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1. Einleitung
1.1. Hirntumore

1.1.1. Epidemiologie
Diffuse Gliome stellen die haufigsten malignen hirneigenen Tumoren bei
Erwachsenen dar. Nach aktuellen Daten des Robert-Koch-Instituts erkrankten in
Deutschland in dem Jahr 2018 circa 3.130 Frauen und 4.100 Manner an einem
bosartigen Tumor des Zentralen Nervensystems (ZNS)." Es zeigen sich seit dem
Jahr 1999 keine signifikanten Veranderungen bezuglich der Erkrankungs- und
Sterberaten.” Die durchschnittliche altersadjustierte Inzidenz der primaren malignen
Hirntumoren lag in den Vereinigten Staaten von Amerika (engl. United States of
America, USA) zwischen 2013 und 2017 bei 7,08 pro 100.000 Einwohnern.? 29,7%
der diagnostizierten primaren Hirntumoren waren maligner Natur.? Die
durchschnittliche jahrliche Mortalitatsrate lag bei 4,42 pro 100.000 Einwohnern.2 Den
groRten Anteil unter den primaren Hirntumoren verzeichneten benigne hirneigene
Tumoren, darunter waren Uberwiegend Meningeome. Das Glioblastom war im oben
genannten Zeitraum mit 48,6% die haufigste Tumorentitat unter den malignen
hirneigenen Tumoren.? In den vergangenen Jahrzehnten zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede beziiglich der Inzidenz von Gliomen.?* Das mediane
Alter bei der Erstdiagnose eines Glioblastoms lag bei 65 Jahren und das mittlere
Uberleben lag bei dieser malignen Tumorentitdt bei 8 Monaten nach der
Erstdiagnose.? AuRerdem zeigte sich die hochste Inzidenz in der Altersgruppe von
75-84 Jahren.? Die Inzidenz des Glioblastoms steigt dementsprechend mit dem Alter
bei Erstdiagnose an.2 Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei 7,2%. 42% der Patienten,
bei denen ein priméarer Hirntumor diagnostiziert wurde, waren mannlich.? Unter den
malignen Tumoren waren 56% der Patienten mannlich, wohingegen bei den
benignen Tumoren der groRere Anteil der Patienten, das heilt 64%, weiblich war.?
Das Glioblastom kam bei Mannern 1,59-mal haufiger vor als bei Frauen und war
insgesamt deutlich haufiger bei Erwachsenen als bei Kindern.?2 AuBerdem sind ein
hoheres Alter zu dem Zeitpunkt der Erstdiagnose sowie das weibliche Geschlecht
bei Patienten mit einem Glioblastom mit einem schlechteren Uberleben assoziiert.?
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Wenn nicht anders angegeben, bezieht sich der vorangehende Abschnitt auf eine
aktuelle Metaanalyse von Ostrom et al. aus dem Jahr 2020, welche Daten der
Central Brain Tumor Registry of the United States (CBBTRUS) in Zusammenarbeit
mit dem Centre for Disease Control (CDC) auswertet. Sie bilden das grofte
Register, welches sich auf primare Hirntumoren in den Vereinigten Staaten
fokussiert und reprasentiert somit die US-amerikanische Bevolkerung.?#

Die meisten Tumore des Zentralen Nervensystems (ZNS) treten ohne das Vorliegen
eines hereditaren Tumorsyndroms (Neurofibromatose Typ 1 und 2, tuberdse
Sklerose, Lynch-, Li-Fraumeni-Syndrom) auf. Lediglich 5-10% der Falle zeigen eine
familiare Haufung bezliglich des Vorkommens eines primaren Hirntumors.® Die
ionisierende Strahlung zahlt zu den Risikofaktoren fur das Auftreten eines malignen
Hirntumors. Insbesondere infolge einer therapeutische Ganzhirnbestrahlung im
Kindesalter bei padiatrischen Tumorerkrankungen treten vermehrt Hirntumore im
Verlauf als Zweitmalignome auf.* Weitere Risikofaktoren fiir die Erkrankung an
einem Glioblastom sind bislang nicht etabliert, jedoch gewinnen insbesondere
genetische Faktoren, sowohl bezuglich der Diagnostik als auch bezuglich des
klinischen Verlaufs von malignen Hirntumoren, zunehmend an Bedeutung. Unter
anderem konnten kurzlich 25 Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. Single
Nucleotide Polymorphisms, SNPs) als Risikofaktoren fur das Auftreten eines Glioms
identifiziert werden. Darunter zeigten sich 11 SNPs spezifisch fur das Auftreten eines
Glioblastoms.® Die funktionalen und biologischen Zusammenhange sind
dahingehend Uberwiegend ungeklart. Allerdings sind einige der untersuchten SNPs

mit der Erhaltung und Verlangerung der Telomere assoziiert.”

1.1.2. Therapie des Glioblastoms
Wenn nicht anders vermerkt, beziehen sich die folgenden Ausfuhrungen bezuglich
der Therapie des Glioblastoms auf die aktuelle S2k-Leitlinie der Deutschen
Gesellschatt fiir Neurologie, welche zuletzt am 01.02.2021 aktualisiert wurde.®



Die moglichst vollstandige Resektion ist einer der Hauptbestandteile der Therapie
des Glioblastoms. lhre Planung sollte immer die Vermeidung von neuen
neurologischen Defiziten implizieren.? Sie ist allerdings durch die infiltrative Natur
des Glioblastoms eingeschrankt, denn das Ausmal} der diffusen Infiltration des
Hirngewebes ist makroskopisch nicht eindeutig erkennbar.® Die kombinierte
histologische und molekulare Klassifikation nach der WHO stellt den Goldstandard
dar und das Heranziehen von molekularen Markern, wie dem MGMT-Promotor-

Methylierungsstatus, ist insbesondere fiir die Therapieplanung von Relevanz.%-12

Eine Komplettresektion sowie die Radiotherapie der erweiterten Tumorregion und
eine zusatzlichen Chemotherapie mit Temozolomid, gefolgt von weiteren sechs
Zyklen der Temozolomid-Chemotherapie, stellen die Erstlinientherapie des
Glioblastoms dar.®2 Das Chemotherapeutikum Temozolomid ist aktuell die
bedeutendste chemotherapeutische Option in der Therapie des Glioblastoms.? Die
kombinierte Radiochemotherapie als Standardtherapie findet hauptsachlich bei neu
diagnostizierten und erwachsenen Patienten (junger als 70 Jahre) Anwendung. Bei
alteren Patienten sowie bei Patienten in einem schlechteren klinischen Zustand wird
dariber hinaus eine hypofraktionierte Radiotherapie angewendet und die
Temozolomid-Chemotherapie auf 12 Zyklen ausgeweitet.'*

1.1.3. Klassifikation

Seit Ende des Jahres 2021 erfolgt die Klassifikation der Tumore des Zentralen
Nervensystems nach der 5. Auflage der WHO- (engl. World Health Organization)
Klassifikation.'® Diese baut auf den bisherigen WHO-Klassifikationen von 1979,
1993, 2000, 2007 sowie 2016 auf.15-19

Im Rahmen der Klassifikation der ZNS-Tumore gewinnen insbesondere molekulare
Merkmale der einzelnen Entitaten zunehmend an Relevanz. So wurden nach
EinfGhrung der 4. Auflage der WHO-KIassifikation erstmals molekulare Marker in
Erganzung zu den histologischen Charakteristka im Rahmen der Diagnostik
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miteinbezogen. Im Besonderen sind in diesem Zusammenhang die Einteilung der
diffusen Gliome anhand von Mutationen in dem Gen, welches fur die
Isocitratdehydrogenase (IDH) kodiert, und die Einteilung nach 1p/19g-Kodeletion zu
nennen. Diese haben neben der diagnostischen Relevanz auch eine klinische und
prognostische Bedeutung fur die Einteilung von Hirntumoren. Diese integrierte
genetische und histomorphologische Betrachtung fuhrte dartber hinaus zu einem
hoheren Maf an Objektivitat beziiglich der Diagnostik.'®

Fir die Etablierung molekularer Marker in der gegenwartigen WHO-Klassifikation
sind die Empfehlungen des Consortium to Inform Molecular and Practical
Approaches to CNS Tumor Taxonomy — Not Officially WHO (c-IMPACT-NOW) zu
bertcksichtigen. Sie geben Empfehlungen hinsichtlich einer auf molekularen
Markern basierenden Diagnosestellung von Glioblastomen des IDH-Wildtyp?® und
reformierten die Nomenklatur sowie die Kriterien fur die Einteilung IDH-mutierter
Astrozytome.?’

Zwar bezieht die aktuelle Version der WHO-KIlassifikationen vermehrt molekulare
Marker bei der Klassifizierung von Tumoren des Zentralen Nervensystems mit ein,
jedoch beruht ein wichtiger Teil der Diagnostik auf der Methodik der Histologie und
Immunhistochemie.?? Des weiteren konnte in der Vergangenheit bei verschiedenen
malignen Hirntumoren gezeigt werden, dass genetische Veranderungen durch einen
mehrstufigen Entartungsprozess — das heil3t durch aufeinander folgende genetische
Veranderungen — zu einer malignen Transformation fiihren?®, was die Wichtigkeit
der molekularen Marker fur die Diagnostik verschiedener Entitaten und
Malignitatsgrade unterstreicht. Auch die Taxonomie der Tumorklassifikation
bertcksichtigt zunehmend  molekulare  Charakteristka der  einzelnen
Tumorentitaten, sodass molekulare Parameter auch neue Subtypen der bereits
etablierten Tumorentitaten charakterisieren. In diesem Zuge wird aktuell von einer
Hybrid-Taxonomie gesprochen. So werden molekulare Charakteristika teilweise als
definierend (essentiell) und teilweise als zusatzlich (gewlnscht) erachtet. Dartber



hinaus gibt es Entitaten, fur die keine molekularen Merkmale charakterisierend sind,
was zu einer Berufung auf frUher etablierte Methoden wie die histologische
Befundung fiihrt.??

Das Grading der Hirntumore unterscheidet sich mafgeblich von dem Grading der
Nicht-ZNS-Tumoren. Bis zu der Einfuhrung der aktuellen WHO-Klassifikation
wurden romische Ziffern verwendet, um ZNS-Tumore in WHO-Grad |, II, lll oder IV
einzuteilen. Seit Ende des Jahres 2021 erfolgt die Bezeichnung mithilfe von
arabischen Zahlen und die Unterteilung in unterschiedliche, jetzt ,ZNS WHO-
Grade®, ist innerhalb verschiedener Tumorentitaten maoglich.

DNA- (engl. Deoxyribonucleic Acid) Methylierungsmuster gewinnen hauptsachlich
fur die molekulare Diagnostik von ZNS-Tumoren an Bedeutung.?* Die Klassifizierung
anhand des DNA-Methylierungsprofils ist bei einer Vielzahl an ZNS-Tumoren
zuverlassig.?® Darlber hinaus lassen sich anhand von DNA-Methylierungsdaten
auch Kopienzahlen-Profile bzw. Copy Number Variationen (CNV) ableiten, die
ebenfalls einen wichtigen Beitrag fur die Klassifikation leisten. Diese mussen im
Zusammenspiel mit histologischen und weiteren genetischen bzw. chromosomalen

Aberrationen untersucht werden.

1.2. Charakterisierung der Diffusen Gliome (Morphologie

und Molekularpathologie)
Nach der 5. Auflage der WHO-Klassifikation der Tumoren des Zentralen
Nervensystems erfolgt die Unterteilung der diffusen Gliome in sogenannte adult-
type-Gliome, die vorwiegend bei Erwachsenen auftreten, und in pediatric-type-
Gliome, die demgegenuber vorwiegend bei Kindern auftreten. Diese Gruppen
werden vor allem anhand ihrer verschiedenen prognostischen und biologischen
Charakteristika unterschieden und haben klinische und therapeutische
Implikationen.%-22.26 Die 4. Auflage der WHO-Klassifikation von 2016 unterscheidet

noch insgesamt 15 verschiedenen Entitaten bei den diffusen Gliomen, was vor allem
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darauf zurlUckzufuhren ist, dass unterschiedliche WHO-Grade unterschiedliche
Entitaten bedeuteten. Seit Einfuhrung der aktuellen WHO-KIassifikation werden drei

verschiedenen Subtypen der diffusen Gliome bei Erwachsenen unterschieden.??

Ein entscheidender molekularer Marker fur die Klassifikation der ZNS-Tumore ist die
IDH-Mutation. Die IDH ist ein metabolisches Enzym, welches mit dem Citratzyklus
assoziiert ist und in diesem Zusammenhang unter Entfernung einer Carboxylgruppe
Isocitrat zu alpha-Ketoglutarat umwandelt. Die IDH-Mutation findet fruh in dem
Prozess der Gliomgenese statt und definiert eine klinische und genetische
Subgruppe der Gliome. Im Jahr 2008 wurde mit Hilfe der DNA-Sequenzierung die
Punktmutation p.R132H im Gen IDH1 als haufige Mutation in Glioblastomen
entdeckt und Uberwiegend mit dem Auftreten bei jungeren Patienten und einem
besseren Gesamtiiberleben assoziiert.?’ In der Folge wurden IDH1- und IDH2-
Mutationen insbesondere bei niedriggradigen Gliomen beschrieben.?®-30 80% der
IDH-Mutationen stellen IDH1-Mutationen der Art p.R132H dar. Die IDH-Mutationen
fuhren zu einem hypermethylieten Genom, was durch den Metaboliten D-2-
Hydroxyglutarat initiiert wird.3'32 Dieser hypermethylierte Phanotyp wird auch als
Glioma CpG-Island Methylator Phenotype (G-CIMP)3334 bezeichnet und ist mit
einem besseren Gesamtiiberleben verbunden.?® Ein ebenfalls entscheidender
Faktor fur die Gliomgenese und vermehrte Zellteilung ist die Lange Telomere. Auf
Grund dessen ist bei der Entstehung der Astrozytome die Inaktivierung des Gens
entscheidend, welches fur Alpha Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-
Linked (ATRX) kodiert, wahrend bei Oligodendrogliomen TERT- (Telomerase

reverse transcriptase) Promotormutationen von diagnostischer Bedeutung sind.36:37

Die aktuelle Klassifikation der diffusen Gliome bei Erwachsenen unterscheidet IDH-
mutierte Astrozytome, IDH-mutierte und 1p/19g-kodeletierte Oligodendrogliome
sowie Glioblastome, IDH-Wildtyp, welche in den folgenden Abschnitten

charakterisiert werden.?
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Die nachfolgenden Angaben zu den histologischen Eigenschaften der dargestellten
Entitaten beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf eine Veroffentlichung
von Schniederjan et al. aus dem Jahr 2018.28 Die molekularen Charakteristika
wurden, wenn nicht anders angegeben, der 5. Auflage der WHO-Klassifikation

entnommen.°

1.2.1. Astrozytom, IDH-mutiert
Namensgebend fur die Astrozytome ist die Ursprungszelle dieser Neoplasie sowie
die IDH-Mutation, welche fur die Klassifikation obligatorisch ist. Folglich entstehen
Astrozytome aus der astrozytaren Zellreihe. Histologisch konnen Astrozytome in vier
verschiedene Typen unterteilt werden: fibrillar, gemistozytisch, protoplasmatisch
und gemischt. Der Malignitatsgrad der Astrozytome wird unter anderem anhand
histologischer Kriterien ermittelt, wie der Mitosezahl, der Zellkernpleomorphie,
pathologischen Gefaldproliferaten sowie Nekrosen mit Pseudopallisadenbildung.
Diese histologischen Merkmale werden als Anaplasiezeichen bezeichnet.
Immunhistochemisch lassen sich — neben der IDH-Mutation — bei einer Vielzahl der
Astrozytome ein ATRX-Expressionsverlust sowie eine Mutation im TP53-Gen

nachweisen.38

Eine homozygote CDKN2A/B- (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B) Deletion
fuhrt — auch ohne histologische Korrelate bei dem entsprechenden Tumor — zu der
Einteilung in den ZNS WHO-Grad 4.'° Insgesamt ist die Klassifikation der IDH-
mutierten Astrozytome, je nach histologischen und genetischen Charakteristika, in
ZNS WHO-Grad 2,3 oder 4 moglich. ™0

1.2.2. Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19q-
kodeletiert

Oligodendrogliome werden im Besonderen durch ihre genetischen Eigenschaften —
die IDH-Mutation und die 1p/19g-Kodeletion — definiert. Histologisch zeichnen sich
Oligodendrogliome durch eine besondere, charakterisierende Zellkernmorphologie
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aus. lhr deutlich rundlicher Nukleus mit regularen Konturen ist von einem Halo, was
einem sparlichen, klaren Zytoplasmasaum entspricht, umgeben. Er imponiert
euchromatisch mit einem deutlich abgrenzbaren Nucleolus.®® Ebenfalls
charakteristisch sind Zytoplasmaauslaufer, die ein netzartiges Bild ergeben sowie
Kalzifizierungen, die die Tumorzellen umgeben. Oligodendrogliome zeichnen sich
auBerdem durch honigwabenartige GefaRbildungen aus.®®4° Die wichtigsten
immunhistochemischen  Korrelate im Rahmen der Diagnostik des
Oligodendroglioms sind Farbungen mit Antikdrpern gegen mutierte IDH1 p.R132H,
ATRX und p53. Histomorphologisch konnen Oligodendrogliome auch astrozytar
anmuten. Die genannten molekularen Merkmale — IDH-Mutation und 1p/190-
Kodeletion — fiihren zu der definitiven Diagnose eines Oligodendroglioms.™

1.2.3. Glioblastom, IDH-Wildtyp

Das Glioblastom, IDH-Wildtyp ist ein malignes, infiltrativ wachsendes Astrozytom mit
sehr variabler Histomorphologie. Es ist grundsatzlich durch ein hohes Mal} an
Kernpleomorphie und weitgehenden Verlust der astrozytaren Differenzierung
gekennzeichnet. Glioblastome zeigen zumeist palisadenartige Nekrosezonen, die
multifokal innerhalb des Tumors vorkommen. Auf3erdem sind mikrovaskulare
Proliferate, die ebenfalls ein Malignitatskriterium darstellen, charakterisierend. Diese
pathognomonischen Gefal3proliferate kommen besonders im hypoxischen
Mikromilieu des Glioblastoms vor und entstehen durch die vermehrte Sezernierung
pro-angiogener Botenstoffe wie dem Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).*!
Zu der Entitdt Glioblastom, IDH-Wildtyp gehdéren daruber hinaus weitere
histologische Subtypen (Riesenzellglioblastoms, Gliosarkoms und epitheloides
Glioblastom). Immunhistochemisch sind bei Glioblastomen unter anderem die
ATRX-Expression, der IDH-Wildtyp und die GFAP- (Glial fibrillary acidic protein)

Expression von diagnostischer Relevanz.?

Das Glioblastom befindet sich meist subkortikal in der weil3en Substanz oder in der

tieferliegenden grauen Substanz der GroRhirnhemispharen. Es kommt in allen
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Lappen des Gehirns vor und ist von infiltrativer Natur, sodass es meist zu einer
Infiltration sowohl in benachbarte Cortexareale als auch Uber das Corpus callosum
in die kontralaterale Hemisphare kommt, was als Schmetterlingsgliom bezeichnet
wird."® Die damit einhergehenden klinischen Symptome sind vorwiegend fokal
neurologische Defizite und epileptische Anfalle. AuRerdem kommt es durch die
schnelle GroRenprogredienz des Tumors zu einem erhohten Hirndruck, was
wiederum zu Ubelkeit, Kopfschmerzen und Erbrechen fiihren kann. Dariiber hinaus
sind — je nach Lokalisation — Wesensveranderungen und neurokognitive
Veranderungen typische Symptome des Glioblastoms. Diese neurologischen
Symptome entwickeln sich entsprechend des aggressiven Tumorwachstums

meistens progressiv.'°

Typischerweise weisen Glioblastome die 0.g. histologischen Anaplasiekriterien auf.
Trifft dies nicht zu, missen Glioblastome auf genetische Veranderungen untersucht
werden. Dies impliziert insbesondere die Untersuchung auf eine Amplifikation des
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptorgens (engl. epidermal growth factor receptor,
EGFR), auf Promotormutationen des TERT-Gens*® und/oder einer chromosomalen
Amplifikation auf Chromosom 7, kombiniert mit einem Verlust auf Chromosom 10
(+7/-10).2144 Das Vorliegen bereits einer dieser drei genetischen Parameter fiihrt zu
der Vergabe eines ZNS WHO-Grades 4 2'2245 und werden in der gegenwartigen
Version der WHO-Klassifikation somit gleichwertig mit den histologischen
Malignitatskriterien behandelt.

Die EGFR-Amplifikation tritt bei 40% aller Glioblastomen, IDH-Wildtyp auf und findet
sich weniger haufig bei Riesenzellglioblastomen. Sie kommt ausschlieRlich bei
primaren Glioblastomen vor und besitzt vorwiegend eine diagnostische
Relevanz.4647 Bei sekundaren Glioblastomen, die eine IDH-Mutation aufweisen und
aus niedriggradigeren, |IDH-mutierten Astrozytomen entstehen, sowie bei
niedriggradigen, IDH-mutierten Astrozytomen, wird eine EGFR-Amplifikation nicht
beobachtet. Die EGFRVvIII-Mutation stellt eine besondere Splice-Variante dar, bei
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welcher die Exone 2-7 fehlen und die zu einer Tyrosinkinaseaktivitat fuhrt. Die
EGFR-Amplifikation scheint nicht mit dem Patientenlberleben assoziiert zu sein.*®

Die Deletion des Chromosom 10 ist die haufigste chromosomale Aberration beim
Glioblastom. Sie liegt bei 80% der Glioblastome vor und impliziert zumeist eine
distale Deletion auf dem langen Arm von Chromosom 10. Die chromosomale
Aberration beinhaltet dartber hinaus die Deletion des Tumorsuppressorgens PTEN
(engl. Phosphatase and Tensin homolog) und kommt haufig in Kombination mit

einem Zugewinn auf Chromosom 7 vor.4°

Die CDKN2A/B-Deletion wird bei circa der Halfte der Glioblastome, IDH-Wildtyp
beschrieben. Das entsprechende Gen befindet sich auf dem kurzen Arm von
Chromosom 9 und kommt im Falle des chromosomalen Verlustes zumeist in Form
einer homozygoten Deletion vor. Der entsprechende Genlocus kodiert fur den
Tumorsuppressor p16.4°

Im Allgemeinen unterscheidet die 5. Auflage der WHO-KIlassifikation einerseits
zwischen Kiriterien, die essenziell fur die Klassifikation des Glioblastoms sind und
andererseits zwischen Merkmalen, die in diesem Zusammenhang wunschenswert
sind. Als essenziell gelten der IDH-Wildtyp, der H (Histon)3-Wildtyp und das
Vorliegen eines diffusen astrozytaren Gliomes in Verbindung mit einem oder
mehreren der folgenden Kriterien: mikrovaskulare Proliferate, Nekrosen, TERT-
Promotor-Mutation, EGFR-Amplifikation, +7/-10. Ein winschenswertes Kriterium ist
laut WHO das Vorhandensein des DNA-Methylierungsprofil eines Glioblastoms,
IDH-Wildtyp.'® Diese molekularen Kriterien lassen es zu, dass ein diffuser
astrozytarer Tumor ohne histologische Anaplasiezeichen, aber mit molekularen

Merkmalen, als Glioblastom, IDH-Wildtyp klassifiziert wird.

Zwar hat die 06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)-
Promotormethylierung keine entscheidende Bedeutung fur die Gliomklassifikation,
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jedoch ist die Bestimmung des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus wichtig fur
Therapieentscheidungen und insbesondere hinsichtlich der Behandlung mittels
Temozolomid als Chemotherapeutikum?®, welche derzeit die
Erstlinienchemotherapie des Glioblastoms darstellt. Der DNA-Alkylierung durch
Temozolomid gegenuber steht das DNA-Reparaturenzym MGMT, das eine
entgegengesetzte Funktion besitzt."'2 Die Sensitivitat gegenliber Temozolomid ist
dementsprechend bei niedrigerer Auspragung des Enzyms MGMT hoher, was Uber
die Methylierung des MGMT-Promotors reguliert wird und die Transkription inhibiert.
Daher ist eine MGMT-Promotormethylierung mit einem besseren klinischen Verlauf
und einem besseren Ansprechen auf eine Temozolomid-Chemotherapie assoziiert.
Die Bestimmung des MGMT-Promotormethylierungstatus ist folglich fester
Bestandteil der Diagnostik, hat aber bislang keine Relevanz bezuglich der
Klassifikation von diffusen Gliomen.

1.3. Die DNA-Methylierung als epigenetischer Mechanismus

und ihre biologische Funktion bei der Krebsentstehung
Zwischen 1869 und 1928 wurden erste Meilensteine auf dem Gebiet der Epigenetik
erreicht, indem die Begriffe und biologischen Korrelate der Nukleinsauren, Histone
und des Chromatins definiert wurden und die Unterscheidung zwischen
Euchromatin und Heterochromatin entdeckt wurde.>' Conrad Waddington definierte
1942 den Begriff der Epigenetik als Veranderung des Phanotyps bei konstantem
Genotyp.5? Epigenetische Mechanismen kontrollieren die Expression von Genen
und die Funktionsanpassung von Zellen, ohne den Genotyp zu verandern, was zu
einer Zelldifferenzierung fiihrt>® und sind zudem meist reversibel, was sie zu einem
Anknupfungspunkt fur Therapien macht. Die DNA-Sequenz bleibt infolgedessen

trotz einer Veranderung des Chromatins und der Zellfunktion unverandert.*

Zu den wichtigsten epigenetischen Mechanismen gehoren die Histonmodifikation,
die RNA- (engl. Ribonucleic Acid) Interferenz mittels Micro-RNA und die DNA-
Methylierung. Die DNA-Methylierung zeichnet sich durch die Methylierung des C5
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der Base Cytosin aus und ist seit Mitte der 1970er Jahre bekannt.55%¢ DNA-
Methyltransferasen (DNMTs) regulieren die Methylierung der Cytosine -
insbesondere solcher, die in CpG-Inseln lokalisiert sind,>” welche sich wiederum
uberwiegend in den Promotorregionen von Genen befinden. Als CpG-Insel wird eine
Region bezeichnet, die mehr als 500 Basenpaare lang ist und einen GC (Guanin—
Cytosin)-Inhalt von mehr als 55% enthalt.>* Die Methylierung einer Promotorregion
flhrt zu der Repression der Expression des damit verbundenen Gens.%3

Bei Krebserkrankungen spielt die DNA-Methylierung eine besondere Rolle, da sie
wahrend der fruhen Karzinogenese stattfindet und im Besonderen auch
Tumorsuppressorgene betrifft, deren Expression im Rahmen der DNA-Methylierung
unterdruckt wird. Die Theorie des Loss of Heterozygosity (LOH) erklart den Ursprung
der Karzinogenese durch den Verlust beider Allele eines Tumorsuppressorgens.
Dies kann durch Mutation oder DNA-Methylierung oder auch durch die Kombination
beider erfolgen.’® Die DNA-Methylierung stellt sowohl einen physiologischen
Mechanismus als auch einen fruhen Prozess bei der Krebsentstehung dar. Die
epigenetische Reprogrammierung tragt dartber hinaus zu der Initilerung sowie zu

der Progression von Krebserkrankungen bei.>%:6°

1.4. Die DNA-Methylierung und deren Bedeutung flir die

Klassifikation der Hirntumoren
Das Methylom von Krebszellen impliziert sowohl erworbene DNA-
Methylierungsmuster als auch solche epigenetische Charakteristika, durch die sich
Rickschlisse auf die Ursprungszelle der Neoplasie ziehen lassen.?'-%2 Die DNA-
Methylierungsmuster sind stabil und reproduzierbar und kdnnen zumeist auch bei
einem geringen DNA-Gehalt einer Tumorprobe oder einer geringeren Probenqualitat
ermittelt werden.®® Sie werden zu der Klassifizierung der vielfaltigen Entitaten der
ZNS-Tumoren eingesetzt und dienen unter anderem der Diagnostik von
Ependymomen®*, Meningeomen®®, Medulloblastomen®, Nervenscheidentumoren®s,

primitiven neuroektodermalen Tumoren®” oder kleinen blauen rundzelligen
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Tumoren.®® AuRerdem gewinnt die Klassifikation in Subgruppen des Glioblastoms
mithilfe von DNA-Methylierungsanalysen an zunehmender Relevanz in der

diagnostischen Praxis.®®

Vor der Klassifikation von Hirntumoren mittels DNA-Methylierungsmustern wurden
Subgruppen des Glioblastoms auch auf der Ebene der DNA-Transkription
definiert.”® Diese Einteilung, welche im Jahr 2010 von Verhaak et al. beschrieben
wurde, unterteilte die Glioblastome in die Subgruppen classical, mesenchymal,
neural und proneural.”® Diese genexpressionsbasierte Klassifikation fokussierte sich
auf somatische Mutationen (PDGFRA (engl. platelet-derived growth factor receptor
A)/ IDH1-, EGFR- und NF1- (Neurofibromatose Typ 1) Mutationen) und Copy
Number Variationen, welche bei den genannten Subgruppen unterschiedlich haufig
vorkamen.”® Die Klassifikation auf epigenetischer Ebene stimmt nicht in ihrer Ganze
mit der Klassifikation auf Transkriptionsebene (berein.”’

Die gegenwartig herangezogene Klassifikation der ZNS-Tumoren auf der Grundlage
globaler DNA-Methylierungsmuster beruht auf der Publikation von Capper et al. aus
dem Jahr 2018.%

In diesem Zuge etablierte sich der Brain Tumor Classifier, der als Online-
Klassifikationstool unter www.molecularpathology.org’? zur freien Verfiigung steht.
Es wurden globale DNA-Methylierungprofile von 2801 Tumoren generiert und fur
das entsprechende Referenzset verwendet. Dies geschah mittels /llumina Infinium
HumanMethylation450 BeadChip (450k). Diese Daten wurden im Folgenden einem
unsupervised clustering unterzogen. Sie ermdglichten es die verschiedener DNA-
Methylierungsklassen zu definieren und erlauben deren Korrespondenz zu
bestehenden, histologisch definierten Tumorentitaten. Insgesamt wurden in diesem
Zusammenhang 82 ZNS-Tumorklassen und -subklassen gebildet, die sich durch
verschiedene DNA-Methylierungsprofile auszeichnen. Der durch Capper et al.
etablierte Machine-Learning-Mechanismus stellt einen zunehmend wichtigen
Aspekt der Diagnostik von ZNS-Tumoren dar und ermdglicht ein hoheres Mal} an

-18 -



Standardisierung, als es durch reine histologische Befundung der Tumoren
gewabhrleistet werden kann. AufRerdem bietet die Klassifizierung mittels Brain Tumor
Classifier die Mdoglichkeit der Erforschung bisher unbekannter, seltener
Tumorentitaten, deren DNA-Methylierungsmuster und eventuelle Assoziation mit
dem klinischen Verlauf einer Tumorentitat. Fur die Methylierungsklasse Glioblastom,
IDH-Wildtyp wurden diesbezlglich die Subgruppen RTK 1, RTK 2, RTK 3, MYCN,
midline und mesenchymal definiert. Die Tumorklassifikation anhand verschiedener
DNA-Methylierungsklassen und -subklassen beinhaltet ebenfalls die Ermittlung
eines Calibrated Scores (CS), welcher die Wahrscheinlichkeit angibt, mit der ein
untersuchter Tumor einer DNA-Methylierungsklasse zugeordnet werden kann. In
der Vergangenheit zeigte sich, dass ein CS>0,84 eine hinreichend sichere

Zuordnung zu einer Methylierungsklasse gewahrleistet.?®

Daruber hinaus bestehen verschiedene Methylierungssubklassen des Glioblastoms,
welche auf einer von Sturm et al. publizierten Studie beruhen. In diesem Zuge
wurden neun verschiedene Subklassen definiert.?® Dazu gehoren die Subklassen
K27, welche das diffuse Mittelliniengliom widerspiegelt, und G34, welche
Uberwiegend bei padiatrischen Tumoren vorkommt. Aullerdem bezeichnet die
Subklasse IDH IDH-mutierte Tumore, die grundsatzlich ein hypermethyliertes DNA-
Methylierungsprofil aufweisen. Die weiteren Subklassen entsprechen im
Wesentlichen den oben genannten Klassen.®®

80% der Glioblastome lassen sich den Subklassen RTK 1, RTK 2 oder
mesenchymal zuordnen.?* Diese haufigeren und im Rahmen der vorliegenden Arbeit
betrachteten epigenetischen Subgruppen des Glioblastoms zeichnen sich neben
einem charakteristischen DNA-Methylierungsprofil durch typische Copy Number
Variationen aus. Bei der Subklasse RTK 1 kommen insbesondere Amplifikationen in
dem Gen vor, das fur den platelet-derived growth factor receptor A (PDGFRA)
kodiert. Die Subklasse RTK 2 zeichnet sich durch haufiges Auftreten einer EGFR-
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Amplifikation aus, wahrend die Subklasse mesenchymal keine typischen Copy

Number Variationen aufzeigt.®®"!

1.4.1. Intratumorale Heterogenitat der molekularen

Subgruppen des Glioblastoms
Die Einteilung von Glioblastomen in verschiedene molekulare Subgruppen spiegelt
die intertumorale Heterogenitat dieser Entitat wider.®® Entsprechend der Definition
der molekularen Subgruppen wurde die intertumorale Heterogenitat erstmals auf der
Ebene der Transkription beschrieben.”®73-75 Auch das Bestreben, eine subgruppen-
spezifische Therapie im Sinne einer personalisierten Medizin zu entwickeln, stutzt
sich auf der These der Existenz von verschiedenen Subklassen mit
charakterisierenden biologischen Eigenschaften und im Besonderen auf die
Stabilitat der Subgruppenzugehdrigkeit. Insbesondere bei der Subklassifikation von
Rezidivtumoren im Vergleich zu deren entsprechenden Primartumoren wurde die
Heterogenitat und zeitliche Plastizitat im Sinne einer so genannten mesenchymalen
Transformation der Glioblastome beschrieben, welche mit einer Therapieresistenz
assoziiert wird.”®-82 Dass mehrere Subgruppen innerhalb eines Tumors koexistieren
konnen, konnte auch auf der Single-Cell-Ebene gezeigt werden.838* Insbesondere
das gemeinsame Auftreten der Subgruppen RTK 2 und mesenchymal wurde

beschrieben und lasst eine ahnliche Tumorbiologie dieser Subgruppen vermuten.83

Die DNA-Methylierung ist einer der entscheidenden epigenetischen Mechanismen,
welcher die Gentranskription in Tumoren moduliert. Dartber hinaus tragen
Variationen in der DNA-Methylierung in dem Genom der Krebszellen zu der
Heterogenitat von Tumoren bei.8> Auf der Ebene der Epigenetik wurde die
intertumorale molekulare Heterogenitat erstmal durch die Erforschung der Existenz
von verschiedenen DNA-methylierungsbasierten Subklassen mit distinkter
Prognose beschrieben.® Der intertumoralen Heterogenitét steht die intratumorale
Heterogenitat gegenuber, die die Konsistenz der Subgruppenspezifitat innerhalb

eines Tumors in Frage stellt.
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1.5. Tumormikromilieu des Glioblastoms
Die zellulare Komposition des Glioblastoms besteht sowohl aus neoplastischen als
auch aus nicht-neoplastischen Zellen, welche in ihrer Gesamtheit das
Tumormikromilieu bilden. Letzteres stellt einen wichtigen Bestandteil der
Pathogenese des Glioblastoms dar.8”88 Das Zentrale Nervensystem gehort zu den
immunprivilegierten Organen des menschlichen Korpers, was mit einer geringeren
Aktivierbarkeit des angeborenen und erworbenen Immunsystems einhergeht.89:9
Um die Funktionsfahigkeit des Zentralen Nervensystems gewahrleisten zu kdnnen,

werden Fremdantigene in einem gewissen MaRe toleriert.%':%2

Bis zu 45% des Tumormikromileus stellen die tumorassoziierte Makrophagen
(TAMs) dar, welche sowohl die Mikrogliazellen als auch die infiltrierenden, aus dem
Knochenmark eingewanderten Makrophagen implizieren. Diese beiden Zellarten
scheinen mit den neoplastischen Zellen zu interagieren®®-%5 und koénnen als
antigenprasentierende Zellen bei der Bildung von Immunsynapsen beteiligt sein.%®
TAMs exprimieren das ionisierte calciumbindende Adaptermolekul Iba1 (engl.
ionized calcium-binding adapter molecule 1), welches sowohl mit der
Zellmembranbildung assoziiert ist als auch mit der Phagozytose in Verbindung
gebracht wird.?”°8 Im Allgemeinen scheinen Glioblastome mehr Iba1-positive Zellen
und T-Zellen zu enthalten als nicht-neoplastisches Hirngewebe.®® Die
eingewanderten Makrophagen des Gehirns stammen von hamatopoetischen
Stammzellen ab. 25126 Sie kénnen in verschiedene Subtypen in Abhangigkeit von
ihrer Lokalisation unterteilt werden. Es wird zwischen Makrophagen der Meningen,
Makrophagen des Plexus choroideus, perivaskulare Makrophagen und dendritische
Zellen unterschieden.'921%% Die Einteilung der Makrophagen in die zwei
Hauptgruppen M7 und M2, welche verschiedene Polarisationsstadien
reprasentieren, erfolgte erstmals durch Mills et al. im Jahr 2000.%4

Grundsatzlich zeichnet sich der proinflammatorische M1-Typ durch die

Sezernierung von Interleukin- (IL-)1, IL-12, IL-6, IL-23 oder TNF-a aus, was zu der
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Abwehr von Mikroorganismen oder auch malignen Zellen fuhrt. Insbesondere der
M1-Phanotyp zeigt die Eigenschaften einer antigenprasentierenden Zelle auf. Der
anti-inflammatorische M2-Phanotyp wird durch die Stimulation mittels IL-4, durch
Glukokortikoide oder durch Immunkomplexe initiert. Makrophagen dieses
Phanotyps exprimieren Mannose- (CD206-), Scavenger- (SR-a, CD204-) und
Galactose-Rezeptoren. Sie sind zu der Phagozytose befahigt und tragen zu der
Angiogenese bei.'®1% |n vivo zeigte sich jedoch ein vorwiegend flieRender
Ubergang zwischen den beiden Polarisationszustanden von Makrophagen, weshalb
die Einteilung in zwei verschiedene Phanotypen stark debattiert wird.'o-1%°® So
konnten in humanen TAMs sowohl Transkriptionsmuster des M1- als auch des M2-
Phanotyps nachgewiesen werden, was sich ebenfalls bei aus Gliomen isolierten
Mikrogliazellen zeigte und zudem vermuten lasst, dass TAMs Eigenschaften beider

Polarisationszustande und deren Ubergangsformen aufweisen kénnen. 08109

Mikrogliazellen sind die gewebespezifischen Makrophagen des Gehirns''® und
haben einen groflen Einfluss auf die Homobostase des neuronalen Umfeldes, die
Entwicklung des Gehirns oder die Neurogenese.''-''® Sie stammen von
hamatopoetischen Vorlauferzellen aus dem Dottersack ab und entstehen in der
frithen Embryogenese zwischen dem Tag E7.0 und E9.0.11114.115
Immunhistochemische Marker, die fur die Detektion von Mikroglia und Makrophagen
verwendet werden, sind CD11b, CD163, CD200, CD204, CD68 oder Iba-1. Daruber
hinaus konnen sie Uber den Myelozytenmarker CD14 nachgewiesen werden.
Anhand dieser Marker kann allerdings keine Unterscheidung zwischen den
residenten Mikrogliazellen und den eingewanderten Makrophagen getroffen

werden, 116-119

Einen weiteren wichtigen Bestandteil des Immuninfiltrates des Glioblastoms stellen
Leukozyten dar. Es finden sich sowohl CD4-positive T-Helferzellen, CD8-positive

zytotoxische T-Zellen als auch regulatorische T-Zellen in dem Tumormikromilieu.'2%-
124
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1.5.1. Die Immunsynapse und epigenetische Regulation

des Tumormikromilieus
Die folgenden Ausfuhrungen beziehen sich auf eine von Berglund et al. im Jahr 2020
publizierte  Studie Uber die Einflussnahme der Methylierung von
Immunsynapsengenen auf die Karzinogenese und ihre prognostische Relevanz bei
verschiedenen Tumorentitdten.®® Die Immunsynapse wird sowohl zwischen
antigenprasentierenden Zellen und Effektor-T-Zellen als auch zwischen
Tumorzellen und T-Zellen gebildet.®®'25> Tumorzellen exprimieren Proteine, die mit
der Immunsynapse assoziiert sind und die das Immunsystem unterdricken, um der
antitumoralen Antwort des Immunsystems zu entgehen. Folglich entsteht ein
immunsuppressives Milieu. Die Expression der Immunsynapsen-Proteine wird unter
anderem durch epigenetische Mechanismen moduliert. Tumorzellen nutzen die
epigenetische Dysregulation, um Tumorsuppressoren zu unterdricken und
Onkogene zu aktivieren.'?®® Dies geschieht durch eine Hypermethylierung von
stimulierenden (auch: costimulatory) Genen und eine Hypomethylierung von
Immuncheckpointgenen. Die Hypothese der Autoren war, dass es bei der
Tumorprogression einer epigenetischen Umprogrammierung von
Immunsynapsengenen bedarf, um das Immunsystem und deren antitumorale
Antwort zu umgehen. In diesem Zusammenhang wurden 20 ausgewahlte Gene in

Immuncheckpointgene (ICG) und Co-Stimulierende Gene (CSG) unterteilt.

Gensymbol Alternativer Funktion
Genname
CEACAM1 CEACAM1 Inhibitory/Hemmend
LGALS9 Galectin 9 Inhibitory/Hemmend
CD274 PDLA1 Inhibitory/Hemmend
PDCD1LG2 PDL2 Inhibitory/Hemmend
C10o0rf54 VISTA Inhibitory/Hemmend
CD276 B7-H3 Inhibitory/Hemmend
VTCN1 B7-H4 Inhibitory/Hemmend
CD86 B7-2 Inhibitory/Hemmend
CD80 B7-1 Inhibitory/Hemmend
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HHLA2 HHLA2 Inhibitory/Hemmend

PVR CD155 Inhibitory/Hemmend
LGALS3 Galectin 3 Inhibitory/Hemmend
CD40 CD40 Stimulatory/Stimulierend
CD70 CD70 Stimulatory/Stimulierend
TNFSF14 LIGHT Stimulatory/Stimulierend
TNFSF4 OX40L Stimulatory/Stimulierend
TNFSF9 CD137L Stimulatory/Stimulierend
TNFSF18 GITRL Stimulatory/Stimulierend
ICOSLG B7RP1 Stimulatory/Stimulierend
HLA-A HLA-A Stimulatory/Stimulierend

Tabelle 1: Immunsynapsengene und ihre Funktionen nach Berglund et al.%

Die Autoren konnten zeigen, dass verschiedene Tumorentitaten basierend auf dem
Methylierungsstatus von Immunsynapsengenen identifizierbar sind, was darauf
zurickzufuhren sei, dass der Methylierungsstatus dieser Gene von dem
Ursprungsgewebe der Neoplasie abhange. Daruber hinaus konnte bei den
analysierten Proben anhand der untersuchten Gene und ihrer Methylierung
zwischen normalem Gewebe und Tumorgewebe unterschieden werden. Dies sei auf
die epigenetische Evolution der Tumoren wahrend der Karzinogenese
zurlckzuflhren, was zu einem inversen Methylierungsmuster bei normalem
Gewebe und Tumorgewebe fuhre. Daruber hinaus zeigte sich eine prognostische
Aussagekraft der Methylierungsmuster der Immunsynapsengene in immunogenen
Tumoren mit einer aktiven Anti-Tumor-Immunantwort und es konnten Aussagen

uber den klinischen Verlauf verschiedener Tumorentitaten getroffen werden.

1.5.2. Prognostische Relevanz des Tumormikromilieus

des Glioblastoms
In hohergradigen Gliomen zeigten sich in den vergangenen Jahren kontroverse
Daten bezuglich der prognostischen Relevanz des Tumormikromilieus. Der Einfluss

der verschiedenen Immunzellpopulationen — insbesondere der tumorinfiltrierenden
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Lymphozyten und der tumorassoziierten Makrophagen und Mikrogliazellen — fur den

klinischen Verlauf ist umstritten.121.127-130

Bezuglich des prognostischen Einflusses von tumorassoziierten Mikrogliazellen und
Makrophagen konnte gezeigt werden, dass ein hoherer Anteil an CD68-, CD163-
und CD206-positiven TAMs im Tumor mit einem langeren Patientenuberleben
assoziiert waren.'®":132 Gleichermafien konnte gezeigt werden, dass CD3- und CD8-

positive Zellinfiltrate positiv mit dem Uberleben assoziiert waren.122127

In mesenchymalen Glioblastomen zeigte eine Studie von Kaffes et al. aus dem Jahr
2019, dass eine erhohte Iba1-Expression mit einem langeren Gesamtuberleben
assoziiert war, wohingegen Iba1-Expression bei proneuralen Tumoren negativ mit
dem Gesamtiiberleben assoziiert war. Ebenso zeigte sich ein Uberlebensvorteil fir
Patienten, deren Tumoren einen hoheren Anteil an CD3-positiven Zellen aufwies.®

Die zuletzt genannte Studie unterstreicht die Wichtigkeit der Untersuchung
verschiedener Immunzellpopulationen und deren Einfluss auf das Gesamtuberleben
im Kontext der verschiedenen molekularen Subgruppen und lasst sowohl eine
differentielle Tumorbiologie als auch eine Assoziation von epigenetischen bzw.

genetischen Mechanismen und dem Tumormikromilieu vermuten.

1.5.3. Assoziation von molekularen Subgruppen mit

unterschiedlichen Immunzellinfiltraten
Die Einteilung des Glioblastoms in unterschiedliche molekulare Subgruppen anhand
von Transkriptions- oder DNA-Methylierungsmustern legt eine differentielle
Tumorbiologie nahe. Daruber hinaus verfugen die molekularen Subgruppen tber ein

unterschiedliches Tumormikromilieu.'32

Insbesondere Glioblastome der Subgruppe mesenchymal zeichnen sich durch ein
spezielles Mikromilieu aus. Diese Subgruppe zeigte eine erhdhte Expression von
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Genen, die mit der Immunantwort assoziiert waren’®133134 ynd eine erhohte
Expression von Makrophagenmarkern.®®35 Diese Beobachtung konnte dariiber
hinaus auf DNA-Methylierungsebene bestatigt werden. Glioblastome der
epigenetischen Subgruppe mesenchymal zeigten im Vergleich zu den Subgruppen
RTK 1 und RTK 2 den hochsten Immunzellinhalt, welcher hauptsachlich durch
Mikrogliazellen reprasentiert wurde.®® In mesenchymalen Glioblastomen konnten
des weiteren hohere Anteile an CD3- und CD8-positiven Zellen beschrieben werden,
wohingegen IDH-mutierte Gliome die geringsten Anteile dieser Zellpopulationen

zeigten. 1%’

1.6. Fragestellung und Hypothesen

Ziel dieser Arbeit ist es klinisch bedeutsame Subgruppen diffuser Gliome mittels
DNA-Methlyierungsanalysen zu identifizieren. Es sollen epigenetische und
genetische (Copy Number Variationen) Signaturen aus globalen DNA-
Methylierungsdaten von Tumorgesamtmassen herausgearbeitet werden und deren
klinische Relevanz analysiert werden. Mittels bioinformatischer Algorithmen soll das
Tumormikromilieu charakterisiert und hinsichtlich der prognostischen Relevanz
analysiert werden.

Folgende Hypothesen sollen aufgestellt werden:

Hypothese 1: Innerhalb der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte zeigen die unterschiedlichen
DNA-Methylierungssubgruppen signifikante prognostische Unterschiede.

Hypothese 2: Die zur Untersuchung vorliegende GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte zeigt

eine zu erwartende Uberlebensverteilung hinsichtlich bekannter prognostischer
Marker wie dem Resektionsausmal, dem IDH-Status und der MGMT-

Promotormethylierung.
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Hypothese 3: Copy Number Variationen und die zellulare Zusammensetzung zeigen
charakteristische Unterschiede bei den etablierten epigenetischen Subgruppen des
Glioblastoms, IDH-Wildtyp.

Hypothese 4: Die zellulare Zusammensetzung der Tumoren hat eine prognostische
Relevanz innerhalb der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte.

Hypothese 5: ,Reine” und ,gemischte” epigenetische Subgruppen des Glioblastoms,
IDH-Wildtyp zeigen prognostische Unterschiede und eine differentielle zellulare

Zusammensetzung.

Hypothese 6: Die etablierte Version des Brain Tumor Classifiers v11b4 und die

experimentelle Version v12.3 zeigen konstante Ergebnisse bezuglich der
Tumorklassifikation.

-27 -



2. Material und Methoden

21. Zusammenstellung der Patientenkohorte

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Datenbank mit insgesamt n=1392
Tumorproben erstellt. Sie beinhaltet alle Tumorgewebeproben, die im Zeitraum von
Anfang 2017 bis zum 15.07.2021 eine DNA-Methylierungsanalyse (im folgenden
auch 850k-Analyse genannt) im Rahmen der neuropathologischen Diagnostik des
Edinger Instituts erhalten hatten. Fur jede Tumorprobe wurde eine Klassifikation
mittels Brain Tumor Classifier durchgefuhrt und dokumentiert. Im Folgenden wurden
alle in dieser Datenbank enthaltenden diffusen Gliome (n=500) weitergehend
klinisch, neuropathologisch und molekularpathologisch charakterisiert.

2.2, Erhebung der klinischen und neuropathologischen

Daten
Die neuropathologischen und klinischen Daten wurden in Zusammenarbeit mit der
Tumordokumentation des UCT Frankfurt (Frau Sandra Verena Klein) aus der UCT
Biobank extrahiert. Die vorliegende Studie wurde vom Scientific Board des UCT
Frankfurt begutachtet und durch die Ethikkomission genehmigt (UCT-Projekt-Nr.:
UCT-61-2020 (intern: SNO-19-2020)).

Folgende Daten wurden aus der Tumordokumentation extrahiert:

- Alter bei Resektion

- Geschlecht

- MGMT-Promotor-Methylierungsstatus

- Diagnose nach Integration der klinischen und neuropathologischen Daten
(Enddiagnose)

- ZNS WHO-Grad

- Rezidiv- oder Primartumor

- Resektionsausmal} (komplett, nahezu komplett bzw. >90%, inkomplett <90%,
stereotaktische Biopsie)
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- Tumorlokalisation

- Datum der Operation (Resektion oder stereotaktische Biopsie)
- Datum der histologischen Erstdiagnose

- Datum des letzten Kontaktes

- Datum des ersten bildmorphologisch bestatigten Progresses

- Erstlinientherapie (Resektion, Chemotherapie, Radiotherapie)
- Datum des Beginns der Erstlinientherapie

- Ort der Resektion

Das Gesamtuberleben (OS, engl. Overall Survival) wurde als Zeitraum beginnend
an dem Datum der Resektion bis zu dem letzten Kontakt bzw. Sterbedatum
berechnet. Das progressionsfreie Uberleben (PFS, engl. Progression Free Survival)
wurde als Zeitraum beginnend an dem Datum der Resektion bis zu dem Datum des
ersten bildmorphologisch bestatigten Progresses berechnet.

Die verwendeten humanen Gewebeproben wurden im Rahmen der
neuropathologischen Routinediagnostik der 850k-Methylierungsanalyse
unterzogen. Immunhistochemische Untersuchungen an Paraffinpraparaten wurden

an ausgewahlten Tumorproben (n=44) durchgefuhrt.

2.3. 850k-Methylierungsanalyse (Human Methylation EPIC
Array)

Die Gewebestanzen der fur die Analysen dieser Arbeit inkludierten Tumorproben
wurden entsprechend des Herstellerprotokolls™? (lllumina, San Diego, USA) im
Rahmen der Routinediagnostik des Edinger Instituts (Neuropathologie des
Universitatsklinikums Frankfurt am Main) bearbeitet. Die Assays wurden von den
medizinisch-technischen Assistentinnen des Edinger Instituts, Frau Tatjana

Starzetz, Frau Maika Dunst und Frau Jana Engel durchgefuhrt.
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Im Wesentlichen beruht die oben genannte und im Rahmen der Routinediagnostik
des Edinger Instituts angewendete Methode zur Bestimmung der DNA-Methylierung
auf der Methodik der Bisulfit-Sequenzierung. DNA-Methylierungen befinden sich
vorwiegend an der C5-Position des Cytosins in CpG-Dinukleotiden. Unmethylierte
Cytosine werden durch die Behandlung mit Bisulfit in Uracil umgewandelt, wahrend
5-Methylcytosine nicht mit dem Sulfit reagieren und in ihrer urspringlichen
(methylierten) Form bleiben. AnschlieRend wird eine Polymerase-Kettenreaktion
(PCR, engl. Polymerase Chain Reaction) mittels eines Microarray durchgefuhrt,
welche Oligonukleotid-Hybridisierungssonden verwendet, um gezielte CpG-Sites
darzustellen. Fiur die zu analysierenden CpG-Sites gibt es jeweils eine Sonde,
welche komplementar zu der unveranderten methylierten Site ist und eine weitere
Sonde, welche wiederum komplementar zu der Cytosin-zu-Uracil-konvertierten

(unmethylierten) Site ist.

Nachfolgend wurden die EPIC BeadChips fur die weitere Datenverarbeitung
gescannt. Der Human Methylation EPIC Array (lllumina, San Diego, USA)
reprasentiert Uber 850.000 DNA-Methylierungsstellen, die die Grundlage fur die
folgenden Analysen bilden und in Form von IDAT-Dateien zu der Weiterverarbeitung

verwendet wurden.

24. DNA-methylierungsbasierte Klassifikation mittels Brain

Tumor Classifier
Die Klassifikation der eingeschlossenen Tumorproben erfolgte mit Hilfe des DNA-
methylierungsbasierten  Klassifikationstools fur Tumoren des Zentralen
Nervensystems, welches auf der Online-Plattform

www.molecularneuropathology.org 72 abgerufen werden kann.

Die zu analysierenden IDAT-Dateien des EPIC BeadChip Arrays wurden auf der
Online-Plattform hochgeladen. Die durch die 850k-Methylierungsanalyse
generierten Daten wurden 2zu dem Zwecke der Klassifikation mit
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korrespondierenden Daten von uber 2800 Tumoren als Referenzkohorte verglichen.
Die Klassifikation erfolgte durch einen Random-Forest-Algorithmus. Der zu Grunde
liegende Brain Tumor Classifier basiert auf der von Capper et al. publizierten
wissenschaftlichen Arbeit zu der Klassifizierung von Tumoren des zentralen

Nervensystems im Jahr 2018.24

Die Output-Daten des Klassifizierungstools sind verschiedene Tumorklassen und -
subklassen, fur die ein jeweiliger ,Calibrated Score (CS)“ berechnet wird. Dieser gibt
die Wahrscheinlichkeit an, mit welcher eine Tumorprobe einer Methylierungsklasse
bzw. -subklasse zugeordnet werden kann. Die CS haben einen theoretischen Wert
zwischen O und 1. Es wurden jeweils die drei Methylierungsklassen mit den hochsten
Calibrated Scores sowie der entsprechende Calibrated Score, erhoben. Wurde fur
eine Tumorprobe der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte nur eine Methylierungsklasse bzw.
-subklasse angegeben, wurde dieser Tumor im Rahmen der Auswertungen als rein
bzw. pure bezeichnet. Jegliche Tumore, fur die mehrere Subklassen angegeben
wurden, wurden als gemischt bzw. mixed definiert. Abbildung 1 zeigt exemplarisch
den Output des Brain Tumor Classifiers fur ein Glioblastom, IDH-Wildtyp der
Subklasse 1 RTK 2 und der Subklasse 2 RTK 1.7? Es handelt sich somit per oben
genannter Definition im Rahmen dieser Arbeit um einen gemischten Tumor. Des
weiteren werden im Folgenden die Begriffe Methylierungsgruppe und

Methylierungsklasse sowie -subgruppe und -subklasse synonym verwendet.

Brain tumor methylation classifier results (vi1b4)

Methylation classes (MCs with score >= 0.3) Calibrated score Interpretation
methylation class family Glioblastoma, IDH wildtype 0.99 match v
MC family members with score >= 0.1
methylation class glioblastoma, IDH wildtype, subclass RTK Il 0.87 match L
methylation class glioblastoma, IDH wildtype, subclass RTK | 0.1

Legend: v Match (score >=0.9) X No match (score < 0.9): possibly still relevant for low tumor content and low DNA ® Match to MC family member
quality cases. (score >=0.5)

Tabelle 2: Output des Brain Tumor Classifiers (exemplarisch fiir ein Glioblastom, IDH-Wildtyp)
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Die eingeschlossenen Tumorproben wurden sowohl mithilfe der Version 11b4 als
auch mithilfe der experimentellen Version 12.3 des Brain Tumor Classifiers
klassifiziert. Fur die weiteren Analysen wurden lediglich Proben mit einem CS = 0,84
eingeschlossen, da diese mit einer ausreichend hohen Wahrscheinlichkeit einer

bestimmten Methylierungsklasse zugeordnet werden konnten.?®

2.5. Erhebung der Copy Number Variationen (CNV) bzw.

Kopienzahlen
Die Kopienzahlen, im Folgenden auch Copy Number Variationen (CNV) genannt,
wurden fur die GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte basierend auf den Output-Daten der
DNA-methylierungsbasierten Klassifikation mittels Brain Tumor Classifier (siehe
2.5.) erhoben. Neben der beschriebenen Einteilung in verschiedene
Methylierungsklassen und -subklassen, wurde durch den Brain Tumor Classifier
mithilfe des R-Pakets ,conumee® ein Copy Number Variationen-Profil erstellt und als
Output der Analyse bereitgestellt. Ein exemplarisches Copy Number Variationen-
Profil eines Glioblastoms, IDH-Wildtyp zeigt Abbildung 1.72 Die x-Achse stellt die
Chromosomen 1-22 dar, wahrend die y-Achse die CNV angibt. Die Nulllinie
entspricht einem diploiden Zustand. Zugewinne bzw. Amplifikationen werden in
gruner Farbe im positiven Bereich, Verluste bzw. Deletionen in roter Farbe im
negativen Bereich der y-Achse angegeben und wurden dementsprechend
dokumentiert und ausgewertet. Fur die Erhebung der Copy Number Variationen
wurden die von Capper et al. beschriebenen Empfehlungen bezuglich der
Auswertung des Profils angewendet und somit Abweichungen uber log2 von 0,4

gewertet.?

Folgende Chromosomenaberrationen wurden analysiert:
- Amplifikationen auf Chromosom 7 inklusive EGFR-Locus
- Deletionen auf Chromosom 10
- die homozygote CDKNZ2A/B-Deletion
- die PTEN-Deletion
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Abbildung 1: Copy Number Variationen-Profil eines Glioblastoms, IDH-Wildtyp 7

2.6. Prozessierung der DNA-Methylierungsdaten und die
globalen DNA-Methylierungsanalysen mittels RnBeads

Als Inputdaten fur die folgenden globalen DNA-Methylierungsanalysen mittels
RnBeads-Algorithmus dienten DNA-Methylierungsdaten in Form von IDAT-Dateien.

Der Begriff RnBeads bezeichnet ein Paket in R (R Core Team, 2019), welches zu
der Analyse globaler DNA-Methylierungsdaten dient. Der in dem RnBeads
integrierte Algorithmus zu der Sicherung einer hohen Probenqualitat wurde zu der
Qualitatskontrolle der eingeschlossenen Proben genutzt. Keine der untersuchten
Tumorproben wurde im Rahmen der Qualitatskontrolle ausgeschlossen. Alle
untersuchten Tumorproben zeigten dementsprechend eine hohe Datenqualitat und
konnten in die Analysen aufgenommen werden. Hinsichtlich der
Datenprozessierung wurden CpG-Sites gefiltert, welche mit SNPs assoziiert waren.
AuBerdem wurden CpG-Sites auf Geschlechtschromosomen und potenziell
kreuzreaktive Sites von den Analysen ausgeschlossen.’®® Die DNA-
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Methylierungsdaten wurden mittels dasen-Methode, welche zu dem R-Paket
WateRmelon gehort, normalisiert.’3°

Es folgten globale DNA-Methylierungsanalysen mittels Hauptkomponentenanalyse
und hierarchischer Clusteranalyse. Die Unterschiede bezuglich der DNA-
Methylierung zwischen verschiedenen etablierten epigenetischen Subgruppen des
Glioblastoms, IDH-Wildtyp sowie zwischen reinen und gemischten Subgruppen des
Glioblastoms, IDH-Wildtyp wurden durch die RnBeads-Analyse untersucht und
visualisiert.'4%-141 Der verwendete Code in R ist im Anhang aufgefiihrt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde fur die GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte zunachst eine RnBeads-
Analyse mit drei Gruppen durchgefuhrt, welche die epigenetischen Subgruppen
mesenchymal, RTK 1 und RTK 2 darstellten. Aullerdem wurde eine Analyse mit
neun Gruppen durchgefuhrt, um sowohl reine als auch gemischte Subgruppen zu
untersuchen. Die angefertigten Sample Sheets sind ebenfalls im Anhang dieser

Arbeit einsehbar.

2.7. Der referenzbasierte LUMP-Algorithmus
Der referenzbasierte ,Leukocyte Unmethylation For Purity“- (LUMP)- Algorithmus,
welcher in RnBeads integriert ist, wurde zu der Kalkulation der Leukozytenanzahl
herangezogen. Er basiert auf 44 CpG-Sites, die bei Leukozyten Uberwiegend
hypomethyliert sind und berechnet auf Grundlage dieser Vergleichswerte und der

Inputdaten die Leukozytenanzahl in den zu analysierenden Tumorproben.'41.142

Der verwendete Code in R ist im Anhang aufgefuhrt. Dieser wurde im Anschluss an
eine RnBeads-Analyse angewendet. Als Output gibt der LUMP-Algorithmus fur jede
untersuchte Probe einen Vektor zwischen 0 und 1 an, welcher die berechnete

Leukozytenanzahl impliziert.
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2.8. Der referenzbasierte MethylCIBERSORT-Algorithmus
Die in silico-Dekonvolution der analysierten Tumorgewebeproben wurde mithilfe des
referenzbasierten Methyl CIBERSORT-Algorithmus durchgefuhrt. Im Rahmen dieser
Dekonvolution wurde durch den Algorithmus ein Referenzdatensatz mit DNA-

Methylierungsdaten von verschiedenen Zelltypen herangezogen.

Unterschiede bezlglich des zelltypspezifischen DNA-Methylierungsmusters
erlauben eine Unterscheidung zwischen nachstehenden Zelltypen, deren
aufgefuhrte Bezeichnungen im Folgenden gleichwertig verwendet werden:

- Cancer Cells

- Gliazellen bzw. Glia

- Neurone bzw. Neurons

- eosinophile Granulozyten bzw. eos

- Fibroblasten bzw. fibroblasts

- CD14- positive Zellen bzw. CD14

- CD19-positive Zellen bzw. CD19

- CD56-positive Zellen bzw. CD56

- CD4-positive Effektorzellen bzw. CD4_Eff/ CD4_Effector Cells

- CD8-positive Zellen bzw. CD8

- regulatorische T-Zellen bzw. Treg

- Endothelzellen bzw. endothelial cells

Die Kalkulation der Endothelzellen erfolgte unter Verwendung eines zusatzlichen
Referenzdatensatzes, da diese Zellpopulation von dem hauptsachlich verwendeten
Datensatz nicht abgedeckt wurde.'#3144 Der verwendete Code in R ist im Anhang

aufgefuhrt.
Die IDAT-Dateien, welche im Rahmen der 850k-Methylierungsanalyse generiert

wurden, wurden mithilfe des R-Paket minfi in R geladen. Es folgten eine

Qualitatskontrolle der Datenpunkte, eine Noob-Normalisierung sowie die Erfassung
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der B-Werte. Das R-Paket MethylCIBERSORT erstellte zunachst ein Mixture File,
welches folglich die zu vergleichenden B-Werte enthielt. Letztlich wurden die
jeweiligen Dateien auf dem CIBERSORT-Portal'*® hochgeladen, das Mixture File
wurde mit dem Referenzdatensatz verrechnet und die Dekonvolution wurde

durchgeflhrt.43.144

Der Output lieferte fur jede Tumorprobe und jeden Zelltyp einen Vektor zwischen 0
und 1, die unter Verwendung der beiden oben genannten Referenzdatensatze
gebildet wurden. Dieser Vektor beschreibt den geschatzten Anteil der jeweiligen

Zellpopulation an den gesamten Zellen der analysierten Probe.

2.9. Paraffinpraparate und Tissue Micro Arrays (TMA)
Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an Paraffinpraparaten der
UCT Biobank durchgefuhrt. Tissue Micro Arrays (TMA) wurden zu der
immunhistochemischen Untersuchung verschiedener Mikroglia- und
Makrophagenpopulationen und deren  Verteilung in  unterschiedlichen
epigenetischen Subgruppen des Glioblastoms, IDH-Wildtyp verwendet. Es wurden
lediglich TMAs verwendet, welche sich im Bestand der UCT Biobank befanden.

Bei der Herstellung der TMAs werden in Bohrlocher von Paraffinblocken
Gewebestanzen mit den zu untersuchenden Tumorproben eingesetzt. Dieses
Verfahren ermoglicht die Farbung und Untersuchung mehrerer Gewebeproben auf
einem Paraffinschnitt und die standardisierte Analyse der Expression verschiedener

immunhistochemischer Marker.

Der fur diese Arbeit verwendete EPIC-TMA umfasst Gewebeproben verschiedener
hirneigener Tumoren, zu welchen ebenfalls DNA-Methylierungsprofile, generiert
durch den 850k EPIC Array, vorliegen. In dieser Arbeit wurden lediglich ausgewahlte
Gewebeproben von Glioblastomen des IDH-Wildtyps (n=44) immunhistochemisch

analysiert. Hierbei handelt es sich um jene Proben, welche im Rahmen der DNA-
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Methylierungsanaylse und Klassifikation einen Calibrated Score von 20,84
aufwiesen, deren Methylierungsklasse dem Glioblastom, IDH-Wildtyp und deren
Methylierungssubklasse dem Subtyp mesenchymal, RTK 1 oder RTK 2, entsprach.

2.10. Immunhistochemie (IHC)
2.10.1. Antikorper

Tabelle 3 gibt einen Uberblick Uber die Antikdrper, welche fiir die

immunhistochemischen Untersuchungen verwendet wurden:

Antigen Hersteller Verdiinnung

CD68 DAKO (M0876) 1:200

CD163 Leica Biosystems 1:1000
(NB110-59935)

Iba-1 Wako (019-19741) 1:1000

CD206 Novus Biologicals 1:1000
(HO0004360-M02)

CD11b Novus Biologicals 1:200

(NB110-89474)

Tabelle 3: Antikorper fir immunhistochemische Untersuchungen

2.10.2. Maschinelle Immunhistochemie

Im Rahmen der immunhistochemischen Markierung von CDG68, Iba1, CD206,
CD11b und CD163 wurde ein automatisiertes maschinelles Verfahren verwendet.
Die IHC wurde mit einem standardisierten Protokoll fur das automatisiertes
Farbesystem Leica Bond-lll (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) durchgefuhrt.
Die Durchfuhrung erfolgte mit Hilfe der medizinisch-technischen Assistentinnen Frau
Tatjana Starzetz, Frau Maika Dunst und Frau Jana Engel. Es wurden jeweils 3 ym
Schnitte  hergestellt. Diese wurden in den Leica Bond-lll fur die
immunhistochemischen Farbungen uberfuhrt.

Das automatisierte Programm soll im Folgenden in seinen Grundzugen erklart

werden: Zunachst wurden die zu farbenden Praparate entparaffiniert und rehydriert,
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wofur die Bond Dewax Solution verwendet wurde. Darauf folgten mehrere
Waschschritte. Fur die Waschschritte wurde die Bond Wash Solution verwendet. Auf
die einzelnen Farbeschritte mit den jeweiligen Antikorpern folgten wiederum
Waschschritte. Teil des Farbeprozess waren dartUber hinaus eine hitzeinduzierte
Epitopruckgewinnung, die Unterdrickung der endogenen Peroxidaseaktivitat sowie
die Bindung des Primarantikorpers mit dem  Chromogen  3,3'-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB), was zu einem braunen Prazipitat fuhrte
und die Antigen-Antikorper-Bindung sichtbar machte. Aullerdem erfolgte eine
Gegenfarbung mittels Hamatoxylins. Abschlieliend wurden die Praparate in einer
aufsteigenden Alkohol- und Xylolreihe dehydriert. Die gefarbten Schnitte konnten im
Anschluss mit Deckglasern (Engelbrecht GmbH, Edermunde, Deutschland) und
Eindeckmittel (Eukitt, ORSAtec GmbH, Bobingen, Deutschland) eingedeckelt
werden. Daraufhin folgte die lichtmikroskopische Auswertung.

2.10.3. Lichtmikroskopische Auswertung
Die immunhistochemisch gefarbten Praparate wurden mittels Durchlichtmikroskop
(Olympus, Shinjuku, Japan) untersucht. Durch einen Farbniederschlag des
verwendeten Chromogens bei Bildung eines Antigen-Antikorper-Komplexes wurden
die Antigenbindungen sichtbar. Zu der quantitativen Auswertung wurde die Flache
des entsprechenden Farbniederschlages in Prozent angegeben, um somit auf die
prozentuale Expression des jeweiligen Antigens schlieRen zu kdnnen. Es wurde
lediglich jener Farbniederschlag berucksichtigt, welcher intrazellular oder

membranassoziiert war.

2.11.  Statistik und Graphiken

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramme JMP 16.1.0 (SAS Institute, Cary, North Carolina, Vereinigte
Staaten von Amerika) und Partek (Partek Inc., Chesterfield, USA) sowie in R (R Core
Team, 2019). Die exportierten Grafiken wurden, wenn nicht anders angegeben, mit
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dem Programm Affinity Designer (Version 1.8.6., Serif, Nottingham, Vereinigtes
Konigreich) bearbeitet.

Der nicht-parametrische Wilcoxon-Test wurde fur die Vergleiche von
Datenverteilungen zwischen zwei Gruppen verwendet. Die Dunn-Methode fur
multiples Testen wurden fur multiple Vergleiche verwendet. Kaplan-Meier-Kurven
wurden zum Zwecke der Lebenszeitanalyse durchgefuhrt und fur Vergleiche

zwischen zwei Vergleichsgruppen dienten Log-Rang- und Wilcoxon-Test.

Die hierarchischen Clusteranalysen wurden mit der Ward’s Minimum-Varianz-
Methode erstellt. In dieser Arbeit wurden mittels sowohl der oben genannten
Statistikprogramme, JMP 16.1.0 und Partek, als auch der Outputdateien der
RnBeads-Analyse erstellt. Die aufgefuhrten Sankey-Diagramme wurden mithilfe der
Online-Plattform sankeymatic'® erstellt. Die Hauptkomponenten-Analysen (engl.
Principle Component Analysis, PCA) wurden durch sowohl JMP 16.1.0 als auch den
RnBeads-Algorithmus generiert. Die t-SNE (t-distributed stochastic neighbour
embedding plots) wurden mithilfe des JMP-add-in und des R-Pakets Risne
generiert.

Insgesamt wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 festgelegt.

-39 -



3. Ergebnisse

3.1. Deskription der 850k-Kohorte

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden klinische und neuropathologische Daten
korrespondierend zu zunachst n=500 Patienten zusammengetragen und generiert,
bei deren Tumorgewebe im Zeitraum vom 01.01.2017 bis zum 15.07.2021 eine
850k-DNA-Methylierungsanalyse durchgefuhrt wurde. Alle Tumorproben wurden
nach der epigenetischen Klassifikation als diffuse Gliome eingeordnet. Darunter
waren n=415 Tumorproben, die nach der Klassifikation mittels Brain Tumor
Classifier einen Calibrated Score von 2 0,84 erhielten, darunter wiederum n=3
Glioblastome, IDH-Wildtyp mit H3.3G34-Mutation, n=6 Diffuse Mittelliniengliome mit
H3K27M-Mutation, n=134 Gliome, IDH-mutiert und n=271 Glioblastome, IDH-
Wildtyp. N=85 Tumore erhielten bei der Klassifikation einen Calibrated Score von
<0,84.

Die Kohorte setzte sich aus n=55 1p/19q-kodeletierten Oligodendrogliomen, n=64
Astrozytomen, n=15 High Grade Astrozytomen, n=96 Glioblastomen, IDH-Wildtyp
der Subgruppe mesenchymal, n=69 Glioblastomen, IDH-Wildtyp der Subgruppe
RTK 1 und n=101 Glioblastomen der Subgruppe RTK 2 zusammen. Bezeichnend
fur die jeweiligen Entitaten war in diesem Zusammenhang die Methylierungsklasse,
welche durch den Brain Tumor Classifiers ausgegeben wurde, und nicht die
Taxonomie der WHO-Klassifikation. Auf’erdem wurde die Nomenklatur der
Methylierungssubgruppen RTK 1 und RTK | sowie RTK 2 und RTK Il synonym
verwendet. Fiir die nachfolgenden Uberlebenszeitanalysen wurden von den n=415
Tumorproben mit einem Calibrated Score = 0,84 n=49 Tumorproben
ausgeschlossen, da es sich um Rezidivtumore handelte und weitere n=40
Tumorproben ausgeschlossen, bei denen nur unzureichend Informationen vorlagen.
Tumore, die als Glioblastom, IDH-Wildtyp der Subklasse midline (n=5) oder MYCN
(n=1) Kklassifiziert wurden, wurden ebenfalls von den folgenden Analysen
ausgeschlossen. N=311 Patienten wurden in die Uberlebenszeitanalysen

einbezogen.
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3.1.1. Charakterisierung der Kohorte nach klinischen

und neuropathologischen Parametern
Die folgende Charakterisierung der Kohorte bezieht sich auf n=311 Patienten, die
fur die Uberlebenszeitanalysen eingeschlossen wurden. Eine Ubersicht beziiglich

der erhobenen klinischen und neuropathologischen Parameter bietet Tabelle 4.

Das mediane Lebensalter der Patienten zu dem Zeitpunkt der Resektion lag bei 59
Jahren. 61,74% der Patienten waren mannlich. Die Mehrzahl der eingeschlossenen
Tumoren entsprach einem ZNS WHO-Grad 4 (68,81%) bzw. einem Glioblastom,
IDH-Wildtyp (69,77%). Fur drei der eingeschlossenen Patienten, deren
Methylierungsklasse das Glioblastom, IDH-Wildtyp darstellt, konnte kein ZNS WHO-
Grad vergeben werden, da die Enddiagnose (nach Integration der klinischen und
neuropathologischen Daten) von der Methylierungsklasse abwich. Die haufigste
Methylierungssubklasse stellte die Subklasse mesenchymal (27,01%) dar. 45,98%
der Tumorgewebeproben wurden im Rahmen einer stereotaktischen Biopsie
entnommen. Einen praoperativen Karnofsky-Index von 100 erreichten 27% der
Patienten, was einem klinisch normalen Zustand ohne Schmerzen entspricht. Der
mediane Karnofsky-Index fur die vorliegende Stichprobe lag bei 90. Die Mehrheit
der Patienten hatte eine Chemotherapie (60,45%) und Radiotherapie (71,06%) als
Erstlinientherapie erhalten. Der Anteil der Patienten, die eine Resektion erhalten
hatten (54,02%), entspricht der Differenz zwischen den eingeschlossenen Patienten
und denjenigen, die eine stereotaktische Biopsie erhalten haben.

Anzahl der eingeschlossenen Patienten 311
Alter
Median 59
Spannweite 18 — 86
Standardabweichung 16,6
Geschlechter
mannlich/weiblich 192/119
% mannlich 61,74
ZNS WHO Grad, n (%)
Nicht ndher bezeichnet 3(0,96)

~42 -



2 27 (8,68)
3 67 (21,54)
4 214 (68,81)
Methylierungsklasse, n (%)
Glioblastom, IDH-Wildtyp 217 (69,77)
Glioblastom, IDH-mutiert 94 (30,23)
Methylierungssubklasse 1, n (%)
1p/19g-kodeletiertes Oligodendrogliom 35 (11,25)
Astrozytom 51 (16,4)
High Grade Astrozytom 7 (2,25)
Mesenchymal 84 (27,01)
RTK 1 56 (18,01)
RTK 2 78 (25,08)
ResektionsausmaR, n (%)
Komplett 51 (16,4)
Nahezu komplett (>90%) 52 (16,72)
Inkomplett (<90%) 46 (14,79)
Stereotaxie (STX) 143 (45,98)
Keine Angabe 19 (6,11)
Praoperativer Karnofsky-Index, n (%)
20 1(0,32)
30 0(0)
40 7 (2,25)
50 9(2,89)
60 21 (6,75)
70 43 (13,83)
80 41 (13,18)
90 78 (25,08)
100 84 (27,01)
Keine Angabe 27 (8,68)
Erstlinientherapie, n (%)
Chemotherapie 188 (60,45)
Radiotherapie 221 (71,06)

Tabelle 4: Charakterisierung der 850k-Kohorte nach klinischen und neuropathologischen Parametern

3.1.2. Uberlebenszeitanalysen nach epigenetischen

Subgruppen und klinischen Parametern

Die Uberlebenszeitanalyse nach epigenetischen Subgruppen ist in Abbildung 3
dargestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Uberlebensnachteil fir die
Methylierungsgruppe Glioblastom, IDH-Wildtyp, welche ein mittleres Uberleben von
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ca. 647 Tagen aufwies, im Vergleich zu der Gruppe Gliom, IDH-mutiert mit einem
mittleren Uberleben von ca. 1066 Tagen (p<0,0001). Das progressionsfreie
Uberleben der Methylierungsgruppe Glioblastom, IDH-Wildtyp war signifikant kiirzer
(p<0,0001) als das der Gruppe Gliom, IDH-mutiert.
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Abbildung 3: Uberlebenszeitanalysen unter Darstellung der Kaplan-Meier-Kurven und der
entsprechenden statistischen Daten nach epigenetischen Subgruppen und klinischen Parametern
(A: OS nach Methylierungsgruppe, B: PFS nach Methylierungsgruppe C: OS nach
Methylierungssubgruppe, D: PFS nach Methylierungssubgruppe)
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3.2. Deskription der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte

Die weiteren Analysen bezuglich der epigenetischen Subgruppen des Glioblastoms,
IDH-Wildtyp wurden an der im Folgenden beschriebenen Kohorte durchgefuhrt.
Diese stellt eine Teilmenge der unter 3.1. beschriebenen 850k-Kohorte dar. Die
Ausschlusskriterien entsprachen den Kriterien, die unter 3.1. genannt wurden.
Daruber hinaus wurden Patienten von den weiteren Analysen ausgeschlossen,
welche lediglich eine stereotaktische Biopsie erhielten (n=118). Patienten, deren
Operation vor 2017 durchgefuhrt wurde (n=1), Patienten deren abschliel3ende
Diagnose, das heil3t nach Integration der Ergebnisse der 850k-Analyse sowie der
klinischen Kriterien, nicht einem Glioblastom, IDH-Wildtyp entsprach (n=5), wurden
ausgeschlossen und in ihrer Gesamtheit als exkludiert (n=6) gekennzeichnet.
Patienten, deren Tumorprobe durch den Brain Tumor Classifier als Glioblastom,
IDH-Wildtyp, Subgruppe midline klassifiziert wurde (n=2), wurden aufgrund einer zu
geringen Fallzahl nicht in die Analysen miteinbezogen.

Die GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte umfasste insgesamt n=100 Glioblastome, IDH-
Wildtyp, darunter waren n=38 Glioblastome, IDH-Wildtyp der Subklasse
mesenchymal, n=26 Glioblastome, IDH-Wildtyp der Subklasse RTK 71 und n=36
Glioblastome, IDH-Wildtyp der Subklasse RTK 2. Die Zusammensetzung der GBM,
IDH-Wildtyp-Kohorte sowie die Ein- und Ausschlusskriterien sind in Abbildung 4

schematisch dargestellt.
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3.2.1. Charakterisierung der Kohorte nach
epigenetischen Subgruppen, klinischen und

neuropathologischen Parametern

Tabelle 5 beinhaltet die erhobenen klinischen und neuropathologischen Merkmale
der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte. Die Subgruppe RTK 1 wies das hochste mediane
Alter in Hohe von 66 Jahren und den hdchsten Anteil an mannlichen Patienten
(73,08%) auf. Bei 50% der Patienten der Subgruppe RTK 2 zeigte sich ein
methylierter MGMT-Promotor. Das Resektionsausmal® der untersuchten
epigenetischen Subgruppen war vergleichbar. Die Subgruppe mesenchymal wies
den hochsten Anteil an Patienten auf, welche im Rahmen der Erstlinientherapie mit
Chemotherapie (76,32%) und/oder Radiotherapie (89,47%) behandelt wurden.
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RTK 1 RTK 2 Mesenchymal

n 26 36 38
Alter
Median 66 60,5 60,5
Spannweite 52-85 43-86 36-83
Geschlechter
mannlich/weiblich 19/7 22/14 20/18
% mannlich 73,08 61,11 52,63

MGMT-Promotor-
Methylierungsstatus, n (%)

Methyliert 10 (38,46) 18 (50) 17 (44,74)
ResektionsausmaR, n (%)
Komplett 8 (30,77) 11 (30,56) 11 (28,95)
Nahezu komplett (>90%) 8 (30,77) 12 (33,33) 13 (34,21)
Inkomplett (<90%) 8 (30,77) 11 (30,56) 11 (28,95)
Keine Angabe 2 (7,69) 2 (5,55) 3 (7,89)
Praoperativer
Karnofsky-Index, n (%)
20 1(2,78)
40 1(2,78)
50 1(3,85)
60 1(3,85) 1(2,63)
70 5(19,23) 7 (19,44) 6 (15,79)
80 6 (23,08) 5(13,89) 6 (15,79)
90 6 (23,08) 12 (33,33) 10 (26,32)
100 2(7,69) 8 (22,22) 11 (28,95)
Keine Angabe 5(19,23) 2 (5,55) 4 (10,53)
Median-Zeit: Gesamtiiberleben,
Tage/Monate 606/20,2 653/21,77 601/20,03
Median-Zeit: Progressionsfreies
Uberleben, Tage/Monate 376/12,5 242/8,06
Erstlinientherapie, n (%)
Chemotherapie 14 (53,85) 21 (58,33) 29 (76,32)
Radiotherapie 19 (73,08) 26 (72,22) 34 (89,47)

Tabelle 5: Deskriptive Charakterisierung der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte nach epigenetischen

Subgruppen, klinischen und neuropathologischen Parametern
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3.2.2. Charakterisierung der EPIC-TMA-Kohorte

Die EPIC-TMA-Kohorte beinhaltete jegliche Patienten, deren Tumorgewebe mittels
immunhistochemischer Farbungen auf oben genannte Mikroglia- und
Makrophagenmarker untersucht wurde. Die EPIC-TMA-Kohorte bestand aus n=27
Patienten mit einem medianen Alter von 66 Jahren, wovon 62,96% Patienten
mannlich waren. Alle eingeschlossenen Tumorgewebeproben wurden mittels Brain
Tumor Classifier als Glioblastom, IDH-Wildtyp klassifiziert und konnten den drei
epigenetischen Subgruppen mesenchymal (n=14), RTK 1 (n=6) und RTK 2 (n=7)
zugeordnet werden. Bei n=11 Patienten zeigte sich ein methylieter MGMT-
Promotor. Die erhobenen klinischen und neuropathologischen Charakteristika der
EPIC-TMA-Kohorte sind in Tabelle 6 dargestellt.

N 27
Alter
Median 66
Spannweite 36 — 86
Geschlechter
Mannlich/weiblich 17/10
% mannlich 62,96
Methylierungssubklasse 1, n (%)
Mesenchymal 14 (51,85)
RTK 1 6 (22,22)
RTK 2 7 (25,93)

MGMT-Promotor-
Methylierungsstatus, n (%)

Methyliert 11 (40,74)
ResektionsausmaR, n (%)
Komplett 7 (25,93)
Nahezu komplett (>90%) 11 (40,74)
Inkomplett (<90%) 6 (22,22)
Keine Angabe 3(11,11)
Praoperativer Karnofsky-Index, n (%)
40 1(3,7)
50 1(3,7)
70 6 (22,22)
80 2(7,4)
90 7 (25,93)
100 4 (14,81)
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Keine Angabe 6 (22,22)

Erstlinientherapie, n (%)
Chemotherapie 15 (55,56)
Radiotherapie 21 (77,78)

Tabelle 6: Deskriptive Charakterisierung der EPIC-TMA-Kohorte und Darstellung der erhobenen
klinischen und neuropathologischen Parameter

Die folgende Analysen beziehen sich auf die GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte.

3.2.3. Uberlebenszeitanalysen nach epigenetischen
Subgruppen (GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte)

Das Gesamtuberleben der drei untersuchten epigenetischen Subgruppen
unterschied sich nicht signifikant (siehe Abbildung 5A). Die Subgruppe
mesenchymal zeigte das kirzeste progressionsfreie Uberleben, welches im Mittel
298 Tage betrug. Nach 242 Tagen zeigten 50% der Subgruppe mesenchymal einen
bildmorphologisch gesicherten Progress (siehe Abbildung 5B). Diese epigenetische
Subgruppe wies das kiirzeste progressionsfreie Uberleben im Vergleich zu den
beiden anderen untersuchten Subgruppen auf.
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3.24. Uberlebenszeitanalysen nach klinischen
Parametern (GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte)

Jene Patienten, die einer Komplettresektion unterzogen werden konnten, wiesen
das langste mittlere Uberleben auf (Mittelwert: 605,3 Tage, Median: 739 Tage). Das
kirzeste Gesamtuberleben zeigte sich bei dem geringsten untersuchten
Resektionsausmal} (<90%) (siehe Abbildung 6A). Keine Unterschiede ergaben sich
fur die Verteilung der Resektionsausmale innerhalb der drei untersuchten Gruppen
(siehe Abbildung 6B).

Das langste mittlere Uberleben zeigten Patienten mit einem praoperativen
Karnofsky-Index von 100 (Mittelwert: 676 Tage) (siehe Abbildung 6C). Hinsichtlich
der Verteilung des praoperativen Karnofsky-Index erwiesen sich die Subgruppen
mesenchymal und RTK 2 als vergleichbar. Die Subgruppe RTK 1 wies einen deutlich
geringeren Anteil an Patienten mit einem praoperativen Karnofsky-Index von 100
auf (siehe Abbildung 6D).

Es zeigten sich aullerdem Unterschiede bezuglich des Gesamtuberlebens bei
Einteilung der Kohorte nach der Tumorlokalisation. Die Lokalisationen frontal und
temporal waren bei einem Mittelwert von 630 bzw. 588 Tagen mit einem langeren
Gesamtuberleben assoziiert. Das Gesamtuberleben der Gruppen parietal und
liberlappende Lokalisation war kurzer (Mittelwert: 398 bzw. 430 Tage). Fur die
Gruppe okzipital konnte aufgrund der Fallzahl von n=3 kein mittleres Uberleben
berechnet werden (siehe Abbildung 6E).
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Abbildung 6: Uberlebenszeitanalysen (GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte) nach klinischen Parametern und
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3.2.5. Uberlebenszeitanalysen nach MGMT Promotor-
Methylierungsstatus (GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte)

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Methylierungsstatus des
MGMT-Promotors und dem Gesamtuberleben zeigte ein langeres Gesamtuberleben
derjenigen Patienten, deren Tumoren einen methylierten MGMT-Promotor
aufwiesen (siehe Abbildung 7A). Dieses Ergebnis erreichte im Log-Rang-Test
Signifikanz (p=0,0251).

Innerhalb der epigenetischen Subgruppe mesenchymal zeigte sich ebenfalls ein
Uberlebensvorteil fir die Gruppe der Tumoren mit methyliertem MGMT-Promotor.
Der Effekt wies innerhalb der Subgruppe ein hoheres Signifikanzniveau auf (Log-
Rang p-Wert = 0,0113, Wilcoxon p-Wert = 0,0199) als in der Gesamtkohorte (siehe
Abbildung 7B). N=6 der untersuchten Patienten innerhalb der Subgruppe
mesenchymal hatten keine Chemotherapie erhalten; darunter waren n=5 Tumore
mit dem MGMT-Promotor-Status unmethyliert.

Der oben beschriebene Effekt zeigte sich aulderdem innerhalb der Subgruppe RTK
1 (siehe Abbildung 7C). Ein methylierter MGMT-Promotor war mit einem langeren
Gesamtuberleben assoziiert. Der Effekt erreichte jedoch keine Signifikanz (Log-
Rang p-Wert = 0,2787, Wilcoxon p-Wert = 0,17).

Die Dichotomisierung der Subgruppe RTK 2 nach MGMT-Promotor-
Methylierungsstatus und die Untersuchung von Zusammenhangen mit dem
Gesamtuberleben zeigte gegenteilige Ergebnisse zu den bereits beschriebenen
Effekten. Ein kirzeres Gesamtuberleben zeigte die Gruppe methyliert (Mittelwert:
160 Tage) im Vergleich zu der Gruppe unmethyiert (Mittelwert: 487 Tage). Es wurde
keine Signifikanz erreicht. Innerhalb der Gruppe methyliert waren n=5 Patienten
enthalten, die sowohl das kurzeste Gesamtuberleben aufzeigten als auch keine
Chemotherapie erhalten hatten (siehe Abbildung 7D).
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3.2.6. Deskription der Copy Number Variationen bei den
etablierten epigenetischen Subgruppen (GBM, IDH-
Wildtyp-Kohorte)

Hinsichtlich der drei untersuchten epigenetischen Subgruppen des Glioblastoms,
IDH-Wildtyp zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
bezuglich des Vorhandenseins einer Amplifikation auf Chromosom 7 und einer
Deletion auf Chromosom 10. Innerhalb der Gruppe RTK 2 wiesen signifikant mehr
Tumore eine homozygote CDKNZ2A/B-Deletion als innerhalb der Gruppe
mesenchymal (p=0,0062) und der Gruppe RTK 1 (p=0,0087) auf. Ebenfalls wies die
Gruppe RTK 2 haufiger eine EGFR-Amplifikation auf als die Gruppe mesenchymal
(p<0,0001) und die Gruppe RTK 1 (p<0,0001). Tumoren der Gruppe mesenchymal
zeigten seltener eine PTEN-Deletion als Tumoren der Gruppen RTK 1 (p=0,0149)
und RTK 2 (p=0,0005). Das Vorkommen der Copy Number Variationen bei den
epigenetischen Subgruppen in ganzen Zahlen zeigt Tabelle 7 (fur die prozentualen
Anteile siehe Abbildung 8A-E), wahrend Tabelle 8 die Gruppenunterschiede

darstellt.
CNV Kategorie 0 (nein) 1 (ja)
Amplifikation auf Chromosom 7 Mesenchymal 4 34
RTK 1 5 19
RTK 2 4 30
Deletion auf Mesenchymal 1 37
Chromosom 10
RTK 1 1 23
RTK 2 0 34
Homozygote CDKN2A/B-Deletion Mesenchymal 15 23
RTK 1 10 14
RTK 2 4 30
EGFR-Amplifikation Mesenchymal 24 14
RTK 1 19 5
RTK 2 3 31
PTEN-Deletion Mesenchymal 23 15
RTK 1 7 17
RTK 2 7 27
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Tabelle 7: Vorkommen der Copy Number Variationen bei den epigenetischen Subgruppen in

absoluten Zahlen

CNV Kategorie - Kategorie p-Wert
Amplifikation auf Chromosom 7 Mesenchymal RTK 1 0,2681
Mesenchymal RTK 2 0,6875
RTK 1 RTK 2 0,3512
Deletion auf Chromosom 10 Mesenchymal RTK 1 0,7421
Mesenchymal RTK 2 0,2559
RTK 1 RTK 2 0,181
Homozygote CDKN2A/B-Deletion Mesenchymal RTK 1 0,8639
Mesenchymal RTK 2 0,0062
RTK 1 RTK 2 0,0087
EGFR-Amplifikation Mesenchymal RTK 1 0,1758
Mesenchymal RTK 2 <0,0001
RTK 1 RTK 2 <0,0001
PTEN-Deletion Mesenchymal RTK 1 0,0149
Mesenchymal RTK 2 0,0005
RTK 1 RTK 2 0,4542

Tabelle 8: tabellarische Darstellung der Unterschiede zwischen den epigenetischen Subgruppen

beziiglich des Vorkommens von Copy Number Variationen
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epigenetischen Subgruppen (A: Amplifikation auf Chromosom 7, B: Deletion auf Chromosom 10, C:
homozygote CDKN2A/B-Deletion, D: EGFR-Amplifikation, E: PTEN-Deletion)
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3.2.7. Zellulare Zusammensetzung des Tumorgewebes
in den etablierten epigenetischen Subgruppen des
Glioblastoms, IDH-Wildtyp (GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte)

Es zeigten sich Unterschiede bezuglich der zellularen Zusammensetzung der
etablierten epigenetischen Subgruppen des Glioblastoms, IDH-Wildtyp. Die Anteile
der untersuchten Zellpopulationen an der Gesamtzellzahl wurden in silico mithilfe
des LUMP-Algorithmus sowie des MethylCIBERSORT-Algorithmus ermittelt. Die
Bezeichnungen der verschiedenen Zellpopulationen wurden entsprechend der

verwendeten Referenzsheets eingesetzt.

Die Analyse der Zellanteile der Nicht-Immunzellen (siehe Abbildung 9A, Tabelle 9
und Tabelle 10) zeigte einen signifikant hoheren Anteil an Cancer Cells bei den
Subklassen RTK 1 (Median: 0,4076) und RTK 2 (Median 0,4364) jeweils im
Vergleich zu der Subklasse mesenchymal (Median: 0,2429) (p<0,0001). Ein
signifikant hoherer Anteil an Fibroblasts zeigte sich bei den Subklassen
mesenchymal (Median: 0,0302) und RTK 2 (Median: 0,0444) jeweils im Vergleich zu
der Subklasse RTK 1 (Median: 0,0102) (p<0,0001). Es befanden sich signifikant
mehr Glia in der Subklasse RTK 1 (Median: 0,3735) im Vergleich zu den Subklassen
mesenchymal (Median: 0,2851, p=0,0022) und RTK 2 (Median: 0,2597, p<0,0001).
Bezlglich des Zelltyps Neurons zeigte die Subklasse RTK 1 (Median: 0) einen
signifikant geringeren Anteil dieser Zellpopulation im Vergleich zu den Subklassen
mesenchymal (Median: 0,0076, p<0,0001) und RTK 2 (Median: 0,0104, p<0,0001).
Die Subklasse mesenchymal zeigte einen signifikant hoheren Anteil an
Endothelzellen (Median: 0,0176) im Vergleich zu den Subtypen RTK 1 (Median: O,
p=0,0069) und RTK 2 (Median: 0, p=0,014).

Bezuglich der Immunzellzusammensetzung der untersuchten epigenetischen
Subgruppen des Glioblastoms, IDH-Wildtyp (siehe Abbildung 9B, Tabelle 9 und
Tabelle 10), zeigte die Analyse der Verteilung der LUMPs, dass die Subklasse
mesenchymal mit einem signifikant hoheren Anteil an Immunzellen (Median: 0,3902)
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einhergeht als die Subklassen RTK 1 (Median: 0,264, p=0,0024) und RTK 2
(Median: 0,2213, p<0,0001). Die in silico-Dekonvolution mittels Methyl CIBERSORT-
Algorithmus zeigte daruber hinaus Unterschiede bezuglich der verschiedenen
Immunzelltypen. Die Subklasse mesenchymal wies mit einem Median von 0,1386
signifikant mehr CD 74-positive Zellen auf als die beiden Subklassen RTK 1 (Median:
0,0047, p=0,0141) und RTK 2 (Median: 0,0456, p<0,0001). Im Vergleich zu der
Subklasse mesenchymal (Median: 0,0604) zeigte die Subklasse RTK 1 (Median:
0,0854) einen signifikant hoheren Anteil an CD8-positiven Zellen (p=0,0023). Die
Unterschiede bezuglich der weiteren untersuchten Zellpopulationen erreichten keine
statistische Signifikanz.

Die Auswertung der untersuchten immunhistochemischen Mikroglia- und
Makrophagenmarker (siehe Abbildung 10, Tabelle 11 und Tabelle 12) zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den epigenetischen Subgruppen. Im Vergleich
prasentierte sich die Subgruppe mesenchymal mit jeweils dem hochsten Anteil an
CD68-, CD11b- und CD163-positiven Zellen, jedoch ohne Signifikanz zu erreichen.

Der jeweilige Anteil der mittels Immunhistochemie untersuchten Zellpopulationen
wurde mit dem entsprechenden Anteil an LUMPs und CD14-positiven Zellen in
Beziehung gesetzt und deren linearer Zusammenhang mittels Regressionsanalyse
untersucht (siehe Abbildung 11A-J). Es zeigte sich ein signifikanter positiver linearer
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von LUMPs und den /ba-1-positiven
Zellen (p=0,0287, lineare Anpassung: Immune Cell Content (LUMP) = 0,2213721 +
0,0038075*Iba1 in %) sowie den CD163-positiven Zellen (p=0,002, lineare
Anpassung: Immune Cell Content (LUMP) = 0,2427083 + 0,0036788* CD163 in %).
Der Anteil an CD14-positiven Zellen korrelierte dartber hinaus positiv mit dem
entsprechenden Anteil an Iba-1-positiven Zellen (p=0,0133, lineare Anpassung:
CD14 = 0,0215898 + 0,0034673*Iba1 in %).
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Zelltyp Kategorie - Kategorie p-Wert
Cancer RTK 2 Mesenchymal <0,0001
RTK 1 Mesenchymal <0,0001
RTK 2 RTK 1 0,8997
Fibroblasts RTK 2 RTK 1 <0,0001
RTK 2 Mesenchymal 1
RTK 1 mesenchymal <0,0001
Glia RTK 1 Mesenchymal 0,0022
RTK 2 Mesenchymal 0,86
RTK 2 RTK 1 <0,0001
Neuron RTK 2 RTK 1 <0,0001
RTK 2 Mesenchymal 1
RTK 1 Mesenchymal <0,0001
Endothelial RTK 2 RTK 1 1
RTK 2 Mesenchymal 0,014
RTK 1 Mesenchymal 0,0069
CD14 RTK 2 RTK 1 0,0141
RTK 2 Mesenchymal <0,0001
RTK 1 Mesenchymal <0,0001
CD19 RTK 2 RTK 1 0,0942
RTK 2 Mesenchymal 0,7107
RTK 1 Mesenchymal 0,8249
CD4_Eff RTK 2 RTK 1 0,3554
RTK 2 Mesenchymal 0,6243
RTK 1 Mesenchymal 1
CD56 RTK 2 RTK 1 1
RTK 2 Mesenchymal 0,3934
RTK 1 Mesenchymal 0,1821
CD8 RTK 1 Mesenchymal 0,0023
RTK 2 Mesenchymal 0,3324
RTK 2 RTK 1 0,1811
Eos RTK 2 RTK 1 0,0877
RTK 2 Mesenchymal 0,7087
RTK 1 Mesenchymal 0,7919
Treg RTK 2 RTK 1 1
RTK 2 Mesenchymal 0,1739
RTK 1 Mesenchymal 0,1476
LUMPs RTK 2 RTK 1 0,0882
RTK 1 Mesenchymal 0,0024
RTK 2 Mesenchymal <0,0001

Tabelle 9: Darstellung statistischer Unterschiede bzgl. der Zellzusammensetzung

- 66 -



Zelltyp Epigenetische Subgruppe Median
Cancer Mesenchymal 0,2429
RTK 1 0,4076
RTK 2 0,4364
Fibroblasts Mesenchymal 0,0302
RTK 1 0,0102
RTK 2 0,0444
Glia Mesenchymal 0,2851
RTK 1 0,3735
RTK 2 0,2597
Neuron Mesenchymal 0,0076
RTK 1 0
RTK 2 0,0104
Endothelial Mesenchymal 0,0176
RTK 1 0
RTK 2 0
CD14 Mesenchymal 0,1386
RTK 1 0,0047
RTK 2 0,0456
CD19 Mesenchymal 0,0172
RTK 1 0,0101
RTK 2 0,0178
CD4_Eff Mesenchymal 0,0158
RTK 1 0,0169
RTK 2 0,0296
CD56 Mesenchymal 0
RTK 1 0
RTK 2 0
CD8 Mesenchymal 0,0604
RTK 1 0,0854
RTK 2 0,0776
Eos Mesenchymal 0
RTK 1 0
RTK 2 0
Treg Mesenchymal 0
RTK 1 0
RTK 2 0
LUMPs Mesenchymal 0,3902
RTK 1 0,264
RTK 2 0,2213

Tabelle 10: Ubersicht des Medians der Zellpopulationen in den epigenetischen Subgruppe

-67 -



Auswertung immunhistochemische Mikroglia- und Makrophagenmarker 5 EpiC TMA CD68 in %
70 e o L1 EPIC TMA Ibal in %
£ EPIC TMA CD206 in %
0 EPIC TMA CD11b in %

60 )
CJ EPIC TMA CD163 in %
50
40
x
30 — °
20
10
1 .
o = e
mesenchymal RTK I RTK Il

Abbildung 10: Darstellung des Zellanteils der Immunzellen (erhoben durch immunhistochemische

Untersuchungen) mittels Boxplots
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Zelltyp Kategorie -Kategorie p-Wert

CD68 RTK 2 RTK 1 1
RTK 1 Mesenchymal 1
RTK 2 Mesenchymal 0,7661
Iba1 RTK 2 RTK 1 1
RTK 1 Mesenchymal 1
RTK 2 Mesenchymal 1
CD206 RTK 2 RTK 1 0,5448
RTK 2 Mesenchymal 1
RTK 1 Mesenchymal 0,3179
CD11b RTK 2 RTK 1 1
RTK 2 Mesenchymal 1
RTK 1 Mesenchymal 0,3588
CD163 RTK 2 RTK 1 1
RTK 1 Mesenchymal 1
RTK 2 Mesenchymal 0,9066

Tabelle 11: statistische Unterschiede bzgl. der Zellzusammensetzung zwischen den epigenetischen

Subgruppen

Zelltyp Epigenetische Subgruppe Median

CD68 Mesenchymal 20
RTK 1 17,5
RTK 2 15

Iba1 Mesenchymal 25
RTK 1 25
RTK 2 20

CD206 Mesenchymal 2
RTK 1 1
RTK 2

CD11b Mesenchymal 20
RTK 1 12,5
RTK 2 10

CD163 Mesenchymal 20
RTK 1 16
RTK 2 15

Tabelle 12: Median der untersuchten Zellpopulationen in den Subgruppen
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Abbildung 11: Darstellung der (linearen) Zusammenhange zwischen LUMPs und
immunhistochemisch untersuchten Mikroglia- und Makrophagenmarkern (A-E) sowie zwischen
CD14-positiven Zellen und immunhistochemisch untersuchten Mikroglia- und Makrophagenmarkern
(F-J)
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3.2.8. Assoziation von Copy Number Variationen und

der zellularen Zusammensetzung des Tumorgewebes
Im Folgenden wurden Unterschiede bezuglich der zellularen Zusammensetzung mit
dem Auftreten von untersuchten Copy Number Variationen in Beziehung gesetzt
(siehe Abbildung 12A-F sowie Tabelle 13).

Das Vorhandensein einer homozygoten CDKNZ2A/B-Deletion ging mit einem
signifikant hoheren Anteil an Cancer Cells (p=0,0006), CD19-positiven Zellen
(p=0,0006), CD4_Effector Cells (p=0,0002), Fibroblasts (p=0,0044) und Neurons
(p<0,0001) einher. Auf3erdem war der Anteil an Glia signifikant geringer (p<0,0001),
wenn eine homozygote CDKN2A/B-Deletion vorhanden war.

Es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein einer
EGFR-Amplifikation und der Anzahl an Cancer Cells, CD19-positiven Zellen,
CD4_Effector Cells, Fibroblasts, Glia, Neurons und LUMPs. Im Falle der
entsprechenden Amplifikation war der Anteil an Cancer Cells (p<0,0001), CD19-
positiver Zellen (p=0,0408), CD4_Effector Cells (p=0,001), Fibroblasts (p=0,0211)
und Neurons (p=0,0108) signifikant erhoht. Gegenteiliges zeigte sich fur die Anzahl
an Glia (p=0,0002) und LUMPs (p<0,0001). Diese Zellpopulationen wiesen bei
Vorhandensein der Amplifikation einen signifikant geringeren Anteil auf.

Eine PTEN-Deletion ging mit einem signifikant hoheren Anteil an Cancer Cells
einher (p=0,0217). Der Anteil an CD74-positiven Zellen (p=0,0162), CD68-positiven
Zellen (p=0,0497) und LUMPs (p=0,0124) war signifikant geringer bei dem Vorliegen

einer entsprechenden Deletion.
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Abbildung 12: Darstellung der Zusammenhéange zwischen untersuchten Copy Number Variationen
und der zelluldren Zusammensetzung mittels Boxplots (A+B: homozygote CDKN2A/B-Deletion, C+D:
EGFR-Amplifikation, E+F: PTEN-Deletion)
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Zelltyp

Homozygote
CDKN2A/B-Deletion

EGFR-Amplifikation

PTEN-Deletion

Nein Ja Nein Ja Nein ja
Haufigkeit 29 67 46 50 37 59
Cancer
Median 0,267 0,388 0,2848 0,4114 0,3089 0,3841
p-Wert 0,0006 <0,0001 0,0217
CD14
Median 0,0886 0,0686 0,0906 0,0638 0,0981 0,0612
p-Wert 0,4527 0,1975 0,0162
CD19
Median 0,0093 0,0207 0,0153 0,0178 0,017 0,016
p-Wert 0,0006 0,0408 0,6778
CD4_Eff
Median 0,001 0,0309 0,0049 0,0381 0,0142 0,0227
p-Wert 0,0002 0,001 0,4268
CD56
Median 0 0 0 0 0 0
p-Wert 0,59 0,57 0,3
CD8
Median 0,0791 0,0711 0,0754 0,0707 0,0742 0,0751
p-Wert 0,1255 0,2892 0,97
Eos
Median 0 0 0 0 0 0
p-Wert 0,0703 0,1965 0,8238
Fibroblasts
Median 0,0153 0,029 0,0182 0,0275 0,0256 0,0258
p-Wert 0,0044 0,0211 0,5167
Glia
Median 0,3637 0,2622 0,3553 0,2566 0,2908 0,3083
p-Wert <0,0001 0,0002 0,5223
Neuron
Median 0 0,0078 0 0,0077 0 0
p-Wert <0,0001 0,0108 0,6966
Treg
Median 0 0 0 0 0 0
p-Wert 0,004 0,1213 0,4432
endothelial
Median 0 0 0 0 0 0
p-Wert 0,850 0,239 0,0527
CD638
Median 17,5 20 20 17,5 25 15
p-Wert 1 0,6826 0,0497
Iba1
Median 25 25 25 20 25 25
p-Wert 0,9528 0,3 0,3879
CD206
Median 2 2 2 2 2 2
p-Wert 0,1577 0,7587 0,7587
CD11b
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Median 15 17,5 17,5 15 20 15

p-Wert 0,6121 0,7893 0,1148
CD163

Median 12,5 20 20 15 15 20

p-Wert 0,2473 0,7279 0,9147
LUMPs

Median 0,2931 0,2681 0,3273 0,2452 0,3156 0,2575

p-Wert 0,2761 <0,0001 0,0124

Tabelle 13: Darstellung der jeweiligen Zellanteile (Median) in Abhangigkeit von den untersuchten
Copy Number Variationen sowie Darstellung von Gruppenunterschieden bzw. der entsprechenden
p-Werte

3.2.9. Assoziation von Zellpopulationen mit dem
Gesamtuberleben und dem progressionsfreien
Uberleben

Um den Zusammenhang zwischen dem Auftreten von verschiedenen
Zellpopulationen mit dem Gesamtuberleben (OS) und dem progressionsfreien
Uberleben (PFS) zu untersuchen, wurde die Kohorte fiir jedes Merkmal (bzw. fir
jede Zellpopulation) dichotomisiert. Fur jede im Folgenden analysierte Zellpopulation
wurde ein Median berechnet und die eingeschlossenen Patienten wurden —
entsprechend dem Anteil des jeweils untersuchten Zelltyps — in zwei Gruppen
aufgeteilt (<Median der jeweiligen Zellpopulation und >Median der jeweiligen
Zellpopulation). Die Abbildung 13 A-l zeigt den Zusammenhang mit dem
Gesamtuberleben, wahrend die Abbildung 13 J-R den Zusammenhang mit dem
progressionsfreien Uberleben darstellt.

Bezuglich des Gesamtuberlebens zeigte sich, dass ein Anteil an Endothelial Cells,
welcher grolRer als der Median der Referenzgruppe war, mit einem signifikant
langeren OS assoziiert war (Log-Rang: p=0,0267). Im Wilcoxon-Test erreichte
dieser Effekt keine Signifikanz (p=0,1193).
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Patienten, deren Tumorgewebe mehr CD14- positive Zellen aufwies als der Median
der Referenzgruppe, zeigten ein signifikant kiirzeres progressionsfreies Uberleben
(p<0,0001). Ebenso verhielt sich die Assoziation des Anteils an CD4_Effector Cells
(Log Rang: p=0,0071, Wilcoxon: p=0,0129), Fibroblasts (Log Rang: p=0,0007,
Wilcoxon: p=0,0001) und LUMPs (Log Rang: p=0,0103, Wilcoxon: p=0,0164) mit
dem progressionsfreien Uberleben. Ein Anteil der jeweiligen Zellpopulation, welcher
groler war als der Median der Referenzgruppe, war ebenfalls mit einem karzeren

progressionsfreien Uberleben assoziiert.
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Abbildung 13: Darstellung der Assoziation der Zellpopulationen mit dem Gesamtiiberleben (A-l) und
dem progressionsfreien Uberleben (J-R) mittels Kaplan-Meier-Kurven sowie entsprechende
statistische Daten bei statistischer Signifikanz

3.2.10. Bildung von hierarchischen Clustern basierend
auf verschiedenen Zellpopulationen und deren
Assoziation mit dem Gesamtiiberleben und dem
progressionsfreien Uberleben

Die Abbildung 14A zeigt eine hierarchische Clusteranalyse unter Einbeziehung aller
mittels Methyl CIBERSORT-Algorithmus untersuchten Zellpopulationen. Auf Ebene
2 der Clusterbildung zeigten sich n=4 verschiedene Cluster, welche farblich
unterschiedlich dargestellt sind. Links in der Abbildung 14A ist die Zuordnung des
jeweiligen Tumors zu einer bzw. zwei Methylierungsklassen zu sehen. Die Angabe
einer Methylierungklasse entsprach einem reinen Tumor, wahrend bei
Vorhandensein von zwei verschiedenen Subklassen ein gemischter Tumor vorlag.
Anhand der Legende (Abbildung 14A) kann der Anteil der jeweiligen Zellpopulation
abgelesen werden. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich des
Gesamtuberlebens zwischen den vier untersuchten Clustern (siehe Abbildung 14B).

Diejenigen Zellpopulationen, welche mit Unterschieden bezlglich des

Gesamtiiberlebens bzw. des progressionsfreien Uberlebens assoziiert waren (siehe

3.2.9.) wurden daraufhin in eine weitere hierarchische Clusteranalyse einbezogen,
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die Abbildung 15A zeigt. Auf der Ebene 1 der Clusterbildung zeigten sich zunachst
n=2 verschieden Cluster. Eines dieser Cluster, welches 87% der eingeschlossenen
Tumoren enthielt, wurde auf Ebene 2 in weitere n=4 Cluster aufgeteilt. Folglich zeigt
Abbildung 15B die Kaplan-Meier-Kurven unter Einbeziehung der n=5 definierten
Cluster. Patienten, die dem Cluster 1 angehorten, wiesen im Vergleich zu den
Patienten, die dem Cluster 4 angehorten, ein signifikant besseres Gesamtuberleben
auf (Wilcoxon: p=0,0455). Im Log-Rang-Test erreichte dieser Effekt keine
Signifikanz (siehe Abbildung 15C). Ebenso wiesen Patienten, die dem Cluster 1
angehorten, ein signifikant langeres progressionsfreies Uberleben auf als solche,
die dem Cluster 4 angehorten (Log Rang: p=0,0052, Wilcoxon: p=0,0007) (siehe
Abbildung  15D). Weitere signifikante  Unterschiede  bezlglich  des
Gesamtiiberlebens oder des progressionsfreien Uberlebens zwischen den

verschiedenen betrachteten Clustern zeigten sich nicht.

Die naher untersuchten Cluster 1 und 4 unterschieden sich signifikant hinsichtlich
des Anteils an CD174-positiven Zellen (p<0,0001) sowie des Anteils an Fibroblasts
(p=0,0193) (siehe Abbildung 15G und Tabelle 14). Die Hauptkomponentenanalyse,
basierend auf den Anteilen an CD4 _Eff, Fibroblasts, CD14 und endothelial cells,
stellt die Cluster 1 und 4 in Abhangigkeit der genannten Zellpopulationen und die

dazugehdrigen Hauptvektoren dar (siehe Abbildung 15 E und F).
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Abbildung 15: A: hierarchische Clusteranalyse der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte basierend auf

ausgewahlten Zellpopulationen und farbliche Darstellung fiinf verschiedener Cluster, B: Kaplan-
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Meier-Uberlebenskurven der dargestellten Cluster, C: Kaplan-Meier-Kurven (Cluster 1 und 4, OS),
Kaplan-Meier-Kurven (Cluster 1 und 4, PFS), E: Hauptkomponenten-Analyse (PCA) basierend auf
den Anteilen an CD4_Eff, Fibroblast, CD14 und endothelial, farbliche Darstellung der Cluster, F:
Hauptvektoren der PCA, G: Darstellung der Gruppenunterschiede (Cluster 1 und 4) bzgl. der
einbegriffenen Zellpopulationen mittels Boxplots,

Zelltyp Gruppe Median
CD14 1 0,0559
4 0,1278
Fibroblasts 1 0,0234
4 0,0413
Endothelial cells 1 0
4 0
CD4_Eff 1 0,0209
4 0,0296

Tabelle 14: Median des jeweiligen Zellanteils bei den Clustern 1 und 4

3.2.11. Ergebnisse der RnBeads-Analyse bei Einteilung
der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte in drei etablierte

Subgruppen
Mittels RnBeads-Analyse wurden n=100 Samples, entsprechend der GBM, IDH-
Wildtyp-Kohorte, untersucht. Eingeteilt wurde die Kohorte anhand der
Methylierungssubklasse 1 in drei epigenetische Subgruppen — mesenchymal, RTK
7 und RTK 2. Insgesamt wurden n=866.895 Proben bzw. CpG-Sites analysiert. Im
Zuge der Filterprozedur des RnBeads-Algorithmus wurden n=17.371 CpG-Sites
entfernt, welche mit Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) assoziiert waren und
weitere n=18.644 CpGs, welche sich auf Geschlechtschromosomen befanden.
Keines der eingeschlossenen Samples wurde im Rahmen des Quality checks des
RnBeads-Algorithmus ausgeschlossen. Die Hauptkomponentenanalyse (Abbildung
16A) lie® n=3 verschiedene Cluster erkennen. Diese stimmten im Wesentlichen mit
den drei etablierten Subgruppen udberein. Es zeigten sich sowohl in der
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Hauptkomponentenanalyse als auch in der hierarchischen Clusternanalyse
(Abbildung 16B) Uberschneidungen beziglich der epigenetischen Subgruppen.
Diese Methoden ermdglichten keine eindeutige Zuordnung der etablierten
Subgruppen zu jeweils einem Cluster. Insbesondere bildeten sich in der
hierarchischen Clusteranalyse Cluster, welche sowohl durch die Subgruppe
mesenchymal als auch durch die Subgruppe RTK 2 charakterisiert waren.
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3.3. Charakterisierung der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte nach

reinen und gemischten Subgruppen

mesenchymal *: 21

mesenchymal, RTK 1: 1

mesenchymal: 38
mesenchymal, RTK 2: 16

RTK1*:17

Glioblastom, IDH-Wildtyp-Kohorte: 100 RTK 1: 26

RTK 1, mesenchymal: 1

RTK 1, RTK 2: 8
RTK2*:3

RTK 2: 36
RTK 2, mesenchymal: 20

RTK 2, RTK 1: 13

Abbildung 17: Ubersichtsdarstellung der Zusammensetzung der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte nach

reinen (markiert durch *) und gemischten Subgruppen mittels Sankey-Diagramms

Die GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte bestand einerseits aus Samples, welche einer
reinen epigenetischen Subklasse zugeordnet werden konnten. Diese wurden
mithilfe des Brain Tumor Classifiers jeweils einer Methylierungssubklasse eindeutig
— d.h. mit einem Calibrated Score > 0,84 — zugeordnet. Andererseits gab es
gemischte Samples, die zwei verschiedenen epigenetischen Subgruppen

zugeordnet wurden.

Insgesamt bestand diese Kohorte aus n=21 reinen GBMs der Subgruppe
mesenchymal, n=17 reinen GBMs der Subgruppe RTK 71 und n=3 reinen GBMs der
Subgruppe RTK 2. Des Weiteren waren n=17 gemischte GBMs der Subgruppe
mesenchymal (davon n=1 gemischt mit dem Subtyp RTK 7 und n=16 gemischt mit
dem Subtyp RTK 2), n=9 gemischte GBMs der Subgruppe RTK 1 (davon n=1
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gemischt mit dem Subtyp mesenchymal und n=8 gemischt mit dem Subtyp RTK 2)
und n=33 gemischte GBMs des Subtyps RTK 2 (davon n=20 gemischt mit dem
Subtyp mesenchymal und n=13 gemischt mit dem Subtyp RTK 1) der GBM, IDH-
Wildtyp-Kohorte zugehorig (siehe Abbildung 17).

3.3.1. Analyse der ,reinen”“ Subgruppen

Die klinischen Charakteristika der reinen epigenetischen Subgruppen zeigt die
Tabelle 15.

Die reine Subgruppe mesenchymal wies mit im Mittel 598 Tagen das langste
Gesamtuberleben der reinen epigenetischen Subgruppen auf. Die reine Subgruppe
RTK 1 zeigte ein mittleres Uberleben von 420 Tagen, wahrend die reine Subgruppe
RTK 2 ein mittleres Uberleben von 55 Tagen aufwies. Es zeigte sich ein signifikanter
Uberlebensvorteil fiir die Subgruppe mesenchymal im Vergleich zu der Subgruppe
RTK 2 (Wilcoxon: p=0,0111). Im Log-Rang-Test erwies sich dieser Effekt nicht als
signifikant. Im Mittel war das Gesamtuberleben der Subgruppe mesenchymal im
Vergleich zu der Subgruppe RTK 1 langer. Dieser Effekt erreichte keine statistische

Signifikanz.

Bezlglich des progressionsfreien Uberlebens zeigte sich ein Vorteil fir die Gruppe
RTK 1im Vergleich zu der Gruppe RTK 2 (Wilcoxon: p=0,0209). Im Log-Rang-Test
wurde keine Signifikanz fur den beschriebenen Gruppenunterschied erreicht. Die
Ergebnisse der Untersuchung bezuglich des Zusammenhangs von reiner
epigenetischer Subgruppe und dem Gesamtuberleben bzw. dem progressionsfreien
Uberleben sind in Abbildung 18 sowie in den Tabellen 16 und 17 dargestellt.

In der Hauptkomponentenanalyse (Abbildung 18C) liellen sich die reinen

Subgruppen mesenchymal und RTK 2, welche ein Cluster bilden, von der
Subgruppe RTK 1 abgrenzen.
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Klinische Parameter Mesenchymal RTK 1 (rein) RTK 2 (rein)

(rein) n=17 n=3
n=21
Praoperativer Karnofsky-Index
20 0 0 1
50 0 1 0
60 0 1 0
70 4 3 1
80 1 5 0
90 7 4 1
100 7 1 0
Keine Angabe 2 2 0
ResektionsausmaR
Komplett 8 6 2
>90% 6 4 0
<90% 6 5 1
Keine Angabe 1 2 0
Tumorlokalisation
Frontal 8 1 0
Okzipital 0 2 0
Parietal 2 1 1
Temporal 5 7 1
Multifokal 6 6 1
Keine Angabe 0 0 0
Strahlentherapie
Ja 20 13 1
Chemotherapie
Ja 17 9 1

Tabelle 15: Charakterisierung der reinen epigenetischen Subgruppen nach klinischen und
neuropathologischen Parametern
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CpG Sites
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Gruppen Test p-Wert

RTK 1 (rein) - RTK 2 (rein) Log-Rang 0,399
Wilcoxon 0,0742
RTK 1 (rein) — mesenchymal (rein) Log-Rang 0,1184
Wilcoxon 0,0942
RTK 2 (rein) — mesenchymal (rein) Log-Rang 0,0699
Wilcoxon 0,0111

Tabelle 16: Darstellung der Gruppenunterschiede beziglich des Gesamtiiberlebens der reinen

Subgruppen
Gruppen Test p-Wert
RTK 1 (rein) - RTK 2 (rein) Log-Rang 0,1902
Wilcoxon 0,0209
RTK 1 (rein) — mesenchymal (rein) Log-Rang 0,0835
Wilcoxon 0,1839
RTK 2 (rein) — mesenchymal (rein) Log-Rang 0,6882
Wilcoxon 0,089

Tabelle 17: Darstellung der Gruppenunterschiede beziglich des progressionsfreien Uberlebens der
reinen Subgruppen

3.3.2. Analyse der ,,gemischten” Subgruppen
3.3.2.1. Subgruppe mesenchymal

Im Folgenden wurde die reine Subgruppe mesenchymal im Vergleich zu der
gemischten Subgruppe mesenchymal, RTK 2 betrachtet. Die gemischte Subgruppe
mesenchymal, RTK 1 wurde wegen der Stichprobenanzahl von n=1 nicht

miteinbezogen.
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Die klinischen Charakteristika (Alter, praoperativer Karnofsky-Index und
Resektionsausmal) zeigt die Tabelle 18. Die reine Subgruppe mesenchymal wies
ein langeres mittleres Uberleben als die gemischte Subgruppe mesenchymal, RTK
2 (Mittelwert = 418 Tage) auf. Es zeigte sich keine statistische Signifikanz fur diesen
Effekt. Ebenfalls zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bezuglich des
progressionsfreien Uberlebens zwischen der reinen und der gemischten Subgruppe
(siehe Abbildung 19A und B).

Die beiden Gruppen zeigten keinen Unterschied hinsichtlich des Vorkommens einer
PTEN-Deletion (p=0,5175) und einer homozygoten CDKN2A/B-Deletion (p=0,315).
Die reine Subgruppe mesenchymal wies signifikant seltener eine EGFR-
Amplifikation auf (12,29% der Samples) als die gemischte Subgruppe (62,5% der
Samples) (p=0,0023) (siehe Abbildung 19C, D, E und Tabelle 19).

Die reine Subgruppe mesenchymal wies im Vergleich zu der gemischten Subgruppe
mesenchymal, RTK 2 signifikant weniger Cancer Cells (p=0,0017) sowie signifikant
mehr CD14-positive Zellen (p=0,0331) und LUMPs (p<0,0001) auf (siehe Abbildung
20 und Tabelle 20.)

Ebenso wurde die Kohorte der mesenchymalen GBMs bezuglich ihres Anteils an
den entsprechenden Zellpopulation dichotomisiert und mit dem Gesamtuberleben
bzw. mit dem progressionsfreien Uberleben in Beziehung gesetzt. AuRerdem wurde
die Assoziation des Vorkommens von CNV mit den Outcome-Parametern (OS und
PFS) in dieser Subkohorte untersucht.

Bezuglich des Gesamtuberlebens zeigte sich kein statistisch signifikanter Effekt.
Patienten der Subgruppe mesenchymal, bei deren Tumorgewebe eine homozygote
CDKN2A/B-Deletion nachgewiesen werden konnte, zeigten ein kurzeres
progressionsfreies Uberleben (192 Tage im Mittel) im Vergleich zu Patienten, bei

deren Tumorgewebe keine Deletion nachgewiesen wurde (mittleres Uberleben =
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448 Tage) (Log-Rang: p=0,0292, Wilcoxon: p=0,0284) (siehe Abbildung 21M). Ein
Anteil an Fibroblasts, welcher geringer als der Median der Referenzgruppe war, war
ebenso mit einem langeren progressionsfreien Uberleben assoziiert (Log-Rang:
p=0,0001, Wilcoxon: p=0,0004, Abbildung 21U) wie ein grof3erer Anteil an Glia (Log-
Rang: p=0,00374, Abbildung 21V). Der zuletzt genannte Effekt wies im Wilcoxon-
Test keine statistische Signifikanz auf.

Mesenchymal (rein) mesenchymal,
RTK 2
N 21 16
Alter (Median) 62 60,5
Praoperativer Karnofsky-Index
60 0 1
70 4 2
80 1 5
90 7 3
100 7 4
Keine Angabe 2 1
Resektionsausmaf
Komplett 8 3
>90% 6 7
<90% 6 5
Keine Angabe 1 1

Tabelle 18: Charakterisierung der reinen und gemischten epigenetischen Subgruppen
(mesenchymal) nach klinischen Parametern

CNV Kategorie 0 (nein) 1 (ja)
Homozygote CDKN2A/B-Deletion Mesenchymal (rein) 10 11
Mesenchymal — RTK 2 5 11
EGFR-Amplifikation Mesenchymal (rein) 18 3
Mesenchymal — RTK 2 6 10
PTEN-Deletion Mesenchymal (rein) 14 7
Mesenchymal — RTK 2 9 7

Tabelle 19: Darstellung der Gruppenunterschiede beziiglich der CNV
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Zelltyp Epigenetische Subgruppe
g ]

Mesenchymal (rein) Mesenchymal — RTK 2 (gemischt)

Cancer cells
Median 0,2023 0,3
p-Wert 0,0017

CD14
Median 0,2152 0,1281
p-Wert 0,0331

CD19
Median 0,017 0,0195
p-Wert 0,4328

CD4_Eff
Median 0,0037 0,0221
p-Wert 0,2083

CD56
Median 0 0
p-Wert 0,798

CD8
Median 0,0626 0,0545
p-Wert 0,5916

Eos
Median 0 0
p-Wert 0,4593

Fibroblasts
Median 0,0299 0,0301
p-Wert 0,7359

Glia
Median 0,2416 0,3275
p-Wert 0,3658

Neuron
Median 0,0033 0,0099
p-Wert 0,4334

Treg
Median 0 0
p-Wert 0,4067

Endothelial
Median 0,0284 0,0047
p-Wert 0,4719

LUMPs
Median 0,4347 0,2875
p-Wert <0,0001

Tabelle 20: Statistische Unterschiede bzgl. der Zellzusammensetzung zwischen den Subgruppen
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Abbildung 21: Darstellung der Assoziation der Copy Number Variationen und der Zellpopulationen
mit dem OS (A-L) und dem PFS (M-X) mittels Kaplan-Meier-Kurven und der entsprechenden

statistischen Daten
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3.3.2.2. Subgruppe RTK 2

Im Folgenden wurden die reine epigenetische Subgruppe RTK 2 und die beiden
gemischten Subgruppen RTK 2, mesenchymal und RTK 2, RTK 1 im
Gruppenvergleich hinsichtlich klinischer und neuropathologischer Charakteristika,

der zellularen Zusammensetzung sowie der Copy Number Variationen untersucht.

Die reine epigenetische Subgruppe RTK 2 wies ein kurzeres Gesamtuberleben und
progressionsfreies Uberleben auf als die gemischten epigenetischen Subgruppen.
Mit einem mittleren Gesamtuberleben von 55 Tagen Uberlebten Patienten, die der
reinen Subgruppe angehorten, signifikant kurzer als Patienten, die der gemischten
Subgruppe RTK 2, mesenchymal angehorten (p=0,0058). Die reine Subgruppe RTK
2 war mit einem signifikant kiirzeren progressionsfreien Uberleben assoziiert als die
gemischte Subgruppe RTK 2, mesenchymal (p=0,0219) und die Subgruppe RTK 2,
RTK 1 (p=0,0153). Die entsprechenden Kaplan-Meier-Uberlebenskurven sind in
Abbildungen 22A und B dargestellt, die Gruppenunterschiede zeigen die Tabellen
22 und 23.

Hinsichtlich der klinischen Charakteristika (siehe Tabelle 21) wurde ersichtlich, dass
die Subgruppe RTK 2, mesenchymal das geringste mittlere Alter (60 Jahre) zum
Zeitpunkt der Resektion aufwies.

Die Analyse der betrachteten Copy Number Variationen zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen der reinen und den beiden gemischten epigenetischen
Subgruppen (siehe Abbildung 23 sowie Tabellen 24 und 25).

Aufgrund der geringen StichprobengréfRe von n=3 wurde die reine Subgruppe RTK
2 fur die folgenden Ausfuhrungen bezuglich der zellularen Zusammensetzung und
deren Assoziation mit dem Gesamtuberleben ausgeschlossen. Folglich
veranschaulichen die Abbildung 24 und die Tabelle 26 eine Gegenuberstellung der

zellularen Zusammensetzung der gemischten Subgruppen RTK 2, mesenchymal
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und RTK 2, RTK 1. Letztere Subgruppe wies einen signifikant groReren Anteil an
Cancer Cells auf (p=0,0048). Hinsichtlich der weiteren Zellpopulationen zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden untersuchten gemischten

epigenetischen Subgruppen.

Die Dichotomisierung der Kohorte nach Anteil einer jeweiligen Zellpopulation
(Abbildung 25) zeigte einen Uberlebensnachteil fir Patienten, deren
Tumorgewebeprobe einen Anteil an CD74-positiven Zellen enthielt, welcher hoher
als der Median der Stichprobe war (Wilcoxon: p=0,0445). Im Log-Rang-Test wies
dieser Effekt keine Signifikanz auf. Gleichermallen zeigte diese Subkohorte ein
signifikant kiirzeres progressionsfreies Uberleben (Log-Rang: p<0,0001, Wilcoxon:
p<0,0001). Ein hoherer Anteil (>Median der Stichprobe) an CD8-positiven Zellen
und LUMPs war ebenfalls mit einem signifikant kurzeren progressionsfreien
Uberleben assoziiert (CD8: Log-Rang: p=0,0145, Wilcoxon: p=0,0606) (LUMPs:
Log-Rang: 0,0989, Wilcoxon: 0,0352).

RTK 2 RTK 2, RTK 2,
(rein) mesenchymal RTK 1
N 3 20 13
Alter (Median) 64 60 66
Praoperativer Karnofsky-Index
20 1 0 0
40 0 0 1
70 1 2 4
80 0 4 1
90 1 7 4
100 0 7 1
Keine Angabe 0 0 2
ResektionsausmaR
Komplett 2 5 4
>90% 0 9 3
<90% 1 5 5
Keine Angabe 0 1 1

Tabelle 21: Charakterisierung der reinen und gemischten epigenetischen Subgruppen (RTK 2) nach

klinischen Parametern
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Abbildung 22: Subgruppe RTK 2 aufgeteilt nach reinen und gemischten epigenetischen Subgruppen

(RTK 2): A: Kaplan-Meier-Kurven basierend auf dem Gesamtliberleben sowie statistische Parameter,

B: Kaplan-Meier-Kurven basierend auf dem progressionsfreien Uberleben sowie statistische

Parameter
Gruppen Test p-Wert
RTK 2 rein - Log-Rang 0,347
RTK 2, RTK 1 gemischt Wilcoxon 0,136
RTK 2 rein - Log-Rang 0,0552
RTK 2,mesenchymal gemischt Wilcoxon 0,0088
RTK 2, RTK 1 gemischt - Log-Rang 0,3327
RTK 2 mesenchymal gemischt Wilcoxon 0,22

Tabelle 22: tabellarische Darstellung der Gruppenunterschiede beziiglich des Gesamtiiberlebens der

reinen und gemischten Subgruppen (RTK 2)
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Gruppen Test p-Wert

RTK 2 rein — Log-Rang 0,0922
RTK 2, RTK 1 gemischt Wilcoxon 0,0153
RTK 2 rein — Log-Rang 0,141
RTK 2,mesenchymal gemischt Wilcoxon 0,0219
RTK 2, RTK 1 gemischt - Log-Rang 0,9474
RTK 2,mesenchymal gemischt Wilcoxon 0,8429

Tabelle 23: Gruppenunterschiede beziiglich des progressionsfreien Uberlebens der reinen und
gemischten Subgruppen (RTK 2)
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Abbildung 23: Verteilung der Copy Number Variationen nach reiner und gemischten Subgruppen
(RTK 2)
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CNV Kategorie 0 (nein) 1 (ja)
Homozygote CDKN2A/B- RTK 2 (rein) 0 3
Deletion
RTK 2 — mesenchymal (gemischt) 2 17
RTK 2 — RTK 1 (gemischt) 2 10
EGFR-Amplifikation RTK 2 (rein) 0 3
RTK 2 — mesenchymal (gemischt) 1 18
RTK 2 — RTK 1 (gemischt) 2 10
PTEN-Deletion RTK 2 (rein) 1 2
RTK 2 — mesenchymal (gemischt) 4 15
RTK 2 — RTK 1 (gemischt) 2 10
Tabelle 24: absolute Haufigkeiten der Copy Number Variationen
CNV Kategorie - Kategorie p-Wert
PTEN-Deletion RTK 2 (rein) RTK 2 — RTK 1 (gemischt) 0,5379
RTK 2 (rein) RTK 2 — mesenchymal 0,6497
(gemischt)
RTK 2 - RTK 1 RTK 2 — mesenchymal 0,7616
(gemischt) (gemischt)
Homozygote RTK 2 (rein) RTK 2 — RTK 1 (gemischt) 0,3255
CDKN2A/B-Deletion
RTK 2 (rein) RTK 2 — mesenchymal 0,4321
(gemischt)
RTK2 - RTK 1 RTK 2 — mesenchymal 0,6232
(gemischt) (gemischt)
EGFR-Amplifikation RTK 2 (rein) RTK 2 — RTK 1 (gemischt) 0,3255
RTK 2 (rein) RTK 2 — mesenchymal 0,5835
(gemischt)
RTK 2 - RTK 1 RTK 2 — mesenchymal 0,3025
(gemischt) (gemischt)

Tabelle 25: Gruppenunterschiede bzgl. des Auftretens von Copy Number Variationen
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Abbildung 24: Darstellung der Zellanteile mittels Boxplots,
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Zelltyp Epigenetische Subgruppe
RTK 2 — mesenchymal RTK2 -RTK 1
(gemischt) (gemischt)
Cancer cells
Median 0,4035 0,4728
p-Wert 0,0048
CD14
Median 0,054 0,044
p-Wert 0,7823
CD19
Median 0,0199 0,0207
p-Wert 0,8974
CD4_Eff
Median 0,016 0,0434
p-Wert 0,1959
CD56
Median 0 0
p-Wert 0,4568
CD8
Median 0,0824 0,0703
p-Wert 0,3967
Eos
Median 0 0
p-Wert 0,7781
Fibroblasts
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Median 0,04 0,0258
p-Wert 0,0682
Glia
Median 0,2633 0,2561
p-Wert 0,311
Neuron
Median 0,0113 0,0018
p-Wert 0,3777
Treg
Median 0 0
p-Wert 0,8238
Endothelial
Median 0 0
p-Wert 0,6771
LUMPs
Median 0,227 0,2204
p-Wert 0,7402

Tabelle 26: Statistische Unterschiede bzgl. der Zellanteile zwischen den Subgruppen
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3.3.3. Gegenuberstellung der reinen und gemischten

epigenetischen Subgruppen (GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte)
Erganzend zu der unter 3.2.11. beschriebenen RnBeads-Analyse wurde eine
weitere Analyse unter Einbeziehung der oben genannten Samples durchgefuhrt.
Insgesamt wurden n=866.895 Proben bzw. CpG-Sites analysiert. Im Zuge der
Filterprozedur des RnBeads-Algorithmus wurden n=17.371 CpG-Sites entfernt,
welche mit Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) assoziiert waren und weitere
n=18.644 CpGs, welche sich auf Geschlechtschromosomen befanden. Wie oben
beschrieben wurde keines der eingeschlossenen Samples im Rahmen des Quality

checks des RnBeads-Algorithmus ausgeschlossen.

Die Einteilung der Kohorte erfolgte sowohl anhand des Vorhandenseins einer oder
mehrerer epigenetischer Subgruppen in zwei Gruppen (pure = rein und mixed =
gemischt) als auch anhand entsprechender reiner und gemischter Subgruppen in
n=9 verschiedene Gruppen, die den unter 3.3. beschriebenen Gruppen

entsprechen.

In der Hauptkomponentenanalyse wurde ersichtlich, dass sich insbesondere die
reinen Subgruppen mesenchymal und RTK 1 abgrenzen lassen. Bezuglich der
gemischten Subgruppen und insbesondere der Subgruppe RTK 2 gab es
weitreichende Uberschneidungen mit den beiden anderen Subgruppen. Jedoch
zeigten sich Ahnlichkeiten der gemischten Subgruppe RTK 1, RTK 2 und der reinen
Subgruppe RTK 1 sowie auch der gemischten Subgruppe RTK 2, mesenchymal und

mesenchymal, RTK 2 mit der Subgruppe mesenchymal.

Die Abbildung 27 zeigt t-SNE-plots basierend auf den 10.000 most variable CpG-
Sites (diese Angabe bezieht sich auf alle hier untersuchten Samples der GBM, IDH-
Wildtyp-Kohorte: n=100). Korrespondierend zu den bereits beschriebenen
Hauptkomponentenanalysen waren am ehesten die reinen von den gemischten

Samples abzugrenzen (siehe Abbildung 27A und B). Erganzend zu den oben
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beschriebenen Unterschieden zwischen den (reinen und gemischten)
epigenetischen Subgruppen bezuglich der zellularen Zusammensetzung wurde in
dieser Darstellung insbesondere das reine mesenchymale Cluster als CD174-reich
und LUMP-reich sowie Cancer Cell-arm charakterisiert (siehe Abbildung 27C-E).
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3.4. Gegenuberstellung der Versionen 11b4 und 12.3 des
Brain Tumor Classifiers (GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte)

Die oben beschriebenen Ergebnisse und Darstellungen der (reinen und gemischten)
epigenetischen Subgruppen basierten auf der Version 11b4 des Brain Tumor
Classifiers, welche zum Zeitpunkt der initialen Datenerhebung die -einzige
verfugbare Version darstellte. Dementsprechend erfolgte die Klassifikation der
Samples nach Methylierungsklassen korrespondierend zu den Klassen der Version
11b4 und den dazugehorigen Calibrated Scores. Daruber hinaus wurden alle
Samples mithilfe der Version 12.3 des Brain Tumor Classifiers klassifiziert, die im
Oktober 2021 veroffentlicht wurde.

Die Abbildung 28 zeigt eine schematische Gegenuberstellung der Klassifikation der
GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte mithilfe der Versionen 11b4 und 12.3 des Brain Tumor
Classifiers unter Berucksichtigung des jeweiligen Calibrated Scores (< und > 0,84).

Alle Samples, welche in der Version 11b4 einen Calibrated Score von >0,84
bezuglich der Methylierungssubklasse 1 (mesenchymal, RTK 1 oder RTK 2)
erhielten, wurden durch die Version 12.3 der gleichen Methylierungssubklasse
zugeordnet. Diejenigen Samples, welche in der Version 11b4 einen Calibrated
Score <0,84 erhielten, erhielten auch durch die Version 12.3 einen niedrigeren
Calibrated Score. AuRerdem zeigten sich Unterschiede bezuglich der Klassifizierung
bei diesen Samples: Der grofte Anteil an abweichender Zuordnung zeigte sich bei
jenen Samples, welche in der Version 11b4 mit einem CS<0,84 der Subgruppe
mesenchymal zugeteilt wurden. Ein Groliteil dieser Samples wurde in der Version
12.3 zu der Subgruppe RTK 2 zugeteilt. Daruber hinaus gab es abweichende
Klassifikationen bei den Methylierungsklassen, die die Version 11b4 des Brain
Tumor Classifiers nicht berucksichtigte (siehe Abbildung 28).
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Brain Tumor Classifier Brain Tumor Classifier
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Abbildung 28: Schematische Gegeniberstellung der Zuordnung der Samples zu einer
Methylierungsklasse basierend auf den Versionen 11 und 12 des Brain Tumor Classifiers
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3.5. DNA-Methylierungsstatus von Immunsynapsengenen

und Assoziation mit dem Gesamtuberleben
Wie einleitend beschrieben wird die Expression von Immunsynapsen-Proteinen
durch epigenetische Mechanismen moduliert. Dies geschieht durch eine
Hypermethylierung von stimulierenden (auch: costimulatory) Genen und eine
Hypomethylierung von Immuncheckpointgenen. In diesem Zusammenhang wurden
20 ausgewahlte Gene (siehe Tabelle 1) in Immuncheckpointgene (ICG) und co-
stimulierende Gene (CSG) unterteilt®® und auf Grundlage der den Genen
entsprechenden CpG-Sites eine hierarchische Clusteranalyse durchgefuhrt (siehe
Abbildung 29B). Alle eingeschlossenen Samples entsprachen den
Einschlusskriterien der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte und die Zuordnung zu der
jeweiligen epigenetischen Subgruppe wurde dargestellt. N=3 Cluster wurden
bezlglich ihrer Assoziation mit dem Gesamtuberleben untersucht. Es zeigte sich
kein Uberlebensvorteil fir eines der gebildeten Cluster (siehe Abbildung 29A).
Cluster 1 zeichnete sich — mit Ausnahme eines Samples — durch die Rezeptor-
Tyrosinkinase-Subtypen aus, wahrend Cluster 2 ganzlich durch die Subgruppe
mesenchymal reprasentiert wurde. Das Cluster 3 setzte sich aus allen drei

epigenetischen Subgruppen zusammen.
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Abbildung 29: DNA-Methylierungsstatus von Immunsynapsengenen (A: Kaplan-Meier-Kurven zu der
Darstellung des OS der gebildeten Cluster, B: hierarchische Clusteranalyse basierend auf denen zu
den Immunsynapsengenen gehdrigen CpG-Sites mit epigenetischen Subgruppen in Zeilen und CpG-
Sites in Spalten; Bildung dreier Cluster und Legende beziiglich der B-Werte)
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4. Diskussion

Epigenetische und genetische Signaturen diffuser Gliome, welche die haufigsten
malignen, hirneigenen Tumoren bei Erwachsenen darstellen, gewinnen
zunehmende diagnostische und klinische Bedeutung. Aktuell stellt die kombinierte
histologische und molekulare Klassifikation nach WHO den Goldstandard fur die
Diagnostik dar. Das Heranziehen von molekularen Markern, wie dem MGMT-
Promotor-Methylierungsstatus, ist insbesondere fur die Therapieplanung von hoher
Relevanz und hat somit eine prognostische Bedeutung.

Insgesamt hat sich die Prognose des Glioblastoms seit Einfuhrung der
Radiochemotherapie in den letzten Jahren nur unwesentlich verandert. Dennoch
stellt sich zunehmend die Frage nach der klinischen und prognostischen Bedeutung
der etablierten epigenetischen Subgruppen des Glioblastoms. Daruber hinaus
zeigen diese Subgruppen unterschiedliche genetische Charakteristika und eine
differentielle zellulare Zusammensetzung, was eine unterschiedliche Tumorbiologie
vermuten lasst und Anknupfungspunkte fur zukunftige, zielgerichtete Therapien sein
konnten. Vor diesem Hintergrund wachst ebenso die Bedeutung der intratumoralen
Heterogenitat des Glioblastoms und die Frage nach weiteren, klinisch bedeutsamen

Subgruppen dieser malignen Tumorentitaten.

Im Folgenden sollen die aufgestellten Hypothesen 1-6 diskutiert werden.

4.1. Epigenetische Subgruppen des Glioblastoms und ihre

prognostische Bedeutung

Hypothese 1: Innerhalb der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte zeigen die unterschiedlichen
DNA-Methylierungssubgruppen signifikante prognostische Unterschiede.

Insbesondere das steigende Interesse an personalisierter Medizin in der
Krebstherapie steigert die Wichtigkeit der Erforschung des molekularen
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Hintergrundes des Glioblastoms und seiner Implikationen fur die klinische
Diagnostik, die Therapie und die prognostische Relevanz molekularer Marker. Die
Klassifikation mittels Brain Tumor Classifier erlaubt die Unterteilung der
Glioblastome in diverse epigenetische Subgruppen. Insbesondere die Erforschung
der Unterteilung diffuser Gliome in IDH-mutante und IDH-Wildtyp Tumore, welche
einen signifikanten prognostischen Faktor darstellt,3'44¢° stellte die Frage nach
differentiellen klinischen Verlaufen bei den epigenetischen Subgruppen des
Glioblastoms in den Vordergrund und macht sie zum Gegenstand aktueller
Forschungsbestrebungen.®:137 Wie bereits beschrieben sind bei den IDH-Wildtyp-
Glioblastomen die drei bei erwachsenen Patienten am haufigsten vorkommenden
Subgruppen RTK 1, RTK 2 und mesenchymal. 472

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich das Gesamtuberleben
der drei untersuchten epigenetischen Subgruppen (mesenchymal, RTK 1 und RTK
2) nicht signifikant unterschied (siehe Abbildung 5A). Die Subgruppe mesenchymal
zeigte das kiirzeste progressionsfreie Uberleben, welches im Mittel 298 Tage betrug
(siehe Abbildung 5B). Diese Subgruppe war daruber hinaus durch eine vermehrte
Anzahl an Endothelzellen verbunden, was ein erhdhtes Mal} an Gefalineubildungen
widerspiegeln konnte. Ein fruherer bildmorphologisch gesicherter Progress bei
dieser Subgruppe konnte Folge dieser, mittels MRT nachweisbaren,

Gefaliproliferationen sein.

Die Ergebnisse bezuglich des Gesamtuberlebens stehen im Einklang mit einer
Studie von Wick et al. aus dem Jahr 2020, welche ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede bezlglich des Gesamtuberlebens bei den drei genannten Subgruppen
sahen.'” Es zeigen sich jedoch widerspriichliche Ergebnisse bezliglich der
prognostischen Funktion der epigenetischen Subgruppen. Kessler et al. zeigten im
Jahr 2020 eine Assoziation der mesenchymalen Subgruppe mit einer geringeren
Tumorreinheit im Vergleich zu den Subgruppen RTK 7 und RTK 2 und konnten bei
den beiden zuletzt genannten Subgruppen ein schlechteres Gesamtuberleben
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feststellen, was auf vermehrte lymphozytare Infiltrate zurlckzufihren sein

k('jnne_148,149

Daruber hinaus wurde in einer Studie von Dejaegher et al. aus dem Jahr 2021 ein
Uberlebensvorteil fiir die Subgruppe RTK 2 beobachtet, was im Widerspruch zu den
zuletzt genannten Beobachtungen steht. Diese Subgruppe zeigte ein signifikant
langeres Gesamtuberleben von 27 Monaten im Vergleich zu den mesenchymalen
Tumoren (15,5 Monate) und den Tumoren der Subklasse RTK 1 (16 Monate).
Allerdings beziehen sich die Ausfuhrungen von Dejaegher et al. auf ein besonderes
Patientenkollektiv, denn die einbezogenen Probanden erhielten sowohl eine
Radiochemotherapie als auch eine Therapie mittels Vakzinierung von dendritischen
Zellen. Es ist nicht abschliefiend zu beurteilen, inwieweit diese Vakzinierung mit
einem Uberlebensvorteil fiir die Subgruppe RTK 2 in Verbindung steht.

Insgesamt ist die prognostische und klinische Bedeutung der epigenetischen
Subgruppen des Glioblastoms weitgehend unerforscht und vorliegende Daten
zeigen sich zudem wie oben beschrieben widersprichlich. Bislang wurde
uberwiegend der MGMT-Promotor-Methylierungsstatus als ein molekularer Marker
fur die klinische Entscheidungs- und Therapiefindung herangezogen. Allerdings
findet die Beachtung der molekularen Profile und der epigenetischen Subgruppen

zunehmend Bedeutung.'®°

4.2. Die prognostische Bedeutung bekannter klinischer

Parameter

Hypothese 2: Die zur Untersuchung vorliegende GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte zeigt

eine zu erwartende Uberlebensverteilung hinsichtlich bekannter prognostischer
Marker wie dem Resektionsausmal, dem IDH-Status und der MGMT-
Promotormethylierung.
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Das Resektionsausmal ist ein entscheidender prognostischer Faktor bei der
Therapie des Glioblastoms. Obwohl diese Tumorentitat ein infiltratives Wachstum in
angrenzende Abschnitte des Gehirns aufweist, ist das Resektionsausmafl® von
hochster prognostischer Relevanz und es wird im Zuge der Therapie die
Vollresektion, in Abwagung mit neu entstehenden neurologischen Defiziten,
angestrebt.’®'-153 Ebenso konnte das Resektionsausmal als unabhangig von dem
MGMT-Promotorstatus und dem IDH-Mutationsstaus prognostischer Faktor
identifiziert werden.'®® Eine aktuelle Studie von Drexler et al. aus dem Jahr 2022
zeigte zudem, dass von einer Komplettresektion insbesondere die epigenetischen
Subgruppen RKT 1 und RKT 2 profitieren.%

Jene Patienten, die einer Komplettresektion unterzogen werden konnten, wiesen
das langste mittlere Uberleben auf. Das kirzeste Gesamtliberleben zeigte sich bei
dem geringsten untersuchten Resektionsausmalf (<90%) (siehe Abbildung 6A). Die
stereotaktische Biopsie ist insbesondere von diagnostischer Relevanz, da sie die
histologische und molekularpathologische Diagnostik ermdglicht. Patienten, die in
Folge eines geringen praoperativen Karnofsky-Index oder durch eine ungunstige
Tumorlokalisation keiner Resektion unterzogen werden konnten und infolgedessen
lediglich eine stereotaktische Biopsie erhielten, zeigten das kurzeste
Gesamtuberleben, was die Bedeutung des Resektionsausmales als
prognostischen Faktor unterstreicht.

Die aktuelle Erstlinienchemotherapie zu der Behandlung des Glioblastoms, IDH-
Wildtyp stellt die Therapie mit dem DNA-Alkylans Temozolomid dar.8'2 Im Jahr 2005
konnte gezeigt werden, dass insbesondere Patienten, deren Tumorgewebe einen
methylierten MGMT-Promotorstatus aufwies, von dieser Therapie profitieren.'! Dies
konnte auch in der vorliegenden Arbeit bei der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte gezeigt
werden (siehe Abbildung 7A). Der MGMT-Promotormethylierungsstatus ist fester

Bestandteil der Diagnostik diffuser Gliome und ein etablierter prognostischer
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Faktor.1".155.1%6 Auch die aktuelle WHO-Klassifikation empfiehlt die Bestimmung der
MGMT-Promotormethylierung aus therapeutischen Griinden.'®

Kirzlich wurde in klinischen Studien gezeigt, dass nicht alle Patienten mit
methyliertem MGMT-Promotor von einer Therapie mit Temozolomid gleichwertig
profitieren. Wick et al. zeigten im Jahr 2020 einen signifikanten Uberlebensvorteil fiir
die epigenetische Subgruppe RTK 2 in Verbindung mit dem DNA-Alkylans. Fir die
Subgruppen RTK 1 und mesenchymal wurde ein kirzeres Gesamtuberleben und
keine prognostische Relevanz des MGMT-Promotorstatus beobachtet.’*” Der
Zusammenhang zwischen der prognostischen Relevanz des MGMT-Promotorstatus
und den epigenetischen Subgruppen des Glioblastoms wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht. Der deutlichste positive prognostische Effekt zeigte sich fur die
Subgruppe mesenchymal. Der Effekt wies bei dieser Subgruppe ein hoheres
Signifikanzniveau auf als bei Betrachtung der Gesamtkohorte (siehe Abbildung 7A
und B). Bei der Subgruppe RTK 2 wiesen n=5 Patienten mit methyliertem MGMT-
Promotor das kurzeste Gesamtuberleben auf. Es ist anzumerken, dass
insbesondere diese Patienten aufgrund eines schlechten neurologischen Zustandes
in Form eines geringeren Karnofsky-Index keine Chemotherapie erhalten hatten
(siehe Abbildung 7D). Die Tatsache, dass sich fur die Subgruppe RTK 2 bei der
vorliegenden Kohorte kein positiver prognostischer Zusammenhang zeigte, ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit auf die genannte therapeutische Konstellation
zurlckzufihren. Dennoch ist zu beschreiben, dass diese Beobachtungen -
insbesondere bezuglich der Subgruppe mesenchymal — dem bisher beschriebenen
Zusammenhang zwischen der prognostischen Relevanz des MGMT-Promotorstatus
und der epigenetischen Subgruppe widersprechen.'#”15” Die weitere Untersuchung
in einer grolleren und therapeutisch homogeneren Kohorte stellt einen

Anknupfungspunkt fur die beschriebenen Beobachtungen dar.
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4.3. Copy Number Variationen und die zellulare
Zusammensetzung bei den etablierten epigenetischen

Subgruppen
Hypothese 3: Copy Number Variationen und die zellulare Zusammensetzung zeigen

charakteristische Unterschiede bei den etablierten epigenetischen Subgruppen des
Glioblastoms, IDH-Wildtyp.

Das charakteristische Vorkommen von Copy Number Variationen bei den
methylierungsbasierten  Subgruppen des  Glioblastoms wurde Dbereits
beschrieben.®®71.158 |m Einklang mit bislang beschriebenen Beobachtungen stand,
dass innerhalb der Gruppe RTK 2 signifikant mehr Tumore eine homozygote
CDKNZ2A/B-Deletion und eine EGFR-Amplifikation aufwiesen als Tumoren der
Gruppen mesenchymal und RTK 1. Die Subgruppe mesenchymal zeigten seltener
eine PTEN-Amplifikation als Tumoren der Gruppen RTK 1 und RTK 2 und war
grundsatzlich weniger mit CNV assoziiert als die Rezeptor-Tyrosinkinase-

Phanotypen.

Daruber hinaus waren die beiden RTK-Subgruppen durch einen hoheren Anteil an
Cancer Cells charakterisiert als die Subgruppe mesenchymal, wahrend letztere sich
durch signifikant mehr Endothelzellen, CD14-, CD68-, CD11b- und CD163-positive
Zellen auszeichnete und somit sowohl Makrophagen des beschriebenen M1- als
auch des M2-Phanotyps vorkamen. Dass die Subgruppe mesenchymal einen
hoheren Anteil an Immunzellen aufweist, konnte bereits auf Transkriptionsebene
und epigenetischer Ebene gezeigt werden.””:9%.136.137 Auch die Subgruppe RTK 1
zeichnete sich durch ein distinktes Tumormikromileu aus. Es fanden sich vermehrt
Glia, CD8-positive Zellen und vermindert Neurons jeweils im Vergleich zu den
anderen beiden Subgruppen.

Die beschriebenen Copy Number Variationen wurden im Folgenden mit der
zellularen Zusammensetzung in Verbindung gebracht. So ging das Vorhandensein
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einer homozygoten CDKN2A/B-Deletion mit einem signifikant hoheren Anteil an
Cancer Cells, CD19- und CD4-positiven Zellen sowie Fibroblasts und Neurons
einher. Aulerdem war der Anteil an Glia signifikant geringer, wenn eine homozygote
CDKNZ2A/B-Deletion vorhanden war, was unter anderem durch einen vermehrten
Anteil der Subgruppe RTK 2 unter den Tumoren mit CDKN2A/B-Deletion zu erklaren

sein konnte.

Wie bereits beschrieben stellt das Glioblastom grundsatzlich einen geringgradig
immunogenen Tumor dar und ist — auch wegen der immunprivilegierten Lage im
ZNS — durch ein immunsuppressives Milieu gepragt. Dennoch kdnnen Subgruppen
mit einem hoheren oder geringeren Anteil an Immunzellen unterschieden werden
und das Tumormikromilieu zeigte sich je nach epigenetischer Subgruppe
charakteristisch. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass in der vorliegenden
Kohorte eine EGFR-Amplifikation oder eine PTEN-Deletion haufiger bei Tumoren
mit geringeren Immunzellinfiltraten vorkamen. Im Falle einer EGFR-Amplifikation
war der Anteil an Cancer, CD19-positiver Zellen, CD4_Effector Cells, Fibroblasts
und Neurons signifikant erhoht. Gegenteiliges zeigte sich fur die Anzahl an Glia und
LUMPs. Diese Zellpopulationen wiesen bei Vorhandensein der Amplifikation einen
signifikant geringeren Anteil auf. Daruber hinaus Uberstieg der Anteil an LUMPs den
Anteil an CD19- und CD4-positiven Zellen im Allgemeinen. Somit konnte das
Auftreten einer EGFR-Amplifikation mit weniger immunogenen Tumoren in
Zusammenhang gebracht werden. Eine PTEN-Deletion ging mit einem signifikant
hoheren Anteil an Cancer Cells einher. Der Anteil an CD74-positiven Zellen, CD68-
positiven Zellen und LUMPs war signifikant geringer, wenn eine entsprechende
Deletion vorlag, was ebenfalls fur immunzellarmere Tumoren sprach. Die
beschriebene Assoziation zwischen EGFR- Amplifikation und PTEN-Deletion mit der
Immunogenitadt von Tumoren konnte bereits bei weiteren Tumorentitaten, wie
beispielsweise bei Plattenepithekarzinomen des Kopf- und Halsbereiches,

beschrieben werden. Eine Arbeit von Chakravarthy et al. aus dem Jahr 2018 zeigte
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den genannten Effekt im Rahmen einer ,pan-cancer‘-Dekonvolution der
Tumorkomposition mittels Methyl CIBERSORT. 44

4.4. Prognostische Relevanz des Tumormikromilieus

Hypothese 4: Die zellulare Zusammensetzung der Tumoren hat eine prognostische
Relevanz innerhalb der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte.

Die prognostische Relevanz des Tumormikromileus des Glioblastoms wird
kontrovers diskutiert.'37:15%-161 |nsbesondere konnte bezliglich des prognostischen
Einflusses von tumorassoziierten Mikrogliazellen und Makrophagen gezeigt werden,
dass ein hoherer Anteil an CD68-, CD163- und CD206-positiven TAMs im Tumor
mit einem langeren Patienteniiberleben assoziiert war.'3!.132 Gleichermaflien wurde
eine positive Assoziation von CD3- und CD8-positiven Zellinfiltraten mit dem
Uberleben beschrieben.'?2'27 Dies spricht fir eine prognostisch positive
Auswirkungen sowohl tumorassoziierter Lymphozyten als auch tumorassoziierter
Makrophagen unterschiedlicher Polarisationen auf das Gesamtuberleben. Im
Kontrast dazu steht die Beobachtung, dass die Subgruppe mesenchymal, welche
mit dem Tumormikromileu in Verbindung gebracht wurde, in Studien ein kirzeres
Uberleben aufwies, was wiederum verdeutlicht, dass die prognostische Rolle des
Tumormikromilieus nicht abschlieBend geklart ist.%9:137.150

In der GBM, IDH-Wildtyp-Kohorte zeigte sich bezuglich des Gesamtuberlebens,
dass ein Anteil an Endothelial Cells, welcher groRer als der Median der
Referenzgruppe war, mit einem signifikant langeren OS assoziiert war. Aul3erdem
hatte das Tumormikromileu prognostische Relevanz hinsichtlich des
progressionsfreien Uberlebens. Patienten, deren Tumorgewebe mehr CD74-
positive Zellen aufwies als der Median der Referenzgruppe, zeigten ein signifikant
kiirzeres progressionsfreies Uberleben. Ebenso verhielt sich die Assoziation des
Anteils an CD4_Effector und mit dem progressionsfreien Uberleben. Ebenso konnte

im Rahmen einer hierarchischen Clusteranalyse ein Cluster identifiziert werden,
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welches sich durch einen besonders geringen Anteil der oben genannten
Immunzelltypen auszeichnete und ein langeres Gesamtuberleben aufwies. Wie
oben beschrieben bleibt fraglich, inwieweit ein hoherer Anteil an Immunzellen mit

einem fruheren bildmorphologischen Progress einhergeht bzw. diesen demaskiert.

Darliber hinaus wurde die Fragestellung untersucht, ob ein distinktes
Tumormikromileu prognostisch relevante Subgruppen innerhalb der einzelnen
epigenetischen  Subgruppen des Glioblastoms definiert. Innerhalb der
epigenetischen Subgruppe mesenchymal konnten Effekte auf das progressionsfreie
Uberleben beschrieben werden. Ein Anteil an Fibroblasts, welcher geringer als der
Median der Referenzgruppe war, war mit einem langeren progressionsfreien
Uberleben assoziiert (siehe Abbildung 21U). Glia schienen einen positiven Effekt auf
das progressionsfreie Uberleben zu haben (siehe Abbildung 21V). Innerhalb der
Subgruppe RTK 2 war ein hoherer Anteil an CD14-positiven Zellen negativ mit dem
Gesamtiiberleben und progressionsfreien Uberleben assoziiert. Aukerdem zeigte
sich ein kiirzeres progressionsfreies Uberleben bei einem héheren Anteil an CD8-
positiven Zellen und LUMPs.

Interessanterweise konnten, ebenfalls auf der Grundlage einer in silico-
Dekonvolution mittels MethylCIBERSORT, bei padiatrischen Hirntumoren
verschiedene Immuncluster mit einer distinkten Prognose beschrieben werden.
Grabovska et al. publizierten im Jahr 2020 eine Studie, die prognostisch relevante
Subgruppen auf Grundlage des Tumormikromilieus bei Medulloblastomen, malignen
rhabdoiden Tumoren und padiatrischen hohergradigen Gliomen identifizierte.'62
Grabovska et al. betonten in diesem Zusammenhang die Moglichkeit die globalen
DNA-Methylierungsdaten sowohl im Rahmen der Tumorklassifikation als auch im
Rahmen der Dekonvolution zu nutzen und somit mittels bereits vorhandener Daten
prognostische Aussagen treffen zu koénnen.'® Auch bei adulten priméaren
Hirntumoren konnten die im Rahmen der Routinediagnostik generierten DNA-

Methylierungsdaten durch zusatzliche Dekonvolution einen Mehrwert bezlglich
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prognostisch relevanter Gruppen bieten. Eine im Jahr 2021 publizierte Studie von
Singh et al. untersuchte die Assoziation von Copy Number Variationen mit
verschiedenen Immunzellpopulationen und den molekularen Subgruppen des
Glioblastoms. Die Subgruppe mesenchymal war mit vermehrten Infiltrationen von
monozytaren Zellen und neutrophilen Granulozyten verbunden und zeigte nur selten
eine CDKN2A/B-Deletion. Die Subgruppe RTK 2 zeigte ein gehauftes Auftreten der
EGFR-Amplifikation und CDKN2A/B-Deletion sowie ein Immunzellinfiltrat, welches

vorwiegend von Monozyten und B-Zellen gepragt war."58

Da die Expression von Immunsynapsen-Proteinen durch epigenetische
Mechanismen moduliert wird und dieser Mechanismus Auswirkungen auf das
Tumormikromilieu hat%, wurden im Rahmen einer hierarchischen Clusteranalyse
der DNA-Methylierungsstatus von Immunsynapsengenen an der vorliegenden
Kohorte untersucht und n=3 Cluster gebildet. Eines der Cluster wurde durch die
RTK-Phanotypen reprasentiert, wahrend ein weiteres Cluster ganzlich der
Subgruppe mesenchymal entsprach. Es konnte allerdings keine Assoziation der
untersuchten Cluster mit einem differentiellen Gesamtuberleben gefunden werden,
wie durch die einleitend aufgefuhrte Arbeit von Berglund et al. aus dem Jahr 2020

beschrieben wurde.%

4.5. »Reine“ und ,,gemischte“ epigenetische Subgruppen:
lhre prognostische Relevanz und Bedeutung fur das

Tumormikromilieu

Hypothese 5: ,Reine” und ,gemischte” epigenetische Subgruppen des Glioblastoms,
IDH-Wildtyp zeigen prognostische Unterschiede und eine differentielle zellulare

Zusammensetzung.

Die Version 11b4 des Brain Tumor Classifiers vergibt bis zu drei verschiedene
epigenetische Subklassen fiir ein zu klassifizierendes Tumorsample.” Diejenige
Subklasse, die den hochsten Calibrated Score erreichte, entsprach der Subklasse
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1. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tumoren, wie bereits oben beschrieben, in reine
und gemischte Tumoren unterteilt, je nach Anzahl der vergebenen Subklassen, die
einen Tumor beschreiben (siehe Abbildung 17). Die durchgeflhrten
Hauptkomponentenanalysen (siehe Abbildung 16A und 26) sowie die t-SNE-plots
basierend auf den 10.000 most variable CpG-sites (siehe Abbildung 27)
verdeutlichten, dass es Uberschneidungen innerhalb der drei untersuchten
epigenetischen Subgruppen gibt. Insbesondere jene Samples, denen eine
Methylierungssubgruppe 1 und 2 zugeordnet werden konnte, zeigten in dem t-SNE
Ahnlichkeiten zu den beiden zugrundeliegenden epigenetischen Subgruppen. In der
hierarchischen Clusteranalyse wurden im Besonderen Cluster gebildet, die sowohl
durch die Subgruppe mesenchymal als auch durch die Subgruppe RTK 2
charakterisiert waren (siehe Abbildung 16B).

Die zeitliche und raumliche Heterogenitat molekularer Subgruppen innerhalb eines
Tumors ist Gegenstand aktueller Studien.'63-1%6 |n einer Studie von Wenger et al.
aus dem Jahr 2019 wurden bei n=12 Glioblastompatienten jeweils drei bis vier
verschiedene entnommene Biopsien des gleichen Tumors und deren DNA-
Methylierungsprofil untersucht. Wahrend die Methylierungsklasse bei den Proben
des gleichen Tumors Ubereinstimmte, zeigte sich bei funf der untersuchten Tumoren
eine Diskrepanz bezuglich der Methylierungssubklasse. Ein Teil der Tumoren zeigte
ein hoheres Mall an Heterogenitat innerhalb eines Tumors als zwischen den
unterschiedlichen Tumoren.'® Dass die intratumorale Heterogenitat das Ausmaf
der intertumoralen Heterogenitat Uberschreiten kann, konnte in einer weiteren
Studie auch auf der Genexpressionsebene gezeigt werden.'®” Verburg et al.
erklarten die intratumorale Heterogenitat der Subgruppen des Glioblastoms durch
ein unterschiedliches Ausmall an Tumorreinheit. In der 2021 publizierten Studie
wurden 133 Biopsien von 16 Patienten mit diffusen Gliomen untersucht. Es erfolgte
die DNA-methylierungsbasierte Klassifikation und die Autoren konnten zeigen, dass
die epigenetischen Subgruppen in den meisten Tumoren konstant zwischen den
extrahierten Proben waren. Jedoch zeigte sich bei einem Teil der Tumorproben die
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Koexistenz der Subgruppen RTK 2 und mesenchymal innerhalb desselben Tumors,
was in diesem Zusammenhang durch die unterschiedliche tumor purity bzw.

Tumorreinheit erklart wurde. 64

Die oben genannten Erkenntnisse bezlglich der intratumoralen Heterogenitat
werden zudem durch eine aktuelle Studie von Gempt et al. aus dem Jahr 2022
unterst(itzt.’®® Bei 39% der untersuchten Patienten (n=238 Samples von n=56
Patienten) zeigte die DNA-methylierungsbasierte Klassifikation nach Ceccarelli et
al.®> die Zuordnung von Tumorsamples zu unterschiedlichen epigenetischen
Subgruppen. Zwei gemischte epigenetische Subgruppen waren pradominant,
darunter der gemischte Subtyp classic-/mesenchymal-like."®® Dies entspricht der in
dieser Arbeit untersuchten gemischten Subgruppe RTKZ2, mesenchymal, deren
Bezeichnung auf dem Brain Tumor Classifier nach Capper et al. beruht.?* Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde insbesondere das gemeinsame Auftreten
der Subgruppen RTK 2 und mesenchymal beschrieben. Dieses Zeichen der
intratumoralen Heterogenitat wurde bereits durch mehrere Autoren sowohl auf
Transkriptions- als auch auf DNA-Methylierungsebene beschrieben und Iasst eine

ahnliche Tumorbiologie dieser Subgruppen vermuten 83164

Interessanterweise konnten bei den reinen und gemischten Subgruppen
Unterschiede  hinsichtlich  des  klinischen  Verlaufes, der zellularen
Zusammensetzung sowie der Copy Number Variationen beobachtet werden. Dabei
wurde sich im Besonderen auf die Charakteristika der reinen Subgruppen und die
Bedeutung der Koexistenz der Subgruppen mesenchymal und RTK 2 fokussiert.

Es zeigte sich ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir die Subgruppe mesenchymal
gegenuber der Subgruppe RTK 2. Daruber hinaus war das Gesamtuberleben der
Subgruppe mesenchymal langer als das der Subgruppe RTK 1 und die Subgruppe
RTK 1 Uberlebte wiederum langer als die Subgruppe RTK 2. Nur der zuerst
genannte Effekt erwies sich als signifikant. Bezlglich des progressionsfreien
Uberlebens zeigte sich ein Vorteil firr die Gruppe RTK 1 im Vergleich zu der Gruppe
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RTK 2 (siehe zu diesem Abschnitt Abbildung 18 sowie Tabellen 16 und 17). Die
alleinige Analyse der reinen Subgruppen zeigte im Gegensatz zu der Betrachtung
der Gesamtkohorte einen Unterschied bezuglich des Gesamtuberlebens und des
progressionsfreien Uberlebens. Ein mesenchymaler Phanotyp schien positiv mit
dem Uberleben charakterisiert zu sein. Es ist hinzuzufiigen, dass die Subgruppe
RTK 2 mit dem kiirzesten Uberleben eine sehr kleine Stichprobenanzahl von n=3
aufwies und einen schlechteren praoperativen Karnofsky-Index zeigte. Dennoch
waren die beiden weiteren Subgruppen klinisch vergleichbar und zeigten ein
distinktes Uberleben.

Im Folgenden wurden die Subgruppen mesenchymal und RTK 2 hinsichtlich ihrer
reinen und gemischten Phanotypen analysiert, um zu untersuchen, ob ein Anteil
einer spezifischen Subgruppe in einem gemischten Tumor sich ahnlich auf das
Uberleben, die zelluldare Zusammensetzung und die Copy Number Variationen
auswirkte, wie bei den reinen Subgruppen und der Gesamtkohorte bereits

beschrieben wurde.

Innerhalb der Subgruppe mesenchymal, die unter den reinen Subgruppen das
langste Uberleben aufwies, wirkte sich ein Anteil der Subgruppe RTK 2 bei dem
gemischten Phanotyp negativ auf das Gesamtuberleben und das progressionsfreie
Uberleben aus. Gemischte Tumoren waren mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben
assoziiert als reine Tumoren (ohne Signifikanz zu erreichen) (siehe Abbildung 19A
und B). Auch bezuglich der Copy Number Variationen fuhrte der gemischte
Phanotyp Eigenschaften der Subgruppe RTK 2 mit sich und zeigte signifikant
haufiger eine EGFR-Amplifikation. Dartuber hinaus wies dieser Phanotyp, wie auch
fur die Subklasse RTK 2 beschrieben, mehr Cancer Cells sowie weniger
Immunzellen (in Form von CD14-positiven Zellen und LUMPs) auf. Der gemischte
Phanotyp weist somit Charakteristika sowohl der Subgruppe mesenchymal als auch
der Subgruppe RTK 2 auf und ist dartber hinaus mit einem schlechteren klinischen

Verlauf assoziiert zu sein.
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Die weitere Betrachtung der Subgruppe RTK 2 sowie ihres reinen und ihrer
gemischten Phanotypen unterstutze die These, dass die Subklassen bei den
gemischten Phanotypen eine prognostische Relevanz besitzen. So wies die reine
epigenetische Subgruppe RTK 2 ein kurzeres Gesamtuberleben und
progressionsfreies Uberleben auf als die gemischten epigenetischen Subgruppen.
Patienten, mit dem gemischten Phanotyp RTK 2, RTK 1 Uberlebten langer als der
reine Phanotyp und Patienten mit dem gemischten Phanotyp RTK 2, mesenchymal
uberlebten wiederum langer, entsprechen der Effekte, die sich bereits bei den reinen
Subgruppen hervorhoben (siehe Abbildung 22A und B). Zu diskutieren sind in
diesem Zusammenhang wiederum die klinischen Charakteristika der reinen
Subgruppe, die bereits beschrieben wurden. Dennoch war auch das Uberleben der
beiden gemischten Phanotypen unterschiedlich, die klinisch vergleichbar waren.

AbschlielRend stellt sich die Frage, ob die Subgruppe RTK 1 eine eigene Entitat
darstellt, wahrend bei den Subgruppen RTK 2 und mesenchymal ein Kontinuum je
nach reinem und gemischtem Ph&notyp zu vermuten ist, was sich in dem klinischen
Verlauf und der zellularen Zusammensetzung widerspiegelte. Die dargestellten
Hauptkomponentenanalysen wiesen ebenfalls darauf hin, dass die Subgruppe RTK
1 eher einen eigenen Phanotyp darstellt (siehe Abbildungen 18C und 26). In der
vorliegenden Kohorte war bei den gemischten Phanotypen ein Anteil der Subgruppe
RTK 2 negativ und ein Anteil der Subgruppe mesenchymal positiv mit dem
Uberleben assoziiert. Diese Assoziation konnte, wie beschrieben, auch im
Zusammenhang mit der prognostischen Relevanz des MGMT-
Promotormethylierungsstatus gezeigt werden.
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4.6. Ein Vergleich der Versionen v11b4 und v12.3 des Brain

Tumor Classifiers

Hypothese 6: Die etablierte Version des Brain Tumor Classifiers v11b4 und die

experimentelle Version v12.3 zeigen konstante Ergebnisse bezuglich der

Tumorklassifikation.

Die DNA-methylierungsbasierte Klassifikation diffuser Gliome mittels Brain Tumor
Classifier findet Anwendung in der neuropathologischen Diagnostik und stellt eine
Erganzung zu den etablierten Methoden der Histologie oder der Immunhistochemie
dar.24169.170 \Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Verwendung des Brain
Tumor Classifiers die Diagnose der meisten ZNS-Tumoren mit hinreichender
Sicherheit und in Zusammenspiel mit der entsprechenden Histologie und
immunhistochemischen Diagnostik ermdglicht.?%16%171 Die Molekularpathologie ist
seither ein wichtiges Instrument, um insbesondere schwierig zu klassifizierende
Tumoren zu diagnostizieren und um Fehldiagnosen zu vermeiden.'’? Dies zeigte
sich neben der Diagnostik von adulten Hirntumoren auch bei der Diagnostik von
padiatrischen Tumoren. Die Implementierung der DNA-Methylierungsanalyse in der
neuropathologischen Diagnostik ermdglichte in einer Studie von Pages et al. bei
71% der Tumoren eine Diagnosefindung mittels Molekularpathologie.'”? Jedoch sind
bei der Anwendung der Klassifizierung basierend auf DNA-Methylierungsmustern
ebenso die Histologie und konventionellen molekularen Testungen weiterhin von
hoher Relevanz, sodass die aktuelle WHO-Klassifikation die Zuordnung des zu
untersuchenden Tumors zu der Methylierungsklasse Glioblastom, IDH-Wildtyp als
wunschenswertes, aber nicht essenzielles Kriterium im Rahmen der Glioblastom-
Diagnostik darstellt. Neben der Version 11b4, deren Methylierungsklassen der
vorliegenden Arbeit zu Grunde liegen, ist seit Ende des Jahres 2021 ebenfalls die
Version 12.3 verfligbar.”? Diese beinhaltet weitere Methylierungsklassen und -
subklassen und ist an die 5. Version der WHO-Klassifikation angelehnt.'®
Entsprechend der Vorgangerversion werden bei der Version 12.3 ebenfalls mehrere

Methylierungsklassen ausgegeben. Diese stimmen fur die Glioblastome, IDH-
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Wildtyp im Wesentlichen mit der vorherigen Version uberein. Es findet sich eine
zusatzliche Unterteilung in adult-type und pediatric-type analog zu der WHO-
Klassifikation.

Alle Samples, welche in der Version 11b4 einen Calibrated Score von >0,84
bezlglich der Methylierungssubklasse 1 (mesenchymal, RTK 1 oder RTK 2)
erhielten, wurden durch die Version 12.3 der gleichen Methylierungssubklasse
zugeordnet. Diejenigen Samples, welche in der Version 11 einen Calibrated Score
<0,84 aufwiesen, erhielten auch durch die Version 12 einen niedrigeren Calibrated
Score. Dies verdeutlicht die Konsistenz der Methylierungsklassen bei einem
hinreichend hohen Calibrated Score. Es zeigte sich eine Diskrepanz bezuglich der
Classifier-Versionen bei Samples mit einem Calibrated Score < 0,84.
Interessanterweise wurde ein Groldteil der Samples, welche in der Version 11b4 mit
einem niedrigen CS der Subklasse mesenchymal zugeordnet wurde, in der Version
12.3 in die Subklasse RTK 2 eingeteilt. Diese Tatsache unterstutzt die These, dass
die Subklassen mesenchymal und RTK 2 eine ahnliche Tumorbiologie besitzen,
bzw. dass Unterschiede in deren Methylierungsprofilen ein Kontinuum zwischen den
beiden Subklassen darstellen, die mit einem unterschiedlichen klinischen Verlauf
und Tumormikromilieu einher gehen konnten. Die Klassifikation der Subklasse RTK
1 blieb mit Ausnahme zweier Samples konstant (siehe Abbildung 28). Zudem
konnen globale = DNA-Methylierungsdaten in  dimensionsreduzierenden
Darstellungen wie dem t-SNE (T-Distributed Stochastic Neighbour Embedding) und
UMAP(Uniform Manifold Approximation and Projection) visualisiert werden.'”3174 Im
Falle eines niedrigen Calibrated Scores und einer unsicheren Diagnose zeigte sich
ein Zugewinn an Information durch die Nutzung der oben genannten Methoden zur
dimensionsreduzierten Visualisierung von multidimensionalen Daten, wie zum
Beispiel DNA-Methylierungsdaten. Tumoren, deren DNA-Methylierungsmuster sich
ahneln, werden in dieser Darstellung in raumlicher Nahe dargestellt. Dies kann bei
schwierig zu klassifizierenden Samples, neben der Klassifizierung mittels Brain

Tumor Classifier, wichtige Hinweise zu der Diagnosefindung beitragen.”®
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5. Ausblick

Epigenetische Subgruppen sowie die DNA-methylierungsbasierte Kilassifikation
diffuser Gliome gewinnen in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung.
Etabliete molekulare Marker sind ein elementarer Bestandteil der
neuropathologischen Diagnostik und finden in klinischen und therapeutischen
Fragestellungen Anwendung. So ist das Vorliegen einer IDH-Mutation von hochster
prognostischer Relevanz?® und der MGMT-Promotor-Methylierungsstatus ein
entscheidender Faktor fur das Ansprechen auf eine Chemotherapie mit

Temozolomid."

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen die klinische Bedeutung
epigenetischer Subgruppen. Zwar zeigten die drei etablierten Subgruppen
mesenchymal, RTK 1 und RKT 2 keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des
Gesamtuberlebens, jedoch konnten bei den reinen und gemischten epigenetischen
Subgruppen Unterschiede hinsichtlich des klinischen Verlaufes demonstriert
werden. Die Bedeutung der ersten und zweiten Methylierungssubgruppe ist bisher
weitgehend unerforscht. Die vorliegenden Ergebnisse verdeutlichen jedoch die
Wichtigkeit ihrer weiteren Untersuchung im Sinne einer genaueren
Charakterisierung und Betrachtung der prognostischen Relevanz in einer grof3eren
Kohorte als der hier untersuchten. Gegenstand weiterer Forschungsbestrebungen
konnte unter anderem das Ansprechen der reinen und gemischten Subgruppen auf
unterschiedliche Therapieformen sein. Zudem konnte die unterschiedliche zellulare
Zusammensetzung der untersuchten epigenetischen Gruppen ein Ziel fir neue
Therapien sein oder Subgruppen definieren, welche unterschiedlich auf Therapien
ansprechen. Im Sinne einer personalisierten Medizin, koénnte somit vor
Therapiebeginn eine Prognose hinsichtlich des Ansprechens auf eine Therapieform
auch auf Grundlage der zellularen Zusammensetzung des jeweiligen Tumors

beruhen.
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Aulerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die prognostische Relevanz des
MGMT-Promotormethylierungsstatus bei den drei untersuchten epigenetischen
Subgruppen des Glioblastoms, [IDH-Wildtyp divergiert. Eine detaillierte
Untersuchung in einer groBeren und therapeutisch homogeneren Kohorte
(insbesondere hinsichtlich der Therapie mittels Chemotherapie) stellt einen
Anknupfungspunkt fur die beschriebenen Beobachtungen dar.

Dartber hinaus wurde insbesondere die Koexistenz der beiden Subgruppen
mesenchymal und RTK 2 beschrieben und analysiert. Bei den gemischten
epigenetischen Subgruppen wurde ein positiver prognostischer Effekt der
Subgruppe mesenchymal und ein negativer prognostischer Effekt der Subgruppe
RTK 2, sowohl auf das Gesamt- als auch auf das progressionsfreie Uberleben,
gezeigt. Dies ruckt die Frage nach der intratumoralen Heterogenitat des
Glioblastoms und deren klinischen Bedeutung in den Mittelpunkt, welche
Gegenstand aktueller Forschung sind.83.163.166,168 Aufbauend auf den vorliegenden
Ergebnissen waren Studien zu der Untersuchung einer differentiellen Tumorbiologie
der Subgruppen RTK 2 und mesenchymal sowie deren ,reinen“ und ,Mischformen®
von grof3em Interesse. Es stellt sich ebenso die Frage, ob die genaue epigenetische
Charakterisierung des Glioblastoms zukunftig die Untersuchung mehrerer Proben
desselben Tumors bedarf und Einfluss auf therapeutische Entscheidungen nehmen

wird.

Die untersuchten DNA-Methylierungsdaten beziehen sich zudem auf circa 850.000
Methylierungssites, welche sicherlich lediglich eine Teilmenge aller moglicherweise
differentiellen Methylierungssites darstellen. Zu dem genaueren Verstandnis und zu
der detaillierteren Charakterisierung der (etablierten) epigenetischen Subgruppen
des Glioblastoms ware in Zukunft die Untersuchung von weiteren Methylierungssites
interessant, die Uber die Kapazitaten des verwendeten EPIC-Arrays hinausgehen.
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6. Zusammenfassung

Epigenetische Subgruppen diffuser Gliome zeichnen sich durch ein differentielles
DNA-Methylierungsmuster und genetische Signaturen aus. Sie werden durch ein
unterschiedliches Tumormikromilieu und charakteristische Copy Number
Variationen  gekennzeichnet. Daruber  hinaus  gewinnt  die DNA-
methylierungsbasierte  Klassifikation zunehmend an Relevanz in der
neuropathologischen Diagnostik und molekulare Marker, wie die IDH-Mutation oder
der MGMT-Promotor-Methylierungsstatus, sind von wachsendem therapeutischen
Interesse. Die prognostische Relevanz DNA-methylierungsbasierter Subgruppen
des Glioblastoms, IDH-Wildtyp ist bislang weitgehend unerforscht, was die

Grundlage der vorliegenden Arbeit darstellt.

Es wurden epigenetische und genetische Signaturen von n=500 Tumorproben mit
klinischen Parametern, wie dem Gesamtuberleben, dem progressionsfreien
Uberleben oder dem Resektionsausmal, in Beziehung gesetzt. Globale DNA-
Methylierungsdaten, die im Zeitraum von Januar 2017 bis Juli 2021 im Rahmen der
neuropathologischen Diagnostik durch die 850k-Methylierungsanalyse generiert
wurden, wurden bioinformatisch aufgearbeitet und analysiert. Die zellulare
Zusammensetzung der Tumorproben wurde sowohl mithilfe von in silico-
Dekonvolutionen als auch anhand von immunhistochemischen Farbungen an FFPE-

Gewebe untersucht.

Die drei etablierten epigenetischen Subgruppen des Glioblastoms RTK 1, RTK 2
und mesenchymal zeigten keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des
Gesamtiiberlebens. Das Resektionsausmall war positiv mit dem Uberleben
assoziiert. Der MGMT-Promotorstatus war in der untersuchten Kohorte
insbesondere bei der epigenetischen Subgruppe mesenchymal von prognostischer
Relevanz. Es konnte ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von Copy
Number-Variationen und einem differentiellen Tumormikromilieu gezeigt werden. Im

Besonderen ging das Auftreten einer EGFR-Amplifikation oder einer PTEN-Deletion
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mit einem geringeren Anteil an Immunzellen (LUMPs und CD14-positiven Zellen)
und einem grolReren Anteil an Cancer Cells einher. Daruber hinaus zeigte das
Tumormikromilieu eine prognostische Relevanz. Endothelzellen waren in der GBM,-
IDH-Wildtyp-Kohorte positiv mit dem Gesamtuberleben assoziiert, wahrend CD14-
positive Zellen, CD4-Effektor-Zellen, Fibroblasten und LUMPs negativ mit dem
progressionsfreien Uberleben assoziiert waren. Innerhalb der Subgruppe RTK 2
konnte ein Uberlebensnachteil fur Patienten mit einem hdéheren Anteil an CD14-

positiven Zellen beobachtet werden.

Interessanterweise konnten bei den reinen und gemischten epigenetischen
Subgruppen Unterschiede hinsichtlich des klinischen Verlaufes, der zellularen
Zusammensetzung sowie der Copy Number-Variationen beobachtet werden.
Diesbezlglich wurde sich im Besonderen auf die Besonderheiten der reinen
Subgruppen und die Bedeutung der Koexistenz der Subgruppen mesenchymal und
RTK 2 fokussiert. Die Analyse der reinen epigenetischen Subgruppen zeigte ein
differentielles Gesamtuberleben, allerdings ohne Signifikanz zu erreichen. Bei den
gemischten epigenetischen Subgruppen wurde ein positiver prognostischer Effekt
der Subgruppe mesenchymal und ein negativer prognostischer Effekt der
Subgruppe RTK 2, sowohl auf das Gesamt- als auch auf das progressionsfreie
Uberleben, beschrieben. Die gemischten Subgruppen wiesen Charakteristika (CNV
und zellulare Zusammensetzung) der beteiligten reinen Subgruppen auf.
Insbesondere die Subklassen RTK 2 und mesenchymal traten gehauft gemeinsam
auf, unterschieden sich jedoch deutlich hinsichtlich CNV und Tumormikromilieus.
Dies stellt das Bestreben eines genaueren Verstandnisses der molekularen
Pathogenese des Glioblastoms und seiner epigenetischen Subgruppen in den
Fokus.
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7. Abstract

Epigenetic subgroups of diffuse gliomas are characterised by differential DNA
methylation patterns and genetic signatures. They are described by a different
tumour microenvironment and characteristic copy number variations. In addition,
DNA methylation-based classification gains increasing relevance to
neuropathological diagnostics and molecular markers, such as IDH mutation or
MGMT promoter methylation status, which are of a certain therapeutic interest. To
this day, the prognostic relevance of methylation-based subgroups of glioblastoma,
IDH wild-type is largely unexplored, which provides the basis of this thesis.

Epigenetic and genetic signatures of n=500 tumor samples were correlated with
clinical parameters, such as overall survival, progression-free survival, or extent of
resection. Global DNA methylation data was generated from January 2017 to July
2021 as part of neuropathological diagnostics. 850k-DNA-methylation data was
bioinformatically processed and analyzed. The cellular composition of tumor
samples was examined using both in silico deconvolution and immunohistochemical

staining on FFPE tissue.

In terms of overall survival, the three established epigenetic subgroups of
glioblastoma RTK 1, RTK 2 and mesenchymal did not show significant differences.
Extent of resection was positively associated with overall survival. The MGMT
promoter status was of prognostic relevance in this cohort, especially in the
epigenetic subgroup mesenchymal. A correlation between the presence of copy
number variations and a differential tumour microenvironment was shown.
Specifically, the presence of EGFR amplification or PTEN deletion was associated
with a lower proportion of immune cells (LUMPs and CD14-positive cells) and a
higher proportion of cancer cells. In addition, the tumour microenvironment showed
prognostic relevance. Endothelial cells were positively associated with overall
survival, while CD14-positive cells, CD4 effector cells, fibroblasts and LUMPs were

negatively associated with progression-free survival. Within the RTK 2 subgroup, a
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survival disadvantage was observed for patients with a higher proportion of CD14-

positive cells.

Interestingly, differences in the clinical course, tumour cell composition and copy
number variations were observed analysing pure and mixed subgroups. In particular,
features of the pure subgroups and the significance of the coexistence of the
mesenchymal and RTK 2 phenotypes were investigated. Pure epigenetic subgroups
showed differential overall survival, but without significant differences. For mixed
epigenetic subgroups, a positive prognostic effect of the mesenchymal phenotype
and a negative prognostic effect of the RTK 2 phenotype on overall and progression-
free survival were described. The mixed subclasses represented characteristics
(CNV and tumour cell composition) of the phenotypes involved. In particular, the
RTK 2 and mesenchymal subclasses occurred simultaneously, but differed
significantly in terms of CNV and tumour microenvironment, which highlights the
quest for a more detailed understanding of the molecular pathogenesis of

glioblastoma and its epigenetic subgroups.
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9. Anhang
9.1. R-Codes und Sample Sheets
9.1.1. R-Code: MethylCIBERSORT

< library(minfi)
<setwd(“/Users/tabeahartung/Desktop/Auswertung_ab0721/methyl CIBERSORT _1
00wt ")
< THset100wt<-
read.metharray(c("200992270024 _R07C01","201465970027_R05C01","20146597
0056_R04C01","201490030090_R06C01","201490030090_R07C01","2018685001
09_R01C01","201868500181_R03C01","201868500181_R04C01","201868500224
_R01C01","201868500224 R05C01","202163550030_R02C01","202163550030_
ROSCO1""20216355003O R06C01","202172220048_R03C01","202172220048 R
07C01","202172220048 _R08C01","202273260130_R03C01","202273260130_R06
C01","202273260205_R01C01","202273260205_R03C01","202274990007_R03C
01","202274990009_R02C01","202274990009_R04C01","202274990042_R03CO01
","202274990137_R05C01","202274990137_R07C01","202301620088_R08C01","
202301620092_R01C01","202301620092_R08C01","202410000098_ R02C01","20
2410000109_R05C01","202775690039_R02C01","202775690039_R03C01","2028
22930115_R02C01","202822930115_R04C01","202995850073_R01C01","202995
850073_R02C01","203020780081_R02C01","203020900031_R03C01","20306865
0038_R07C01","203160030030_R01C01","203160030058_R01C01","2031894800
75_R07C01","203189480075_R08C01","203273200198_R06C01","203273200221
_R01C01","203273200221_R02C01","203282450240_R02C01","203282450240 _
ROSCO1""203537580049 R01C01","203537580049_R07C01","203537580055_R
03C01","203537580063_R01C01","203537580063_R07C01","203537580065_R06
C01","203537580069_R07C01","203537580069_R08C01","203841950016_R05C
01","203841950016_R08C01","203841950017_R01C01","203845510001_R06CO01
","203845510008_R01C01","203845510027_R01C01","203845510044_R02C01","
203845520005_R05C01","203911080028_R05C01","203911080044_R05C01","20
3911080044_R06C01","203922140037_R05C01","203922140037_R06C01","2039
22140037_R07C01","203922140043_R04C01","203922140049_R01C01","203922
140053_R02C01","203923030097_R01C01","204228980074_R02C01","20422898
0084_R06C01","204229110082_R01C01","204237140085_R06C01","2042941200
33_R04C01","204294120051_R06C01","203675240006_R06C01","203675240027
_R02C01","203693970027_R04C01","204237140027_R06C01","204237140071_
ROSCO1""204237150082 R05C01","204237150085_R02C01","204237150110_ R
03C01","204339200052_R06C01","204339200106_R02C01","205061430068_R05
C01","205061430068_R06C01","205061430075_R08C01","205062740046_R04C
01","205062740046_R05C01","205062740048_R07C01","205062740092_R01CO01
","205062740122_R01C01","205089030041_R02C01"),force=TRUE)
< gcReport(THset100wt)
< preprocessNoob(THset100wt)
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< THset100wt.beta<-getBeta(THset100wt)

< sum(is.na(THset100wt.beta))

< THset100wt.beta.cleared<-na.omit(THset100wt.beta)

< library(MethylCIBERSORT)

< GBMvZ2_reference<-read.delim(“GBM.sig.txt”)

< Prep.CancerType(THset100wt.beta.cleared,Probes=GBMv2_referenceSNAME,
fname = “GBM_Mixture”)

9.1.2. R-Code: RnBeads

< library(RnBeads)

< Sys.setenv(R_ZIPCMD="zip®)

< data.dir <-,E:/AG Harter/Tabea"“

< idat.dir <-file.path(data.dir,”idats”)

< sample.annotation<-
file.path(data.dir’/RnBeads_100wt_pure_and_mixed_9 groups.txt”)

< analysis.dir <- ,E:/AG Harter/Tabea/RnBeads/analysis”

< report.dir <- file.path(analysis.dir,”reports”)

< rnb.options(min.group.size=1)

< rnb.options(filtering.sex.chromosomes.removal=TRUE)

< rnb.options(“differential.enrichment.go”=TRUE)

< rnb.options(differential.comparison.columns="Sample_Group”,differential
.comparison.columns.all.pairwise="Sample_Group”) oder: pairwise=NULL
<rnb.run.analysis(dir.reports=report.dir,sample.sheet=sample.annotation,data.dir=i
dat.dir,data.type="infinium.idat.dir”)

9.1.3. R-Code: LUMP-Algorithmus

Der folgende Code wurde im Anschluss an eine RnBeads-Analyse verwendet. Die
Input-Daten mussten dementsprechend nicht mehr in R geladen werden.

< rnb.options(interference.immune.cells=TRUE)

< immune.content <- rnb.execute.lump

< data.source <- ¢(idat.dir,sample.annotation)

< report.dir <- “E:/AG Harter/Tabea“

< rnb.set <-
rnb.execute.import(data.source=data.source,data.type="Infinium.idat.dir”)
rnb.set <- rnb.run.inference(rnb.set,report.dir)$rnb.set
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9.1.4. Sample Sheet fur RnBeads-Analyse mit drei
Gruppen

Sample_ID,Sentrix_ID,Sentrix_Position,Sample_Type,Sample_Group
E-28-17,200992270024,R07C01,RTK 11,2
E-32-18,201465970027,R05C01,RTK 1,1
E-2813-17-2,201465970056,R04C01,RTK 1,2
E-2746-17,201490030090,R06C01,mesenchymal,3
E-2749-17-3,201490030090,R07C01,mesenchymal,3
E-3026-17,201868500109,R01C01,mesenchymal,3
E-3070-17-1,201868500181,R03C01,RTK I,1
E-3080-17,201868500181,R04C01,mesenchymal,3
E-2916-17,201868500224,R01C01,mesenchymal,3
E-2982-17,201868500224,R05C01,RTK 11,2
E-254-18-2,202163550030,R02C01,mesenchymal,3
E-299-18,202163550030,R05C01,RTK 11,2
E-301-18,202163550030,R06C01,mesenchymal,3
E-789-18-2,202172220048,R03C01,RTK II,2
E-888-18,202172220048,R07C01,RTK 1,1
E-890-18,202172220048,R08C01,mesenchymal,3
E-2565-18-1,202273260130,R03C01,RTK II,2
E-2611-18-2,202273260130,R06C01,RTK I,1
E-2652-18-2,202273260205,R01C01,RTK II,2
E-2653-18-1,202273260205,R03C01,RTK I,1
E-1450-18-2,202274990007,R03C01,mesenchymal,3
E-1481-18-3,202274990009,R02C01,mesenchymal,3
E-1504-18-2,202274990009,R04C01,mesenchymal,3
E-624-18-2,202274990042,R03C01,RTK II,2
E-535-18-1,202274990137,R05C01,RTK II,2
E-537-18,202274990137,R07C01,RTK 1,1
E-1247-18-2,202301620088,R08C01,mesenchymal,3
E-1993-18,202301620092,R01C01,mesenchymal,3
E-2133-18-1,202301620092,R08C01,mesenchymal,3
E-1836-18,202410000098,R02C01,RTK I,1
E-1712-18-2,202410000109,R05C01,mesenchymal,3
E-2160-18,202775690039,R02C01,mesenchymal,3
E-2217-18,202775690039,R03C01,mesenchymal,3
E-2955-18,202822930115,R02C01,mesenchymal,3
E-2966-18-2,202822930115,R04C01,RTK I,1
E-2995-18-1,202995850073,R01C01,mesenchymal,3
E-3006-18,202995850073,R02C01,mesenchymal,3
E-901-19,203020780081,R02C01,RTK I,1
E-3234-18-1,203020900031,R03C01,RTK I,1
E-3076-18-2,203068650038,R07C01,RTK 1,2
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E-1293-19-2,203160030030,R01C01,RTK II,2
E-1371-19-2,203160030058,R01C01,mesenchymal,3
E-1626-19-2,203189480075,R07C01,RTK II,2
E-1633-19-2,203189480075,R08C01,mesenchymal,3
E-755-19-3,203273200198,R06C01,RTK 1,1
E-467-19-2,203273200221,R01C01,RTK II,2
E-484-19,203273200221,R02C01,RTK 1,1
E-2074-19-2,203282450240,R02C01,RTK 1,2
E-2133-19-1,203282450240,R08C01,RTK 1,2
E-2324-19-2,203537580049,R01C01,mesenchymal,3
E-2325-19-1,203537580049,R07C01,RTK II,2
E-1690-19-2,203537580055,R03C01,RTK I,1
E-2169-19-2,203537580063,R01C01,RTK II,2
E-2290-19-1,203537580063,R07C01,mesenchymal,3
E-1548-19-2,203537580065,R06C01,RTK I,1
E-1178-19-3,203537580069,R07C01,mesenchymal,3
E-1174-19-1,203537580069,R08C01,RTK II,2
E-2361-2020-2,203675240006,R06C01,mesenchymal,3
E-2150-2020,203675240027,R02C01,RTK II,2
E-2120-2020-3,203693970027,R04C01,RTK 11,2
E-2600-19,203841950016,R05C01,mesenchymal,3
E-2634-19-1,203841950016,R08C01,mesenchymal,3
E-2437-19-3,203841950017,R01C01,RTK I,1
E-2729-19-2,203845510001,R06C01,mesenchymal,3
E-2650-19,203845510008,R01C01,RTK 1,1
E-31-20,203845510027,R01C01,mesenchymal,3
E-2761-19,203845510044,R02C01,RTK 11,2
E-2901-19-2,203845520005,R05C01,RTK II,2
E-610-20-2,203911080028,R05C01,RTK 1,1
E-424-20-2,203911080044,R05C01,RTK I,1
E-532-20-2,203911080044,R06C01,RTK I,1
E-162-20,203922140037,R05C01,RTK 11,2
E-166-20-2,203922140037,R06C01,RTK II,2
E-161-20,203922140037,R07C01,RTK 1,1
E-390-20,203922140043,R04C01,mesenchymal,3
E-235-20,203922140049,R01C01,RTK 1,1
E-383-20-2,203922140053,R02C01,mesenchymal,3
E-3241-19-1,203923030097,R01C01,RTK 1,2
E-1265-2020-1,204228980074,R02C01,RTK 11,2
E-1134-2020,204228980084,R06C01,RTK II,2
E-818-2020-2,204229110082,R01C01,mesenchymal,3
E-1843-2020,204237140027,R06C01,RTK II,2
E-1787-2020-1,204237140071,R08C01,RTK 11,2
E-1720-2020,204237140085,R06C01,RTK II,2
E-214-2021,204237150082,R05C01,RTK 1,1
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E-2287-2020-1,204237150085,R02C01,mesenchymal,3
E-2258-2020,204237150110,R03C01,RTK II,2
E-1524-2020-1,204294120033,R04C01,mesenchymal,3
E-1457-2020-3,204294120051,R06C01,RTK [,1
E-2517-2020,204339200052,R06C01,RTK II,2
E-1127-2021,204339200106,R02C01,mesenchymal,3
E-1300-2021-2,205061430068,R05C01,mesenchymal,3
E-1299-2021-1,205061430068,R06C01,RTK I,1
E-1095-2021,205061430075,R08C01,RTK 1,1
E-550-2021-1,205062740046,R04C01,mesenchymal,3
E-551-2021-1,205062740046,R05C01,RTK [,1
E-975-2021,205062740048,R07C01,RTK I1,2
E-916-2021-2,205062740092,R01C01,RTK 11,2
E-819-2021,205062740122,R01C01,RTK II,2
E-1520-2021-3,205089030041,R02C01,RTK 11,2

9.1.5. Sample Sheet fur RnBeads-Analyse mit neun

Gruppen

Sample_ID,Sentrix_ID,Sentrix_Position,Sample_Type,sc1u2,pure_mixed,Sample__
Group

E-28-17,200992270024,R07C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-32-18,201465970027,R05C01,RTK |,RTK I,pure,1
E-2813-17-2,201465970056,R04C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-2746-17,201490030090,R06C01,mesenchymal, mesenchymal,pure,7
E-2749-17-3,201490030090,R07C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-3026-17,201868500109,R01C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-3070-17-1,201868500181,R03C01,RTK |,RTK I,pure,1
E-3080-17,201868500181,R04C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-2916-17,201868500224,R01C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-2982-17,201868500224,R05C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-254-18-2,202163550030,R02C01,mesenchymal,mesenchymal RTK II,mixed,9
E-299-18,202163550030,R05C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-301-18,202163550030,R06C01,mesenchymal,mesenchymal RTK Il,mixed,9
E-789-18-2,202172220048,R03C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-888-18,202172220048,R07C01,RTK I,RTK | RTK II,mixed,2
E-890-18,202172220048,R08C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-2565-18-1,202273260130,R03C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-2611-18-2,202273260130,R06C01,RTK I,RTK | RTK Il,mixed,2
E-2652-18-2,202273260205,R01C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-2653-18-1,202273260205,R03C01,RTK |,RTK I,pure,1
E-1450-18-2,202274990007,R03C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-1481-18-3,202274990009,R02C01,mesenchymal,mesenchymal RTK II,mixed,9
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E-1504-18-2,202274990009,R04C01,mesenchymal,mesenchymal RTK II,mixed,9
E-624-18-2,202274990042,R03C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-535-18-1,202274990137,R05C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-537-18,202274990137,R07C01,RTK |,RTK I,pure,1
E-1247-18-2,202301620088,R08C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-1993-18,202301620092,R01C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-2133-18-1,202301620092,R08C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-1836-18,202410000098,R02C01,RTK I,RTK I,pure, 1
E-1712-18-2,202410000109,R05C01,mesenchymal,mesenchymal RTK I,mixed,8
E-2160-18,202775690039,R02C01,mesenchymal,mesenchymal RTK Il,mixed,9
E-2217-18,202775690039,R03C01,mesenchymal, mesenchymal,pure,7
E-2955-18,202822930115,R02C01,mesenchymal,mesenchymal RTK Il,mixed,9
E-2966-18-2,202822930115,R04C01,RTK I,RTK | RTK Il,mixed,2
E-2995-18-1,202995850073,R01C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-3006-18,202995850073,R02C01,mesenchymal,mesenchymal RTK Il,mixed,9
E-901-19,203020780081,R02C01,RTK I,RTK I,pure,1
E-3234-18-1,203020900031,R03C01,RTK I,RTK I,pure,1
E-3076-18-2,203068650038,R07C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-1293-19-2,203160030030,R01C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-1371-19-2,203160030058,R01C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-1626-19-2,203189480075,R07C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-1633-19-2,203189480075,R08C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-755-19-3,203273200198,R06C01,RTK |,RTK I,pure,1
E-467-19-2,203273200221,R01C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-484-19,203273200221,R02C01,RTK |,RTK I,pure,1
E-2074-19-2,203282450240,R02C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-2133-19-1,203282450240,R08C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-2324-19-2,203537580049,R01C01,mesenchymal,mesenchymal RTK II,mixed,9
E-2325-19-1,203537580049,R07C01,RTK II,RTK Il,pure,4
E-1690-19-2,203537580055,R03C01,RTK I,RTK I,pure,1
E-2169-19-2,203537580063,R01C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-2290-19-1,203537580063,R07C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-1548-19-2,203537580065,R06C01,RTK |,RTK I,pure,1
E-1178-19-3,203537580069,R07C01,mesenchymal,mesenchymal RTK II,mixed,9
E-1174-19-1,203537580069,R08C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-2361-2020-2,203675240006,R06C01,mesenchymal,mesenchymal RTK
II,mixed,9

E-2150-2020,203675240027,R02C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-2120-2020-3,203693970027,R04C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-2600-19,203841950016,R05C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-2634-19-1,203841950016,R08C01,mesenchymal,mesenchymal RTK II,mixed,9
E-2437-19-3,203841950017,R01C01,RTK I,RTK I,pure,1
E-2729-19-2,203845510001,R06C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-2650-19,203845510008,R01C01,RTK I,RTK I,pure,1
E-31-20,203845510027,R01C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
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E-2761-19,203845510044,R02C01,RTK II,RTK Il,pure,4
E-2901-19-2,203845520005,R05C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-610-20-2,203911080028,R05C01,RTK I,RTK I,pure,1
E-424-20-2,203911080044,R05C01,RTK I,RTK | RTK Il,mixed,2
E-532-20-2,203911080044,R06C01,RTK I,RTK | RTK Il,mixed,2
E-162-20,203922140037,R05C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-166-20-2,203922140037,R06C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-161-20,203922140037,R07C01,RTK |,RTK | RTK II,mixed,2
E-390-20,203922140043,R04C01,mesenchymal, mesenchymal,pure,7
E-235-20,203922140049,R01C01,RTK |,RTK | mesenchymal,mixed,3
E-383-20-2,203922140053,R02C01,mesenchymal,mesenchymal RTK II,mixed,9
E-3241-19-1,203923030097,R01C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-1265-2020-1,204228980074,R02C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-1134-2020,204228980084,R06C01,RTK II,RTK Il,pure,4
E-818-2020-2,204229110082,R01C01,mesenchymal,mesenchymal RTK Il,mixed,9
E-1843-2020,204237140027,R06C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-1787-2020-1,204237140071,R08C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-1720-2020,204237140085,R06C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-214-2021,204237150082,R05C01,RTK I,RTK | RTK II,mixed,2
E-2287-2020-1,204237150085,R02C01,mesenchymal,mesenchymal RTK
Il,mixed,9

E-2258-2020,204237150110,R03C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-1524-2020-1,204294120033,R04C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-1457-2020-3,204294120051,R06C01,RTK |,RTK I,pure,1
E-2517-2020,204339200052,R06C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-1127-2021,204339200106,R02C01,mesenchymal,mesenchymal RTK Il,mixed,9
E-1300-2021-2,205061430068,R05C01,mesenchymal,mesenchymal,pure,7
E-1299-2021-1,205061430068,R06C01,RTK I,RTK I,pure,1
E-1095-2021,205061430075,R08C01,RTK I,RTK I,pure, 1
E-550-2021-1,205062740046,R04C01,mesenchymal,mesenchymal RTK Il,mixed,9
E-551-2021-1,205062740046,R05C01,RTK I,RTK | RTK Il,mixed,2
E-975-2021,205062740048,R07C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-916-2021-2,205062740092,R01C01,RTK II,RTK Il RTK I,mixed,5
E-819-2021,205062740122,R01C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,6
E-1520-2021-3,205089030041,R02C01,RTK II,RTK Il mesenchymal,mixed,
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