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1. ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die primdren Glioblastome und deren
Rezidive, eine gesteigerte TERT mRNA Expression aufweisen, wahrend die niedrig und hoch
gradige Gliome eine deutlich reduzierte Expression prasentieren. Diese erhdhte Expression
kann unter anderem durch die Entstehung von zwei spezifischen Mutationen, die C228T und
C250T, im Promoter von TERT erklart werden. Diese zwei Punktmutationen generieren eine
besondere Bindungsstelle fur das GABP-Proteinkomplex, welches selektiv an den mutierten
pTERT bindet, diesen aktiviert und zur Uberexpression von TERT fuhrtein
Pathomechanismus, der ausfihrlich in dieser Arbeit analysiert wurde.

Durch die Erweiterung der Untersuchungen wurde betont, dass GABPA und die GABPB-
Isoformen im Laufe der Progression ein ahnliches Muster der Uberexpression aufweisen, mit
der héchsten Expression in den sekundéaren Glioblastomen. Interessanterweise, zeigen die
mit Chemotherapie behandelten sekundaren Glioblastome dieser Studie eine niedrigere
Expression von einzelnen GAPB Proteine im Vergleich zu den unbehandelden Gliomen, als
Hinweis auf einen potenziellen therapeutischen Ansatz mit Temozolomid in pTERT - mutierten
und GABP - positiven Gliomen.

Die Ergebnisse dieser Studie, heben die wichtige Rolle von TERT und der verschiedenen
GABPA/B-Bindungsproteine in der Entwicklung und Progression der Gliomen hervor und
kénnen somit als potenzielle, molekulare Marker fur die Gliomagenese vorgestellt werden.
Trotz dieser interessanten Erkenntnisse ist weitere Forschung erforderlich, um die genauen
Beziehungen zwischen diesen Marker und dessen Rolle in der Gliomprogression zu eruieren.
Als Ziel der zukinftige Studien soll das Verstandnis der Entwicklung der Gliome sein und

moglicherweise neue therapeutische Strategien zu entwickeln.
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2. EINLEITUNG

2.1. Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS)

Die Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS) gehéren zu den zehn haufigsten
Tumorerkrankungen der Population zusammen mit dem Prostata-, Brust- und Bronchialkarzinom ?.
Die altersadaptierte Inzidenz liegt zwischen 11,5 und 42,8 pro 100.000 Einwohner und die
Gehirntumore sind eine der haufigsten Ursachen der tumorbedingten Mortalitéat *.

Je nach Entstehungsort kann zwischen primaren und sekundéren ZNS-Tumoren unterschieden
werden, die je nach klinischem Verlauf und histopathologischen Merkmalen in maligne und benigne
Tumore unterteilt werden sowie je nach anatomischer Lokalisation, als intra- oder extraaxialen

Tumore klassifiziert werden kdnnen.

2.1.1. Die primaren ZNS-Tumore

Die Inzidenz primarer ZNS-Tumore liegt bei ca. 23,7 pro 100.000 Einwohner pro Jahr mit einer
unterschiedlichen Verteilung je nach Histologie, Alter und Geschlecht 1. Mit ca. 70,3% sind die
benignen ZNS-Tumore die haufigste Tumorentitat im Vergleich zu den malignen mit ca. 29,7% *. Fir
eine einheitliche Klassifikation und Gruppierung der primaren Hirntumore erfolgte von Seiten der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine strukturelle Einteilung anhand der histologischen
Eigenschaften, die bereits mehrfach aktualisiert wurde 2. Die primaren Gehirntumore werden je
nach Zytologie, Mitosen, Atypien, mikrovaskuléare Proliferation und Nekrosen untersucht und in
Grad | bis IV eingestuft 2. So sind die WHO Grad | Tumore durch eine niedrige Proliferationsrate
gekennzeichnet und kénnen durch eine operative Resektion geheilt werden. Die Grad Il Tumore
haben einen infiltrativen Charakter, eine niedrige Proliferationsrate und kénnen zu einer hdheren
Malignitat fortschreiten. Die Grad [ll Tumore weisen nukledre Zellatypien und erhdhte mitotische
Aktivitat auf, in den meisten Féllen ist eine obligate postoperative Behandlung mit Radio- und/oder
Chemotherapie erforderlich. Die Grad IV Tumore haben zahlreiche Mitosen und Nekrosen und
sind charakterisiert durch einen malignen Verlauf und Progression der Tumorerkrankung trotz
Behandlung 2. Jede ZNS-Tumorentitat wird gemaR der WHO klassifiziert und der Grad hat einen
Einfluss sowohl auf die Therapie als auch auf die Prognose des Patienten 2.

Durch die enorme =zellulare Heterogenitat des parenchymatdsen Hirngewebes und der
angrenzenden Strukturen, entsteht eine grof3e Vielfalt an primaren ZNS-Tumoren. Aus den
Gliazellen, die sich aus den Mikroglia, Astrozyten und Oligodendrozyten zusammensetzen,
entstehen die Gliome. Die Gliome gehdren mit 80% zu der h&ufigsten malignen zerebralen
Tumorintentitat und machen mit 25% die primaren ZNS-Tumore aus . Die Gliome haben eine
Inzidenz von 6 pro 100.000 Einwohner unter der europaischen und nordamerikanischen
Population und sind verantwortlich firr eine erhohte Sterblichkeitsrate 3. Anhand ihres astrozytaren

und oligodendroglialen Phénotyps und gemaf der WHO Klassifikation werden sie entsprechend in

11



Grade unterschieden. So umfassen die Gliome die diffuse WHO Grad Il und anaplastischen WHO
Grad Ill Astrozytome, die Oligodendrogliome WHO Grad Il und anaplastische Oligodendrogliome
WHO Grad Ill sowie das Glioblastoma multiforme (GBM) WHO Grad IV, welches weiter in das
primare (prim. GBM) und das sekundare Glioblastoma multiforme (sek. GBM) unterteilt wird “.
Eine besondere Gruppe stellen die Oligoastrozytome und anaplastische Oligoastrozytome WHO
Grad lI-lll dar, die sowohl astrozytare als auch oligodendrogliale Eigenschaften aufweisen. Sie
werden aktuell als no other specified (NOS) bezeichnet “.

Aus den meningoepithelialen Zellen der Meningen entstehen die Meningeome. Die Meningeome
sind mit 54,5% die haufigsten gutartigen intrakraniellen Tumore und haben eine Inzidenz von 9 zu
100.000 Einwohner ®. Sie werden ebenfalls anhand der WHO Klassifikation in den typischen Grad
I, atypischen Grad Il und anaplastische Grad Ill klassifiziert . Die WHO Graduierung entscheidet
Uber den postoperativen Vorgang mit der stereotaktischen Radiochirurgie oder fraktionierten
Bestrahlung als Mittel der Wahl, abhangig vom Ausmaf des Resektats °. Weitere haufige priméare
ZNS-Tumore sind die Hypophysentumore mit 16,9%, die gemeinsam mit den
Nervenscheidtumoren 25,5% der Hirntumore ausmachen. Diese sind zumeist nicht-maligne
Tumore 1.

Bei den kindlichen primaren ZNS-Tumoren sieht die Verteilung der Inzidenz und der
histopathologischen Pravalenz anders aus. Unter der kindlichen Population gehort das
pilozytische Astrozytom WHO Grad | zu den wichtigsten Vertretern der kindlichen Gliome mit ca.
17% aller padiatrischen ZNS-Tumore 3. Eine weitere Entitat stellen die Medulloblastome dar, die
eine embryonale Herkunft aufweisen und sich in der hinteren Schadelgrube manifestieren. Mit
ca. 20% der priméren Tumore gehoren sie zu den haufigsten zerebralen Tumorerkrankungen im
Kindesalter, vor allem unter 10 Jahren °. Diese werden gemaR der WHO Klassifikation und deren
molekularen Signalwege unterteilt mit der Gruppe der Wingless subgroup tumors (Wnt) sowie der
Sonic hedgehog subgroup (SHH) als die wichtigsten Vertreter, die sich in ihrem Auftreten und
klinischen Verlauf unterscheiden #7. Zu den wichtigsten kindlichen Tumoren gehoéren ebenfalls die
Ependymome, die ca. 5,2% der padiatrischen ZNS-Tumore ausmachen, einen neuroektodermalen
Ursprung haben und sich sowohl supra- und infratentoriell als auch spinal manifestieren kbnnen
89 Zu 90% lokalisieren sie sich intrakraniell mit der Mehrheit in der hinteren Schadelgrube und
sind die wichtigste Differentialdiagnose der Medulloblastome °. GemaR der WHO Klassifikation
werden sie in Grad | bis Il unterteilt 4.

Eine besondere Gruppe der primaren ZNS-Tumore stellen die zerebralen Lymphome dar. Die
Mehrheit hat einen aggressiven Verlauf. Sie sind meist Non-Hodgkin B-Zell Lymphome ohne
systemische Organmanifestation und machen ca. 4% der primaren ZNS Neoplasien unter den
immunkompetenten aus, wahrend die HIV/AIDS-assoziierten ZNS Lymphome eine deutlich erhdhte

Inzidenzrate aufweisen %12, Die Therapie beschrankt sich auf die Biopsie, die postoperative
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Chemotherapie mit Methotrexat (MTX), die Bestrahlung sowie die autologe Stammzell-

Transplantation 3.

2.1.2. Die sekundéren ZNS-Tumore

Zu den sekundaren ZNS-Tumoren oder zerebralen Metastasen gehdren die Tumore, welche
sich durch die systemische Verbreitung einer organspezifischen Tumorerkrankung zerebral
manifestieren. Die Hirnmetastasen sind eine wichtige Komplikation einer Krebserkrankung und ihre
Inzidenz liegt bei ca. 8,3 bis 14,3 pro 100.000 Einwohner 4. Diese Zahl hat eine steigende
Tendenz, die sich durch die Fortschritte in der diagnostischen Bildgebung und Verbesserung der
systemischen Therapie erklart. Das Bronchialkarzinom zeigt die hdchste Inzidenzrate mit ca. 20%,
hauptsachlich das non-small-cell lung carcinoma (NSCLC) oder nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinom, gefolgt vom Mammakarzinom mit ca. 8%, vor allem mit dem human epidermal
growth factor receptor 2 (HER-2) als positiven und dreifach negativen Rezeptorstatus sowie das
Maligne Melanom mit ca. 6,9% 6, Die Therapie ist abhangig von mehreren Parametern wie z.B.
dem molekularen Tumorstatus, dem Karnofsky Perfomance Status (KPS), der Anzahl der Metastasen
und dem Alter ’. Die Therapie umfasst die Operation, die stereotaktische Radiochirurgie und
postoperative Ganzhirn- oder fraktionierte Bestrahlung bis hin zur Optimierung der systemischen
Chemotherapie mit targeted therapy Agenten und der Immuntherapie. Bezlglich der Therapie
von Rezidiven besteht eine limitierte Studienlage *'.

2.1.3. Die Risikofaktoren

Uber Risikofaktoren, welche die Entstehung von ZNS-Tumoren begunstigen, wurde bereits viel
geforscht. Viele Parameter spielen eine Rolle fir die ldentifizierung der Faktoren. Sie sind je nach
histologischem Typ unterschiedlich. So werden auf molekulare Ebene die sog. Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) in den unterschiedlichen Stellen der Chromosomen als genetische
Variationen fiir die Entstehung von Gliomen verantwortlich gemacht 8. Weiterhin beglinstigen
familiare syndromale Erkrankungen wie z.B. Neurofibromatose Typ | oder Il, die Ausbildung von
Meningeomen *°. Eine Assoziation wurde ebenfalls gestellt zwischen der Estrogen-Exposition und
das Wachstum der Meningeome, welche die erhdhte Inzidenz bei Frauen vor allem im
gebarfahigem Alter erklaren konnte 2°. Ein gut etablierter, nicht genetisch bedingter Risikofaktor ist
die ionisierende Strahlung, deren karzenogene Eigenschaften die Entstehung von Gliomen und
Meningeomen fordern 2. Auf der anderen Seite, Menschen mit Allergien und atopischen
Erkrankungen wie Dermatitis und Asthma, haben ein reduziertes Risiko an einem Gliom zu
erkranken, welche wiederum eine protektive Eigenschaft darstellen 22, Zusammenfassend fordern,

mehrere genetische, nicht genetische sowie umweltbedingte Einflussfaktoren die Entstehung der
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ZNS-Tumore und zur Festlegung einer préaklinischen Diagnostik und eines Risikoprofils muss

weitere Forschung durchgefuhrt werden %,

2.2. Die Gliome

Wie bereits beschrieben, sind die Gliome die haufigsten bdsartigen Hirntumore. Mit ca. 48,6% der
malignen primaren Tumore ist das GBM die haufigste histologische Gruppe unter den Gliomen, mit
einer Inzidenz von 3,2 pro 100.000 Einwohner und einer deutlichen Pravalenz unter der alteren
Population uber 60 Jahren, wahrend die mediane Uberlebenszeit ohne Behandlung das eine Jahr
nicht Uberschreitet 12425, Die typische klinische Manifestation umfasst epileptische Anfille,
neurologische und neurokognitive Defizite sowie Anzeichen von Hirndrucksymptomatik wie
Kopfschmerzen und Ubelkeit 6. Die Diagnostik der Wabhl ist eine Magnet-Resonanz-Tomographie
(MRT) zur Evaluation der Kontrastmittel-Aufnahme und des AusmaRes des perifokalen Odems
sowie zur Festlegung weiterer Differentiadiagnosen 2. Eine Positron-Emissions-Tomograpfie (PET)
kann bertcksichigt werden, zur Darstellung der metabolischen Aufnahme fur die Planung einer
Biopsie oder im Rahmen der postoperativen Kontrollen zur Identifikation einer fraglichen
Progression ?’. Die endguiltige Diagnose ist erst nach der Operation oder der Biopsie mdglich und
dient der postoperativen Einleitung der Therapie sowie auch der Einschatzung der Prognose 26.

2.2.1. Molekulare Marker der Gliome

Die WHO Klassifikation ermdglicht eine Differenzierung der unterschiedlichen Gliome und eine
Einteilung anhand deren histopathologischer Eigenschaften sowie die Festlegung einer
potenziellen Malignitat 2. In der neuen WHO Kilassifikation 2016 wurde zuséatzlich die molekulare
Diagnostik mit eingefiihrt . Dabei werden spezielle Mutationen oder molekulare Marker zusammen
mit der Histologie der Gliome untersucht und dadurch entsteht eine integrierte Diagnostik 4. Anhand
der WHO Klassifikation 2016 und durch die Empfehlungen der Consortium to Inform Molecular and
Practical Approaches to CNS Tumour Taxonomy-Not Officially WHO (cIMPACT-NOW), erfolgte die
Erneuerung der European Association of Neuro- Oncology (EANO) Leitlinien fiir die Diagnose
und Therapie der Gliome 28. Diese ermdglichen eine prazise histomolekulare Unterteilung der

Gliome und geben wichtige klinische Informationen fiir den weiteren therapeutischen Verlauf .

2.2.1.1. Die IDH-Mutationen

Einer der zentralen urséchlichen molekularen Marker fur die Gliomagenese und Progression der
Gliome, ist die Isocitrat-Dehydrogenase 1 und 2 Mutation (IDH1/2) . Sequenzierungen zeigten,
dass mehr als 70% der Grad Il und Il Gliome somatische Mutationen in die kodierenden Gene

fur IDH 1 und 2 aufweisen und ein friihes Ereignis wahrend der Onkogenese sind 2°. IDH1/2
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werden von zwei homologe Gene kodiert und ihre enzymatische Funktion zeigt sich im Zytosol
und in den Mitochondrien der Zelle, entsprechend *°. Die Punktmutationen entstehen in den Codon
an der Stelle R132 fur IDH1, wobei meistens Arginin zu Histidin umgewandelt wird (R132H), und
an der Stelle R172 fiir IDH2 2°. IDH ist ein Enzym, welches seine normale Funktion im Citrat-Zyklus
der Zelle entfaltet und durch oxidative Dekarboxylierung wird Isocitrat zu a-Ketoglutarat (a-KG)
umgewandelt 3!, Mutationen in die kodierenden Gene fir IDH1/2 fihren zu einer verminderten
Aktivitdt des Enzyms, welches wiederum eine Erh6hung von 2-Hydroxyglutatarat (2-HG) und
hypoxia-inducable factor-1a (HIF-1a) verursacht und somit strukturelle Lasionen in den mutierten
IDH Gliome bewirken, mit einer Progression als Ergebnis 323, Die IDH Mutationen verhalten sich
in deren Verteilung je nach histologischem Typ anders, mit einer Haufigkeit von ca. 78-88% bei
den Astrozytomen Grad -1l und ca. 75-79% bei den Oligodendrogliome Grad II-lll 3, Bei den
klinischen Eigenschaften, zeigen Patienten mit mutierten IDH Gliome ein friheres Alter bei der

Manifestation der Erkrankung und haben eine bessere Prognose im Vergleich zum IDH Wildtyp 2°.

2.2.1.2. Die 1p/19g-Kodeletion, ATRX und TP53-Mutationen

Wahrend der Gliomagenese akkumulieren weitere genetische Verdnderungen, die als
diagnostische Marker benutzt werden. Die Diagnose der Oligodendrogliome wird durch den
Nachweis von IDH Mutationen und den kombinierten, kompletten Verlust des kurzen Armes von
Chromosom 1 (1p) und des langen Armes von Chromosom 19 (19q), auch als 1p/19g-Kodeletion
beschrieben, bestatigt 536, Die 1p/19g-Kodeletion ist das Ergebnis einer nicht-balancierten
Translokation t(1;19)(q10;p10) und deren Nachweis in den Oligodendrogliomen WHO Grad II-1ll ist
mit einer besseren Prognose assoziiert %37, Auf der anderen Seite, ist der partielle 1p Verlust
zusammen mit 19q Deletion in den Gliomen mit astrozytaren Ph&anotyp zu finden und mit einer
schlechteren Prognose verbunden 38, Zusatzlich wurden Mutationen im a-thalassemia/mental-
retardation-syndrome-X-linked (ATRX) Gen oder der Verlust der Expression, ein Chromatin-
modifizierendes Protein welches im ATRX-Syndrom zum ersten Mal beschrieben wurde 2°, bereits
in einer Reihe von Tumoren identifiziert, u.a. bei Neuroblastomen “°. Auch ca. 36% der Gliome,
zeigen die gleiche ATRX Mutation mit einer steigenden Tendenz von Grad Il (ca. 33%), Grad llI
(ca. 46%) zu sek. GBM (ca.80%), sind meistens mit den IDH mutierten Status assoziiert, wahrend
nur 7% der prim. GBM und fast keine Oligodendrogliome, ATRX-Veranderungen aufweisen .

Das Tumorsupressorprotein p53 (TP53) hat eine wichtige regulatorische Zellfunktion. Durch seine
Aktivierung wirkt es als Transkriptionsfaktor mit Einfluss u.a. auf die DNA Reparatur, die Zell-
Apoptose und die Autophagie “2. Die Mutationen im Gen, welche das p53 kodieren, wurden
bereits in mehreren Krebserkrankungen beschrieben wie z.B. das Ovarialkarzinom und das
Plattenepithelkarzinom der Lunge. Sie fiihren dort zu einem Verlust der Funktion (loss of function,
LOF) des Tumorsupressorproteins 444, TP53 Mutationen werden in ca. 60% der diffusen und

anaplastischen Astrozytomen aufgefunden, sind zu ca. 94% mit IDH1/2 Mutationen assoziiert,
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stellen eine Voraussetzung fur ATRX-Gen Verédnderungen dar und ihre Présenz ist mit einer
schlechteren Prognose assoziiert 36414546 Diese Charakteristika weisen darauf hin, dass ATRX
und TP53 Mutationen ein frihes Ereignis in den IDH-abhangigen Gliomen mit astrozytaren
Phé&notyp sind und zur Progression der Gliomagenese fuihren #*. Auf der anderen Seite, l16sen sog.
gain of function (GOF) Mutationen im TP53 Gen eine inflammatorische Reaktion tber den nuclear
factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) Signhalweg aus und beschleunigen
das Wachstums in den Glioblastomen, ein Zeichen einer doppelten Funktion der TP53

Mutationen in den Gliomen #’.

2.2.2. Die primaren und sekundaren Glioblastome

Betrachtet man die prim. und sek. GBM separat, entsteht eine unterschiedliche Distribution der
genetischen Merkmale und deren klinischen Prasentation. Die prim. GBM sind mit 95% haufiger im
Vergleich zu sek. GBM mit 5%, haben weniger als 5% IDH1/2 Mutationen, weisen ein schnelleres
Wachstum auf, mit einer kiirzeren klinischen Dauer von ca. 6,3 Monaten. Wahrenddessen liegt das
durchschnittliche Alter der Diagnose bei 62 Jahren und aufgrund der nicht vorherigen malignen
Entartung werden die prim. GBM auch als de novo Tumore bezeichnet 8-,

Veranderungen im epidermal growth factor receptor (EGFR), eine transmembrane Tyrosinkinase
deren onkogene Wirkung bereits in diversen Tumoren bestatigt worden ist, kénnen sich u.a. als
aktivierende Mutationen oder Vervielfartigungen manifestieren und zeigen eine
unterschiedliche Verteilung zwischen den prim. GBM und deren Rezidiven. Die prim. GBM
weisen ca. 52% mehr EGFR Mutationen mit aktivierendem Einfluss und zu ca. 81% eine
Vervielféltigungen des Proteins im Vergleich zu den Rezidiven auf, mit ca. 10% und 45%
entsprechend, welches als Beweis betrachtet werden kann, dass eine genetische Persistenz in der
gleichen histologischen Gruppe unter der Progression existieren kann °,

Auf der anderen Seite, haben die sek. GBM eine langere klinische Prasentation mit ca. 16,8
Monaten, das durchschnittliche Alter bei der Diagnose liegt bei 45 Jahren. Zugleich weisen mehr
als 80% IDH1/2 Mutationen auf, was ein Hinweis auf eine Progression aus niedrig-gradige Gliome
mit Akkumulation von diversen molekularen Modifizierungen ist “4-°°. Der Nachweis von IDH1/2
Mutationen mit entsprechender histologischen Diagnose bestatigt das sek. GBM und wird als
positiver pradiktiver Faktor geschatzt %°. Die oben erwahnten klinischen und molekularen
Unterschiede zwischen dem prim. und sek. GBM unterstitzen die Theorie, dass es sich um zwei
verschiedene Tumorentitaten aus heterogene, neuronale Progenitorzellen handelt *°.

Aufgrund der Erneuerung der WHO 2016 Klassifikation durch cIMPACT-NOW, entsteht eine neue
Definition der Glioblastome anhand des IDH-Status. Als Glioblastome werden so die diffusen
Astrozytome ohne IDH-Mutation bezeichnet, wahrend die IDH-mutierten Glioblastome als IDH-

mutierte Astrozytome, WHO Grad IV definiert werden 2852,
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2.2.3. Therapie und Prognose

Die aktuelle Standardtherapie beinhaltet die komplette operative Resektion, gefolgt von
Radiotherapie mit 50-60 Gray (Gy) und Temozolomid (TMZ) als zuséatzlicher Begleit- und
Erhaltungstherapie >3. So erfolgt eine Verlangerung der medianen Uberlebenszeit von 12,1 Monate,
mit ausschlieRlicher Radiotherapie, auf 14,6 Monate bei kombinierter Radio- und Chemotherapie
53, TMZ ist ein Alkylanz, welches oral verabreicht wird und seine Funktion entfaltet sich durch
die Methylierung der Purine und Pyrimidine der DNA mit der zelluldren Apoptose als Ergebnis
54, Dieser Mechanismus wird durch die Methylierung des O®- Methylguanin-DNA-Methyltransferase
(MGMT) Promoters verstarkt. Das MGMT st ein DNA-Reparatur Enzym, welches eine Alkyl-
Gruppe von der O%-Guanin Position der DNA entfernt. Durch die Methylierung des Promoters wird
seine Expression, mit fehlender Reparatur der DNA, reduziert °°.

Der Nachweis von methylierten MGMT-Promotern in den Gliomen zusammen mit der
Standardtherapie von Radio- und Chemotherapie mit TMZ fuhrt zu einer deutlichen
Verbesserung der Prognose von 21,7 Monaten im Vergleich zur Radiotherapie mit 15,3
Monaten °¢. Unter den alteren Patienten tber 70 Jahren ist die hypofraktionierte Radiotherapie
mit insgesamt 34 Gy oder nur TMZ, abhangig von dem Status der Methylierung des MGMT-
Promoters, die Therapie der Wahl °*’. Bei den Oligodendrogliomen WHO Grad II-1l erstreckt sich
die Therapie von der operativen Resektion, gefolgt von Radiotherapie und Procarbazin, Lemustin
und Vincristin (PCV) als Chemotherapie mit einer deutlich besseren Prognose und gutem
therapeutischen Ansprechen ®8. Ein ahnliches Therapieschema wird auch bei den Astrozytomen
WHO Grad II-Ill mit PCV als Chemotherapie der Wahl fur die IDH1/2 mutierten Grad Il und TMZ
fur die Grad lll Gliome eingesetzt, wahrend bis aktuell noch kein festes Therapieprinzip beziglich
der Rezidive etabliert worden ist 285989 Mehrere klinische Versuche zur Festlegung einer gezielten
Antikdrper-Therapie wurden bereits durchgefiihrt mit Bevacizumab als einem der wichtigsten
Vertreter. Bevacizumab ist ein monoklonaler Antikdrper der den vascular endothelial growth factor
A (VEGF-A), ein exprimiertes Protein welches die Angiogenese und Vaskularisierung der
Tumoren reguliert, gezielt angreift und in den Glioblastomen zusammen mit kombinierten
Radiochemotherapie mit TMZ zu eine Verlangerung des progressionfreien Uberlebens um 4,4

Monate fuihrt, ohne einen positiven, prognostischen Effekt 8-
2.3. Die Telomerase
Die Gliomagenese ist charakterisiert durch eine enorme Komplexitat. Durch die Entdeckung der

unterschiedlichen molekularen Marker konnten die Gliome nicht nur in Gruppen klassifiziert

werden, sondern es erfolgte deren Einbezug in die klinische Routine mit Einfluss auf die
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Therapieentscheidung, das Therapieansprechen aber auch auf die Einschétzung der Prognose
und den Verlauf der Progression. So hat die Untersuchung der weiteren genetischen
Veranderungen zum Verstandnis der Gliom-Entstehung beigetragen. Die Telomerase stellt einen
wichtigen molekularen Marker dar, der fur die Onkogenese der Gliome verantwortlich ist.

2.3.1 Aufbau und Funktion

Die Telomerase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, die aus der Telomerase Reverse
Transkriptase (TERT), eine katalytische Untereinheit mit der enzymatischen Funktion, und aus
einer RNA Komponente besteht 4. Die chromosomalen Enden bestehen aus Telomeren, ein
hexamerischer nukleoprotein-Komplex aus repetitiven 5-TTAGGG-3’' Sequenzen, gefolgt von
Guanin (G)-reichem Uberhang am terminalen 3'-Ende der DNA Kette, bekannt als telomeric loop (T-
loop) 5. Sie erhalten mit dem Telosom oder Shelterin-Komplex, eine Einheit aus sechs
unterschiedlichen Proteinen die sich an den Telomeren binden, die Integritdt der chromosomalen
Enden 9. Die Telomerase entfaltet ihre Funktion durch das Zusammenfiigen der
hexamerischen DNA-Sequenzen am Ende der Chromosome. Auf diese Weise wird die Lange
der Telomere verlangert ’. Dieser Mechanismus ist eingeschrankt in den normalen, somatischen
Zellen und durch jede Zellteilung verkirzt sich die Ladnge der Telomere mit der chromosomalen
Instabilitat und Apoptose als Ergebnis, wahrend die Zellen mit deutlicher Selbsterneuerung, wie
z.B. des hamatopoetischen Systems und die Stammzellen, durch eine erhfhte Telomerase-Aktivitat
charakterisiert sind %% Das Gleiche gilt fir die Tumorzellen, die durch die gesteigerte
enzymatische Aktivierung zur unkontrollierten Erhaltung der Telomere, Immortalisierung der Zelle

und Forderung der Onkogenese beitragen .

2.3.2 Telomerase Reverse Transkriptase in den Gliomen

Mehr als 90% der Krebserkrankungen zeigen eine gesteigerte Aktivitat der Telomerase, die
durch die unterschiedlichen Regulationsmechanismen von TERT beeinflusst wird ®’t. Einen
besonderen Stellenwert an der direkten Verbindung zwischen Telomerase und TERT-Regulation,
nehmen die genetische Veranderungen in den Promoter von TERT (pTERT) ein 7. Studien zeigten,
dass ca. 70% der malignen Melanome zwei somatische Punktmutationen im pTERT aufweisen, die
als C228T und C250T bezeichnet werden. Diese sind entsprechend an der Stelle 1,295,228 und
1,295,250 auf dem Chromosom 5 lokalisiert, wobei Cytosin (C) zu Thymin (T) umgewandelt wird.
Sie befinden sich -124 und -146 Basenpaaren (Bp) von dem TERT ATG-Startcodon entfernt 374,
Auch die Gliome weisen pTERT Mutationen auf, mit einer unterschiedlichen Verteilung unter den
histologischen Gruppen. Die meisten prim. GBM zeigen mit ca. 83% eine erhdhte Anzahl an pTERT
Mutationen mit einer unterschiedlichen Distributation zwischen den C228T und C250T, 73% und
27% entsprechend, wahrend nur 28% der sek. GBM Mutationen im pTERT beinhalten ¢, Das
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bestatigt auch die niedrige Anzahl der prim. GBM, die IDH Mutationen aufweisen im Vegleich zu
den niedrig (Grad I1)- und hochgradigen Gliomen (Grad Ill und sek. GBM), die ein umgekehrtes
Muster zwischen TERT und IDH Veranderungen haben 6.

Gemal der erneuerten WHO Kilassifikation, werden die pTERT-Mutationen in der integrierten
Diagnostik beriicksichtigt. Zusammen mit dem IDH-Wildtyp definieren sie die Diagnose des
Glioblastoms 2852, In den Gliomen mit astrozytaren Phanotyp erscheinen ca. 44% in den Grad Il und
ca. 60% in den Grad Il Mutationen im Promoter, wahrend nur 5% gleichzeitig IDH und pTERT
Mutationen aufweisen 7’8, Darlber hinaus sind genetische Veranderungen im EGFR-Gen, vor
allem Vervielfaltigungen des Proteins, charakteristisch fir die prim. GBM und meistens in den pTERT
mutierten GBM zu ca. 89% aufzufinden, wahrend sehr wenige TP53 Mutationen identifiziert werden
7679 7Zusatzlich sind Veranderungen im ATRX direkt assoziiert mit der Progression der
Gliomagenese und werden meistens in den IDH mutierten Astrozytomen Grad Il, Grad Il und
sek. GBM prasentiert 4. Genauer betrachtet, weisen nur 1,7% der Oligodendrogliome, 2% der IDH-
mutierten und Wildtyp Astrozytome, 6% der IDH mutierten und fast keine IDH-Wildtyp GBM
gleichzeitige pTERT Mutationen und ATRX-Veréanderungen auf und schlieBen sich somit
gegenseitig aus 8. Auf der anderen Seite, weisen Oligodendrogliome WHO Grad Il und Ill, die
hauptsachlich durch IDH1/2 Mutationen und den Nachweis von 1p/19g-Kodeletionen
charakterisiert sind %, zu ca. 74% pTERT Mutationen auf, mit einer dhnlichen Verteilung der
C228T und C250T im Vergleich zu den prim. GBM "8l So entsteht eine unterschiedliche
Pravalenz der pTERT Mutationen in Kombination mit den bisherigen wichtigen molekularen Markern
der Gliomagenese.

Das Schilddrisenkarzinom beinhaltet ca. 10% pTERT Mutationen und die Analyse auf der
Transkriptionsebene zeigte eine erhdhte Expression der messenger RNA (MRNA) von TERT 82, Auch
in den Gliomen ist der Nachweis der pTERT Mutationen assoziiert mit einer gesteigerten mRNA
Expression von TERT mit Einfluss auf die Telomerase-Aktivitat 8. Somit wurde eine direkte
Assoziation zwischen dem mutierten pTERT Status und die mRNA TERT Expression bewiesen, die
zu einer vermehrten Telomerase-Funktion fiihrt und somit zu der Verlangerung der Telomere in den
Tumorzellen 7983,

Bei den klinischen Eigenschaften haben die Patienten mit pTERT Mutationen im prim. GBM, mit
konsekutiv erhdhter mRNA TERT Expression, eine schlechtere Prognose mit 13,8 Monaten im
Vergleich zu den pTERT Wildtyp mit 29,1 Monaten und diese Patienten sind zum Zeitpunkt
der Diagnose alter . Anders sieht es aus bei den niedrig-gradigen Gliomen WHO Grad Il mit
sowohl pTERT und IDH Mutationen als auch 1p/19g-Kodeletionen, die mit eine verlangerte
Uberlebensrate von mehr als 16 Jahren assoziiert sind "°.

Die oben erwadhnten Merkmale, betonen die Besonderheit der TERT Verdnderungen sowohl auf
der genetischen als auch auf der Transkriptionsebene mit unterschiedlichem klinischen Einfluss

und sind somit fur das Verstandnis der Gliomagenese von grof3er Bedeutung.
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Oligodendrogliom, IDH-mutiert, 1p/19g-kodeletiert,
WHO Grad Il oder l1i

Astrozytom, IDH-mutiert, WHO Il oder llI
oder
Astrozytom, IDH-mutiert, WHO Grad IV

Histologie —)W

\

IDH-Wildtyp Glioblastom, IDH-Wildtyp, WHO Grad IV

Abbildung 1: Integrierte Diagnostik in den Gliomen (modifiziert nach #2877:7)

Abbildung 1 fasst den Algorithmus zusammen fir die integrierte Diagnostik der Gliome. Die
Gliome werden anhand deren histopathologischer Eigenschaften untersucht. Zusatzlich, erfolgt die
Untersuchung der pTERT Mutationen und der wichtigen molekularen Marker (IDH, ATRX, EGFR,
1p/19g-Kodeletion, pTERT-Mutationen) um eine endgiltige Diagnose und Klassifizierung in den
WHO Graden zu ermdoglichen #28,

2.4. GA-Bindungs Proteine (GABP)

Der Nachweis von TERT und deren Rolle in der Entstehung der Gliome flhrte zu einer detaillierten
Analyse der beteiligten molekularen Mechanismen die ursachlich fur die Progression sind. So wurde
bewiesen, dass die zwei Punktmutationen im Promoter von TERT eine genaue purinreiche
Sequenz aus 5-GGAA- 3 erzeugen, die von den Trankskriptionsfaktoren der E-twenty-six (Ets)
Familie erkannt werden 737 Die Ets-Familie ist eine heterogene Gruppe aus 27
Transkriptionsfaktoren, die sich in normalen Zellfunktionen u.a. den Zellzyklus, Zellproliferation,
Apoptose und Angiogenese beteiligen 8. Erhohte Aktivitat der Ets Faktoren ist ebenfalls mit der
Onkogenese assoziiert. Sie sind in Prozessen wie Tumorprogression und Metastasierung involviert,
wahrend viele Krebserkrakungen wie Prostata- und Mammakarzinom, eine Reihe von diesen
Faktoren expremieren 8485 Einer der wichtigsten und einzigartigsten Faktoren unter der Ets

Familie ist das GA-Bindungsprotein (GABP). GABP als Transkriptionsfaktor hat eine besondere
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Rolle im Zellzyklus. Es reguliert eine Reihe von Genen und interagiert in einer Vielzahl von

molekularen Signalkaskaden mit weiteren Proteinen &',

2.4.1. Aufbau und Funktion der GABPA/B

Die Analyse des strukturellen Aufbaus von GABP zeigt einen Proteinkomplex aus zwei verschiedene
Proteinen, das GABPA und GABPB. Es ist der einzige Faktor der Ets Familie, der als Heterodimer
oder -tetramer funktionieren kann 8. GABPA wird von das entsprechende Gen kodiert und beinhaltet
die DNA binding domain (DBD) am Carboxy-Terminus (C-Terminus), welche fir die Bindung an
der 5’ -GGAA- 3’ Ets spezifische Sequenz der DNA zustandig ist 88, Das GABPB ist aufgrund der
transcriptional activation domain (TAD) fur die eigentlichen transkriptionalen Aktivitat des Proteins
verantwortlich 88, Als einziges der GABP Untereinheiten, wird GABPB aus zwei homologen
Genen kodiert . Das GABPB1 Gen kodiert das GABPB1, wahrend durch das Spleien der
MRNA zwei Isoformen entstehen, das GABPB1 - longer (GABPB1 - L) und das GABPBL1 -
shorter (GABPBL1 - S) °*. GABPBL1 - L hat einen verlangerten C-Terminus mit 50 Aminosauren und
GABPB1 - S einen verkirzten mit 15 Aminosauren . Das GABPB2 Gen kodiert das GABPB2 und
ist zu 87% indentisch mit GABPB1. Bis aktuell sind keine weitere Isoformen bekannt .. Die
GABPBL1, - B1-L und -B2 kdnnen uber einen leucine-zipper-like domain (LZ) am C-Terminus
untereinander interagieren und Homodimere bilden, wahrend GABPB1 — S, wegen dem Verlust
von LZ am C-Terminus die Moglichkeit verliert, sich mit den anderen GABPB Proteine zu
dimerizieren . Der C-Terminus von GABPA interagiert mit dem ankyrin repeat domain (AR) am
Amino-Terminus (N-Terminus) der GABPB und rekrutiert als einziger der Ets Familie die GABPB
Proteine. Diese, bilden somit ein Dimer oder Tetramer aus GABPA und GABPB1, -B1-L, -B1-S oder
-B2, die sich dann auf diese Weise an der Ets-Sequenz der DNA binden und die Transkription

der gezielten Gene aktivieren 892,

2.4.2. GABPA/B in den Gliomen

In den Gliomen wurde bewiesen, dass das GABP als einziger der Ets Faktoren an die C228T und
C250T Mutationen bindet, den pTERT aktiviert und die transkriptionale Expression fordert °3.
Die Forschungsgruppe von Mancini et al. haben zuerst zeigen kénnen, dass das Tetramer-
bildende GABPB1 - L speziell an den mutierten pTERT bindet und die TERT mRNA Expression
steigern kann °. Die Unterbrechung der GABPBL1 - L mittels small interfering RNA (siRNA) fuhrte
ebenfalls zu einer verminderten Bindung an den pTERT und zum zelullaren Tod in den GBM-
Zelllinien %4, So wurde der besondere Zusammenhang zwischen den GABPA/B-Isoformen in den
PpTERT mutierten GBM gestellt und dessen wichtige Rolle in der Onkogenese der Gliome

vorgestellt.
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2.5. Ziele der Arbeit

Es wurde soweit das Verstandnis der molekularen Marker in der Onkogenese der Gliome
erlautert. Ebenfalls, erfolgte die Vorstellung der TERT Veranderungen als ein wichtiger Marker in der
Gliom-Forschung. Dartber hinaus, wurde die Assoziation der Mutationen von TERT mit GABP als
ein wichtiger Transkriptionsfaktor betont und dessen Steuerung der TERT-Expression in den

Gliomen beschrieben.

Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung der mRNA Expression und Korrelation von den

folgenden Proteinen:

e TERT

¢ GABPA/B-Isoformen

Diese wurden in Grad Il, Grad Il Gliome sowie in den priméren und sekundéaren Glioblastomen mit

und ohne Chemotherapie, untersucht. Ziel war, die Analyse der einzelnen Proteine in den Gliomen

im Laufe der Progression und zugleich, die Eruierung eines Zusammenhangs zwischen diesen

Markern, um deren Einfluss auf die Gliomagenese zu verstehen.
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ABSTRACT

Enhanced expression of TERT in gliomas is a result of two hotspot mutations,
C228T and C250T, at the promoter region. GA-binding proteins selectively bind at these
positions, respectively, causing an activation of the promoter and overexpression of
TERT. GABP is a multimeric protein consisting of GABPA and GABPB with its isoforms
GABPB1, GABPB1-L, GABPB1-S, GABPB2.

In this study, we investigated the mRNA expression and association between
TERT and GABPA/B isoforms in tumor samples of different glioma grades. The
expression was determined by quantitative real-time PCR and the results were
statistically analyzed.

We present that TERT is mainly expressed in primary glioblastomas. All GA-
binding proteins progress through the glioma grades and have the highest expression
levels in secondary glioblastomas. In secondary glioblastomas after chemotherapy,
GABPB1 and GABPB1-L are expressed on a lower level than without treatment.
In high grades, TERT and GABPA, GAPB1, GABPB1-L, GABPB1-S are upregulated
compared to low grades. Between primary and secondary glioblastomas with and
without chemotherapy, TERT is elevated in the former while GABPB1 is increased in
the secondary glioblastomas. GABPA and GABPB1, GABPB1-L and GABPB1-S positive
correlate in primary glioblastomas.

The present study confirms the upregulation of TERT in primary glioblastomas
while all GABP proteins rise with the malignancy of the gliomas. Further investigations
must be made to elucidate the relation between TERT and all GABP proteins as it may
play a key role in the gliomagenesis.

INTRODUCTION

Gliomas are the most common primary tumors of
the central nervous system (CNS). They comprise the
diffuse astrocytomas and oligodendrogliomas World
Health Organization (WHO) grade II, the anaplastic
astrocytomas and oligondendrogliomas WHO grade
III and also the most frequent one, the glioblastoma
multiforme (GBM) WHO grade IV [1]. Primary
glioblastomas (prim. GBM) and secondary glioblastomas
(sec. GBM) differ from each other in the frequency (95%
vs. 5%), mean age of diagnosis (62 years vs. 45 years),

the time of clinical duration (6.3 vs. 16.8 months) and
the median overall survival with treatment (11.3 vs.
27.1 months) suggesting that those two tumor entities
are evolving from diverse precursor, neural cells [2-5].
The different approaches of treatment according to
grading and clinical presentation of gliomas extent from
gross total resection to radiotherapy of 50-60 Gy in
concomitance and maintenance with temozolomide as
chemotherapy [6]. While elderly patients over 70 years
can profit from hypofractionated radiotherapy alone [7],
no specific treatment has been presented for recurrent and
secondary GBMs so far [8]. Many efforts have been made
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to standardize the treatment of each glioma but still with
disappointing outcome of the prognosis.

The need of further understanding and classifying
the gliomas led to an emerging of molecular markers.
One marker that has been introduced is telomerase.
Telomerase reverse transcriptase (TERT) as the catalytic
subunit which together with an RNA template prolong
the telomeres adding hexameric 5 -TTAGGG- 3’ repeats
on the end of the chromosomes [9]. This function is
limited in normal somatic cells and after each divisions
the telomeres are being shortened whereas cancer cells
have an increased telomerase activity contributing
to the unrestricted elongation of the telomeres and
immortalization of the cell [10]. One of the mechanisms
affecting the upregulation of telomerase are the mutational
alterations of the promoter region of TERT (pTERT) and
its transcriptional regulations [11]. Two most common
mutations in the pTERT are the C228T (1,295,228, C>T)
and C250T (1,295,250, C>T) which are located at -124
base pairs (bp) and -146 bp upstream of the TERT ATG
start codon, respectively [12]. These two point mutations
occur frequently in tumor cells that do not need a continual
regeneration such as melanomas and gliomas [13]. Among
the gliomas, 83% of the primary glioblastomas harbor
those hotspot mutations with a different distribution
between C228T and C250T (73% vs. 27%) while in lower
glioma grades they seem to be rare [13, 14]. In this way,
the mutant promoter status correlates with the elevated
mRNA levels of TERT and therefore with the increased
telomerase activation [15]. Both non-coding mutations at
the promoter generate a purine-rich GGAAG binding site
for the transcription factor GA-binding protein (GABP) of
the E-twenty-six (Ets) family [16]. It has been shown, that
the GABP is recruited to these mutations, thus binding and
activating the pTERT in glioblastomas [17]. GABP reveals
its full function as a heterodimeric- or tetrameric complex
consisting of the GABPA, as the DNA binding subunit,
and the GABPB with the actual transcription activity [18,
19]. GABPB subunit is encoded by two distinct genes:
GABPBI gene encodes the GABPBI with its isoforms
GABPBI-longer (GABPBI-L) and GABPBI-shorter
(GABPBI-S) as the products of a different mRNA splicing
whereas GABPB?2 is encoded by the GABPB2 gene as a
single isoform [20]. While all of them can dimerize with
GABPA only GABPB1, GABPBIL and GABPB2 can
homodimerize and create a tetramer of two GABPA/B
heterodimers due to an leucine-zipper-like domain (LZD)
at the C-terminus end [21]. Recent studies showed that the
GABP tetramer forming isoforms, especially GABPBI-L,
activate the mutant TERT promoter and a disruption of
BIL generates telomeric loss in glioblastoma cell lines
introducing the importance of GABPA/B isoforms in the
mutated TERT promoter dependent gliomas [22].

Consequently, in this study we investigated the
mRNA expression level of TERT and all GABPA/B
isoforms and their correlation and interplay in the grade II,

grade III gliomas as well as in the primary and secondary
glioblastomas to understand their role in the gliomagenesis.

RESULTS

We collected 70 tumor samples and analyzed their
expression levels in control, grade II gliomas, grade
III, secondary glioblastoma (sec. GBM), secondary
glioblastoma with chemotherapy (sec. GBM + CTx),
primary glioblastoma (prim. GBM) and primary
glioblastoma with chemotherapy (prim. GBM + CTx).
Each group consisted of 10 tumor samples. Figure 1
summarizes the expression of each protein in the different
glioma grades.

TERT in gliomas

Regarding the quantitative real-time PCR results
and statistical analysis of our glioma cohorts we show that
TERT mRNA is mostly expressed in primary GBM (mean
=0.097, 95% CI=0.02-0.16) and in primary GBM which
had been treated with chemotherapy (mean = 0.139, 95%
CI =0.02-0.25) compared to the control group (mean =
0.02, 95% CI = 0.01-0.03) with p = 0.007, respectively,
without any difference between the two prim. GBM
groups. Low grade gliomas, p = 0.003, sec. GBM with,
p = 0.03, and without chemotherapy, p = 0.01, exhibit the
lowest TERT levels compared to the normal brain tissue.
Grade III gliomas express upregulation of TERT when
compared to grade II, p = 0.009, without any significance
to the peritumoral tissue. When primary and secondary
glioblastomas each with different therapy status were
compared, the results show significant elevation in both
prim. GBM groups (prim. GBM vs. sec. GBM and sec.
GBM + CTx: p < 0.0001 and p = 0.0002, respectively,
prim. GBM + CTx vs. sec. GBM and sec. GBM + CTx: p
<0.0001 and p = 0.002, respectively) (Figure 1A).

GABPA, GABPB1, GABPB1-L, GABPBI1-S and
GABPB?2 in gliomas

We further analyzed all GABP components
expression in the different glioma grades. The results
indicate that GABPA, -Bl, -B1l-L and -B1-S have the
trend to progress with the malignancy of the gliomas.
Specifically, GABPA is being gradually expressed from
control (mean = 0.057, 95% CI = 0.03-0.07) to grade II
(mean = 0.116, 95% CI = 0.1-0.3, p = 0.0002), to grade
III (mean = 0.184, 95% CI = 0.15-021, p = 0.0004) which
is elevated compared to the control with p < 0.0001.
GABPBI seems to follow the same pattern of expression
with grade II (mean = 0.409, 95% CI =0.07-0.74) and III
(mean = 0.456, 95% CI = 0.35-0.55) having high levels
as to the peritumoral tissue (mean = 0.128, 95% CI =
0.09-0.16), p = 0.001 and p < 0.0001, respectively, but
with no difference between them. GABPBI-L and -Bl1-
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S rise from grade II to grade III, both with p < 0.0001,
and in grade III they are overexpressed compared to
the non-tumorous tissue with p < 0.0001 and p = 0.004.
GABPBI, -BIL and -B1S expression is progressing from
grade III to sec. GBM with p = 0.016, p = 0.0009 and p
=0.002. All the GABPA/B isoforms express the highest
levels in the secondary glioblastomas (GABPA: mean =
0.221, 95% CI = 0.09-0.35, p < 0.0001; GABPB1: mean
=0.66, 95% CI=0.52-0.8, p <0.0001; GABPB1-L: mean
=0.705, 95% CI=10.48-0.92, p <0.0001 and GABPBI-S:
mean = 0.836, 95% CI = 0.46-1.2, p = 0.0004). In sec.
GBM with chemotherapy treatment GABPBI and -B1-
L levels are downregulated (GABPBI1: mean = 0.308,
95% CI = 0.16-0.45, p = 0.001 and -Bl-L: mean =
0.464, 95% CI = 0.1-0.81, p = 0.035) as to sec. GBM
and overexpressed compared to the control with p = 0.01
and p = 0.035, respectively. GABPA and -B1-S are also
overexpressed when sec. GBM with chemotherapy and
peritumoral tissue are compared, with p = 0.001 and p =
0.0006, but without any significant difference among the
two sec. GBM groups. In primary glioblastomas with and
without chemotherapy GABPA, -B1, -B1-L and -B1-S are
overexpressed as to the free of tumor cells group (prim.

GBM and prim. GBM + CTx in GABPA: p = 0.0002 and p
=0.0006; GABPB1: p=0.001 and p = 0.035; GABPBI1-L:
p=0.001 and p = 0.043; GABPBI1-S: p=0.027 and p =
0.001). GABPB2 did not show any statistically significant
results in the gliomas. Figure 1B—1F shows the expression
levels of GABPA/B isoforms and their relation between
the glioma grades.

Subgrouping the different glioma groups in low and
high grade gliomas (LGG and HGGs) consisting of grade
III and secondary glioblastomas without chemotherapy,
not only TERT but also GABPA, -B1, -Bl-L and -B1-S
were overexpressed in the HGGs (TERT: mean = 0.023,
95% CI=0.01-0.03, p = 0.023, GABPA: mean = 0.196,
95% CI=10.15-0.23, p=0.0005, GABPBI1: mean = 0.524,
95% CI=10.44-0.6, p=0.016, GABPB1-L: mean = 0.448,
95% CI=0.34-0.55, p <0.0001 and GABPB1-S: mean =
0.538, 95% CI =0.37-0.69, p < 0.0001) (Figure 2).

Between the primary and secondary glioblastomas
with and without chemotherapy treatment, TERT is
significantly elevated in the prim. GBMs (mean = 0.118,
95% CI = 0.05-0.17) whereas GABPBI1 is overexpressed
in the sec. GBMs of the same therapeutical approach
(mean = 0.484, 95% CI = 0.36-06) with p <0.0001 and p
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Figure 1: mRNA expression levels of (A) TERT, (B) GABPA, (C) GABPBI, (D) GABPBI-L, (E) GABPBI-S and (F) GABPB2 by
quantitative real — time PCR in controls, glioma grade II, grade III, secondary glioblastomas (sec. GBM), recurrent secondary glioblastomas
treated with chemotherapy (sec. GBM + CTx), primary glioblastoma (prim. GBM) and primary glioblastoma treated with chemotherapy
(prim. GBM + CTx). Columns display the mean values [arbitrary units] and error bars the standard deviations. Statistically significance is
marked with p <0.05, “p < 0.01, "» < 0.001 and "**p < 0.0001.
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=0.043, respectively. The other transcription factors did
not show any significant results when these two groups
where compared. GABPB2 mRNA status in both sub-
groups did not show any significant results (Figure 3).

Correlation of TERT and GABP A/B isoforms in
gliomas

Analyzing the association between TERT and each
GABP component, we found that GABPBI-S did not
show a correlation with TERT in primary glioblastomas
with and without chemotherapy treatment (» = 0.18, 95%
CI =-0.3-0.6; p = 0.48). In grade III gliomas, GABPBI1
negative correlates with TERT significantly (» = —0.65,
95% CI =—0.85-0.27; p = 0.003). We further examined
the relation between GABPA and every GABPB isoform.
We found positive correlated relationship between GABPA
and GABPBI (= 0.6, 95% CI = 0.06-0.91; p = 0.035),
GABPBI-L (r=0, 8, 95% CI = 0.56-0.97; p = 0.0008)
and GABPBI-S (» = 0.6, 95% CI = 0.02-0.9; p = 0.045)
in primary glioblastomas (Figure 4).

DISCUSSION

Cancer cells can replicate continuously overcoming
normal cell death. One of the mechanisms contributing
in immortalization and limitless progression is the

maintenance of the telomere endings of the chromosomes.
Most of the malignant cells achieve it through
upregulation of telomerase and fewer by an alternative
lengthening of telomeres (ALT) [25]. The expression of
TERT can be regulated by many molecular mechanisms
such as transacting factors, epigenetic modifications and
genetic promoter alterations which affect the activation
of telomerase [26]. In this study, we presented that TERT
mRNA expression levels are the highest in the primary
glioblastomas compared to normal brain tissue. Similar
data, regarding TERT gene expression on mRNA in
prim. GBM have been previously described highlighting
the positive association between expressional status and
telomerase activity and suggesting that the promoter
mutations are the major regulators of TERT expression
[15, 27-29]. On the other hand, a common single
nucleotide polymorphism, rs2853669 A>C, located at -246
bp upstream of the ATG start codon within a preexisting
Ets2 binding site of the promoter which can be found in
numerous GBMs, seems to cause a two-fold reduction
of TERT transcription by disrupting the binding position
[31, 32]. Both regulatory pathways have an impact
on survival status where promoter mutations reduce
overall survival compared to wild type (median 11-12
vs. 20 months) while in co-existence with the C-variant
of 12853669, the survival is shortened to 8—-12 months
[30]. In addition, the recurrent prim. GBMs of our cohort
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Figure 2: Comparison of TERT, GAPBA, GAPB1, GABPB1-L, GABPB1-S and GABPB2 mRNA expression levels
between low grade (WHO II) and high grade gliomas (WHO III and secondary glioblastomas). (A) Overexpression of
TERT in high grade gliomas. (B-E) Increased levels of GABPA, GAPB1, GABPB1-L., GABPBI1-S in high grades. (F) GABPB2 shows
no significant difference. Columns display the mean values and error bars the standard deviation. Statistical significance is marked with “p

<0.05, ""p<0.001 and """p < 0.0001, n.s.: no significance.
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which have undergone chemotherapy, in most cases
temozolomide, showed also elevated TERT levels. This
data could provide proof of persisting TERT and other
genomic alterations from primary to recurrent GBM as
well as unstoppable cellular replication through telomere
maintenance [10, 33]. Moreover, the transcription of
TERT in a cohort of low grade gliomas and sec. GBM
showed significant downregulation whereas grade III
gliomas did not present any difference compared to the
control. This could be explained due to the fewer amount
of grade II (44%), III gliomas (60%) and sec. GBMs
(28%) harboring TERT promoter mutations and therefore
decreased transcriptional activation [14, 34, 35].

As we described before, the two somatic mutations
in the promoter region of TERT create a de novo binding
motif for GABP [16]. Analysis of the GABP structure
reveals a multimeric complex consisting of GABPA and
GABPB, two different proteins with different function,
but both necessary components to create a functional,
unique among the Ets family, transcription factor [18].
GABP as a tetrameric protein has been found to regulate
lineage-restricted genes well defined in myeloid cells
[36], to participate in cell cycle control while both
molecule components can be found widely expressed in
liver, muscle and brain cells [37]. The proof, that GABP

is recruited to the hotspot mutations of the promoter,
thus reactivating and inducing TERT expression in
glioblastoma cell lines, gave a significant role to GABP
as an transcription regulator in a TERT dependent manner
and provides evidence of specific cancer interaction in
the promoter core which may lead to limitless replication
[17]. Many molecular alterations have been found to
occur during gliomagenesis and glioma progression.
Isocitrate dehydrogenase 1/2 (IDH1/2) mutations occur
at 70% of grade II and III gliomas as an early event with
better prognostic survival [3]. Secondary GBMs seem to
have more than 80% of IDHI mutations indicating the
progression from diffuse gliomas and primary GBMs
harbor fewer than 5% of IDH1 missense mutations and are
identified as de novo tumors [5]. TP53 mutations in 94%
and loss of a-thalassemia/mental-retardation-syndrome-
X-linked (ATRX) in 33% of IDH mutant astrocytomas
grade II/IIT and 1p/19q codeletions with IDH mutations
classify the diffuse and anaplastic oligodendrogliomas
[38—40]. We are the first to present an upregulation of
all GABP components in the different glioma grades
and GABPA, -B1, -B1-L, -B1-S are gradually expressed
during malignancy progression from lower to higher grade
while the most expression is observed in the sec. GBMs.
This data may suggest that the different GABP proteins
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Figure 3: TERT and GABPA/B isoforms mRNA expressional status between primary and secondary glioblastomas
with and without chemotherapy. (A) TERT is overexpressed in primary glioblastomas with p < 0.0001. (B) GABPBI is highly
expressed in secondary glioblastomas, p = 0.043. (C-F) No significant difference in GABPA, GABPB1-L, GABPBI-S and GABPB2.
Columns display the mean values and error bars the standard deviation. Statistical significance is marked with *p < 0.05 and """p < 0.0001,

n.s.: no significance.
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could be new glioma specific markers of carcinogenesis.
GABPB isoforms can heterodimerize with GABPA and
function as dimers while all component interact with each
other and can be modulated by different proteins which
could affect their expression [36]. This can be confirmed
also by our studies where the expression of GAPBA
and GABPB isoforms positive correlates in the prim.
GBMs. Furthermore, GABPA/B1, B1-L, BI-S proteins
in the primary GBMs of our cohort exhibit a significant
upregulation compared to the normal brain tissue which
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can confirm at some point the finding of Mancini et al.
He proved, that the BIL isoform is the main regulator
of TERT expression in promoter mutated glioblastomas
and there is a positive association between TERT and
BI1L mRNA expression, unlike our correlation results
[22]. At this point it should be mentioned, that we did not
investigate the samples for the mutational status of TERT
promoter. Also, another important finding of Mancini
and his group was that siRNA inhibition of BI1L leads to
reduction of TERT expression, thus inducing telomeric
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Figure 4: Correlation of TERT vs. GABPB1/-S and GABPB1, GABPB1-L, GABPBI1-S and GABPB2 vs. GABPBA
mRNA expression in gliomas. Black line indicates trend-line and Pearson’s rank order correlation was used to generate Pearson rho
and p-values for each correlation. (A) No correlation between TERT and moreover, in primary glioblastomas (» = 0.18). (B) negative linear
correlation between TERT and in addition, in grade III gliomas (» = —0.65, p = 0.003). (C-E) GABPA correlates positive with GABPBI,
GABPBI-L and GABPBI-S in primary glioblastomas with p = 0.035, 0.0008 and 0.045, respectively. (F) GABPA and GABPB2 have the
tendency to slightly positive correlate in primary glioblastomas, without any statistical significance, n.s.: no significance.
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Table 1: Oligosequences for primers

Protein Oligoname  Function Sequence 5'—3' Sequence 3'—5’
(Forward) (Reverse)
Telomerase reverse TERT Catalytic enzyme of CGGCGACATGGAGAACAAG CCAACAAGAAATCATCCACCAAA
transcriptase telomerase
GA-binding protein A GABPA Transcription factor ~ CCTGAACTGGTTGCACAGAA ACAAATCATGTCCCCAICG
GA-binding protein B1 GABPBI Transcription factor ~ GGCTGAAGCGCTAGAAATGG GGAGAGAGGGGAAAGAGGGT
GA-binding protein Bl Long ~ GABPBI1-L  Transcription factor =~ AACCAGTGGAATTGGTCAGC TGTAGGCCTCTGCTTCCTGT
isoform
GA-binding protein Bl Short ~ GABPBI1-S  Transcription factor ~ AACCAGTGGAATTGGTCAGC ACCGGGTAAAAGACTCCTTAC
isoform
GA-binding protein B2 GABPB2 Transcription factor ~ AGCAAGTAATGGGGAGTGGA AACCTTACCAGCAGGTACAG

loss and cellular death [22]. Our findings propose that
chemotherapy treatment in sec. GBMs decreases GABPB1
and GABPBIL mRNA levels and it could be used as a
potential therapeutical approach together with targeting
therapy in TERT and GABP dependent glioblastomas.

MATERIALS AND METHODS

Patients

For this study we obtained the surgical specimen
from 80 patients that had been treated at the Department
of Neurosurgery of the University Hospital of Cologne
from 1990 to 2012. We analyzed 70 tumor tissue
samples altogether. Ten patients were followed for
progression during the disease. Each sample was than
histopathologically graded according to the WHO
classification of the CNS tumors 2016 [23] from two
independent neuropathologists. All patients gave their
informed written consent to use the samples as stated by
the Declaration of Helsinki and the study was approved
by the local ethic committee of the University of Cologne
(Application No. 03-170).

Glioma samples

The tumor samples were extracted during
neurosurgery and snap-frozen in liquid nitrogen at —80°C
and stored at our tumor bank after the neuropathologist’s
examination and prior to the RNA isolation. Ten
micrometers cryostat sections were taken of each sample
and stained with hematoxylin & ecosin. Each group
consists of ten tissue samples and peritumoral tissue free
of tumoral cells was used as the control.

RNA extraction, cDNA synthesis and primers

RNA was isolated from the fresh frozen tissue
using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
The quantity and purity of the isolated RNA was assessed
spectrophotometrically at 260 and 280 nm. The cDNA-
synthetization was performed with QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany). The

primers for telomerase reverse transcriptase (TERT) and
the GA-binding protein A and B isoforms (GABPA/B
isoforms) were designed and purchased from Eurofins,
Genomics (Ebensberg, Germany). We used the succinate
dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein variant
(SDHA) as the housekeeping gene [24] (QuantiTect
PrimerAssay; Qiagen, Hilden, Germany) (Table 1).

Quantitative real time-PCR

The quantitative real time polymerase chain reaction
was done in triplicates. We used the final volume of 20 pl
consisting of 1x Rotor Gene SYBR Green PCR Kit (Qiagen,
Hilden, Germany), 10 ul Master Mix (Qiagen, Hilden,
Germany), 5 pl of each primer and 5 pl of cDNA diluted
in 1:50. The amplification was performed on a Rotor-Gene
Q cycler (Qiagen, Hilden, Germany) in a two-step cycling
protocol and the cycling conditions are the following: initial
denaturation for 5 min in 95°C, followed by 95°C for 5 sec,
followed by 60°C for 10 sec, each 35-45 cycles depending
on the gene. After each run a melting curve was added.

Statistical analysis

The analysis was performed using Graph Pad, Prism
Version 8 (La Jolla, San Diego, California, USA). To
determine the significant differences between the groups,
we used the Kruskal-Wallis-Test as a non-parametric
alternative to one-way Analysis of variance (ANOVA).
Mann-Whitney-U Test was carried out to compare the
mRNA expression levels between the different glioma
groups and the control subjects by not normally distributed
variables. To measure the linear relationship between
TERT and GABPA/B isoforms, Pearson’s correlation
was performed. P-value of 0.05 or smaller was set as the
statistically significant level.

CONCLUSIONS

In conclusion, the present study confirms the
transcriptional status of TERT which is upregulated in
the prim. GBMs while the other glioma grades exhibit
no elevated activation. We further expanded our analysis
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by investigating all molecular components of GABP and
proved their enhanced expression among the glioma grades
which exhibit a similar pattern of activation. We therefore
can propose that GABP might be a potential biomarker in
glioma classification, but further investigations must be
made in order to elucidate the actual relationship between
TERT and GABPA/B isoforms in gliomas, aiming for
targeted therapy in the future.
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4. DISKUSSION

4.1. Interpretation der Ergebnisse

Die Tumorzellen sind charakterisiert durch eine ununterbrochene Verlangerung der Telomere.
Diese sind direkt verbunden mit der Onkogenese. Viele zellulare Prozesse sind involviert in der
Verlangerung der chromosomalen Enden und Replikation der malignen Zellen 7%, Einer der
wichtigsten vorgestellten Mechanismen ist die Telomerase, welche mit den genetischen und
transkriptionalen Veranderungen im TERT assoziiert ist °. In dieser publizierten wissenschaftlichen
Arbeit, wurde durch die Untersuchung des transkriptionalen Status von TERT in allen WHO Graden
der Gliome bewiesen, dass die mRNA von TERT im Vergleich zu den peripheren, gesunden
Hirngewebe zumeist in den prim. GBM exprimiert wird . Dies bestatigen auch aktuelle Studien,
welche die Mutationen im Promoter von TERT als den fihrenden Regulationsmechanismus fir die
Uberexpression von TERT und die gesteigerte enzymatischen Aktivitat in den prim. GBM
prasentieren 79818396 Dje mMRNA TERT Expression kann auch in Gliomen mit Wildtyp-Promoter
erhoht sein. Somit werden alternative Prozesse fir die Regulation der Expression von TERT
angeboten °’. Dazu gehoren epigenetische Faktoren, wie die Methylierung von pTERT und
Modifikation der Histone, die molekulare Steuerung durch Transkriptionsfaktoren und
chromosomale Veranderungen .

Ein weiterer Mechanismus mit potenziellem Einfluss auf die TERT Expression als mdégliche
Alternative fir Telomerase-unabhangige Erhaltung der Telomere, ist der sog. alternative
lenghthening of telomeres (ALT) ®’. ALT ist charakterisiert durch eine homologe Rekombination der
Telomere in Tumorzellen, die keine Telomerase Aktivitat aufweisen. Ca. 11% der prim. GBM und
20% der Oligodendrogliome zeigen einen ALT positiven Phanotyp 1%, Eine positive Korrelation
zwischen ALT und die gleichzeitige Veranderungen im ATRX wurden bereits bewiesen %1, Wie
schon beschrieben, schlieen ATRX und pTERT Mutationen sich gegenseitig aus. Demnach
konnte die Prasenz von ALT/ATRX Veranderungen entsprechend die Aktivierung der Telomerase
in den Gliomen beeinflussen, was bereits Gegenstand weiterer Forschungen ist 75777980,

Auf der anderen Seite, befindet sich ein unter den Tumorzellen sehr verbreiter SNP mit der
Bezeichnung rs2853669 (oder T349C), auf der Stelle 1,295,349 des Chromosoms 5, -245 Bp von
dem ATG Startcodon von TERT entfernt 1°2, Seine Prasenz verusacht eine Umwandlung von T zu
C (oder A zu G) und unterbricht eine préaformierte Bindungsposition des Transkriptionsfaktors
Ets 2 der Ets Familie an dieser Stelle '°2, In den GBM weisen ca. 66,6% diesen
Polymorphismus im pTERT auf, mit einer unterschiedlichen Distribution zwischen den Homo-
und Heterozygoten C-Allel. Diese zeigen eine zweifache Reduktion der Expression von TERT
bei gleichzeitiger Prasenz von C228T oder C250T Mutationen, was als Hinweis auf einen
entgegenwirkenden Mechanismus in den TERT abhangigen Gliomen gesehen werden
kann’®193 Wahrend der Nachweis von rs2853669 in den pTERT mutierten Blasenkarzinome

einen positiven prognostischen Effekt hat, fuhrt die Prdsenz des Polymorphismus zu einer
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deutlichen Reduktion der Uberlebensrate auf ca. 8,2 Monate in den prim. GBM, mit weiterhin
kontroverse Ergebnisse beziiglich der Prognose 102:104.105,

Wie bereits beschrieben, entstehen wéhrend der Gliomagenese viele Mutationen, die zur
Progression fiihren und in den Rezidiven nachweisbar sind °. In dieser Studie, wurden die
Untersuchungen erweitert und es konnte gezeigt werden, dass die prim. GBM mit
chemotherapeutischer Behandlung, meistens TMZ, ebenfalls eine signifikante Erhéhung der
TERT Expression aufweisen %. Die aktuelle Studienlage beweist, dass die pTERT Mutationen stabil,
wahrend der Progression von prim. GBM in den Rezidiven, sind und spater im Verlauf der
Onkogenese entstehen 16197 Das kénnte die erhdhte TERT Expression in der Kohorte der Rezidiven
dieser Studie erklaren und Hinweise auf weitere persistierende, molekulare Mechanismen mit
Einfluss auf die Regulation von TERT geben . Experimentelle Ergebnisse berichten ebenfalls
Uber eine erhohte Transkription von TERT, nach in vitro TMZ-Behandlung und hypoxischen
Bedingungen 1%,

Anders sieht es in den niedrig- und hoch-gradigen Gliomen dieser Studie aus. Die Grad Il Gliome
sowie die sek. GBM und deren Rezidive mit TMZ-Behandlung zeigen eine signifikant niedrige
MRNA Expression, wahrend die Grad Ill Gliome keinen besonderen Unterschied zu dem
peritumoralen Gewebe aufweisen °. Dies konnte durch die geringe Anzahl an Grad II, Grad Il
Gliome und sek. GBM mit pTERT Mutationen erklart werden, die dementsprechend zu einer
verminderten transkriptionalen Aktivierung ftihren 7678,

Die zwei somatischen Punktmutationen im pTERT der GBM erstellen eine besondere Sequenz und
durch die genaue Bindung von GABP an dem Promoter wird die Trankskription von TERT
gesteigert %, Diese Entdeckung zeigt die besondere Rolle von GABP in den pTERT mutierten,
abhangigen Gliomen. GABP ist der einzige unter der Ets-Familie, der als Dimer oder Tetramer
funktionieren kann und stellt einen Proteinkomplex aus den zwei funktionell unterschiedlichen
Einheiten, das GABPA und das GABPB, dar . In dieser Arbeit, wurde die Expression der
einzelnen GABPA/B Proteine in den Gliomen untersucht. Diesbezlglich zeigte sich eine
Uberexpression von GABPA, -B1, -B1 - L und -B1 - S, wahrend der malignen Progression der Gliome
von niedrig- zu hoch-gradigen, mit der meisten Expression in den sek. GBM . Soweit bekannt,
prasentiert diese Studie zum ersten Mal die GABPA/B-Isoformen als potenzielle Marker der
Progression in der Gliomagenese. Wie bereits erwahnt, muss GABPA mit den GABPB-Isoformen
Heterodimere bilden, um eine volle Funktion auszutben. Die einzelnen GABPB Proteine, aulRer -B1
- S, kdnnen untereinander interagieren und Homodimere bilden 8899 Dies koénnte einerseits die
positive lineare Korrelation zwischen GABPA und alle GABPB Isoformen in den prim. GBM dieser
Studie erklaren und andererseits, Hinweise auf weitere molekulare Mechanismen geben, die die
Expression der GABP Einheiten steuern kénnen 87,

In den prim. GBM mit und ohne Behandlung dieser Arbeit, zeigt sich ebenfalls eine gesteigerte
Expression von GABPA, -B1, -B1 - L und -B1 - S %. Bell et al. betonten die besondere Funktion
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von GABPA als den sensitivsten unter der Ets Familie, der speziell an pTERT Mutationen bindet
und die GABPB Proteine in den GBM rekrutiert, wahrend weitere Studien Uber die potenzielle
onkogene Eigenschaften von GABPA in den Tumorzellen berichten %31, In seine Untersuchungen,
fuhrte die siRNA knockdown von GABPA zur Reduktion der TERT Expression und prasentiert
GABPA als den wichtigen Faktor fur die gesteigerte TERT Transkription . Auf der anderen Seite,
weisen Mancini et al. das GABPBL - L als den wichtigen Regulator der TERT Expression in den
Promoter mutierten GBM mit signifikante positiver Korrelation zwischen deren mRNA und
fehlende Korrelation zwischen TERT und GABPB1 - S, -B2 nach, was wiederrum die
Ergebnisse dieser Studie teilweise bestatigen °4°. Dartber hinaus wurde, auch in den
Zelllinien des hepatozellularen Karzinoms das gleiche Prinzip bestétigt. Hier diente die
Rekrutierung von den GABPA/B-Isoformen, in den mutierten pTERT und die Uberexpression von
GABPB1 in diesen Zellen, als Hinweis auf einen Pathomechanismus, der ubiquitdr in den
unterschiedlichen Tumorzellpopulationen vorkommen konnte 10,

Die chemotherapeutisch behandelte sek. GBM, in allen Fallen dieser Arbeit TMZ, zeigten eine
signifikante Reduktion der GABPB1 und -B1 - L Expression im Vergleich zu den sek. GBM ohne
Behandlung ®. Zusatzlich, in weiteren Studien fihrte die in vivo Behandlung der pTERT-
mutierten GBM mit GABPB1 - L siRNA zu einer verminderten Expression von TERT und zum
Verlust der Telomere, welcher Mechanismus die zellulare Apoptose induzierte °. Andere
Forschungsgruppen haben versucht, mittels clustered regularly interspaced short palindromic
repeats (CRISP), die Punktmutationen im Promoter zu korrigieren und mit Adenovirus-basierter
Therapie die pTERT mutierte GBM zu behandeln, ein Versuch mit vielversprechenden Resultaten
111 Unsere Ergebnisse, prasentieren TMZ als eine potenzielle Chemotherapie, die in Kombination
mit gezielter Protein-Blockade in GABPA/B und pTERT abhangigen Gliomen eingesezt werden

kann.

4.2. Limitationen

Diese wissenschaftliche Arbeit fokussiert auf die mMRNA Expression von TERT und der GABPA/B-
Isoformen in allen Gliom-Graden, deren Zusammenhang untersucht wurde. Die wichtige Rolle der
Mutationen im Promoter von TERT wurde bereits ebenso betont, wie auch die Assoziation des
pPTERT Status mit der mRNA Expression. In der vorliegenden Arbeit wurden die einzelnen
Punktmutationen im pTERT in den Gliomen und deren Verkniipfung mit den GABPA/B Proteine
nicht identifiziert. Ebenfalls, wird nicht zwischen astrozytaren- und oligodendroglialen Phénotyp

differenziert. Zudem werden die Gliome nur anhand der WHO Klassifikation gruppie
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