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Referat

Hintergrund: Ziel der Untersuchungen war, die Theorie der epithelial-mesenchymalen
Transition anhand von Genanalysen bei Glioblastompatienten zu tiberpriifen. Es wurde zum
einen untersucht, ob eine erhdhte Expression bekannter Schliisselgene vorliegt, zum anderen,
ob ein Zusammenhang zwischen Genexpression und dem Gesamtiiberleben besteht.
Methodik: Es handelt sich um eine retrospektive Metaanalyse von 381 Glioblastomdaten aus
verschiedenen Forschungszentren verglichen mit 207 Proben aus normalem Hirngewebe und
98 Proben aus niedriggradigen Gliomen. Dabei wurde die Expression bekannter Schliisselgene
der epithelial- mesenchymalen Transition zwischen den Proben von Glioblastompatienten und
der Kontrollgruppe verglichen. Uber Kaplan-Meier-Analysen wurde ein Zusammenhang
zwischen Genexpression und Uberlebensprognose tiberpriift. Dabei wurden auch mehrere
Subgruppenanalysen durchgefiihrt.

Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass ein GroRteil der Schliisselgene bei den
Glioblastomproben im Vergleich zum normalen Hirngewebe signifikant hoher exprimiert ist. Im
Vergleich zu den niedriggradigen Gliomen stellt das Gen ZEB1 eine Sonderrolle dar. Dies ist
hier signifkant hoher als im Glioblastomgewebe exprimiert.

Bezlglich der zweiten Fragestellung der Korrelation der Genexpression zur
Uberlebensprognose zeigen sich kaum statistisch signifikante Ergebnisse, welche die EMT-
Theorie als Grundlage fiir invasives Wachstum und damit fiir eine verkiirzte Uberlebenszeit
stltzen. Es zeichnen sich lediglich Tendenzen ab. In der Subgruppenanalyse gibt es bei der
altersgeschichteten Analyse Hinweise, dass vor allem bei der jiingeren Patientenpopulation die
Genexpression einen Einfluss auf das Uberleben hat.

Schlussfolgerung: Die Schliisselgene der epithelial- mesenchymalen Transition sind im

Glioblastom zwar signifikant erhoht, fir eindeutige signifikante Aussagen zu der
prognostischen Bedeutung missen noch weitere Untersuchungen angestellt werden, um

entsprechende zielgerichtete Therapien entwickeln zu kénnen.

Wohlfarth, Claudia: Untersuchungen zur Expression von Genen mit Beteiligung am epithelial-
mesenchymalen Ubergang in Glioblastomen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss, 79 Seiten,
2014.
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1 Einleitung

1.1 Das Glioblastom

1.1.1 Epidemiologie

Primare Hirntumore, d.h. hirneigene Tumore, machen mit einer Inzidenz von 7 pro 100 000
Einwohner pro Jahr weniger als 2% aller malignen Neoplasien aus (Furnari et al., 2007). Bei
Kindern sind Hirntumorerkrankungen absolut gesehen mit 2-4 Erkrankungen pro 100 000
Kinder deutlich seltener (Mehta et al., 2002; Keene et al., 1999). Sie stellen hier aber nach der
Leukdamie die zweithdufigste Malignomentitat und haufigste Todesursache beim Malignom dar
(Kleihues et al., 2002).

andere sonstige
Hirntu- epitheliale

0,
Lymg;)ome more 4% Tur;,/oore Abb.1. Haufigkeitsverteilung
Nerven- der Primaren Tumore des ZNS,
scheiden- (Angaben aus Bauchet et al.,
tumore 2007)
9%

zu den Gliomen gehoren

(Anteil der gesamten ZNS-Tumore)

Astrozytische Tumore:

- pilozytische Astrozytome ,WHO | (30%)

- pilomyxoide Astrozytome, WHO |l

- diffuse Astrozytome, WHO I (12%)

- pleomorphes Xanthoastrozytom (<1%)
WHO Il

-anaplastische Astrozytome, WHO Ill  (<2%)

- Glioblastom, WHO IV (3%)

Oligodendrogliale Tumore:

- Oligodendrogliome, WHO I (<1%)

- anaplast. Oligodendrogliome, WHO Il (<1%)

Abb.2 Einteilung der Gliome, modifiziert nach Friihwald et al., 2011.
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Die Gliome, wozu auch das Glioblastoma multiforme, im Folgenden kurz "Glioblastom"
genannt, gehort, stellen mit einem Anteil von etwa 50% die groRte Gruppe der priméren
Hirntumore dar (Bauchet et al., 2007; Elia-Pasquet et al., 2004; Dresemann, 2010 ). Das
Glioblastom stellt eine der aggressivsten Tumorerkrankung des Menschen dar. Deshalb wird
das Glioblastom nach der WHO (world health organisation) unter dem hochsten
Malignitatsgrad, dem Grad IV, eingestuft (Louis et al., 2007). Es tritt mit einer Inzidenz von 4-5
Fallen pro 100 000 Einwohner pro Jahr in industrialisierten Landern wie Europa, den USA und
Australien auf (Dresemann, 2010). Das Erkrankungsalter liegt meist Gber dem 50. Lebensjahr.
Manner sind dabei fast doppelt so haufig betroffen wie Frauen (Hacke et al., 2010).

Bei Kindern ist das Glioblastom allerdings deutlich seltener. In Deutschland werden pro Jahr
etwa 20-30 Neuerkrankungen gemeldet. Hier liegt das Erkrankungsalter bei ca. 10 Jahren

(Kramm et al., 2008; Wolff et al., 2008).

1.1.2 Atiologie

Nur 1-5% der Gliome haben eine bekannte hereditdre Ursache (Schneider et al., 2010), so zum
Beispiel im Rahmen des Turcot-Syndroms, des Li-Fraumeni Syndroms oder der
Neurofibromatose Typ 1 (Iza et al., 2006). Die groRe Mehrheit tritt jedoch sporadisch auf und
ihre Atiologie ist in den meisten Fillen unbekannt. Der einzige allgemein akzeptierte
Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Glioblastoms ist die Einwirkung von ionisierender

Strahlung auf Gehirn bzw. Riickenmark. (Schneider et al., 2010)

1.1.3 Histopathologie

Das Glioblastom ist ein glialer Tumor, zumeist astrozytaren Ursprungs. Histologisch handelt es
sich um zellreiche, meist polymorphe Tumore mit sehr hoher Mitoserate. Fiir die Diagnose
entscheidend ist das Vorkommen flachenhafter oder strichférmiger Nekrosen, um die sich die
Tumorzellkerne palisadenartig anordnen. Oft besteht eine ausgepragte GefaRproliferation,
insbesondere in der Infiltrationszone des Tumors (Bocker, 2004). Die Zusatzbezeichnung
"multiforme" bezieht sich auf das durch Einblutungen und Nekrosen gekennzeichnete "bunte"
Bild der Tumorschnittflache (Schirmer et al., 2008). Umgeben wird der Tumor gewdéhnlich von
einem ausgepragten Odem (Schneider et al., 2010).

Charakeristisch fiir das Glioblastom ist weiterhin auch die ausgepragte Neigung zum diffus-
infiltrativen Wachstum. Besonders rasch breitet es sich entlang kompakter Myelinbahnen aus.
Charakteristisch im weiteren Verlauf der Erkrankung ist eine Ausdehnung tiber den Balken in

die kontralaterale Hemisphére. (Bocker et al., 2004)



Oft sind Uberwiegend die GroBhirnhemispharen betroffen. Glioblastome sind meist
supratentoriell, hier oft subcortikal lokalisiert. Weitere Lokalisationen umfassen auch den
Fornix, den Thalamus, selten auch den mittleren Hirnstamm. (Hacke et al., 2010). 5-10% der

GBM haben sich bei Diagnosestellung bereits multifokal manifestiert (Wiestler, 1998).
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Abb.3. Histologisches Praparat eines Glioblastoms von Wikipedia mit typischen
strichférmigen Nekrosen und palisadenartiger Anordnung pleomorpher Tumorzellen um die
Nekrosen *

1.1.4 Histologische Einteilung

Astrozytome werden nach der WHO-Klassifikation in Grad | bis Grad IV eingeteilt. Grad |
beschreibt Tumore mit einer benignen histologischen Dignitat, wie z.B. das pilozytische
Astrozytom.

Neoplasien des Grades Il sind zwar auch noch histologisch als benigne eingestuft, mit relativ
geringer Proliferationsrate, zeichnen sich aber schon im Vergleich zu den Grad I-Tumoren
durch ein deutlich infiltrativeres Wachstum mit relativ hoher Rezidivrate aus. Zu dieser Gruppe
gehort das diffus infiltrierende Astrozytom. Manche WHO-Grad IlI-Tumore tendieren zur
sogenannten malignen Transformation, d.h. dem Ubergang in einen hohergradigen, dann

malignen Tumor. (Louis et al., 2007)

! http://de.wikipedia.org/wiki/Glioblastom#mediaviewer/Datei:Glioblastoma_(3).jpg (23.07.2014)
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WHO-Grad Il wird fir gliale Tumore mit histologischen Malignitatskriterien, wie nuklearer
Atypie und starker mitotischer Aktivitdt verwendet. Nekrosen werden dagegen noch nicht
nachgewiesen. Der haufigste Vertreter ist das anaplastische Astrozytom.

Der typische gliale WHO Grad IV-Tumor ist das bereits oben beschriebene Glioblastom. Beim
Glioblastom unterscheidet man de novo-Tumore, die primar als Glioblastome entstehen, und
sekundare Glioblastome, die aus einem niedriggradigeren glialen Tumor durch maligne
Transformation entstanden sind. (Furnari et al., 2007)

Sekundare Glioblastome machen nur ca. 5% aller Glioblastome aus und unterscheiden sich in
klinischen Parametern und im molekulargenetischen Profil von de novo Glioblastomen (Ohgaki

and Kleihues, 2005).

1.1.5 Klinischer Verlauf

Charakteristische Erstsymptome sind Hirndruckzeichen mit Kopfschmerzen, Ubelkeit und
Erbrechen bei ca. 60% der Patienten. 20-25% der Glioblastompatienten werden durch
epileptische Anfalle symptomatisch, vor allem bei Befall der GroRhirnhemispharen. Insgesamt
erleiden mindestens ein Drittel der Patienten im Krankheitsverlauf einen epileptischen Anfall.
Wesensveranderungen und Verhaltensstorungen kdnnen ebenso auftreten. Im Kindesalter ist
dies sogar oft das einzige Frithsymptom. Als Folge von Hirndruck, lokalem Odem und
tumorbedingter Gewebedestruktion, treten je nach Tumorlokalisation fokal neurologische
Defizite, wie zum Beispiel Paresen, Visusverlust, sensible Ausfalle oder eine Aphasie auf. Nicht
selten ist eine insultartige Verschlechterung "apoplektisches Gliom" zu beobachten, was mit
einer akuten Blutung des Tumor zusammenhéangen kann. (Hacke et al., 2010; Schneider et al.,
2010)

Wihrend die 10-Jahres Uberlebensrate fiir pilozytische Astrozytome bei ca. 96% liegt, ist die
Prognose von diffus infiltrierenden Gliomen schlechter. Das mediane Uberleben liegt bei
Astrozytomen vom WHO Grad |l bei ca. 5,6 und bei anaplastischen Astrozytomen bei etwa 1,6
Jahren. (Ohgaki und Kleihues, 2005)

Die Prognose von Glioblastomen hangt stark von der Méglichkeit einer effektiven Behandlung
ab. Die Mehrheit der Glioblastompatienten, insbesondere der alteren, erliegen ihrer

Erkrankung aber meist innerhalb eines Jahres (Louis et al., 2007).



1.1.6 Therapie

Angesichts der schlechten Prognose ist bei der Behandlung des Glioblastoms ein
multidisziplindres Team erforderlich (Stupp et al., 2005).

Der erste Behandlungsschritt nach Entdeckung des Tumors ist die neurochirurgische
Resektion, welche so vollstindig wie moglich durchgefiihrt werden soll, da das Uberleben
direkt mit der kompletten makroskopischen Tumorentfernung korreliert (Kramm et al., 2008;
Sanai et al., 2008 ).

Allerdings kann das Glioblastom in der Regel nicht durch eine alleinige komplette
Tumorresektion geheilt werden, da einzelne Glioblastomzellen zum Zeitpunkt der
Tumoroperation schon infiltrativ in das umgebende gesunde Hirngewebe ausgewandert sind
und damit von der Tumoroperation nicht erfasst werden. Diese Tumorzellen befinden sich in
der Regel zunachst in einem proliferativ inaktiven Zustand und entziehen sich damit meistens
auch dem zytotoxischen Effekt der Radiotherapie, die sich unmittelbar an die Tumoroperation
anschliet. Nach wenigen Monaten fangen die Glioblastomzellen aber wieder an zu
proliferieren und bedingen dann das therapeutisch meist nicht mehr beherrschbare
Lokalrezidiv. (Jellinger, 1978)

So ergibt sich das sehr schlechte mittlere Gesamtiiberleben von 12 Monaten mit Operation
und Bestrahlung bei Glioblastompatienten (Dresemann, 2010). Erst durch die Einfihrung des
oralen Chemotherapeutikums Temozolomid, einem Alkylans, konnte erstmalig bei
erwachsenen Glioblastompatienten eine Verbesserung dieser unglinstigen Gesamtprognose
durch Chemotherapie in Kombination mit Tumoroperation und Bestrahlung erzielt werden
(Stupp et al., 2005). Die Prognose, insbesondere des progressionsfreien Uberlebens hat sich
durch Temozolomid jedoch vor allem in bestimmten Tumorsubgruppen, bei denen das DNA-
Reparaturenzym MGMT, meist nachgewiesen durch den Surrogatparameter eines
methylierten MGMT-Promotors, weniger aktiv ist, deutlich verbessert. Ein Verdienst des
Temozolomids ist vor allem, dass das Auftreten von sogenannten Langzeitiiberlebenden, die
auch 5 Jahre nach Diagnosestellung eines Glioblastoms noch am Leben sind, mittlerweile nicht
mehr auf eine mogliche initiale Fehldiagnose, sondern auf die Behandlung zuriick gefiihrt wird.
(Stupp et al., 2009)

Da aber das Gesamtiiberleben von Glioblastompatienten immer noch sehr schlecht ist,
versucht man neue Therapiekonzepte, die auf molekularbiologische Eigenschaften der
Glioblastomzellen ausgerichtet sind, in die Standardbehandlung zu integrieren. Diese
sogenannten "targeted therapies" richten ihre Angriffspunkte aus auf die Hemmung der
Tumorgefalneubildung ("Anti-Angiogenese"), die Hemmung von Signaltransduktionskaskaden,

die an der Tumorgenese, dem Tumorwachstum und der Tumorausbreitung und
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Tumormetastasierung beteiligt sind (Beal et al., 2011; CBTRUS, 2010), und auch auf die
Aktivierung von Immunantworten gegen Glioblastomzellen (Heimberger et al., 2011).

Obwohl schon viele "targeted therapies" an Glioblastompatienten getestet wurden, steht dem
grofden Hoffnungsvorschub bisher noch kein eindeutiger klinischer Durchbruch solcher
innovativer Therapiekonzepte gegeniiber. Die erfolgreiche Kombination mehrerer solcher
Therapiekonzepte, zusammen mit konventionellen Therapien und vielleicht auch einer
Immuntherapie bedarf wahrscheinlich immer noch vieler Jahre klinischer Forschung, bevor

man von einem echten therapeutischen Durchbruch sprechen kann.

1.1.7 Infiltration der Gliomzellen

Infiltratives Wachstum der Gliomzellen wird durch Zellinvasion, Zellmotilitat und Interaktion
mit Matrixproteinen und Wachstumsfaktoren erméglicht. Bei Tumoren auRerhalb des ZNS, vor
allem Karzinomen, bestehen hierzu weitreichende Erklarungskonzepte. Am bekanntesten ist
das Konzept der sogenannten Eipithelial-Mesenchymalen Transition, die im Folgenden erklart
werden soll und deren mogliche Bedeutung bei Gliomen der thematische Hauptgegenstand

der vorliegenden Arbeit ist.

1.2 EMT (Epithelial-Mesenchymale Transition)

Die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) kennzeichnet bei Karzinomen den Ubergang
eines lokalisierten, nicht invasiven Tumors in einen infiltrierend wachsenden und schliefRlich
metastasierenden Tumor. Bei der EMT handelt es sich um mehrere intra- und extrazellulare
Ereignisse, wiahrend welcher epitheloide Karzinomzellen viele ihrer epithelialen Eigenschaften
verlieren und Charakteristika mesenchymaler Zellen erlangen. Die EMT in Karzinomen werden
durch verschiedene Schliisselgene initiiert und sind durch Signalkaskaden gekennzeichnet, die

teilweise auch im Glioblastom beschrieben wurden. (Thiery und Sleeman, 2006)

1.2.1 Zelluldre Charakteristika wahrend der EMT

Epitheliale und mesenchymale Zellen unterscheiden sich in mehreren funktionellen und
phanotypischen Eigenschaften. Epithelzellen sind durch spezielle Membranstrukturen, wie
sogenannten "Tight junctions"”, Desmosomen und sogenannten "Gap junctions" miteinander
verbunden. Desweiteren haben Epithelzellen eine apikal-basolaterale Polaritat, was sich durch
die polarisierte Organisation des Aktin-Zytoskeletts und das Vorhandensein einer Basallamina

auszeichnet. (Schock et al., 2002)



Epithelzellen sind beweglich und kénnen sich von ihrem nachsten Umfeld 16sen, verlassen
normalerweise jedoch nicht den Zellverband (Thiery und Sleeman, 2006).

Dem gegenibergestellt bilden die Mesenchymzellen weder einen organisierten Zellverband,
noch existiert eine apikal-basolaterale Organisation. lhre Form ist spindelférmig,
fibroblastenahnlich. Mesenchymale Zellen in Kulturen sind sehr beweglich, was in vivo nicht
unbedingt der Fall sein muss. (Thompson et al., 2005)

Es existieren aullerdem deutliche Unterschiede auf molekularer Ebene. Epitheliale Zellen
weisen typischerweise mehr E-Cadherin, Claudin, Okkludin, Desmoplakin, Mucin-1 und
Zytokeratin-8, -9, -18 auf. Mesenchymale Marker dagegen sind Vimentin, Fibronektin,
Vitronektin, S1I00A4 (S100 calcium binding protein A4), Alpha-2-Aktin, FGFR2 (fibroblast-

growth-factor-receptor-2). (Thiery und Sleeman, 2006)
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Abb. 4: Epithelial-mesenchymale Transition (modifiziert nach Thiery und Sleeman, 2006). In
der Abbildung werden die einzelnen Schritte der Umwandlung von Epithelzellen in
Mesenchymzellen und die dazu gehorigen epithelialen Marker dargestellt. Gleichzeitig wird
hier gezeigt, dass der Prozess in Form der MET (Mesenchymal-Epitheliale Transition) auch
wieder umkehrbar ist.



1.2.2 physiologische Bedeutung

Die EMT ist ein Phdnomen, das in verschiedenen Stadien des Lebens physiologischerweise
auftritt, insbesondere wahrend der Embryonalentwicklung (Hugo et al., 2011). Beobachtet
wurde dieser Vorgang beispielsweise bei der Entstehung des Mesoderms, der Entwicklung der
Neuralleiste, der Herzklappen und auch bei der Regression des Miller-Gangs beim mannlichen
Embryo. Die Entstehung des Mesoderms und der Neuralleiste finden zu einem sehr friithen
Zeitpunkt der embryonalen Entwicklung statt. Die beteiligten Zellen sind noch oligopotent und
ermoglichen eine Differenzierung in verschiedene Zelltypen. Dagegen entstehen Herzklappen
aus relativ gut differenziertem Epithelgewebe. Diese Tatsache impliziert, dass dieser Vorgang
unter bestimmten physiologischen oder pathologischen Bedingungen auch im Gewebe
Erwachsener vorkommen kann. (Yang und Weinberg, 2008)

So wurden EMT-ahnliche Vorgange beispielsweise bei der Entwicklung der Brustdriise
beobachtet. Im pathologischen Kontext findet EMT nicht nur bei der Wundheilung und
Fibrosierungsvorgangen verschiedener Organsysteme, sondern vor allem im Rahmen der
Tumorinvasion und bei Metastasierungsprozessen statt. (Hollier et al., 2009)

Auf letzteres ist der Fokus dieser Arbeit gerichtet.

1.2.3 Schlisselereignisse der EMT

Entscheidende funktionelle Anderungen, die embryonale Zellen genauso wie Tumorzellen
wahrend der EMT durchlaufen, sind zum einen die Lésung von Nachbarzellen, zum anderen die
Migration in angrenzendes Gewebe (Guarino, 2007). Als der molekulare Meilenstein der EMT
wird die Reduktion von Zell-Zelladhasion durch eine transkriptionelle Repression der
Cadherine angesehen (De Wever, 2008). Bei Cadherinen handelt es sich um Calciumionen-
abhangige transmembrane Glykoproteine aus der Gruppe der Adhésionsproteine. Sie gehéren
zu einer Superfamilie, von der allein beim Menschen mehr als 80 Mitglieder bekannt sind.
E-Cadherin, ein typischer Marker fiir Epithelzellen, stellt dabei einen der Hauptkomponenten
der Adherens junctions dar und ist in Cadherin-Catenin-Komplexen organisiert (Peinado et al.,
2007). N-Cadherin kann bei Uberexpression mit einem erhéhten Potential fiir invasives
Wachstum assoziiert sein. Dies deckt sich mit der Umwandlung von E-Cadherin zu N-Cadherin,
die in manchen Tumoren gezeigt werden konnte. Die verstarkte Invasivitdt und
Metastasierung kann durch Destabilisierung der Zell-Zellkontakte durch N-Cadherin erklart
werden. (Peinado, 2004)

Durch Suppression der Cadherine l6sen sich nicht nur die zelluldaren Kontakte, auch die

Morphologie der Zellen verandert sich. Die Epithelzellen verlieren ihre Polaritat, I6sen sich aus
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dem Zellverband und werden zu fibroblastenféormigen, mesenchymalen Zellen. AulRerdem
bilden sie Zellfortsatze, sogenannte Pseudo- und Filopodien, die eine Migration in umgebendes
Gewebe erleichtern sollen. (Yang und Weinberg, 2008)

Weitere molekulare Veranderungen sind die Hochregulierung von Matrix-abbauenden
Proteasen und mesenchymalen Proteinen, wie Vimentin und N-Cadherin (Guarino, 2007).
Insgesamt wird im Rahmen der EMT die Expression epithelialer Marker reduziert, wahrend die
Expression mesenchymaler Marker zunimmt. Dieser Wandel steht im Zentrum der Epithelial-

Mesenchymalen Transition. (Yang und Weinberg, 2008)

1.2.4 Induktionssignale und Signalkaskaden der EMT

Die EMT kann durch verschiedene extrazelluldre Stimuli ausgelost werden. Einige
Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel EGF (epidermal growth factor), HGF (hepatocyte growth
factor), IGF (insulin-like growth factor), FGF (fibroblast growth factor), aber auch andere
Molekiile, wie TNFa (Tumor necrosis factor alpha), TGFR (Transforming growth factor beta),
oder der Wingless (Wnt)- und Hedgehog-Signalweg sind in der Lage, die EMT zu induzieren.
(Christiansen und Rajasekaran, 2006; Hollier et al., 2009)

Wachstumsfaktoren wirken tber Tyrosinkinaserezeptoren (Christiansen und Rajasekaran,
2006) und verstarken tber eine Aktivierung des Enzyms PI3K (Phosphoinositid-3-Kinasen) und
die GTPase RAS, die ihrerseits wieder die MAPK (Mitogen-activated protein kinases) aktivieren,
schlieRlich die SNAI1- und SNAI2-Expression (Peinado et al., 2003).

TGFR ist einer der am besten untersuchten EMT-Induktoren (Wyatt und Khew-Goodall, 2008),
es agiert durch Serin-Threonin-Kinase-Rezeptoren, wodurch das Signalmolektl Smad (small
mothers against decapentaplegic) phosphoryliert wird, welches wiederum SNAI1 (snail family
zinc finger 1), ZEB1 (Zinc finger e-box-binding homebox 1)und ZEB2 (Zinc finger E-box-binding
homebox 2) induziert (Guarino, 2007; Miyazono, 2009).

Desweiteren kann TGFR durch ILK (Integrin-linked Kinase), MAPK und PI3K Signalwege agieren.
ILK ist ein Signalprotein, welches sowohl von Integrinen als auch Wachstumsfaktorrezeptoren
stimuliert wird. Aktiviertes ILK kann direkt Akt, auch als Protein Kinase B bezeichnet, und GSK-
3R (Glycogen Synthase Kinase 3R) phosphorylieren, was eine Hemmung der GSK-3R Aktivitat
zur Folge hat. Dies stimuliert den Wnt-BCatenin Signalweg und reguliert SNAI1 hoch.

(Guarino, 2007)

Jedoch auch andere Signale, wie Hypoxie, PGE2 (Prostaglandin E2) oder auch die Exposition
stroma-typischen Kollagens, kdnnen als Induktoren fungieren (Guarino, 1995; Peinado et al.

2007). Diese hypoxische Antwort wird beispielsweise durch HIF-1a (hypoxia inducible factor-1



alpha) reguliert. Uber die Notch-Signalkette wird es in ein Snail-abhdniges EMT-Programm
konvertiert. (Sahlgren et al., 2008)

Hypoxie bzw. Uberexpression von HIF-1a. kann EMT auch iiber direkte Bindung von HIF-1a. an
den TWIST (Twist Basic Helix-Loop-Helix Transcription Factor 1)-Promoter induzieren (Yang

und Weinberg, 2008).

Bei vielen der oben genannten Molekiile handelt es sich um direkte oder indirekte
Repressoren von E-Cadherin.

Direkte Repressoren sind Snail (SNAI1), Slug (SNAI2), ZEB1, ZEB2 und KLF8

(Kruppel-like factor 8).

Indirekte E-Cadherinrepressoren, welche wiederum die direkten Repressoren aktivieren, sind
beispielsweise FOXC2 (Forkhead Box C2), TCF3 (Transcription factor 3), TCF4 (Transcription
factor 4), NFkB (Nuclear factor kappa B) und Goosecoid. (Hugo et al., 2011)

Die Zugehorigkeit von TWIST wird kontrovers diskutiert, dieser Faktor gehdrt moglicherweise

zu beiden Gruppen (Peinado et al., 2007; Vesuna et al., 2008).

Nicht nur auf pratranskriptionellem, auch auf posttranskriptionellem Weg kann die EMT
gefordert werden. Sogenannte Mikro-RNAs, miR-141, 200b, 205, hemmen die Expression von
ZEB1 und ZEB2. Eine selektive Herunterregulierung dieser miRNAs kann die E-Cadherin-

Expression hemmen. (Park et al., 2008; Gregory et al., 2008)
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Abb. 5: Zusammenfassung der bisher bekannten Signalwege, die zur Initialisierung der EMT
fiihren (modifiziert nach Thiery und Sleeman, 2006)

FAK (focal adhesion kinase), MAPK (mitogen-activated protein kinase), RhoA (ras-homolog
family member A), ROS (reactive oxygen species), PAR 6 (partitioning-defective Protein 6 ),
EtaR (Endothelin-A-Rezeptor), ILK (Integrin-linked kinase) RTK (Rezeptor-Tyrosinkinase), WntR
(Wnt-Rezeptor), TGFRR (Transforming growth factor beta — Rezeptor), MMP3 (Matrix-
metalloproteinase 3), GSK3R (Glykogen-Synthase Kinase-3R)

PI3K (Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase), TAK1 (TGFR-activated kinase-1), AKT (auch PKB (Protein
Kinase-B) genannt), H/E (Spl) (= hairy/enhancer of split), DOCK180 (Dedicator of Cytokinesis),
SMAD (small mothers against decapentaplegic).

1.2.5 Schlisselgene der EMT

Zu einigen EMT-Schlisselgenen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht wurden,
sollen nun ein paar Ausfiihrungen zu bisher bekannten Funktionen folgen.

Ein Schlisselmolekil, welches das Zusammenspiel verschiedener Repressoren wahrend der
EMT fordert, ist TGFR, indem es die Expression von SNAI1, SNAI2, ZEB1, ZEB2 und TWIST
fordert (Peinado et al., 2007).

Snail und ZEB stellen Transkriptionsrepressoren dar (Yang und Weinberg, 2008). Snail bindet
direkt an den E-Cadherin-Promoter und hemmt damit die Transkription dieses Gens (Batlle et

al., 2000; Cano et al., 2000). SNAI1 kann auRerdem HDACs (=Histondeacetylasen) zum
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E-Cadherin-Promoter rekrutieren, um die E-Cadherin-Transkription zu hemmen (Hemavathy et
al., 2000).

Die mesenchymalen Gene Vimentin und Fibronektin werden, wie auch ZEB1, durch SNAI1 hoch
reguliert (Hugo et al., 2011). Auch die Transkription von verschiedenen Polaritatsfaktoren,
eingeschlossen dem Transmembranprotein Crumbs3 und LLGL2 kénnen durch SNAI1, SNAI2
und auch durch ZEB1 unterdriickt werden (Aigner et al., 2007; Spaderna et al., 2008). SNAI1
induziert MMPs (Matrixmetalloproteasen) durch Stimulation des Wachstumsfaktors Wnt5a,
durch ZEB1 und LEF1 (Lymphoid enhancer-binding factorl) (Yokoyama et al., 2003).

Es ist bekannt, dass SNAI1 und SNAI2 sich sehr dhnlich sind und sich unter bestimmten
Umstadnden gegenseitig ersetzen konnen. SNAI1 induziert die SNAI2-Expression, wohingegen
SNAI2 einen Komplex mit dem Protein p53 und MDM2 (murine double minute oncogene2)
bildet, um SNAI1 zu hemmen. (Wu et al., 2009)

SNAI1 hemmt seine eigene Transkription (Peiro et al., 2006), wahrend SNAI2 den eigenen
Promoter aktiviert (Sakai et al., 2006). AuRerdem gibt es Anzeichen dafiir, dass SNAI2 Twist
induziert, bzw. sich diese beiden Gene funktionell gegenseitig ersetzen kénnen (Hugo et al.,
2011). Die folgende Abbildung soll ein Uberblick tiber das Zusammenspiel verschiedener Gene

geben.

- O'SNAII | " SNAI2

ID1

Goosecoid

Abb. 6: Zusammenspiel verschiedener Schliisselgene der EMT (modifiziert nach Hugo et al.,
2011) dabei stellen die schwarzen Verbindungspfleile einen férdernden, die roten einen
hemmende Einfluss dar.
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1.2.6 Kontroversen der EMT

Trotz dieser verschiedenen Beobachtungen wird der tatsachliche Einfluss der EMT auf die
Biologie von Tumorzellen immer noch debattiert. Dies resultiert zum Beispiel aus der
klinischen Beobachtung, dass ein GroRteil beispielsweise der Mammakarzinom-Metastasen E-
Cadherin exprimieren und ihre epitheliale Morphologie behalten, was impliziert, dass sie
disseminiert sind, sich dabei aber nicht in einen mesenchymalen Phanotyp verwandelt haben
(Tarin et al., 2005; Thompson et al., 2005). Verschiedene Studien am Mausemodell haben
ebenso gezeigt, dass Tumorinvasion und Metastasierung auch ohne offensichtlichen EMT-

Phanotyp erreicht werden kann (Wicki et al., 2006; Gaggioli et al., 2007).

1.3 Microarray-Analyse

Da in der vorliegenden Arbeit mit Microarray-Daten gearbeitet wurde, sollen an dieser Stelle
ein paar Hintergrundsinformationen folgen.

Die Affymetrix GeneChip Technologie wurde in den spaten 1980er Jahren von Stephen P.A.
Fodor und Mitarbeitern eingefiihrt. Die revolutiondre Idee der Microarray-Analyse war, mit
Hilfe einer von der Halbleiterfertigung bekannten Technologie, groBe Mengen an Molekilen
auf kleinen Platten aus Glas, den sogenannten Microarray-Chips, zu platzieren.

Man muss sich das so vorstellen, dass auf dem Chip Nukleotidsequenzen (Oligonukleotide oder
cDNA-Fragmente) in sehr geringem Abstand und grosser Dichte immobilisiert werden und fir
Hybridisierungsreaktionen zum Nachweis spezifischer RNA dienen. Unter Hybridisierung
versteht man den Prozess der Bindung zweier komplementarer DNA-Strange bzw. eines DNA-
Stranges mit seiner komplementadren RNA.

Um Genexpression zu quantifizieren, werden die zu hybridisierenden RNA-Sequenzen zunachst
fluoreszierend markiert, danach folgt die Hybridisierung an die immobilisierten Sonden auf
dem Chip. Dabei gilt: Ist eine grolle Menge an Zielsequenz in der RNA der aufgetragenen
Gewebeprobe, so findet eine starke Bindungsreaktion an der zur Zielsequenz passenden Sonde
statt.

Durch die Markierung mittels eines fluoreszierenden Farbstoffes fiihrt dies zu einem hellen
Signal. Ist die Zielsequenz in der RNA nicht vorhanden, so findet keine Bindung an die Sonde
statt, und es wird kein Helligkeitssignal abgegeben. So kann die Menge der
hybridisierungsspezifischen RNA durch Ermittlung der Helligkeitsverteilung auf einem Chip

oder Array durch Scannen bestimmt werden. (Boes et al., 2005)

In der vorliegenden Arbeit wurden die veroffentlichten Genexpressionsdaten von insgesamt 3

verschiedenen Microarray-Typen untersucht: GPL96, GPL570 und GPL8300. Da fiir jeden der
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drei genannten Genchip-Typen jeweils verschiedene Sondenséatze vorlagen, wurden die

jeweiligen Genexpressionsdaten fiir jeden dieser 3 Genchiptypen gesondert ausgewertet.

1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit

Wie oben ausgefiihrt, kann die Epithelial-Mesenchymale Transition zum infiltrativen
Wachstum und der Metastasierung von Karzinomen beitragen. Wahrend dieses Prozesses
geschehen genetische Verdnderungen, die eine gesteigerte Proliferation und Migration
zulassen. Die Frage stellt sich nun, ob EMT-ahnliche Vorgange auch in Tumoren wie dem
Glioblastom stattfinden, die weder epithelialen noch mesenchymalen Ursprungs sind.

Es soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit gepriift werden, ob auch in Glioblastomen, deren
Prognose nach wie vor u.a. durch infiltratives Zellwachstum und Migration limitiert ist,
derartige Vorgange eine Rolle spielen.

Daher wurden Gene, die bei EMT-Signalwegen in Karzinomen eine Schlisselrolle spielen
und/oder epitheliale bzw. mesenchymale Marker darstellen, in Glioblastomen und anderen
glialen Tumoren untersucht. Dazu wurde die Expression dieser Gene bei Glioblastomen im
Vergleich zu Normalhirngewebe und anderen, prognostisch glinstigeren glialen Tumoren
(=WHO Grad |, lI, llI-Gliomen) analysiert. AuRerdem soll gezeigt werden, ob eine mogliche
Korrelation zwischen der Expression dieser EMT-Schliisselgene in Glioblastomen und dem

Gesamtiberleben besteht.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Einschluss-/Ausschlusskriterien
Fiir die Auswertungen wurden Ein- und Ausschlusskriterien formuliert, um moglichst

homogene Patientengruppen miteinander vergleichen zu kénnen

Folgende Einschlusskriterien wurden definiert:

- Patientenalter bei Diagnose > 18 Jahre

- Neudiagnostiziertes Glioblastom oder Gliome der WHO-Grade I-lll
(dies gilt nur fiir die Expressionsanalyse; fir die Kaplan Meier Analysen wurde sowohl
Proben von neu diagnostizierter Glioblastomen als auch Glioblastomrezidive fiir

Vergleichsanalysen verwendet, aber keine Daten von Gliomen der WHO-Grade I-111)

Folgende Ausschlusskriterien wurden definiert:
- Glioblastomrezidive (dies gilt nur fiir den Expressionsteil)
- Daten, die nicht definitiv einem der drei Microarrays GPL96/570/8300 zugeordnet werden

konnten

2.1.2 Datengrundlage

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Metaanalyse von veréffentlichten
Genexpressionsdaten in Normalhirngewebe, Glioblastomen (WHO Grad 1V) und glialen
Tumoren mit WHO-Grad I-lll durchgefiihrt. Die genutzten Patientendaten und
Genexpressionsdaten wurden in verschiedenen Studien nach PubMed-Datenbankrecherche
identifiziert, die in den nachfolgenden Tabellen aufgefiihrt werden. Zu finden sind diese
veroffentlichten Studiendaten als Genexpressionsdateien bei "GeoDataSets" auf der
Homepage "http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/" unter der jeweils erwahnten GSE-
Nummer. Bei dieser Bezeichnung handelt es sich um eine Gruppe von Proben, welche
innerhalb einer Studie zusammengefasst wurden. Eine genaue Beschreibung der Studie und
ein Link zur zugehdorigen Literatur wird dabei mit angegeben
("http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/overview.html").

Zur Bestimmung der Genexpression wurden in allen folgenden Studien standardisierte

Protokolle, welche vom Hersteller (Affymetrix, Santa Clara, CA) vorgegeben werden,
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durchgefiihrt. Die ausfihrlichen Protokolle und Hintergrundinformationen sind auf der

Homepage zu finden %

a) Daten von Patienten mit Glioblastom bzw. niedriggradigeren Astrozytomen

Tabelle 1: Quellen der verwendeten Gliomdaten

Studienkenn- Anzahl der Anzahl der Anzahl der jeweiliger
nummer verwendeten Datensatze mit Datensatze mit | Microarraytyp
Datensatze Genexpression klinischen (Anzahl der
Daten Datensatze)
GSE7696 (aus 70 GBM 70 70 GPL570
Murat et al.,
2008)
GSE13041 (aus | 223 GBM 223 223 GPL 96 (162)
Lee et al., 2008) GPL570(12)
GPL 8300 (49)
GSE8692 (aus 8 GBM 8 0 GPL96
Liu et al., 2007)
GSE4290 (aus 80 GBM **** | 137 0 GPL570
Sun et al., 2006) | 38 ODGII*
19 Astrolll**
GSE5675 (aus 41 Pilozyt. 41 0 GPL570
Sharma et al., Astro |***
2007)
* ODGII = Oligodendrogliom WHO Grad Il

ok Astrolll= Anplastisches Astrozytom WHO Grad IlI

*Ex Pilozyt Astro (l)= Pilozytisches Astrozytom WHO Grad |

%k %k %k %

GBM = Glioblastoma multiforme WHO-Grad IV

2 http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/expression_analysis_technical_manual.pdf (24.08.13)
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zu GSE 7696:

Genexpressionsprofile von 80 Glioblastomproben, davon 70 neudiagnostizierte und
10 Rezidivtumore von insgesamt 76 Patienten. Verwendet wurden die Proben der 70
neudiagnostizierten Glioblastompatienten mit den dazugehorigen klinischen Daten.
Herkunftsinstitution:

European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC)/

National Cancer Institute of Canada (NCIC)

zu GSE 13041:

Genexpressionsprofile und dazugehoérige klinische Daten von 267 Glioblastomproben,
wobei es sich bei 44 Proben um Glioblastomrezidive handelt, sodass in der
vorliegenden Arbeit insgesamt 223 Proben verwendet werden konnten.
Herkunftsinstitutionen:

UCLA Neurology Program (n=55)

Barrow Neurological Institute (n=31)

aus verschiedenen Studien, welche zwischen 2003-2006 stattgefunden haben (n=181)
(Freije et al., 2004, n= 46; Phillips et al., 2006, n=55; Rich et al., 2005, n=31; Mischel et
al., 2003, n=2; Shai et al., 2003, n=19; Nutt et al., 2003, n=28)

zu GSE 8692:
Genexpressionsprofile von ZNS-Gewebeproben von 12 Patienten, davon 8
Glioblastompatienten

Herkunftsinstitution: UCLA

zu GSE 4290:

Genexpressionsdaten von 80 Glioblastomgebeweproben, 38 mit einem
Oligodendrogliom Il und 19 Proben von Astroztom Grad Il
Herkunftsinstitutionen:

Sciencell Research Laboratories, San Diego, CA

Europe collection of cell cultures, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO
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5. zu GSE 5675:
Genexpressionsprofile von 41 Pilozytischen Astrozytomen
Herkunftsinstitutionen: Siteman Cancer Center Tissue Procurement Core Facility an der
Universitat in Washington, von der Universitat in Texas M. D. Anderson Cancer Center

und dem Institut fiir Neuropathologie der Heinrich-Heine Universitat in Disseldorf.

b) Kontrolldaten

Tabelle 2: Quellen der Kontrolldaten

Studienkennnummer Anzahl der Anzahl der jeweiliger
verwendeten Proben | Individuen Microarraytyp

GSE 12649 (aus lwamoto 34 34 GPL96

et al., 2005)

GSE 12654 (aus lwamoto 15 15 GPL8300

et al., 2004

GSE 3526 (aus Roth et al., 136 10 GPL570

2006)

GSE 7540 (Caceres et al., 22 5 GPL 8300

2003)

1. zu GSE 12649:
34 Kontrollproben von 34 Patienten (Alter 32-60 Jahre)
Insgesamt wurden von 105 Patienten postmortal aus dem prafrontalen Kortex
(Brodmann’s Area 46) Proben entnommen. In der Studie waren Patienten mit
bipolarer Stérung, mit Schizophrenie und eine gesunde Kontrollgruppe von 34
Personen eingeschlossen. Um irgendwelche Einfliisse der psychiatrischen
Erkrankungen auf die untersuchte Genexpression auszuschliel3en, fanden
ausschlieBlich nur die Genexpressionsdaten der gesunden Kontrollgruppe in der
vorliegenden Arbeit Verwendung. Die Todesursache war bis auf Ausnahme von 2
Patienten Herzversagen. Insgesamt waren 9 der in die vorliegende Untersuchung
eingegangenen Kontrollpersonen weiblich, 25 mannlich. Das Alter wurde nicht
angegeben, das durchschnittliche PMI (postmortale Intervall) zwischen Tod und

Probenverarbeitung lag bei 28,7 h.
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2. zu GSE 12654:
Die Proben wurden postmortal von Patienten mit bipolaren Stérungen, schwerer
Depression, Schizophrenie und einer gesunde Kontrollgruppe aus dem prafrontalen
Kortex (Brodmann’s Area 10) entnommen. Jede Gruppe bestand aus 15 Individuen. Fir
die vorliegende Studie wurden ausschlieBlich die Genexpressionsdaten der 15
Kontrollpatienten einbezogen. Dabei handelte es sich um 9 Manner und 6 Frauen. Das
mittlere Alter lag bei 48 (+/-11) Jahre, und die PMI entsprach durchschnittlich 24 (+/-
10) h.

3. zu GSE 3526:
Die 136 Gewebeproben stammten von 10 Organspendern, die alle kaukasischer
Herkunft waren und deren Alter zwischen 23 und 53 Jahren lag. Fliinf Individuen waren
weiblich, flinf mannlich. Alle Spender waren frei von chronischen Erkrankungen, und in
allen Fallen trat der Tod aufgrund eines pl6tzlichen Ereignisses ein. Die Autopsie wurde
innerhalb von 3 Stunden post mortem durchgefiihrt (PMI=3h) und alle Gewebeproben

Innerhalb von 8,5 h verarbeitet.

4. zu GSE 7540:
In dieser Studie wurde die Genexpression in Hirnnormalgewebe von Menschen als
auch nicht menschlichen Primaten per Microarray untersucht. Aus den insgesamt fiinf
menschlichen Individuen wurden insgesamt 22 Proben entnommen. Bei drei
Patienten fand die Entnahme im Rahmen einer Autopsie statt, bei den anderen beiden
konnten die Proben im Rahmen einer Operation entnommen werden. Das Gewebe
wurde aus verschiedenen Bereichen des Gehirns gewonnen, aus dem Frontal-, dem
Parietal- und dem Temporallappen. Das Durchschnittsalter lag bei den Menschen bei

43,4 Jahren, das PMI war in dieser Studie nicht angegeben.

Zusammengefasst sind also folgende Daten Gegenstand der Untersuchung:

381 Datensatze von Glioblastompatienten, wobei zu 293 Proben auch detailliertere klinische
Daten vorhanden sind, bei 88 sind dagegen nur Genexpressionsdaten verflighar. Da diese mit
drei verschiedenen Genchips (GPL 570, GPL 8300 und GPL96) bearbeitet wurden, wurden die

Daten nochmals in drei Genchip-Gruppen aufgeteilt und jeweils gesondert ausgewertet.
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GPL570-Gruppe: 82 mit zusatzlichen klinischen Daten, 80 mit reinen Genexpressionsdaten
GPL 96-Gruppe: 162 mit zusatzlichen klinischen Daten, 8 mit reinen Genexpressionsdaten

GPL8300-Gruppe: 49 mit zusatzlichen klinischen Daten

Desweiteren sind Gliome der WHO-Grade I-1ll untersucht worden:

41 pilozytische Astrozytome WHO |,

38 Oligodendrogliome WHO 1I,

19 Anaplastische Astrozytome WHO Il

Diese wurden alle mit dem Genchip GPL570 bearbeitet, damit konnen diese Daten auch

miteinander in Bezug gesetzt werden.

Dem werden 207 Kontrolldaten von Individuen ohne eine Neoplasie des ZNS
gegenibergestellt. Entsprechend der Patientenkollektive wurden Daten mit entsprechenden
Genchipdaten herausgesucht.

GPL 96: 34 Individuen

GPL570: 136 Individuen

GPL8300 37 Individuen

Datenumwandlung:

Nachdem diese Daten identifiziert und zugeordnet worden waren, wurden die
entsprechenden Rohdaten als cel-Dateien von der GEO-Datenbank heruntergeladen. Die
AnschlieBende Primardatenanalyse und Umwandlung in Text-Dateien wurde mithilfe der
"Affymetrix Expression Console Software" durchgefiihrt. Hierbei wurde der
MikroarraySuite5.0-Algorithmus verwendet und die Daten auf eine mittlere Targetintensitat

von 500 skaliert.

2.2 Methoden

2.2.1 Datenerfassung

Von allen oben genannten Datensatzen wurden Genexpressionsdaten der folgenden, vorher
festgelegten Auswahl an Schlisselgenen der EMT erfasst:

ZEB1, ZEB2, CDH1, VIM, LLGL-2, SNAI1, SNAI2, SNAI3, TGFR1, TGFR2, TWIST1, TWIST2, NFKB1,
NFKB2, TCF3, TNF, PTEN, ITGA4 und LEF1, EP300.
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(TNF und PTEN wurden nachtraglich wieder ausgeschlossen. Dieser Vorgang wird weiter unten
begriindet)

Sonden, mit welchen die entsprechenden EMT-Schliisselgene detektiert wurden, werden im
Folgenden fiir jeden Mikroarraytyp aufgelistet. Dabei existieren pro Gen haufig mehrere
Sondensatze, sogenannte "probe sets". Zu finden sind diese auf der Homepage
"http://www.affymetrix.com/estore" Dabei entspricht GPL 570 dem Arraytyp
HG_U133plus2.0, GPL96 dem Typ HG_U133A und GPL8300 dem Typ HG_U95A.

Es handelt sich dabei um Gruppen von Sonden, die dazu entwickelt wurden, eine bestimmte
Gensequenz zu untersuchen (Affymetrix, 24.08. 2013°) Dies bedeutet z.B. bei dem
Microarraytyp GPL570, dass flir das Gen ZEB1 die drei Probe sets 212758 s _at, 210875_s_at
und 212764 _at vorhanden sind. Eine Auswahl der verschiedenen Sondensatze fir ausgewahlte
Gene wird Microarray-spezifisch in den Tabellen 3-5 aufgefiihrt. Die vollstandigen Tabellen mit

allen untersuchten Sondensatzen befinden sich im Anhang.

Tabelle3: Probesets des Microarrays GPL 570

Probe set Abkiirzung | Zusatz | Name des Gens
212758 s_at ZEB1 .(A) zink fingerE-box
210875 s_at ZEB1 .(B) zink fingerE-box
212764 at ZEB1 .(Q) zink fingerE-box
239952 at ZEB1 .(D) zink fingerE-box
203603 _s_at ZEB2 .(A) zink fingerE-box
233031 _at ZEB2 .(B) zink fingerE-box
235593 at ZEB2 .(Q) zink fingerE-box
201130 _s_at CDH1 .(A) cadherinl,typel
201131 s_at CDH1 .(B) cadherinl,typel
201426 _s_at VIM .(A) vimentin

* http://www.affymetrix.com/support/help/fags/mouse_430/faq_8.jsp (24.08.2013)
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Tabelle 4: Probesets des Microarrays GPL 96

Probe set Abkiirzung | Zusatz | Name des Gens
212758 s_at |ZEB1 .(A) zink fingerE-box
210875_s_at |ZEB1 .(B) zink fingerE-box
212764 _at ZEB1 .(Q) zink fingerE-box
203603_s_at |ZEB2 .(A) zink fingerE-box
201130 _s_at |CDH1 .(A) cadherinl,typel
201131 _s_at |CDH1 .(B) cadherinl,typel
201426 _s_at |[VIM .(A) vimentin

Tabelle 5: Probesets des Microarrays GPL 8300

Probe set Abkiirzung | Zusatz | Name des Gens
33440 at ZEB1 .(A) zink fingerE-box
35681 r at |ZEB2 .(A) zink fingerE-box
2082 s at |CDH1 .(A) cadherinl,typel
977 s_at CDH1 .(B) cadherinl,typel
34091 s at |VIM .(A) vimentin

Fir eine einfachere Zuordnung der Sondensatze bei der Datenauswertung werden im
Folgenden die Gene, fiir die mehrere dieser Sondensatze existieren, der Reihe nach
alphabetisch nummeriert. So, dass beispielsweise ZEB1.(A) fiir "212758_s_at" und VIM.(B) fur
"1555938 x_at" innerhalb des Genchips GPL 570 steht.

Neben der Genexpression wurden, soweit verflighar, die folgenden klinischen Daten erhoben:
1. Alter bei Diagnosestellung
2. Geschlecht
3. Therapie

4. Uberlebensstatus zum Zeitpunkt der Untersuchung

5

Gesamtiberleben nach Diagnosestellung
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2.2.2 Dokumentation der Daten

Fir die Dokumentation der Daten wurden Tabellen mit Hilfe der Excel-Software (Microsoft
Corporation, Redmond, Vereinigte Staaten) und SPSS-Software (SPSS= statistical package for
social studies;IBM, Armonk, Vereinigte Staaten) erstellt. Dabei wurden die Versionen
"Microsoft Office Excel 2007" und "SPSS 12.0 fir Windows" verwendet.

Mit dem Programm Excel wurden die Expressionsunterschiede zwischen Glioblastomen und
Normalgewebe, bzw. zwischen Glioblastomen und Gliomen der WHO-Grade I-1ll ermittelt.
Hierbei kam der Welch-Tests und Fold Change (siehe unten) zum Einsatz. In dem Programm
SPSS wurden mit Hilfe von Haufigkeits- und Kaplan-Meier-Analysen mogliche Zusammenhange
zwischen der Genexpression und den klinischen Daten bzw. Uberlebenzeiten analysiert. Die in
dieser Arbeit verwendeten Studiendaten waren bereits anonymisiert worden. Die einzelnen
Datensatze lieBen sich lediglich anhand ihrer GSM-Nummer der GEO-Datenbank zuordnen.
Diese wurden auch fiir folgende Einteilung Gbernommen.

Fiir jede Variable wurde in den SPSS-Tabellen, soweit dies sinnvoll war, ein Variablenlabel, ein
Wertelabel und ein Messniveau definiert und deklariert. Mit dem Variablenlabel wurde der in
die Tabelle eingehende Parameters definiert, durch das Wertelabel wurden die moglichen
Werte, die eine Variable annehmen kann, festgelegt und durch das Messniveau wurde
angegeben, ob die Daten nominal, metrisch oder ordinal dokumentiert wurden. Bei
numerischen Daten war das Messniveau metrisch, bei Stringdaten nominal.

Die Genexpression wurde fiir die Auswertung liber Excel mit den tatsachlichen Werten
dokumentiert.

Fiir die Kaplan Meier-Analysen wurden Matrizen erstellt, fr die vorab definiert wurde, wann
ein bestimmtes Gen einer bestimmten Gewebeprobe im Vergleich zu einer definierten
BezugsgroRe erhoht, erniedrigt (entspricht jeweils der Zahl 1) oder gleich (entspricht der Ziffer

0) ist. Zur Bestimmung der BezugsgrofRe wurden 2 verschiedene Methoden angewandt.

1.Methode: das Normalgewebe der Kontrollgruppen wurde zur Bestimmung der Bezugsgrolle
gewahlt. Hierbei wurden die Expressionsdaten der Datensatze des Normalgewebes in
Perzentilen eingeteilt. Dazu wahlten wir die 50., die 80. und die 97. Perzentile, welche jeweils
mit den Faktoren 1,5; 2; 3 multipliziert wurden. Das Ergebnis daraus stellte jeweils die
BezugsgroRe dar. Dies diente jeweils als Grenze, Giber welcher die Expression der zu testenden
Glioblastomdatensétze als erhoht (entspricht der Zahl 1), als nicht erhéht (entspricht der Zahl
0) eingestuft wurde. Zusatzlich wahlten wir die 3., 20. und nochmals die 50. Perzentile. Dieses
Mal wurde jedoch mit den Faktoren 0,75; 0,5; 0,33 multipliziert. Das Ergebnis daraus stellte

jeweils die BezugsgrolSe dar, die jeweils als Grenze diente, unter welcher die Expression der zu
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testenden Glioblastomdatensatze als erniedrigt (entspricht der Zahl 1) bzw. nicht erniedrigt
(entspricht der Ziffer 0) eingestuft wurde.

Insgesamt entstanden Uber diese Methode pro Mikroarraytyp 18 Matrizen. Flir GPL570,
GPL96 und GPL8300 wurden insgesamt 54 Matrizen zur weiteren Analyse erstellt.

2.Methode: Die Patienten wurden selbst als Bezugsgrofie gewahlt, indem die jeweiligen
Expressionsdaten der einzelnen Gene der GréRe nach in Excel sortiert wurden und Werte
unterhalb des Medians als nicht erhéht (0) und oberhalb des Medians als erhoht (1) definiert
wurden. Diese 2. Methode resultierte aus der Tatsache, dass bei der ersten Variante sehr
starke Unterschiede bezlglich der GruppengroRe auftraten und deshalb vergleichende

Auswertungen nicht immer moglich waren.

2.2.3 Auswertung und statistische Tests

a) Welch-Test

Fiir die Fragestellung, ob bei Glioblastompatienten die Expression der Schliisselgene der EMT
im Vergleich zu Kontrollproben statistisch signifikant verandert ist, wurde in der vorliegenden
Arbeit der Welch-Test gewahlt.

Der Welch-Test ist ein Signifikanztest fiir den Unterschied zweier Gruppen. Im Gegensatz zum
t-Test ist die Voraussetzung dahingehend abgeschwacht, dass die Gleichheit der Varianzen,
auch Homoskedastizitat genannt, der beiden Grundgesamtheiten nicht vorausgesetzt wird.
Die PriifgroRe berechnet sich dabei folgendermalien:

' f -

<

(WeiR, 2010).

Desweiteren existiert bei Excel eine Funktion fiir den Welch-Test:
TTEST(Bereich1; Bereich2; 2; 3)
In der vorliegenden Arbeit kamen beide Versionen fiir die Ergebnisermittlung zur Anwendung.
Aus der grolRen Anzahl an Moglichkeiten statistischer Tests fiel aus verschiedenen Griinden die
Wahl auf den eben beschriebenen Welch-Test:

1. der Test ist an relativ wenige Voraussetzungen gebunden, er wird daher als sehr

robust eingestuft (Weils C 2010).
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2. der Welch-Test wird von verschiedenen aktuellen Studien als der in den meisten Fallen
anwendbare (Fagerland et al., 2009), in einer Arbeit von Rasch et al. (2011) sogar als
Standardtest empfohlen.

Haufig wird die Voraussetzung der Normalverteilung, die sowohl fir T-Tests als auch fir den
Welch-Test gilt, beispielsweise iber den Kolmogoroff-Smirnov-Test oder andere
Anpassungstests vorab getestet. Auf solche Vorgehensweisen wurde in dieser Arbeit
verzichtet, da dies laut aktuellen Forschungsergebnissen obsolet ist (Rasch et al., 2011).
Desweiteren wiirde sich durch Vortestungen der B-Fehler unnétigerweise erhdhen. Von einem
B-Fehler spricht man, wenn in Wirklichkeit die Alternativhypothese richtig ist und man sich

falschlicherweise fir die Nullhypothese entscheidet.

b) Fold change
Durch den Fold change war es moglich, die Expressionsunterschiede quantitativ anzugeben. In
der Literatur wurden zwar mehrere Definitionen zum Fold-change gefunden, die Standard-

Definition flr das Gen j geht auf Tusher et al. (2001) zuriick:

wobei 17 der Mittelwert des j-ten Gens iiber die Arrays der ersten Gruppe und ~ 27

der Mittelwert des j-ten Gens Uber die Arrays der zweiten Gruppe ist.

Der Fold Change ist letztlich ein statistisches Verfahren, welches das Verhaltnis zweier
Ergebnisse aus zwei unterschiedlichen Datenmengen darstellt.

Es ist also mit einer quantitativen Angabe des Expressionsunterschiedes gleichzusetzen. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Grenzen fir die Daten mit einem deutlichen

Expressionsunterschied bei > 2 bzw. <0,5 gewahlt.

c) Kaplan-Meier-Analyse

Der Kaplan-Meier-Schatzer dient zum Schatzen der Wahrscheinlichkeit, dass bei einem
Versuchsobjekt ein bestimmtes Ereignis innerhalb eines Zeitintervalls nicht eintritt. Es handelt
sich um einen nichtparametrischen Test der Uberlebensfunktion im Rahmen der

Ereigniszeitanalyse.
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Fiir diese Analyse wurden eine "Zeitvariable", eine "Statusvariable" und ein Faktor gefordert.
Optional konnten aulRerdem noch verschieden "Schichten" angegeben werden. Als
"Zeitvariable" wurde eine Variable gewahlt, die angibt, wie lange die jeweiligen
Beobachtungsobjekte jeweils liberlebt haben (nichtzensierte Falle) oder verfolgt wurden
(zensierte Falle).

Die "Statusvariable" gibt an, ob fiir die jeweilige Beobachtungseinheit ein Event eingetretenist
oder nicht. Welche Auspragungen dabei einem Event entsprechen, musste liber dieDialogbox
"Ereignis definieren" festgelegt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Ereignis mit dem
eingetretenen Tod definiert.

Als Faktor wurden die einzelnen Gene eingegeben.

Sollten die Daten schlielRlich bezliglich einer Variable, beispielsweise des Alters, gesondert
betrachtet werden, so wurde dies als zuséatzliche Variable unter Schichten eingegeben. Als

statistischer Signifikanztest wurde der Gblicherweise hier eingesetzte logrank-Test verwendet.

d) Bonferroni-Korrektur

Eine Bonferroni-Korrektur muss dann durchgefiihrt werden, wenn an einem Datensatz
mehrere Signifikanztests durchgefiihrt werden. Dabei muss die Signifikanzgrenze, die bei
alpha=0,05 liegt, durch die Anzahl der durchgefiihrten Tests geteilt werden (Weif3, 2010). Diese
Korrektur kam in der vorliegenden Arbeit mehrfach zum Einsatz. Die dabei jeweils ermittelten

Signifikanzgrenzen werden im Ergebnisteil genannt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der klinischen Daten

Klinische Daten konnten bei insgesamt 293 Glioblastompatienten erhoben werden.
FolgendermaRen lasst sich das Patientenkollektiv charakterisieren:

Die Patienten der untersuchten Gewebeproben waren zwischen 22 und 86 Jahre alt mit einem
medianen Alter von 54 Jahren.

93 der Patienten waren weiblich, 170 mannlich, und von 28 Patienten war das Geschlecht
nicht angegeben.

Die Therapie konnte nur bei 73 Patienten nachvollzogen werden. Davon erhielten 45 Patienten
die derzeitige "Goldstandardtherapie" (Operation, dann Bestrahlung und Chemotherapie mit
Temozolomid). 27 der Patienten erhielten nach der OP nur eine Radiatio und ein Patient
bekam nach chirurgischem Eingriff nur eine Chemotherapie.

Zum Zeitpunkt des jeweiligen Studienendes lebten noch 26 von 292 Patienten, bei denen der
Uberlebensstatus angegeben war.

Das mediane Uberleben der bereits 266 zu Studienende Gestorbenen betrug 12 Monate.
Rechnet man die zum Studienende noch Lebenden mit ein, so kommt man auf ein medianes

Uberleben von 13,05 Monaten.

3.2 Expression

3.2.1 Glioblastom versus Normalgewebe

Die in Excel-Tabellen angelegten Expressionswerte wurden zundchst auf signifikante
Unterschiede zwischen den Glioblastomdaten und den Kontrolldaten untersucht. Dazu wurde
der Welch-Test verwendet. AnschlieBend wurde noch ein Fold change mit den festgelegten
Grenzen >2 bzw. <0,5 gefordert. In den folgenden Tabellen sollen fiir die Ubersichtlichkeit nur
die signifikanten Ergebnisse, die auch den oben genannten Fold change- Bedingungen
entsprechen, dargestellt werden. Ausgeschlossen wurden auRerdem Daten, bei der sowohl in
der Patientengruppe als auch in der Kontrollgruppe die Expressionsgrenze von 100 nicht
erreicht wurde. Nachtraglich ausgeschlossen wurden desweiteren die Gene TNFa und PTEN.
Bei PTEN handelt es sich um ein Tumorsupressorgen. Es konnte nachgewiesen werden, dass
dieses insbesondere beim Glioblastom neben einer hemizygoten bzw. homozygoten Deletion
nicht nur oft vermindert ist bzw. fehlt, sondern oft auch durch eine Mutation inaktiv ist (Gont

et al., 2013) und damit die von uns angewandte Methode der Expressionsanalyse kein
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zielfiihrender Ansatz ist. TNFa haben wir aufgrund seiner vielfaltigen anderweitigen
Funktionen ausgeschlossen, da der Zusammenhang einer erhéhten Expression mit dem
Einfluss auf die EMT nicht sicher nachgewiesen werden kann. Als Signifikanzgrenze haben wir
zunachst p=0,05 festgesetzt, diese musste jedoch aufgrund der vielen einzelnen Tests, die an
den jeweiligen Proben durchgefiihrt wurden, nach Bonferroni korrigiert werden. Der jeweilige
Wert ist je nach Anzahl von probe sets unterschiedlich und wird daher bei jeder Tabelle neu
angegeben. Wie bereits im vorangehenden Kapitel erlautert, miissen die Daten der drei
Microarraytypen gesondert ausgewertet werden. Es wird hier in EMT-fordernde Gene bzw.
Marker fiir mesenchymale Zellen und EMT-Repressoren bzw. Marker fiir epitheliale Zellen

eingeteilt, diese seien hier kurz aufgelistet:

EMT-fordernde Gene bzw. Marker fiir mesenchymale Zellen:

ZEB1, ZEB2, VIM, SNAI1, SNAI2, SNAI3, TGFR1, TGFR2, TWIST1, TWIST2, NFKB1, NFKB2, TCF3,
(TNFa), (PTEN), ITGA4 und LEF1.

EMT-Repressoren bzw. Marker fiir epitheliale Zellen:

CDH1, LLGL-2, EP300.

Tabelle 6: Glioblastomproben versus gesunde Gewesbeproben nach Microarraytyp GPL96

erhoht gegeniiber NG* erniedrigt gegeniiber NG

EMT-fordernde Gene TGFB2.(A),.(B)
TGFR1.(B)
Zeb1.(A), .(B),
SNAI2.(A),
TCF3.(B), .(D), -(E), .(F)
ITGA4.(B)
LEF1.(B)
VIM.(A)

EMT-Repressoren

GPL 96: nach Bonferroni-Korrektur liegt hier die Signifikanzgrenze (bei 22 Sondenséatzen):
p=0,0022

*NG = Normalgewebe

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik)
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Tabelle 7: Glioblastomproben versus gesunde Gewesbeproben nach Microarraytyp GPL 570

erhéht gegeniiber NG erniedrigt gegeniiber NG

EMT-fordernde Gene TGFB2.(B), .(C),.(D) Zeb2.(B)
Zeb1.(C), .(D)
SNAI2.(A)
TCF3.(D), .(F)
ITGA4.(B)
VIM.(A), .(B)

EMT-Repressoren LLGL2.(A)
EP300.(A)

GPL570: nach Bonferroni-Korrektur Signifikanzgrenze (bei 37 Sondensatzen) p=0,00135
Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik)

Tabelle 8: Glioblastomproben versus gesunde Gewesbeproben nach Microarraytyp GPL 8300

erhoht gegeniiber NG erniedrigt gegeniiber NG

EMT-fordernde Gene TGFR2.(A), .(B)
TGFR1.(B)
TCF3.(A), .(B), .(C)
VIM(A)
NFKB2.(B), .(E)

EMT-Repressoren CDH1.(A)

GPL8300: nach Bonferroni-Korrektur: Signifikanzgrenze (bei 20 Sondensatzen) p=0,0025
Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik)

Nach dem EMT-Konzept flr Karzinome kénnte man eigentlich erwarten, dass bei der hier
gewahlten Einteilung fir das sehr infiltrierend wachsende Glioblastom EMT fordernde Gene im
Feld "erhéht" und EMT-Repressoren im Feld "erniedrigt" erscheinen wiirden. Mit kleineren
Abweichungen trifft dies auch zu. Auffallig ist dabei, dass vor allem EMT-férdernde Gene

signifikant verandert sind. Repressoren scheinen offensichtlich beim Glioblastom eine kleinere
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Rolle zu spielen. Idealerweise wiirde man auch erwarten, dass bei allen drei Microarraytypen
die gleichen Schliisselgene der Glioblastome im Vergleich zu den Kontrollproben erhéht sind.
GPL96 und GPL570 weisen eine deutliche Ubereinstimmung auf. Sowohl TGFR2, ZEB1, SNAIL2,
TCF3, ITGA4, LEF1 und VIM sind in beiden Genchips im Vergleich zum Normalgewebe erhéht.
Bei GPL96 ist zusatzlich TGFR1 signifikant erhdht, bei GPL570 sind ZEB2, LLGL2 und EP300
zusatzlich signifikant erniedrigt. Bei GPL8300 sind zwar dhnliche Tendenzen und dhnliche
signifikante Ergebnisse zu sehen, die jedoch aufgrund der fehlenden Erfiillung der Fold change-
Kriterien hier keine Erwdhnung finden. Ubereinstimmend mit GPL96 sind hier TGFR1, TGFR2,
TCF3, VIM erhoéht. Als zusatzliche Gene sind hier NFKB2 und CDH1 signifikant gegeniiber dem
Normalgewebe erhoht. Als gemeinsamen Nenner aller 3 Microarrays bleiben: TGF2, TCF3 und

VIM.

3.2.2 Expression von Glioblastom versus niedriggradige Gliome

Als nachster Schritt wurden die Expressionsdaten der Glioblastomgruppe mit denen der
Gliome der WHO-Gruppen I-lll verglichen. Hierbei wurde aufgrund ausreichend groRer
Gruppenstarken ausschlieBlich mit Daten des Microarrays GPL570 gearbeitet.

Auch hier wurden die Fold change Grenzen 2 bzw. 0,5 eingehalten und Expression unter der

Grenze von 100 in beiden Gruppen ausgeschlossen.

a) Glioblastome WHO IV versus pilozytische Astrozytome WHO Grad |
Tabelle 9: Glioblastome versus pilozytische Astrozytome nach Microarraytyp GPL 570

erhéht gegeniiber Grad | erniedrigt gegeniiber Grad |

EMT-fordernde TGFR2.(B),.(D) Zeb1.(A),.(B),.(C)
Gene TCF3.(D), .(J) VIM.(A)

EMT-Repressoren

Signifikanzgrenze nach Bonferroni-Korrektur ist (mit 37 Sondensatzen) p=0,00135
Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik)
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b) Glioblastome WHO IV versus Oligodendrogliome WHO Grad Il

Tabelle 10: Glioblastome versus Oligodendrogliome nach Microarraytyp GPL 570

erhoht gegeniiber Grad Il erniedrigt gegeniiber Grad Il

EMT-fordernde TGFR2.(C),.(D) Zeb1.(B)
Gene TWIST1.(A)

TCF3.(F)

ITGA4.(B)

VIM.(A),.(B)

EMT-Repressoren

Signifikanzgrenze nach Bonferroni-Korrektur (mit 37 Sondenséatzen): p=0,00135
Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik)

c) Glioblastome WHO Grad IV versus anaplastische Astrozytome WHO Grad Il

Tabelle 11: Glioblastome versus anaplastische Astrozytome nach Microarraytyp GPL570

erhoht gegeniiber Grad Ill erniedrigt gegeniiber Grad Il

EMT-fordernde Gene ITGA4.(B) Zeb1.(B)
TCF3.(D)
VIM .(B)

EMT-Repressoren

Signifikanzgrenze nach Bonferroni-Korrektur (mit 37 Sondensatzen): p=0,00135
Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik)

Interessanterweise sind die Unterschiede zwischen GBM und Grad | Gliomen bei weitem nicht
so grof3, wie zwischen GBM und dem Kontrollgewebe bzw. Grad Il Gliomen. Mdégliche
Ursachen hierfir sollen im Diskussionsteil weiter beleuchtet werden. Dagegen spiegelt sich die
in der Einleitung beschriebene Entwicklung von Grad Il Giber Grad Ill zu GBM in den immer

geringeren Unterschieden innerhalb der Genexpression wider.

-31-



Auffallig ist auBRerdem, dass bei den niedriggradigeren Gliomen durchweg Zeb1 deutlich
signifikant gegeniliber GBM erhoht ist. Bei den pilozytischen Astrozytomen ist Vimentin
signifikant, Zeb2 bei den Grad Il Gliomen im Vergleich zu den Glioblastomen haufiger
vertreten.

Als Grad 2 Gliome wurden ausschlieflich Oligodendrogliome Grad2 ausgewahlt, da Grad2
Astrozytome in einer zu geringen Zahl vorhanden war.

Gleiches gilt fir Grad 3 Gliome: Hier wurden ausschlieBlich Anaplastische Astrozytome

ausgewadhlt, da Oligodendrogliome Grad 3 in zu geringer Anzahl vorhanden war.

3.3 Kaplan-Meier-Analyse

Um eine Korrelation zwischen den Expressionsdaten und der Uberlebenszeit zu untersuchen
wurden Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen durchgefiihrt. Wie bereits im Methodik-Teil
erwdhnt, wurden flr das Erstellen der Matrizen zwei Methoden angewandt, eine BezugsgroRe
zu ermitteln.

3.3.1 Nach Perzentilen-Einteilung

Hierflr wurde das Normalgewebe in Perzentilen eingeteilt, die wiederum mit verschiedenen
Faktoren multipliziert wurden. Daraus ergab sich letztlich die jeweilige festgelegte Grenze fir
erhoht, erniedrigt, nicht erhéht/nicht erniedrigt.

nach Bonferroni-Korrektur wurden folgende Signifikanzgrenzen festgelegt:

GPL96: 0,05/22 p=0,0022

GPL570:0,05/37 p=0,00135

GPL8300:0,05/20 p=0,0025

Nach Bonferroni-Korrektur sind nahezu keine der Ergebnisse signifikant, sodass diese
Ergebnisse nur Tendenzen darstellen. Bis zu einer Grenze von p=0,05 wurden die Ergebnisse
hier aufgefihrt.

a) grolRer 50. bis groRer 97. Perzentile

Tabelle 12: Genexpression der Glioblastome >50. Perzentile x 1,5 der Expression des NG

>50.Perzentile x 1,5 schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren GPL96: SNAI2.(A) (p=0,01) GPL8300: ZEB1.(A) (p=0,03)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 7: SNAI2.(A), > 50.Perzentile Faktor 1,5 GPL96, Log Rank (p=0,01)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von SNAI2 der angegebenen Bedingung (>50. Perzentile x 1,5)
entsprechen.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von SNAI2 der Bedingung nicht entsprechen.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen.Die

Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Uberlebensfunktionen
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Abb. 8: ZEB1.(A), > 50.Perzentile Faktor 1,5 GPL 8300, Log rank (p=0,0296)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1 der angegebenen Bedingung (>50. Perzentile x 1,5 bezogen
auf die Vergleichsproben der gesunden Gehirnproben) entsprechen.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1 der Bedingung nicht entsprechen.
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Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im
Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen.
Die Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Im Folgenden werden aufgrund der groRen Dantenmenge lediglich die Ubersichtstabellen

aufgefiihrt. Nur vereinzelt werden zusatzlich Kaplan-Meier-Diagramme dargestellt.

Tabelle 13: Genexpression der Glioblastome >50. Perzentile x 2 der Expression des NG

>50.Perzentile x2

schlechteres Uberleben

besseres Uberleben

EMT-Induktoren

GPL96: SNAI2.(A) (p=0,02)

GPL96: Zeb1.(A) (p=0,03)
Zeb2.(A) (p=0,01)
GPL570: TGFR2.(B) (p=0,04)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Tabelle 14: Genexpression der Glioblastome >50. Perzentile x 3 der Expression des NG

>50.Perzentile x 3

schlechteres Uberleben

besseres Uberleben

EMT-Induktoren

GPL96: LEF1.(B) (p=0,04)
GPL570: TCF3.(F) (p=0,03)

GPL96: Zeb1.(A),.(C) (p=0,003/0,04)

GPL570: TGFR2.(B) (p=0,04)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 9: Zeb1.(A), >50.Perzentile Faktor3 GPL96, Log Rank (p=0,0033)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1 der angegebenen Bedingung (>50. Perzentile x 3 bezogen
auf die Vergleichsproben der gesunden Gehirnproben) entsprechen.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1 der Bedingung nicht entsprechen.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Tabelle 15: Genexpression der Glioblastome >80. Perzentile x 1,5 der Expression des NG

>80.Perzentile x1,5 schlechteres Uberleben besseres Uberleben
EMT-Induktoren GPL96: SNAI2.(A) (0,007) GPL96:Zeb1.(A),.(B),.(C)
(0,04/0,03/0,02)

GPL570: TGFR2.(B) (0,04)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die Sondenséatze (siehe Kapitel
Material und Methodik).
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Tabelle 16: Genexpression der Glioblastome >80. Perzentile x 2 der Expression des NG

> 80.Perzentile x 2 schlechteres Uberleben besseres Uberleben
EMT-Induktoren GPL96:SNAI2.(A) (p=0,01) GPL96: Zebl1.(A),.(C) (p=0,02/0,04)

GPL8300: VIM.(A) (p=0,02) GPL570: TGFRB-2.(B) (p=0,02)
EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Uberlebensfunktionen
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Abb. 10 TGFB-2.(B), >80.Perzentile Faktor 2 GPL570, Log Rank (p=0,019)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von TGFB-2 der angegebenen Bedingung (>80. Perzentile x 2 bezogen
auf die Vergleichsproben der gesunden Gehirnproben) entsprechen.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von TGFB-2 der Bedingung nicht entsprechen.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Tabelle 17: Genexpression der Glioblastome >80. Perzentile x 3 der Expression des NG

> 80.Perzentile x 3 schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren GPL96: ZEB1.(A) (p=0,02)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
Tabelle 18: Genexpression der Glioblastome >97. Perzentile x 1,5 der Expression des NG
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> 97.Perzentile x 1,5 schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren GPL570: TCF3.(F) (p=0,03) GPL96: Zeb1.(A) (p=0,03)
GPL8300: VIM.(A) (p=0,01)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Uberlebensfunktionen
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Abb. 11: VIM.(A), >97.Perzentile Faktor 1,5, GPL8300, Log Rank (p=0,01)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von VIM der angegebenen Bedingung (>90. Perzentile x 1,5 bezogen
auf die Vergleichsproben der gesunden Gehirnproben) entsprechen.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von VIM der Bedingung nicht entsprechen.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Tabelle 19: Genexpression der Glioblastome >97. Perzentile x 2 der Expression des NG

> 97.Perzentile x2 schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren GPL96: Zeb1.(A) (p=0,006)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
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b) kleiner 50. bis kleiner 3. Perzentile

Tabelle 20: Genexpression der Glioblastome <50. Perzentile x 0,67 der Expression des NG

< 50.Perzentile x 0,67 | schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren GPL570: TWIST2.(B) (p=0,01)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Uberlebensfunktionen
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Abb. 12 TWIST2.(B), < 50. Perzentile Faktor 0,67, (GPL 570), Log Rank (p=0,012)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von TWIST2 der angegebenen Bedingung (<50. Perzentile x 0,67
bezogen auf die Vergleichsproben der gesunden Gehirnproben) entsprechen.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von TWIST2 der Bedingung nicht entsprechen.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Tabelle 21: Genexpression der Glioblastome <50. Perzentile x 0,5 der Expression des NG

< 50.Perzentile x 0,5 schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren GPL570: Zeb2.(A),.(C)
(p=0,04),(p=0,04)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
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Tabelle 22: Genexpression der Glioblastome <50. Perzentile x 0,33 der Expression des NG

< 50.Perzentile x 0,33 Uberleben schlechter Uberleben besser

EMT-Induktoren

EMT-Repressoren GPL570: EP300.(A) (p=0,03)

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
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Abb. 13: EP300.(A), < 50.Perzentile Faktor 0,33, GPL 570, Log Rank (p=0,033)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von EP300 der angegebenen Bedingung (<50. Perzentile x 0,33
bezogen auf die Vergleichsproben der gesunden Gehirnproben) entsprechen.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstdrke von EP300 der Bedingung nicht entsprechen.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Tabelle 23: Genexpression der Glioblastome <20. Perzentile x 0,67 der Expression des NG

< 20.Perzentile x 0,67 | Uberleben schlechter Uberleben besser
EMT-Induktoren GPL96: ZEB1.(B) (p=0,044)
EMT-Repressoren GPL570: LLGL2.(A) (p=0,029)

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 14: Zeb1.(B), <20.Perzentile Faktor 0,67, GPL96, Log Rank (p=0,044)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1 der angegebenen Bedingung (<50. Perzentile x 0,33
bezogen auf die Vergleichsproben der gesunden Gehirnproben) entsprechen.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1 der Bedingung nicht entsprechen.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Tabelle 24: Genexpression der Glioblastome <20. Perzentile x 0,5 der Expression des NG

< 20.Perzentile x 0,5 Uberleben schlechter Uberleben besser

EMT-Induktoren

EMT-Repressoren GPL570: EP300.(A) (p=0,055)

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Tabelle 25: Genexpression der Glioblastome <20. Perzentile x 0,33 der Expression des NG

< 20.Perzentile x 0,33 Uberleben schlechter Uberleben besser

EMT-Induktoren

EMT-Repressoren GPL570: EP300.(A) (p=0,0086)

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
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Tabelle 26: Genexpression der Glioblastome <3. Perzentile x 0,67 der Expression des NG

< 3.Perzentile x 0,67 schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren

EMT-Repressoren GPL570: EP300.(A) (p=0,0105)

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Tabelle 27: Genexpression der Glioblastome <3. Perzentile x 0,5 der Expression des NG

< 3.Perzentile x 0,5 schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren

EMT-Repressoren GPL570:EP300.(A) (p=0,0086)

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Insgesamt sind vereinzelte Korrelationen zwischen Genexpressionsunterschieden und dem
Uberleben festzustellen. Deutlich durch die verschiedenen Perzentilen und auch durch die
verschiedenen Microarrays zieht sich die Tatsache, dass ein erhéhtes Zeb1 mit einem
verbesserten Uberleben zu korrelieren scheint. Auch eine erhéhte Expression von Zeb2 und
TGFR-2 korrelieren in den vorliegenden Ergebnissen mit einem langeren Gesamtiberleben.
Dies wiirde nach dem EMT-Konzept bei Karzinomen eigentlich umgekehrt erwartet werden, da
EMT-Schliisselgene das infiltrativere Wachstum férdern und damit ein schlechteres Uberleben
zur Folge haben missten.

TCF3, VIM, vor allem aber SNAI2 zeigen bei erhdhter Expression einen Uberlebensnachteil, was
wiederum mit der EMT-Theorie eines hierdurch bedingteren infiltrativeren Wachstums

Ubereinstimmt.

3.3.2 Einteilung nach Median

Hierflir wurden die Glioblastompatienten selbst als BezugsgroRe gewahlt. Die Expression jedes
Gens wurde dabei der GroRe nach sortiert und bis zum Median als nicht erhéht, dariber als
erhoht definiert. Diese Methode wurde zusatzlich zur Perzentilenvariante gewahlt, da bei der

ersten Variante teilweise sehr unterschiedliche GruppengréRen entstanden sind.
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Tabelle 28: Einfluss der Genexpression auf das Outcome nach Microarraytyp GPL 96

GPL96 erhéht>schlechteres Uberleben | erhéht = besseres Uberleben
EMT-Induktoren TGFB2.(B) (p=0,0248) ZEB1.(A),.(B)

LEF1.(B) (p=0,0498) (p=0,001/0,029)
EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Uberlebensfunktionen
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Abb. 15: ZEB1. (A) GPL 96, Log Rank (p=0,001)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1 oberhalb des Medians der Expressionsstarke von ZEB1
bezogen auf alle Patientendaten des GPL 96 liegt.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1 unterhalb des Medians der Expressionsstarke von ZEB1
bezogen auf alle Patientendaten des GPL 96 liegt.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 16: TGFB-2.(B), GPL 96, Log Rank (p=0,0248)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von TGFB-2 oberhalb des Medians der Expressionsstarke von TGFB-2
bezogen auf alle Patientendaten des GPL 96 liegt.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von TGFB-2 unterhalb des Medians der Expressionsstarke von TGFB-2
bezogen auf alle Patientendaten des GPL 96 liegt.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fir das Uberleben ist in Monaten angegeben.
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Abb. 17: LEF1.(B), GPL96, Log Rank (p=0,0498)

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von LEF1.(B) oberhalb des Medians der Expressionsstarke von LEF1.(B)
bezogen auf alle Patientendaten des GPL 96 liegt.
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0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von LEF1.(B) unterhalb des Medians der Expressionsstarke von
LEF1.(B) bezogen auf alle Patientendaten des GPL 96 liegt.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Tabelle 29: Einfluss der Genexpression auf das Outcome nach Microarraytyp GPL 570

GPL570 erhdht—>schlechteres Uberleben | erhdht = besseres Uberleben

EMT-Induktoren TGFB2.(B) (p=0,0214)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Tabelle 30: Einfluss der Genexpression auf das Outcome nach Microarraytyp GPL 8300

GPL8300 erhdht—>schlechteres Uberleben erhdht = besseres Uberleben
EMT-Induktoren NFKB1.(C) (p=0,0388)
EMT-Repressoren LLGL-2 (p=0,0040)

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Auch hier bestatigt sich die Beobachtung, dass Zeb1 bei einer erhéhten Expression mit einem
lingerem Uberleben zu korrelieren scheint. LEF1 und NFKB1 scheinen dagegen ein verkiirztes
Uberleben zu bewirken. Der EMT-Repressor LLGL2 hat beim Microarray GPL 8300 bei erhéhter
Expression nach unseren Ergebnissen ein lingeres Uberleben zur Folge. Widerspriichliche
Ergebnisse sind dagegen bei TGFR2 zu sehen.

Insgesamt muss hierzu jedoch darauf hingewiesen werden, dass diese Ergebnisse nach der
Bonferroni-Korrektur (bis auf Zeb 1. (A) beim Genchip GPL96 in der Einteilung nach Median)
alle nicht signifikant sind. AuRerdem sind diese Ergebnisse jeweils nur in einzelnen Microarrays

zu finden.
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3.3.3 Subgruppenanalyse

Um zu priifen, ob die gewonnenen Ergebnisse tatsdchlich durch den Einfluss der
Genexpression zu Stande gekommen sind und nicht aufgrund von anderen Faktoren, wurden
weitere Subgruppenanalysen durchgefiihrt. Hierbei wurde lediglich der Microarraytyp GPL570

verwendet.

a) Goldstandard-Therapie

Um einen Einfluss der Therapieunterschiede auf das Gesamtiiberleben auszuschlieBen, wurde
speziell die Gruppe von Patienten herausgegriffen, von denen man weil3, dass sie einheitlich
mit Operation, Bestrahlung und Temozolomid-Chemotherapie behandelt wurden. Dies war

allerdings eine relativ geringe Patientenanzahl von nur 45 Individuen.

1.Einteilung nach Perzentilen

Tabelle 31: Genexpression der Glioblastome >50. Perzentile der Expression des NG

> 50.Perzentile schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren Faktor 3: TCF3.(A) (p=0,034) Faktor 1,5: TGFR2.(E) (p=0,0435)
Faktor 3: TGFR2.(B) (p=0,0028)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Tabelle 32: Genexpression der Glioblastome >80. Perzentile der Expression des NG

> 80.Perzentile schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren Faktor 2: VIM.(B) (p=0,04) Faktor 2: TGFR2.(B) (p=0,0008)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Tabelle 33: Genexpression der Glioblastome <50. Perzentile der Expression des NG

< 50.Perzentile schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren Faktor 0,5: ZEB2.(C) (p=0,05)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
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Abb. 18: Goldstandard Zeb2.(C), <50. Perzentile Faktor 0,5 (GPL 570), Log rank: 0,05

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB2.(C) der angegebenen Bedingung (<50. Perzentile x 0,5
bezogen auf die Vergleichsproben der gesunden Gehirnproben) entsprechen.

0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB2.(C) der Bedingung nicht entsprechen.

Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im

Diagramm ist die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende eingetragen. Die

Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Tabelle 34: Genexpression der Glioblastome <20. Perzentile der Expression des NG

< 20.Perzentile schlechteres Uberleben besseres Uberleben

EMT-Induktoren

EMT-Repressoren Faktor 0,67: LLGL2.(A) (0,0001)

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Zusammenfassend kann man sagen, dass auch diese Untergruppe von Patienten, die mit der
Goldstandardtherapie behandelt wurden, dhnliche Tendenzen aufweist. Die einzelne
GruppengroBe fallt zwar bis auf bei LLGL2.(A) und Zeb2.(C) unter die Grenze von 10, jedoch
stimmt die Tendenz dennoch mit der Gesamtpatientengruppe lberein, sodass man daraus
schlussfolgern kann, dass trotz Therapieunterschieden dhnliche Phdnomene beziiglich der

Korrelation zwischen Uberleben und Genexpression beobachtet werden kénnen.
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2. Einteilung nach Median (GPL570)

Tabelle 35: Einfluss der Genexpression auf das Outcome in der Goldstandard-Gruppe

GPL570 erhdht=>schlechteres Uberleben | erhdht = besseres Uberleben

EMT-Induktoren Zeb2.(C) (p=0,0467)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze

(siehe Kapitel Material und Methodik).

Uberlebensfunktionen
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Abb. 19: Goldstandard, Einteilung nach Median, ZEB2.(C), Log Rank (p=0,0467)
1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB2.(C) oberhalb des Medians der Expressionsstéarke
bezogen auf alle Patientendaten des GPL 96 liegen.
0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB2.(C) unterhalb des Medians der Expressionsstarke
bezogen auf alle Patientendaten des GPL 96 liegen.
Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im
Diagramm ist hierfiir die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende
eingetragen. Die Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Die Ergebnisse aus der Analyse nach Perzentileneinteilung spiegeln sich in der Einteilung nach
Median nicht wider. Lediglich ZEB2 zeigt bei erhdhter Expression ein besseres Uberleben, was
nicht zu der EMT-Theorie passt. Doch auch dieses Ergebnis ist nach Bonferoni-Korrektur nicht
mebhr signifikant. Um fiir diese Subgruppenanalyse eine eindeutige Aussage zu treffen,

mussten mehr Daten miteinander verglichen werden.
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b) Altersanalyse

Um zu sehen, inwieweit die Ergebnisse durch das Alter beeinflusst werden, wurden die

Analysen nach Alter geschichtet nochmals durchgefiihrt. Hierbei kam fiir eine ausreichende

Gruppengrosse lediglich die Auswertung nach Median zum Einsatz. Dazu wurde zunachst der

Altersmedian ermittelt, um anhand dessen zwei Gruppen zu bilden, die dann gesondert nach

Kaplan Meier ausgewertet wurden Der Microarraytyp 8300 hatte eine zu geringe DatengréRe

mit Altersangabe (n=21), sodass nur Daten der Microarraytypen GPL 96 (n=162) und GPL 570

(n=84) wie folgt ausgewertet wurden:

bei GPL96 war der Altersmedian 55. Damit wurden alle Glioblastomproben von Patienten mit

<55.Lebensjahr als jung und >=55.LJ als alt eingestuft.

bei GPL570 lag der Altersmedian bei 52,5. Damit wurden alle Glioblastomproben von Patienten

mit <52,5 Lebensjahr wurde als jung, >= 52,5.Lebensjahr als alt eingestuft.

Tabelle 36: Einfluss der Genexpression auf das Outcome unter Berlicksichtigung des Alters
flr Microarray GPL96

GPL96

erhdht—>schlechteres Uberleben

erhdht = besseres Uberleben

EMT-Induktoren

jung: SNAI2 (p=0,03)
LEF1.(B) (p=0,001)

jung: ZEB1.(A),(C)
(p=0,008/0,02)
alt: ZEB1.(B) (p=0,03)
TWIST1 (p=0,03)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

-48 -




Uberlebensfunktionen

age=0
1,0 ZEB1.A
—0
— 1
+ 0-zensiert
0,8
+ 1-zensiert
c
@ 0,6
o
Q<
=
[}
o
D
. 0,4
£
=
N4
0,2
0,0
! ! ! ! !
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0

Uberlebenszeit

Abb. 20 Altersanalyse (jung) Einteilung nach Median, ZEB2.(C), Log Rank 0,008

1 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeproben beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1.(A) oberhalb des Medians der Expressionsstarke
bezogen auf die junge Patientengruppe (age=0) des GPL 96 liegen.
0 entspricht der Uberlebenskurve von Glioblastompatienten, deren Gewebeprobe beziiglich
der Expressionsstarke von ZEB1.(A) unterhalb des Medians der Expressionsstarke
bezogen auf die junge Patientengruppe des GPL 96 liegen.
Zensiert wurden hierbei die Falle, die zum Zeitpunkt des Studienendes noch lebten. Im
Diagramm ist hierfiir die Zeitspanne von Diagnosestellung zum Beobachtungsende
eingetragen. Die Zeiteinheit fiir das Uberleben ist in Monaten angegeben.

Insgesamt fallt auf, dass in der jliingeren Patientengruppe ein groRerer Einfluss der Expression
auf das Gesamtiiberleben zu sehen ist. Auch entspricht dies eher den Resultaten des gesamten
Patientenkollektivs. Dabei geht es jedoch nur um Tendenzen, da die Ergebnisse nach
Bonferoni-Korrektur nicht mehr signifikant sind. Anhand der einzelnen Gene sollen die
Ergebnisse genauer erldutert werden:

Bei Zeb1.(A) und Zeb1.(B) war ebenso in der Gesamtgruppe bei der Einteilung nach Median ein
Unterschied zu erkennen. Bei der altersgeschichteten Analyse treten allerdings nur bei den
jungeren Patienten bei Zeb1. (A) und Zeb1.(C) deutliche Unterschiede auf. Bei Zeb1.(B)
dagegen traten ausschliefRlich bei den alteren Patienten deutliche Unterschiede auf.

Fiir SNAI2 gab es bei der Gesamtgruppe in der Einteilung nach Median keine signifikanten

Resultate, jedoch bei der Einteilung in Perzentilen sowohl bei >50.Perzentile Faktor 1,5 und
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Faktor 2 als auch bei >80. Perzentile Faktor1,5 und 2. Bei der altersgeschichteten Analyse sieht
man die Unterschiede nur bei den jingeren Patienten. Hier zeigt sich wie auch in der
Gesamtgruppe entsprechend der EMT-Theorie ein Uberlebensnachteil bei erhéhtem SNAI 2.
TWIST1 hingegen zeigt im dlteren Patientenkollektiv ein Uberlebensvorteil. Diese Aussage
kann weder fir die jlingere Gruppe, noch fiir das Gesamtkollektiv getroffen werden.

LEF1.(B) wiederum deutet auch in der Gesamtgruppe auf einen Zusammenhang zwischen einer
erhéhten Expression und verkiirztem Uberleben hin. In der altersgeschichteten Analyse ist

dieser Zusammenhang nur bei den jlingeren Patienten (bis 50. Lebensjahr) zu sehen.

Tabelle 37: Einfluss der Genexpression auf das Outcome unter Berlicksichtigung des Alters
flr Microarray GPL570

GPL570 erhdht—>schlechteres erhdht = besseres Uberleben
Uberleben

EMT-Induktoren jung: TGFR2.(B) (p=0,07)

EMT-Repressoren alt: EP300.(A) (p=0,0007)

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).

Zwischen den beiden Microarraytypen gibt es hier leider keine Ubereinstimmungen in den
Ergebnissen. Bei der Gesamtgruppe hatte TGFR2.B als einziges Gen ein signifikantes Resultat.
In der altersgeschichteten Analyse ist lediglich bei den jiingeren Patienten eine Tendenz zu
finden, allerdings ohne statistische Signifikanz.

Der hier gezeigte signifikante Unterschied fiir das Gen EP300.A, der lediglich bei den alteren
Patienten auftritt, ist ebenso in einigen Gesamtgruppenanalysen nach Perzentileneinteilung zu

finden, nicht jedoch in den Untersuchungen mit der Einteilung nach Median.

c) Methylierungsstatus

Bei manchen Expressionsdaten von Gewebeproben war der zugehorige Methylierungsstatus
des MGMT-Promotors angegeben. Da hierbei in der Literatur mehrfach ein groBer Einfluss auf
das Uberleben gesehen wird (Etcheverry et al. 2010), entschieden wir uns, dies in der
Subgruppenanalyse ebenso mit zu beriicksichtigen. Die Angaben waren nur beim
Microarraytyp GPL 570 zu finden. Aufgrund der geringen GruppengréfRen eignete sich hier

lediglich die Analyse mit der Einteilung nach Median.
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Tabelle 38: Einfluss der Genexpression auf das Outcome unter Berlicksichtigung des

Methylierungsstatus

GPL570 erhdéht—>schlechteres erhdht = besseres Uberleben
Uberleben
EMT-Induktoren u: NFKB2.(A) (p=0,02) u: ZEB2.(C) (p=0,01)

TCF3.(F) (p=0,02)
m: NFKB1 (p=0,005)

EMT-Repressoren

Die Zusatzbezeichnungen .(A), .(B) etc. beziehen sich auf die entsprechenden Sondensatze
(siehe Kapitel Material und Methodik).
m=methyliert, u= nicht methyliert.

Diese Signifikanzen entsprechen groRtenteils nicht der Gesamtgruppe. Lediglich in der
Perzentileneinteilung kann man ein tGbereinstimmendes Ergebnis bezlglich des Gens
ZEB2.(C)finden. In der Einteilung nach Median war in der Gesamtpatientengruppe
ausschlieRlich bei TGFR2.(B) Hinweise auf eine Korrelation zwischen Expression und Uberleben
zu erkennen.

Letztlich ist die Subgruppe mit 21 Probanden mit methyliertem MGMT und 21 Probanden mit
nicht methyliertem MGMT relativ klein, sodass die Aussage, die damit getroffen werden kann,

nicht sehr stichhaltig ist.

-51-




4 Diskussion

Die schlechte Prognose des Glioblastoms ist unter anderem durch das infiltrative Wachstum
wesentlich bestimmt. Insbesondere die Tatsache, dass einzelne Zellen in das gesunde
Umgebungshirngewebe wachsen und sich dort einer operativen Therapie entziehen,
begriinden die therapeutische Problematik. Diese Zellen proliferieren teilweise tiber Wochen
und Monate kaum, sodass sie auch den postoperativen Therapien, wie Bestrahlung und
Chemotherapien standhalten und schliefSlich Lokalrezidive bilden, welche nur noch schwer
kontrollierbar sind und meist rasch zum Tode fiihren (Jellinger, 1978).

Die tumorbiologischen Grundlagen fur das infiltrative Verhalten sind seit Jahren Gegenstand
der Forschung. Die Entschliisselung ist bislang nur in Ansadtzen gelungen. Auch wurden viele
Therapiebemihungen diesbeziiglich unternommen. Es gibt jedoch noch keine Medikamente,

welche nachweislich das infiltrative Wachstum der Tumorzellen inhibieren.

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag in der Diskussion zur Frage der moglicherweise
zugrunde liegenden Mechanismen der Migration und Infiltration von Glioblastomzellen
leisten.Bei einer anderen Gruppe von Tumoren, den Karzinomen, findet die Frage der
Metastasierungsmechanismen eine mogliche Antwort in der Hypothese der EMT (Epithelial-
Mesenchymalen Transition). Dies wird in verschiedenen Arbeiten ausgefiihrt, so zum Beispiel
in einer Studie von Rosivatz, in welcher die Rolle der EMT im Magenkarzinom erlautert wird
(Rosivatz et al., 2002). Mehrfach war auch das Mammakarzinom, Prostatakarzinom oder auch
das Lungenkarzinom Gegenstand der Forschung (Yang et al., 2004; Graham et al., 2008;
Kamitani et al. 2009)

Zwar handelt es sich bei dem Glioblastom um einen neuroektodermalen, also weder um einen
epithelialen noch um einen mesenchymalen Tumor, dennoch konnten bereits einige
Signalkaskaden und Signalmolekiile, welche fiir die EMT entscheidend sind, auch in
Glioblastomen nachgewiesen werden (Wirfel, 2009).

Hierzu wurde bereits beispielsweise eine experimentelle Arbeit angefertigt, in welcher dies
insbesondere in Bezug auf das Schliisselgen SNAIL1 an 4 Tumorzelllinien untersucht wurde
(Wurfel, 2009). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass zahlreiche EMT-induzierende Gene
und typische Signalwege auch im Gehirntumor exprimiert werden.

In der vorliegenden Arbeit soll anhand einer Metaanalyse der Genexpressionsdaten einer

groRen Anzahl von Glioblastomgewebeproben liberprift werden, inwieweit hieraus ggf.
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Aussagen Uber die mogliche Bedeutung von EMT-Schliisselgenen in menschlichen
Glioblastomen getroffen werden kénnen.

Dariber hinaus wird hier die Frage gepriift und diskutiert, ob eine entsprechend erhéhte, bzw.
erniedrigte Expression von Genen, welche als EMT-fordernd oder -inhibierend gelten,

moglicherweise auch mit klinischen Uberlebensdaten korreliert.

Fir die vorliegende Arbeit ergeben sich hieraus die folgenden fiinf Thesen:

These 1

Im Glioblastom existiert, wie bei Karzinomen, ein EMT-dhnlicher Mechanismus.

These 2
Gliome der Grade I-lll weisen Parallelen zum Glioblastom in der Genexpression von EMT-

Schliisselgenen auf.

These 3

ZEB1 spielt bei der Entstehung von Hirntumoren eine bedeutende Rolle.

These 4

Eine veranderte Expression der EMT-férdernden und -hemmenden Gene hat eine Auswirkung

auf die Gesamtprognose beim Glioblastom.

These 5

Die Ergebnisse sind zwar durch andere Einflussfaktoren, wie Therapieunterschiede und Alter

gepragt, jedoch auch unabhangig von diesen aussagekraftig.
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Zu These 1

Eine groRe Anzahl an Genexpressionsdaten von Glioblastomproben wurde gesammelt und den
enstprechenden Genexpressionsanalysen von gesundem Hirngewebe gegeniibergestellt.

Die hierflir ausgewahlten Gene resultieren aus intensiven Literaturrecherchen. Dabei bezogen
wir uns auf Quellen, in denen entsprechend den aus Karzinomen bekannten genetischen
Zusammenhangen, welche bei der sogenannten EMT eine entscheidende Rolle spielen, eine
Gruppe von EMT-férdernden und EMT-hemmenden Gene formiert wurde. Diese sollten in der
vorliegenden Arbeit bezlglich einer moglicherweise dhnlichen Rolle beim Glioblastom gepriift
werden.

Es sollte also in einem ersten Schritt getestet werden, inwieweit entsprechende
Genexpressionsunterschiede zwischen dem normalen Hirngewebe und den veranderten Zellen
eines Glioblastoma multiforme existieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Genexpressionsdaten von insgesamt 293 Patienten mit
einem Glioblastom 207 Gewebeproben einer Kontrollgruppe gegeniibergestellt. Diese Daten
wurden aus insgesamt 8 Studien zusammengetragen. Obwohl diese Analysen in verschiedenen
Forschungszentren teilweise auch verschiedener Lander durchgefiihrt wurden, resultieren
daraus viele Ubereinstimmungen, die hier ndher erldutert werden sollen.

Idealerweise sollte man erwarten, dass die Ergebnisse unabhangig von den verwendeten
Sondensatzen, den unterschiedlichen Microarrays, zum gleichen Ergebnis kommen, zumal bei
allen drei Microarrays nach den bekannten Protokollen von Affymetrix gearbeitet wurde. Dies
ist jedoch nur eingeschrankt der Fall.

Bei der Auswertung der Sondenséatze der Microarrays GPL96 und GPL570 wurden viele
Ubereinstimmungen gesehen.

In beiden gemeinsam sind TGFR2, Zeb1, SNAI2, TCF3, ITGA4, LEF1 und VIM erhéht gegeniiber
dem Normalgewebe. Diese Gene sind allesamt sogenannte EMT-fordernde Gene, kommen
jedoch in unterschiedlichen Signalwegen der EMT vor. Zu einer widersprichlichen Aussage
kommt es im Microarray GPL570 beim EMT-Schlisselgen Zeb2. Dieses gilt als sogenannter
EMT —Induktor und misste damit im infiltrativen Glioblastom deutlich starker exprimiert sein
als im Normalhirngewebe.

Zeb?2 ist jedoch nach der vorliegenden Analyse erniedrigt im Vergleich zum normalen
Hirngewebe. Solche dem Konzept der EMT eher widersprechende Ergebnisse scheinen jedoch
in der vorliegenden Arbeit insgesamt eine Ausnahme darzustellen.

Eine weitere Beobachtung ist, dass EMT-Repressoren gegeniiber den EMT-férdernden Genen
eine eher untergeordnete Rolle zu spielen scheinen, da lediglich bei der Auswertung von

Microarray GPL570 die EMT-Repressoren LLGL2 und EP300 eine erniedrigte Expression
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aufweisen, wahrend erhoht exprimierte EMT-Induktoren durchweg in einer deutlich héheren
Zahl zu finden sind.

Dass nicht immer die Verteilung von EMT-Induktoren und EMT-Repressorenn unseren
Erwartungen entsprechen, bzw. die Ubereinstimmungen zwischen den Microarrays teilweise
sehr differieren, konnte folgende Ursachen haben:

1. Es konnten moglicherweise unterschiedliche Studienbedingungen fiir uneinheitliche
Ergebnisse verantwortlich sein. Dies lasst sich retrospektiv nur unvollstandig beurteilen, da die
veroffentlichten Informationen nur einen eingeschrankten Zugang zu den Studienbedingungen
zulassen.

2. Es kénnte auch eine mogliche Variabilitdt in der Auspragung des EMT-Phdnotyps vorliegen,
wie teilweise auch in Karzinomen beobachtet wurde. So zum Beispiel bei Mamma-Karzinomen,
deren Metastasen teilweise eine epitheliale Morphologie aufweisen (Tarin et al., 2005;
Thompson et al., 2005), was impliziert, dass nicht nur EMT-abhéngige Mechanismen fiir die
Metastasierung verantwortlich sind. Eine andere Erklarung hierfir kénnte sein, dass Zellen ihre
mesenchymalen Eigenschaften ablegen, sobald sie ihr Zielorgan erreicht haben (Yang und

Weinberg, 2008).

Folgende Gene sind sowohl (iber die Vielzahl an Daten in den verschiedenen Studien und
Auswertungen als auch Uber die verschiedenen Sondensatze Gibereinstimmend Uberexprimiert
in den Glioblastomgewebeproben gegeniiber dem Normalgewebe nachzuweisen: TGFR2, TCF3
und VIM.

TGFR32 nimmt dabei eine zentrale Rolle in den verschiedenen EMT-Signalwegen ein und
induziert wiederum selbst andere EMT-Induktoren, u.a. SNAI1, Zeb1, Zeb2 und TCF3 (Thiery
und Sleeman, 2006; Miyazono, 2009).

Vimentin (VIM) ist ein Marker mesenchymaler Zellen und der EMT sowie wichtiger Bestandteil

des Aktin-Zytoskeletts (Thiery und Sleeman, 2006)

Ob die Hohe der Expression der einzelnen Gene eine Konsequenz fiir den Patienten und

dessen Krankheitsverlauf hat, soll in den Erlduterungen zu der These 4 diskutiert werden.

Beurteilung These 1 ("Im Glioblastom existiert, wie bei Karzinomen, ein EMT-dhnlicher

Mechanismus")
Insgesamt kann diese These angenommen werden. Viele der Gene und Signalwege, welche fir

eine EMT sprechen, konnten in einer erhéhten Expression im Glioblastom gefunden werden.
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Im Gegenzug findet sich keine bedeutsame Expression von Genen, welche als EMT-

Antagonisten fungieren.

zu These 2

In einem zweiten Schritt wurde ein Vergleich zwischen der Genexpression von Glioblastomen
und Gliomen der WHO-Grade I-1ll gezogen. Dabei wurden aus der Gruppe Grad | Pilozytische
Astrozytome (n=40) gewahlt, aus der Gruppe Grad Il Oligodendrogliome (n=38) aus der
Gruppe Grad lll Anaplastische Astrozytome gewahlt (n=19). Oligodendrogliome der Gruppe
Grad lll (n=12) und Astrozytome aus der Gruppe Grad Il (n=7) wurden hier aufgrund der

geringen Anzahl aus der Wertung herausgenommen.

Dem gegenibergestellt wurden Daten aus Glioblastomgewebeproben, welche nochmals in
drei Gruppen unterteilt wurden, namlich in Erstdiagnose (n=82), Rezidivdiagnose (n=20) und
GBM-Gesamt (=Erstdiagnose + Rezidivdiagnose + unbekannter Diagnosezeitpunkt (n=163) ).
Diese Unterteilung wurde vor dem Hintergrund vorgenommen, dass Tumore unter Therapien

Einflissen ausgesetzt sind, welche die Tumorgenetik nachweislich beeinflussen.

Beispielsweise konnen auch manche routinemalig eingesetzte Tumorbehandlungen die EMT
und damit invasives Wachstum und Metastasierung fordern, so zum Beispiel eine
Chemotherapie mit Oxaliplatin, welche eine EMT in kolorektalen Karzinomzelllinien induzieren

kann (Yang et al., 2006).

Daher fand in dieser Arbeit lediglich eine Gegeniiberstellung der niedriggradigen Gliome zu

den erstdiagnostizierten Grad |V Glioblastomen statt.

Vielleicht wiirde man annehmen, dass die Unterschiede in der Genexpression vom normalen
Hirngewebe (iber die Grade I-IV kontinuierlich zu nimmt. Da die Pathogenese jedoch zwischen
den einzelnen Tumorentitdten sehr unterschiedlich ist und lediglich ein maligne

Transformation zwischen Grad Il iber Grad Ill zu Grad IV bekannt ist, ist dies nicht zu erwarten.

Interessanterweise sind laut den vorliegenden Analysen die Unterschiede beziglich der Gene,
welche im Zusammenhang mit der EMT stehen, zwischen Grad | und Grad IV weniger
signifikant als zwischen Grad IV und Grad Il bzw. Grad lll, was man aufgrund des

pathogenetischen Hintergrundes so primar nicht erwarten wiirde.

So unterscheiden sich die beiden Tumorgruppen Grad | und Grad IV lediglich in finf der
untersuchten Gene signifikant. Die Expression der Gene TGFR2, TCF3 und TWIST1 sind im
Glioblastom im Vergleich zu den pilozytischen Astrozytomen erhéht, umgekehrtes gilt fiir ZEB1

und VIM.
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Dagegen kénnen zwischen den Grad IV- und Grad Il bzw. Grad lll-Tumoren deutlichere

Genexpressionsunterschiede gesehen werden.

Ahnlich wie auch im Vergleich zum Normalgewebe weist das Glioblastom auch gegeniiber

Grad I-lll Gliomen eine erhéhte Expression von TGFR2 und TCF3 auf.
Besonders auffallig sind bei dieser Analyse folgende Gene:

Vimentin - ein mesenchymaler Marker: Dieser ist wider Erwarten beim pilozytischen
Astrozytom deutlich gegeniiber dem Glioblastom erhoht. Bei den Grad II- und IlI-Gliomen ist
Vimentin dagegen erwartungsgemald niedriger exprimiert als beim Glioblastom. Noch
eindrucksvoller erscheint das Gen Zeb1, welches gegeniliber dem Glioblastom in den Gliomen

Grad I-lll deutlich Gberexprimiert ist. Dazu folgen im nachsten Abschnitt ndhere Erlauterungen.

Beurteilung der These 2: ("Gliome der Grade I-lll weisen Parallelen zum Glioblastom in der

Genexpression von EMT-Schllsselgenen auf.")

Diese These kann nur bedingt bestatigt werden. Eher miisste man sagen, dass dhnlich wie im
Vergleich zum Normalgewebe das Glioblastom eine signifikant erhéhte Expression der EMT-
fordernden Gene gegeniiber den Gliomen der Grade I-lll aufweist, was wiederum mit der
Tatsache korreliert, dass Grad Il und Grad Ill-Tumore einen prognostisch deutlich glinstigeren
Verlauf aufweisen. Um jedoch eine genauere Einschatzung der Rolle der EMT in den Gliomen
der Grade I-lll vornehmen zu kdnnen, misste zusatzlich ein Vergleich der Gliome I-Ill zum

Normalgewebe gezogen werden.

zu These 3

Es handelt sich bei TCF8 (Zeb1) um einen Zinkfingertranskriptionsfaktor, welcher Teil des TGFR-
Signalweges ist. Typischerweise induziert wird es unter anderem durch TGFR, aber auch durch
SNAI1 und Botenstoffen wie Prostaglandin E2, HIF1a und 8. (Peinado et al., 2007; Hugo et al.,
2011).

Zeb1 selbst ist in der Lage, E-Cadherin zu supprimieren und damit die EMT einzuleiten (Graham
et al., 2008; Hugo et al., 2011). Umgekehrt konnte auch festgestellt werden, dass bei einer
Herunterregulierung von Zeb1 epitheliale Marker wie E-Cadherin wieder exprimiert werden

(De Wever et al., 2008)

Im Vergleich zum normalen Hirngewebe ist Zeb1 basierend auf Mikroarraydaten im

Glioblastom oft erhoht (Staege MS, personliche Mitteilung). Dies war der Ausgangspunkt, der
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zu weiteren Untersuchungen hinsichtlich dieses Themas veranlasste, was die besondere

Aufmerksamkeit fiir dieses Gen begriindet.

Zu erwarten wire auch eine deutliche Uberexpression gegeniiber Gliomen der Grade I-1ll, wie
es auch bei den meisten anderen EMT-induzierenden Genen nach den Analysen der

vorliegenden Arbeit der Fall ist.

Zeb 1 stellt hier jedoch eine Ausnahme dar. Es ist in allen 3 Gruppen der Gliome der Grade I-ll|
signifikant hoher exprimiert als im Glioblastom, am hdchsten bei den pilozytischen

Astrozytomen.

Zum einen kann hieraus moglicherweise geschlussfolgert werden, dass fiir eine Induktion der
EMT ein Signalweg nicht isoliert betrachtet werden kann, sondern erst das Zusammenspiel
verschiedener Aspekte zielflihrend ist. Oder aber man kdnnte daraus folgende Interpretation

formulieren:

Fiir die Entstehung und Pathogenese eines Hirntumors scheint Zeb1 eine wichtige Rolle zu
spielen, jedoch fir die Krankheitsprognose nicht von Nachteil zu sein. Im Gegenteil, ggf. hat es
sogar einen positiven Effekt. So miisste man davon ausgehen, dass Zeb1 neben der Rolle in der

EMT noch weitere wichtige Funktionen innehat.

In einer Arbeit (Postigo et al., 2003) wird beispielsweise erlautert, dass Zeb1l als
Transkriptionsrepressor fungiert und dabei je nach Zelltyp unterschiedliche Effekte haben
kann. So fuhrt Zeb1 in hamatopoetischen Zellen zu einer Herunterregulierung von Interleukin

2, Immunglobulin und CD4, wahrend in mesenchymalen Zellen das Gen p73 inhibiert wird.

Als zusatzlicher interessanter Aspekt kommt in den Experimenten zum Tragen, dass Zeb1 nur
in der Anwesenheit von TGFR seine Funktion als Transkriptionsrepressor ausiibt (Postigo et al.,

2003).

In der vorliegenden Arbeit kann man jedoch sehen, dass TGFR2 in den Gliomen der Grade I-llI
deutlich weniger hoch als im Glioblastom exprimiert ist. Dies konnte ein Erklarungsansatz
dafiir sein, weshalb hier der repressive Effekt von Zeb1l moglicherweise nicht zum Tragen

kommt.

Beurteilung der These 3: " ZEB1 spielt bei der Entstehung von Hirntumoren eine bedeutende

Rolle."
Es konnte in den durchgefiihrten Untersuchungen gezeigt werden, dass auch bei der Analyse
einer groflen Datenmenge das Gen Zeb 1 bei Glioblastomen gegenliber dem normalen

Hirngewebe signifikant hoher exprimiert wird. Die genaue Bedeutung des Gens und die Rolle,
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welche es in der Entstehung von Glioblastomen hat, konnte nicht vollstandig geklart werden.
Im Gegenteil, durch die Tatsache, dass Zeb 1 in niedriggradigen Gliomen sogar noch deutlich
hoéher als im GBM exprimiert ist, wurden neue Fragen aufgeworfen. Die Antworten hierzu

bleiben zum aktuellen Zeitpunkt spekulativ und bedirfen weiterer Untersuchungen.

zu These 4

Bereits in verschiedenen Tumoren konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen

einem EMT-ahnlichen Phanotyp und einer ungiinstigen Krankheitsprognose besteht.

In diesem Zusammenhang wird unter anderem die Theorie aufgestellt, dass es eine
Verkniipfung zwischen dem EMT-Programm und CSCs (Cancer Stem Cells) existiert, was
bedingen kdnnte, dass auch das Durchlaufen der EMT zu Therapieresistenzen fiihrt (Hollier et
al., 2009). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Ovarialzellkarzinomzellen gegeniiber
Paclitaxel resistent waren, welche eine hohe Expression an Twist und Snail aufwiesen
(Kajiyama et al., 2007). Dies mag beispielsweise daran liegen, dass der Eintritt der Apoptose,
welche durch Therapien ausgelost werden soll, nach Aktivierung der EMT in den Zellen eher

verhindert wird (Hollier et al., 2009).

Um zu lberpriifen, ob auch Zusammenhange zwischen Genexpression der EMT-Marker und
einer Krankheitsprognose bei Glioblastomen besteht, wurden in der vorliegenden Arbeit

verschiedene Untersuchungen angestellt.

Uber unterschiedliche Methoden wurden zunichst verschiedene Definitionen erstellt, um
auszudriicken, wann ein Gen im Vergleich zum Normalgewebe als erh6ht exprimiert gelten
soll, um diese dann in Kaplan Meier-Uberlebensanalysen mit klinischen Daten zu korrelieren

und auszuwerten.

Zwar ergibt die durchgefiihrte Untersuchung leider kein einheitliches Bild zwischen den
unterschiedlichen Microarrays, jedoch zeigt sich tiber verschiedene Methoden hinweg die
Aussage, dass eine erhéhte Expression von TCF3, VIM und SNAI2 bei Patienten mit verkiirztem
Uberleben zu finden ist. Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise, dass Zeb1, Zeb2 und TGFR-2

erhéht exprimiert zu sein scheinen bei Patienten mit verlangertem Uberleben.

Am deutlichsten ist diese Beobachtung bei Zeb1. Die Beobachtung, dass eine erhéhte Zeb1-
Expression mit einem verlidngerten Uberleben korreliert, findet sich in allen Microarrays und

Iasst sich sowohl mit der Perzentilen- als auch mit der Median-Methode nachweisen. Dies
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passt auch zu der vorab erlauterten Beobachtung, dass Zeb1l in Gliomen der Grade I-lll eine

deutlich héhere Expression aufweist als im prognostisch deutlich ungilinstigeren Glioblastom.

Generell muss darauf hingewiesen werden, dass nach der durchgefiihrten Bonferroni-
Korrektur nahezu keine der Ergebnisse signifikant waren, sodass hier insgesamt nur von

Tendenzen gesprochen werden kann.

Beurteilung der These 4:

"Eine veranderte Expression der EMT-fordernden und -hemmenden Gene hat eine Auswirkung

auf die Gesamtprognose beim Glioblastom."

Auch diese These trifft nicht uneingeschrankt zu. Es gibt durchaus Hinweise, dass eine hohe
Expression EMT-férdernder Gene eine unglnstige Prognose bedeutet. Jedoch finden sich
umgekehrt hierzu widersprechende Aussagen, sodass man wie auch bei den Karzinomen
davon ausgehen kann, dass die EMT nur ein Mosaikstein in der Erklarung fir invasives

Wachstum, Metastasierung und unglinstigem Krankheitsverlauf darstellt.

zu These 5

Da bei der Frage nach der Prognose viele Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht und Therapie
eine Rolle spielen, gingen wir zusatzlich darauf ein, ob die Tendenzen, welche wir in den
Uberlebensanalysen fanden, wirklich rein auf der unterschiedlichen Expression der Gene
basiert, oder ob andere Einflussfaktoren wie ein unterschiedliches Alter oder eine bestimmte

Therapie die beobachteten Unterschiede aufheben.

In einer Subgruppenanalyse wurden deshalb exklusiv Daten von Patienten ausgewertet,
welche mit der sogenannten aktuellen "Goldstandardtherapie" behandelt wurde. Dabei
konnten viele Ubereinstimmungen mit den Auswertungen des gesamten Patientenkollektivs

gesehen werden, auch wenn die Gruppengrole teilweise sehr klein war.

Interessante Resultate ergaben sich aus der altersgeschichteten Subgruppenanalyse: Hier fallt
auf, dass sich insbesondere bei den jliingeren Patienten (<50.L)) Expressionsunterschiede in der
Uberlebensprognose niederschlagen. Genauso wie in dem gesamten Patientenkollektiv scheint
eine erhéhte Expression von ZEB1 mit einem verlidngerten Uberleben korreliert zu sein.
Genauso verhalt es sich mit TGFR2 und TWIST1, wobei letzteres im Gesamtkollektiv keine

Ubereinstimmung zeigte.
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Umgekehrt hat eine erhohte Expression von SNAI2 und LEF1 in der Gruppe der jliingeren
Patienten eine verkiirzte Uberlebensdauer zur Folge. Bei den &lteren Patienten war wiederum
ein Unterschied bei der Expression des Gens EP300 auffillig, hierbei zeigte sich nur in diesem
Patientenkollektiv die Tendenz eines schlechteren Uberlebens bei Uberexpression. Insgesamt
ist dies jedoch eher eine Ausnahme, da ansonsten bei den von uns verwendeten Daten bei
dlteren Patienten keine relevante Korrelation von Genexpression der EMT-Marker und

Uberleben gesehen werden konnte.

Bereits seit mehreren Jahren ist bekannt, dass eine Methylierung des MGMT-Promotors mit
einem langeren Uberleben verbunden ist, da hierdurch das Ansprechen auf eine
Chemotherapie mit Temozolomid entscheidend beeinflusst wird (Etcheverry et al., 2010). Fir
eine dritte Subgruppenanalyse wurde daher der Methylierungsstatus des MGMT-Promotors
bericksichtigt. Dabei zeigte sich keinerlei Korrelation zu den Auswertungen des gesamten
Patientenkollektivs. Da sich fiir die MGMT-Promotoranalyse jedoch insgesamt nur 21 Proben

eigneten, kann diese Analyse nicht als aussagekréaftig gewertet werden.

Beurteilung der These 5: " Die Ergebnisse sind zwar durch andere Einflussfaktoren,

Therapieunterschiede und Alter gepragt, sind jedoch auch unabhangig davon aussagekraftig."

Es wurden hier sicherlich nicht alle Einflussfaktoren berlicksichtigt. Es zeigt sich jedoch, dass
bei verschiedenen Subgruppenanalysen dhnliche Ergebnisse, wie im Gesamtkollektiv zu sehen
sind. Die teilweise sehr kleinen GruppengréRen erlauben hier nur von Tendenzen zu sprechen,
um eine eindeutige Beurteilung der These abzugeben, miissten groBere Gruppen miteinander
verglichen werden. Hierflir waren zu wenige klinische Daten zu den entsprechenden

Genexpressionsdaten verfigbar.
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5. Zusammenfassung

Das Glioblastom stellt eine der aggressivsten Tumorarten des Menschen dar und bedeutet fur
den betroffenen Patienten zum aktuellen Zeitpunkt trotz intensiver Therapie meist eine sehr
schlechte Prognose. Verantwortlich hierfir ist vor allem die charakteristische Eigenschaft des

infiltrativen Wachstumes.

Die molekularbiologische Grundlage der Auflosung von Zellverbanden hin zur Invasion in das
benachbarte Gewebe, ist bei Karzinomen bereits oft Gegenstand der Forschung gewesen,
deren Erkenntnisse als Grundlage dienten fir die in dieser Arbeit vorgestellten
Untersuchungen. Eine wichtige Theorie stellt dabei die epithelial- mesenchymale Transition
(EMT) dar, die in Karzinomen als Grundlage fiir das invasive Wachstum und damit auch der
Metastasierung angesehen wird. Hierbei wandeln sich Epithelzellen in Zellen mit
mesenchymaler Eigenschaft um, die es ihnen moglich macht zu migrieren und die Basallamina
zu passieren. Es sind inzwischen eine Reihe von Signalwegen bekannt, die diesen Vorgang

durch die Initiierung von Transkriptionsfaktoren auslosen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob auch im Glioblastom EMT-adhnliche

Signalkaskaden vorkommen.

Dabei wurde zum einen anhand einer Datenanalyse von insgesamt 381 Glioblastomproben die
Expression von entsprechenden EMT-fordernden Genen bzw. epithelialen und

mesenchymalen Markern mit der Expression derselben Gene von Proben aus hirngesundem
Gewebe verglichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein GroRteil der Gene tatsachlich im
Vergleich zum Normalgewebe deutlich iberexprimiert ist. Insbesondere die Gene TGFR2,
Zebl, SNAI2, TCF3, ITGA4, LEF1 und VIM waren deutlich erhéht gegeniliber dem
Normalgewebe. Einige Gene zeigten auch keine signifikanten Unterschiede, Zeb 2 sogar ein der

EMT-Theorie widerspriichliches Ergebnis.

Es wurden auch Vergleiche zwischen der Genexpression in Glioblastomen und in
niedriggradigeren Gliomen durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich einige iberraschende
Ergebnisse. Insbesondere das Gen Zeb1, welches zu den EMT-fordernden Genen gehort, zeigte
wider Erwarten eine deutliche Uberexpression in den niedriggradigen Gliomen im Vergleich zu

den Glioblastomen. Die Erklarung hierfiir bleibt bislang spekulativ.

Die entscheidende Frage war nun, ob die nachgewiesenen Genexpressionsunterschiede im

Glioblastom auch eine Konsequenz fiir das Uberleben hat. In den diesbeziiglich durchgefiihrten
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Untersuchungen konnten keine signifikanten Ergebnisse gezeigt werden. Lediglich Tendenzen

zeichneten sich ab.

Um etwaige Ergebnisverschiebungen durch verschiedene Einflussfaktoren wie das Alter,
verschiedene Arten der Therapie und Prognoseparameter moglichst gering zu halten, erfolgten
mehrere Subgruppenanalysen. In der altersgeschichteten Analyse konnte gezeigt werden, dass
sich vor allem bei den jlingeren Patienten ein Einfluss der Expression auf die Prognose
niederschlagt. Andere Subgruppenanalysen waren teilweise zu klein, um ein aussagekraftiges

Ergebnis zu liefern.
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6. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten Anhaltspunkte gefunden werden, welche darauf
hindeuten, dass entscheidende Induktoren und Repressoren der EMT-Programme auch in
Glioblastomen eine Rolle spielen. Dies konnte durch eine erhéhte bzw. erniedrigte Expression

derselben im Vergleich zu gesundem Gehirngewebe gezeigt werden.

Um bezlglich der klinischen Korrelation, insbesondere der prognostischen Bedeutung dieser
Faktoren valide Aussagen treffen zu kdnnen, missen weiterfilhrende Untersuchungen an
grosseren Patientenzahlen und Tumorproben mit einhheitlicheren Ausgangsbedingungen

durchgefihrt werden.

Hieraus resultierende Ergebnisse kdnnten dann in der Tat weiterfiihrende Grundlagen fir die
Entwicklung von neuen Therapien des Glioblastoms darstellen, die die zielgerichtete

Beeinflussung der Tumormigration und -invasion zur Aufgabe hatten.
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8 Anhang

Tabelle 39: Probesets des Microarrays GPL 570

Probe set Abkiirzung | Zusatz | Name des Gens
212758 _s_at |ZEB1 (A) zink fingerE-box
210875_s_at |ZEB1 .(B) zink fingerE-box
212764 at ZEB1 .(Q) zink fingerE-box
239952 _at ZEB1 .(D) zink fingerE-box
203603_s_at |ZEB2 (A) zink fingerE-box
233031 _at ZEB2 .(B) zink fingerE-box
235593 _at ZEB2 .(C) zink fingerE-box
201130_s_at |CDH1 (A) cadherinl,typel
201131_s at |CDH1 .(B) cadherinl,typel
201426_s at |VIM (A) vimentin
1555938 x at | VIM .(B) vimentin
1554006_a_at|LLGL-2 (A) lethal giant larvae homolog 2
203713 s_at |LLGL-2 |.(B) lethal giant larvae homolog 3
219480 at SNAI1 .(A) snail homolog 1
213139 at SNAI2 (A) snail homolog 2
1560228 at |SNAI3 (A) snail homolog 3
220407_s_at |TGFB-2 |.(A) transforming growth factor, beta 2
209908 s at |TGFB-2 |.(B) transforming growth factor, beta 2
209909 s at |TGFB-2 |.(C) transforming growth factor, beta 2
228121 at TGFB-2 |.(D) transforming growth factor, beta 2
220406 _at TGFB-2 |.(E) transforming growth factor, beta 2
213943 at TWIST1 |.(A) twist homolog1 (Drosophila)
229404 at TWIST2 |.(A) twist homolog2 (Drosophila)
1554163 at |TWIST2 |.(B) twist homolog2 (Drosophila)

(A) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
209239 at NFKB1 enhancer in B-cells 1

.(A) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
207535_s_at |NFKB2 enhancer in B-cells 2

.(B) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
209636_at NFKB2 enhancer in B-cells 2
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nuclear factor of kappa light polypeptide gene

211524 at NFKB2 enhancer in B-cells 2
209151 x at |TCF3 (A) trancription factor 3
215260 s at |TCF3 .(B) trancription factor 3
209152 s at |TCF3 Q) trancription factor 3
209153 s at |TCF3 .(D) trancription factor 3
213811 x _at |TCF3 .(E) trancription factor 3
210776_x_at |TCF3 .(F) trancription factor 3
213731 _s at |TCF3 .(G) trancription factor 3
228052 x _at |TCF3 .(H) trancription factor 3

213732_at TCF3 .(n trancription factor 3

216647 _at TCF3 () trancription factor 3
213809 x at |TCF3 .(K) trancription factor 3

207113 s_at |TNF (A) tumor necrosis factor
211711 s at |PTEN .(A) phosphatase and tensin homolog
204054 at PTEN .(B) phosphatase and tensin homolog
233254 x_at |PTEN .(Q) phosphatase and tensin homolog
225363 _at PTEN .(D) phosphatase and tensin homolog
233314 _at PTEN .(E) phosphatase and tensin homolog
222176 at PTEN .(F) phosphatase and tensin homolog
227469 at PTEN .(Q) phosphatase and tensin homolog
242622 x _at |PTEN .(H) phosphatase and tensin homolog
213579 _s_at |EP300 (A) E1A binding protein p300
202221 s at |EP300 .(B) E1A binding protein p301
205885 s at |ITGA4 (A) integrin alpha 4

213416 at ITGA4 .(B) integrin alpha 4

205884 at ITGA4 .(C) integrin alpha 4

210948 s _at |LEF1 (A) lymphoid enhancer-binding factor 1
221558 s_at |LEF1 .(B) lymphoid enhancer-binding factor 1
221557 s at |LEF1 .(Q) lymphoid enhancer-binding factor 1
203084 _at TGFB-1 |.(A) transforming growth factor, beta 1
203085 s _at |TGFB-1 |.(B) transforming growth factor, beta 1
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Tabelle 40: Probesets des Microarrays GPL 96

Probe set Abkiirzung | Zusatz | Name des Gens
212758 s_at|ZEB1 (A) zink fingerE-box
210875_s_at|ZEB1 .(B) zink fingerE-box
212764 _at |ZEB1 (C) zink fingerE-box
203603 _s_at | ZEB2 (A) zink fingerE-box
201130_s_at|CDH1 (A) cadherinl,typel
201131 s_at|CDH1 .(B) | cadherinl,typel
201426 _s_at|VIM (A) vimentin
203713 s at|LLGL-2 .(A) lethal giant larvae homolog 2
219480_at |SNAIl (A) snail homolog 1
213139_at |SNAI2 (A) snail homolog 2
220407_s_at| TGFB-2 |.(A) transforming growth factor, beta 2
209908 s_at | TGFB-2 |.(B) transforming growth factor, beta 2
209909 s at|TGFB-2 |.(C) transforming growth factor, beta 2
220406 _at |TGFB-2 |.(D) transforming growth factor, beta 2
213943 at |TWIST1 |.(A) twist homologl (Drosophila)
.(A) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
209239 at |NFKB1 enhancer in B-cells 1
.(A) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
207535_s_at | NFKB2 enhancer in B-cells 2
.(B) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
209636_at |NFKB2 enhancer in B-cells 2
Q) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
211524 at | NFKB2 enhancer in B-cells 2
209151 _x_at|TCF3 (A) trancription factor 3
215260 _s_at|TCF3 .(B) trancription factor 3
209152_s at|TCF3 (C) trancription factor 3
209153 s_at|TCF3 .(D) |trancription factor 3
213811 x_at|TCF3 .(E) trancription factor 3
210776_x_at|TCF3 (F) trancription factor 3
213731_s_at|TCF3 (G) |trancription factor 3
213732_at |TCF3 .(H) | trancription factor 3

-76-




216647 _at |TCF3 1) trancription factor 3

213809 x at|TCF3 () trancription factor 3

207113 s_at| TNF .(A) | tumor necrosis factor

204053 _x_at|PTEN (A) phosphatase and tensin homolog
217492 _s at|PTEN .(B) phosphatase and tensin homolog
211711 s at|PTEN .(C) phosphatase and tensin homolog
204054 at |PTEN .(D) phosphatase and tensin homolog
222176_at |PTEN .(E) phosphatase and tensin homolog
202221 s_at|EP300 (A) E1A binding protein p300

205885 _s_at|ITGA4 (A) |integrin alpha 4

213416 _at |ITGA4 .(B) integrin alpha 4

205884 at |ITGA4 Q) integrin alpha 4

210948 s at|LEF1 (A) lymphoid enhancer-binding factor 1
221558 s at|LEF1 .(B) lymphoid enhancer-binding factor 1
221557 s at|LEF1 .(C) lymphoid enhancer-binding factor 1
203084 at |TGFB-1 |.(A) transforming growth factor, beta 1
203085 _s_at | TGFB-1 |.(B) transforming growth factor, beta 1

Tabelle 41: Probesets des Microarrays GPL 8300

Probe set Abkiirzung | Zusatz | Name des Gens

33440 at |ZEB1 .(A) zink fingerE-box

35681 r_at | ZEB2 (A) zink fingerE-box

2082 s at |CDH1 .(A) cadherini, typel

977 s at CDH1 .(B) cadherini, typel

34091 s at|VIM .(A) vimentin

35630 _at |LLGL-2 |.(A) lethal giant larvae homolog 2
38288 at | SNAI2 .(A) snail homolog 2

971 s at |TGFB-2 |.(A) transforming growth factor, beta 2
1262_s at |TGFB-2 |.(B) transforming growth factor, beta 2
40328 at |TWIST1 |.(A) twist homologl (Drosophila)

1378 _g_at |NFKB1 (A) nuclear factor of kappa light polypeptide gene

-77-




enhancer in B-cells 1

.(B)

nuclear factor of kappa light polypeptide gene

38438 _at |NFKB1 enhancer in B-cells 1

.(Q) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
1377_at NFKB1 enhancer in B-cells 1

.(A) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
535 s at |NFKB2 enhancer in B-cells 2

.(B) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
40362_at |NFKB2 enhancer in B-cells 2

.(Q) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
545 g at |NFKB2 enhancer in B-cells 2

.(D) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
544 at NFKB2 enhancer in B-cells 2

.(E) nuclear factor of kappa light polypeptide gene
40363_r_at | NFKB2 enhancer in B-cells 2
32874 at TCF3 .(A) trancription factor 3
1374 _g_at |TCF3 .(B) trancription factor 3
1373 _at TCF3 .(Q) trancription factor 3
259 s at |TNF (A) tumor necrosis factor
1852_at TNF .(B) tumor necrosis factor
1434 at PTEN (A) phosphatase and tensin homolog
39552 at PTEN .(B) phosphatase and tensin homolog
551 at EP300 (A) E1A binding protein p300
33896 _at |EP300 .(B) E1A binding protein p301
2061 _at ITGA4 (A) integrin alpha 4
35731 _at |ITGA4 .(B) integrin alpha 4
36021 at |LEF1 (A) lymphoid enhancer-binding factor 1
1634 s at |TGFB-1 |.(A) transforming growth factor, beta 1
1830 s at |TGFB-1 |.(B) transforming growth factor, beta 1
41445 at |TGFB-1 |.(Q) transforming growth factor, beta 1
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9 Thesen

These 1

Im Glioblastom existiert, wie bei Karzinomen, ein EMT-ahnlicher Mechanismus.

These 2
Gliome der Grade I-lll weisen Parallelen zum Glioblastom in der Genexpression von EMT-

Schlisselgenen auf.

These 3

ZEB1 spielt bei der Entstehung von Hirntumoren eine bedeutende Rolle.

These 4

Eine veranderte Expression der EMT-férdernden und -hemmenden Gene haben eine

Auswirkung auf die Gesamtprognose beim Glioblastom.

These 5

Die Ergebnisse sind zwar durch andere Einflussfaktoren, wie Therapieunterschiede und Alter

gepragt, jedoch auch unabhangig von diesen aussagekraftig.
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