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1. Einleitung

1.1 Glioblastoma multiforme (GBM)- Definition

Das Glioblastom zahlt zu den astrozytaren Hirntumoren und ist der haufigste maligne
hirneigene Tumor im Erwachsenenalter [1]. Die Inzidenz des GBM betragt
3,19/100.000 [2], [3]. Die Auftretenswahrscheinlichkeit des Glioblastoms steigt mit dem
Alter, mit einem Altersgipfel um das 64. Lebensjahr [2], [3]. Manner sind haufiger
betroffen als Frauen (1,6:1) [4]. Von den astrozytaren Tumoren sind 51% Glioblastome
und das Glioblastom macht 15 % der primaren ZNS Tumore aus [5]. Risikofaktoren,
die das Auftreten von Glioblastomen beginstigen, sind weitestgehend unbekannt,
lediglich ionisierende Strahlung und eine vorliegende Immunsupression scheinen
signifikant die Inzidenz zu erhéhen [6], [5].

Eine relative Haufung von Glioblastomen ist im Rahmen einiger Syndrome wie dem
Turcot-Syndrom, dem Li-Fraumeni-Syndrom oder der Neurofibromatose Typ 1 zu
beobachten [7], [4]. Der Anteil dieser familiar gehauft auftretenden Tumore an allen
auftretenden Glioblastomen betragt ca. 5% [8].

Kennzeichnend fir das GBM ist sein schnelles und invasives Wachstum. Eine
Metastasierung aullerhalb des ZNS kommt selten vor [5], [9]. Die mediane
Uberlebenszeit der Patienten betrdgt zwischen 12-15 Monaten, das mediane
progressionsfreie Uberleben 6,8 Monate [10], [11], [12]. Bis heute besteht keine
Madoglichkeit der Heilung [4], [12].

1.2 Lokalisation und Symptome

Die Glioblastome sind gehauft supratentoriell im fronto-temporalen Bereich der
Hemispharen lokalisiert [4], [9]. Prinzipiell kdnnen sie im gesamten Hirnareal inklusive
dem Kleinhirn, dem Hirnstamm und dem Rickenmark auftreten, wobei Glioblastome
im Bereich des Rickenmarks eine Raritat darstellen [13], [14]. Die genauen
Tumorgrenzen lassen sich meistens nicht definieren, was die therapeutischen
Mdoglichkeiten einschrankt [15]. Abhangig von der Lokalisation und der
Wachstumsdynamik des Tumors stellen sich die Patienten mit heterogenen
Krankheitssymptomen vor [16]. Durch das Tumorwachstum werden angrenzende
Hirnstrukturen verdrangt. Es kann zur Entwicklung eines Hirnddems kommen [17].
Klinisch klagen die Patienten Uber Kopfschmerzen, Erbrechen und Ubelkeit,

Bewusstseinseintribung, = Wesensveranderungen, Krampfanfalle, neurologische



Defizite jeder Art wie Hirnnervendefizite, Hemiparesen, Ataxie oder visuelle

Einschrankungen [16].

1.3 Histologische Kriterien des Glioblastoms

Das Glioblastom weist makroskopisch eine ausgepragte Heterogenitat auf [18]. Die
sichtbare graue Tumormasse bildet die Peripherie und ist haufig mit rétlich-braunen
Hamorrhagien durchsetzt, als Korrelat der Gefalsthrombosen [15]. Sie sdumt in den
meisten Fallen eine innenliegende gelbliche Nekrose. Dies hat dem Tumor den
Beinamen ,bunte Schnittflache® verliehen. Die Nekrose entspricht den
untergegangenen Myelinzellen und kann bis zu 80% der Tumormasse ausmachen
[15].

Mikroskopisch handelt es sich beim Glioblastom um einen pleomorphen, gering
differenzierten, astrozytdren Tumor mit variablem (,multiformen®) Erscheinungsbild
[15]. Zu den Kriterien, um histologisch ein Glioblastom nach dem WHO-Grad IV zu
diagnostizieren, zahlen glial-differenzierte Tumorzellen, eine erhohte
Zellproliferationsrate mit Kern- und Zellatypie, sowie strichférmige Nekrosen im
Tumorgewebe mit Pseudopallisadenstellung der Tumorzellen um die Nekrose [15],
[19]. Bei den Pseudopallisaden handelt es sich um dicht gepackte, fusiforme
Glioblastomzellen, die sich um die strichférmigen Nekrosen orientieren und Studien
zufolge Trager des Stammzellphanotypes sind [20], [21]. Glioblastomzellen besitzen
mehrere ovale hyperchromatische Nuclei, haben eine spindelférmige bis polygonale
Gestalt und weisen ein azidophiles Zytoplasma auf [16]. Ebenfalls findet man in diesen
Tumoren eine hohe endotheliale Proliferationsrate mit GefalRkonglomeraten, die zur
Thrombosierung neigen. Einblutungen, Riesenzellen und zystenartige Anteile sind
ebenfalls charakteristisch fur das GBM [15].

Abbildung 1 A: GFAP (gliale fibrillary acide proteine) Farbung eines Glioblastoms: GFAP als Haupt-
Intermediérfilament im Zytoplasma von Gliazellen (Astrozytenmarker), Gefal3proliferate sind in der
Farbung ausgespart (Pfeil).B: HE Féarbung eines Glioblastoms mit strichférmiger Tumornekrose und
Tumorzellen in Pseudopallisadenstellung (Pfeil1) und GeféBproliferaten (Pfeil 2) (A und B in 20-facher
VergréBerung).



1.4 Klassifikation des Glioblastoms nach der World Health Organisation (WHO)

Die Einteilung der glialen Tumore erfolgt zum jetzigen Zeitpunkt nach der im Jahre
2016 Uberarbeiteten Einteilung der WHO [22]. Das Glioblastom wird von der WHO als
WHO-Grad IV - Tumor klassifiziert [15], [22].

Die Hirntumoren werden von der WHO in vier Malignitatsgrade unterteilt.

WHO-Grad | - Gliome sind benigne, langsam wachsend und lassen sich haufig kurativ
durch eine Operation behandeln. Sie neigen nicht dazu in ein héheres WHO-Grad-
Stadium Uberzugehen [15].

WHO-Grad Il - Gliome sind als semibenigne einzustufen und haben in den meisten
Fallen eine gute Prognose. Sie sind hochdifferenziert und zeigen ein langsames
Wachstum, mit der Tendenz in das umgebende Hirnparenchym hineinzuwachsen. Sie
neigen zu Rezidiven und kdénnen in ein héheres WHO-Grad-Stadium tbergehen, was
zu einer sorgsamen Nachkontrolle dieser Patienten verpflichtet [23].

Mit einer deutlichen Reduktion der Uberlebenszeit gehen Tumore des WHO-Grads |l
einher. Sie gelten als semimaligne, sind gering differenziert und zeigen ein schnelles
und aggressives Wachstum [22].

Bei den Gliomen des IV. Grades, zu denen das Glioblastom zahlt, zeigt sich eine hohe
Proliferationsrate  undifferenzierter  Zellen. Dies ist mit einer rapiden

Krankheitsentwicklung und einer ungtinstigen Prognose assoziiert [24].

Seit der Uberarbeitung der WHO-Klassifikation im Jahre 2016 wird die histologische
Einteilung durch molekulargenetische Untersuchungen erganzt [22]. Die
molekulargenetische Untersuchung auf Deletionen und Mutationen im Glioblastom,
welche eine Auswirkung auf die Therapieansprache des Patienten haben, werden in
der neuen WHO-Klassifikation sowie den Leitlinien zur Therapieentscheidung des
GBMs berlcksichtigt. Zum jetzigen Zeitpunkt gehéren die Parameter IDH1/2 Mutation,
der MGMT-Methylierungsstatus sowie die 1p/19q Co-Deletion zur Routinediagnostik
[22], [25], [26]. In Abh&ngigkeit von ihrer neuronalen Differenzierung werden die GBM
in einem von R.G.W. Verhaak et al. im Jahre 2010 vorgestellten Modell an Hand von
genotypischen Veranderungen einzelnen Subklassen zugeordnet. Er nimmt eine
Unterteilung in vier Subgruppen vor: neuronal, proneuronal, mesenchymal und
klassisch [27]. Ziel dieser Einteilung ist es, die verschiedenen Tumorentitaten
voneinander abzugrenzen, um eine geeignete ,Target-orientierte” Therapie flr den

jeweiligen Patienten anwenden zu kénnen [28].



0°%-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) -Methylierungsstatus

Die O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase ist ein Desoxyribonucleinacid (DNA)-
Reparaturenzym, welches Alkylgruppen von der Position O° des Guanins entfernt [25],
[29]. Dies stellt eine Schutzfunktion gegentber Alkylierungen dar [5].

Das Gen, welches fur MGMT codiert, besitzt im Bereich der 5° Promotorregion eine
CpG-Insel. Liegt hier eine Methylierung vor, wird das Gen inaktiviert und es findet
keine weitere Transkription statt [30].

Eine Methylierung kann bei 40-50% der Tumore festgestellt werden [9]. Gehauft tritt
die Methylierung in sekundaren Glioblastomen auf [15]. Frihere Studien von Weller et
al. und Hegi et al. zeigten, dass im Falle der methylierten Promotorregion ein
entscheidender Vorteil flur Patienten bezlglich der Gesamtlberlebenszeit von circa 5
Monaten und eine deutlich bessere Ansprache auf die Temozolomid-Chemotherapie
besteht [29], [31]. Bisher ist der MGMT-Promotormethylierungsstatus klinisch fir das
Outcome des Patienten bezuglich der Chemotherapieansprache der relevanteste
Parameter [12], [25].

Isocitratdehydrogenase (IDH)

Die Isocitratdehydrogenase ist ein Enzym des Citratzyklus, welches die oxidative
Decarboxylierung von Isocitrat zu Alpha-Ketoglutarat katalysiert [32].

Mit Hilfe von molekulargenetischen Untersuchungen unterscheidet man zwischen
einem Wildtyp und einer IDH-mutierten Form [22]. In 85% der Falle findet man diese
Mutationen auf dem Codon 132 fir das IDH1-Gen und auf dem Codon 172 fir das
IDH2-Gen [33], [34]. Diese Genmutationen verdndern die Funktion der
Isocitratdehydrogenase [35]. Es kommt zu einer vermehrten Anreicherung von D-2-
Hydroxygluterat was normalerweise nur in sehr niedrigen Konzentrationen in der Zelle
vorkommt [36]. Dies fuhrt unteranderem zu einer Veranderung der Zusammensetzung
des Zytoskeletts [37]. D-2-Hydroxygluterat verandert den Zellstoffwechsel und fihrt zu
einem vermehrten oxidativen Stress. Tumorsupressorgene, die normalerweise Alpha-
Ketoglutarat als Cosubstrat benutzen, werden ebenfalls beeinflusst [35].

Die Isocitratdehydrogenasemutation tritt bei circa 12% der Glioblastome auf. Gehauft
ist die Mutation bei sekundaren Glioblastomen zu finden [30], [24], [38].

Eine IDH-Mutation ist sowohl bei primaren Glioblastomen als auch bei anaplastischen

Gliomen mit einer deutlich verbesserten Prognose korreliert [34, p. 2], [39].

Durch den IDH1-Verlust kann zuverldssig zwischen einem primdren und einem

sekundaren Glioblastom unterschieden werden [40]. 90% der Glioblastome entstehen



de novo als sogenannte primare Tumore. Bei diesen kann keine Entwicklung aus
einem niedergradigem Gliom heraus gefunden werden [5], [24], [41]. Die priméaren
Tumore gehen in der Regel mit einem IDH-Wildtyp einher. Sie zeigen einen Verlust
des 10q Armes, treten bei Patienten jenseits des 55. Lebensjahres auf und Manner
sind dreimal haufiger betroffen als Frauen [4], [22],[42]-[44], [45].

Die IDH-mutierten werden den sekundaren Glioblastomen zugeordnet, treten bei
jungeren Patienten auf, zeigen u.a. eine Uberexpression von PDGF/PDGFR und

entstehen in der Regel aus einem niedriggradigen Gliom heraus [4], [22], [43].

1.5 Klinische Diagnostik

Computertomographie (CT)

Auf Grund der oben genannten klinischen Auffalligkeiten erfolgt bei der erstmaligen
Vorstellung des Patienten eine Bildgebung. Die primare kranielle Bildgebung ist in der
Regel die Computertomographie (CT). Die Sensitivitat dieses Verfahrens betragt circa
80% [46]. Das Glioblastom erscheint im CT iso- bis hypodens. Es weist eine zentrale
Hypodensitat auf, die der Nekrose entspricht. Nach Kontrastmittelgabe zeigt sich ein
ringférmiges Enhacement [4], [47]. Die CT-Diagnostik alleine ist jedoch unzureichend
und sollte zur Therapieplanung durch eine Magnetresonanztomographie (MRT)

erganzt werden [4].

Magnetresonanztomographie (MRT)

Das bildgebende Verfahren der Wahl zur Darstellung eines Glioblastoms ist die
Magnetresonanztomographie (MRT). Die Untersuchung erfolgt nativ und mit
Kontrastmittel. Aufgrund der Bluthirnschrankenstérung kommt es zur Anreicherung von
Kontrastmittel im Tumor, was eine bessere Therapieplanung erlaubt [4]. Mit Hilfe von
speziellen Untersuchungssequenzen kdénnen das vitale Tumorgewebe sowie die
nekrotischen Anteile dargestellt werden [48]. Das MRT erlaubt eine dreidimensionale
Betrachtung des Tumors, welche die Beurteilung der Therapieoptionen erleichtert.
Durch die Lokalisierung des Tumors wird eine Darstellung zu den eloquenten
Hirnstrukturen mdglich. In der T1-gewichteten Sequenz stellt sich der Tumor nach
Kontrastmittelgabe als hypointense bis isointense Struktur mit einer ringférmigen

Kontrastmittelanreicherung dar. Dies ist auf die zentral gelegene Nekrose



zurickzufuhren [47]. In der T2 oder FLAIR (fluid attenuated inversion recovery)
Sequenz ergibt sich ein heterogenes, hyperintenses Bild [5]. Die MRT-Diagnostik dient
nicht nur zur primaren Diagnostik sondern wird im Rahmen der Behandlung auch als
Verlaufskontrolle genutzt [48].

Die im Jahre 1990 von MacDonald entwickelten ,Response Assessment in Neuro-
Oncology“-Kriterien (RANO), die sich priméar auf die Computertomographie bezogen,
wurden auf das MRT Ubertragen [49]. Sie ermoéglichen eine objektive Auswertung der
Ansprache eines Tumors auf sein Therapieregime. Eine Zunahme der
kontrastmittelaufnehmenden Areale um mehr als 25% wird als signifikant gewertet und

man spricht ab diesem Zeitpunkt von einer Tumorprogression [50].

Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Eine ergédnzende Diagnostikmethode ist die PET-Untersuchung, die mit Hilfe von
Glucose oder Aminosauren die erhdhte Stoffwechselaktivitdt des Tumors im Vergleich
zum Normalhirngewebe zeigt [51]. HOhergradige Gliome zeigen beispielsweise ein
starkeres Enhacement des '®F-Fluordesoxyglucose-Tracers als niedergradige Gliome,
bedingt durch ihre starke Proliferation, die groRe Energiereserven verbraucht [52].
Hierdurch kann eine Abgrenzung zwischen benignen und malignen Prozessen
erleichtert werden. Auflerdem koénnen hochaktive Tumorbereiche im Bereich des
Narbengewebes und um die Nekrose sichtbar gemacht werden, die dann im Rahmen
einer stereotaktischen Biopsie gezielt angesteuert werden, um Material zu entnehmen
[53].

1.7 Therapie

Zu der Therapie eines GBM gehoéren die Resektion und die adjuvante konkomitante

Radiochemotherapie.

Chirurgische Resektion

Die Operation dient einerseits zur Reduktion der Tumormasse und andererseits zur
Sicherung der histologischen Diagnose. Durch die Entfernung des Tumors kdnnen sich
die neurologischen Defizite zurickbilden [45], [54]. Eine nahezu vollstandige
Entfernung des Tumors stellt allerdings aufgrund des diffus infiltrierenden Wachstums

bis zum heutigen Tage keinen kurativen Ansatz dar [12], [55]. In der unmittelbaren



Umgebung des Tumors bleiben verstreute Zellen zurlick, die flir ein Tumorrezidiv
verantwortlich sein kdnnen [45].

Die Art und das Ausmal der angewendeten Operation ist vor allem von der Lage und
der Zuganglichkeit des Tumors abhangig [56]. Dabei missen die Bezlige des Tumors
zu eloquenten Hirnarealen in die Entscheidung Uber die Art des operativen Vorgehens
mit einbezogen werden [57]. Oberstes Ziel ist es, eine mdglichst vollstandige
Tumorresektion zu gewahrleisten [11], [58], [54], mit der Pramisse, die Integritat der
neurologischen Funktionen vor die Radikalitdt der Operation zu stellen. Dies kann das
Resektionsausmal} erheblich einschranken [57].

Eine Studie von Stummer et al. zeigte, dass Patienten mit einem vollstandig
resezierten Glioblastom mit 16,7 Monaten signifikant Ianger Uberlebten, als Patienten
mit Teilresektionen (11,8 Monate) [10]. Hier bestand ein Uberlebensvorteil von im
Mittel 5 Monaten. Dieses Ergebnis wurde in den darauffolgenden Jahren durch weitere
Studien bestatigt [11], [59].

Eine moglichst vollstdndige Resektion wird mikrochirurgisch durchgefiihrt und durch
Hilfsmittel erleichtert. Das wichtigste Verfahren, das im Jahre 2006 von Stummer et al.
vorgestellt wurde, ermdglicht es mit Hilfe eines Fluoreszenzmarkers, der sogenannten
5-Aminolavulinsaure (5-ALA), die Tumorrdnder vom normalen Hirngewebe besser
abzugrenzen [60]. Nach einer systemischen Gabe von 5-ALA synthetisieren nur
neoplastische Zellen aus diesem Protoporphyrin IX. Wird das Tumorgewebe mit Licht
in einem Wellenlangenbereich von 440 nm beleuchtet, kommt es durch 5-ALA zu
einem Farbumschlag, der im normalen Hirngewebe nicht stattfindet. Das leuchtende

Gewebe kann somit effektiver reseziert werden [61]. Mit Hilfe von 5-ALA ist eine

nahezu vollstdndige Resektion des Tumors maglich [60].

Abbildung 2 Intraoperatives Bild des Gehirngewebes unter dem Mikroskop mit Darstellung des Tumors A:
natives Bild: Das Tumorgewebe ist vom angrenzenden Hirngewebe nicht zu unterscheiden; B:
Intraoperatives Bild nach 5-ALA Gabe und Betrachtung unter 400nm Blaulicht. Das Tumorgewebe
zeichnet sich rosa gegenliber dem gesunden Hirngewebe ab.



Méglichst vollstandige Resektionen sind auch durch technische Innovationen wie die
praoperativ durchgefiihrte transkranielle Magnetstimulation (nTMS), das intraoperative
Monitoring (IONM) der evozierten Potenziale sowie das intraoperative CT/MRT
verbessert worden. Mit ihnen ist es heute mdglich minimalinvasiv zu arbeiten und
eloquente Hirnareale zu schonen [62]-[66]. Auch durch den Einsatz von intraoperativ
nutzbaren  Ultraschallgerdten  konnten das Resektionsausmal® und die

Operationsresultate maximiert werden [4].
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Abbildung 3 Intraoperatives Bild mittels BrainLab Navigation®; Mit Hilfe des Neuronavigationssystems ist
es moglich, vorher eingespielte CT/MRT-Bilder des Patienten wédhrend der Operation in Echtzeit zu
verfolgen und somit den optimalen Zugang zum Tumorgewebe zu generieren. Dargestellt ist mit einem
griinen Balken das Neuroinstrument, welches von aulen auf den Schédel gehalten wird, um so den
Zugang méglichst optimal bestimmen zu kénnen. Das griine Fadenkreuz entspricht der Spitze des
Pointers und befindet sich intraoperativ mitten in der ringférmigen, kontrastmittelaufnehmenden Lésion,
hier einem Glioblastom entsprechend.

Ist eine vollstdndige Resektion nicht moglich, da der Tumor sich bereits in eloquenten
Hirnarealen befindet, wird eine Teilresektion durchgefiihrt. Im Falle eines
multilokularen Tumors, einer extrakraniellen Absiedlung oder einer
Hirnstammlokalisation bleibt gegebenenfalls eine Diagnosesicherung mittels Biopsie

sinnvoll [67].

Chemotherapie

An die chirurgische Resektion schliel3t sich die Chemotherapie an. Das im Jahre 2005

von Stupp et al. entwickelte Therapieregime gilt heute als Goldstandard.



Hierbei bekommt jeder Patient eine kombinierte Radiochemotherapie Gber 6 Wochen
mit daran anschlieRender 6-zyklischer Temozolomid (TMZ)-Behandlung [68].

TMZ gehért zur Gruppe der alkylierenden Zytostatika [69]. Seine Wirkung beruht auf
dem Anheften von Alkylgruppen an der Position O° des Guanins des O°-Alkylguanin-
DNA-Alkyltransferase-Proteins, was zur Apoptose durch Zellzyklusarrest fuhrt [5]. TMZ
fungiert auch als Strahlen-Sensitizer. Bestrahlung und Chemotherapie potenzieren ihre
Wirkung, wodurch die Wahrscheinlichkeit von DNA-Doppelstrangbriichen erhéht wird,
was eine weitere Tumorreplikation verhindert [70]. Stupp et al. wiesen einen
signifikanten Uberlebensvorteil der nach seinem Regime behandelten Patienten nach
(Uberlebensvorteil von 26,5% als kombiniertes Verfahren im Vergleich zu 10,4% bei
alleiniger Bestrahlung) [68].

Es wird empfohlen, dass der Patient bei diesem Regime lber 6 Wochen eine Dosis
von 75 mg pro m? Kérperoberfliche des Chemotherapeutikums erhalt. Diese Dosis
wird flr weitere 4 Wochen nach Beendigung der Bestrahlung verabreicht [4].
AnschlieRend erfolgt eine Erhéhung der Dosierung auf 200 mg pro m? der

Korperoberflache, welches in 6 Zyklen Uber weitere 6 Monate eingenommen wird [68] .

Strahlentherapie

Es konnte gezeigt werden, dass eine Tumorbestrahlung die Uberlebenszeit der
Glioblastompatienten von 4 auf 11 Monate verlangert [5]. Jahrelang galt eine Operation
mit nachfolgender Ganzhirnbestrahlung als Goldstandard [71]. Seit dem Jahre 2005
gilt dieses Regime durch die Studienergebnisse von Stupp et al. als Uberholt, heute
wird eine konkomitante Radiochemotherapie als Standardverfahren eingesetzt [68],
[71]. Die stereotaktische Bestrahlung, die die vorher eingesetzte Ganzhirnbestrahlung
abléste und somit weniger Schaden im gesunden Hirngewebe hinterlasst, stellt einen
herausragenden Fortschritt der radioonkologischen Therapie dar und gilt als heutiger
Standard [72] .

Nach der Operation erhalt der Patient Gber einen Zeitraum von 30 Tagen eine
fraktionierte Bestrahlung des Tumorrandgebietes mit einer Strahlendosis von
insgesamt 60 Gray (Gy). Dabei werden Uber 5 Tage jeweils 1,6 Gy appliziert. Die
Bestrahlung sollte erst 2 Wochen nach der Operation beginnen, um eine
vorausgehende ausreichende Wundheilung zu ermdéglichen [73], [74]. Dabei wird ein
Randsaum von 2-3 cm um die Resektionshéhle herum mitbestrahlt um potenzielle
Tumorlberreste ebenfalls zu erreichen [68]. Narayana et al. zeigten, dass 80-90% der
wiederaufgetretenen Glioblastome sich im Bereich unmittelbar um den Ursprungstumor
befanden [75].



Eine weitere Option ist der Einsatz von Protonenbestrahlung. Im Gegensatz zur
herkdbmmlichen Bestrahlung mit Photonen haben Protonen eine millimetergenaue
Eindringtiefe, die sich individuell steuern I&sst. Die Strahlendosis kann dadurch mit
hoher Préazision im Tumorgewebe freigesetzt werden unter Schonung des
umliegenden Gehirngewebes [76]. Dieses Verfahren ist jedoch auerst kostspielig und

momentan wenigen Behandlungszentren vorbehalten.

Neue Therapiekonzepte

Ein neuartiges Konzept stellen die sogenannten Tumortherapiefelder (TTF) dar.
Wechselnde elektrische Felder werden dabei Uber eine mit Keramik-Gel-Pads
versehene Haube direkt auf die Kopfhaut aufgebracht. Durch die Elektrizitat wird die
Ausbildung der Mitosespindel gestért und somit die Zellteilung verhindert [77]. Stupp et
al. zeigten, dass durch die Kombination der TTF- und der TMZ-Chemotherapie das
progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben signifikant verlangert wurden.
Im Mittel zeigten die Patienten unter Kombination nach 6,7 Monaten ein Rezidiv, das
Gesamtuberleben betrug 20,9 Monate. Unter der alleinigen Chemotherapie kam es
nach 4,0 Monaten zum Rezidiv, das Gesamtiberleben betrug 16,0 Monate [78]. Im
Rahmen einer Phase lll Studie (CeTeG) von Herrlinger et al. wurde aufl’erdem die
Wirkung von einer TMZ Monotherapie im Vergleich zu einer Kombinationstherapie aus
TMZ und Lomustin Uberprift. Die Kombination zweier Alkylanzien flihrte zu einer
Verlangerung des medianen Gesamtiberlebens bei Patienten mit positivem MGMT
Promotor um 16,7 Monate [79].

1.8 Prognose

Trotz der kombinierten Therapie von Resektion, Chemotherapie und Radiatio liegt die
mediane Uberlebenszeit zwischen 12-15 Monaten [10], [11] und das mediane
progressionsfreie Uberleben bei 6,8 Monaten [12]. Momentan gibt es keinen kurativen
Ansatz [5].

Eine Studie von Stummer et al. zeigte, dass Patienten mit einem vollstandig
resezierten Glioblastom mit 16,7 Monaten signifikant langer Uberlebten als Patienten
mit Teilresektionen (11,8 Monate) [10]. Des Weiteren verbessert die Tumorbestrahlung
die Uberlebensrate der Glioblastompatienten von 4 auf 11 Monate. Nicht zuletzt fiihrt
die Chemotherapie mit TMZ zur Verlangerung der Uberlebenszeit bei MGMT positiven
Patienten um 5 Monate [25], [80].
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Zur Abschatzung der mittleren Uberlebenszeit eines Patienten mit Glioblastom spielen
neben der Art des Glioms (primar vs. sekundar) und der Lokalisation des Tumors
(mogliches Resektionsausmaly), das Alter, das genetische Profil des Tumors
(Methylierungsstatus, IDH1 usw.), der Karnofsky-Index (KPS) als MafR fir den
Allgemeinzustand sowie der neurologische Aufnahmestatus des Patienten eine Rolle.
Junge Patienten mit hohem KPS, positivem MGMT-Methylierungsstatus sowie einer
Tumorentfernung von (ber 98% zeigen deutlich langere Uberlebenszeiten als
Patienten ohne diese Kriterien [16], [81], [82].

1.9 Behandlung des Tumorrezidives

Im Falle eines Rezidivs erfolgt bei gutem Karnofsky-Index und einer Lokalisation im
nicht eloquenten Areal eine erneute Resektion des Tumors. Hierbei gibt es in der
Studienlage Diskrepanzen, ob dies einen Uberlebensvorteil fir den Patienten bringt
oder nicht [83], [84]. Als weitere Optionen der Behandlung des Rezidivtumors kommen
eine erneute Bestrahlung oder eine erneute Chemotherapie in Frage. Dabei empfehlen
sich eine TMZ-Rechallenge, Nitroseharnstoffe, Bevacizumab oder die Gabe eines
Protokolls wie PCV (Procarbazin, Lomustin, Vincristin) als Therapie des Rezidiv-
Glioblastoms [85], [86]. Es besteht aul’erdem die Moglichkeit des Einsatzes der
Tumorfeldtherapie in Kombination mit einer erneuten TMZ-Chemotherapie [87].
Schwerpunkte im Bereich der Forschung werden heutzutage vor allem in der Target-
orientierten Therapie gesetzt. Das zu Grunde liegende Prinzip dieser Form der
Behandlungen ist es, mit Hilfe von Antikdrpern, die sich gegen spezifische Proteine
richten, Signalwege zu blockieren und das Tumorwachstum dadurch einzuschranken.
Studien zu Signalwegblockaden Uber Antikoérper, die sich gegen den epithelialen
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) richten, wie Erlotinib oder Gefitinib, und Studien zu
mTOR (mechanistic target of Rapamycin) -Inhibitoren (Rapamycin, Temosirolimus und
Everolimus) wurden bereits am GBM-Rezidiv durchgefihrt [88], [89]. Als
vielversprechend gelten auch Studien mit Roscovitine, einem Purinanalogon und
Inhibitor der Cyclin-abhdngigen Kinasen, welche einen antiproliferativen und
apoptotischen Effekt auf die Glioblastomzellen in vitro zeigten [90], bisher ohne klinisch

relevante Erfolge.
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1.10 Epitheliale-mesenchymale Transition

Definition und Unterteilung

Bei der Epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) handelt es sich um einen
komplexen biologischen Prozess, der es epithelialen Zellen erlaubt durch
biochemische Veranderungen mesenchymale Eigenschaften anzunehmen. Die Zellen
kénnen somit die Fahigkeit erlangen, sich aus ihrem urspriinglichen Zellverband zu
I6sen und zu migrieren [91], [92], [93]. Erstmals wurde dieser Prozess im Rahmen der
Embryogenese von Elizabeth Hay beschrieben [94]. Die Zellen, die die Transition
durchlaufen, verandern ihren Phanotyp, ihre Polaritdt und ihre biochemische Struktur.
Durch die Einnahme eines mesenchymalen Phanotyps sind die Zellen in der Lage, in
ihre Umgebung vorzudringen und sich teilweise der Einleitung des Zelltodes zu
entziehen [91], [95].

Epithelzellen besitzen eine apiko-basale Orientierung und bilden einen organisierten
Zellverband [93]. Epithelzellen sind lateral Gber Desmosomen, Adharenz-Kontakte und
Tight Junctions (sogenannte Verschlusskontakte) mittels Adh&sionsmolekilen
verbunden. Diese Verbindung erfolgt beispielsweise Uber Cadherine oder Integrine
[93]. Uber sogenannte Hemidesmosomen besteht eine Vernetzung mit der
Basalmembran. Zytokeratine gelten unter anderem als spezifische
Intermediarfilamente des Zytoskelettes epithelialer Zellen [96].

Mesenchymzellen hingegen sind spindelfdrmig und nur Uber .focal points® in die
Umgebung integriert, sie kommunizieren Uber gap-junctions und sind diffus vernetzt
[93]. Auf Grund dieser Eigenschaften ist es ihnen maoglich, sich freier in der
extrazellularen Matrix zu bewegen. Ein spezifisches Intermediarfilament
mesenchymaler Zellen ist unter anderem Vimentin [94].

Wahrend der Transition kommt es zu inter- und intrazelluldren Veranderungen bedingt
durch die Integration extrazellularer Signale, wobei die Zusammenhange noch nicht
vollstandig erforscht sind [93]. Eine Reihe molekularer Prozesse welche die
Reorganisation des Zytoskelettes, die Expression verschiedener Strukturproteine und
Zelloberflachenproteine, die Expression und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren,
die Produktion von EZM ab- und umbauenden Enzymen sowie eine Expression
spezifischer microRNAs (miRNA) umfasst ist notwendig um die Transition einzuleiten
und zu komplementieren [91]. Dabei handelt es sich nicht zwangslaufig um einen
vollstandig ablaufenden Prozess, eine partielle Transition ist ebenfalls mdglich [93].
Die EMT ist aulRerdem ein reversibler Prozess, es existiert eine Mesenchymal-
epitheliale Transition (MET) [91], [97].
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Epitheliale Zellen Intermediarer Phanotyp Mesenchymale Zellen

Verlust epithelialer Charakteristika, SNAIL SLUG
Mesenchymale Transformation N-Cadherin  Fibronectin
E-Cadherin TWIST Vimentin
Cytokeratin etc.

Laminin

Basalmembran

Abbildung 4 Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Switchvorganges epithelialer Zellen in
mesenchymale Zellen bei der EMT mit den in der jeweiligen Phase exprimierten Regulatoren und
Strukturproteinen [91].

Die EMT kann, je nach biologischem Kontext, in drei Subtypen unterteilt werden [98],
[99].
Fur die Implantation des Embryos, flr die Gastrulation, zur Bildung des

Primitivstreifens und fir die Ausbildung der Organe ist der EMT-Subtyp 1 von

Bedeutung [91], [100], [99]. Umwandlungen und Gewebsdifferenzierungen in
Mesoderm und Endoderm finden statt, um einen funktionstiichtigen Organismus zu
etablieren [97], [98]. Dieser Typus ist weder in Prozesse wie die Tumorentwicklung

noch die Ausbildung einer Fibrosierung/Vernarbung involviert [91], [99], [101].

Der EMT-Subtyp 2 ist an der Wundheilung und der Regeneration von geschadigtem
Gewebe im Rahmen eines Entziindungsprozesses oder eines Traumas beteiligt [102].
Die EMT spielt dabei sowohl bei der physiologischen als auch bei der pathologischen
Wundheilung eine Rolle [103]. Physiologischerweise ermdglicht die Transition das
Epithelzellen aus der Umgebung des geschadigten Gewebes in den Bereich der
Schadigung einwandern und zu einer Reepithelialisierung und somit einer
Regeneration beitragen [104]. Dabei Uben zunachst Entzindungsmediatoren Stress
auf die Zellen eines Gewebeverbandes aus [91]. Uber verschiedene
Wachstumsfaktoren wie beispielsweise Epidermal-growth-factor (EGF) oder Platet-
derived-growth-factor (PDGF) sowie durch verschiedene Chemokine und
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) wird dann eine zumindest partielle Transition
eingeleitet [91]. Es kommt zu einer Reorganisation des Zytoskelettes und zu einer
Degradierung der Basalmembran [106]. Durch die Transition wird es den Epithelzellen
ermdglicht die Basalmembran zu Uberschreiten. Nachfolgend akkumulieren die
ehemals epithelialen Zellen im interstitiellen Gewebe und im Bereich der
Gewebelasion. Die Zellen tragen nun Charakteristika einer fibroblastaren Zelle [91].
Aulerdem gibt es Hinweise das die Myofibroblasten, welche zu einer Kontraktion des
Wundbettes fuihren, ebenfalls aus Epithelzellen mittels EMT entstehen [105]. Durch

den umgekehrten Prozess die MET kommt es zu einer Re-Epithelialisierung, die EZM
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wird umgebaut und die Wunde kann heilen [103]. Eine Uberschiellende Aktivierung im
Rahmen eines anhaltenden Entziindungsprozesses flhrt zu einer Persistenz der
Fibroblasten/Myofibroblasten. Es kommt zur Gewebefibrosierung mit daraus
resultierender erheblicher Organschadigung [91], [99]. Beschrieben wurde dieser
zweite Subtyp mit Ausbildung einer massiven Fibrose beispielsweise im Lebergewebe,
in der Lunge und im Herzen [107], [108], [109].

Der EMT-Subtyp 3 ist ein Teil der Tumorentwicklung und der Metastasierung und
férdert das Tumorwachstum [93], [110].

Der dritte Subtyp zeigt eine Reaktivierung eines embryonalen Prinzips. Im epithelialen
Zellverband kommt es zur Aufldsung der Zellkontakte untereinander, ebenfalls
verandert sich der Integrin-vermittelte Kontakt zur extrazellularen Matrix [91], [111]. Die
Zelle verliert ihre apiko-basale Ausrichtung, ihren Kontakt zur Basalmembran sowie
ihre kuboide Form [100]. Solche Zellen zeigten in vielen Zellkultur- und in vivo
Experimenten an Mausen eine gesteigerte mesenchymale Markersignatur,
beispielsweise durch die Expression von Desmin oder Vimentin. Dieser Vorgang wird
auf Grund des Klassenwechsels der Cadherine auch als Cadherin-Switch bezeichnet
[101]. Dabei gilt es zu beachten das Tumore stets heterogen sind, sodass einige
Zellen weiterhin epitheliale Charakteristika aufweisen, einige Zellen sich in einem
intermediaren Zustand befinden und wiederum andere eine komplette Transition
durchlaufen mit einem vollstdndig ausgebildeten mesenchymalen Phanotyp. Diese
zuletzt genannten Zellen konnten vor allem an der Invasionsfront nachgewiesen
werden [91]. In dem Gewebe in dem sie sich einnisten durchlaufen sie dann
maoglicherweise und zum Teil unvollstdndig den umgekehrten Prozess, die sogenannte
mesenchymale-epitheliale Transition [98]. Somit kdnnen sie die histopathologischen
Eigenschaften des Tumors aus dem sie urspringlich hervorgegangen sind
zurickerlangen [91].

Das umgebende Mikromilieu des Tumors bewirkt durch Wachstumsfaktoren, wie
beispielsweise PDGF, EGF und andere, eine Kaskadenaktivierung unterschiedlicher
Signalwege an deren Ende Transkriptionsfaktoren als Regulatoren der EMT stehen. Zu
diesen Faktoren gehéren ZEB1, TWIST, SNAIL und SLUG [91].

Durch die Epithelial-mesenchymale Transition kdnnen sich Tumore der Detektion des
Immunsystems entziehen, sie erlangen einen stammzelldhnlichen Charakter und
zeigen Resistenz gegenlber einer medikamentdsen Behandlung [99] mit einem
negativen Einfluss auf das Uberleben des Patienten [91].

Bis heute ist noch nicht vollstdndig geklart, welche Faktoren zur Einleitung der

Transition fihren kdnnen und woran es liegt, dass einige Zellen und Tumore
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empfanglicher flr aul’ere Reize sind als andere. Es wird angenommen, dass Tumore,
die besonders empfanglich fir EMT-Regulatoren sind, bestimmte Zellen mit
genetischen und epigenetischen Veranderungen besitzen, die eine erleichterte
Zuganglichkeit des Tumors flr &auRere Signale bedingen [91]. Dies stellt jedoch nur
eine mogliche Ursache dar. Das umgebende Tumormilieu und somit das
Vorhandensein bestimmter &ullerer Signale ist neben den Tumorcharakteristika

ebenfalls von Bedeutung.

ATyp1EMT EPIBLAST

MESENCHYM
HYPOBLAST

B Typ 2EMT C Typ 3EMT
e ) - - Epithelzelle mit Epitheliale
Zellkontakten und © o Tumorzelle

C)\ / Basalmembran ° -
o
— O &

o) —y _o ey,

Mesenchymzelle invasive metastatische Zelle

Abbildung 5 Die drei Subtypen der EMT nach Kalluri und Weinberg 2009 [91]. Der Typ A entspricht dem
embryonalen Subtyp 1. Der Typ B dem hauptséchlich im entziindlichem Rahmen auftretenden Subtyp 2.
Unter C ist der im Rahmen der Tumorentwicklung und Metastasierung auftretende Subtyp 3 dargestellt.
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Die Rolle der Cadherine in der Epithelial-mesenchymalen-Transition

Ein entscheidender Prozess wahrend der Epithelialen-mesenchymalen Transition ist
das Reorganisierung der epithelialen Zellkontakte, sowie das Remodelling und die
Degradierung der Basalmembran [91], [92]. Fir die Ausbildung der Zellkontakte sind
die Cadherine von grofRer Bedeutung [111], [112].

E-Cadherin (embryonales/epitheliales Cadherin) gehért zur Familie der Cadherine und
bildet neben N-Cadherin (neuronales Cadherin) und P-Cadherin (plazentares
Cadherin) eine der drei Hauptklassen [113]. Es handelt sich bei ihnen um Calcium-
abhangige Glykoproteine welche die Zellmembran durchziehen. Die intrazellulare
Domane welche unteranderem an R-Catenin gekoppelt ist, stellt dann Uber eine
Verbindung mit a-Catenin eine Verankerung des Adhdsionskomplexes an das Aktin-
Zytoskelett her [92], [112], [114]. Durch dieses Netzwerk erhalt die Epithelzelle ihre
Form und Ausrichtung [92]. Fir E-Cadherin codiert das CDH1 Gen [115], flUr N-
Cadherin das CDH2 Gen [116].

CDH1 ist ein Tumorsupressor-Gen, welches ein unkontrolliertes Zellwachstum
verhindert und die Zellausbreitung begrenzt. Unterschiedliche Mechanismen wie
somatische Mutationen, abbarante Proteinprozessierung, Hypermethylierung der
Promotorregion oder die Aktivierung von Transkriptonsfaktoren kénnen das CDH1 Gen
inaktivieren [117]. Bereits in der Embryonalentwicklung ist eine korrekte zeitliche und
raumliche Expression sowie ein Umschalten der E-Cadherin auf eine N-Cadherin
Genexpression, je nach Entwicklungsstadium, essenziell [118]. Bei der
Krebsentstehung und Metastasierung kommt diesem Swifch-Vorgang ebenfalls eine
groRe Bedeutung zu [119]. Wird CDH1 beispielsweise durch die Hypermethylierung
der CDH1-Promotorregion oder durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie
die der SNAIL-Familie, TWIST oder ZEBH1, inaktiviert bzw. herunterreguliert tragt dies
zur Tumorprogression und Bildung von Metastasen in einigen Tumoren bei [97], [99],
[111]. Die Transkriptionsfaktoren binden sich dabei an spezielle DNA-Sequenzen, die
E-box-Bereiche der Promotorregion des E-Cadherin-Gens und unterdricken
nachfolgend die Expression von E-Cadherin [99], [100].

E-Cadherin-Verluste sind in einigen Tumoren wie dem Siegelringzellkarzinom des
Magens mit einer deutlich verkirzten Gesamtiberlebenszeit des Patienten verbunden
[120], [121].

N-Cadherin wird in unterschiedlichen Gewebetypen wie beispielsweise dem zentralen

Nervensystem, im Endothel und Knochengewebe exprimiert und ist flr die Integration

der Synapsen [122], die vaskulare Stabilitdt [123] und die Knochenhomdostase [124]
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von Bedeutung. Die intrazellularen Domanen der verschiedenen Cadherine weisen
Bindungsstellen flir verschiedene Catenine auf wie beispielsweise p120-Catenin, das
im Bereich der juxtamembrandren Domane bindet, und B-Catenin welches uber a-
Catenin eine Verbindung zum Aktin-Zytoskelett herstellt [119].

Aullerhalb des Hirngewebes zeigten sich die oben erwahnten E-Cadherin-
Repressoren (SNAIL, SLUG, ZEB) als CDH2 und somit N-Cadherin-Induktoren [117].
Im Mammakarzinom beispielsweise konnte ein Zusammenhang zwischen einer N-
Cadherin-Uberexpression und der deutlich erhéhten Ausbreitungstendenz des Tumors

hergestellt werden [125].

Die Rolle der Zyklin-abhangigen-Kinasen (CDK) in der EMT

Die CDK bernehmen im Zellzyklus die Aufgabe einen kontrollierten Ubergang der
Zellen von einem Bereich des Zellzyklus in den darauffolgenden zu gewahrleisten
[126]. Damit sie ihrer Regulationsfunktion bedarfsgerecht nachkommen kdnnen,
mussen sie mit Hilfe von Zyklinen aktiviert und durch spezielle CDK-Inhibitoren
unterdrickt  werden. Dieses Zusammenspiel wird von  verschiedenen

Umgebungsfaktoren beeinflusst [127].

CDK1 und CDK2 sind Serin-Threonin-Proteinkinasen und spielen eine Rolle am
Ubergang der G2- in die M-Phase des Zellzyklus, wodurch die Mitose im Anschluss an
die vollzogene Replikation der DNA eingeleitet wird [128]. Veranderungen der CDK1/2-
Aktivitdt wahrend des Zellzyklus ermoéglichen eine kontrollierte Teilung, DNA-

Reparaturen und geben dem Zellzyklus eine irreversible Richtung vor [126], [129].

CDK1/CDK2 und seine veranderten Aktivitatslevel wurden bereits an Tumoren wie
dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom, Ovarialkarzinom oder am Mammakarzinom
untersucht. In allen Tumoren zeigte sich, dass eine Ubermallige Aktivitat dieser
Kinasen vorlag, welche zu einem ungehemmten Wachstum und fehlerhaften
Zellteilungen beitrug [130]-[132]. Bo et al. zeigten, dass CDK1/CDK2 unter anderem
wahrend des Zellzyklus des Glioblastoms Uberexprimiert vorliegen [128]. Eine
Uberexpression von CDK1 in humanen Glioblastomzelllinien sowie in Maus-Xenograft-
Glioblastomen fihrt in Studien von Chen et al. zu einer Progression des Glioblastoms,
wohingegen eine Downregulation dieses Gens eine verringerte Proliferationsaktivitat
zur Folge hatte [133].

Weiterhin konnten Bo et al. zeigen das CDK1 und CDK2 als Bestandteil eines

komplexen Netzwerkes mit weiteren Faktoren wie CCNB1 oder CDC6 im p-53
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Signalweg angereichert vorliegen [128]. Der p53 Signalweg ist der in Tumoren

allgemein am haufigsten mutierte Signalweg [134].

Der p53-Signalweg hat auch im gesunden Hirngewebe eine Tumorsupressorfunktion,
indem er die Proliferation inhibiert und Zellteilungen mit beschadigter DNA verhindert
sowie Einflisse auf den Zellmetabolismus und die Gefallversorgung austbt [134]. Die
Gliome des WHO-Grad IV sind in ca. 40-65% von Mutationen im p53-Gen betroffen
[135], [136]. Deutlich erhdhte CDK1-Expressionswerte in einem komplex
interagierenden Netzwerk weiterer Faktoren im p53-Signalweg kdnnten zu einer
Inhibition des p53 beitragen und zu einem beschleunigten Tumorwachstum mit

schlechterer Prognose fur Gliompatienten fihren [128], [137].

Die Rolle des Zink-finger E-box binding homeobox 1 Gens in der EMT

Die Molekile der ZEB-Familie gehéren zu den Transkriptionsfaktoren. Zu ihnen
werden zwei Proteine mit den Namen ZEB1 und ZEB2 gez&hlt [138]. Abhangig vom
jeweiligen Gewebe und Genpool kdnnen sie durch posttranslationale Modifikationen
und durch die Bindung weiterer Cofaktoren sowohl als Repressoren als auch als
Aktivatoren der Zellproliferation fungieren [139]. Strukturell sind sie aus zwei Zink-
Finger-Domanen aufgebaut, die jeweils am C- und N-Terminus lokalisiert sind und mit
denen sie sich an die entsprechenden DNA-Abschnitte zur Regulation anlagern [140].
Sie interagieren mit weiteren Transkriptionsfaktoren und haben beispielsweise eine
SMAD-Reaktionsdomane, mit der sie Einfluss auf den TGFB/BMP- [141] oder den NF-
kB-Signalweg nehmen [138].

ZEB ist in der Lage, die Cadherinexpression aktiv zu beeinflussen und damit die EMT
einzuleiten [91], [142]. Sie tragen zum sogenannten Cadherin-Switch bei, der als
Schlisselprozess beschrieben wurde [91], [94]. ZEB1 und ZEB2 fihren zur
Downregulation von E-Cadherin [142]. Mesenchymale Marker hingegen wie Vimentin
oder N-Cadherin zeigen eine erhéhte Expressionsrate bei ZEB1/2-Uberexpression
[139]. Joseph et al. zeigten, dass ZEB1 als einer der Hauptregulatoren der EMT in
nekrotischen Arealen im Glioblastom heraufreguliert ist und durch die verstarkte
Auspragung des mesenchymalen Phanotyps zur Invasionsfahigkeit beitragt [143].
Mittlerweile gibt es zahlreiche Untersuchungen an verschiedensten Tumoren (Prostata,
Mamma, Lunge, Kolon etc.), die die ausgepragte Aggressivitat und
Metastasierungstendenz bei ZEB-Uberexpression belegen [144]-[146], [147]. ZEB1
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wird auf diesem Hintergrund eine Schllisselrolle im Bereich der Tumorprogression
zugeschrieben [148]. Die ZEB-Familie spielt sowohl im Bereich der GefalRversorgung
und damit fir den Tumor-Metabolismus als auch in den Bereichen Therapieresistenz

und der Stammzellcharakteristik eine Rolle [139].

ZEB1 wurde bereits von Siebzehnrubl et al. im GBM untersucht. Siebzehnrubl et al.
berichteten, dass das Ausschalten des ZEB1-Genes zu einer erhdhten TMZ-
Sensitivitdt bei Glioblastomen in vitro flUhrte und die Progression der Tumore
reduzierte. Im Rahmen von Untersuchungen an Ma&usen denen zuvor ein GBM
implantiert wurde zeigte er, dass solche Tiere bei denen ZEB1 inaktiviert wurde,
signifikant langer Uberlebten [149]. Welche Umgebungsfaktoren ZEB1 beeinflussen
konnen, wurde in verschiedenen Studien different beschrieben, darunter EGFR, NF-kB
und p-Catenin [149]-[151]. Diese Tatsache lasst vermuten, das ZEB Ulber

unterschiedliche Wege aktiviert werden kann.

Die Epithelial-mesenchymale Transition im GBM

Die EMT ist in malignen Hirntumoren von zentraler Bedeutung. Faktoren wie TGF@,
EGF, HIF1a mit nachfolgender Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie SNAIL,
TWIST, ZEB1 etc. sind in der Lage die Transition einzuleiten [152]. Die mesenchymale
Transition erhdht das maligne Potenzial, die Metastasierungsrate und die Aggressivitat
von Tumoren [152]. Die Rolle der EMT scheint von Ubergreifender Bedeutung zu sein,
sodass Iser et al. diesen als hauptsachlichen Regulator des GBM beschrieben [153].
Die Unterschiede zwischen der klassischen EMT im Epithel und den sogenannten
glialen-mesenchymalen Veranderungen (oder EMT-like-process) sind noch
unzureichend untersucht worden.

Gliome folgen nicht dem klassischen Verlauf des dritten Subtypes der EMT. E-
Cadherin wird in der Mehrzahl der GBM nur schwach exprimiert, wodurch sich der
Cadherin-Switch undeutlicher als in anderen Tumoren darstellen lasst [98], [154].
Hirngewebe weist von vornherein eine verstarkte mesenchymale Pragung mit einer
hohen N-Cadherin-Expression auf [154]. Asano et al. zeigten, dass eine umgekehrte
Abhangigkeit zwischen Invasion und N-Cadherin-Expressionslevel im Gliom vorlag. Je
hoher das N-Cadherin-Level war, desto weniger neigte der Tumor dazu in sein
umgebendes Gewebe einzudringen [155]. Ebenfalls bestatigten seine und andere
Studien einen Zusammenhang zwischen dem Gliom-Grad und dem N-Cadherin-
Expressionslevel [155], [156].
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Hohe E-Cadherin-Werte hingegen wurden mit einer schlechteren Prognose in Bezug
auf die Gesamtiberlebenszeit des Patienten beschrieben [154]. Diese Beobachtung ist
gegensatzlich zu den Erkenntnissen, die in epithelialen Tumoren gewonnen wurden,
bei denen E-Cadherin die Invasion und Metastasierung verhinderte [153]. Auch in

anderen Hirntumoren wie dem Meningiom gilt E-Cadherin als protektiv [157].

Im GBM zeigte sich in Bezug auf die Wirksamkeit von Chemotherapeutika, dass eine
ZEB1-Uberexpression zu einer mangelnden Therapieansprache auf TMZ fiihrte [153].
Frihere Studien zeigten, dass Gliome mit einer verstarkten Expression der EMT-
Merkmale wesentlich schlechter auf eine Radiatio ansprachen [158], [159]. Die
Bestrahlung trug Uber die durch sie induzierte Hypoxie zur AnstoRung der EMT bei
[160], [161].

Fur die gezielte Therapie eines Tumors ist es wichtig, die molekularen Vorgange in
diesem Tumor zu verstehen. Es ist bis heute nicht mdglich, mittels gezielter
Antikdrpertherapie die Prognose des GBM-Patienten zu verbessern. Diese Problematik

diente als Grundlage der folgenden durchgefiihrten Studie.

Extrazellularraum
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Lipiddoppelschicht @
| HGF ) .\ \

Abbildung 6: Schematische und deutlich vereinfachte Darstellung einiger Regulatoren der EMT am
Beispiel einer Gliomzelle. Dargestellt ist die Funktion einiger Signalmolekiile, Strukturproteine sowie
Transkriptionsfaktoren und deren Zusammenspiel in der Epithelialen-mesenchymalen-Transition. [153]
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1.11 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen und
der Real-Time-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) eine Expressionsanalyse
durchgefihrt und das Verteilungsmuster sowie die quantitative Menge von
Schlisselgenen der Epithelialen-mesenchymalen Transition im Glioblastom untersucht
werden. Ziel war es, mit Hilfe dieser Methoden, eine Korrelation zwischen der
Genproduktmenge in Bezug auf den Progress und das Gesamtiberleben herzustellen,
wobei eine Stratifizierung mit Hilfe des MGMT-Methylierungsstatus erfolgte. Die
Untersuchung von Tumorgewebe im Vergleich zu normalem Hirngewebe sollte die
Unterschiede in der Gen- und Proteinexpression zwischen Glioblastom- und
Normalhirngewebe zeigen, um eventuell in der Zukunft eine Target-Therapie etablieren

zu kbnnen.

Fragestellung der vorliegenden Arbeit:

1. Welche Unterschiede gibt es in der Expression der Gene ZEB1, CDK1, CDH1
und CDH2 und ihrer Genprodukte im Normalhirngewebe im Vergleich zum
Glioblastom?

Eine Untersuchung mit Hilfe der RT-PCR und der Immunhistochemie.

2. Ist die Expression der Gene ZEB1, CDK1, CDH1 und CDH2 und ihrer
Genprodukte abhangig vom MGMT-Methylierungsstatus?

3. Besteht eine Korrelation zwischen der Gen-/Proteinexpression der von uns
untersuchten Gene ZEB1, CDK1, CDH1 und CDH2 und dem
progressionsfreien, beziehungsweise dem Gesamtiberleben des Glioblastom-
Patienten?

4. Welche Auswirkungen haben die Genprodukte der Gene ZEB1, CDK1, CDH1
und CDH2 aufeinander und besteht zwischen den Gen-/Proteinexpressionen

eine Korrelation?
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In diese Studie wurden Patienten eingeschlossen, bei denen wahrend der Jahre 2006-
2015 ein primares Glioblastom diagnostiziert wurde. Bereitgestellt wurden die
histologischen Proben vom Institut flir Neuropathologie GieRen (n=44). Hinzu kam eine
weitere Tumorprobe in der Immunhistochemie eines der 44 Patienten, von dem sowohl
vom Primartumor, als auch vom Rezidivtumor Gewebe vorlag (n=44+1). Dabei wurden
die Tumore noch nach dem damaligen Standard und der damals gultigen WHO-
Klassifikation aus dem Jahre 2007 als Gliome klassifiziert. Molekulargenetische
Parameter flossen somit noch nicht zur Identifizierung mit ein.

Die Praparate lagen sowohl als in flissigem Stickstoff konservierte Gewebeprobe
(Kyropraparat) als auch in Paraffin eingebettet vor. Das Gewebe wurde dabei im
Rahmen einer chirurgischen Resektion entnommen. Die Einverstadndniserklarung der
Patienten bezilglich der Verwendung der Proben im Dienste der Wissenschaft wurde
mit dem Ethikantrag mit dem Aktenzeichen AZ 07/09 abgedeckt und liegt der Justus-
Liebig-Universitat GielRen vor.

Die patientenbezogenen Daten wurden retrospektiv erhoben. Die erhobenen
Parameter umfassten: Geburtsdatum, Geschlecht, primares/sekundares Gliom, die
molekularpathologischen Parameter MGMT und IDH1, den Zeitpunkt der
Erstvorstellung, Zeitpunkt der Operation/Re-Operation, die Nachbehandlung mit
Chemotherapie und Strahlentherapie, den Befund der Verlauf-MRT, den
Rezidivzeitpunkt, sowie den Zeitpunkt der letzten Vorstellung, beziehungsweise das
Sterbedatum. Das progressionsfreie Uberleben umfasst den Zeitraum zwischen der
Operation und des Wiederauftretens des Tumors. Die Auswertung der Patientendaten

erfolgte anonymisiert.

2.2 Kontrollkollektiv

Zur Bildung eines Kontrollkollektivs standen finf pathologisch unauffallige
Hirnbiopsien, welche intraoperativ. enthommen wurden, zur Verfigung. Diese
Praparate lagen sowohl in Paraffin eingebettet, als auch als Stickstoff-asservierte
Proben vor. Die Proben wurden vom Institut fir Neuropathologie des UKGM GielRen

zur Verflgung gestellt.

22



2.3 Definition der Realtime-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Bei der 1980 von Karry Mullis entwickelten Methode der Polymerasekettenreaktion
geht es darum, mit Hilfe einer Polymerase und sogenannten Primern die DNA zu
amplifizieren, um eine genaue Kopie des von den Primern eingeschlossenen DNA-
Bereiches zu erhalten [162].

Bei den Primern handelt es sich um spezifische Oligonukleotide, die komplementar zu
dem zu amplifizierenden DNA-Bereich sind und diesen flankieren. Sie lagern sich an
bestimmte Bereiche der DNA an und stellen ein freies 3'OH-Ende zur Verfiugung,
welches notwendig ist, damit die ersten Nukleotide angeheftet werden kdnnen. So
dienen die Primer als Start- und Endpunkt flr ein Enzym mit dem Namen Polymerase
[163].

Die quantitative RT-PCR nutzt das Prinzip der herkdmmlichen
Polymerasekettenreaktion und ermaoglicht gleichzeitig eine Quantifizierung der
gewonnen DNA-Menge und deren Visualisierung. Dabei wird die DNA-Menge
quantitativ Uber die Anreicherung eines Fluoreszenzfarbstoffes detektiert. Die Menge
des Farbstoffes korreliert mit der Menge der PCR-Produkte und kann in Echtzeit
ausgewertet werden [163]. Sie ist die Methode der Wahl um Kkleinste Mengen
Messenger-RNA (mRNA) zu quantifizieren, da sie hoch sensitiv ist und kleinste
Veranderungen in der Genexpression darstellen kann [164]. So ist sie in der Lage
weniger als 5 Kopien einer Sequenz ausfindig zu machen, falls sich diese in der Probe
befindet [165].

Vom Prinzip her funktioniert auch diese Kettenreaktion wie jede andere. Dabei wird die
Probe initial fur 10 Minuten auf 95°C erhitzt. Durch die Erwdrmung l6sen sich
gebildeten Primerdimere auf und die Polymerase wird aktiviert. In jedem weiteren der
30 bis 40 Zyklen lauft nun eine Reaktion in 3 Schritten ab:

1. Zunachst werden die beiden DNA-Strange durch Hitzedenaturierung
voneinander getrennt. Dies gelingt, indem die Probe fir 30-60 Sekunden auf
95°C erhitzt wird.

2. Beim zweiten Schritt wird die Temperatur auf 50-65°C gesenkt und es kommt
zum sogenannten Annealing, der Anlagerung des Primers an die zu
amplifizierenden DNA-Abschnitte.

3. Der letzte Schritt heil3t Elongation. Wahrend dieser Phase lagert sich die DNA-
Polymerase an die Primer an und beginnt vom 3’-Ende aus mit der Synthese.

Die vorherrschende Temperatur belauft sich dabei auf 72°C [165].
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Je nach Lange der zu amplifizierenden DNA und je nach verwendeter Polymerase
kann dieser Schritt unterschiedlich lange dauern.

Ist die Elongation abgeschlossen, besteht die DNA wieder aus einem Doppelstrang.
Die DNA-Menge hat sich nun verdoppelt und ein neuer Zyklus kann beginnen.

Nach jeder abgeschlossenen Runde belauft sich die DNA-Menge somit auf 2", wobei n
die Anzahl der durchlaufenen Zyklen darstellt. Die Menge wachst somit exponentiell
[166].

Die quantitative RT-PCR findet aulRerhalb der Forschung unter anderem Anwendung
im Bereich der Vaterschaftsdiagnostik und dem genetischen Fingerabdruck zur
Detektion von Erbkrankheiten [167].

Die Besonderheit bei der quantitativen RT-PCR besteht darin, dass zusatzlich zu den
beiden gewdhnlich verwendeten Primern, die den zu amplifizierenden DNA-Bereich
flankieren, noch eine weitere Sonde bendtigt wird. Diese besitzt am 5-Ende einen
fluorogenen Reporter-Farbstoff und am 3’-Ende einen zweiten Fluorochromfarbstoff,
den sogenannten Quencherfarbstoff, welcher durch einen Phosphatrest blockiert wird,
um so zu verhindern, dass die Sonde selber verlangert wird. Solange sich der
Quencher in unmittelbarer Nahe zu dem Reporter-Farbstoff befindet, wird die
Fluoreszenz durch einen Energietransfer vom Reporter auf den Quencher unterdrickt.
Selbst bei dem fir den jeweiligen Farbstoff spezifischen Wellenlangenbereich findet
somit zwar eine Anregung statt, es kann aber durch die Wechselwirkung der beiden
Fluorochrome kein Signal emittiert werden, da der Quencher dieses absorbiert [165].
Fur die Signalaussendung wird eine weitere Funktion der Polymerase benétigt.

Die Polymerase bei der quantitativen RT-PCR besitzt die Fahigkeiten einer
Exonuklease. So kann in 5’-3’-Richtung die Sonde mit dem Fluoreszenzfarbstoff
wieder von der DNA entfernt werden, wenn die Polymerase auf ihrem Weg der
Verlangerung der Primersonden auf diese stdf3t. Dabei schneidet die Exonuklease
zunachst am 5’-Ende den Reporter-Farbstoff ab. Dieser entfernt sich somit von dem
Quencher und kann nun durch die Aufhebung der raumlichen Nahe seine Fluoreszenz
entfalten. Der Energietransfer wird unterbrochen. Mit jedem quantitativen RT-PCR-
Zyklus steigt die Menge des Farbstoffes proportional zur Menge des RT-PCR-
Produktes an und ermdglicht die quantitative Auswertung [162].

Freie, nicht gebundene Sonden hingegen werden nicht geschnitten und tragen somit
auch nicht zur Gesamtfluoreszenz bei. So ist das entstandene Signal hochspezifisch,
da solche Sonden, die nicht optimal an die DNA binden, sofort wieder verdrangt

werden, bevor die Polymerase jene Uberhaupt erreicht.
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2.3.1 Isolierung der Ribonukleinsaure

Damit eine Arbeit mit dem Material der Glioblastom-Patienten tberhaupt méglich war,
musste zunachst die Erbinformation aus jeder Probe isoliert werden, da nur so die
Bedingungen flir den Ablauf der spater folgenden Polymerasekettenreaktion
geschaffen werden konnten. Die Proben lagen dabei als in flissigem Stickstoff
konservierte Kyropraparate vor.

Wichtig war, dass alle Schritte unter einem Abzug auf einer sterilen Arbeitsbank und
unter vorheriger Reinigung aller Materialien mit 70%igem Ethanol stattfanden.
Messenger-RNA hat den grolten Vorteil, dass sie im Gegensatz zur DNA keine Introns
mehr enthalt.

Das Ziel des nun folgenden Protokolls war es, die RNA von den Ubrigen Bestandteilen
der Probe zu trennen und mittels mehrerer Waschschritte am Ende nur noch eben
diese an der Silikanmembran der RNeasy-Saule hangen zu haben, um dann in einem
letzten Schritt die RNA wieder von der Saule 16sen zu kénnen.

Das Endprodukt bestand aus verschiedenen RNA-Formen, wobei die gewollte mRNA
einen Anteil von 2 % des Gemisches ausmachte. Da es direkt nach der Lysierung der
Zellen zu einer Inaktivierung der RNasen durch die entsprechenden Reagenzien (siehe
Protokoll) kam, die normalerweise unsere gesuchte RNA sehr schnell abbauen
wulrden, handelt es sich um eine stabile und qualitativ hochwertige Methode, die sich
inzwischen zur Standardmethode der RNA-Isolierung etabliert hat. Die RNA-Isolation
erfolgte nach dem Herstellerprotokoll des Rneasy Lipid Tissue Mini Kit® der Firma

Quiagen® - Protokoll siehe Anhang.

2.3.2 Nanodrop zur Ermittlung der Konzentration und der Reinheit der RNA

Mit Hilfe eines Mikrovolumen-Spektralphotometers (peqLab NanoDrop® 1000
Spectrophotometer) wurde bei einer Wellenlange von 260 nm die Konzentration der
isolierten RNA gemessen. Hierfir wurde 1 ul der jeweiligen Patientenprobe auf die
Messoberflache des Gerates pipettiert.

Durch die Bestimmung des Verhaltnisses der Extinktion in einem Wellenlangenbereich
von 260 nm, dem Bereich des Nukleinsaure-Absorbtionsmaximums, zu einem
Wellenlangenbereich von 280 nm, dem Absorbtionsmaximum der Proteine
(E260/E280) , wurde eine Ratio ermittelt, wobei Werte gréRer 2,0 ermittelt werden
mussten, um von einer nicht kontaminierten Probe ausgehen zu kénnen. Erst durch
diese Kontrolle war eine weitere Verwendung der Probe moglich und die Isolierung

musste nicht wiederholt werden.
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2.3.3 Umschreiben der RNA in cDNA

Um die isolierte RNA flr die RT-PCR nutzen zu kdnnen, ist es notwendig, diese zuvor
in sogenannte cDNA zu UberfGhren. Nur so kann die cDNA als Template dienen und
die Detektion einzelner Gene mittels der RT-PCR ermdglichen. Diese Schritte werden
durch ein Enzym namens Reversetranskriptase synthetisiert, welches in Retroviren wie
beispielsweise dem HI-Virus vorkommt. Diese Transkriptase synthetisiert aus der
einstrangigen RNA eine komplementare, einzelstrdngige DNA. Es handelt sich bei
diesem Enzym um eine RNA-abhangige DNA-Polymerase.

Dabei erhalt man nicht nur die Information, ob ein Gen exprimiert wird oder nicht,
sondern es kann auch auf die Starke der Expression geschlossen werden. Obwohl in
dem RNA-Gemisch, wie bereits oben beschrieben, nur ein sehr kleiner Anteil an
mRNA vorhanden war, reichte dieser aus, da in der RT-PCR die cDNA eingesetzt
wurde, welche durch die anschlieliende Amplifikation einen sehr hohen Anteil aufwies.
Es wurden jeweils 1,0 pg der isolierten RNA mittels eines Reverse Transkription Kits
namens QuantiTec® (Firma Quiagen®) in cDNA (berschrieben. Hierflir wurde ein
PCR-Cycler verwendet (Mastercycler Gradient Thermal Cycler®, Firma Eppendorf).
Die Durchfihrung dieses Versuches erfolgte nach den Angaben des Herstellers im
entsprechenden Handbuch.

Bei der Durchfihrung der reversen Transkription wurde folgendes Protokoll befolgt:

Zur Elimination der genomischen DNA (gDNA) wurden folgende Komponenten bei

einer Temperatur von 42°C fir 2 Minuten zusammengemischt und inkubiert:

1. gDNA-Wipeout-Puffer (7x); Menge: 2 pl
2. Template-RNA; Menge: 1 ug
3. RNase-freies Wasser; Menge: ad 14 ul

Nach der Inkubation wurden diese Komponenten auf Eis gelagert.
Im Anschluss erfolgte die reverse Transkription. Hierflr wurden folgende Komponenten

bendtigt:
1. Reverse Transkriptase; Menge: 1 pl
2. Reverse-Transkriptase-Puffer (5x); Menge: 4 pl

3. Reverse-Transkriptase-Primer-Mix; Menge: 1 pl

Nachdem diese 6 pul zusammen in ein Eppendorfgefald mit den 14 ul des

vorausgegangen Schrittes pipettiert wurden, erfolgte eine Inkubation bei 42°C fir 15
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Minuten. Nachdem diese Zeit abgelaufen war, wurde die Temperatur auf 95°C erhoht
und die Probe fiir weitere 3 Minuten unter diesen Bedingungen inkubiert, da nur so die
reverse Transkription gestoppt werden kann.

Von der nun gewonnenen cDNA wurde im Anschluss entweder 1 ul in die Real-Time
Polymerasekettenreaktion eingesetzt oder, falls keine direkte Verarbeitung mdglich

war, die Probe bei -20°C in einem Kuhlschrank gelagert.

2.3.4 Durchfiihrung der quantitativen RT-PCR

Zur Durchfihrung wurde eine 96well Platte bendtigt sowie der TagMan® Gen
Mastermix, der sowohl die Desoxyribonukleosidtriphosphate wie auch die Tag-
polymerase fir die RT-PCR enthielt. Ebenfalls wurden TaqMan® Gen Expressions
Assays verwendet, die die Sonden und Primer fir ACTB, CDK1, CDH1, CDH2 und
AREB (ZEB1) enthielten.

Der RT-PCR Mix pro Well ergab sich demzufolge wie folgt:

+ Gene Expression Mastermix mit einer Menge von 10 pl
+ Nuclease-freies Wasser 8 pl

+ Assay 1 pl

+ Template DNA 1 pl

Total: 20 ul

Das Gemisch aus Mastermix, Nuklease-freiem Wasser und Assay wurde dabei als
einheitlicher Mix angefertigt, von welchem bei jedem Versuch jeweils eine negativ
Kontrolle mitlief, um eine Verunreinigung der Proben ausschlielen zu kénnen. In
diesem Feld durfte bei der spateren Auswertung keine Expression zu erkennen sein,
ansonsten wurde der Versuch solange wiederholt, bis dieses Feld den Wert Null
anzeigte.

Ebenfalls wurde eine Positiv-Kontrolle eines Haushaltsgens mitgefiihrt. Hierbei handelt
es sich um ACTB, welches auch Beta-Aktin genannt wird, ein Gen, das in allen
menschlichen Koérperzellen exprimiert wird und somit immer einen Ausschlag in den
spateren Auswertungen zeigen musste. Ansonsten war davon auszugehen, dass keine
Erbinformation in die Wells der Platte gelangt war und so musste auch in diesem Falle

der Versuch wiederholt werden.
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Dieses Haushaltsgen andert seine Expression auch dann nicht, wenn duere Einflisse
wie beispielsweise eine Bestrahlung auf die Zelle einwirken. Zudem kénnen sie fur

eine beliebige Anzahl an Zielgenen zur Normalisierung verwendet werden.

Alle Pipettierschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen mit der Durchfihrung der
Schritte auf einer sterilen Bank und Pipettenspitzen, die extra fur die RT-PCR geeignet
waren, um einer Verunreinigung vorzubeugen.

Nachdem die Befillung der Platte abgeschlossen und ein sicherer Verschluss der
Proben mit einer geeigneten Folie gewahrleistet wurde, wurde die Platte fir 5 Minuten
bei 500x g zentrifugiert. AnschlieRend konnte mit der eigentlichen RT-PCR begonnen
werden, woflir die Platte mit Hilfe des Applied Biosystems StepOne Realtime-PCR
Cycler Systems ausgewertet wurde, was in einem Zeitintervall von ca. 2 Stunden

vonstatten ging.

PROBE1 PROBE2 PROBE3 PROBE4
ZEB1 ZEB1 ZEB1 ZEB1 ZEB1 ZEB1 ZEB1 ZEB1 ZEB1 ZEB1 ZEB1 ZEB1
CDH1 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1
CDH2 CDH2 CDH2 CDH2 CDH2 CDH2 CDH2 CDH2 CDH2 CDH2 CDH2 CDH2
CDK1 CDK1 CDK1 CDK1 CDK1 CDK1 CDK1 CDK1 CDK1 CDK1 CDK1 CDK1
ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB

Tabelle 1: Darstellung der Befiillung einer 96 Well Platte

2.3.5 Ermittelte Werte der quantitativen RT-PCR

Mit Hilfe der RT-PCR werden zwei Werte wahrend der exponentiellen Phase, auch log-

Phase genannt, ermittelt.

1. Threshold: jener Wert, bei dem die fluorogene Aktivitat erstmals Gber die reine
Hintergrundaktivitdt ansteigt (Schwellenwert fur diese Arbeit standardmafRig
340,19)

2. CT-Wert: derjenige RT-PCR-Zyklus, der ausreicht, um die Threshold zu
erreichen; er ist proportional zu den in der Probe vorhandenen DNA-Kopien
[162].

Je mehr DNA in der Probe enthalten war, je mehr Kopien entstanden, desto

schneller erfolgte die Anreicherung der Fluorogene und umso schneller wurde

die Hintergrundaktivitat Gberschritten.
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Andere Methoden ermitteln die DNA-Menge im Bereich der Plateauphase und nicht
wie die RT-PCR in der Log-Phase. Dies fihrt zu einer Reihe von Komplikationen,
welche die RT-PCR somit umgeht [168].

Um Storfaktoren, die zur fehlerhaften Interpretation der ermittelten Expression fihren
kénnten, auszuklammern, wurde bei jeder Probe eine Kontrollprobe mitgeflhrt. Das
heil’t, es wurde neben der Expression eines Zielgens auch die Expression eines
Referenzgens ermittelt. Zu dieser internen Kontrolle wurde dann das Zielgen in ein

relatives Verhaltnis gesetzt [169].

Fur jede Patientenprobe wurden 3 CT-Werte ermittelt, die dann untereinander
verglichen wurden. Dabei wurde darauf geachtet, dass mindestens zwei der drei
ermittelten Werte nicht weiter als eine Standardabweichung von 0,25
auseinanderlagen. Konnte dies nicht gewahrleistet werden, wurde der Versuch

wiederholt.

2.3.6 Auswertung mit Hilfe der ACT-Methode und Bestimmung der
Expressionswerte

Die ACT Methode wird verwendet, um den Unterschied der Expression zwischen dem
Zielgen und dem Kontrollgen zu berechnen. Es handelt sich um ein mathematisches
Verfahren bei dem die Differenz des CT-Wertes zwischen Referenzgen und Zielgen
gebildet wird, wobei ersteres von letzterem abgezogen wird [169]. In der folgenden
Formel ist die Berechnung flr ein Gen bei einem Patienten/ Template exemplarisch
dargestellt. Ebenfalls ist die Formel fir die Berechnung des ACT Wertes des

Normalhirngewebes aufgefihrt:

Berechnung des A CT Wertes

CT-Wert 1 Template +CT—Wert 2 Template CT-Wert 1 Kontrollgen+CT—Wert 2 Kontrollgen

A CT Template = 5 2

. CT-Wert 1 Normalhirn+CT—-Wert 2 Normalhirn CT—-Wert 1 Kontrollgen+CT—-Wert 2 Kontrollgen
A CT Normalhirn = 5 _ g . g

Der ACT-Wert gibt die unterschiedliche Expression zwischen Ziel- und Referenzgen
als n-fache Expression an, wodurch der relative Unterschied zwischen dem

Kontrollgen ACTB und dem jeweils untersuchten Zielgen ermittelt wird.
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Erhalt man einen negativen/kleineren ACT-Wert, so gibt dies an, dass zur
Fluoreszenzmessung der Kontrolle mehr Zyklen notwendig waren als zur Ermittlung
des Templates. Der ACT-Wert verhalt sich umgekehrt proportional zur Anzahl der
Template-DNA. Umso niedriger also der ACT-Wert, desto mehr Nucleinsdure ist in der
Probe vorhanden. Bildet man nun von diesem Wert die Exponentialfunktion erhalt man
den Expressionswert, wobei sich bei negativerem ACT-Wert ein entsprechend héherer

Expressionswert ergibt, als bei weniger negativen ACT-Wert.

Berechnung Expression

Expressionswert= 2 AcCT

Im Anschluss wurden die Mittelwerte der Genexpression im Tumor und die Mittelwerte

der Genexpression im Normalhirngewebe gebildet und miteinander verglichen.

2.3.7 Materialien der RT-PCR und ihrer Vorbereitungsschritte (siche Anhang)

30




2.4 Immunhistochemie, Definition

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Methode, um mit spezifischen Antikérpern
Strukturen im Zielgewebe zu detektieren (Antigen-Antikdrper-Reaktion) und
mikroskopisch sichtbar zu machen. Bekannt ist sie bereits seit den 1930er Jahren, die
ersten richtigen Studien wurden allerdings erst im Jahre 1942 von Conns et al.
durchgeflhrt [170].

Prinzipiell besteht eine immunhistochemische Farbereaktion aus drei Teilschritten:

(1) Vorbehandlung des Gewebes, um die Strukturen freizulegen, die spéater
dargestellt werden sollen.

(2) Inkubation mit einem primaren Antikérper, welcher sich spezifisch gegen die
gesuchten Epitope (antigene Bindungsstellen) richtet.

(3) Visuelle Darstellung mittels einer Farbreaktion.

Substrat =— [

L"{Y Markerenzym (HRP)

. = Gefarbtes Reaktionsprodukt

Abbildung 7 Schematische Darstellung einer immunhistochemischen Féarbereaktion

Fur die immunhistochemischen Farbungen liegen standardisierte Protokolle vor, wobei
die Einzelschritte dem jeweiligen Gewebe und Antikérper anzupassen sind. Dabei sind
insbesondere die Antikérperverdiinnung und die Vorbehandlung des Gewebes
anzupassen.

Bei der vorliegenden Arbeit sollten Antikdrper neu an den Schnitten von Glioblastom-
Patienten etabliert werden. Daflr wurde formalinfixiertes humanes Gewebe, welches in

Paraffin eingebettet vorlag, verwendet.
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2.4.1 Herstellung der Paraffinschnitte (Protokoll siehe Anhang)

2.4.2 Entparaffinierung der Schnitte (Protokoll siehe Anhang)

2.4.3 Herstellung der Hamatoxylin-Eosin (HE) Schnitte (Protokoll sieche Anhang)

2.4 4 Hitzeinduzierte Demaskierung des Antigens

Abhangig von dem jeweiligen Antikdrper war eine hitzeinduzierte Demaskierung
notwendig. Hierbei wurde fir jeden einzelnen Antikdrper der optimale Puffer
einschliel3lich pH-Wert an positivem Kontrollgewebe etabliert. Es wurden zwei

unterschiedliche Puffersysteme verwendet:

1. Citrat-Puffer pH = 6,0
2. Ethylendiamintetraessigsaure-Puffer (EDTA-Puffer) pH = 9,0

Vorgehen:

* Dampfgarer mit destilliertem Wasser (Aqua dest.) bis zur Markierung beftillen.

* Kivette mit dem entsprechenden Puffer beflllen und fir 15 min in einem
Dampfgarer der Firma Braun vorwarmen.

* Schnitte in der vorgewarmten Kivette positionieren und 15 min lang kochen.

* Nach Ablauf der 15 min die Klvette aus dem Dampfgarer entnehmen, den

Deckel entfernen und fur weitere 15 min bei Raumtemperatur abkihlen lassen.

Der genaue Wirkmechanismus der Hitzeeinwirkung ist bis heute noch nicht
abschlieBend geklart. Allerdings scheint die Hitze einen Teil der Schaden, welche
durch die Fixierung in Formalin und die Paraffineinbettung erzeugt werden, riickgéngig
zu machen und einige chemische Quervernetzungen wieder aufzubrechen, wobei

andere erhalten bleiben. Dieser Aspekt ist Teil einiger Studien [171], [172].
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Um die Anzahl der unspezifischen Reaktionen zu reduzieren wurden alle Schnitte

anschliefend mehrmals gewaschen:

Jeweils dreimal fur 2 Minuten mit Aqua dest. waschen.

Peroxidaseblock, indem die Schnitte fur 8 Minuten in 3%ige
Wasserstoffperoxid-Lésung (H.O,-Lésung) gestellt werden.

Erneut dreimal mit Aqua dest. waschen.

Dreimal mit einem Waschpuffer der Firma DCS (Innovative Diagnostik-Systeme
GmbH & Co. KG) (WL583C0500) waschen durch dessen Verwendung laut
Herstellerangabe die Notwendigkeit eines weiteren Proteinblocks, wie zum
Beispiel Biotin, entfallt [171].

2.4.5 Einwirken des Primarantikorpers

Bevor der Primarantikérper einsatzbereit war, musste dieser flir den Fall, dass er

eingefroren portioniert vorlag, fir 20 Sekunden zentrifugiert werden.

Nachdem die Vorbehandlung der Schnitte abgeschlossen war, konnte mit der

Inkubation des Primarantikdrpers fortgefahren werden:

1.

Praparate aus dem Waschpuffer nehmen und mit einem Papiertuch trocken
tupfen.

Mit einem Pap Pen umranden, der spater verhindern soll, dass der Antikérper
von dem Objekttrager lauft.

Pipettieren von 200 pl des primaren Antikérpers in der entsprechenden
Verdinnung, wobei auf eine gleichmaRige Verteilung geachtet werden muss
(die jeweilige Verdinnung wurde vorher an einem Kontrollgewebe etabliert).
Einwirken des Primarantikbrpers bei Raumtemperatur in einer feuchten,
lichtundurchlassigen Kammer flir 60 Minuten.

Nach Ablauf der 60 Minuten: Erneut dreimal mit Waschpuffer der Firma DCS
(WL583C0500) fur 20 Minuten waschen.
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Verwendete Antikorper

Name Nummer und | Kontrollgewebe | Verdiinnung/ Vorbehandlung
Hersteller Expression

Anti- ab180905, Humanes 1:500 Citratpuffer
AREB6(3G6)- | Abcam Lungen- pH=6,0
N-terminal, Kendall adenokarzinom nuklear
monoklonaler Square, Suite

B2304
Maus-AK Cambridge,

MA 02139-

1517

USA
Anti-E- ab15148, Humanes 1:100 Citratpuffer
Cadherin, Abcam Hautgewebe pH=6,0
polyklonaler Kendall zytoplasmatisch

. Square, Suite

Kaninchen-AK B2304

Cambridge,

MA 02139-

1517

USA
Anti-N- ab98952, Humaner 1:2000 Citratpuffer
Cadherin, Abcam Herzmuskel pH=6,0
monoklonaler Kendall membranods/

Square, Suite .
Maus-AK B2304 zytoplasmatisch

Cambridge,

MA 02139-

1517

USA
Anti- ab183550 Humanes 1:500 EDTA-Puffer
CDK1 Abcam Kolongewebe pH=9,0
(phophoT14), Kendall nuklear/

monoklonaler
Kaninchen-AK

Square, Suite
B2304
Cambridge,
MA 02139-
1517

USA

zytoplasmatisch
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2.4.6 Einwirken des Sekundarantikorpers

Verwendet wurde das DCS HRP-Polymer-Enhancer Kit DCS SuperVision 2
(2-Schritt HRP-Polymer-Kit mit DAB):

1. Inkubation mit Polymer-Enhancer fiur 20 Minuten in einer feuchten,
lichtundurchlassigen Kammer bei Raumtemperatur; hierfir wurden 3 Tropfen
auf jedes Praparat getropft.

2. Waschen mit Waschpuffer der Firma DCS (WL583C0500) (3x fur jeweils 2
Minuten).

3. Inkubation mit Meerrettichperoxidase (HRP)-Polymer-Reagenz fir ebenfalls

20 Minuten; auch hier wurden pro Praparat 3 Tropfen der Reagenz verwendet.

Bei der Meerrettichperoxidase handelt es sich um ein Enzym, welches aus der Wurzel
der Meerrettichpflanze extrahiert wird und aus 308 Aminosauren besteht.

Als aktives Zentrum besitzt es eine Hamatingruppe, eine eisenhaltige Hamgruppe,
welche einen Komplex mit Wasserstoffperoxid (H,O,) bildet, welches dann in Wasser
und Sauerstoff zerfallt. Die Meerrettichperoxidase aktiviert Peroxide, oxidiert
verschiedene Gruppen und ist zudem ein Elektronendonator in Redox-Reaktionen
[173], [174].

Durch die Verknipfung mit dem Sekundarantikérper katalysiert dieses Enzym die

gewlinschte Farbreaktion bei der Zugabe eines entsprechenden Chromogens.

2.4.7 Antigen-Antikorper-Reaktion

In dieser Arbeit wurde eine indirekte Zwei-Schritt Detektionsmethode verwendet. Eines
der altesten Anwendungsgebiete dieser Methode ist der Nachweis von
Autoimmunantikérpern im menschlichen Serum zum Beispiel zum Nachweis von
Lupus erythematodes.

In einem ersten Schritt bindet sich ein unkonjugierter primarer Antikérper an das
jeweilige Antigen. Dieser primare Antikdrper stammte in dieser Studie entweder von
der Maus oder vom Kaninchen. Entsprechend musste der Sekundarantikérper, der
sich gegen den primaren Antikdrper richtet, gegen Maus oder Kaninchen gerichtet
sein. Das verwendete Kit von DCS deckt dabei beide Varianten ab, sodass es nicht

notwendig war, zwei verschiedene Systeme zu verwenden.
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2.4.8 Visualisierung des Antikorpers

Danach schloss sich die Substrat-Chromogen-Reaktion an. Hierflir wurden die Schnitte
fur 7 Minuten mit 3,3-Diaminobenzidin (DAB) in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachdem der enzymgekoppelte Sekundarantikdrper sich
an den primaren Antikérper angelagerte hatte, das gesuchte Antigen somit in der
Probe vorhanden war, konnte die Meerrettichperoxidase das DAB umsetzen und eine
Farbreaktion erzeugen. Dieses Endprodukt ist in Alkohol und anderen organischen
Ldsungsmitteln unldslich, was notwendig war, da die Praparate zum Eindecken wieder

durch die Alkoholreihe gezogen wurden.

2.4.9 Kernfarbung (Protokoll siehe Anhang)

2.4.10 Entwassern und Eindecken (Protokoll siehe Anhang)

2.4.11 Fehlerkontrolle

Um eine unspezifische Bindung des Sekundarantikbrpers an das Zielgewebe
ausschlielen zu kdnnen, wurde bei jeder neu durchgefuhrten Gliomfarbung nicht nur
ein Schnitt des Kontrollgewebes mit primarem Antikdrper, sondern auch ein Schnitt
ohne primaren Antikdrper mitgefihrt. Zeigte sich bei diesem Schnitt keine
Farbreaktion, konnte von einer spezifischen Bindung des primaren und des

sekundaren Antikdrpers ausgegangen werden.

2.4.12 Semiquantitative Auswertung der Proteinexpression an
immunhistochemischen Schnitten

Die Praparate wurden bei einer 40-fachen VergroRerung ausgewertet (Mikroskop Leica
DMLB; Leica Mikroskopie & Systeme GmbH Wetzlar; Type: 020-519.511).

Dabei wurde zunachst am HE-Schnitt der Tumor beurteilt. Bei der semiquantitativen
Analyse wurde die Proteinexpression an Stellen mit hoher Expression im
Tumorgewebe analysiert. Es wurden drei Areale bei einer 40-fachen Vergréferung
fotografiert (Kamera der Firma Nikon: Digital Sight Nikon DS-L2) und mit Hilfe des

Programmes Imaged (Version 10.2, http://developer.imagej.net) analysiert.
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Die Auswertung der Gene ZEB1, CDH1 und CDK1 beziehungsweise ihrer

Genprodukte erfolgte in zwei Schritten:

1. Es wurde der prozentuale Anteil der gefarbten Zellen, unter Ausschluss von
nekrotischen Arealen sowie der Invasionszone, innerhalb des Tumors
bestimmt. Dabei wurden alle Zellen der drei Praparate kumulativ aufaddiert.

2. Im Anschluss wurde die Farbintensitat der Antikbrperexpression anhand eines
vorher erstellten Farbschemas beurteilt, wobei folgende Zahlencodes galten:

0 = gar keine Farbung, 1 = schwache Farbung, 2 = maliige Farbung und

3 = starke Farbung. Zur Ermittlung des Expressionswertes wurde die Intensitat
mit der prozentualen Anzahl der gefarbten Zellen multipliziert, wobei bis zu 10%
der gefarbten Zellen einem Wert von 1, bis zu 20% einem Wert von 2 und so
weiter entsprachen. Alle ermittelten Werte wurden im Anschluss in eine Exel-

Tabelle Ubertragen.

Es ergaben sich mit diesem Verfahren Werte zwischen einer minimalen Expression
von 0 und einer maximalen Expression von 30. Diese ermittelten Werte werden im

Rahmen der Arbeit als IHC-Score bezeichnet.

Da der vierte gegen N-Cadherin gerichtete Antikdrper zytoplasmatisch anfarbt und
somit die einzelnen Zellgrenzen nicht mehr gegeneinander abgrenzbar waren, wurde
bei diesem lediglich die Intensitat der Farbung ermittelt und auf den ersten Schritt, die
Auszahlung der einzelnen Zellen, verzichtet. Hier wurden demnach lediglich Werte

zwischen 0 und 3 ermittelt.

2.4.13 Verbrauchsmaterialien Immunhistochemie (siehe Anhang)

2.4.14 Rezepte und Ansatze (sieche Anhang)
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2.5 Farbintensitatsschemata der Proteinexpression

2.5.1 ZEB1 (AREB6)

Farbintensitat Expression

Anzahl der positiven Zellen Wert

10,00%
20,00%
30,00%
40,00%
50,00%
60,00%
70,00%
80,00%
90,00%
100,00%

0= keine
Farbung
(Glioblastom)

O©CoOoO~NOOGOPR~WN =

-
o

1= schwache
Farbung
(Glioblastom)

2= maRige
Farbung
(Glioblastom)

3= starke
Farbung
(Glioblastom)
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2.5.2 E-Cadherin (CDH1)

Farbintensitat Expression

Anzahl der positiven Zellen

Wert

10,00%
20,00%
30,00%
40,00%
50,00%
60,00%
70,00%
80,00%
90,00%
100,00%

0= keine
Farbung
(Glioblastom)

1= schwache
Farbung
(Glioblastom)

2= maRige
Farbung
(Glioblastom)

3= starke
Farbung
(Platten-
epithel der
Haut)

©oOoONOOOAPR~,WN =

-
o
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2.5.3 N-Cadherin (CDH2)

Farbintensitat Expression

Anzahl der positiven Zellen

Wert

10,00%
20,00%
30,00%
40,00%
50,00%
60,00%
70,00%
80,00%
90,00%
100,00%

0= keine
Farbung
(Glioblastom)

1= schwache
Farbung
(Glioblastom)

2= malige
Farbung
(Glioblastom)

3= starke
Farbung
(Glioblastom)

©oOoONOOOAPR~,WN =

-
o
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2.5.4 CDK1

Farbintensitat Expression

Anzahl der positiven Zellen

Wert

10,00%
20,00%
30,00%
40,00%
50,00%
60,00%
70,00%
80,00%
90,00%
100,00%

0= keine
Farbung
(Glioblastom)

1= schwache
Farbung
(Glioblastom)

2= maRige
Farbung
(Glioblastom)

3= starke
Farbung
(Glioblastom)

O©CoONOOAWN -

-
o
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3. Statistische Methode

Zur Statistikberechnung kamen die Programme IBM SPSS Statistics 24 und
Microsoft® Excel 2010 zum Einsatz. Fur die deskriptive Statistik wurden relative und
absolute Haufigkeiten ermittelt. Des weiteren wurden Mittelwerte, Median,
Standardabweichungen, Minimum, Maximum, obere und untere Quartile sowie das
95% Konfidenzintervall berechnet. Vor Beginn des t-Tests far
unabhangige/unverbundene Stichproben wurde zur Signifikanzberechnung auf
Normalverteilung geprift. Zur abschlieRenden Analyse erfolgte als Erweiterung eine
einfaktorielle Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA). Fur den Fall, dass keine
Normalverteilung gegeben war, wurden als nicht parametrische Tests der Kruskal-
Wallis-Test und der Mann-Whitney-U Test angewandt. Das a- Signifikanzniveau
wurde mit a < 0,05 definiert. Graphisch erfolgte eine Verarbeitung der Daten mittels

Balken- und Liniendiagrammen.

Die Beziehung zwischen der jeweiligen Genexpression, progressionsfreiem- und
Gesamtuberleben wurden mit der Kaplan-Meier Methode und dem Log-rank Test
analysiert. FUr jedes der untersuchten Gene wurde dabei ein Mittelwert und ein Median
Uber alle Genexpressionswerte berechnet. Auf diesem Wege war es moglich jeweils
eine ,Jow"- Genexpressionsgruppe und eine ,high“-Genexpressiongruppe der von uns
untersuchten Gene zu erstellen, wobei die Zuordnung durch den vorher errechneten
Mittelwert und im Vergleich zum Median erfolgte. Proben mit Expressionswerten unter
dem Mittelwert beziehungsweise dem Median wurden in die ,Jow*-Gruppe, solche mit
Expressionswerten oberhalb des Mittelwertes/Medians in die ,high“-Gruppe
eingeordnet. Die Auswertungen zeigten sowohl in Bezug auf den Mittelwert als auch in
Bezug auf den Median vergleichbare Werte. Prinzipiell ist der Mittelwert als der
prazisere Wert anzusehen. Diese Prazision wird in der Statistik als Effizienz
bezeichnet. Allerdings reagiert der Mittelwert sensibler auf Ausreil’er und Messfehler.
Weist das untersuchte Kollektiv eine weite Streubreite auf, ist der Median auf Grund
seiner Unempfindlichkeit gegentber Ausreillern von Vorteil. Dieses Phdnomen nennt
man Robustheit [175]. Da in unserem Patientenkollektiv Streuungen vorlagen, wurde
sich fir die Betrachtung des Medians im Hinblick auf die oben beschriebene

Gruppenbildung entschieden.

Die anschlieRende Korrelationsanalyse erfolgte nach Pearson wobei r per Definition
zwischen -1 und +1 liegt. Bei einem Wert von 1 liegt somit ein perfekter positiver
linearer Zusammenhang, bei Werten von -1 ein perfekter negativer linearer

Zusammenhang vor. Betrug der Wert 0 bestand kein linearer Zusammenhang.

42



4. Ergebnisse

Es wurden die Tumorproben von 44 Patienten (4 30, ¢ 14) mit der histologisch
gesicherten Diagnose eines primaren Glioblastoma multiforme untersucht. Das
Durchschnittsalter betrug 63,8 + 11,5 Jahren (& 64,3 + 12,4 Jahre, Q 62,9 + 9,5 Jahre).
Zwei Patienten wurden zunachst biopsiert, alle Patienten wurden reseziert und
konkomitant radiochemotherapiert.

Bei 40 Patienten (27 Manner, 13 Frauen) lag eine IDH1-Mutation vom Wildtyp vor und
bei 4 Patienten (3 Manner, 1 Frau) war keine Aussage, auch nach mehrmaliger
Nachbestimmung durch die Neuropathologie, bezuglich einer IDH1-Mutation mdglich.
Bei 24 Patienten (14 Manner, 10 Frauen) konnte ein positiver MGMT-
Methylierungsstatus nachgewiesen werden.

Abhangig von der MGMT-Promotormethylierung zeigten sich bei den Patienten
Unterschiede in Bezug auf das Gesamt- (overall survival/OS) sowie das
progressionsfreie Uberleben (Progression Free Survival/ PFS).

Die progressionsfreie Zeit betrug im Gesamtkollektiv 6,56 + 8,47 Monate. In Bezug auf
die  MGMT-Promotormethylierung  zeigte sich  ein  signifikant  langeres
progressionsfreies  Uberleben (p=0,002) bei den Patienten mit MGMT-
Promotormethylierung (Median 9,17 Monate) zu den nicht MGMT-Promotor
methylierten Patienten (Median von 4,73 Monaten).

Die Gesamtlberlebenszeit betrug im Schnitt 15,8 £ 20,2 Monate. Stratifiziert nach der
MGMT-Promotermethylierung ergab sich ein signifikant I&ngeres Gesamtiberleben
(p=0,005) fur Patienten mit MGMT-Promotormethylierung (Median von 13,74 Monaten)
im Vergleich zu den nicht MGMT-Promotor methylierten Patienten (Median von 9,17
Monaten, s. Abb. 8).
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Progressionsfreies Uberleben Gesamtiiberleben
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Abbildung 8 A: Progressionsfreie Zeit des Gesamtkollektives stratifiziert nach MGMT-
Promotormethylierung. Median von 9,17 Monaten bei positivem Methylierungsstatus und 4,73 Monaten
bei den Patienten ohne MGMT-Promotormethylierung (p=0,002). B: Uberlebenszeit des
Gesamtkollektives stratifiziert nach MGMT-Promotormethylierung. Median von 13,74 Monaten bei
positivem MGMT-Methylierungsstatus und 9,17 Monaten bei negativem MGMT-Methylierungsstatus
(p=0,005).

4.1 Genexpression der untersuchten Gene im GBM im Vergleich zum
Normalhirngewebe

Im Rahmen dieser Studie wurden 44 Glioblastomtumorpraparate mit 5
Normalhirngewebepraparaten verglichen mit der Fragestellung, ob es veranderte Gen-
und Proteinexpressionsmuster im Tumorgewebe im Vergleich zum normalen
Hirngewebe gibt. Bei einem Patienten lag sowohl Material seines primaren Tumors als
auch des Rezidives vor (n=45 in der Immunhistochemie). Einige Patienten mussten
aus der Studie im Verlauf auf Grund von mangelndem Material ausgeschlossen
werden. In der qRT-PCR konnten fir die Gene ZEB1 und CDK1 in 38 bzw. 37 Proben-
Werte ermittelt werden, fir CDH1 in 39 Proben, fir CDH2 in 36 Proben. Diese
Ergebnisse konnten mit funf Normalhirngewebeproben verglichen werden. Es wurde

zunachst keine Stratifizierung beziglich des MGMT-Methylierungsstatus durchgefihrt.

ZEB1

Das Expressionslevel von ZEB1 im Glioblastom unterschied sich signifikant von dem
im Normalhirngewebe (s.Abb.10). Hierbei zeigte sich hoch signifikant (p=0,0003) eine
stérkere Expression von ZEB1 im Glioblastomgewebe mit einem Mittelwert von 21,71 +
6,96 (IHC-Score) in der Immunhistochemie. Im Normalhirngewebe wurden nur sehr
niedrige Expressionen nachgewiesen (IHC 3 + 3,94). In der RT-PCR wurde dies

tendenziell, wenn auch nicht signifikant, bestatigt. Es zeigte sich eine hodhere
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Expression im Glioblastomgewebe gegeniber der Expressionsrate im normalen

Hirngewebe (Mittelwert Glioblastom 0,81 + 1,98 vs. Mittelwert Normalhirngewebe 0,7 +
0,98, p=0,26).

Abbildung 9 Starke nukledre Expression des Genes ZEB1 im Glioblastom (A) im Vergleich zum
Cortexgewebe einer Normalhirnprobe (B) (40-fache Vergré8erung).

CDH1/E-Cadherin

E-Cadherin wurde auf der Proteinexpressionsebene und damit in der

Immunhistochemie signifikant hoher im Glioblastomgewebe exprimiert mit einem p-
Wert von p<0,001 im Vergleich zum Normalhirngewebe. Der Mittelwert fiir E-Cadherin
betrug dabei 4,96 + 4,23 im Glioblastom und 0,4 + 0,55 im Normalhirngewebe. Dies
zeigte sich auch in der RT-PCR. Der Mittelwert im Glioblastom fiir CDH1 betrug 0,46 +
2,03 und im Normalhirngewebe 0,03 £ 0,05 (p=0,39) (s.Abb.10).

CDH2/N-Cadherin

Das Expressionslevel flir N-Cadherin ergab in der Immunhistochemie eine signifikant

hohere Expression im Glioblastomgewebe (p=0,001) im Vergleich zum Normalhirn mit
einem Mittelwert von 1,84 + 0,52 im Glioblastom und einem Mittelwert von 0,8 + 0,45
im Normalhirn. In der RT-PCR zeigte sich hingegen kein signifikanter Unterschied der
Genexpression von CDH2 im Glioblastom im Vergleich zum Normalhirngewebe
(Mittelwert RT-PCR im Glioblastom 0,95 + 1,67 vs. 0,55 £ 0,87 im Normalhirngewebe,
p=0,43) (s.Abb.10).

CDK1

Fir CDK1 ergab sich sowohl in der RT-PCR als auch in der Immunhistochemie eine
signifikant hohere Expression im Glioblastomgewebe im Vergleich zum
Normalhirngewebe (p<0,001 IHC, p=0,001 RT-PCR). Der Mittelwert in der

Immunhistochemie betrug dabei 5,84 * 4,1 im Glioblastom und 1 + 0,71 im
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Normalhirngewebe . In der RT-PCR zeigte sich im Glioblastomgewebe ein Mittelwert
von 1,21 % 514 im Vergleich zu einem Mittelwert von 0,0014 + 0,0005 im
Normalhirngewebe (s.Abb.10).
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Abbildung 10 Expressionslevel auf (A)Protein- und (B)RNA-Ebene im Normalhirngewebe im Vergleich
zum Glioblastom. Signifikant erh6hte Expression von ZEB1 (p= 0,0003), CDK1 (p<0,001), CDH1 (<0,001)
und CDH2 (p=0,001) im GBM im Vergleich zum Normalhirngewebe in der Immunhistochemie, sowie

signifikant erh6hte Expression von CDK1 auf der Genebene nachgewiesen mittels RNA Expression
(p=0,001).

Im Anschluss wurde eine Stratifizierung nach dem MGMT-Methylierungsstatus
vorgenommen und ein Mittelwertvergleich durchgefiihrt um zu analysieren, ob eine
unterschiedliche Genexpression zwischen den MGMT-Promotor methylierten

Tumorproben und den nicht-MGMT-Promotor methylierten Tumorproben bestand.

ZEB1

In der Immunhistochemie =zeigte sich fiur die MGMT-Promotormethylierten
Tumorproben (Gesamtzahl der Proben 24) ein Mittelwert von 21,08 = 7,11, fur die
nicht-MGMT-Promotormethylierten (Gesamtzahl der Proben 21) ein Mittelwert von
22,43 + 6,88 (p=0,49). Fiur die RT-PCR ergaben sich folgende Werte: Mittelwert der
MGMT methylierten Proben (Gesamtzahl 22) 1,24 + 2,5 und fir den Mittelwert der
nicht-MGMT methylierten Proben (Gesamtzahl 16) 0,21 + 0,48 (p= 0,078). Es lag
somit keine signifikant unterschiedliche ZEB1-Proteinexpression zwischen diesen
beiden Gruppen vor, wobei sich auf der Genexpressionsebene abzeichnete, dass
MGMT-Promotormethylierte Patienten eine hdéhere ZEB1 Expression aufwiesen als

solche ohne Promotormethylierung (s.Abb.11).
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CDH1/E-Cadherin

Die Genexpressionsmenge in Bezug auf das CDH1 Gen und das damit verbundene

Genprodukt E-Cadherin unterschied sich ebenfalls nicht signifikant zwischen den
MGMT-Promotormethylierten Tumorproben (Gesamtzahl IHC 24, RT-PCR 22) und
solchen ohne MGMT-Promotormethylierung (Gesamtzahl IHC 21, RT-PCR 17). Die
Mittelwerte  betrugen in  der Immunhistochemie bei positvem MGMT-
Methylierungsstatus 5,33 + 4,26, bei negativem MGMT-Methylierungsstatus 4,52 +
4,26 (p= 0,53). Fur die RT-PCR ergaben sich folgende Werte: MGMT-methyliert 0,62 +
2,65, MGMT-nicht-methyliert 0,26 + 0,71; p= 0,73) (s. Abb.11).

CDH2/N-Cadherin

Fir das Gen CDH2 mit seinem entsprechenden Genprodukt N-Cadherin konnte kein
signifikanter Unterschied (p=0,27 IHC, p= 0,53 RT-PCR) in der Expression zwischen
den MGMT-methylierten (Gesamtzahl IHC 24, RT-PCR 21) und den nicht-MGMT-
methylierten Tumorproben (Gesamtzahl IHC 21, RT-PCR 15), weder in der

Immunhistochemie noch in der RT-PCR festgestellt werden (Mittelwerte der MGMT-
methylierten Tumorproben: IHC 1,92 + 0,41; RT-PCR 1,12 + 2,01; Mittelwerte der
nicht-MGMT-methylierten Tumorproben: IHC 1,76 + 0,63; RT-PCR 0,71 + 1,05) (s.
Abb.11).

CDK1

Fur das Gen CDK1 zeigte sich im Rahmen der Analyse der Proteinexpression mittels
Immunhistochemie bei den Tumorproben der MGMT-Promotormethylierten
(Gesamtzahl 24) ein Mittelwert von 496 + 2,9, bei den nicht-MGMT-
Promotormethylierten (Gesamtzahl 21) ein Mittelwert von 6,86 + 5,02 (p=0,17). In der
RT-PCR belief sich der Mittelwert der MGMT-Promotormethylierten Tumorproben
(Gesamtzahl 21) auf 2,05 + 6,76, bei den nicht-MGMT-Promotormethylierten
(Gesamtzahl 16) betrug der Mittelwert 0,1 + 0,31 (p=0,095). Auch hier war kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf die Gen-
/Proteinexpression zu detektieren. Tendenziell zeigte sich jedoch auf der
Genexpressionsebene eine hdohere CDK1 Expression bei positivem MGMT-
Methylierungsstatus (s.Abb.11).
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Abbildung 11 Expressionslevel auf (A)Protein- und (B)RNA-Ebene stratifiziert nach MGMT-
Promotormethylierungsstatus im Glioblastom. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede sowohl
auf Gen- als auch auf Proteinexpressionsebene.

4.2 Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben und deren Korrelation
zur Genexpression

Fur ZEB1 wurde die Grenze in Bezug auf die low/high (niedrig/hoch) Expression in der
Immunhistochemie bei 24 angesetzt, da dies dem Median der Expression im
Tumorgewebe entsprach. Es zeigte sich nach einer MGMT-Stratifizierung, dass jene
Patienten der ,Jow“Expressions-Gruppe (Median < 24) die einen positiven MGMT-
Promotorstatus aufwiesen, ein medianes Uberleben von 14,25 Monaten zeigten (SE
5,2). Die ,high“-Expressions-Gruppe (Median > 24) wies ein medianes Uberleben von
13,74 Monate auf (SE 0,98, p=0,781). Bei den Patienten ohne MGMT-
Promotormethylierung zeigte sich in der ,Jow“Expressions-Gruppe ein medianes
Uberleben von 9,4 Monaten (SE 1,0) im Vergleich zu 6,94 Monaten (SE 2,4) in der
Lhigh“-Expressions-Gruppe (p=0,188) (s.Abb.12). Wenn auch nicht signifikant, so Iasst
sich hieraus die Tendenz ableiten, dass solche Patienten mit negativem MGMT-
Promotorstatus ein kiirzeres Gesamtiberleben aufwiesen, wenn ZEB1 stark exprimiert
wurde. Auch die MGMT-Promotor methylierten Tumorproben zeigten bei hoher ZEB1-
Expression im Median ein verkirztes Gesamtiberleben. Betrachtet man die Aufteilung
beziglich des Progresses, so zeigte sich eine geringfiigige Tendenz in Bezug auf das
Auftreten eines friheren Progresses bei hoher Genexpression (methyliert: Jow Median
9,44 Monate, SE 4,6; high 9,17 Monate, SE 3,74; nicht-methyliert: low Median 4,9
Monate ,SE 0,56; high 4,37 Monate, SE 0,93, nicht dargestellt, s. Anhang).
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Abbildung 12 Kaplan-Meier Kurve der ZEB1 Expression im GBM stratifiziert nach MGMT in Bezug auf das
Gesamtiiberleben nach Gruppenbildung in low/high beziiglich des Median in der Immunhistochemie (<24
low, >24 high). Das Uberleben der Patienten ist mit erhéhter ZEB1 Expression bei nicht-methyliertem
MGMT-Promotor (B) im Vergleich zu den Patienten mit methyliertem MGMT-Promotor (A) verklirzt
(p=0,188).

Fur CDH1 beziehungsweise sein Genprodukt E-Cadherin wurden die Grenzen mit < 3
in der ,Jow“Expressions-Gruppe und > 3 in der ,high“Expressions-Gruppe definiert.
Nach einer MGMT-Stratifizierung ergibt sich, dass solche Patienten mit MGMT-
Promotormethylierung ein medianes Uberleben von 12,99 Monaten (SE 4,18) in der
LJow*“Gruppe und ein medianes Uberleben von 16,01 Monaten in der ,high““Gruppe
zeigten (SE 5,34, p=0,465, nicht dargestellt, siehe Anhang). Zu einem Progress kam
es in der ,Jow*Gruppe nach 9,17 Monaten (SE 3,61), in der ,high“Gruppe nach 10,39
Monaten (SE 4,38 p=0,534, s.Abb.13). Bei den Patienten ohne MGMT-
Promotormethylierung zeigte sich ein medianes Uberleben von 7,76 Monaten (SE
2,66) in der ,Jow* und ein medianes Uberleben von 10,13 (SE 0,8) in der ,high*
Expressions-Gruppe (p=0,198) (nicht dargestellt, siehe Anhang). Betrachtet man in
dieser Gruppe das Eintreten eines Progresses, ergab sich ein signifikanter Unterschied
in Bezug auf die Patienten ohne MGMT-Promotormethylierung. Solche Patienten mit
einer niedrigen E-Cadherin-Expression hatten nach 4,37 Monaten einen Progress,
solche mit hoher Expression nach 5,56 Monaten. Bei hoher E-Cadherin-Expression

zeigte sich hier eine signifikant langere progressionsfreie Zeit (p=0,005, s. Abb.13).

49



MGMT positiv MGMT negativ

1,04 1,04
£ s IHC Score E-Cadherin S s IHC Score E-Cadherin
g : (Klassiert) o (Klassiert)
< niedrig (<3) - niedrig (<3)
= hoch 03 H hoch (>3)
2 06 5 0.6
3 o =)
F :
> 2
B oad B 0.4
5 5
g E
2 <
X o 0.2

0,04 0,04

T T ; v ' T T T T , T
[ 10 . 20 30 40 9 2 4 6 8 10
Progressionsfreies Uberleben nach initialer Operation Progressionsfreies Uberleben nach initialer Operation
(in Monaten) (in Monaten)

Abbildung 13 Kaplan-Meier Kurve der E-Cadherin-Expression im GBM stratifiziert nach MGMT in Bezug
auf das progressionsfreie Uberleben nach Gruppenbildung in low/high in Bezug auf den Median in der
Immunhistochemie (< 3 low, >3 high). Patienten, die nicht MGMT-Promotor methyliert sind (B) lebten im
Vergleich zu den MGMT-Promotor methylierten Patienten (A) signifikant ldnger ohne Progress bei hoher
E-Cadherin-Expression (p=0,005).

Fur das Gen CDH2 beziehungsweise sein Genprodukt N-Cadherin wurden die
Grenzen der Jow* und ,high“Gruppe mit Bezug auf den Median wie folgt definiert:
Jow“Expressions-Gruppe < 2, ,high®- Expressions-Gruppe > 2. Stratifiziert man die
Ergebnisse nach MGMT, ergibt sich die Tendenz, dass solche Patienten, die einen
positiven MGMT-Promotormethylierungsstatus aufwiesen, bei hoher CDH2-Expression
kurzer lebten und eher einen Progress zeigten (p=0,5) als solche, die das Gen nur
wenig bis massig exprimierten. Deutlicher zeigte sich dies bei den Patienten ohne
MGMT-Promotormethylierung. Diese lebten bei niedriger Expression im Median 9,4
Monate, bei hoher Expression 1,32 Monate (p< 0,001, s.Abb.14). Es kam in der ,high“-
Expressions-Gruppe im Median nach 4,9 Monaten, in der ,Jow*-Expressions-Gruppe
nach 1,32 Monaten zu einem Progress (p<0,001) (nicht dargestellt, s.Anhang). Hierbei
ist jedoch kritisch anzumerken das die ,high“ Expressionsgruppe nur zwei Patienten

umfasste.
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Abbildung 14 Kaplan-Meier Kurve der N-Cadherin-Expression im GBM stratifiziert nach MGMT in Bezug
auf das Gesamtiiberleben nach Gruppenbildung in low/high beziiglich des Median in der
Immunhistochemie (<2 low/niedrig, > 2 high/hoch). Das Uberleben sowie die progressionsfreie Zeit bei
Patienten mit negativem MGMT- Methylierungsstatus (B) ist im Vergleich zu den Patienten mit positivem
MGMT-Methylierungsstatus (A) signifikant verkiirzt bei hoher N-Cadherin-Expression (p<0,001).

Fur das CDK1 Gen wurde die Grenze bei einer medianen Expression von Werten < 6
als ,Jow" Expression und von Werten > 6 als ,high“ Expression definiert.

Stratifiziert man die Ergebnisse nach MGMT, so ergibt sich fir jene Patienten mit
Methylierung in der ,Jow“Gruppe ein medianes Uberleben von 14,24 Monaten (SE
2,57) und in der ,high“-Gruppe ein medianes Uberleben von 13,74 Monaten (SE 12,09,
p=0,974). Bei den Patienten mit mehtyliertem MGMT-Promotor hatte somit das
Genexpressionslevel keinen Einfluss auf das Gesamtiberleben. Dies konnte auch in
Bezug auf das progressionsfreie Uberleben bestatigt werden. Auch hier zeigte sich
kein Einfluss des Expressionsgrades in Bezug auf den Progress (Median low 9,44
Monate SE 2,46 vs. high 7,99 Monate SE 6,43). Betrachtet man die nicht MGMT-
Promotor methylierten Patienten, so lebten die Patienten im Median 10,13 Monate (SE
1,69) in der ,Jow“Expressions-Gruppe und 4,73 Monate (SE 2,7) in der ,high*
Expressions-Gruppe (p=0,138) (s.Abb.15). Wenn auch nicht signifikant, so zeigte sich
hier die Tendenz, dass bei negativem MGMT-Promotormethylierungsstatus bei hoher
CDK1-Expression die Patienten kirzer lebten als solche mit niedriger Expression.
Ebenfalls kam es in der ,high“Expressions-Gruppe ohne MGMT-Methylierung eher
zum Progress (Median low 5,56 Monate, Median high 4,57; p=0,34; nicht dargestellt s.
Anhang).
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Abbildung 15 Kaplan-Meier Kurve der CDK1-Expression im GBM stratifiziert nach MGMT in Bezug auf das
Gesamtiiberleben nach Gruppenbildung in low/high bezliglich des Median in der Immunhistochemie (<6
low/niedrig,>6 high/hoch). Das Uberleben der Patienten ist besonders bei nicht methyliertem MGMT-
Promotorstatus (B) im Vergleich zu den Patienten mit methylierten MGMT-Promotorstatus (A) bei erhbhter
CDK1-Expression verkiirzt (p=0,138).

In der RT-PCR lagen breite Streuwerte der Expression auch nach mehrmalig
durchgeflhrten Versuchen und Gruppenbildungen in Bezug auf den Median und den
Mittelwert vor. Die Ergebnisse, die aus der Immunhistochemie gewonnen wurden,
wurden durch die RT-PCR tendenziell bestéatigt. Auf eine weitere Auswertung wurde im
Rahmen dieser Arbeit auf Grund der Heterogenitat verzichtet, dies gilt es in folgenden

Studien zu verbessern.

4.3 Korrelation nach Pearson: Vergleich der einzelnen Gene und ihrer
Genprodukte untereinander

Betrachtet man zunéachst die linearen Zusammenhange zwischen ZEB1 und den
Ubrigen untersuchten Genen so zeigte sich in Bezug auf das CDH1 Gen kein linearer
Zusammenhang sowohl auf der Protein- als auch auf der Gen/RNA-Ebene (Genebene
r=-0,081, p=0,624; Proteinebene r=0,055, p=0,708). Im Hinblick auf das CDH2 Gen
zeigte sich hingegen sowohl auf der Gen- als auch auf der Proteinebene ein
signifikanter linearer Zusammenhang. Dabei konnten wir signifikant héhere Werte flr
CDH2 bei hoherer Expression von ZEB1 auf der Genexpressions- und
Proteinexpressionsebene nachweisen (Genebene r=0,347, p=0,033; Proteinebene r=
0,349, p=0,014). In Bezug auf CDK1 zeigte sich lediglich in der Immunhistochemie und
damit auf der Proteinebene ein signifikanter, linearer Zusammenhang. Bei hdheren

CDK1 Werten zeigten sich dabei signifikant auch hdhere ZEB1 Expressionswerte,
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diese Ergebnisse konnten auf der Gen-/RNA-Ebene hingegen nicht bestatigt werden
(Genebene r=0,062, p=0,703; Proteinebene r=0,363, p=0,01).

Fur das Gen CDK1 ergab sich auRBerdem auf der RNA-Ebene ein signifikanter
Zusammenhang in Bezug auf CDH2. So zeigte sich bei hoher CDK1- Expression eine
hohe CDH2-Expression in der RT-PCR in den jeweils untersuchten Gliompraparaten
(r=0,336, p=0,042). Diese Ergebnisse konnten auf der Proteinebene nur tendenziell
bestatigt werden, eine Signifikanz lag hier nicht vor (r=0,107, p=0,464).

Ein linearer Zusammenhang zwischen dem zweiten untersuchten Cadherin, dem E-
Cadherin und CDK1 konnte hingegen weder auf der Protein- noch auf der Genebene
hergestellt werden (Genebene r=-0,064, p=0,70; Proteinebene r=0,17, p=0,242).

Das CDH2-Expressionslevel zeigt im Bereich der Proteinexpression tendenziell einen
Zusammenhang mit dem CDH1-Level. Erhéhte Werte fir CDH2 gehen dabei
signifikant mit erhdhten Werten fir CDH1 einher (r=0,345, p=0,015). Diese Ergebnisse
konnten auf der Genebene mittels RT-PCR jedoch nicht bestatigt werden (r=-0,087,
p=0,603) (Korrelationsmatrix s. Anhang).
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5. Diskussion

Die Epitheliale-mesenchymale Transition spielt in Tumoren allgemein und auch in
malignen hirneigenen Tumoren wie dem Glioblastom eine groRe Rolle. Iser et al.
bezeichneten die EMT sogar als einen hauptsachlichen Regulator des GBM [153].
Faktoren und Gene wie ZEB1, SLUG, SNAIL, TWIST, TGFB, HIF1a etc. sind in der
Lage die EMT einzuleiten [152]. Der somit initiierte mesenchymale Phanotyp erhdht
das maligne Potenzial, die Metastasierungsrate und die Aggressivitdt von Tumoren
unterschiedlicher Entitat [91], [152].

Trotz stetiger Verbesserung zeigt der derzeitige Therapiestandard der Glioblastome
keine Heilung der Patienten. Das Uberleben der Patienten konnte in den letzten Jahren
nur marginal von 12 auf circa 14,6 Monate gesteigert werden und die 5-
Jahreslberlebensrate ist geringer als 10 % [11], [12], [68]. Mit Hilfe von TTF-Therapien
konnten Uberlebensraten von bis zu 20,9 Monaten erzielt werden [87],
Langzeitergebnisse stehen noch aus.

In den letzten Jahren zeigte sich, dass die alleinige histopathologische Beurteilung von
Tumoren nicht ausreicht, um die Prognose abzuschatzen. Die Beurteilung der Tumore
muss durch immunhistochemische und insbesondere durch molekulargenetische
Methoden erganzt werden [15]. In aktuellen Studien von Sahm et al. und Weller et al.
konnte gezeigt werden, dass durch neue immunhistochemische und molekulare
Marker neue Behandlungsstrategien in hirneigenen Tumoren etabliert werden kdénnten
[176], [177]. Vorreiter auf dem Gebiet der ,Target-orientierten Therapie sind Studien
zur Behandlung von nicht-kleinzelligen Lungentumoren beispielsweise mit EGFR-
Antikdrpern/Tyrosinkinaseinhibitoren oder BRAF-Inhibitoren [178, p. 18], [179].

Unsere Arbeit zielte mit der Expressionsanalyse verschiedener Gene und ihrer
entsprechenden Produkte im Glioblastom darauf ab, solche Strukturen, die als
Angriffspunkt einer Target-orientierten Behandlung dienen kdénnten, auch am
Glioblastom zu identifizieren. Diese kénnten als neuer therapeutischer Ansatz genutzt
werden, welcher zu einer individualisierten Therapie des Glioblastom-Patienten fiihrt

und damit die Prognose verbessert.

Der wichtigste Stratifizierungsfaktor in der heutigen Glioblastomdiagnostik, der als
Uberlebensverlangernder Faktor angesehen werden kann, ist der MGMT-
Methylierungsstatus der Tumorzellen. Stupp et al. und weiterflihrende Studien [68]
zeigten, dass bei MGMT-Promotormethylierung ein verbessertes Ansprechen auf eine
TMZ-Therapie vorliegt. Hegi et al. zeigten mit ihrer Studie, dass Patienten, die eine

MGMT-Methylierung aufwiesen und nach Standardschema behandelt wurden, langer
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lebten (Median 21,7 Monate) im Vergleich zu Patienten ohne MGMT-
Promotormethylierung (Median 15,3 Monate) [29]. In unserer Kohorte betrug das
Uberleben der Patienten mit positivem MGMT-Promotormethylierungsstatus (n=24) im
Median 13,74 Monate, im Vergleich zu 9,17 Monaten bei den Patienten ohne MGMT-
Promotormethylierungsstatus (n=18). Das mediane PFS betrug bei den Patienten mit
Methylierung 9,17 Monate, bei den Patienten ohne MGMT-Promotormethylierung
lediglich 4,73 Monate. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit den publizierten Daten von
Hegi et al. und Stupp et al. [29], [68].

Parsons et al. zeigten, dass circa 12 % der Glioblastome eine Mutation im Bereich des
Isocitratdehydrogenase-Gens (IDH1) aufweisen, wobei es sich dabei zu 80% um
sekundare Glioblastome handelte. Fir Patienten mit einer solchen Mutation ist ein
besseres Uberleben gegeniiber den Patienten mit einer Wildtyp-Sequenz bekannt
[180]. In unserer Studie wurden ausschlieBlich primare Glioblastome untersucht.
Ohgaki et al. und Xie et al. beschrieben, dass bei primaren Glioblastomen in der Regel
keine IDH-Mutationen vorliegen [41], [42]. Dies zeigt sich auch in unserem Kollektiv, in
dem bei allen Patienten ein primares Glioblastom mit IDH1-Wildtyp vorlag, womit
unsere Kohorte als reprasentativ angesehen werden kann. AuRerdem wurde
ausgeschlossen, dass seltene ,Glioblastomvarianten® zum Beispiel mit sarkomatoider
Differenzierung zu einer Verfalschung der Ergebnisse gefuhrt haben konnten.

Das Gesamtuberleben und die Tumorprogression wurden in dieser Studie nicht in

Abhangigkeit von dem IDH-Status untersucht.

Von den drei Subtypen der EMT spielt der dritte die gréfite Rolle in der Entstehung von
Tumoren und der Metastasierung [91], [181].

Eines der Treibergene des dritten Subtyps und somit auch der Tumorprogression und
Metastasierung ist der Transkriptionsfaktor ZEB1 [182], [183]. In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich eine hoch signifikante Expression des ZEB1-Genes auf der
Proteinebene im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalhirngewebe (p=0,0003,
Mittelwert von 21,71 £ 6,96 im Glioblastom vs. 3 £ 3,94 im Normalhirngewebe in der
Immunhistochemie). Eine durch ZEB1-Uberexpression bedingte, verstarkte
Proliferation und Invasion wurde bisher bereits in Tumoren anderer Lokalisation und
Herkunft beschrieben. In den letzten Jahren gab es eine ganze Reihe von Studien an
epithelialen Tumoren, welche eine Korrelation zwischen einer ZEB1 Uberexpression
und einer erhéhten Aggressivitat und Metastasierungstendenz von Tumoren
beschrieben, beispielsweise am Kolonkarzinom oder dem Pankreaskarzinom [182],

[184]. Tendenziell wurde diese Beobachtung durch die RT-PCR bestétigt, hier zeigte
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sich allerdings keine Signifikanz (Mittelwert Glioblastom 0,81 + 1,98 vs. Mittelwert
Normalhirngewebe 0,7 + 0,98, p=0,26).

ZEB1 kann sowohl als Aktivator als auch als Repressor der Transkription fungieren
[139]. Interessante Beobachtungen zur Bedeutung von ZEB1 je nach auftretendem
Gewebe und umgebenden Mikromileu wurden dabei im Gehirn und den Gliomen
gemacht. Initiale Studien beschrieben dabei vor allem den Zusammenhang einer ZEB1
Uberexpression in héhergradigen Gliomen und ihre Korrelation mit einer gesteigerten
Invasionstendenz und mangelnden Therapieansprache [149] [185]. Studien von
Nesvick et al. hingegen beobachteten in IDH-mutierten Gliomen eine signifikant héhere
ZEB1 Expression und ein damit einhergehendes signifikant langeres Gesamtiberleben
[186]. Dies implementiert einen heterogenen Charakter von ZEB1, sodass
mdglicherweise auch eine stabilisierende Funktion von ZEB1 mit Unterdriickung der
Tumorentstehung je nach umgebenden Mileu im normalen Gehirngewebe zu erwagen
ist [187].

Studien von Edwards et al. konnten zeigen das eine Deletion des ZEB1 Genes in circa
50% der Glioblastome vorlag [188], wobei diese Deletion tber den Faktor LIF zu einer
Heraufregulation von Stammzellcharakteristika flhrte. Diese Gendeletion kdnnte
erkldren warum es uns in der RT-PCR im Glioblastom nur eingeschrankt méglich war
ZEB1 zu detektieren und somit keine signifikant héhere Expression im Glioblastom im
Vergleich zum normalen Hirngewebe ermittelt wurde. Wodurch die Diskrepanz
zwischen der Gen- und Proteinexpression entstand ist abschlieRend nicht endglltig zu
klaren und kann auf messtechnische sowie auf biologische Ursachen zuriickzufliihren
sein. Ahnliche Beobachtungen mit zumindestens weitestgehend durchgéngig
schwacher Expression von ZEB1 auf der Proteinebebe und fehlender Expression auf
der Genebene wurden auch von anderen Arbeitsgruppen gemacht [188].
Schwechheimer et al. und Howng et al. postulierten, dass das Gen CDH1
beziehungsweise sein Expressionsprodukt E-Cadherin im Glioblastom keine Rolle zu
spielen scheint, da es ihnen nicht méglich war eine Expression durch IHC und
Western-Blot Analysen (Schwechheimer et al.) oder RT-PCR nachzuweisen (Howng et
al.) [157], [189]. Unsere Untersuchungen zeigten davon abweichende Ergebnisse. In
dieser Arbeit zeigte sich, dass CDH1 sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene
sowohl im Glioblastom als auch im Normalhirngewebe nachzuweisen war. Diese
abweichende Beobachtung kénnte auf den Einsatz unterschiedlicher verwendeter
Antikdrper und Primer zurickzufuhren sein.

In dieser Studie zeigte sich auflerdem, dass CDH2 auf der Protein-Ebene im
Glioblastom im Vergleich zum Normalhirngewebe signifikant starker exprimiert wurde.

Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von Asano et al. gemacht [155]. Diese
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Ergebnisse lieBen sich in der RT-PCR nicht reproduzieren, hier zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf die Genexpression.

Bezuglich der Funktion und der Expressionsrate von N-Cadherin in glialen Tumoren
gibt es differente Studienergebnisse. Utsuki et al. beobachten eine signifikant hohere
immunhistochemische Farbereaktion mit steigendem Gliomgrad [190], welche auch
von Asano et al. auf der Genexpressionebene mittels Microarray-Analyse beschrieben
wurde [155]. Studien von Camand et al. machten zu unseren und diesen eben
genannten Ergebnissen kontrare Beobachtungen. Sowohl auf der RNA- als auch auf
der Protein-Ebene zeigte sich in den Versuchen von Camand et al. eine verringerte N-
Cadherin Expression im Glioblastom gegentber dem normalen Hirngewebe [191]. Ein
einheitlicher Konsensus besteht bis zum heutigen Tage nicht, hier missen zur
genauen Einordnung von N-Cadherin und seiner Bedeutung sowohl im Tumor als auch
im gesunden Hirngewebe noch weitergehende Studien erfolgen.

Im Rahmen unserer Arbeit konnte eine signifikant héhere Expression von CDK1 in den
Tumorzellen der Glioblastompraparate im Vergleich zum Normalhirngewebe sowohl
auf Protein- als auch der RNA-Ebene, beobachtet werden. In einer Studie von Chen H.
et al. zeigte sich ebenfalls eine erhdhte Expression von CDK1 gegeniber dem
normalen Hirngewebe [133]. Chen et al. beschrieben, dass mit steigendem WHO-Grad
auch die Expression des CDK1-Gens zunahm, wohingegen eine Herunterregulation
der CDK1-Genexpression auf RNA-Ebene zu einer Unterdriickung der Proliferation
fuhrte [133]. Im Hinblick auf unsere sowie die oben aufgeflhrten Studienergebnisse ist
anzunehmen, dass CDK1 als Tumorprogressor im Hinblick auf die Regulation des
Zellteilungszyklus  fungiert und durch eine Inhibition maoglicherweise ein

Tumorwachstum verlangsamt/verhindert werden kann.

Nach bisherigem Forschungsstand ist zu den Treibergenen der EMT im Glioblastom
noch wenig bekannt. Siebzehnrubl et al. zeigten durch den Knockout des ZEB1-Gens
in der GBM-Zellkultur und in Tierversuchen an Ma&usen eine verbesserte
Chemotherapieansprache auf TMZ und dadurch ein verlangertes Gesamtiberleben
der untersuchten Mause [149]. In einer Studie, in der die konventionelle

Hirnbestrahlung mit Protonen mit einer 1'*°

Seedbestrahlung verglichen wurde, zeigte
sich auf der Protein- und RNA-Ebene eine Herunterregulation des ZEB1-Gens und
damit der Epithelialen-mesenchymalen-Transition. Dies ging mit einem verldngerten
Gesamtiberleben der GBM-Patienten einher [192].

In unserem Patientenkollektiv zeigte sich, dass Patienten mit hoher ZEB1-Expression
im Tumorgewebe auf der Protein-Ebene, unabhangig vom MGMT-Promotorstatus,

eine kirzere Uberlebenszeit hatten als Patienten mit einer niedrigen ZEB1-Expression.
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Es kam in der ,high“-Expressionsgruppe auf Protein-Ebene und tendenziell auch auf
der RNA-Ebene zu einem friheren Versterben und zu einem friheren Progress der
GBM-Patienten. Unsere Ergebnisse zeigen somit eine Korrelation zwischen einer
hdéheren Gesamtsterblichkeit bei Vorliegen einer hdheren ZEB1-Expression, was mit
den Beobachtungen von Siebzehnrubl et al. Ubereinstimmt [153]. Es kann somit
angenommen werden, dass mdglichweise eine hohe ZEB1-Expression, und damit eine
Uberexpression eines Hauptregulators der EMT, das Gesamtiberleben der GBM-
Patienten signifikant verklrzt.

Die Interaktion von ZEB1 mit den Cadherinen wurde bereits in Studien von Vandewalle
et al. oder Aigner et al. beschrieben [138], [148]. ZEB1 gilt als E-Cadherin-Supressor
[91], [148], [193] und Aktivator mesenchymaler Gene in einigen Tumoren [194].
Untersuchungen an Glioblastomen in Bezug auf eine ZEB1/E-Cadherin Korrelation gibt
es nach unserem Wissensstand bisher nicht, was gréftenteils darauf zurlckzufihren
sein konnte, dass in den meisten Studien keine Protein- und/ oder Genexpression flr
E-Cadherin im Glioblastom nachgewiesen werden konnte [189]. Qi et al. machten
jedoch in Bezug auf ZEB2 die Beobachtungen, dass niedrige ZEB2 Expressionsraten
das E-Cadherin Expressionslevel in Glioblastomzelllinien erhéhten, wohingegen das N-
Cadherin Expressionslevel sank [195]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte zwar eine E-
Cadherin Expression in den meisten Tumorfallen beobachtet werden, kritisch ist jedoch
anzumerken, dass es sich hierbei um ein niedriges Expressionslevel im Vergleich zum
beispielsweise mitgefihrten Kontroligewebe des Plattenepithels der Haut handelt.
Gegenlber dem normalen Hirngewebe zeigte sich dennoch eine signifikant héhere
Protein- und Genexpression. Ein linearer Zusammenhang zwischen der ZEB1
Expression und der CDH1/E-Cadherin Expression konnte auch im Rahmen dieser
Studie nicht hergestellt werden. Die in anderen Tumoren beschriebene
Supressorfunktion von ZEB1 in Bezug auf E-Cadherin scheint im Glioblastom keine
Rolle zu spielen, sodass unsere Ergebnisse mit der bisherigen Literaturlage bezuglich
der untergeordneten Bedeutung des Cadherin-Switches im  Glioblastom
Ubereinstimmen [153]. Interessanterweise bestand jedoch in unserer Studie eine
signifikante Korrelation zwischen ZEB1 und CDH2. Solche Patienten mit hoher ZEB1
Expression wiesen ebenfalls signifikant héhere CDH2/N-Cadherin Expressionswerte
auf. Dies unterstlitzt unsere Theorie, dass sowohl ZEB1 als auch N-Cadherin im
Glioblastom als Initiatoren einer Tumorprogression fungieren und ZEB1
moglicherweise, wie in epithelialen Tumoren, in der Lage ist mesenchymale Gene zu
aktivieren. Welche Strukturproteine und Faktoren ZEB1 genau im Glioblastom
beeinflusst gilt es in weiteren Studien zu untersuchen. Die Bedeutung dieses Genes

scheint allerdings auf Grund unserer Beobachtungen mit einer deutlich verkirzten
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Gesamtlberlebenszeit des Glioblastompatienten bei ZEB1 Uberexpression als
potenziell klinisch relevant.

Die Expression von E-Cadherin wurde im gesunden Gewebe und in einigen Tumoren
wie dem Mammakarzinom oder dem Magenkarzinom als ,Protektivum® beschrieben,
da es die Zellintegritat und die Ausrichtung des Zellverbandes aufrecht erhalt. Ein
Verlust von CDH1 geht mit einer Tumorentwicklung einher [120], [121], [196], [197].
CDH1 wurde als Schutzfaktor in anderen hirneigenen Tumoren bereits beschrieben.
Schwechheimer et al. zeigten auf Protein-Ebene im Meningiom, als langsam
wachsender und meist benigner Tumor, ebenfalls verstarkte Expressionswerte des
CDH1-Gens, wobei ein Verlust von CDH1 zu einer Progression des Tumorwachstums
fuhrte [157]. Im Glioblastom ist dazu wenig bekannt. Unsere Beobachtungen zeigten,
dass solche Patienten mit hoher E-Cadherin Expression signifikant langer
progressionsfrei lebten als solche mit niedriger E-Cadherin Expression (4,37 Monate
bei niedriger vs. 5,56 Monate bei hoher Expression). Wir postulieren somit E-Cadherin
auch im Glioblastom, insofern es exprimiert vorliegt, als Schutzfaktor welcher eine
Tumorprogression verringert.

Eine kontroverse Meinung im Vergleich zu unserer Studie Uber die Funktion von E-
Cadherin vertritt die Arbeitsgruppe um Lewis-Tuffin. Lewis-Tuffin et al. fiuhrten
Versuche am Glioblastom mittels Western Blot und in der Zellkultur durch. Durch ein
Knockdown des CDH1-Genes konnte bei CDH1 lberexprimierenden Tumoren nach
Transplantation in das Maustiermodell die Proliferation der Zellen verlangsamt und ein
langeres Gesamtlberleben beobachtet werden [154]. Hierbei gilt es allerdings zu
beachten, dass im Rahmen der Studie von Lewis-Tuffin et al. eine besondere
Untergruppe von Glioblastomen mit epithelialer bzw. pseudoepithelialer
histopathologischer und molekulargenetischer Struktur untersucht wurde. E-Cadherin
wurde von dieser Arbeitsgruppe als ,Aggressivitatsmarker” postuliert.

In epithelial differenzierten Tumoren wie zum Beispiel dem Ovarialkarzinom, welches
auf Protein- und RNA-Ebene von Sundfedt et al. [198] untersucht wurde, oder den
bereits oben beschriebenen epithelial differenzierten Gliomen, untersucht von Lewis-
Tuffin et al., scheint CDH1 und somit E-Cadherin als Agressivitatsmarker zu gelten
[154].

Abhéangig von der Histomorphologie nimmt CDH1 somit unterschiedliche Rollen in der
Tumorentwicklung ein, wobei nach unseren Auswertungen von einer protektiven

Funktion im Hinblick auf neuro-glial differenzierte Strukturen auszugehen ist.

Die Funktion und Relevanz des CDH2-Gens bietet in der Literatur kontroverse

Meinungen, ahnlich dem CDH1 Gen. Asano et al. zeigten, dass gliale Tumore mit
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hoher CDH2-Expression auf der RNA-Ebene ein weniger aggressives Verhalten
aufwiesen [155]. Niedrigere Gliome (WHO-Grad Il und Ill) zeigten dabei héhere N-
Cadherin-Werte als WHO-Grad IV Tumore, insbesondere traten bei rekurrenten
Tumoren signifikant niedrige Expressionsraten in der Immunhistochemie auf [155],
[199], [200]. Eine weitere Studie von Camand et al. zeigte im Western Blot Verfahren,
dass die niedrigere Expression, beziehungsweise die Herunterregulation von CDH2, zu
einer schnelleren und ungerichteten Migration der glialen Tumore flhrte [191]. Es gilt
zu beachten, dass die alleinige Ausschaltung von CDH2 in Astrozyten dabei zu einer
wesentlich langsameren Migration flhrte als die Ausschaltung in den Glioblastomzellen
[191]. N-Cadherin scheint somit zwar zu einer beschleunigten Migration zu flhren, die
allerdings durch weitere Faktoren, die nur im Tumorgewebe von Bedeutung sind,
verstarkt werden muss. Auch scheint die Lokalisation von N-Cadherin von Bedeutung
zu sein, also in welchem Bereich der Tumorzelle es zu einer Herunter-
/Heraufregulation von CDH2 kommt. Im Western Blot zeigten Camand et al. keine
generelle Reduktion der CDH2-Expression, sondern eine durch die Immunfluoreszenz
darstellbare Reduktion von N-Cadherin im Bereich der Zellkontakte [191]. Siebzehnrubl
et al. fihrten Versuche an Zelllinien durch, die aus primaren Gliomen generiert wurden.
Mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Farbungen konnte in den untersuchten Tumorproben
eine verminderte Expression von N-Cadherin im Bereich der Tumorinvasionsfront
nachgewiesen werden, wohingegen die Tumormasse stark N-Cadherin positiv war
[149]. Ein Knockdown des Gens ZEB1 mittels microRNA (miRNA) flhrte dazu, dass
sich vermehrt N-Cadherin im Bereich der Zellkontakte anreichern konnte und die
Zellen langsamer proliferierten. Sie stellten jedoch keine Reduktion der gesamten N-
Cadherin-Menge im Western Blot fest, es handelte sich lediglich um eine Umverteilung
in den Zellkontaktbereich [149]. Eine Erklarung, warum CDH2 und somit N-Cadherin
protektiv wirken kénnte ware, dass es im Bereich der Zellmembran und der
Zellkontakte exprimiert wird und somit vor morphologischen Veranderungen schutzt
und stabilisierend wirkt. Kommt es hingegen zu einer Verlagerung und Akkumulation
von N-Cadherin in zentralen und perinuklearen Bereichen, wird eine schnelle und
ungerichtete Proliferation ermdglicht. Dies wirde auch erklaren warum kein
signifikanter Unterscheid der Genexpression zwischen Normalhirngewebe und
Glioblastomgewebe detektiert werden konnte. Eventuell ist somit weniger die
quantitative Menge von Bedeutung als der Ort der Proteinlokalisation. In der von uns
durchgefihrten Studie zeigte sich eine diffuse zytoplasmatische Anfarbung in den
Glioblastomzellen und keine auf die Zellkontakte beschrénkte Farbereaktion im
Rahmen der immunhistochemischen Experimente. Madoglicherweise flhrte eine

Verlagerung aus dem Bereich der Zellkontakte heraus und eine starkere Expression im
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Zytoplasma und perinuklearen Bereich auf der Protein-Ebene zu einer Reduktion des
Gesamtuberlebens unserer Patienten.

Im Normalhirngewebe wurde in dieser Studie kaum N-Cadherin exprimiert, die
Expression zeigte sich, wenn vorhanden, vor allem im Bereich der astrozytaren
Fortsatze (s.Abbl.16).
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Abbildung 16 (A) Immunhistochemische Darstellung der Expression von N-Cadherin in dem von uns
verwendeten Kontrollgewebe(Herzmuskelgewebe), hier zeigt sich eine Expression im Bereich der Z-
Streifen und somit der Zellkontakte; (B) Immunhistochemische Darstellung der Expression von N-Cadherin
im Normalhirngewebe, hier zeigt sich eine sehr schwache Expression im Bereich der astrozytéren
Fortsétze und somit der Zellkontakte; (C) Immunhistochemische Darstellung der Expression von N-
Cadherin im Glioblastomgewebe, hier zeigt sich eine diffuse zytoplasmatische Expression.

Utsuki et al. zeigten hingegen einen Kkorrelativen Zusammenhang einer CDH2-
Uberexpression zu der Graduierung der Gliome. Mit hdherem histopathologischem
Tumorgrad lag bei Utsuki et al. eine vermehrte N-Cadherin-Expression auf der Protein-
Ebene vor [190], anders als bei den oben genannten Untersuchungen von Asano et al.
[199], [200]. Utsuki et al. fihrten dabei immunhistochemische Farbungen an 45
Glioblastompraparaten durch. Sowohl Studiengréf3e als auch Vorbehandlung mittels
Dampfgarer und Citrat-Puffer/EDTA-Puffer entsprachen weitestgehend unserem
Studiendesign. Die Arbeitsgruppe untersuchte sowohl Proben aus zentralen
Bereichen, der Invasionsfront und den perinekrotischen Bereichen der Tumorbiopsien.
Vereinbar mit den Daten aus der Arbeit von Utsuki et al. [190] zeigte sich in unserer
Arbeit, dass solche Patienten, die im Tumor eine MGMT-Methylierung aufwiesen bei
hdéheren N-Cadherin-Expressionswerten auf der Protein-Ebene eher einen Progress
hatten (Median low 9,44 Monate, high 6,31 Monate). Diese Tendenz wurde noch
deutlicher im Bereich von Patienten ohne eine MGMT-Methylierung (OS Median low
9,4 Monate, high 1,32 Monate; PFS Median low 4,9 Monate, high 1,3 Monate). CDH2
kénnte somit als Tumorprogressor zu einer erhdhten Zellproliferation beitragen und mit
einem friheren Progress der Patienten einhergehen. Hierbei ist jedoch, wie bereits
oben beschrieben, kritisch anzumerken, dass unsere Patientengruppe die eine hohe

N-Cadherin Expression aufwies mit lediglich zwei Patienten zu klein erscheint um
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daraus eine geeignete Schlussfolgerung ziehen zu kénnen. Auf Grund der in der
Literatur als &uRert heterogen beschriebenen Funktion von N-Cadherin sowie der
Tatsache, dass hohe Expressionsraten nur selten beobachtet werden, bedarf es hier
weiterer Studien zur genauen Einordnung der N-Cadherin Funktion in der
Tumorprogression des Glioblastoms.

Betrachtet man die Korrelation zwischen CDH1 und CDH2 in dieser Arbeit, so zeigte
sich, dass verringerte CDH2-Werte nicht mit einem erhéhten CDH1-Wert und
umgekehrt einhergingen. Ein linearer Zusammenhang, wie er in epithelialen Tumoren
zu erwarten ware, konnte im Rahmen dieser Arbeit im Glioblastom nicht hergestellt
werden. Dies wurde auch von Camand et al. beschrieben [191]. Der in epithelialen
Tumoren ablaufendende Cadherin-Switch [181] spielt im Glioblastom eine
untergeordnete Rolle [153]. Auf Grund des Nachweises einer signifikant héheren
Proteinexpression von N-Cadherin im Glioblastomgewebe im Vergleich zum
Normalhirn zeigt sich jedoch eine starker mesenchymale Ausprdgung im Tumor im
Vergleich zum normalen Hirngewebe (,glial/mesenchymal zu mesenchymaler Switch®).
Dies kdnnte die Tumorentstehung und -ausdehnung beginstigen. Wie bereits Mahabir
et al. postulierten sollte hier eher von einer glial-mesenchymalen Transition anstelle

einer epithelial-mesenchymalen Transition gesprochen werden [201].

Die Umwandlung von gesunden Zellen in Tumorzellen geht mit einer Missregulation im
Zellzyklus einher, die im Bereich der Checkpoints oder im Bereich verschiedener
Reparaturgene liegt [202]. Im Rahmen unserer Arbeit konnte eine signifikant erhohte
Expression von CDK1 in den Tumorzellen im Vergleich zum Normalhirngewebe sowohl
auf Protein- als auch der RNA-Ebene beobachtet werden. Die CDK1-Expression
unterschied sich dabei auf Protein-Ebene nicht signifikant zwischen den MGMT-
Promotor  methylierten  Patienten und den  Patienten ohne MGMT-
Promotormethylierung (p=0,17). Bei den Patienten ohne MGMT-Promotormethylierung
zeichnete sich die Tendenz ab, dass bei hohen CDK1-Werten auf der Protein-Ebene
die Patienten kirzer lebten und eher einen Tumorprogress zeigten, als solche mit
niedriger CDK1-Expression. Aus unseren Ergebnissen in Zusammenschau mit den
Ergebnissen von Bo et al. [128] und Chen et al. [133] lasst sich ableiten, dass CDK1
bei Uberexpression im adulten Hirngewebe zu einer Tumorprogression beitragen kann.
Chen et al. zeigten, dass die Expressionsmenge von CDK1 mit steigendem Gliomgrad
anstieg. Aullerdem konnten sie im Mausxenograft Modell zeigen, dass bei einer
Herunterregulation/Knock-out des CDK1 Genes die Tumorzellen die Apoptose
einleiteten [133]. In unserer Arbeit zeigte sich zumindest tendenziell, dass eine nicht

vorhandene Promotormethylierung als prognostisch unginstig angesehen werden

62



kann, wenn eine Uberexpression des CDK1 Genes oder seiner Genprodukte vorlag.
Es kam zu einem friher auftretenden Progress und es zeigte sich ein verkirztes
Uberleben der Patienten (OS Median low 10,13 Monate, high 4,73 Monate). Dies ist in
Zusammenschau nicht nur auf den negativen MGMT-Methylierungsstatus
zuriickzufiihren. Betrachtet man die allgemeine Uberlebensrate aller Patienten ohne
MGMT-Promotormethylierung unabhangig von den Genexpressionen, so lag diese im
Median bei 9,17 Monaten, bei hoher CDK1 Expression und negativem MGMT-
Promotorstatus hingegen bei 4,73 Monaten. Wir postulieren, dass die MGMT-
Methylierung mdglicherweise die Zellen vor einem Einfluss der Zellzyklusdysregulation
schatzt. Ein linearer Zusammenhang zwischen CDK1 und E-Cadherin konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht hergestellt werden. Allerdings zeigte sich in Bezug auf das
CDH2 Gen eine signifikant hdhere CDH2 Expression bei héheren CDK1 Werten,
welches auf der Proteinebene tendenziell bestatigt wird. Auch diese Beobachtungen
untermauern die bereits oben von uns aufgestellte Theorie, dass es im Rahmen der
Glioblastomprogression Uber die Aktivierung verschiedender Gene der EMT und des
Zellzyklus zu einer starkeren mesenchymalen Genaktivierung kommt und das dies als

Agressivitatsmarker postuliert werden kann.

Viele Studien zeigen das eine alleinige Therapie mit Antikdrpern im Glioblastom keinen
ausreichenden Effekt erzielen kénnen und die Tumore Resistenzen entwickeln [203] .
In den folgenden Jahren wird es vermutlich vor allem um eine Anwendung von
kombinierten Verfahren gehen. Eine Standard Chemotherapie mit TMZ zur Reduktion
der Tumormasse in Kombination mit einer tumorspezifischen Targettherapie,
beispielsweise gegen die EMT oder die den Zellzyklus regulierenden Faktoren wie die
CDK, koénnte die richtungsweisende und zielfihrende Behandlungsstrategie der
kommenden Jahre darstellen. Dabei kénnte es durch den Einsatz gezielter Antikdrper
dazu kommen, dass eine .Mesenchymalisierung” des Glioblastoms
verhindert/reduziert wird und dadurch das Tumorwachstum und die
Ausbreitungstendenz sinkt.

Vorreiter auf diesem Gebiet sind Studien zur Behandlung von nicht-kleinzelligen
Lungentumoren beispielsweise mit EGFR-Antikdrpern/Tyrosinkinaseinhibitoren oder
BRAF-Inhibitoren in Kombination mit Chemotherapeutika [178], [179].
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5.1 Methodenkritik

Es standen funf intraoperativ. entnommene Normalhirngewebeproben als
Kontrollgewebe auf Protein- und auf der RNA-Ebene zur Verfligung. Die Bereitstellung
von normalem Hirngewebe als Kontrollgewebe, das weder eine Autolyse noch einen

hypoxischen Schaden erlitten hat, ist duRert schwierig.

Die Genexpression der untersuchten Gene unterschied sich in den beiden von uns
verwendeten Methoden, der Immunhistochemie und der RT-PCR. Dies kann folgende
Grinde haben: 1) Die vorhandene Menge an mRNA entspricht nicht zwangslaufig der
mit Hilfe von Antikérpern nachweisbaren Proteinstruktur. 2) Viel RNA muss dabei nicht
zwangslaufig mit einer grolen Menge an Proteinexpression einhergehen, was auf die
posttranslationale Modifikation zurlckgefliihrt werden kann [204], [205]. 3) GroRere
Mengen an mRNA im Vergleich zum exprimierten Protein kbnnen Zeichen fir Defekte
im Bereich der Proteinbiosynthese oder ein Zeichen fir eine mangelnde Stabilitat des
Proteins sein [206], [207]. Im Rahmen unserer Studie wurde sich fur die Auswertung
der Immunhistochemie entschieden welche zu den Standards der Tumordiagnostik
zahlt [208]. Die Ergebnisse wurden durch die RT-PCR verifiziert um Veranderungen,
die lediglich auf Artefakten beruhen, gering zu halten [166], [170]. Betrachtet man die
Streubreite der Ergebnisse, so wird deutlich, dass die ermittelten Werte stark variieren.
Je starker das untersuchte Gen exprimiert wurde, desto starker war diese Streubreite.
Mdoglicherweise ist flr die Streubreite der Werte eine grole genetische Heterogenitat
der Tumore und ein damit einhergehendes unterschiedliches Ausmal® an
Signalwegaktivierung verantwortlich. Zusatzlich zu dem untersuchten Tumorgewebe
kann in den Proben der RT-PCR eventuell auch Nicht-Tumorgewebe enthalten
gewesen sein. Dies kann zu veradnderten Expressionen von Genen und ihrer
Genprodukte fihren. In der Immunhistochemie konnte dies durch eine Kontrolle eines
HE gefarbten Schnittes und durch das Filtern von solchen Schnittebenen, in denen nur
Tumorgewebe enthalten war, gering gehalten werden. Fir die Immunhistochemie kann
damit angenommen werden, dass die detektierte Proteinexpression, auch die
tatsachliche Proteinexpression des Tumors darstellt. Allerdings gilt auch hier zu
beachten, dass Tumore heterogen sind und sich die einzelnen Tumorbereiche
(Invasionsfront, Tumornekrosen etc.) unterscheiden. Die Auswertung erfolgte in
zentralen Tumorbereichen ohne Nachweis einer ausgepragten Nekrose, ebenfalls
wurden ,Proliferations-hot-spots®* vermieden. Welche exakten Grinde den
unterschiedlichen Gen- und Proteinexpressionen zu Grunde liegen, ist mit unseren
Analysen letztendlich nicht abschlieRend zu beantworten. Dies kdnnte als Grundlage

fur nachfolgende Studien dienen, in denen mit Hilfe von Knockdown-Experimenten
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oder mit Hilfe von miRNA- Suppression die jeweilige Signalwegkomponente

unterdriickt und genauer untersucht werden kann.

Die Auswertung der Immunhistochemie bezlglich der Intensitat der Farbung und die
Festlegung, welche Zellen bereits als gefarbt gewertet werden, ist subjektiv und
semiquantitativ. Alle Praparate wurden deswegen von der gleichen Person ausgezahilt,
um einen Interobserverfehler zu vermeiden. Eine digitalisierte morphometrische

Auswertung ware mdglicherweise genauer.

6. Ausblick

Bisherige Studien konnten zeigen, dass individuelle genetische Therapien eine
Zukunftsform fur die Behandlung von malignen Gliomen bieten kdnnten. Schwerpunkte
der Forschung werden dabei im Bereich der antiangiogenetischen Therapien, in den
Molekulartherapien oder in den Immuntherapien gesetzt. Das zu Grunde liegende
Prinzip dieser Form der Behandlungen ist es, mit Hilfe von Antikérpern, die sich gegen
spezifische Proteine, Oberflachenstrukturen oder Signalmolekile richten, Signalwege
zu blockieren und das Tumorwachstum dadurch einzuschranken.

Bisherige Versuche solche Therapieformen am Glioblastom zu etablieren zeigten nur
unzureichende Erfolge. Eine mdgliche Ursache der mangelnden Therapieansprache
kénnte die Epitheliale-mesenchymale-Transition sein. Diese verringert die Anzahl der
Zielmolektle an der Oberflache der Zelle und minimiert somit die Angriffsmoglichkeiten
zahlreicher zugeflhrter Antikérper [209], [210].

Bis heute hat keines der Medikamente, welche die Transition beeinflussen, Einzug in
den klinischen Alltag erlangt. Als vielversprechend gilt allerdings der miR-21 Inhibitor
AC1T1MMYRZ2. Dieser Inhibitor konnte an Gliom-Zelllinien die Proliferation und Migration
supprimieren, indem er die Transition beeinflusst [211].

Durch die Herunterregulation von PI3K/Akt, einer Signalwegkomponente der Epithelial-
mesenchymalen Transition, konnte auch das Cumarinderivat Osthole an Gliom-

Zelllinien erste Erfolge zeigen [212].

Im Rahmen unserer Studie konnte ein bekannter Hauptregulator der EMT (ZEB1) und
ein Zellzyklusprotein (CDK1) mit einer signifikant hoéheren Expression im
Tumorgewebe gegenuber dem Normalhirngewebe nachgewiesen werden. Die
verstarkt exprimierten Oberflachenstrukturen kénnten dann wiederum zuganglicher fur
bereits etablierte Antikorpertherapien (EGF, VEGF-Antikdrpern) sein. Zumindest

scheint eine verstarkte mesenchymale Auspragung unterdrickbar und damit eine
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potenzielle Malignisierung verhinderbar mit dem Ziel einer Verlangerung des
Gesamtlberlebens oder des progressionsfreien Uberlebens des Patienten zu

erreichen. Dies gilt es in nachfolgenden Studien, z.B. in Zellkulturen oder Tiermodellen,

ZU untersuchen.
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7. Zusammenfassung

CDH1, CDH2 und ZEB1 sind Gene, die in die EMT integriert und im Glioblastom
nachweisbar sind. CDK1 ist ein Gen des Zellzyklus welches die Zellteilung kontrolliert
und ebenfalls im Glioblastom nachweisbar ist. Zielsetzung dieser Arbeit war die
Untersuchung der Gen- und Proteinexpression in Patienten mit einem primaren
Glioblastom, wobei eine  Stratifizierung im Hinblick auf die MGMT-
Promotormethylierung vorgenommen wurde, zur Bestimmung eines prognostischen
Wertes (Gesamtiiberleben/progressionsfreies Uberleben).

Mittels Real-Time PCR und Immunhistochemie wurde die Genexpression dabei in 44
Glioblastom-Tumorproben und in 5 Normalhirngewebeproben untersucht.

Die Expression der untersuchten Gene der EMT und des Zellzyklus waren dabei im
Glioblastom auf der Protein-Ebene signifikant gegenidber dem Normalhirngewebe
erhoht, auf der RNA-Ebene wurden diese Ergebnisse nur teilweise bestatigt.

Die Uberlebensanalyse zeigte, dass solche Patienten mit hoher ZEB1-Expression auf
der Protein-Ebene kirzer lebten als mit niedriger Expression, wobei hier kein
signifikanter Unterschied bestand (14,24 Monate vs. 13,24 Monate bei den Patienten
mit MGMT-Promotormethylierung, bei den nicht MGMT-Promotor methylierten
Patienten 9,4 Monate vs. 6,94 Monate). In beiden Gruppen zeigte sich kein Einfluss
auf den Progress.

In Bezug auf CDK1 zeigte sich bei den nicht MGMT-Promotor methylierten Patienten
mit niedriger CDK1-Proteinexpression tendenziell ein langeres Gesamtiberleben als
bei solchen mit hoher Expression (10,13 Monate vs. 4,73 Monate, p=0,138). Es kam
eher zum Progress bei hoher CDK1-Proteinexpression (nach 5,56 Monaten in der
~high“-Expressionsgruppe vs. 4,57 Monate in der low“-Expressionsgruppe).

Bei hoher CDH2-Expression zeigte sich bei den Patienten ohne MGMT-
Promotormethylierung eine signifikante Reduktion des Gesamtiberlebens und ein
signifikant frGher auftretender Progress auf der Protein-Ebene (OS 9,4 Monate high vs.
1,32 Monate low, p<0,001; PFS 4,73 Monate low vs. 1,3 Monate high, p<0,001).

Die CDH1-Expression zeigte, dass solche Patienten mit hoher Expression auf der
Protein-Ebene tendenziell langer lebten als solche mit niedriger Expression,
unabhangig vom MGMT-Promotorstatus (OS methyliert 12,99 Monate low vs. 16,01
Monate high; OS nicht-methyliert 7,76 Monate low vs. 10,13 Monate high). Diese
Beobachtung war nicht statistisch signifikant. Allerdings zeigten die Patienten ohne
MGMT-Promotormethylierung ein signifikant langeres progressionsfreies Uberleben
(p=0,005) bei hoher CDH1 -Expression (4,73 Monate vs. 5,56 Monate).
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Eine hohe ZEB1-, CDH2- und CDK1-Expression auf der Protein-Ebene ist mit einer
schlechteren Gesamtprognose verbunden. Eine hohe CDH1-Expression hingegen
scheint einen protektiven Charakter zu haben und vor einem frilhen Progress zu

schutzen.

8. Summary

CDH1, CDH2 and ZEB1 are genes involved in the EMT which are also detectable in
glioblastoma. CDK1 is a gen of the cell cyclus and it is also expressed in
glioblastomas. In this study we investigated the expression of CDH1, CDH2, CDK1/2
and ZEB1 in human glioblastomacells with methylated MGMT-promotor and without
MGMT-promotormethylation. Our point of interest was the prognostic value of the gen-
expression with regard to survival and progression-free time of patients. In 44
glioblastoma patients and 5 non-tumorous brain specimens, which we used as
controls, the gene-expression was determined by performing quantitative real-time
PCR (RT-PCR) and immunohistochemistry (IHC).

The gene-expression in IHC was significant higher in glioblastoma then in normal brain
tissue. Survival analysis showed, that patients with high ZEB1-expression on protein
level had a shorter overall survival (OS) than patients with low expression-levels (14,24
months vs. 13,24 months for methylated and 9,4 months vs. 6,94 months for
unmethylated patients). This observation was not statistical significant. There was no
influence regarding the progression-free survival time. Looking at the CDK1-
expression, there was a tendency that there was a shorter overall survival and
progression-free survival (PFS) in patients without MGMT-promotormethylation when
there was a high gene-expression on protein-level (OS 10,13 months vs. 4,73 months,
p=0,138; PFS 5,56 months low vs. 4,57 months high). Median overall survival time in
patients without MGMT-promotormethylation with high CDH2-expression on protein-
level was significantly reduced and there was an earlier progress (OS 9,4 months high
vs. 1,32 months low, p<0,001; PFS 4,73 months low vs. 1,3 months high, p<0,001).
Patients with high expressions of CDH1 on protein-level showed a tendency of a longer
overall survival than patients with low expression, this observation was not statistical
significant (patients with MGMT-promotormethylation 16,01 months high vs. 12,99
months low, patients without MGMT-promotormethylation 7,76 months low vs. 10,13
months high). However we showed that high CDH1-expression-levels where

associated with a significant longer progression-free survival (p=0,005).

Overexpression of ZEB1, CDH2 and CDK1 on protein-level seems to be associated
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with a poor prognosis in glioblastoma patients. In contrast to this observation high

CDH1-expression-levels seems to have a protective character.
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12. Anhang

RNA-ISOLATION

CHEMIKALIEN

Name Hersteller Nummer
Chloroform Honeywell Riedel-de Haén | UN-No: 1888
Chromasolve® 34854 AG, Wunstorfer Str. 40, Charge Lot: 92850

30926 Seelze

RNeasy Lipid Tissue Mini
Kit (50)
- 50 RNeasy Mini
Spin Columns
- QIlAzol Lysis
Reagent
- RNAse-free
Reagents
Buffers (RPE und RW1)

Qiagen GmbH, Qiagen
Str. 1, 40724 Hilden

Art.-Nr.: 74804

Ethanol = 99,8%

Carl Roth GmbH+Co0.KG
Schoemperlenstr. 3-5
D-76185 Karlsruhe

UN-No: 1170
Art.-Nr.: 9065.4
Charge Lot: 247259599

GERATE

Name Hersteller Nummer

Eppendorf Reference® Eppendorf AG, Hamburg

Pipetten Germany

-100-1000 pL Art.-Nr.: 4920000083
- 10-100 pL Art.-Nr.: 4920000059

Eppendorf Research® plus
Pipetten (0,5-10uL)

Eppendorf AG, Hamburg

Germany

Art.-Nr.: 4920000024

Zentrifuge: Mikro 200R Andreas Hettich GmbH & | 200 R
Co. KG, Tuttlingen
NanoDrop 1000 PEQLAB Biotechnologie | 1000
Spectrophotometer GmbH, Carl-Thiersch-Str.
2B, 91052 Erlangen
Vortex — Genie 2 G-560E Scientific industries, INC., | G-560-E
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Bohemia, N.Y., USA

Waage: Sartorius 1212 MP Sartorius-Werke GmbH, 1212 MP
Gottingen
Schwing-Kugelmdihle: Retsch GmbH MM400
Retsch MM400 Retsch-Allee 1-5
42781 Haan Germany
ZUSATZLICHE MATERIALIEN
Name Hersteller Nummer

ep Dualfilter T.I.P.S.®,
PCR clean & sterile,
-2-200 L

-50 - 1000 pL

Eppendorf AG, Hamburg

Germany

Art.-Nr.: 0030077.555
Art.-Nr.: 0030077.571

Eppendorf Safe-Lock
Tubes PCR-clean
-1,5 ml

-2 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Germany

Art.-Nr.: 0030123328
Art.-Nr.: 0030123344

SafeSeal-Tips professional
10 L, steril

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Art.-Nr.: 770005

MATERIALIEN CDNA

CHEMIKALIEN

Name Hersteller Nummer

Ethanol 99.8 % Carl Roth GmbH+Co.KG UN-No: 1170
Schoemperlenstr. 3-5 Art.-Nr.: 9065.4

D-76185 Karlsruhe

Charge Lot: 247259599

QuantiTect Reverse
Transcription Kit 50:
- 100 pL 7x gDNA
Wipeout Buffer
- 50pL Quantiscript
Reverse
Transcriptase
- 200 uL 5x
Quantiscript RT

Qiagen GmbH,
Qiagen Str. 1, 40724
Hilden

Art.-Nr.: 205311
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Buffer
- 50 uL RT Primer
Mix
1,9 ml RNAse-Free-Water

Chloroform
Chromasolve® 34854

Honeywell Riedel-de Haén
AG, Wunstorfer Str. 40,
30926 Seelze

UN-No: 1888
Charge Lot: 92850

GERATE
Name Hersteller Nummer
Eppendorf Reference®
Pipetten Eppendorf AG, Hamburg
-10-100 pL Germany Art.-Nr.: 4920000059
-0,5-10 L Art.-Nr.: 4920000024
-0,1-2,5 ul

Art.-Nr.: 4920000016
Eppendorf Mastercycler Eppendorf AG, Hamburg
gradient Germany
ZUSATZLICHE MATERIALIEN
Name Hersteller Nummer
Microtubes 1,5 ml DNA SARSTEDT Art.-Nr.: 72.706.700

LowBind

Aktiengesellschaft& Co. D-
51588 Nimbrecht

Eppendorf PCR Tubes,
0,2 ml, PCR clean

Eppendorf AG, Hamburg

Germany

Art.-Nr.: 0030124332

epT.l.P.S. Reloads, PCR
clean, 0.1 — 20 uL

Eppendorf AG, Hamburg

Germany

Art.-Nr.: 0030077.520

ep Dualfilter T.I.P.S.®,
PCR clean & sterile, 2 —
100 uL

Eppendorf AG, Hamburg

Germany

Art.-Nr.: 0030077.547
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MATERIAL DER RT-PCR

CHEMIKALIEN
Name Hersteller Nummer
TagMan Gene Expression Applied Biosystems, Art.-Nr.: 4369016
Master Mix Forster City, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von
Amerika
TagMan Gene Expression Applied Biosystems, Art.-Nr.: HS00983056_m1
Assay CDH2 Forster City, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von
Amerika
TagMan Gene Expression Applied Biosystems, Art.-Nr.: HS00611018_m1
Assay ZEB1 Forster City, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von
Amerika
TagMan Gene Expression Applied Biosystems, Art.-Nr.: HS00938778 m1
Assay CDK1 Forster City, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von
Amerika
TagMan Gene Expression Applied Biosystems, Art.-Nr.: HS00178289 m1

Assay AKT1

Forster City, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von

Amerika

TagMan Gene Expression
Assay EIF2AK3

Applied Biosystems,
Forster City, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von

Amerika

Art.-Nr.: HS00984006_m1

TagMan Gene Expression
Assay CDH1

Applied Biosystems,
Forster City, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von

Amerika

Art.-Nr.: HS01023894_m1

TagMan Gene Expression
Assay ACTB

Applied Biosystems,
Forster City, Kalifornien,

Vereinigte Staaten von

Art.Nr.: HS9999903_m1
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Amerika

Nuclease-Free-Water
50 ml

Qiagen GmbH, Qiagen
Str. 1, 40724 Hilden

Art.-Nr.: 129114

GERATE

Name

Hersteller

Nummer

StepOne Plus Real-Time
PCR System

Applied Biosystems,
Forster City, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von

Amerika

Art. Nr.: 4376600

MicroAmp® FAST 96-Well
Support Base

Applied Biosystems by life
technologies, Forster City,
Kalifornien, Vereinigte

Staaten von Amerika

Art.Nr.: 4379590

Ultraviolet Sterilizing PCR

Workstation

PEQLAB Biochtechnologie
GmbH, Erlangen

Latitude E6510

DELL, Round Rock ,

Texas, Vereinigte Staaten

Eppendorf Reference®

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg

-10-100 pl Germany Art.-Nr.: 4920000059
0.5-10 ul Art.-Nr.: 4920000024

iU Art.-Nr.: 4920000016

.0,1-2,5 yl

Hettich Zentrifuge Rotina Andreas Hettich GmbH & | 420R

420 R Co. KG, Tuttlingen

ZUSATZLICHE MATERIALIEN

Name Hersteller Nummer

Klebefolie, optisch klar SARSTEDT Art.-Nr.: 95.1994

Aktiengesellschaft& Co. D-
51588 Niumbrecht

Eppendorf Safe-Lock

Eppendorf AG, Hamburg

Art.-Nr.: 0030123328
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Tubes, 1,5 ml, PCR-clean

Germany

ep Dualfilter T.I.P.S.®,
PCR clean & sterile,
2-100 L

Eppendorf AG, Hamburg

Germany

Art.-Nr.: 0030077.547

epT.l.P.S. Reloads, PCR
clean, 0.1 — 20 yL

Eppendorf AG, Hamburg

Germany

Art.Nr.: 0030073.762

MicroAmp® Fast 96-Well

Applied Biosystems by life

Art.-Nr.: 4346907 ( by

Reaction Plate, 0,1 ml technologies, Forster City, Fischer)
Kalifornien, Vereinigte
Staaten von Amerika

MATERIALIEN IMMUNHISTOCHEMIE

CHEMIKALIEN

Name Hersteller Nummer

DCS LabLine Waschpuffer,
20x, 500 ml

DCS Innovative Diagnostik
Systeme 22397 Hamburg

REF/ Art: WL583C0500

Wasserstoffperoxid 30%
1.08597.1000

MERCK KGaA Darmstadt

Germany

Charge: K31833497310

REF/Art.-Nr.: 3-26-
36/37/39-45

DCS LabLine Citrat-Puffer,
10x, 500ml

DCS Innovative Diagnostik
Systeme 22397 Hamburg

REF/ Art: CLO09C500

Rev.-Nr: CEA0611

Ampuwa Spullésung 1000ml
Plastipur

Fresenius Kabi France

Ch.-B.: 13KCP191

Titriplex 111 3729/l

MERCK KGaA Darmstadt

Germany

Charge : K32895118417

REF/ Art: 1.08418.0100
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TitriPUR Hydrochloric acid MERCK KGaA Darmstadt | UN1789
1mol/l 1.09057.1000 Germany

HC55419037
TitriPUR Sodium hydroxide MERCK KGaA Darmstadt | HC55419037

solution 1mol/l 1.09137.1000

Germany

Isopropylalkohol (Isopropanol)
100%, 20 KG

Stockmeier Chemie
Dillenburg GmbH& Co.KG

Charge: 0000508661
0000514155

UN1219 ISOPROPANOL
Materialnr.:
1000452629000

Xylol (Isomere) 10l

Carl ROTH GmbH&Co0.KG

Karlsruhe

Charge: 046238630
UN1307
Art.Nr.: 9713.2

Richard-Allan Scientific
Cytoseal XYL

Thermo Scientific, UK

Charge: 348976

REF/ Art: 8312-4

DCS LabLine Antikérper-

Verdinnungspuffer

DCS Innovative Diagnostik
Systeme 22397 Hamburg

REF/ Art.-Nr.:
ALI20R100

Eosin AG 1B-419

Waldeck GmbH&Co.KG

Mdunster

Art.Nr.: C20H6Br4Na205

Kaliumaluminiumsulfat
EMSURE

MERCK KGaA Darmstadt

Germany

Cas.-No: 7784-24-9
A0365247247

Chloralhydrat EMPROVE

MERCK KGaA Darmstadt

Germany

Charge: K4572825430

Index-No: 605-014-00-6

Zitronensaure, Granulat 100%

rein

Serva Feinbiochemica

Heidelberg

Art.Nr:: 38642

Hamatoxylin cryst. C.1.75290

MERCK KGaA Darmstadt

Cas-No: 517-28-2
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Germany

1.04302.0100

Natriumjodat

MERCK KgaA Darmstadt

Germany

Art.Nr.: 6525

Essigsaure , 100%

MERCK KgaA Darmstadt

Germany

Charge: K36522863636
1.00063.1000
UN2789

HRP-Polymerenhancer Kit
DCS SuperVision 2

( 2-Schritt HRP-Polymer-Kit
mit DAB)

DCS Innovative Diagnostik
Systeme 22397 Hamburg

REF/ Art.: ALI20R100

Paraffin Surgipath Paraplast,
Tissue Embedding Medium
1kg

Leica Biosystems
Richmond, Inc., USA

REF.: 39601006

Formaldehydldsung, Roti-
Histofix 4%

Carl ROTH GmbH&CoKG.

Karlsruhe

Art.-Nr.: P087.3

DAB-2-Komponenten-Kit

DCS Innovative Diagnostik

Kat.-Nr.: DC137C100

1x6 ml DAB-Konzentrat R573 Systeme 22397 Hamburg | Ch.-B.: DC221
1x100 ml DAB-Substratpuffer

R574

GERATE UND SOFTWARE

Name Hersteller Nummer
Hettich Zentrifuge Hettich Zentrifugen D- Typ: 1402

78532 Tuttlingen

Werk-Nr.: 3847-03

Baujahr: 1994

pH-Meter inoLab pH Level 1

Xylem Analytics Germany
Sales GmbH & Co. KG,

Ser.-Nr.: 01510008
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WTW
D-82362 Weilheim

Schlittenmikrotom HM 355 S

Micorm GmbH 69190
Walldorf Germany

Type: HM 355 S
Ser.No.: 26122
Cat.No.: 905450

Glison Pipetten

Art.-Nr.:

0,2-2 ul Glison Made in France P2N GK22408
2-20 pl P20N GL23065
20-200 pl P200N GM20399
100-1000 pl P1000N GL29615
Braun Multi Gourmet Typ: 3216
Dampfgarer Braun GmbH Deutschland

Feuchte Kammer Keutz Labortechnik D- Typ: ABOG

35447 Reichskirchen

Gerate-Nr.: 111129

Digi-Lock Timer

Carl ROTH GmbH&CoKG.

Karlsruhe

Model No.: TR119

Mikroskop Leica DMLB

Leica Mikroskopie &

Type: 020-519.511

Systeme GmbH Wetzlar | 501091/180168

Hergestellt: 02/1996
Digital Kamera zur Aufnahme | Nikon Corporation Made in | Nr.: 213302
von Praparaten: Digital Sight Japan
Nikon DS-L2
Tissue-Tek Mesh Biopsy Sakura Finetek Europe No.: 5,427,742
Cassette U.S. Patent B.V. 2408AV Alphen aan

den Rijn, Niederlande

Heizplatte Medax Nagel GmbH Kiel | Type: SK-12

F.Nr.: 20563

Ofen Medite TDO Sahara

Medite GmbH D-31303
Burgdorf

Ser.No.: 9101030515

Entwasserungsgerat Tissue

Sakura Finetek Europe

Serie: 59050140
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Tek VIP & Jr.

B.V. 2408AV Alphen aan

den Rijn, Niederlande

Wasserbad Medax Nagel GmbH Kiel | Type: SK12
F.Nr.: 26530

Software zur Bestimmung der Public Domain/ Open Version 2
Signaldichte einzelner Source, Entwickler Wayne (Dezember 2009)
Antikdrper : Imaged Rasband (National

Institutes of Health)
Bildbearbeitungsprogramm: Apple Version 2.0
Fotos von Apple Marke up (3130.0.240)
Funktion
ZUSATZLICHE MATERIALIEN
Name Hersteller Nummer

SuperFrost Plus-Objekttrager

Microscope Slides

R. Langenbrinck Labor-u.
Medizintechnik

Emmendingen-Deutschland

Art.-Nr.: 03-0060

Deckglaser 24x36 mm
(Starke 0,13-0,16 mm)

R. Langenbrinck Labor-u.
Medizintechnik

Emmendingen-Deutschland

Art.-Nr.: 01-2436/1

Deckglaser 24x50 mm
(Starke 0,13-0,16 mm)

R. Langenbrinck Labor-u.
Medizintechnik

Emmendingen-Deutschland

Art.-Nr.: 01-2450/1

Pipettenspitzen epT.l.P.S.
Standard

0,5-20 i

2-200 pl

Eppendorf AG Hamburg

Germany

LOT: 021088151105

Order-Nr.: 0030000.854

LOT:031116063510
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Order-Nr.: 0030000.870

50-1000 pl LOT: E163410P2442
Order-Nr.: 0030000.919
Reagiergefa 1,5 ml SARSTEDT LOT: 0000/0008001
Aktiengesellschaft& Co. D-
51588 NUumbrecht REF 72.690.001
Reagiergefafd 2,0 ml LOT: 5081711
SARSTEDT

Aktiengesellschaft& Co. D- | REF 72.691
51588 Numbrecht

DCS LabLine Pap Pen DCS Innovative Diagnostik | REF/ Art.: PLO02R015
Systeme
Rev.Nr.: A09ll
KP Marker HistoLab Products AB Art.-Nr.: 08105

421 32 Géteborg

Protokolle RT-PCR

RNA-Isolation

1.

Das in flissigem Stickstoff asservierte Glioblastomgewebe wurde abgewogen
und in ein 2 ml Eppendorfgefald geflllt, wobei jeweils eine Probenmenge von
40 mg verwertet wurde.

Anschlielend wurde 1 ml einer Oiazol-Lésung auf die Probe gegeben. Diese
Substanz, auch TRIzol-Reagenz genannt, ist eine monophasische Lésung aus
Guanidiniumthiocyanat sowie Phenol. Mit Hilfe dieser Lésung werden sowohl
Proteine denaturiert, RNasen inaktiviert, Zellen lysiert, und es wird die
Madglichkeit flr die RNA geschaffen, sich zu I6sen unter Beibehaltung der RNA-
Integritat. Phenol I6st sogar kleine DNA-Fragmente auf, da es den pH-Wert in

ein saures Milieu senkt.
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10.

11.

Zur Homogenisierung wurde das Kugelmuhlensystem Mixer Mill MM301 mit
einer Frequenz von 30 Hz verwendet, in dem das Gewebe 2x3 Minuten lang
durch eine Mahlkugel zerkleinert wurde.

Anschlielend wurde die Probe fir 5 Minuten bei einer Raumtemperatur von
22°C stehen gelassen, ohne mit den weiteren Schritten fortzufahren, was als
eine Art Inkubation bezeichnet werden kann.

Bei einer Temperatur von 22°C erfolgte im Anschluss eine Zentrifugierung der
Probe mit 20.000x g fur 3 Minuten mit dem Ziel, die sich abgesetzten
Zelltritmmer eliminieren zu kénnen. So wurde lediglich der Uberstand in ein
neues 1,5 ml Eppendorfgefall Gberflihrt und mit 200 pl Chloroform versetzt.

Das Gemisch wurde im Anschluss fur 15 Sekunden gevortext.

Nun erfolgte eine zweite Inkubation bei 22°C Raumtemperatur fir 3 Minuten.
Eine zweite Zentrifugierung der Probe erfolgte bei einer Temperatur von 4°C
und einer Umdrehungszahl von 10.000x g fur 15 Minuten, bis sich die Probe in
drei Phasen aufgeteilt hatte, wobei die Phasenbildung durch das vorher
hinzugegebene Chloroform katalysiert wird. In der untersten Phase, welche
eine rotliche Farbe hatte, befanden sich die Proteine, die mittlere Phase,
welche sich trib prasentierte, enthielt die DNA und die oberste Phase enthielt
unsere gesuchte RNA, welche vorsichtig in 100 ul Schritten abpipettiert wurde.
Der Ubriggebliebene Rest wurde verworfen.

Im Anschluss wurde in das bereits mit dem flissigen Uberstand befiillte
Eppendorfgefald 70%iges Ethanol (Menge 1 VT) pipettiert und das Gemisch
gevortext um eine gleichmaliige Durchmischung der beiden Reagenzien zu
gewabhrleisten. VT meint in diesem Fall, dass die Menge des Ethanols sich an
die Menge der jeweils gewonnen wassrigen Phase adaptierte. So schwankte
die Menge des wassrigen Uberstandes zwischen 350 und 500 pl. Entsprechend
wurden bei einer wassrigen Menge von 300 ul auch 300 ul Ethanol zugeflhrt,
bzw. bei 450 entsprechend 450 ul Ethanol.

In einem 2 ml Collection Tube wurden nun 700 ul der Probe auf eine RNeasy
Saule aufgetragen, gefolgt von einer dritten Zentrifugierung bei 8000x g und
einer Temperatur von 22 C° fur 30 Sekunden. Das Silikagel bindet RNA ab
einer Nukleotidlange von 200 Nukleotiden. Dadurch wird gewahrleistet, dass
kleinere Molekille, wie beispielsweise die tRNA mit ca. 90 Nukleotiden, nicht
gebunden werden.

Der Durchfluss der Saule wurde verworfen, der Collection Tube beibehalten

und der Rest der Probe auf die RNeasy-Saule aufgetragen.
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12. Unter den gleichen Bedingungen wie bei Punkt 10. wurde im Anschluss
zentrifugiert, der Durchfluss erneut verworfen, unter Beibehaltung des
Collection Tubes.

13. Nun wurden 700 ul eines Waschbuffers RW1 auf die Saule pipettiert, wieder
gefolgt von einer Zentrifugierung unter den Bedingungen von 10. bzw. 12,
allerdings nur flr 15 anstatt der vorherigen 30 Sekunden (wieder Durchfluss
verwerfen und den Collection Tube beibehalten).

14. Nun wurden 500 ul eines RPE-Buffers auf die Saule gegeben. Bei diesem
Puffer handelt es sich wie bei dem vorherigen RW1-Buffer um einen
Reinigungspuffer, der dazu dient, die RNA von den Ubrigen Bestandteilen zu
isolieren.

15. Erneut wurde fur 2 Minuten bei 8000x g und einer Temperatur von 22°C
zentrifugiert.

16. Nun wurde die Saule in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefal} transferiert.

17. Hinzupipettiert wurden nun 50 ul des RNase-freien Wassers. Dieser Schritt 16st
die RNA von der Silikonmembran.

18. Wieder wurde fur 1 Minute bei Raumtemperatur und mit 8000x g zentrifugiert.

19. Das gewonnene Material enthielt nun unsere isolierte RNA und konnte
entweder sofort fiir den nachsten Schritt, der Uberfihrung in cDNA, verwendet
werden oder, falls dies nicht zeitnah angedacht war, bei -80°C in einem

geeigneten Kuhlschrank gelagert werden.

Rezepte und Ansatze der Inmunhistochemie

1. Hadmatoxylin-Eosin Farbung (HE-Farbung)

Ansatz: Hamatoxylin
* 1g Hamatoxylin in 1000 ml Aqua dest. unter Erwarmen l6sen
* 0,2g Natriumjodat
* 50g Kaliumaluminiumsulfat
* 50g Chloralhydrat
* 1g Zitronensaure

- Filtrieren, dann ist das Hamalaun einsatzbereit

Ansatz: Eosin
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* 0,1%iges wassriges Eosin mit 5 Tropfen 100%iger Essigsdure vermischen

2. EDTA-Puffer

Ansatz: Auf 0,372g Titriplex Ill von Merck wird 1 Liter Aqua dest. gegeben. Danach
wird 40%iges NaOH mit einer 10 ul Pipette solange hinzugegeben, bis ein pH-Wert

von 9,0 erreicht wird.

3. Citrat-Puffer

Ansatz: Es wurde die Gebrauchsanweisung von DCS (Innovative Diagnostik-Systeme)
befolgt. Da es sich um eine 10x konzentrierte Losung handelte, wurde 100 ml auf 1
Liter Wasser gegeben. Danach musste mittels eines pH-Meters der pH-Wert Uberprift

und gegebenenfalls auf 6,0 korrigiert werden.

4. Waschpuffer

Ansatz: Es wurde die Gebrauchsanweisung von DCS (s.oben) befolgt. Danach musste
gegebenenfalls mittels eines pH-Meters der pH-Wert Gberprift und auf 7,5 eingestellt

werden.

5. DAB

Ansatz: Es wurde die Gebrauchsanweisung von DCS befolgt, wobei auf 1 ml DAB-

Substratpuffer 1 Tropfen DAB-Konzentrat kam.

Herstellung der Paraffinschnitte

1. Entnommenes Gewebe wurde flr 24 Stunden in einer 4%igen Formalinlésung
zur Fixierung belassen.

2. Zurechtschneiden des Gewebes und Positionierung in einer Biopsie-Kassette
der Firma Sakura.

3. Uber Nacht wurden die Kassetten in ein Entwasserungsgerat gestellt, welches

in folgenden Schritten arbeitet:

* 1h 30 min in 4%igem Formalin

* 1hin Leitungswasser
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4.

45 min in 50%igem Alkohol
45 min in 70%igem Alkohol
1h in 96%igem Alkohol

1h in 96%igem Alkohol 2
1h in 100%igem Alkohol

1h in 100%igem Alkohol 2
1h in Xylol

1h in Xylol 2

30 min 1.Paraffinstufe

30 min 2. Paraffinstufe

30 min 3. Paraffinstufe

30 min 4. Paraffinstufe

Nach Beendigung der Entwasserung und Paraffineinbettung wurden mit Hilfe
eines Schlittenmikrotoms der Firma Microm Schnitte in einer Dicke von 3
angefertigt.

Die Schnitte wurden zum Strecken in ein Wasserbad bei 40°C gegeben und
nach einigen Minuten auf einen Objekttrager aufgebracht. Zuvor wurden diese
beschriftet, um eine weitere Identifikation der Probe zu gewahrleisten.

Danach wurden die Schnitte fir 30 Minuten bei 60°C getrocknet. Nun standen

sie zur weiteren Verarbeitung zur Verfigung.

Entparaffinierung der Schnitte

Die Schnitte wurden mit einer absteigenden Alkoholreihe deparaffiniert und rehydriert:

1.
2
3
4.
5
6
7

Xylol fir 5 Minuten

Xylol fir 5 Minuten

Ethanol 100% fur 2 Minuten
Ethanol 100% fur 2 Minuten
Ethanol 96% fur 2 Minuten
Ethanol 70% fur 2 Minuten
Aqua destilliert fir 2 Minuten
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Herstellung der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Schnitte

Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung wurde jeweils einer der Schnitte als HE-

Farbung angefertigt. Dieser diente der Unterscheidung und differenzierten Darstellung

einzelner Gewebe- und Zellstrukturen.

Hierflr wurde folgendes Protokoll befolgt:

2 © ®» N o o »

Schnitte wurden flir 5 min in Hadmalaun nach Meyer belassen. Es zeigte
sich eine rot-braune Farbung der basophilen Strukturen, insbesondere der
Zellkerne, da diese groRe Mengen an basophiler DNA besitzen.

Aus dem Hamalaun entnommen wurden die Praparate fir 5 min in
Leitungswasser zum Blauen gestellt; pH-Wert-bedingt erfolgt der
Farbumschlag von rot-braun zu blau.

5 min in Eosin gegeben, welches azidophile Strukturen wie Mitochondrien
rot farbt.

Transport der Schnitte in Aqua dest. zur aufsteigenden Alkoholreihe.
Ethanol 70 % flur 2 Minuten.

Ethanol 96 % flur 2 Minuten.

Ethanol 100% fur 2 Minuten.

Ethanol 100% fur 2 Minuten.

Xylol fir 2 Minuten.

0. Xylol fir 2 Minuten.

Kernfarbung

Im Anschluss an die Chromogenreaktion wurden die Praparate noch einmal mit Aqua

dest. (3-mal fir jeweils 2 Minuten) gewaschen und eine Kernfarbung mit Hamatoxylin

durchgeflhrt:

Schnitte eine Minute lang in Hamalaun nach Meyer (Ansatz siehe Anhang)

belassen.

Blauen der Schnitte in Leitungswasser; bedingt durch die pH-Wert Anderung

kommt es zu einem Farbumschlag.

Uberfiihrung der Praparate in Aqua dest. zwecks Transportes zum Schutz vor

Austrocknung.
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Die Kernfarbung wird als eine Art Gegenfarbung gewertet und erlaubt eine

Orientierung im Praparat, in Bezug auf die Lokalisation der Zellkompartimente.

Entwassern und Eindecken

Um die Praparate mikroskopieren zu kdnnen, missen diese zunachst wieder

entwassert werden. Dies geschieht mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe.

9. Ethanol 70 % fir 2 Minuten
10. Ethanol 96 % fir 2 Minuten
11. Ethanol 100% fur 2 Minuten
12. Ethanol 100% fur 2 Minuten
13. Xylol fur 2 Minuten
14. Xylol fur 2 Minuten

Nachdem die Schnitte aus dem Xylol genommen wurden, werden sie zunachst mit
einem Tuch trocken getupft. Dann wird ein Tropfen des Cytoseal-Klebers auf den
Objekttrager getropft und vorsichtig das Praparat mit einem Deckglas bedeckt, ohne
dass es zum Einschluss von Luftblasen kommt. Danach werden die nun fertigen

Schnitte fur circa 10 Minuten auf einer Heizplatte getrocknet.
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Rohdaten der qPCR

Normalhirngewebe CT Werte

o CT-Werte Template CT-Werte ACTB Stand:_n:;t:ll:zchung Standar:z!-:rvgelchung CT(;I\::an C'I;g{lrzan ACT gztllt:é’;

NH1 ZEB1 27,750 | 27,260 | 29,970 | 24,420 | 24,060 | 24,170 | 0,245 | 1,355 | 1,11 0,18 | 0,055 | 0,125 | 27,5050 | 24,2167 3,2883 0,1024
NH2 ZEB1 | 29,620 | 28,810 | 28,820 | 25,870 | 25,740 | 26,100 | 0,405 | 0,005 [ 04 | 0,065 | 018 | 0,115 | 28,8150 | 259033 | 2,9117 0,1329
NH3 ZEB1 | 29,960 | 29,690 | 29,510 | 28,010 | 28,030 | 28,050 | 0,135 | 0,09 [ 0,225 | 0,01 | 001 | 0,02 | 29,7200 | 28,0300 | 1,6900 0,3099
NH4 ZEB1 | 31,750 | 31,440 | 31,380 | 30,610 | 30,590 | 30,620 | 0,155 | 0,03 [ 0,185 | 0,01 [ 0,015 | 0,005 | 31,5233 | 30,6067 | 0,9167 0,5297
NH5 ZEB1 | 24,860 (24,730 | / [25898 26,250 / 014 [ 0135 ] 002 | 002 | 001 | 0112 [ 24,7950 | 26,0740 [ -1,2780 | 2,4250
NH1 CDK1__ [ 37,670 | 36,620 | 37,380 | 26,970 | 27,130 [ 27,890 | 0,525 | 0,38 | 0,145 | 0,08 | 0,38 | 046 [ 37,5250 | 27,0500 [ 10,4750 | 0,0007
NH2 CDK1 33,670 | 33,020 | 33,440 | 22,700 | 22,710 | 22,900 | 0,325 [ 0,21 | 0,115 | 0,005 [ 0,095 0,1 33,5500 | 22,7700 | 10,7800 0,0006
NH3 CDK1 | 37,060 | 37,010 | 36,180 | 28,010 | 28,030 | 28,050 | 0,025 | 0,415 | 0,44 | 0,01 | 001 | 002 | 37,0350 | 28,0300 | 9,0050 | 0,0019
NH4 CDK1 39,880 | 39,690 / 30,610 | 30,590 | 30,620 | 0,095 0 0 0,01 0,015 | 0,005 | 39,7850 | 30,6067 9,1783 0,0017
NH5 CDK1 [33,980 33950 / [23770]23350[ / 0,09 0 0 0,01 0 0 33,9700 | 23,5600 [ 10,4100 | 0,0007
NH1 CDH1 [ 35,960 | 34,580 | 35,650 | 29,980 | 29,390 [ 29,70 | 0,69 | 0,535 | 0,155 | 0,295 [ 0,11 | 0,405 [ 358050 | 29,2800 | 6,5250 0,0109
NH2 CDH1 [ 35,420 | 35,890 | 35,180 | 28,500 | 28,320 [ / 0,235 | 0,355 | 0,12 | 0,09 0 0 35,3000 | 28,4100 [ 6,8900 0,0084
NH3 CDH1__ [ 35,970 | 34,030 | 34,030 | 26,270 | 25,560 | 25,930 | 0,97 0 0,97 | 0,355 | 0,185 | 0,17 [ 34,0300 | 34,0300 | 26,1000 | 0,0000
NH4 CDH1 37,110 | 36,900 | 30,640 | 34,110 | 33,970 | 33,280 | 0,105 [ 3,13 | 3,235 | 0,07 [ 0,345 | 0,415 | 37,0050 | 34,0400 2,9650 0,1281
NH5 CDH1 | 3697036530 / |29,580 29,730 |/ 0,24 | 0133 | 012 | 0,08 0 0 36,7500 | 29,6600 | 7,0900 | 0,0073
NH1 CDH2 [ 32,960 | 33,680 | 33,210 | 24,420 | 24,060 [ 24,170 | 0,36 | 0,235 | 0,125 | 0,18 | 0,055 | 0,125 [ 33,4400 | 24,2167 | 9,2233 0,0017
NH2 CDH2  [31,150 | 29,650 [ 29,270 | 28,500 | 28,320 [ / 075 [ 019 | 094 [ 0,09 0 0 29,4600 | 28,4100 [ 1,0500 0,4830
NH3 CDH2 [ 31,600 | 31,160 | 29,570 | 28,010 | 28,030 [ 28,050 | 0,22 | 0,795 | 1,015 | 0,01 [ 0,01 | 0,02 [ 31,3800 | 28,0300 | 3,3500 0,0981
NH4 CDH2 [ 37,050 | 32,770 | 33,200 | 34,110 | 33,970 [ 33,280 | 2,14 | 0,215 | 1,925 | 0,07 [ 0,345 | 0,415 [ 32,9850 | 34,0400 | -1,0550 | 2,0777
NH5 CDH2 [29,660 | 29,970 / 26,360 26690 / 023 [ 0366 | 021 | 007 | 008 | 013 [ 29,8200 | 26,5300 | 3,2900 0,1020

Glioblastomgewebe CT-Werte

Patient Berechnete Werte
B-Nummer| Gen Wert1 Gen | Wert2Gen | Wert1ACTB | Wert 2 ACTB | CT Mean Gen [CT Mean AcTg  DS!taCT  |Ratio 2- Delta
Patient CT Patient

B 1312-06 ZEB1 29,7503 30,1055 26,2811 26,1234 29,9279 26,2023 3,7256 0,0756

B 77-07 ZEB1 28,1213 27,9195 23,4548 23,7470 28,0204 23,6009 4,4195 0,0467

B 1819-07 ZEB1 ! I ! ! / ! ! !

B 1895-07 ZEB1 30,1751 29,7550 32,0864 31,9345 29,9650 32,0105 -2,0454 4,1279

B 2099-07 ZEB1 36,7776 36,8865 36,9814 37,0440 36,8320 37,0127 -0,1807 1,1334

B 2247-07 ZEB1 ! ! ! ! / ! ! !

B 10-08 ZEB1 34,2991 34,3302 33,5815 33,5659 34,3147 33,5737 0,7409 0,5984

B 283-08 ZEB1 34,9839 35,2977 35,0267 34,8818 35,1408 34,9542 0,1866 0,8787

B 334-08 ZEB1 29,6014 29,8063 33,3806 33,0673 29,7038 33,2240 -3,5201 11,4728

B 362-08 ZEB1 36,0114 35,7247 31,2856 31,7310 35,8680 31,5083 4,3597 0,0487

B 365-08 ZEB1 / / / / / / / /

B-420-08 ZEB1 / / / / / / / /

B 89-09 ZEB1 34,1928 33,7311 34,5580 34,9575 33,9619 34,7577 -0,7958 1,7360

B 169-09 ZEB1 28,7697 28,9349 24,7632 24,4200 28,8523 24,5916 4,2607 0,0522

B 245-09 ZEB1 32,6883 32,9598 25,9800 25,4135 32,8240 25,6967 7,1273 0,0072

B 369-09 ZEB1 27,3137 27,5817 26,4130 26,9847 27,4477 26,6989 0,7489 0,5951

B 393-09 ZEB1 31,6982 31,8810 30,3866 30,4827 31,7896 30,4346 1,3549 0,3910

B 526-09 ZEB1 / / / ! / / / /

B 649-09 ZEB1 30,7821 30,9563 25,6287 25,5659 30,8692 25,5973 5,2719 0,0259

B 704-09 ZEB1 29,9916 29,7490 26,9937 27,3984 29,8703 27,1961 2,6742 0,1567

B 774-09 ZEB1 35,9987 35,6059 24,6208 24,7584 35,8023 24,6896 11,1127 0,0005

B 125-10 ZEB1 34,5739 34,3335 30,4804 30,2680 34,4537 30,3742 4,0795 0,0592

B 280-10 ZEB1 31,9717 32,1894 26,6696 26,6132 32,0805 26,6414 5,4391 0,0230

B 664-10 ZEB1 35,4812 35,9592 32,8576 32,8746 35,7202 32,8661 2,8540 0,1383

B 705-10 ZEB1 34,0183 34,1315 30,6142 30,5832 34,0749 30,5987 3,4763 0,0899

B 730-10 ZEB1 32,8932 33,0642 25,3024 25,0900 32,9787 25,1962 7,7825 0,0045

B 598-12 ZEB1 / / 29,2283 29,0685 / 29,1484 / /

B 07-13 ZEB1 35,9652 33,9405 31,1843 30,9482 34,9528 31,0663 3,8866 0,0676

B 711-12 ZEB1 30,8506 30,8589 28,4624 28,9755 30,8548 28,7190 2,1358 0,2275

B 249-13 ZEB1 29,1044 29,1224 20,9633 20,4485 29,1134 20,7059 8,4075 0,0029

B 712-13 ZEB1 30,7088 30,5297 30,9647 31,3061 30,6193 31,1354 -0,5162 1,4301

B 731-13 ZEB1 27,1314 27,5836 28,1849 28,1104 27,3575 28,1476 -0,7901 1,7292

B 1141-13 ZEB1 35,9503 35,9418 29,3227 29,2519 35,9461 29,2873 6,6588 0,0099

B 1272-13 ZEB1 34,9860 34,7084 28,2136 28,7536 34,8472 28,4836 6,3636 0,0121

B 456-15 ZEB1 29,0414 29,5297 27,9336 27,9364 29,2856 27,9350 1,3505 0,3921

B 406-15 ZEB1 30,5068 30,5824 31,3060 31,7436 30,5446 31,5248 -0,9802 1,9727

B 238-15 ZEB1 32,7709 32,5802 29,2417 29,7686 32,6755 29,5051 3,1704 0,1111

B 231-15 ZEB1 30,0309 30,2998 26,7721 26,7606 30,1653 26,7664 3,3990 0,0948

B 210-15 ZEB1 27,8460 27,5850 24,9446 24,5506 27,7155 24,7476 2,9679 0,1278

B 1307-14 ZEB1 30,9757 31,1758 27,9404 27,9848 31,0758 27,9626 3,1131 0,1156

B 645-14 ZEB1 30,3307 30,0294 27,6920 27,9176 30,1800 27,8048 2,3753 0,1927

B 274-14 ZEB1 31,3789 31,5540 26,9835 27,3592 31,4664 27,1713 4,2951 0,0509

B 122-14 ZEB1 32,1232 31,9739 28,1527 28,1706 32,0486 28,1616 3,8869 0,0676
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Patient

Berechnete Werte

B-Nummer| Gen Wert1 Gen | Wert2Gen | Wert1ACTB | Wert2 ACTB | CT Mean Gen [T Mean AcTg  De/taCT  |Ratio 2% Delta
Patient CT Patient
B 131206 | CDK1 32,0643 31,6528 26,2811 26,1234 31,8585 26,2023 5,6563 0,0198
B 77-07 CDK1 20,7174 29,5577 23,4548 23,7470 29,6376 23,6000 6,0367 0,0152
B 181907 | CDK1 ] I I I I I I I
B 189507 | CDK1 30,5576 30,9526 31,7270 32,1814 30,7551 31,9542 1,1991 2,2960
B 200907 | CDK1 35,2794 35,2223 36,9814 37,0440 35,2500 37,0127 1,7618 3,3913
B 224707 | CDK1 I ] ] I I I I I
B 10-08 CDK1 35,5192 35,3335 33,5815 33,5659 35,4264 33,5737 1,8526 0,2769
B 283-08 CDK1 29,9894 29,9857 35,0267 34,8818 29,9876 34,9542 4,9667 31,2692
B 334-08 CDK1 32,6011 32,8750 33,3806 33,0673 32,7381 33,2240 -0,4859 1,4005
B 362-08 CDK1 34,5462 34,7073 32,9479 32,9524 34,6268 32,9502 1,6766 0,3128
B 365-08 CDK1 36,3006 36,3388 31,2856 31,7310 36,3197 31,5083 48113 0,0356
B 420-08 CDK1 34,2204 34,0849 31,3135 31,2045 34,1526 31,2590 2,8936 0,1346
B 89-09 CDK1 35,6329 35,7352 34,5580 34,9575 35,6841 34,7577 0,9263 0,5262
B 169-09 CDK1 32,9461 33,1472 34,1854 34,2477 33,0466 34,2165 1,1699 2,2500
B 245-09 CDK1 32,9023 33,2682 25,9800 25,4135 33,0852 25,6967 7,3885 0,0060
B 369-09 CDK1 32,9565 33,0880 26,4130 26,9847 33,0223 26,6989 6,3234 0,0125
B 393-09 CDK1 35,9178 36,3891 30,3866 30,4827 36,1534 30,4346 5,7188 0,0190
B 526-09 CDK1 I I I I I I I /
B 649-09 CDK1 33,9689 33,9379 25,6287 25,5659 33,9534 25,5073 8,3561 0,0031
B 704-09 CDK1 I I I I I I I I
B 774-09 CDK1 32,5843 32,4449 24,6208 24,7584 32,5146 24,6896 7,8250 0,0044
B 125-10 CDK1 33,4559 33,5332 30,4804 30,2680 33,4946 30,3742 3,1203 0,150
B 280-10 CDK1 35,8068 35,4044 26,6696 26,6132 35,6506 26,6414 9,0092 0,0019
B 664-10 CDK1 35,9715 35,6552 25,2822 25,0013 35,8134 25,1867 10,6266 0,0006
B 705-10 CDK1 33,3696 33,4159 30,6142 I 33,3028 30,6142 I |
B 730-10 CDK1 I I I I I I I I
B 598-12 CDK1 33,9547 34,1273 29,2283 29,0685 34,0410 20,1484 4,8926 0,0337
B 07-13 CDK1 36,7836 36,7013 31,1843 30,9482 36,7425 31,0663 5,6762 0,0196
B 711-12 CDK1 35,9751 36,0231 25,4151 25,6620 35,9991 25,5385 10,4605 0,0007
B 249-13 CDK1 31,3089 31,1954 20,9633 20,4485 31,2522 20,7059 10,5463 0,0007
B 712-13 CDK1 37,9703 38,3577 30,9647 31,3061 38,1640 31,1354 7,0286 0,0077
B 73113 CDK1 30,8002 30,7995 27,5501 27,4966 30,8043 27,5233 3,2810 0,1029
B1141-13 | CDK1 36,7026 36,7444 29,3227 29,2519 36,7235 29,2873 7,4362 0,0058
B 127213 | CDK1 36,4491 36,5515 30,3027 30,4980 36,5003 30,4003 6,0999 0,0146
B 456-15 CDK1 32,1209 32,5988 27,9336 27,9364 32,3643 27,9350 4,4293 0,0464
B 406-15 CDK1 31,0018 31,2737 31,3060 31,7436 31,1828 31,5248 -0,3420 1,2675
B 238-15 CDK1 29,6328 29,3603 29,2417 29,7686 29,4966 29,5051 -0,0085 1,0059
B 23115 CDK1 33,9422 34,3869 26,7721 26,7606 34,1646 26,7664 7,3982 0,0059
B 210-15 CDK1 31,1012 30,9448 24,5506 24,7302 31,0230 24,6404 6,3826 0,0120
B 1307-14 | CDK1 30,6184 30,2488 26,0686 26,0549 30,4336 26,0618 43718 0,0483
B 645-14 CDK1 31,5575 31,8100 27,6020 27,9176 31,6837 27,8048 3,8790 0,0680
B 274-14 CDK1 31,2498 31,3046 26,9835 27,3502 31,2772 27,1713 4,1059 0,0581
B 122-14 CDK1 36,9561 36,6911 28,1527 28,1706 36,8236 28,1616 8,6620 0,0025
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Patient

Berechnete Werte

B-Nummer| Gen Wert1 Gen | Wert2Gen | Wert1ACTB | Wert2 ACTB | CT Mean Gen [T Mean AcTg  De/taCT  |Ratio 2% Delta
Patient CT Patient
B 131206 | CDH1 34,5785 35,0049 26,9764 26,9450 34,8367 26,9607 7,8760 0,0043
B 77-07 CDH1 30,3350 30,2698 221713 22,0329 30,3024 22,1021 8,2003 0,0034
B 1819-07 | CDH1 32,8460 32,5784 28,4205 28,4882 32,7122 28,4544 4,2578 0,0523
B 189507 | CDH1 35,2080 35,3829 25,5312 25,7292 35,3404 25,6302 9,7102 0,0012
B 200907 | CDH1 33,8150 33,2007 26,2298 26,2354 33,5574 26,2326 7,3248 0,0062
B 224707 | CDH1 36,8295 36,5271 30,7915 30,6753 36,6783 30,7334 5,9449 0,0162
B 10-08 CDH1 34,4951 34,5674 33,3056 33,4504 34,5312 33,3780 1,533 0,4496
B 283-08 CDH1 36,9863 36,7745 26,6365 26,2182 36,8804 26,4273 10,4531 0,0007
B 334-08 CDH1 36,2138 36,3245 31,9904 31,6509 36,2691 31,8252 4,4440 0,0459
B 362-08 CDH1 I I I I I I I I
B 365-08 CDH1 36,3339 36,5058 31,9904 31,6599 36,4199 31,8252 4,5947 0,0414
B 420-08 CDH1 34,2490 34,2736 26,8324 26,7161 34,2613 26,7742 7,4871 0,0056
B 89-09 CDH1 36,6551 36,3607 31,2277 31,7856 36,5079 31,5066 5,0013 0,0312
B 169-09 CDH1 30,4349 30,3822 26,5127 26,7048 30,4085 26,6087 3,7998 0,0718
B 245-09 CDH1 36,8656 36,9942 24,0765 24,5011 36,9299 24,2888 12,6411 0,0002
B 369-09 CDH1 33,8050 33,6043 22,8765 22,6500 33,7497 22,7633 10,9864 0,0005
B 393-09 CDH1 33,4579 33,7029 29,6413 29,9926 33,5804 29,8169 3,7635 0,0736
B 526-09 CDH1 30,4900 30,7610 22,7639 23,0004 30,6260 22,9271 7,6989 0,0048
B 649-09 CDH1 29,4384 29,1572 26,8793 26,7171 29,2078 26,7982 2,4996 0,1768
B 704-09 CDH1 30,9629 30,8040 34,4343 34,6111 30,8834 34,5227 -3,6393 12,4603
B 774-09 CDH1 I I I I I I I /
B 125-10 CDH1 35,1560 34,7786 30,3075 30,8065 34,9673 30,5570 4,4103 0,0470
B 280-10 CDH1 33,4174 33,7249 31,3446 31,1909 33,5711 31,2677 2,3034 0,2026
B 664-10 CDH1 26,1817 26,2098 20,6471 20,7523 26,1958 20,6997 5,4961 0,0222
B 705-10 CDH1 36,5394 36,9733 31,8810 31,9961 36,7563 31,9386 4,8178 0,0355
B 730-10 CDH1 35,8395 35,5507 29,5054 29,9496 35,6951 29,7725 5,9226 0,0165
B 598-12 CDH1 32,4016 32,5300 24,2271 24,1967 32,4662 24,2119 8,2543 0,0033
B 07-13 CDH1 I I I I I / I /
B 711-12 CDH1 34,6759 34,6803 26,7442 26,8651 34,6781 26,8047 7,8734 0,0043
B 249-13 CDH1 30,9685 30,9823 24,1987 24,5019 30,9754 24,3503 6,6251 0,0101
B 712-13 CDH1 32,2690 31,9735 28,0289 28,2736 32,1212 28,1512 3,9700 0,0638
B 731-13 CDH1 32,7593 32,2247 22,2304 22,4374 32,4920 22,3339 10,1582 0,0009
B1141-13 | CDH1 I I I I I I I I
B 127213 | CDH1 30,6461 30,8849 31,1946 31,0104 30,7655 31,1025 -0,3370 1,2632
B 456-15 CDH1 30,2638 30,1936 20,4162 20,4951 30,2287 20,4557 9,7730 0,001
B 406-15 CDH1 35,9700 35,8584 31,3060 31,7436 35,9142 31,5248 4,3804 0,0477
B 238-15 CDH1 35,4033 35,7347 29,2417 29,7686 35,5690 29,5051 6,0639 0,0149
B 231-15 CDH1 34,9989 35,2664 29,1359 29,3233 35,1326 29,2296 5,9031 0,0167
B 210-15 CDH1 32,9719 33,1360 25,9915 26,0396 33,0540 26,0156 7,0384 0,0076
B 1307-14 | CDH1 26,1053 26,3556 27,6217 27,7867 26,2304 27,7042 1,4738 2,7775
B 645-14 CDH1 33,8781 34,3624 27,6920 27,9176 34,1203 27,8048 6,3155 0,0126
B 274-14 CDH1 33,6087 33,3398 27,4231 27,1881 33,4742 27,3056 6,1686 0,0139
B 122-14 CDH1 33,6172 33,7413 28,1527 28,1706 33,6793 28,1616 5,5176 0,0218
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Patient

Berechnete Werte

B-Nummer| Gen Wert1 Gen | Wert2Gen | Wert1ACTB | Wert2 ACTB | CT Mean Gen [T Mean AcTg  De/taCT  |Ratio 2% Delta
Patient CT Patient

B 131206 | CDH2 28,4494 28,2471 26,2811 26,1234 28,3483 26,2023 2,1460 0,2259
B 77-07 CDH2 26,2739 26,1819 23,4548 23,7470 26,2279 23,6000 2,6270 0,1619
B 181907 | CDH2 ] ] I I I I I I

B 189507 | CDH2 28,9663 29,0289 32,1814 32,0864 28,9976 32,1339 3,1363 8,7927
B 200907 | CDH2 26,4625 26,3685 23,3002 23,2598 26,4155 23,2800 3,1355 0,1138
B 224707 | CDH2 I ] [ I I I I I

B 10-08 CDH2 35,2398 34,7396 33,5815 33,5659 34,9897 33,5737 1,4160 0,3748
B 283-08 CDH2 I I I I I / I /

B 334-08 CDH2 30,9515 31,1643 31,3254 31,5374 31,0579 31,4314 20,3735 1,2055
B 362-08 CDH2 33,7449 33,9660 32,9479 32,9524 33,8554 32,9502 0,0053 0,5339
B 365-08 CDH2 35,2867 35,2300 31,2856 31,7310 35,2583 31,5083 3,7500 0,0743
B 420-08 CDH2 29,7898 29,9595 31,3135 31,2045 20,8747 31,2590 1,3843 2,6105
B 89-09 CDH2 33,4058 33,3805 34,5580 34,9575 33,3931 34,7577 1,3646 2,5750
B 169-09 CDH2 27,8662 27,9933 24,7632 24,4200 27,9297 24,5016 3,3382 0,0989
B 245-09 CDH2 29,7416 30,0610 25,9800 25,4135 29,9013 25,6067 4,2046 0,0542
B 369-09 CDH2 28,7160 28,8848 26,4130 26,9847 28,8004 26,6989 2,1016 0,2330
B 393-09 CDH2 I I I I I I I I

B 526-09 CDH2 29,2588 29,2249 31,2664 31,2315 29,2419 31,2489 2,0071 4,0196
B 649-09 CDH2 28,5036 28,5383 25,6287 25,5659 28,5210 25,5973 2,9237 01318
B 704-09 CDH2 32,0171 32,1193 26,9937 27,3984 32,0682 27,1961 4,8721 0,0341
B 774-09 CDH2 34,2125 34,4682 24,6208 24,7584 34,3403 24,6896 9,6507 0,0012
B 125-10 CDH2 33,0724 33,6880 30,0081 30,2680 33,8302 30,1380 3,6922 0,0774
B 280-10 CDH2 26,2257 26,6962 26,6696 26,6132 26,4600 26,6414 -0,1805 1,1333
B 664-10 CDH2 34,5000 34,8760 32,8576 32,8746 34,6885 32,8661 1,8224 0,2828
B 705-10 CDH2 34,9672 34,7632 30,6142 30,5832 34,8652 30,5987 4,2665 0,0520
B 730-10 CDH2 26,6035 26,6176 25,3024 25,0000 26,6556 25,1962 1,4594 0,3637
B 598-12 CDH2 31,9597 31,7584 29,2283 29,0685 31,8590 20,1484 2,7106 0,1528
B 07-13 CDH2 I I I I I / I /

B 711-12 CDH2 29,0177 28,8566 25,8391 25,6620 28,9372 25,7505 3,1866 0,1098
B 249-13 CDH2 27,2744 27,0597 20,9633 20,4485 27,1671 20,7059 6,4612 0,0113
B 712-13 CDH2 32,3064 31,8058 30,9647 31,3061 32,1011 31,1354 0,0657 0,5120
B 731-13 CDH2 29,8004 29,8831 28,1849 28,1104 20,8867 28,1476 1,7391 0,2096
B1141-13 | CDH2 30,9191 30,6533 29,3227 29,2519 30,7862 29,2873 1,4989 0,3538
B 127213 | CDH2 30,2489 30,1982 30,3027 30,4980 30,2235 30,4003 -0,1768 1,1304
B 456-15 CDH2 27,7513 28,0764 27,9336 27,9364 27,9138 27,9350 20,0212 1,0148
B 406-15 CDH2 28,2379 28,0108 I I 28,1244 I I I

B 238-15 CDH2 30,8225 31,0614 29,2417 29,7686 30,9420 29,5051 1,4368 0,3694
B 23115 CDH2 28,6348 28,9609 26,7721 26,7606 28,7979 26,7664 2,0315 0,2446
B 210-15 CDH2 25,3341 25,3523 24,5506 24,7302 25,3432 24,6404 0,7028 0,6144
B1307-14 | CDH2 27,5800 27,8132 27,9404 27,9848 27,6966 27,9626 -0,2660 1,2025
B 645-14 CDH2 24,9139 24,7343 I I 24,8241 / I /

B 274-14 CDH2 25,3569 25,4327 26,9835 27,3502 25,3948 27,1713 1,765 3,4260
B 122-14 CDH2 27,2646 27,7534 28,1527 28,1706 27,5090 28,1616 -0,6527 1,5721
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Rohdaten der Immunhistochemie

IHC-Score im Normalhirngewebe

Anzahl nicht Gesammtzahl Prozentual nicht| Intensitét der Intensitét x

geférbt Férbung Prozentzahl

Anzahl gefarbte Prozentual
Zellen geférbte Zellen der Zellen geférbt

| zEB1 | 673 41,88

228
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210
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I |

I

Protein
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1
1
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IHC-Score im Glioblastomgewebe
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Anzahl gefarbte
Zellen

Anzahl nicht Gesammtzahl
geférb der Zellen gef

] ]

CDK1 | 562 |
CDK1 | 400 |
CDK1 | 203 | | 6504 |
CDK1
CDK1 | 577 |
CDK1 | 83 |
CDK1
CDKi1
CDK1 | 643 |
CDK1 | 783 |
CDK1
CDK1
CDK1 | 1945 |
| 2897 |

Prozentual nicht| Intensitat der Intensitat x
geférbt Férbun Prozentzahl

Prozentual

Protein

arbt
CDK1 28,97
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7
0
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Anzahl gefarbte | Anzahl nicht Gesammtzahl Prozentual Prozentual nicht| Intensitat der Intensitat x
Zellen efarbte Zellen der Zellen efarbt gefarbt Farbun Prozentzahl

Protein

E-Cadherin
E-Cadherin
E-Cadherin
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E-Cadherin
E-Cadherin
E-Cadherin 986
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Anzahl gefarbte | Anzahl nicht Gesammtzahl Prozentual Prozentual nicht| Intensitat der Intensitat x
Zellen eférbte Zellen der Zellen eférbt geférbt Férbun Prozentzahl

Protein
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Restliche Kaplan-Meyer-Kurven der verschiedenen Gene in Bezug auf Progress
und Gesamtiiberleben stratifiziert nach MGMT-Methylierungsstatus

Kumulatives Uberleben Kumulatives Uberleben

Kumulatives Uberleben

MGMT positiv

1,01 l
1 IHC Score ZEB1
0.8 (Klassiert)
L\ — niedrig (£24)
hoch (>24)
0.6 | —+— niedrig (<24) - zensiert
{ I +~ hoch (>24) - zensiert
044 L
0,24 m
0,04
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Progressionsfreies Uberleben nach initialer Operation
(in Monaten)
MGMT positiv
1,0 L\
1 IHC Score CDK1
0.8 ] (Klassiert)
\ niedrig (<6)
hoch (>6)
l i~ niedrig (<6) - zensiert
0.6 ] hoch (>6) - zensiert
0,4
0,24
0,04
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Progressionsfreies Uberleben nach initialer Operation
(in Monaten)
MGMT positiv
1,04 [
|
o84 L.
| IHC Score N-Cadherin
1 (Klassiert)
| niedrig [<2)
0,6 | hoch (>2)
] 4+~ niedrig (2)-zensiert
1 hoch (>2) - zensiert
0.4 1
T
1
0.2 |
+ +
0,04
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Progressionsfreies Uberleben nach initialer Operation
(in Monaten)

Kumulatives Uberleben

Kumulatives Uberleben

Kumulatives Uberleben

MGMT negativ

1,04
0.6 IHC Score ZEB1
) (Klassiert)
_ niedrig (<24)
hoch (>24)
0,6 }
0,4
0,2
0,0
T T T T T
0 H 10 15 20

Progressionsfreies Uberleben nach initialer Operation
(in Monaten)

MGMT negativ

1,0
IHC Score CDK1
0,8 (Klassiert)
9 niedrig (<6)
l hoch 051

0,6 1
0,4 \
0,2
0,0

r r T T T

0 5 10 15 20

Progressionsfreies Uberleben nach initialer Operation
(in Monaten)

MGMT negativ

1,01
0.8 | .
—L IHC Score N-Cadherin
(Klassiert)
niedrig (£2)
0,6 Hl hoch (>2)
0,4
1

0,29 l X
0,0

T T T T T

0 H 10 15 20

Progressionsfreies Uberleben nach initialer Operation
(in Monaten)

101



MGMT positiv MGMT negativ

IHC Score E-Cadherin
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