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I.	  Einleitung	  

1.	  Gliome	  

1.1	  Allgemeines:	  

Gliome	   stellen	  die	  häufigste	  primäre	  Hirntumorart	   im	  Erwachsenenalter	  dar.	  Die	   Inzi-‐

denz	  dieser	  Tumoren	  beträgt	  etwa	  6/100.000	  pro	   Jahr	   (Ricard	  et	  al.,	  2012).	  Die	  Ursa-‐

chen	  für	  die	  Entstehung	  von	  Gliomen	  sind	  bisher	  weitestgehend	  ungeklärt.	  Eine	  vorhe-‐

rige	  Exposition	  mit	  ionisierenden	  Strahlen	  ist	  der	  einzige	  bisher	  bekannte	  Risikofaktor.	  

Eine	  genetische	  Prädisposition	  zur	  Entwicklung	  glialer	  Tumoren	  besteht	   insbesondere	  

im	   Rahmen	   seltener	   Syndrom-‐Erkrankungen	   wie	   der	   Neurofibromatose	   (Typ	   I	   &	   II),	  

dem	  Li	  Fraumeni	  Syndrom,	  dem	  Turcot	  Syndrom	  etc.	  Diese	  machen	  jedoch	  deutlich	  we-‐

niger	   als	   10%	  aller	  Gliome	   aus.	   Es	  wird	  daher	   vermutet,	   dass	   ein	   Zusammenspiel	   aus	  

bisher	   unbekannten	   komplexen	   genetischen	   Aberrationen	   und	   externen	   Faktoren	   für	  

die	  Entstehung	  von	  Gliomen	  verantwortlich	  ist	  (Shete	  et	  al.,	  2009;	  Wrensch	  et	  al.,	  2009).	  

1.2	  Einteilung	  

1.2.1	  WHO	  Klassifikation	  

Klassischerweise	  erfolgt	  die	  Gradierung	  der	  Gliome	  nach	  der	  WHO	  Klassifikation,	  wel-‐

che	   zuletzt	   2007	   aktualisiert	  wurde	   und	   vor	   allem	   auf	  morphologischen	  Kriterien	   ba-‐

siert.	  Hierbei	  wird	  zunächst	  eine	  Differenzierung	  anhand	  der	  Ähnlichkeit	  zwischen	  Tu-‐

morzellen	  und	   reifen	   glialen	  Zellen	  durchgeführt.	  Aufgrund	  dieser	  Ähnlichkeiten	   kann	  

dann	  die	  Zugehörigkeit	  des	  Tumors	  zu	  einem	  histologischen	  Subtyp	  (astrozytär,	  oligo-‐

astrozytär	  oder	  oligodendroglial)	  festgelegt	  werden	  (Louis	  et	  al,	  2007).	  	  

Darüber	   hinaus	  werden	  die	   Tumoren	   basierend	   auf	  Kriterien	  wie	   der	  Differenzierung	  

der	  Tumorzellen,	   der	   Zellularität,	   der	  mitotischen	  Aktivität/Mitoserate,	   dem	  vorliegen	  

von	  Kernatypien	  sowie	  von	  Gefäßproliferationen	  und	  Nekrosezonen	  in	  vier	  verschiede-‐

ne	  Tumorgrade	  (I-‐IV)	  eingeteilt.	  Grad	  I	  Tumoren	  stellen	  vor	  allem	  die	  pilozytischen	  Ast-‐

rozytome	  dar,	  welche	  bei	  Erwachsenen	  nur	  selten	  zu	  finden	  sind.	  Die	  Grad	  II-‐IV	  Gliome	  

treten	  dagegen	  vor	  allem	  im	  Erwachsenenalter	  auf.	  Bei	  Grad	  II	  Tumoren	  handelt	  es	  sich	  

um	  diffus	   infiltrierende	   niedrig-‐gradige	   Gliome	   (engl.	  LGG:	   low	  grade	  glioma).	   Grad	   III	  

(anaplastische	  Gliome)	  und	  Grad	  IV	  Gliome	  (Glioblastome)	  zählen	  dagegen	  zu	  den	  ma-‐

lignen	  Gliomen	  (engl.	  HGG	  :high	  grade	  glioma)	  (Louis	  et	  al,	  2007)	  (siehe	  Abbildung	  1).	  
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Diese	  klassische	  Einteilung	  der	  Gliome	   ist	   aufgrund	   ihrer	   rein	  morphologischen	  Krite-‐

rien	  in	  gewisser	  Weise	  Untersucher-‐abhängig,	  so	  dass	  zunehmendes	  Interesse	  an	  objek-‐

tivierbaren	  Biomarkern	  	  besteht	  (van	  den	  Bent	  MJ,	  2010).	  

	  

	  
Abbildung	  1:	  Gradeinteilung	  und	  histologische	  Merkmale	  der	  Gliome	  sowie	  der	  histologischen	  Subtypen	  (Ast-‐

rozytome,	  Oligodendrogliome	  und	  Oligoastrozytome)	  (Abbildung	  aus	  Ricard	  et	  al.,	  2012).	  Innerhalb	  der	  Astrozy-‐

tome	  gibt	  es	  vier	  Malignitätsgrade,	  bei	  den	  Oligodendrogliomen	  bzw.	  Oligoastrozytomen	  nur	  drei	  Grade.	  Grad	  4	  Astro-‐

zytome,	  auch	  Glioblastome	  genannt,	  weisen	  charakteristischerweise	  Nekroseareale	  und	  mikrovaskuläre	  Proliferate	  auf.	  

	  

1.2.2	  Primäre	  vs.	  Sekundäre	  Glioblastome	  

Die	  mittlere	  Überlebenszeit	  von	  Patienten	  mit	  niedrig-‐gradigen	  Gliomen	  beträgt	  etwa	  5	  

bis	  10	  Jahre	  und	  ist	  damit	  deutlich	  länger	  als	  bei	  Patienten	  mit	  Glioblastomen	  (mediane	  

Überlebenszeit	   14	   Monate)	   (Gannett	   et	   al.,	   1994;	   Leighton	   et	   al.,	   1997;	   Stupp	   et	   al.,	  

2005).	  

Auch	  niedrig-‐gradige	  Gliome	  zeigen	  jedoch	  eine	  Progressionstendenz	  bzw.	  neigen	  zu	  ei-‐

ner	   malignen	   Transformation	   im	   weiteren	   Krankheitsverlauf.	   Diese	   sich	   aus	   niedrig-‐

gradigeren	   Tumoranteilen	   entwickelnden	   malignen	   Tumoren	   werden	   als	   sekundäre	  

Glioblastome	  bezeichnet	  und	  unterscheiden	  sich	  somit	  von	  den	  primären	  Glioblastomen,	  

welche	  „de	  novo“	  entstehen	  (Ohgaki	  und	  Kleihues,	  2013).	  

Der	  Anteil	  der	  primären	  Glioblastome	  an	  der	  Gesamtzahl	  der	  Glioblastome	  beträgt	  etwa	  

90%.	  Die	  Patienten	   sind	   im	  Durchschnitt	   älter	   (medianes	  Alter:	   62	   Jahre)	   und	  weisen	  

meist	  einen	  rascheren	  klinischen	  Verlauf	  auf.	  Patienten	  mit	  sekundären	  Glioblastomen	  
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sind	  dagegen	  oft	  jünger	  (medianes	  Alter:	  48	  Jahre)	  und	  eher	  mit	  einer	  günstigeren	  klini-‐

schen	  Prognose	  assoziiert	  (Ohgaki	  und	  Kleihues,	  2013).	  

Das	  histologische	  Bild	  der	  primären	  und	  sekundären	  Glioblastome	  ist	  jedoch	  weitestge-‐

hend	   ähnlich,	   so	   dass	   eine	   Unterscheidung	   anhand	   von	   rein	   histologischen	   Kriterien	  

bisher	  nicht	  möglich	  war.	  Einzig	  ausgedehntere	  Nekroseareale	  scheinen	  ein	  Merkmal	  zu	  

sein,	  welches	  vermehrt	  bei	  primären	  Glioblastomen	  gegenüber	  sekundären	  Glioblasto-‐

men	  zu	  finden	  ist.	  Eine	  Zuordnung	  zu	  einem	  speziellen	  Glioblastomsubtyp,	  primär	  oder	  

sekundär,	  wurde	  daher	  bisher	  letztendlich	  basierend	  auf	  den	  klinischen	  Verläufe	  durch-‐

geführt	  (Homma	  et	  al.,	  2006).	  

	  

Mit	   zunehmendem	   Wissen	   über	   die	   molekular-‐genetischen	   Hintergründe	   der	   Gliome	  

deutet	   sich	   jedoch	   an,	   dass	   sekundäre	   Glioblastome	   eine	   andere	   Tumorentität	   als	   die	  

primären	  Glioblastome	  darstellen	  könnten	  (Ohgaki	  und	  Kleihues,	  2013).	  

Bereits	   1996	   wurde	   eine	   hohe	   Inzidenz	   von	   TP53	   Mutationen	   in	   sekundären	  

Glioblastomen	  beschrieben,	  welche	  nur	  selten	  in	  primären	  Glioblastomen	  zu	  finden	  war.	  

Im	  Gegensatz	  dazu	  wurde	  eine	  EGFR	  Überexpression	  vor	  allem	  in	  primären	  Glioblasto-‐

men	  beschrieben	  (Watanabe	  et	  al.,	  1996).	  Über	  die	  letzten	  Jahre	  wurden	  weitere	  geneti-‐

sche	   Merkmale	   identifiziert,	   die	   in	   den	   beiden	   Glioblastom-‐Subtypen	   unterschiedlich	  

exprimiert	   sind.	   Als	   typisch	   für	   primäre	  Glioblastome	   gelten	   eine	  EGFR	   Amplifikation,	  

eine	  PTEN	  Mutation	  sowie	  ein	  Verlust	  des	  Chromosoms	  10.	  Bei	  sekundären	  Glioblasto-‐

men	  finden	  sich	  dagegen	  meist	  eine	  TP53	  Mutation	  sowie	  ein	  Verlust	  der	  Heterozygosi-‐

tät	  auf	  Chromosom	  19	  (Ohgaki	  und	  Kleihues,	  2007;	  Ohgaki	  et	  al.,	  2004;	  Fujisawa	  et	  al.,	  

2000;	  Nakamura	  et	  al.,	  2000).	  

Da	  diese	  Unterschiede	  im	  genetischen	  Profil	  der	  Tumoren	  jedoch	  nicht	  ausreichend	  spe-‐

zifisch	  sind,	  galten	  die	  genetischen	  Veränderungen	  nicht	  als	  beweisend	  für	  das	  Vorliegen	  

einer	  der	  beiden	  Glioblastom	  Subtypen.	  Dies	  hat	  sich	   jedoch	  mit	  der	   Identifikation	  der	  

IDH1	  Mutation	  (=IDH1mut)	  grundlegend	  geändert,	  welche	  nun	  als	  potentieller	  moleku-‐

larer	  Marker	   zur	   Unterscheidung	   sekundärer	   von	   primären	   Glioblastomen	   angesehen	  

wird	   (Parsons	   et	   al.,	   2008;	   Balss	   et	   al.,	   2008;	  Watanabe	   et	   al.,	   2009;	   Yan	   et	   al.,	   2009)	  

(siehe	  Abbildung	  2).	  
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Abbildung	  2:	  Unterschiede	   in	   den	   genetischen	  Profilen	   von	  primären	  Glioblastomen,	   sekundären	  Glioblasto-‐

men	  und	  Oligodendrogliomen	  (Abbildung	  aus	  Ricard	  et	  al.,	  2012).	  Das	  Auftreten	  der	  IDH1/2	  Mutation	  ist	  spezifisch	  

für	  LGG	  und	  sekundäre	  HGG.	  Häufige	  genetische	  Veränderungen	  bei	  primären	  Glioblastomen	  sind	  dagegen	  eine	  PTEN	  

Mutation	  und	  ein	  Verlust	  des	  Chromosom	  10	  (A2/A3=Grad	  II/III	  Astrozytome,	  O2/O3=Grad	  II/III	  Oligodendrogliome,	  

M2/M3=Grad	  II/III	  Mischgliome).	  

	  

1.3.	  Therapie	  der	  Gliome	  

Die	  Behandlung	  der	  Gliome	  unterscheidet	  sich	  bei	  den	  verschiedenen	  Tumorgraden.	  

Für	  Glioblastome	   gilt,	   dass	   eine	   vollständige	   Tumorresektion,	   soweit	   vom	  Risikoprofil	  

vertretbar,	  angestrebt	  werden	  sollte.	  Hierdurch	  könnten	  Symptome	  bedingt	  durch	  den	  

Tumormasseneffekt	   reduziert	   werden,	   sowie	   potentiell	   die	   Überlebenszeit	   verlängert	  

und	  die	  Effektivität	  der	  weiteren	  adjuvanten	  Therapie	  verbessert	  werden	  (Stummer	  et	  

al.,	  2011).	  	  

Als	  Standard	  in	  der	  adjuvanten	  Therapie	  gilt	  hierbei	  momentan	  das	  sogenannte	  „Stupp	  

Schema“,	   welches	   auf	   einer	   konkomitanten	   Radiochemotherapie	   (60	   Gy	   Strahlendo-‐

sis+Temozolomid	   75mg/m2	   Körperoberfläche	   pro	   Tag)	   mit	   anschließender	   Gabe	   von	  

Temozolomid	  über	  6	  Zyklen	  (150-‐200mg/m2	  Körperoberfläche	  pro	  Tag	  für	  5	  Tage;	  an-‐

schließend	  28d	  Pause	  bis	  zum	  nächsten	  Zyklus)	  beruht.	  Hierdurch	  konnte	  eine	  Verbes-‐
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serung	  der	  medianen	  Überlebenszeit	  von	  12,1	  Monate	  auf	  14,6	  Monate	  erreicht	  werden	  

(Stupp	  et	  al.,	  2009;	  Stupp	  et	  al.,	  2005).	  

Bei	  Temozolomid	  handelt	   es	   sich	  um	  ein	   alkylierendes	  Chemotherapeutikum,	  welches	  

oral	   gut	   verfügbar	   ist	   und	   die	   Blut-‐Hirn-‐Schranke	   überwinden	   kann	   (Brandes	   et	   al.,	  

2000).	   Aufgrund	   dieser	   günstigen	   pharmakologischen	   Eigenschaften	   und	   einer	   ver-‐

gleichbaren	  Wirksamkeit	  hat	  Temozolomid	  die,	   zuvor	  meist	   als	  Chemotherapeutika	   in	  

der	   Behandlung	   der	   Glioblastome	   verwendeten,	   Nitrosoharnstoffe	   wie	   Carmustin	  

(BCNU)	  und	  Lomustin	  (CCNU)	  abgelöst	  (Adamson	  et	  al.,	  2000).	  	  

Innerhalb	  der	  Glioblastome	  wurde	  eine	  Patientensubgruppe	  identifiziert,	  welche	  in	  be-‐

sonderem	  Maße	  auf	  eine	  alkylierende	  Chemotherapie	  mit	  Temozolomid	  anspricht.	  Ge-‐

meinsames	   Merkmal	   dieser	   Patienten	   ist	   eine	   Methylierung	   der	   Promotorregion	   des	  

MGMT	  Gens	  (O-‐6-‐Methylguanin-‐DNA	  Methyltransferase)	  (Hegi	  et	  al.,	  2005).	  	  

	  

In	  der	  Behandlung	  der	  anaplastischen	  Gliome	  steht	  ebenfalls	  die	  maximale	  Tumorresek-‐

tion	  im	  Vordergrund,	  soweit	  diese	  bei	  überschaubarem	  Risiko	  zu	  erreichen	  ist.	  Die	  ad-‐

juvante	  Therapie	  bzw.	  die	  Behandlung	  nicht	  operabler	  Tumoren	  befindet	  sich	  dagegen	  

derzeit	  noch	  in	  Evaluation	  im	  Rahmen	  verschiedener	  Studien.	  An	  chemotherapeutischen	  

Optionen	  wird	  ebenfalls	  Temozolomid	  verwendet	  oder,	  insbesondere	  bei	  oligodendrog-‐

lialen	  Tumoren,	  PCV	   (Procarbazin,	   Lomustin	  und	  Vincristin).	  Auch	  molekulare	  Marker	  

wie	  die	  Deletion	  von	  1p-‐19q	  werden	  zunehmend	  zur	  Entscheidungsfindung	  der	  weite-‐

ren	  adjuvanten	  Therapie	  verwandt	  (Ricard	  et	  al.,	  2012).	  

	  

Die	  Therapie	  der	  niedrig-‐gradigen	  Gliome	  ist	  aktuell	  noch	  wenig	  standardisiert.	  Als	  The-‐

rapieoptionen	   gelten	   die	   Tumorexstirpation,	   eine	   Chemotherapie	   oder	   eine	   Radiation	  

oft	  in	  Abhängigkeit	  von	  prognostischen	  Faktoren	  wie	  Alter	  und	  Resektabilität.	  Dabei	  be-‐

steht	  jedoch	  sowohl	  für	  die	  Auswahl	  der	  Therapiemodaliät	  als	  auch	  für	  das	  Timing	  der	  

Behandlung	   noch	   Bedarf	   an	   weiterführenden	   randomisierten	   Studien	   (Soffietti	   et	   al.,	  

2010).	  

	  

2.	  IDH1	  Mutation	  

2.1.	  Allgemeines	  

Parsons	  und	  Mitarbeitern	  gelang	  2008,	  basierend	  auf	  der	  Genomsequenzierung	  von	  ins-‐

gesamt	  22	  Tumorproben,	  die	  Identifikation	  der	  IDH1	  Mutation.	  Diese	  Proben	  waren	  ei-‐
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nem	  Patientenkollektiv	  zuzuordnen,	  welches	  im	  Durchschnitt	  jünger	  und	  mit	  einer	  bes-‐

seren	   Überlebenszeit	   assoziiert	   war.	   Vom	   klinischen	   Verlauf	   handelte	   es	   sich	   bei	   den	  

meisten	  dieser	  Patienten	  um	  sekundäre	  Glioblastome	  (Parsons	  et	  al.,	  2008).	  	  

	  

Die	  IDH1	  Mutation	  findet	  sich	  neben	  den	  sekundären	  Glioblastomen	  auch	  in	  >80%	  der	  

diffusen	  und	  anaplastischen	  Gliome.	  In	  anderen	  soliden	  Tumoren	  des	  zentralen	  Nerven-‐

systems	  ist	  die	  Mutation	  dagegen	  extrem	  selten	  (Balss	  et	  al,	  2008;	  Watanabe	  et	  al.,	  2009;	  

Yan	  et	  al.,	  2009;	  Bleeker	  et	  al.,	  2009).	  IDH2	  Mutationen	  sind	  insgesamt	  deutlich	  seltener	  

und	  finden	  sich	  eher	  in	  anaplastischen	  Oligodendrogliomen	  bzw.	  Oligoastroztomen	  (Yan	  

et	  al.,	  2009).	  	  

	  

Neben	  den	  Gliomen	  stellt	  die	  akute	  myeloische	  Leukämie	  (AML)	  die	  einzige	  andere	  Tu-‐

morentität	  dar,	  bei	  welcher	  IDH	  Mutationen	  mit	  einer	  hohen	  Frequenz	  aufzufinden	  sind.	  

Bei	   AML	   Patienten	   ist	   die	   Mutation	   jedoch	   im	   Gegensatz	   zu	   den	   Gliomen	   mit	   einer	  

schlechteren	  Prognose	  assoziiert.	  Wodurch	  diese	  Unterschiede	  im	  biologischen	  Verhal-‐

ten	  der	  Tumoren,	   trotz	  Vorliegen	  der	  gleichen	  Mutation,	  bedingt	  sind,	   ist	  bisher	  unbe-‐

kannt	  (Yen	  et	  al.,	  2010).	  

	  

2.2.	  Genetik	  

IDH	  Mutationen	  sind	  Punktmutationen,	  welche	  zu	  einem	  Basenaustausch	  im	  Codon	  132	  

(IDH1)	  bzw.	  Codon	  172	   (IDH2)	   führen.	  Die	  häufigste	  dieser	  Mutationen	   ist	   (>90%	  der	  

IDH1	  Mutationen)	  ein	  Guanosin-‐Adenosin	  Austausch	   im	  Codon	  132	  (CGT-‐>CAT)	  (Balss	  

et	  al.,	  2008;	  Watanabe	  et	  al.,	  2009;	  Yan	  et	  al.,	  2009)	  (siehe	  Abbildung	  3).	  	  

	  

Das	  Auftreten	  der	  IDH1	  Mutation	  scheint	  ein	  frühes	  Ereignis	  in	  der	  Entstehung	  von	  Gli-‐

omen	   darzustellen.	   Diese	   Vermutung	   basiert	   darauf,	   dass	   sich	   die	  Mutation	   zu	   einem	  

deutlich	  höheren	  Prozentsatz	  in	  niedrig-‐gradigen	  Gliomen	  finden	  lässt,	  als	  andere	  gene-‐

tische	  Veränderungen	  wie	  z.B.	  die	  TP53	  Mutation	  oder	  der	  Verlust	  von	  1p/19q.	  

Als	  weiteres	  Indiz	  für	  diese	  Hypothese	  gilt,	  dass	   im	  Rahmen	  von	  seriellen	  Biopsien	  bei	  

individuellen	  Patienten	  kein	  einziger	  Fall	   identifiziert	  werden	  konnte,	   in	  dem	  die	  IDH1	  

Mutation	  nach	  den	  übrigen	  Mutationen	  aufgetreten	  wäre.	  
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Abbildung	  3:	  Häufigkeit	  verschiedener	  Punktmutationen	  in	  den	  Codons	  172	  für	  das	  IDH2	  Gen	  und	  Codon	  132	  

des	   IDH1	   Gens	   (Darstellung	   links).	   Frequenz	   der	   IDH1/IDH2	   Mutation	   bei	   Tumoren	   des	   ZNS	   (Darstellung	  

rechts)	  (Abbildung	  aus	  Yan	  et	  al.,	  2009).	  Die	  G395A	  (R132H)	  Mutation	  ist	  die	  häufigste	  Punktmutation	  in	  IDH1	  Gen.	  

Die	  IDH1	  Mutation	  tritt	  mit	  einer	  hohen	  Frequenz	  bei	  Grad	  II	  und	  III	  Gliomen	  sowie	  sekundären	  Glioblastomen	  auf,	  bei	  

anderen	  Tumoren	  des	  ZNS	  ist	  sie	  dagegen	  sehr	  selten.	  

	  

Im	   weiteren	   Verlauf	   könnten	   dann	   die	   anderen	   genetischen	   Veränderungen,	   wie	   die	  

TP53	  Mutation	  bzw.	  der	  1p/19q	  Verlust	  den	  weiteren	  histologischen	  Subtyp	  beeinflus-‐

sen.	   So	   tritt	   die	  TP53	   Mutation	   vor	   allem	   in	   astrozytären	   Tumoren	   auf,	   während	   der	  

1p/19q	   Verlust	   dagegen	   insbesondere	   in	   oligodendroglialen	   Tumoren	   zu	   finden	   ist	  

(Watanabe	  et	  al.,	  2009;	  Kim	  et	  al.,	  2010)	  (siehe	  Abbildung	  2).	  

	  

Ob	  und	   in	  welcher	  Weise	  die	   IDH1	  Mutation	  die	  Progression	   von	  Gliomen	  bzw.	  deren	  

Entstehung	  beeinflusst,	  ist	  bisher	  noch	  nicht	  geklärt.	  In	  seiner	  nicht-‐mutierten	  Form	  co-‐

diert	   das	   IDH1	  Gen	   die	   Isocitratdehydrogenase	   1,	   ein	   Enzym	   des	   Citratzyklus	   (Krebs-‐

Zyklus),	   welches	   die	   Umwandlung	   von	   Isocitrat	   in	   α-‐Ketoglutatrat	   katalysiert	   (Geis-‐

brecht	  und	  Gould,	  1999).	  Mutationen	  des	  IDH1	  Gens	  reduzieren	  diese	  enzymatische	  Ka-‐

pazität	   des	   Enzyms,	   indem	   sie	   die	   Bindungskapazität	   von	   Isocitrat	   verringern.	   In	   der	  

Folge	  kommt	  es	  zu	  einem	  Anstieg	  des	  Transkriptionsfaktors	  HIF-‐1α	  sowie	  dessen	  nach-‐

geordneter	  Ziele	  wie	  VEGF,	  GLUT1	  und	  PGK1	  (Zhao	  et	  al.,	  2009).	  

Nachdem	  zunächst	  davon	  ausgegangen	  wurde,	  dass	  es	   sich	  bei	  der	   IDH1	  Mutation	  um	  

eine	  sogenannte	   „loss-‐of-‐function“	  Mutation	  handelt,	  gelang	  Dang	  und	  Mitarbeitern	  der	  

massenspektrometrische	   Nachweis	   von	   100-‐fach	   erhöhten	   2-‐Hydroxyglutarat	   (2-‐HG)	  

Spiegeln	   bei	   Patienten	   mit	   IDH1	   Mutationen	   (Dang	   et	   al.,	   2009).	   Ursächlich	   hierfür	  
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scheint	  zu	  sein,	  dass	  das	  mutierte	  Enzym	  nicht	  seine	  Aktivität	  verliert,	  sondern	  im	  Ge-‐

genteil	   eine	   neue	   Enzymfunktion	   hinzugewinnt	   („gain-‐of-‐function“),	   mit	   welcher	   α-‐

Ketoglutarat	   in	  2-‐Hydroxyglutarate	  umgewandelt	  wird	   (Dang	   et	   al.,	   2009;	  Ward	   et	   al.,	  

2010;	  Presner	  und	  Chinnaiyan,	  2011)	  (siehe	  Abbildung	  4).	  

Es	  wird	  vermutet,	  dass	  2-‐Hydroxygluatat	  wiederum	  verschiedene	  intrazelluläre	  Funkti-‐

onen	  beeinflussen	  könnte.	  Von	  besonderer	  Bedeutung	   scheint	  hierbei	   der	  Einfluss	   auf	  

die	  Tumorzell-‐Epigenetik	   zu	   sein.	   So	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	   IDH	  Mutationen	  mit	  

einem	   spezifischen	  DNA-‐(Hyper)Methylierungsprofil	   einhergehen,	  welches	  G-‐CIMP	  ge-‐

nannt	  wird	  (glioma	  CpG-‐island	  methylator	  phenotype)	  (Noushmehr	  et	  al.,	  2010).	  Bestä-‐

tigt	  werden	  konnte	  dies	  unter	  anderem	  durch	  das	  Einbringen	  von	  IDH1	  mut	  in	  primäre	  

Astrozyten,	  was	  neben	  der	  Veränderung	  bestimmter	  Histonmarker	   auch	   zu	   einer	   aus-‐

giebigen	   DNA	   Hypermethylierung	   führte	   (Turcan	   et	   al.,	   2012).	   Die	   Wirkung	   von	   2-‐

Hydroxyglutarat	   als	   sogenannter	   „Onkometabolit“	   scheint	   dabei	   unter	   anderem	  durch	  

die	  Hemmung	  von	  Histon-‐Demethylasen	  zustande	  zu	  kommen	  und	  könnte	  so	  die	  Diffe-‐

renzierung	  von	  Progenitorzellen	  inhibieren	  (Xu	  et	  al.,	  2011;	  Lu	  et	  al.,	  2012).	  

	  

	  

	  
Abbildung	  4:	  Schematische	  Darstellung	  der	  intrazellulären	  Einflüsse	  

von	  2-‐Hydroxyglutarat	  (2-‐HG)	  in	  Tumorzellen	  mit	  einer	  IDH1	  Muta-‐

tion	   (Abbildung	   aus	   Presner	   et	   al.,	   2011).	  Auf	  zellulärer	  Ebene	   führt	  

die	  IDH1	  Mutation	  zu	  einer	  vermehrten	  Synthese	  von	  2-‐HG,	  welches	  u.a.	  

Histon-‐Demethylasen	  inhibiert	  und	  so	  die	  Differenzierung	  blockt.	  
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Basierend	  auf	  der	  Analyse	  der	  cDNA	  Expressionsprofile	  von	  Glioblastomen	  wurden	  vier	  

unterschiedliche	   genetische	   Subtypen	   identifiziert	   (proneural,	   neural,	   klassisch	   und	  

mesenchymal).	  Glioblastome	  mit	  einer	  IDH1	  Mutation	  sind	  dabei	  meist	  dem	  proneuralen	  

Subtyp	  zu	  zuordnen,	  während	  Glioblastome	  ohne	  IDH1	  Mutation	  in	  allen	  Subgruppen	  zu	  

finden	  sind.	  Interessanterweise,	  sind	  auch	  niedrig-‐gradige	  Gliome	  dem	  proneuralen	  Sub-‐

typ	  zu	  zuordnen,	  so	  dass	  diese	  IDH1	  mut	  Tumoren	  einem	  gemeinsamen	  Vorläuferzelltyp	  

zu	  entspringen	  scheinen	  (Phillips	  et	  al.,	  2006;	  Verhaak	  et	  al.,	  2010;	  Cooper	  et	  al.,	  2010).	  

	  

2.3	  IDH1	  mut	  Diagnostik	  

Sogenannte	   „Molekulare	  Marker“	   gewinnen	   zunehmend	   an	  Bedeutung	   im	  Verständnis	  

der	  Gliome	  und	  derer	  Behandlung.	  Genetische	  Veränderungen	  wie	  die	  Methylierung	  des	  

MGMT	  Promotors	  haben	  daher	  bereits	  Einzug	  gehalten	   in	  Therapieentscheidungen	  so-‐

wie	   das	   Design	   von	   klinischen	   Studien	   bei	   Patienten	  mit	   Glioblastomen	   (Stupp	   et	   al.,	  

2005;	  Weller	  et	  al.,	  2010).	  Für	  den	  IDH1	  Mutationsstatus	  wurde	  gezeigt,	  dass	  dieser	   in	  

Verbindung	   mit	   dem	  MGMT	  Promotor-‐Methylierungsstatus	   prädiktiv	   für	   das	   Anspre-‐

chen	   einer	   chemotherapeutischen	   Behandlung	   sein	   könnte	   (Wick	   et	   al.,	   2013).	   Um	   so	  

wichtiger	  erscheint	  daher	  eine	  akurate	  und	  rasche	  Bestimmung	  des	  IDH1	  Mutationssta-‐

tus.	  

	  

Für	  die	  Detektion	  der	  IDH1	  Mutation	  in	  Gliomproben	  wurden	  zahlreiche	  Methoden	  be-‐

schrieben	   und	   validiert.	   Hierzu	   gehören	   PCR-‐Restriktion	   Fragment	   Polymorphismen,	  

PCR-‐Einzelstrang	   Konformationspolymorphismen,	   Pyrosequenzierung	   und	   eine	   High-‐

Resolution	  Schmelzkurven	  Analyse	  (Bujko	  et	  al.,	   	  2010;	  Meyer	  et	  al.,	  2010;	  Kang	  et	  al.,	  

2009;	  Felsberg	  et	  al.,	  2010;	  Setty	  et	  al.,	  2010;	  Boisselier	  et	  al.,2010).	  Als	  “Goldstandard”	  

galt	   bisher	   die	  DNA	   Sequenzierung,	  welche	   die	  Diagnosestellung	   sämtlicher	   IDH1	   und	  

IDH2	  Mutationen	   erlaubt.	   Alle	   dieser	   Methoden	   sind	   jedoch	   in	   ihrer	   Sensitivität	   und	  

praktischen	  Anwendbarkeit	  limitiert	  (Loussouarn	  et	  al.,	  2012).	  

Als	  alternative	  Methoden	  wurden	  aktuell	  der	  immunhistochemische	  Nachweis	  der	  Mu-‐

tation	  sowie	  der	  Nachweis	  mittels	  qPCR	  beschrieben.	  Für	  beide	  Methoden	  wurde	  eine	  

hohe	  Sensitivität	  und	  Spezifität	  gezeigt	  (Loussouarn	  et	  al.,	  2012).	  	  

Alle	   zuvor	   erwähnten	  Methoden	  erlauben	  eine	  qualitative	  Aussage	   in	  dem	  Sinne,	  dass	  

bestimmt	  werden	  kann,	  ob	  die	  IDH1	  Mutation	  vorliegt	  oder	  nicht.	  Sowohl	  die	  immunhis-‐

tochemische	  Analyse	  als	  auch	  die	  qPCR	  ermöglichen	  dagegen	  auch	  eine	  Quantifizierung	  
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der	  Genexpression,	  wobei	  die	  IHC	  eher	  als	  semiquantitative	  Methode	  anzusehen	  ist.	  Eine	  

Quantifizierung	  der	   IDH1	  mut	  Expression	  ist	  bisher	   in	  Gliomen	  noch	  nicht	  beschrieben	  

worden.	  

	  

3.	  Gliomstammzelltheorie	  (CD133)	  

Neben	  der	   Identifikation	  der	   IDH1	  Mutation	  als	   frühe	  Mutation	   in	  der	  Entstehung	  von	  

Gliomen	   und	   sekundären	   Glioblastomen	   hat	   die	   Gliomstammzelltheorie	   viel	   Aufmerk-‐

samkeit	  erlangt.	  Die	  auf	  histologischer	  Ebene	  nachweisbare	  deutliche	  zelluläre	  Hetero-‐

genität	  der	  Glioblastome	  wird	  dabei	  auf	  zwei	  Entstehungsmodelle	  zurückgeführt.	  	  

Auf	  der	  einen	  Seite	  geht	  das	  „stochastische	  Modell“	  davon	  aus,	  dass	  alle	  Tumorzellen	  das	  

gleiche	  Potential	  haben	  Tumoren	  zu	  bilden,	  jedoch	  zufällig	  durch	  externe	  Faktoren	  akti-‐

viert	  werden.	  Dem	  gegenüber	  geht	  das	  „hierarchische	  Modell“	  davon	  aus,	  dass	  nur	  eine	  

bestimmte	  Zellpopulation	  in	  der	  Lage	  ist	  unbegrenzt	  zu	  proliferieren	  und	  neue	  Tumoren	  

zu	  bilden.	  Hierbei	  handelt	  es	  sich	  um	  sogenannte	  Tumorstammzellen	  (Reya	  et	  al.,	  2001).	  

Als	  gemeinsame	  Charakteristika	  dieser	  Tumorstammzellen	  gelten	  die	  Fähigkeit	  Tumo-‐

ren	  zu	  bilden,	  eine	  Selbsterneuerungskapazität	  sowie	  die	  Fähigkeit	  in	  nicht-‐tumorigene	  

Tumorzellen	  zu	  differenzieren	  (Clevers	  H,	  2011).	  	  

Hierbei	  ist	  es	  unklar	  ob	  es	  sich	  bei	  diesen	  Zellen	  um	  transformierte	  adulte	  Stammzellen	  

handelt	  oder	  ob	  reife	  somatische	  Zellen	  durch	  genetische/epigenetische	  Veränderungen	  

in	  einen	  Stammzellzustand	  gebracht	  wurden	  (Scaffidi	  und	  Misteli,	  2011).	  

	  

Der	  erste	  Hinweis	  auf	  die	  Existenz	  von	  Tumorstammzellen	  in	  Gliomen	  ergab	  sich	  durch	  

die	  Isolation	  von	  klonogenen	  Neurospheren-‐bildenden	  Tumorzellen	  aus	  intraoperativen	  

Glioblastomproben	   (Ignatova	   et	   al.,	   2002).	   Grundsätzlich	   scheint	   ein	   gemeinsames	  

Merkmal	  dieser	  Zellpopulation	  eine	  Expression	  des	  Oberflächenmarkers	  CD133	  zu	  sein,	  

welcher	   bisher	   vor	   allem	   als	   Marker	   gesunder	   neuronaler	   Vorläuferzellen	   angesehen	  

wurde	  (Singh	  et	  al.	  2003).	  	  

Für	  die	  CD133+	  Tumorzellen	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  sie	  in	  besonderem	  Maße	  ge-‐

genüber	  Chemo-‐	  und	  Radiotherapie	  resistent	  sind.	  Dadurch	  bedingt	  könnten	  sie	  ein	  ent-‐

scheidender	  Faktor	  in	  der	  Entstehung	  von	  Tumorrezidiven	  nach	  einer	  erfolgten	  Behand-‐

lung	  darstellen	  (Bao	  et	  al.,	  2006;	  Liu	  2006).	  Eine	  eindeutige	  Identifikation	  dieser	  Zellpo-‐

pulation	  bleibt	  jedoch	  problematisch,	  da	  sämtliche	  bisher	  etablierte	  Assays	  hinsichtlich	  

ihrer	  Sensitivität	  und	  Spezifität	  deutlich	  limitiert	  sind	  (Wan	  et	  al.,	  2010).	  
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Neben	  der	  noch	  unklaren	  Rolle	  der	  Tumorstammzellen	  in	  der	  Entstehung	  von	  Tumoren	  

und	  der	  Entstehung	  von	  Tumorrezidiven	  nach	  einer	  vorherigen	  Therapie	  stellt	  sich	  dar-‐

über	  hinaus	  die	  Frage,	  inwiefern	  diese	  Zellen	  in	  den	  Prozess	  der	  Progression	  von	  nied-‐

rig-‐gradigen	  Gliomen	  zu	  Glioblastomen	   involviert	  sind.	  Diese	  Frage	  wurde	  unter	  ande-‐

rem	  von	  Thon	  und	  Mitarbeitern	  adressiert,	  welche	  die	  Expression	  von	  CD133	  in	  Gliomen	  

verschiedener	  Grade	  und	  histologischer	  Subtypen	  mittels	  Immunhistochemie	  und	  semi-‐

quantitativer	   konventioneller	   PCR	   analysierten.	   Sie	   beschrieben	   hierbei	   zunächst	   die	  

Anwesenheit	   von	   CD133+	   Zellen	   auch	   in	   niedrig-‐gradigeren	   Gliomen.	   Darüber	   hinaus	  

fanden	  sie	  jedoch	  auch	  eine	  Korrelation	  zwischen	  der	  Anzahl	  der	  CD133+	  Zellen	  und	  der	  

Malignität	  des	  Tumors,	  was	  sie	  schlussfolgern	  ließ,	  dass	  CD133+	  Zellen	  tatsächlich	  in	  die	  

Gliomprogression	  involviert	  seien	  könnten	  (Thon	  et	  al.,	  2010).	  	  

Auch	  Zeppernick	  und	  Mitarbeiter	  beschreiben	  eine	  Korrelation	  zwischen	  der	  Expression	  

von	  CD133	  und	  dem	  Gliomgrad	  bzw.	  dem	  klinischen	  Outcome	  der	  Patienten,	  welches	  sie	  

als	  weiteren	  Hinweis	  auf	  die	  Relevanz	  der	  Tumorstammzellen	   in	  der	  Pathogenese	  der	  	  

Gliomen	  diskutierten	  (Zeppernick	  et	  al.,	  2008).	  

Die	   Ergebnisse	   beider	   dieser	   Arbeiten	   basieren	   zumindest	   teilweise	   auf	   immunhisto-‐

chemischen	   Analysen,	   welche	   sich	   jedoch	   bei	   der	   Bestimmung	   der	   Expression	   von	  

CD133	  als	  schwierig	  darstellen	  können.	  Ursächlich	  hierfür	  scheint	  die	  Verwendung	  un-‐

terschiedlicher	   Antikörper-‐Klone	   (AC133,	  W6B3C1,	   C24B9	   und	   ab19898)	   zu	   sein,	   für	  

die	  gezeigt	  werden	  konnte,	  dass	  sich	  mit	  ihnen	  teils	  deutlich	  abweichende	  Ergebnisse	  in	  

immunhistochemischen	  Analysen	  ergeben	  (Hermansen	  et	  al.,	  2011).	  

Eine	  weitere	  Arbeitsgruppe	  hatte	   die	   Expression	   verschiedener	   Stammzellmarker,	   da-‐

runter	   auch	   CD133,	   in	   Gliomen	   unterschiedlicher	   Grade	  mittels	   qPCR	   untersucht	   und	  

hierbei	   ebenfalls	   ein	  Anstieg	   der	  CD133	   Expression	   in	  Gliomen	   gegenüber	  Kontrollge-‐

webe	  gefunden	  (Ma	  et	  al.,	  2007).	  	  

Bei	  sämtlichen	  dieser	  Arbeiten	  wurde	  vor	  allem	  untersucht,	  wie	  sich	  die	  CD133	  Expres-‐

sion	   je	   nach	   Tumorgrad	   verhält,	   Daten	   über	   die	   Entwicklung	   der	   CD133	   Expression	  

während	   der	   Tumorprogression	   bei	   individuellen	   Krankheitsverläufen	   liegen	   dagegen	  

nicht	  vor.	  
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4.	  Fragestellungen	  

Aus	   den	   dargelegten	   wissenschaftlichen	   Hintergründen	   ergaben	   sich	   für	   diese	   Arbeit	  

folgende	  Fragestellungen:	  

	  

4.1	  IDH1	  mut/wt	  

-‐ Eignet	  sich	  die	  qPCR	  mit	  dem	  verwendeten	  Primer	  mit	  ausreichender	  Sensititvi-‐

tät	  und	  Spezifität	  zur	  Analyse	  des	  IDH1	  Mutations-‐Status?	  

-‐ Wie	  verhält	   sich	  die	  Expression	   von	   IDH1	  mut	   in	  Gliomen	  verschiedener	  Grade	  

bzw.	  Subtypen?	  	  

-‐ Wie	   verhält	   sich	   die	   Expression	   von	   IDH1	  mut	   in	   einzelnen	   Individuen	   im	   lon-‐

gitudinalen	  Krankheitsverlauf?	  

-‐ Könnte	   sich	   die	   Analyse	   der	   IDH1	  mut	   Expression	   als	  möglicher	   Biomarker	   für	  

den	  Krankheitsverlauf	  eignen?	  

-‐ Wie	  verhält	  sich	  parallel	  dazu	  die	  Expression	  von	  IDH1	  wt?	  Besteht	  eine	  Korrela-‐

tion	  zwischen	  der	  Expression	  der	  beiden	  Allele?	  

	  

4.2	  CD133	  

-‐ Wie	  verhält	  sich	  die	  Expression	  von	  CD133	  bei	  Gliomen	  verschiedener	  Grade?	  

-‐ Wie	  entwickelt	  sich	  die	  CD133	  Expression	  während	  der	  Gliomprogression	  im	  in-‐

dividuellen	  Krankheitsverlauf?	  

-‐ Wird	   die	   Expression	   des	   Tumorstammzellmarkers	   durch	   die	   Behandlung	   (Che-‐

motherapie)	  als	  Ausdruck	  der	  besonderen	  Chemoresistenz	  der	  Tumorstammzel-‐

len	  beeinflusst?	  

-‐ Besteht	  eine	  Korrelation	  zwischen	  CD133	  und	  IDH1	  mut	  Expression	  basierend	  auf	  

der	  Tatsache,	  dass	  die	  IDH1	  mut	  eine	  frühe	  genetische	  Veränderung	  darstellt	  und	  

CD133	  ein	  potentieller	  Gliomstammzellmarker	  ist?	  
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II.	  Material	  und	  Methoden	  

1.	  Material	  

1.1	  Verbrauchsmittel	  

-‐ RNeasy®	  Mini	  Kit	   	   	   	   	   Quiagen,	  Hilden	  

-‐ QuantiTect®	  Reverse	  Transcription	  Kit	   	   Quiagen,	  Hilden	  

-‐ QuantiTec	  SYBR®	  Green	  Master	  Mix	   	   Quiagen,	  Hilden	  	  

-‐ iQ	  SYBR®	  Green	  Supermix	   	   	   	   Biorad,	  Hercules,	  USA	  

-‐ RNase-‐Free	  Water	   	   	   	   	   Quiagen,	  Hilden	  

-‐ Tris	  Puffer	  

-‐ Ethanol	  70%	  

-‐ Filterspitzen	  TipOne®	   	   	   	   Starlab,	  Hamburg	  

(10µl,	  20µl,	  100µl,	  1000µl)	  

-‐ BT10E	  Eppendorf	  Style	  Filter	  Tip	  (10µl)	   	   Biotix,	  Potsdam	  

-‐ PCR	  Tubes	  (0,2ml,	  flacher	  Deckel)	   	   	   Starlab,	  Hamburg	  

-‐ 1,6ml	  Tubes	  (DANN,	  DNase-‐	  und	  RNase-‐frei)	   Biozym,	  Hameln	  

	  

	  

1.2	  Geräte	  

-‐ Rotor-‐Gene	  Q	  Cycler	  	   	   	   	   Quiagen,	  Hilden	  

-‐ GMC	  060	  Tischzentrifuge	  (6,600	  rpm)	   	   LMS,	  Tokyo,	  Japan	  

-‐ Work	  Bench	  „Clean	  Air“	   	   	   	   Thermo	  Scientific,	  Waltham,	  USA	  

-‐ Ultra	  Freezer	  (-‐86°C)	   	   	   	   Thermo	  Scientific,	  Waltham,	  USA	  

-‐ 	  Bosch	  Kältemaschine	  (-‐20°C)	  	   	   	   Kirsch	  Medical,	  Offenburg	  

-‐ Kühlschrank	  (4-‐8°C)	  	   	   	   	   Bosch,	  Gerlingen	  

-‐ Eppendorf	  Research®	  Pipetten	   	   	   Eppendorf,	  Hamburg	  

(0,5-‐10µl;	  10-‐100µl;	  20-‐200µl;	  100-‐1000µl)	  

-‐ Finnpipette®	  Digital	  	   	   	   Thermo	  Scientific,	  Waltham,	  USA	  

(0,2-‐2µl;	  0,5-‐10µl;	  2-‐20µl;	  10-‐100µl;	  100-‐1000µl)	  
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2.	  Vorarbeiten	  

2.1	  Tumorbank	  

In	  der	  Klinik	   für	  Allgemeine	  Neurochirurgie	  wurden	   seit	   1990	  prospektiv	  Proben	  von	  

sämtlichen	  Patienten	  asserviert,	  die	  an	  einer	  Raumforderung	  des	  peripheren	  oder	  zent-‐

ralen	  Nervensystems	  (spinal	  oder	  kranial)	  operiert	  wurden.	  	  

Einschlusskriterien	   waren	   hierbei	   das	   Vorliegen	   einer	   Raumforderung	   des	   zentra-‐

len/peripheren	  Nervensystems,	  welches	  einer	  operativen	  Therapie	  bedurfte,	  sowie	  eine	  

schriftliche	  Einwilligung	  in	  das	  von	  der	  hiesigen	  Ethikkommission	  genehmigte	  Einwilli-‐

gungsformular	  (Ethikkommission:	  Uniklinik	  Köln	  AZ:	  03-‐170).	  	  

	  

Die	  Tumorproben	  wurden,	  bei	   vorliegender	   schriftlicher	  Einwilligung	  und	  ausreichen-‐

dem	  Gewebe	  zur	  Aufarbeitung	  durch	  die	  Neuropathologie,	  nach	  Entnahme	  aus	  dem	  Si-‐

tus	   schnellstmöglich	   in	   einen	  mit	   Flüssigstickstoff	   gefüllten	   Behälter	   gebracht.	   Die	   so	  

„schockgefrorenen“	   Proben	   wurden	   anschließend	   anonymisiert	   (z.B.	   HT	   3456,	  

HT=Hirntumor;	  Zahl	  entspricht	  der	  Probennummer).	  Die	  Proben	  wurden	  dann	  in	  einen	  

	  -‐80°C-‐Gefrierschrank	  verbracht,	  in	  dem	  sie	  dauerhaft	  gelagert	  werden.	  	  

	  

2.2	  Selektion	  der	  Patientenproben	  

In	   der	   Tumorbank	   wurden	   seit	   Beginn	   des	   Probensammelns	   bisher	   insgesamt	   9432	  

Tumorproben	  verschiedener	  Tumorentitäten	  und	  –gradierungen	  von	  über	  4000	  Patien-‐

ten	  asserviert.	  Da	  im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  die	  Expression	  von	  bestimmten	  Tumorgenen	  

(IDH1	  mut	  /	  wt;	  CD133)	  in	  Gliomen	  verschiedener	  Grade	  untersucht	  werden	  sollten	  und	  

darüber	  hinaus	  aber	  auch	  die	  Entwicklung	  der	  Expression	  dieser	  Gene	   im	  Krankheits-‐

verlauf	  analysiert	  werden	  sollte,	  wurden	  aus	  der	  Datenbank	  folgende	  Gruppen	  identifi-‐

ziert	  

-‐ diffuse	  Gliome	  (WHO	  II°)	  

-‐ anaplastische	  Gliome	  (WHO	  III°)	  

-‐ primäre	  Glioblastome	  (WHO	  IV°)	  Erstdiagnose	  vs.	  Rezidivtumor	  

-‐ sekundäre	  Glioblastome	  (WHO	  IV°)	  +/-‐	  vorherige	  Chemotherapie	  

-‐ Kontrollgruppe	  (peritumorales,	  mikroskopisch	  tumorfreies	  Gewebe)	  

	  

Hierbei	   wurden	   astrozytäre	   und	   oligoastrozytäre	   Tumoren	   eingeschlossen,	   während	  

oligodendrogliale	  Tumoren	  nicht	  Teil	  dieser	  Untersuchung	  waren.	  	  
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Die	  histologische	  Diagnose	  wurde	  von	  zwei	  unabhängigen	  Neuropathologen	  bestätigt.	  	  

Zur	  Bestimmung	  ob	  eine	  Tumorprobe	  Tumorgewebe	  enthielt	  bzw.	  als	  tumor-‐frei	  anzu-‐

sehen	  war,	  wurden	  HE-‐Färbungen	  angefertigt,	  welche	  extern	  neuropathologisch	  begut-‐

achtet	  wurden.	  Erst	  bei	  Vorliegen	  von	  mehr	  als	  80%	  Tumorzellen	  in	  dem	  Gewebeschnitt	  

wurde	   das	   unmittelbar	   angrenzende	   Tumorgewebe	   zur	   RNA	   Isolierung	   verwendet.	   In	  

gleicher	  Weise	  konnte	  so	  die	  Tumorfreiheit	  bestimmt	  werden.	  

	  

Aus	  der	  Tumorbank	  konnten	  so	   insgesamt	  104	  Patienten	   identifiziert	  werden,	  von	  de-‐

nen	   entsprechende	   Proben	   vorlagen.	   Diese	   Gesamtzahl	   der	   Patienten	   setzte	   sich	   zu-‐

sammen	  aus	  21	  Patienten	  mit	   II°	  Gliomen,	  22	  Patienten	  mit	   III°	  Gliomen,	  22	  Patienten	  

mit	  sekundären	  Glioblastomen	  und	  30	  Patienten	  mit	  primären	  Glioblastomen.	  	  

Bei	  9	  weiteren	  Proben	  handelte	  es	  sich	  um	  Kontrollgewebe,	  welches	  peritumorales	  Ge-‐

webe	   darstellte,	   das	   von	   einem	   Neuropathologen	   als	   tumor-‐frei	   klassifiziert	   worden	  

war.	  

	  

Von	  insgesamt	  10	  Patienten	  mit	  progrendienten	  Gliomen	  lagen	  Proben	  zu	  unterschiedli-‐

chen	  Zeitpunkten	  des	  Krankheitsverlaufes	  vor	  (individuale	  Verläufe).	  Ebenso	  waren	  von	  

den	   10	   Patienten	  mit	   primären	   GBM	   Tumorproben	   von	   der	   Operation	   des	   Rezidivtu-‐

mors	  vorhanden,	  so	  dass	  auch	  diese	  als	  „Individualverläufe“	  angesehen	  werden	  konnten	  

(siehe	  Tabellen	  1	  und	  8).	  

	  

2.3	  Erheben	  der	  klinischen	  Daten	  

Nach	   Identifikation	   der	   Patienten	   der	   einzelnen	   Gruppen,	   wurden	   die	   Patientenakten	  

aus	  dem	  hiesigen	  Archiv	   ausgewertet.	   Im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  wurden	   zunächst	  nur	  

einfache	  epidemiologische	  und	  klinische	  Daten	  erhoben.	  

Hierzu	  zählten:	  	  

-‐	  Alter	  und	  Geschlecht,	  

-‐	  Lage	  des	  Tumors,	  

-‐	  histologischer	  Subtyp	  (astrozytär	  oder	  oligoastrozytär),	  

-‐	  Zeit	  zur	  Reoperation.	  
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3.	  Real-‐time	  RT-‐PCR	  (qPCR)	  

Der	  Level	  einer	  Genexpression	  spiegelt	  sich	  auf	  zellulärer	  Ebene	  unter	  anderem	  im	  Um-‐

satz	  des	  Transkriptionsproduktes	  mRNA	  (messenger	  RNA),	   so	  dass	  durch	  die	  Quantifi-‐

zierung	  der	  mRNA	  die	  Expression	  eines	  Genes	  gemessen	  werden	  kann.	  Die	  qPCR	  basiert	  

dabei	  auf	  der	  klassischen	  PCR	  mit	  den	  Phasen	  der	  DNA-‐Denaturierung,	  des	  Anlagern	  der	  

Primer	  (Annealing)	  und	  Verdopplung	  der	  DNA	  (Elongation),	  welche	  in	  zahlreichen	  Zyk-‐

len	  wiederholt	  werden.	  Da	  hierzu	   jedoch	  die	  Verwendung	  von	  DNA	  anstatt	  RNA	  erfor-‐

derlich	  ist,	  steht	  zu	  Beginn	  der	  Methodik	  die	  reverse	  Transkription	  der	  mRNA	  in	  cDNA.	  

Dies	  kann	  entweder	   in	  einem	  gemeinsamen	  Ansatz	  erfolgen	   (one-‐step	  qPCR)	  oder	  ge-‐

trennt	  in	  zwei	  Ansätzen	  (two-‐step-‐qPCR)	  (Watson	  et	  al.,	  2004).	  

Die	   Quantifizierung	   der	   Genexpression	  wird	   durch	   die	   Zugabe	   eines	   fluoreszierenden	  

Farbstoffs	   (z.B.	   SYBR	   Green)	   ermöglicht.	   Ungebunden	   fluoreszieren	   diese	   Farbstoffe	  

kaum,	  sobald	  sie	  jedoch	  an	  doppelsträngige	  DNA	  binden,	  kommt	  es	  zu	  einem	  fast	  1000-‐

fachen	  Anstieg	  der	  Fluoreszenz.	  Die	   Intensität	  der	  Fluoreszenz	  wir	  nach	   jedem	  Zyklus	  

gemessen	  und	  korreliert	  so	  mit	  der	  Menge	  an	  doppelsträngiger	  DNA.	  Theoretisch	  sollte	  

sich	  die	  Menge	  der	  dsDNA	  Moleküle	  mit	  jedem	  Zyklus	  verdoppeln,	  so	  dass	  zu	  Beginn	  ein	  

exponentieller	  Kurvenverlauf	  zu	  erkennen	  ist.	  Im	  weiteren	  Verlauf	  kommt	  es	  jedoch	  zu	  

einer	  Sättigungskinetik	  unter	  anderem	  durch	  das	  Aufbrauchen	  der	  benötigten	  Moleküle	  

und	   somit	  wird	   die	   nicht-‐exponentielle	   Phase	   (Plateauphase)	   erreicht.	   Da	   hierbei	   nur	  

die	  Fluoreszenz	  gemessen	  wird	  und	  unklar	   ist	  welche	  Anzahl	  an	  Molekülen	  anfänglich	  

vorlagen,	  muss	  eine	  lineare	  Standardkurve	  bestimmt	  werden,	  anhand	  derer	  die	  Quanti-‐

fizierung	  erfolgen	  kann.	  Darüber	  hinaus	  wird	  die	  errechnete	  Konzentration	  in	  Bezug	  ge-‐

setzt	   zu	   einem	   sogenannten	   „Referenzgen“	   (z.B.	   GAPDH),	  welches	   zur	  Normalisierung	  

der	  Ergebnisse	  verwendet	  wird	  (Bustin	  SA,	  2000).	  

	  

3.1	  mRNA	  Isolation	  und	  cDNA	  Synthese	  

3.1.1	  mRNA	  Isolation	  

Die	  Isolation	  von	  mRNA	  zur	  weiteren	  Analyse	  wurde	  nur	  bei	  Proben	  durchgeführt,	  wel-‐

che	  zuvor	  von	  einem	  externen	  Neuropathologen	  untersucht	  worden	  waren.	  Vorausset-‐

zung	   zur	   Verwendung	   der	   Probe	   war	   ein	   Tumorzellgehalt	   von	   mindestens	   80%.	   Zur	  

mRNA	   Isolation	  wurde	  das	  RNeasy®	  Mini	  Kit	   (Quiagen,	  Hilden,	  Deutschland)	  verwen-‐

det.	  Entsprechend	  der	  Herstellerinformation	  wurde	  hierbei	  Tumorgewebe	  (je	  20-‐30mg)	  

zunächst	  mechanisch	  homogenisiert	  und	  dann	  lysiert.	  Das	  Lysat	  wurde	  zentrifugiert	  und	  
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der	  Überstand	  mit	  einer	  Pipette	  abgenommen.	  Der	  Überstand	  wurde	  mit	  70%	  Ethanol	  

gemischt	  und	  anschließend	  auf	  einer	  Zentrifugiersäule	  aufgetragen.	  Nach	  erster	  Zentri-‐

fugation	  erfolgte	  die	  Reinigung	  des,	  die	  RNA	  enthaltenen,	  Pellets	  mit	  drei	  Waschzyklen.	  

Anschließend	  wurde	  die	   isolierte	  RNA	  mit	  RNase-‐freiem	  Wasser	  eluiert	  und	  bei	   -‐80°C	  

eingefroren.	  

	  

3.1.2	  Qualitätskontrolle	  und	  Quantifizierung	  der	  RNA	  

Nach	   erfolgter	   mRNA	   Isolation	   wurde	   die	   Konzentration	   und	   Qualität	   photometrisch	  

kontrolliert.	  Die	  Konzentration	  wurde	  bei	  einer	  Wellenlänge	  von	  260	  mm	  gemessen,	  die	  

Messungen	  wurden	  dabei	  in	  Triplikaten	  durchgeführt.	  Zur	  Qualitätskontrolle	  wurde	  die	  

Absorption	  bei	  260	  und	  280	  mm	  Wellenlänge	  gemessen	  (A260/A280	  Ratio).	  Die	  mRNA	  

wurde	  dazu	  in	  10mM	  Tris-‐Puffer,	  bei	  einem	  pH	  von	  8,	  aufgenommen.	  Als	  Ziel	  galt	  eine	  

A260/A280	  Ratio	  von	  1,9-‐2,1.	  

	  

3.1.3	  cDNA	  Synthese	  

Die	   cDNA	   Synthese	   aus	   der	   isolierten	   mRNA	   wurde	   mittels	   QuantiTect®	   Reverse	  

Transcription	  Kit	  (Quiagen,	  Hilden,	  Deutschland)	  durchgeführt.	  

Hierzu	  wurde	   je	  1µg	  RNA	  mit	  gDNA	  Wipeout	  Puffer	  und	  RNase-‐freiem	  Wasser	   (insge-‐

samt	   14µl)	   gemischt	   und	   bei	   42°C	   für	   10min	   inkubiert	   um	   genomische	  DNA	  Reste	   zu	  

entfernen.	   Anschließend	  wurden	   hierzu	   6µl	   eines	  Mastermixes	   bestehend	   aus	   1µl	   Re-‐

verse	  Transcriptase,	  4µl	  RT	  Puffer	  (5x)	  und	  1µl	  RT	  Primer	  Mix	  hinzugegeben	  und	  ver-‐

mischt.	  Dies	  wurde	  dann	  bei	  42°C	  für	  15min	  inkubiert.	  Die	  Reverse	  Transcriptase	  wurde	  

dann	  durch	  eine	  drei-‐minütige	  Inkubation	  bei	  95°C	  deaktiviert.	  Die	  so	  generierte	  cDNA	  

wurde	  dann	  bis	  zur	  weiteren	  Verwendung	  bei	  -‐20°C	  eingefroren.	  

	  

3.2	  Primerdesign/-‐auswahl	  

3.2.1	  IDH1	  mut	  und	  wt	  Primer	  

Zur	  Analyse	  der	  Expression	  der	   IDH1	  Mutation	  sowie	  des	   IDH1	  Wildtypen	  wurden	  fol-‐

gende	   Primer	   verwandt,	   welche	   von	   Loussouarn	   2012	   veröffentlicht	   wurden	   (Lous-‐

souarn	  et	  al.,	  2012).	  
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IDH1	  mut	  Primer-‐F:	  	  

Dieser	  forward-‐Primer	  ist	  spezifisch	  für	  die	  „c.395G>A“	  IDH1	  Mutation,	  welche	  bei	  wei-‐

tem	  die	  häufigste	  Mutation	  darstellt.	  	  

Sequenz:	  5`-‐GGGTAAAACCTATCATCATAGGTCA-‐3`	  

OD:	  7,8;	  207µg;	  26,9	  mmol	   	   	   Tm=	  59,7°C	   	   	   GC=	  40%	  

MW=	  7674	  g/mol	   	   [HPSF]	  

	  

IDH1	  wt	  Primer-‐F:	  

Ein	  forward-‐Primer	  spezifisch	  für	  dasIDH1	  wt	  Gen.	  

Sequenz:	  5`-‐GGTAAAACCTATCATCATAGGTCG-‐3`	  

OD:	  7,0;	  188µg;	  25,5nmol	   	   	   Tm=	  59,3°C	  	   	   	   GC=	  41,7%	  

MW=	  7360	  g/mol	   	   [HSPF]	  

	  

IDH1	  Primer-‐R:	  

Reverse	  Primer	  für	  beide	  Gene	  Mutation	  und	  Wildtyp.	  

Sequenz:	  5`-‐CACATACAAGTTGGAAATTTCTGG-‐3`	  

OD:	  7,5;	  200µg;	  27,2nmol	   	   	   Tm=	  57,6°C	   	   	   GC=	  37,5%	  

MW=	  7375	  g/mol	   	   [HSPF]	  

	  

3.2.2	  CD133	  Primer	  

	  
CD133	  Primer-‐F:	  

Sequenz:	  5`-‐AGCACTCTATACCAAAGCGTCAA-‐3`	  

OD:	  8,9;	  236µg;	  33,8nmol	   	   	   Tm=	  58,9°C	   	   	   GC=	  43,5%	  

MW=	  6985	  g/mol	   	   [HSPF]	  

	  

CD133	  Primer-‐R:	  

Sequenz:	  5`-‐CTCCCATACTTCTTAGTTTCCTCAA-‐3`	  

OD:	  8,4;	  253µg;	  33,8nmol	   	   	   Tm=	  59,7°C	   	   	   GC=	  40,0%	  

MW=	  7477	  g/mol	   	   [HSPF]	  
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3.3	  qPCR	  Ansatz/-‐Etablierung	  

Die	   Etablierung	   der	   qPCR	   erfolgte	   in	   folgenden	   Schritten:	   1)Ansetzen	   und	   überprüfen	  

des	  Primers	  und	  2)	  Messung	  der	  Standardkurven.	  

	  

3.3.1	  Ansetzen	  und	  Überprüfung	  des	  Primers	  

Die	  vom	  Hersteller	  als	  Trockenpulver	  gelieferten	  Primer	  wurden	  zunächst	  nach	  Herstel-‐

lerangaben	  mit	  TE	  Puffer	  angesetzt.	  Hierzu	  wurden	  für	  den	  Primer	  IDH1	  wt-‐F	  255µl	  Puf-‐

fer,	  für	  IDH1	  mut-‐F	  269µl	  und	  für	  IDH1-‐R	  272µl	  verwendet	  um	  eine	  Stockkonzentration	  

von	  100pmol/µl=100µM	  (100X)	  zu	  erreichen.	  Für	  die	  CD133	  Primer	  wurden	  sowohl	  für	  

den	  forward	  als	  auch	  für	  den	  reverse	  Primer	  338µl	  TE	  Puffer	  verwendet	  

	  

Um	   zu	   überprüfen	   ob	   die	   Primer	   das	   Ziel-‐Gen	   amplifizieren,	  wurde	   dann	   zunächst	   in	  

Probeläufen	  analysiert	  ob	  eine	  Amplifikation	  stattfindet.	  

	  

Dazu	  wurden	  folgende	  Ansätze	  durchgeführt:	  

-‐	  DNA:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  5µl	  	   	  [cDNA	  Gliompool	  (=Mischung	  aus	  Rest	  cDNA	  Proben	  

verschiedenster	   Gliomsubtypen)	   1:5	   verdünnt	   mit	  

H2O]	  

oder	  H2O:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  5µl	   	   [im	  Falle	  der	  Negativkontrollen]	  

-‐	  Mastermix:15µl	  	   [bestehend	   aus	   10µl	   SYBR	  Green	   Supermix	   (IQSYBR	  

Green	   Supermix,	   Biorad,	   #170-‐8885),	   5µl	   Primer	  

(F+R)	  

-‐Total:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  20µl	  

	   	  

Zur	  Durchführung	  der	  qPCR	  wurde	  der	  Rotorgene	  Q	  Cycler	  von	  Quiagen	  verwendet.	  Die	  

Geräteparameter	  wurden	  dazu	  in	  folgender	  Weise	  eingestellt:	  

-‐ Denaturierung	  bei	  95°c	  für	  3	  min	  

-‐ Anschließend	  50	  Zyklen	  bestehend	  aus	  

è 95°C	  10s	  (Denaturation)	  

è 63°C	  15s	  (Annealing)	  

è 72°C	  20s	  (Extension)	  

-‐ Schmelzkurvenanalyse	  von	  72°C	  bis	  95°C	  und	  Anstieg	  um	  1°C.	  
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3.3.2	  Messung	  der	  Standardkurven	  

Um	  die	  relative	  Genexpression	  bestimmen	  zu	  können	  ist	  die	  Messung	  von	  Standardkur-‐

ven	  notwendig.	  Hierzu	  wurde	  die	  Expression	  der	  Zielgene	  in	  einem	  Gliompool	  (Grund-‐

verdünnung	  1:5	  mit	  H2O)	   in	  den	  Verdünnungen	  1,	  1:10,	  1:100,	  1:1000	   sowie	  1:10000	  

gemessen.	  Die	  Versuche	  wurden	  dabei	  in	  Triplikaten	  durchgeführt.	  

Die	  PCR	  Proben	  wurden	  in	  folgender	  Weise	  angesetzt:	  

	  

-‐ Mastermix	  	   15µl	  

-‐ DNA	   	   5µl	  

-‐ Total	   	   20µl	  

	  

Mastermix:	   10µl	  	   IQ	   SYBR	   Green	   Supermix	   (Biorad,	   Hercules,	   USA)	   oder	   Quantitec	  

SYBR	  Green	  (Quiagen,	  Hilden)	  +	  5	  µl	  Primer	  (F+R)	  (1µM)	  

DNA:	   	   1,	  1:10,	  1:100,	  1:1000,	  1:10000	  

	   	  

Die	  qPCR	  wurde	  vollständig	  mit	  dem	  Rotorgene	  Q	  Lightcycler	  bei	  folgenden	  Einstellun-‐

gen	  des	  Gerätes	  durchgeführt:	  

-‐ two-‐step	  

-‐ 95°C	  3min	  

-‐ 60°C	  5s	  

-‐ 60°C	  10s	  

-‐ Schmelzkurvenanalyse	  von	  60°C	  bis	  90°C.	  

	  

Mit	   diesen	   Einstellungen	   konnten	   für	   die	   Expressionsanalyse	   des	   CD133	   suffiziente	  

Standardkurven	   gemessen	   werden,	   so	   dass	   diese	   Parameter	   für	   sämtliche	   weiteren	  

Messungen	  beibehalten	  wurden.	  	  

Für	  die	  Expressionsanalyse	  der	   IDH1	  wt	  und	  mut	  waren	  dagegen	  suffiziente	  Standard-‐

kurven	   nur	   im	   höheren	   Konzentrationsbereich	   zu	   erreichen,	   so	   dass	   mit	   einer	   DNA-‐

Verdünnungsreihe	  von	  1:1,	  1:3,	  1:10,	  1:30,	  1:100	  gemessen	  wurde.	  

Die	  Verwendung	  des	  Quantitec	  SYBR	  Green	  (Quiagen,	  Hilden)	  führte	  zu	  einer	  Optimie-‐

rung	  der	  Standardkurven,	  so	  dass	  dies	  auch	  im	  Weiteren	  als	  Mastermix	  verwendet	  wur-‐

de.	  

	  

50x	  
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Als	  Qualitätskriterium	  für	  eine	  ausreichend	  gute	  Standardkurve	  galten	  dabei	  

-‐ eine	  Efficiency=0,90	  bis	  1,10	  sowie	  

-‐ ein	  R2>0,99.	  

	  

Die	  so	  ermittelten	  Standardkurven	  waren:	  

-‐ IDH1	  wt:	  CT=	  -‐3,414	  x	  log	  (conc.)	  +	  24,451	  (eff=0,96;	  R2=0,997)	  

-‐ IDH1	  mut:	  CT=	  -‐3,286	  x	  log	  (conc.)	  +	  26,209	  (eff=1,02;	  R2=0,997)	  

-‐ CD133:	  CT=-‐3,105	  x	  log	  (conc.)	  +	  21,163	  (eff=1,12;	  R2=0,997)	  

	  

Die	  Standardkurven	  für	  das	  Referenzgen	  SDHA	  waren	  bereits	   im	  Rahmen	  anderer	  Ver-‐

suche	  bestimmt	  worden.	  

	  

3.4	  Quantifizierung	  der	  IDH1	  mut	  und	  wt	  sowie	  CD133	  Expression	  mittels	  qPCR	  

	  
Nach	  Messung	  der	  Standardkurven	  wurde	  1)	  die	  Quantifizierung	  der	  Genexpression	  der	  

Zielgene	  (IDH1	  wt,	  IDH1	  mut,	  CD133)	   in	  den	  o.g.	  Proben	  durchgeführt	  und	  2)	   in	  Bezug	  

zur	  Expression	  des	  Referenzgens	  (SDHA)	  gesetzt.	  

	  

3.4.1	  Quantifizierung	  mittels	  qPCR	  

Die	   qPCR	   Proben	  wurden	   folgendermaßen	   (entsprechend	   der	  Messung	   der	   Standard-‐

kurven)	  angesetzt:	  

	  

15µl	  Mastermix	  	   (10µl	   Quantitec	   SYBR	   Green	   [Quiagen,	  

Hilden]+	  5µl	  Primer	  (F+R))	  

5µl	  DNA	  	   	  (für	   IDH1	   wt/mut	   1:50	   verdünnt,	   für	  

CD133	  1:200)	  

	   	   	   20µl	  Total	  

	  

Der	   Ansatz	   erfolgte	   jeweils	   in	   Triplikaten,	   zwei	   Proben	  wurden	   als	   Negativkontrollen	  

gemessen,	  bei	  denen	  5µl	  H2O	  die	  DNA	  ersetzte.	  Als	  Positivkontrolle	  wurde	  eine	  Probe	  

verwendet,	   bei	   der	   ein	   positiver	   G395A	   IDH1	   Mutationsstatus	   bereits	   mittels	   Gense-‐

quenzierung	  bestimmt	  worden	  war.	  
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Sämtliche	  Messungen	  wurden	  bei	  gleichen	  Bedingungen	  mit	  dem	  Rotorgene	  Q	  Lightcyc-‐

ler	  durchgeführt	  (siehe	  Einstellungen	  unter	  2.2.3).	  

	  

3.4.2	  Bezug	  zur	  Expression	  des	  Referenzgens	  

Die	   relative	  Expression	  der	  Zielgene	  wurde	   in	  Bezug	  gesetzt	   zur	  Expression	  des	  Refe-‐

renzgens	  nach	  der	  Methode	  	  

	   	   TG/RG=ΔTG	  	   	   	   (TG=	  target	  gene;	  RG=reference	  gene).	  

	  

Hierzu	  wurde	   die	   Expression	   verschiedener	   potentieller	   Referenzgene	   (ACTB,	  GAPDH,	  

RPL13A,	  SDHA,	  POLR2A,	  TBP)	  in	  den	  verwendeten	  Gliomproben	  gemessen.	  	  

Die	  entsprechenden	  Primer	  sind	  in	  Tabelle	  1	  aufgeführt.	  

	  

Symbol	   Genname	   Funktion	   Gen	  ID	   Accession	  Nr	   Ensembl	  ID	  
Amplikon	  
Länge	   Effizienz	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   bp	   %	  

ACTB	   Beta-‐actin	  
Cytoskeletal	  structural	  
protein	   60	   	  NM_001101	   ENST00000158302	   146	   102	  

GAPDH	  

Glyceraldehyde-‐
3-‐phosphate	  
dehydrogenase	   Glycolysis	  enzyme	   2597	   NM_002046	   ENST00000229239	   95	   104	  

RPL13A	  
60S	  ribosomal	  
protein	  L13A	   Ribosomal	  protein	   23521	   NM_012423	   ENST00000270634	   161	   102	  

SDHA	  
Succinate	  de-‐
hydrogenase	  A	  

Oxidative	  phosphorylati-‐
on	   6389	   NM_004168	   ENST00000264932	   147	   101	  

POLR2A	  
Polypetide	  A,	  
220	  kDa	  

RNA	  polymerase	  II	  (DNA	  
directed)	  polypeptide	  A	   5430	   NM_000937	   ENST00000322644	   61	   106	  

TBP	  
TATA-‐box	  bin-‐
ding	  protein	   Transcription	  factor	   6908	   NM_003194	   ENST00000230354	   132	   88	  

Tabelle	  1:	  Primer	  der	  Referenzgene	  

	  

Hierbei	   zeigte	   sich	  eine	  homogene	  Expression	  aller	  Referenzgene	   in	  den	  untersuchten	  

Gliomproben	  (siehe	  Abbildung	  5).	  



	   23	  

0

5

10

15

20

25

ACTB GAPDH RPL13A SDHA POLR2A TBP

Ct
-V
al
ue

pGII
GIIIR
sGBMR+C
sGBMR-C
pGBM
pGBMR+C

	  
Abbildung	  5:	  Darstellung	  der	  Ct	  Werte	  der	  Referenzgene	  (qPCR	  Analyse).	  	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Sämtliche	   gemessenen	   Referenzgene	   sind	   stabil	   exprimiert	   in	   den	   unterschiedlichen	   Gliomgraden	   (pGII=	   Grad	   II	  

Gliome,	  GIIIR=Grad	  III	  Gliome,	  sGBMR+C/-‐C=	  sekundäre	  GBM	  mit/ohne	  vorherige	  Chemotherapie,	  pGBM=	  primäre	  

GBM,	  pGBM+C=	  primäre	  GBM	  mit	  vorheriger	  Chemotherapie).	  

	  
Unter	   Anwendung	   eines	   Analyseprogramms	   („NormFinder“;	  

http://moma.dk/normfinder-‐software),	   wurde	   das	   am	   besten	   geeignete	   Referenzgen	  

ermittelt	   (Andersen	   et	   al.,	   2004).	   Aufgrund	   der	   hohen	   Expressionsstabilität	   des	   SDHA	  

Gens	   sowie	   des	   hohen	  Ct-‐threshold	   des	   Gens,	  welcher	   im	  Bereich	   des	  mutierten	   IDH1	  

Gens	  lag,	  wurde	  das	  SDHA	  Gen	  als	  Referenzgen	  ausgewählt	  (siehe	  Tabelle	  2).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Für	  SDHA	   konnte	  bereits	   in	  Vorarbeiten	  gezeigt	  werden,	  dass	  es	   in	  verschiedenen	  Gli-‐

omgraden	  und	  –subtypen	  weitestgehend	  gleichmäßig	  exprimiert	   ist	  und	  so	  einen	  Ver-‐

gleich	  der	  Genexpression	  von	  Zielgenen	  zwischen	  diesen	  Gruppen	  ermöglicht	  (Kreth	  et	  

al.,	  2010).	  

Tabelle	   2:	   Expressionsstabilität	   der	  untersuchten	  Refe-‐

renzgene.	  	  	  	   	   	   	   	   	  	  	  

Analysiert	  mit	   der	   „NormFinder“	   Software,	  welche	  nach	   ei-‐

nem	   vorgegebenen	   Algorithmus	   die	   Stabilität	   einer	   Genex-‐

pression	   in	   verschiedenen	  Geweben	  misst	   (Andersen	   et	   al.,	  

2004).	   	  

Gen	  Name	  
Stabilitäts-‐	  

wert	  
ACTB	   0,237	  

SDHA	   0,263	  

TBP	   0,324	  
GAPDH	   0,428	  

POLR2A	   0,439	  

RPL13A	   0,461	  
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Aufgrund	   dieser	   Vorarbeiten	   und	   der	   Analyse	   der	   Referenzgene	   in	   den	   verwendeten	  

Proben	  wurde	  die	  Normierung	  bezogen	  auf	  ein	  Referenzgen	  (SDHA)	  durchgeführt.	  

	  

4.	  DNA	  Sequenzierung	  

Die	  Sequenzierung	  der	  Tumorproben	  wurde	  im	  Institut	  für	  Genetik	  der	  Universität	  Köln	  

durchgeführt.	  	  

	  

5.	  Statistik	  

Die	  Daten	  wurden	  in	  einer	  Excel-‐Datenbank	  (Microsoft,	  Redmond,	  USA)	  gespeichert.	  Zur	  

Auswertung	  sowie	  Erstellung	  der	  Graphiken	  wurde	  Prism	  Graphpad	  Version	  6	  verwandt	  

(Graphpad,	  San	  Diego,	  USA).	  

Die	  qPCR	  Ergebnisse	  wurden	  als	  „relative	  Expression	  ±	  SEM“	  dargestellt.	  	  

Die	  Normalverteilung	  innerhalb	  der	  Gruppen	  wurde	  mittels	  D`Agostino-‐Pearson	  Test	  

überprüft	  (p>0,05).	  Je	  nachdem	  ob	  die	  Werte	  innerhalb	  einer	  Gruppe	  normalverteilt	  wa-‐

ren,	  wurden	  die	  weiteren	  statistischen	  Tests	  gewählt.	  

Bei	  Analyse	  mehrerer	  nicht-‐normalverteilter	  Gruppen	  wurde	  der	  Kruskal-‐Wallis	  Test	  

durchgeführt	  mit	   anschließendem	  post	  hoc	  Dunn`s	   Test.	  Bei	  dem	  Vergleich	  mehrerer	  

normalverteilter	   Gruppen	   wurde	   ein	   ANOVA	   Test	   durchgeführt	   mit	   anschließendem	  

post	  hoc	  Bonferroni	   Test.	  Einzelne	  Gruppen	  wurden	  bei	  Nicht-‐Normalverteilung	  mit-‐

tels	  Mann-‐Whitney-‐Test	   und	   bei	   Normalverteilung	   mittels	   einfachem	   t-‐Test	   vergli-‐

chen.	  Ein	  p<0,05	  wurde	  jeweils	  als	  statistisch	  signifikant	  gewertet.	  In	  den	  Abbildungen	  

ist	   eine	   einfache	   Signifikanz	   (0,01-‐0,05)	  mit	   *	   dargestellt,	   höhere	   Signifikanzen	  mit	   **	  

(0,001-‐0,01),	  ***	  (0,0001-‐0,001)	  und	  ****	  (<0,0001).	  

Zur	   Analyse	   der	   Korrelation	   der	   Genexpressionen	   (IDH1wt/mut,	   IDH1	   mut/CD133)	  

wurde	  der	  Pearson	  Test	  verwendet.	  Auch	  hierbei	  wurde	  eine	  signifikante	  Korrelation	  

bei	   einem	   p<0,05	   angenommen.	   Bei	   der	   Subgruppenanalyse	   mit	   kleineren	   Gruppen	  

wurde	  wegen	  der	  nicht	  vorliegenden	  Normalverteilung	  der	  Spearman	  Test	  verwendet.	  	  
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III.	  Ergebnisse	  

1.	  Klinische	  Daten	  und	  Patientengruppen	  

Insgesamt	  wurden	  132	  DNA	  Proben	  von	  104	  Patienten	  analysiert.	  Diese	  132	  Proben	  set-‐

zen	  sich	  zusammen	  aus	  21	  Proben	  von	  Patienten	  mit	  Grad	  II	  Gliomen,	  22	  Proben	  von	  Pa-‐

tienten	  mit	  Grad	  III	  Gliomen	  und	  52	  Proben	  von	  Patienten	  mit	  Glioblastomen.	  Zusätzlich	  

lagen	  9	  Proben	  von	  Patienten	  vor,	   bei	  denen	  peritumorales	  Gewebe	   (Kontrollgewebe)	  	  

entnommen	  worden	  war	  (Übersicht	  siehe	  Tabelle	  3).	  	  

Die	  Glioblastomproben	   ließen	   sich	   anhand	  des	  klinischen	  Verlaufes	  unterteilen	   in	  pri-‐

märe	  GBM	  (n=30)	  und	  sekundäre	  GBM	  (n=22).	  Bei	  den	  sekundären	  GBM	  war	  außerdem	  

eine	  nochmalige	  Unterteilung	   in	  bisher	  unbehandelte	  Patienten	   (n=13)	  und	  vorbehan-‐

delte	  Patienten	  (n=9)	  möglich.	  	  

Auch	   bei	   den	   Grad	   III	   Gliomen	  war	   eine	   Unterteilung	   der	   Proben	   in	   primäre	   Grad	   III	  

Tumoren	   und	   rezidivierte	   Grad	   III	   Tumoren	   basierend	   auf	   klinischen	   Daten	   möglich.	  

Primäre	  Grad	  III	  Tumoren	  stellten	  dabei	  Tumoren	  dar,	  welche	  „de	  novo“	  entstanden	  wa-‐

ren	  ohne	  vorherige	  Diagnosestellung	  eines	  niedrig-‐gradigeren	  Glioms.	  Die	  rezidivierten	  

Gliome	  waren	  dagegen	  aus	  Grad	   II	  Gliomen	  entstanden,	  die	  bereits	  vorbekannt	  waren	  

(siehe	  Tabelle	  5).	  

Insgesamt	   31	   Proben	   waren	   von	   individuellen	   Patienten	   entnommen	   worden,	   die	   im	  

Verlauf	  ihrer	  Erkrankung	  erneut	  einer	  operativen	  Therapie	  bedurften	  (Individualverläu-‐

fe).	  Dazu	  gehörten	  sämtliche	  Proben	  der	  primären	  GBM	  Patienten,	  bei	  denen	  im	  Rezidiv-‐

fall	  erneut	  Tumorgewebe	  gewonnen	  werden	  konnte	   (pGBM-‐Rez;	  n=10),	   sowie	  weitere	  

21	  Proben	  von	  10	  Patienten,	  die	   im	  Verlauf	  eines	  malignisierenden	  Glioms	  wiederholt	  

operativ	  behandelt	  werden	  mussten.	  

Im	  Einzelnen	  waren	  dies	  (Individualverläufe):	  

-‐ II°	  mit	  Progress	  zu	  III°	  (n=2),	  

-‐ II°	  mit	  Progress	  zu	  III°	  und	  später	  sGBM	  (n=1),	  

-‐ II°	  mit	  Progress	  zu	  sGBM	  (n=4),	  

-‐ III°	  mit	  III°	  Rezidiv	  (n=1),	  

-‐ III°	  mit	  Progress	  zu	  sGBM	  (n=2).	  

	  

Die	  Alters-‐	   und	  Geschlechtsverteilung	  der	   eingeschlossenen	  Patienten	   ist	   Tabelle	   5	   zu	  

entnehmen.	  
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Gruppe	  
Pat	  
Nr	  

Ini-‐
tia-‐
lien	   Alter	  

Ge-‐
schlecht	   Tumorlage	  

histolog.	  
	  Subtyp	   Grad	   IDH1	  mut	  	   Analyse	   Individualverlauf	  

Grad	  II	  
Gliome	   1	   AR	   22	   m	   li.	  frontal	   A	   G	  2	   j	  (C394A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   j	  (G2,	  G3)	  

	  	   2	   NH	   29	   m	   li.	  frontal	   OA	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   j	  (G2,	  G3)	  

	  	   3	   CS	   27	   w	   re.	  fr.-‐parasag.	   A	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   4	   JK	   33	   m	   li.	  frontal	   A	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   j	  (G2,	  sGBM-‐Cx)	  

	  	   5	   AW	   31	   w	   li.	  fr.-‐temp.	   A	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   j	  (G2,	  sGBM-‐Cx)	  

	  	   6	   IS	   41	   w	   li.	  frontal	   A	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   j	  (G2,	  G3)	  

	  	   7	   WV	   48	   w	   re.	  temporal	   OA	   G	  2	   n	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   8	   RZ	   22	   m	   re.	  präzentral	   A	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   j	  (G2,	  sGBM-‐Cx)	  

	  	   9	   MF	   39	   w	   re.	  fr.-‐präz.	   A	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (G2,	  G3,	  
sGBM+Cx)	  

	  	   10	   FH	   26	   m	   li.	  frontal	   OA	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   j	  (G2,	  sGBM-‐Cx)	  

	  	   11	   MC	   34	   w	   li.	  temporal	   A	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   12	   SÜ	   47	   m	   li.	  frontal	   A	   G	  2	   n	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   13	   JH	   53	   m	   re.	  occipital	   A	   G	  2	   j	  (C394G)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (G2,	  G3,	  sGBM-‐
Cx)	  

	  	   14	   KW	   26	   w	   re.	  frontal	   OA	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   j	  (G2,	  G3,	  G3)	  

	  	   15	   DB	   50	   m	   li.	  frontal	   OA	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   16	   MW	   28	   m	   re.	  frontal	   OA	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   17	   HB	   32	   m	   li.	  temporal	   OA	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   18	   DM	   38	   w	   re.	  temporal	   A	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   19	   AS	   49	   w	   li.	  temporal	   A	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   20	   EH	   63	   w	   re.	  fr.-‐lat.	   A	   G	  2	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   j	  (G2,	  sGBM-‐Cx)	  

	  	   21	   HB	   34	   m	   li.	  präzentral	   OA	   G	  2	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (G2,	  G3,	  
sGBM+Cx	  

primäre	  
Grad	  III	  
Gliome	   22	   BR	   64	   m	   li.	  par.-‐occ.	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   23	   GJ	   48	   m	   re.	  temp.-‐par.	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   24	   WK	   44	   m	   re.	  fr.-‐temp.	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   25	   WL	   31	   m	   re.	  frontal	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   26	   TB	   32	   m	   li.	  par.-‐temp.	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   27	   OK	   73	   m	   li.	  frontal	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   28	   RB	   40	   m	   re.	  temp.-‐bas.	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   29	   HW	   65	   w	   li.	  frontal	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   30	   PT	   15	   w	   re.	  Thalamus	   A	   G	  3	   n	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   31	   KM	   58	   m	   li.	  temporal	   A	   G	  3	   n	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  
Rezidiv	  
Grad	  III	  
Gliome	   32	   FS	   53	   m	   re.	  parietal	   OA	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   33	   VP	   52	   m	   li.	  frontal	   OA	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   34	   NP	   54	   m	   li.	  fr.-‐präzentr.	   OA	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   35	   AF	   59	   m	   re.	  parietal	   OA	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   j	  (G3,	  sGBM+Cx)	  

	  	   36	   LL	   41	   m	   re.	  temporal	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   37	   CS	   35	   m	   li.	  par.-‐occ.	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   38	   AD	   50	   m	   li.	  frontal	   A	   G	  3	   n	   CD133,	  IDH1	  mut	   j	  (G3,	  sGBM+Cx)	  

	  	   39	   FM	   45	   m	   re.	  frontal	   OA	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   40	   KB	   55	   m	   li.	  fr.-‐par.	   OA	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   41	   HS	   47	   m	   li.	  frontal	   OA	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   42	   AM	   43	   m	   re.	  temporal	   OA	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   43	   AK	   33	   m	   li.	  parietal	   A	   G	  3	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  
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Gruppe	  
Pat	  
Nr	  

Ini-‐
tia-‐
lien	   Alter	  

Ge-‐
schlecht	   Tumorlage	  

histolog.	  
	  Subtyp	   Grad	   IDH1	  mut	  	   Analyse	   Individualverlauf	  

sekundä-‐
re	  GBM	   44	   RO	   27	   m	   re.	  par.-‐occ.	   GBM	   G	  4	   j	  (C394A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

-‐Cx	   45	   FU	   42	   m	   re.	  parietal	   GBM	   G	  4	   j	  (C394A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   46	   JB	   55	   w	   re.	  fr.-‐präzentr.	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   47	   PD	   43	   m	   li.	  temporal	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   48	   SH	   33	   w	   re.	  occipital	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   49	   AZ	   36	   w	   li.	  fr.-‐par.	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   50	   HH	   61	   w	   re.	  frontal	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   51	   DM	   34	   w	   re.	  temp.-‐par.	   GBM	   G	  4	   j	  (C394A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   52	   VS	   49	   w	   re.	  frontal	   GBM	   G	  4	   j	  (C394A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   53	   HD	   27	   m	   li.	  parietal	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   54	   MF	   38	   m	   li.	  temp.-‐par.	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   55	   MP	   41	   w	   li.	  fr.-‐präzentr.	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   56	   MN	   63	   w	   re.	  par.-‐occ.	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  
sekundä-‐
re	  GBM	   57	   HE	   47	   m	   re.	  parietal	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

+Cx	   58	   SS	   7	   m	   li.	  KHBW	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   59	   NT	   49	   m	   re.	  temporal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   60	   HB	   43	   m	   li.	  temporal	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   61	   SF	   45	   m	   re.	  frontal	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  

	  	   62	   DS	   49	   m	   re.	  frontal	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   63	   SC	   33	   w	   re.	  frontal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   64	   TJ	   34	   m	   li.	  frontal	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   65	   CT	   35	   m	   li.	  temp.-‐pol.	   GBM	   G	  4	   j	  (G395A)	   CD133,	  IDH1	  mut	   	  	  
primäre	  
GBM	   66	   AR	   53	   m	   re.	  frontal	   GBM	   G	  4	   j	  (C394A)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  

j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

-‐Cx	   67	   PM	   34	   w	   re.	  par.-‐occ.	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

	  	   68	   IS	   60	   w	   re.	  postzentral	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

	  	   69	   HD	   46	   w	   re.	  temporal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

	  	   70	   HS	   69	   m	   li.temporal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

	  	   71	   FH	   36	   m	   li.	  frontal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

	  	   72	   HZ	   56	   m	   re.	  frontal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

	  	   73	   HW	   60	   m	   li.	  parietal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

	  	   74	   WP	   48	   m	   re.	  fr.-‐temp.	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

	  	   75	   KN	   51	   m	   re.	  frontal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	  
j	  (pGBM,	  pGBM	  
Rez)	  

	  	   76	   HD	   68	   w	   li.	  par.-‐occ.	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   77	   HH	   53	   m	   re.	  temporal	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   78	   AB	   70	   m	   li.	  occipital	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   79	   KA	   48	   w	   li.	  postzentral	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   80	   WO	   52	   w	   li.	  fr.-‐präzentr.	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   81	   HH	   69	   m	   li.	  par.-‐occ.	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   82	   ME	   40	   m	   re.	  temporal	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   83	   KF	   48	   m	   re.	  temp.-‐par.	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   84	   US	   63	   w	   re.	  temporal	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   85	   WD	   57	   w	   re.	  temporal	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  
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Gruppe	  
Pat	  
Nr	  

Ini-‐
tia-‐
lien	   Alter	  

Ge-‐
schlecht	   Tumorlage	  

histolog.	  
	  Subtyp	   Grad	   IDH1	  mut	  	   Analyse	   Individualverlauf	  

primäre	  
GBM	  	   86	   KH	   50	   m	   li.	  temp.-‐dors.	   GBM	  	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

+Cx	   87	   AS	   68	   w	   re.	  frontal	   GBM	  	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   88	   GK	   65	   m	   li.	  temp.-‐mes.	   GBM	  	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   89	   AP	   59	   m	   li.	  temporal	   GBM	  	   	  G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   90	   HR	   62	   m	   li.	  temporal	   GBM	  	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   91	   BH	   72	   m	   li.	  par.-‐occ.	   GBM	  	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   92	   TH	   61	   w	   re.	  frontal	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   93	   AH	   56	   w	   li.	  temporal	   GBM	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   94	   RR	   54	   w	   re.	  frontal	   GBM	  	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  

	  	   95	   OB	   51	   m	   li.	  Frontal	   GBM	  	   G	  4	   nd	   CD133	   	  	  
Kontrol-‐
len	   96	   MW	   39	   m	   li.	  fr.-‐temp.	   Gliose	   -‐	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   97	   KH	   26	   m	   Hirnstamm	  
Hamar-‐
tom	   G	  1	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   98	   HB	   66	   m	   li.	  occipital	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   99	   FS	   52	   m	   re.	  temporal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   100	   NO	   35	   m	   li.	  temp.-‐bas.	   A	   G	  2	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   101	   HB	   70	   m	   re.	  par.-‐occ.	  

Metasta-‐
se	  	  

Bronchial	  
CA	   -‐	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   102	   WO	   66	   w	   li.	  temporal	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   103	   RR	   40	   m	   li.	  occipital	   GBM	   G	  4	   n	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  

	  	   104	   JS	   43	   m	   li.	  temporal	   O	   G	  2	   j	  (C394G)	   CD133,	  IDH1	  wt	  &mut	   	  	  
	  

Tabelle	  3:	  Übersicht	  über	  die	  eingeschlossenen	  Patienten.	  Angeben	  sind	  grundlegende	  epidemiologische	  Daten	  

(Alter,	  Geschlecht	  und	  Initialien)	  sowie	  Angaben	  zur	  Histologie	  (Tumorgrad,	  histologischer	  Subtyp,	  IDH1	  mut	  Status),	  

Außerdem	  angegeben	  ist,	  welche	  Gene	  analysiert	  wurden	  und	  ob	  bei	  den	  Patienten	  longitudinale	  Verläufe	  untersucht	  

wurden	  („Individualverläufe“).	  (OA=	  Oligoastrozytom,	  A=	  Astrozytom,	  O	  =	  Oligodendrogliom,	  GBM=	  Glioblastom,	  nd=	  

nicht	  bestimmt).	  

Sämtliche	  Proben	  von	  Patienten	  mit	  Grad	  II	  und	  Grad	  III	  Gliomen	  (primäre	  und	  rezidi-‐

vierte)	   waren	   als	   „therapie-‐naiv“	   hinsichtlich	   einer	   gentoxischen	   Behandlung	   anzuse-‐

hen,	   d.h.	   die	   Patienten	   hatten	   bis	   zur	   Probenentnahmen	   keine	   chemotherapeutische	  

Therapie	   erhalten.	   Gleiches	   galt	   auch	   für	   die	   sekundären	   und	   primären	   Glioblastome	  

ohne	   Vorbehandlung	   (pGBM-‐Cx,	   sGBM+Cx).	   Sämtliche	   chemotherapeutisch	   vorbehan-‐

delten	  Patienten	  waren	  dagegen	  den	  Subgruppen	  pGBM+Cx	  und	  sGBM+Cx	  zuzuordnen.	  

Die	  dabei	  verabreichte	  Chemotherapie	  ist	  Tabelle	  4	  zu	  entnehmen.	  

	  

	  

	  

	  

	  	   	  	   TMZ	   TMZ	   PCV+TMZ	   PCV+TMZ	   ACNU	   ACNU	  	   sonstige	   sonstige	  

Subgruppe	   n	   	  (n)	   	  (%)	   	  (n)	   (%)	   (n)	   (%)	   	  (n)	   (%)	  
pGBM+Cx	   18	   12	   66,7	   2	   11,1	   1	   1,5	   3	   27,0	  

sGBM+Cx	   13	   7	   53,8	   1	   7,7	   1	   1,9	   4	   52,0	  

Tabelle	  4:	  Übersicht	  über	  die	  verabreichten	  Chemotherpeutika	  bei	  Patienten	  mit	  primären	  und	  sekundären	  

GBM.	  Die	  Mehrzahl	  der	  Patienten	  beider	  Gruppen	  wurde	  mit	  TMZ	  therapiert.	  
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    Patienten Proben 

N	   total	   104	   132	  
	  	   m	   70	   	  	  

	  	   w	   34	   	  	  

Alter	   (mittleres)	   46	   	  	  

Lokalisation	   links	   54	   	  	  

	  	   rechts	   50	   	  	  

	  	   frontal	   43	   	  	  
	  	   temporal	   32	   	  	  
	  	   parietal	   20	   	  	  
	  	   occipital	   5	   	  	  

	  	   other	   4	   	  	  

Histol.	  Subtyp	   astrozytär	   24	   	  	  

	  	   oligoastrozytär	   15	   	  	  

WHO	  Grad	   II	   21	   21	  

	  	   III	   22	   30	  
	  	   >primär	   10	   10	  

	  	   >Rezidiv	   12	   20	  

	  	   sGBM	   22	   32	  
	  	   -‐Cx	   13	   19	  

	  	   +Cx	   9	   13	  

	  	   pGBM	   30	   30	  
	  	   -‐Cx	   20	   20	  

	  	   +Cx	   10	   10	  

	  	   Kontrollen	   9	   9	  

	  

2.	  IDH1	  

Die	  Messungen	  der	  Expression	  des	  IDH1	  Gens	  bestand	  aus	  mehreren	  Schritten.	  Zunächst	  

wurden	  die	  qPCR	  Messungen	  selbst	  durchgeführt	  und	  anschließend	  die	  Ergebnisse	  der	  

IDH1	  mut	  Analyse	  mittels	  Sequenzierung	  überprüft.	  	  

	  

2.1	  Expression	  von	  IDH1	  mut	  

Die	   Analyse	   der	   IDH1	  mut	   Expression	   wurde	   in	   insgesamt	   113	   Proben	   durchgeführt	  

(n=113).	  Dabei	  wurde	  zunächst	  mit	  dem	  mutations-‐spezifischen	  IDH1	  Primer	  qPCR	  die	  

Expression	  der	  (G395A)	  IDH1	  Mutation	  gemessen.	  Die	  durchschnittliche	  Genexpression	  

sämtlicher	  Proben	  lag	  bei	  einer	  relativen	  Expression	  von	  1,93±0,42	  (rel.Expr.	  ±	  SEM).	  	  

Nach	   Identifikation	   und	   Entfernung	   von	   Ausreißerwerten	   (>3x	   SD)	   wurden	   letztlich	  

noch	  107	  Patientenproben	  ausgewertet	  (n=107).	  	  

	  

Tabelle	  5:	  Alters-‐	  und	  Geschlechtsverteilung	  sowie	  Tu-‐

morlokalisation	   (m=männlich,	  w=weiblich;	  

sGBM=sekundäres	  Glioblastom,	  pGBM=	  primäres	  

Glioblastom;	  -‐Cx/+Cx=	  mit/ohne	  Chemotherapie).	   	  
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Hierbei	   zeigte	   sich	   in	  der	  Kontrollgruppe	   (0,09±0,03)	  und	  bei	   Patienten	  mit	   primären	  

Glioblastomen	   (0,23±0,03)	   im	   Vergleich	   zu	   den	   Proben	   von	   Patienten	   mit	   niedrig-‐

gradigen	  Gliomen	  und	  sekundären	  Glioblastomen	  eine	  sehr	  niedrige	  IDH1	  mut	  Expressi-‐

on.	   Zwischen	   den	   einzelnen	   Gliomsubgruppen	   bestanden	   keine	   signifikanten	   Unter-‐

schiede	  in	  der	  IDH1	  mut	  Expression,	  wobei	  die	  IDH1	  mut	  Expression	  geringgradig	  höher	  

ausfiel	  bei	  sekundären	  Glioblastomen	  als	  bei	  den	  Grad	  II	  und	  III	  Gliomen	  (II°=1,19±0,2;	  

prim	   III°=1,38±0,42;	   Rez	   III°=1,41±0,24;	   sGBM=2,25±0,5)	   (siehe	   Tabelle	   6	   und	   Abbil-‐

dung	  6).	  
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2.1.1	  Sequenzierungsergebnisse	  

Da	  zur	  Zeit	  am	  ehesten	  die	  Sequenzierung	  als	  „Goldstandard“	  der	  Analyse	  des	  IDH1	  Mu-‐

tationsstatus	  gelten	  darf,	  wurden	  die	  qPCR	  Ergebnisse	   in	  Korrelation	  zu	  den	  Ergebnis-‐

  n IDH1 mut SEM 

Kontrollen 9 0,09 0.03 

II° 18 1,19 0,00 

III° 29     

- primär 9 1,38 0,42 
- Rezidiv 20 1,41 0,24 

sGBM 31    
-Cx 19 2,25 0,49 
+Cx 12 1,66 0,44 

pGBM 20    
-Cx 10 0,23 0,03 
+Cx 10 0,21 0,05 

Total 107     

Tabelle	  6:	  Übersicht	  über	  die	  Expression	  der	  

IDH1	  Mutation	  in	  verschiedenen	  Gliomgra-‐

den	  und	  nach	  erfolgter	  Therapie.	  

	  
	  
	  
	  
G	  

Abbildung	  6:	  IDH1	  mut	  Expression	  nach	  Gliom-‐

grad.	  IDH1	  mut	  ist	  signifikant	  höher	  exprimiert	  in	  

LGG	  und	  sekundären	  HGG	  als	  in	  Kontrollgewebe	  und	  

primären	  GBM.	  
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sen	   der	   Sequenzierung	   gesetzt.	   Die	   Sequenzierung	  wurde	   bei	   sämtlichen	   113	   Proben	  

durchgeführt,	  in	  denen	  auch	  die	  IDH1	  Expression	  mittels	  qPCR	  gemessen	  worden	  waren.	  

Eine	  Mutation	  des	  IDH1	  Gens	  wurde	  dabei	  in	  62,8%	  der	  Proben	  gefunden	  (71/113).	  Die	  

häufigste	  Punktmutation	  war	  dabei	  die	  G395A	  Mutation	  (61/71;	  85,9%),	  während	  ande-‐

re	  Punktmutationsformen	  nur	  einen	  geringen	  Anteil	  hatten	   (10/71;	  14,1%)	   (siehe	  Ta-‐

belle	  7).	  Im	  Einzelnen	  wurde	  bei	  zwei	  Proben	  eine	  C394T	  Mutation	  und	  bei	  je	  vier	  Pro-‐

ben	  eine	  C394A	  und	  eine	  C394G	  Mutation	  gefunden.	  	  

	  

	  

	  

  Patienten Proben 

n  84 113 
IDH1 mut 55 71 
IDH1 mut 

(%) 65,5 62,8 
      

G395A  48 61 
G395A 

(%) 87,3 85,9 
394 mut 7 10 
394 mut 

(%) 12,7 14,1 
C394T 1 2 
C394A 4 4 
C394G 2 4 

	  

	  

	  

	  

Da	   die	   G395A	  Mutation	  mit	   Abstand	   die	   häufigste	   IDH1	  Mutation	   darstellt,	   wurde	   im	  

Rahmen	   dieser	   Arbeit	   ein	   Primer	   gewählt,	   welcher	   spezifisch	   diese	   Punktmutation	  

amplifiziert.	  Die	  G395A	  Mutation	  wurde	  zu	  hohen	  Anteilen	  in	  diffusen	  Gliomen	  (18/21;	  

86%),	   anaplastischen	   Gliomen	   (19/22;	   86%)	   und	   sekundären	   Glioblastomen	   (17/22;	  

77%)	  gefunden	  (siehe	  Tabelle	  7).	  In	  den	  Proben	  der	  Patienten	  mit	  primären	  Glioblasto-‐

men	  fand	  sich	  dagegen	  keine	  G395A	  Mutation	  des	  IDH1	  Gens,	  jedoch	  bei	  einem	  Patien-‐

ten	  eine	  C394A	  Mutation	  (siehe	  Abbildung	  7	  und	  Tabelle	  8).	  

Tabelle	  7:	  Anteil	  der	  IDH1	  mut	  	  Pro-‐

ben	  an	  der	  Gesamtheit	  der	  Proben	  

und	  Patienten-‐bezogen	  (Sequenzie-‐

rung).	  
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II° III° sGBM pGBM Ctrl
0

50

100

%

86% 86% 77% 10% 11% IDH 1 mut

IDH1 wt

	  
	  

	  

	  

    n IDH1 mut IDH1 
mut(%) G395A G395A(%) 

II°   21 18 85,7 16 88,9 
III°   22 19 86,4 19 100 
  prim III° (10) 8 80 8 100 
  Rez III° (12) 11 91,7 11 100 

sGBM   22 17 77,3 13 76,5 
  sGBM-Cx (13) 12 85,7 8 66,7 
  sGBM+Cx (9) 5 62,5 5 100 

pGBM   10 1 10 0 0 
Ctrl   9 1 11,1 0 0 

	  
	  

2.1.2	  Analyse	  des	  IDH1	  Mutationsstatus	  mittels	  qPCR	  

Eines	  der	  primären	  Ziele	  dieser	  Arbeit,	  war	  es	  zu	  überprüfen,	  ob	  eine	  Messung	  der	  IDH1	  

mut	  Expression	  mittels	  qPCR	  zuverlässig	  eine	  Bestimmung	  des	  IDH1	  mut	  Status	  ermög-‐

licht.	  Die	  Ergebnisse	  der	  qPCR	  Analyse	  wurden	  daher	  in	  Korrelation	  zu	  den	  Sequenzie-‐

rungsergebnissen	  gebracht	  (siehe	  Tabelle	  9).	  

	  

Hierbei	   zeigte	   sich	  eine	  hohe	  Übereinstimmung	  der	  qPCR	  Ergebnisse	  mit	  den	  Sequen-‐

zierungsergebnissen.	  So	  waren	  bei	  einer	  IDH1	  mut	  Expression	  von	  >0,59,	  mit	  einer	  Aus-‐

nahme,	  alle	  Proben	  in	  der	  DNA	  Sequenzierung	  IDH1	  mutiert.	  	  

Bei	  dieser	  Probe	  handelt	  es	  sich	  um	  einen	  Patienten,	  von	  dem	  Proben	  eines	  initial	  nied-‐

rig-‐gradigen	  Glioms	  sowie	  von	  späteren	  Grad	  III	  Tumoren	  vorlagen.	  Die	  DNA	  Sequenzie-‐

rung	   ergab	   bei	   diesen	   Proben	   einen	  Wechsel	   des	   IDH1	  mut	   Status	   vom	   ersten	   Tumor	  

(II°,	  IDH1	  mut)	  zum	  Rezidivtumor	  (III°,	  IDH1	  wt)	  und	  erneut	  zum	  weiteren	  Tumorrezidiv	  

Tabelle	  8:	  Anteil	  der	  	  IDH1	  mut	   	  (insgesamt)	  und	  speziell	  der	  G395A	  Mutation	  

in	  den	  Patientensubgruppen	  	  (Sequenzierung)	  (Gesamtes	  n=84).	  

Abbildung	  7:	  Anteil	  der	  IDH1	  mut	  in	  

Grad	  II	  bis	  Grad	  IV	  Gliomen	  (Se-‐

quenzierung).	  Ein	  hoher	  Anteil	  der	  

Grad	  II	  und	  III	  Gliome	  sowie	  sGBM	  

weist	  eine	  IDH1	  Mutation	  auf.	  Bei	  der	  

IDH1	  mut	  Probe	  bei	  den	  Kontrollen	  

handelte	  es	  sich	  um	  eine	  „peritumora-‐

le	  Probe“	  eines	  IDH1	  mut	  Glioms.	  
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(III°,	  IDH1	  mut).	  Die	  Analyse	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  mittels	  qPCR	  zeigte	  dagegen	  für	  

beide	  Tumorrezidive	  Werte	  von	  >0,59	  relativer	  IDH1	  mut	  Expression	  (1.	  Rezidiv	  (III°)=	  

0,95;	  2.Rezidiv	   (III°)=1,41)	   (siehe	  Tabelle	  9,	   rote	  Markierung).	  Da	  bei	   sämtlichen	  übri-‐

gen	  Individualverläufen	  der	  IDH1	  mut	  Status	  konsistent	  blieb	  und	  auch	  die	  Literatur	  ei-‐

ne	  Konstanz	  des	  IDH1	  Mutationsstatus	  beschreibt,	  schien	  hier	  ein	  Fehler	  in	  der	  DNA	  Se-‐

quenzierung	  vorzuliegen	  (Juratli	  et	  al.,	  2013).	  	  

	  

Nach	  Entfernen	  dieses	  am	  ehesten	  fehlerhaften	  Wertes	  wurde	  bei	  einer	  relativen	  IDH1	  

mut	  Expression	  >0,59	  eine	  Sensitivität	  und	  Spezifität	  von	  100%	  erreicht	  (siehe	  Tabelle	  

9,	  Werte	  in	  blauer	  Schrift).	  	  

Gleiches	  galt	  für	  eine	  IDH1	  mut	  Expression	  von	  <0,26,	  unterhalb	  derer	  mit	  einer	  Sensiti-‐

vität	  und	  Spezifität	  von	  100%	  der	  IDH1	  Wildtyp	  vorlag	  (siehe	  Tabelle	  9,	  Werte	  in	  grüner	  

Schrift).	  	  

Bei	  den	  übrigen	  Werten	  zwischen	  diesen	  beiden	  „Grenzwerten“	  fiel	  auf,	  dass	  ab	  einer	  re-‐

lativen	  IDH1	  mut	  Expression	  von	  >0,5	  die	  meisten	  Proben	  durch	  die	  Sequenzierung	  als	  

IDH1	  mut	  identifiziert	  wurden	  und	  bei	  Werten	  ≤0,5	  mit	  hoher	  Wahrscheinlichkeit	  keine	  

G395A	  Mutation	  vorlag	   (rel.	  Expression=	  0,5-‐0,26;	  19	  Werte;	  2	  Proben	  G395A	  Mutati-‐

on).	  	  

Aufgrund	  dessen	  konnte	  eine	  relative	  IDH1	  mut	  Expression	  von	  ≥0,51	  als	  „cut-‐off-‐value“	  

definiert	   werden,	   wobei	  Werte	   oberhalb	   dieses	  Wertes	  mit	   hoher	  Wahrscheinlichkeit	  

eine	  G395A	  Mutation	  aufweisen	  (siehe	  Tabelle	  9).	  	  

	  

	  

Basierend	  auf	  diesen	  Ergebnissen	  konnte	  mittels	  qPCR	  eine	  IDH1	  Mutation	  in	  60	  Proben	  

ermittelt	  werden	  (60/113;	  53%).	  Bei	  den	  diffusen	  Gliomen	  waren	  dies	  70%	  der	  Proben,	  

bei	   anaplastischen	  Gliomen	  83%	  und	  bei	   sekundären	  Glioblastomen	  58%	  der	  Proben.	  

Auch	   die	   Ergebnisse	   der	   qPCR	   ergaben	   keine	   G395A	   IDH1	   Mutation	   bei	   primären	  

Glioblastomen.	  

Unter	  Verwendung	  dieses	  „cut-‐off“-‐Wertes	  (rel.	  Expr.≥0,51)	  erreichte	  die	  qPCR	  im	  Ver-‐

gleich	  mit	  der	  DNA	  Sequenzierung	  als	  „Goldstandard“	  eine	  Sensitivität	  von	  97%	  und	  ei-‐

ne	  Spezifität	  von	  96%	  in	  der	  Diagnosestellung	  von	  G395A	  IDH1	  Mutationen	  (siehe	  Ta-‐

belle	  10).	  
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Tumorgrad seq qPCR grade seq qPCR grade seq qPCR 
 II° G/A 39,46 Rez III° G/A 1,41 pGBM+Cx G/G 0,31 

prim III° G/A 23,22 Rez III° G/A 1,22 ctrl G/G 0,30 
sGBM-Cx G/A 11,11 Rez III° G/A 1,19 sGBM-Cx G/G 0,26 

II° G/A 7,01 II° G/A 1,18 sGBM+Cx G/A 0,26 
sGBM-Cx G/A 6,79 II° G/A 1,13 pGBM+Cx G/G 0,25 

II° G/A 6,27 sGBM+Cx G/A 1,11 sGBM+Cx G/G 0,25 
sGBM-Cx G/A 6,08 II° G/A 1,06 pGBM-Cx G/G 0,24 
sGBM-Cx G/A 4,51 prim III° G/A 1,06 sGBM-Cx G/G 0,22 
sGBM+Cx G/A 4,43 sGBM-Cx G/A 0,97 sGBM+Cx G/G 0,22 
sGBM-Cx G/A 4,37 Rez III° G/G 0,95 pGBM-Cx G/G 0,21 
sGBM-Cx G/A 4,26 Rez III° G/A 0,90 pGBM-Cx G/G 0,21 
Rez III° G/A 4,25 sGBM+Cx G/A 0,90 pGBM-Cx G/G 0,21 
prim III° G/A 4,19 II° G/A 0,88 pGBM-Cx G/G 0,19 

sGBM-Cx G/A 3,72 prim III° G/A 0,83 pGBM+Cx G/G 0,18 
sGBM+Cx G/A 3,50 prim III° G/A 0,75 Rez III° G/G 0,18 
sGBM+Cx G/A 3,38 Rez III° G/A 0,73 pGBM+Cx G/G 0,18 
sGBM-Cx G/A 3,25 Rez III° G/A 0,73 pGBM+Cx G/G 0,17 
Rez III° G/A 3,13 rec III° G/A 0,72 II° G/G 0,17 
Rez III° G/A 2,98 ctrl G/A 0,64 pGBM+Cx G/G 0,16 

II° G/A 2,90 Rez III° G/A 0,62 ctrl G/G 0,13 
II° G/A 2,87 pGBM+Cx G/G 0,59 pGBM-Cx G/G 0,12 

sGBM-Cx G/A 2,86 prim III° G/A 0,51 sGBM-Cx G/G 0,12 
sGBM+Cx G/A 2,67 II° G/A 0,51 ctrl G/G 0,12 
sGBM+Cx G/A 2,51 II° G/A 0,50 pGBM+Cx G/G 0,11 

prim III° G/A 2,29 sGBM-Cx G/G 0,50 Rez III° G/G 0,11 
II° G/A 2,16 II° G/G 0,48 sGBM-Cx G/G 0,10 

Rez III° G/A 2,08 sGBM-Cx G/G 0,44 pGBM-Cx G/G 0,08 
Rez III° G/A 1,98 prim III° G/G 0,44 pGBM+Cx G/G 0,08 
prim III° G/A 1,94 pGBM-Cx G/G 0,42 ctrl G/G 0,08 

sGBM-Cx G/A 1,93 II° G/G 0,40 ctrl G/G 0,07 
Rez III° G/A 1,92 prim III° G/G 0,40 ctrl G/G 0,07 

II° G/A 1,86 sGBM-Cx G/G 0,38 II° G/G 0,07 
II° G/A 1,72 sGBM+Cx G/G 0,38 Rez III° G/G 0,06 

sGBM-Cx G/A 1,72 II° G/G 0,36 ctrl G/G 0,05 
II° G/A 1,66 pGBM-Cx G/G 0,36 pGBM+Cx G/G 0,03 
II° G/A 1,59 sGBM-Cx G/G 0,34 ctrl G/G 0,03 

Rez III° G/A 1,54 sGBM+Cx G/G 0,33 ctrl G/G 0,02 
Rez III° G/A 1,42 pGBM-Cx G/G 0,31       

Tabelle	  9:	  IDH1	  mut	  Expression	  in	  den	  einzelnen	  Proben	  (sortiert	  nach	  Höhe	  der	  Expres-‐

sion).	   Die	   erste	   Spalte	   gibt	   die	   Subgruppe	   an,	   die	   zweite	   Spalte	   das	   Sequenzierungsergebnis	  

und	  in	  der	  dritten	  Spalte	  die	  relative	  IDH1	  mut	  Expression.	  Blaue	  Schrift:	  Proben	  >0,59	  rel.	  IDH1	  

mut	  Expression	  (Diagnose	   IDH1	  mut	  mit	  Spezifität	  und	  Sensitivität	  100%);	  grüne	  Schrift:	  Pro-‐

ben	  <0,26	   rel.	   IDH1	  mut	   Expression	   (Diagnose	   IDH1	  wt	  mit	   Spezifität	  und	  Sensitivität	  100%);	  

rote	   Schrift:	   „Fehler“.	   Schwarze	   Linie	  markiert	   „cut-‐off-‐value“	   (rel.	   Expr.≥	   0,51).	   Rote	  Markie-‐

rung:	  Probe	  mit	  a.e.	  fehlerhaftem	  Sequenzierungsergebnis	  (siee	  Text).	  

	  
	  
	  

	  

	  
	  

	  

  sequenc + sequenc - total 

qPCr + 59 2 61 

qPCr - 2 50 52 

total 61 52 113 

        
qPCR Sensitivität (%) 96,7   

qPCR Spezifität (%) 96,2   

Tabelle	  10:	  Sensitivität	  und	  Spezifität	  der	  qPCR.Mit	  dem	  

zuvor	  definierten	  „Cut-‐off-‐Wert“	  (rel.Expr.≥0,51)	  weist	  die	  

qPCR	  eine	  hohe	  Sensitivität	  und	  Spezifität	  auf.	   	  
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Bei	  einem	  weiteren	  Individualverlauf	  lagen	  insgesamt	  zwei	  Proben	  vor.	  Eine	  dieser	  Pro-‐

ben	  war	  aus	  peritumoralem	  Gewebe	  und	  war	  mittels	  HE	  Schnitten	  als	  tumorfrei	  klassifi-‐

ziert	   worden.	   Die	   andere	   Probe	   war	   dagegen	   histologisch	   als	   sicheres	   Tumorgewebe	  

(>80%	  der	  Zellen	  tumorös)	  eines	  Glioblastoms	  gewertet	  worden.	   Im	  Gegensatz	  zu	  den	  

Ergebnissen	   der	   HE	   Färbung	   ergab	   sowohl	   die	   Sequenzierung	   als	   auch	   die	   qPCR	   (rel	  

Expr.=	  0,64)	  bei	  beiden	  Proben	  den	  Nachweis	  einer	  G395A	  IDH1	  Mutation,	  so	  dass	  da-‐

von	  auszugehen	  ist,	  dass	  in	  der	  als	  „tumorfrei“	  gewerteten	  Probe	  Tumorzellen	  vorhan-‐

den	  waren	  (siehe	  Abbildung	  8).	  Die	  qPCR	  hat	  in	  diesem	  Fall	  auch	  bei	  niedriger	  Tumor-‐

zellanzahl	  die	  IDH1	  Mutation	  detektiert.	  	  

	  

	  
Abbildung	  8:	  IDH1	  mut	  Expression	  in	  peritumoralen	  Gewebe	  (qPCR	  &	  DNA	  Sequenzierung).	  Sche-‐

matische	  Darstellung	  eines	  GBM	  mit	  peritumoralen	  Gewebe,	  welches	  mittels	  H/E	  Färbung	  als	  tumorfrei	  

klassifiziert	  wurde.	  Sequenzierung	  und	  qPCR	  detektieren	  hier	  jedoch	  eine	  geringe	  Tumorlast	  anhand	  des	  

IDH1	  mut	  Nachweises.	  

	  
Diese	  Ergebnisse	  zeigen,	  dass	  die	  qPCR	  eine	  sehr	  sensitive	  und	  spezifische	  Methode	  zur	  

Detektion	   der	   G395A	   IDH1	  Mutation	   darstellt.	   Die	   molekulare	   Diagnostik	   mittels	   Se-‐

quenzierung	  und	  qPCR	  ermöglicht	  hier	  scheinbar	  eine	  bessere	  Identifikation	  der	  Anwe-‐

senheit	  von	  Tumorzellen	  als	  die	  konventionelle	  HE	  Färbung.	  

	  

2.1.3	  Quantifizierung	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  

Neben	   der	   reinen	   qualitativen	  Analyse	   liegt	   ein	   potentieller	   Vorteil	   der	   qPCR	   in	   einer	  

Quantifizierung	   der	  Genexpression,	  welche	  mit	   anderen	   etablierten	  Methoden	   zur	  Be-‐

stimmung	   der	   IDH1	  Mutation	   nicht	   (Sequenzierung)	   oder	   nur	   begrenzt	   (IHC)	  möglich	  

ist.	  Aus	  diesem	  Grunde	  wurden	  die	  Ergebnisse	  der	  Patienten	  mit	  einer	   IDH1	  Mutation	  

hinsichtlich	  des	  Expressionslevels	  von	  IDH1	  mut	  analysiert.	  

	  
	  

	  

H/E	  Färbung:	  GBM 
Seq+qPCR:	  IDH1mut 

	  

H/E	  Färbung:	  normales	  Hirngewebe 
Seq+qPCR:	  IDH1	  mut 

GBM 

peritumoral	  tissue 
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Verwertbare	  Ergebnisse	  lagen	  bei	  56	  Proben	  (n=56)	  vor,	  bei	  denen	  die	  G395A	  IDH1	  Mu-‐

tation	  nachgewiesen	  worden	  war.	  Die	  mittlere	   IDH1	  mut	  Expression	  dieser	  Proben	   lag	  

bei	  2,29±0,25	  (rel.Expr.	  ±SEM).	  	  

	  

Im	  Weiteren	  wurde	  untersucht	   inwiefern	  sich	  die	  Expression	  von	   IDH1	  mut	   in	  Abhän-‐

gigkeit	   von	  Faktoren	  wie	  1)Tumorgrad,	   2)	  histologischem	  Subtyp	   sowie	  3)	   vorheriger	  

Therapie	  unterscheidet.	  

	  

2.1.3.1	  IDH1	  mut	  Expression	  in	  Abhängigkeit	  des	  Tumorgrades	  

Dem	  Tumorgrad	  entsprechend	  konnten	  diese	  56	  Proben	  insgesamt	  3	  Gruppen	  zugeord-‐

net	  werden.	  Darunter	  waren	  13	  Grad	  II	  Tumore,	  23	  Grad	  III	  Tumore	  sowie	  20	  sekundäre	  

Glioblastome	  (sGBM-‐Cx	  n=12;	  sGBM+Cx	  n=8).	  	  

In	  der	  Analyse	  der	   IDH1	  mut	  Expression	   in	  Abhängigkeit	  des	  Tumorgrades	  zeigte	   sich	  

bei	   diesen	   Gruppen	   ein	   Anstieg	   der	   IDH1	  mut	   Expression	   von	   den	   niedrig-‐gradigeren	  

Tumoren	  zu	  den	  sekundären	  Glioblastomen.	  Insbesondere	  die	  sekundären	  Glioblastome	  

(sGBM-‐Cx:	  rel.	  Expr.=4,29±0,79)	  wiesen	  dabei	  eine	  signifikant	  höhere	  IDH1	  mut	  Expres-‐

sion	  auf	   als	  die	  diffusen	   (rel.	   Expr.=1,54±0,22;	  p=0,0002)	  und	  anaplastischen	  Astrozy-‐

tome	  (rel.	  Expr.=	  1,67±0,23;	  p=0,0001)	  (siehe	  Abbildung	  9	  und	  Tabelle	  11).	  

	  

Unter	  den	  WHO	  Grad	  III	  Tumoren	  befanden	  sich	  6	  primäre	  Tumoren,	  die	  „de	  novo“	  di-‐

agnostiziert	  worden	  waren,	  und	  17	  Tumoren,	  welche	  aus	  einem	  niedrig-‐gradigeren	  Tu-‐

morvorläufer	  entstanden	  waren.	  Zwischen	  diesen	  Subgruppen	  bestand	  kein	  signifikan-‐

ter	  Unterschied	  in	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  (primäre	  III°:	  1,65±0,49	  vs.	  Rezidiv	  (sekun-‐

däre)	  III°=1,68±0,26;	  p=0,8)	  (siehe	  Abbildung	  10	  und	  Tabelle	  11).	  
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Abbildung	  9:	  Quantifizierung	  der	  IDH1	  mut	  Ex-‐

pression	  nach	  Gliomgrad	  (IDH1	  mut	  Proben).	  Die	  

IDH1	  mut	  Expression	  ist	  signifikant	  höher	  in	  sGBM	  als	  

in	  WHO	  Grad	  II	  und	  III	  Tumoren	  (II°	  n=	  13,	  III°	  n=	  23,	  

sGBM	  n=	  20).	  
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2.1.3.2	  IDH1	  mut	  Expression	  in	  Abhängigkeit	  von	  dem	  histologischen	  Subtyp	  

Da	  histologische	  Subtypen	  der	  Gliome	  durchaus	  variable	  klinische	  Verläufe	  zeigen,	  wur-‐

de	  untersucht	  ob	  astrozytäre	  oder	  oligoastrozytäre	  Tumoren	  eine	  unterschiedliche	  Ex-‐

pression	   der	   IDH1	  Mutation	   aufweisen.	   Insgesamt	   18	   Proben	  waren	   dabei	   den	   reinen	  

Astrozytomen	  	  zuzuordnen,	  während	  15	  Proben	  oligoastrozytäre	  „Mischgliome“	  waren.	  	  

	  

Der	  Vergleich	   der	   Expression	   der	   IDH1	  Mutation	   zwischen	   diesen	   histologischen	   Sub-‐

gruppen	  ergab	  keinen	  signifikanten	  Unterschied	  (OA:	  1,6±0,27	  vs.	  A:	  1,87±0,38;	  p=0,8).	  

Dies	  deutet	  daraufhin,	  dass	  der	  Grad	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  unabhängig	  von	  dem	  his-‐

tologischen	  Subtyp	  ist	  (siehe	  Abbildung	  11).	  

	  

2.1.3.3	  Einfluss	  von	  Chemotherapie	  auf	  die	  IDH1	  mut	  Expression	  

Um	  zu	  analysieren	  ob	  eine	  vorherige	  chemotherapeutische	  Behandlung	  die	  Expression	  

von	   IDH1	  mut	   beeinflusst,	  wurde	   eine	  Gruppe	   von	  bisher	   therapie-‐naiven	   sekundären	  

Glioblastomen	  (sGBM-‐Cx)	  mit	   IDH1	  Mutation	  mit	  einer	  weiteren	  Gruppe	  von	  sekundä-‐

    n 
IDH1 
mut SEM 

II°   13 1,54 0,22 

III°   23 1,67 0,23 
  primär (6) 1,65 0,49 

  sekundär (17) 1,68 0,26 

sGBM   20 3,52 0,55 
  -Cx (12) 4,29 0,79 

  +Cx (8) 2,34 0,51 

  Total 56 2,29 0,25 

Tabelle	  11:	  Übersicht	  über	  die	   IDH1	  mut	  Expres-‐

sion	   in	  Abhängigkeit	  von	  Tumorgrad	  und	  vorhe-‐

riger	  Chemotherapie.	  

	  
	  
	  
	  

Abbildung	  10:	  IDH1	  mut	  Expression	  in	  primären	  und	  

Rezidiv-‐Grad	  III	  Gliomen.	  Es	  zeigt	  sich	  kein	  Unter-‐

schied	  in	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  zwischen	  primären	  

Grad	  III	  Gliomen	  (n=6)	  und	  Rezidiv	  Grad	  III	  Gliomen	  

(n=17).	   	  
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ren	  Glioblastomen	  verglichen,	  welche	  bereits	  eine	  chemotherapeutische	  Behandlung	  er-‐

halten	  hatten	  (sGBM+Cx).	  	  

	  

Die	  dabei	  ermittelte	   IDH1	  mut	  Expression	  war	  zwar	   in	  der	  Gruppe	  der	  untherapierten	  

sekundären	  Glioblastome	  (sGBM-‐Cx:	  rel.	  Expr.=4,29±0,79;	  n=12)	  höher	  als	  in	  der	  Grup-‐

pe	  der	  chemotherapeutisch	  vorbehandelten	  Patienten	  (sGBM+Cx:	  rel.	  Expr.=2,34±0,51;	  

n=8),	  dieser	  Unterschied	  war	  jedoch	  statistisch	  nicht	  signifikant	  (Abbildung	  12	  und	  Ta-‐

belle	  11).	  
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Die	  Aufschlüsselung	  der	  verabreichten	  Chemotherapeutika	  ist	  Tabelle	  4	  zu	  entnehmen,	  

eine	  statistische	  Auswertung	  war	  aufgrund	  der	  geringen	  Anzahl	  der	  einzelnen	  Gruppen	  

(Temodal,	  PCV+Temodal,	  ACNU)	  nicht	  möglich.	  

	  

2.1.3.4	  IDH1	  mut	  Expression	  während	  der	  Gliomprogression	  (Individualverläufe)	  

Das	   Vorliegen	   von	  mehreren	   Tumorproben	   von	   Patienten	   über	   unterschiedliche	   Zeit-‐

punkte	  des	  Krankheitsverlaufes	  machte	  es	  möglich	  die	  IDH1	  mut	  Expression	  im	  indivi-‐

duellen	  Krankheitsverlauf	  zu	  untersuchen.	  

Abbildung	  11:	  IDH1	  mut	  Expression	  in	  Abhängig-‐

keit	  des	  histologischen	  Subtyps.	  Im	  Vergleich	  der	  

histologischen	  Subtypen	  ergibt	  sich	  kein	  signifikanter	  

Unterschied	  in	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  (OA	  n=15,	  A	  

n=18).	   	  

Abbildung	  12:	  IDH1	  mut	  Expression	  in	  sGBM	  in	  Ab-‐

hängigkeit	  von	  vorheriger	  Chemotherapie.	  Die	  IDH1	  

mut	  Epression	  ist	  tendentiell	  niedriger	  bei	  chemothera-‐

peutisch	  vorbehandelten	  Patienten	  (-‐Cx	  n=12;	  +Cx	  n=	  8).	  
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Dazu	  wurden	  21	  Proben	  von	  insgesamt	  zehn	  Patienten	  untersucht.	  Unter	  diesen	  Proben	  

befanden	   sich	   je	   sieben	   Proben	   des	   Tumorgrades	   II°	   und	   III°	   sowie	   sieben	   sekundäre	  

Glioblastom-‐Proben	   (sGBM-‐Cx),	   von	   denen	   wiederum	   drei	   Patienten	   eine	   vorherige	  

chemotherapeutische	  Behandlung	  erhalten	  hatten	  (sGBM+Cx)	  (siehe	  Tabelle	  12).	  

	  

Pat-Init. Alter Geschlecht Tumorlage Histo Subtyp 1.OP 
adjuvante 

Cx 2.OP Histo 
adjuvante 

Cx 3.OP Histo 

NH 29 m li frontal II° OA 10/1991 - 11/1995 III° n n n 

JK 33 m li frontal II° A 02/1992 - 05/1996 
sGBM 
(-Cx) n n n 

AW 31 w li fr.-temp. II° A 02/1992 - 09/1997 
sGBM 
(-Cx) n n n 

IS 41 w li frontal II° A 01/1993 - 09/2004 III° n n n 

RZ 22 m re frontal II° A 05/1993 - 07/1997 
sGBM 
(-Cx) n n n 

MF 39 w re frontal II° A 01/1994 - 10/1997 III° ACNU 12/1998 
sGBM 
(+Cx) 

FH 26 m li frontal II° OA 02/1994 - 08/1999 
sGBM 
(-Cx) n n n 

HB 34 m li frontal II° OA 05/1995 - 06/2001 III° Sonstige 06/2002 
sGBM 
(+Cx) 

AF 59 m re parietal III° OA 08/1993 Sonstige 10/1994 
sGBM 
(+Cx) n n n 

KW 26 w re frontal II° OA 11/1994 - 06/1998 III° Cx 04/1999 III° 
Tabelle	   12:	   Übersicht	   über	   die	   klinischen	   und	   epidemiologischen	   Daten	   der	   Individualverläufe	  

(A=Astrozytom;	  OA=	  Oligoastrozytom;	  n=nicht	  zutreffend).	  

	  

In	  der	  Analyse	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  dieser	  Proben	  zeigte	  sich	  ein	  ähnliches	  Bild	  wie	  

bei	  der	  Gruppenanalyse	  (siehe	  2.1.3.1)	  mit	  einem	  Anstieg	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  mit	  

dem	   Tumorgrad	   (II°:	   rel.	   Expr.=1,15±0,23;	   III°:	   rel.	   Expr.=1,81±0,36;	   sGBM:	   rel.	  

Expr.=3,35±0,46;	  sGBM	  vs.	  II°	  p=0,014;	  II°	  vs.	  III°	  ns;	  III°	  vs.	  sGBM	  ns)	  (siehe	  Abbildung	  

13).	  
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Abbildung	  13:	  IDH1	  mut	  Expression	  	  in	  Patienten	  mit	  

progressiven	  Gliomen.	  Die	  IDH1	  mut	  Expression	  steigt	  

mit	  dem	  Tumorgrad	  der	  Gliome	  hin	  zu	  den	  sekundären	  

GBM	  (gepoolte	  Analyse,	  Gesamt	  n=21;	  je	  Gruppe	  n=7).
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Bei	  der	  Analyse	  der	  individuellen	  Verläufe	  zeigte	  sich	  ebenfalls	  bei	  der	  Mehrheit	  der	  Pa-‐

tienten	  (8/10;	  80%)	  ein	  Anstieg	  der	   IDH1	  mut	  Expression	   im	  Krankheitsverlauf	   (siehe	  

Abbildungen	  14	  a-‐c).	  	  

Ausnahmen	  stellten	  hierbei	  zwei	  Patienten	  (2/10;	  20%)	  dar,	  die	  vor	  der	  Operation	  ihres	  

sekundären	  Glioblastoms	  bereits	  eine	  chemotherapeutische	  Behandlung	  erhalten	  hatten	  

(siehe	  Abbildung	  14	  d).	  	  

In	  Anbetracht	  der	  	  Ergebnisse	  der	  Analyse	  des	  Einflusses	  einer	  vorherigen	  chemothera-‐

peutischen	  Behandlung	  auf	  die	  IDH1	  mut	  Expression	  (siehe	  2.1.3.3)	  könnte	  die	  vorheri-‐

ge	  Chemotherapie	  bei	  diesen	  beiden	  Patienten	  der	  Faktor	  sein,	  der	  für	  den	  unterschied-‐

lichen	  Verlauf	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  verantwortlich	  ist.	  
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Abbildung	  14a	  
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Abbildung	  14c	  
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Abbildung	  14b	  
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Abbildung	  14d	  

Abbildung	  14	  a-‐d:	  Darstellung	  der	  individuellen	  IDH1	  mut	  Expression	  über	  den	  Krankheitsverlauf	  bei	  pro-‐

gressiven	  Gliomen.	  Bei	  der	  überwiegenden	  Mehrheit	  der	  Fälle	  zeigt	  sich	  ein	  Anstieg	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  über	  

den	  Krankheitsverlauf,	  Ausnahmen	  sind	  zwei	  Fälle	  (AF,	  MF;	  Abb.	  13d),	  die	  eine	  vorherige	  Chemotherapie	  erhalten	  

hatten,	  und	  ein	  Patient,	  bei	  dem	  Proben	  von	  zwei	  Grad	  III	  Biopsien	  unterschiedlicher	  Zeitpunkte	  vorlagen	  (KW;	  Abb.	  

13b)	  (Pat.	  Initialien	  angegeben;	  III°-‐t1	  und	  III°-‐t2=Grad	  III	  Tumor	  zum	  ersten	  und	  zweiten	  Zeitpunkt).	  
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2.2	  IDH1	  wt	  Expression	  

2.2.1	  IDH1	  wt	  Expression	  nach	  Gliomgrad	  

Die	   Expression	   von	   IDH1	   wt	   wurde	   bei	   insgesamt	   70	   Proben	   gemessen	   (n=70).	   Die	  

durchschnittliche	   IDH1	  wt	  Expression	   lag	  dabei	  bei	  0,08±0,01	   (rel.	  Expr.±SEM).	  Unter-‐

schiede	   in	  der	   IDH1	  wt	   Expression	  bestanden	  bei	  den	  untersuchten	  Gruppen	  nur	   zwi-‐

schen	  den	  Tumorproben	  und	  den	  Kontrollproben,	  welche	  eine	  deutlich	  niedrigere	  Ex-‐

pression	  von	  IDH1	  wt	  aufwiesen	  (siehe	  Tabelle	  13	  und	  Abbildung	  15).	  	  

Zwischen	  den	  unterschiedlichen	  Gliomgraden	  bestand	  dagegen	  kein	  signifikanter	  Unter-‐

schied	  in	  der	  IDH1	  wt	  Expression	  (II°:	  rel.	  Expr.=0,07±0,02;	  n=10;	  III°:	  0,11±0,02;	  n=10;	  

sGBM:	  0,09±0,01;	  n=10;	  pGBM:	  0,12±0,02;	  n=10),	  insbesondere	  ließ	  sich	  keine	  Tendenz	  

zu	  einem	  Anstieg	  der	  Expression	  mit	  dem	  Tumorgrad	  erkennen.	  	  

	  

	  

    n IDH1 wt SEM 
Ctrl   10 0,09 0,03 
II°   10 0,73 0,21 
III°   10 1,09 0,15 

sGBM   20 0,98 0,21 
  -Cx (10) 0,88 0,11 
  +Cx (10) 1,08 0,12 

pGBM   20 1,08 0,13 
  -Cx (10) 1,16 0,17 
  +Cx (10) 1,01 0,21 

total   70 0,86 0,07 
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Tabelle	  13:	  Tabellarische	  Darstellung	  der	  IDH1	  

wt	  Expression	  nach	  Gliomgrad.	  

Abbildung	  15:	  IDH1	  wt	  Expression	  in	  verschiedenen	  Gli-‐

omsubgruppen.	  Es	  besteht	  ein	  signifikanter	  Unterschied	  in	  

der	  IDH1	  wt	  Expression	  zwischen	  den	  Kontrollproben	  und	  

sämtlichen	  Tumorgraden,	  innerhalb	  der	  Gliomsubgruppen	  

zeigen	  sich	  keine	  signifikanten	  Unterschiede.	  
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2.2.2	  IDH1	  wt	  Expression	  in	  Abhängigkeit	  von	  dem	  histologischen	  Subtyp	  

Die	  Expression	   von	   IDH1	  wt	  wurde	  bei	   insgesamt	  19	  Proben	   gemessen,	   bei	   denen	   In-‐

formationen	  über	  den	  histologischen	  Subtyp	  vorlagen.	  Nahezu	  die	  Hälfte	  dieser	  Proben	  

war	  oligoastrozytärer	  (n=9)	  Herkunft	  und	  die	  andere	  Hälfte	  astrozytär	  (n=10).	  	  

	  

In	  der	  Analyse	  der	   IDH1	  wt	  Expression	  wurde	  kein	  Unterschied	   in	  der	  Expression	  von	  

IDH1	  wt	   zwischen	   diesen	   beiden	   Gruppen	   gemessen	   (OA:	   rel.	   Expr.=0,92±0,17;	   A:	   rel.	  

Expr.=0,9±0,23).	  Zusammenfassend	  ergibt	  sich	  kein	  Hinweis	  auf	  eine	  Abhängigkeit	  der	  

IDH1	  wt	  Expression	  von	  dem	  histologischen	  Subtyp	  (siehe	  Abbildung	  16).	  
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2.2.3	  Einfluss	  von	  Chemotherapie	  auf	  die	  Expression	  von	  IDH1	  wt	  

Um	  einen	  Einfluss	  einer	  vorherigen	  chemotherapeutischen	  Behandlung	  zu	  untersuchen	  

wurde	  die	  IDH1	  wt	  Expression	  zwischen	  den	  Gruppen	  der	  sekundären	  Glioblastome	  mit	  

(sGBM+Cx)	  und	  ohne	  vorherige	  Chemotherapie	  (sGBM-‐Cx)	  verglichen	  (jeweils	  n=10).	  	  

Die	  Genexpressionslevel	  dieser	  beiden	  Gruppen	  unterschieden	  sich	  hierbei	  nicht	  signifi-‐

kant	   von	   einander	   (sGBM-‐Cx:	   rel.	   Expr.=0,88±0,11;	   sGBM+Cx:	   rel.	   Expr.=1,08±0,13)	  

(siehe	  Abbildung	  17).	  	  

Auch	  für	  einen	  Einfluss	  einer	  vorherigen	  chemotherapeutischen	  Behandlung	  auf	  die	  Ex-‐

pression	  von	  IDH1	  wt	  ergab	  sich	  aus	  diesen	  Ergebnissen	  kein	  Hinweis.	  

	  

	  

Abbildung	  16:	  IDH1	  wt	  Expression	  in	  Abhängigkeit	  des	  

histologischen	  Subtyps.	  Es	  besteht	  kein	  Unterschied	  in	  der	  

Expression	  von	  IDH1	  wt	  zwischen	  rein	  astrozytären	  (n=10)	  

und	  oligoastrozytären	  (n=9)	  Tumoren.	  
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2.2.4	  IDH1	  wt	  Expression	  während	  der	  Gliomprogression	  (Individualverläufe)	  

Um	   die	   Expression	   von	   IDH1	   wt	   im	   individuellen	   Krankheitsverlauf	   untersuchen	   zu	  

können	  wurden	  die	  Ergebnisse	  der	  Patienten	  analysiert,	  von	  denen	   im	  Verlauf	  der	  Er-‐

krankung	  mehrere	  Tumorproben	  entnommen	  worden	  waren	  (Individualverläufe).	  	  

Bezogen	  auf	  die	  Expressionsanalyse	  von	  IDH1	  wt	  lagen	  hierzu	  25	  Tumorproben	  von	  11	  

Patienten	  mit	  niedrig-‐gradigeren	  Gliomen	  bzw.	  sekundären	  Glioblastomen	  vor,	  sowie	  20	  

Proben	  von	  10	  Patienten	  mit	  primären	  Glioblastomen	  (Primärtumorgewebe	  und	  Gewe-‐

be	  des	  Rezidivtumors)	  (siehe	  Tabellen	  14	  und	  15).	  	  
	  

	  

	  

	  

	  

Pat. 
Init Alter Geschl. Tumorlage Histo 

IDH1 
mut 

Su
bty
p 1.OP 

Ad-
juvTx 2.OP Histo 

Ad-
juvTx 3.OP Histo 

AR 22 m li frontal II° C394T A 06/91 - 11/93 III° n n n 

NH 29 m li frontal II° G395A OA 10/91 - 11/95 III° n n n 

JK 33 m li frontal II° G395A A 02/92 - 05/96 sGBM(-Cx) n n n 

IS 41 w li frontal II° G395A A 01/93 - 09/04 III° n n n 

RZ 22 m re frontal II° G395A A 05/93 - 07/97 sGBM(-Cx) n n n 

MF 39 w re frontal II° G395A A 01/94 - 10/97 III° Cx 12/98 sGBM(+Cx) 

FH 26 m li frontal II° G395A OA 02/94 - 08/99 sGBM(-Cx) n n n 

JH 53 m re okzipital II° C394G A 08/94 - 02/99 III° - 05/99 sGBM(-Cx) 

EH 63 w re frontal II° wt A 11/99 - 03/00 sGBM(-Cx) n n n 

HB 34 m li frontal II° G395A OA 05/95 - 06/01 III° Cx 06/02 sGBM(+Cx) 

KW 26 w re frontal II°  G395A OA 11/94 - 06/98 III° Cx 04/99 III° 
Tabelle	  14:	  Klinische	  und	  epidemiologische	  Daten	  der	   Individualverläufe	   von	  Patienten	  mit	  progressiven	  

Gliomen	  zur	  IDH1	  wt	  Analyse.	  

	  

Abbildung	  17:	  IDH1	  wt	  Expression	  in	  primären	  

und	  sekundären	  GBM	  mit/ohne	  vorherige	  Che-‐

motherapie.	  Während	  sich	  bei	  sekundären	  GBM	  

eher	  eine	  Tendenz	  zu	  einer	  höheren	  IDH1	  wt	  Ex-‐

pression	  zeigt,	  deutet	  sich	  bei	  primären	  GBM	  ein	  

entgegengesetzter	  Trend	  an.	  
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Pat.-Init. Alter Geschlecht Tumorlage Histo 1.OP adjuvante Tx 2.OP Histo 

AR 53 m re frontal pGBM-Cx 11/1995 + 02/1997 pGBM+Cx 

PM 34 w re parietal pGBM-Cx 01/1997 + 10/1997 pGBM+Cx 

IS 60 w re parietal pGBM-Cx 11/1997 + 03/1998 pGBM+Cx 

HD 46 w re temporal pGBM-Cx 02/1998 + 06/1998 pGBM+Cx 

HS 69 m li temporal pGBM-Cx 08/1998 + 05/1999 pGBM+Cx 

FH 36 m li frontal pGBM-Cx 01/2000 + n pGBM+Cx 

HZ 56 m re frontal pGBM-Cx 03/2001 + 10/2002 pGBM+Cx 

HW 60 m li parietal pGBM-Cx 11/2001 + 09/2003 pGBM+Cx 

WP 48 m re frontal pGBM-Cx 02/2002 + n pGBM+Cx 
KN 51 m re frontal pGBM-Cx 07/2002 + 11/2003 pGBM+Cx 
Tabelle	  15:	  Klinische	  und	  epidemiologische	  Daten	  der	  Individualverläufe	  von	  Patienten	  mit	  pGBM.	  

	  

Auch	  bei	  der	  Analyse	  der	  IDH1	  wt	  Expression	  bei	  Patienten	  mit	  malignisierenden	  Glio-‐

men	  konnte	  kein	  signifikanter	  Unterschied	  zwischen	  den	  einzelnen	  Gliomgraden	  gefun-‐

den	   werden.	   Dies	   galt	   sowohl	   bei	   der	   Betrachtung	   sämtlicher	   Patienten	   (II°:	   rel.	  

Expr.=0,73±0,21;	   III°:	   1,03±0,17;	   sGBM:1,07±0,15)	   als	   auch	  bei	   der	  Analyse	   einzig	  der	  

IDH1	  mut	   Patienten	   (II°:	   rel.	   Expr.=0,53±0,11;	   III°:	   1,11±0,32;	   sGBM:1,08±0,19)	   (siehe	  

Abbildung	  18).	  	  

	  

Die	  Analyse	  der	  Einzelfälle	  zeigte	  bei	  der	  Mehrzahl	  der	  untersuchten	  Patienten	  eine	  ten-‐

denziell	   ansteigende	   IDH1	  wt	  Expression	  mit	  Fortschreiten	  der	  Erkrankung	   (siehe	  Ab-‐

bildung	  19	  a-‐c).	  	  

Diesem	  Trend	  entgegen	  verhielt	  sich	  die	  IDH1	  wt	  Expression	  vor	  allem	  bei	  einem	  Patien-‐

ten	  (AF;	  siehe	  Abb.	  19	  b),	  bei	  dem	  auch	  die	  IDH1	  mut	  Expression	  bereits	  eine	  gegenläufi-‐

ge	  Entwicklung	  gezeigt	  hatte	  (siehe	  Abbildung	  14	  d).	  Dieser	  Patient	  (MF)	  hatte	  wie	  unter	  

2.1.3.4	  bereits	  erläutert	  eine	  vorherige	  Chemotherapie	  erhalten.	  	  
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Abbildung	  18:	  IDH1	  wt	  Expression	  in	  Individualver-‐

läufen	  malignisierender	  Gliome	  (gepoolte	  Darstel-‐

lung).	  Gesamte	  Patienten	  links	  dargestellt	  (n=11).	  Rechts	  

nur	  Patienten	  mit	  IDH1	  (G395A)	  Mutation.	  
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Abbildung	  19a	  
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Abbildung	  19c	  

	  

II° III° sGBM
0

1

2

3

re
l I

D
H

1 
w

t e
xp

re
ss

io
n AF

JH
HB

	  
Abbildung	  19b	  

	  

	  

Abbildung	  19	  a-‐c:	  Entwicklung	  der	  IDH1	  wt	  Ex-‐

pression	  in	  Individualverläufen	  bei	  malignisie-‐

renden	  Gliomen	  (Einzeldarstellung).	  Es	  zeigt	  

sich	  ein	  Trend	  zu	  einem	  Anstieg	  der	  Expression	  im	  

Krankheitsverlauf.	  
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Abbildung	  20:	  IDH1	  wt	  Expression	  in	  Indivi-‐

dualverläufen	  primärer	  Glioblastome	  (Pri-‐

märsituation	  vs.	  Rezidiv;	  Patienten	  n=10).	  

Abbildung	  21:	  IDH1	  wt	  Expression	  in	  Individual-‐

verläufen	  primärer	  Glioblastome	  (Einzeldarstel-‐

lung).	  Bei	  den	  Individualverläufen	  primärer	  GBM	  

Patienten	  lässt	  sich	  kein	  eindeutiger	  Trend	  in	  der	  

IDH1	  wt	  Expression	  erkennen.	  
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Bei	  der	  Analyse	  der	  IDH1	  wt	  Expression	  in	  der	  Gesamtgruppe	  der	  Individualverläufe	  der	  

primären	  GBM	  Patienten	   zeigte	   sich	   kein	  Unterschied	   in	   der	   IDH1	  wt	   Expression	   zwi-‐

schen	  der	  Primärtumorsituation	  und	  der	  Rezidivsituation	  (pGBM:	  1,16±0,17;	  pGBM	  Rez:	  

1,01±0,21)	   (siehe	  Abbildung	  20).	  Dem	  entsprechend	  war	  auch	   in	  der	  Einzelfallanalyse	  

kein	   Trend	   ersichtlich,	  welcher	   die	   IDH1	  wt	   Expression	   bei	   der	   Progression	   primärer	  

Glioblastome	  kennzeichnen	  würde	  (siehe	  Abbildung	  21).	  

	  

Zusammenfassend	   konnte	   in	   der	   Analyse	   der	   Gesamtgruppen	   der	   Individualverläufe	  

weder	   bei	   den	   progressiven	   Gliomen	   bzw.	   sekundären	   Glioblastomen	   noch	   beim	   Pro-‐

gress	  von	  primären	  Glioblastomen	  ein	  Anstieg	  der	   IDH1	  wt	  Expression	   im	  Krankheits-‐

verlauf	  festgestellt	  werden.	  	  

In	  der	  Einzelverlaufsanalyse	  zeigte	  sich	  bei	  den	  malignisierenden	  Gliomen	  ein	  Trend	  zu	  

einer	   ansteigenden	   IDH1	  wt	   Expression	   (siehe	  Abbildung	   19).	   Die	   Ergebnisse	   der	   pri-‐

mären	  GBM	  Individualverläufe	  folgten	  dagegen	  keinem	  eindeutigen	  Trend	  (siehe	  Abbil-‐

dung	  21).	  

	  

2.3	  Korrelation	  IDH1	  wt	  und	  IDH1	  mut	  Expression	  

Zur	   Analyse	   einer	  möglichen	  Korrelation	   zwischen	   der	   Expression	   von	   IDH1	  mut	   und	  

IDH1	  wt	  wurden	  die	  (G395A)	  IDH1	  mut	  Expressionsdaten	  mit	  den	  entsprechenden	  IDH1	  

wt	  Expressionsdaten	  korreliert.	   Insgesamt	  konnten	  dabei	  26	  Wert-‐Paare	  (jeweils	   IDH1	  

wt	  /	  mut)	  untersucht	  werden.	  	  

Die	  Analyse	  erbrachte	  den	  Nachweis	  einer	  moderaten	  Korrelation	  zwischen	  der	  Expres-‐

sion	   der	   beiden	   Gene	   (r=0,56;	   R2=0,31;	   n=26;	   p=0,003)	   (siehe	   Abbildung	   22).	  
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Abbildung	  22:	  Korrelation	  zwischen	  der	  

Expression	  von	  IDH1	  wt	  und	  IDH1	  mut.	  

Die	  Analyse	  zeigte	  eine	  moderate	  Abhän-‐

gigkeit	  der	  Expression	  der	  beiden	  Gene	  

(n=26;	  r=0,56;	  R2=0,31;	  p=0,003).	  
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Bei	  der	  gesonderten	  Analyse	  der	  Korrelation	  zwischen	   IDH1	  mut	  und	  wt	   in	  den	  unter-‐

schiedlichen	  Untergruppen	  (nach	  Gliomgraden)	  ergab	  sich	  insbesondere	  bei	  den	  Grad	  II	  

Gliomen	  eine	  hohe	  Korrelation	  (r=0,97;	  R2=0,93;	  n=6;	  p=0,002)	  (siehe	  Abbildung	  23	  a).	  

Bei	   den	   Grad	   III	   Gliomen	   war	   die	   Korrelation	   dagegen	   bereits	   weniger	   ausgeprägt	  

(r=0,78;	   R2=0,61;	   n=7;	   p=0,04)	   (siehe	   Abbildung	   23	   b)	   und	   bei	   den	   sekundären	  

Glioblastomen	   bestand	   keine	   Korrelation	   zwischen	   der	   Expression	   der	   beiden	   Gene	  

(r=0,02;	  R2=0,0005;	  n=11;	  p=0,95)	  (siehe	  Abbildung	  23	  c).	  
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Abbildung	  23a	  
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Abbildung	  23b	  

	  

	  

Diese	  Ergebnisse	  deuten	  darauf	  hin,	  dass	  mit	  zunehmender	  Malignisierung	  der	  Gliome	  

die	   Korrelation	   zwischen	   IDH1	  wt	   und	   IDH1	   sinkt.	   Insbesondere	   bei	   den	   sekundären	  

Glioblastomen	   ist	   die	   Expression	   von	   IDH1	  mut	   unabhängig	   von	   der	   Expression	   von	  

IDH1	  wt.	  

	  

Abbildung	   23	   a-‐c:	   Korrelation	   zwischen	   IDH1	   mut	   und	   wt	  

Expression	   aufgegliedert	   nach	   Tumorgrad.	   a)	  Grad	   II	  Tumo-‐

ren	  (R2=0,93),	  b)	  Grad	  III	  Tumoren	  (R2=0,61)	  und	  c)	  sGBM	  (R2=0,	  

0005).	  
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3.	  CD133	  

3.1	  Expression	  von	  CD133	  

Die	  Zusammensetzung	  der	  Proben,	  in	  denen	  die	  Expression	  von	  CD133	  gemessen	  wurde,	  

unterschied	  sich	   in	  einigen	  wenigen	  Punkten	  von	  den	  Proben,	  welche	   für	  die	  Messung	  

von	  IDH1	  mut	  und	  wt	  verwendet	  wurden	  (siehe	  Tabellen	  3,	  5	  &	  16).	  

Die	  Expression	  von	  CD133	  wurde	  in	  insgesamt	  129	  Proben	  gemessen	  (Kontrollen	  n=9;	  

II°	   n=18;	   primäre	   III°	   n=10;	   Rezidiv	   III°	   n=20;	   sGBM-‐Cx	   n=20;	   sGBM+Cx	   n=12;	   pGBM	  

n=20;	  pGBM	  rez	  n=20).	  Von	  diesen	  Proben	  waren	  117	  Proben	  verwertbar.	  Die	  mittlere	  

Expression	  von	  CD133	  in	  sämtlichen	  Proben	  lag	  bei	  1,22±0,15	  (rel.	  Expr.±SEM).	  

	  

	  

    Proben(n) Alter MW (Jah-
re) Geschlecht (m/w) CD133 ±SEM 

WHO	  
Grad	   II	   18	   35	   9/9	   0,72±0,11	  

	  	   III	   28	   	  	   22/6	   0.71±0.14	  	  

	  	   >	  primäre	   (9)	   46	   7/2	   1,33±0,33	  

	  	   >Rezidiv	   (19)	   43	   15/4	   0,42±0,06	  

	  	   sGBM	   29	   	  	   17/12	   	  	  

	  	   -‐Cx	   (18)	   43	   8/10	   1,55±0,4	  

	  	   +Cx	   (11)	   40	   9/2	   0,9±0,21	  

	  	   pGBM	   32	   	  	   20/12	   	  	  
	  	   -‐Cx	   (17)	   53	   11/6	   1,68±0,42	  
	  	   +Cx	   (15)	   57	   9/6	   2,5±0,77	  

	  	   Kontrollen	   10	   48	   9/1	   0,59±0,08	  

	  	   Total	   117	   45	   77/40	   1,22±0,15	  
Tabelle	   16:	   Übersicht	   über	   die	   Tumorgruppen	   (epidemiologische	   Daten	   und	   CD133	   Ex-‐

pression)	  der	  CD133	  Analyse.	  

	  

3.2	  CD133	  Expression	  nach	  Gliomgrad	  

Ähnlich	  wie	  bei	  der	  Analyse	  der	  IDH1	  Daten	  wurden	  die	  CD133	  Expressionsdaten	  eben-‐

falls	  nach	  dem	  Gliomgrad	  untersucht.	  Bei	  dieser	  Analyse	  ergab	  sich	  eine	  höhere	  Expres-‐

sion	   des	   Stammzellmarkers	   CD133	   sowohl	   in	   sekundären	   als	   auch	   in	   primären	  

Glioblastomen	   verglichen	  mit	   Kontrollgewebe	   und	   niedrig-‐gradigeren	   Tumoren	   (Kon-‐

trollen:	   rel.	   Expr.:	   0,59±0,08;	   II°:	   0,72±0,11;	   III°=0,71±0,14;	   sGBM=1,55±0,4;	  

pGBM=1,68±0,42)	  (siehe	  Tabelle	  16	  und	  Abbildung	  24).	  	  
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Ähnlich	  wie	  bei	  den	  Glioblastomen	  ließen	  sich	  auch	  innerhalb	  der	  Grad	  III	  Gliome	  vom	  

klinischen	  Verlauf	  primäre	   („de	  novo“)	  Gliome	   (n=9)	  von	  Rezidiv-‐Gliomen	   (entstanden	  

aus	  Grad	   II	  Vorläufern;	  n=19)	  unterscheiden.	   Im	  Vergleich	  der	  CD133	   Expression	   zwi-‐

schen	  diesen	  unterschiedlichen	  Grad	  III°	  Tumoren	  zeigt	  sich	  eine	  höhere	  Expression	  von	  

CD133	   in	   primären	   Grad	   III	   Tumoren	   (rel.	   Expr.=1,33±0,33)	   als	   in	   Rezidivgliomen	  

(0,42±0,06;	  p=0,008)	  (siehe	  Abbildung	  25).	  	  
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3.3	  Einfluss	  des	  histologischen	  Subtyps	  auf	  die	  Expression	  von	  CD133	  

Um	   zu	   untersuchen	   ob	   der	   histologische	   Subtyp	   (astrozytäre	   Tumoren	   vs.	   oligoastro-‐

zytäre	  Tumoren)	  die	  Expression	  von	  CD133	  beeinflusst,	  wurden	  die	  Grad	  II	  und	  III	  Glio-‐

me	  gesondert	  nach	  ihrem	  histologischen	  Subtyp	  analysiert.	  Insgesamt	  22	  Proben	  waren	  

astrozytär	  und	  20	  Proben	  oligoastrozytär.	  Innerhalb	  dieser	  Gruppen	  konnte	  eine	  weite-‐

re	  Unterscheidung	  nach	  Tumorgrad	  erfolgen	  (II	  A	  vs.	  II	  OA;	  III	  A	  vs.	  III	  OA),	  dabei	  stan-‐

Abbildung	  24:	  CD133	  Expression	  nach	  

Tumorgrad.	  CD133	  ist	  signifikant	  höher	  ex-‐

primiert	  in	  sGBM	  und	  pGBM	  verglichen	  mit	  

Kontrollgewebe.	  Grad	  II	  und	  III	  Tumoren	  zei-‐

gen	  dagegen	  nur	  eine	  gering	  höhere	  CD133	  

Expression	  (Ctrl	  vs.	  sGBM	  p=0,04;	  Ctrl	  vs.	  

pGBM	  p=0,02).	  

Abbildung	  25:	  Vergleich	  der	  CD133	  Ex-‐

pression	  zwischen	  primären	  III°	  Gliomen	  

und	  Rezidiv	  (sekundären)	  III°	  Gliomen.	  

CD133	  ist	  signifikant	  höher	  exprimiert	  in	  

primären	  Grad	  III	  Tumoren	  verglichen	  mit	  

malignisierten	  Grad	  III	  Tumoren	  (p=0,008).	  
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den	  14	  Grad	  II	  Astrozytom-‐Proben	  und	  8	  Oligoastrozytom-‐Proben	  sowie	  8	  Grad	  III	  ast-‐

rozytäre	  und	  12	  Grad	  III	  oligoastrozytäre	  Proben	  zur	  Verfügung.	  

Die	  CD133	  Expression	  lag	  bei	  den	  astrozytären	  Tumoren	  (rel.	  Expres.:	  1,35±0,44)	  disk-‐

ret	   aber	   nicht	   statistische	   signifikant	   höher	   als	   bei	   den	   oligoastrozytären	   Tumoren	  

(0,73±0,27;	   ns).	   Dieser	   Trend	   zu	   niedrigeren	   CD133	  Expression	   bei	   oligoastrozytären	  	  

Tumoren	   bestätigte	   sich	   in	   der	   Subanalyse	   sowohl	   für	   die	   Grad	   II	   Tumoren	   (II	   A:	  

1,73±0,66	  vs.	  II	  OA:	  1,25±0,66;	  ns)	  als	  auch	  für	  die	  Grad	  III	  Tumoren	  (III	  A:	  0,69±0,24	  vs.	  

III	  OA:	  0,38±0,06;	  ns)	  (siehe	  Abbildung	  26).	  Bei	  fehlender	  statistischer	  Signifikanz	  dieser	  

Unterschiede	  zeigten	  die	  Ergebnisse	  keine	  sichere	  Abhängigkeit	  der	  CD133	  Expression	  

von	  dem	  histologischen	  Subtyp.	  
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3.4	  Einfluss	  von	  Chemotherapie	  auf	  die	  Expression	  von	  CD133	  

Wie	   bei	   der	   Analyse	   der	   IDH1	   mut	   Expression	   war	   die	   Gruppe	   der	   sekundären	  

Glioblastome	   auch	  bei	   der	  Messung	  der	  CD133	   Expression	  unterteilbar	   in	   Proben	   von	  

Patienten,	   die	   bisher	   chemotherapeutisch	   noch	   nicht	   vorbehandelt	   waren	   (sGBM-‐Cx:	  

n=18)	   und	   von	   Patienten,	   die	   bereits	   eine	   Chemotherapie	   erhalten	   hatten	   (sGBM+Cx:	  

n=11).	  	  

	  

Des	   Weiteren	   konnte	   die	   Expression	   von	   CD133	   auch	   bei	   Patienten	   mit	   primären	  

Glioblastomen	  (pGBM-‐Cx:	  n=7),	  die	  bisher	  keine	  Chemotherapie	  erhalten	  hatten,	  vergli-‐

chen	   werden	  mit	   der	   CD133	   Expression	   bei	   Rezidivtumoren,	   welche	   chemotherapeu-‐

tisch	   vorbehandelt	  waren	   (pGBM+Cx:	   n=5)	   (biologisch	   voneinander	   unabhängige	   Pro-‐

ben).	  	  

Abbildung	   26:	   Vergleich	   der	  CD133	   Ex-‐

pression	   zwischen	   astrozytären	   und	  

oligoastrozytären	  Tumoren.	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Es	  deutet	  sich	  ein	  Trend	  zu	  einer	  niedrige-‐

ren	   Expression	   von	   CD133	   in	   oligoastro-‐

zytären	   Tumoren	   an	   (ohne	   statistische	  

Signifikanz).	   Dies	   gilt	   für	   die	   Gesamtheit	  

der	   Tumoren	   und	   die	   Grad	   II	   und	   III	   Tu-‐

moren	  im	  Einzelnen	  (A=Astrozytome;	  OA=	  

Oligoastrozytome).	  
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Zusätzlich	   zu	   diesen	   Patienten	   lagen	  weitere	   Proben	   von	   insgesamt	   10	   Patienten	   vor,	  

denen	   zum	   Zeitpunkt	   der	   Ersttumoroperation	   eines	   primären	   Glioblastoms	   (pGBM;	  

n=10)	  und	  dann	  zum	  Zeitpunkt	  der	  jeweiligen	  Rezidivoperation	  (pGBM	  Rez;	  n=10)	  Tu-‐

morproben	  entnommen	  worden	  waren,	  so	  dass	  auch	  bei	  diesen	  10	  individuellen	  Patien-‐

ten	  der	  Einfluss	  der	   chemotherapeutischen	  Vorbehandlung	  untersucht	  werden	  konnte	  

(Individualverläufe).	  	  

	  

Während	  sich	  bei	  den	  Patienten	  mit	  sekundären	  Glioblastomen	  ein	  Trend	  zu	  einer	  nied-‐

rigeren	  Expression	  von	  CD133	  im	  Falle	  einer	  vorherigen	  chemotherapeutischen	  Behand-‐

lung	   zeigte	   (sGBM-‐Cx:	   rel.	   Expr.=1,55±0,4	   vs.	   sGBM+Cx:	   0,89±0,21),	   fiel	   bei	   den	   pri-‐

mären	   Glioblastomen	   dagegen	   eine	   ansteigende	   CD133	   Expression	   im	   Rezidivfall	   und	  

somit	  nach	  vorheriger	  Chemotherapie	  auf.	  	  

Dies	   galt	   sowohl	   für	   die	   Patientenproben,	   die	   von	   unterschiedlichen	   Patienten	  waren	  

und	  somit	  biologisch	  und	  statistisch	  unabhängig	  waren,	  (pGBM-‐Cx:	  rel.	  Expr.=1,47±0,58	  

vs.	  pGBM+Cx:	  2,87±1,64)	  als	  auch	  für	  die	  Proben	  der	  10	  individuellen	  Patienten	  (pGBM:	  

rel.	  Expr.=1,82±0,62	  vs.	  pGBM	  rez:	  2,31±0,89)	  (siehe	  Abbildungen	  27	  und	  29	  e).	  	  
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Obwohl	  die	  Unterschiede	  in	  der	  CD133	  Expression	  in	  der	  einzelnen	  Analyse	  nicht	  statis-‐

tisch	   signifikant	   waren	   (sGBM-‐Cx	   vs.	   sGBM+Cx;	   pGBM	   vs.	   pGBM	   rez;	   pGBM-‐Cx	   vs.	  

pGBM+Cx),	   zeigte	   sich	   ein	   tendenziell	   unterschiedlicher	   CD133	   Expressionslevel	   nach	  

einer	   vorherigen	   Chemotherapie	   zwischen	   primären	   und	   sekundären	   Glioblastomen.	  

Während	  die	  CD133	  Expression	  bei	  den	  sekundären	  Glioblastomen	  nach	  einer	  vorheri-‐

Abbildung	  27:	  Einfluss	  vorheriger	  

chemotherapeutischer	  Behandlung	  auf	  

die	  CD133	  Expression	  in	  primären	  und	  

sekundären	  GBM.	  Bei	  sekundären	  GBM	  

zeigt	  sich	  ein	  Trend	  zu	  einer	  niedrigeren	  

CD133	  Expression	  nach	  Chemotherapie.	  Bei	  

primären	  GBM	  deutet	  sich	  dagegen	  sowohl	  

bei	  Individualverläufen	  als	  auch	  bei	  unab-‐

hängigen	  Proben	  eine	  Tendenz	  zu	  einer	  an-‐

steigenden	  Expression	  an.	  
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gen	  Chemotherapie	  eher	  niedriger	   lag,	  war	  sie	  bei	  den	  primären	  Glioblastomen	  in	  bei-‐

den	  Vergleichen	  tendenziell	  höher	  nach	  einer	  vorherigen	  Chemotherapie.	  

	  

3.5	  CD133	  Expression	  während	  der	  Gliomprogression	  (Individualverläufe)	  

Zusätzlich	   zur	   Analyse	   der	   Individualverläufe	   der	   Patienten	   mit	   einem	   primären	  

Glioblastom	   (siehe	   3.4,	   Tabelle	   15)	  wurden	   auch	   die	   Individualverläufe	   der	   Patienten	  

mit	   malignisierenden	   Gliomen	   bzw.	   sekundären	   Glioblastomen	   untersucht.	   Hierbei	  

wurden	  die	  Proben	  der	  11	  Patienten	  analysiert,	  die	  auch	  für	  die	  Messungen	  der	  IDH1	  wt	  

Expression	  verwendet	  worden	  waren	   (siehe	  Tabelle	  14)	   sowie	  zusätzlich	  drei	  weitere	  

Patienten,	  deren	  Daten	  in	  Tabelle	  17	  aufgeführt	  sind	  (WHO	  Grad	  II	  &	  III	  Tumoren	  sowie	  

sekundäre	  GBM,	  29	  Proben	  von	  14	  Patienten)	  (siehe	  Tabellen	  14	  und	  17).	  	  

	  

	  

Pat.-
Initialien Alter Geschlecht Tumorlage Histo IDH1 mut Subtyp 1.OP adjuvante Tx 2.OP Histo 

AW 31 w li fr.-temp. II° G395A A 02/1992 - 09/1997 sGBM (-Cx) 

AF 59 m re parietal III° G395A OA 08/1993 Cx 10/1994 sGBM (+Cx) 

AD 50 m li frontal III° wt A 01/2000 Cx 04/2001 sGBM (+Cx) 
Tabelle	  17:	  Epidemiologische	  und	  klinische	  Daten	  der	  Patienten	  der	  CD133	  Expressionsanalyse	  (übrige	  11	  

Patienten	  in	  Tabelle	  10	  aufgeführt).	  

	  

In	  der	  Analyse	  der	  Gesamtgruppe	  (gepoolte	  Analyse)	  dieser	  29	  Patientenproben	  zeigte	  

sich	  kein	  statistisch	  signifikanter	  Unterschied	  zwischen	  den	  einzelnen	  Gruppen,	  wobei	  

die	  CD133	  Expression	  bei	  den	  III°	  Tumoren	  niedriger	  ausfiel	  als	  in	  den	  übrigen	  Gruppen	  

(II°:	  rel.Expr.=0,71±0,18,	  n=11;	  III°:	  0,45±0,11,	  n=8;	  sGBM:	  0,88±0,26;	  n=10)	  (siehe	  Ab-‐

bildung	  28).	  	  

	  



	   53	  

II° III° sGBM II III sGBM
0.0

0.5

1.0

1.5
re

l C
D

13
3 

ex
pr

es
si

on
alle Individual-

verläufe
nur IDH1 mut 

Individualverläufe

	  
	  
	  
Die	  Analyse	  der	  einzelnen	  Verläufe	  zeigte	  hinsichtlich	  einer	  Veränderung	  der	  CD133	  Ex-‐

pression	  mit	  der	  Progression	  der	  Gliome	  (II°-‐>III°-‐>sGBM)	  kein	  einheitliches	  Bild	  (siehe	  

Abbildungen	  29	   a-‐d),	   so	   dass	   sich	   aus	   den	   vorliegenden	  Ergebnissen	   kein	   eindeutiger	  

Zusammenhang	  zwischen	  der	  Expression	  von	  CD133	  und	  dem	  Tumorprogress	  erkennen	  

lässt.	  	  

	  

Bei	  den	   Individualverläufen	  der	  primären	  Glioblastome	  war	  die	  CD133	   Expression	  bei	  

60%	  (6/10)	  der	  Patienten	  im	  Rezidiv	  höher	  als	  bei	  dem	  Primärtumor.	  	  Im	  Wilcoxon	  Test	  

ergab	  sich	  bei	  dem	  gepaarten	  Vergleich	  der	  Expressionswerte	  ebenfalls	  kein	  signifikan-‐

ter	  Unterschied	  in	  der	  CD133	  Expression	  vom	  Primär-‐	  zum	  Rezidivtumor	  (p=0,49)	  (sie-‐

he	  Abbildungen	  27	  und	  29	  e).	  	  
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Abbildung	  29	  a	  
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Abbildung	  29	  c	  

Abbildung	  28:	  Darstellung	  der	  gepoolten	  

CD133	  Expression	  der	  Individualverläufe.	  

Gesondert	  dargestellt	  sind	  die	  Expression	  

aller	  Einzelfälle	  (linke	  Balken)	  und	  nur	  der	  

IDH1	  mut	  Einzelfälle	  (rechte	  Balken).	  
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Abbildung	  29	  b	  
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Abbildung	  29	  d
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Abbildung	  29	  e	  

	  

	  

4.	  Korrelation	  zwischen	  IDH1	  mut	  und	  CD133	  

Da	  sowohl	  der	  IDH1	  Mutation	  als	  auch	  der	  Präsenz	  von	  sogenannten	  Gliomstammzellen	  

eine	  zentrale	  Rolle	  in	  der	  Entstehung	  von	  Gliomen	  zugesprochen	  wird,	  wurde	  als	  nächs-‐

tes	  eine	  potentielle	  Korrelation	  zwischen	  der	  Expression	  von	  CD133	  und	  IDH1	  mut	  un-‐

tersucht.	  	  

Insgesamt	   lagen	  die	  Ergebnisse	  von	  92	  Datenpaaren	   (IDH1	  mut	  +	  CD133)	   vor,	   anhand	  

derer	  die	  Korrelation	  analysiert	  wurde.	  Die	  Ergebnisse	  zeigen	  eine	  Unabhängigkeit	  der	  

Expression	  der	  IDH1	  Mutation	  von	  der	  CD133	  Expression	  (r=-‐0,05;	  R2=0,003)	  (siehe	  Ab-‐

bildung	  30).	  	  

	  

	  

Abbildung	  29	  a-‐e:	  Darstellung	  der	  CD133	  Expressi-‐

on	   in	   Individualverläufen.	   a-‐d)	   Individualverläufe	  

der	  malignisierenden	  Gliome.	  e)	  Individualverläufe	  

der	   primären	   Glioblastome	   (Primärsituation	   und	  

Rezididvsituation).	  
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Gleiches	  gilt	  für	  die	  Analyse	  der	  einzelnen	  Subgruppen,	  in	  denen	  ebenfalls	  kein	  Zusam-‐

menhang	  zwischen	  der	  Expression	  von	   IDH1	  mut	  und	  CD133	  gefunden	  werden	  konnte	  

(Daten	  nicht	  im	  Detail	  dargestellt).	  	  

	  

Diese	  Ergebnisse	  deuten	  daraufhin,	  dass	  die	  IDH1	  Mutation,	  die	  eine	  frühe	  Mutation	  in	  

der	  Entstehung	  von	  sekundären	  Glioblastomen	  darstellt,	  nicht	  mit	  einer	  vermehrten	  Ex-‐

pression	  von	  Stammzellmarkern	  einhergeht.	  	  

	  

	  

	  

	  

Abbildung	  30:	  Korrelation	  zwischen	  IDH1	  mut	  

Expression	  und	  CD133	  Expression.Die	  Expression	  

von	  CD133	  ist	  unabhängig	  von	  der	  IDH1	  mut	  Ex-‐

pression	  
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IV.	  Diskussion	  

Im	  Rahmen	   der	   vorliegenden	  Arbeit	  wurde	   die	   Expression	   verschiedener	   Gene	   (IDH1	  

wt/mut	  und	  CD133)	  in	  Gliomen	  unterschiedlicher	  Tumorgrade	  untersucht.	  Darüber	  hin-‐

aus	  wurde	  die	  Expression	  dieser	  Gene	  longitudinal	  bei	   individuellen	  Krankheitsverläu-‐

fen	  analysiert.	  

1.	  IDH1	  mut	  

Die	  IDH1	  Mutation	  ist	  eine	  häufige	  Mutation	  in	  niedrig-‐gradigen	  Gliomen	  und	  sekundä-‐

ren	  Glioblastomen	  (Parsons	  et	  al.,	  2008;	  Yan	  et	  al.,	  2009).	  In	  der	  Entstehung	  dieser	  Tu-‐

moren	  scheint	  die	  IDH1	  Mutation	  ein	  frühes	  Ereignis	  darzustellen	  (Ohgaki	  und	  Kleihues,	  

2011).	   Auf	   welche	   Art	   die	   IDH1	   Mutation	   Einfluss	   auf	   die	   Entstehung	   von	   Gliomen	  

nimmt,	  ist	  bisher	  unbekannt.	  Neuere	  Veröffentlichungen	  postulierten,	  dass	  die	  IDH1	  Mu-‐

tation	   eine	   sogenannte	   „gain-‐of-‐function“	  Mutation	   darstellt,	   die	   zu	   einer	   veränderten	  

enzymatischen	  Funktion	  führt	  mit	  der	  Folge	  einer	  Bildung	  von	  2-‐Hydroxyglutarat,	  wel-‐

ches	   als	   sogenannter	   Onkometabolit	   agieren	   könnte	   (Presner	   und	   Chinnaiyan,	   2011;	  

Ohgaki	  und	  Kleihues,	  2011).	  	  

Diese	   Zusammenhänge	   sowie	   die	   klinische	   Relevanz	   der	   Akkumulation	   von	   2-‐

Hydroxyglutarat	   sind	  bisher	  noch	  nicht	  ausreichend	  belegt.	  So	  konnte	  gezeigt	  werden,	  

dass	   bei	   IDH1	   mutierten	   niedrig-‐gradigen	   Gliomen	   der	   2-‐Hydroxyglutarat	   Level	   nicht	  

mit	  der	  klinischen	  Progression	  korreliert	  (Juratli	  et	  al.,	  2013).	  

Andererseits	  erfahren	  sogenannte	  „molekulare	  Marker“	  wie	  der	  MGMT	  Promotormethy-‐

lierungsstatus	  aber	  auch	  das	  Vorliegen	  der	  IDH1	  Mutation	  in	  den	  letzten	  Jahren	  zuneh-‐

mende	  Aufmerksamkeit.	  Für	  die	   IDH1	  Mutation	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  diese	  bei	  

Patienten	  mit	  Gliomen	  mit	  einer	  besseren	  Prognose	  assoziiert	  ist	  (Hartmann	  et	  al.,	  2009;	  

Sanson	  et	  al.,	  2009).	  Darüber	  hinaus	  scheint	  die	   IDH1	  Mutation	   in	  Zusammenhang	  mit	  

dem	  MGMT	  Status	  prädiktiv	  für	  die	  Effektivität	  einer	  chemotherapeutischen	  Therapie	  zu	  

sein	  (Wick	  et	  al.,	  2013).	  	  

Zusammenfassend	  deuten	  aktuelle	  Daten	  daraufhin,	  dass	  die	  IDH1	  Mutation	  eine	  a)	  frü-‐

he	  und	  möglicherweise	   zentrale	  Mutation	   in	  der	  Entstehung	  progressiver	  Gliome	  dar-‐

stellen	  könnte	  und	  dass	  b)	  der	  IDH1	  mut	  Status	  für	  die	  Therapiesteuerung	  von	  besonde-‐

rer	  Bedeutung	  sein	  könnte.	  Die	  Beantwortung	  der	  damit	  verbundenen	  Fragen	  wird	  ak-‐

tuell	  mit	  großem	  Aufwand	  betrieben.	  	  
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Hinsichtlich	  der	  Diagnosestellung	  des	  IDH1	  mut	  Status	  bei	  Gliomproben	  sind	  immunhis-‐

tochemische	  Analysen	  und	  die	  Gensequenzierung	  die	  am	  weitesten	  verbreiteten	  Metho-‐

den,	   wobei	   die	   Gensequenzierung	   am	   ehesten	   als	   „Goldstandard“	   angesehen	   werden	  

kann	   (Preusser	   et	   al.,	   2011).	   In	   einer	   neueren	   Publikation	  wurde	   die	   allel-‐spezifische	  

qPCR	   als	   alternative	   Methode	   eingeführt.	   Die	   Autoren	   untersuchten	   die	   Übereinstim-‐

mung	  der	  qPCR	  Ergebnisse	  gegenüber	  der	  DNA	  Sequenzierung	  bei	  insgesamt	  91	  Patien-‐

ten	  mit	  Grad	  II	  und	  III	  Oligodendrogliomen.	  Sie	  beschreiben	  hierbei	  eine	  hohe	  Spezifität	  

und	   Sensitivität	   der	   Methode	   gegenüber	   der	   DNA	   Sequenzierung	   (Loussouran	   et	   al.,	  

2012).	  

	  

Im	   Rahmen	   der	   vorliegenden	   Arbeit	   wurde	   der	   von	   Loussouran	   veröffentlichte	   qPCR	  

Primer	  verwendet	  um	  die	  Frage	  zu	  beantworten	  ob	  1.1)	  die	  hohe	  Genauigkeit	  der	  Me-‐

thode	  auch	  mit	  anderen	  Gliomproben	  reproduzierbar	  ist	  (Astrozytome,	  Oligoastrozyto-‐

me,	  sekundäre	  und	  primäre	  Glioblastome)	  (qualitative	  Analyse).	  	  

Darüber	  hinaus	  bietet	  die	  qPCR	   im	  Gegensatz	   zur	  DNA	  Sequenzierung	  die	  Möglichkeit	  

der	  Quantifizierung	  der	  Genexpression,	   so	  dass	   vor	  dem	  Hintergrund	  der	  potentiellen	  

Rolle	  der	  IDH1	  mut	  in	  der	  Gliomentstehung	  die	  Frage	  zu	  beantworten	  war	  wie	  sich	  1.2)	  

die	  Expression	  von	  IDH1	  mut	  in	  Gliomen	  verhält	  (quantitative	  Analyse).	  	  

Um	  diese	  Fragen	  zu	  beantworten	  wurden	  insgesamt	  113	  Proben	  von	  84	  Patienten	  	  un-‐

terschiedlicher	  Gliomgrade	  sowie	  von	  tumorfreien	  Kontrollgewebe	  hinsichtlich	  der	  Ex-‐

pression	  von	  IDH1	  mut	  mittels	  DNA	  Sequenzierung	  und	  qPCR	  untersucht.	  	  

	  

1.1	  IDH1	  mut	  qPCR	  –	  qualitative	  Analyse	  

Die	   in	   dieser	   Arbeit	   erhobenen	   qualitativen	   Ergebnisse	   bestätigen	   zunächst	   die	   von	  

Loussouran	  veröffentlichten	  Daten	  (Loussouran	  et	  al.,	  2012).	  	  

Die	  Ergebnisse	  der	  DNA	  Sequenzierung	  ergaben	  eine	  IDH1	  Mutation	  bei	  65,5%	  aller	  Pa-‐

tienten.	  Im	  Einzelnen	  war	  die	  IDH1	  Mutation	  bei	  85,7%	  der	  Grad	  II	  Tumoren,	  bei	  86,4%	  

der	  Grad	  III	  Tumoren	  und	  bei	  77,3%	  der	  sekundären	  Glioblastome	  nachweisbar.	  Diese	  

Ergebnisse	  sind	  somit	  vergleichbar	  mit	  den	  Ergebnissen	  anderer	  Gruppen,	  die	  IDH1	  Mu-‐

tation	  mit	  einer	  Rate	  von	  71-‐100%	  bei	  Grad	  II	  Gliomen	  und	  66-‐100%	  bei	  Grad	  III	  Tumo-‐

ren	  beschrieben	  (Balss	  et	  al.,	  2008;	  Watanabe	  et	  al.,	  2009;	  Yan	  et	  al.,	  2009;	  Hartmann	  et	  

al.,	  2009).	  	  
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Die	  absolute	  Mehrheit	  der	  IDH1	  Mutationen	  stellte	  die	  G395A	  Mutation	  des	  Codons	  132	  

dar	   (48/55;	   87.3%),	   was	   ebenfalls	   den	   Literaturwerten	   entspricht.	   So	   beschrieben	  

Hartmann	  und	  Mitarbeiter	   bei	   1010	   ausgewerteten	  Proben	   einen	  Anteil	   von	  93%	  der	  

R132H	  (G395A)	  Mutation	  an	  sämtlichen	  IDH1	  Mutationen	  (Hartmann	  et	  al.,	  2009).	  

	  Bei	  den	  übrigen	  Patienten	  (7/55;	  12.7%)	  lag	  eine	  der	  weniger	  häufigen	   IDH1	  Mutatio-‐

nen	   im	   Codon	   132	   vor.	   Da	   der	   in	   dieser	   Studie	   verwendete	   Primer	   diese	  Mutationen	  

nicht	  amplifiziert,	  waren	  diese	  für	  die	  weitere	  Auswertung	  nicht	  relevant.	  

	  

Die	  IDH1	  mut	  (G395A)	  spezifische	  qPCR	  zeigte	  eine	  hohe	  Korrelation	  der	  Ergebnisse	  zu	  

den	   Ergebnissen	   der	   DNA	   Sequenzierung.	   Mit	   den	   vorliegenden	   qPCR	   Daten	   konnten	  

Expressionsgrenzwerte	   bestimmt	  werden,	   über	   bzw.	   unter	   denen	   eine	   IDH1	  Mutation	  

mit	  100%	  Sensitivität	  und	  Spezifität	  nachgewiesen	  bzw.	  ausgeschlossen	  werden	  konnte	  

(oberer	   Grenzwert:	   rel.	   Expression	   ≥0,59;	   unterer	   Grenzwert:	   ≤0,26).	   Darüber	   hinaus	  

konnte	  ein	   „cut-‐off-‐Wert“	   (rel.	  Expression	  ≥0,51)	   festgelegt	  werden,	  mit	  dem	  sich	  eine	  

Sensitivität	  der	  Methode	  von	  97%	  und	  eine	  Spezifität	  von	  96%	  ergab.	  	  

Insofern	  bestätigen	  die	  Ergebnisse	  zunächst,	  dass	  die	  qPCR	  eine	  präzise	  und	  mit	  über-‐

schaubaren	  Mitteln	  durchzuführende	  Methode	  ist	  um	  den	  IDH1	  mut	  Status	  bei	  verschie-‐

denen	  Gliom	  Graden	  (II°,	  III°	  und	  GBM)	  und	  histologischen	  Subtypen	  (Astrozytome,	  Oli-‐

goastrozytome)	  zu	  bestimmen.	  	  

	  

Die	  Abweichungen	  in	  der	  Genauigkeit	  gegenüber	  der	  DNA	  Sequenzierung	  müssen	  dabei	  

nicht	  notwendigerweise	  auf	  einen	  Fehler	  der	  qPCR	  zurückzuführen	  sein.	  So	  beschrieben	  

bereits	  Loussouran	  und	  Mitarbeiter,	  dass	  Proben	  zwar	  in	  der	  DNA	  Sequenzierung	  nega-‐

tiv	   sein	  können,	  die	  entsprechenden	  Ergebnisse	  der	   Immunhistochemie	  und	  der	  qPCR	  

jedoch	  für	  eine	  IDH1	  mut	  sprechen	  können	  (Loussouran	  et	  al.,	  2012).	  	  

Dies	  bezüglich	  fand	  sich	  bei	  einem	  Patienten,	  von	  dem	  insgesamt	  drei	  Proben	  über	  den	  

gesamten	  Krankheitsverlauf	  vorlagen,	  in	  der	  DNA	  Sequenzierung	  ein	  Wechsel	  des	  IDH1	  

mut	  Status	  von	  der	  Erstdiagnose	  (IDH1	  mut)	  zum	  Rezidiv	  Tumor	  (IDH1	  wt)	  und	  zum	  er-‐

neuten	  Rezidiv	  (IDH1	  mut).	  Die	  Ergebnisse	  der	  qPCR	  zeigten	  dagegen	  bei	  diesem	  Patien-‐

ten	   kontinuierlich	  das	  Vorliegen	   einer	   IDH1	  mut	   an.	  Grundsätzlich	   ist	   davon	   auszuge-‐

hen,	   dass	   der	   IDH1	  mut	   Status	   über	   den	   Krankheitsverlauf	   stabil	   bleibt	   (Juratli	   et	   al.,	  

2013),	  so	  dass	  vor	  diesem	  Hintergrund	  am	  ehesten	  ein	  Fehler	  in	  der	  DNA	  Sequenzierung	  

vorzuliegen	  scheint.	  
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Die	  in	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  mituntersuchten	  Kontrollproben	  entsprachen	  sogenann-‐

tem	   „peritumoralen	   Gewebe“,	  welches	   von	   einem	   unabhängigen	  Neuropathologen	   an-‐

hand	  von	  Routinefärbungen	  als	  tumorfrei	  klassifiziert	  worden	  war.	  In	  einem	  Fall	   lagen	  

von	   demselben	   Patienten	   eine	   „sekundäre	   Glioblastom“-‐Probe	   und	   eine	   „Kontroll“-‐

Probe	  vor.	  Bei	  beiden	  Proben	  ergaben	  die	  Ergebnisse	  der	  qPCR	  den	  Nachweis	  der	  IDH1	  

Mutation,	   so	   dass	   davon	   auszugehen	   ist,	   dass	   auch	   in	   der	   „Kontroll“-‐Probe	   noch	   eine	  

signifikante	  Menge	  Tumorzellen	  vorlagen.	  Hier	  könnte	  die	  qPCR	  also	  auch	  bei	  geringen	  

Gewebe-‐/Tumormengen	   eine	   bessere	   Differenzierung	   zwischen	   Infiltrationszone	   und	  

reaktiver	  Gliosezone	  erlauben.	  Die	  Tatsache,	  dass	  sowohl	  die	  Ergebnisse	  der	  Sequenzie-‐

rung	  als	  auch	  der	  qPCR	  die	  Präsenz	  von	  IDH1	  mut	  Zellen	  und	  damit	  Tumorzellen	  nahe-‐

legen,	  deutet	  an,	  dass	  die	  molekulargenetische	  Diagnostik	  auch	   in	  der	  Beurteilung	  von	  

Infiltrationszonen	  bzw.	  der	  Tumorränder	  von	  Bedeutung	  sein	  könnte.	  

Interessanterweise	   wurde	   bereits	   in	   der	   Veröffentlichung	   von	   Loussouarn	   spekuliert,	  

dass	  aufgrund	  der	  hohen	  Sensitivität	  der	  qPCR,	  sich	  diese	  auch	  bei	  einer	  geringen	  Menge	  

an	   vorliegendem	  Gewebe	   (z.B.	   stereotaktische	  Biopsie)	   eignen	  könnte	  um	  anhand	  des	  

IDH1	  mut	  Status	  eine	  Differenzierung	  zwischen	  reaktiver	  Gliose	  und	  Infiltrationszone	  zu	  

ermöglichen	  (Loussouarn	  et	  al.,	  2012;	  Capper	  et	  al.,	  2010;	  Camelo-‐Piragua	  et	  al.,	  2010).	  	  

	  

Die	  qPCR	  scheint	  daher	  qualitativ	  nicht	  nur	  eine	  vergleichbar	  genaue	  Methode	  wie	  die	  

DNA	  Sequenzierung	  zur	  Analyse	  des	   IDH1	  mut	  Status	  darzustellen,	  sondern	  sie	  könnte	  

demgegenüber	  bei	  gewissen	  Fragestellungen	  und	  geringen	  Gewebemengen	  von	  Vorteil	  

sein.	  Hierbei	  wurde	  ein	  Mutations-‐spezifischer	  Primer	  verwendet,	  welcher	  die	  häufigste	  

Mutation	  (G395A)	  und	  somit	  die	  Mehrheit	  der	  IDH1	  mut	  Fälle	  erkennt.	  

	  

1.2	  IDH1	  mut	  qPCR	  –	  quantitative	  Analyse	  

Die	  bisher	  etablierten	  Methoden	  zur	  Analyse	  der	  IDH1	  Mutation	  wie	  die	  DNA	  Sequenzie-‐

rung	   oder	   die	   Immunhistochemie	   (IHC)	   erlauben	   keine	   Quantifizierung	   bzw.	   im	   Falle	  

der	  IHC	  bestenfalls	  eine	  semiquantitative	  Analyse	  der	  IDH1	  mut	  Expression.	  Dem	  gegen-‐

über	  ermöglicht	  die	  qPCR	  die	  quantitative	  Analyse	  der	  Genexpression	  der	  IDH1	  Mutati-‐

on.	  Obwohl	  spekuliert	  worden	  ist,	  dass	  die	  IDH1	  Mutation	  von	  zentraler	  Bedeutung	  für	  

die	   Entstehung	   und	   das	   Fortschreiten	   von	   Gliomen	   sein	   könnte	   (Balss	   et	   al.,	   2008;	  

Watanabe	  et	  al.,	  2009;	  Yan	  et	  al.,	  2009),	  gab	  es	  bisher	  keine	  veröffentlichten	  Daten	  dar-‐

über,	  wie	  sich	  die	  Expression	  der	  IDH1	  Mutation	  während	  der	  Gliomprogression	  verhält.	  
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Einer	  neueren	  Veröffentlichung	  von	  Juratli	  und	  Mitarbeitern	  ist	  zu	  entnehmen,	  dass	  der	  

IDH1	  mut	   Status	   über	   den	  Krankheitsverlauf	   unverändert	   bleibt	   und	   der	   Level	   der	   2-‐

Hydroxyglutaratkonzentration	  nicht	  mit	  dem	  Progress	  von	  Gliomen	  korreliert	  (Juratli	  et	  

al.,	  2013).	  	  

Das	  Ziel	  dieser	  Arbeit	  war	  daher	  unter	  anderem	  zu	  untersuchen,	  wie	  sich	  die	  Expression	  

von	   IDH1	  mut	   auf	  den	  Tumorgrad	  bezogen	  verhält,	  bzw.	  ob	  es	   im	  Rahmen	  der	  zuneh-‐

menden	  Tumormalignisierung	  zu	  einem	  Anstieg	  der	  Genexpression	  kommt	  und	   inwie-‐

fern	   sonstige	   Faktoren	   wie	   der	   histologische	   Subtyp	   oder	   eine	   chemotherapeutische	  

Vorbehandlung	  die	  IDH1	  mut	  Expression	  beeinflussen.	  	  

	  

Der	  im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  verwendete	  qPCR	  Primer	  amplifiziert	  die	  mit	  Abstand	  am	  

häufigsten	   auftretende	   IDH1	   Mutation	   (G395A).	   Die	   quantitative	   Analyse	   konnte	   mit	  

diesem	   Primer	   daher	   bei	   den	   56	   IDH1	  mut	   (G395A)	   Patienten	   durchgeführt	   werden.	  

Hierbei	  zeigte	  sich	  ein	  Anstieg	  der	   IDH1	  mut	  Expression	   insbesondere	  der	  sekundären	  

Glioblastome	  gegenüber	  den	  Grad	  II	  und	  III	  Tumoren.	  Im	  Vergleich	  der	  Grad	  II	  und	  Grad	  

III	  Gliome	  zeigte	  sich	  zwar	  ein	  Trend	  zu	  einer	  ausgeprägteren	  IDH1	  mut	  Expression	  bei	  

höher-‐gradigen	  Tumoren,	  eine	  statistische	  Signifikanz	  bestand	  allerdings	  nicht.	  	  

	  

In	  ähnlicher	  Weise	  bestätigten	  sich	  diese	  Ergebnisse	  bei	  der	  Analyse	  der	  IDH1	  mut	  Ex-‐

pression	   in	   den	   sogenannten	   „Individualverläufen“,	   d.h.	   bei	   Patienten,	   von	   denen	   im	  

Rahmen	   der	   fortschreitenden	   Erkrankung,	   mehrfach	   Tumorproben	   entnommen	   wur-‐

den.	  Auch	  bei	  diesen	  Patienten	  zeigte	  sich	  ein	  progredienter	  Anstieg	  der	   IDH1	  mut	  Ex-‐

pression	  von	  Grad	  II	  zu	  Grad	  IV	  Tumoren,	  wobei	  auch	  hier	  ein	  statistisch	  signifikanter	  

Unterschied	  nur	  zwischen	  den	  Grad	  II	  Tumoren	  und	  den	  sekundären	  Glioblastomen	  be-‐

stand.	  	  

In	  der	  Analyse	  der	  individuellen	  IDH1	  mut	  Expression	  bei	  den	  Einzelverläufen	  bestätigte	  

sich	  diese	  Beobachtung.	  Dem	  entgegengesetzt	  verlief	  die	  Expression	  von	  IDH1	  mut	  nur	  

bei	  zwei	  Patienten,	  die	  zuvor	  eine	  chemotherapeutische	  Behandlung	  erhalten	  hatten.	  In-‐

sofern	  stellte	  sich	  die	  Frage,	  ob	  eine	  vorherige	  chemotherapeutische	  Behandlung	  zu	  ei-‐

ner	  Reduktion	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  führen	  könnte.	  	  

In	  der	  Analyse	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  bei	  den	  chemotherapeutische	  vorbehandelten	  

Patienten	  mit	  sekundären	  Glioblastom	  fiel	  dabei	  gegenüber	  den	  untherapierten	  Patien-‐

ten	  ebenfalls	  eine	  geringere	  IDH1	  mut	  Expression	  auf.	  Aufgrund	  der	  geringen	  Anzahl	  an	  

Patienten	  in	  Chemotherapie-‐Subgruppen	  (TMZ,	  TMZ+PCV,	  ACNU)	  konnte	  hier	  keine	  sta-‐
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tistische	  Analyse	  möglicher	  Unterschiede	  in	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  je	  nach	  Substanz	  

durchgeführt	  werden.	  	  

Eine	  mögliche	  Ursache	  für	  die	  reduzierte	  IDH1	  mut	  Expression	  bei	  chemotherapeutisch	  

vorbehandelten	  Patienten	  könnte	  sein,	  dass	  Zellen	  mit	  einer	  IDH1	  Mutation	  in	  besonde-‐

rem	   Maße	   empfindlich	   sind	   für	   eine	   chemotherapeutische	   Behandlung.	   So	   konnten	  

Mohrenz	  und	  Mitarbeiter	  zeigen,	  dass	  mutiertes	  IDH1	  Gliomzellen	  empfindlicher	  gegen-‐

über	  oxidativem	  Stress	  macht,	  welcher	  durch	  die	  Gabe	  von	  Chemotherapeutika	   	  verur-‐

sacht	  werden	  kann	  (Mohrenz	  et	  al.,	  2013).	  

Für	  andere	  Faktoren	  wie	  den	  histologischen	  Subtyp	  (Astrozytome	  vs.	  Oligoastrozytome)	  

ergaben	   sich	   in	   der	  Datenanalyse	   dagegen	   keine	  Hinweise	   auf	   eine	   Beeinflussung	   der	  

IDH1	  mut	  Expression.	  	  

	  

Inwiefern	   diese	   Beobachtungen	   von	   klinischer	   Relevanz	   sind,	   bzw.	   ob	   die	   Expression	  

von	  IDH1	  mut	  ein	  potentieller	  Biomarker	  für	  den	  Tumorprogress	  bzw.	  das	  Ansprechen	  

auf	   Chemotherapie	   darstellen	   könnte,	   bleibt	   jedoch	   zunächst	   unbeantwortet.	   Zwar	  

scheint	  es	  eine	  gewisse	  Korrelation	  zwischen	  dem	  Malignitätsgrad	  des	  Glioms	  und	  dem	  

Level	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  zu	  geben	  und	  es	  deutet	  sich	  ein	  Einfluss	  der	  vorherigen	  

Therapiemaßnahmen	  auf	  die	  IDH1	  mut	  Expression	  an,	  aber	  im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  la-‐

gen	  nicht	  ausreichend	  klinische	  Daten	  vor,	  um	  beantworten	  	  zu	  können	  ob	  der	  Level	  der	  

IDH1	  mut	  Expression	  mit	  dem	  Zeitpunkt	  zum	  Tumorprogress	  bzw.	  dem	  Überleben	  kor-‐

reliert	  und	  somit	  eine	  klinische	  Relevanz	  besteht.	  	  

	  

Darüber	  muss	  bedacht	  werden,	  dass	  auch	  ein	  theoretisch	  vielversprechender	  Parameter	  

wie	  das	  2-‐Hydroxyglutarat	  zwar	  eine	  noch	  ungeklärte	  Rolle	  in	  der	  Entstehung	  der	  Glio-‐

me	  zuspielen	  scheint,	  jedoch	  bisher	  noch	  nicht	  gezeigt	  werden	  konnte,	  dass	  dies	  unmit-‐

telbar	  mit	  den	  klinischen	  Verläufen	  korreliert	  und	  sich	  somit	  nicht	  als	  Biomarker	  eignet	  

(Juratli	  et	  al.,	  2013).	  	  

Insofern	  deuten	  die	  vorliegenden	  Daten	  zwar	  einen	  Zusammenhang	  zwischen	  dem	  Tu-‐

morgrad	  bzw.	  der	  zunehmenden	  Tumormalignisierung	  und	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  an,	  

die	  Zusammenhänge	  zum	  klinischen	  Verlauf	  sind	  jedoch	  vermutlich	  komplexer.	  Hierbei	  

muss	  außerdem	  bedacht	  werden,	  dass	  die	  Messung	  der	  Genexpression	  nur	  eine	  Ebene	  

der	   Analyse	   darstellt	   und	   posttranskriptionelle	   Einflüsse	   dabei	   nicht	   mituntersucht	  

werden.	  	  
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Denkbar	  wäre	  zum	  Beispiel,	  dass	  zwar	  die	  Genexpression	  während	  der	  Tumorprogres-‐

sion	  zunimmt,	  es	  jedoch	  zu	  einer	  posttranskriptionellen	  Inaktivierung	  der	  mRNA	  kommt	  

und	  es	  daher	  zu	  keinem	  mit	  dem	  Tumorgrad	  korrelierenden	  Anstieg	  des	  Enzymproduk-‐

tes	  2-‐Hydroxyglutarat	  kommt.	  	  

Eine	   zur	   Beantwortung	   dieser	   Frage	   notwendige	   Analyse	   der	   2-‐Hydroxyglutarat	   Kon-‐

zentrationen	  in	  den	  vorliegenden	  Proben	  wurde	  im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  nicht	  durch-‐

geführt.	  

	  

2.	  IDH1	  wt	  

Ähnlich	  wie	  für	  die	  Expression	  von	  IDH1	  mut	  gilt	  auch	  für	  die	  Expression	  von	  IDH1	  wt,	  

dass	  bisher	  wenig	  darüber	  bekannt	  ist,	  wie	  sich	  die	  Genexpression	  bei	  malignisierenden	  

Gliomen	  bzw.	  bei	  Gliomen	  im	  Allgemeinen	  verhält.	  	  

Die	  Isozitratdehydrogenase	  (IDH)	  ist	  ein	  Enzym	  des	  Zitratzyklus,	  welches	  die	  Oxidation	  

und	  Decarboxylierung	  von	  Isocitrat	  zu	  α-‐Ketoglutarat	  katalysiert	  (Parsons	  et	  al.,	  2008).	  

Die	   IDH1	   Isoform	   befindet	   sich	   insbesondere	   in	   den	   zytoplasmatischen	   Peroxysomen	  

(Nekrutenko	  et	  al.,	  1998).	  

	  

Der	  Zusammenhang	  zwischen	  den	  Enzymen	  des	  Citratzyklus	  und	  Tumorzellen	  ist	  noch	  

weitestgehend	  unverstanden.	  Eine	  Dysregulation	  des	  Zellmetabolismus	  wird	  jedoch	  als	  

zentrales	  Charakteristikum	  von	  Tumorzellen	  angesehen	  (DeBerardinis	  et	  al.,	  2008;	  Ha-‐

nahan	  und	  Weinberg,	  2011).	  	  

Auch	   für	   den	   Glioblastom-‐Metabolismus	  wurde	   bisher	   vermutet,	   dass	   er	   vornehmlich	  

auf	  einer	  hohen	  Glykolyse	  und	  Glutaminolyse	  beruht,	  während	  die	  Glukoseoxidation	  da-‐

gegen	   nur	   einen	   geringen	   Anteil	   hat	   (DeBerardinis	   et	   al.,	   2007;	   Portais	   et	   al.,	   1996).	  

Neuere	   Daten	   deuten	   jedoch	   daraufhin,	   dass	   auch	   die	   Glukoseoxidation	   über	   den	   Zit-‐

ratzyklus	  eine	  wichtige	  Rolle	   im	  Gliom-‐Metabolismus	  einnehmen	  könnte	  (Maher	  et	  al.,	  

2012).	  	  

Neben	  der	  reinen	  Energiegewinnung	  für	  den	  erhöhten	  Tumorzellmetabolismus	  werden	  

die	  Produkte	  des	  Zitratzyklus	  (Zitrat	  und	  Acetyl-‐CoA)	  auch	  für	  die	  Lipidsynthese	  benö-‐

tigt,	  welche	   für	  die	  Tumorentwicklung	  bedeutend	   ist	   (DeBerardinis	   et	   al.,	   2007).	   Inte-‐

ressanterweise	   scheint	  es	  außerdem	  bei	  Tumoren,	  bei	  denen	  es	  durch	  Genmutationen	  

zu	  einer	  Beeinträchtigung	  der	  mitochondrialen	  Funktion	  gekommen	  ist,	  zu	  einer	  Rever-‐

sion	   des	   Zitratzyklus	   zu	   kommen	   mit	   einer	   reduktiven	   Carboxylierung	   von	   α-‐
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Ketoglutarat	  zu	  Isocitrat.	  Hiermit	  entsteht	  somit	  für	  die	  Tumorzelle	  ein	  alternativer	  Weg	  

zur	  Lipidsynthese	  und	  Tumorwachstum	  (Mullen	  et	  al.,	  2012).	  

	  

Vor	  diesem	  Hintergrund	  stellte	  sich	  die	  Frage	  wie	  sich	  2.1)	  die	  Expression	  von	  IDH1	  wt	  

bei	  verschiedenen	  Gliomgraden	  und	  bei	  malignisierenden	  Gliomen	  verhält,	  und	  2.2)	  wie	  

sich	  die	  Expression	  von	  IDH1	  wt	  gegenüber	  IDH1	  mut	  bei	  diesen	  Tumoren	  entwickelt.	  	  

	  

2.1	  IDH1	  wt	  Expression	  in	  unterschiedlichen	  Gliomgraden	  /	  malignisierenden	  Gliomen	  

Zur	  Beantwortung	  dieser	  Frage	  wurde	  die	  Expression	  von	  IDH1	  wt	  in	  insgesamt	  70	  Pro-‐

ben	  von	  46	  Patienten	  mittels	  qPCR	  gemessen.	  Die	  Analyse	  der	  IDH1	  wt	  Expression	  zeigte	  

dabei	  vor	  allem	  einen	  deutlichen	  Anstieg	  der	  Expression	   in	  allen	  Tumorgraden	  gegen-‐

über	  dem	  Kontrollgewebe.	  Zwischen	  den	  einzelnen	  Tumorgraden	  zeigten	  sich	  dagegen	  

keine	  signifikanten	  Unterschiede	  in	  der	  IDH1	  wt	  Expression.	  

Auch	  andere	  Faktoren	  wie	  der	  histologische	  Subtyp	  oder	  eine	  chemotherapeutische	  Be-‐

handlung	  hatten	  bei	  den	  untersuchten	  Gliomproben	  keinen	  Einfluss	  auf	  die	  Expression	  

von	  IDH1	  wt.	  

	  

Um	  auch	  die	  Entwicklung	  der	  Expression	  des	   IDH1	  Wildtypen	   im	   individuellen	  Krank-‐

heitsverlauf	  untersuchen	  zu	  können,	  wurde	  zusätzlich	  die	  Expression	  des	  IDH1	  Wildty-‐

pen	  in	  insgesamt	  25	  Proben	  von	  11	  Patienten	  als	  „Indiviualverläufe“	  gemessen.	  Darüber	  

hinaus	  wurde	  die	  IDH1	  wt	  Expression	  auch	  bei	  den	  Patienten	  mit	  primären	  Glioblasto-‐

men	   untersucht,	   von	   denen	   Tumorproben	   sowohl	   des	   Primärtumors	   (pGBM-‐Cx)	   als	  

auch	  des	  Rezidivtumors	  (pGBM+Cx)	  vorlagen.	  Die	  Ergebnisse	  der	  Individualverläufe	  be-‐

stätigten	   dabei	   die	   Ergebnisse	   der	   gepoolten	   Analyse.	   Es	   zeigte	   sich	   kein	   Anstieg	   der	  

IDH1	  wt	  Expression	  mit	   zunehmender	  Malignisierung	  des	  Tumors	  bzw.	   im	  Tumorpro-‐

gress.	  	  

	  

Diese	  Ergebnisse	  bestätigen	  zunächst,	  dass	  es	  bei	  sämtlichen	  Gliomgraden	  (II,	  III,	  sGBM	  

und	  pGBM)	  zu	  einem	  Anstieg	  der	  IDH1	  wt	  Expression	  kommt,	  welche	  den	  erhöhten	  me-‐

tabolischen	  Umsatz	  bzw.	  die	  erhöhte	  Proliferationsrate	  der	  Zellen	  wiederspiegeln	  könn-‐

te.	  Dies	  würde	  mit	  den	  Beobachtungen	  übereinstimmen,	  dass	  der	  Zitratzyklus	  auch	  bei	  

Gliomen	  eine	  zentrale	  Rolle	  im	  Zellmetabolismus	  einnimmt	  (Maher	  et	  al.,	  2012;	  DeBer-‐

ardinis	  et	  al.,	  2007).	  
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Ähnlich	  wie	  bei	  der	  Analyse	  der	  IDH1	  mut	  Expression	  basiert	  auch	  die	  Analyse	  der	  IDH1	  

wt	  Expression	  auf	  der	  Quantifizierung	  eines	  Gens.	  Diese	  Arbeit	  umfasst	  keine	  differen-‐

zierte	  Analyse	  anderer	  Gene	  des	  Zitratzyklus	  bzw.	  deren	  Metaboliten,	  so	  dass	  die	  Ergeb-‐

nisse	  nur	  im	  Kontext	  der	  bisher	  veröffentlichen	  Daten	  zu	  werten	  sind.	  

	  

2.2	  	  Korrelation	  der	  Expression	  von	  	  IDH1mut	  /	  wt	  

Die	  Auswertung	  der	  Korrelation	  zwischen	  der	  IDH1	  wt	  und	  IDH1	  mut	  Expression	  wurde	  

bei	   sämtlichen	   (G395A)	   IDH1	   mut	   Proben	   durchgeführt,	   da	   bei	   den	   übrigen	   Proben	  

durch	   den	   Allel-‐spezifischen	   Primer	   keine	   Quantifizierung	   der	   IDH1	   mut	   Expression	  

möglich	  war.	  	  

In	   der	   Analyse	   der	   „Individualverläufe“	   war	   kein	   Unterschied	   in	   der	   Expression	   von	  

IDH1	  wt	  erkennbar	  im	  Vergleich	  der	  Wildtyp	  Tumoren	  und	  der	  Tumoren	  mit	  der	  IDH1	  

Mutation.	  Die	  Korrelationsanalyse	  der	  beiden	  Gene	  zeigte	  dagegen	  eine	  moderate	  Korre-‐

lation	   zwischen	   IDH1	  mut	  und	   IDH	  wt	   Expression.	   Interessanterweise	   fiel	   in	   der	   Sub-‐

gruppenanalyse	  auf,	  dass	  die	  Korrelation	  zwischen	  den	  beiden	  Genen	  mit	  dem	  Tumor-‐

grad	  abnimmt.	  Während	  eine	  stärkere	  Korrelation	  bei	  den	  Grad	   II	  Gliomen	  vorlag,	  be-‐

stand	  keine	  Korrelation	  zwischen	  der	  Expression	  von	   IDH1	  mut	  und	  wt	  bei	  den	  sekun-‐

dären	  Glioblastomen.	  	  

Dies	  könnte	  daraufhin	  deuten,	  dass	  der	  Anstieg	  der	  Expression	  von	  IDH1	  mut	  zu	  Beginn	  

der	  Gliomentwicklung	  noch	  parallel	  zur	  allgemeinen	  Steigerung	  des	  Tumorzellmetabo-‐

lismus	  verläuft,	  sich	  jedoch	  mit	  steigender	  Malignität	  davon	  entkoppelt.	  Ursächlich	  hier-‐

für	  könnte	  zum	  Beispiel	  eine	  klonale	  Expansion	  der	  IDH1	  mut	  Tumorzellen	  sein.	  	  

	  

3.	  CD133	  

Die	   Gliomstammzelltheorie	   besagt,	   dass	   eine	   Subpopulation	   von	   Tumorzellen	   für	   das	  

Entstehen	  bzw.	  Fortschreiten	  der	  Gliome	  sowie	  das	  Auftreten	  von	  Tumorrezidiven	  nach	  

erfolgter	  Behandlung	  verantwortlich	  sein	  könnte	  (Reya	  et	  al.,	  2001;	  Bao	  et	  al.,	  2006;	  Liu,	  

2006).	   Trotz	   aller	   Einschränkungen	   hinsichtlich	   seiner	   Aussagekraft	   ist	   der	   Oberflä-‐

chenmarker	  CD133	  bisher	  der	  am	  häufigsten	  verwendete	  Marker	  zur	  Identifikation	  die-‐

ser	  Stammzellpopulation	  in	  Gliomen	  (Wan	  et	  al.,	  2010).	  	  
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Im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	   wurde	   die	   Expression	   dieses	   Markers	   mittels	   qPCR	   in	   117	  

Proben	  verschiedener	  Gliomgrade	  (II°,	  III°,	  IV°)	  und	  Subtypen	  (pGBM,	  sGBM;	  Oligoastro-‐

zytome	  und	  Astrozytome)	  gemessen.	  	  

Die	   Ergebnisse	   zeigten	   eine	   deutlich	   erhöhte	   Expression	   von	  CD133	   in	   Glioblastomen	  

gegenüber	   Kontrollgewebe	   und	   auch,	   weniger	   ausgeprägt,	   gegenüber	   niedrig-‐

gradigeren	   Gliomen	   (II°&III°).	   Zwischen	   den	   niedrig-‐gradigeren	   Tumoren	   und	   gesun-‐

dem	   Kontrollgewebe	   waren	   dagegen	   keine	   Unterschied	   in	   der	   CD133	   Expression	   er-‐

sichtlich,	  so	  dass	  keine	  eindeutige	  Korrelation	  zwischen	  dem	  Tumorgrad	  und	  der	  CD133	  

Expression	  bestand.	  Dies	   könnte	  darauf	  hindeuten,	   dass	  die	  CD133+	  Zellpopulation	   in	  

diesen	   Tumoren	   möglicherweise	   noch	   einen	   deutlich	   geringeren	   Anteil	   an	   der	   Ge-‐

samttumorzellmasse	  als	  bei	  Glioblastomen	  ausmacht.	  

Diese	   Ergebnisse	   entsprechen	   damit	   den	   Daten	   von	  Ma	   und	  Mitarbeitern,	   welche	   die	  

Expression	  von	  verschiedenen	  Stammzellmarkern	  bei	  Gliomen	  unterschiedlicher	  Grade	  

mittels	  qPCR	  und	  IHC	  gemessen	  haben.	  Sie	  beschrieben	  dabei	  ebenfalls	  eine	  erhöhte	  Ex-‐

pression	  von	  CD133	  bei	  höheren	  Tumorgraden,	  wobei	  auch	  in	  ihrer	  Arbeit	  bei	  der	  qPCR	  

Analyse	   keine	   signifikanten	   Unterschiede	   zwischen	   Grad	   II	   und	   Grad	   III	   Tumoren	   er-‐

kennbar	  waren	  (Ma	  et	  al.,	  2008).	  	  

	  

Im	  Gegensatz	  zu	  den	  Ergebnissen	  von	  Ma	  et	  al.	  und	  auch	  zu	  den	  im	  Rahmen	  dieser	  Ar-‐

beit	  erhobenen	  Daten	  stehen	  dagegen	  die	  Ergebnisse	  von	  Thon	  und	  Mitarbeitern,	  die	  ei-‐

ne	  klare	  Korrelation	  zwischen	  der	  Expression	  von	  CD133	  und	  der	  Malignität	  des	  Tumors	  

beschrieben.	  Diese	  Korrelation	  wurde	  in	  ihrer	  Arbeit	  beobachtet	  anhand	  von	  immunhis-‐

tochemischen	  und	  konventionellen	  PCR	  Daten	  sowie	  Western	  Blot	  Ergebnissen	  (Thon	  et	  

al.,	  2010).	  	  

Bei	  den	  hierbei	  verwandten	  Methoden	  handelt	  es	  sich	  jedoch	  allenfalls	  um	  semiquanti-‐

tative	   Methoden,	   so	   dass	   eine	   Aussage	   über	   die	   Quantifizierung	   der	   Expression	   von	  

CD133	   nur	   teilweise	   verwertbar	   erscheint.	  Andererseits	  wäre	   es	   jedoch	  denkbar,	   dass	  

auf	   Proteinebene,	  welche	   im	  Western	  Blot	   und	   der	   Immunhistochemie	   gut	   dargestellt	  

wird,	  letztendlich	  eine	  Korrelation	  zwischen	  dem	  Tumorgrad	  und	  der	  CD133	  Expression	  

besteht,	  welche	  im	  Rahmen	  der	  vorliegenden	  Arbeit,	  in	  der	  nur	  die	  mRNA	  Ebene	  (qPCR)	  

untersucht	  wurde,	  nicht	  detektiert	  werden	  konnte.	  	  

	  

Die	  CD133	  Expression	  zeigte	  im	  Vergleich	  der	  sekundären	  zu	  den	  primären	  Glioblasto-‐

men	  keine	   signifikanten	  Unterschiede.	  Obwohl	  neuere	  Erkenntnisse	  darauf	  hindeuten,	  
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dass	  es	  sich	  hierbei	  um	  biologisch	  doch	  deutlich	  unterschiedliche	  Tumorentitäten	  han-‐

deln	  könnte,	  scheint	  sich	  zumindest	  die	  CD133	  Expression	  in	  beiden	  Subgruppen	  ähnlich	  

zu	  verhalten	  (Ricard	  et	  al.,	  2012).	  Dies	  könnte	  daraufhin	  deuten,	  dass	  Tumorstammzel-‐

len	  bei	  beiden	  Glioblastomsubgruppen	  in	  größerer	  Anzahl	  vorhanden	  sind.	  Zu	  bedenken	  

bleibt	   jedoch	  auch	  hierbei,	  dass	  CD133	  weiterhin	  als	  relativ	  unspezifischer	  Stammzell-‐

marker	  angesehen	  werden	  muss.	  

	  

Interessanterweise	  zeigte	  sich	  ein	  höhere	  CD133	  Expression	  bei	  primären	  Grad	   III	  Tu-‐

moren	  im	  Vergleich	  zu	  sekundären	  Grad	  III	  Tumoren,	  wobei	  die	  Unterscheidung	  hierbei	  

basierend	   auf	   den	   klinischen	   Verläufen	   erfolgte.	   Während	   primäre	   Grad	   III	   Tumoren	  

ähnlich	  wie	  die	  primären	  Glioblastome	  „de	  novo“	  entstanden	  waren,	  waren	  die	  sekundä-‐

ren	  Grad	  III	  Tumoren	  aus	  einem	  niedrig-‐gradigeren	  Vorläufertumor	  hervorgegangen.	  

Die	  zuletzt	  aktualisierte	  WHO	  Klassifikation	  der	  Hirntumoren	  von	  2007	  fordert	  eine	  Un-‐

terscheidung	  zwischen	  Grad	  III	  Tumoren	  und	  Glioblastomen	  anhand	  von	  Kriterien	  wie	  

Gefäßproliferaten,	   Nekrosezonen	   und	   anderen	  morphologischen	   Kriterien,	   welche	   zu-‐

mindest	   in	  gewissem	  Maße	  einer	  subjektiven	  Wertung	  unterliegen	  (Louis	  et	  al.,	  2007).	  

Die	  Definition	  von	  objektivieren	  Biomarkern	  ist	  daher	  von	  zunehmendem	  Interesse	  (van	  

den	  Bent	  MJ,	  2010).	  	  

Vor	  diesem	  Hintergrund	  könnte	  man	  spekulieren,	  ob	  es	  sich	  bei	  den	  untersuchten	  „pri-‐

mären	  Grad	   III	  Tumoren“	  nicht	  auch	  um	  „unterdiagnostizierte“	  Grad	   IV	  Tumoren	  han-‐

deln	   könnte.	   Letztendlich	   wäre	   eine	   Beantwortung	   dieser	   Frage	   jedoch	   nur	   möglich,	  

wenn	  auch	  die	  klinischen	  Verläufe	  für	  aggressivere	  Tumoren	  sprechen	  als	  die	  „sekundä-‐

ren	  Grad	  III	  Tumoren“.	  Grundsätzlich	  denkbar	  wäre	  jedoch,	  dass	  CD133	  einen	  zusätzli-‐

cher	  molekularer	  Marker	   für	   ein	  maligneres	  Wachstumsverhalten	   von	   primären	   Glio-‐

men	  darstellt,	  welcher	  durch	  die	  rein	  morphologische	  Gradierung	  bisher	  nicht	  zu	  erfas-‐

sen	  war.	  

Denkbar	  wäre	  es	   jedoch	  auch,	  dass	  die	  Grad	   III	  Gliome	  eine	  heterogene	  Tumorgruppe	  

darstellen,	  ähnlich	  den	  Glioblastomen,	  in	  der	  es	  Tumoren	  mit	  unterschiedlichen	  geneti-‐

schen	   Profilen	   gibt.	   Dies	   könnte	   eine	   mögliche	   Erklärung	   dafür	   sein,	   dass	   Gliom-‐

Subgruppen	   eine	   unterschiedlich	   hohe	   Expression	   von	   Stammzellmarkern	   aufweisen.	  

Da	  die	  Analyse	  der	  Unterschiede	  der	  Expression	  anderer	  Gene	  zwischen	  diesen	  Tumor-‐

gruppen	   jedoch	  nicht	  Teil	   dieser	  Arbeit	  war,	   kann	  diese	   Frage	   nicht	   abschließend	   be-‐

antwortet	  werden.	  	  
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Eine	  unterschiedliche	  Entwicklung	   in	  der	  CD133	  Expression	   fiel	  auch	   im	  Vergleich	  der	  

primären	  und	   sekundären	  Glioblastome	   in	  Abhängigkeit	   von	  einer	  vorherigen	  Chemo-‐

therapie	  auf.	  	  

Während	  bei	  den	  sekundären	  Glioblastomen	  nur	  zwei,	  biologisch	  unabhängige	  Gruppen	  

zur	  Verfügung	  standen,	  welche	  entweder	  im	  vorherigen	  Krankheitsverlauf	  eine	  Chemo-‐

therapie	   erhalten	   hatten	   (sGBM+Cx)	   oder	   nicht	   (sGBM+Cx),	   lagen	   von	   Patienten	   mit	  

primären	  Glioblastomen	  ähnliche	  Gruppen	  vor	   (pGBM+Cx/-‐Cx)	   zusätzlich	   jedoch	   auch	  

Proben	   von	   10	   individuellen	   Verläufen,	   bei	   denen	   Tumorgewebe	   in	   der	   Situation	   des	  

Primärtumors	   und	   des	   Rezidivtumors	   gewonnen	  werden	   konnte	   (pGBM	   prim/	   pGBM	  

Rez).	   Somit	   bestand	   für	   die	   primären	   Glioblastome	   sowohl	   die	   Möglichkeit	   biolo-‐

gisch/statistisch	  unabhängige	  Proben	   zu	  untersuchen	   als	   auch	  Proben	  von	   Individual-‐

verläufen.	  	  

Während	  sich	  bei	  den	  sekundären	  Glioblastomen	  ein	  Trend	  zu	  einer	  niedrigeren	  CD133	  

Expression	  nach	  vorheriger	  Chemotherapie	  andeutete,	  lag	  die	  Expression	  von	  CD133	  bei	  

den	  primären	  Glioblastomen	   in	  beiden	  Gruppen	  (unabhängige	  Patienten	  und	  Individu-‐

alverläufe)	  höher	  nach	  einer	  vorherigen	  Chemotherapie.	  	  

Hierbei	  könnten	  die	  erwähnten	  biologischen	  Unterschiede	   zwischen	  primären	  und	   se-‐

kundären	  Glioblastomen	   zum	  Tragen	   können,	   auch	  wenn	   in	   beiden	   Subtypen	   eine	   er-‐

höhte	  Expression	  von	  CD133	  vorhanden	  zu	  sein	  scheint.	  	  

So	   könnte	   der	   Anstieg	   der	   CD133	   Expression	   im	   Tumorrezidiv	   bei	   den	   primären	  

Glioblastomen	   der	   Beobachtung	   entsprechen,	   dass	   Tumorstammzellen	   in	   besonderem	  

Maße	  chemoresistent	  sind	  und	  daher	  nach	  erfolgter	  Therapie	  bzw.	  im	  Rezidivfall	  einen	  

höheren	  Anteil	  an	  der	  Tumormasse	  einnehmen	  (Bao	  et	  al.,	  2006;	  Liu	  ,	  2006).	  Bei	  den	  se-‐

kundären	  Glioblastomen	   scheint	  dieser	  Effekt	  dagegen	  entweder	  nicht	   zum	  Tragen	   zu	  

kommen	  oder	  die	  dortige	  CD133+	  Zellpopulation	   ist	  empfindlicher	   für	  eine	  chemothe-‐

rapeutische	  Behandlung	  möglicherweise	  bedingt	  durch	  die	  IDH1	  Mutation,	  die	  zu	  einer	  

erhöhten	  Chemosensitivität	  führen	  könnte	  (Mohrenz	  et	  al.,	  2013).	  

	  

Die	   Analyse	   des	   Zusammenhangs	   zwischen	   der	   Expression	   von	   CD133	   und	   IDH1	  mut	  

zeigte	  keine	  Korrelation	  bei	  den	  untersuchten	  92	  Proben,	  von	  denen	  sowohl	   IDH1	  mut	  

als	  auch	  CD133	  Daten	  vorlagen.	  Ursächlich	  hierfür	  könnte	  sein,	  dass	  die	  IDH1	  mut	  eine	  

frühe	  Mutation	   in	   der	   Entstehung	   der	   Gliome	   darstellt	   und	   daher	   davon	   ausgegangen	  

werden	  kann,	  dass	  sämtliche	  Tumorzellen,	  unabhängig	  ob	  Tumorstammzellen	  oder	  dar-‐

aus	   hervorgegangene	   sekundäre	   Tumorzellen,	   die	   Mutation	   tragen	   (Watanabe	   et	   al.,	  
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2009;	  Kim	  et	  al.,	  2010).	  Aber	  auch	  hierbei	  muss	  bedacht	  werden,	  dass	  CD133	  ein	  relativ	  

unspezifischer	  Stammzellmarker	  ist,	  so	  dass	  andererseits	  die	  hohe	  CD133	  Expression	  in	  

Glioblastomen	  auch	  auf	  eine	  Zunahme	  endothelialer	  Stammzellen	  oder	  anderer	  CD133+	  

Zellen	  zurückzuführen	  sein	  könnte.	  
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V.	  Zusammenfassung	  

Gliome	  sind	  die	  häufigsten	  hirneigenen	  Tumoren	  des	  zentralen	  Nervensystems	  bei	  erwach-‐

senen	   Patienten	   (Ricard	   et	   al.,	   2012).	   Die	   IDH1	   Mutation	   tritt	   vermehrt	   auf	   bei	   niedrig-‐

gradigen	   Gliomen	   und	   sekundären	   Glioblastomen	   und	   scheint	   eine	   frühe	  Mutation	   in	   der	  

Entstehung	   dieser	   Tumoren	   darzustellen	   (Watanabe	   et	   al.,	   2007).	   Auch	   sogenannten	   Gli-‐

omstammzellen	  wird	  eine	  entscheidende	  Rolle	  in	  der	  Entstehung	  der	  Gliome	  unterstellt.	  Ei-‐

nen	  der	  am	  häufigsten	  verwandten	  Marker	  stellt	  hierbei	  CD133	  dar	  (Singh	  et	  al.,	  2003).	  	  

Im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  wurde	  untersucht	  wie	  sich	  die	  Expression	  von	  IDH1	  mut/IDH1	  wt	  

und	   CD133	   in	   Gliomen	   verschiedener	   Grade	   und	   nach	   vorheriger	   Chemotherapie	   verhält.	  

Darüber	   hinaus	   wurde	   untersucht	   wie	   sich	   die	   Expression	   dieser	   Gene	   im	   longitudinalen	  

Verlauf	  bei	   individuellen	  Patienten	  verhält.	  Hierzu	  wurden	  Proben	  entsprechender	  Patien-‐

ten	   identifiziert,	   die	  mRNA	   isoliert	   und	   cDNA	   synthetisiert.	   Die	   Expression	   der	   genannten	  

Gene	  wurde	  mittels	  qPCR	  analysiert.	  

Die	  Ergebnisse	  dieser	  Arbeit	  bestätigen,	  dass	  die	  qPCR	  eine	  sensitive	  und	  spezifische	  Metho-‐

de	  zur	  Festlegung	  des	  IDH1	  mut	  Status	  darstellt.	  Darüber	  hinaus	  zeigte	  sich	  in	  der	  Quantifi-‐

zierung	   eine	   zunehmende	   Expression	   von	   IDH1	  mut	  mit	   dem	  Gliomgrad,	  welche	  mit	   fort-‐

schreitender	  Malignisierung	  auch	   zunehmend	  unabhängig	   ist	   von	  der	   IDH1	  wt	  Expression.	  

Diese	  Ergebnisse	  bestätigten	  sich	  auch	   im	   individuellen	  Krankheitsverlauf.	  Sowohl	  bei	  den	  

Individualverläufen	  als	  auch	  in	  der	  Gruppenanalyse	  zeigte	  sich	  eine	  niedrigere	  IDH1	  mut	  Ex-‐

pression	  nach	  einer	  vorherigen	  Chemotherapie,	  so	  dass	  IDH1	  mut	  Zellen	  in	  besonderem	  Ma-‐

ße	  anfällig	  für	  die	  toxischen	  Effekte	  der	  Chemotherapie	  sein	  könnten.	  	  

Die	   Expression	   von	   CD133	   war	   insbesondere	   bei	   Glioblastomen	   erhöht,	   während	   bei	   den	  

Grad	  II	  und	  III	  Tumoren	  keine	  höhere	  Expression	  zu	  verzeichnen	  war.	  Die	  Ergebnisse	  bestä-‐

tigen	  dabei	  nur	  teilweise	  die	  Literaturdaten.	  Obwohl	  kein	  Unterschied	  in	  der	  CD133	  Expres-‐

sion	   zwischen	   primären	   und	   sekundären	   Glioblastomen	   bestand,	   waren	   unterschiedliche	  

Tendenzen	   in	   der	   Expression	   nach	   einer	   vorherigen	   Chemotherapie	   zu	   beobachten.	  Wäh-‐

rend	   bei	   primären	   Glioblastomen	   die	   CD133	   Expression	   anstieg,	   fiel	   sie	   bei	   sekundären	  

Glioblastomen	  ab.	  Dies	  könnte	  ein	  weiterer	  Ausdruck	  der	  vermuteten	  biologischen	  und	  ge-‐

netischen	  Unterschiede	  zwischen	  primären	  und	  sekundären	  Glioblastomen	  darstellen.	  Eine	  

Korrelation	  zwischen	  der	  Expression	  von	  IDH1	  mut	  und	  CD133	  lag	  nicht	  vor.	  	  

Die	  Ergebnisse	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  unterstreichen	  die	  gestiegene	  Wertigkeit	  molekula-‐

rer	  Marker	  in	  der	  Einteilung	  der	  Gliome.	  Die	  Quantifizierung	  der	  IDH1	  Mutation	  weist	  dabei	  

Parallelen	  zur	  Progression	  von	  Gliomen	  auf,	  zur	  Bestätigung	  dieser	  Ergebnisse	  sind	   jedoch	  

weitere	  Arbeiten	  erforderlich.	  
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IX.	  Lebenslauf	  

	  

Mein	  Lebenslauf	  wird	  aus	  Gründen	  des	  Datenschutzes	  in	  der	  elektronischen	  Fassung	  

meiner	  	  Arbeit	  nicht	  veröffentlicht.	  

	  

	  

	  


