet mit einem Radikal, das ein Wasserstoff-Atom aus dem PUFA-
PL entfernt und zur Entstehung eines Phospholipid-Radikals (PLe) fuhrt (Jiang et al., 2021).
Dieses reagiert wahrend der Propagation mit molekularem Sauerstoff zu einem Phospholipid-
Peroxylradikal (PLOOe) und entfernt ein Wasserstoff-Atom von der nachsten PUFA-PL. Dabei
entstehen Phospholipid-Hyperoxide (PLOOHs) (Conrad & Pratt, 2019; Jiang et al., 2021).
Folglich kdnnen die entstandenen PUFA-PLs, PLOOHs sowie Radikale (PLe, PLOOe®) zu ei-
ner Verdinnung, Verformung bis hin zur Formation von Poren und Auflosung der Zellmembran
fuhren (Agmon et al., 2018; Jiang et al., 2021). Das initierende Radikal, dass die Reaktion
startet, kann als Hydroxyl-Radikal (OH") aus der Fenton-Reaktion stammen, bei der Hydrogen-

peroxid (H202) unter der Verwendung von Eisen (Fe?*) um ein Elektron reduziert wird und ein
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Hydroxyl-Radikal entsteht (Conrad & Pratt, 2019; Winterbourn, 1995, 2013). Diese Reaktion
generiert immer mehr PLOOHSs, aul3er es kommt zur dritten und letzten Phase, der Termina-
tion, bei der zwei Peroxylradikale zu Alkohol, Sauerstoff und einer Carbonylverbindung rea-
gieren (Conrad & Pratt, 2019).

Das zweite Merkmal ist die Eisenabhangigkeit. Freies Eisen (Fe?*), fiir die Fenton-Reaktion-
verwendetes Eisen und Eisen-enthaltende LOX sind verantwortlich fur die Oxidation der PU-
FAs und die Entstehung von Phospholipid-Hyperoxiden, die zur ROS-Entstehung beitragen
(Abeysinghe et al., 1996; Galluzzi et al., 2018; Jiang et al., 2021). Das Eisen gelangt als Eisen-
Transferrin-Komplex mit Hilfe des Transferrin-1-Rezeptors (TfR1) ins Zellinnere und wird an-
schliefend im Lysosom aus dem Komplex geldst, bevor es ins Zytosol entlassen wird. Dort
wird es als Ferritin in sogenannten ,Nanocages” gelagert (Dixon & Stockwell, 2019). Aus die-
sen gelangt es bei Induktion der Ferroptose mit Hilfe der Aktivierung von Autophagie. Hierbei
kommt es durch den nuklearen Rezeptor Ko-Aktivator 4 (NCOA4) zur Autophagie und Degra-
dation des Ferritins. Diese NCOA4-vermittelte Autophagie wird auch Ferritinophagie genannt
und reguliert die intrazellulare Eisen-Homoostase und damit ROS-Generierung (Abbildung 5)
(Gao et al., 2016; Hou et al., 2016; Mancias et al., 2014). Diese Autophagie ist essenziell fir
Ferroptose, denn eine pharmakologische und genetische Inhibition von Autophagie, inhibierte
auch die Ferroptose-assoziierte lipide ROS-Akkumulation signifikant (Gao et al., 2016). Der
NCOAA4-Rezeptor spielt ebenfalls eine wichtige Rolle, wie in mehreren Versuchen dargestellt
werden konnte: NCOA4-knockout Zellen zeigten eine limitierte durch Erastin-eingeleitete Zell-
tod-Rate/ Ferroptose, erniedrigte Eisen-Konzentrationen und erhéhte GSH-Konzentrationen.
Dahingegen zeigten NCOA4-lberexprimierende Zellen eine erhdhte durch Erastin-eingelei-
tete Zelltod-Rate/ Ferroptose, erhéhte Eisen-Konzentrationen und erniedrigte GSH-Konzent-
ration. Diese Ergebnisse weisen wiederum auf den Zusammenhang von Eisen und GSH sowie

deren Beitrag zur ROS-Generierung hin (Hou et al., 2016).

Das dritte ,Hallmark” beschreibt den Verlust des Eliminationssystems von Hyperoxiden. Es
fangt an mit dem bereits beschriebenen Import von Cystin durch den Cystin-Glutamat Trans-
porter, der aus den Untereinheiten SLC7A11 und SLC3A2 besteht und auch x.-System ge-
nannt wird (Huang et al.,, 2005). Nach Umwandlung durch die Thioredoxin-Reduktase 1
(TXNRD1) wird das entstandene Cystein flr die Herstellung von GSH verwendet (Jiang et al.,
2021; Ratan & Baraban, 1995). Dieses fungiert wiederum als Kofaktor fir GPX4 bei der Re-
duktion von PLOOHSs zu den entsprechenden Alkoholen (PLOHSs). Eine Inhibition von GPX4
I6st in vielen Zelltypen Ferroptose aus (Jiang et al., 2021). Einige Tumorzellen zeigen jedoch
keine Ferroptose nach GPX4-Inhibition. Der Grund kénnte eine Kompensation durch Aktivie-
rung alternativer antioxidativer Wege sein. Einer dieser Wege beinhalt das Flavoprotein

Apoptose-induzierender Faktor Mitochondrium-assoziiert 2 (AIFM2), das zuvor als pro-
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apoptotisch betrachtet wurde, jedoch eine anti-apoptotische Wirkung aufweist (Doll et al.,
2019). Aufgrund der schiitzenden Wirkung einer Uberexpression des Proteins gegenuber
pharmakologisch und genetisch induzierter Ferroptose erfolgte die Umbenennung von AIFM2
in Ferroptose-Suppressor-Protein 1 (FSP1) (Bersuker et al., 2019; Doll et al., 2019). Durch die
Reduktion von Ubiquinon zu Ubiquinol und die Reduktion von dem a-Tocopheryl-Radikal (Vi-
tamin E) zu a-Tocopheryl, generiert FSP1 zwei starke Antioxidantien, die Lipid-Radikale redu-

zieren oder die Lipid-Auto-Oxidation direkt stoppen kénnen (Jiang et al., 2021).

Zwei Ferroptose-Induktoren, auf die genauer eingegangen wird, greifen in das vorherige er-
wahnte Hyperoxid-Eliminationssystem ein: Erastin ist ein potenter Inhibitor des Cystin-Import
durch das x.-System. Durch den folgenden Cystein-Mangel kann kein GSH mehr hergestellt
werden und es fehlt der Ko-Faktor fir GPX4 (Dixon et al., 2012; Dixon et al., 2014; Dixon &
Stockwell, 2019). Ein anderer Ferroptose-Induktor ist RAS-selektiv Letal 3 (RSL3) (Yang et al.,
2016). Dieser hemmt GPX4 direkt und verhindert somit die Reduktion der PLOOHs (Yang et
al., 2014).
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Abbildung 5 Ferroptose-Mechanismen

Die drei ,Hallmarks“ der Ferroptose ndher erlautert. 1: Das erste Merkmal involviert die Glutathionperoxidase 4
(GPX4) und ihre antioxidative Wirkung, durch die Phospholipid-Hyperoxide (PLOOH) zu ungefahrlichen Phosphli-
pid-Alkoholen (PLOHs) mit der Hilfe von Glutatihon (GSH) reduziert werden. Das Ferroptose-Suppressor-Protein 1
(FSP1) generiert durch die Reduktion von Ubiquinon zu Ubiquinol und die Reduktion von dem a-Tocopheryl-Radikal
(Vitamin E) zu a-Tocopheryl zwei Antioxidantien, die Radikale, wie das Phospholipid-Peroxylradikal (PLOOe), re-
duzieren konnen. 2: Das zweite Merkmal beschreibt die Aktivierung von mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFA)
durch Acyl-CoA-Synthetase 4 (ACSL4) und die Bindung and Phospholipide durch die Lysophosphatidylcholin-
Acyltransferase (LPCAT3), gefolgt von einer Oxidation zu PLOOH durch die Lipid-Oxygenase (LOX) unter Eisen-
Konsum. Das Produkt wird von ACSL4 entweder wieder direkt in die Membran eingebaut, was zu Membran-Ver-
dinnung und -Verformung fuhren kann oder fur die Generierung von reaktiven oxygenen Spezies (ROS) genutzt
wird. 3: Das dritte ,Hallmark” hangt mit einer héheren Verfiigbarkeit von intrazellularem Eisen (Fe2*) zusammen,
die durch die Hochregulation von Transferrin-1-Rezeptors (TfR1) oder erhohter Ferritinophagie, welche durch nuk-
ledren Rezeptor Ko-Aktivator 4 (NCOA4) eingeleitet wird, erreicht werden kann.

Direkte Ferroptose-Induktoren sind Erastin und Sulfasalazin, die das xc-System inhibieren. Buthionin Sulfoximin
(BSO) verhindert die GSH-Produktion durch Blockierung der y-Glutamylcysteine Synthetase (y-GCS) und inhibiert
GPX4 somit indirekt. Ein direkter Inhibitor der GPX4 ist 1S,3R-RSL3 (RSL3).

Weitere Abkurzungen: Thioredoxin-Reduktase 1 (TXNRD1).
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3.2.4 Ferroptosemarker

Bis jetzt wurden noch keine spezifischen Ferroptosemarker beschrieben. Lediglich bedeu-
tende Onko-Proteine und Tumorsuppressoren, die Ferroptose regulieren, konnten identifiziert
werden (Jiang et al., 2021). Auf zwei wird im Folgenden naher eingegangen. Jedoch sind diese
nicht exklusiv fir den Ferroptose-Prozess und wirken in zahlreichen weiteren Signalkaskaden

mit.

GPX4

GPX4 wird oft als das Schlisselenzym der Ferroptose beschrieben (Jiang et al., 2021). Der
Effekt des Selenoproteins wurde bereits 1982 entdeckt (Thomas et al., 1990; Ursini et al.,
1982). Bei Inhibition oder Funktionsverlust von GPX4 kommt es zur Akkumulation von ROS
und dadurch Einleitung des Zelltods. Insbesondere Tumorzellen exprimieren GPX4 als
Schutzmechanismus gegen oxidativen Stress, was ihnen ermdglicht zu tUberleben (Hangauer
et al., 2017). Deswegen konnte dieses Protein als aussichtsreicher Ansatz dienen, um gezielt
Tumorzellen zu eliminieren und somit Rezidive zu verhindern (Hangauer et al., 2017). Auf-
grund der essenziellen Rolle fir das antioxidative System, wurde GPX4 als erster Ferroptose-

marker ausgewahlt.

ACSL4

Der zweite ausgewanhlte ,Ferroptosemarker” ist ACSL4. Als Aktivator von PUFAs tragt ACSL4
zur Generation von PLOOHSs, die den Ferroptose-Zelltod einleiten, erheblich bei (Jiang et al.,
2021). Des Weiteren wurde ACSL4 als wichtiger Vorhersagefaktor fiir Ferroptose-Sensitivitat
beschrieben. Im Gegensatz zum GSH-Level, x.-System- und GPX4-Aktivitat, korrelierte nur
die ACSL4-Expression mit der Ferroptose-Sensitivitat in Brustkrebs-Zelllinien (Doll et al.,

2017). Infolgedessen wurde ACSL4 als zweiter Ferroptosemarker ausgewahlt.

3.2.5 Therapiemoglichkeiten

Dass Eisen-Akkumulation bei neurodegenerativen Erkrankungen auftritt, ist bereits seit lange-
rem bekannt (Magtanong & Dixon, 2018; Masaldan et al., 2019; Rouault, 2013). Seit Ferrop-
tose als eigenstandige Art von Zelltod qilt, stellt sich die Frage, ob diese in Krankheiten wie
Alzheimer, Parkinson oder Huntington eine Rolle spielt. Versuche mit GPX4-knockout Mausen
und Vitamin E-armer Ernahrung, zeigten erhdhte hippokampale Neurodegeneration
(Hambright et al., 2017). Die Neuronen-spezifische Ablation der Expression von Selenoprote-
inen (mitunter GPX4) fihrte zu neurodegenerativen Prozessen im Kortex und Hippocampus.
Deswegen wird der veranderte Redox-Stoffwechsel als Grund fur Entstehung mehrerer neu-

rodegenerativer Erkrankungen diskutiert (Wirth et al., 2010). Eventuell koénnte die
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Verhinderung von Ferroptose bei neurodegenerativen Erkrankungen eine neue Therapiemdg-
lichkeiten bieten, welcher den neuronalen Zelluntergang mit Ferroptose-Inhibitoren verhindert
(Jiang et al., 2021).

Bei Parkinson-Patienten und -Patientinnen wurde neben der Degeneration der dopaminergen
Neurone in der Substantia nigra, eine Eisen-Akkumulation und ein GSH-Verlust in den Autop-
sien festgestellt; vor allem in den Makrophagen, Astrozyten und reaktiven Mikroglia (Jellinger
et al., 1990; Sian et al., 1994). Sogar in prasymptomatischen Stadien konnte eine erhdhte
Eisen-Konzentration mithilfe MRT-Relaxometrie erkannt werden (Pyatigorskaya et al., 2015).
Des Weiteren fallt durch die Verstoffwechselung von Dopamin, dessen Produktion bei Parkin-
son-Patienten und -Patientinnen vermindert ist, ROS an. Die Eisen-Akkumulation, der GSH-
Verlust und die ROS-Produktion wiirden die Mitwirkung von Ferroptose andeuten (Lewerenz
et al., 2018). Eisen-Chelatoren kdnnten deswegen einen neuen therapeutischen Effekt bei

Parkinson bieten (Devos et al., 2014).

Ebenso zeigte sich die Eisen-Konzentration sowohl in hochauflésenden 7 Tesla T2-gewichte-
ten MRT-Bildern des Kortex von Alzheimer-Patienten und -Patientinnen als auch ex vivo in
immunhistochemischen Farbungen erhéht (Bulk et al., 2018; van Rooden et al., 2015). Die
Eisen-Akkumulation bei frihmanifestem Alzheimer war zudem hoher als bei spatmanifestem,
was auf den Amyloid-Stoffwechsel zurlickgefuhrt werden kann (van Rooden et al., 2015).

Zudem steht bei der Alzheimer-Krankheit der oxidative Stress im Vordergrund, der lange vor
den Symptomen beginnt und fir einen grof’en Teil des Zelluntergangs verantwortlich ist
(Bonda et al., 2010; Ran et al., 2004). Das anfallende ROS kdnnte auf eine stattfindende Fer-

roptose hindeuten.

Darlber hinaus bieten die Mechanismen der Ferroptose zahlreiche neue Therapieansatze ge-
gen Krebserkrankungen. Dixon und Stockwell (2019) verfolgen die Strategie, Ferroptose ge-
zielt in Tumorzellen zu induzieren, um in moéglichst vielen dieser Zellen den programmierten
Zelltod herbeizufiihren. Dieser Ansatz basiert auf der oft beschriebenen Eigenschaft von
Krebszellen, in einem bereits eisenreichen Umfeld zu existieren. Dafiir ist es erforderlich, ein
Ungleichgewicht zwischen der Detoxifizierung von Lipid-Hyperoxiden und der eisenabhangi-

gen Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) herzustellen (Dixon & Stockwell, 2019).

Eine Mdoglichkeit dies zu erreichen, ist die Erhohung der intrazellularen Eisen-Konzentration.
Daflr kann in manchen Zellen eine Exposition an erhéhtem Eisen extrazellular ausreichen,

welches in die Zelle gelangt und die ROS-Entstehung unterstutzt (Dixon & Stockwell, 2019).

Ein anderer Weg beschreibt die Inhibition der GPX4-Expression durch Manipulation der Syn-
these des Enzyms oder direkte Hemmung. Fir die Synthese des Selenoproteins wird Se-

lenocystein bendtigt, das wahrend des Prozesses an eine tRNA geheftet wird. Dieser Komplex
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verwendet Isopentenyl-Pyrophosphat aus dem Mevalonat-,Pathway“, um korrekt Ubersetzt zu
werden (Dixon & Stockwell, 2019). Die Statine Fluvastatin, Lovastatin und Simvastatin, hem-
men das Enzym 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Koenzym A Reduktase (HMGCR) dieses ,Pa-
thways®. Dies wirde erklaren, warum es in einigen mesenchymalen Tumorzellen, die mit Sta-
tinen behandelt wurde, zu dem Verlust von GPX4 und einer erhdhten Ferroptose-Sensitivitat
kommt. Im Gegensatz zu dem direkten GPX4-Inhibitor RSL3, konnten die Zellen durch lipo-

phile Antioxidantien jedoch nicht gerettet werden (Viswanathan et al., 2017).

Altretamin ist ein weiterer GPX4-Inhibitor, der als Tumor-Therapeutikum bereits zugelassen
ist. Ahnlich zu Sulfasalazin (SSZ), welches das x;-System und damit ber den Zystin-Import
die GSH-Synthese hemmt, fuhrt Altretamin zu einer ROS-Akkumulation (Woo et al., 2015).
Der Mechanismus wird hier aber auf eventuelle antineoplastische Aktivitat zurtickgefuhrt, da
die GSH-Level nach Gabe nicht fielen (Woo et al., 2015).

Bei der dritten Moglichkeit Ferroptose-Sensitivitat herbeizuflihren, wird die GPX4-Aktivitat in-
hibiert (Dixon & Stockwell, 2019). Die GPX4 wandelt mithilfe des Verbrauchs von GSH als
Kofaktor PUFA-PLs in unschadliche Alkohole um.

Durch Inhibition der GSH-Synthese kann somit Ferroptose induziert werden. Buthionin Sulfo-
ximin (BSO) kann durch Hemmung der y-Glutamat-Cystein-Ligase (y-GCS), die Entstehung
von GSH verhindern und fiihrt in vivo zu Verlust von GSH, mit dem niedrigsten Level an GSH
60h nach Gabe (Bailey et al., 1994).

Eine Verringerung der Cystein-Konzentration durch Inhibition des Imports bietet eine weitere
Option die GPX4 indirekt zu hemmen. Das Cystein wird Uber das x.-System, den Cystein-
Glutamat-Antiporter, in die Zelle geschleust und zur Synthese von GSH verwendet. Die Akti-
vitédt und Transkription des Antiporters ist in einigen Krebsformen, unter anderem in gastroin-
testinalen und Brusttumoren, hochreguliert (Ishimoto et al., 2011; Timmerman et al., 2013).
Des Weiteren zeigen Brustkrebs-Zellen nach x.-System-Inhibierung durch SSZ, weniger

Wachstum (Timmerman et al., 2013).

Auf Empfehlung des Nationalen Krebs-Instituts flr therapeutische Entwicklungen aus Amerika
(US National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program) wurden Krebs-Zelllinien
aus acht unterschiedliche Gewebe-Arten auf ihre Ferroptose-Empfindlichkeit untersucht (Mou
et al., 2019).

Besonders anfallig auf Erastin-induzierte Ferroptose waren diffuse grof3zellige B-Zell Lym-
phome und Nierenzell-Karzinome (Yang et al., 2014). Die hohe Anfalligkeit der diffus groRzel-
ligen B-Zell Lymphome kénnte mit dem hohen extrazellularen Cystin erklart werden, das fir
das Zelluberleben nétig ist und nach Gabe von Ferroptose-Induktoren angegriffen wird (Mou

et al., 2019). Des Weiteren zeigten Lymphom-Patienten und -Patientinnen, die GPX4
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exprimierten, was in 35,5% der Falle zutraf, eine schlechtere Prognose (Kinowaki et al., 2018).
Dies deutet daraufhin, dass GPX4 den ROS-vermittelten Zelltod, Ferroptose, in diesen Lym-
phomen verhindert und somit ein guter Angriffspunkt in der Therapie des diffus grof3zelligen
B-Zell-Lymphom ware (Kinowaki et al., 2018). Neben kolorektalen und gastralen Krebs-Zellli-
nien, war Ferroptose auch in Ovar Krebszellen auslésbar (Basuli et al., 2017; Hao et al., 2017;
Xie et al., 2017). Eine Erklarung daflr kénnten die Tumor-initiierenden Zellen in Ovarialkrebs
sein, die eine exzessive Eisen-Ansammlung mit Gberexprimierten TfR1 und erniedrigten Kon-

zentration an Eisen-Efflux Pumpen zeigen (Basuli et al., 2017; Mou et al., 2019).

Folglich wurden unterschiedliche Medikamente auf ihre Fahigkeit Ferroptose auszulésen un-
tersucht (Mou et al., 2019). Eines der untersuchten Chemotherapeutika ist SSZ, welches das
x-System inhibiert. Die Expression des Systems unterliegt einem zirkadianen Rhythmus. In-
folgedessen zeigte die SSZ-Gabe wahrend des Zeitraums, in dem die Expression des x-Sys-
tem hochreguliert war (zwischen 17.00 und 21.00 Uhr), eine verstarkte Wirkung (Okazaki et
al., 2017).

Ein weiteres Medikament ist Artesunat, welches normalerweise gegen Malaria eingesetzt wird.
Es induziert selektiv in Kopf- und Halstumor-Zellen Ferroptose tber ROS-Akkumulation. In
Cisplatin-resistenten Kopf-Hals-Tumoren zeigt Artesunat jedoch nur geringe Wirkung. Dies
kann auf die Aktivierung des Nrf2-Antioxidans Antwort-Element-Signaltbertragungs-Weg zu-
rickgefuhrt werden, der die Produktion von Ferroptose-resistente Zellen anregt. Eine Aus-
schaltung des Nrf2-Gens in Kombination mit Artesunat, flhrt zu einer Vernichtung der resis-

tenten Kopf-Hals-Tumor-Zellen in vitro und in vivo (Roh et al., 2017).

Das Chemotherapeutikum Cisplatin |6st ebenfalls Ferroptose in zwei Zelllinien aus. Der indu-
zierte Zelltod kann mit den Ferroptose-Inhibitoren Deferoxamin und Ferrostatin-1 teils rick-
gangig gemacht werden. Cisplatin hemmt Glutathionperoxidasen (GPXs) und bindet an GSH,

welches damit unbrauchbar wird (Guo et al., 2018).

3.2.6 Ansatz in Bezug auf GBM und TMZ

Das bereits erwahnte Chemotherapeutikum TMZ, das vor allem bei Gliomen zum Einsatz
kommt, kdnnte in Zusammenhang mit Ferroptose stehen, beziehungsweise diese eventuell
sogar auslésen. Die genauen Mechanismen, die bei TMZ-Gabe zu ROS-Akkumulation und zu
einer Art Autophagie-induzierten Zelltod flhren, eventuell Ferroptose, sind bis heute im Detail
unbekannt (Chen et al., 2015).

TMZ fuhrt Gber unterschiedliche Mechanismen zu einer Steigerung an ROS. Diese sollen
DNA-vermittelt sein (Zhang et al., 2010). Lin et al. beschrieben die Autophagie, die nach TMZ-

Gabe durch die Akkumulation von ROS und die Aktivierung der extrazellularen Signal-
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regulierten Kinase hervorgerufen wird (Lin et al., 2012). Diese Autophagie kann jedoch pro-
tektiv flr das Zelliberleben oder zytotoxisch bis zum Zelltod verlaufen. Welche Voraussetzun-
gen bestimmen, welche Art von Autophagie eingeschlagen wird, ist bis jetzt unklar (Xie et al.,
2023; Yan et al., 2016). Eine kurze, niedrig-dosierte TMZ-Therapie soll zu protektiver Auto-
phagie zum Uberleben und eine langzeitige, hoch-dosierte TMZ-Therapie eher zu einer Auto-

phagie, die den Zelltod einleitet, fihren (Yan et al., 2016).

Des Weiteren soll TMZ das xc-System in Gliom-Zellen induzieren und damit zu erhéhter GSH-
Konzentration flhren (Chen et al., 2015). Deswegen fuhrte die Gabe von BSO, die die GSH-
Synthese hemmt, zu einer Aufhebung der Therapie-Resistenz in GBMs (Chen et al., 2015). In
einigen Gliom und GBM-Patienten und -Patientinnen ist das SLC7A11-Gen hochreguliert und
mit einer negativen Prognose verbunden (Robert et al., 2015; Wan et al., 2023). Eine Kombi-
nation aus TMZ und Erastin, welches das induzierte x.-System inhibiert, ware folglich eine

vielversprechende Therapie fur Glioblastom-Patienten und -Patientinnen (Chen et al., 2015).

In GBMs sowie in anderen Tumoren wird ein abnormaler Eisenstoffwechsel registriert, der
unter anderem flir das hypermetabolische Wachstum verantwortlich ist (Park et al., 2009; Wan
et al., 2023). Zudem sind Ferroptose-resistente Gene, beispielsweise GPX4, hochreguliert und
verhindern damit den ferroptotischen Zelltod. Ferroptose-Induktoren kénnten diesen Prozess
eventuell reversibel machen. Deswegen konnte die bereits erwahnte Kombination aus Ferrop-
tose-Induktoren und Chemotherapie-Medikamenten ein vielversprechender Ansatz sein (Wan
et al., 2023). Die Ferroptose-induzierenden Verbindungen werden in drei Klassen eingeteilt:
1. xc-System / SLC7A11-Inhibitoren (Erastin), 2. GPX4-Inhibitoren (RSL3) und 3. Verbindun-
gen, die den Eisen-Transport und das frei verfligbare labile Eisen beeinflussen (Gaschler et
al., 2018; Huang et al., 2022; Wan et al., 2023).
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4. Material und Methodik

4.1 Material

411 Patientenkollektiv

Aus der Datenbank des Instituts flir Pathologie der Technischen Universitat Miinchen wurde
eine Zufallsauswahl an Gehirntumor-Proben von 24 Patienten und Patientinnen aus den Jah-
ren 2003 bis 2017 getroffen. Die Einschlusskriterien waren, wie folgt:

1. Diagnose eines Glioblastom ZNS-WHO-Grad ZNS 4 (IDH-Wildtyp) durch einen
Facharzt oder eine Facharztin fir Neuropathologie, entsprechend den aktuellen di-
agnostischen Kriterien der ZNS-WHO 2021 erneut Uberpruft (Louis et al., 2021).

2. Diagnose eines rezidivierenden Glioblastom ZNS-WHO-Grad 4, IDH-Wildtyp durch
einen Facharzt fur Neuropathologie.

3. Therapie mit dem Chemotherapeutikum TMZ zwischen Erstdiagnose und Rezidiv.

Das Patienten und Patientinnen-Kollektiv umfasste 24 Patienten und Patientinnen, von denen
7 weiblich (29%) und 17 mannlich (71%) waren. Das Alter bei Erstdiagnose lag im Median bei
58 Jahren mit einer Bandbreite von 27 bis 78 Jahren (Tabelle 1). Alle Patienten und Patientin-
nen erhielten eine Therapie nach Stupp-Schema, die aus sechs Wochen kombinierte Radio-
chemotherapie, gefolgt von bis zu sechs Zyklen alleiniger TMZ-Therapie bestand (Stupp et al.,
2005). Die Diagnosen wurden anhand der Kriterien der ZNS-WHO gestellt (Louis et al., 2021).
Des Weiteren wurden die klinischen Informationen Gber das Krankenhaus Informationssystem
und der MGMT-Promoter-Status Uber das Informationssystem des Pathologischen Instituts
gesammelt. Der MGMT-Promoter-Status wurde mit Hilfe der Methylierung-Quantifikation der
Endonuklease-resistenter DNA (MethyQUESD) -Methode bestimmt (Bettstetter et al., 2008).

Aufgrund der Verflgbarkeit von Material wurden 24 Parchen fur die IHC-Farbungen von
ACSL4, GPX4 und ALDH1AS3 sowie flr die Doppelimmunfluoreszenz mit GFAP und Iba1 ver-
wendet. Fir die Untersuchung der FSP1-Expression wurden 13 Parchen analysiert. Zudem

wurden funf Parchen fir die Doppelimmunfluoreszenz von GPX4 und ACSL4 untersucht.

Darlber hinaus wurden die Gen-Expressions-Veranderungen von ACSL4 und GPX4 zwischen
Primar- und Rezidiv-GBM Patienten und Patientinnen mit Hilfe einer Transkriptom-Profil-Da-
tenanalyse untersucht. Die Datensatze und klinischen Informationen wurden von der offiziellen
Seite des Krebs Genom Atlas (TCGA= The Cancer Genome Atlas) ibernommen (https://por-
tal.gdc.cancer.gov). Insgesamt waren sechs Primar- und Rezidiv-GBM Paare verfigbar
(TCGA-06-0210, TCGA-06-0190, TCGA-19-4065, TCGA-14-1034, TCGA-06-0125, TCGA-06-

0211). Fur jeden dieser Patienten und Patientinnen waren sechs bis neun Transkriptom-
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Profile, inklusive der Gen-Quantifikation-Expression, vorhanden. Folgend wurde die Gen-Ex-

pression von ACSL4 und GPX4 der Primar-Tumore mit dem passenden Rezidiv-Tumor vergli-

chen und mit Hilfe des naturlichen Logarithmus der Gen-Quantifikation-Expression (In (expres-

sion value)) dargestellt.

Diese retrospektive Studie wurde vom lokalen Ethik-Komitee der Technischen Universitat

Munchen (Antragsnummer 164/19 S-SR) zugelassen und entspricht den ethischen Standards

der Deklaration von Helsinki von 1964 und allen spateren Anderungen.

Tabelle 1 Ubersicht iiber Patienten und Patientinnen sowie Tumoren Charakteristika

24 Patienten und Patientinnen wurden inkludiert. J = Jahr, M = Monat, MGMT = O-6-Methylguanin-DNA Methyl-

transferase.
Geschlecht Mannlich 17
Weiblich 7
Alter bei Erstdiagnose Median 65J
Bandbreite 27-78 J
PFS/ Rezidiv-freies Intervall Median 9M
Bandbreite 3-53 M
OS/ Gesamtlberleben Median 18 M
Bandbreite 9-711 M
Zeit zwischen Rezidiv und Tod Median 1M
Bandbreite 3-56 M
MGMT-Promoter-Status methyliert 5
(verfugbar von 22 Patienten und Patientin- | Nicht methyliert 17

nen)
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4.2 Methoden

4.2.1 Fertigen der Schnitte

Die ausgewahlten, in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten (FFPE= Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded) Blécke wurden nach kurzer Kiihlung in ein Mikrotom eingespannt und in
2 um dicke Scheiben geschnitten. Anschlieend wurde der Schnitt mit Hilfe eines Pinsels in

ein 45°C warmes Wasserbad Uberfiihrt und glatt auf einen Objekttrager aufgezogen.

4.2.2 Immunhistochemie

Es wurde die indirekte Methode der Immunhistochemie (IHC), mit Hilfe des Avidin-Biotin-
Komplexes (ABC), angewandt. Hierbei wurde das nachzuweisende Antigen zuerst mit einem
Primarantikorper detektiert, an den sich anschlief3end ein biotinylierter Sekundarantikérper
anheftete. Das tetramere Glykoprotein Avidin band einmal an den biotinylierten Sekundaran-
tikdrper sowie mit den restlichen drei freien Bindungsstellen an eine Biotin-markierte Peroxi-
dase. Die unter dem Mikroskop sichtbaren braunen Punkte entstanden durch Hinzugabe des
Substrates der Peroxidase, dem Chromogen 3,3-Diaminobenzidin (DAB) und reprasentierten

die Stellen, an denen sich das gesuchte Protein befand.

Zuerst wurden die Schnitte in Xylol deparaffinisiert (3x 5min), bevor sie die absteigende Alko-
holreihe (2x 5min 96%, 1x 5min 70%) durchliefen. Anschliefend konnten die Schnitte in des-
tilliertem Wasser (Aqua dest.) rehydrieren (5min). Die Demaskierung der Epitope erfolgte in
Citratpuffer bei pH 6,0, in dem die Schnitte 30 bis 40 Minuten im Dampfgarer gekocht wur-
den. Nach kurzem Abkulhlen in Aqua dest. (5-10min) und Markieren des Gewebes auf dem
Objekttrager mit einem Fat-Pen, wurde die endogene Peroxidase mit 1,5% Wasserstoffper-
oxid (H20>) (verdinnt in Aqua dest.) geblockt (10min). Um unspezifische Proteinbindungen
zu vermeiden, inkubierten die Schnitte nach dem Waschen (5x 3min Aqua dest.) in einem
Gemisch aus Blocking Puffer und Avidin (2 Tropfen Avidin/ 2ml Blocking Buffer) (30min). Da-
nach wurden die Schnitte ein erstes Mal in der Phosphat-gepufferten Salzlésung (PBS) ge-
waschen (2x). Nun wurde der erste Antikorper, verdinnt in Blocking Buffer und Biotin (1
Tropfen Biotin/ 1ml Blocking Buffer), auf die Schnitte aufgetragen und bei 4°C Uber Nacht
zum Inkubieren in den Kihlschrank gestellt. Nach erneutem Waschen in PBS (2x), inkubierte
der zweite Antikorper in einer Verdinnung von 1:400 mit Blocking Puffer (30min) (Tabelle 2).
In dieser Zeit wurde das ABC-Kit vorbereitet, das im Anschluss nach PBS (3x) auf die
Schnitte gegeben wurde (30min). Die an den Avidin-Biotin-Komplex gebundene Peroxidase
wurde anschlieend durch das Chromogen 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) sichtbar gemacht.

Dabei wurde jeder Schnitt einzeln mit DAB bedeckt und direkt im Anschluss unter dem
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Mikroskop begutachtet. Sobald einzelne positive braune Punkte ausgemacht werden konn-
ten, wurde die Reaktion in Aqua dest. abgestoppt. Es folgte erneutes Waschen (3x 3min
Aqua dest.) und die Gegenfarbung der Zellkerne und des Gewebehintergrunds mit Hama-
toxylin (5min). Flr das Abwaschen wurde Leitungswasser verwendet. Zur Dehydrierung
durchliefen die Schnitte die Alkoholreihe nun aufsteigend (1x 3min 70%, 2x 3min 96%). Ab-
schlieRend wurden die Schnitte nach flinf Minuten in Xylol, mit Pertex-Eindeckmedium einge-
deckelt.

Auswertung

Die zytoplasmatische Farbung wurde mit Hilfe des Immunreaktiven Scores von Remmele
und Stegner analysiert (Remmele & Stegner, 1987). Der Score ist das Produkt aus dem Pro-
zentsatz an positiven Zellen (0 = 0%, 1 = <10%, 2 = 10-50%, 3 = 51-80%, 4 = 80%) und der
Farbungs-Intensitat (0 = keine Anfarbung, 1 = schwach, 2 = moderat, 3 = stark positiv). Drei
zufallig gewahlte Tumor-enthaltende Sichtfelder wurden in einer 600x Mikroskop Vergrofie-
rung (Okular 10x, Objektiv 60x) begutachtet und der Mittelwert des Scores berechnet. Als
Positivkontrollen wurden menschliches Leber- (fur ACSL4, ALDH1A3 und FSP1) und Nieren-
(fir GPX4) Gewebe verwendet.

4.2.3 Immunfluoreszenz

Auch bei der Immunfluoreszenz (IF) wurde die indirekte Methode Uber einen Sekundaranti-
korper angewandt, der gegen den ersten Antikdrper gerichtet war und an den Fluorescein

gekoppelt wurde.

Zuerst wurden die Schnitte in Xylol deparaffinisiert (3x 5min), bevor sie die absteigende Alko-
holreihe (2x 5min 96%, 1x 5min 70%) durchliefen. Anschliel3end konnten die Schnitte in
Aqua dest. rehydrieren (5min). Die Demaskierung der Epitope erfolgte wieder in Citratpuffer
bei pH 6,0 fir 30 bis 40 Minuten im Dampfgarer. Nach kurzem Abklihlen in Aqua dest. (5-
10min) wurde das Gewebe auf dem Objekttrager mit einem Fat-Pen markiert. Um unspezifi-
sche Proteinbindungen zu vermeiden, inkubierten die Schnitte nach dem Waschen (5x 3min
Aqua dest.) 30 Minuten lang in Blocking Puffer. Danach wurden die Schnitte in PBS gewa-
schen (2x), der erste Antikdrper, verdinnt in Blocking Puffer, auf die Schnitte aufgetragen
und bei 4°C Uber Nacht zum Inkubieren in den Kuhlschrank gestellt. Nach erneutem Wa-
schen in PBS (2x) inkubierte der zweite Antikorper in einer Verdinnung von 1:2.000 mit Blo-
cking Buffer fur 45 Minuten bei Raumtemperatur (Tabelle 2). Folgend wurde das Vector®
TrueVIEW™ Autofluorescence Quenching Kit verwendet, um die Autoimmunfloureszenz zu
reduzieren. Daflr wurden Reagenzien A, B und C in gleichem Verhaltnis zueinander (1:1:1)

gemischt, auf die Schnitte aufgetragen und inkubierten in Dunkelheit (2-4min). Anschlieend
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wurden die Schnitte wieder in PBS gereinigt und mit dem im Kit beigelegten speziellen Kle-
ber, der 4’',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) enthalt, eingedeckelt.

Dasselbe Prozedere wurde bei der Doppelimmunfloureszenz von ACSL4 mit GPX4 ange-
wandt. Nur die Inkubationszeit wurde auf zwei Stunden reduziert, um unspezifische Hinter-

grundfarbung zu vermeiden.

Auswertung

Die Ferroptose-spezifischen Enzyme wurden in griin-fluoreszierender Farbe markiert, die mit
Hilfe des Fluoreszin Isothiocyanat (FITC) Filters bei 488nm detektierbar war. Die Zellmarker
wurden mit rot-fluoreszierender Farbe gekennzeichnet, die bei einer Licht-Absorption von
568nm mit dem Rhodon-Filter sichtbar wurde. Die blau-fluoreszierenden Zellkerne wurden

mit dem DAPI-Filter sichtbar gemacht.
Folgende Kombinationen an Doppelimmunfloureszenzen wurden durchgefihrt:

ACSL4 und GFAP ACSL4 und Iba1
GPX4 und GFAP GPX4 und Iba1
ACSL4 und GPX4

Bei der Auswertung wurde die Anzahl der Zellkerne, die griin-gefarbten Zellen (ACSL4 oder
GPX4), rot-gefarbten Zellen (GFAP oder iba1) sowie koexprimierende Zellen (ACSL4 oder
GPX4 mit GFAP oder Iba1 und ACSL4 mit GPX4) gezahlt. Drei zufallig gewahlte Tumor-ent-
haltende Sichtfelder wurden in einer 630x Mikroskop Vergrofierung (Okular 10x, Objektiv 63x)
begutachtet und der Mittelwert berechnet. Damit wurden folgende Werte erhoben: Die Anzahl
der ACSL4- und GFAP-koexprimierenden Zellen geteilt durch die Anzahl GFAP-positiver Zel-
len (ACSL4*/GFAP*), ACSL4*/Iba1*, GPX4*/GFAP* und GPX4*/Iba1*. Des Weiteren wurde
der Anteil der Zelltyp-spezifischen Zellen an den Ferroptose-assoziierten Zellen berechnet. Es
ergaben sich folgende Anteile: Die Anzahl der ACSL4- und GFAP-koexprimierenden Zellen
geteilt durch die Anzahl ACSL-positiver Zellen (GFAP*/ACSL4*), Iba1*/ACSL4",
GFAP*/GPX4* und Iba1*/GPX4".
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Tabelle 2 Verwendete Antikérper

IF = Immunfluoreszenz, IHC = Immunhistochemie

Antikorper Hersteller Klonalitat Spezies Verdiinnung
Anti-ACSL4 Santa Cruz, USA Monoklonal, Klon 1gGzb Maus IHC: 1/100
IF: 1/20
Anti-GPX4 Abcam, UK Monoklonal, Klon EPN- | Kaninchen IHC: 1/3000
CIR144 IF: 1/1000
Anti-ALDH1A3 Thermo Fisher Scientific, | Polyklonal Kaninchen IHC: 1/1000
USA
Anti-FSP1 Hergestellt im Haus IgG2 monoklonaler Anti- | Ratte IHC: unver-
korper gegen das N-termi- dinnt
nale Peptid von hXCT, Klon
3A12-1-1
Anti-GFAP Dako, USA Monoklonal Maus IF: 1/50
Anti-GFAP Dako, USA Polyklonal Kaninchen IF: 1/500
Anti-Iba1 Abcam, UK Monoklonal Maus IF: 1/500
Anti-Iba1 Wako, USA Polyklonal Kaninchen IF: 1/500
2. Antikérper, Anti- | Vector Laboratories, USA | IgG Kaninchen IHC: 1/400
Hase
2. Antikoérper, Anti- | Vector Laboratories, USA | IgG Maus IHC: 1/400
Maus
2. Antikérper, Anti- | Vector Laboratories, USA | IgG Ratte IHC: 1/400
Ratte
2. Antikérper, Anti- | Invitrogen/ Thermo | Polyklonal, (Alexa Fluor | Maus IF: 1/2000
Maus, IF Fisher Scientific, USA 568/ 488)
2. Antikérper, Anti- | Invitrogen/ Thermo | Polyklonal, (Alexa Fluor | Kaninchen IF: 1/2000
Kaninchen, IF Fisher Scientific, USA 568/ 488)
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4.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit R Studio (Version 3.6.1) (R Core Team, 2019). Da in
dieser Arbeit Primartumor und Rezidiv des jeweils gleichen Patienten / der gleichen Patientin
verglichen wurden, handelt es sich um verbundene Variablen. Da eine Normalverteilung
nicht immer gegeben war, wurde der Wilcoxon-Test verwendet, um die Signifikanz der unter-
schiedlichen Expressions-Veranderungen zu untersuchen. Die TCGA-Daten waren ebenfalls
nicht normalverteilt. Deswegen wurde hier nochmals der Wilcoxon-Test angewandt. Korrela-
tionen wurden mit Hilfe des Sperman’schen Rangkorrelationskoeffizienten analysiert. Um die
Zusammenhange der IHC-Ergebnisse mit dem klinischen Uberleben zu untersuchen, wurde
ein Cut-Off-Wert mit dem ,coin‘-Paket ermittelt (Hothorn et al., 2008).. Dabei wurde die Unab-
hangigkeit der Expressions-Veranderung der Antikdrper und das Gesamtiiberleben gegen-
Uber unterschiedlichen Werten getestet. Anhand dieser Cut-off-Werte wurden die Patienten
und Patientinnen in Gruppen eingeteilt und die Ergebnisse in Kaplan-Meier-Kurven darge-
stellt. Die zugehorigen p-Werte wurden mit der ,maxstat‘-Funktion des ,coin“-Pakets berech-
net (Hothorn et al., 2008). Statistische Signifikanz wurde mit einem p-Wert unter 0,05 defi-
niert. Der Z-Wert beschreibt wie viele Standardabweichungen der Wert vom Mittelwert ent-
fernt ist (Khare et al., 2023).
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5.Ergebnisse

5.1 Immunhistochemischer Nachweis der Proteine GPX4, ACSL4,
FSP1 und ALDH1A3

Im Folgenden werden die Ergebnisse der IHC mit den Proteinen ACSL4, GPX4, FSP1 und

ALDH1AS3 prasentiert (Abbildung 6 und 7, Tabelle 3) (Kram et al., 2022).

Abbildung 6 Beispiele der IHC-Férbungen anhand von GBM Primér- und Rezidiv-Tumor-Pérchen

Beschreibung: Fur jedes Beispiel stehen die HE-Farbung sowie die Farbung mit dem Proliferationsmarker Ki-67
(ki67) zur Verfugung (a, d, e, h, i, I, m, p). Die Expression von ACSL4 und ALDH1A3 ist in den Rezidiven (c, o)
starker als in den Primartumoren (b, n). Dahingegen zeigen GPX4 und FSP1 eine starkere Expression in den
Primartumoren (f, j) als in den Rezidiven (g, k). Der Maf3stab fir die ACSL4-, GPX4-, FSP1- und ALDH1A3-IHC ist

s: Kram et al., 2022, S.5).
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Abbildung 7 Protein-Expression in GBM Primér- und Rezidiv-Tumoren

Beschreibung: Eine Linie reprasentiert die Verdnderung je eines Patienten/ einer Patientin. Die Punkte markieren

den jeweiligen Immunreaktiven Scores (IRS) im Primar- versus Rezidiv-Tumor. Eine Expressionszunahme von
ACSL4 (a), FSP1 (c) und ALDH1A3 (d) kann beobachtet werden. Die Expression von GPX4 nahm bei 23 von 24
Patienten und Patientinnen signifikant ab (b) (aus: Kram et al., 2022, S.6).
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Tabelle 3 Zusammenfassung der IHC-Ergebnisse
M = Mittelwert, Md = Median; IRS = Immunreaktiver Score, SD = Standardabweichung.
Protein IRS insgesamt IRS Primar IRS Rezidiv A Primartumor-Rezidiv
M Bandbreite M Md M Md M Md SD p-Wert Z-Wert
ACSL4 4,69  0,00-10,00 2,40 2,50 6,99 6,67 +4,58 +5,00 2,12 <0,001 -7,181
GPX4 4,35 0,33-11,00 6,53 6,00 2,17 2,17 -4,36 -4,33 2,25 <0,001 -7,047
FSP1 1,77 0,00-6,00 1,46 1,33 2,08 1,67 +0,62 +0,67 2,28 0,174 -1,360
ALDH1A3 4,21 0,00-11,00 2,24 2,00 6,18 5,83 +3,94 4,17 2,91 <0,001 -6,672
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5.1.1

GPX4-Expression sinkt im Rezidiv

Die GPX4-Expression nimmt im Rezidiv durchschnittlich um 4,36 IRS-Punkte ab mit einer

Standardabweichung von 2,25 (Abbildung 10 und 11). Insgesamt wird eine hdchst signifi-

kante Abnahme der GPX4-Expression von 6,53 im Primartumor zu 2,17 IRS-Punkten im Re-

zidiv erfasst (p<0.001). Der IRS der positiven Zellen in den Primartumoren liegt im Schnitt bei
6,53 und der IRS der Rezidive bei 2,17 (Tabelle 5) (Kram et al., 2022).

Das negative Vorzeichen steht flr eine Expressionsabnahme Im Rezidiv.

Abbildung 10 GPX4-IHC-Farbungen eines GBM Primér- und Rezidiv-Tumor-Pérchen

Eine Abnahme der Anzahl an positiven Zellen im Rezidiv (b) im Gegensatz zum Priméartumor (a) kann beobachtet

werden (aus: Kram et al., 2022, S.5).
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Abbildung 11 GPX4-Expression in GBM Primér- und Rezidiv-TumorenEine signifikante Abnahme der Expression
um durchschnittlich 4,36 IRS-Punkte liegt vor (aus: Kram et al., 2022, S.6).
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Tabelle 5 Zusammenfassung der GPX4-IHC-Ergebnisse

M = Mittelwert, Md = Median; IRS = Immunreaktiver Score, SD = Standardabweichung.

Protein IRS insgesamt IRS Primar IRS Rezidiv A Primartumor-Rezidiv
M Bandbreite M Md M Md M Md SD p-Wert Z-Wert
GPX4 4,35  0,33-11,00 6,53 6,00 217 217 -4,36 -433 225 <0,001 -7,047

5.1.2 ACSL4-Expression steigt im Rezidiv

Bei allen (24/24) Patienten und Patientinnen stieg die ACSL4-Expression im Rezidiv um
durchschnittlich 4,58 IRS-Punkte mit einer Standardabweichung von 2,12 (Abbildung 8 und
9). Der IRS in den Primartumoren liegt im Schnitt bei 2,40 und in den Rezidiven bei 6,99.

Obwohl bei drei Patienten und Patientinnen nur eine leichte Zunahme festzustellen war, ist

die Expressionszunahme mit einem p<0,01 héchst signifikant (Tabelle 4) (Kram et al., 2022).

Abbildung 8 ACSL4-IHC-Féarbungen eines GBM Primér- und Rezidiv-Tumor-Parchen

Eine Intensivierung der Farbung im Rezidiv (b) im Gegensatz zum Primartumor (a) kann beobachtet werden (aus:

Kram et al., 2022, S.5).
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Abbildung 9 ACSL4-Expression in GBM Primér- und Rezidiv-Tumoren

Eine signifikante Zunahme der Expression um durchschnittlich 4,58 IRS-Punkte liegt vor (aus: Kram et al., 2022,

S.6).
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Tabelle 4 Zusammenfassung der ACSL4-IHC-Ergebnisse
M = Mittelwert, Md = Median; IRS = Immunreaktiver Score, SD = Standardabweichung.

Protein IRS insgesamt IRS Primar IRS Rezidiv A Primartumor-Rezidiv
M Bandbreite M Md M Md M Md SD p-Wert Z-Wert
ACSL4 4,69  0,00-10,00 2,40 2,50 6,99 6,67 +4,58 +5,00 2,12 <0,001 -7,181

Die FSP1-Expression nahm von einem IRS von 1,46 in den Primartumoren zu einem IRS von
2,08 in den Rezidiven, um durchschnittlich 0,62 IRS-Punkte zu (Abbildung 12 und 13). Die
Expressions-Veranderung war jedoch nicht signifikant (p=0.174) (Tabelle 6) (Kram et al.,
2022).
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Abbildung 12 FSP1-IHC-Férbungen eines GBM Primér- und Rezidiv-Tumor-Pé&rchen
Eine Zunahme der Anzahl an positiven Zellen im Rezidiv (b) im Gegensatz zum Primartumor (a) kann beobachtet
werden (aus: Kram et al., 2022, S.5).
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Abbildung 13 FSP1-Expression in GBM Primér- und Rezidiv-Tumoren
Eine insignifikante Zunahme der Expression um durchschnittlich 0,62 IRS-Punkte liegt vor (aus: Kram et al., 2022,
S.6).
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Tabelle 6 Zusammenfassung der FSP1-IHC-Ergebnisse

M = Mittelwert, Md = Median; IRS = Immunreaktiver Score, SD = Standardabweichung.

Protein IRS insgesamt IRS Primar IRS Rezidiv A Primartumor-Rezidiv
M Bandbreite M Md M Md M Md SD p-Wert Z-Wert
FSP1 1,77 0,00-6,00 1,46 1,33 2,08 1,67 | +0,62 +0,67 2,28 0,174 -1,360

ALDH1A3-Expression steigt im Rezidiv

Bei insgesamt 23 der 24 Patienten und Patientinnen konnte eine Zunahme der ADLH1A3-

Expression festgestellt werden (Abbildung 14 und 15). Der IRS der positiven Zellen in den
Primartumoren liegt im Schnitt bei 2,24 und in den Rezidiven bei 6,18. Die Expressionszu-
nahme um 3,94 IRS-Punkte mit einer Standardabweichung von 2,91 war folglich hdchst signi-

fikant (p<0.001) (Tabelle 7) (Kram et al., 2022).

Abbildung 14 ALDH1A3-IHC-Féarbungen eines GBM Primér- und Rezidiv-Tumor-Pdrchen

Eine Zunahme der Expression vom Primartumor (a) zum Rezidiv (b) kann beobachtet werden (aus: Kram et al.,

2022, S.5).
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Abbildung 15 ALDH1A3-Expression in GBM Primér- und Rezidiv-Tumoren
Eine signifikante Zunahme der Expression um durchschnittlich 3,94 IRS-Punkte liegt vor (aus: Kram et al., 2022,
S.6).
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Tabelle 7 Zusammenfassung der ALDH1A3-IHC-Ergebnisse
M = Mittelwert, Md = Median; IRS = Immunreaktiver Score, SD = Standardabweichung.

Protein IRS insgesamt IRS Primar IRS Rezidiv A Primartumor-Rezidiv
M Bandbreite M Md M Md M Md SD p-Wert Z-Wert
ALDH1A3 4,21 0,00-11,00 2,24 2,00 6,18 5,83 +3,94 417 2,91 <0,001 -6,672

5.2 TCGA Daten Analyse

Die TCGA-Datenanalyse wurde zur Verifizierung der erhobenen Ergebnisse durchgeflihrt. Die
Gen-Expression wird mit Hilfe von Fragmenten pro Kilobasis des Transkripts pro Millionen
abgebildeter Erfassungen (FPKM = Fragment pro Kilobasis of Transcript pro Million mapped
reads) angegeben. Durch Nutzung des natlrlichen Logarithmus (In (expression value)) der
Gen-quantifizierten Expression kénnen die ACSL4- und GPX4-Expression der GBM Primar-
und Rezidiv-Tumor-Parchen verglichen werden. Obwohl die Veranderung nicht signifikant ist
(p=0.094), nimmt die ACSL4 Gen-Expression bei finf der sechs Patienten und Patientinnen
(TCGA-06-0210, TCGA-06-0190, TCGA-19-4065, TCGA-06-0125, TCGA-06-0211) um durch-
schnittlich 0,36 zu. Des Weiteren nimmt die GPX4 Gen-Expression in vier der sechs Patienten
und Patientinnen um durchschnittlich 0,06 ab (TCGA-06-0210, TCGA-06-0190, TCGA-19-

4065, TCGA-14-1034) (Abbildung 16). Die Abnahme ist wiederum nicht signifikant (p=0.844)
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(Tabelle 8). Dabei kdnnen die insignifikanten Ergebnisse der geringen Anzahl an Patienten

und Patientinnen geschuldet sein. Die Ergebnisse der TCGA-Daten-Analyse sind in Tabelle 8

zusammengefasst (Kram et al., 2022).

Abbildung 16 Entwicklung der ACSL4- und GPX4-Expression in GBM Primér- und Rezidiv-Tumor-Pérchen aus

dem TCGA

Eine signifikante Zunahme der ACSL4-Expression um durchschnittlich 0,36 und eine insignifikante Abnahme der

GPX4-Expression um 0,06 kann beobachtet werden (aus: Kram et al., 2022, S.6).
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Tabelle 8 Zusammenfassung der TCGA-Daten-Analyse

M = Mittelwert, Md = Median, SD = Standardabweichung.

Tumorart

Protein Ln(expression- Ln(expression-va- Ln(expression-va- A Primar-Rezidiv
value) total lue) Primar lue) Rezidiv
M Band- Mittel- Md M Md M Md SD p-Wert Z-Wert

breite wert

ACSL4 7,22 1,42- 7,07 7,47 7,40 7,70 +0,36 +0,36 0,42 0,094 -1,676
12,90

GPX4 9,45 4,06- 9,51 9,25 9,38 9,07 -0,06 -0,08 0,31 0,844 -0,197
14,95

5.3 Ko-Expressionsanalyse mit Doppelimmunfloureszenz

Die Koexpressions-Analyse der Ferroptose-Marker ACSL4 und GPX4 in Kombination mit den

Zell-Markern GFAP und Iba1 wurde durchgeflihrt, um den Zelltyp, in dem Ferroptose stattfin-

det, naher bestimmen zu kénnen. Viele der GFAP-positiven (*) Zellen exprimieren auch die

Ferroptose-assoziierten Marker. Dahingegen zeigen nur wenige der Iba1* Zellen ein klares

gelbes Signal, das auf eine Ko-Expression mit ACSL4 und GPX4 hinweisen wiirde (Abbildung
17). Insgesamt weisen 70 bis 80% der ACSL4" und GPX4* Zellen eine Koexpression mit GFAP
auf (Tabelle 9) (Kram et al., 2022).

42



Abbildung 17 Beispiele der Doppel-IF-Férbungen

Die Doppel-IF mit ACSL4 und GFAP in einem Primartumor zeigt einige Zellen mit Ko-Expression (gelbe Pfeile) (a-
c). Die Doppel-IF mit GPX4 und GFAP zeigt ebenfalls viele ko-exprimierende Zellen in dem GBM-Primartumor
(gelber Pfeil). Zudem ist eine Zelle, die nur GPX4 exprimiert, markiert (griiner Pfeil) (d-f). Die Doppel-IF mit ACSL4
und Iba1 in einem GBM-Primartumor zeigt einige Iba1*-Zellen, die aber kein ACSL4 exprimieren (roter Pfeil: Iba1*-
Zelle ohne ACSL4-Expression, griiner Pfeil: ACSL4*-Zelle) (g-i). Die Doppel-IF mit GPX4 und Iba1 in einem GBM-
Rezidiv. Die meisten Zellen exprimieren entweder GPX4 (griiner Pfeil) oder Iba1 (roter Pfeil) (j-I) (aus: Kram et al.,
2022, S.7). Der MaRstab betragt 20 pm.
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GPX4 / GFAP

ACSL4 [ Ibal
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Tabelle 9 Zusammenfassung der Doppelimmunfluoreszenz-Ergebnisse

M = Mittelwert, Md = Median, IRS = Immunreaktiver Score, SD = Standardabweichung.

Protein Primar Rezidiv A Primar-Rezidiv
M Md M Md M Md SD p-Wert  Z-Wert
ACSL4*an GFAP* 47,1% 44,4% 76,5% 79,3% +29,3%  +30,8% 18,6% <0,001 -6,647
Iba1* 24,6% 19,1% 28,7% 28,6% +4,2% 10,4% 19,3% 0,027 -2,209
GPX4* an GFAP* 78,4% 79,6% 40,3% 39,4% -38,0% -40,4% 18,1% <0,001 -7,124
Iba1* 34,5% 32,5% 25,3% 23,4% -9,2% -9,7% 20,0% 0,001 -3,192
GFAP* an ACSL4* 76,1% 76,9% 70,3% 72,6% -5,8% -4,4% 14,7% 0,026 -2,223
Iba1* an 22,2% 20,0% 16,1% 17,4% -6,1% -0,1% 16,0% 0,026 -2,232
GFAP* an GPX4* 79,1% 82,9% 72,1% 76,3% -6,9% -6,6% 17,1% 0,006 -2,747
Iba1* an 13,6% 12,5% 20,2% 15,5% +6,6% +4,9 15,1% 0,024 -2,255
ACSL4"und GPX4* 18,9% 15,7% 16,2% 17,1% -2,7% -3,4% 7,5% 0,625 -7,181

5.3.1 Anteil der Ferroptose-assoziierten Proteine an den Zellmar-
kern

Bei der Berechnung des Anteiles der ACSL4" Zellen an den GFAP* und Iba1* -Zellen ist die
gleiche Entwicklung der ACSL4-Expression wie in den vorherigen IHC-Versuchen zu sehen.
Da in den IHC-Versuchen die Proben der gleichen Patienten und Patientinnen benutzt wurden,
dient die Berechnung dieses Anteiles gleichzeitig als Kontrolle. Der Anteil der ACSL4* Zellen
an GFAP* Zellen (ACSL4*/GFAP*) nimmt signifikant um durchschnittlich 29.3% in den Rezidi-
ven zu (p<0,001); der Anteil der ACSL4" Zellen an Iba1* Zellen (ACSL4*/Iba1*) um 4,2%
(p=0,027) (Abbildung 18). Der Anteil ACSL4" Zellen an Iba1* Zellen (Mittelwert von 24,6% in
den Primartumoren, sowie Mittelwert von 28,7% in den Rezidiven) ist deutlich geringer als der
Anteil ACSL4* Zellen der GFAP* Zellen (Mittelwert von 47,1% in den Primartumoren, sowie
Mittelwert von 76,5% in den Rezidiven) (Tabelle 10) (Kram et al., 2022).

Wie die Abbildung 18 zeigt, nimmt der Anteil an GPX4" in beide Kombinationen signifikant
ab. Wahrend der Anteil GPX4" Zellen an GFAP* Zellen (GPX4*/GFAP*) um durchschnittlich
38,0% abnimmt (p<0,001), sinkt der Anteil GPX4" Zellen an Iba1* Zellen (GPX4*/Iba1*) um
durchschnittlich 9,2% (p=0,001) nach der Therapie (Tabelle 10). Auch hier konnte dieselbe
Abnahme der GPX4-Expression wie in den IHC-Versuchen erfasst werden. Der Anteil GPX4*
Zellen an den GFAP* Zellen (Mittelwert von 78,4% in den Primartumoren, sowie Mittelwert von

40,3% in den Rezidiven) war fast doppelt so hoch wie der Anteil GPX4" Zellen an Iba1* Zellen
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(Mittelwert von 34,5% in den Primartumoren, sowie Mittelwert von 25,3% in den Rezidiven)
(Kram et al., 2022).

Abbildung 18 Anteil der Ferroptose-assoziierten Proteinen an den Zellmarkern

Die angegebenen Zahlen beschreiben den Anteil der ACSL4*- und GPX4*-Zellen an den GFAP*- und Iba1*-Zellen.
Der Anteil der ACSL4*/GFAP*-Zellen nimmt signifikant zu in den Rezidiv-Tumoren (a). Der Anteil der ACSL4*/Iba1*-
Zellen nimmt ebenfalls signifikant zu in den Rezidiven (b). Der Anteil der GPX4*/GFAP*-Zellen (c) sowie der Anteil
der GPX4*/Iba1*-Zellen (d) nehmen signifikant ab in den Rezidiv-Tumoren (aus: Kram et al., 2022, S.8).
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Tabelle 10 Zusammenfassung der Doppelimmunfluoreszenz-Ergebnisse mit Berechnung der Anteile der Ferrop-
tose-assoziierten Proteinen an den Zellmarkern

M = Mittelwert, Md = Median, SD = Standardabweichung.

Protein Primar Rezidiv A Primar-Rezidiv
M Md M Md M Md SD p-Wert  Z-Wert
ACSL4*an GFAP* 47,1% 44,4% 76,5% 79,3% +29,3%  +30,8% 18,6% <0,001 -6,647
Iba1* 24,6% 19,1% 28,7% 28,6% +4,2% 10,4% 19,3% 0,027 -2,209
GPX4* an GFAP* 78,4% 79,6% 40,3% 39,4% -38,0% -40,4% 18,1% <0,001 -7,124
Iba1* 34,5% 32,5% 25,3% 23,4% -9,2% -9,7% 20,0% 0,001 -3,192

5.3.2 Anteil der Zellmarker an den Ferroptose-assoziierten Markern

Der Anteil der GFAP*-Zellen an den ACSL4*-Zellen (GFAP*/ACSL4*) nahm von einem

Mittwelwert von 76,1% in den Primartumoren zu einem Mittelwert von 70,3% in den Rezidiven
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um durchschnittlich 5,8% signifikant ab (p=0,026). Dahingegen war der Anteil Iba1*-Zellen an
den ACSL4*-Zellen (Iba1*/ACSL4") drei- bis viermal niedriger (Abbildung 19). Er nahm im
Durchschnitt um 6,1% von einem Mittelwert von 22,2% in den Prmartumoren zu einem
Mittelwert von 16,1% in den Rezidiven signifikant ab (p=0,026) (Tabelle 11) (Kram et al.,
2022).

Eine ahnliche Beobachtung zu den Anteilen an ACSL4*-Zellen konnte bei den Anteilen der
GFAP* und Iba1*-Zellen an GPX4*-Zellen gemacht werden. Der Anteil der GFAP* -Zellen an
GPX4*-Zellen (GFAP*/GPX4*) war wiederum drei- bis viermal so hoch wie der Anteil der Iba1*
-Zellen an GPX4*-Zellen (Iba1*/GPX4*) (Abbildung 19). Mit einem Mittelwert von 79,1% in
den Primartumoren, sowie Mittelwert von 72,1% in den Rezidiven, nahm der Anteil der GFAP*
-Zellen an GPX4*-Zellen um durchschnittlich 6,9% signifikant ab (p=0,006). Dartiber hinaus
nahm der Anteil Iba1*-Zellen an GPX4*-Zellen von einem Mittelwert von 13,6% in den Primar-
tumoren zu einem Mittelwert von 20,2% in den Rezidiven, um durchschnittlich 6,6% signifikant
zu (p=0,024) (Tabelle 11) (Kram et al., 2022).

Abbildung 19 Anteil der Zellmarker an den Ferroptose-assoziierten Proteinen

Die angegebenen Zahlen beschreiben den Anteil der GFAP*- und Iba1*-Zellen an den ACSL4*- und GPX4*-Zellen.
Der Anteil der GFAP*/ACSL4*-Zellen nimmt signifikant ab in den Rezidiv-Tumoren (a). Der Anteil der Iba1*/ACSL4"-
Zellen nimmt ebenfalls signifikant ab in den Rezidiven (b). Der Anteil der GFAP*/GPX4*-Zellen nimmt signifikant
ab in den Rezidiv-Tumoren (c), wahrend der Anteil der Iba1*/GPX4*-Zellen signifikant zunimmt (d) (aus: Kram et
al.,, 2022, S.8).

GFAP & ACSL4 Ibal & ACSL4
Anteil der GFAP” Zellen an den ACSL4™ Zellen p=0,026 Anteil der Iba1” Zellen an den ACSL4” Zellen pzorozs
80.0%
. i’
* :
480, 50.0%
; T, 5 w0 20,0%
o o
: ‘ < S 17,4%
T i s
& w00 1 T a00% g 5
e = . " . .
5 < .
! - @ . R .
3] Q :
- 76,9% 3. P N R T
Baow £20 "
£ 72,6% 2 AR TIN :
- .} - 3,
™
a . b . | -, ‘
2 - 0:0% -
Primar Rezidy Frimar R
Tumorart Tumorart
Doppelimmunfioureszenz Doppelimmunfioureszenz
GFAP & GPX4 Ibat & GPX4
Anteil der GFAP” Zellen an den GPX4 ™ Zellen P=Dn005 Anteil der Iba1"Zellen an den GPX4™ Zellen P=0,024
800%

Anteil GPX4'/lbal’an GPX4'

Anteil GPX4 /GFAP an GPX4"

Tumorart Tumorart
Doppelimmunfioureszenz Doppelimmunfloureszenz

46



Tabelle 11 Zusammenfassung der Doppelimmunfluoreszenz-Ergebnisse mit Berechnung der Anteile der Zellmar-

ker an den Ferroptose-assoziierten Proteinen

M = Mittelwert, Md = Median, SD = Standardabweichung.

Protein Primar Rezidiv A Primar-Rezidiv
M Md M Md M Md SD p-Wert  Z-Wert
GFAP* an ACSL4* 76,1% 76,9% 70,3% 72,6% -5,8% -4,4% 14,7% 0,026 -2,223
Iba1* an 22,2% 20,0% 16,1% 17,4% -6,1% -0,1% 16,0% 0,026 -2,232
GFAP* an GPX4* 79,1% 82,9% 72,1% 76,3% -6,9% -6,6% 17,1% 0,006 -2,747
Iba1* an 13,6% 12,5% 20,2% 15,5% +6,6% +4,9 15,1% 0,024 -2,255

5.4 ACSL4 und GPX4 Doppelimmunfluoreszenz

Da die Expressions-Veranderungen von ACSL4 und GPX4 zwischen Primartumor und Rezidiv
schon quantitativ in der IHC analysiert wurde, wurde eine Doppelimmunfloureszenz der zwei
Proteine durchgefiihrt, um mégliche parallele Expressionen und Interaktionen darzustellen. Mit
einem Mittelwert von 18,9% in den Primartumoren und einem Mittelwert von 16,2% in den
Rezidiven, zeigen einige Zellen eine Koexpression (Abbildung 20). Jedoch ist die leichte Ab-
nahme nicht signifikant (p=0.625) (Tabelle 12). Wahrend GPX4 in den Primartumoren domi-
nanter ist, wird ACSL4 mehr in den Rezidiven exprimiert. Dies bekraftigt wiederum die IHC-
Ergebnisse (Kram et al., 2022).
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Abbildung 20 Beispiele der Doppel-IF-Férbungen mit ACSL4 und GPX4

Die Doppel-IF mit ACSL4 und GPX4 in einem Primartumor (Fall 1) zeigt Zellen die entweder ACSL4 (roter Pfeil)
oder GPX4 (gruner Pfeil) exprimieren (a-c). Der Rezidiv-Tumor desselben Falles (Fall 1) zeigt einige ko-exprimie-
rende Zellen (gelber Pfeil) sowie nur ACSL4- (roter Pfeil) oder GPX4-exprimierende Zellen (griiner Pfeil) (d-f). Die
Doppel-IF mit ACSL4 und GPX4 im Primartumor (Fall 2) zeigt ACSL4+-Zellen (roter Pfeil) und GPX4+-Zellen (gru-
ner Pfeil). Ein paar Zellen exprimieren beide Proteine (gelber Pfeil) (g-i). Das dazugehorige GBM-Rezidiv (Fall 2)
weist einige ko-exprimierende Zellen auf (gelber Pfeil) und eine ACSL4-exprimierende Zelle (roter Pfeil) (j-I) (aus:
Kram et al., 2022, S.9). Der Mal3stab betragt 20 pm.
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Tabelle 12 Zusammenfassung der Doppelimmunfluoreszenz-Ergebnisse mit ACSL4 und GPX4

M = Mittelwert, Md = Median, SD = Standardabweichung.

Protein Primar Rezidiv A Primar-Rezidiv
M Md M Md M Md SD p-Wert Z-Wert
ACSL4" und GPX4* 18,9% 15,7% 16,2% 17,1% -2,7% -3,4% 7,5% 0,625 -7,181

5.5 Einfluss auf das Gesamtuiberleben

Um einen méglichen Einfluss der Anderung der ACSL4-, GPX4-, FSP1- und ALDH1A3-Ex-
pression auf das Uberleben zu detektieren, wird der IRS zwischen Primartumor und Rezidiv
jedes Patienten/ jeder Patientin verglichen und die Differenz gebildet. Da ein Kriterium zur
Auswahl des Kollektivs war, dass die Patienten und Patientinnen ein Rezidiv eines Glioblastom
diagnostiziert haben mussen, ist die ausgewahlte Stichprobe insoweit vorselektiert, da die Pa-
tienten und Patientinnen mit Rezidiv nach Diagnose langer gelebt haben missen, um Gber-
haupt ein Rezidiv zu entwickeln. Um dieser Vorselektion gerecht zu werden, wird in der Ka-
plan-Meier-Kurve die Uberlebenswahrscheinlichkeit ab der Diagnose des Rezidivs dargestellt
(Kaplan & Meier, 1958).

AnschlielRend wurde fiir jeden einzelnen Antikdrper mit dem ,coin“-Paket von RStudio ein Cut-
off-Wert ermittelt. Patienten und Patientinnen mit einer starkeren Zunahme als 2,00 in ihrer
ACSL4-Expression (Abbildung 21a, blaue Kurve) zeigen mit einem Median von 8,0 Monaten
ein gering schlechteres Uberleben als Patienten und Patientinnen mit weniger Zunahme mit
einem Median von 16,5 Monaten. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p=0,077)
(Tabelle 13). Da die GPX4-Expression bei fast allen Patienten und Patientinnen sinkt, liegt der
errechnete Cut-Off Wert bei -3,67 (Abbildung 21b). Patienten und Patientinnen, die eine star-
kere Abnahme (<-3,67, Abbildung 21b, gelbe Kurve) aufweisen, zeigen ein besseres Uberle-
ben mit einem Median von 11,0 Monaten im Vergleich zu Patienten und Patientinnen mit einer
geringeren Abnahme in ihrer GPX4-Expression mit einem Median von 10,5 Monaten. Jedoch
liegt ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang zwischen Expression und Uberleben vor
(p=0,715) (Tabelle 13) (Kram et al., 2022).

Der Cut-off-Wert von FSP1 liegt bei 0,67. Patienten und Patientinnen mit einer starkeren Ex-
pressionszunahme weisen ein medianes Uberleben von 11,0 Monaten auf; Patienten und Pa-
tientinnen mit einer geringeren Zunahme ein medianes Uberleben von 10,0 Monaten (Abbil-
dung 21c¢). Es liegt kein signifikanter Zusammenhang zwischen der FSP1-Expression und
dem Uberleben vor (p=0.798) (Tabelle 13). Der festgestellte Cut-off Wert der ALDH1A3-Ex-
pression ist 2,00. Patienten und Patientinnen mit einer schwerwiegenderen Zunahme (blaue
Kurve) zeigen ein schlechteres Uberleben mit einem Median von 8,0 Monaten im Vergleich zu
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Patienten und Patientinnen mit einer geringeren Zunahme mit einem Median von 16,0 Mona-

ten, gleichfalls nicht signifikant (p=0,166) (Abbildung 21d, Tabelle 13) (Kram et al., 2022).

Abbildung 21 Analyse des Einflusses der Ferroptose-Marker, ALDH1A3 und FSP1 auf das Gesamtiiberleben
Kaplan-Meier-Kurven, die den Einfluss der Expressionsanderung der Proteine ACSL4, GPX4, ALDH1A3 und FSP1
auf das Gesamtiiberleben zeigen. Der p-Wert beschreibt den Zusammenhang der Protein-Expressions-Anderung
und dem OS (=Gesamtliberleben). Patienten und Patientinnen, deren ACSL4-Expression mehr als 2.00 IRS-Punkte
zunimmt, haben ein schlechteres OS. Dieser Zusammenhang ist jedoch nicht signifikant (p=0,077) (a). Der GPX4-
Cutoff-Wert liegt bei -3,67. Patienten und Patientinnen mit mehr Abnahme in GPX4-Expression zeigen ein besseres
OS, wenn auch nicht signifikant (p=0,715) (b). Der FSP1-Cutoff-Wert liegt bei 0,67 und es besteht kein signifikanter
Zusammenhang zum OS (p=0,798) (c). Der ALDH1A3-Cutoff-Wert ist 2,00. Patienten und Patientinnen mit mehr
Zunahme in Expression, zeigten ein schlechteres OS (p=0,166) (d) (aus: Kram et al., 2022, S.10).
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Tabelle 13 Zusammenfassung der Analyse des Einflusses auf das Gesamtiiberleben

Keine der Expressionsanderungen hat einen signifikanten Einfluss auf das Gesamtlberleben.

Protein Cut-off-Wert Zeit zwischen Rezidiv-Diagnose und Tod p-Wert
Mittelwert Median

ACSL4 <2,00 26,0 16,5 0,077
>2,00 9,3 8,0

GPX4 <-3,67 13,6 11,0 0,715
>-3,67 10,0 10,5

FSP1 <0,67 9,7 10,0 0,798
>0,67 10,8 11,0

ALDH1A3 <2,00 24,8 16,0 0,166
>2,00 9,7 8,0

5.6 Korrelation

Des Weiteren wird eine Korrelation zwischen MGMT-Promoter-Methylierungsstatus und dem

Expressionsunterschied zwischen Primartumor und Rezidiv der Antikorper ACSL4, GPX4,
FSP1 und ALDH1AS Uberprift. Es besteht kein Zusammenhang zu den Expressionsunter-
schieden der Antikérper ACSL4 (rho=-0,146, p=0,518), GPX4 (rho=0,205, p=0,359), FSP1
(rho=0,336, p=0,336) und ALDH1A3 (rho=0,146, p=0,518) (Kram et al., 2022).
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6.Diskussion

Da trotz intensiver wissenschaftlicher Forschung, die Prognose des GBM weiterhin fatal ist,
wurde Ferroptose als mdglicher neuer Therapie-Ansatz in dieser Arbeit genauer untersucht.
Das Ziel dieser Studie war es zu ermitteln, ob die neu beschriebene Art von Zelltod in GBM
stattfindet. Dann kénnte Ferroptose eine neue Therapie bieten, indem sie selektiv in GBM-
Zellen induziert sowie verstarkt wird und zum Zelltod flhrt. Entsprechende Expressions-Ver-
anderungen der Ferroptosemarker GPX4 und ACSL4 wurden hierflr pra- und posttherapeu-

tisch analysiert.

Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen eine signifikante Abnahme der GPX4-Expression
und signifikante Zunahme der ACSL4-Expression in GBM-Rezidiven. Beide Veranderungen
stehen flr einen Anstieg des oxidativen Stresses in den Zellen und suggerieren, dass Ferr-
optose stattfindet. Ahnliche Tendenzen konnten bei den GBM-Primér-Rezidiv-Paaren des
TCGA festgestellt werden. Die Expressionszunahme von ALDH1A3 steht in Einklang mit der
mesenchymalen Differenzierung. Keine der beobachteten Veranderungen in der Expression
hat einen signifikanten Einfluss auf das OS.

Die Doppelimmunfluoreszenz-Resultate legen nahe, dass Ferroptose eher in GFAP* Zellen
als Iba1* Zellen erfolgt und somit in GBM-Tumorzellen und nicht den umgebenden Mikroglia
stattfindet.

Darlber hinaus konnte anhand dieser Ergebnisse nicht festgestellt werden, ob TMZ zum Fer-

roptose-Prozess beitragt oder ob eine alleinige TMZ-Therapie Ferroptose induzieren kann.

Limitationen

Der geringe Stichprobenumfang der vorliegenden Arbeit ist sicherlich kritisch zu sehen. Ob-
wohl das GBM der haufigste maligne Hirntumor bei Erwachsenen ist, der Anteil der Patienten
und Patientinnen, die bei Auftreten eines Rezidivs noch in einem klinischen Zustand sind, der
eine Rezidiv-Operation erlaubt, sehr begrenzt (Louis et al., 2007; Ostrom et al., 2014). Des-
wegen war die GroRRe der Kohorte so gering. Eine andere Limitation kommt durch das Fehlen
einer Kontrollgruppe zustande. Es kann keine definitive Aussage hinsichtlich TMZ als Ferrop-
tose-Ausloser getroffen werden. Da TMZ heutzutage das Standardmedikament ist, ist es je-
doch aus ethischen Grinden, schwierig eine Kontrollgruppe zu rechtfertigen. Es existieren
kaum alternative Therapieoptionen und keine ist so etabliert wie TMZ (Stupp et al., 2005). Die
Methoden der IHC und IF wurden fiir diese Arbeit ausgewahlt, da humanes Material analysiert
werden sollte. Aufgrund spezifischer Formationen, die in den IHC-Resultaten mit GPX4 und
ACSL4 erfasst wurden, wurden nur zwei Zellmarker ausgesucht. Die Formierung von positiven

Zellen um BlutgefaRe herum, wies auf Mikroglia hin und die weite Ausbreitung durch
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Tumorareale auf Tumorzellen. Deswegen wurde diese zwei Marker naher untersucht. Um zu
konkludieren, dass Ferroptose in Tumorzellen stattfindet, missen weitere Marker getestet wer-

den.

Ferroptose-Marker

Zwei ausgewahlte Ferroptose-Marker wurden naher untersucht: GPX4 und ACSL4. Dies
wurde auf Basis von Resultaten friiherer Forschungsarbeiten entschieden, die die Wichtigkeit
der zwei Marker fir den Ferroptose-Verlauf verifizieren (Dixon & Stockwell, 2019; Doll et al.,
2017; Jiang et al., 2021; Yang et al., 2014; Yuan et al., 2016).

Das gewahlte Enzym GPX4 spielt eine besondere regulatorische Rolle im Ferroptose-Prozess
(Yang et al., 2014). Der Funktionsverlust oder die Inhibition von GPX4 flihren durch die Akku-
mulation von ROS letztendlich zur Einleitung des Zelltods durch Ferroptose (Dixon &
Stockwell, 2019; Jiang et al., 2021).

Neben der Generation von PLOOHs und somit ROS durch ACSL4, korreliert die Expression
des Enzyms mit der Ferroptose-Sensitivitat in Brustkrebs-Zelllinien. Zudem kann Ferroptose
durch die Inhibition von ACSL4 verhindert werden (Doll et al., 2017). Aufgrund der fundamen-
talen Rolle im Lipid-Stoffwechsel von Ferroptose, wird ACSL4 auch als potenzieller Biomarker
beschrieben (Yuan et al., 2016).

Deswegen schienen GPX4 und ACSL4, aufgrund ihrer fundamentalen Rollen, vielverspre-

chende Marker im ferroptotischen Prozess zu sein.

Nichtsdestotrotz wurden in den letzten Jahren weitere Ferroptose-Marker diskutiert: Zum einen
wurde die Prostaglandin-Synthase 2 (PTGS2/ COX2= Cyclooxygenase-2), die Arachnoid-
Saure in Prostaglandine umwandelt, als Ferroptose-Marker beschrieben (Chen et al., 2021;
Yang et al., 2014). Das PTGS2-Gen war nach Erastin-Gabe und Einleitung von Ferroptose am
meisten hochreguliert (Yang et al., 2014). Eine Hochregulierung von PTGS2 kann aber auch
im Rahmen von Ischamien, Heilung oder oxidativen Reizen beobachtet werden und ist somit
nicht spezifisch fir Ferroptose (FitzGerald, 2003; Xuan et al., 2003).

Ein weiterer diskutierter Ferroptose-Marker ist die ChaC Glutathion-spezifische y-Glutamyl-
Zyclotransferase 1 (CHAC1) (Chen et al., 2021). Cystein-Mangel durch Inhibition des x-Sys-
tems fihrt zu einer Hochregulierung des aktivierenden Transkriptions-Faktors 4 (ATF4), der
wiederum eine Hochregulierung von CHAC1 bewirkt (Chen et al., 2017; Chen et al., 2021;
Dixon et al., 2014). CHAC1 baut das GSH in der Zelle ab und unterstitzt so die Ferroptose
(Chen et al., 2021; Dixon et al., 2014). Deswegen kdnnte die Hochregulierung der CHAC1-
Genexpression einen selektiven pharmakodynamischen Marker flr Ferroptose, die durch In-
hibierung des x.-Systems herbeigefuhrt wurde, darstellen (Chen et al., 2021). Zudem konnte

eine Korrelation der ATF4-Expression mit der Resistenz gegen TMZ festgestellt werden, die
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durch eine ATF4-vermittelte Uberexpression des x;-Systems zustande kommen soll (Chen et
al., 2017).

Ein anderer potenzieller Ferroptose-Marker ist TfR1 (Rochette et al., 2022). Der Rezeptor
agiert als Hauptregulator der Eisenaufnahme in die Zelle. Nach RSL3-Gabe konnte eine ver-
mehrte Akkumulation im Zellplasma beobachtet werden. Als neuer Ferroptose-Marker kdnnte
TfR1 neue Informationen zu den Mechanismen der Eisenaufnahme und -mobilisation wahrend

Ferroptose liefern (Feng et al., 2020).

FSP1 wird als weiterer Marker der Ferroptose-Inhibition beschrieben (Viktorinova, 2023). Die
Expression von FSP1 korreliert mit der Resistenz zu GPX4-Inhibitoren und ist damit ein Bio-

marker fur Ferroptose-Resistenz in vielen Krebs-Arten (Bersuker et al., 2019).

Die meisten Ferroptose-Marker sind auch bei anderen Formen von RCD zu finden und somit
nicht spezifisch flr Ferroptose. Eine Kombination mehrerer Marker konnte Ferroptose gezielter
detektieren (Chen et al., 2021).

Ferroptose und GBM

Die Ergebnisse, dieser Studie weisen auf Ferroptose in GBM hin. Wahrend die GPX4-Expres-
sion im Rezidiv sinkt, steigt die ACSL4-Expression. Diese Ergebnisse konnten durch die
TCGA-Daten-Analyse verifiziert werden (Kram et al., 2022).

Die folgende Lipidperoxidation fuhrt zur ROS-Produktion, was in oxidativem Stress und
schlieBlich Ferroptose resultiert (Dixon & Stockwell, 2019; Doll et al., 2017). Des Weiteren,
unterstitzt ACSL4 die PUFA-OOHs Generierung und anschliefiende Reinkorporation letzte-
ren zurlick in die Membran. Die moglichen Folgen sind eine Verformung der Membran, Aus-
dinnung und Poren-Entstehung (Agmon et al., 2018). Die Kombination aus Abnahme der
GPX4-Expression und Zunahme der ACSL4-Expression kdnnte den oxidativen Stress in der
Zelle reprasentieren. Die IHC-Ergebnisse konnten durch die TCGA-Daten-Analyse verifiziert
werden (Kram et al., 2022). Obwohl diese Veranderungen nicht zwangslaufig fiir Ferroptose
sprechen, stehen genau diese Enzym-Expressions-Veranderungen fir zwei der definierten
»Hallmarks* (Dixon & Stockwell, 2019).

Weiterfihrend wurde im Rahmen dieser Arbeit evaluiert, ob Ferroptose in Tumorzellen oder
Mikroglia-Zellen stattfindet. Der Anteil der ACSL4* und GPX4* Zellen an den GFAP* Zellen
war mehr als doppelt so hoch, verglichen mit dem Anteil an Iba1* Zellen (Kram et al., 2022).

Dies bedeutet, dass GFAP* Zellen haufiger ferroptotische Marker exprimieren als Iba1* Zellen.

Wie bereits erwahnt, veranderte sich der GFAP-Anteil in Ubereinstimmung mit den IHC-Er-
gebnissen: Die Anzahl an GPX4* Zellen, die auch GFAP exprimieren, nahm im Rezidiv signi-
fikant ab, wahrend die Anzahl an ACSL4" Zellen signifikant zunahm (Kram et al., 2022).
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Gleichzeitig war der Anteil der GFAP* Zellen an den GPX4* und ACSL4" Zellen sowohl im
Primartumor als auch Rezidiv drei- bis viermal so hoch wie der Anteil der Iba1* Zellen an den
GPX4*und ACSL4* Zellen. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass 70 bis 80% der Zellen, die
die Ferroptose-Marker GPX4 und ACSL4 exprimieren, auch GFAP exprimieren (Kram et al.,
2022).

Diese Resultate deuten darauf hin, dass Ferroptose eher in GFAP* Zellen als Iba1* Zellen
erfolgt. Das wiederum impliziert, dass Ferroptose wahrscheinlich in GBM-Tumorzellen und
nicht den umgebenden Mikroglia geschieht. Der Anteil der GPX4" und ACSL4* Zellen an den

Iba1* Zellen kénnte durch den oxidativen Stress in den Mikroglia erklarbar sein.

Dennoch wird eine Eisen-Akkumulation auch in Mikroglia registriert. Vor allem im Kortex
kommt es zu Ablagerungen (Liu et al., 2022; Puy et al., 2018). Mikroglia gehéren zum ange-
borenen Immunsystem des ZNS und spielen eine wichtige Rolle bei der Phagozytose und
Elimination von Protein-Aggregaten, toten Zellen und anderen pathologischen Partikeln
(Colonna & Butovsky, 2017; Liu et al., 2022; Orihuela et al., 2016). Vor allem bei Parkinson
konnte eine Assoziation zwischen der Intensitat der Mikrogliose und Eisen-Akkumulation de-
tektiert werden. Des Weiteren bieten Mikroglia durch ihre Eisen-Anreicherung bei Multipler
Sklerose und Alzheimer Patienten und Patientinnen neue Bildgebungsmaoglichkeiten (Gillen et
al., 2018; Liu et al., 2022; van Duijn et al., 2017).

Falls Ferroptose exklusiv in GBM-Tumorzellen stattfindet, kdnnte der Tumor mit einem spezi-
fischen ferroptotischen Ansatz therapiert werden. Jedoch wurden in dieser Arbeit nur zwei
Marker Zellmarker getestet. Um auszuschlie3en, dass Ferroptose in anderen Zellen erfolgt,

mussen weitere Marker Uberpruft werden (Kram et al., 2022).

FSP1

Da FSP1 bei vorliegender GPX4-Deletion oder Inhibition Zellen vor Ferroptose schitzt
(Bersuker et al., 2019; Doll et al., 2019), wurde spekuliert, dass die Expression im Falle einer
abnehmenden GPX4-Expression ansteigen kdnnte. Auch wenn die IHC-Ergebnisse nicht sig-
nifikant waren, kann eine solche Expressions-Zunahme von FSP1 beobachtet werden (Kram
et al., 2022). Anders als die GPX4-GSH-Achse, bei der Lipid-Hyperoxide direkt reduziert wer-
den, regeneriert die Oxireduktase FSP1 extramitochondriales Ubiquinon zu Ubiquinol, das
wiederum Uber Vitamin E die Lipid-Peroxidation durch Reduktion von Lipid-Radikalen aufhalt
(Jiang et al., 2021; Kram et al., 2022). Eine Inhibition des Enzyms fuhrt folglich zu einer An-
sammlung von Lipid-Peroxiden und Einleitung der Ferroptose. Dieser Mechanismus der Ferr-
optose-Induktion kdnnte auch in der Krebstherapie zum Einsatz kommen. Dabei wurden
iFSP1, als kompetitiver Inhibitor, und icFSP1, als ein Inhibitor, der zu einer subzellularen Re-

lokalisation von der Membran und einer Kondensation von FSP1 fihrt, beschrieben
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(Nakamura et al., 2023). Nichtsdestotrotz werden weitere Studien bendétigt, die eine Imbalance
zwischen der antioxidativen, inklusive FSP1 und GPX4, und oxidativen Achse, die zur An-
sammlung von Radikalen sowie PUFA-Anreicherung in den Membranen flihren, belegen
(Dixon & Stockwell, 2019).

Ferroptose und ALDH1A3

Da bisher wenig bis keine Studien, den Zusammenhang zwischen ALDH1A3 und Ferroptose
untersucht haben, war dieser Teil der Arbeit rein explorativ. In den IHC-Versuchen konnte eine
signifikante Zunahme der ALDH1A3-Expression im GBM-Rezidiv erfasst werde. ALDH1A3 ist
assoziiert mit mesenchymaler Differenzierung in GBM. Zudem behalten Tumorzellen durch
das Protein einen undifferenzierten, Stammzell-ahnlichen Zustand, der zu einer Therapie-Re-
sistenz fihren kann (Combs et al., 2016; Li et al., 2018; Rasper et al., 2010). Deshalb kénnte
die Zunahme die mesenchymale Differenzierung oder einfach den wachsenden Anteil Uberle-
bender Stammzellen widerspiegeln. Zudem wurde eine positive Korrelation zwischen der
ALDH1A3-Expression und der Ferroptose-Sensitivitat beschrieben (Wu et al., 2022). Nur in
Zellen mit hoher ALDH1A3-Expression, konnte Ferroptose durch RSL3 induziert werden. Dies
wirde bedeuten, dass ALDH1 als Regulator sowie Sensor flr Autophagie, die fur den ferrop-
totischen Prozess nétig ist, fungieren kdonnte. Bereits zuvor wurde beschrieben, dass Alde-
hyde, wie beispielweise 4-Hydroxy-Trans-2-Nonenal, Autophagie férdern kénnen (Haberzettl
& Hill, 2013). Des Weiteren konnte Ferroptose vor allem fir die rezidivierenden GBM, die
ALDH1 hoch exprimieren, eine Therapieoption darstellen (Wu et al., 2022). Aufgrund der Tat-
sache, dass ALDH1AS3 die Entgiftung von Aldehyden unterstitzt, die durch Lipid-Oxidation
entstehen, kdnnte eine Expressionszunahme eine erhéhte Lipid-Oxidation anzeigen, die wah-
rend Ferroptose stattfindet. ALDH1A3 kdnnte die Abnahme an GPX4 und die folgende Akku-
mulation an ROS und PUFA-OOHs kompensieren. Um diese Vermutung zu bestatigen sind

weitere Untersuchungen notig.

TMZ und Ferroptose
Uberdies konnte auf Basis dieser Ergebnisse nicht festgestellt werden, ob TMZ zum Ferrop-

tose-Prozess beitragt oder eine alleinige TMZ-Therapie Ferroptose auslésen kann.

Eine kurze, niedrig-dosierte TMZ-Therapie soll zu einer protektiven Autophagie flhren, die das
Zelliiberleben sichern soll. Andererseits soll eine langzeitige, hoch-dosierte TMZ-Therapie zu
einer Autophagie flhren, die den Zelltod einleitet (Yan et al., 2016). Auf welche Weise TMZ
zur Ansammlung von ROS und Autophagie fiihrt, ist noch nicht ganzlich klar. Ein Zusammen-
hang mit ALDH1A3, das auch Autophagie einleiten kann, wird diskutiert (Chen et al., 2015;
Wau et al., 2020). Zudem wurde eine Runterregulation von ALDH1A3 bei TMZ-Resistenz fest-

gestellt sowie eine anschlielende Hochregulation nach TMZ-Stopp. Danach waren die Zellen
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wieder sensitiv auf Ferroptose-Induktion durch RSL3 (Wu et al., 2023). Des Weiteren, waren
ALDH1A3-knockout Zellen sensitiver gegentber TMZ (Wu et al., 2020). Da TMZ auf unbe-
kannte Weise zu Autophagie flhrt, konnte ALDH1A3 in diesem Prozess mitabgebaut werden
und sich nach Einnahme-Stopp wieder regenerieren (Wu et al., 2018; Wu et al., 2020). Diese
Beobachtungen lassen auf ein komplexes Zusammenspiel zwischen der ALDH1A3-Expres-
sion, TMZ-Resistenz in GBM und dem Lipidstoffwechsel schlieRen (Wu et al., 2020; Wu et al.,
2023).

Bisher wurde Ferroptose nicht als natirlicher Prozess in GBM erfasst. Dennoch wurde auf der
Suche nach Therapie-Optionen, Ferroptose-Induktion in vitro und ex vivo untersucht. Diese
Studien konnten nach Induktion ein besseres Ansprechen auf die Therapie feststellen
(Buccarelli et al., 2018; Dixon & Stockwell, 2019; Stockwell et al., 2017).

In einer Studie von Buccarelli et al. (2018) wurde eine erhdhte Anfalligkeit der Glioblastom-
Stammzellahnlichen Zellen (GSC) fiir TMZ in vitro beobachtet. Dabei wurde eine Autophagie
in eine Eisen-abhangige Form von Zelltod moduliert, die durch eine Akkumulation von
Lipidperoxiden charakterisiert ist. Infolgedessen war TMZ durch die Induktion von Ferroptose
effektiver (Buccarelli et al., 2018). Sehm et al. (2016) konnten ahnliche Prozesse registrieren:
TMZ fuhrte zu einem erhéhten Einbau des x.-System und damit erhéhten GSH-Konzentratio-
nen. Damit nahm die Konzentration an ROS ab. Die zusatzliche Gabe von Erastin lie} die

GSH-Konzentration nun sinken und steigerte die Zytotoxizitat von TMZ (Sehm et al., 2016).

Da alle Patienten und Patientinnen in diesem Projekt eine TMZ-Therapie erhalten haben,
kénnte das Medikament als ein moglicher Ausldser fungieren. Um diesen Effekt besser ein-
schatzen zu koénnen, sind allerdings weitere Studien nétig, die eine aktive TMZ-Therapie

Gruppe mit einer Kontrollgruppe vergleichen, welche keine TMS-Therapie enthalt.

Ferroptose und OS

Das Gesamtiiberleben (OS) wurde durch die Anderung der Expression der Ferroptose-Marker
nicht signifikant beeinflusst. Dennoch konnten geringe Unterschiede festgestellt werden. Pati-
enten und Patientinnen deren GPX4-Expression mehr als 5 IRS-Punkte (< -5) abnahm, zeigten
ein schlechteres Gesamtlberleben. Dies suggeriert, dass der Verlust des entgiftenden Sys-
tems mit dem Gesamtiiberleben zusammenhangen konnte. Eine ahnliche Beobachtung
konnte bei der ACSL4-Expression gemacht werden: Patienten und Patientinnen mit einer star-
keren Zunahme der ACSL4-Expression als 3,33 IRS-Punkte, hatten ein schlechteres OS als

Patienten und Patientinnen mit schwacherer Zunahme (Kram et al., 2022).

Ebenso wie GPX4 und ACSL4, beeinflusst ALDH1A3 das OS nicht signifikant. Jedoch konnten
leichte Unterschiede zwischen den Gruppen registriert werden. Patienten und Patientinnen mit
einer starkeren Zunahme als 2 IRS-Punkten im Rezidiv zeigten schlechteres OS. Dies kdnnte
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zur Annahme fihren, dass Patienten und Patientinnen mit einer starkeren Abnahme der
GPX4-Expression, eine hdhere ALDH1A3-Aktivitat benétigen, um die akkumulierenden PUFA-
OOHSs unschadlich zu machen und die Zelle zu entgiften. Dies spricht dafiir, dass Patienten
und Patientinnen mit mehr PUFA-OOHs-Generierung ein schlechteres OS haben. Die nicht-
signifikanten Ergebnisse kdnnten der kleinen Fallzahl und den dadurch gréferen Konfidenzin-

tervallen zugeschrieben werden (Kram et al., 2022).

Liu et al. haben mithilfe von Genom Datenbanken, TCGA eingeschlossen, 19 Ferroptose-as-
soziierte Gene in Gliomen identifiziert. Auf Basis dieser bildeten sie einen Risiko-Score. Der
Risiko-Score zeigte eine positive Korrelation zur Malignitat und Migrations- sowie Invasions-
Verhalten der Gliome. Des Weiteren war ein hoher Risiko-Score mit einer schlechteren Prog-
nose assoziiert. Da sechs von den 19 Ferroptose-assoziierten Genen in der GPX4-Regulation
involviert sind, kdnnte GPX4 und Ferroptose eine essenzielle Rolle in der Prognose von Gliom-

Patienten und -Patientinnen spielen (Kram et al., 2022; Liu et al., 2020).

Zukunftsausblick

Die Zusammenhange zwischen Ferroptose, GBM, TMZ und ALDH1A3 sind komplex aber bie-
ten viele neue Therapieansatze in Bezug auf GBM. Eine GBM-Therapie, bei der mit Hilfe von
Ferroptose-Induktoren gezielt Ferroptose in Tumorzellen ausgeldst wird, wirde die Prognose
von GBM erheblich verbessern und gleichzeitig das umliegende Gewebe schonen. Diese Her-
angehensweise wird bereits wie erwahnt, bei anderen Tumorentitaten verfolgt und kénnte die
Krebstherapie in den kommenden Jahren revolutionieren. Deswegen lohnt es sich diesen An-

satz in der Zukunft weiter zu verfolgen und zu erforschen.

7.Zusammenfassung

Obwohl das GBM ein verbreitetes Forschungsthema ist und zahlreiche Therapie-Optionen
vorhanden sind, bleibt die Prognose aufgrund von Therapie-Resistenz, genetischer Heteroge-
nitdt und diffusem, infiltrativem Wachstum verheerend. Der kurzlich beschriebene nicht-
apoptotische Zelltod ,Ferroptose” kénnte neue Therapie-Ansatze bieten: Mithilfe von Ferrop-
tose-Induktoren in Kombination mit Chemotherapeutika kénnte der Zelltod von Tumorzellen

induziert werden.

Da Ferroptose im Zusammenhang mit GBM nicht ausreichend untersucht wurde, beschaftigte
sich die vorliegende Arbeit ndher mit der Rolle von Ferroptose in humanem, adultem Hirnge-
webe von GBM-Patienten und -Patientinnen. Die Anderung der Expression der ausgewahiten
Ferroptose-Marker GPX4 und ACSL4 zwischen Primartumor und Rezidiv wurde immunhisto-

chemisch und in der Doppelimmunfluoreszenz mit den Zellmarkern GFAP und Iba1 beurteilt.
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Zuséatzlich wurde die Veranderung von FSP1 und ALDH1A3 immunhistochemisch erfasst. Die

Patienten und Patientinnen erhielten alle eine Radiochemotherapie mit TMZ.

Es wurde Gehirnmaterial von 24 Patienten und Patientinnen (7 weiblich, 17 mannlich) ausge-
wahlt. Inklusionskriterien waren ein diagnostiziertes GBM vom IDH-Wildtyp, die Entwicklung

eines Rezidivs und eine TMZ-Therapie nach der Erstdiagnose.

Die IHC wurde mit Hilfe des IRS am Lichtmikroskop analysiert. Die Auswertung der Dop-
pelimmunfluoreszenz am Fluoreszenzmikroskop erfolgte semiquantitativ. Die ausgewahlte
Stichprobe war vorselektiert, da ausschlief3lich Patienten und Patientinnen mit GBM-Rezidiv
eingeschlossen wurden. Deswegen wurden mdgliche Einfliisse der Anderung der GPX4-,
ACSL4-, FSP1- und ALDH1A3-Expression auf das Uberleben mit der Uberlebenszeit ab Re-

zidiv-Diagnose untersucht.

Es konnte eine signifikante Abnahme der GPX4-Expression und signifikante Zunahme der
ACSL4-Expression im Rezidiv beobachtet werden. Wahrend die GPX4-Expression um durch-
schnittlich 4,36 IRS-Punkte abnahm, stieg die ACSL4-Expression um durchschnittlich 4,58
IRS-Punkte. Beide Veranderungen stehen fir einen Anstieg des oxidativen Stresses in den
Zellen und suggerieren, dass Ferroptose stattfindet. Ahnliche Tendenzen konnten bei den
GBM-Priméar-Rezidiv-Paaren des TCGA festgestellt werden. Die ACSL4-Expression nahm um
durchschnittlich 0,36 des naturlichen Logarithmus der FPKM zu, wahrend die GPX4-Expres-
sion um 0,06 abnahm. Die FSP1-Expression nahm um durchschnittlich 0,62 IRS-Punkte zu,
wahrend die ALDH1A3 um 3,94 IRS-Punkte stieg. Diese Entwicklung steht in Einklang mit der
mesenchymalen Differenzierung. Auch hier bestand kein signifikanter Zusammenhang zum
OsS.

Bei den Doppelimmunfluoreszenz konnten dieselben Veranderungen, die in der IHC registriert

wurden, erfasst werden.

Der Anteil der ACSL4* Zellen an den GFAP™* Zellen nahm um durchschnittlich 29,3% signifikant
zu. Der Anteil der ACSL4"* Zellen an den Iba1* Zellen stieg im Schnitt um 4,2% signifikant an.
Uberdies konnte eine signifikante Abnahme des Anteils der GPX4* Zellen an den GFAP* Zel-
len um durchschnittlich 38,0%, der an den an Iba1* Zellen um 9,2% dokumentiert werden. Bei
Berechnung des Anteils der GFAP* Zellen an den ACSL4" und GPX4* Zellen, waren die Durch-
schnitte an ACSL4* Zellen mit 76,1% im Primartumor und 70,3% im Rezidiv sowie an GPX4*
Zellen mit 79,1% und 72,1% drei- bis viermal hoher als der Anteil der Iba1* Zellen. Denn der
Anteil der Iba1* Zellen an den ACSL4* Zellen betrug durchschnittlich 22,2% im Primartumor
und 16,1% im Rezidiv und der Anteil der Iba1* Zellen an den GPX4* Zellen lag bei 13,6% und
20,2%.
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Eine signifikante Einflussnahme der Expressionsanderungen auf das OS konnte nicht detek-
tiert werden. Zudem besteht kein Zusammenhang zwischen MGMT-Methylierungsstatus und

den Expressionsunterschieden der Antikorper.

Die Ergebnisse, dieser Studie weisen auf Ferroptose in GBM hin. Zusatzlich sprechen die
Doppelimmunfluoreszenz-Resultate dafiir, dass Ferroptose eher in GFAP* Zellen als Iba1*
Zellen erfolgt und somit wahrscheinlich in GBM-Tumorzellen und nicht den umgebenden
Mikroglia stattfindet. Die Zunahme der ALDH1A3-Expression, méglicherweise im Rahmen von
Ferroptose, und das komplexe Zusammenspiel zwischen ALDH1A3, TMZ, Lipidperoxidation
und Ferroptose gilt es in weiteren Experimenten naher zu untersuchen. Uberdies konnte auf
Basis dieser Ergebnisse nicht festgestellt werden, ob TMZ zum Ferroptose-Prozess beitragt

oder eine alleinige TMZ-Therapie Ferroptose auslésen kann.
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8.Reagenzien- und Gerate-Verzeichnis

8.1.1

Tabelle 14 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Firma

Albumin Fraktion V (BSA)

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Aqua Poly Mount/ Eindeckelmedium

Polysciences, Inc., Warrington, USA

Bovines Serumalbumin

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Citronensaure-Monohydrat

Merck KG, Darmstadt, Deutschland

DAB

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na:HPO,)

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Dulbeccos’s Phosphate-Buffered Saline
(DPBS (1x))

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Eselserum

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Ethanol 70%

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethanol 96%

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Gelatine von Kaltwasserfischhaut

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Hamalaunlésung nach Mayer

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Kaliumchlorid (KCL)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa)

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Leitungswasser

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck KG, Darmstadt, Deutschland,

Deutschland

Normales Pferde Serum (NHS)

Vector Laboratories, Burlingame

Organo/Limonene Mount™

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland
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Pertex

Histolab Products AB, Géteborg, Deutsch-

land

Salzsaure 37% (HCI)

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sodium Phosphat Dibasic Dihydrat
(NazHPO4)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Triton X 100

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Wasserstoffperoxid (H202) 30%

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Xylol Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
8.1.2 Kits
Tabelle 15 Verwendete Kits

Name Katalog-Nummer Firma

Avidin/Biotin Blocking Kit SP-2001 Vector Laboratories, Bur-
lingame, USA

ImmPACT™ DAB, Peroxi- SK-4105 Vector Laboratories, Bur-

dase Substrate Kit lingame, USA

ImmPACT™ DAB Chromo-

gen (Solution 1)

ImmPACT™ DAB Diluent

(Solution 2)

VECTASTAIN® Elite® ABC | PK-6100 Vector Laboratories, Bur-

Kit, Peroxidase (Standard) lingame, USA

Reagent A (Avidin, ABC 30005

Elite)

Reagent B (Biotinylated 30006

HRP, ABC Elite)

Vector® TrueVIEW™ Auto- | SP-8500 Vector Laboratories, Bur-

fluorescence Quenching Kit lingame, USA

with DAPI
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8.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 16 Verwendete Geréte

Geréat Modell Firma

Dampfkocher TEFAL Steam cuisine Groupe SEB Deutschland,
GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

Fluoreszenzmikroskop HBO 100 Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

Kamera AxiCam MRc5 Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

Magnetrihrer RCT basic IKA-Werke GmbH & Co.
KG, Staufen, Deutschland

Mikroskop BX40 Olympus, Tokio, Japan

Mikrotom HM355 Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

pH-Meter EL-30 Mettler-Toledo GmbH, Gies-
sen, Deutschland

Tabelle 17 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Firma

Mikrotomklingen Feather, Osaka, Japan

Objekttrager-Menzel-Glaser Superfrost Susse Labortechnik GmbH & Coo. KG, Gu-

Plus densburg, Deutschland

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Greiner Bio-One International GmbH, Krems-
miinster, Osterreich
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8.1.4 Pufferlosungen

Tabelle 18 Verwendete Pufferlésungen

Die Pufferlésungen wurden selbst hergestellt.

Blocking-Puffer (Im

munhistochemie)

PBS-Puffer 1x
Normales Pferdeserum 2,5 %
Bovines Serumalbumin 1%
Gelatine von Kaltwasserfischhaut 0,2 %
Triton X 100 0,1 %
Blocking Puffer (Immunfluoreszenz)
PBS-Puffer 1x
Eselserum 2,5%
Bovines Serumalbumin 1%
Gelatine von Kaltwasserfischhaut 0,2 %
Triton X 100 0,1 %
Citrat-Puffer
Citronensaure-Monohydrat 1,05¢g
Aqua dest. 0,51
NaOH pH 6 einstellen
PBS-Puffer 10x
NaCl 140 mM
Na;HPO4 10 mM
KCI 2,7 mM
KH2PO4 1,8 mM
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Background: Despite the availability of various therapy options and being a widely
focused research area, the prognosis of glioblastoma (GBM) still remains very poor due to
therapy resistance, genetic heterogeneity and a diffuse infitration pattern. The recently
described non-apoptotic form of cell death ferroptosis may, however, offer novel
opportunities for targeted therapies. Hence, the aim of this study was to investigate the
potential role of ferroptosis in GBM, including the impact of treatment on the expression of
the two ferroptosis-associated players glutathione-peroxidase 4 (GPX4) and acyl-CoA-
synthetase long-chain family number 4 (ACSL4). Furthermore, the change in expression of
the recently identified ferroptosis suppressor protein 1 (FSP1) and aldehyde
dehydrogenase (ALDH) 1A3 was investigated.

Methods: Immunohistochemistry was performed on sample pairs of primary and relapse
GBM of 24 patients who had received standard adjuvant treatment with
radiochemotherapy. To identify cell types generally prone to undergo ferroptosis, co-
stainings of ferroptosis susceptibility genes in combination with cell-type specific markers
including glial fibrillary acidic protein (GFAP) for tumor cells and astrocytes, as well as the
ionized calcium-binding adapter molecule 1 (lba1) for microglial cells were performed,
supplemented by double stains combining GPX4 and ACSL4.

Results: While the expression of GPX4 decreased significantly during tumor relapse,
ACSL4 showed a significant increase. These results were confirmed by analyses of data
sets of the Cancer Genome Atflas. These profound changes indicate an increased
susceptibility of relapsed tumors towards oxidative stress and associated ferroptosis, a
cell death modality characterized by unrestrained lipid peroxidation. Moreover,
ALDH1AS3 and FSP1 expression also increased in the relapses with significant results
for ALDH1A3, whereas for FSP1, statistical significance was not reached. Results

Frontiers in Oncology | www.front

April 2022 | Volume 12 | Article 841418



Ferroptosis in Glioblastoma Relapses

obtained from double staining imply that ferroptosis occurs more likely in GBM tumor cells

than in microglial cells.

Conclusion: Our study implies that ferroptosis takes place in GBM tumor cells. Moreover,
we show that recurrent tumors have a higher vulnerability to ferroptosis. These results
affirm that utiizing ferroptosis processes might be a possible novel therapy option,
especially in the situation of recurrent GBM.

Keywords: ferroptosis, glioblastoma, glioma, immunohistochemistry, protein expression, cell death, therapy

resistance, relapse

INTRODUCTION

The poor overall survival (OS) of glioblastoma (GBM) patients,
even after extensive therapy including neurosurgical resection
followed by combined adjuvant radiation therapy and
chemotherapy with temozolomide (TMZ), is attributed to its
genetic heterogeneity, diffusely infiltrating growth pattern, high
proliferation rate and therapy resistance (1-3). Whilst the exact
mechanisms underlying the resistance 1o treatment remain
unknown, it seems to involve radiation-resistant tumor stem
cells (4-6). Until today, the methylation status of the O-6-
methylguanin-DNA methyltransferase (MGMT) promoter
remains one of the most significant prognostic markers (7).
Current research aims at finding new therapeutic targets 1o
improve the patients’ prognosis. In the course of this, it was
shown that the activation of the iron-dependent cell death
ferroptosis can drive cancer therapy by inducing cell death,
which led to the hypothesis that ferroptosis may offer new
therapeutic targets for difficult-to-treat entities, including
GBM (8).

The induction of ferroptosis might amplify the effect of
certain chemotherapeutics (9). For instance, diffuse large B cell
lymphomas and renal cell carcinomas show a high susceptibility
to the ferroptosis inducer erastin (10, 11). Similar promising
effects were seen for the combination of erastin with TMZ in
glioma and GBM cells (12, 13).

The process of ferroptosis defines an iron-dependent
oxidative destruction of lipid bilayers leading to rupturing of
cellular membranes and cell death (14, 15). In 2018, ferroptosis
was classified as a regulated cell death modality sensitive to
lipophilic antioxidant agents (16). One way to achieve this is to
perturb lipid hydroperoxide detoxification systems and to trigger
iron-dependent reactive oxygen species (ROS) generation (17).

Abbreviations: ' = positive; ACSL4, acyl-CoA-synthetase long chain family
member 4; ALDH, aldehyde dehydrogenase; DAB, 3.3'-diaminobenzidine;
DAPI, 4 6-Diamidino-2-phenylindol; FITC, fluorescein isothiocyanate; FPKM,
fragments per kilobase of transcript per million mapped reads; FSP1, ferroptosis
suppressor protein 1; GBM: glioblastoma; GFAP, glial fibrillary acidic protein;
GPX4, glutathione peroxidase 4 HE, hematoxylin and eosin; Ibal, ionized
calcium-binding adapter molecule 1; IDH, isocitrate dehydrogenase; IHC,
immunohistochemistry; [F, immunofluorescence; IRS, immunoreactive score;
08, overall survival; PES, progression free survival; PUFAs, polyunsaturated
fatty acids; ROS, reactive oxygen species; TCGA, the Cancer Genome Atlas;
TMZ, temozolomide; v, years,

The three hallmarks of ferroptosis include the loss of the lipid
peroxide regeneration system, an increase of polyunsaturated
fatty acids (PUFAs) and an increase of redox active iron (17).
The key enzyme in ferroptosis is glutathione-peroxidase 4
(GPX4). When GPX4 is either inhibited or has lost its
function, ROS accumulate and cause cell death (17). Especially
tumor cells rely on enzymes like GPX4 to prevent oxidative stress
and assure their survival by therapy resistance. A loss of GPX4
might offer a way to selectively kill therapy-resistant tumor cells
and prevent relapse (18). Because of its importance in the
process, GPX4 was chosen as one marker of ferroptosis in
this study.

PUFAs define the second hallmark of ferroptosis because they
are more susceptible for radicals or oxidation and hence, for
generating ROS. They get activated and oxidized by enzymes like
acyl-CoA-synthetase 4 (ACSL4) and lipid-oxygenase. Because of
its important regulatory role in in the ferroptotic cell death
process (19) and its sensitizing effects on (tumor) cells towards
ferroptosis (20), ACSL4 was also chosen as marker for ferroptosis
in this study. Moreover, an ACSL4 depletion showed inhibiting
effects on GBM tumor cell growth (20). The ferroptosis
suppressor protein 1 (FSP1) was recently identified to be the
second mainstay in ferroptosis control and therefore
included (21).

In addition to these canonical ferroptosis players, the enzyme
aldehyde dehydrogenase 1A3 (ALDH1A3) was analyzed, which
has been discussed as a stem cell marker in GBM (22-25), The
isoform ALDHI1A3 appears to be the most active one in GBM
(23). Interestingly, an in-vitro study showed that ALDH knock-
out cells were more sensitive to therapy with TMZ compared to
the wildtype cells (26).

The mechanisms through which TMZ induces ROS
production (13, 27) and some type of autophagic cell death -
possibly ferroptosis - are still unknown (28, 29). We hypothesize
that they might involve accumulating aldehydes and complex
interactions between aldehyde dehydrogenase (ALDH) (26, 30),
key ferroptosis player GPX4 (13, 31), and cystine/cysteine (32). A
combination of TMZ and ferroptosis inducing agents thus might
be a promising approach in GBM patients (12).

The aim of the present study was to analyze the expression of
ferroptosis-associated proteins in GBM. To address the
expression evolvement, we compared the change the change of
GPX4, ACSL4, FSP1 and ALDHIA3 expression in
corresponding pairs of primary and recurrent GBM. Our study
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thus reveals new insights into ferroptosis in context of GBM,
particularly during the course of patient treatment.

MATERIAL AND METHODS

Material

24 pairs of primary and recurrent GBM (all isocitrate
dehydrogenase (IDH) wildtype; median age 58 years, range 27-
78 years; 17 male, 7 female) were retrieved from the archive of
the Institute of Pathology of the Technical University Munich
(Table 1). All patients had received surgery at the Department of
Neurosurgery of the Klinikum rechts der Isar between 2003 and
2017. Diagnoses were confirmed and reevaluated for this study
by experienced neuropathologists according to the classification
of brain tumors by the World Health Organization, 2016 (33).
Clinical information was gathered by searching the hospital
information system. Specification of the MGMT promotor
status was obtained by searching the information system of the
Institute of Pathology. The MGMT promotor status had been
determined by the methylation quantification of endonuclease-
resistant DNA (MethyQUESD) method (34).

All patients had been treated following the standard Stupp
scheme (6 weeks concomitant radiochemotherapy with TMZ,
followed by up to six cycles of TMZ alone (2)), and availability of
tissue samples of primary and recurrent tumor was given. For
GPX4, ACSL4 and ALDH1A3, 24 pairs of primary and recurrent
tumors were included for immunohistochemistry (IHC) and
double immunofluorescence (IF) with cell-type specific
markers. The expression of FSP1 was analyzed in 13 pairs.
Double immunofluorescence for GPX4 plus ACSL4 was
performed for 5 pairs of primary and corresponding
recurrent tumors.

A data analysis with transcriptome profiling datasets from the
Cancer Genome Atlas (TCGA) regarding a change of ACSL4 and
GPX4 gene expression in pairs of primary and recurrent GBM
was performed to verify our results. The dataset and associated
clinical information were acquired from the TCGA official
website (https://portal.gdc.cancer.gov). Six corresponding pairs
of primary and recurrent GBM were available (TCGA-06-0210,

TCGA-06-0190, TCGA-19-4065, TCGA-14-1034, TCGA-06-0125,
TCGA-06-0211). For each patient, six to nine transcriptome
profiling datasets including the gene quantification expression
were accessible. The ACSL4 and GPX4 gene expression from
each primary GBM was compared to the corresponding recurrent
GBM using the natural logarithm of the gene quantification
expression (In(expression value)).

This retrospective study was approved by the local Ethics
Committee of the Technical University Munich (vote number
164/19 5-SR) and conducted in accordance with the ethical
standards of the 1964 Declaration of Helsinki and its
later amendments.

Immunohistochemistry
Formalin-fixed, paraffin-embedded samples were cut in 2 pm-
thin sections and deparaffinized followed by epitope unmasking
in pH 6.0 citrate buffer at 95°C for 30 minutes. After incubating
with endogenous peroxidase, the slides were quenched with 1.5%
H,0, and blocked in a mixture of blocking buffer (1x phosphate
buffered saline (Thermo Fisher Scientific, USA), 1% bovine
serum albumin (Biochrom AG, Germany), 0.2% gelatin of
cold-water fish skin (SIGM&~ALDRICH, St. Louis), 0.1%
triton X 100 (Carl Roth GmbH+Co. KG, Germany)) with 2.5%
normal horse serum (Vector Laboratories, UK) before avidin
(Vector Laboratories, USA) was added. Afterwards, incubation
was performed with primary antibodies against ACSL4, GPX4,
ALDHI1A3 and FSP1 overnight at 4°C. The used antibodies with
corresponding dilution are listed in Table 2. The antibody
diluent consisted of blocking buffer and biotin. On the next
day, biotinylated secondary anti-rabbit IgG, anti-rat IgG or anti-
mouse IgG antibodies, were diluted at the rate of 1:400 and
incubated for 30 minutes. Afterwards, the ABC-reagent (Vector
Laboratories, USA) was applied and incubated for 30 minutes.
Antibody complexes were detected with 3,3'-diaminobenzidine
(DAB) reagent (Vector Laboratories, USA). Finally,
counterstaining with haematoxylin was performed. Positive
controls (human liver tissue for ACSL4, ALDH1A3 and FSP1;
human kidney tissue for GPX4) served as quality assurance.
The cytoplasmatic staining was analyzed using the
immunoreactive score (IRS) established by Remmele and

TABLE 1 | Patient data.

Sex Male 17 n=24
Female 7
Age at first diagnosis median 58y n=24
range 27-TBy
PFS/ime between primary tumor and relapse median 9 mth n=19
range 3-53 mth
051ime between first diagnoesis and death/today median 18 mth n=19
range 9-71 mth
Time between relapse diagnosis and death/ioday median 11 mth n=19
range 3-56 mith
MGMT promoter status methylated 5 n=22
unmethylated 17

24 patients have been included, of which 5 were stil alve at the time of this study. v, years; mih, months. PFS, progression free survival; OS, overall survival; MGMT, O-8-methylguanine-
DNA methyifransferase. The MGMT promotor status of 22 patients was avalable. Sunvival data was acoessible for 19 patients.
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TABLE 2 | Used antbodies.

Antibody Company Clone Host Dilution
species
Anti-ACSL4 Banta Cruz, USA Monacional, clone 19Ga, mouse IHC: 1/100
IF: 1/20
Anti-GPX4 Abcam, UK Menocional, clone EPNCIR144 rabbit IHC: 1/3000
IF: 11000
Anti-ALDH1AZ Thermo Fisher Scientific, USA polyclonal rabbit HC: 1/1000
Anti-FSP1 developed in house IgG2 monoclonal antibody raised against a N-terminal peplide of hXCT, clone  rat HC:
aA12-1-1 undiiuted
2™ antibody, arnti- Vector Labarataries, USA gG rabbit IHC: 1/400
rabbit
2" antibody, anti- Vector Laboratories, USA IgG mouse IHC: 1/400
mouse
2™ antibocly, anti-rat  Vector Laboratories, USA oG rat IHC: 1/400
ani-GFAP Dako, USA manocional rriouse IF: 1/50
anti-GFAF Dako, USA polyclonal rabbit IF: 1/500
anfti-lbal Abcam, UK monockonal mouse IF: 1/500
anti-lbal ‘Wako, USA polycional rabbit IF: 1/500
2 antibody Invitrogen/Thermo Fisher Scientific,  Polycional, {Alexa Fiuor 568/488) mouse IF: 1/2000
usA,
2™ antibody Invitrogen/Thermo Fisher Scientific.  Polycional, (Alexa Fluor 568/488) rabbit IF: 1/2000
usa

Stegner (35). The score is a product of the percentage of positive
cells (0 = 0%, 1 = <10%, 2 = 10-50%, 3 = 51-80%, 4 = >80%) and
staining intensity (0 = no staining, 1 = weak, 2 = moderate, 3 =
strong positivity) allowing total values from 0 to 12. Three
randomly chosen high power fields (600-fold magnification;
ocular 10-fold, objective 60-fold) containing tumor core were
examined and the mean was calculated.

Immunofluorescence
To further investigate in which cells ferroptosis in principle may
occur, double immunofluorescence staining with cell markers
including glial fibrillary acidic protein (GFAP), which is
expressed in tumor cells and astrocytes, along with ionized
calcium-binding adapter molecule 1 (Ibal) for detecting
microglia cells was performed (36, 37). Like for THC, the
samples were deparaffinized, unmasked, quenched and blocked.
Afterwards, anti-ACSL4 and anti-GPX4, respectively, antibodies
each in combination with anti-GFAP or Ibal antibody (all diluted
in blocking buffer (1x phosphate buffered saline, 2.5% donkey
serum, 1% bovine serum albumin, 0.2% gelatin of cold-water fish
skin, 0.1% triton X 100) were incubated overnight at 4°C, followed
by the second antibody, which incubated for 45 minutes. The used
antibodies with corresponding dilution are listed in Table 2.
Autofluorescence Quenching Kit including 4',6-Diamidino-2-
phenylindal (DAPI) (Vector Laboratories, USA) was used to
reduce autofluorescence and to counterstain the nuclei. While
the ferroptosis-related enzymes were stained in a green-
fluorescent dye with excitation at 488 nm detectable with the
fluorescein isothiocyanate (FITC) filter, the cell type-specific
markers were colored in a red-fluorescent dye with absorption
at 568 nm and detected with the rhodon filter. The blue-
fluorescent nuclei were detected with the DAPI filter.

The same procedure was applied to the ACSL4 and GPX4
double immunofluorescence. Only the incubation time of the

first antibodies was shortened to two hours to reduce
background straining.

For quantification, the amount of nuclei was counted.
Afterwards, a percentage of GPX4-positive (7) and ACSLA'
cells, as well as GFAP" and Ibal’ cells was estimated.
Furthermore, the number of co-expressing cells (GPX4 or
ACSL4 plus GFAP or Ibal and ACSL4 plus GPX4) was
counted. Again, three high power fields (630-fold
magnification; ocular 10-fold, objective 63-fold) containing
tumor core were examined and the mean calculated. Following
amounts were calculated: the ACS14- and GFAP-co-stained cells
divided by the amount of GFAP-positive cells (ACSL4"/GFAP"),
ACSL4"/Ibal", GPX4'/GFAP" and GPX4'/Ibal®, as wells as
GFAP'/ACSLA", 1bal'/ACSL4", GFAP'/GPX4' and
Ibal*/GPX4".

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed with R Version 3.6.1. Since
pairs of samples from the same patient had to be compared and a
normal distribution was not always given, all significance was
tested using the Wilcoxon signed-rank tests were used for
comparisons of primary and recurrent tumors and Spearman’s
rank correlation coefficients with corresponding tests for
assessment of associations between quantitative data. Since the
TCGA-dataset was also not coherently normally distributed, the
Wilcoxon signed-rank test was applied once more. For
correlating the IHC results with clinical outcome, a test on
association was performed and a cut-off score was estimated
using the "coin’ package which calculated the best threshold to
discriminate patients with regard to OS (38). Kaplan-Meier
survival curves are shown for the corresponding groups.
Moreover, the p-value was also estimated by the “maxstat™
function from the “coin”-package. For all tests, statistical
significance was defined as p<0.05.
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RESULTS

Dynamic Changes in Ferroptosis-Related
Enzymes in Primary and Recurrent GBM

By immunohistochemistry, a significant increase of ASCL4 and
ALDHI1A3 expression and a significant decrease of GPX4
expression was observed when comparing primary and
corresponding recurrent tumor. FSP1 expression increased
slightly, not significantly, though.

Following, the results are demonstrated in detail. The IRS
allows values from 0 to 12. Inconsistencies between absolute
values and difference (A) are due to rounding,

The average of ACSL4 expression increased from IRS 2.40 in
the primary tumors to IRS 4.99 in the recurrent tumors
(Figures 1B, C, 2A). This change of 4.58 IRS points was highly
significant (p<0.001).

Expression of GPX4 decreased from IRS 6.53 in the primary
to IRS 2.17 in the recurrent tumors (A 4.36 IRS points,
Figures 1F, G, 2B). The decrease could be detected in 23 out
of 24 patients and was highly significant (p<0.001).

FSP1 expression increased slightly from IRS 1.46 to 2.08
(A 0.62 IRS points). This change was not significant (p=0.174,
Figures 1], K, 2C).

ALDHI1A3 expression increased in 22 out of 24 patients
(Figures 1IN, O, 2D). The increase from IRS 2.24 in the

primary to IRS 6.18 in the recurrent tumors (A 3.94 IRS
points) was highly significant (p<0.001).

The complete results of immunohistochemistry are
summarized in Table 3.

A TCGA data analysis was performed to verify our results.
The gene expression level was normalized using fragments per
kilobase of transcript per million mapped reads (FPKM).
Although insignificant (p=0.094), the ACSL4 gene expression
increased in five out of six patients (TCGA-06-0210, TCGA-06-
0190, TCGA-19-4065, TCGA-06-0125, TCGA-06-0211) by an
average of 0.36 (Figure 2E). Moreover, the GPX4 gene
expression decreased in four out of six patients (TCGA-06-
0210, TCGA-06-0190, TCGA-19-4065, TCGA-14-1034) by an
average of 0.06 (Figure 2F), again, not significantly, though
(p=0.844). The insignificant results may be allegeable by the
small sample size.

The results of the TCGA data analysis are summarized in
Table 4. Figure 1 also includes hematoxylin and eosin stain, as
well as ki67 immunohistochemistry as proliferation marker for
all examples of primary and recurrent GBM.

Co-Expression Analysis

With Immunofluorescence

Co-expression of ferroptosis-related proteins ACSL4 and GPX4
with the cell type specific markers GFAP and Ibal was analyzed

immunohistochemistry: at 50 pm.

FIGURE 1 | Examples of immunohistochemistry staining. Shown are paired GBM primary and relapse with stronger ACSL4 and ALDH1A3 expression in the relapse
(C, 0) compared to the primary tumor (B, N). In contrast, GRX4 and FSP1 display a stronger expression in the primary tumar (F, J) compared 10 their relapse

(G, K], Furthermore, for each example of primary and recurrent GBM, a hematoxylin and eosin (HE) stains as well as a ki67 immunohistochemistry of representative
areas are provided (A, D, E, H, I, L, M, P). Scale bars of ACSL4, GPX4, FSP and ALDH1A3 immunohistocherristry: all 20 um; Scale bars of HE and ki7
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FIGURE 2 | Protein expression in primary and recurrent GBM. The dots mark the level of IRS In the primary and relapse tumor. Each line represents the change in
expression of one patient, showing increase of expression for ACSL4 (A), FSP1 (C) and ALDH1AS (D). GPX4 expression decreases significantly in 23 out of 24
patients (B). The results were verified by analyses of the TCGA data set showing an increase in ACSL4 expression (E) and a decrease in GPX4 expression (F).

to further investigate which cell types become vulnerable to
ferroptosis. Many GFAP-positive (') cells expressed the
ferroptosis-associated markers labelled by a yellow signal
(Figures 3A-F). In combination with Ibal, however, only a
few cells showed a clear yellow signal indicating co-expression
with ACSL4 and GPX4 (Figures 3G-L). To anticipate: the co-
expression analysis shows that 70% to 80% of the cells expressing

the ferroptosis-associated marker genes ACSL4 or GPX4 do also
express GFAP.

In detail and illustrated in Figures 4A, B, the overall amount
of ACSL4" cells in both combinations increased significantly
from primary to recurrent tumors. Moreover, a higher amount of
GEAP" cells also expressed ACSL4 compared to Ibal” cells. The
amount of ACSL4" cells of the GFAP" cells increased

TABLE 3 | Summary of resuits of immunohistochemistry.

Protein IRS total IRS primary IRS recurrent A primary-recurrent

Mean Range Mean Median Mean Median Mean Median SD p-value Z-score
ACSL4 469 0.00-10.00 2.40 250 6.99 B.67 +4.58 +5.00 212 =0.001 -7as
GPX4 4.35 0.33-11.00 6.53 6.00 247 247 -4.36 -4.33 2.25 <0.001 -7.047
FSP1 1.77 0.00-6.00 1.46 1.33 2.08 1.67 +0.62 +0.67 228 0.174 -1.360
ALDH1A3 421 0.00-11.00 2.24 2.00 6.18 5.83 +3.94 417 29 <0.001 -6.672
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TABLE 4 | Summary of the TCGA analysis
Protein Ln{expression-value) total Ln{expression-value) primary  Ln{expression-value) recurrent A primary-recurrent
Mean Range Mean Median Mean Median Mean Median SD p-value Z-score
ACSLA 7.22 1.42-12.90 T7.07 747 A0 G +0.36 +0.36 042 0.094 -1.676
GPX4 9.45 4.06-14.95 9.51 9.25 5.38 7 -0.06 -0.08 0,31 0.844 -0.197
TABLE 5 | Summary of resuits of co-expression analysis by immunofiuorescence
Proteins primary recurrent A primary-recurrent
Mean Median Mean Median Mean Median sD p-value Z-score

ACSLA™ in GFAP? 76.5% 79.3% +30.8% <0.001 -6.647

lbat* 28.7% 28.6% 10.4% 0.027 -2.200
GPX4* in GFAP 40.3% 39.4% -40.4% <0.001 7124

bai* 34.5% 25.3% 7% 0.001 -3.182
GFAP™ in ACSL4" 76.1% T0.3% -4.4% 0.026 -2.223
Ibat” in 22.2% 16.1% 0.026 -2.232
GFAP™ in GPX4” 73.1% 72:1% 0.008 -2.747
fbal” in 20.2% 0.024 -2.255
ACSLA" with GPx4" 18.7% 16.2% 0625 -7.181

20 pm,

ACSL4 [ GFAP

GPX4 | GFAP

ACSLA4 [ Ibat

GPX4 | Ibal

sow arrow). Additionally, one celf expressing only GPX4 (green arrow) is marked. (G-1) Double immunofiuorescence with ACSLA and Ibat in a primary GEM

shows several Ibal” cells which mostly do not express ACSL4 (red arrow: Ibal-positive cell lacking ACSL4 expression; green arrow: ACSL4-positive non-microglial
{J-L) Double immunofiucrescence with GPFX4 and lbal in a relapse GBM. Most cells express either GPX4 (green arrow) or Ibal {red arrow). Scale bars all
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FIGURE 4 | Co-axpression of ferroptosis-associated markers with GFAP and Ibat. Given are the numbers of ACSL4" or GPX4" cells of GFAP" or Iba1” cells. The
dots indicate the amaounts of each patient in the primary and relapse tumor. (A) The number of ACSLA™/GFAP" cells increases significantly in the relapse. (B) The
amount of ACSLA"/lbal” cells increases significantly in the relapse. (C) The number of GPXA"/GFAP" cells decreases significantly in the refapse. (D) The amount of
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FIGURE 6 | Co-staining of bath ferropiosis-related proteins in pairs of primary and recurrent GBM. (A=C) Double immunofiucrescence with ACSL4 and GPX4 ina
primary GBM (patient A} shows cells expressing either ACSL4 (red arrow) or GPX4 (grean arrow). (D-F) Double immunaofluorescence with ACSL4 and GPX4 in a

relapse GBM (patient A) shows several cells with co-expression (yellow arrow), as wel as onty ACSL4" calis (red arrow) and GPX4" celis
immuncflucrescence with ACSL4 and GPX4 in a primary GBEM (patient B) shows ACSL4" cells (red arrows) and GPX4" cells (green arro

green arrow). (G-1) Double
Some cells express both

ACSL4 and GPX4 (yellow arrow). (J-L) Double immunofluarescence with ACSL4 and GPFX4 in a relapse GBEM (patient Bj. Whilst many cells show co-expression
{yeliow arrow), one cell only expressing ACSL4 is marked (red arrow). Scale bars all 20 pm.

significantly by an average of 29.3% (p<0.001) between primary
and relapsed tumor. The number of ACSL4" cells in the Ibal’
cell population increased significantly by an average of
4.2% (p=0.027).

The count of GPX4" cells of GFAP" cells decreased
significantly by an average of 38.0% between primary and
recurrent tumors (p<0.001), while the amount of GPX4" cells
of Ibal" cells decreased significantly by an average of 9.2%
(p=0.001) in the relapse (Figures 4C, D).

The number of GFAP' of ACSL4" cells decreased
insignificantly by an average of 5.8% in the recurrent tumors
(p=0.026, Figure 5A). Moreover, the amount of Ibal® cells of
ACSLA" cells was three to four times lower in the primary tumor

and decreased significantly by an average of 6.1% in the recurrent
tumor (p=0.026; Figure 5B).

A similar tendency can be observed in Figure 5C with the
amount of GFAP” cells of GPX4" cells. This number decreased
significantly by an average of 6.9% (p=0.006). On the other hand,
the amount of Ibal” cells of the GPX4" cell population was three
to four times lower (Figure 5D). It increased significantly by an
average of 6.6% (p=0.024). The quantitative results of the
described double immunofluorescences are summarized
in Table 5.

Since the changes in expression of ACSL4 and GPX4 from
primary to relapse GBM were already analyzed quantitively in
the THC, double immunofluorescence of these two proteins was
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FIGURE 7 | Kaplan-Meier survival curves, Starting point for measurement of survival time was the time at recurrent confirmation. The p-value describes a possible
association between enzyme expression and OS. (A) Patients whose ACSL4 expreasion increased by more than 2.00 IRS points had a worse outcome, althoughi.
(B) GPX4 cutpeint is at -3.67. Patients with a higher pronounced decrease in GPX4 expression had a slightly better outcome. (C) FSP1 cutpoint is at 0.67. There is
no relevant association. (D) ALDH1A3 cutpoint is at 2.00. Patients with a higher increase had a worse outcome.

performed to show parallel expression and possible interactions
in a qualitatively way. With a mean of 18.9% in primary and a
mean of 16.2% in relapse GBM, several cells show co-expression,
although there is no significant difference (p=0.625). Whilst
GPX4 remained prominent in the primary tumors
(Figures 6A-C, G-I), ACSL4 was expressed more in relapse
GBM (Figures 6D-F, J-L), affirming the results of IHC.

Association of Ferroptosis-Associated
Markers With Overall Survival

Furthermore, the association of the expression dynamic of
ACSL4, GPX4, FSP1 and ALDHIA3 with OS was evaluated.
The IRS differences between primary and recurrent tumor were
calculated for each marker and a threshold for every enzyme was
estimated. Patients with a larger increase than 2.00 in their

ACSL4 expression (Figure 7A) showed a poorer overall
survival with a median of 8 months compared to patients with
an increase of up to 2.00 and with a median OS of 16.5 months.
However, no significant association between ACSL4 expression
an OS was observed (p=0.077). Given that the GPX4 expression
decreased in almost all patients, the calculated cutpoint amounts
to -3.67 (Figure 7B). Patients with an even stronger decrease (<
-3.67) displayed a slightly better overall survival with a median of
11 months compared to patients with a smaller decrease with a
median of 10.5 months, yet again no statistically significant
association between expression and OS was found (p=0.715).
The threshold for FSP1 was 0.67 (Figure 7C). Patients with a
higher increase in expression had a median OS of 11.0 months,
those with a lower change had a median OS of 10.0 months.
There was no significant association between FSP1 expression

TABLE 6 | Summary of resulls of survival analysis.

Protein Cutpoint Time between relapse diagnosis and death p- value
Mean Median

ACSL4 <2.00 260 16.5 0.077
=2.00 9.3 80

GFX4 =367 138 11.0 0715
=-3.87 100 10.5

FSP1 =0.67 8.7 10.0 0.788
=0.67 108 11.0

ALDHTAZ =2.00 248 168.0 0.166
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and OS (p=0.798). For ALDH1A3 expression, a cut-off value of
2.00 was identified (Figure 7D). Patients with a stronger increase
trended to have a poorer overall survival with a median of 8.0
months compared to the patients with less increase than 2.00 IRS
points with a median OS of 16 months. Again, no significant
association was observed (p=0.166).

In addition, the change in expression of each enzyme was
correlated with the methylation status of the MGMT promoter.
No significant correlations between the difference of expression
of ACSL4 (rho=-0.146, p=0.518), GPX4 (rho=0.205, p=0.359),
ALDHI1A3 (rho=0.146, p=0.518) or FSP1 (rho=0.336, p=0.336)
and status of methylated MGMT promoter were detected.

The results of the survival analysis are summarized
in Table 6.

DISCUSSION

Despite extensive therapy, the prognosis of GBM remains very
poor. Therefore, new therapeutic approaches are a key topic of
many studies. Ferroptosis has been discussed as possible novel
therapeutic target in cancer, particularly in light of a number of
recent reports that suggested that therapy-resistant cancer cells
and those undergoing epithelial-mesenchymal transition display
a high vulnerability towards ferroptosis (8, 39). Thus, the
objective of this study was to analyze whether ferroptosis is in
principle activated in GBM and moreover, if there is a difference
in vulnerability between primary and relapsed tumors, Various
therapy options examined the effect of ferroptosis induction in
vitro and ex vivo (17, 19, 40). All of these studies could in fact
confirm an increased therapy response after the induction.
Therefore, the following enzymes implicated in the process of
ferroptosis were chosen (17): ACSL4, GPX4 and FSP1.

Our study shows that ACSL4 expression increases in GBM
relapses compared to their primaries, whilst the GPX4
expression decreases. The results of the TCGA data analysis
verified these results. An increased expression of ACSL4 is
ultimately linked to an increased generation of activated
PUFAs, which are used to produce oxidative stress and activate
even more PUFAs by forming radicals in the presence of iron.
Upon esterification into membranes they may become
peroxidized thus rendering cells more sensitive to ferroptosis
(19, 41, 42). Moreover, the decrease of GPX4 expression implies
that the detoxifying capacity might be diminished. Both changes
increase the propensity of cells to undergo lipid peroxidation (19,
43). This can also be caused by chemotherapeutics, radiation or
simply burning energy (44-46).

Since FSP1 was recently shown to efficiently protect against
ferroptosis caused by GPX4 deletion or inhibition (21, 47), it was
hypothesized that its expression may increase in response to a
loss of GPX4 expression. Accordingly, a slight, although not
significant increase in expression could be detected. Unlike the
glutathione/GPX4 axis that directly reduces lipid hydroperoxides
in the membranes to its corresponding alcohols, the
oxidoreductase FSP1 regenerates extra-mitochondrial
ubiquinone to ubiquinol, that in turn either directly or

indirectly via vitamin E prevents the lipid peroxidation chain
reaction by reducing peroxyl radicals in phospholipid acyl chains
(8). Furthermore, FSP1 was described as a protein prohibiting
ferroptosis through the suppression of lipid peroxidation.
Although two of the defined hallmarks can be detected in
GBM relapse, additional studies are warranted to show that
there is indeed increased lipid peroxidation in respective tissues
as this would ultimately tell us that an imbalance in PUFA
enrichment of membranes and a compromised protecting
system sensitizes tumors to ferroptosis (17). The antibody
against human FSP1 was reported in 2019 (21). Thus, its
analysis was complemented retroactively with sufficient
material from only 13 patients left.

This is the first study that investigated a potential relationship
between ALDHI1A3 and ferroptosis susceptibility. IHC
demonstrated a significant increase of ALDHI1A3 between
GBM primary and relapse. This is in accordance with the
mesenchymal transformation taking place during occurrence of
recurrent tumors or a selection of GBM tumor stem cells
surviving. ALDH1A3 has been associated with mesenchymal
differentiation in GBM by keeping cells in an undifferentiated,
stem-cell-like state which might also lead to therapy resistance
(22-24). Since ALDHI1A3 is involved in the detoxification of
aldehydes generated as secondary products by lipid peroxidation,
an increase in ALDHIA3 expression could present a cellular
response towards more lipid peroxidation in GBM relapse.

Furthermore, since the quantitative changes of ACSL4 and
GPX4 were already analyzed in the IHC results, the double
immunofluorescence with ACSL4 and GPX4 was performed on
only 5 pairs of primary and relapse GBM to demonstrate possible
interactions. The detected co-expression, with GPX4 dominating
in the primary and ACSL4 in the relapse GBM, indicates a
complex equilibrium-like relation between the two ferroptosis-
markers. Regarding this, Sha et al. examined the combined status
of ACSL4 and GPX4 expression in breast cancer patients. They
discovered that the combined status could predict pathological
complete response to chemotherapy due to their balance-like
interactions. Moreover, patients with a high ACSL4 and low
GPX4 status showed higher sensitivity to chemotherapy leading
to the assumption that a combination of ACSL4 inducer and
GPX4 inhibitor could be beneficial for treatment efficacy (48).

In combination with the results of the double
immunofluorescence with GFAP and Ibal, we furthermore
provide intriguing evidence that ferroptosis is more likely to
take place in GBM tumor cells and not in the surrounding
microglia cells.

There was no significant association between the change of
expression of ferroptosis-associated proteins and OS.
Nevertheless, patients with a high increase of ACSL4
expression had a poorer OS than those with a low increase.
This suggests that patients with a higher content of PUFAs in
membranes have a poorer overall outcome. Liu et al. identified 19
ferroptosis-related genes in glioma using data from genome
atlases including TCGA, upon which they evaluated a risk
score (49). The risk score of those genes positively correlated
with glioma malignancy, as well as migration and invasion.
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While higher risk scores regarding the ferroptosis-related genes
were associated with worse prognosis, the receiver operating
characteristic curve generated by the risk score could predict
patient OS. Since six signature genes of the 19 ferroptosis-related
genes were involved in the GPX4 regulation, GPX4 and its role in
ferroptosis might play a crucial role regarding survival of glioma
patients. Furthermore, mesenchymal cancer cells associated with
drug resistance proofed to be selectively dependent on GPX4
(18). Therefore, GPX4 inhibitors were selectively lethal to these
cells, offering yet another therapeutic option. Moreover, patients
with a higher ALDH1A3 increase showed poorer OS. This might
lead to the assumption that the detoxifying systems including
GPX4 and ALDHIA3 can sense the oxidative stress level in the
cell and therefore coordinate up- and downregulation
accordingly. When there is more ROS accumulating due to the
downregulation of one of the systems, the other one
possibly increases.

The lack of significance may be attributable to the small
sample size and, therefore, to the wider confidence intervals.
Nevertheless, these results support the hypothesis that an
increased generation of lipid hydroperoxides and increased
vulnerability towards ferroptosis may occur during primary
and relapse diagnosis. It remains, however, to be explored,
whether TMZ in fact contributes to the sensitization of GBM
towards the ferroptotic process. Sehm et al. combined several
ferroptosis inducers like erastin and sorafenib with TMZ and
showed that TMZ works in an xc-system expression dependent
manner (12). Furthermore, Buccarelli et al. reported increased
glioblastoma stem-like cells susceptibility to TMZ after induction
of ferroptosis (40). TMZ treatment thus may act as a possible
ferroptosis inducer but further experiments including a control
group without the treatment remain necessary. Moreover, the
amount of TMZ may have an effect on this process. If more
TMZ, maybe in form of more TMZ cycles, influences, or even
amplifies the ferroptosis induction, has yet to be investigated.

A shortcoming of this study is the small sample size, which
can be explained by the poor prognosis of GBM, where death
occurs often before relapse and in case of relapse situation, only a
small portion of GBM patients receive re-resection. The high
value of our cohort is demonstrated by considering the small
number of 6 pairs of primary and recurrent GBM available at the
TCGA data base. The heterogeneity of GBM was not fully
respected in this study. By calculating a mean of three
randomly chosen tumor containing areas, we tried to
incorporate the heterogeneity, though. As the heterogeneity
plays a key role for therapy resistance, following studies should
address differences in intratumoral expression. Another
limitation consists of a missing control group.

To conclude, this is the first study analyzing ferroptotic
processes in GBM between the primary and relapse tumor.
Based on our results, ferroptosis likely takes place in GBM
tumor cells. Moreover, we showed that there is a dynamic in
the expression of ferroptosis-associated between primary and
recurrent GBM with a higher vulnerability to ferroptosis in the
relapses. These results affirm that utilizing ferroptosis processes
might be a possible novel therapy option especially in the

situation of recurrent GBM. Particularly relevant for GBM is
the role of TMZ, although it remains to be determined whether it
acts as a true ferroptosis trigger or a sensitizer. Nonetheless,
prospective trials should be geared to examine a possible link
between TMZ and ferroptosis and to validate its true
clinical value.

CONCLUSION

Our study implies that ferroptosis may take place in GBM tumor
cells due to the profound changes in the expression of ACSL4
and GPX4. Moreover, we show that recurrent tumors have a
higher vulnerability to ferroptosis. These results affirm that
utilizing ferroptosis processes might be a possible novel
therapy option especially in the situation of recurrent GBM.
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Isocitratdehydrogenase

Immunfluoreszenz

Immunglobulin G

Immunhistochemie

Immunreaktiver Score

Jahr

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Karnofsky Performance Status

Lipid-Oxygenase
Lysophosphatidylcholin-Acyltransferase 3

Monat

0O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
Magnetresonanztomographie

Patienten- und Patientinnen-Anzanhl
Dinatriumhydroxyphosphat

Natriumchlorid

Natronlauge

Nuklearer Rezeptor Ko-Aktivator 4
Hydroxyl-Radikal

Gesamtuberleben/ Overall Survival

p-Wert

Phosphatgepufferte Salzlésung

Wachstumsfaktor-Rezeptor aus Thrombozyten/ Platelet-derived
Growth Factor Receptor
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PFS

PL

PLe
PLOH
PLOOe
PLOOH
Primar
PTGS2
PUFA
PUFA-PL
RCD

ROS
RSL3

SSZ
TCGA
TERT
TfR1
T™MZ
TP53
TXNRD1
VEGFR

WHO
ZNS
y-GCS

Progressionsfreies Uberleben/ Progressionfree survival
Phospholipid

Phospholipid-Radikal

Phospholipid-Alkohol

Phospholipid-Peroxylradikal

Phospholipid-Hyperoxide

Primartumor

Prostaglandin-Synthase 2

Mehrfach ungesattigte Fettsauren/ Polyunsaturated Fatty Acids
Phospholipid gebunden an mehrfach ungesattigte Fettsaure
Regulierter Zelltod/ Regulated Cell Death

Sauerstoffradikal/ Reactive Oxygen Species
RAS-selektiv letal 3

Sulfasalazin

Krebs-Genom-Atlas/ The Cancer Genome Atlas
Telomerase-Reverse-Transkriptase
Transferrin-1-Rezeptors

Temozolomid

Tumorsuppressor 53

Thioredoxin-Reduktase 1

Vaskular-endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor/ Vascular Endothe-

lial Growth Factor
Weltgesundheitsorganisation/ World Health Organisation
Zentrales Nervensystem

y-Glutamat-Cystein-Ligase
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Einheiten
°C

Mg

I

pm

UM

cm

FPKM

Gy
kDa
mg
min
ml
mM
nm

pH

Grad Celcius
Mikrogramm
Mikroliter
Mikrometer
Mikromolar

Centimeter

Fragmenten pro Kilobasis des Transkripts pro Millionen abgebildeter
Erfassungen / Fragment pro Kilobasis of Transcript pro Million mapped

reads

Gramm
Gray
Kilodalton
Milligramm
Minute
Milliliter
Millimolar
Nanometer

pH-Wert
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