Zusammenfassung der Dissertation von Frau Dr. K. Kieselbach mit dem Thema:
»Charakterisierung des TP53- Signalweges an klinisch —-molekularbiologisch
definierten Glioblastom- Subtypen”

Das Glioblastom weist trotz multimodaler Therapieformen eine infauste Prognose mit
mittleren Uberlebenszeiten von weniger als 12 Monaten auf. Detailliertere Erkenntnisse
zur Struktur von Glioblastom - Subgruppen bergen die Hoffnung auf gezielte und
individualisierte Therapiestrategien. Glioblastome kénnen sowohl klinisch — anamnestisch
als auch molekulargenetisch in mindestens zwei Subgruppen — primare und sekundére
Glioblastome - unterteilt werden. Sekundare Glioblastome weisen hauptséchlich
Mutationen des TP53 — Gens auf, wahrend primare Glioblastome in nur wenigen Fallen
TP53 — Veradnderungen zeigen. Letztere sind dagegen vorwiegend durch eine
Amplifikation und Uberexpression des EGF-R — Gens und eine Deletion von Chromosom
10 gekennzeichnet.

Die Untersuchung des TP53 — Signalweges bei primaren Glioblastomen, die trotz eines
intakten TP53 — Gens einen offensichtlichen Defekt aufweisen, wurde in Beziehung zu
der der sekundaren Glioblastomen gesetzt. Die Subklassifizierung anhand von TP53 —
Mutationen allein ist jedoch umstritten. Sie wurde daher in der vorliegenden Arbeit in
einen funktionellen Zusammenhang mit TP53 — Regulatoren (ATM und HDM-2) als auch

TP53 - Effektoren auf Reparaturebene (p21VAT/CPt

und gadd45) und Apoptoseebene
(bax, bcl-x, und bcl-2) gebracht. Die Uberprifung einer Subklassifizierung der
untersuchten glialen Tumore in klinisch — molekularbiologischer Hinsicht, als auch die
Charakterisierung der Tumoren anhand des TP53 — Signalweges, stellte das Ziel der
durchgefuhrten Untersuchungen dar. Die Entwicklung eines Priméarzellkulturmodells
diente dabei als Basis.

Klinisch konnten die 32 untersuchten Tumore in 17 primdre und 13 sekundare
Glioblastome sowie 2 Mischgliome subgruppiert werden. Sekundare Glioblastome zeigten
eine signifikant verlangerte Anamnesedauer, Uberlebenszeit und progressionsfreies
Intervall. Zusatzlich wiesen sie ein deutlich niedrigeres mittleres Erkrankungsalter und
einen gunstigeren KPS auf. Ein Zusammenhang des KPS mit einer langeren
Uberlebenszeit bestand nicht. Die Beurteilung der tumorbezogenen Einflussfaktoren
ergab ein Uberwiegen der Epilepsie als Erstsymptom bei sekundaren Glioblastomen.
Eine Pradominanz der Tumorlokalisation war nicht festzustellen. Primére Glioblastome
konnten als besonders grof3volumige Tumore bei vorwiegend ischamisch - nekrotischem
Aspekt identifiziert werden. Bezlglich der therapiebezogenen Einflussfaktoren fiel ein
groBerer Resttumoranteil in der Gruppe der primaren Glioblastome auf.
Interessanterweise konnte im Rahmen der Rezidivoperationen von priméaren

Glioblastompatienten eine Tendenz zu einer Verlangerung des rezidivfreien Intervalls und



der Uberlebenszeit im Vergleich zu sekundaren Glioblastompatienten beobachtet werden.
Mogliche weitere  Subgruppierungen wurden fur Gliome, die eine direkten
Tumorprogression vom Astrozytom WHO °Il zum Glioblastom durchlaufen haben, fur ein
gemistozytisch — differenziertes malignisiertes Astrozytom und ein oligoastroglial —

differenziertes Glioblastom diskutiert. Molekulargenetisch wurden 21 Gliomzellkulturen
untersucht und in drei Gruppen unterteilt: 11 primare ,de novo* Glioblastome (Gruppe 1),
3 sekundéare Glioblastome (Gruppe 2) und 5 Astrozytome mit histologisch —
anamnestischer bzw. radiologisch — anamnestischer Malignisierung (Gruppe 2(A)) sowie
2 oligoastrozytare Tumore (Gruppe 3). Das Vorliegen einer TP53 — Mutation konnte als
TrenngroRe zwischen primaren und sekundaren Glioblastomen bzw. Astrozytomen
bestatigt werden. Trotz intakten P53 — Gens bei primaren Glioblastomen konnte in ca. 50
% der Falle sowonhl fur primére als auch sekundéare Glioblastome eine Stabilisierung des
p53 — Proteins nachgewiesen werden. Die Stabilisierung von p53 durch eine Amplifikation
des HDM-2 — Gens oder von mdm2 — SpleiBvarianten wurde diskutiert. Als weiterer
Regulator der p53 — Protein — Stabilisierung wurde ATM von allen Glioblastomen kraftig
exprimiert. Auffallig war eine schwache ATM - Expression bei 60 % der
Astrozytomzellkulturen. Fur 2/3 der sekundaren Glioblastome war eine p21WAFYCPL
Uberexpression bei fehlender p53 — Proteinstabilisierung nachweisbar, was auf

alternative Induktionswege fir p21WAFY/ciPt

schlie3en lasst. Fur gadd45 wurde sowohl die
Moglichkeit einer Aktivierung als auch Inhibierung durch p53 aufgezeigt. Fur sekundére
Glioblastome wurde eine

20 % resp. 50 % hohere Expression von p21WAFH/ciet

bzw. gadd45 im Vergleich zu
primaren Glioblastomen beobachtet, eine konkurrierende Situation beider Effektoren ist
wahrscheinlich. Fir den pro — apoptotischen Regulator Bax wurden sowohl eine
zusatzliche anti — apoptotische Wirkung als auch p53 — unabhéangige Aktivierungswege in
Erwégung gezogen. Die anti — apoptotischen Gene Bcl-2 und Bcl-x. wurden von 80 % der
primaren Glioblastome Uberexprimiert, wohingegen bei sekundaren Glioblastomen eine
allgemein schwache Expression von bcl-2 und in 40 % eine negative Expression von bcl-
x. auffiel. Eine Korrelation der molekulargenetischen mit der Kklinischen
Subgruppenstruktur war mittels Clusteranalyse fur die primaren Glioblastome und die
Gruppe der Astrozytome tendenziell moglich. Die  molekulargenetischen
Trennungskriterien betrafen dabei neben Verdnderungen des TP53 — Gens das HDM-2 —
Gens, das p53 — Protein und die bcl-2 — Expression.

Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse die Madglichkeit einer klinisch —
anamnestischen, aber auch einer molekularbiologisch basierten Subtypisierung von
Glioblastomen in zwei Hauptgruppen. Die Mutation des TP53 — Gens konnte als primar
trennender Faktor identifiziert werden. Veranderungen des p53 — Proteins — auch bei



fehlender Genmutation — sowie des Regulatorgens HDM-2 und der Effektoren auf
Reparatur- und Apoptoseebene konnten ebenfalls zur Differenzierung der beiden
Gruppen beitragen. Der Rickschluss von molekulargenetischen Parametern auf die
klinisch definierten Subgruppen gelang statistisch nur begrenzt. Eine klare Definition von
Glioblastomsubgruppen gemald klinischer, histologischer und molekulargenetischer
Parameter ist zu fordern, bedingt jedoch weitere Untersuchungen an gréReren

Patientengruppen sowie eine umfassende molekularbiologische Charakterisierung.
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