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1.  Problemstellung 

Glioblastome gehören zu den häufigsten malignen Hirntumoren weltweit. Trotz intensiver wis-

senschaftlicher Forschung zu verbesserten Therapie-Ansätzen über die letzten Jahre ist die 

Prognose sehr schlecht. Deswegen beschäftigt 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 Ansätze in der Therapie von Glioblastomen 

bieten könnte. Dafür wurde das Expressionsverhalten der Ferroptosemarker Glutathionperoxi-

dase 4 (GPX4) und Acyl-CoA-Synthetase 4 (ACSL4) zwischen Primär- und Rezidivtumor nach 

stattgefundener Radiochemotherapie untersucht. 

Für den Ferroptose-Nachweis in Glioblastomen wurden Paraffin-fixierte Schnitte von primären 

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 Antikörper der Proteine ACSL4 und 

GPX4. Um eine Zelldifferenzierung zu ermöglichen und eine Aussage treffen zu können, in 

welchen Zellen Ferroptose stattfindet, wurde als weitere Methode die Doppel-Immunfluores-

zenz hinzugezogen. Die verwendeten Zellmarker waren das gliale fibrilläre saure Protein 

(GFAP), das von Tumorzellen und Astrozyten exprimiert wird, und das ionisierte Calcium-bin-

dende Adapter-Molekül 1 (Iba1), das von Mikroglia-Zellen exprimiert wird (Goyal et al., 2015; 

Korzhevskii & Kirik, 2016). Zusätzlich wurde die Entwicklung der Proteine FSP1 und ALDH1A3 

zwischen Primärtumor und Rezidiv immunhistochemisch explorativ untersucht. 

Hypothesen mit entsprechenden Nullhypothesen bezüglich des Expressionsverhalten der Pro-

teine wurden formuliert. 
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3. Einleitung 

3.1 Das Glioblastoma multiforme  

Der Begriff „Gliome“ wurde von Rudolf Virchow in seinen Vorlesungen „Die Krankhaften Ge-

schwülste“ das erste Mal 1862 erwähnt und der beschriebene Tumor auf Gliazellen zurückge-

führt (Virchow, 1862-1863). Etwa 60 Jahre später, 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 Heterogenität 

(Liesche-Starnecker et al., 2020; Urbańska et al., 2014). Auf diese Charakteristika können das 

reduzierte Gesamtüberleben und die Therapieresistenz zurückgeführt werden (Chang et al., 

2007; Lee et al., 2017; Liesche-Starnecker et al., 2020; Urbańska 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 primären Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS) und 49,1% aller pri-

mären malignen Hirntumoren ist das Glioblastom der häufigste maligne und der dritt häufigste 

Hirntumor insgesamt in den USA (Abbildung 1) (Ostrom et al., 2022). Die Alters-angepasste 

Inzidenz für GBM liegt pro Jahr bei 3,23 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (Ostrom et 

al., 2022). Da vor allem ältere Menschen zwischen 65 und 75 betroffen sind, ist das Alter ein 

signifikanter prognostischer Faktor (Colopi et al., 2023). Männer haben mit einem Verhältnis 

von 1,6:1 ein höheres Risiko als Frauen, ein GBM zu bekommen. Des Weiteren ist die kauka-

sische Bevölkerung fast doppelt so häufig wie die schwarze und asiatische Bevölkerung be-

troffen (Ostrom et al., 2022).  Das mediane Überleben liegt bei acht Monaten, die mittlere 

Überlebenszeit nach kombinierter Radiochemotherapie beträgt 12,1 bis 14,6 Monate und das 

Fünf-Jahres Überleben liegt bei 6,8% (Ostrom et al., 2022; Poon et al., 2020; Thakkar et al., 

2014).  
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Abbildung 1 Die Verteilung der Tumore des zentralen Nervensystems 

Die Verteilung der primären 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). 

 

 

3.1.2 Risikofaktoren 

Eine kausale Ursache für die Entstehung des Tumors ist bisher nicht bekannt. Während ioni-

sierende Strahlung, zum Beispiel im Rahmen einer Bestrahlung, einen Risikofaktor für 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 gefährliche Chemikalien, die in Zusam-

menhang mit Gliomen stehen, sind Pestizide, polyzyklische Aromate und Lösungsmittel 

(Urbańska 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; Urbańska 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). 
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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 größere Rolle in der Diagnostik ein-

nimmt, legte das Konsortiums zur Informierung über molekulare und praktische Herangehens-

weisen über ZNS-Tumore (cIMPACT NOW) einen Vorschlag für eine neue Klassifizierung im 

Januar 2022 vor (Brat et al., 2020). Auf dessen Basis erneuerte die Welt-Gesundheits-Orga-

nisation (WHO) 2021 unter Berücksichtigung dieser die Klassifikation der Hirntumore (Louis et 

al., 2016; Louis et al., 2021).  

Dabei werden die Hirntumore in sechs Kategorien unterteilt: diffuse Gliome typisch für Erwach-

sene, diffuse niedrig- und hochgradige Gliome typisch für Kinder, zirkumskripte astrozytische 

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

Die zugehörigen 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 über fünf Jahren sowie der Möglichkeit 

auf Heilung; ZNS-WHO-Grad 2 Tumore sind wenig entdifferenziert mit einer Überlebenswahr-

scheinlichkeit von drei bis fünf Jahren; ZNS-WHO-Grad 3 Tumoren sind entdifferenziert und 

aggressiv wachsend, mit einer Überlebenswahrscheinlichkeit von zwei bis drei Jahren und 

ZNS-WHO-Grad 4 Tumore gelten als hochgradig entdifferenziert und hochgradig aggressiv 

mit einer Überlebenswahrscheinlichkeit von etwa einem Jahr (Louis et al., 2007; "Tumor 

Grade, National Cancer Institute," 2022; Zülch, 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 Phänotyp eines GBM in Kombination mit einer IDH-Mutation vorkam, 

sprach man von einem sekundären 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 t(1;19), bei der es zum Verlust des kurzen Arms von Chromosom eins und des langen 

Arm von Chromosom 19 kommt (1p/19q-kodeletiert) (ZNS-WHO-Grad 2-3), unterschieden. 

Diese Tumore bilden die Gruppe der für Erwachsenen typischen Gliome (Abbildung 2) (Louis 

et al., 2021). 
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Abbildung 2 Integrierte histomolekulare Klassifikation der Gliome im Erwachsenenalter 

Die integrierte histomolekulare Klassifikation der häufigsten diffusen astrozytären und oligodendroglialen Gliome 

im Erwachsenenalter gemäß ZNS-WHO-Klassifikation 2016 und nachfolgender cIMPACT-NOW-Empfehlungen 

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

  

Des Weiteren reagierte cIMPACT-NOW auch auf Entwicklungen in der molekularen Diagnostik 

und folglich wurden die Richtlinien der European Association of Neuro-Oncology (EANO) so-

wie die Leitlinien für Diagnostik und Therapie von Gliomen der Deutschen Gesellschaft für 

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 α-Thalassämie-

Retardations-Syndrom (ATRX) -Gens, des Telomerase-Reverse-Transkriptase (TERT) -Pro-

moters, des Histon-H3, die Aktivität der Cyclin-abhängigen 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 mikrovaskulären Proliferaten nicht 

mehr nötig für die Diagnose eines IDH-Wildtyp Glioblastom, ZNS-WHO-Grad 4 (Louis et al., 

2020; Tesileanu et al., 2020; Wick et al., 2021). 
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3.1.4 Makroskopie und Histologie 

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

hämorrhagischen, zystischen und gelatine-ähnlichen Arealen (Hanif et al., 2017).  

Mikroskopisch werden in der Hämatoxylin-Eosin (HE) -Färbung polymorphe Tumorzellen im 

Tumorzentrum sichtbar, die eine erhöhte Kern-Plasma-Relation und teilweise intranukleäre 

Einschlüsse aufweisen (Urbańska et al., 2014). Im umliegenden Gewebe befinden sich gir-

landenförmige Gefäßproliferate, frische Einblutungen, Zellatypien und zelluläre Pleomorphis-

men (Ohgaki & Kleihues, 2007; Urbańska et al., 2014). Charakteristisch für das Glioblastom 

ist das infiltrative Wachstum, welches eine Abgrenzung und somit komplette Resektion er-

schwert. Durch das schnelle Wachstum und den typischen vaskulären Phänotyp des Tumors 

können sich große zentrale Nekrosen sowie kleinere Nekrosen in den Randarealen, die dicht 

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

Glioblastome können anhand von typischen genetischen Expressionsmustern unterschiedlich 

eingeteilt werden: proneural, neural, klassisch und mesenchymal (Verhaak et al., 2010). Dabei 

spricht man von intertumoraler Heterogenität. Des Weiteren können mehrere Subtypen in ei-

nem Tumor auftreten. Diese intratumorale Heterogenität ist oft mitverantwortlich für die The-

rapieresistenz und schlechte Prognose (Liesche-Starnecker et al., 2020; Parker et al., 2016). 

Neben den molekularen Kriterien sind wichtige histologischen Gesichtspunkte für eine Diag-

nosestellung das Vorliegen von mikrovaskulären Proliferationen oder Nekrosen (Weller et al., 

2022). 

3.1.5 Molekulare Marker  

Die Pathogenese des GBM im Detail ist bis heute unklar. Letztendlich führen 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 Molekül Iso-

citrat in α-Ketogluterat um (Horbinski, 2013). Liegt eine Mutation vor, handelt es sich bei über 

90% um eine IDH1R132H-Mutation, wodurch α-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 
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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 O6-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-

wünschte 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 Aktivität 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 Gesamtüberleben (OS), 

jedoch nicht mit dem Progressionsfreies Überleben (PFS) (Binabaj et al., 2018). Deswegen 

bleibt der Methylierungsstatus des MGMT-Promoters einer der einzigen prädiktiven Biomarker 

für eine gute Prognose bei TMZ-Therapie (Weller et al., 2022). Ein positiver/ methylierter 

MGMT-Promotor-Status liegt in 30 bis 50% der Fälle vor (Ohka et al., 2011; Preusser et al., 

2008).  

Laut der aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für Neurologie kann eine Therapie mit 

Lomustin, einem Medikament, das durch Unterbrechung der translationalen und post-

transskriptionalen Prozesse agiert, bei methyliertem MGMT-Promoter zusätzlich zu einer Ra-

diochemotherapie mit TMZ diskutiert werden (Herrlinger et al., 2019; Wick et al., 2021).  

ATRX 

Um ihr Überleben zu gewährleisten, verfügen bestimmte Tumorzellen über eine Telomerase 

oder nutzen alternative Mechanismen zur Verlängerung von Telomeren, wie die alternative 

Verlängerung von Telomeren (ALT). Damit können die schwindenden DNA-Enden unendlich 

oft verlängert werden. Das α-Thalassämie-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 zelluläre Langlebigkeit ge-

fördert wird (Wick et al., 2021). In Gliomen wird über 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/19q-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). Während in Glioblastomen eine geringe Konzentration an ATRX 

und folglich höhere ALT-Frequenzen registriert wird, wird in Astrozytomen Grad 4 mit IDH-

Mutation („sekundären“ GBM bis Juni 2021) ein Verlust des Gens festgestellt (Brosnan-

Cashman et al., 2018; Nandakumar et al., 2017). Infolgedessen könnte sich ATRX als Malig-

nitätsmarker 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) gehört zur Fami-

lie der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Patel and Leung 2012). Durch Liganden-Bindung am EGFR 

wird eine Kaskade über 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 

für das Glioblastom ist eine Amplifikation des Gens, die in 40 bis 60% der Fälle vorliegt, und 

eine Überexpression des EGFR. Die häufigste 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 Überexpression 

mit kürzerem Überleben assoziiert sein (Tabatabai et al., 2012). Deswegen beschäftigen sich 

einige Studien mit EGFR als Angriffspunkt für 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 für 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 Erhöhung der TERT-Expression, Stabilisierung von Telomeren, Förderung 

der Proliferation und Verhinderung der Seneszenzen führt (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). 
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TP53 

Das Tumorsuppressor 53 (TP53) Gen kodiert das Protein p53, das eine wichtige Rolle bei der 

Regulierung von Zellproliferation und -überleben sowie Genom-Integrität spielt (Kastenhuber 

& Lowe, 2017). Durch Initiierung eines Zellzyklus-Arrests und Unterstützung der Zellalterung 

bis hin zur Apoptose, verhindert TP53, dass sich geschädigte 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, früher als “sekundäre Glioblastome“ bezeichnet, werden stark mit TP53-Mutationen 

assoziiert, während diese bei „primären“ Glioblastomen weniger häufig 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 

Während das diffuse Mittelliniengliom anhand einer Mutation im Codon 27 (K27M) des Histons 

H3 charakterisiert wird, wird das diffuse hemisphärische Gliom, ZNS-WHO-Grad 4, über eine 

Missense-Mutation im Codon 34 des Histons H3.3 (H3.3-G34) definiert. In der alten ZNS-

WHO-Klassifikation gehörten 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, gehören zu den häufigsten genetischen Alterationen in 

GBM (Koshiyama et al., 2017; Ohgaki, 2005). Oft treten beide Alterationen auch zusammen 

auf. Dabei kann es zu einer Aktivierung und erhöhten Expression von tumorfördernden 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 für 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 Veränderung zwischen Primärtumor und Rezidiv in dieser Arbeit inkludiert (Combs et 

al., 2016; Li et al., 2018; Rasper et al., 2010). ALDH Isoenzyme entgiften Aldehyde, die wäh-

rend Medikamententherapien und damit einhergehender Überproduktion von freien Radikalen 

(ROS) anfallen (Zinovieva et al., 2019). Durch eine hohe ALDH1-Konzentration behalten 
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Tumorzellen ihren undifferenzierten, Stammzell-ähnlichen 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 Prädiktor der Überlebenswahr-

scheinlichkeit (Li et al., 2018).  

Des Weiteren wird ein Zusammenhang zwischen der Temozolomid-Therapie und ALDH1A3-

Expression vermutet. TMZ führt zu einer Entstehung von ROS und der Induktion von Autopha-

gie. Die Expression von ALDH1A3 versucht die Zellen vor der Wirkung von TMZ zu schützen. 

Des Weiteren wurde in rezidivierenden GBM eine erhöhte ALDH1A3-Expression festgestellt. 

Dies legt einen Zusammenhang zwischen ALDH1A3 und TMZ-Therapie-Resistenz nahe (Wu 

et al., 2020). Außerdem zeigte eine in vitro Studie, dass ALDH-knockout Zellen sensitiver ge-

genüber der TMZ-Therapie sind als Wildtyp-Zellen (Wu et al., 2018). 

Überdies wird ein möglicher Zusammenhang zwischen ALDH1A3 und der Expression des x--

System erwogen. Eine erhöhte ALDH-Expression könnte die Wirksamkeit therapeutischer 

Maßnahmen am x--System beeinträchtigen und somit zu einer Therapieresistenz führen 

(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 Phänomen der Pseudoprogression kommen, bei dem es zu einer schein-

baren Vergrößerung 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 Operationsfähigkeit. Zudem kann eine sorgfältige neurologische Un-

tersuchung mit Hilfe der Skala für neurologisches Assessment in Neuroonkologie erhoben 

werden. Diese Untersuchungen, einschließlich dem „Mini Mental State Test“ und dem Kar-

nofsky Performance Status, dienen dazu, den aktuellen Zustand fest zu halten, um eine mög-

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

Eine weitere Möglichkeit 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 für die Früherkennung, das Screening 

oder die präoperative Diagnostik nicht von Nutzen ist.  Der nächste Schritt in der Diagnostik 

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



 

11 
 

3.1.8 Klinik 

Neu aufgetretene fokale oder generalisierte epileptische Krampfanfälle, Persönlichkeitsverän-

derungen, neurologische Herdsymptome und allgemeine Zeichen erhöhten Hirndrucks wie 

Übelkeit, Erbrechen, Kopfschmerz oder Bewusstseinstrübung können Zeichen einer intrakra-

niellen Raumforderung sein (Wick et al., 2021). Während epileptische Anfälle, Kopfschmerzen, 

Ataxie und Schwindel auftreten können, sind manche Fälle mit rapider Entstehung ähnlich 

einer Schlaganfall-Symptomatik beschrieben worden. In circa 50% kommt es zu Kopfschmer-

zen und in 20 bis 40% zu Schlaganfällen als klinische Manifestation. Fokale Symptomatiken, 

wie beispielsweise Hemiparesen, Visus-Ausfälle oder Verlust der Sensorik können die Lokali-

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

3.1.9 Therapie 

Die Standardtherapie des Glioblastoms besteht aus einer möglichst vollständigen Resektion, 

einer anschließenden Radiotherapie der erweiterten Tumorregion und einer begleitenden so-

wie nachfolgend erhaltenden Chemotherapie mit TMZ (Abbildung 3) (Wick et al., 2021). Die 

Einführung 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. Währenddessen wird TMZ anfangs sechs Wochen 

täglich (75 mg/m2 p.o.) und im Anschluss alle vier Wochen für fünf Tage über sechs Zyklen 

(150-200 mg/m2 p.o.) eingenommen. Das mediane progressionsfreie Überleben unter ad-

juvanter fraktionierter Strahlentherapie lag bei 5,0 Monaten und konnte mit Hilfe von TMZ auf 

6,9 Monate verlängert werden. Insgesamt hob die zusätzliche Gabe von TMZ das mediane 

Überleben 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 über 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 für Glioblastom-Patienten und -Patientinnen 

Unterschiedliche Therapie-Möglichkeiten für Glioblastom-Patienten und -Patientinnen, abhängig von Alter, MGMT-

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

 

Operative Therapie 

Die chirurgische Resektion gilt als Standardtherapie. Sie ist insoweit auch ein prognostischer 

Faktor, da das Gesamtüberleben mit dem Resektionsausmaß korreliert (Bette et al., 2018; 

Lacroix et al., 2001).  Aufgrund des infiltrativen Wachstums ist eine R0-Resektion praktisch 

nicht möglich. Dennoch sollte immer eine größtmögliche Resektion angestrebt werden. Ist dies 

aufgrund des Zustands des Patienten oder der Patientin oder der Infiltration umliegender funk-

tioneller Strukturen nicht möglich, sollte nichtsdestotrotz eine subtotale Resektion durchgeführt 

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 möglich (Osswald et al., 

2015; Sahm et al., 2016; Wick et al., 2021). Bei Fällen, die nicht kurativ resezierbar sind, sollte 

deswegen mit Hilfe von intraoperativen neurophysiologischen Stimulations- und Überwa-

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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können, sind Neuronavigation, Ultraschalldiagnostik, intraoperative MRT-Aufnahmen und die 

fluoreszenzgestützte Resektion mit 5-Aminolävulinsäure (Senft et al., 2011; Stummer et al., 

2006; Wick et al., 2021). Darüber 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 vollständiger Resektion, falls möglich, gehört wie bereits erwähnt 

zur Standardtherapie des Glioblastoms. Neuste Techniken der fokussierten Strahlentherapie, 

wie die Radiochirurgie, intensitätsmodulierten Radiotherapie oder bildgeführten Strahlenthe-

rapie, führen zu einer gezielteren Tumorbestrahlung und Schonung des umliegenden Gewe-

bes. Um das Zielvolumen noch besser zu definieren, beschäftigen sich neue Ansätze mit dem 

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

Pharmakotherapie 

TMZ ist aufgrund der guten Verträglichkeit und oralen Einnahme das Mittel der Wahl. Es ver-

längert das mediane Überleben auf 15 Monate und erhöht das Zwei-Jahres-Überleben auf 

26% (Stupp et al., 2005). Näher betrachtet ist TMZ ein Derivat der zweiten Generation der 

Imidazotetrazine, die ihre zytotoxische Wirkung durch DNA-Methylierung entfalten. Vor allem 

die Methylierung der O6-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-Säuren führt und dadurch transkriptionale, translationale sowie posttranskriptionale 

Prozesse stört (Herrlinger et al., 2019; Wheeler et al., 1975). Bei Anwendung nach einer Ra-

diochemotherapie mit TMZ bei methyliertem MGMT-Promoter wird ein verlängertes Überleben 

diskutiert (Herrlinger et al., 2019; Wick et al., 2021). Die Kombination aus Bevacizumab und 

Lomustin könnte bei Patienten und Patientinnen mit einem GBM-Rezidiv das PFS verlängern 

(Wick et al., 2021; Wick et al., 2017).  

Andere Angriffspunkte für die Chemotherapie bieten Wachstumsfaktoren, die zu Gunsten der 

Tumorentstehung überexprimiert, amplifiziert oder mutiert vorliegen. Einer dieser Wachstums-

faktoren ist EGFR. Mithilfe von monoklonalen Antikörpern wie Cetuximab und Tyrosin-Kinase-

Hemmern wie Gefitinib, Erlotinib oder Canertinib, wird der Rezeptor blockiert, und dessen on-

kogene Wirkung unterdrückt. Allerdings konnten mehrere Studien nur ein minimalen oder kei-

nen Vorteil feststellen (Minniti et al., 2009).  



 

14 
 

Ein weiterer Ansatz untersuchte die Inhibition des Wachstumsfaktor-Rezeptors aus Throm-

bozyten (PDGFR), vor allem des Subtypen PDGFRα, der in einem Drittel aller primären GBM 

überexprimiert sein soll (Joensuu et al., 2005). Durch Liganden-Bindung wird er aktiviert und 

dimerisiert und anschließend weitere Kinasen aktiviert. Diesen Vorgang verhindert das 

Chemotherapeutikum Imatinib (Minniti et al., 2009).  

Ein anderer wichtiger Ansatz ist die Inhibition des vaskulär-endothelialen Wachstumsfaktor-

Rezeptors (VEGFR). Das rasche Wachstum des GBM kann zu einer Hypoxie und Azidose im 

Inneren des Tumors führen, da dieses nicht mehr ausreichend mit Blut versorgt ist. Dadurch 

wird VEGFR stimuliert und stellt die Blutversorgung des Tumors durch Anregung der Bildung 

neuer Blutgefäße sicher (Minniti et al., 2009; Plate et al., 1992). Um dies zu verhindern, wurde 

der monoklonale Antikörper Bevacizumab (Avastin) entwickelt, der den VEGFR blockiert und 

die für 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 führt zu einer Besserung der ein Jahr-Überlebensrate von GBM-Rezidiv-

Patienten und -Patientinnen mit 37% statt 21% unter TMZ-Therapie (Vredenburgh et al., 

2007). 

Abschließend lässt sich sagen, dass TMZ immer noch als Therapeutikum der ersten Wahl gilt.  

3.1.10 Neue Therapie-Ansätze  

Das Zusammenfassen der molekularen Profile von Glioblastomen durch den The Cancer Ge-

nome Atlas (TCGA) bietet viele pharmakologische Eingriffspunkte. Zusätzlich 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-

terogenität, die zur der Therapie-Resistenz und der Entstehung von Rezidiven beiträgt. Diese 

Erkenntnisse über Therapie-Resistenz erlauben möglicherweise neue Ansätze für individuelle 

Therapien in Abhängigkeit der Tumor-Zusammensetzung.  
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3.2 Ferroptose  

Der Begriff „Ferroptose“ wurde im Mai 2012 zum ersten Mal erwähnt und beschreibt eine Ei-

sen-abhängige 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 ungesättigten oxidierten Fettsäuren im Zellinneren (Dixon & 

Stockwell, 2019). 

3.2.1 Abgrenzung gegenüber anderen Formen des Zelltodes 

Um Ferroptose zu definieren, lohnt es sich die genauen Mechanismen von schon bekannten 

Formen des Zelltods abzugrenzen. Das Nomenklatur-Komitee für Zelltode differenzierte 2018 

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

Die 1. Art von Zelltod beschreibt die Apoptose. Über Aktivierung mehrerer Caspasen (Zystein-

Aspartat-spezifische Protease) kommt es zu spezifischen morphologischen Veränderungen. 

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.  Anschließend 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 Zerstörung 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 Vorgängen, die durch pharmakologi-

sche und genetische Eingriffe manipuliert werden können. Die unterschiedlichen RCDs kön-

nen anhand von zwei Mechanismen unterschieden werden. Einerseits tritt ein RCD als pro-

grammierter Zelltod physiologisch ohne äußere Umweltfaktoren auf. Andererseits kann es 

zum RCD durch äußeren Stress, Störungen des Mikroumfeldes und folgender Unfähigkeit 

der Widerherstellung der Homöostase 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 äuße-

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 unverändert und auch die Chroma-

tin-Kondensation bleibt aus (Xie et al., 2016). Ferner tritt weniger „Blebbing“ der Plasma-

Membran auf, bei dem es zu irregulären Ausstülpungen der Membran kommt, die typisch für 

Apoptose sind (Fackler & Grosse, 2008; Latunde-Dada, 2017; Xie et al., 2016). 

3.2.2 Historischer Überblick  

Obwohl der Begriff „Ferroptose“ 2012 das erste Mal erwähnt wurde, wurden die drei wesentli-

chen Aspekte des Ferroptose-Prozesses bereits viel früher 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 Aminosäure für 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 anschließend zur Synthese des Antioxidans Glutathion (GSH) verwen-

det (Ratan & Baraban, 1995). Des Weiteren wurde 1973 erwähnt, dass eine hepatische Nek-

rose, heute bekannt als Ferroptose, in Mäusen mit Gabe von Glutathion und Cystein behandelt 

werden konnte (Hirschhorn & Stockwell, 2019; Mitchell et al., 1973). In den kommenden Jah-

ren gewann die überlebenswichtige Rolle von Cystein an Bedeutung. Laut Murphy et al. (1989) 

kam die von Glutamat hervorgerufene Zyto- und Neurotoxizität 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 führen. Außerdem beobachteten sie, dass eine Erhaltung der 

GSH-Homöostase essenziell gegen durch Cystein-Mangel hervorgerufenen oxidativen Stress 

und das Zell-Überleben 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).  

Darüber hinaus wurde der Aspekt der Lipid-Peroxidation, bei der mehrfach ungesättigte Fett-

säuren (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 Schädigung 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 Körper, insbesondere Eisen, spielen und folglich auch zur Entwick-

lung von Krebs und Krankheiten beitragen kann, wurde von Halliwell und Gutteridge (1984) 

näher erläutert.  

Der Zusammenhang zwischen Eisen und Lipid-Peroxidation wurde ebenfalls schon früher er-

wähnt. Nach Injektion von Eisen in Form von Eisen-Dextran, konnten erhöhte Mengen and 

Lipid-Peroxiden gemessen werden (Golberg et al., 1962). Ein Enzym, das mitunter diese Re-

aktion verursacht heißt Lipid-Oxygenase (LOX). In Versuchen stellte sich heraus, dass die 

12/15-LOX zum oxidativen Stress in Mäuse-Hirnen und ein Anstieg in der ischämischen und 

periinfarzierten Region nach Infarkt registriert werden konnte (van Leyen et al., 2006). Des 

Weiteren konnte eine erhöhte 12/15-LOX-Konzentration in Neuronen und Endothel-Zellen 

nach einem fokalen Infarkt gemessen werden, die wesentlich zu der oft tödlichen Ödem-Ent-

wicklung post-Infarkt beitragen könnte (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-Aktivität beschrieben, wurde das Enzym 1982 aus einer Schweine Leber extrahiert 

und aufgereinigt (Ursini et al., 1982). Das Protein schützte 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 Leukämiezellen verhindern (Geiger et al., 1991; Hirschhorn & Stockwell, 

2019). Des Weiteren wurde eine erhöhte Resistenz gegenüber Lipid-Peroxid- und oxidativen-

Stress- vermittelten Zytotoxizität und Apoptose bei Überexpression 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 näher eingegangen (Abbildung 4):  
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Abbildung 4 Die drei Kennzeichen von Ferroptose 

Die drei Kennzeichen von Ferroptose inkludieren die ausreichende Verfügbarkeit von langkettigen Fettsäuren ge-

bunden an Phospholipide (PUFA-PLs), redox-aktiven Eisen und einem defekten Reparierung-System für Lipidper-

oxide (aus: Dixon & Stockwell, 2019, S.37). 

 

 

Das erste Kennzeichen ist die ausreichende Verfügbarkeit von PUFAs gekoppelt an Phos-

pholipide (PL) (PUFA-PLs), um Radikale herzustellen, die den speziellen Zelltod auslösen. 

Diese Herstellung kann enzymatisch und nicht-enzymatisch erfolgen (Galluzzi et al., 2018).  

Die Zellmembranen von Säugetieren sind reich an Phospholipiden, die an Fettsäuren gekop-

pelt sind. Vor allem die ungesättigten Fettsäuren sind hierbei anfällig für 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 angehängt und das Produkt mit Hilfe der LOX unter Eisenbindung 

oxidiert (Abeysinghe et al., 1996; Jiang et al., 2021). LOX können PUFAs auch direkt in der 

Membran oxygenieren und könnten deswegen einen Initiator der Reaktion darstellen (Jiang et 

al., 2021). Dabei trägt vor allem die LOX 15 zur Lipid-Peroxidation bei, die zum anschließen-

den Zelltod führt (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 (PL●) führt (Jiang et al., 2021). 

Dieses reagiert während der Propagation mit molekularem Sauerstoff zu einem Phospholipid-

Peroxylradikal (PLOO●) und entfernt ein Wasserstoff-Atom von der nächsten PUFA-PL. Dabei 

entstehen Phospholipid-Hyperoxide (PLOOHs) (Conrad & Pratt, 2019; Jiang et al., 2021). 

Folglich können die entstandenen PUFA-PLs, PLOOHs sowie Radikale (PL●, PLOO●) zu ei-

ner Verdünnung, Verformung bis hin zur Formation von Poren und Auflösung der Zellmembran 

führen (Agmon et al., 2018; Jiang et al., 2021). Das initiierende Radikal, dass die Reaktion 

startet, kann als Hydroxyl-Radikal (OH-) aus der Fenton-Reaktion stammen, bei der Hydrogen-

peroxid (H2O2) unter der Verwendung von Eisen (Fe2+) 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 PLOOHs, außer 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 Eisenabhängigkeit. Freies Eisen (Fe2+), für die Fenton-Reaktion-

verwendetes Eisen und Eisen-enthaltende LOX sind verantwortlich für 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-

schließend im Lysosom aus dem Komplex gelöst, 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 nukleären Rezeptor Ko-Aktivator 4 (NCOA4) zur Autophagie und Degra-

dation des Ferritins. Diese NCOA4-vermittelte Autophagie wird auch Ferritinophagie genannt 

und reguliert die intrazelluläre Eisen-Homöostase und damit ROS-Generierung (Abbildung 5) 

(Gao et al., 2016; Hou et al., 2016; Mancias et al., 2014). Diese Autophagie ist essenziell für 

Ferroptose, denn eine pharmakologische und genetische Inhibition von Autophagie, inhibierte 

auch die Ferroptose-assoziierte lipide ROS-Akkumulation signifikant (Gao et al., 2016). Der 

NCOA4-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 erhöhte GSH-Konzentrationen. 

Dahingegen zeigten NCOA4-überexprimierende Zellen eine erhöhte durch Erastin-eingelei-

tete Zelltod-Rate/ Ferroptose, erhöhte 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 

fängt an mit dem bereits beschriebenen Import von Cystin durch den Cystin-Glutamat Trans-

porter, der aus den Untereinheiten SLC7A11 und SLC3A2 besteht und auch xc
--System ge-

nannt wird (Huang et al., 2005). Nach Umwandlung durch die Thioredoxin-Reduktase 1 

(TXNRD1) wird das entstandene Cystein für die Herstellung von GSH verwendet (Jiang et al., 

2021; Ratan & Baraban, 1995). Dieses fungiert wiederum als Kofaktor für GPX4 bei der Re-

duktion von PLOOHs zu den entsprechenden Alkoholen (PLOHs). Eine Inhibition von GPX4 

löst in vielen Zelltypen Ferroptose aus (Jiang et al., 2021). Einige Tumorzellen zeigen jedoch 

keine Ferroptose nach GPX4-Inhibition. Der Grund könnte eine Kompensation durch Aktivie-

rung alternativer antioxidativer Wege sein. Einer dieser Wege beinhält 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 schützenden Wirkung einer Überexpression des Proteins gegenüber 

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 α-Tocopheryl-Radikal (Vi-

tamin E) zu α-Tocopheryl, generiert FSP1 zwei starke Antioxidantien, die Lipid-Radikale redu-

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

Zwei Ferroptose-Induktoren, auf die genauer eingegangen wird, greifen in das vorherige er-

wähnte Hyperoxid-Eliminationssystem ein: Erastin ist ein potenter Inhibitor des Cystin-Import 

durch das xc
--System. Durch den folgenden Cystein-Mangel kann kein GSH mehr hergestellt 

werden und es fehlt der Ko-Faktor für 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 näher erläutert. 1: Das erste Merkmal involviert die Glutathionperoxidase 4 

(GPX4) und ihre antioxidative Wirkung, durch die Phospholipid-Hyperoxide (PLOOH) zu ungefährlichen 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 α-Tocopheryl-Radikal 

(Vitamin E) zu α-Tocopheryl zwei Antioxidantien, die Radikale, wie das Phospholipid-Peroxylradikal (PLOO●), re-

duzieren können. 2: Das zweite Merkmal beschreibt die Aktivierung von mehrfach ungesättigten Fettsäuren (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-

dünnung und -Verformung führen kann oder für die Generierung von reaktiven oxygenen Spezies (ROS) genutzt 

wird. 3: Das dritte „Hallmark“ hängt mit einer höheren Verfügbarkeit von intrazellulärem Eisen (Fe2+) zusammen, 

die durch die Hochregulation von Transferrin-1-Rezeptors (TfR1) oder erhöhter Ferritinophagie, welche durch nuk-

leären 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 γ-Glutamylcysteine Synthetase (γ-GCS) und inhibiert 

GPX4 somit indirekt. Ein direkter Inhibitor der GPX4 ist 1S,3R-RSL3 (RSL3). 

Weitere Abkürzungen: 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 näher eingegangen. Jedoch sind diese 

nicht exklusiv für den Ferroptose-Prozess und wirken in zahlreichen weiteren Signalkaskaden 

mit.  

GPX4  

GPX4 wird oft als das Schlüsselenzym 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 ermöglicht zu überleben (Hangauer 

et al., 2017). Deswegen könnte 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 für das antioxidative System, wurde GPX4 als erster Ferroptose-

marker ausgewählt. 

ACSL4 

Der zweite ausgewählte „Ferroptosemarker“ ist ACSL4. Als Aktivator von PUFAs trägt ACSL4 

zur Generation von PLOOHs, die den Ferroptose-Zelltod einleiten, erheblich bei (Jiang et al., 

2021). Des Weiteren wurde ACSL4 als wichtiger Vorhersagefaktor für Ferroptose-Sensitivität 

beschrieben. Im Gegensatz zum GSH-Level, xc
--System- und GPX4-Aktivität, korrelierte nur 

die ACSL4-Expression mit der Ferroptose-Sensitivität in Brustkrebs-Zelllinien (Doll et al., 

2017). Infolgedessen wurde ACSL4 als zweiter Ferroptosemarker ausgewählt.  

3.2.5  Therapiemöglichkeiten  

Dass Eisen-Akkumulation bei neurodegenerativen Erkrankungen auftritt, ist bereits seit länge-

rem bekannt (Magtanong & Dixon, 2018; Masaldan et al., 2019; Rouault, 2013). Seit Ferrop-

tose als eigenständige Art von Zelltod gilt, stellt sich die Frage, ob diese in Krankheiten wie 

Alzheimer, Parkinson oder Huntington eine Rolle spielt. Versuche mit GPX4-knockout Mäusen 

und Vitamin E-armer Ernährung, zeigten erhöhte hippokampale Neurodegeneration 

(Hambright et al., 2017). Die Neuronen-spezifische Ablation der Expression von Selenoprote-

inen (mitunter GPX4) führte zu neurodegenerativen Prozessen im Kortex und Hippocampus. 

Deswegen wird der veränderte Redox-Stoffwechsel als Grund für Entstehung mehrerer neu-

rodegenerativer Erkrankungen diskutiert (Wirth et al., 2010). Eventuell könnte die 
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Verhinderung von Ferroptose bei neurodegenerativen Erkrankungen eine neue Therapiemög-

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 präsymptomatischen Stadien konnte eine erhöhte 

Eisen-Konzentration mithilfe MRT-Relaxometrie erkannt werden (Pyatigorskaya et al., 2015). 

Des Weiteren fällt 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 würden die Mitwirkung von Ferroptose andeuten (Lewerenz 

et al., 2018). Eisen-Chelatoren könnten deswegen einen neuen therapeutischen Effekt bei 

Parkinson bieten (Devos et al., 2014).  

Ebenso zeigte sich die Eisen-Konzentration sowohl in hochauflösenden 7 Tesla T2-gewichte-

ten MRT-Bildern des Kortex von Alzheimer-Patienten und -Patientinnen als auch ex vivo in 

immunhistochemischen Färbungen erhöht (Bulk et al., 2018; van Rooden et al., 2015). Die 

Eisen-Akkumulation bei frühmanifestem Alzheimer war zudem höher als bei spätmanifestem, 

was auf den Amyloid-Stoffwechsel zurückgeführt 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 für einen großen Teil des Zelluntergangs verantwortlich ist 

(Bonda et al., 2010; Ran et al., 2004). Das anfallende ROS könnte auf eine stattfindende Fer-

roptose hindeuten. 

Darüber hinaus bieten die Mechanismen der Ferroptose zahlreiche neue Therapieansätze ge-

gen Krebserkrankungen. Dixon und Stockwell (2019) verfolgen die Strategie, Ferroptose ge-

zielt in Tumorzellen zu induzieren, um in möglichst vielen dieser Zellen den programmierten 

Zelltod herbeizuführen. Dieser Ansatz basiert auf der oft beschriebenen Eigenschaft von 

Krebszellen, in einem bereits eisenreichen Umfeld zu existieren. Dafür ist es erforderlich, ein 

Ungleichgewicht zwischen der Detoxifizierung von Lipid-Hyperoxiden und der eisenabhängi-

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

Eine Möglichkeit dies zu erreichen, ist die Erhöhung der intrazellulären Eisen-Konzentration. 

Dafür kann in manchen Zellen eine Exposition an erhöhtem Eisen extrazellulär ausreichen, 

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

Ein anderer Weg beschreibt die Inhibition der GPX4-Expression durch Manipulation der Syn-

these des Enzyms oder direkte Hemmung. Für die Synthese des Selenoproteins wird Se-

lenocystein benötigt, das während des Prozesses an eine tRNA geheftet wird. Dieser Komplex 
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verwendet Isopentenyl-Pyrophosphat aus dem Mevalonat-„Pathway“, um korrekt übersetzt 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 würde erklären, warum es in einigen mesenchymalen Tumorzellen, die mit Sta-

tinen behandelt wurde, zu dem Verlust von GPX4 und einer erhöhten Ferroptose-Sensitivität 

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. Ähnlich zu Sulfasalazin (SSZ), welches das xc
--System und damit über den Zystin-Import 

die GSH-Synthese hemmt, führt Altretamin zu einer ROS-Akkumulation (Woo et al., 2015). 

Der Mechanismus wird hier aber auf eventuelle antineoplastische Aktivität zurückgeführt, da 

die GSH-Level nach Gabe nicht fielen (Woo et al., 2015). 

Bei der dritten Möglichkeit Ferroptose-Sensitivität herbeizuführen, wird die GPX4-Aktivität in-

hibiert (Dixon & Stockwell, 2019). Die GPX4 wandelt mithilfe des Verbrauchs von GSH als 

Kofaktor PUFA-PLs in unschädliche Alkohole um.  

Durch Inhibition der GSH-Synthese kann somit Ferroptose induziert werden. Buthionin Sulfo-

ximin (BSO) kann durch Hemmung der γ-Glutamat-Cystein-Ligase (γ-GCS), die Entstehung 

von GSH verhindern und führt 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 über das xc
--System, den Cystein-

Glutamat-Antiporter, in die Zelle geschleust und zur Synthese von GSH verwendet. Die Akti-

vität 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 xc
--System-Inhibierung durch SSZ, weniger 

Wachstum (Timmerman et al., 2013).  

Auf Empfehlung des Nationalen Krebs-Instituts für 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 anfällig auf Erastin-induzierte Ferroptose waren diffuse großzellige B-Zell Lym-

phome und Nierenzell-Karzinome (Yang et al., 2014). Die hohe Anfälligkeit der diffus großzel-

ligen B-Zell Lymphome könnte mit dem hohen extrazellulären Cystin erklärt werden, das für 

das Zellüberleben nötig 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 Fälle 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 großzelligen 

B-Zell-Lymphom wäre (Kinowaki et al., 2018). Neben kolorektalen und gastralen Krebs-Zellli-

nien, war Ferroptose auch in Ovar Krebszellen auslösbar (Basuli et al., 2017; Hao et al., 2017; 

Xie et al., 2017). Eine Erklärung dafür könnten die Tumor-initiierenden Zellen in Ovarialkrebs 

sein, die eine exzessive Eisen-Ansammlung mit überexprimierten TfR1 und erniedrigten Kon-

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

Folglich wurden unterschiedliche Medikamente auf ihre Fähigkeit Ferroptose auszulösen 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 während des Zeitraums, in dem die Expression des x--Sys-

tem hochreguliert war (zwischen 17.00 und 21.00 Uhr), eine verstärkte 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 über ROS-Akkumulation. In 

Cisplatin-resistenten Kopf-Hals-Tumoren zeigt Artesunat jedoch nur geringe Wirkung. Dies 

kann auf die Aktivierung des Nrf2-Antioxidans Antwort-Element-Signalübertragungs-Weg zu-

rückgeführt werden, der die Produktion von Ferroptose-resistente Zellen anregt. Eine Aus-

schaltung des Nrf2-Gens in Kombination mit Artesunat, führt zu einer Vernichtung der resis-

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

Das Chemotherapeutikum Cisplatin löst ebenfalls Ferroptose in zwei Zelllinien aus. Der indu-

zierte Zelltod kann mit den Ferroptose-Inhibitoren Deferoxamin und Ferrostatin-1 teils rück-

gängig 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 erwähnte Chemotherapeutikum TMZ, das vor allem bei Gliomen zum Einsatz 

kommt, könnte in Zusammenhang mit Ferroptose stehen, beziehungsweise diese eventuell 

sogar auslösen. Die genauen Mechanismen, die bei TMZ-Gabe zu ROS-Akkumulation und zu 

einer Art Autophagie-induzierten Zelltod führen, eventuell Ferroptose, sind bis heute im Detail 

unbekannt (Chen et al., 2015). 

TMZ führt über 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 extrazellulären Signal-



 

26 
 

regulierten Kinase hervorgerufen wird (Lin et al., 2012).  Diese Autophagie kann jedoch pro-

tektiv für das Zellüberleben 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 Überleben und eine langzeitige, hoch-dosierte TMZ-Therapie eher zu einer Auto-

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

Des Weiteren soll TMZ das xc
--System in Gliom-Zellen induzieren und damit zu erhöhter GSH-

Konzentration führen (Chen et al., 2015). Deswegen führte 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 xc
--System inhibiert, wäre folglich eine 

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

In GBMs sowie in anderen Tumoren wird ein abnormaler Eisenstoffwechsel registriert, der 

unter anderem für 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 könnten diesen Prozess 

eventuell reversibel machen. Deswegen könnte die bereits erwähnte 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 verfügbare 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 

4.1.1 Patientenkollektiv 

Aus der Datenbank des Instituts für Pathologie der Technischen Universität München 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 Fachärztin für Neuropathologie, entsprechend den aktuellen di-

agnostischen Kriterien der ZNS-WHO 2021 erneut überprüft (Louis et al., 2021). 

2. Diagnose eines rezidivierenden Glioblastom ZNS-WHO-Grad 4, IDH-Wildtyp durch 

einen Facharzt für 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 männlich (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 über das Krankenhaus Informationssystem 

und der MGMT-Promoter-Status über 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 Verfügbarkeit von Material wurden 24 Pärchen für die IHC-Färbungen von 

ACSL4, GPX4 und ALDH1A3 sowie für die Doppelimmunfluoreszenz mit GFAP und Iba1 ver-

wendet. Für die Untersuchung der FSP1-Expression wurden 13 Pärchen analysiert. Zudem 

wurden fünf Pärchen für die Doppelimmunfluoreszenz von GPX4 und ACSL4 untersucht.  

Darüber hinaus wurden die Gen-Expressions-Veränderungen von ACSL4 und GPX4 zwischen 

Primär- und Rezidiv-GBM Patienten und Patientinnen mit Hilfe einer Transkriptom-Profil-Da-

tenanalyse untersucht. Die Datensätze und klinischen Informationen wurden von der offiziellen 

Seite des Krebs Genom Atlas (TCGA= The Cancer Genome Atlas) übernommen (https://por-

tal.gdc.cancer.gov). Insgesamt waren sechs Primär- und Rezidiv-GBM Paare verfügbar 

(TCGA-06-0210, TCGA-06-0190, TCGA-19-4065, TCGA-14-1034, TCGA-06-0125, TCGA-06-

0211). Für 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 Primär-Tumore mit dem passenden Rezidiv-Tumor vergli-

chen und mit Hilfe des natürlichen Logarithmus der Gen-Quantifikation-Expression (ln (expres-

sion value)) dargestellt.  

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

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

der Deklaration von Helsinki von 1964 und allen späteren Änderungen.  

Tabelle 1 Übersicht über Patienten und Patientinnen sowie Tumoren Charakteristika 

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

transferase. 

Geschlecht Männlich 17 

Weiblich 7 

Alter bei Erstdiagnose Median 65 J 

Bandbreite 27-78 J 

PFS/ Rezidiv-freies Intervall Median 9 M 

Bandbreite 3-53 M 

OS/ Gesamtüberleben Median 18 M 

Bandbreite 9-71 M 

Zeit zwischen Rezidiv und Tod Median 11 M 

Bandbreite 3-56 M 

MGMT-Promoter-Status  

(verfügbar von 22 Patienten und Patientin-

nen)  

methyliert 5 

Nicht methyliert 17 
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4.2 Methoden 

4.2.1 Fertigen der Schnitte 

Die ausgewählten, in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten (FFPE= Formalin-Fixed 

Paraffin-Embedded) Blöcke wurden nach kurzer Kühlung in ein Mikrotom eingespannt und in 

2 µm dicke Scheiben geschnitten. Anschließend wurde der Schnitt mit Hilfe eines Pinsels in 

ein 45°C warmes Wasserbad überführt und glatt auf einen Objektträger 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 

Primärantikörper detektiert, an den sich anschließend ein biotinylierter Sekundärantikörper 

anheftete. Das tetramere Glykoprotein Avidin band einmal an den biotinylierten Sekundäran-

tikörper 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 repräsentierten 

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. Anschließend 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 Abkühlen in Aqua dest. (5-10min) und Markieren des Gewebes auf dem 

Objektträger mit einem Fat-Pen, wurde die endogene Peroxidase mit 1,5% Wasserstoffper-

oxid (H2O2) (verdünnt 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 Salzlösung (PBS) ge-

waschen (2x). Nun wurde der erste Antikörper, verdünnt in Blocking Buffer und Biotin (1 

Tropfen Biotin/ 1ml Blocking Buffer), auf die Schnitte aufgetragen und bei 4°C über Nacht 

zum Inkubieren in den Kühlschrank gestellt. Nach erneutem Waschen in PBS (2x), inkubierte 

der zweite Antikörper in einer Verdünnung 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 anschließend 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 Gegenfärbung der Zellkerne und des Gewebehintergrunds mit Häma-

toxylin (5min). Für das Abwaschen wurde Leitungswasser verwendet. Zur Dehydrierung 

durchliefen die Schnitte die Alkoholreihe nun aufsteigend (1x 3min 70%, 2x 3min 96%). Ab-

schließend wurden die Schnitte nach fünf Minuten in Xylol, mit Pertex-Eindeckmedium einge-

deckelt.  

Auswertung 

Die zytoplasmatische Färbung 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 

Färbungs-Intensität (0 = keine Anfärbung, 1 = schwach, 2 = moderat, 3 = stark positiv). Drei 

zufällig gewählte Tumor-enthaltende Sichtfelder wurden in einer 600x Mikroskop Vergröße-

rung (Okular 10x, Objektiv 60x) begutachtet und der Mittelwert des Scores berechnet. Als 

Positivkontrollen wurden menschliches Leber- (für ACSL4, ALDH1A3 und FSP1) und Nieren- 

(für GPX4) Gewebe verwendet. 

4.2.3 Immunfluoreszenz 

Auch bei der Immunfluoreszenz (IF) wurde die indirekte Methode über einen Sekundäranti-

körper angewandt, der gegen den ersten Antikörper 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. Anschließend konnten die Schnitte in 

Aqua dest. rehydrieren (5min). Die Demaskierung der Epitope erfolgte wieder in Citratpuffer 

bei pH 6,0 für 30 bis 40 Minuten im Dampfgarer. Nach kurzem Abkühlen in Aqua dest. (5-

10min) wurde das Gewebe auf dem Objektträger 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 Antikörper, verdünnt in Blocking Puffer, auf die Schnitte aufgetragen 

und bei 4°C über Nacht zum Inkubieren in den Kühlschrank gestellt. Nach erneutem Wa-

schen in PBS (2x) inkubierte der zweite Antikörper in einer Verdünnung von 1:2.000 mit Blo-

cking Buffer für 45 Minuten bei Raumtemperatur (Tabelle 2). Folgend wurde das Vector® 

TrueVIEWTM Autofluorescence Quenching Kit verwendet, um die Autoimmunfloureszenz zu 

reduzieren. Dafür wurden Reagenzien A, B und C in gleichem Verhältnis zueinander (1:1:1) 

gemischt, auf die Schnitte aufgetragen und inkubierten in Dunkelheit (2-4min). Anschließend 
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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) enthält, eingedeckelt. 

Dasselbe Prozedere wurde bei der Doppelimmunfloureszenz von ACSL4 mit GPX4 ange-

wandt. Nur die Inkubationszeit wurde auf zwei Stunden reduziert, um unspezifische Hinter-

grundfärbung zu vermeiden. 

Auswertung 

Die Ferroptose-spezifischen Enzyme wurden in grün-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 durchgeführt:  

ACSL4 und GFAP  

GPX4 und GFAP  

ACSL4 und Iba1 

GPX4 und Iba1  

ACSL4 und GPX4

Bei der Auswertung wurde die Anzahl der Zellkerne, die grün-gefärbten Zellen (ACSL4 oder 

GPX4), rot-gefärbten Zellen (GFAP oder iba1) sowie koexprimierende Zellen (ACSL4 oder 

GPX4 mit GFAP oder Iba1 und ACSL4 mit GPX4) gezählt. Drei zufällig gewählte Tumor-ent-

haltende Sichtfelder wurden in einer 630x Mikroskop Vergrößerung (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 Antikörper 

IF = Immunfluoreszenz, IHC = Immunhistochemie 

Antikörper Hersteller Klonalität Spezies Verdünnung 

Anti-ACSL4 Santa Cruz, USA Monoklonal, Klon IgG2b Maus IHC: 1/100 

IF: 1/20 

Anti-GPX4 Abcam, UK Monoklonal, Klon EPN-

CIR144 

Kaninchen IHC: 1/3000 

IF: 1/1000 

Anti-ALDH1A3 Thermo Fisher Scientific, 

USA 

Polyklonal Kaninchen IHC: 1/1000 

Anti-FSP1 Hergestellt im Haus IgG2 monoklonaler Anti-

körper gegen das N-termi-

nale Peptid von hXCT, Klon 

3A12-1-1 

Ratte IHC: unver-

dünnt 

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. Antikörper, Anti-

Hase 

Vector Laboratories, USA IgG Kaninchen IHC: 1/400 

2. Antikörper, Anti-

Maus 

Vector Laboratories, USA IgG Maus  IHC: 1/400 

2. Antikörper, Anti-

Ratte 

Vector Laboratories, USA IgG Ratte IHC: 1/400 

2. Antikörper, Anti-

Maus, IF 

Invitrogen/ Thermo 

Fisher Scientific, USA 

Polyklonal, (Alexa Fluor 

568/ 488) 

Maus IF: 1/2000 

2. Antikörper, Anti-

Kaninchen, IF 

Invitrogen/ Thermo 

Fisher Scientific, USA 

Polyklonal, (Alexa Fluor 

568/ 488) 

Kaninchen IF: 1/2000 
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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 Primärtumor 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-Veränderungen 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 

Zusammenhänge der IHC-Ergebnisse mit dem klinischen Überleben zu untersuchen, wurde 

ein Cut-Off-Wert mit dem ‚coin‘-Paket ermittelt (Hothorn et al., 2008).. Dabei wurde die Unab-

hängigkeit der Expressions-Veränderung der Antikörper und das Gesamtüberleben gegen-

über 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 zugehörigen 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 

ALDH1A3 präsentiert (Abbildung 6 und 7, Tabelle 3) (Kram et al., 2022). 

Abbildung 6 Beispiele der IHC-Färbungen anhand von GBM Primär- und Rezidiv-Tumor-Pärchen 

Beschreibung: Für jedes Beispiel stehen die HE-Färbung sowie die Färbung mit dem Proliferationsmarker Ki-67 

(ki67) zur Verfügung (a, d, e, h, i, l, m, p). Die Expression von ACSL4 und ALDH1A3 ist in den Rezidiven (c, o) 

stärker als in den Primärtumoren (b, n). Dahingegen zeigen GPX4 und FSP1 eine stärkere Expression in den 

Primärtumoren (f, j) als in den Rezidiven (g, k). Der Maßstab für die ACSL4-, GPX4-, FSP1- und ALDH1A3-IHC ist 

20mm; der Maßstab für die HE- und ki67-IHC beträgt 50mm (aus: Kram et al., 2022, S.5). 
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Abbildung 7 Protein-Expression in GBM Primär- und Rezidiv-Tumoren  

Beschreibung: Eine Linie repräsentiert die Veränderung je eines Patienten/ einer Patientin. Die Punkte markieren 

den jeweiligen Immunreaktiven Scores (IRS) im Primär- 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). 

 

 

Tabelle 3 Zusammenfassung der IHC-Ergebnisse 

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

Protein IRS insgesamt IRS Primär IRS Rezidiv  Primärtumor-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 höchst signifi-

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

zidiv erfasst (p<0.001). Der IRS der positiven Zellen in den Primärtumoren liegt im Schnitt bei 

6,53 und der IRS der Rezidive bei 2,17 (Tabelle 5) (Kram et al., 2022).  

Das negative Vorzeichen steht für eine Expressionsabnahme Im Rezidiv. 

Abbildung 10 GPX4-IHC-Färbungen eines GBM Primär- und Rezidiv-Tumor-Pärchen  

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

werden (aus: Kram et al., 2022, S.5). 

Abbildung 11 GPX4-Expression in GBM Primär- 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 Primär IRS Rezidiv  Primärtumor-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 2,17 2,17 -4,36 -4,33 2,25 <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 Primärtumoren 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 höchst signifikant (Tabelle 4) (Kram et al., 2022).  

Abbildung 8 ACSL4-IHC-Färbungen eines GBM Primär- und Rezidiv-Tumor-Pärchen  

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

Kram et al., 2022, S.5). 

 

Abbildung 9 ACSL4-Expression in GBM Primär- 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 Primär IRS Rezidiv  Primärtumor-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 

5.1.3 FSP1 

Die FSP1-Expression nahm von einem IRS von 1,46 in den Primärtumoren zu einem IRS von 

2,08 in den Rezidiven, um durchschnittlich 0,62 IRS-Punkte zu (Abbildung 12 und 13). Die 

Expressions-Veränderung war jedoch nicht signifikant (p=0.174) (Tabelle 6) (Kram et al., 

2022). 
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Abbildung 12 FSP1-IHC-Färbungen eines GBM Primär- und Rezidiv-Tumor-Pärchen 

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

werden (aus: Kram et al., 2022, S.5). 

 

Abbildung 13 FSP1-Expression in GBM Primär- 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 Primär IRS Rezidiv  Primärtumor-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 

Primärtumoren 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 höchst signi-

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

Abbildung 14 ALDH1A3-IHC-Färbungen eines GBM Primär- und Rezidiv-Tumor-Pärchen 

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

2022, S.5).
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Abbildung 15 ALDH1A3-Expression in GBM Primär- und Rezidiv-Tumoren 

Eine signifikante Zunahme der Expression um durchschnittlich 3,94 IRS-Punkte liegt vor (aus: Kram et al., 2022, 

S.6). 

 

Tabelle 7 Zusammenfassung der ALDH1A3-IHC-Ergebnisse 

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

Protein IRS insgesamt IRS Primär IRS Rezidiv  Primärtumor-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 4,17 2,91 <0,001 -6,672 

5.2 TCGA Daten Analyse  

Die TCGA-Datenanalyse wurde zur Verifizierung der erhobenen Ergebnisse durchgeführt. 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 natürlichen Logarithmus (ln (expression value)) der 

Gen-quantifizierten Expression können die ACSL4- und GPX4-Expression der GBM Primär- 

und Rezidiv-Tumor-Pärchen verglichen werden. Obwohl die Veränderung nicht signifikant ist 

(p=0.094), nimmt die ACSL4 Gen-Expression bei fünf 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 können 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 Primär- und Rezidiv-Tumor-Pärchen 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). 

 

Tabelle 8 Zusammenfassung der TCGA-Daten-Analyse 

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

Protein Ln(expression-

value) total 

Ln(expression-va-

lue) Primär 

Ln(expression-va-

lue) Rezidiv 

 Primär-Rezidiv 

M Band-

breite 

Mittel-

wert 

Md M Md M Md SD p-Wert Z-Wert 

ACSL4 7,22 1,42-

12,90 

7,07 7,47 7,40 7,70 +0,36 +0,36 0,42 0,094 -1,676 

GPX4 9,45 4,06-

14,95 

9,51 9,25 9,38 9,07 -0,06 -0,08 0,31 0,844 -0,197 

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 durchgeführt, um den Zelltyp, in dem Ferroptose stattfin-

det, näher bestimmen zu können. 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 würde (Abbildung 

17). Insgesamt weisen 70 bis 80% der ACSL4+ und GPX4+ Zellen eine Koexpression mit GFAP 

auf (Tabelle 9) (Kram et al., 2022).  
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Abbildung 17 Beispiele der Doppel-IF-Färbungen 

Die Doppel-IF mit ACSL4 und GFAP in einem Primärtumor 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-Primärtumor 

(gelber Pfeil). Zudem ist eine Zelle, die nur GPX4 exprimiert, markiert (grüner Pfeil) (d-f). Die Doppel-IF mit ACSL4 

und Iba1 in einem GBM-Primärtumor zeigt einige Iba1+-Zellen, die aber kein ACSL4 exprimieren (roter Pfeil: Iba1+-

Zelle ohne ACSL4-Expression, grüner Pfeil: ACSL4+-Zelle) (g-i). Die Doppel-IF mit GPX4 und Iba1 in einem GBM-

Rezidiv. Die meisten Zellen exprimieren entweder GPX4 (grüner Pfeil) oder Iba1 (roter Pfeil) (j-l) (aus: Kram et al., 

2022, S.7). Der Maßstab beträgt 20 μm. 
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Tabelle 9 Zusammenfassung der Doppelimmunfluoreszenz-Ergebnisse 

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

Protein Primär Rezidiv  Primär-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 Primärtumoren, 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 Primärtumoren, 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. Während 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 Primärtumoren, 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 Primärtumoren, 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). 

 
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 Primär Rezidiv  Primär-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 Primärtumoren 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 Prmärtumoren zu einem 

Mittelwert von 16,1% in den Rezidiven signifikant ab (p=0,026) (Tabelle 11) (Kram et al., 

2022). 

Eine ähnliche 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 Primärtumoren, 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). Darüber hinaus 

nahm der Anteil Iba1+-Zellen an GPX4+-Zellen von einem Mittelwert von 13,6% in den Primär-

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), während der Anteil der Iba1+/GPX4+-Zellen signifikant zunimmt (d) (aus: Kram et 

al., 2022, S.8). 
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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 Primär Rezidiv  Primär-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-Veränderungen von ACSL4 und GPX4 zwischen Primärtumor und Rezidiv 

schon quantitativ in der IHC analysiert wurde, wurde eine Doppelimmunfloureszenz der zwei 

Proteine durchgeführt, um mögliche parallele Expressionen und Interaktionen darzustellen. Mit 

einem Mittelwert von 18,9% in den Primärtumoren 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). Während GPX4 in den Primärtumoren domi-

nanter ist, wird ACSL4 mehr in den Rezidiven exprimiert. Dies bekräftigt wiederum die IHC-

Ergebnisse (Kram et al., 2022). 
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Abbildung 20 Beispiele der Doppel-IF-Färbungen mit ACSL4 und GPX4 

Die Doppel-IF mit ACSL4 und GPX4 in einem Primärtumor (Fall 1) zeigt Zellen die entweder ACSL4 (roter Pfeil) 

oder GPX4 (grüner 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 (grüner Pfeil) (d-f). Die 

Doppel-IF mit ACSL4 und GPX4 im Primärtumor (Fall 2) zeigt ACSL4+-Zellen (roter Pfeil) und GPX4+-Zellen (grü-

ner Pfeil). Ein paar Zellen exprimieren beide Proteine (gelber Pfeil) (g-i). Das dazugehörige GBM-Rezidiv (Fall 2) 

weist einige ko-exprimierende Zellen auf (gelber Pfeil) und eine ACSL4-exprimierende Zelle (roter Pfeil) (j-l) (aus: 

Kram et al., 2022, S.9). Der Maßstab beträgt 20 μm. 
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Tabelle 12 Zusammenfassung der Doppelimmunfluoreszenz-Ergebnisse mit ACSL4 und GPX4 

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

Protein Primär Rezidiv  Primär-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 Gesamtüberleben  

Um einen möglichen Einfluss der Änderung der ACSL4-, GPX4-, FSP1- und ALDH1A3-Ex-

pression auf das Überleben zu detektieren, wird der IRS zwischen Primärtumor 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 müssen, ist die ausgewählte Stichprobe insoweit vorselektiert, da die Pa-

tienten und Patientinnen mit Rezidiv nach Diagnose länger gelebt haben müssen, um über-

haupt ein Rezidiv zu entwickeln. Um dieser Vorselektion gerecht zu werden, wird in der Ka-

plan-Meier-Kurve die Überlebenswahrscheinlichkeit ab der Diagnose des Rezidivs dargestellt 

(Kaplan & Meier, 1958). 

Anschließend wurde für jeden einzelnen Antikörper mit dem „coin“-Paket von RStudio ein Cut-

off-Wert ermittelt. Patienten und Patientinnen mit einer stärkeren Zunahme als 2,00 in ihrer 

ACSL4-Expression (Abbildung 21a, blaue Kurve) zeigen mit einem Median von 8,0 Monaten 

ein gering schlechteres Überleben 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 stär-

kere Abnahme (≤-3,67, Abbildung 21b, gelbe Kurve) aufweisen, zeigen ein besseres Überle-

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 Überleben 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 stärkeren Ex-

pressionszunahme weisen ein medianes Überleben von 11,0 Monaten auf; Patienten und Pa-

tientinnen mit einer geringeren Zunahme ein medianes Überleben von 10,0 Monaten (Abbil-

dung 21c). Es liegt kein signifikanter Zusammenhang zwischen der FSP1-Expression und 

dem Überleben 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 Überleben 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 Gesamtüberleben 

Kaplan-Meier-Kurven, die den Einfluss der Expressionsänderung der Proteine ACSL4, GPX4, ALDH1A3 und FSP1 

auf das Gesamtüberleben zeigen. Der p-Wert beschreibt den Zusammenhang der Protein-Expressions-Änderung 

und dem OS (=Gesamtüberleben). 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). 

 



 

51 
 

Tabelle 13 Zusammenfassung der Analyse des Einflusses auf das Gesamtüberleben 

Keine der Expressionsänderungen hat einen signifikanten Einfluss auf das Gesamtüberleben. 

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 Primärtumor und Rezidiv der Antikörper ACSL4, GPX4, 

FSP1 und ALDH1A3 überprüft. Es besteht kein Zusammenhang zu den Expressionsunter-

schieden der Antikörper 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 möglicher 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 könnte Ferroptose eine neue Therapie bieten, indem sie selektiv in GBM-

Zellen induziert sowie verstärkt wird und zum Zelltod führt. Entsprechende Expressions-Ver-

änderungen der Ferroptosemarker GPX4 und ACSL4 wurden hierfür prä- 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 Veränderungen 

stehen für einen Anstieg des oxidativen Stresses in den Zellen und suggerieren, dass Ferr-

optose stattfindet. Ähnliche Tendenzen konnten bei den GBM-Primär-Rezidiv-Paaren des 

TCGA festgestellt werden. Die Expressionszunahme von ALDH1A3 steht in Einklang mit der 

mesenchymalen Differenzierung. Keine der beobachteten Veränderungen 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. 

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

roptose-Prozess beiträgt 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 häufigste 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 Größe der Kohorte so gering. Eine andere Limitation kommt durch das Fehlen 

einer Kontrollgruppe zustande. Es kann keine definitive Aussage hinsichtlich TMZ als Ferrop-

tose-Auslöser getroffen werden. Da TMZ heutzutage das Standardmedikament ist, ist es je-

doch aus ethischen Gründen, 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 für diese Arbeit ausgewählt, 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 Blutgefäße herum, wies auf Mikroglia hin und die weite Ausbreitung durch 
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Tumorareale auf Tumorzellen. Deswegen wurde diese zwei Marker näher untersucht. Um zu 

konkludieren, dass Ferroptose in Tumorzellen stattfindet, müssen weitere Marker getestet wer-

den. 

Ferroptose-Marker  

Zwei ausgewählte Ferroptose-Marker wurden näher untersucht: GPX4 und ACSL4. Dies 

wurde auf Basis von Resultaten früherer Forschungsarbeiten entschieden, die die Wichtigkeit 

der zwei Marker für den Ferroptose-Verlauf verifizieren (Dixon & Stockwell, 2019; Doll et al., 

2017; Jiang et al., 2021; Yang et al., 2014; Yuan et al., 2016).  

Das gewählte Enzym GPX4 spielt eine besondere regulatorische Rolle im Ferroptose-Prozess 

(Yang et al., 2014). Der Funktionsverlust oder die Inhibition von GPX4 führen 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-Sensitivität 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-

Säure 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 Ischämien, Heilung oder oxidativen Reizen beobachtet werden und ist somit 

nicht spezifisch für Ferroptose (FitzGerald, 2003; Xuan et al., 2003).  

Ein weiterer diskutierter Ferroptose-Marker ist die ChaC Glutathion-spezifische γ-Glutamyl-

Zyclotransferase 1 (CHAC1) (Chen et al., 2021). Cystein-Mangel durch Inhibition des xc
--Sys-

tems führt 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 unterstützt so die Ferroptose 

(Chen et al., 2021; Dixon et al., 2014). Deswegen könnte die Hochregulierung der CHAC1-

Genexpression einen selektiven pharmakodynamischen Marker für Ferroptose, die durch In-

hibierung des xc
--Systems herbeigeführt 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 Überexpression des xc
--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 könnte 

TfR1 neue Informationen zu den Mechanismen der Eisenaufnahme und -mobilisation während 

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 für 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 für Ferroptose. Eine Kombination mehrerer Marker könnte Ferroptose gezielter 

detektieren (Chen et al., 2021).  

Ferroptose und GBM 

Die Ergebnisse, dieser Studie weisen auf Ferroptose in GBM hin. Während 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 führt zur ROS-Produktion, was in oxidativem Stress und 

schließlich Ferroptose resultiert (Dixon & Stockwell, 2019; Doll et al., 2017). Des Weiteren, 

unterstützt ACSL4 die PUFA-OOHs Generierung und anschließende Reinkorporation letzte-

ren zurück in die Membran. Die möglichen Folgen sind eine Verformung der Membran, Aus-

dünnung und Poren-Entstehung (Agmon et al., 2018). Die Kombination aus Abnahme der 

GPX4-Expression und Zunahme der ACSL4-Expression könnte den oxidativen Stress in der 

Zelle repräsentieren. Die IHC-Ergebnisse konnten durch die TCGA-Daten-Analyse verifiziert 

werden (Kram et al., 2022). Obwohl diese Veränderungen nicht zwangsläufig für Ferroptose 

sprechen, stehen genau diese Enzym-Expressions-Veränderungen für zwei der definierten 

„Hallmarks“ (Dixon & Stockwell, 2019). 

Weiterführend 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 häufiger ferroptotische Marker exprimieren als Iba1+ Zellen.  

Wie bereits erwähnt, veränderte sich der GFAP-Anteil in Übereinstimmung mit den IHC-Er-

gebnissen: Die Anzahl an GPX4+ Zellen, die auch GFAP exprimieren, nahm im Rezidiv signi-

fikant ab, während 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 

Primärtumor 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 könnte durch den oxidativen Stress in den Mikroglia erklärbar 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 gehören 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 Intensität 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 Bildgebungsmöglichkeiten (Gillen et 

al., 2018; Liu et al., 2022; van Duijn et al., 2017). 

Falls Ferroptose exklusiv in GBM-Tumorzellen stattfindet, könnte der Tumor mit einem spezi-

fischen ferroptotischen Ansatz therapiert werden. Jedoch wurden in dieser Arbeit nur zwei 

Marker Zellmarker getestet. Um auszuschließen, dass Ferroptose in anderen Zellen erfolgt, 

müssen weitere Marker überprüft werden (Kram et al., 2022).  

FSP1 

Da FSP1 bei vorliegender GPX4-Deletion oder Inhibition Zellen vor Ferroptose schützt 

(Bersuker et al., 2019; Doll et al., 2019), wurde spekuliert, dass die Expression im Falle einer 

abnehmenden GPX4-Expression ansteigen könnte. 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 über Vitamin E die Lipid-Peroxidation durch Reduktion von Lipid-Radikalen aufhält 

(Jiang et al., 2021; Kram et al., 2022). Eine Inhibition des Enzyms führt folglich zu einer An-

sammlung von Lipid-Peroxiden und Einleitung der Ferroptose. Dieser Mechanismus der Ferr-

optose-Induktion könnte auch in der Krebstherapie zum Einsatz kommen. Dabei wurden 

iFSP1, als kompetitiver Inhibitor, und icFSP1, als ein Inhibitor, der zu einer subzellulären Re-

lokalisation von der Membran und einer Kondensation von FSP1 führt, beschrieben 
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(Nakamura et al., 2023). Nichtsdestotrotz werden weitere Studien benötigt, 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 führen, 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-ähnlichen Zustand, der zu einer Therapie-Re-

sistenz führen kann (Combs et al., 2016; Li et al., 2018; Rasper et al., 2010). Deshalb könnte 

die Zunahme die mesenchymale Differenzierung oder einfach den wachsenden Anteil überle-

bender Stammzellen widerspiegeln. Zudem wurde eine positive Korrelation zwischen der 

ALDH1A3-Expression und der Ferroptose-Sensitivität beschrieben (Wu et al., 2022). Nur in 

Zellen mit hoher ALDH1A3-Expression, konnte Ferroptose durch RSL3 induziert werden. Dies 

würde bedeuten, dass ALDH1 als Regulator sowie Sensor für Autophagie, die für den ferrop-

totischen Prozess nötig ist, fungieren könnte. Bereits zuvor wurde beschrieben, dass Alde-

hyde, wie beispielweise 4-Hydroxy-Trans-2-Nonenal, Autophagie fördern können (Haberzettl 

& Hill, 2013). Des Weiteren könnte Ferroptose vor allem für die rezidivierenden GBM, die 

ALDH1 hoch exprimieren, eine Therapieoption darstellen (Wu et al., 2022). Aufgrund der Tat-

sache, dass ALDH1A3 die Entgiftung von Aldehyden unterstützt, die durch Lipid-Oxidation 

entstehen, könnte eine Expressionszunahme eine erhöhte Lipid-Oxidation anzeigen, die wäh-

rend Ferroptose stattfindet. ALDH1A3 könnte die Abnahme an GPX4 und die folgende Akku-

mulation an ROS und PUFA-OOHs kompensieren. Um diese Vermutung zu bestätigen sind 

weitere Untersuchungen nötig.  

TMZ und Ferroptose 

Überdies konnte auf Basis dieser Ergebnisse nicht festgestellt werden, ob TMZ zum Ferrop-

tose-Prozess beiträgt oder eine alleinige TMZ-Therapie Ferroptose auslösen kann. 

Eine kurze, niedrig-dosierte TMZ-Therapie soll zu einer protektiven Autophagie führen, die das 

Zellüberleben sichern soll. Andererseits soll eine langzeitige, hoch-dosierte TMZ-Therapie zu 

einer Autophagie führen, die den Zelltod einleitet (Yan et al., 2016). Auf welche Weise TMZ 

zur Ansammlung von ROS und Autophagie führt, ist noch nicht gänzlich klar. Ein Zusammen-

hang mit ALDH1A3, das auch Autophagie einleiten kann, wird diskutiert (Chen et al., 2015; 

Wu et al., 2020). Zudem wurde eine Runterregulation von ALDH1A3 bei TMZ-Resistenz fest-

gestellt sowie eine anschließende 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 gegenüber TMZ (Wu et al., 2020). Da TMZ auf unbe-

kannte Weise zu Autophagie führt, könnte 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 schließen (Wu et al., 2020; Wu et al., 

2023). 

Bisher wurde Ferroptose nicht als natürlicher 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 erhöhte Anfälligkeit der Glioblastom-

Stammzellähnlichen Zellen (GSC) für TMZ in vitro beobachtet. Dabei wurde eine Autophagie 

in eine Eisen-abhängige 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 ähnliche Prozesse registrieren: 

TMZ führte zu einem erhöhten Einbau des xc
--System und damit erhöhten GSH-Konzentratio-

nen. Damit nahm die Konzentration an ROS ab. Die zusätzliche Gabe von Erastin ließ die 

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

Da alle Patienten und Patientinnen in diesem Projekt eine TMZ-Therapie erhalten haben, 

könnte das Medikament als ein möglicher Auslöser fungieren. Um diesen Effekt besser ein-

schätzen zu können, sind allerdings weitere Studien nötig, die eine aktive TMZ-Therapie 

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

Ferroptose und OS 

Das Gesamtüberleben (OS) wurde durch die Änderung 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 Gesamtüberleben. Dies suggeriert, dass der Verlust des entgiftenden Sys-

tems mit dem Gesamtüberleben zusammenhängen könnte. Eine ähnliche Beobachtung 

konnte bei der ACSL4-Expression gemacht werden: Patienten und Patientinnen mit einer stär-

keren Zunahme der ACSL4-Expression als 3,33 IRS-Punkte, hatten ein schlechteres OS als 

Patienten und Patientinnen mit schwächerer 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 stärkeren Zunahme als 2 IRS-Punkten im Rezidiv zeigten schlechteres OS. Dies könnte 
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zur Annahme führen, dass Patienten und Patientinnen mit einer stärkeren Abnahme der 

GPX4-Expression, eine höhere ALDH1A3-Aktivität benötigen, um die akkumulierenden PUFA-

OOHs unschädlich zu machen und die Zelle zu entgiften. Dies spricht dafür, dass Patienten 

und Patientinnen mit mehr PUFA-OOHs-Generierung ein schlechteres OS haben. Die nicht-

signifikanten Ergebnisse könnten der kleinen Fallzahl und den dadurch größeren 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 Malignität 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, könnte 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 Zusammenhänge zwischen Ferroptose, GBM, TMZ und ALDH1A3 sind komplex aber bie-

ten viele neue Therapieansätze in Bezug auf GBM. Eine GBM-Therapie, bei der mit Hilfe von 

Ferroptose-Induktoren gezielt Ferroptose in Tumorzellen ausgelöst wird, würde die Prognose 

von GBM erheblich verbessern und gleichzeitig das umliegende Gewebe schonen. Diese Her-

angehensweise wird bereits wie erwähnt, bei anderen Tumorentitäten verfolgt und könnte 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-

nität und diffusem, infiltrativem Wachstum verheerend. Der kürzlich beschriebene nicht-

apoptotische Zelltod „Ferroptose“ könnte neue Therapie-Ansätze bieten: Mithilfe von Ferrop-

tose-Induktoren in Kombination mit Chemotherapeutika könnte der Zelltod von Tumorzellen 

induziert werden.  

Da Ferroptose im Zusammenhang mit GBM nicht ausreichend untersucht wurde, beschäftigte 

sich die vorliegende Arbeit näher mit der Rolle von Ferroptose in humanem, adultem Hirnge-

webe von GBM-Patienten und -Patientinnen. Die Änderung der Expression der ausgewählten 

Ferroptose-Marker GPX4 und ACSL4 zwischen Primärtumor und Rezidiv wurde immunhisto-

chemisch und in der Doppelimmunfluoreszenz mit den Zellmarkern GFAP und Iba1 beurteilt. 
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Zusätzlich wurde die Veränderung 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 männlich) ausge-

wählt. 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 ausgewählte 

Stichprobe war vorselektiert, da ausschließlich Patienten und Patientinnen mit GBM-Rezidiv 

eingeschlossen wurden. Deswegen wurden mögliche Einflüsse der Änderung der GPX4-, 

ACSL4-, FSP1- und ALDH1A3-Expression auf das Überleben mit der Überlebenszeit ab Re-

zidiv-Diagnose untersucht. 

Es konnte eine signifikante Abnahme der GPX4-Expression und signifikante Zunahme der 

ACSL4-Expression im Rezidiv beobachtet werden. Während die GPX4-Expression um durch-

schnittlich 4,36 IRS-Punkte abnahm, stieg die ACSL4-Expression um durchschnittlich 4,58 

IRS-Punkte. Beide Veränderungen stehen für einen Anstieg des oxidativen Stresses in den 

Zellen und suggerieren, dass Ferroptose stattfindet. Ähnliche Tendenzen konnten bei den 

GBM-Primär-Rezidiv-Paaren des TCGA festgestellt werden. Die ACSL4-Expression nahm um 

durchschnittlich 0,36 des natürlichen Logarithmus der FPKM zu, während die GPX4-Expres-

sion um 0,06 abnahm. Die FSP1-Expression nahm um durchschnittlich 0,62 IRS-Punkte zu, 

während die ALDH1A3 um 3,94 IRS-Punkte stieg. Diese Entwicklung steht in Einklang mit der 

mesenchymalen Differenzierung. Auch hier bestand kein signifikanter Zusammenhang zum 

OS. 

Bei den Doppelimmunfluoreszenz konnten dieselben Veränderungen, 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. 

Überdies 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 Primärtumor und 70,3% im Rezidiv sowie an GPX4+ 

Zellen mit 79,1% und 72,1% drei- bis viermal höher als der Anteil der Iba1+ Zellen. Denn der 

Anteil der Iba1+ Zellen an den ACSL4+ Zellen betrug durchschnittlich 22,2% im Primärtumor 

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 Expressionsänderungen auf das OS konnte nicht detek-

tiert werden. Zudem besteht kein Zusammenhang zwischen MGMT-Methylierungsstatus und 

den Expressionsunterschieden der Antikörper. 

Die Ergebnisse, dieser Studie weisen auf Ferroptose in GBM hin. Zusätzlich sprechen die 

Doppelimmunfluoreszenz-Resultate dafür, 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, möglicherweise im Rahmen von 

Ferroptose, und das komplexe Zusammenspiel zwischen ALDH1A3, TMZ, Lipidperoxidation 

und Ferroptose gilt es in weiteren Experimenten näher zu untersuchen. Überdies konnte auf 

Basis dieser Ergebnisse nicht festgestellt werden, ob TMZ zum Ferroptose-Prozess beiträgt 

oder eine alleinige TMZ-Therapie Ferroptose auslösen kann. 
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8. Reagenzien- und Geräte-Verzeichnis 

8.1.1 Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 14 Verwendete 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 

Citronensäure-Monohydrat Merck KG, Darmstadt, Deutschland 

DAB Vector Laboratories, Burlingame, USA 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 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 

Hämalaunlösung nach Mayer Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Kaliumchlorid (KCL) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 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 MountTM Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 
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Pertex Histolab Products AB, Göteborg, Deutsch-

land 

Salzsäure 37% (HCl) 

 

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Sodium Phosphat Dibasic Dihydrat 

(Na2HPO4) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Triton X 100 Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Wasserstoffperoxid (H2O2) 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 

ImmPACTTM DAB, Peroxi-

dase Substrate Kit 

ImmPACTTM DAB Chromo-

gen (Solution 1) 

ImmPACTTM DAB Diluent 

(Solution 2) 

SK-4105 Vector Laboratories, Bur-

lingame, USA 

VECTASTAIN® Elite® ABC 

Kit, Peroxidase (Standard) 

Reagent A (Avidin, ABC 

Elite) 

Reagent B (Biotinylated 

HRP, ABC Elite) 

PK-6100 

 

30005 

 

30006 

Vector Laboratories, Bur-

lingame, USA 

Vector® TrueVIEWTM Auto-

fluorescence Quenching Kit 

with DAPI 

SP-8500 Vector Laboratories, Bur-

lingame, USA 
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8.1.3 Geräte und Verbrauchsmaterialien  

Tabelle 16 Verwendete Geräte 

Gerät 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 

Magnetrührer  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 

Objektträger-Menzel-Gläser Superfrost 

Plus 

Süsse Labortechnik GmbH & Coo. KG, Gu-

densburg, Deutschland 

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen Greiner Bio-One International GmbH, Krems-

münster, Österreich 
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8.1.4 Pufferlösungen 

Tabelle 18 Verwendete Pufferlösungen 

Die Pufferlösungen wurden selbst hergestellt. 

Blocking-Puffer (Immunhistochemie) 

PBS-Puffer 1 x 

Normales Pferdeserum 2,5 % 

Bovines Serumalbumin 1 % 

Gelatine von Kaltwasserfischhaut 0,2 % 

Triton X 100 0,1 % 

Blocking Puffer (Immunfluoreszenz) 

PBS-Puffer 1 x 

Eselserum 2,5 % 

Bovines Serumalbumin 1 % 

Gelatine von Kaltwasserfischhaut 0,2 % 

Triton X 100 0,1 % 

Citrat-Puffer 

Citronensäure-Monohydrat 1,05 g 

Aqua dest. 0,5 l 

NaOH pH 6 einstellen 

PBS-Puffer 10x 

NaCl 140 mM 

Na2HPO4 10 mM 

KCl 2,7 mM 

KH2PO4 1,8 mM 
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13. Abkürzungen 

ABC   Avidin-Biotin-Komplex 

ACD   Akzidentieller Zelltod/ Accidental Cell Death 

ACSL4   Acyl-CoA-Synthetase 4 

AIFM2   Apoptose-induzierender Faktor Mitochondrium-assoziiert 2 

ALDH   Aldehyd Dehydrogenase  

ALT  Alternative Verlängerung von Telomeren/ Alternative Lengthening of 
Telomeres 

Aqua dest.  Destilliertes Wasser 

ATF4   Aktivierender Transkriptions-Faktor 4   

ATRX   Chromosom-X-verbundenes α-Thalassämie-Retardations-Syndrom/ 
Alpha-Thalassemia X-Linked Mental Retardation Syndrome 

BSO   Buthionin Sulfoximin 

CBTRUS  Zentraler Hirntumor Register der Vereinigten Staaten/ The Cen-
tral Brain Tumor Registry of the United States 

CDKN2A/B  Cyclin-abhängige-Kinase-Inhibitoren 2A und 2B/ Cyclin-Dependent Ki-
nase Inhibitor 2A/B 

CHAC1  ChaC Glutathion-spezifische γ-Glutamyl-Zyclotransferase 1  

cIMPACT NOW Konsortium zur Informierung über molekulare und praktische Herange-
hensweisen über ZNS-Tumore/ The Consortium to Inform Molecular 
and Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy Not Official ZNS-
WHO 

COX2   Cyclooxygenase-2   

DAB   Diaminobenzidin 

DAPI   4’-6’-Diamino-2-phenylindole 

EANO  Europäischer Verbund für Neuroonkologie/ European Association of 
Neuro-Oncology 

EGFR  Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor/ Epidermal Growth Factor Re-
ceptor 

Fe2+   Eisen 

FFPE   in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet /Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded   

FITC Fluoreszin Isothiocyanat 

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

FSP1   Ferroptose-Suppressor-Protein 1 

GBM   Glioblastoma multiforme 
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GFAP   Gliales fibrilläres saures Protein/ Glial Fibrillary Acidic Protein 

GPX4   Glutathionperoxidase 4 

GSC   Glioblastom-Stammzellähnlichen Zellen / Glioblastoma Stem Cells 

GSH   Glutathion 

H2O2   Wasserstoffperoxid, Hydrogenperoxid 

HCl   Salzsäure 

HE   Hämatoxylin-Eosin 

HMGCR  3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Koenzym A Reduktase 

Hoechst  DNA-Marker 

Iba1   Ionisiertes Calcium-bindendes Adapter-Molekül 1 

IDH   Isocitratdehydrogenase 

IF   Immunfluoreszenz  

IgG   Immunglobulin G 

IHC   Immunhistochemie 

IRS   Immunreaktiver Score 

J   Jahr 

KCl   Kaliumchlorid 

KH2PO4  Kaliumdihydrogenphosphat 

KPS   Karnofsky Performance Status 

LOX   Lipid-Oxygenase 

LPCAT3  Lysophosphatidylcholin-Acyltransferase 3 

M   Monat 

MGMT   O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 

MRT   Magnetresonanztomographie 

n   Patienten- und Patientinnen-Anzahl 

Na2HPO4  Dinatriumhydroxyphosphat 

NaCl   Natriumchlorid 

NaOH   Natronlauge 

NCOA4  Nukleärer Rezeptor Ko-Aktivator 4 

OH-   Hydroxyl-Radikal 

OS   Gesamtüberleben/ Overall Survival 

p   p-Wert 

PBS   Phosphatgepufferte Salzlösung 

PDGFR   Wachstumsfaktor-Rezeptor aus Thrombozyten/ Platelet-derived 
Growth Factor Receptor 
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PFS   Progressionsfreies Überleben/ Progressionfree survival 

PL   Phospholipid 

PL●   Phospholipid-Radikal 

PLOH   Phospholipid-Alkohol 

PLOO●  Phospholipid-Peroxylradikal 

PLOOH  Phospholipid-Hyperoxide 

Primär   Primärtumor 

PTGS2  Prostaglandin-Synthase 2 

PUFA   Mehrfach ungesättigte Fettsäuren/ Polyunsaturated Fatty Acids  

PUFA-PL  Phospholipid gebunden an mehrfach ungesättigte Fettsäure  

RCD   Regulierter Zelltod/ Regulated Cell Death 

ROS   Sauerstoffradikal/ Reactive Oxygen Species 

RSL3   RAS-selektiv letal 3  

SSZ   Sulfasalazin 

TCGA   Krebs-Genom-Atlas/ The Cancer Genome Atlas 

TERT   Telomerase-Reverse-Transkriptase 

TfR1   Transferrin-1-Rezeptors 

TMZ   Temozolomid 

TP53   Tumorsuppressor 53 

TXNRD1  Thioredoxin-Reduktase 1 

VEGFR  Vaskulär-endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor/ Vascular Endothe-
lial Growth Factor 

WHO    Weltgesundheitsorganisation/ World Health Organisation 

ZNS   Zentrales Nervensystem 

γ-GCS   γ-Glutamat-Cystein-Ligase 
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Einheiten  

°C   Grad Celcius  

µg    Mikrogramm  

µl   Mikroliter  

µm    Mikrometer  

µM    Mikromolar  

cm    Centimeter  

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

g    Gramm  

Gy   Gray  

kDa    Kilodalton  

mg    Milligramm  

min    Minute  

ml    Milliliter  

mM   Millimolar  

nm    Nanometer  

pH    pH-Wert  
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