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Abstract. T�� �������������� ��������� ����� ������� ����-T�� �������������� ��������� ����� ������� ����-
������m� (GBM) c���� ��� ���m�� �um�� ����� c���� ���� 
��v��������� �� ������m�� ������� �������� ��� ������� �����-
�c���� ������k �������� ��� ��� �������������� ��������� �����. 
GSE12657 ��� GSE42656 ���� c����, ���c� c������ ���� 
expression profile of GBM were obtained from Gene Expression 
Om��u� (GEO) �������� �� N������� C����� ��� B����c������� 
I����m����� (NCBI). T�� ‘��mm�’ ���� ��ck�� �� ‘R’ �������� 
��� u��� �� �����z� ��� �������������� ��������� ����� �� ��� 
��� ���� c����, ��� ���� ����������� ��� ������m�� u���� 
‘R��u��R��kA�����’ ��ck���. F������, �����m�� �������� ��� 
u��� ��� ����m�� �������� ��� C����c���, DAVID, STRING 
��� KOBAS ���� u��� ��� �������-������� ������c����, G��� 
O������� (GO) ��� KEGG ��������. A� ���u���: �) 702 ������-
entially expressed genes were identified in GSE12657, among 
����� �����, 548 ���� �������c����� u����u����� ��� 154 
were significantly downregulated (p<0.01, fold-change >1), 
��� 1,854 �������������� ��������� ����� ���� ���������� 
�� GSE42656, �m��� ��� �����, 1,068 ���� �������c����� 
upregulated and 786 were significantly downregulated (p<0.01, 
fold-change >1). A total of 167 differentially expressed genes 
��c�u���� 100 u����u����� ����� ��� 67 �������u����� ����� 
were identified after gene integration, and the genes showed 
�������c����� ��������� ���������� ��v��� �� GBM c�m����� 
with normal human brain cells (p<0.05). ii) Interactions 
������� ��� ������� ����uc�� �� 101 �������������� ��������� 
genes were identified using STRING and expression network 
was established. A key gene, called CALM3, was identified 
�� C����c��� ��������. ���) GO ����c�m��� �������� ������ 
���� �������������� ��������� ����� ���� m����� ����c��� �� 
‘��u�������m�����:����um ��m������ �c��v���’ ��� ‘��u�������-
m����� ����������� �c��v���’, ���c� c�� ����c� ��� �c��v��� �� 

��u�������m����� ��������������. KEGG ������� �������� 
������ ���� ��� �������������� ��������� ����� ���� m����� 
����c��� �� ‘������� ���c������ �� ��������m�c ����cu�um’, 
���c� c�� ����c� ������� ���c� ����� �� ��������m�c ����cu�um. 
T�� ���u��� ������ ����: �) 167 �������������� ��������� ����� 
���� ���������� ���m ��� ���� c���� ����� �����������; ��� 
��) ������� ������c���� ������k ��� �����������, ��� GO ��� 
KEGG ������� �������� ���� �ucc����u��� ������m�� �� ����-
���� ��� �������� ��� k�� ����, ���c� ���v��� ��� �������� ��� 
��� ��u���� �� GBN �� ���� ��v��.

Introduction

A� ��� m��� m�������� ���� �� �����c���c �um���, ��� ��cu�-
���c� ��� m�������� ����� �� GBM ��� �����m��� ���� (1). 
S�u���� ��v� ��u�� ���� ��� m���cu��� m�c�����m� �� ���m��� 
����������m� (GBM) ��� ��c������ GBM ���� ��������� (2). 
P��m��� GBM �� c�u��� �� ��� �v������������ �� ������m�� 
������ ��c��� ��c����� (EGFR), ����� ��c������ GBM �� 
c�u��� �� ��� mu������� �� �53 (3). Du� �� ��� ������������ 
���������� �� � ����� �um��� �� ����� �� GBM, c��v�������� 
���m���cu��� m������ c����� �� u��� �� ��m�������� ��� 
pathogenesis of GBM. Gene expression profile chip, which 
c�� m���u�� ��� ���������� ��v��� �� � ����� �um��� �� �����, 
�� �� ����� ������c� ��� ��� �������� �� m���cu��� m�c�����m 
�� GBM (4). I� ��c��� �����, m��� ��� m��� ���� ���������� 
profile data become available, and the use of bioinformatics 
to analyze gene expression profile data has become a new 
������c� ������� (5). I� ���� ��u��, ��������m���c� m������ 
were used to analyze the data of gene expression profiles with 
�� ����c������ �� �����z��� ��� �������������� ��������� ����� 
������� GBN ��� ���m�� �um�� ����� c����, �� �� �� ���v��� 
��� �������� ��� ��� ��u���� �� ��� ������������ �� GBM.

Materials and methods

Gene expression profile data. D��� �� ���� c��� GSE12657 
��� GSE42656 ���� �������� ���m GEO ��������. GSE12657 
��� ���m N�u����������� �� ��� D�����m��� �� M���c��� �� 
Im������ C������ L����� ���� 7 c���� �� GBM �������� �� 
������m����� ���u� ��� 5 c���� �� ���m�� ��m���� �� � c������ 
���u�. GSE42656 ��� ���m N�u���c���c� ��� T��um� �� 
B���� ��� ��� L����� Sc���� �� M���c��� ��� D�������� ���� 
5 c���� �� GBM �������� �� ������m����� ���u� ��� 8 c���� �� 
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���m�� ��m���� �� � c������ ���u�. T��� ��u�� ��� �����v�� �� 
��� E���c� C�mm����� �� X�������� N�. 1 P�����'� H�������, 
Hu��� U��v������ �� M���c���. S����� ������� �����m�� c���-
���� ���� �������� ���m ��� �������� ���/�� �u�������.

Raw data preprocessing and screening and integration of differ-
entially expressed genes. A���m����� E��������� C������ ��� 
RMA ��������m ���� u��� ��� qu����� c������, ���������z����� 
��� ���2 c��v������ ��� ��� ��� ���� �� ���� c����. M�c������� 
���� �������� ��ck��� (L����� M����� ��� M�c������� D���, 
L�mm�) �� ‘R’ �������� ��� u��� �� �c���� ��� �������������� 
��������� ����� ���m ��� ���� �� ��� ���� c����. G��� �������-
tion of differentially expressed genes identified from two gene 
c���� ��� ������m�� u���� R��u��R��kA�����.

Gene Ontology (GO) enrichment analysis. DAVID ��� ��� 
��u�-�� u��� ‘B����’ �� C����c��� �������� (S�� D����, CA, 
USA) ���� u��� ��� GO ����c�m��� �������� ��� �u�c������ 
���������� ����� ���� �����������. D������� ��� A���������, 
V��u���z����� ��� I���������� D��c�v��� (DAVID) ��������, 
DAVID ������k �������� (NIH, B�������, MD, USA) c������� 
��m��� ��� m�j�� �u���c ��������m���c� ����u�c��. DAVID c�� 
�� u��� �� �������� ����-������� �������c�� m�c�����m� u���� 
���������z�� ���� ���m�������.

DAVID k�������� ���� �� �������� �� ��c������� ����-����u-
���u� ���� �u�c������ ��������. DAVID ���v���� � ���� ����� 
�� �����������u� ���������� ���� �� � c�������z�� ��c����� ��� � 
��v�� ���� ����. DAVID ����c��� ��� �������c�� �����m����� ��� 

����v��u�� �����. DAVID k�������� ���� c�� �� ���������� 
���m ��� ��������� �������: �����://��v��.�c��c��.��v/.

KEGG pathway analysis. KEGG ������� �������� ��� 
�u�c������ ���������� ��� �������������� ��������� ���� ���� 
������m�� u���� KOBAS 3.0 �������� (P�k��� U��v������, 
B��j���, C����).

KOBAS �� ��� ����� �������� �� u�� ��� ��������m����c 
distribution method to determine the significance of pathway 
����c�m���. KOBAS ��� ���� �ucc����u��� u��� �� ��� ��u�� 
�� ��������� �������m� �uc� �� ������, ���m��� ��� ��c�����. 
KOBAS ���v�� c�� �� �cc����� �� �����://k����.c��.�ku.��u.c�.

Protein interaction network analysis. STRING �������� 
(STRING 10.0; Eu������ M���cu��� B������ L���������,  
H���������, G��m���) ��� u��� �� �����z� ��� �������-������� 
������c���� (PPI) �� �������������� ��������� �����. PPI ������ 
�� ��� ���m��� �� ������� c�m���� �� ��� �� m��� ������� 
m���cu��� ����u�� ���-c�v����� �����. STRING c�� �� 
�cc����� �� �����://������-��.���/.

Results

Screening of differentially expressed genes. A ����� �� 
702 differentially expressed genes were identified from gene 
chip GSE12657, and 548 genes were significantly upregulated 
and 154 genes were significantly downregulated (p<0.01, 
fold-change >1). In gene chip GSE42656, 1,854 differentially 

F��u�� 1. R��u��� �� GO ����c�m���. A��c���� �� ��� ����c��� GO, ��� �������� �� ��� �um��� ��� ����� �� ��� �������������� ��������� �����. D�������� c����� 
��������� ��������� GO c������, ��m��� M���cu��� �u�c����, B������c�� ���c���, ��� C���u��� c�m������. GO, G��� O�������.
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��������� ����� ���� ����������, ��� 1,068 ����� ���� 
�������c����� u����u����� ��� 786 ����� ���� �������c����� 
downregulated (p<0.01, fold-change >1). After gene integration, 
167 �������������� ��������� ����� ��c�u���� 67 �������u����� 
genes and 100 upregulated genes were identified. Those genes 
������ �������c����� ��������� ���������� ��v��� �� GBM 
compared with normal human brain cells (p<0.05).

GO enrichment analysis. T�� ���� �� �������������� 
��������� ����� ��� �u�m����� �� DAVID B�������m���c� 
R���u�c� N�����k (�����://��v��.�c��c��.��v/) ���� OFFI-
CIAL-GENE-SYMBOL ��� G��� L��� ���� ����c���. A�� 
����� ����m����� ���� ����u��.

D������������� ��������� ����� ���� m����� ����c� �� 
‘��u�������m�����:����um ��m������ �c��v���’ ��� ‘��u�������-

m����� ����������� �c��v���’, ���c� c�� ����c� ��� �c��v��� �� 
��u�������m����� �������������� (F��. 1).

KEGG pathway analysis. KEGG ������� �������� ��� 
�u�c������ ���������� ���� ������m�� u���� KOBAS 3.0 
��������. F�u� k�� KEGG �������� ��c�u���: ‘D���m������c 
��������’, ‘MAPK ��������� �������’, ‘G��������� ��� ��c��-
�������� m��������m’ ��� ‘P������ ���c������ �� ��������m�c 
����cu�um’ (T���� I).

Protein interaction network analysis. T����� �u��������� 
proteins were identified through PPI analysis of STRING soft-
����. SNAP25, SYP, NAPA, TUBB2A ��� TUBB4A �������� 
���� ������v��� m��� �m�������. A� ��� m��� �m������� �������, 
CALM3 c����c��� 17 ����� (F���. 2 ��� 3).

F��u�� 2. T�� ������m �� ������� ������c���� ������k. C��c�� ���������� ��� ����, ��� ����� ��������� ��� ������� ������c���� ������� ��� �����, ��� ��� �����m�-
���� ������ ��� c��c�� ���c����� ������� ���uc�u��: �m��� �����, ������� �� u�k���� 3D ���uc�u��; ����� �����, ��m� 3D ���uc�u�� �� k���� �� �����c���; � ��� 
���� ����c���� ��� ������c� �� �u���� �v����c�; � ����� ����, ������������ �v����c�; � ��u� ����, c��cu����c� �v����c�; � �u���� ����, ������m����� �v����c�; � 
������ ����, ���� m����� �v����c�; � ����� ��u� ����, �������� �v����c�; � ���ck ����, c����������� �v����c�.
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Discussion

A� ��� m��� c�mm�� ��� m��� ��������v� ����u�� ����m� (6), 
GBM �� ��� m��� m�������� ���� �� �����c���c �um��. GBM 
��v����� ���m c����� ��� ����� ����������v� ��v����m���. 
GBM c�� ��mu������u��� ����c� ��v���� ����� (7). GBM �� 
c����c����z�� �� ������������� �� m���������, ������c� ��� 
���� ���������� (8). I� ��c��� �����, ���� ��� ����� ��v����-
ment of bioinformatics, the use of gene expression profiles to 
������� ��� ������������ ������� ���� ������������ ���������� 
��� ������� ��v����m��� ��� �����c��� m��� ��� m��� �����-
����. H���v��, ����� ���� ��v� ��� ���� c�m��������v��� 

��v��������� (9). I� ���� ��u��, ���� c��� ���� ���� u��� �� 
�������� ��� �������������� ���������� ����� ������� GBM ��� 
���m�� �um�� ����� c���� ����u�� ����c�m��� �������� ��� 
������� ������c���� �������� ���� ��� ����c������ �� ��������� 
��� ������������ �� GBM. A� ��� m��� c�mm�� ��������u� 
���m��� ����� �um�� �� ��u���, GBM ���������� ��� m��� 
c�mm�� ���� �� ����u�� ����m� (10). C������ B���� Tum�� 
R������� �� ��� U����� S����� (CBTRUS) �������� ���� GBM 
m����� ����c� �������� ������� 75 ��� 84 �����, ��� ��� ��c�-
���c� �� GBM ������� �� ��c������� ����� ��� ��c����c� �� 
����� m���� �� �v�� ������ (11). GBM �� ���� �� c������� ��� 
���� �cc�u�� ��� ~3% �� ��� ���m��� ����� ��� CNS �um���. 
The five-year survival rate is about 12% for children and less 
���� 5% ��� ��u��� (12). I� ����� �� ��� �c���v�m��� �� ��� 
�����m��� �� GBM, ��� �u�v�v�� ���� �� �������� �� ����� v��� 
��� (13). GBM ������ �� c������� c����� ��� ������ ������ 
��v����� �������, �� ��� c�u��� �� ������� �� ����� ��� �v����� 
�u�v�v�� ������ �� ���� ~14 m����� (14). W����u� �����m���, 
GBM �������� c����� �u�v�v� m��� ���� 2 m�����, �� ��� 
��v����m��� �� ����c��v� ��������� ��� �����m��� m������ 
�� ������ ������ (15). P��v��u� ��u���� ��v� ����� ���� ��� 
��v����m��� �� GBM �� v��� c�m���� ��� �� ������� �� ��� 
�����m�� ���������� �� �����-��c������ �� �um�� �u�������� 
�����, ���c� c�� ���� �� �����m�� �c��v����� �� ������u������ 
�� �����c���u��� ��������� �������� (16).

I� ���� ��u��, GEO �u���c �������� ��� u���. T�� ‘��mm�’ 
��ck��� ��� u��� �� �����z� ��� ��������� ����. A ����� 
�� 167 �������������� ��������� ����� ���� ����������. GO 
����c�m��� �������� ��� KEGG ������� �������� ������ ���� 
��� �������������� ��������� ����� ���� m����� ��v��v�� �� 
��u�������m����� ����������� �c��v���, ��u�������m�����:����um 
��m������ �c��v���, c���u��� ���c�����, ���u��: ����um 
��m������ �c��v���, m�������� ���c�����, ������� ���c������ 
�� ��������m�c ����cu�um, ����m������c ��������, MAPK 
������ ������uc���� ������� ��� ���������� ��� ��c�����-
����� m��������m. N�u�������m����� ����������� �c��v��� ��� 
������� ���c������ �� ��������m�c ����cu�um ��� ��� ��� m��� 
�u��������� ��������. H���v��, CALM3 ������� �� ��� m��� 
influential protein on GBM in the network formed by CALM3, 
SNAP25, SYP, NAPA, TUBB2A, TUBB4A, DYNC1I1, 

F��u�� 3. C��� ������� ��������m. T�� v����c�� c���������� �� ��� ���� ��m�, 
��� ��� ����z����� c���������� �� ��� �um��� �� ��j�c��� �����, ��� ��� ������ 
���������� ��� �um��� �� ����� c����c��� �����.

T���� I. R��u��� �� KEGG ������� ��������.

T��m C�u�� P-v��u� FDR

���04141:P������ ���c������ �� ��������m�c ����cu�um 3 0.000309962 0.01239848
���04728:D���m������c ������� 2 0.004768424 0.095368478
���04010:MAPK ��������� ������� 2 0.017081905 0.138117097
���00630:G��������� ��� ��c���������� m��������m 1 0.022356127 0.138117097
���03410:B��� ��c����� ������ 1 0.026161426 0.138117097
���04130:SNARE ������c����� �� v���cu��� ��������� 1 0.026920764 0.138117097
���04962:V����������-���u����� ����� ������������ 1 0.034482696 0.138117097
���03420:Nuc������� ��c����� ������ 1 0.036740165 0.138117097
���05030:C�c���� ����c���� 1 0.038242305 0.138117097
���04978:M������ ���������� 1 0.040491267 0.138117097

T��m, ����c��� KEGG; c�u��, ��� �um��� �� �������������� ��������� ����� �� ��c� ���m; P-v��u�, ����c�m��� ��������c�� P-v��u�; FDR, P-v��u� 
����� c����c����.
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GRIA1, STXBP1, ANK3, GOT1, GAD2, PPP3CB, SNAP91, 
AMPH, ATP2A2 ��� ����� �����. CALM3 ���� ��� �������� 
�� �� c������ ����c����� ���� ���� QT ������m� (17). M��� 
��u���� ��� ������ �� ��v�������� ��� m�c�����m �� ��� ����� 
�� CALM3.

B�������m���c� �� � ��� ���c������ ���� c�m����� �������c�� 
�c���c� ��� c�m�u��� �c���c� (18). M�j�� ��������m���c� ����� 
���� u��� �� ���� ��u�� �� �������� ��� �������������� ��������� 
�����. Pu���c �������� �� ���� c��� ���� ��� u��� �� ���� ��u��, 
which significantly reduced the use of financial and material 
����u�c��. B���� �� ��� ����c� ��c�u���� c�������, ��� m��� ����-
���� ���� c��� ���� ���� ����c��� �� �v��� ������.

T��� ��u�� �� ��m���� �� ��� �m��� ��m��� ��z�. G��� ������-
���� �� GBM c�� �� ������� �� c������ ��c���� (19), ��� ��� 
�m��� ��m��� ��z� ������ �� c�v�� ��������� ��c�� ��� �������, 
���c� c�� ����c��� ��� ���� ���������� �� GBM (20).

I� ���� ��u��, CALM3 ���� ��� ���v�� �� �� ������� �� 
��� ������� ���c������ ��� ����������� �c��v��� �� GBM. Ou� 
�u�u�� ��u�� ���� ��cu� �� ����� ��������. S�u���� �� GBM 
�� ���� ��v�� ��� ����. T��������, m��� ��u���� ��� ������ �� 
�m���v� ��� ���������, �����m��� ��� ��������� �� GBM.
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