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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Meningeome sind von der Arachnoidea ausgehende Tumoren mit meist benignen Eigenschaften. In
ungefahr funf Prozent der Falle zeigen sie jedoch ein klinisch aggressives Verhalten mit erhohtem
Rezidivrisiko. Diese Tumoren friihzeitig zu erkennen ist derzeit noch nicht sicher moglich, es gibt
jedoch zytogenetische Veranderungen, die mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit flir Malignitat
einhergehen. Als solche gelten vor allem die Deletionen der kurzen Arme von Chromosom 1 und 9.
Um Wachstumsverhalten und Rezidivrisiko kiinftig besser vorhersagen zu kdénnen, versucht man
epigenetische Modifikationen als zusatzliche Prognosemarker zu identifizieren. Insbesondere die
Hypermethylierung der Promotorregion von Tumorsuppressorgenen wird hierbei als ein bedeutender

Mechanismus vermutet.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss einer Promotor-Hypermethylierung der
Tumorsuppressorgene Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3, auf Chromosom 22) und p16
(auf Chromosom 9) auf die Meningeomprogression und ihr Zusammenhang mit zytogenetischen
Verdanderungen untersucht werden. Hierzu wurden 67 Meningeomproben mittels
Methylierungssensitiver-Polymerase-Kettenreaktion auf eine Hypermethylierung der Promotoren von
TIMP3 und p16 untersucht. Aus fritheren Studien unserer Arbeitsgruppe war der Methylierungsstatus
von weiteren 59 Fallen bekannt, sodass insgesamt 126 Meningeome in die Auswertung einbezogen
werden konnten. Flr 116 Falle war zusatzlich der chromosomale Status der Regionen 22q und 1p36

und flir 117 Falle der von 9p21 bekannt.

Eine Promotor-Hypermethylierung von mindestens einem beider Tumorsuppressorgene wurde in 32
Prozent der Meningeome (40/126) gefunden, wobei Hypermethylierungen bei p16 haufiger auftraten
(20%) als bei TIMP3 (15%). Eine gleichzeitige Hypermethylierung beider Promotoren lag nur in zwei

Prozent (3/126) der Meningeome vor und scheint somit die Ausnahme zu sein.

Im Vergleich zur weiblichen Population kamen bei Mannern gehduft Tumoren mit einer Promotor-
Hypermethylierung von p16, mit Deletionen von 1p36 und 9p21 sowie hohen WHO-Graden vor. Dies
bestatigt die bestehende Vermutung, dass vor allem in Meningeomen mannlicher Patienten

verschiedene, oft mit Malignitat assoziierte Modifikationen akkumulieren.

Abhangig von der Meningeomlokalisation traten Promotor-Hypermethylierungen unterschiedlich
haufig auf. Am haufigsten (24%) war eine Hypermethylierung des TIMP3-Promotors an der
Schadelbasis. Sie trat dort hauptsachlich bei benignen und zytogenetisch unauffalligen Meningeomen
auf, wahrend an der Konvexitdt eher zytogenetisch aberrante und hohergradige Meningeome

Vil



Zusammenfassung

betroffen waren. Eine Hypermethylierung des p16-Promotors fand sich vor allem an der Konvexitat.

Zwischen einer Promotor-Hypermethylierung und Deletionen von 22q und 1p konnte kein
Zusammenhang festgestellt werden. Dagegen traten der Verlust von 9p21 und Promotor-
Hypermethylierungen von TIMP3 und pl6 tendenziell gehduft gemeinsam auf. Dies legt einen
Zusammenhang der Promotor-Hypermethylierung beider Gene mit Malignitat und Progression in
Meningeomen nahe. Hierflir spricht auch, dass der p16-Promotor in anaplastischen Meningeomen
(25%) haufiger methyliert war als in benignen (20%) und atypischen (19%) Meningeomen. Eine
Hypermethylierung des TIMP3-Promotors lag in je 17 Prozent der WHO-Grad-II- und -lll-Tumoren und
13 Prozent der WHO-Grad-I-Tumoren vor. Bei Rezidiven (24%) trat sie doppelt so haufig auf wie bei

Primdarmeningeomen (12%).

Bei 14 Patienten mit Rezidiven konnte die Entwicklung zyto- und epigenetischer Merkmale wahrend
der Meningeomprogression untersucht werden. Die Analyse dieser Gruppe deutet erstmals darauf
hin, dass eine Hypermethylierung des TIMP3-Promotors als frilher Hinweis auf ein erhohtes

Rezidivrisiko von benignen, zytogenetisch unauffadlligen Meningeomen dienen kdnnte.

Die verschiedenen Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass die Promotor-Hypermethylierung
in Meningeomen einen wichtigen und vielschichtigen Pathomechanismus darstellt, dessen
Komplexitdt jedoch noch nicht ausreichend verstanden ist. Die weitere Erforschung insbesondere von
Mustern aus epi- und zytogenetischen Veranderungen auf Grundlage der hier gewonnenen
Erkenntnisse konnte sich als Schliissel zu einem besseren Verstindnis der Entstehung und

Progression von Meningeomen und eventuell weiteren Tumoren erweisen.

Vil



Summary

Summary

Meningiomas are tumors originating from the arachnoid with mostly benign characteristics. In five
percent however they are clinically aggressive with an increased risk of recurrence. It is currently not
possible to reliably identify these tumors in their early stages. But there are cytogenetic mutations
associated with an increased malignancy probability, as for instance deletions on the short arms of
chromosomes 1 and 9. Attempts are made to identify epigenetic mutations as additional prognostic
markers in order to predict growth behavior and risk of recurrence earlier and more reliably.
Particularly hypermethylation of the promoter region in tumor suppressor genes is supposed to be an

important mechanism.

The aim of this study was to investigate how promoter hypermethylation of the tumor suppressor
genes Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3, on chromosome 22) and p16 (on chromosome
9) influences the progression of meningiomas and how it is associated with cytogenetic mutations.
For this purpose, we analyzed 67 samples of meningiomas for hypermethylation of the TIMP3 and
p16 promoters, using methylation-specific polymerase chain reaction. The methylation status of 59
additional cases was available from previous studies conducted by our working group, allowing to
include a total number of 126 meningiomas in the analysis. Additionally, the chromosomal status was

available in 116 cases for regions 22q and 1p36 and in 117 cases for region 9p21.

Promoter hypermethylation of at least one tumor suppressor gene was found in 32 percent of
meningiomas (40/126), with a higher occurence in p16 (20%) than in TIMP3 (15%). A concurrent
hypermethylation of both promoters occurred in only two percent (3/126) of meningiomas and thus

seems to be the exception.

Compared to the female population, tumors with promoter hypermethylation of p16, deletions of
1p36 and 9p21 as well as high WHO grades were found more frequently in male patients. This
confirms the presumption that particularly meningiomas in male patients accumulate several

mutations that are often associated with malignancy.

Frequency of promoter hypermethylation varied with localization of the meningiomas.
Hypermethylation of the TIMP3 promoter was most frequent at the skull base (24%). There, it
occurred mainly in benign and cytogenetically inconspicuous meningiomas. At the convexity,
hypermethylation was more likely in meningiomas with cytogenetic aberrations and higher WHO

grades. Hypermethylation of the p16 promoter was found primarily at the convexity.



Summary

No association was found between promoter hypermethylation and deletions of 22q and 1p36.
However, deletions of 9p12 and promoter hypermethylation of TIMP3 and p16 tended to occur often
at the same time, suggesting an association between promoter hypermethylation of both genes with
malignancy and progression of meningiomas. This conclusion is supported by the fact that
hypermethylation of the p16 promoter is more frequent in anaplastic meningiomas (25%) than in
benign (20%) and atypical (19%) meningiomas. Hypermethylation of the TIMP3 promoter was found
in 17 percent of both WHO Il and Il tumors and 13 percent of WHO | tumors. In recurrent

meningiomas it occurred twice as often as in primary meningiomas (24% vs. 12%).

We were able to analyze the development of cytogenetic and epigenetic characteristics during
progression of meningiomas in 14 patients with recurrences. The analysis of this group suggests for
the first time that hypermethylation of the TIMP3 promoter could be a potential early marker for an

increased risk of recurrence in benign, cytogenetically inconspicuous meningiomas.

The various results of this study point out that promoter hypermethylation in meningiomas is an
important and complex pathomechanism, which is, however, not yet sufficiently understood. On the
basis of our data, further investigation especially of patterns of epigenetic and cytogenetic alterations
could turn out to be the key to a better understanding of developement and progession in

meningiomas and possibly other tumors.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Meningeome

Meningeome sind langsam wachsende, aus Arachnoidalzellen entstandene, iberwiegend benigne
Tumoren des zentralen Nervensystems [Riede UN 2004; Greenberg MS 2006]. Sie zdhlen im
Allgemeinen zu den extrazerebralen Tumoren und zeigen normalerweise ein verdrangendes, nicht in
das Hirngewebe infiltrierendes Wachstum. Die seltenen intrazerebralen Meningeome treten meist
im Ventrikelsystem auf. Am haufigsten sind Meningeome an der Konvexitadt lokalisiert [Greenberg

MS 2006; Ketter R 2008].

Etwa 39 Prozent der Meningeome sind symptomlos und werden oft nur zufallig durch Computer- und
Magnetresonanztomographie entdeckt [Greenberg MS 2006]. Klinisch auffallige Meningeome zeigen
Symptome, die durch Verdrangung und Kompression von Hirnparenchym und Hirnnerven bedingt

sind, wie etwa fokale neurologische Ausfalle oder Epilepsie [Brada¢ GB 1990].

1.1.1 Atiologie und Epidemiologie

Meningeome machen etwa 20 bis 30 Prozent aller primaren Hirntumoren aus [Riemenschneider MJ
et al. 2006, Lekanne-Deprez RH et al. 1995]. Die Flinfjahresiiberlebensrate liegt bei Patienten mit
benignen Meningeomen Uber 80 Prozent, bei Patienten mit atypischen und anaplastischen
Meningeomen dagegen unter 60 Prozent [Marosi C et al. 2008]. Bezliglich der Inzidenz gibt es starke
Schwankungen. Es werden ohne Beriicksichtigung autoptischer Falle zwischen 1,6 und 13 Falle pro
100 000 Einwohnern angegeben [Greenberg MS 2006; Mawrin C & Perry A 2010]. Der Altersgipfel fir
das Auftreten von Meningeomen liegt bei Frauen in der siebten, bei Mannern in der sechsten
Lebensdekade, wobei Frauen 1,5- bis dreimal haufiger an Meningeomen erkranken als Manner
[Riemenschneider MJ et al. 2006; Ketter R 2008]. Spinale Meningeome treten sogar zehnmal haufiger
bei Frauen auf [Riemenschneider MJ et al. 2006]. Interessanterweise zeigen maligne im Unterschied
zu benignen Meningeomen eine nahezu gleiche Inzidenz fiir Manner und Frauen [Lekanne-Deprez RH

1995; Wilson CB 1994].



Einleitung

Die Atiologie von Meningeomen ist noch weitgehend unbekannt, es gilt jedoch als sicher, dass eine
friihere (ionisierende) Bestrahlung des Schadels mit dem gehduften Auftreten von Meningeomen

einhergeht [Wilson CB 1994; Harrison MJ et al. 1991].

1.1.2 Klassifikation und Grading von Meningeomen

Bei Meningeomen handelt es sich meist um runde und breitbasig mit der Dura mater verbundene
Neoplasien. Sie komprimieren und verdrangen in ihrem Wachstum das angrenzende Hirngewebe,
zumindest die benignen Meningeome lassen sich jedoch meist scharf vom Hirnparenchym
abgrenzen. Nach Exstirpation der Tumoren findet man deshalb oft eine muldenférmige Impression

im angrenzenden Parenchym.

Die Einteilung von Meningeomen erfolgt nach den Kriterien der WHO in drei Grade. Diese
Klassifikation ist abhangig von histologischem Subtyp, Proliferationsindex und Infiltration des
Hirnparenchyms, siehe Tabelle 1 [Kleihues P et al. 2002, Mawrin C & Perry A 2010]. Wachsen
Meningeome das Hirngewebe infiltrierend, ist dies haufig ein Zeichen fir Malignitdt und ein erhdhtes
Rezidivrisiko. Eine Infiltration des Schadelknochens mit angrenzender reaktiver Hyperostose findet

man bei Meningeomen aller WHO-Grade [Ketter R 2008; Bradac GB et al. 1990].

Tabelle 1 nach Mawrin & Perry 2010: Grading-Kriterien fiir Meningeome.

Benigne Meningeome (WHO Grad I)

- Jegliche dominierende Histologie aulRer klarzellig, choroid, papillar oder rhabdoid
- Abwesenheit von Atypie, Hirninvasion und anaplastischen Meningeomzellen

Atypische Meningeome (WHO Grad Il) (eines von zwei Hauptkriterien)

- Mitotischer Index > 4 Mitosen/10 High powered fields (HPF)®
- Mindestens 3 der folgenden 5 Parameter:

- Blattarchitektur (zweidimensionale Blatter mit Wirbel- und Bindelverlust)

- Kleine Zellformationen (Zellbtindel/Zellnester aus lymphozytenahnlichen Zellen mit
hohem Nukleus-/Zytoplasma-Anteil)

- Hyperzellularitat

- Makronukleoli

- Spontane Nekrosen (z.B. nicht durch Embolisation oder Radiatio induziert)

' HPF (high power field): Beim Mikroskopieren mit insgesamt 400-facher VergrofRerung sichtbarer Ausschnitt
eines Praparats.
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Hirninfiltration bei atypischen Meningeomen

- Zungenahnliche Ausldaufer des Meningeoms in das angrenzende Hirnparenchym
- Von GFAP-positivem Parenchym umgebene Insel mit Meningeomzellen

Anaplastische (maligne) Meningeome (WHO Grad lll) (eines der beiden Kriterien)

- Mitotischer Index > 20 Mitosen/10 HPF
- Eindeutige Anaplasie (sarkom-, karzinom- oder melanomahnliche Histologie)

Die Ursprungszellen von Meningeomen sind Zellen des duRReren Blattes der Arachnoidea und der
Arachnoidalvilli, welche fiir die Drainage des Liquors in die duralen Sinus und Venen zustandig sind.
Sie besitzen sowohl epitheliale als auch mesodermale Eigenschaften. Hieraus resultiert ein breit
gefdchertes histopathologisches Erscheinungsbild [Riede UN et al. 2004; Mawrin C & Perry A 2010].
Die WHO unterscheidet insgesamt 16 verschiedene histopathologische Varianten, wobei alleine das
benigne Meningeom in neun histologische Subtypen eingeteilt wird, siehe Tabelle 2 [Mawrin C & A

2010].

Tabelle 2 nach Riemenschneider MJ et al. 2006: Histologische Subtypen nach WHO-Grad

Niedriges Risiko fiir Rezidivbildung und aggressives Wachstum

- Meningotheliales Meningeom

- Fibroses (fibroblastisches) Meningeom
- Transitionales (gemischtes) Meningeom
- Psammomatoses Meningeom

- Angiomatdses Meningeom WHO GRAD |
- Mikrozytisches Meningeom

- Sekretorisches Meningeom
- Lymphoplasmazellreiches Meningeom

- Metaplastisches Meningeom

Erhéhte Wahrscheinlichkeit fiir Rezidivbildung und / oder aggressives Wachstum

- Atypisches Meningeom

- Klarzelliges Meningeom WHO GRAD II
- Choroides Meningeom

- Rhabdoides Meningeom
- Papillares Meningeom

- Anaplastisches Meningeom WHO GRAD I
- Meningiome jedes Typs und Grads mit einem

hohen Proliferations-Index und/oder Hirnifiltration
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1.1.2.1 WHO Grad I: Benigne Meningeome

Der GroRteil (etwa 80%) aller Meningeome gehort zur Gruppe der benignen WHO-Grad-I-Tumoren
und besitzt eine Rezidivwahrscheinlichkeit von etwa sieben bis 20 Prozent. In manchen Fallen ist es

allerdings schwierig, das klinische Verhalten mittels alleiniger WHO-Grad-Bestimmung vorherzusagen

[Mawrin C & Perry A 2010; Kim YJ et al. 2008].

Definitionsgemal weisen benigne Meningeome weder eine Infiltration von Hirngewebe, noch andere
Kriterien fur atypische oder anaplastische Meningeome auf. Jedoch kénnen auch diese trotz
scheinbar kompletter chirurgischer Resektion rezidivieren. Von den in Tabelle 2 aufgelisteten
histologischen Varianten des benignen Meningeoms stellen meningotheliale, fibromatése und
transitionale Meningeome die haufigsten Formen dar [Mawrin C & Perry A 2010]. Abbildung 1 zeigt

exemplarisch histologische Aufnahmen von benignen Subtypen.

C 20N
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Abbildung 1 aus Mawrin C & Perry A 2010: Histologie der drei héufigsten benignen Meningeom-
Subtypen. a) Meningotheliales Meningeom mit typischem Wirbelmuster. b) Fibroblastisches
Meningeom mit reichlich Kollageneinlagerung. c) Transitionales Meningeom mit fibrésen und
meningothelialen Anteilen.

1.1.2.2 WHO Grad II: Atypische Meningeome

Mit ca. 20 Prozent sind die atypischen Meningeome am zweithaufigsten [Perry A et al. 2002]. Sie
zeichnen sich durch aggressiveres Wachstum und ein erhéhtes Rezidivrisiko von 29 bis 40 Prozent
aus [Kim YJ et al. 2009; Ketter R 2008]. Abbildung 2 zeigt histologische Subtypen des WHO-Grad-II-

Meningeoms.
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Subtypen des WHO-Grad-lI-Meningeoms. a) Atypisches
. Meningeom mit blattdhnlichem Wachstum und erhéhter mito-

1.1.2.3 WHO Grad lll: Anaplastische Meningeome

Mit ein bis zwei Prozent stellen die anaplastischen Meningeome die kleinste Gruppe dar. Sie wachsen
invasiv und destruktiv und besitzen die Fahigkeit zur Fernmetastasierung. Das Risiko fir das
Auftreten von Metastasen betragt hier bis zu 19 Prozent, Lokalrezidive bilden sich sogar in 50 bis 78
Prozent der Fille [Campbell BA et al. 2009; Kim YJ et al.2008]. Nach Diagnosestellung liegt das
mediane Uberleben von Patienten mit malignen Meningeomen bei weniger als zwei Jahren [Perry A

et al. 2002]. In Abbildung 3 sind histologische Praparate des anaplastischen Meningeoms dargestellt.
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Abbildung 3 aus Mawrin C & Perry A 2010: WHO-Grad-lll-Meningeome. a) Anaplastisches

Meningeom mit sarkomartiger Erscheinung und erhéhtem mitotischen Index. b) Papilldres
Meningeom. c¢) Rhabdoides Meningeom.
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1.1.3 Operative Therapie

Der Goldstandard der Meningeomtherapie besteht in der chirurgischen Radikalresektion des Tumors.
Die operative Mortalitat liegt im Durchschnitt unter zwei Prozent und wird beeinflusst durch
Lokalisation, TumorgréRe und Komorbiditat des Patienten [Ketter R 2008]. Ziel der Operation ist die
komplette Resektion des Tumors inklusive Duraansatz und betroffener Knochenanteile [Greenberg
MS 2006, Brada¢ GB 1990]. Die Radikalitat der Operation stellt den wichtigsten Faktor fiir die
Pravention von Rezidiven dar. Lokalisation des Tumors sowie Infiltration von GefaRen, Hirnnerven
und vendser Sinus konnen das Ausmald der Radikalitadt einschranken. Die Beurteilung der Radikalitat

erfolgt nach Simpson [Greenberg MS 2006; Simpson D 1957]:

Grad 1: Makroskopisch vollstandige Entfernung mit Duraansatz und betroffenem Knochen.
Grad 2: Makroskopisch vollstandige Entfernung und Koagulation des Duraansatzes.

Grad 3: Makroskopisch vollstandige Entfernung, ohne Resektion oder Koagulation des
Duraansatzes.

Grad 4: Unvollstindige Entfernung mit verbleibendem Tumor in situ.

Grad 5: Dekompression mit oder ohne Biopsie.

1.1.4 Chromosomale Verdanderungen

Meningeome gehoéren zu den auf zytogenetischer Ebene am besten untersuchten menschlichen
Tumoren [Zang KD 2001]. Sie weisen charakteristische chromosomale Veranderungen auf, von denen
die wichtigsten, fiir die vorliegende Arbeit relevanten, Verdanderungen im Folgenden erlautert

werden.

1.1.4.1 Chromosom 22

Bereits im Jahr 1967 fanden Zang und Singer in Gber der Halfte der untersuchten Meningeome einen
kompletten Verlust des Chromosoms 22. Dieser stellt die haufigste genetische Veranderung in
Meningeomen dar [Zang H & Singer KD 1967]. Viele weitere Studien bestatigten diese Beobachtung,
wobei mittels neuer Methoden vorrangig eine Deletion des langen Arms (22q) gefunden wurde
[Dumanski JP et al. 1990; Meese E et al. 1987; Weber RG et al. 1997]. Da diese Aberration schon im
frilhen WHO-Stadium (Grad ) auftritt, geht man davon aus, dass sie ein initiales, fur die
Tumorgenese wichtiges Ereignis darstellt [Dumanski JP et al. 1987; Lindblom A et al. 1994]. Es konnte
festgestellt werden, dass héhergradige Meningeome zusatzlich zu einem Verlust des Chromosoms 22
meist noch weitere Chromosomenveranderungen aufweisen [Doco-Fenzy M et al. 1993; Griffin CA et
al. 1994; Lekanne-Deprez RH et al. 1995; Perry A et al. 1996]. Aus diesem Grund wird angenommen,
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dass fiir die Progression zu den WHO Graden Il und Il zusatzlich weitere genetische Veranderungen
notwendig sind [Lindblom A et al. 1994; Weber RG et al. 1997; Zankl H & Zang KD 1980, Zang KD
2001].

Es wird vermutet, dass sogenannte Kandidatengene auf Chromosom 22 lokalisiert sind, die bei der
Deletion verloren gehen und somit die Meningeomentstehung begilnstigen. Das NF2-Gen
(Neurofibromatose-2*-Gen) auf Chromosom 22 wurde als erstes Kandidatengen in Betracht gezogen
[Rouleau GA et al. 1987 und 1993; Pulst SM et al. 1993]. Das Gen liegt in der Region 22q12.2 und
kodiert fir das Protein Schwannomin (auch Merlin oder Neurofibromin 2 genannt), welches das
Zytoskelett an Membranproteinen verankert [Wellenreuther R et al. 1995; Twist EC 1994]. Sowohl
bei sporadischen als auch bei NF2-assoziierten Meningeomen finden sich haufig Mutationen dieses
Gens, welches als ein Tumorsuppressorgen (TSG) identifiziert werden konnte [Meese E et al 1987;
Dumanski JP et al 1987 und 1990; Twist EC 1994; Ketter R et al. 2001]. NF2-Mutationen sind bei
Meningeomen aller WHO-Grade gleichermallen zu finden. Die Haufigkeit variiert aber in den
verschiedenen histologischen Subtypen und Lokalisationen [Wellenreuther R et al. 2001; Bostrom J
et al. 1997]. Man geht deswegen davon aus, dass die Inaktivierung des Gens eine wichtige Rolle in
der Tumorgenese von vielen, jedoch nicht allen Meningeomen spielt und kein Zusammenhang
beziliglich NF2-Mutation und Progression maligner Meningeome besteht [Wellenreuther R et al.
2001]. Mogliche Inaktivierungsmechanismen von NF2 sind Deletionen, eine mittels Calpain
gesteigerte Proteolyse und veranderte Methylierungsmuster [Kimora Y et al. 1998; Lomas J et al.
2001; Wellenreuther R et al. 1995]. Epigenetische Studien zu NF2 zeigten unterschiedlich haufig
Hypermethylierungen des Gens (1 bis 26%) in Meningeomen, wobei diese nicht mit hohen WHO-

Graden korrelierten [Hansson CM et al. 2007; Lomas J et al. 2005].

Ein weiteres Kandidatengen auf Chromosom 22 stellt das in dieser Arbeit untersuchte TIMP3-Gen
dar, welches in der Region 22g12.1-13.2 lokalisiert ist [Bian J et al. 1996]. TIMPs (Tissue inhibitor of
metalloproteinase) sind Inhibitoren von Matrixmetalloproteinasen (MMP) und spielen zusammen mit
diesen eine wichtige Rolle in der extrazellularen Homdostase. MMPs sind zinkhaltige neutrale
Proteasen, zu denen unter anderem auch Kollagenasen, Gelatinasen und Metalloelastasen gehéren.
Sie werden in verschiedenen Tumorarten vermehrt gebildet [Apte SS et al. 1995]. Wahrend sich
TIMP1 und 2 in Kérperflissigkeiten befinden, wird das TIMP3-Protein sezerniert und anschliefend an
die Extrazellularmatrix (EZM) gebunden [Bachmann KE et al. 1999]. TIMP3 spielt eine Rolle bei der

MMP-Inhibition, aber auch in der Zellzyklusregulation, Differenzierung und Alterung der Zelle. Es

’Neurofibromatose Typ 2: Autosomal-dominante Erbkrankheit, welche zur Entwicklung von Tumoren
des ZNS, wie zum Beispiel bilateralen Vestibularschwannomen und multiplen Meningeomen,
prédisponiert [Rouleau et al.1993].
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besitzt die Fahigkeit Tumorwachstum, Angiogenese, Invasion und Metastasierung zu unterdriicken
und gehort somit zur Familie der TSG [Bachmann KE et al. 1999; Bian J et al. 1996; Anand-Apte B et
al. 1996]. Eine Hypermethylierung des TIMP3-Promotors wurde in verschiedenen Tumorarten, wie
zum Beispiel dem Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom, Blasenkarzinomen,
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus und ebenso in Meningeomen gefunden [Hoque MO et al.
2008; Smith E et al. 2008; Barski D et al. 2009; Bachmann KE et al. 1999]. Erkenntnisse, die zur
Hypermethylierung von TIMP3 in Meningeomen gewonnen werden konnten, werden in Kapitel

1.2.3.1 erlautert.

1.1.4.2 Chromosom 1

Die komplette oder partielle Deletion des kurzen Arms von Chromosom 1 (1p) tritt als zweithdufigste
zytogenetische Veranderung in Meningeomen auf [Lindblom A et al. 1994; Weber RG et al. 1997]. Im
Gegensatz zur Deletion von Chromosom 22, findet man Verluste von 1p vor allem in WHO-Grad-lII-
und WHO-Grad-lll-, aber viel seltener in WHO-Grad-I-Meningeomen. Mit zunehmendem WHO-Grad
zeigt sich also ein Ansteigen der 1p-Verluste [Bello MJ et al. 1994; Bostrom J et al. 1997; Lindblom A
et al. 1994; Sayagués JM et al. 2004; Simon M et al. 1995]. Der Anteil der 1p-Deletionen in
Meningeomen vom WHO-Grad Il lag zwischen 70 [Ishino S et al. 1998; Murakami M et al. 2002;
Simon M et al. 1995; Weber RG et al. 1997] und 100 Prozent [Bostrom J et al. 1997; Miiller P et al.
1999; Ketter R et al. 2007; Pfisterer WK et al. 2004]. Bei WHO-Grad-lI-Meningeomen schwanken die
Angaben zwischen 40 und 87 Prozent [Simon M et al. 1995; Ishino S et al. 1998; Bostrom J et al.
1997; Miiller P et al. 1999; Weber RG et al. 1997; Murakami M et al. 2002]. In Meningeomen des
WHO-Grads | waren nur in 13 bis 27 Prozent der Falle Deletionen von 1p feststellbar [Bostréom J et al
1997; Mller P et al 1999; Murakami M et al. 2002]. Dies spricht fiir eine wichtige Rolle des Verlustes
von 1p in der Progression der Meningeome zu héheren und aggressiveren WHO-Graden [Bello MJ et
al. 1994; Bostrom J et al. 1997; Henn W et al. 1995; Miiller P et al. 1999; Niedermavyer | et al. 1997a
und 1997b; Simon M et al. 1995; Weber RG et al. 1997]. Der Verlust des kurzen Arms von
Chromosom 1 stellt einen wichtigen prognostischen Faktor fiir Meningeompatienten dar. Er fiihrt zu
einem hoheren Rezidivrisiko bzw. einem kiirzeren rezidivfreien Intervall (30 bis 60% Rezidivrate in

Meningeomen mit 1p-Verlust) [Ketter R et al. 2001 und 2007; Steudel WI et al. 1996].

Man geht - wie beim Chromosom 22 - davon aus, dass auf dem kurzen Arm des Chromosoms 1 ein
TSG zu finden ist. Die Lokalisation des Gens wurde auf die chromosomale Region 1p34-1pter

eingegrenzt [Bostrom J et al. 1997; Ishino S et al. 1998; Lindblom A et al. 1994; Simon M et al. 1995].
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Da das Gen der gewebsunspezifischen alkalischen Phosphastase® (Alp/) in dieser Region liegt
(Genlokalisation: 1p34-1p36.1) vermutete man, dass es als mogliches Kandidatengen bzw. das Enzym
Alkalische Phosphatase als Markerenzym fiir den 1p-Verlust in Frage kommen kdnnte [Miiller P et al.
1999; Zang KD 2001; Niedermayer | et al. 1997b; Smith M et al. 1988]. Niedermayer et al. und Miiller
et al. fanden eine Korrelation von ALPL-Expressionsverlust und der Deletion des kurzen Arms von
Chromosom 1. Dies galt vor allem fir gering differenzierte Meningeome [Miller P et al. 1999;
Niedermayer | et al. 1997b]. Eine Anderung der ALPL-Aktivitat ging auBerdem mit einer erhéhten
Rezidivwahrscheinlichkeit einher [Bouvier C et al. 2005]. Es ist noch immer ungeklart, ob das Alp/-Gen
das gesuchte Kandidatengen ist, oder blof zufallig in der Nachbarschaft von diesem liegt und keinen
Einfluss auf die Progression hat. Ebenso unklar sind die Mechanismen der Inaktivierung. Man geht
davon aus, dass ein Allel durch den kompletten Verlust von 1p und das zweite durch Deletion,
Mutation oder epigenetische Verdanderungen des TSG inaktiviert werden konnte. Laut Zang liegt die
Ursache der Inaktivierung allerdings eher in einer regulatorischen Veranderung als in einer
Mikrodeletion oder Mutation [Miiller P et al. 1999; Zang KD 2001]. Gesichert ist die Eignung der
ALPL-Expression als Screeningmethode fiir eine Deletion von 1p. Sie kann zudem bei der
Unterscheidung zwischen den Meningeomgraden genutzt werden [Kim YJ et al. 2006 und 2008;

Miuiller P et al. 1999; Niedermayer | et al. 1996 und 1997a].

Als Kandidatengene wurden auch CDKN2C (p18INK4c) und p73 untersucht. Es konnten jedoch keine
Hinweise auf eine Progressionsbeteiligung dieser Gene gefunden werden [Bostrom J et al. 2001; Cai

DX et al. 2001; Santarius T et al. 2000].

Da eine 1p-Deletion mit einem erhéhten Glukosestoffwechsel korreliert, kommt auch das auf 1p
lokalisierte Gen des Glucose-Transporter-Proteins 1 (GLUT 1) als TSG in Betracht. Ein erhohter
Glukosestoffwechsel kann mittels Positronenemissionstomographie (PET) festgestellt werden, womit
diese als nicht-invasive praoperative Untersuchungsmethode zur Beurteilung der Aggressivitat von

Meningeomen genutzt werden kdnnte [Henn W et al. 1995].

? Alkalische Phophatase : Enzym, welches vor allem im alkalischen Millieu Proteine und Nukleotide
unter anderem dephosphoryliert. Vier unterschiedliche Gene kodieren fiir 15 verschiedene Isoenzyme,
wobei die hier erwdhnte Alkalische Phosphatase der gewebsunspezifischen Alkalischen Phosphatase
(ALPL) oder auch Leber/Knochen/Nieren- alkalischen Phophatase entspricht, dessen Gen in der Region
1p34-1p36.1 liegt [Ketter R 2008; Miiller P et al. 1999; Niedermayer | et al. 1997b].
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1.1.4.3 Chromosom 9

Die Haufigkeit kompletter bzw. partieller Verluste (9p) von Chromosom 9 steigt mit zunehmendem
WHO-Grad an [Riemenschneider MJ et al. 2006; Bostrom J et al. 2001; Perry A et al. 2002]. Bei
Patienten mit anaplastischen Meningeomen ist die Deletion von 9p21 zudem mit Malignitat und

kiirzeren Uberlebenszeiten assoziiert [Perry A et al. 2002].

In der Region 9p21 befinden sich drei TSG, welche fiir die Progression zu malignen
Meningeomformen entscheidend sein kdnnten: p16/NK4a und p14ARF (CDKN2A) und p15INK4b
(CDKN2B) [Pham MH et al. 2011; Riemenschneider MJ et al. 2006]. CDKN2A ist in vielen Tumoren auf
genetischer und epigenetischer Ebene inaktiviert. Hierzu zdhlen unter anderem Brust-, Blasen-,
Prostata- und Osophaguskarzinome sowie Melanome [Ortega S et al. 2002; Cairns P et al. 1995].
CDKN2A kodiert fur die TSG pl16/NK4a und p14ARF. Beide TSG besitzen jeweils einen eigenen,
unabhangigen Promotor. Dadurch ist es moglich, die Promotoren getrennt auf Verdnderungen zu
untersuchen. Die TSG bestehen jeweils aus einem unterschiedlichen ersten Exon (1a = p16/NK4a und
1B = p14ARF) und zwei weiteren, gemeinsamen, Exons [Ortega S et al. 2002; Strachan T & Read AP
2005; Ruas M & Peters G 1998].

Sowohl p16/NK4a als auch p14ARF sind negative Zellzyklusregulatoren am G1/S-Phase-Kontrollpunkt.
pl6INK4a reguliert den Zellzyklus Uber das Retinoblastom-Protein (pRb) [Saffroy R et al. 2004;
Serrano M et al. 1993; Ortega S et al. 2002; Jannagathan J et al. 2008]. p16/NK4a bindet an die
katalytische Untereinheit der Kinasen CDK4 und CDK6 und verhindert die Interaktion dieser mit D-
Cyclinen [Li Y et al. 1994; Serrano M et al. 1993]. Die physiologische Funktion von CDK-D-Cyclin-
Komplexen ist die schrittweise Phosphorylierung von pRb wihrend der G1-Phase des Zellzyklus. pRb
liegt zu Beginn von G1 unphosphoryliert vor. Es bindet bzw. inaktiviert Gber 80 Proteine, darunter
auch Proteine der E2F-Familie,welche fir das Fortschreiten des Zellzyklus erforderlich sind. Durch
Phosphorylierung von pRb werden die Proteine freigelassen und aktiviert, wodurch die S-Phase
eingeleitet werden kann [Ortega S et al. 2002]. p16/NK4a verhindert die Phosphorylierung von pRb,
die Proteine bleiben gebunden und der Eintritt in die S-Phase findet nicht statt [Saffroy R et al. 2004].
p14ARF inhibiert mittels MDM2 den Abbau von p53. In der Folge findet eine vermehrte Bildung von
p21 statt, welches den CDK2/Cyclin-E-Komplex hemmt und somit den Eintritt in die S-Phase blockiert
[Horn F et al. 2005; Strachan T & Read AP 2005]. Durch genetische oder epigenetische
Veranderungen der zwei beschriebenen TSG kann es aufgrund der fehlenden Negativkontrolle im
Zellzyklus zu einer ungehemmten Zellteilung und Beglinstigung von maligner Zellentwicklung

kommen [Simon M et al. 2001; Tse JY et al. 1998].
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Eine gemeinsame Deletion von pl6INK4a, pl14ARF und pl5INK4b wurde in 46 Prozent der
anaplastischen, drei Prozent der atypischen und in keinem der benignen Meningeomen gefunden
[Bostrom J et al. 2001]. Die homozygote Deletion von CDKN2A alleine kam in einem Viertel der Grad-
IlI-Meningeome vor [Weber RG et al. 1997]. Diese zeigten auch einen vermehrten Expressionsverlust
von pl6INK4A und p14ARF [Korshunov A et al. 2003; Simon M et al. 2001]. Bei Patienten mit
anaplastischen Menigeomen und gleichzeitiger CDKN2A-Deletion konnte eine verkirzte
Uberlebensdauer festgestellt werden [Perry A et al. 2004]. Es wird vermutet, dass Deletionen dieser
drei Gene an der Entwicklung von malignen Meningeomformen beteiligt sein kénnten [Bostrom J et
al. 2001; Pham MH et al. 2011]. Neben Deletionen und Punktmutationen scheint auch die
epigenetische Mutation durch Promotor-Hypermethlierung von CDKN2A als
Inaktivierungsmechanismus eine Rolle zu spielen. In dieser Arbeit wurde speziell die

Hypermethylierung des p16/NK4a-Promotors in Meningeomen untersucht (siehe Kap 1.2.3.2).

1.1.4.4 Progressionsabhdngige genetische Veranderungen

In den meisten Meningeomen scheint der Verlust von Chromosom 22 das initiale Ereignis in der
Entwicklung zu sein. Es folgen die Verluste (und seltener auch Gewinne) weiterer Chromosomen,
wobei der wichtigste Schritt zur Progression wohl der Verlust des kurzen Armes von Chromosom 1
ist. Mit zunehmendem WHO-Grad zeigen Meningeome komplexere Karyotypen und eine hohere
Hypodiploidie. Die Hyperdiploidie spielt wahrscheinlich eine eher untergeordnete Rolle [Lekanne-
Deprez RH et al. 1995; Ketter R et al. 2001 und 2007; Al Saadi A et al. 1987; Perry A et al. 1996; Henn
W et al. 1995; Niedermayer | et al. 1997a; Bostrom J et al. 1997; Leone PE et al. 1999; Lamszus K et
al. 1999].

Ketter et al. entwickelten 2007 ein onkogenetisches Baummodell zur genetischen Entwicklung von
Meningeomen, deren Progression sowie der Rezidiventstehung. Basierend auf diesem Modell
leiteten sie einen ,Genetischen Progressions Score” (GPS) ab, wobei ein hoher GPS-Wert mit friihen

Rezidiven einhergeht [Ketter R et al. 2007, Ketter R 2008].
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1.2 Epigenetik

Der erstmals in den frithen 1940ern von Conrad Waddington verwendete Begriff ,Epigenetik”
entstand als Verbindung der Woérter ,,Epigenese” und ,Genetik”. Nach Waddington ist die Epigenetik
ein ,Zweig der Biologie, der die ursachlichen Interaktionen zwischen Genen und ihren Produkten
erforscht, die den Phanotyp entstehen lassen." Mittlerweile wurde die Definition eingegrenzt: Unter
Epigenetik versteht man heute die ,Studie der Verdnderungen von Genfunktionen, die mitotisch
und/oder meiotisch vererbbar sind und keine Anderung der DNA-Sequenz mit sich bringen“ [Dupont
C et al. 2009]. Die moderne Epigenetik befasst sich also mit der ,Variation und Vererbung von
Genexpressionszustanden”  [Horsthemke B 2005] wund beinhaltet im  Wesentlichen
Histonmodifikationen® und die Methylierung von DNA-Basen, welche die Chromatinstruktur® und

somit auch die transkriptionelle Aktivitat von Genen beeinflussen [Gioia J 2009].

In menschlichen Zellen gibt es zwei Zustande des Chromatins: locker gepacktes, transkriptionell
aktives Euchromatin und dicht gepacktes, transkriptionell inaktives Heterochromatin. Etwa sieben
Prozent des menschlichen Genoms liegt als konstitutionelles Heterochromatin vor, welches
permanent kondensiert und transkriptionell nicht zugédnglich ist. Es enthalt nur sehr wenige Gene,
besteht haufig aus repetitiven DNA-Abschnitten und befindet sich vor allem an den Nukleus-
Organisationsregionen, dem Zentromer und den Telomeren. Als fakultatives Heterochromatin
bezeichnet man urspriingliches Euchromatin, welches durch epigenetische Modifikationen eine
heterochromatische Struktur angenommen hat. Diese transkriptionelle Inaktivierung wird auch als
»gene silencing” bezeichnet und stellt einen wichtigen Mechanismus in der Epigenetik dar. Mehr als
60 Prozent des Saugergenoms liegen aufgrund von ,gene silencing” permanent transkriptorisch

inaktiv vor. Hierzu zahlt auch das inaktivierte X-Chromosom der Frau [Lein S & Reuter G 2005].

1.2.1 Epigenetische Modifikationen

Den wichtigsten epigenetischen Mechanismus in humanen Zellen stellt die Methylierung des flinften
C-Atoms von Cytosinbasen durch DNA-Methyltransferasen dar, wodurch 5-Methylcytosin entsteht
(Abbildung 4). Als Methylgruppendonator dient S-Adenosylmethionin (SAM). Im Jahr 1925 wurde das

* Histon (griech. Istos = Webebaum, Gewebe): basischen Proteine, an die die negativ geladene DNA
bindet [Horn F et al. 2005].
> Chromatin: DNA plus assoziierte Histone.
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5-Methyldesoxycytidin (5mC) durch Johnson und Coghill in Tuberkel- c 5mC
DNA entdeckt, 1948 von Hotchkiss in DNA in Kalbsthymuszellen

NH, NH,
[Doerfler W 2005]. 5-Methylcytosin spielt eine wichtige Rolle bei der N N
N N
langfristigen Abschaltung von Genen und der Bildung von |
- . N N’go N’go
transkriptionssuppressivem Heterochromatin [Doérfler W 2005, H H

Meissner A 2009]. In Sadugerzellen sind nur methylierte Cytosine
Abbildung 4 nach www.

ZymoResearch.com:

CpG-Dinukleotide sind im menschlichen Genom weit verteilt und Cytosin  (links) und 5-
Methylcytosin (rechts).

bekannt, auf die eine Guanosinbase folgt (CpG-Dinukleotide). Diese

machen nur ein Prozent aller Genom-Basen aus. Die meisten dieser

CpGs sind in nicht-kodierenden Abschnitten der DNA zu finden, die tGbrigen befinden sich in Gruppen
vor kodierenden Sequenzen und werden als CpG-Inseln bezeichnet. CpG-Inseln ermdglichen durch
ihre typischerweise unmethylierte Form eine Transkription der auf sie folgenden Gensequenzen
[Gioia J 2009].

Durch den Epigenotyp wird die Aufrechterhaltung bestimmter Genaktivitatszustiande lber mehrere
Mitosen hinweg - auch ,cellular memory” genannt - kontrolliert. Dieses ,cellular memory“ ist zwar
potentiell reversibel, kann aber auch somatisch vererbt werden [Horsthemke B 2005]. Bei den DNA-
Methyltransferasen unterscheidet man de-novo-Methyltransferasen (DNMT3A und DNMT3B), die fiir
die Methylierung wahrend der Embryogenese zustindig sind und die maintenance-
Methyltransferase (DNMT1), die fir die Methylierung der hemimethylierten DNA nach der Mitose
verantwortlich ist [Gioia J 2009]. Die maintenance-Methylierung dient dabei der Aufrechterhaltung

des Epigenotyps und somit dem Erhalt des ,,cellular memory” [Lein S & Reuter G 2005].

Die Cytosin-Methylierung in Promotoren, die zur An- oder Abschaltung von Genen fiihrt, und die
Erkenntnis, dass in jedem Genomabschnitt und jeder Zellart spezifische Methylierungsprofile des

Genoms vorherrschen kdnnen, ist fir das Verstandnis folgender Vorgédnge von groRRer Bedeutung:

o Regelfunktionen wahrend der Entwicklung und Inaktivierung eines der X-Chromosome

[Meissner A 2009].

e ,genetic imprinting”, bei dem zum Erhalt der monoallelen Genexpression entweder das
maternale oder das paternale Allel auf den homologen Chromosomen ausgeschaltet wird

[Meissner A 2009].
e Erklarungsmodelle fiir die Entstehung von Tumorerkrankungen [Doerfler W 2005].

e Erklarung der Pathogenese genetischer Erkrankungen, wie zum Beispiel des Beckwith-
Wiedemann-Syndroms, des Prader-Willi-/Angelman-Syndroms und des Fragile-X-Syndromes,
die in der Mehrzahl durch Imprintingfehler entstehen [Walter J & Paulsen M 2005].
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Neben der Methylierung von DNA-Basen stellt auch die Modifikation von Histonen als Grundlage fiir
die Heterochromatinbildung einen wichtigen epigenetischen Mechanismus dar. Hierbei wird die
Bindungsfahigkeit der Histone durch Methylierungen, Acetylierungen, Phosphorylierungen,
Ubiquitylierungen® und Sumoylationen’ verstarkt oder abgeschwacht [Gioia J 2009; Lein S & Reuter G

2005].

1.2.2 Theorie der Krebsentstehung und epigenetische Mechanismen

Krebs bezeichnet umgangssprachlich , die maligne Entartung einer Zelle” [Prawitt B & Zabel C 2005]
und ist das , Ergebnis einer Abfolge von somatischen Mutationen” [Strachan T & Read AP 2005]. Die
Entwicklung von Krebs ist ein mehrstufiger Prozess, wobei man davon ausgeht, dass zum Beispiel zur
Entstehung eines invasiven Karzinoms mehrere aufeinanderfolgende Mutationen erforderlich sind

[Strachan T & Read AP 2005].

Solche Mutationen fiihren zu Fehlfunktionen von Genen, durch die die Zelle verschiedene, die
Zellentartung begilinstigende Eigenschaften erwirbt. Hierzu zdhlen unendliche Teilungsfahigkeit,
Unabhangigkeit von Wachstumsfaktoren, Apoptosesuppression, Induktion von Angiogenese,
Unempfindlichkeit gegeniiber wachstumshemmenden Signalen, invasives Wachstum und
Metastasierungsfahigkeit. All diese Eigenschaften fasst man unter dem Begriff , hallmarks of cancer”
zusammen [Prawitt B & Zabel C 2005]. Die beteiligten Gene lassen sich in zwei Gruppen unterteilen,

namlich in Onkogene und Tumorsuppressorgene (TSG):

Onkogene sind Gene, die bei normaler Aktivitat die Zellproliferation stimulieren. Sie werden in ihrer
nicht mutierten, inaktiven Variante als Proto-Onkogene bezeichnet. Mutationen kdnnen einen
Funktionsgewinn bedingen, wodurch eine (ibermaRige Expression resultiert. Schon die Mutation
eines einzigen Allels kann zu einer Beeintrachtigung des Phanotyps flihren (sogenannte ,,dominante
Modifikation).

Die zelluldren Funktionen der Onkogene kann man in finf groBe Gruppen unterteilen:

e Sezernierte Wachstumsfaktoren

o Zelloberflaichenrezeptoren

® Ubiquitin = ubiquitdr in der Zelle vorhandenes Protein, das die Physiologie anderer Proteine
verdndert, wenn es reversibel an sie gebunden wird, alleine aber keinen Einfluss auf die Zelle besitzt
[Loffler G et al. 2007].
7 Sumoylation = Anhdngen von SUMO-Proteinen an das N-terminale Histonende; SUMO = Small
Ubiquitin-like Modifier [Loffler G et al. 2007].
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e Komponenten der intrazellularem Signallibertragungssysteme
e DNA-bindende Proteine im Zellkern (zum Beispiel Transkriptionsfaktoren)
e Komponenten im Netzwerk der Cycline, cyklinabhdangige Kinasen (CDK) und

Kinaseinhibitoren, die die Zellproliferation férdern

Mechanismen der Onkogenaktivierung sind zum Beispiel Amplifizierungen, Punktmutationen und
Translokationen [Strachan T & Read TA 2005]. Epigenetische Mechanismen werden im nachsten

Kapitel erlautert.

Die Produkte von TSG verhindern normalerweise die Entstehung von Krebs. Ihre Funktionen sind
unterschiedlich und umfassen Zellzyklusregulation, Apoptoseeinleitung oder Genomstabilisierung
durch Replikationskontrolle sowie Reparatur der zellularen DNA, wodurch die Mutationsraten auf
niedrigem Niveau gehalten werden. Der Two-Hit-Theorie nach Knudson zufolge sind zur Inaktivierung
eines TSG Mutationen auf beiden Allelen erforderlich (sogenannte ,rezessive Modifikation®). Durch
das familidre Vorliegen eines schon inaktiven TSG-Allels liegt eine Pradisposition vor, durch die eine
zufdllige weitere Mutation des zweiten aktiven Allels zur Entartung der Zelle ausreichen kann. Ein
wichtiges Beispiel ist das Retinoblastomgen (Rb), welches bei sporadischem Auftreten zu unilateralen
Retinoblastomen, bei familidrer Inaktivierung eines Allels zur Pradisposition fiir das Auftreten
bilateraler Retinoblastome fiihrt.

Mechanismen der TSG-Inaktivierung sind zum  Beispiel chromosomale Instabilitat,
Mikrosatelliteninstabilitdit (vor allem bei erblich bedingtem Darmkrebs), Defekte der DNA-
Reparaturmechanismen und Instabilitdat auf DNA-Ebene. Bei vielen Tumoren erscheint in
herkdmmlichen genetischen Analysen haufig ein Allel noch funktionstiichtig. Der Grund liegt haufig in
einer epigenetischen Inaktivierung dieses Allels durch DNA-Methylierung, deren Feststellung

besondere Nachweismethoden erfordert [Strachan T & Read TA 2005].

1.2.2.1 Epigenetische Mechanismen der Krebsentstehung

Epigenetische Mutationen koénnen in gleichem MaRe zu einer Entartung der Zelle fihren wie
genetische Mutationen [Jelinek J & Issa JP 2009]. Genetische und epigenetische Mutationen kénnen
hierbei auch in Kombination auftreten. Dabei ist es moglich, dass eine genetische Modifikation zu
einer epigenetischen Veranderung fiihrt [Prawitt D & Zabel B 2005]. Sowohl genetische als auch
epigenetische Verdanderungen werden bei jedem Individuum im Laufe des Lebens angehauft und
kénnen somit zur malignen Entartung von Zellen fiihren [Jelinek J & Issa JP 2009]. Tumorzellen zeigen
im Vergleich zu normalen Zellen Unterschiede im epigenetischen Muster [Feinberg & Vogelstein

1983]. Hierbei spielen vor allem Histonmodifikationen und DNA-Methylierungen eine Rolle [Doerfler
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W 2005]. Anderungen im DNA-Methylierungsmuster kénnen zur Hypo- oder Hypermethylierung
fihren. Bei Promotoren fihrt eine Hypermethylierung zur Inaktivierung/Expressionsverminderung,
eine Hypomethylierung zur Aktivierung/Expressionsverstiarkung des nachfolgenden Gens. In
Tumorzellen sind Promotoren von Onkogenen oft hypo-, Promotoren von TSG oft hypermethyliert. In
beiden Fallen resultiert ein Selektionsvorteil der Zelle: Bei Aktivierung eines Onkogens durch die
Stimulierung der Zellproliferation, bei Inaktivierung eines TSG meist durch den Wegfall der

Zellzyklusregulation.

Hypomethylierung

In Tumoren ist das Genom normalerweise global hypomethyliert vorzufinden. Diese
Hypomethylierung findet sich vor allem in repetitiven Sequenzen und Satelliten-DNA [Jelinek J & Issa
JP 2009], aber auch in Promotoren von Onkogenen [Prawitt D & Zabel B 2005]. Folge dieser
verminderten Methylierung koénnen entweder die Aktivierung stillgelegter Gene, eine
perizentromere Chromosomeninstabilitit oder eine Aktivierung von Retrotransposons® sein. Eine
Promotor-Hypomethylierung von Proto-Onkogenen, wie zum Beispiel c-myc (im Hepatozelluldren
Karzinom) und TLC1 (in chronisch lymphozytischen Leukdmien), fiihrt dann zur Entfaltung der

onkogenen Wirkung [Prawitt D & Zabel B 2005].

Von Hoffmann & Schulz wurde 2005 ein Modell zur Erklarung der Hypomethylierung entwickelt. Sie
gehen davon aus, dass eine gestérte Chromatinorganisation oder fehlerhafte DNMT-Expression zu
einer zufdlligen Hypomethylierung einzelner CpG-Inseln in stillgelegten (methylierten) Proto-
Onkogenen fiihrt, die eine partiell verminderte Transkriptionssuppression nach sich zieht. In der
Folge kann der Promotor entweder remethyliert, oder durch aktive Transkription weiter
demethyliert werden. Durch die konsekutive vollstandige Demethylierung des Promotors wird das
Proto-Onkogen zum Onkogen aktiviert und die Zelle kann maligne entarten [Prawitt D & Zabel B

2005].

Hypermethylierung

Neben der globalen Hypomethylierung findet man in vielen Tumoren eine lokale de-novo-
Hypermethylierung von CpG-Inseln in Promotorregionen, die an die malignen Klone via maintenance-

Methylierung weitergegeben wird. Diese Hypermethylierung bewirkt eine permanente Ausschaltung

8 Retrotransposon: DNA-Sequenz, die liber eine RNA-Zwischenstufe unterschiedliche Positionen im Genom
einnehmen kann.

16



Einleitung

der betroffenen Gene durch Verhinderung der Transkriptionsfaktorbindung und/oder der Bildung
von inaktiven Chromatinstrukturen. Durch eine erneute Demethylierung kann die Inaktivierung
partiell wieder riickgangig gemacht werden, wodurch sich neue Therapieoptionen fiir die Tumor-

behandlung eréffnen [Jelinek J & Issa JP 2009, Prawitt D & Zabel D 2005, Esteller M et al. 2001].

Betrifft die Hypermethylierung Promotoren von TSG, kann dies durch deren Inaktivierung zur
malignen Entartung der Zelle fihren. Haufig betroffene Gene kodieren unter anderem fir
Zellzyklusregulatoren (p16/INK4a, pl5INK4b), DNA-Reparaturproteine (MLH1, MGMT, BRCA1),
Apoptosefaktoren (p53, p14ARF, p73), nukledre Rezeptoren, Transkriptionsfaktoren, Faktoren der
Zelladhasion und Metastasierungssuppression (CHD1, TIMP3, DAPK), metabolische Enzyme (GSTP1)
und den APC/f3-Catenin-Weg [Prawitt D &Zabel B 2005, Esteller M et al. 2001]. Die Auspragung der
Hypermethylierung von CpG-Inseln ist je nach Tumorart unterschiedlich. Bei akuter myeloischer
Leukdmie und bei Kolon- und Hirntumoren liegt der Anteil mit zehn Prozent zum Beispiel héher als
bei Tumoren von Brust, Kopf, Hals und Hoden, bei denen weniger als ein Prozent der CpG-Inseln
hypermethyliert vorliegen. Die Hypermethylierungsmuster scheinen je nach Tumorart mit
verschiedenen TSG assoziiert zu sein: Wahrend beim Mamma- und Ovarialkarzinom haufig der
BRCA1-Promotor

betroffen ist, findet man beim klarzelligen Nierenzellkarzinom und bei

Hamangioblastomen eher eine Hypermethylierung des VHL-Promotors, siehe Tabelle 3.

Tabelle 3: TSG, die vorrangig in bestimmten Tumortypen hypermethyliert sind.

TSG Tumor Quellen

Pp14ARF Magenkarzinom Esteller M et al. (2001), lida S et al. (2000)

APC Kolorektales Karzinom, Magen- | Esteller M et al. (2000b, 2001), Hiltunen MO et
karzinom al. (1997)

BRCA1 Mamma- und Ovarialkarzinome Esteller M et al. (2000a, 2001)

p73 Hamatologische Malignome Corn PG et al. (1999), Esteller M et al. (2001)

p15INK4b Hamatologische Malignome Batowa A t al. (1997), Esteller M et al. (2001),

Kawano S et al. (1996), Wong IH et al. (2000)

hMLH1 HNPCC-assoziierte Tumoren | Esteller M et al. (1998, 2001), Fleisher AS et al.
(Kolorektales-, Endometriums- und | (2000), Herman JG et al. (1998), Kane MF et al.
Magenkarzinom (1997)

Interessanterweise  wurden je nach Tumortyp charakteristische Kombinationen von

hypermethylierten TSG gefunden. Das heillt es ergeben sich fiir verschiedene Tumorarten typische
Methylierungsprofile, siehe Tabelle 4. Hierbei konnen mehrere Regulationsmechanismen der Zelle

gleichzeitig betroffen sein[Esteller et al. 2001].
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Tabelle 4: Beispiele fiir Tumorspezifische Methylierungsprofile [Esteller M et al. 2001].

Tumortyp

Methylierungsprofil

Gastrointestinale Tumoren (Magen, Kolon)

pl6INK4a, p14ARF, MGMT, APC, hMLH1

Lunge und Tumoren im Kopf-Halsbereich

DAPK, MGMT, und p16INK4a

Mamma- und Ovarialkarzinome

BRCA1, GSTP1, und p16INK4a.

Hamatologische Malignome

p73 und p15INK4b

Es wurden auch Gene identifiziert, die eine Pradisposition zur Hypermethylierung aufweisen. Sie sind

in einer Reihe unterschiedlicher Tumorarten haufig inaktiviert. Zu diesen Genen gehdren vor allem

solche, die in die DNA-Reparatur involviert sind, wie zum Beispiel MGMT, p16INK4a und DAPK1 siehe

Tabelle 5 [Esteller M et al. 2001].

Tabelle 5: Auswahl einiger TSG und Beispiele fiir
finden sind.

Tumoren, in denen sie hdufig hypermethyliert zu

TSG Tumoren mit haufiger Methylierung
des Gens

Quellen

p16INK4a | Kolorektal-,
Bronchial- und Mammakarzinome,
Kopf-Hals-Tumoren

Esteller M et al. (2001), Gonzalez-Zulueta M et al.
(1995), Herman JG et al. (1995), Merlo A et al.
(1995), Righini CA et al. (2007)

Zervixkarzinome

Dong SM et al. (2001), Esteller M et al. (2001),
Nakashima R et al. (1999), Wong YF et al. (1999),
Virmani AK et al. (2001)

Harnblasenkarzinome

Esteller M et al. (2001), Salem C et al. (2000), Nuovo
GJ et al. (1999)

Melanome

Esteller M et al. (2001), Gonzalgo ML et al. (1997)

Gliome

Costello JF et al. (1997),Esteller M et al. (2001)

MGMT Bronchial- und Kolorektalkarzinome,
Gliome, Glioblastome, Lymphome,
Kopf-Halstumoren

Esteller M et al. (1999 a + b, 2001), Herfath KK et al.
(1999), Sanchez-Cespedes M et al. (2000); Righini CA
et al. (2007); Wemmert S et al. (2009)

GPST1 Mamma-, Leber-, Bronchial-, Nieren-
und Prostatakarzinome,

Esteller M et al. (1998, 1999 a, 2001) , Sanchez-
Cespedes M et al. (2000), Tchou JC et al. (2000), Lee
WH et al. (1994)

TIMP3 Kopf-Halstumoren, Oligodendro-
gliome, Mamma-, Bronchial-, Magen
und Nierenkarzinome,

Righini CA et al. (2007), Bachmann KE et al. (1999),
Hong C et al. (2003), Prawitt B & Zabel D (2005)

DAPK Lymphome, Leukdmie, Bronchial-
karzinome

Esteller M et al. (2001), Sanchez-Cespedes M et al.
(2000)
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Die genauen Mechanismen der Hypermethylierung sind derzeit noch nicht komplett geklart. Bekannt
ist aber, dass die Hypermethylierung durch Proteine vermittelt wird, die auch in normalen Zellen fiir
epigenetische Modifikationen zustdndig sind. Ein Modell zur Entstehung von Hypermethylierungen

wird in Abbildung 5 dargelegt.

Hypermethylierungsmodell

] . Zufallige
Codcﬁ@ Coaktivato! Mdonovo
= ierui
_CpG CpGirain
Tumorsuppressorgen Gen *A‘m—— Tumorsuppressorgen Gen
ve
Transkriptionsabhéngige
Demethylierung
-Chromatinremodelling
-Mutation
~verminderte Transkription
£ X de-novo
Akt] At Methylierung
CpG CpGirs il CpG CpGlror 1 '
Tumorsuppressorgen Gen Tumorsuppressorgen Gen
Akt = Aktivator ) ‘ f
Rep = Repressorprotein @ @ Coaktivator
Pol li = RNA Polymerase Hi met met .
by bos

Tumorsuppressorgen Gen

Abbildung 5 aus Prawitt D & Zabel B 2005: Hypermethylierungsmodell nach Clark & Melki
(2002): Zufiillig auftretende de-novo-Methylierungen einzelner CpG-Dinukleotide werden in
normalen Zellen, vor allem in aktiv transkribierten Bereichen, durch Demethylierung wieder
entfernt. Ist ein Gen inaktiviert oder in seiner Expression reduziert (hier ein TSG), kann durch
eine Akkumulation zufélliger Methylierungen (iber mehrere Mitosen hinweg eine sukzessive
CpG-Insel-Hypermethylierung im Promotorbereich resultieren. Erhalten wird der inaktive
Status durch Chromatin-Repressorproteine (Aktive Gene = weifle Kdstchen, reduzierte
Genaktiviertdt = graue Kdstchen, inaktive Gene = schwarze Késtchen).

1.2.3 Hypermethylierungsstudien in Meningeomen

Meningeome gehdren zu den genetisch am besten untersuchten Tumoren des Menschen. Auch in
Hinsicht auf epigenetische Veranderungen stehen mittlerweile eine Reihe von Studienergebnissen
zur Verfiigung. Dies gilt vor allem fiir die Hypermethylierung von TSG. Eine detaillierte Ubersicht

hierzu gibt Tabelle 6.
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In einer Studie von Bello und Kollegen zur Promotormethylierung von zehn TSG war in 77,5 Prozent
der Meningeome mindestens ein Gen, in 25,5 Prozent sogar drei oder mehr Gene hypermethyliert
[Bello MJ et al. 2004b]. Liu et al. untersuchten ebenfalls zehn TSG und fanden in der Halfte der Falle
mindestens ein hypermethyliertes Gen, in 27 Prozent zwei oder mehr hypermethylierte Gene [Liu Y
et al. 2005]. In dieser Studie war eine Hypermethylierung auch signifikant mit den WHO-Graden I
und Ill assoziiert [Liu Y et al. 2005]. Aberrante Genmethylierungen in Meningeomen scheinen also
haufige Ereignisse darzustellen, welche wahrend der Meningeomentstehung und der
Meningeomprogression in bestimmten Genen akkumulieren [Bello MJ et al. 2004b; Nakane Y et al.
2007]. Bello et al. und Lomas et al. konnten in zwei unterschiedlichen Studien zeigen, dass
Meningeome mit 1p-Verlust hohere Methylierungsraten aufweisen, als solche mit 1p-Retention. Bei
Bello und Kollegen traf dies vor allem fiir die Gene THSB1 (47%), TIMP3 (40%), p73 (33%), p14ARF
und pl16INK4a (jeweils 23%) zu. Aber auch Meningeome mit einem 22qg-Verlust wiesen erhéhte
Methylierungsraten gegeniiber Meningeomen mit einem normalem Karyotyp auf [Bello MJ et al.

2004b; Lomas J et al. 2004].

Fiir manche TSG konnten statistisch signifikante Zusammenhange der Hypermethylierung mit
unterschiedlichen Faktoren gefunden werden. Der Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 ist
zum Beispiel mit einer Methylierung von THSB1 und p73 assoziiert [Bello MJ et al. 2004b; Nakane Y et
al. 2007; Lomas J et al. 2004]. Hypermethylierungen von p73 [Nakane Y et al. 2007], GTSB1 [Liu Y et
al. 2005] und p14ARF [Kim YJ et al. 2005] korrelieren mit hohen WHO-Graden (Il und IlI).
Methylierungen des NDRG2-Promotors treten haufig in aggressiven Meningeomen auf [Lusis EA et al.
2005]. Nakane und Kollegen fanden bei Nicht-Konvexitatsmeningeomen eine signifikant hohere Rate

an Methylierungen des RASSF1A-Promotors [Nakane Y et al. 2007].

Unladngst gelang es in Meningeomen ein charakteristisches Methylierungsmuster zu identifizieren,
das mit aggressiverem Verhalten und erhdéhtem Rezidivrisiko einhergeht. Dabei traten diese
Methylierungscluster unabhangig vom histopathologischen Grad auf. Als Indikatorgene fiir erhohte
Aggressivitat wurden HOXA 6, HOXA 9, PENK, UPK3A und IGFBP1 angenommen [Kishida Y et al.
2012].

1.2.3.1 Hypermethylierung des TIMP3-Promotors

Die Forschungsergebnisse zur Hypermethylierung des TIMP3-Promotors fallen unterschiedlich aus.
Anselmo et al. und Liu et al. fanden in keinem der von ihnen untersuchten Meningeome eine TIMP3-
Hypermethylierung. Im Gegensatz dazu waren bei Bello und Mitarbeitern 24 Prozent, bei Barski et al.

28 Prozent der Meningeome TIMP3-methyliert [Anselmo NP et al. 2006; Liu Y et al. 2005; Bello MJ et
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al. 2004b, Barski D et al. 2009]. Bello und Kollegen beobachteten in ihrer Methylierungsstudie eine
signifikant erhdhte Methylierungsrate bei hohergradigen (Grad Il und Ill) Meningeomen. Es zeigte
sich weiterhin, dass 40 Prozent der Meningeome mit einem 1p-Verlust hypermethyliert waren
(statistisch signifikant). TIMP3 gehorte zu den am haufigsten methylierten Gene (24%) dieser
Studienreihe [Bello MJ et al. 2004b].

Barski et al. untersuchten die TIMP3-Methylierung mittels MS-PCR und Bisulfitsequenzierung. Im
ersten Teil ihrer Studie analysierten sie 22 Meningeome mittels MS-PCR und Bisulfitsequenzierung
(Sequenzierungsregion: -72 bis -50, vergleiche Abbildung 16) und konnten bei keinem der
Meningeome eine Methylierung finden. In einem zweiten Durchgang wurde bei 50 Meningeomen
mittels Bilsufitsequenzierung die Region -18 bis +2 untersucht, welche mit dem Translationsstart
Uberlappt und weiter distal liegt. Dabei konnten sie in 28 Prozent (14/50) der Meningeome eine
Promotor-Hypermethylierung  feststellen.  Auflerdem  fanden sie  signifikant  hohere
Methylierungsanteile in Grad-llI-Meningeomen (67%) im Vergleich zu Grad-I- (17%) und Grad-II-
Meningeomen (22%) (p<0.05). Niedrigere TIMP3-mRNA-Expressionslevel korrelierten zudem mit
hohen Methylierungsraten sowie mit atypischen und anaplastischen Meningeomen (p<0.05). Die
Arbeitsgruppe untersuchte auch den Zusammenhang einer TIMP3-Methylierung mit dem Verlust von
22q9: 35 Prozent der Meningeomen mit -22q hatten eine Methylierung des T/IMP3-Promotors
(p<0.05). Von den methylierten Fallen hatte nur ein Fall eine Retention von 22q. Barski et al.
schlossen, dass ein Zusammenhang einer Methylierung von TIMP3 mit 22q-Deletionen und

Malignitat besteht [Barski D et al. 2009].

1.2.3.2 Hypermethylierung des p16/NK4a-Promotors

Auch bisherige Studien zur Hypermethylierung von p16 zeigen uneinheitliche Ergebnisse. In sieben
Studien reichte der Anteil der p16-Promotormethylierung von acht bis 47 Prozent [Aydemir F et al.
2012; Liu Y et al. 2005; Bello MJ et al. 2004b; Tse JY et al. 1998; Anselmo NP et al. 2006; Van Tilborg
AA et al. 2006; Chen MN et al. 2004; Kim YJ et al. 2005]. Eine weitere Studie von Yin und Mitarbeitern

zeigte dagegen keinen Fall von p16-Promotormethylierung [Yin D et al. 2002].

Trotzdem konnten bereits einige wichtige Erkenntnisse gewonnen werden: Bei Kim et al. korrelierten
zum Beispiel hohere Methylierungsraten mit mannlichem Geschlecht. Andere Studien zeigten
erhohte Methylierungsraten in atypischen und anaplastischen Meningeomen, allerdings ohne
statistische Signifikanz [Kim YJ et al. 2005; Bello MJ et al. 2004b;Liu Y et al. 2005; Tse JY et al. 1998;
Chen MN et al. 2004]. Meningeome mit LOH von NF2 wiesen in einer Studie in 62 Prozent, solche mit

Retention von NF2 dagegen keine Methylierung von p16/INK4a auf [Van Tilborg AA et al. 2006]. Bei
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Bello und Kollegen war der p16/NK4a-Promotor in 17 Prozent der Meningeome hypermethyliert und
gehorte auBerdem zu den am haufigsten methylierten Genen: Von den Meningeomen mit Verlust
des kurzen Arms von Chromosom 1 zeigten 23 Prozent eine Hypermethylierung von p16/NK4a (nicht
statistisch signifikant) [Bello MJ et al. 2004b]. Eine Hypermethylierung von p16/NK4a scheint zwar mit
Tumorentstehung und Progression von hohergradigen Meningeomen zusammenzuhdngen.
Allerdings wird die Expression von p16/NK4a nach Ansicht verschiedener Arbeitsgruppen wohl von
einer Vielfalt teils unbekannter Mechanismen beeinflusst [Chen MN et al.2004; Tse JY et al. 1998; Liu

Y et al. 2005].
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Tabelle 6: Ubersicht iiber Hypermethylierungsstudien in Meningeomen.

Gen Lokus Experimentelle Studiendaten zur Methylierung Methode |Referenz
ADAM23 |2q933 0% (0/2) Sequ Costa et al. 2005
APC 5921-q22 | 0% (0/34) MSP Van Tilborg et al.
2006
BRCA1 17921 18% (6/34); LOH NF2: 0% (0/13); Ret. NF2: 26% (6/21) (§?)| MSP Van Tilborg et al.
(1°: 15 11°: 3; 111°: 2) 2006
CACNA1 17933 0% (0/34) MSP Van Tilborg et al.
2006
CASP8 2933-q34 | 8% (8/98); 1°:7% (5/68); 11°: 11% (3/27); llI°: 0% (0/3); -1p UND | MSP/Sequ | Bello et al. 2004b
-22q: 1/8; -1p: 0/8; -22q: 1/8; Ret. 1p/22q: 0/8; n.v.: 6/8
CDH1 16q22.1 |59% (20/34); LOH NF2: 100% (13/13); Ret. NF2: 33% (7/21) (§?) | MSP Van Tilborg et al.
(1°: 25 11°: 3; 111°: 2) 2006
DAL-1 18911.3 |33% (20/60) extra-axiale Hirntumoren, davon 34 Meningeome |MSP/Sequ |[Almeida et al.
2008
DAPK1 9g34.1 | 9% (9/98); I°: 10% (7/68): II°: 7% (2/27); 1I°: 0% (0/3); -1p UND | MSP/Sequ | Bello et al. 2004b
-22q: 1/9; -1p: 0/9; -22q: 1/9; Ret. 1p/22q: 6/9; n.v.: 1/9
4% (2/48); 1°: 0% (0/16); II°: 11% (2/19); 1I°: 0% (0/13) n. s.:| MSP Liu et al. 2005
Alter, Geschlecht, Lokal., Rez., ULZ, Subtyp
8% (1/13) MSP Anselmo et al.
2006
6% (2/34) LOH NF2:15% (2/13); Ret. NF2: 0% (0/21) MSP Van Tilborg et al.
(1°: 25 11°: 3; 11°: 2) 2006
DLC1 8p22 0%(0/4); alle WHO I° Hankins et al.
2008
ESR1 6G25.1 [15% (15/98); I°: 15% (10/68): 11°: 15% (4/27); II°: 33% (1/3); | MSP/Sequ |Bello et al. 2004b
-1p UND -22q: 3/15; -1p: 3/15; -22q: 3/15; Ret. 1p/22q: 0/15;
n.v.: 6/15
GSTP1 11913.2 |0% (0/18) MSP Esteller et al.
1998
27% (13/48); I°: 0%(0/16); 11°: 32% (6/19); 1lI°: 54%(7/13) (§): | MSP Liu et al.2005
WHO II+lll; (§): Methylierung von 21 Genen haufiger in I1I° + 1I°
alsin I° n. S.: Alter, Geschlecht, Lokal., Rez., ULZ, Subtyp
9% (3/34); LOH NF2: 23% (3/13); Ret. NF2:0% (0/21)(§?) MSP Van Tilborg et al.
(1°: 15 11°: 3; 11°: 2) 2006
3% (1/36); n.s. Alter, Geschlecht, Histopathologie, WHO, Rez. MSP Aydemir et al.
2012
MEN1 11q13 18% (11/60) extra-axiale Hirntumoren, davon 34 Meningeome | MSP/Sequ |Almeida et al.
2008
MGMT 10926 0% (0/25) MSP Esteller et al.
1999
42% (8/19) MSP/Sequ |Yin et al. 2003
19% (14/73) MSP Bello et al. 2004a
16% (16/98); I°: 13% (9/68): 1I°: 26% (7/27); llI°: 0% (0/3); MSP/Sequ | Bello et al. 2004b
-1p UND -22q: 5/16; -1p: 0/16;-22q: 3/16
6% (3/48); 1°: 6% (1/16); II°: 5% (1/19); lII°: 8% (1/13); n. s.:| MSP Liu et al.2005
Alter, Geschlecht, Lokal., Rez., ULZ, Subtyp
0% (0/34) MSP Van Tilborg et al.
2006
8% (1/13) MSP Anselmo et al.
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2006
0% (0/36); I°: 69% (25/36); 11°: 28% (10/36); I11°: 3% (1/36) MSP De Robles et al.
2008
11% (4/36); n.s. Alter, Geschlecht, Histopathologie, WHO, Rez. | MSP Aydemir et al.
2012
NDRG2 14q11.2 |31% (14/45); I°+ 11°: 20% (7/25); llI°: 70% (7/10); (§): niedrige | Sequ Lusis et al. 2005
mRNA-Expression assoz. mit Methyl. und aggressiveren Formen
68% (23/34) MSP/Sequ |Almeida et al.
2008
NF2 22q12.2 |26% (23/88); I°: 31% (16/61); 1I°: 17% (4/24); lII°: 0% (0/3); MSP/Sequ | Lomas et al. 2005
3% (1/34); LOH NF2: 0% (0/13); Ret. NF2: 5% (1/21);|MSP Van Tilborg et al.
(1°: 15 11°: 3; 11°: 2) 2006
1% (1/100) Pyrosequ Hansson et al.
2007
p14ARF 9p21 26% (5/19); 1 Fall mit gleichzeitiger p53-Mutation MSP Yin et al. 2002
13% (13/98); I°: 13% (9/68): 11°: 15% (4/27); 11I°: 0% (0/3); MSP/Sequ | Bello et al. 2004b
-1p UND -22q: 4/13; -1p: 3/13;-22q: 2/13; Ret. 1p/22q: 3/13;
n.v.:1/13
13% (9/72); 1°: 9% (9/68); 1I°: 20% (2/10); 1II°: 50% (2/4);|MsP Amatya et al.
Uberexpr. von p53 und Unterexpr. von MDM2 in methyl. II° + 2004
II°; n. s.: Alter, Geschlecht, Lokal.
4% (2/48); 1°: 0% (0/16); 11°: 5% (1/19); 111°: 8% (1/13); n.s.: Alter, | MSP Liu et al.2005
Geschlecht, Lokal., Rez., ULZ, Subtyp
21% (17/81); ); I°: 16% (10/61); I1°: 50% (6/12); 11I°: 13% (1/8); | MSP Kim et al. 2005
(8): 11° + 111° sowie 11° ggu. I°; n. s.: Alter, Geschlecht, Lokal., Rez.,
ULZ, Subtyp
MSP Anselmo et al
62% (8/13) 2006
35% (12/34); LOH NF2: 62% (8/13); Ret. NF2: 19% (4/21) (§?); | MSP Van Tilborg et al.
(1°- 25 1°: 3; 11°: 2) 2006
p15INK4 |9p21 5% (1/19) MSP Yin et al. 2002
4% (2/48); 1°: 0% (0/16); 11°: 11% (2/19); Il1°: 0% (0/13); MSP Liu et al. 2005
n.s.: Alter, Geschlecht, Lokal., Rez., ULZ, Subtyp
0% (0/34) MSP Van Tilborg et al.
2006
pl6INK4 |9p21 Partielle Methylierung: 22% (5/23); 1°: 8% (1/12); 1I°: 25% (2/8); | MS-Restr/ | Tse et al. 1998
I° 67% (2/3); Immunoblot: keine abberante Expression von |Southern
CDKN4 und pRB Blot
Hypermethylierung von p16, p15, p14 in den ersten Exonen:|Sequ Bostrom et al.
1°:20% (1/5); 11°: 60% (3/5); I1I°: 20% (1/5) 2001
0% (0/19) MSP Yin et al. 2002
17% (17/98); I°: 15% (10/68); 11°: 18,5% (5/27); I1I°: 67% (2/3) MSP/Sequ | Bello et al. 2004b
-1p UND 22q:7/17, 23% mit -1p methyliert
20% (10/50) mit Hypermethylierung p16 ODER pRB; MSP Chen et al. 2004
1°: 0% (0/20); 11°: 38% (6/16); II°: 29% (4/14); beide methyliert:
11°: 7% (1/14); 13 mit p16-Proteinexpression, alle unmethyliert
47% (38/81); I°: 43% (26/61); 11°: 67% (8/12); 1l°: 50% (4/8); MSP Kim et al. 2005
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(8): Geschlecht m>w; n. s.: Alter

10% (5/48); 1°: 0% (0/16); 11°: 26% (5/19); I11°: 0% (0/13); MSP Liu et al. 2005
n.s.: Alter, Geschlecht, Lokal., Rez., ULZ, Subtyp
24% (8/34); LOH NF2: 62% (8/13); Ret. NF2: 0% (0/21) (§?); MSP Van Tilborg et al.
(1°: 25 1°: 3; 11°: 2) 2006
23% (3/13) MSP Anselmo et al.
2006
32% (19/60) extraaxiale Hirntumoren, davon 34 Meningeome MSP Almeida et al.
2008
8% (3/36); n.s. Alter, Geschlecht, Histopathologie, WHO, Rez. MSP Aydemir et al.
2012
p18INK4 |1p32 0% (0/6) MS-Restr. |Santarius et al.
2000
RARb 3p24 0% (0/34) MSP Van Tilborg et al.
2006
RASSF1A |[3q21.3 17% (2/12) alle WHO-I° MSP Horiguchi et al.
2003
7% (6/81); 1°: 7% (4/61); 1I°: 8% (1/12); llI°: 13% (1/8); n. s. Alter, | MSP Kim et al. 2005
Geschlecht
35% (14/40); 1°: 18% (4/22); 11°: 64% (7/11); 11I°: 43% (3/7); (§): | MSP Nakane et al.
Nicht-Konvexitatlokalisation 2007
RB1 13q14.2 [5% (1/19) MSP Yin et al. 2002
7% (7/98); 1°: 7% (5/68); 1I°: 7% (7/27); 11I°: 0% (0/3); MSP/Sequ | Bello et al. 2004b
-1p UND -22q: 3/7; -1p: 1/7;-229: 1/7; n.v.: 2/7
10% (5/48); 1°: 0% (0/16); 11°: 11% (2/19); 111°: 23% (3/13); MSP Liu et al. 2005
n.s.: Alter, Geschlecht, Lokal., Rez., ULZ, Subtyp
42% (34/81); 1°: 43% (26/61); 11°: 42% (5/12); 11I°: 38% (3/8); MSP Kim et al. 2005
n. s.: Alter, Geschlecht
0% (0/13) MSP Anselmo et al.
2006
35% (12/34); LOH NF2: 46% (6/13); Ret. NF2: 29% (6/21); MSP Van Tilborg et al.
(1°: 15 11°: 3; 11°: 2) 2006
TIMP3 22q12.3 |24% (24/98); I°: 18% (12/68): II°: 41% (11/27); lI°: 33% (1/3);| MSP/Sequ | Bello et al. 2004b
(8): WHO; (8): -1p bzw. -1p UND -22q: 12/30;
0% (0/48) MSP Liu et al. 2005
0% (0/13) MSP Anselmo et al.
2006
28% (14/50) (2. Bisulfitseugenzierung), 0% (0/22) (MSP und 1. | MSP/Sequ/ |Barski et al. 2009
Bisulfitsequenzierung); 1°: 15% (4/27); 11°: 18% (2/11); llI°: 67% | Immunobl
(8/12); (8): 1> ggii 11°/1° (8): -22q: 51% (20/39), davon 35%
methyliert(7/20); (§): niedrigere Proteinlevel in I1° + 11I°
THBS1 15q15 30% (30/98); I°: 28% (19/68): 11°: 37% (10/27); 111°: 33% (1/3); MSP/Sequ | Bello et al. 2004b
(8): -1p bzw. -1p UND -22q: 14/30
15% (7/48); 1°: 0% (0/16); 11°: 32% (6/19); 1I°: 8% (3/13); MSP Liu et al. 2005
n.s.: Alter, Geschlecht, Lokal., Rez., ULZ, Subtyp
0% (0/34) MSP Van Tilborg et al.

2006
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0% (0/36); n.s. Alter, Geschlecht, Histopathologie, WHO, Rez. MSP Aydemir et al.
2012
TP53 17p13.1 | 42% (25/60) extraaxiale Hirntumoren, davon 34 Meningeome MSP/Sequ |Almeida et al.
2008
38% (18/48) MSP/Sequ |Almeida et al.
2009
TP73 1p36.3 | 15% (15/98); 1°:13% (9/68); 1I°: 18,5% (5/27); II°: 33% (1/3); | MSP/Sequ |Bello et al. 2004b
(8): -1p bzw. -1p UND -22q: 10/30
21% (13/60); I°: 21% (7/33); 1I°: 20% (5/24); 111°: 33% (1/3); MSP/Sequ | Lomas et al. 2004
(8): -1p: 77% (10/13);
15% (2/13) MSP Anselmo et al.
2006
0% (0/34) MSP Van Tilborg et al.
2006
35% (14/40) 1°: 0% (0/22); 11°: 82% (9/11); 11°: 71% (5/7); MSP Nakane et al.
(§): WHO; (8): -1p: 14/14 2007
uPa 10924 keine Korrelation von Methylierung mit WHO-Grad, MIB-1-| MS-Restr Kandenwein et
Index, Invasivitit, GroRe, Lokal.,peritumorales Odem, al. 2010
Multiplizitat, PF oder OS (1°: 26; 11°: 27; 111°: 12;)
VHL 3925.3 | 4% (2/48); 1°: 0% (0/16); 11°: 11% (2/19); I1I°: 0% (0/13); MSP Liu et al. 2005
n.s.: Alter, Geschlecht, Lokal., Rez., ULZ, Subtyp
0% (0/34) MSP Van Tilborg et al.
2006

(§) = statistisch signifikant; (§?) = nicht eindeutig der Studie zu entnehmen; Ret. = Retention; n. s. =
nicht signifikant; ULZ = Uberlebenszeit; Lokal. = Lokalisation; OS = Overall survival; PFS = Progression-

free-survival; n. v.

Bisulfitsequenzierung; MS-Rest. = methylsensitive Restriktionsanalyse

nicht verfiigbar; -1p = LOH 1p; -22q = LOH 22q; MSP/ Sequ = MSP und

26



Fragestellung

1.3 Fragestellung

Promotor-Hypermethylierungen werden in vielen humanen Tumoren gefunden. In manchen

Tumorarten kdnnen Methylierungsanalysen bestimmter TSG zur Einschatzung der Prognose und zur

Vorhersage des Ansprechens auf bestimmte Therapeutika genutzt werden. Fir Meningeome ist dies

bisher nicht der Fall, jedoch gibt es vielversprechende Kandidaten fiir epigenetische Prognosemarker.

Hierzu zahlen die TSG TIMP3 und p16I/NK4a. Mit der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragen

geklart werden:

Spielen TIMP3- und p16INK4a-Promotor-Hypermethylierungen eine Rolle in der Entstehung

oder Progression von Meningeomen?

Besteht ein Zusammenhang zwischen der Promotor-Hypermethylierung von pl6INK4a

und/oder TIMP3 und dem WHO-Grad?

Besteht ein Zusammenhang zwischen Hypermethylierung von p16/INK4a und/oder TIMP3 mit

bestimmten chromosomalen Verlusten?

In der vorliegenden Arbeit konnte auch eine Gruppe von Erstmeningeomen und ihren zugehdrigen

Rezidiven analysiert werden. Hierbei war das Ziel folgende Fragen zu beantworten:

Wie verhalten sich WHO-Grad, zyto- und epigenetische Veranderungen wahrend der

Meningeomprogression?

Kann eine der Modifikationen als initiales Ereignis fiir die Progression identifiziert werden?

Existieren Methylierungs- bzw. chromosomale Aberrationsmuster, anhand derer

Meningeome in Subgruppen unterteilt werden kénnen?

Finden sich Kombinationen aus Verdnderungen des epi- oder zytogenetischen Status
und/oder der WHO-Klassifikation, anhand derer die Meningeome in Subgruppen klassifiziert

werden kdnnen?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Substanzen, Puffer und Gerate

Material und Methoden

Substanz

Firma

Agua ad iniect

Braun, Melsungen

dNTPs, PCR Grade, Sodium Salt, 100mM

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Hot-Star Tag-Polymerase 5 units/ul

Qiagen, Hilden

MgCl,

Qiagen, Hilden

Proteinkinase K recombinant, PCR-Grad

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

PeqGOLD Universal-Agarose

Peqlab, Erlangen

PeqGOLD Ultra Low Range DNA-Leiter I

Peqlab, Erlangen

Tag-Puffer

Qiagen, Hilden

Universal Methylated Human DNA Standard

Zymo Research, Irvine, USA

Puffer/Lésung Bestandteile

Lysispuffer (pH 7,4)

155mM NH,Cl; 10mM KHCOs; 0,2mM EDTA

SE-Puffer (pH 7,4)

75mM NaCl; 24mM EDTA

10%iger SDS-Puffer

10g SDS auf 100ml Aqua dest.

Stop-Lade-Puffer

0,1M Na,EDTA, 40% Saccharose; 1 Spatelspitze Bromphenolblau pro 10ml

5x TBE-Puffer (pH 8,0)

54g Tris-Base; 27,5g Borsaure; 1,86g EDTA; mit Aqua dest. auf 11 auffillen

TE-Puffer (pH 7,6)

10mM Tris HCI (pH 7,6); 1mM EDTA (pH 8,0)

Gerat/Software

Firma

DeVision G, Version 2.0.

Decon Science Tec.GmbH, Hohengandern

Elektrophoresekammer: Owl 800-242-5560, B3

OWL Separation Systems Inc., Portsmouth, USA

EZ DNA Methylation-GOLD Kit

Zymo Research, Irvine, USA

Kamera CU 105M, 8030102

Rainbow, Japan

Nanodrop ND-1000UV/Vis-Spektrometer

Peqlab, Erlangen

Thermocycler PTC-100/PTC-200

MJ Research, Hessisch Oldendorf

QIA DNA Mini Kit (50)

Qiagen, Hilden
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2.1.2 Patientenpopulation

Fir die epigenetischen Untersuchungen wurde kryokonserviertes Tumorgewebe aus der von PD Dr.
Ketter gefiihrten Tumordatenbank (Klinik fir Neurochirurgie, Universitatsklinikum des Saarlandes,
Direktor: Prof. Dr. Joachim Oertel) verwendet. Die Tumorproben wurden im Zeitraum von 1997 bis
2010 gewonnen und unmittelbar postoperativ in Kryo-Cups mit flissigem Stickstoff schockgefroren.
Es erfolgte anschlieRend eine Kryoasservierung bei -80°C. Die klinischen Variablen wurden dem
institutseigenen Tumorregister entnommen. Sie beinhalten Patientengeschlecht und -alter,
Tumorlokalisation und zytogenetische Untersuchungsbefunde sowie die WHO-Klassifikation und die
Prasentation des untersuchten Meningeoms (Erst- oder Rezidivmeningeom). Von allen Patienten lag
eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Durchfiihrung der Untersuchungen im Sinne eines
"informed consent" vor. Diese Einverstandniserklarungen befinden sich in den Patientenakten. Das
klinische Follow-Up der Patienten wurde in der Neurochirurgischen Klinik des Universitatsklinikums
des Saarlandes durchgefiihrt. Ein Rezidiv wurde als erneutes Auftreten des Meningeoms im CT oder
MRT nach vollstandiger Tumorexstirpation (Simpson Grad 1 oder 2) gewertet. Die Erhebung der
histopathologischen Befunde an reprasentativen formalinfixierten Tumorproben erfolgte durch die
Institute flr Neuropathologie der Universitatskliniken Homburg und Heidelberg nach der aktuellen
WHO-Klassifikation (Louis DN et al. 2007). Fiir die Tumorprobe MN 125 (weiblich) war keine WHO-

Einteilung vorhanden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden epigenetische Untersuchungen an 67
Meningeomproben durchgefiihrt. Diese wurden unterteilt in 18 (27%) Meningeomproben von
mannlichen und 49 (73%) von weiblichen Patienten. Zusatzlich konnten die Daten von 59
Meningeomproben aus fritheren Analysen in die Auswertung mit einbezogen werden, wodurch die
Betrachtung einer groReren Fallzahl moéglich war. Von diesen 59 Meningeomproben stammten 41
(70%) von Frauen, 18 (30%) von Mannern. Diese zusitzlichen Daten sind in den Ubersichtstabellen
mit einem Stern (*) gekennzeichnet und wurden von Herrn Dennis Kraemer in einer Vorarbeit
erhoben [Kraemer D 2011, Diplomarbeit]. Insgesamt wurden 126 Meningeomproben in die
Auswertung einbezogen. Eine Ubersicht der klinischen Variablen - mit fortlaufender Nummerierung
der Falle - bietet Tabelle 7. Geschlecht, Tumorprasentation, mittleres Alter und WHO-Grad sind in

Tabelle 8 dargestellt. Weitere ergdnzende Tabellen befinden sich im Tabellenanhang dieser Arbeit.

29



Tabelle 7: Patientenpopulation.

Material und Methoden

Lfd. Nr. Patient Op-Nr. Alter/Geschlecht | WHO-Grad | Prisentation | Lokalisation
MN 1 P1 997/08 64/w 1 Ersttumor 1
MN 2 P2 1018/08 53/w 1 Ersttumor 3
MN 3 P3 1139/08 68/m 1 Ersttumor 8
MN 4 P4 1142/08 79/w 2 Ersttumor 1
MN 5* P5§ 1039/08 58/m 3 Ersttumor 8
MN 6* P6 1368/08 70/w 1 Ersttumor 1
MN 7* P7 1204/08 68/m 2 Ersttumor 5
MN 8* P8 1407/08 88/m 3 Rezidiv 1
MN 9* P9 1038/08 48/w 1 Ersttumor 5
MN 10* P10 1587/08 52/m 3 Rezidiv 1
MN 11* P11 1445/08 66/m 1 Ersttumor 5
MN 12* P12 1449/08 56/w 2 Ersttumor 1
MN 13* P13 1568/08 43/m 1 Ersttumor 7
MN 14* P14 1575/08 47 /w 1 Ersttumor 1
MN 15* P15 1601/08 31/m 1 Ersttumor 8
MN 16* P16 1671/08 73/w 1 Ersttumor 9
MN 17* P17 § 1746/08 57/m 2 Rezidiv 9
MN 18* P18 1842/08 65/m 1 Ersttumor 1
MN 19* P19 1792/08 81/w 1 Ersttumor 1
MN 20* P 20 1825/08 68/m 1 Ersttumor 11
MN 21 P21 92/09 1 63/m 3 Rezidiv 1
MN 22 P21 92/09 2 63/m 2 Rezidiv 1
MN 23* P21 92/09 3 63/m 2 Rezidiv 1
MN 24 P22 73/09 63/m 2 Ersttumor 9
MN 25 P23 268/09 54/w 2 Ersttumor 7
MN 26 P24 133/09 50/w 2 Ersttumor 2
MN 27 P25 273/09 49/w 1 Ersttumor 8
MN 28 P 26 351/09 66/w 1 Ersttumor 5
MN 29 P27 369/09 46/w 2 Ersttumor 2
MN 30 P28 581/09 70/w 2 Ersttumor 5
MN 31 P 29 751/09 48/w 1 Ersttumor 5
MN 32 P30 1011/09 55/w 1 Ersttumor 5
MN 33 P31 1172/09 47/m 1 Ersttumor 5
MN 34 P32 1180/09 60/w 1 Ersttumor 9
MN 35 P33 1245/09 56/w 1 Ersttumor 2
MN 36 P34 1247/09 72/w 1 Ersttumor 4
MN 37 P35 1276/09 44/w 1 Ersttumor 5
MN 38 P36 1336/09 63/m 2 Ersttumor 1
MN 39 P 37 1347/09 46/m 1 Ersttumor 7
MN 40 P38 1401/09 65/w 1 Ersttumor 1
MN 41 P39 1408/09 82/m 2 Ersttumor 2
MN 42 P 40 1418/09 73/w 1 Ersttumor 5
MN 43 P41 1436/09 65/m 2 Ersttumor 4
MN 44 P42 1473/09 73/w 2 Ersttumor 9
MN 45 P43 1481/09 51/w 1 Rezidiv 5
MN 46 P44 1630/09 54/w 2 Ersttumor 8
MN 47 P45 229/09 50/m 1 Ersttumor 5
MN 48 P 46 1652/09 68/w 1 Ersttumor 1
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MN 49 P47 1675/09 47/w 1 Ersttumor 1
MN 50 P48 1746/09 38/m 3 Ersttumor 2
MN 51 P 49 1822/09 45/w 1 Ersttumor 5
MN 52 P50 1832/09 40/w 1 Ersttumor 3
MN 53 P51 1867/09 48/w 1 Ersttumor 2
MN 54 P 52 1957/09 47/w 1 Ersttumor 9
MN 55 P53 112/10 50/w 2 Ersttumor 1
MN 56 P 54 134/10 68/w 1 Ersttumor 6
MN 57 P 55 185/10 68/w 2 Ersttumor 1
MN 58 P 56 207/10 56/w 2 Ersttumor 3
MN 59 P 57 346/10 28/m 2 Ersttumor 6
MN 60 P58 374/10 62/w 1 Ersttumor 4
MN 61 P 59 461/10 64/w 1 Ersttumor 8
MN 62 P 60 487/10 45/w 1 Ersttumor 5
MN 63 P61 509/10 46/m 2 Ersttumor 1
MN 64 P62 § 987/08 83/w 2 Ersttumor 5
MN 65 P62§ 559/10 84/w 2 Rezidiv 5
MN 66 P 63 613/10 39/w 1 Ersttumor 11
MN 67 P64 620/10 76/w 1 Ersttumor 2
MN 68 P 65 701/10 50/w 1 Ersttumor 1
MN 69 P 66 710/10 42/w 1 Ersttumor 9
MN 70 P 67 727/10 60/w 1 Ersttumor 8
MN 71 P 68 741/10 80/w 1 Ersttumor 2
MN 72 P 69 748/10 76/w 1 Ersttumor 8
MN 73 P70 757/10 59/w 1 Ersttumor 5
MN 74 P71 827/10 53/m 1 Ersttumor 1
MN 75 P72 834/10 47/w 1 Ersttumor 2
MN 76 P73 842/10 51/w 1 Ersttumor 1
MN 77 P74 1745/09 50/w 2 Ersttumor 6
MN 78 P74 876/10 51/w 2 Rezidiv 6
MN 79 P75 939/10 72/m 2 Ersttumor 1
MN 80 P76 555/09 41/w 2 Ersttumor 11
MN 81 P77 205/09 80/w 1 Ersttumor 7
MN 82 P78 1874/08 62/m 2 Rezidiv 11
MN 83* P79 232/03 69/w 3 Ersttumor 6
MN 84* P79 798/03 70/w 3 Rezidiv 5
MN 85* P 80 1534/97 56/w 1 Ersttumor 1
MN 86* P 80 1767/04 63/w 1 Rezidiv 1
MN 87* P81 828/02 38/w 1 Ersttumor 8
MN 88* P81 91/05 40/w 1 Rezidiv 8
MN 89* P 82 244/05 64/m 1 Ersttumor 6
MN 90* P 82 295/07 66/m 1 Rezidiv 6
MN 91* P 83 1407/97 46/w 2 Ersttumor 1
MN 92* P83 1014/07 55/w 2 Rezidiv 2
MN 93* P 84 904/00 68/w 2 Ersttumor 2
MN 94* P84 1382/08 76/w 2 Rezidiv 2
MN 95* P 85 306/99 47/w 1 Ersttumor 5
MN 96* P 86 230/99 9/m 1 Ersttumor 10
MN 97* P 87 671/02 64/w 1 Ersttumor 2
MN 98* P 88 170/01 54/w 1 Ersttumor 3
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MN 99* P 89 94/98 55/w 2 Ersttumor 4
MN 100* P90 899/98 58/w 2 Ersttumor 5
MN 101* P91 794/99 64/w 2 Ersttumor 1
MN 102* P 92 768/98 69/m 1 Ersttumor 4
MN 103* P93 1214/97 44/w 1 Ersttumor 1
MN 104* P94 1568/97 70/w 1 Ersttumor 4
MN 105* P95 1939/08 40/w 1 Ersttumor 5
MN 106* P 96 1072/99 32/w 2 Ersttumor 8
MN 107* P96 32/02 35/w 2 Rezidiv 1
MN 108* P97 2043/01 48/w 1 Ersttumor 8
MN 109* P 98 948/00 58/w 2 Ersttumor 2
MN 110* P 99 1258/01 52/w 1 Ersttumor 1
MN 111* P 100 1237/04 80/w 2 Ersttumor 1
MN 112* P 101 1210/98 65/w 2 Ersttumor 2
MN 113* P 101 1778/99 66/w 2 1. Rezidiv 2
MN 114* P 101 67/02 69/w 2 2. Rezidiv 9
MN 115* P 102 379/01 61/w 3 Ersttumor 6
MN 116* P 102 1342/01 61/w 3 1. Rezidiv 6
MN 117* P 102 1808/01 61/w 3 2. Rezidiv 6
MN 118* P 103 587/99 71/w 2 Ersttumor 4
MN 119* P 103 570/02 74/w 2 Rezidiv 4
MN 120* P 104 1812/05 56/m 2 Ersttumor 4
MN 121* P 105§ 704/01 65/m 2 Ersttumor 1
MN 122* P 105§ 961/07 71/m 2 1. Rezidiv 1
MN 123 P 105§ 201/09 72/m 3 2. Rezidiv 2
MN 124 P 105§ 516/10 73/m 3 3. Rezidiv 2
MN 125* P 106 2090/01 67/w nd Ersttumor 3
MN 126* P 106 1196/08 73/w 1 Rezidiv 3

* = Daten von Dennis Kraemer; § = verstorben; nd = nicht durchgefiihrt; U = unmethyliert; M =
methyliert;, -1 = Verlust;, 0 = kein Verlust des Chromosomenabschnitts. Lokalisationsverschliisselung
siehe Abkiirzungsverzeichnis.

Tabelle 8: Ubersicht (iber die Patientenpopulation.

Alter

WHO

Meningeome gesamt

Weiblich

Mannlich

n=126

90/126 (71%)

36/126 (29%)

@ =57,55 Jahre [SD + 13,13] |

@ =58,2 Jahre [SD + 11,8]

@ =55,9 Jahre [SD * 15,8]

66
47
12

52
32

14
15

(53%)
(37%)
(10%)

(58%)
(36%)
(6%)

(39%)
(42%)
(19%)
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Ersttumoren 100/126 (79%) @ =57,1 Jahre [SD * 13,2] | 61 (62%)
I 34 (34%)
]| 4 (4%)

Rezidive 26/126 (21%) @ = 64,8 Jahre [SD + 12,5] | 5 (19%)
] 13 (50%)
i 8 (31%)

Die Follow-Up-Zeit betrug 37,5 Monate (Standardabweichung 44 Monate) mit einem Minimum von
null und einem Maximum von 169 Monaten. Von 100 Ersttumoren hatten bis zum 31.12.2011
insgesamt 16 (16%) Patienten mindestens ein Rezidiv erlitten. In der WHO-Klassifikation der
Primarmeningeome dieser 16 Patienten wurden drei (19%) als benigne, zehn (62,5%) als atypisch
und zwei (13%) als anaplastisch eingestuft. Fur eines dieser Erstmeningeome war der WHO-Grad

unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit lag die Rezidivrate der benignen Ersttumoren bei fiinf Prozent (3/61), die
der atypischen Ersttumoren bei 29 Prozent (10/34) und die der anaplastischen Ersttumoren bei 50
Prozent (2/4). In der statistischen Auswertung zeigte sich eine signifikant kiirzere rezidivfreie Zeit fiir
Patienten mit WHO-Grad Il und Il im Vergleich zu WHO-Grad | (p<0.001), vergleiche Abbildung T1 im
Tabellenanhang. Weiterhin waren die Rezidivtumoren signifikant haufiger WHO-Grad-II- und -IlI-
Meningeome als Primarmeningeome (p<0.001). Interessanterweise wurde auch bei mannlichen

Patienten haufiger ein hoher WHO-Grad (Il und Ill) festgestellt als bei Frauen (p=0.03, signifikant).

Meningeomlokalisationen und chromosomale Aberrationen

Im Folgenden werden die Meningeome aus den Methylierungsanalysen nach Gesichtspunkten

friherer Studien der Arbeitsgruppe zu Meningeomlokalisation und FISH-Analysen betrachtet.

2.1.2.1 Lokalisationsbestimmung

Die Einteilung der Tumorlokalisationen erfolgte anhand praoperativer CTs und MRTs in Konvexitat,
parasagittale Region, Tuberkulum sellae, Olfaktoriusrinne, Keilbeinfliigel, Tentorium, Spinalkanal,
hintere Schadelgrube und Falx sowie petroclival und intraventrikular. Diese elf Lokalisationen wurden
gemald der Einteilung von Ketter et al. in drei Gruppen zusammengefasst: Konvexitdt (Konvexitat,
parasagittale Region, Tentorium, hintere Schadelgrube, Falx), Schadelbasis (Tuberkulum sellae,
Olfaktoriusrinne, Keilbeinflligel, petroclival) und Spinalkanal [Ketter R et al. 2008]. Entsprechend

waren von den Meningeomen 64 Prozent an der Konvexitdt, 33 Prozent an der Schadelbasis und drei
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Prozent im Spinalkanal lokalisiert. Intraventrikulare Meningeome sind sehr selten und gehoren zu
keiner der drei Gruppen. Da in dieser Arbeit nur ein intraventrikuldares Meningeom betrachtet wurde,
wird dieses in den folgenden Abbildungen nicht aufgefiihrt. Die untersuchten Parameter dieses

Meningeoms sind den Tabellen 8 und 12 zu entnehmen (MN 96).
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Abbildung 6: Lokalisationsverteilung (n=126). Absolutwerte Gber den Balken.

Etwa ein Viertel der Konvexitdtsmeningeome waren Rezidive (19/81). An der Schadelbasis waren es

18 Prozent (7/39) und im Spinalkanal war keines der Meningeome ein Rezidivtumor.

Betrachtet man jeweils die Haufigkeit der drei WHO-Grade in den drei Lokalisationen so fallt auf,
dass an der Schadelbasis 67 Prozent (26/39) und im Spinalkanal 75 Prozent (3/4) der Meningeome zu
WHO-Grad | gehorten. An der Konvexitdt waren nur 46 Prozent (37/81) der Meningeome benigne.
Dagegen fanden sich atypische Meningeome mit 41 Prozent am haufigsten an der Konvexitat
(33/81). An der Schadelbasis wurden 33 Prozent der Fille als atypisch eingestuft (13/39). Im
Spinalkanal waren sie am seltensten (1/4). Anaplastische Meningeome waren ingesamt seltener und
machten 14 Prozent (11/81) der Fille an der Konvexitdt und drei Prozent (1/39) der Falle an der

Schadelbasis aus. Im Spinalkanal hatte keines der Meningeome anaplastische Merkmale.

Bei der Verteilung der Lokalisationen in den drei WHO-Gruppen fallt auf, dass 92 Prozent (11/12) der
anaplastischen Meningeome an der Konvexitdt und die restlichen acht Prozent an der Schadelbasis
(1/12) lokalisiert waren. Fir die benignen Meningeome zeigte sich folgende Verteilung: 56 Prozent
(37/66) Konvexitatsmeningeome, 38 Prozent (25/66) Schadelbasismeningeome und finf Prozent

(3/66) spinale Meningeome. Ein benignes Meningeom war intraventrikular lokalisiert. Die atypischen
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Meningeome stammten zu 70 Prozent (33/47) von der Konvexitat, zu 28 Prozent (13/47) von der

Schéadelbasis und nur zu zwei Prozent (1/47) aus dem Spinalkanal.

Eine Assoziation von Lokalisation und WHO-Grad konnte nicht festgestellt werden (p=0.245), ebenso

wenig wie ein Zusammenhang der Lokalisation mit einem kiirzeren rezidivfreien Intervall (p=0.563).

2.1.2.2 FISH-Analysen

Von 126 in dieser Arbeit untersuchten Meningeomproben standen fiir 116 Meningeomproben
zusatzlich Informationen zu Verlusten der Chromosomenabschnitte 1p36 und 22q (welches die
Region 22q12.1-13.2 mit dem TIMP3-Gen enthélt) aus friheren FISH-Studien unserer Arbeitsgruppe

zur Verflugung. Der Abschnitt 9p21 (als Lokalisationsregion von p16/INK4a) wurde in 117 Proben

analysiert. Die Abbildung 7 zeigt zwei reprasentative FISH-Bilder der Meningeomprobe MN 34.

Abbildung 7: Exemplarische FISH-Aufnahmen des Falls MN 34. a) 1p36 (griin) und 22q (rot): In der
oberen Zelle ist ein Monoploidie fiir beide Abschnitte zu erkennen. b) 9q11 (griin) und 9p21 (rot):
Jeweils Diploidie fiir beide chromosomale Abschnitte.

Insgesamt wurden zur Auswertung der FISH-Analyse sechs zytogenetische Gruppen gebildet,
vergleiche Tabelle 9. Hierbei wurden die Falle zunachst unterteilt in solche ohne Deletion und solche
mit einem Verlust von mindestens einem der untersuchten Chromosomenabschnitte. Letztere wurde
anschlieRend zusatzlich danach aufgeteilt, welche Chromosomenabschnitte im Speziellen deletiert

waren:
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22q isoliert: Diese Gruppe setzt sich aus den Meningeomen zusammen, die eine isolierte Deletion
von 22q und keine Deletionen von 1p36 und 9p21 hatten. Diese Meningeome mit alleiniger 22q-
Deletion haben im Vergleich zu den anderen finf zytogenetischen Gruppen das geringste

Rezidivrisiko [Ketter R et al. 2007].

22q kombiniert: Diese Gruppe beinhaltet alle Fille, die mindestens eine 22qg-Deletion aufwiesen,
einschlieRlich der Falle, bei denen gleichzeitig auch eine 1p-und/oder 9p-Deletion vorlag. Es wurde
somit nicht unterschieden, ob die Deletion isoliert oder mit weiteren Deletionen zusammen
aufgetreten war. Die Gruppe diente dazu, den Zusammenhang zwischen einer Methylierung des auf

dem Abschnitt 22q lokalisierten TIMP3-Promotors und einer Deletion von 22q analysieren zu kénnen.

1p36-Deletion: In dieser Gruppe wurden alle Fille zusammengefasst, die mindestens eine 1p36-
Deletion aufwiesen, inklusive solcher mit eventuell gleichzeitig vorliegendem 9p21- und/oder 22g-
Verlust. Die 1p36-Deletion war somit fiir diese Gruppe das Hauptkriterium. Eine 1p36-Deletion geht
haufig mit einem 22qg-Verlust einher, was héchstwahrscheinlich daran liegt, dass der 22qg-Abschnitt
friher in der Meningeomentwicklung verloren geht und die weiteren Chromosomendeletionen erst
darauf folgen [Lekanne-Deprez RH et al. 1995, Ketter R et al.2001 und 2007; Al Saadi A et al. 1987;
Perry A et al. 1996; Henn W et al. 1995; Niedermayer | et al. 1997a; Bostrom J et al. 1997; Leone PE
et al. 1999; Lamszus K et al. 1999]. Die 1p36-Deletion stellt einen wichtigen prognostischen Faktor
dar und hat ein hoheres Rezidivrisiko bzw. kirzeres rezidivfreies Intervall zur Folge [Ketter R et al.

2001 und 2007; Niedermayer | et al. 1997a; Steudel WI et al. 1996].

9p21-Deletion: Diese Gruppe enthdlt alle Meningeome mit einer 9p21-Deletion, ungeachtet
zusatzlich vorhandener Chromosomenverluste. Sie diente der Analyse eines moglichen
Zusammenhangs zwischen einer Methylierung des auf diesem Abschnitt lokalisierten p16/NK4A-
Promotors und einem 9p21-Verlust. AuRerdem stellt der Verlust von 9p21, der hauptsachlich in
anaplastischen Meningeomen auftritt und mit kiirzerem Uberleben assoziiert ist, ein
Progressionszeichen dar [Perry A et al. 2002; Riemenschneider MJ et al. 2006]. Aus diesem Grund
war auch die Betrachtung der Hypermethylierung von TIMP3 im Hinblick auf einen Zusammenhang
dieser epigenetischen Modifikation mit Malignitdt und Progression interessant. Die Gruppe enthalt
lediglich acht Falle, da 9p21-Deletion seltener auftreten als 22g-und 1p36-Deletionen. Dies ist bei der
folgenden Auswertung zu beachten, da die Ergebnisse dieser Gruppe nicht in dem Ausmal’ gewichtet

werden kdnnen wie die der Gbrigen zytogenetischen Gruppen mit groReren Fallzahlen.
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Tabelle 9: Zytogenetische Gruppen

Zytogenetische Gruppe Einschlusskriterium

Keine Deletion Keine der analysierten Regionen (22q,1p,9p)
deletiert

Mit Deletion Mindestens eine der drei Regionen deletiert:
22q und/oder 1p und/oder 9p

22qisoliert NUR 22qg-Deletion

22qg kombiniert Mindestens 22qg-Deletion +/- Deletion von 1p
und/oder 9p

1p36 Mindestens 1p-Deletion +/- Deletion von 22q
und/oder 9p

9p21 Mindestens 9p-Deletion +/- Deletion von 1p
und/oder 9p

In der FISH-Analyse zeigten 62 Prozent, also mehr als die Halfte, der Meningeome mindestens eine

chromosomale Deletion.

Ein isolierter 22g-Verlust trat in 21 Prozent, ein kombinierter 22g-Verlust in 53 Prozent der Falle auf.
Kombinierte 22q-Deletionen stellten in der untersuchten Patientenpopulation somit die haufigste
Deletion dar. Die Deletion von 1p36 (41%) wurde am zweithdufigsten gefunden. Bei 79 Prozent
(37/47) der Meningeomen waren zusatzlich zur 1p36-Deletion weitere Deletionen vorhanden. Von
den acht Fallen mit einer 9p21-Deletion zeigten sechs Fille mindestens auch eine 1p36-Deletion. Bei
einem der Falle wurde in der FISH-Analyse nur der Abschnitt 9p21 untersucht, sodass der Status von
22q und 1p36 unbekannt war. Die Ergebnisse der FISH-Analyse fir die sechs Gruppen sind in
Abbildung 8 dargestellt.

In der statistischen Analyse zeigte sich eine Assoziation der Deletion 1p36 sowohl mit der 22g-

Deletion (p<0.001) als auch mit der von 9p21 (p=0.017).

80%

62% (73)

60% 53%(61)

41% (47)

40%

20%

0%

Ohne  Mit Deletion 22q 22q 1p36 9p21
Deletion (isoliert) (kombiniert)

Abbildung 8: Chromosomale Deletionen in der Patientenpopulation. n = 117 fiir die Gruppe "Ohne
Deletion" und die 9p21-Gruppe bzw. n = 116 fiir alle (ibrigen Gruppen.
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Geschlecht und chromosomale Deletionen

Manner zeigten generell haufiger Deletionen als Frauen: 75 Prozent der Meningeome von
mannlichen Patienten und 57 Prozent der Meningeome von weiblichen Patienten wiesen mindestens

eine chromosomale Deletion auf (nicht statistisch signifikant, p=0.67)

Isolierte (Manner 17% vs. Frauen 22%) und kombinierte (Mdnner 57% vs. Frauen 51%) Deletionen
von 22q traten bei beiden Geschlechtern fast gleich haufig auf. Verluste von 1p36 (Manner 54% vs.
Frauen 35%) und 9p21 (Manner 17% vs. Frauen 2%) waren dagegen bei Mannern haufiger als bei
Frauen. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang konnte nur fir die Deletion von 9p21 gezeigt

werden (p=0.01).

Prasentation und chromosomale Deletionen

Von den Ersttumoren wiesen 60 Prozent (56/93), von den Rezidiven 71 Prozent (17/24) der Fille eine

Deletion von mindestens einem Chromosomenabschnitt auf (nicht statitisch signifkant, p=0.237).

Ein isolierter Verlust von 22g wurde in 26 Prozent der Ersttumoren gefunden. Bei den Rezidiven war
dagegen kein isolierter Verlust von 22q aufgetreten (statistisch signifkant: p=0.003). Der kombinierte
Verlust von 22q wurde in 51 Prozent (47/93) der Ersttumoren und in 61 Prozent (14/23) der Rezidive
nachgewiesen. Wahrend ein 1p36-Verlust bei einem Drittel der Ersttumoren zu finden war, war der
Anteil bei den Rezidivmeningeomen mit 70 Prozent signifikant hoher (p=0.001). Die 9p21-Deletion
trat bei nur drei Prozent (3/93) der Ersttumoren auf. Bei den Rezidiven war diese Deletion mit 21
Prozent signifikant haufiger (p=0.001). Meningeomen mit einer 9p21-Deletion waren in 62,5 Prozent

Rezidivtumoren.

Rezidivfreies Uberleben

Fir die isolierte Deletion von 22q zeigte sich ein signifikant lingeres rezidivfreies Uberleben
(p=0.049). Bei Patienten mit Deletionen von 1p36 war das rezidivfreie Intervall dagegen signifikant
kiirzer als bei solchen ohne diese Deletion (p=0.027). Eine Tendenz zu einem verkirzten rezidivfreien
Uberleben zeigte sich zwar auch fiir die Deletion 9p21, allerdings war diese insignifikant (p=0.179).

Die Diagramme zur rezidivfreien Zeit finden sich im Tabellenanhang.
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WHO-Grad und chromosomale Deletionen

Chromosomale Deletionen treten in den drei
WHO-Graden unterschiedlich  haufig auf
[Dumanski JP et al. 1987; Lindblom A et al.
1994; Bostrom J et al. 1997; Miller P et al.
1999; Ketter R et al. 2007]: Auch in der
vorliegenden Arbeit zeigte sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen
Chromsomendeletionen und den WHO-Graden

Il und 11l (p=0.013), vergleiche Abbildung 9.
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Abbildung 9: Hdufigkeit der Fdlle mit
mindestens einer Deletion in den drei
WHO-Graden.

Wahrend atypische und benigne Meningeome einen isolierten 22g-Verlust gleich haufig aufwiesen

(I: 22%,; 1I: 23%), trat diese Veranderung bei keinem der anaplastischen Falle auf. Die Haufigkeit

kombinierter 22g-Deletionen nahm dagegen mit dem WHO-Grad zu (I: 45%; |l 58%; Il 72%). Gleiches

galt auch fur die Haufigkeit von 1p36-Deletionen (I: 29%; 1: 47%,; Ill: 82%), vergleiche Abbildung 10.

Wie erwartet zeigten benigne und atypische Meningeomen kaum 9p21-Deletionen (I: 2%; II: 5%),

wahrend diese bei anaplastischen Meningeomen mit 42 Prozent haufiger auftraten.
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Abbildung 10: Hdufigkeit der unterschiedlichen Chromosomendeletionen in den drei WHO-Graden.
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Je nach chromosomaler Region treten Deletionen unterschiedlich haufig in benignen, atypischen und
anaplastischen Meningeomen auf. Deswegen wurde auch die Verteilung der WHO-Grade in den
sechs zytogenetischen Gruppen betrachtet:

Von den Meningeomen ohne Deletion waren 68 Prozent benigne, 30 Prozent atypisch und nur zwei
Prozent anaplastisch. In der Gruppe mit Deletion dagegen waren 44 Prozent mit benignen, 41

Prozent atypischen und 15 Prozent mit anaplastischen Merkmalen.

Keine Deletion Mit Deletion
100% 100%
80% 80%
44%
60% 60% {32/;3' 41%
(30/73)
40% 40%
20% 20%
(1/44)
0% 0%
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Abbildung 11: Haufigkeit der drei WHO-Grade bei den Meningeomen ohne und mit Deletion.

Meningeome mit isoliertem 22g-Verlust waren in 58 Prozent der Falle benigne, in 42 Prozent
atypische und in keinem der Falle anaplastische Meningeome. Bei Meningeomen mit einem
kombinierten 22q-Verlust war der Anteil an benignen und atypischen Fallen etwa gleich groR (46%
vs. 41%), im Vergleich zum isolierten 22g-Verlust zeigten sie jedoch einen Anteil von 13 Prozent
anaplastischen Meningeomen. Auch bei den Tumoren mit 1p36-Deletion waren benigne und
atypische Falle dhnlich verteilt (38% vs. 43%), der Anteil an anaplastischen Fillen betrug hier 19
Prozent. Meningeome mit 9p21-Deletion waren nur in 12,5 Prozent benigne und in 25 Prozent
atypisch. Die meisten Meningeome mit 9p21-Verlust waren - wie erwartet - anaplastische

Meningeome (62,5%). Hier muss allerdings wiederum die kleine Fallzahl beachten werden.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit hoheren WHO-Graden (Il und Ill) zeigte sich fiir die
Deletionen 1p36 (p=0.002) und 9p21 (p<0.001), sowie fur das Auftreten von Deletionen allgemein
(p=0.013). Fiur die isolierte und kombinierte 22qg-Deletion zeigte sich keine Assoziation mit dem

WHO-Grad.
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Abbildung 12: Hdiufigkeit der drei WHO-Grade. Die Darstellung erfolgt jeweils fiir die Gruppen mit
isolierter und kombinierter 22q-Deletion sowie die Gruppen mit 1p36- und 9p21-Deletion.

Lokalisationsverteilung der zytogenetischen Gruppen

An der Konvexitat war bei fast zwei Drittel (50/76), an der Schadelbasis bei etwa der Halfte (19/36)

der Meningeome mindestens ein Abschnitt deletiert.

Alle untersuchten Deletionen waren an der Konvexitdat am haufigsten: Ein isolierter 22g-Verlust war
in 19 Prozent (14/75), eine kombinierte 22g-Deletion in 56 Prozent (42/75), eine 1p36-Deletion in 45
Prozent (34/75) und eine 9p21-Deletion in elf Prozent (8/76) der Fille aufgetreten. An der
Schadelbasis hatten 19 Prozent (7/36) eine isolierte 22g-Deletion, 41 Prozent (15/36) eine
kombinierte 22qg-Deletion und 33 Prozent (12/36) einen 1p36-Verlust. Eine 9p21-Deletion wurde
nicht nachgewiesen. Bei Meningeomen im Spinalkanal war in allen Fillen (4/4) eine Deletion
vorhanden: Ein Meningemom zeigte eine kombinierte Deletion von 1p36 und 22q und die Ubrigen
drei isolierte 22q-Deletionen. Keines der spinalen Meningeome wies eine 9p21-Deletion auf. Eine

Assoziation mit der Lokalisation konnte fiir keinen der Chromosomenverluste festgestellt werden.
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2.2 Methodik

2.2.1 DNA-Gewinnung

2.2.1.1 Konventionelle DNA-Isolierung nach Miillenbach et al. (1989)

Tiefgefrorenes Tumorgewebe (lber 0,3g) wurde in einer kleinen Petrischale mithilfe einer
sterilisierten Schere oder einem Skalpell sorgfaltig mechanisch zerkleinert. Anschliefend wurde das
Tumorgewebe mit 4,5ml SE-Puffer, 0,5ml 10%ige SDS-Losung und einer Spatelspitze Proteinkinase K
in ein Falcon®-GefaR lberfihrt. Die Losung wurde bei 56°C im Schittelbad Gber ein bis zwei Tage
inkubiert. Zur Beschleunigung der Zelllyse erfolgte die tagliche Zugabe einer Spatelspitze
Proteinkinase K bis die Losung klar und ohne Gewebsreste war. Nach vollstandiger Zelllyse wurden
zur Préazipitation der DNA 2ml 6M-NaCl-Losung zugegeben. Das Prazipitat wurde mithilfe von 7ml
Chloroform ausgeschiittelt. Zur DNA-Extraktion wurde die Lésung in einem Uberkopfschiittler bei
Raumtemperatur fir 30 Minuten vorsichtig geschwenkt und anschlieRend die Phasen mittels
Zentrifugierung (2 000rpm, 30 Minuten, 4°C) getrennt. Unter Vermeidung einer Verunreinigung
durch die organische Phase erfolgte das vorsichtige Abpipettieren der wassrigen, DNA-haltigen
Phase. Nach einem erneuten Extraktionsvorgang wurde die vereinigte DNA-LOsung zum Ausschluss
einer moglichen Verschleppung von Chloroform nochmals zentrifugiert. Die DNA konnte im
Anschluss durch Zugabe eiskalten Isopropanols als Knduel ausgefallt werden. Der Volumenanteil des
Isopropanols entsprach dem der gewonnenen DNA-Losung. Das DNA-Knduel wurde mit einer
Pipettenspitze aufgenommen und in ein Eppendorf-Reaktionsgefall (Eppendorf, Hamburg) mit 1ml
70%igem Ethanol (EtOH) Uberfihrt, um es darin fiir eine Stunde bei 4°C zu waschen. AnschlieRend
wurde die DNA luftgetrocknet und Uber Nacht in Aqua ad. iniect gelost. Die DNA-Konzentration

konnte anschlieffend photometrisch bestimmt werden.

2.2.1.2 DNA-Isolierung mittels QlAamp DNA Mini Kit

Fiir Tumorproben unter 0,3g wurde die DNA-Isolation mit dem kommerziell erhaltlichen QlAamp
DNA Mini Kit® (QIAGEN, Hilden) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Vor Gebrauch wurden die als
Konzentrate vorliegenden Waschpuffer AW1 und AW2 mit einem den Herstellerangaben

entsprechenden Volumen EtOH absolut aufgefiillt.

Das Tumorgewebe wurde wie oben beschrieben zerkleinert und anschlieRend mit 180ul ATL-Puffer

und 20ul Proteinkinase K (600mU/ml) aufgenommen und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal
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Uberfihrt. Zum Durchmischen wurde das Eppendorf-Reaktionsgefals ca. 15 Sekunden im Vortex-
Mischer durchmischt und lber Nacht oder fur mehr als drei Stunden bei 56°C unter Schitteln
inkubiert bis alle Zellen lysiert waren. Am nachsten Tag erfolgte eine Zentrifugierung (8 000rpm) zur
Entfernung von Tropfen aus dem Deckel. Danach wurden 200ul AL-Puffer hinzugefiigt und die Losung
kurz durchmischt. Es folgten eine Inkubation fiir zehn Minuten bei 70°C und eine kurze
Zentrifugierung (8 000rpm). Nach Zugabe von 200ul reinem (96 bis 100%) Ethanol (EtOH) wurde
wiederholt durchmischt und kurz zentrifugiert. Die Losung wurde anschliefend inklusive dem
Prazipitat in eine QlAamp Mini-Spin-Column mit 2ml Auffangrohrchen (berfiihrt und durch
Zentrifugierung (8 000rpm) fiir eine Minute sedimentiert. Das Auffangréhrchen mit dem Filtrat
wurde verworfen und die Spin-Column in ein neues Auffangréhrchen gestellt. Nach der Zugabe von
500ul AW1-Puffer und einer Zentrifugierung fir eine Minute bei 8 000rpm wurden erneut
SammelgefaR und Filtrat verworfen und die Spin-Column in ein neues SammelgefaR gestellt. Diese
wurde anschlieBend mit 500ul AW2-Puffer aufgefillt und fir drei Minuten bei 14 000rpm
zentrifugiert. Gegebenenfalls musste dieser Schritt solange wiederholt werden bis die gesamte
Flussigkeit filtriert war. Die Spin-Column wurde auf ein Eppendorf-ReaktionsgefalR (1,5ml) gestellt
und es wurden 100ul Aqua dest. auf den Filter gegeben. Es folgte eine einminiitige Inkubation bei
Raumtemperatur. Durch eine anschlieBende einminitige Zentrifugierung (8 000rpm) konnte dann
die DNA eluiert werden. Der letzte Schritt wurde mit dem Eluat wiederholt und dieses anschliefend

bei 4°C gelagert. Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte photometrisch.

2.2.1.3 DNA-Isolierung aus peripherem Vollblut

Aus Lymphozyten des peripheren Vollblutes einer freiwilligen gesunden Spenderin wurde
genomische DNA als Referenz zur Negativ-Kontrolle fir die Methylierungsanalyse mittels MS-PCR
isoliert. Der Spenderin wurden durch Venenpunktion 10ml EDTA-Vollblut enthommen, welches
anschlieRend mit drei Volumina Lysispuffer (pH 7,4) aufgefillt und fir mindestens 20 Minuten auf Eis
inkubiert wurde. Dies erfolgte so lange, bis das Gemisch durch Lyse der Erythrozyten in der
hypotonen Losung klar wurde. Die in der Losung verbliebenen Lymphozyten wurden abzentrifugiert
(zehn Minuten bei 2000rpm) und das Sediment in 4,5ml| SE-Puffer aufgenommen und resuspendiert.
Um die Lymphozyten zu lysieren wurden 0,5ml 10%ige SDS-Lésung sowie eine Spatelspitze
Proteinkinase K hinzugegeben und anschlieRend die DNA aus den Lymphozyten gemaR dem Protokoll

flr die konventionelle DNA-Isolierung aus Tumorgewebe gewonnen.
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2.2.1.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA-LG6sungen

Die Konzentrationsbestimmung der DNA-L6sungen erfolgte mithilfe des Nanodrop ND-1000 UV/Vis-
Spektrophotometer (Peqlab, Erlangen). Nach jeweiliger Kalibrierung des Gerdtes mit dem

Losungsmittel wurden 2pl der zu analysierenden DNA-LGsung unverdiinnt photometrisch gemessen.

2.2.2 Prinzip der Bisulfitkonversion genomischer DNA

[Clark SJ et al. 1994; Damman R 2006; Rein T et al. 1998; Shapiro R et al. 1974; Wang RY et al. 1980]

Die Bisulfitkonversion beruht auf der hydrolytischen Desaminierung von unmethyliertem Cytosin zu
Uracil. Methyliertes Cytosin ist der Modifikation gegentiber resistent und bleibt als Cytosin erhalten,

da die Methylgruppe die Sulfonierung sterisch unterbindet.

Unmethyliertes Cytosin wird mittels Natriumbisulfit (NaHSO;, Synonym: Hydrogensulfit) in Uracil
umgewandelt, indem das Bisulfit (Konzentration: 3 bis 5M) unter schwach sauren Bedingungen (pH =
5,0) das C6 des Cytosins sulfoniert. Auf die Sulfonierung folgt eine spontane hydrolytische
Desaminierung am C4-Atom. Die Umwandlung von Cytosin zu Uracil wird durch eine Desulfonierung
im alkalischen Milieu komplettiert, siehe Abbildung 13. Gesteuert wird die reversible Bildung des
Cytosin-Bisulfit-Addukts durch den pH-Wert und die Bisulfitkonzentration. Die Bisulfitkonversion
erlaubt es, Methylierung von Basen mittels Amplifikationsmethoden bei sehr geringer

Ausgangsmenge zu detektieren, siehe Kapitel 2.2.3.

NH, NH, Abbildung 13 aus Dammann R 2006: Reaktionsschema
. N der Bisulfitkonversion von unmethyliertem Cytosin.
HN™ HSO; HN™
)\ | = OH )\ | ‘ 1. C6 wird unter schwach sauren Bedingungen unter
O g O g SOs  Einwirkung von Bisulfit (HSO5”) stindig sulfoniert.
Cytosin 2. Spontane hydrolytische Desaminierung am C4-Atom.
H,0
‘ 3. Uracilsulfonat wird unter alkalischen Bedingungen
0 0 erneut desulfoniert, womit die Cytosin-Uracil-Transition
M komplett ist.
irjxj ' HSO; HN [
OH i
0~ "N O)\N SO;
R R
Uracil
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Bisulfitkonversion mit dem EZ DNA Methylation Gold TM Kit von Zymo Research®

1.Herstellung des CT-Conversion-Reagenz (nach Herstellerprotokoll): Eine Tube CT-Conversion-
Reagenz wurde mit 900ul Aqua dest., 300ul M-Dilution-Puffer und 50ul M-Dissolving-Puffer
angesetzt und anschlieend fiir zehn Minuten geschiittelt.

2.Herstellung des M-Wash-Puffers (nach Herstellerprotokoll): Zu den 6ml| M-Wash-Puffer-Konzentrat

wurden 24ml 100%iges EtOH hinzugefligt und die Losung anschlieBend kurz geschiittelt.

Eine 20ul DNA Probe a 500ng DNA wurde mit 130ul CT-Conversion-Reagenz aufgefillt, gemischt und
kurz zentrifugiert. Die Zentrifugierung erfolgte fiir die Bisulfitkonversion stets bei 14 000 rpm fiir 30
Sekunden. Anschliefend wurden die Proben im Thermocycler fiir zehn Minuten auf 98°C erhitzt um
die DNA in Einzelstrdange zu trennen. Zur Konversion verblieben die Proben fiir weitere 2,5 Stunden
bei 64°C im Thermocycler (PTC-200 von MJ Research). Eine Lagerung bei 4°C ist bis zu maximal 20
Stunden moglich. Fir die weitere Verarbeitung wurde 60ul Binding-Puffer in eine Zymo-Spin™-IC-
Column gegeben und danach die im Thermocycler behandelte Probe hinzugefiigt. Diese Losung
wurde durch mehrmaliges Umdrehen der Spin-Column vermischt. AnschlieRend erfolgte die
Zentrifugierung der Probe. Das Filtrat wurde verworfen und 100ul M-Wash-Puffer in die Spinsdule
gegeben. Es folgte eine Zentrifugierung und das erneute Verwerfen des Filtrats. Im Anschluss wurden
200ul M-Desulphonation-Puffer hinzugegeben und die Probe fir 15 bis 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugierung folgte ein Waschschritt, bei dem
200ul M-Wash-Puffer zur Probe pipettiert wurden. Nach dem Zentrifugieren und Wiederholen des
Waschvorgangs wurde die Spin-Column in ein 1,5ml| Eppendorf-ReaktionsgefaR gestellt. Die DNA
wurde durch Zugabe von 10ul M-Elution-Puffer (oder Aqua dest. oder TE-Puffer) und Zentrifugierung
eluiert. Die Bisulfit-behandelte DNA wurde anschlieBend bei -20°C (bzw. -70°C bei langer Lagerung)

aufbewabhrt.

2.2.3 Prinzip der Polymerase Chain Reaction (PCR)
[Bangsow T et al. 2007, Loffler G et al. 2007, Bayrhuber H & Kull U 1998]

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction = PCR) wurde im Jahr 1986 von Kary
Mullis und Kollegen entwickelt. Sie dient der selektiven in vitro-Replikation wvon
Nukleinsdureabschnitten definierter Sequenz und Ldnge. Der zu amplifizierende Bereich auf dem

Nukleinsaurestrang wird durch die Wahl sogenannter Primer® definiert. Als kurzes Anfangsstiick

°Primer: Synthetisch hergestellte Oligonukleotidpaare, zueinander gegenldufig und spezifisch in den
Randbereichen des gewiinschten Abschnittes hybridisierend (Annealing). Dadurch wird gezielt der
Bereich zwischen den beiden Primern vervielfiltigt.
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liefern die Primer das 3‘-OH-Ende, an das durch DNA-Polymerase ein zur einzelstrangigen DNA-
Matrize (Template) komplementarer Nukleinsdurestrang synthetisiert wird. Zusatzlich zu den beiden
im Uberschuss vorliegenden Oligonukleotidpaaren und dem Template sind fiir die PCR folgende
Komponenten essentiell: Eine hitzestabile DNA-Polymerase, Mg**-lonen als Kofaktor der Polymerase,
ein dquimolares Gemisch aller vier Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) sowie ein geeigneter
Reaktionspuffer. Als DNA-Polymerase verwendet man meist die Tag-Polymerase' . Die eigentliche
Polymerasekettenreaktion beruht auf 25 bis 35 Zyklen, wobei je Zyklus drei definierte Arbeitsschritte
stattfinden (Abbildung 14):

1. Denaturierungsprozess: Erhitzen des

Reaktionsansatzes auf Temperaturen Zielbereich

zwischen 90 und 95°C um die

1. Denaturierung ‘

Nukleinsdurematrize in zwei komple-

mentére Einzelstrange zu trennen.

2. Annealing: Hybridisierung der Primer bei 2. Annealing '

einer Temperatur von, je nach Primer,

|

etwa 52 bis 62°C.
3. Extension ‘

3. Extension: Steigerung der Temperatur

auf das Temperaturoptimum der Tag-

|

Polymerase bei 72°C. In diesem Schritt
Abbildung 14: Schematischer Ablauf einer

olymerisiert das Enzym mit dNTPs
poly 4 Polymerasekettenreaktion.

einen zur Matrize komplementédren

Strang an das 3‘OH-Ende des Primers.

In dieser Arbeit wurde die Hotstart-Methode verwendet. Diese verhindert bei vorhandenen
unspezifischen Primer-Bindungen die Amplifikation ungewiinschter Sequenzen bei Raumtemperatur,
wodurch die Spezifitat erhdht wird. Initial ist bei der Durchfiihrung der Methode eine 15-minitige
Inkubation bei 95°C zur Aktivierung der Polymerase nétig. Durch Zugabe von anti-Tag-Polymerase-
Antikorpern oder mittels chemischer Modifikationen wird die Aktivitdt der Polymerase bis zu diesem
initialen Denaturierungsschritt inhibiert. Die chemische Modifikation unterbindet die Aktivitat durch
kovalente Bindung komplett, wahrend durch die Antikorper eine Restaktivitat vorhanden bleibt

[QIAGEN 2007].

°Taq-Polymerase: Hitzestabile DNA-Polymerase aus dem thermophilen Eubakterium Thermus
aquaticus.
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2.2.4 Methylierungs-Sensitive Polymerasekettenreaktion

[Dammann R 2006; Licchesi JDF & Herman JG 2009]

Die Methylierungs-Sensitive Polymerasekettenreaktion (MS-PCR) wurde im Jahr 1996 von Herman
und Mitarbeitern entwickelt. Sie erlaubt die Methylierungsanalyse von sehr kleinen Probenmengen
und ist auBerdem schnell und einfach durchfiihrbar. Mit der MS-PCR wurde es mdglich in einer Probe
bis zu 0,1 Prozent methylierte bzw. unmethylierte DNA-Sequenzen zu erfassen. Da durch die
Bisulfitbehandlung methyliertes Cytosin auch weiterhin als Cytosin erhalten bleibt, unmethyliertes
Cytosin jedoch in Uracil umgewandelt wird, verandert sich die Basenfolge der DNA-Sequenz und die
beiden DNA-Strange liegen nicht mehr komplementdr zueinander vor. Dadurch kann man in
getrennten PCR-Ansatzen zwei unterschiedliche Primerpaare zur methylierungssensitiven DNA-
Amplifikation nutzen. Diese sind entweder spezifisch fir die (jeweils bisulfitkonvertierte) methylierte

oder unmethylierte Sequenz des Plus- oder Minusstranges, siehe Abbildung 15.

methylierte DNA unmethylierte DNA Abbildung 15 aus Dammann R 2006:

m m m Prinzip der MS-PCR.

5 — CGGCCGACTCG — 5 — CGGCCGACTCG—

—GCCGGCTGAGC—s —GCCGGCTGAGC—S5  pje DNA wird denaturiert und bisulfitiert.
LR - Methyliertes Cytosin bleibt dabei erhalten,
l ggﬁ:;ggg:g::g nicht methyliertes wird in  Uracil
umgewandelt, welches spdter in der PCR
methylierungsspezifische PCR durch das DNA-Analogon Thymin ersetzt
m m m wird. Methylierungs-spezifische Primer
5—CGGUCGAUTCG— 5 5—UGGU UGAUT@UG = (MF=Metyhlierte DNA, Forward-Primer;
ME MR UE UR MR=Metyhlierte DNA, Reverse-Primer)
S—GCCAGCTAAGC—S' SZ{PECAACTAAAC_S‘ binden an "methylierte DNA", "nicht-

methyliert"-spezifische Primer (UF= nicht-
metyhliert, Forward-Primer; UR=nicht-

5—CGGTCGATTCG— 5—TGGTTGATTTG— metyhliert, Reverse-Primer) binden "nicht-
—SCOASCTAARG—S ——ACCAACTAAAC—S methylierte" DNA und erlauben die

Amplifikation derselben.
Gelelektrophorese

2.2.4.1 Primerdesign

In den methylierungs-spezifischen Primern werden im forward-Primer die Cytosine bzw. im reverse-
Primer die Guanosine beibehalten, damit diese nur an bisulfitmodifizierte, methylierte DNA binden
und diese amplifiziert. Im "nicht-methyliert"-spezifischen Primer wird im forward-Primer Cytosin
durch Thymin ersetzt und im reverse-Primer Guanosin durch Adenosin, wodurch diese spezifisch nur
an nicht methylierte DNA mit dem desaminierten Cytosin bindet. Fiir beide Primer gilt, dass sie drei

bis vier CpGs bzw. TpGs enthalten sollten, damit eine spezifische Amplifikation von methylierter bzw.
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nicht methylierter DNA gewahrleistet ist. Sie sollten in etwa dem gleichen Bereich der DNA binden,
um die erfassten CpG-Positionen miteinander vergleichen zu kénnen. Der hohen Sensitivitdt wegen
stellt die MS-PCR eine kontaminationsanfillige Methode dar. Deshalb ist das Mitflihren geeigneter
Kontrollen unerlasslich, siehe Kapitel 2.2.5. Die Schmelztemperatur (T,,) der Primer sollte zwischen
60 und 65°C liegen und eine Ausbildung von Sekundarstrukturen oder Primer-Dimer-Paaren
vermieden werden. Das entstandene PCR-Produkt sollte zudem eine GroRe von 200bp nicht

Uberschreiten.

Die in dieser Arbeit verwendeten Primersequenzen wurden den jeweils angegebenen
Originalpublikationen entnommen, siehe Tabelle 10, und von unserer Arbeitsgruppe vor
Experimentdurchfihrung bioinformatisch Gberprift [Kraemer D 2011, Diplomarbeit]. Beide
Primerpaare wurden von der Firma Eurofins MWG Synthesis (Ebersberg) in leicht I6slicher Form
bezogen und dann mit dem im Syntheseprotokoll angegebenen Volumen Aqua ad iniect. auf eine
Endkonzentration von 100pmol/ul eingestellt. Die Primer wurden anschlieRend fir die Dauer von

mindestens einer Stunde gel6st und anschlieRend nach Aliquotierung bei -20°C aufbewahrt.

Die verwendeten pl16/NK4a-Primer binden an eine zentrale Sequenz des Promotors, die innerhalb
des stromaufwarts beginnenden Transkriptionsstarts liegt. Sie binden in einer das gesamte Exon 1a
umgreifenden CpG-Insel, die sich relativ zum ATG-Startcodon von -802 bis +550 erstreckt. Die
exonischen Priming-Sites flankieren den Translationsstart (forward-Primer: -80 bis -57, reverse-
Primer: +50 bis +71) und enthalten insgesamt acht potentiell methylierte CpG-Positionen. Das PCR-
Produkt der nicht methylierten p16-Sequenz besteht aus 151bp, das der methylierten Sequenz aus
150bp, siehe Tabelle 10.

Mithilfe des TIMP3-Primers wurde das Methylierungsmuster in der chromosomalen Region 22q12
zwischen +1054 und +1077 (forward-Primer) sowie +1126 und +1151 (reverse-Primer) untersucht.
Wie bei der p16-MS-PCR wurden durch die TIMP3-Primer acht CpG-Positionen erfasst. Diese liegen in
einer CPG-Insel des ersten Exons von TIMP3. Der forward-Primer bindet an den CpG- Positionen "-
21" bis "-18", der Reverse-Primer an den Positionen "-8" bis "-5". Abbildung 16 stellt die Lokalisation
der hier benutzten Primer im Vergleich mit Primerlokalisationen friiherer Studien dar, welche im
Kapitel 4.3 diskutiert werden. Die PCR-Produkte bestanden fiir die methylierte Sequenz aus 95bp und

flr die nicht-methylierte Sequenz aus 98bp, siehe Tabelle 10.
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CpG Island

TIMP3 Exon1

vorliegende Arbeit

Barski et al.

Abbildung 16: Lokalisationen des TIMP3-Primers im Vergleich. CpGs werden in Relation zum
Translationsstart (TLS) durchnummeriert. Dabei werden solche CpGs, die sich vor dem TLS befinden

" n

mit einem "-",

solche nach dem TLS mit einem "+" gekennzeichnet. Der in dieser Arbeit verwendete

Forward-Primer bindet an die CpGs mit den Positionen "-21" bis "-18", der Reverse-Primer an die mit
den Positionen "-8" bis "-5".

Tabelle 10: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten Primer.

Locus | Spezifikation | Sequenz T Lokalisation'* | GroBe'* | Referenz
pl6 Methyliert 5-TTA TTA GAG GGT | 62,6°C | 21.974.906— 150 bp Herman et
(forward) GGG GCG GAT CGC-3° 21.974.756 al. 1996,
Methyliert 5-GAC CCC GAA CCG | 64,1°C | (NC_000009.11) Righini et al.
(reverse) CGA CCG TAA-3' 2007
Unmethyliert 5°-TTA TTA GAG GGT | 57,6°C | 21.974.906— 151 bp
(forward) GGG GTG GATTGT-3’ 21.974.757
Unmethyliert | 5-CAA CCC CAA ACC | 55,9°Cc | (NC_00009.11)
(reverse) ACA ACC ATA A-3°
TIMP3 | Methyliert 5'-GCG TCG GAG GTT | 59,8°C | 31.527.857— 95 bp13 Righini et al.
(forward) AAG GTT GTT-3° 31.527.949 2007
Methyliert 5.CTC TCC AAA ATT | 60,3°C | (NC_000022.9)
(reverse) ACC GTA CGC G-3’
Unmethyliert 5-TGT GTT GGA GGT | 57,6°C | 31.527.856— 98 bp
(forward) TAA GGT TGT TTT-3' 31.527.953
Unmethyliert | 5-ACT CTC CAA AAT | 59,7°Cc | (NC_000022.9)
(reverse) TAC CAT ACA CACC-3
GenBank Accession
2amplifikatgréfe

In der Referenz sind falsche Amplifikatgréfen (116 bp fiir methylierte und 122 bp fiir unmethylierte

Sequenz) angegeben, vgl. auch De Schutter H et al. (2009).
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2.2.4.2 Durchfiihrung der MS-PCR

Zur Verifizierung einer tumorspezifischen Methylierung und zum Kontaminationsausschluss der PCR-
Reagenzien wurden bei der Durchfiihrung der MS-PCR folgende Kontrollen verwendet, vergleiche

Abbildung 17:

1. DNA peripherer Blutlymphozyten (PBL) eines gesunden Probanden als nicht-methylierte
Probe, das heil’t als Negativkontrolle.

2. Universal Methylated Human DNA Standard (Zymo Research, Irvine, USA) als methylierte
Probe (M+), das heiRt als Positivkontrolle.

3. Agqua ad iniect., das auch fiir die anderen PCR-Ansatze verwendet wurde, als Nullkontrolle
(NTC = No-Template Control). Sie diente dem Ausschluss méglicher Kontaminationen der
PCR-Reagenzien.

4. Bei der Etablierung der MS-PCR in unserer Arbeitsgruppe wurde auch nicht-bisulfitmodizierte
DNA als Kontrolle der Spezifitait der MS-PCR fiir das konvertierte Template (,Wildtyp-

Kontrolle“) verwendet.

Die Durchfiihrung der PCR erfolgte jeweils mit einem 25ul-Ansatz. Dazu wurde ein Mastermix in ein
PCR-GefaR vorgelegt. Dieser bestand aus Aqua ad iniect., 10x Tag-Polymerase-Puffer (15mM MgCl,)
(QIAGEN, Hilden), einem &quimolaren dNTP-Mix (je 2,5mM Endkonzentration) und dem
entsprechenden M- bzw. U-Primerpaar (Endkonzentration 4pmol). Zum Schluss wurde die
HotStarTaq®-Polymerase (5U/ul) (Qiagen, Hilden) hinzugegeben. Nach dem Herstellen des
Standardansatzes wurden 1l der bisulfitierten Tumor-DNA-Proben bzw. entsprechend 1pul der PBL-
DNA/Universal Methylated Human DNA Standard hinzupipettiert. Die Praparation der PCR-Ansatze

erfolgte unter einer PCR-Reinluft-Werkbank in separaten Rdumen.

Um die Effizienz und Spezifitat zu steigern, wurde dem Reaktionsmix in der MS-PCR mit TIMP3-

Primern noch MgCl, (25mM) und Dimethylsulfoxid (DMSO) (£5% v/v) beigefuigt. Durch den Zusatz
von funf Prozent DMSO wird die DNA-Denaturierung und das korrekte Primer-Annealing unterstitzt
und zudem die Sekundarstrukturformation der Template-DNA verhindert. Somit wird insbesondere
die effiziente und spezifische Vervielfaltigung GC-reicher Matrizen beglnstigt [Hung T et al. 1990;
Varadaraj K & Skinner DM 1994]. Eine Erhéhung der Magnesiumionenkonzentration verbessert das
Primer-Annealing, das Schmelzverhalten und die Produktionsspezifitat. Allerdings ist zu beachten,

dass zu hohe Konzentrationen die Reaktionsstringenz herabsetzen kénnen [Rolfs A et al. 1992].
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Standardreaktionsansatz (1x) fiir p16 Standardreaktionsansatz (1x) fiir TIMP3
2,5ul Tag-Puffer (10x) (15mM MgCl,) 2,5ul Tag-Puffer (10x) (15mM MgCl,)
2,5ul dNTPs (25mM) 2,5ul dNTPs (25mM)
1,0ul M/U-Primer forward (100pmol/pl) 1,0ul M/U-Primer forward (100pmol/pl)
1,0ul M/U-Primer reverse (100 pmol/ul) 1,0ul M/U-Primer reverse (100 pmol/pul)
0,2ul HotStarTaq®-Polymerase (5U/pl) 0,2ul HotStarTaq®-Polymerase (5U/ul)
1,0u Bisulfit-DNA 0,5pl MgCl, (25mM)
16,8ul Ag. ad iniect 1,25ul DMSO (5% v/v)

1,0u Bisulfit-DNA

15,05ul Ag. ad iniect.
Total = 25ul Total = 25pl

Die MS-PCR wurde nach Herstellung der Standardansatze in Thermocyclern der Firma MJ Research
(PTC-100/PTC-200) bei beheiztem Deckel zur Verdunstungsverhinderung mit folgenden

reaktionsspezifischen Thermoprofilen durchgefihrt:

a) p16 (M = methylierungsspezifische Reaktion; U = "nicht-methyliert"-spezifische Reaktion)

1. Initiale Denaturierung (Hot Start) 15min 95°C

2. Denaturierung 1min 95°C

3. Primer-Annealing Imin 65°C M/60°C l} 40 M/37 U Zyklen
4. Extension 1min 72°C

5. Finale Extension 10min 72°C

6. gekihlte Inkubation oo 4°C

b) TIMP3 (gleiche Thermoprofile fiir beide Reaktionen)

1. Initiale Denaturierung (Hot Start) ~ 15min 95°C

2. Denaturierung Imin 95°C

3. Primer-Annealing 1min 59°C } 37 Zyklen
4. Extension Imin 72°C

5. Finale Extension 10min 72°C

6. gekihlte Inkubation oo 4°C

Im Anschluss an den Amplifikationsprozess wurden geeignete Aliquota elektrophoretisch separat mit

Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert, vergleiche Kapitel 2.2.5.

2.2.5 Agarosegelelektrophorese

Die MS-PCR-Amplifikate wurden in einem 1xTBE- gepufferten, 3,5%igen Agarosegel aufgetrennt. Zur
Herstellung wurden 2,82 PeqGOLD Universal-Agarose in 80ml 1xTBE (bei groRer
Elektrophoresekammer: 5,6g in 160ml 1xTBE) suspendiert und in einer Mikrowelle kurz aufgekocht,
bis sich beim Schwenken des Erlenmeyerkolbens eine schlierenfreie Losung ergab. Diese wurde in
einem Wasserbad auf 60°C abgekihlt, mit 8ul des fluoreszierenden DNA-Interkalators
Ethidiumbromid versetzt (bei groRer Elektrophoresekammer: 16ul) und anschlieBend in eine

horizontale Gelkammer gegossen (Owl 800-242-5560, B3; Owl Separation Systems Inc.). Nach ca. 30
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Minuten war die Agarosematrix vollstandig polymerisiert und es wurden je 9ul der Proben mit 1ul
Stopp-Lade-Puffer versetzt und in die Geltaschen transferiert. Es folgte dann die elektrophoretische
Trennung fir ein bis zwei Stunden bei 7 bis 10V/cm (120 V/260 mA [14er-Kamm] bzw. 135V/260mA
[20er-Kamm]) in 1xTBE als Laufpuffer. Zur GroRenquantifizierung wurde stets 6ul der peqGOLD Ultra
Low Range DNA-Leiter Il (25 bis 700bp) mitgefiihrt. Nach dem Elektrophoreselauf wurden die
Gelbanden bei UV-Anregung (302nm) unter einem UV-Transilluminator (Wealtec, Sparks, USA) mit
einer Kamera (CU105M, 8030102 Rainbow, Japan) visualisiert und bildlich erfasst (DeVision G, Vers.
2.0.; Decon Science Tec GmbH, Hohengandern). Die Auswertung erfolgte qualitativ: War bei der
visuellen Inspektion des Elektrophoresebildes ein Produkt bei der methylierungsspezifischen
Teilreaktion zu sehen, wurde die Probe als methyliert eingestuft. Dies geschah ungeachtet eines
moglichen Signals bei der komplementdren Reaktion mit flr nicht-methylierte DNA spezifischen
Primern, vergleiche Ebinger M et al. 2004 und Mdhlisch J et al. 2007. Eine positive Bande der
methylierungsspezifischen Probe entspricht also definitionsgemall einer Hypermethylierung.
Dementsprechend werden "Methylierung" und "Hypermethylierung" hier synonym verwendet. Bei
schwachem oder nur schlecht interpretierbarem Signal wurde die MS-PCR mit erneut
bisulfitkonvertierte Proben-DNA wiederholt. Nur bei replizierbarem Methylierungssignal wurde die
Probe als methyliert gewertet. Abbildung 17 zeigt ein reprasentatives Beispiel fiir die Auswertung der

Gelelektrophorese.

Abbildung 17: Reprdsentatives Beispiel fiir die Darstellung der PCR-Produkte und der Kontrollen in der
Gelelektrophorese; M+ = Methylierungspositive Kontrolle, PBL = Metylierungsnegative Kontrolle; NTC
= No-Template Control; MN2 = methylierte Probe; MN77 = unmethylierte Probe.

2.2.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse und die graphische Darstellung erfolgten mithilfe des Programms SPSS (IBM,
Version 22.0) und Microsoft Excell (Microsoft, Version 2007). Zur Identifizierung von signifikanten
Pradiktoren fiir das Auftreten von Rezidiven wurden die Kaplan-Meier-Methode und die multivariate
Cox-Regressionsanalyse (Konfidenzintervall 95%) durchgefiihrt. Statistische Zusammenhdnge
zwischen Methylierungsstatus, Chromosomenverlusten, WHO-Grad, Lokalisation, Prasentation und
Geschlecht wurden mit dem exakten Fisher Test berechnet. Alle p-Werte wurden mittels zweiseitiger

Tests bestimmt.
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3. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Resultate der Methylierungsanalysen aufgefiihrt. Hierbei werden
Vergleiche zu FISH-Untersuchungen und verschiedenen klinischen Variablen angestellt. Eine
ausfuhrliche Darstellung erfolgt fiir die Gesamtpopulation. Zusatzlich wurden Rezidiv- und
Erstmeningeome auf Zusammenhdnge mit Geschlecht, WHO-Grad, Lokalisation, allgemeiner
Chromsomendeletion, 1p36-, 9p21- und 22g-Verlust untersucht. Der diesem Kapitel zugrunde

liegende Datensatz findet sich in Tabellenform im Anhang dieser Arbeit.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Ergebnisse der epi- und zytogenetischen Analysen.

Lfd. Nr. |Patient |Op-Nr. WHO | Prasentation | TIMP3 |p16 1p36 |22q 9p21

MN 1 P1 997/08 |1 Ersttumor U U 0 -1 0
MN 2 P2 1018/08 |1 Ersttumor U Y -1 -1 0
MN 3 P3 1139/08 |1 Ersttumor U Y 0 -1 0
MN 4 P4 1142/08 |2 Ersttumor u u 0 -1 0
MN 5* P5§ 1039/08 |3 Ersttumor U U 0 0 -1
MN 6* P6 1368/08 |1 Ersttumor u u -1 -1 0
MN 7* P7 1204/08 |2 Ersttumor u u -1 0 0
MN 8* P8 1407/08 |3 Rezidiv U U -1 -1 -1
MN 9* P9 1038/08 |1 Ersttumor M u 0 0 0
MN 10* (P10 1587/08 |3 Rezidiv u u -1 0 0
MN 11* (P11 1445/08 |1 Ersttumor U U 0 -1 0
MN 12* (P12 1449/08 |2 Ersttumor u M 0 -1 0
MN 13* (P13 1568/08 |1 Ersttumor U U 0 -1 0
MN 14* (P14 1575/08 |1 Ersttumor U U -1 -1 -1
MN 15* |P 15 1601/08 |1 Ersttumor U U 0 -1 0
MN 16* (P 16 1671/08 |1 Ersttumor u u 0 -1 0
MN 17* (P17 § 1746/08 |2 Rezidiv u M -1 0 -1
MN 18* |P 18 1842/08 |1 Ersttumor u u -1 -1 0
MN 19* (P19 1792/08 |1 Ersttumor U U -1 -1 0
MN 20* (P20 1825/08 |1 Ersttumor nd U 0 -1 0
MN 21 P21 92/09 1 |3 Rezidiv U M -1 -1 -1
MN22 (P21 92/09 2 |2 Rezidiv u u -1 -1 0
MN 23* (P21 92/09 3 |2 Rezidiv nd u -1 -1 0
MN 24 P22 73/09 2 Ersttumor U U -1 -1 0
MN 25 P23 268/09 2 Ersttumor U U 0 -1 0
MN 26 P24 133/09 2 Ersttumor U M 0 -1 0
MN27 (P25 273/09 |1 Ersttumor u u 0 -1 0
MN 28 P 26 351/09 1 Ersttumor U U 0 -1 0
MN29 (P27 369/09 |2 Ersttumor u u 0 -1 0
MN 30 P 28 581/09 2 Ersttumor M M 0 -1 0
MN 31 P29 751/09 |1 Ersttumor u u 0 0 0
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MN 32 P30 1011/09 |1 Ersttumor u u -1 0 0
MN 33 P31 1172/09 |1 Ersttumor u u -1 0 0
MN 34 P32 1180/09 |1 Ersttumor u u -1 -1 0
MN 35 P33 1245/09 |1 Ersttumor u u nd nd nd
MN36 (P34 1247/09 |1 Ersttumor u u -1 -1 0
MN37 (P35 1276/09 |1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 38 P 36 1336/09 |2 Ersttumor M u 0 0 0
MN 39 P37 1347/09 |1 Ersttumor u u -1 -1 0
MN 40 P 38 1401/09 |1 Ersttumor u M -1 -1 0
MN 41 P39 1408/09 |2 Ersttumor u M -1 -1 0
MN42 (P40 1418/09 |1 Ersttumor u U -1 -1 0
MN43 (P41 1436/09 |2 Ersttumor M u -1 -1 0
MN44 (P42 1473/09 |2 Ersttumor Y U 0 -1 0
MN 45 P43 1481/09 |1 Rezidiv U U 0 0 0
MN46 (P44 1630/09 |2 Ersttumor U U -1 -1 0
MN47 (P45 229/09 |1 Ersttumor u M 0 0 0
MN48 (P46 1652/09 |1 Ersttumor u M 0 -1 0
MN 49 P47 1675/09 |1 Ersttumor U M 0 0 0
MN50 (P48 1746/09 |3 Ersttumor U Y -1 -1 0
MN 51 P 49 1822/09 |1 Ersttumor Y U 0 0 0
MN52 (P50 1832/09 |1 Ersttumor Y U 0 0 0
MN 53 P51 1867/09 |1 Ersttumor U U -1 -1 0
MN 54 P52 1957/09 |1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 55 P53 112/10 |2 Ersttumor u u 0 0 0
MN 56 P54 134/10 1 Ersttumor U M 0 0 0
MN 57 P 55 185/10 2 Ersttumor U U nd nd nd
MN 58 P 56 207/10 2 Ersttumor U U 0 -1 0
MN 59 P57 346/10 2 Ersttumor U U 0 0 0
MN 60 P 58 374/10 1 Ersttumor M U 0 0 0
MN 61 P59 461/10 1 Ersttumor U M -1 -1 0
MNG62 (P60 487/10 |1 Ersttumor u u 0 0 0
MN63 (P61 509/10 |2 Ersttumor M M -1 0 0
MN64 (P62§ 987/08 |2 Ersttumor M u 0 0 0
MN 65 P62§ 559/10 2 Rezidiv M U -1 -1 0
MN 66 P63 613/10 1 Ersttumor M U -1 0 0
MN 67 P64 620/10 1 Ersttumor U U 0 -1 0
MN 68 P 65 701/10 1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 69 P 66 710/10 1 Ersttumor U U -1 -1 0
MN 70 P 67 727/10 1 Ersttumor U M 0 0 0
MN 71 P 68 741/10 1 Ersttumor u u -1 0 0
MN 72 P 69 748/10 1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 73 P70 757/10 1 Ersttumor u u 0 0 0
MN 74 P71 827/10 1 Ersttumor U M 0 0 0
MN 75 P72 834/10 1 Ersttumor U M 0 0 0
MN 76 P73 842/10 1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 77 P74 1745/09 |2 Ersttumor u M -1 0 0
MN78 (P74 876/10 |2 Rezidiv u u 0 0 0
MN 79 P75 939/10 2 Ersttumor U U 0 -1 0
MNS80 (P76 555/09 |2 Ersttumor U U nd nd nd
MN 81 P77 205/09 1 Ersttumor U nd 0 -1 0
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MN 82 P78 1874/08 |2 Rezidiv U M 0 0 0
MN 83* (P79 232/03 3 Ersttumor u u 0 0 0
MN 84* (P79 798/03 3 Rezidiv U U -1 -1 0
MN 85* |P 80 1534/97 |1 Ersttumor M U 0 0 0
MN 86* |P 80 1767/04 |1 Rezidiv M U nd nd nd
MN 87* |P 81 828/02 1 Ersttumor nd U 0 0 0
MN 88* |P 81 91/05 1 Rezidiv U U 0 0 0
MN 89* |P 82 244/05 1 Ersttumor M u 0 0 0
MN 90* |P 82 295/07 1 Rezidiv U U 0 0 0
MN 91* |P 83 1407/97 |2 Ersttumor U U nd nd nd
MN 92* |P 83 1014/07 |2 Rezidiv U U 0 0 0
MN 93* (P 84 904/00 2 Ersttumor U U 0 0 0
MN 94* |P 84 1382/08 |2 Rezidiv M U -1 0 -1
MN 95* |P 85 306/99 |1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 96* |P 86 230/99 |1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 97* |P 87 671/02 1 Ersttumor u u 0 0 0
MN 98* |P 88 170/01 1 Ersttumor u U 0 -1 0
MN 99* |P 89 94/98 2 Ersttumor u u 0 0 0
MN 100* | P 90 899/98 |2 Ersttumor U U 0 0 0
MN 101* (P91 794/99 |2 Ersttumor U U 0 0 0
MN 102* | P 92 768/98 |1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 103* | P 93 1214/97 |1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 104* | P 94 1568/97 |1 Ersttumor U M 0 -1 0
MN 105* | P 95 1939/08 |1 Ersttumor U M nd nd nd
MN 106* | P 96 1072/99 |2 Ersttumor U U 0 -1 0
MN 107* | P 96 32/02 2 Rezidiv U U -1 -1 0
MN 108* | P 97 2043/01 |1 Ersttumor U U 0 0 0
MN 109* | P 98 948/00 2 Ersttumor U M 0 0 0
MN 110* | P 99 1258/01 |1 Ersttumor U U nd nd nd
MN 111* | P 100 1237/04 |2 Ersttumor U U -1 -1 0
MN 112* | P 101 1210/98 |2 Ersttumor U U -1 -1 0
MN 113* | P 101 1778/99 |2 1. Rezidiv U U -1 -1 0
MN 114* | P 101 67/02 2 2. Rezidiv U U -1 -1 0
MN 115* | P 102 379/01 3 Ersttumor U U -1 -1 0
MN 116* | P 102 1342/01 |3 1. Rezidiv U U -1 -1 0
MN 117* | P 102 1808/01 |3 2. Rezidiv U U -1 -1 0
MN 118* | P 103 587/99 2 Ersttumor U U 0 0 0
MN 119* | P 103 570/02 2 Rezidiv U U nd nd nd
MN 120* | P 104 1812/05 |2 Ersttumor u u -1 -1 0
MN 121* | P105§ |704/01 2 Ersttumor u u -1 -1 0
MN 122* | P 105 § 961/07 2 1. Rezidiv U U -1 -1 0
MN 123 (P 105§ 201/09 3 2. Rezidiv M U -1 -1 -1
MN 124 (P 105§ 516/10 3 3. Rezidiv M M nd nd -1
MN 125* | P 106 2090/01 |nd Ersttumor nd U nd nd nd
MN 126* | P 106 1196/08 |1 Rezidiv U U -1 -1 0

* = Daten von Dennis Kraemer; § = verstorben; nd = nicht durchgefiihrt; U = unmethyliert; M =

methyliert; -1 = Verlust; 0 = kein Verlust des Chromosomenabschnitts
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3.1 Methylierungsstatus

In einem ersten Schritt wurden insgesamt 126 Meningeome mittels MS-PCR auf das Vorhandensein
einer Methylierung von mindestens einem der beiden Gene (TIMP3 und p16) untersucht. Dabei
zeigte sich bei 40 (32%) Meningeomen eine Methylierung, wobei 26 der Tumoren (65%) von
weiblichen und 14 (35%) von mannlichen Patienten stammten. Bei den Mannern war der
Methylierungsanteil etwas groRer (39% (14/36)) als bei den Frauen (29% (26/90)), jedoch ohne
statistische Signifikanz (p=0.295).

Bei den Ersttumoren betrug der Anteil der methylierten Meningeome 47 Prozent (32/68). Von den
Rezidiven waren 44 Prozent (8/18) methyliert (nicht statistisch signifikant, p=1). Ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen der Methylierung und der Zeit bis zum Auftreten eines

Rezidivs (p=0.939) bestand nicht.

3.1.1 Verteilung der WHO-Grade

Bei der Klassifizierung der Meningeome nach WHO-Kriterien ergab sich fiir beide Gruppen eine fast
identische Verteilung: sowohl bei den unmethylierten, als auch bei den methylierten Tumoren
wurden 53 Prozent als benigne, 38 Prozent bzw. 37 Prozent als atypisch und neun Prozent bzw. zehn

Prozent als anaplastisch klassifiziert, siehe Abbildung 18.
Der Anteil methylierter Falle betrug in allen WHO-Graden jeweils ca. ein Drittel, siehe Abbildung 19.

Zwischen Methylierungsstatus und WHO-Grad der Meningeome zeigte sich kein statistisch

signifikanter Zusammenhang (p=1).

100% T 4 10% 40% _ 32% 32% 33%
0% (21/66) (15/47) (4/12)
32(38%) 15 (37%) 30% -
60% -
40% - 20%
0, Q,
20% | 45 (53%) 21 (53%) 10%
0% -
Unmethyliert (n=85) Methyliert (n=40) 0% -

WHO | WHOII WHOC I

EWHOI WHOCII EWHCII

Abbildungen 18 und 19: Links: Verteilung der WHO-Grade jeweils fiir unmethylierte und methylierte
Meningeome. Rechts: Hdufigkeit methylierter Fille in den drei WHO-Graden.
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3.1.2 Lokalisationsverteilung

Die meisten Meningeome waren - unabhangig von ihrem Methylierungsstatus - an der Konvexitat
lokalisiert, gefolgt von Meningeomen der Schadelbasis. Kein Meningeom im Spinalkanal wies eine

Methylierung des p16- oder des TIMP3-Promotors auf, siehe Abbildung 20.

Bei Betrachtung der Haufigkeit von Promotormethylierungen in den drei Lokalisationsgruppen
wiesen Meningeome an der Schadelbasis mit 35 Prozent und der Konvexitat mit 32 Prozent fast

gleich haufig Methylierungen von TIMP3 und/oder p16 auf, vergleiche Abbildung 21.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Methylierungsstatus und Lokalisation konnte nicht

festgestellt werden (p=0.643).

60 55 35%
0,
50 40/{) 32% (14/40]
(26/81)
40 30%
30 26 26
20 14 20%
10 8
0 e 10%
Konvexitat Schiadelbasis Spinalkanal 0%
0%
W Unmethyliert (n=85) Methyliert (n=40) Konvexitidt Schadelbasis Spinalkanal

Abbildungen 20 und 21: Links: Verteilung der Lokalisationen jeweils fiir unmethylierte und
methylierte Meningeome. Rechts: Héufigkeit von Methylierungen in den drei Lokalisationsgruppen.

3.1.3 Vergleich mit FISH-Analysen

Sowohl nicht-methylierte als auch methylierte Meningeome wiesen in der Mehrheit der Fille
mindestens eine chromosomale Deletion auf. Am haufigsten handelte es sich dabei - unabhéangig
vom Methylierungsstatus - um einen kombinierten Verlust von 22q (nicht-methyliert 57%, methyliert
43%). Dieser wurde gefolgt von 1p36-Deletionen (nicht-methyliert 42%, methyliert 38%) und
isolierten 22qg-Verlusten (nicht-methyliert 22%, methyliert 19%). Eine Deletion von 9p21 war in vier
Prozent der nicht-methylierten und 13 Prozent der methylierten Meningeome zu beobachten, siehe

Abbildung 22.
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80% 5% :
(51/79) 58% | 57%
22/38), (45/79)
60% i . 42%
' 33/79) 38%
16/37
| (16/37f 14/37)
40% | 22%
(17/79)19%
' (7/37) 13%
20% 4y (5738)
1 4%
: (3/79)
0% . [ |
Mit Deletion 22q 22q 1p36 9p21
(isoliert)  (kombiniert)
H Unmethyliert =1 Methyliert

Abbildung 22: Hdufigkeit der Chromosomenverluste jeweils fiir methylierte und unmethylierte

Meningeome.

Meningeome mit einer 9p21-Deletion zeigten am hdaufigsten (62,5%) TIMP3- und/oder p16-

Methylierungen (nicht statistisch signifikant, p=0.11). In den Ubrigen finf zytogenetischen Gruppen

betrug der Anteil der methylierten Félle jeweils etwa ein Drittel, vergleiche Abbildung 23. Es zeigte

sich somit auch kein statistisch signifikanter Zusammenhang einer Methylierung mit Deletionen von

22q (isoliert: p=0.811, kombiniert: p=0.231), 1p36 (p=0.839) oder einer Deletion allgemein (p=0.543).

In der detaillierten Analyse fiel jedoch auf, dass eine Methylierung bei den Rezidivtumoren mit einer

9p21-Deletion assoziiert war (p=0.003).

80% i 62,5%
: (5/8)
60% i —
I
36%
20% ’ 30% | 29% 6% 30% |
¢ (22/73) 1 (}'/24) (16/61) (14/47)
1
20% :
0%
Ohne  Mit Deletion 22q 22q 1p36 9p21
Deletion (isoliert) (kombiniert)

Abbildung 23: Hdufigkeit von Methylierungen des TIMP3- oder pl6-Promotors in den sechs

zytogenetischen Gruppen.
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3.2 Methylierungsanalysen des TIMP3-Promotors

Insgesamt wurde bei 18 von 122 (15%) untersuchten Meningeomen eine Hypermethylierung des
TIMP3-Promotors festgestellt. Abbildung 24 zeigt reprasentative Beispielbilder der MS-PCR von

sieben verschiedenen Meningeomen.

PBL M+ NTC MN70 MN21  MN22 MN52

Abbildung 24: Beispielbilder der MS-PCR
mit TIMP3-Primern.

PBL=Negativkontrolle;
M+=Positivkontrolle; NTC=Nullkontrolle;
M=methyliert; U=unmethyliert

Sechs (33%) der methylierten Meningeome stammten von mannlichen, zwolf (67%) von weiblichen
Patienten. Dabei hatten méannliche Patienten in 18 Prozent (6/34), Frauen in 14 Prozent (12/88) der

Falle eine Methylierung des TIMP3-Promotors (p=0.578, nicht signifikant).

Von den Ersttumoren wiesen zwolf Prozent (12/97) eine TIMP3-Promotormethylierung auf. Von den
Rezidiven waren 24 Prozent (6/25) methyliert. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer
Methylierung und der Tumorprasentation zeigte sich allerdings nicht (p=0.526). In der Analyse der
rezidivfreien Zeit hatten TIMP3-methylierte Meningeome sowohl in der uni- als auch in der
multivariaten Analyse tendenziell ein kiirzeres Intervall bis zum Auftreten eines Rezidivs. Diese
Tendenz war jedoch nicht statistisch signifikant (univariat: p=0.082, multivariat: p=0.055), vergleiche

auch Abbildung T10 im Tabellenanhang.
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3.2.1 Verteilung der WHO-Grade

Bei den TIMP3-methylierten Meningeomen war der Anteil der WHO-Grade | und Il mit je 44,5
Prozent gleich groR. EIf Prozent der Meningeome mit TIMP3-Methylierung waren WHO-Grad-IlI-
Meningeome. In der Gruppe der Meningeome ohne eine Methylierung von TIMP3 ergab sich eine

dhnliche Verteilung wie in der Gesamtpopulation (I: 54%; II: 36%; lll: 10%), siehe Abbildung 25.

Betrachtet man die Haufigkeit von TIMP3-Methylierungen in den drei WHO-Gruppen, so fallt auf,
dass nur 13 Prozent (8/64) der benignen Meningeome eine Methylierung zeigten. Bei den atypischen
und anaplastischen Meningeomen war TIMP3 dagegen in je 17 Prozent (8/46 und 2/12), siehe
Abbildung 26. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer TIMP3-Methylierung und

hohen WHO-Graden konnte nicht festgestellt werden (p=0.694).

100% - = = 20% - 17% 17%
10 (10%) Z{1L%) (8/46)  (2/12)
80% 1 38(36%) [ |
15% -
60% | 8(44,5%)
40% - 10% -
20% 56 (54%) - 8(44,5%)
- " -
0% -
Unmethyliert (n=104) Methyliert (n=18) 0% -

WHOI WHO I WHO I

EWHOI WHOII ~ WHOIlI

Abbildungen 25 und 26: Links: Verteilung der WHO-Grade jeweils fiir unmethylierte und methylierte
Meningeome. Rechts: Héufigkeit methylierter Fille in den drei WHO-Graden.

3.2.2 Lokalisationsverteilung

Meningeome mit einer TIMP3-Methylierung waren zu je 50 Prozent (9/121) an Konvexitat und

Schadelbasis lokalisiert. Spinale Meningeomen waren nicht TIMP3-methyliert, siehe Abbildung 27.

Bezliglich der Haufigkeit von TIMP3-Methylierungen in den drei Lokalisationsgruppen zeigte sich,
dass der Anteil methylierter Meningeome an der Schadelbasis mit 24 Prozent (9/38) am gréRten war.
An der Konvexitat zeigten elf Prozent aller Meningeome eine Methylierung des TIMP3-Promotors,

siehe Abbildung 28.

Bei gesonderter Betrachtung aller elf Lokalisationen fiel auf, dass keines der Meningeome der

hinteren Schadelgrube (0/11) eine TIMP3-Methylierung aufwies.
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In der statistischen Analyse fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer TIMP3-

Methylierung und der Meningeomlokalisation (p=0.578).

80 70
30% 24%
60 25% (9/38)
40 29
20%
20 9 9
0 I
0,
Konvexitdt Schéadelbasis Spinalkanal 10%
5%
ETIMP3 unmethyliert (n=103) 0
0%
TIMP3 thyliert (n=18
methyliert (n=18) Konvexitdt Schadelbasis Spinalkanal

Abbildungen 27 und 28: Links: Verteilung der Lokalisationen jeweils fiir unmethylierte und
methylierte  Meningeome. Rechts: Hdufigkeit des Auftretens von Methylierungen in den
Lokalisationsgruppen.

3.2.3 Vergleich mit FISH-Analysen

In den FISH-Analysen war - unabhangig vom TIMP3-Methylierungsstatus - in der Mehrheit der Falle
mindestens ein Chromosomenabschnitt deletiert. Bei methylierten Meningeomen traten Deletionen

in 53 Prozent der Falle auf, bei Tumoren ohne die entsprechende Methylierung in 64 Prozent.

Die haufigste Deletion bei Meningeomen mit TIMP3-Methylierung war die der Region 1p36 (38%). Es
folgten die Verluste von 22q (kombiniert) (31%) und 9p21 (18%). Die isolierte Deletion des Abschnitts

22q wurde in 13 Prozent nachgewiesen.

In der Gruppe der Tumoren ohne Methylierung von TIMP3 stellte der kombinierte Verlust von 22q
mit 56 Prozent die hdufigste Deletion dar. Die isolierte 22q-Deletion war mit 22 Prozent etwas
haufiger als bei den methylierten Fallen. Eine 1p36-Deletion kam dhnlich haufig (41%) vor wie bei
den methylierten Meningeomen. Im Gegensatz dazu war der 9p21-Verlust in der Gruppe ohne

TIMP3-Methylierung seltener (5%), siehe Abbildung 29.
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80% i
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31%
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¢ 1 5%
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Abbildung 29: Hdufigkeit der Chromosomenverluste jeweils fiir methylierte und unmethylierte
Meningeome.

Bei Meningeomen ohne chromosomale Deletionen war TIMP3 in 19 Prozent, bei solchen mit
Deletion in 13 Prozent der Falle methyliert. In Tumoren mit 22g- (9%) und 1p36-Verlust (13%) war
eine Methylierung von TIMP3-Methylierung seltener. Mit 37,5 Prozent wiesen die Meningeome mit
Verlust des Abschnitts 9p21 den groRten Anteil an TIMP3-Methylierungen auf, siehe Abbildung 30.

Hier muss jedoch die kleine Fallzahl der Gruppe mit einem 9p21-Verlust beachtet werden.

5/59
10% (2/16) (5/59)

50% .
| 37,5%
40% : (3/8)
1
30% ' .
19% l
0% | (8/43) 13% | 13% |
(9/71) 1 9% 9% (6/46)
1
1
1

0%

Ohne  Mit Deletion 22q 22q 1p36 9p21
Deletion (isoliert) (kombiniert)

Abbildung 30: Hdufigkeit von TIMP3-Methylierungen in den sechs zytogenetischen Gruppen.

In der Gesamtpopulation konnte weder fiir eine Deletion allgemein (p=0.424) noch fir die Verluste
von 22q (isoliert: p=0.519, kombiniert: p=0.104), 1p36 (p=1) oder 9p21 (p=0.096) ein signifikanter
Zusammenhang mit einer Hypermethylierung von TIMP3 festgestellt werden. Bei Rezidivtumoren
war eine TIMP3-Hypermethylierung dagegen signifikant mit der Deletion von 9p21-assoziiert
(p=0.04).
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3.3 Methylierungsanalysen des p16/INK4A-Promotors

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methylierung des pl6-Promotors in 25 der 125 (20%)
analysierten Meningeome festgestellt. Abbildung 31 zeigt reprasentative Beispielbilder der MS-PCR

von sechs verschiedenen Meningeomen.

PBL M+ NTC MN2 MN77 MN63

MN59 MN71 MN41 Abbildung 31: Beispielbilder der MS-
PCR mit p16-Primern.

PBL=Negativkontrolle;
M+=Positivkontrolle;
NTC=Nullkontrolle;
M=methyliert;
U=unmethyliert

Von den 25 Meningeomen mit Methylierung des pl6-Promotors stammten zehn (40%) von
mannlichen und 15 (60%) von weiblichen Patienten. Bei Mannern war eine Methylierung etwas
haufiger (28% (10/36)) als bei Frauen (17% (15/89)), allerdings ohne statistische Signifikanz
(p=0.217).

Primartumoren zeigten in 22 Prozent (22/99), Rezidive in zwoIf Prozent (3/26) der Fille eine
Hypermethylierung von p16 (nicht signifikant, p=0.593). Hervorzuheben ist, dass alle methylierten
Rezidive von maénnlichen Patienten stammten. Sowohl in der uni- (p=0.124) als auch in der
multivariaten (p=0.186) Analyse der rezidivfreien Zeit ergab sich fir die Methylierung von p16 keine

statistische Signifikanz.

3.3.1 Verteilung der WHO-Grade

Die WHO-Grade waren in den Gruppen mit und ohne Methylierung von p16 sehr ahnlich verteilt: 52
Prozent bzw. 53 Prozent waren WHO-Grad-I-, 36 Prozent bzw. 38 Prozent WHO-Grad-Il-
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Meningeome. Meningeome mit WHO-Grad lll machten zw6lf Prozent der methylierten Fallen und

neun Prozent der nicht-methylierten Falle aus, siehe Abbildung 32.

Je ca. ein Flnftel der benignen und atypischen Meningeome wies eine Methylierung von p16 auf.
Von den anaplastischen Meningeomen war etwa ein Viertel p16-methyliert, sieche Abbildung 33. Ein
signifikanter Zusammenhang der pl6-Hypermethylierung und WHO-Graden zeigte sich nicht

(p=0.893)

LI 9(9%) | 3(12% 40% 1
80% 25%
38(38%
60% - 38%) 8/36%) 30% T 20% 190 (3/12)
13/65
40% - 20% - (13/65) (8/47)
20% 52 (53%) 13 (52%)
0% 10% |
-
Unmethyliert (n=99) Methyliert (n=25) 0%
i -
EWHOI WHO Il mWHOII WHO | WHO I WHO Il

Abbildungen 32 und 33: Links: Verteilung der WHO-Grade jeweils fiir unmethylierte und methylierte
Meningeome. Rechts: Héufigkeit methylierter Fdlle in den drei WHO-Graden.

3.3.2 Lokalisationsverteilung

Sowohl Meningeome mit p16-Methylierung (79%) als auch ohne p16-Methylierung (63%) waren am
haufgigsten an der Konvexitdt lokalisiert. Die Schadelbasis stellte - ebenfalls unabhingig vom
Methylierungsstatus - die zweithdufigste Lokalisation dar. Dort waren Meningeome mit Methylierung
von p16 jedoch etwas seltener (24%) als die unmethylierten Falle (34%). Im Spinalkanal fanden sich

nur Meningeome ohne eine Promotormethylierung von p16, siehe Abbildung 34.

Die Haufigkeit von Methylierungen des p16-Promotors war bei Meningeomen der Konvexitdt am
groRten (23%). An der Schadelbasis wurde bei 15 Prozent der Meningeome eine p16-Methylierung

festgestellt, vergleiche Abbildung 35.

In der statistischen Analyse fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der

Hypermethylierung von p16 und der Meningeomlokalisation (p=0.569).
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80 23%

62
25% 19/81
60 6 [ (19/81)

34 20% 15%
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19 . (6/40)
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0 10%

Konvexitdt Schddelbasis Spinalkanal sog
0

M p16 nicht methyliert (n=99)
pl6 methyliert (n=25)

0%

Konvexitat Schadelbasis Spinalkanal

Abbildungen 34 und 35: Links: Verteilung der Lokalisationen jeweils fiir unmethylierte und
methylierte Meningeome. Rechts: Hdufigkeit des Auftretens von Methylierungen in den
Lokalisationsgruppen.

3.3.3 Vergleich mit FISH-Analysen

Die meisten Meningeome - unabhdngig vom Methylierungsstatus von p16 - zeigten mindestens eine
chromosomale Deletion. Sowohl methylierte als auch unmethylierte Meningeome wiesen in ca. 40
Prozent der Falle einen 1p36-Verlust auf. Auch fiir den kombinierten 22g-Verlust fand sich kein
Unterschied zwischen Meningeomen mit und ohne p16-Methylierung (je 52%), sieche Abbildung 36.
Eine isolierte 22g-Deletion zeigten 18 Prozent der nicht-methylierten und 26 Prozent der
methylierten Meningeome. Die 9p21-Deletion wurde in finf Prozent der Tumoren ohne

Methylierung und 13 Prozent der Meningeome mit einer p16-Methylierung gefunden.

80% 67% |1
61% (16/24),
(56/92) X 52% 52%
60% l (48/92)(12/23)
| (]
39%
I 38/92
| (38/92)g 53,
40% .
I
| 18% (6/23)
13%
20% e s 37231
I 5%
1 (5/92)
|
0% [
Mit Deletion 22q (isoliert) 22q 1p36 9p21
(kombiniert)
M p16 unmethyliert (n=92) pl6 methyliert (n= 24)

Abbildung 36: Hdufigkeit der Chromosomenverluste jeweils fiir methylierte und unmethylierte
Meningeome.
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Eine Methylierung des p16-Promotors fand sich am h&ufigsten in der Gruppe mit 9p21-Verlust (38%),
wobei erneut auf die kleine Fallzahl der Gruppe hingewiesen wird. Bei allen weiteren
zytogenetischen Gruppen war kaum ein Unterschied in der Haufigkeit des Auftretens einer p16-

Methylierung feststellbar, siehe Abbildung 37.

50% :
| 38%
20% ! (3/8)
: 26%
30% '\"\ﬂu ja= frad
18% Py :029'; ee 19%
i (6/23) (9/47)
20% -
10%
0%

Ohne  Mit Deletion 22q 22q 1p36 9p21
Deletion (isoliert) (kombiniert)

Abbildung 37: Hdufigkeit von pl6-Methylierungen in den sechs zytogenetischen Gruppen.

In der Gesamtpopulation war die p16-Methylierung weder mit einer Deletion allgemein (p=0.645),
noch mit den Verlusten von 22q (isoliert: p=0.398, kombiniert: p=1), 1p36 (p=1) oder 9p21 (p=0.359)
assoziiert. Bei den Rezidivtumoren zeigte sich dagegen in 67 Prozent (2/3) der Fille mit pl6-

Methylierung eine Deletion von 9p21 (statistisch signifikant p=0.035).
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3.4 Epi- und Zytogenetische Analysen in der Meningeomprogression

Von 14 Patienten standen sowohl Erst- als auch Rezidivtumoren fir epi- und zytogenetische Analysen
zur Verflgung. Dadurch konnten Veranderungen und mogliche Zusammenhange dieser Parameter

im Hinblick auf die Meningeomprogression genauer untersucht werden.

Tabelle 12: Ubersicht iiber die Ergebnisse der epi- und zytogenetischen Analysen.

Lfd. Nr. |Patient | Op-Nr. WHO | Prasentation| TIMP3 | pl6 1p36 22q 9p21

MN 64 P62§ |987/08 2 Ersttumor M U 0 0 0
MN 65 P62§ |559/10 2 Rezidiv M U -1 -1 0
MN77 (P74 1745/09 |2 Ersttumor U M -1 0 0
MN 78 P74 876/10 2 Rezidiv U U 0 0 0
MN 83* (P79 232/03 3 Ersttumor u u 0 0 0
MN 84* (P79 798/03 3 Rezidiv ] U -1 -1 0
MN 85* [P 80 1534/97 |1 Ersttumor M u 0 0 0
MN 86* [P 80 1767/04 |1 Rezidiv M u nd nd nd
MN 87* (P81 828/02 1 Ersttumor nd U 0 0 0
MN 88* (P81 91/05 1 Rezidiv U §] 0 0 0
MN 89* |P 82 244/05 1 Ersttumor M U 0 0 0
MN 90* [P 82 295/07 1 Rezidiv U U 0 0 0
MN 91* (P83 1407/97 |2 Ersttumor u U nd nd nd
MN 92* [P 83 1014/07 |2 Rezidiv U U 0 0 0
MN 93* (P84 904/00 2 Ersttumor U U 0 0 0
MN 94* |P 84 1382/08 |2 Rezidiv M U -1 0 -1
MN 106* | P 96 1072/99 |2 Ersttumor u u 0 -1 0
MN 107* | P96 32/02 2 Rezidiv ] U -1 -1 0
MN 112* (P 101 |1210/98 |2 Ersttumor u U -1 -1 0
MN 113* | P 101 1778/99 |2 1. Rezidiv U U -1 -1 0
MN 114* | P 101 67/02 2 2. Rezidiv U U -1 -1 0
MN 115* (P 102 |379/01 3 Ersttumor u u -1 -1 0
MN 116* | P 102 1342/01 |3 1. Rezidiv ] U -1 -1 0
MN 117* | P 102 1808/01 |3 2. Rezidiv ] U -1 -1 0
MN 118* [P 103 |587/99 2 Ersttumor u U 0 0 0
MN 119* | P 103 570/02 2 Rezidiv U U nd nd nd
MN 121* [P 105 § | 704/01 2 Ersttumor U U -1 -1 0
MN 122* [P 105 § | 961/07 2 1. Rezidiv U U] -1 -1 0
MN 123 [P 105§ | 201/09 3 2. Rezidiv M U -1 -1 -1
MN 124 (P 105§ |516/10 3 3. Rezidiv M M nd nd -1
MN 125*% [P 106 |2090/01 |nd Ersttumor nd U nd nd nd
MN 126* | P 106 1196/08 |1 Rezidiv U U -1 -1 0

* = Daten von Dennis Kraemer; § = verstorben; nd = nicht durchgefiihrt; U = unmethyliert; M =
methyliert; -1 = Verlust; 0 = kein Verlust des Chromosomenabschnitts
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3.4.1 WHO-Grade

Bei 13 der Primartumoren lag eine WHO-Grad-Klassifizierung vor. Diese setzten sich aus drei (23%)
benignen, acht (62%) atypischen und zwei (15%) anaplastischen Meningeomen zusammen. Nur bei
einem Patienten verdnderten sich die WHO-Grade im Verlauf: Erstmeningeom sowie Erstrezidiv von
Patient P 105 wurden beide als atypisch klassifiziert, wahrend Zweit- und Drittmanifestation
anaplastische Merkmale zeigten. Alle anderen Rezidive hatten den gleichen WHO-Grad wie ihre

Erstmanifestationen.

3.4.2 Zytogenetische Veranderungen

Bei sieben (7/13) Patienten wies das Primdrmeningeom keine chromosomale Deletion auf; drei
dieser Patienten entwickelten jedoch im Verlauf mindestens eine 1p36-Deletion. In einem Fall folgte

ein kombinierter 1p36- und 9p21-Verlust.

Von 18 Rezidiven hatten 14 eine Deletion von mindestens einem Chromosomenabschnitt. Neun der
Rezidive mit Deletion hatten einen kombinierten 1p36- und 22qg-Verlust, eines eine Deletion von
allen drei Abschnitten. Eine 9p21-Deletion wurde bei drei Rezidiven, jedoch bei keinem der
Erstmeningeome gefunden. Die 9p21-Deletion trat dabei immer im Zusammenhang mit einer TIMP3-

Methylierung auf (statistisch signifikant: p=0.007).

3.4.3 Deletionen und Rezidivverhalten

Alle drei Patienten mit kombiniertem 1p36- und 22g-Verlust im Erstmeningeom entwickelten

mindestens zwei Rezidive.

3.4.4 Epigenetische Verdanderungen

Eine TIMP3-Promotormethylierung wurde bei drei Patienten schon im Primarmeningeom gefunden,
wobei zwei die Methylierung im Rezidiv beibehielten. In drei weiteren Fallen zeigte sich erst im
Rezidiv eine TIMP3-Methylierung. Die mittels FISH untersuchten TIMP3-methylierten Rezidive wiesen

alle mindestens einen Verlust der untersuchten Chromosomenabschnitte auf (insignifikant, p=0.539).

Eine pl6-Promotormethylierung trat bei einem Erstmeningeom und einem Viertrezidiv, hier

zusammen mit einer TIMP3-Methylierung, auf.
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3.4.5 Betrachtung ausgewahlter Falle

Patient P 62 (WHO-Grad IlI) wies eine TIMP3-Hypermethylierung in Erstmeningeom und

Rezidiv auf. Bei Letzterem lag zusétzlich auch ein kombinierter Verlust von 1p36 und 22q vor.

Bei Patient P 80 wurden beide Manifestationen als benigne eingestuft. Beide wiesen eine
TIMP3-Hypermethylierung auf. Bei diesem Patienten stand keine FISH-Analyse des Rezidivs

zur Verfligung.

Auch Erstmeningeom und Rezidiv von Patient P 82 zeigten histopathologisch nur benigne
Merkmale. Hier wurde im Ersttumor eine TIMP3-Methylierung gefunden, welche im Rezidiv

nicht mehr nachweisbar war.

Das atypische Meningeom von Patient P 84 war in seiner Erstmanifestation zyto- und
epigenetisch unauffallig. Im Rezidiv zeigte sich neben Deletionen von 1p36 und 9p21 auch

eine Methylierung von TIMP3.

Zwei Falle mit mehr als einem Rezidiv zeigten von Anfang an eine kombinierte Deletion von
1p36 und 22q und behielten diese auch bei. Epigenetische Verdnderungen traten bei diesen

Tumoren nicht auf.

Der dritte Patient (P 105) mit multiplen Rezidiven zeigte bereits im Erstmeningeom einen
kombinierten 1p36- und 22g-Verlust. Ab dem Drittrezidiv kam es zu einer Hochstufung des
WHO-Grades von Il auf |lll. Gleichzeitig traten ein 9p21-Verlust und eine
Promotormethylierung von TIMP3 auf. Im Viertrezidiv wurde zusatzlich noch eine pl16-

Hypermethylierung festgestellt.
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4. Diskussion

4.1 Aligemeine Erkenntnisse

Frauen erkranken generell haufiger an Meningeomen als Manner [Riemenschneider MJ et al. 2006;
Ketter R 2008]. Dies zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit mit einem Geschlechterverhaltnis von
2,5 : 1 (w : m). Das mittlere Alter der hier untersuchten Patientenpopulation betrug 58,7 Jahre mit
einer Standardabweichung von 13,4 Jahren. Die Follow-Up-Zeit betrug 37,5 Monate. Bei der
Mehrzahl (84/100) der Patienten war bis zum 31.12.2011 kein Rezidiv bekannt.

Meningeome sind in den meisten Fallen Tumoren mit benignen Eigenschaften. Auch in dem hier
betrachteten Tumorkollektiv waren 53 Prozent, und somit die Mehrzahl der Meningeome, WHO-
Grad-I-Tumoren. Am zweithaufigsten waren Meningeome des WHO-Grades Il (37%). Diese waren,
wie auch die anaplastischen Meningeome (10%), etwas haufiger als fiir die Allgemeinbevolkerung
erwartet werden wirde. Ein Grund hierfiir ist wahrscheinlich der hohe Rezidivanteil (21%), welcher
der Fragestellung wegen eingeschlossen wurde. Vor allem in den héhergradigen Meningeomen war
der Anteil an Rezidiven hoch: Ein Viertel der atypischen und zwei Drittel der anaplastischen Fille
waren Rezidivmeningeome. Wie erwartet zeigte sich auBerdem, dass die Rezidive im Gegensatz zu
den Erstmanifestationen eher maligne Merkmale aufwiesen: Wahrend bei den Rezidiven vor allem
WHO-Grad Il und lll (81% der Rezidive) vorherrschten, waren 62 Prozent der Erstmeningeome

benigne (statistisch signifikant, p=0.001).

Studien zur Rezidivwahrscheinlichkeit haben gezeigt, dass WHO-Grad-lI-Meningeome in bis zu 40
Prozent, WHO-Grad-IlI-Meningeome sogar in bis zu 79 Prozent der Fille Rezidive entwickeln [Kim Y]
et al. 2009; Ketter R 2008; Campbell BA et al. 2009]. So war es nicht tGberraschend, dass auch in der
vorliegenden Arbeit hauptsachlich Patienten mit hohergradigen Primarmanifestationen schon
Rezidive entwickelt hatten: Bis zum 31.12.2011 war bei 29 Prozent der atypischen und 50 Prozent der
anaplastischen Primarmeningeome bereits ein Rezidiv bekannt. Die benignen Ersttumoren hatten
dagegen eine deutlich niedrigere Rezidivrate von nur fiinf Prozent. Meningeome mit WHO-Grad I

und lll zeigten auBerdem ein signifikant kiirzeres rezidivfreies Intervall (p<0.001).

Die von Zang [2001], Ketter [2008] und Lekanne-Deprez et al. [1995] festgestellte Haufung der WHO-
Grade Il und Il bei Mannern zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit ab: Meningeome von

mannlichen Patienten waren in 42 Prozent atypisch und in 19 Prozent anaplastisch, wahrend bei den
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Frauen 36 Prozent zu den atypischen und nur sechs Prozent zu den anaplastischen Meningeomen

gehorten (signifikant, p=0.03).

Die haufigste Meningeomlokalisation in der untersuchten Patientenpopulation war, wie bereits 2008
von Ketter beschrieben, die Konvexitat (nach Einteilung in drei Lokalisationsgruppen). Im Spinalkanal
waren die Meningeome dagegen - wie bei Greenberg [2006] und bei Ketter [2008] - am seltensten
lokalisiert (4/126). Diese spinalen Meningeome waren allesamt Erstmanifestationen und in 75
Prozent der Félle benigne Tumoren, was sich ebenfalls gut mit friiheren Beobachtungen deckt [Zang
KD 2001]. Die Schadelbasismeningeome der vorliegenden Arbeit zeigten in Giber 50 Prozent der Félle
benigne Merkmale, wahrend atypische und anaplastische Merkmale bei Meningeomen an der
Konvexitdt am h&ufigsten waren: Dort fanden sich 92 Prozent (11/12) aller anaplastischen Fille. Die
Tendenz von Konvexitditsmeningeomen zu hdhergradigen und von Spinalkanalmeningeomen zu

benignen Formen ist ebenfalls bereits von Ketter vorbeschrieben [Ketter R 2008].

Chromosomale Verluste sind haufige Veranderungen in Meningeomen. Auch in dieser Arbeit wurde
bei der Mehrzahl der Meningeome (62%) mindestens eine chromosomale Deletion beobachtet. Wie
von verschiedenen Arbeitsgruppen vorbeschrieben, war auch hier die (kombinierte) Deletion des
langen Arms von Chromosom 22, welche in (iber der Hélfte der Meningeome auftrat, am haufigsten
[Zang H & Singer KD 1967; Dumanski JP et al. 1990; Meese E et al. 1987; Weber RG et al. 1997,
Riemenschneider MJ et al. 2006]. Der Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 war in der
vorliegenden Patientenpopulation mit 41 Prozent am zweithadufigsten. Auch in Studien von Lindblom
et al. und Weber et al. wurde diese Beobachtung gemacht [Lindblom A et al. 1994; Weber RG et al.
1997]. Deletionen des kurzen Arms von Chromosom 9 sind im Allgemeinen seltener [Bostrom J et al.
2001; Riemenschneider MJ et al. 2006]. Dies zeigte sich auch bei den hier untersuchten
Meningeomen, bei denen der kurze Arm von Chromosom 9 nur in sieben Prozent der Fille deletiert

war.

Generell treten chromosomale Aberrationen in Meningeomen bei Mannern haufiger auf als bei
Frauen [Lekanne-Deprez RH et al. 1995]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden bei Méannern
haufiger Deletionen festgestellt (75% vs. 57%). Vor allem die progressionsassoziierten Verluste von
1p36 und 9p21 traten haufiger bei Meningeomen von mannlichen Patienten auf, was frihere
Beobachtungen von Lekanne-Deprez et al. bestatigt [Lekanne-Deprez RH et al. 1995]. Eine 1p36-
Deletion trat bei 54 Prozent der Manner und nur 35 Prozent der Frauen auf. Dieser
geschlechtsspezifische Unterschied war bei der 9p21-Deletion statistisch signifikant (p=0.01): 17

Prozent der Manner und nur zwei Prozent der Frauen wiesen den Verlust auf.
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Die Rezidivwahrscheinlichkeit von Meningeomen wird unter anderem durch chromosomale
Deletionen bestimmt. Wahrend Meningeome mit einem isolierten 22qg-Verlust nur ein geringes
Rezidivrisiko haben, gelten die Deletionen von 1p36 und 9p21 als Marker fir Malignitat und
Progression. Diese sind vor allem in hohergradigen Meningeomen zu finden [Ketter R et al. 2001 und
2007; Niedermayer | et al. 1997a; Perry A et al. 1999 und 2002; Steudel WI et al. 1996]. Somit ist es
nicht iberraschend, dass bei keinem der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Rezidive eine
isolierte 22g-Deletion gefunden wurde (signifikant, p=0.003). Die Rezidive wiesen jedoch in 70
Prozent eine Deletion von 1p36 und in 21 Prozent eine Deletion von 9p21 auf. Primdrmeningeome
hatten dagegen in nur 33 Prozent eine 1p36- (signifikant, p=0.001) und in drei Prozent eine 9p21-
Deletion (signifikant, p=0.001). Wahrend Patienten mit einer 1p36-Deletion erwartungsgemal ein
signifikant kirzeres rezidivfreies Intervall zeigten (p=0.027), hatten solche mit einer isolierten 22g-

Deletion signifikant langere rezidivfreie Intervalle (p=0.049) und damit eine bessere Prognose.

Wie erwartet wurde in der vorliegenden Arbeit bei fast allen anaplastischen (92%) und bei der
Mehrzahl der atypischen Meningeome (70%) mindestens ein chromosomaler Verlust gefunden
(signifikant, p=0.013). Isolierte 22q-Deletionen traten nur bei benignen (22%) und atypischen (23%)
Meningeomen auf. Bei den Fallen mit kombinierter 22q-Deletion waren die WHO-Grade wie folgt
verteilt: Grad I: 45 Prozent, Grad Il: 58 Prozent, Grad lll: 72 Prozent. Der hohere Anteil an atypischen
und anaplastischen Féllen lasst sich vor allem dadurch erkldren, dass in der Gruppe auch Fille
eingeschlossen waren, die zuséatzlich schon Verluste von 1p36 und 9p21 aufwiesen. 1p36- und 9p21-
Deletionen waren in der vorliegenden Studie signifikant haufiger bei héhergradigen Meningeomen zu
finden als bei den benignen Fillen. Der Chromosomenabschnitt 1p36 war bei 29 Prozent (18/62) der
benignen, 47 Prozent (20/43) der atypischen und 82 Prozent (9/11) der anaplastischen Meningeome
deletiert (p=0.002). Hinsichtlich der Deletion von 9p21 fielen vor allem die anaplastischen
Meningeome auf: Wahrend benigne und atypische Meningeome die Veranderung nur in zwei bis flinf
Prozent der Falle aufwiesen, stieg der Anteil bei den anaplastischen mit 42 Prozent stark an
(p<0.001). Diese Ergebnisse decken sich mit den oben erwahnten Aussagen friiherer Publikationen,
wonach 1p36- und 9p21-Deletionen, im Gegensatz zur isolierten 22g-Deletion, mit hoheren WHO-
Graden und somit héherer Malignitat assoziiert sind [Dumanski JP et al. 1987; Lindblom A et al. 1994;
Weber RG et al. 1997; Zankl H & Zang KD 1980; Zang KD 2001; Ketter R et al. 2001 und. 2007;
Niedermayer | et al. 1997a; Perry A et al. 1999 und 2002; Steudel WI et al. 1996]. Verluste von 1p36
traten signifikant haufig gemeinsam mit Deletionen von 22q auf (37/47) (p<0.001), wahrend isolierte
Deletionen von 1p36 (17% (8/47)) eher selten waren. Diese Beobachtungen stltzen die Hypothese,
der zufolge ein 22qg-Verlust als initiales Ereignis in Meningeomen auftritt, auf die dann weitere
Deletionen, insbesondere der von 1p36, folgen [Miiller P et al. 1999; Lekanne-Deprez RH et al. 1995,
Ketter R et al. 2001 und 2007; Al Saadi A et al. 1987; Perry A et al. 1996; Henn W et al. 1995;
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Niedermayer | et al. 1997a; Bostrom J et al. 1997; Leone PE et al. 1999; Lamszus K et al. 1999]. Die
Deletion von 9p21 trat signifikant haufig zusammen mit der von 1p36 auf, was wahrscheinlich darin
begriindet liegt, dass Deletionen von 9p21 fast ausschlieBlich bei WHO-Grad-IlI-Meningeomen
auftreten. Diese haben im Laufe ihrer Progression meist schon 1p36-Deletionen erlitten, auf die dann

die 9p21-Deletion gefolgt ist.

Die Verteilung und Haufigkeit verschiedener chromosomaler Verluste im Hinblick auf die
Meningeomlokalisation wurde bereits in friiheren Studien unserer Arbeitsgruppe untersucht. Hierbei
fiel auf, dass fast alle spinalen Meningeome eine isolierte Deletion von 22q aufweisen [Zankl H und
Zang KD 1980; Ketter R et al. 2007]. Diese Beobachtung konnte auch in der vorliegenden Arbeit
gemacht werden, in der alle vier spinalen Meningeome einen 22q-Verlust zeigten. Nur einer dieser
Falle hatte einen zusatzlichen 1p36-Verlust. Bei Konvexitdtsmeningeomen traten dagegen gehauft
1p36-Deletionen auf, was sich ebenfalls gut mit friiheren Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe

deckt [Ketter R et al. 2007].
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4.2 Methylierung allgemein

Aberrante Promotor-Hypermethylierungen spielen eine Rolle bei der Entwicklung und Progression
zahlreicher menschlicher Tumoren. Dass sie tumorspezifisch sind und zu einem Expressionsverlust
der betroffenen Gene fiihren, konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden [Liu Y et al. 2005;
Lusis EA et al. 2005]. Die Methylierungs-Sensitive PCR ist eine etablierte Methode um
Promotormethylierungen festzustellen. Auch fir Meningeome wird angenommen, dass die
Genmethylierung einen wichtigen Mechanismus in der Entstehung und womdglich auch der
Progression darstellt. Bei kontroverser Studienlage ist die Rolle der Hypermethylierung von TIMP3

und p16 jedoch noch nicht abschlieRend geklart.

In der vorliegenden Arbeit wurden 126 Meningeome auf eine Methylierung der Promotoren von
TIMP3 und pl6 untersucht. Insgesamt war bei 32 Prozent (40/126) der Meningeomproben
mindestens einer der beiden Promotoren methyliert. In 29 Prozent (37/126) der Meningeome zeigte
sich eine Methylierung von einem der beiden Promotoren, in zwei Prozent (3/126) waren beide
methyliert. Somit war eine Methylierung fast ebenso haufig wie bei Bello und Kollegen, bei denen in
31 Prozent der Falle ein und in fiinf Prozent beide Promotoren methyliert vorlagen [Bello MJ et al.
2004b]. Die Tatsache, dass nur drei der 40 methylierten Meningeomproben eine gleichzeitige
Methylierung von TIMP3 und p16 aufwiesen, lasst den Schluss zu, dass die gleichzeitige Methylierung
beider Promotoren eine Ausnahme zu sein scheint. Es ist daher moglich, dass bei Meningeomen
epigenetische Subgruppen existieren, in denen unterschiedliche Promotoren hypermethyliert

vorliegen.

Promotormethylierungen traten in der vorliegenden Arbeit haufiger bei Meningeomen von Mannern
auf als bei solchen von Frauen (39% vs. 29%) (nicht signifikant, p=0.295). Es scheint, als wirden
Meningeome von mannlichen Patienten generell mehr Modifikationen anh&dufen als solche von
weiblichen, da auch chromosomale Aberrationen haufiger auftreten. Dieses auffallige Phianomen

kann noch nicht erklart werden und sollte deshalb Gegenstand kiinftiger Forschung sein.

Interessanterweise  zeigten  Primdarmeningeome und Rezidive etwa gleich  haufig
Promotormethylierungen (Primartumoren 47% vs. Rezidive 44%), was darauf hindeutet, dass kein

Zusammenhang zwischen Methylierung allgemein und Tumorprasentation besteht.

Im Gegensatz zur Studie von Liu et al., bei der eine Methylierung signifikant haufiger in atypischen
und anaplastischen Meningeomen war, waren die drei WHO-Grade in der vorliegenden Arbeit zu fast

gleichen Anteilen methyliert, siehe Abbildung 19 [Liu Y et al. 2005].
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Im Hinblick auf die Lokalisationsverteilung ergaben sich deutliche Unterschiede, wenn auch ohne
statistische Signifikanz (p=0.643). Spinale Meningeome scheinen keine oder nur selten eine
Methylierung der untersuchten Gene aufzuweisen (0/4). Dies muss allerdings an einer groReren
Fallzahl Gberprift werden. An der Konvexitat (34%) und der Schadelbasis (24%) tritt eine Promotor-

Hypermethylierung dagegen nicht selten auf.

Von den hier untersuchten Meningeomen mit einer Hypermethylierung konnte in 58 Prozent der
Falle gleichzeitig eine Deletionen von einer oder mehreren chromosomalen Regionen festgestellt
werden. Diese Daten stehen im Einklang mit einer Studie von Bello et al., bei der Meningeome mit
einer Methylierung von TIMP3 und/oder p16 in 54 Prozent der Fille ebenfalls eine Deletion von 1p36
und/oder 22q aufwiesen [Bello MJ et al. 2004b]. Der Abschnitt 9p21 wurde von Bello und Kollegen

nicht untersucht.

Methylierte wiesen nicht haufiger als unmethylierte Meningeome einen Verlust der Abschnitte 22q
und/oder 1p36 auf. Es scheint somit kein Zusammenhang zwischen diesen Veranderungen zu
bestehen. Bemerkenswert ist, dass Deletionen von 9p21 bei Meningeomen mit einer
Promotormethylierung in 13 Prozent (5/38) und somit haufiger festgestellt wurden als bei solchen
ohne Methylierung (4% (3/79)). Dies deutet darauf hin, dass methylierte Meningeome eher zu 9p21-

Deletionen tendieren als nicht-methylierte.

Bei Betrachtung der zytogenetischen Gruppen fiel nur in einem Fall ein moglicher Zusammenhang
zwischen einer Promotormethylierung und chromosomalen Deletionen auf: In der Gruppe mit 9p21-
Deletion waren 62,5 Prozent (5/8) der Falle methyliert. Unter alleiniger Berticksichtigung der Rezidive
war dieser Zusammenhang sogar statistisch signifikant (p=0.003): Bei 80 Prozent (4/5) mit einem
9p21-Verlust fand sich eine Methylierung. Das gemeinsame Auftreten dieser beiden Veranderungen,
von denen die 9p21-Deletion als Malignitats- und Progressionszeichen gilt [Perry A et al. 2002;
Riemenschneider MJ et al. 2006], stiitzt die Annahme eines Zusammenhangs zwischen aberranter
Genmethylierung und Progression [Liu Y et al. 2005]. Bedacht werden muss jedoch die kleine Fallzahl
an Meningeomen mit einer 9p21-Deletion. Weitere Studien zur Uberpriifung dieser Vermutung sind

also unerlasslich.
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4.3 Hypermethylierung des TIMP3-Promotors

Promotor-Hypermethylierungen der Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3) werden in vielen
menschlichen Tumorarten gefunden. Hierzu gehoren unter anderem Kopf-Halstumoren, Bronchial-,
Mamma-, Nieren- und Magenkarzinome sowie Oligodendrogliome [Righini CA et al. 2007; Bachmann
KE et al. 1999; Hong C et al. 2003; Prawitt B & Zabel D 2005]. Die Bedeutung einer
Hypermethylierung des TIMP3-Promotors in Meningeomen ist allerdings unklar und die Studienlage
widersprichlich: Wahrend Liu et al. und Anselmo et al. keine Methylierung feststellen konnten,
fanden Bello und Kollegen in 24 Prozent, Barski et al. in 28 Prozent der Falle eine solche [Liu Y et al.

2005; Anselmo NP et al. 2006, Bello MJ et al. 2004b].

In der vorliegenden Arbeit betrug der Anteil TIMP3-methylierter Fille 15 Prozent und war somit
niedriger als bei Bello et al. und Barski et al. Die abweichenden Ergebnisse kdnnten unter anderem
durch eine unterschiedliche Methodik zum Methylierungsnachweis entstanden sein: Fir die
vorliegende Arbeit und von Bello et al. wurde die MS-PCR eingesetzt, Barski et al. gewannen ihre
signifikanten Resultate mittels Bisulfitsequenzierung. Eine weitere Erklarung konnten
unterschiedliche Primerlokalisationen sein: In allen Studien wurden verschiedene Primer genutzt und
somit verschiedene Abschnitte der CpG-Insel auf eine Methylierung untersucht, vergleiche Abbildung
16 im Kapitel 2.2.4.1. Der Einfluss von Primerlokalisation und Methodik auf die Ergebnisse wird bei
naherer Betrachtung der Studie von Barski et al. deutlich. Zundchst konnte in der MS-PCR keine
Methylierung von TIMP3 festgestellt werden. Auch eine Bisulfitsequenzierung der Region -72 bis -50
zeigte keine Methylierung. Erst nach Durchfiihrung einer Bisulfitsequenzierung mit Verwendung
anderer Primer, welche mit dem Translationsstart (-18 bis +2) Uberlappten, erhielten Barski und
Kollegen die oben genannten Ergebnisse. Von diesen zweiten Sequenzierungsprimern wurde jedoch
keine der CpG-Positionen erfasst, die zuvor durch die Primer der MS-PCR und in der ersten
Sequenzierung untersucht worden waren. Fir die vorliegende Arbeit wurde eine Primerlokalisation
gewadhlt, die bereits in einer Arbeit zu Kopf-Halstumoren von Righini et al. erfolgreich angewandt
wurde [Righini CA et al. 2007]. Die eingesetzten Primer binden weiter distal in der CpG-Insel und
scheinen sensitiver zu sein als die von Barski et al. in der MS-PCR verwendeten. Der Reverse-Primer
liegt zudem in der Region, die von Barski et al. in der zweiten Sequenzierung analysiert wurde.
Inwieweit Primerlokalisation und verwendete Methode eine Rolle spielen, sollte in geeigneten
Studien Uberprift werden. Weiterhin ware es wiinschenswert diejenigen Primerlokalisationen und
Methoden zu identifizieren, die am sensitivsten und spezifischsten eine Promotormethylierung

nachweisen, vergleiche hierzu auch Kapitel 4.6.4.
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Eine statistisch signifikanter Zusammenhang von WHO-Grad Ill und TIMP3-Promotormethylierung
wurde von Barski et al. postuliert. Die Arbeitsgruppe fand in 67 Prozent der anaplastischen
Meningeome eine Methylierung und somit signifikant haufiger als in atypischen (22%) und benignen
(17%) Meningeomen [Barski D et al. 2009]. Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Arbeit kein
signifikanter Unterschied zwischen atypischen und anaplastischen Meningeomen gefunden werden
(je 17%). Eine TIMP3-Methylierung von benignen Meningeomen (13%) war jedoch, wie bei Barski
und Kollegen, seltener als bei WHO-Grad Il und IlI (nicht signifikant, p=0.694). Eine Methylierung des
Promotors scheint somit insgesamt in héhergradigen Meningeomen zwar etwas haufiger zu sein,
allerdings nicht in dem bisher angenommenen Ausmal3. Hierzu passen auch die Resultate von Bello

et al., die ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang feststellen konnten [Bello MJ et al. 2004b].

Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Haufigkeit der Methylierung von TIMP3 konnten nicht

gefunden werden (Manner 18% vs. Frauen 14%).

Bei der lokalisationsabhdngigen Analyse fiel auf, dass der Anteil der Meningeome mit TIMP3-
Methylierung an der Schadelbasis (24%) etwa doppelt so hoch war wie an der Konvexitat (11%) (nicht
signifikant, p=0.578). Diese Beobachtung ist insofern tiberraschend, als dass Konvexitatsmeningeome
hdufiger hohe WHO-Grade, mehr Chromosomenveranderungen und ein hoheres Rezidivrisiko
aufweisen als Schadelbasismeningeome [Ketter R et al. 2007]. Bei genauerer Betrachtung fiel zudem
auf, dass der Anteil benigner und zytogenetisch unauffalliger Meningeome bei den methylierten
Fallen an der Schadelbasis (55%) grofRer war als an der Konvexitat (33%). Gleichzeitig waren an der
Konvexitat mehr methylierte Meningeome zytogenetisch verdandert (Konvexitat 67% vs. Schadelbasis
33%). Dies deutet erstmals auf die Existenz zweier lokalisationsabhdngiger Subgruppen von
methylierten Meningeomen hin: zum einen die an der Schadelbasis gelegene Gruppe mit
hauptsdchlich benignen und zytogenetisch unauffalligen Merkmalen. Zum anderen die Gruppe der
eher zytogenetisch aberranten und/oder héhergradigen Meningeome an der Konvexitat. Unbedingt

sollte diese Hypothese an einer groReren Fallzahl Gberprift werden.

Verschiedene zytogenetische Veranderungen im  Zusammenhang mit einer TIMP3-
Hypermethylierung sind in der Literatur vorbeschrieben. Bello et al. postulierten einen signifikanten
Zusammenhang der TIMP3-Methylierung und der 1p36-Deletion alleine oder in Kombination mit
einem 22qg-Verlust: 40 Prozent der Falle ihrer Studie mit den genannten Verlusten waren methyliert
[Bello MJ et al. 2004b]. Auch in der vorliegenden Arbeit waren 1p36- und kombinierte 22qg-
Deletionen bei methylierten Meningeomen mit 38 Prozent bzw. 31 Prozent relativ haufig. Allerdings
traten diese Veranderungen in den nicht-methylierten Fallen noch haufiger auf (42% bzw. 57%). Bei
Barski und Kollegen war die TIMP3-Methylierung signifikant mit einer Deletion von 22q assoziiert

[Barski D et al. 2009]. In der vorliegenden Arbeit zeigten die Meningeome mit 22g-Deletion jedoch
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sowohl bei isoliertem als auch bei kombiniertem 22g-Verlust mit je neun Prozent den geringsten
Methylierungsanteil. Diese Ergebnisse sprechen gegen einen Zusammenhang zwischen TIMP3-
Hypermethylierung und 1p36- oder 22g-Deletion. Die widerspriichlichen Beobachtungen lassen sich
moglicherweise auf die geringen Fallzahlen bei Barski et al. (39 Falle) und Bello et al. (60 Falle)
zurlickfihren. Fur die vorliegende Arbeit wurden deutlich mehr Meningeome (116 Falle)

zytogenetisch untersucht.

Die Deletion von 9p21 war, im Gegensatz zu den anderen Deletionen, bei den methylierten Fallen
deutlich haufiger (18%) als bei solchen ohne TIMP3-Methylierung (5%). Umgekehrt zeigten
Meningeome mit dieser Deletion auch den gréRten Anteil an TIMP3-Methylierungen (37,5%). Bei den
Rezidivtumoren war eine TIMP3-Methylierung signifikant mit der Deletion von 9p21 assoziiert

(p=0.04). Dieser Zusammenhang muss jedoch an einem gréReren Kollektiv Gberprift werden.

Dass eine Methylierung von TIMP3 mit Malignitat einhergeht, schlossen Barski und Kollegen aus dem
hohen Methylierungsanteil bei WHO-Grad-lll-Meningeomen [Barski D et al. 2010]. Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit im Hinblick auf die WHO-Klassifikation nicht bestatigt werden. Die Tatsache, dass
Rezidive (24%) doppelt so haufig TIMP3-methyliert waren wie Erstmeningeome (12%), legt trotzdem
einen Zusammenhang mit Malignitdt nahe. Die Vermutung wird durch die haufig beobachtete
TIMP3-Methylierung bei Meningeomen mit einer 9p21-Deletion gestiitzt. Der genannte Verlust gilt
als Zeichen erhdhter Malignitat [Perry A et al. 2002; Riemenschneider MJ et al. 2006]. Weiterhin war
auch in der Analyse der rezidivfreien Zeit eine deutliche Tendenz TIMP3-methylierter Meningeome
zu kirzeren rezidivfreien Intervallen sichtbar. Diese Tendenz war allerdings nicht signifikant
(univariat: p=0.082,multivariat: p=0.055), was der kurzen Follow-Up-Zeit und einer zu geringen

Fallzahl zu Grunde liegen kénnte.

Vielfach wurde eine mit dem WHO-Grad ansteigende Anzahl chromosomaler Verluste in
Meningeomen beschrieben [Lekanne-Deprez RH et al. 1995, Ketter R et al. 2001 und 2007; Al Saadi A
et al. 1987; Perry A et al. 1996; Henn W et al. 1995; Niedermayer | et al. 1997a; Bostrém J et al. 1997;
Leone PE et al. 1999; Lamszus K et al. 1999]. Simon et al. vermuteten deshalb einen Zusammenhang
zwischen Meningeomprogression und der Anhaufung chromosomaler Aberrationen [Simon M et al.
1996]. Meningeome scheinen im Verlauf auch epigenetische Modifikationen anzuhdufen. Es wird
davon ausgegangen, dass auch diese eine Rolle in der Progression spielen [Bello MJ et al. 2004b;
Nakane Y et al. 2007]. Ob hierbei eine bestimmte Verdanderung den anderen als initiales Ereignis
vorangeht, oder die Gesamtheit der Modifikationen die Progression auslost, ist derzeit noch unklar.
Zang und Kollegen vermuteten, dass nur wenige Verdanderungen zur Entstehung und Progression von
Meningeomen ausreichen, zusatzlich aber eine Reihe weiterer Modifikationen mit modulierendem

Einfluss auftritt [Zang KD 2001]. Eine Hypermethylierung des TIMP3-Promotors als alleinige Ursache
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flir Malignitdat und Progression ist unwahrscheinlich, da in der vorliegenden Population nur 17
Prozent der malignen Meningeome eine solche Methylierung aufwiesen. Es muss also von dem von

Zang postulierten modulierenden Effekt ausgegangen werden.
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4.4 Hypermethylierung des p16INK4A-Promotors

Bereits 2001 duRerten Bostrom et al. den Verdacht, dass eine Deletion des CDNK2A-Gens, welches
fir die TSG p16 und p14 kodiert, in der Entstehung von malignen Meningeomen eine Rolle spielen
kénnte. lhre Annahme beruhte auf der Beobachtung, dass die Deletion in WHO-Grad-lll-
Meningeomen haufiger war als in solchen niedrigerer WHO-Grade [Weber RG et al. 1997, Bostrom J
et al. 2001]. Weiterhin wurde in anaplastischen Meningeomen und in Rezidiven haufiger eine
Expressionsverminderung von pl16/INK4A gefunden [Korshunov A et al. 2003]. Neben der Deletion
kommt als Mechanismus einer pl16-Inaktivierung auch eine Promotor-Hypermethylierung in Frage.
Die Studienlage ist hierzu jedoch - wie beim TIMP3-Promotor - nicht eindeutig. Wahrend Yin und
Kollegen keine Methylierung des pl6-Promotors in Meningeomen feststellen konnten, fanden
andere Arbeitsgruppen eine Hypermethylierung des Promotors in zehn bis 47 Prozent [Tse JY et al.
1998; Bostrom J et al. 2001; Yin D et al. 2002; Bello MJ et al. 2004b; Chen MN et al. 2004; Kim YJ et al.
2005; Liu Y et al. 2005; Van Tilborg AA et al. 2006; Anselmo NP et al. 2006; Aydemir F et al. 2012].

In der vorliegenden Arbeit war die Methylierung von p16 mit 20 Prozent dhnlich haufig wie in einer
Reihe friiherer Studien, bei denen zwischen 17 und 24 Prozent der Meningeome methyliert waren
[Tse JY et al. 1998; Bello MJ et al. 2004b; Chen MN et al. 2004; Van Tilborg AA et al. 2006; Anselmo
NP et al. 2006]. Bei Bello und Mitarbeitern trat die Methylierung von TIMP3 (24%) haufiger auf als
eine p16-Methylierung, welche sie in 17 Prozent der Falle fanden. In der vorliegenden Arbeit verhielt
es sich umgekehrt: TIMP3 war nur in 15 Prozent der untersuchten Meningeome methyliert, der p16-
Promotor dagegen in 20 Prozent und somit haufiger. Ein Grund hierfiir kbnnte in den in Kapitel 4.3

erwahnten verschiedenen Primerlokalisationen der TIMP3-Analysen liegen.

Mannliche Patienten der hier untersuchten Patientenpopulation wiesen haufiger Methylierungen des
pl6-Promotors auf als weibliche (28% vs. 17%). Bei den Rezidiven stammten alle drei methylierten
Falle von Mannern. Die beobachtete Haufung der p16-Methylierung bei Mannern findet sich auch bei
Kim et al. Dort konnte sogar ein signifikanter Zusammenhang zwischen mannlichem Geschlecht und

Hypermethylierung von p16 gezeigt werden [Kim YJ et al. 2005].

In der vorliegenden Arbeit wiesen (vor allem parasagittale) Meningeome der Konvexitit am
haufigsten Promotormethylierungen von pl16 auf. Interessanterweise traten Rezidive in einer
anderen Studie unserer Arbeitsgruppe ebenfalls am haufigsten bei parasagittalen Meningeomen auf
[Ketter R 2008]. Als Erklarung kdnnte entweder eine erschwerte chirurgische Resektion durch die
hier haufig auftretende Infiltration vendéser Sinus oder eine erhdhte Malignitdat von Meningeomen

dieser Lokalisation dienen [Ketter R 2008]. Trifft Letzteres zu, kdnnte eine Hypermethylierung von
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pl6 zur erhohten Malignitat beitragen. Im Gegensatz zu Konvexitatsmeningeomen sind solche im
Spinalkanal eher benigner Natur [Ketter R et al. 2007]. Zur vermuteten Progressionsbeteiligung einer

pl6-Hypermethylierungen passend, waren alle spinalen Meningeome unmethyliert.

Im Hinblick auf die WHO-Klassifikation ist die Datenlage zur p16-Methylierung widerspriichlich. Bei
Kim et al. traten Methylierungen in allen WHO-Graden auf, waren allerdings in Grad-II-Meningeomen
am haufigsten. Zwischen benignen und anaplastischen Meningeomen war der Unterschied nur gering
[Kim YJ et al. 2005]. Liu und Mitarbeiter beobachteten eine Methylierung von pl6 sogar
ausschlieBlich in atypischen Meningeomen (26%) [Liu Y et al. 2005]. Dagegen fanden zwei weitere
Arbeitsgruppen eine p16-Methylierung viel haufiger bei anaplastischen (je 67%) als bei benignen und
atypischen Meningeomen (Tse et al.: 8% und 25%, Bello et al.: 15% und 18,5%) [Tse JY et al. 1998;
Bello MJ et al. 2004b]. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Methylierung von p16 und
hoéheren WHO-Graden ergab sich jedoch in keiner Studie. In der vorliegenden Arbeit waren benigne
und atypische Meningeome etwa gleich haufig p16-methyliert (20% vs. 19%). Der Anteil war bei
anaplastischen Meningeomen mit 25 Prozent zwar etwas hoher, allerdings ebenfalls ohne

statistische Signifikanz (p=0.893).

In der FISH-Analyse konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen methylierten und nicht-
methylierten Meningeomen festgestellt werden. Lediglich der isolierte 22g-Verlust trat etwas

haufiger bei p16-methylierten Meningeomen auf (26% vs. 18%, nicht signifikant: p=0.398).

Die Haufigkeit einer p16-Methylierung betrug in allen zytogenetischen Gruppen, exklusive der mit
9p21-Deletion, etwa 20 Prozent. Bello und Kollegen fanden leicht erhdhte, jedoch insignifikante
Methylierungsraten in Meningeomen mit einer 1p-Deletion (23% mit 1p-Deletion vs. 17% ohne 1p-
Deletion). In der vorliegenden Arbeit waren die Methylierungsraten von Meningeomen mit 1p-
Deletion nicht erhoht (19% mit 1p36-Deletion vs. 20% ohne 1p36-Deletion), sodass ein

Zusammenhang zwischen beiden Veranderungen unwahrscheinlich ist.

Auffallig war, dass pl16-methylierte Meningeome etwa dreimal so haufig 9p21-Verluste aufwiesen
wie unmethylierte. Gleichzeitig waren Tumoren mit einer Deletion von 9p21 auch am haufigsten
methyliert (38%). Bei den Rezidivfallen war dieser Zusammenhang sogar statistisch signifikant
(p=0.035). Ein Zusammenhang zwischen einer 9p21-Deletion und einer p16-Hypermethylierung liegt

demnach nahe.

Mithilfe des Two-Hit-Modells nach Knudson lasst sich das Zusammenwirken beider Verdanderungen
erklaren. Hierflr muss bekannt sein, dass auf dem Abschnitt 9p21 das Gen CDKN2A liegt, welches fir
das TSG p16 kodiert. Dem Knudsonschen Modell zufolge fiihrt die Inaktivierung beider Allele eines

TSG zum Selektionsvorteil der betroffenen Zelle. Zu einem kompletten Verlust der inhibierenden
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Funktion von pl16 kann es durch verschiedene Kombinationen aus zyto- und epigenetischen
Veranderungen kommen. Ein Allel von p16 kann z.B. durch Deletionen des ganzen Abschnitts (9p21)
oder nur des Gens CDKN2A, ein zweites durch Hypermethylierung des Promotors inaktiviert werden.
Es konnen also sowohl Deletionen der kodierenden DNA-Abschnitte als auch Promotor-

Hypermethylierungen von p16 durch einen Selektionsvorteil zur Meningeomprogression beitragen.

Da eine p16-Methylierung bereits in 20 Prozent der benignen und atypischen Meningeome vorliegt,
kann es als wahrscheinlich gelten, dass diese epigenetische Modifikation die erste der zwei
bendtigten Veranderungen sein kann. Eine zwingende Voraussetzung fir Progression ist die
Methylierung von p16 jedoch nicht, schlieRlich findet sich diese nur in einem Viertel der WHO-Grad-

llI-Meningeome.

Insgesamt sind Deletionen von 9p21 selten, weshalb fiir die vorliegende Arbeit nur wenige solcher
Tumoren fir Vergleiche mit epigenetischen Verdanderungen zur Verfligung standen. Um die hier
aufgestellten Hypothesen zu Uberpriifen, sind groRere Fallzahlen notwendig, was am besten im

Rahmen einer multizentrische Studie erreicht werden kann.
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4.5 Progression zyto- und epigenetischer Veranderungen

Durch die Untersuchung von Primar- und dazugehdrigen Rezidivmeningeomen kénnen im Verlauf der
Meningeomprogression auftretende Veranderungen aufgedeckt und auBerdem deren
Zusammenhdange mit WHO-Graden analysiert werden. Moglicherweise lassen sich so
progressionsassoziierte Veranderungen identifizieren, die als initiales Ereignis in der
Meningeomprogression auftreten. Solche Verdanderungen kdnnten zukinftig als Progressionsmarker
dienen und es ermoglichen, Meningeome mit hohem Rezidivrisiko noch vor dem Auftreten

histopathologischer Malignitatszeichen zu erkennen.

In der hier untersuchten Progressionsgruppe waren ca. drei Viertel (10/13) der
Primarmanifestationen atypische und anaplastische Meningeome und somit solche mit einem
erhohtem Rezidivrisiko. Die Gruppe enthielt jedoch auch drei histopathologisch benigne Tumoren.
Eine Hochstufung des WHO-Grades erfuhr im Progressionsverlauf nur Patient P 105, der auch
mehrere Rezidive entwickelte. Zweit- und Drittrezidiv des Patienten wurden als anaplastisch

eingestuft, wahrend Erstmanifestation und Erstrezidiv nur atypische Merkmale aufwiesen.

Die FISH-Analyse der Rezidive ergab vermehrt zytogenetische Malignitdtsmerkmale. Wahrend die
Hélfte der Primarmeningeome noch keine Deletionen aufwies, hatten 78 Prozent (14/18) der
Rezidive mindestens eine Deletion. Dass vor allem die 1p36-Deletion haufig gefunden wurde, ist
nicht Gberraschend. Sie trat nur in einem Fall ohne gleichzeitige 22g-Deletion auf. Wie bereits
erladutert, wird angenommen, dass der Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 in der
Meningeomprogression als zweiter Schritt auf die 22q-Deletion folgt und fiir die Progression und ein
verkiirztes rezidivfreies Uberleben verantwortlich ist. Die Tatsache, dass die atypischen und
anaplastischen Rezidive haufiger Deletionen aufwiesen, bestatigt die Theorie verschiedener Studien,
laut der héhergradige Meningeome zur Hypodiploidie neigen [Lekanne-Deprez RH et al. 1995; Ketter
R et al. 2001 und 2007; Al Saadi A et al. 1987; Perry A et al. 1996; Henn W et al. 1995; Niedermayer |
et al. 1997a; Bostrom J et al. 1997; Leone PE et al. 1999; Lamszus K et al. 1999]. In der
Progressionsgruppe zeigte sich weiterhin, dass die chromosomale Region 9p21 bei den
Erstmanifestationen immer diploid vorlag. Erst bei drei Rezidivmeningeomen kam es zu einer
Deletion des Abschnitts, wobei zwei davon als anaplastisch und eines als atypisch klassifiziert
wurden. Diese Beobachtung passt gut zur von Perry und Kollegen beschriebenen Korrelation der

9p21-Deletion mit hohen WHO-Graden [Perry A et al. 2002].

Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass Meningeome mit einem Verlust von 1p36 ein erhohtes

Rezidivrisiko (30 bis 60%) und ein verkirztes rezidivfreies Intervall aufweisen [Ketter R et al. 2001
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und 2007; Steudel WI et al. 1996]. Auch in der Progressionsgruppe der vorliegenden Arbeit fiel auf,
dass die Primartumoren mit diesem Merkmal vermehrt Rezidive entwickelten, vergleiche die

Patienten P 101, P 102 und P 105.

Im Hinblick auf die Promotormethylierung zeigte sich ein leichter Anstieg der Haufigkeit von TIMP3-
Methylierungen bei den Rezidiven (3 vs. 5 methylierte Falle). Die mittels FISH analysierten Rezidive
zeigten gleichzeitig auch eine Deletion von 1p36 (3/3) und/oder 9p21 (3/4). Es scheint also, als
wirden TIMP3-methylierte Rezidive zu Deletionen von 1p36 und 9p21 neigen, wobei sich fiir die
Deletion von 9p21 eine statistische Signifikanz zeigte (p=0.007). Wie bereits erwahnt werden gerade
diese zytogenetischen Ereignisse mit Malignitat und Progression in Verbindung gebracht [Ketter R et
al. 2001 und 2007; Niedermavyer | et al. 1997a; Perry A et al. 2002; Steudel WI et al. 1996]. Auffallend

war weiterhin, dass bei allen Fallen mit 9p21-Verlust auch eine TIMP3-Methylierung vorlag.

Im Rezidiv von Patient P 82 war die im Erstmeningeom gefundene TIMP3-Methylierung nicht mehr
nachweisbar. Als mogliche Erklarung kommt die spontane Reversibilitait von Methylierungen in

Betracht. Die beiden anderen Patienten behielten ihre Methylierung im Rezidiv bei.

Alle drei Ersttumoren mit TIMP3-Methylierung hatten einen unauffalligen Karyotyp. Erstmeningeome
mit verandertem Karyotyp wiesen dagegen keine TIMP3-Promotormethylierungen auf. Zytogenetisch
unauffdllige Primarmanifestationen scheinen somit eher TIMP3-methyliert zu sein als solche mit

verandertem Karyotyp.

Bei keinem der drei Patienten mit benigner Erstmanifestation konnte eine chromosomale Deletion
gefunden werden. Jedoch wiesen zwei der drei Falle im Primdarmeningeom eine Methylierung von
TIMP3 auf. Fir den dritten Fall stand flir die TIMP3-Analyse kein Tumormaterial zur Verflgung.
Bisher wurde eine TIMP3-Methylierung nur mit hohergradigen und vor allem Grad-Ill-Meningeomen
in Verbindung gebracht [Barski D et al. 2009; Bello MJ et al. 2004b]. Die Analyse der
Progressionsgruppe legt jedoch erstmals nahe, dass eine TIMP3-Hypermethylierung ein friher
Hinweis auf ein erhdhtes Rezidivrisiko von benignen, zytogenetisch unauffalligen Meningeomen sein
konnte. Der sehr kleinen Fallzahl wegen ist es jedoch unerlasslich, die Hypothese an einem gréReren
Kollektiv zu Uberprifen. Auch erscheint es sinnvoll benigne, zytogenetisch unauffillige
Erstmeningeome mit TIMP3-Hypermethylierung weiter zu beobachten, da diese ein erhdhtes

Rezidivrisiko aufweisen kdnnten.

Eine erst im Rezidiv auftretende TIMP3-Methylierung scheint vor allem dann stattzufinden, wenn
Deletionen von 1p36 und 9p21 vorliegen und die Tumoren mindestens als atypisch eingestuft
wurden. Dieser Eindruck entstand bei Betrachtung der Progressionsgruppe: Bei Patient P 84 war das

erste und bisher einzige, bei Patient P 105 sowohl Zweit- als auch Drittrezidiv TIMP3-methyliert. Allen
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drei Fallen war gemein, dass sie mindestens als atypisch klassifiziert wurden und gleichzeitig eine
Deletion von 9p21 vorlag. Auch die 1p36-Deletion schien hier mit der Methylierung einherzugehen.
Leider war fir das Drittrezidiv von Patient P 105 der Status von 1p36 und 22q nicht verfiigbar. Es ist
jedoch anzunehmen, dass diese ebenfalls deletiert waren. Die Hypermethylierung von TIMP3 trat bei
den Rezidivmeningeomen also vor allem zusammen mit zytogenetischen Veranderung auf, welche

als Zeichen flir Malignitat und Progression gelten.

Der Patient P 105 hatte insgesamt die meisten Rezidive entwickelt und zeigte eine besonders
interessante Entwicklung: Ab dem zweiten Rezidiv wurden in der Histopathologie anaplastische
Merkmale gefunden. Gleichzeitig traten eine TIMP3-Methylierung und, zusatzlich zur
vorbestehenden 1p36- und 22g-Deletion, der Verlust von 9p21 auf. Im Drittrezidiv kam es zusatzlich
noch zu einer Methylierung von p16. Die Betrachtung der Patienten P 84 und P 105 stiitzt die in den
vorherigen Kapiteln genannte Hypothese, dass Meningeome im Laufe ihrer Progression zyto- und
epigenetische Modifikationen anhdufen. Unbedingt sollten die hier gewonnenen Hinweise und

Tendenzen an einer groReren Gruppe mit langerer Follow-Up-Zeit verifiziert werden.
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4.6 Ausblick

4.6.1 Epigenetische Veranderungen als Progressionsmarker

Durch epigenetische Forschung an Meningeomen sollen neue Diagnose- und Therapiemoglichkeiten
eroffnet werden. Zwar sind Meningeome meist benigne Tumoren, es gibt allerdings Falle, die trotz
benigner Histopathologie friihe oder haufige Rezidive entwickeln [Kishida Y et al. 2012]. Bisher ist es
nicht moglich solche Tumoren sicher frihzeitig zu identifizieren. Man hofft jedoch epigenetische
Marker zu finden, mit deren Hilfe sich Tumorverhalten und Prognose besser vorhersagen lassen.
Durch die Friiherkennung von Meningeomen mit erhohter Rezidivwahrscheinlichkeit kénnten
betroffene Patienten eine engmaschigere Nachsorge und eventuell eine adjuvante Radiotherapie
erhalten. Um als Progressionsmarker dienen zu kénnen, miissen die epigenetischen Veranderungen

noch vor dem Auftreten histopathologischer Malignitatszeichen feststellbar sein.

Eine interessante Studie hierzu stammt von Kishida et al. Die Arbeitsgruppe fand in ihrem
Meningeomkollektiv drei Gruppen mit jeweils typischen Methylierungsclustern. Diese traten
unabhangig vom WHO-Grad auf. Eines der Cluster (mit fiinf TSG) korrelierte signifikant mit héheren
Rezidivraten [Kishida Y et al. 2012]. Der geringen Fallzahl wegen (60 Falle) sind jedoch weitere
Studien an groRen Meningeomkollektiven unabdingbar. Auch Methylierungsanalysen weiterer TSG
sind notig, um geeignete Marker zu finden. Hierbei sollte insbesondere das in der vorliegenden
Arbeit untersuchte TIMP3 als Progressionsmarker in benignen, zytogenetisch unauffalligen

Meningeomen beachtet werden, siehe Kapitel 4.5.

Bei anderen Tumorentitdten werden epigenetische Untersuchungen bereits zur Vorhersage von
Rezidivwahrscheinlichkeit und Prognose genutzt. Beispiele hierfiir sind die Analyse von
Histonmodifikationen beim Prostatakarzinom und die kombinierte Methylierung von APC und E-
Cadherin beim Magenkarzinom, die mit einer verkiirzten mittleren Uberlebenszeit korreliert [Prawitt

B & Zabel D 2005].

4.6.2 Neue Therapieansatze durch epigenetische Forschung

Derzeitiger Goldstandart in der Meningeomtherapie ist die radikale Tumorresektion, an die sich bei
hohergradigen Meningeomen eine fraktionierte Radiotherapie anschlieRen kann [Engenhart-Cabillic

R et al. 2006]. Medikamentdse Therapiemoglichkeiten stehen gegenwartig kaum zur Verfligung.
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Epigenetische Analysen von Meningeomen sollen dazu beitragen die Entstehungsmechanismen
dieser Tumoren aufzukldren. Durch ein besseres Verstdandnis kdnnten zum einen Therapien in
Erwadgung gezogen werden, die bei anderen Tumorentitaten mit ahnlichen Pathomechanismen schon
eingesetzt werden. Zum anderen kdnnten auch neue Behandlungsstrategien entwickelt werden. Fir
die Entwicklung neuer Therapieansdtze ist die Reversibilitdt epigenetischer Modifikationen von
grofRer Bedeutung. Die Wirksamkeit von DNA-Methyltransferase-Inhibitoren, wie 5-Aza-2-Desoxy-
Cytidin, in der Therapie des myelodysplastischen Syndroms konnte bereits belegt werden. Gleiches
gilt fur die Inhibition der Histon-Deacetylase, zum Beispiel durch Vorinostat (Suberoylanilide
Hydroxamic Acid), in der Therapie von T-Zell-Lymphomen der Haut [Jelinek J & Issa JP 2009]. Diese
Medikamente reaktivieren epigenetisch modifizierte TSG. Problematisch ist zurzeit noch die nicht-
selektive Wirkung der Prdparate. Durch weitere Forschung hofft man gezielt an Tumorzellen
wirkende, effizientere Therapeutika mit besser vorhersehbaren Effekten entwickeln zu konnen

[Prawitt B & Zabel D 2005].

4.6.3 Epigenetische Klassifizierung von Meningeomen

Meningeome zeigen ein breites Bild an histologischen Subgruppen. Es ist denkbar, dass in
verschiedenen Subgruppen typische epigenetische Modifikationen auftreten. Auf genetischer Ebene
wurde eine solche Beobachtung bereits fiir NF2-Mutationen gemacht: Wahrend NF2-Mutationen
gleich haufig in Meningeomen aller WHO-Grade gefunden wurden, war das Gen in bestimmten
histologischen Subtypen haufiger mutiert [Bostrom J et al. 1997; Wellenreuther R et al. 2001]. Auch
vom histologischen Erscheinungsbild unabhangige "Subtypen" mit typischen epigenetischen
Veranderungsmustern und moglicherweise dadurch unterschiedlichem Rezidivverhalten sind
denkbar. Erste Hinweise auf die Existenz solcher epigenetischer Subtypen fanden Kishida und
Kollegen, siehe 4.6.1 [Kishida Y et al. 2012]. Auch die Progressionsstudie der vorliegenden Arbeit
deutet darauf hin. So zeigte sich eine TIMP3-Methylierung auf der einen Seite bei benignen,
zytogenetisch unauffalligen Erstmanifestationen, auf der anderen Seite bei Rezidiven, die mindestens
als WHO-Grad 1l eingestuft wurden und zudem 1p36- und 9p21-Deletionen hatten. Solche
epigenetischen Subtypen kénnten unterschiedlich gut auf (zukinftige) Therapien ansprechen. Fir
andere Tumorarten wurde dies bereits gezeigt, dass mittels Methylierungsanalyse Aussagen Uber das
Ansprechen einer Therapie getroffen werden koénnen. Zum Beispiel profitieren Patienten mit
Glioblastomen nur dann von einer Behandlung mit Temozolomid, wenn sie eine
Promotormethylierung von MGMT aufweisen [Hegi ME et al. 2005]. Auch bei der akuten
myeloischen Leukdmie kann mithilfe von Methylierungsanalysen auf die Chemosensibilidt

geschlossen werden [Prawitt B & Zabel D 2005]. Des Weiteren ermoglichen epigenetische Biomarker
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eine zuverlassige Aussage darlber, ob die alleinige Tamoxifentherapie ohne Chemotherapie bei

Frauen mit Mammakarzinomen nach Resektion des Primadrtumors ausreicht [Beck S et al. 2005].

4.6.4 Weitere Forschungsansatze auf Basis der vorliegenden Arbeit

Fiir ein ausreichend langes Follow-Up sollten die Patienten des untersuchten Tumorkollektivs weiter
beobachtet werden. Mit den gewonnenen Daten kdnnten dann genauere und sicherere Aussagen
Uber den Einfluss der TIMP3- und/oder p16-Methylierung auf Rezidivverhalten und Prognose von
Meningeomen getroffen werden, gegebenenfalls auch im Hinblick auf gleichzeitige zytogenetische
Veranderungen. Zusatzlich ware es denkbar auch den Zusammenhang mit histologischen Subtypen
zu untersuchen. Gleichzeitig sollte Tumormaterial von weiteren Meningeompatienten fir die epi-
und zytogenetische Untersuchung gewonnen werden, um eine groRRere Fallzahl zu erhalten. Hier
sollte die Durchfiihrung einer multizentrischen Studie erwogen werden. Dies ware besonders im
Hinblick auf seltene Modifikationen, wie die 9p21-Deletion, interessant. So kdnnen eher statistisch
signifikante Erkenntnisse gewonnen werden. Auch eine Analyse von zwischenzeitlich aufgetretenen
Rezidiven ist wichtig, um diese einerseits gesondert zu betrachten und andererseits die Gruppe fiir
die Progressionsstudie zu vergrofRern. Die Frage, ob sich zuerst WHO-Grad, Chromosomen-, oder
Methylierungsstatus dndern oder woméglich mehrere Anderungen gleichzeitig auftreten, kénnte so

gegebenenfalls beantwortet werden.

Als mogliche Erweiterung der Studien am Tumorkollektiv des Universitadtsklinikums des Saarlandes
wirden sich Methylierungsanalysen zusatzlicher TSG und die Durchfiihrung einer
Bisulfitsequenzierung, auch der TIMP3- und p16-Promotoren, anbieten. Hierbei sollten die in der MS-
PCR erfassten CpGs innerhalb der mittels Bisulfitsequenzierung betrachteten Region liegen. Dies
wirde auch einen Vergleich beider Techniken ermdglichen. Im Hinblick auf die Arbeit von Barski und
Kollegen erscheint dies sinnvoll, kam es doch zu einer erheblichen Diskrepanz der mit verschiedenen
Techniken gewonnenen Ergebnisse. Ein sicherer Vergleich war in der Arbeit von Barski et al. nicht

moglich, da nur ein Teil der in der MS-PCR erfassten CpGs in der Sequenzierung untersucht wurde.

Des Weiteren sollte eine Komplettsequenzierung der CpG-Insel des TIMP3-Promotors in Erwagung
gezogen werden, da hierdurch alle Positionen auf eine Methylierung untersucht werden kénnten.
Eine solche Studie ware zwar aufwendig, kdnnte aber solche Bereiche der CpG-Insel identifizieren,
die in Meningeomen am haufigsten methyliert vorliegen. Die Ergebnisse sollten dann mit MS-PCR-
Analysen mit Primern aus den bisherigen Studien verglichen werden. Auf diese Weise kdnnte man
herausfinden, ob die abweichenden Resultate darin begriindet liegen, dass die verwendeten MS-

PCR-Primer einen Teil der in Meningeomen haufig methylierten CpGs des TIMP3-Promotors nicht
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erfasst haben und somit falsch negative Ergebnisse entstanden sind. In Zukunft kdnnten so
einheitliche Primer, welche reprasentative Bereiche erfassen, fir die MS-PCR verwendet werden.
Zum einen waren Studien dadurch besser vergleichbar, zum anderen die Gefahr, methylierte CpGs

durch "falsche" Primer nicht zu erfassen, geringer.
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10. Tabellenanhang

Rezidivfreie Zeit und Follow-Up

Tabellenanhang

Lfd. Nr. Patient Op-Nr. OP-Datum Nachstes Rezidivfreie Letztes

MN 1 P1 997/08 20.06.2008 42| 15.11.2010
MN 2 P2 1018/08 24.06.2008 42| 22.10.2011
MN 3 P3 1139/08 14.07.2008 41| 30.06.2009
MN 4 P4 1142/08 14.07.2008 41| 05.12.2008
MN 5* P58 1039/08 26.06.2008 42| 22.11.2008
MN 6* P6 1368/08 22.08.2008 40| 01.12.2010
MN 7* P7 1204/08 25.07.2008 41| 14.04.2011
MN 8* P8 1407/08 01.02.2008 01.08.2008 6| 11.09.2008
MN 9* P9 1038/08 26.06.2008 42| 03.08.2011
MN 10* P10 1587/08 29.09.2008 0| 23.11.2011
MN 11* P11 1445/08 05.09.2008 39| 21.04.2010
MN 12* P12 1449/08 05.09.2008 39| 02.09.2011
MN 13* P13 1568/08 25.09.2008 39| 24.09.2008
MN 14* P14 1575/08 26.09.2008 39| 23.09.2009
MN 15* P15 1601/08 01.10.2008 38| 20.09.2011
MN 16* P16 1671/08 13.10.2008 38| 20.01.2011
MN 17* P17 § 1746/08 24.10.2008 0| 11.01.2009
MN 18* P18 1842/08 11.11.2008 37| 05.12.2008
MN 19% P19 1792/08 03.11.2008 37| 06.01.2009
MN 20* P20 1825/08 07.11.2008 37| 17.05.2011
MN 21 P21 92/09_1 19.01.2009 0| 04.10.2011
MN 22 P21 92/09_2 19.01.2009 0| 04.10.2011
MN 23* P21 92/09_3 19.01.2009 0| 04.10.2011
MN 24 P22 73/09 15.01.2009 35| 26.04.2010
MN 25 P23 268/09 19.02.2009 34| 24.04.2009
MN 26 P24 133/09 26.01.2009 35| 10.05.2011
MN 27 P25 273/09 18.02.2009 34| 24.11.2011
MN 28 P26 351/09 03.03.2009 33| 16.02.2009
MN 29 P27 369/09 12.03.2009 33| 02.08.2011
MN 30 P28 581/09 17.04.2009 32| 28.10.2011
MN 31 P29 751/09 19.05.2009 31| 15.01.2010
MN 32 P30 1011/09 06.07.2009 29| 04.07.2011
MN 33 P31 1172/09 29.07.2009 29| 22.09.2009
MN 34 P32 1180/09 30.07.2009 29| 13.12.2011
MN 35 P33 1245/09 11.08.2009 28| 27.01.2011
MN 36 P34 1247/09 11.08.2009 28| 29.10.2009
MN 37 P35 1276/09 17.08.2009 28| 03.05.2011
MN 38 P36 1336/09 27.08.2009 28| 22.11.2011
MN 39 P37 1347/09 28.08.2009 28| 22.10.2009
MN 40 P38 1401/09 09.09.2009 27| 19.09.2009
MN 41 P39 1408/09 10.09.2009 27| 21.10.2009
MN 42 P40 1418/09 11.09.2009 27| 28.06.2010
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MN 43 P41 1436/09 15.09.2009 27| 12.10.2009
MN 44 P42 1473/09 21.09.2009 27| 10.12.2011
MN 45 P43 1481/09 22.09.2009 | 15.03.2011 18| 07.10.2011
MN 46 P a4 1630/09 20.10.2009 26| 03.12.2009
MN 47 P45 229/09 10.02.2009 34| 21.10.2010
MN 48 P46 1652/09 22.10.2009 26| 04.11.2009
MN 49 P47 1675/09 28.10.2009 26| 12.01.2010
MN 50 P4s 1746/09 09.11.2009 25| 02.08.2011
MN 51 P49 1822/09 23.11.2009 25| 05.11.2010
MN 52 P50 1832/09 25.11.2009 25| 10.11.2011
MN 53 P51 1867/09 02.12.2009 24| 15.02.2010
MN 54 P52 1957/09 18.12.2009 24| 15.09.2011
MN 55 P53 112/10 25.01.2010 23| 19.05.2011
MN 56 P54 134/10 28.01.2010 23| 22.11.2011
MN 57 P55 185/10 04.02.2010 22| 14.07.2011
MN 58 P56 207/10 08.02.2010 22| 15.09.2011
MN 59 P57 346/10 04.03.2010 21| 18.10.2011
MN 60 P58 374/10 09.03.2010 21| 29.11.2011
MN 61 P59 461/10 25.03.2010 21| 07.11.2011
MN 62 P 60 487/10 31.03.2010 21| 24.05.2011
MN 63 P61 509/10 07.04.2010 20| 16.09.2011
MN 64 P62§ 987/08 18.06.2008 |  01.04.2010 21| 28.09.2010
MN 65 P62§ 559/10 15.04.2010 |  01.09.2010 5| 28.09.2010
MN 66 P63 613/10 23.04.2010 20| 22.08.2011
MN 67 P64 620/10 26.04.2010 20| 01.08.2011
MN 68 P65 701/10 11.05.2010 19| 20.07.2010
MN 69 P 66 710/10 12.05.2010 19| 19.07.2011
MN 70 P67 727/10 17.05.2010 19| 11.11.2010
MN 71 P68 741/10 19.05.2010 19| 01.06.2010
MN 72 P69 748/10 20.05.2010 19| 25.08.2010
MN 73 P70 757/10 21.05.2010 19| 02.08.2011
MN 74 P71 827/10 08.06.2010 18| 03.08.2011
MN 75 P72 834/10 09.06.2010 18| 15.11.2010
MN 76 P73 842/10 10.06.2010 18| 31.01.2011
MN 77 P74 1745/09 09.11.2009| 01.06.2010 6| 08.11.2011
MN 78 P74 876/10 16.06.2010 18| 08.11.2011
MN 79 P75 939/10 25.06.2010 18| 01.07.2010
MN 80 P76 555/09 02.04.2009 32| 11.07.2011
MN 81 P77 205/09 05.02.2009 34| 03.05.2010
MN 82 P78 1874/08 19.11.2008 0| 17.05.2010
MN 83* P79 232/03 11.02.2003 |  01.05.2003 2| 19.08.2003
MN 84* P79 798/03 21.05.2003 103 | 19.08.2003
MN 85* P 80 1534/97 18.09.1997 |  01.10.2004 84| 16.08.2011
MN 86* P 80 1767/04 28.10.2004 86| 16.08.2011
MN 87* P 81 828/02 23.05.2002|  01.02.2005 32| 03.02.2011
MN 88* P81 91/05 19.01.2005 83| 03.02.2011
MN 89* P 82 244/05 14.02.2005 |  01.02.2007 23| 12.07.2011
MN 90* P82 295/07 19.02.2007 58| 12.07.2011
MN 91* P83 1407/97 22.08.1997|  01.07.2007 118| 16.08.2011
MN 92+ P83 1014/07 05.07.2007 53| 16.08.2011
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MN 93* P 84 904/00 31.05.2000 01.08.2008 98| 12.11.2009
MN 94%* P 84 1382/08 26.08.2008 40| 12.11.2009
MN 95* P 85 306/99 25.02.1999 154 | 08.11.2011
MN 96* P 86 230/99 16.02.1999 154 | 29.07.2008
MN 97* P 87 671/02 24.04.2002 116 | 16.11.2004
MN 98* P 88 170/01 31.01.2001 131 | 24.02.2010
MN 99* P 89 94/98 20.01.1998 01.02.2010 144 | 04.10.2011
MN 100* P 90 899/98 12.06.1998 162 | 09.07.2002
MN 101* P91 794/99 18.05.1999 151 | 14.10.2010
MN 102* P92 768/98 18.05.1998 163 | 24.04.2001
MN 103* P93 1214/97 29.07.1997 173 | 30.03.2004
MN 104* P94 1568/97 25.09.1997 171| 08.11.2011
MN 105* P95 1939/08 26.11.2008 37| 03.02.2009
MN 106* P 96 1072/99 06.07.1999 01.01.2002 29| 15.08.2009
MN 107* P 96 32/02 08.01.2002 15.01.2009 84| 15.08.2009
MN 108* P97 2043/01 27.11.2001 121 | 12.04.2011
MN 109* P98 948/00 07.06.2000 138 | 18.03.2011
MN 110* P99 1258/01 27.07.2001 125| 25.05.2011
MN 111% P 100 1237/04 04.08.2004 88| 01.08.2005
MN 112% P 101 1210/98 12.08.1998 01.11.1999 14| 07.05.2009
MN 113* P 101 1778/99 08.11.1999 01.01.2002 26| 07.05.2009
MN 114* P 101 67/02 15.01.2002 119 | 07.05.2009
MN 115* P 102 379/01 05.03.2001 01.08.2001 4| 27.11.2001
MN 116* P 102 1342/01 10.08.2001 |  01.11.2001 3| 27.11.2001
MN 117* P 102 1808/01 12.11.2001 121 | 27.11.2001
MN 118* P 103 587/99 19.04.1999 01.04.2002 35| 22.06.2009
MN 119* P 103 570/02 09.04.2002 116 | 22.06.2009
MN 120* P 104 1812/05 22.11.2005 01.11.2006 11| 17.08.2011
MN 121*% P 105§ 704/01 26.04.2001 01.06.2007 73| 21.05.2010
MN 122* P 105 § 961/07 27.06.2007 01.02.2009 19| 21.05.2010
MN 123 P 105 § 201/09 05.02.2009 01.04.2010 14| 21.05.2010
MN 124 P 105 § 516/10 08.04.2010 20| 21.05.2010
MN 125* P 106 2090/01 05.12.2001 01.07.2008 78| 06.01.2009
MN 126* P 106 1196/08 24.07.2008 41| 06.01.2009

* = Daten von Dennis Kraemer; § = verstorben; nd = nicht durchgefiihrt; U = unmethyliert; M =
methyliert; -1 = Verlust;, O = kein Verlust des Chromosomenabschnitts. Lokalisationsverschliisselung
siehe Abkiirzungsverzeichnis.
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Cum Survival

Cum Survival

Kum. Uberleben

Survival Functions

Tabellenanhang

Abbildung T1: Die WHO-Grade Il und Ill war
mit einem signifikante kiirzeren rezidivfreien
Intervall assoziiert (p<0.001).

Abbildung T2: Es zeigte sich keine Assoziation

zwischen  Geschlecht
Uberleben (p=0.741).

und

rezidivfreiem

Abbildung T3: Es zeigte sich keine Assoziation

zwischen  Lokalisation
Uberleben (p=0.8).
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Cum Survival

Survival Functions

Deletionen allgemein

Tabellenanhang

Deletionen

Uberleben (p=0.717).

und

Abbildung T4: Es zeigte sich keine Assoziation
zwischen

rezidivfreiem

Abbildung T5: Isolierte 22q-Deletionen sind
signifikant mit einem ldngeren rezidivfreien

Uberleben assoziiert (p=0.049).

Abbildung Té6: Es zeigte sich keine Assoziation
zwischen einer 22q-Deletion und rezidivfreiem

Uberleben (p=0.625).
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Abbildung T7: Eine Deletion von 1p36 war mit
einem kiirzeren rezidivfreien Intervall assoziiert
0,0
‘ : . : (p=0.027).
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Abbildung T8: Es zeigte sich keine Assoziation
zwischen einer 9p21-Deletion und rezidivfreiem
0] Uberleben (p=0.179).
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Abbildung T9: Es zeigte sich keine Assoziation
zwischen einer Methylierung von einem beider
D'D_ . . . 9
TSG und rezidivfreiem Uberleben (p=0.939).

Rezidivfreie Monate

T
200

110



Tabellenanhang

Survival Functions

. TIMP3b
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Abbildung T10: Es zeigte sich kein Zusammen-
hang zwischen einer TIMP3-Hypermethylierung
o ‘ . . . . und rezidivfreiem Uberleben (p=0.082).
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Abbildung T11: Es zeigte sich kein Zusammen-
hang zwischen einer p16-Hypermethylierung und
0,0 .. . i
rezidivfreiem Uberleben (p=0.124).
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Zu 2.1 Material und Methoden

WHO-Grade
Mannlich Weiblich Gesamt
WHO | 14 52 66
WHO Il 15 32 47
WHO Il 7 5 12
Gesamt 36 89 125
Primart. Rezidiv Gesamt
WHO | 61 5 66
WHO Il 34 13 47
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WHO IlI 4 8 12
Gesamt 99 26 125
Lokalisationen
Lokalisation Mannlich Weiblich Gesamt
Konvexitat 12 21 33
Parasagittal 4 14 18
Tub. Sellae 0 6 6
Olfaktoriusrinne 3 6 9
Keilbeinfliigel 4 17 21
Tentorium 3 7 10
Spinal 2 2 4
HSG 3 9 12
Falx 2 6 8
Intraventrikular 1 0 1
Petroclival 2 2 4
Gesamt 36 90 126
Lokalisation Mannlich Weiblich Gesamt
Konvexitat 24 57 81
Schéadelbasis 9 31 40
Spinalkanal 2 2 4
Intraventrikular 1 0 1
Gesamt 36 90 126
Lokalisation Primart. Rezidiv Gesamt
Konvexitat 25 8 33
Parasagittal 13 5 18
Tub. Sellae 5 1 6
Olfaktoriusrinne 8 1 9
Keilbeinfliigel 17 4 21
Tentorium 6 4 10
Spinal 4 0 4
HSG 11 1 12
Falx 7 1 8
Intraventrikular 1 0 1
Petroclival 3 1 4
Gesamt 100 26 126
Lokalisation Primart. Rezidiv Gesamt
Konvexitat 62 19 81
Schadelbasis 33 7 40
Spinalkanal 4 0 4
Intraventrikular 1 0 1
Gesamt 100 26 126
Lokalisation WHO | WHO Il WHO Il Gesamt
Konvexitat 15 15 3 33
Parasagittal 6 9 3 18
Tub. Sellae 4 1 0 5
Olfaktoriusrinne 4 5 0 9
Keilbeinfliigel 15 5 1 21
Tentorium 3 3 4 10
Spinal 3 1 0 4
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HSG 9 2 1 12
Falx 4 4 0 8
Intraventrikular 1 0 0 1
Petroclival 2 2 0 4
Gesamt 66 47 12 125
Lokalisation WHO | WHO Il WHO llI Gesamt
Konvexitat 37 33 11 81
Schadelbasis 25 13 1 39
Spinalkanal 3 1 0 4
Intraventrikular 1 0 0 1
Gesamt 66 47 12 125
FISH-Analysen
Verlust @ Verlust Gesamt
Deletion 73 44 117
1p36 47 69 116
22(q (isoliert) 24 88 116
22q
(kombiniert) 61 >3 116
9p21 8 109 117
22q
@ Verlust 22g-Verlust Gesamt
1p36 @ Verlust | 45 24 69
1p36-Verlust 10 37 47
Gesamt 55 61 116
9p21
@ Verlust 9p21-Verlust Gesamt
1p36 @ Verlust | 68 1 69
1p36-Verlust 41 6 47
Gesamt 109 7 116
FISH und Geschlecht
Alle Deletionen
@ Verlust Verlust Gesamt
Mannlich 9 27 36
Weiblich 35 46 81
Gesamt 44 73 117
1p36
@ Verlust Verlust Gesamt
Mannlich 16 19 35
Weiblich 53 28 81
Gesamt 69 47 116
22q(kombiniert)
@ Verlust Verlust Gesamt
Mannlich 15 20 35
Weiblich 40 41 81
Gesamt 55 61 116
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22q (isoliert)

@ Verlust Verlust Gesamt
Mannlich 29 6 35
Weiblich 63 18 81
Gesamt 92 24 116
9p21
@ Verlust Verlust Gesamt
Mannlich 30 6 36
Weiblich 79 2 81
Gesamt 109 8 117
FISH und Prédsentation
Alle Deletionen
Primart. Rezidiv Gesamt
@ Verlust 37 7 44
Verlust 56 17 73
Gesamt 93 24 117
1p36
Primart. Rezidiv Gesamt
@ Verlust 62 7 69
Verlust 31 16 47
Gesamt 93 23 116
22q (kombiniert)
Primart. Rezidiv Gesamt
@ Verlust 46 9 55
Verlust 47 14 61
Gesamt 93 23 116
22q (isoliert)
Primart. Rezidiv Gesamt
@ Verlust 69 19 88
Verlust 24 0 24
Gesamt 93 19 112
9p21
Primart. Rezidiv Gesamt
@ Verlust 90 19 109
Verlust 3 5 8
Gesamt 93 24 117
FISH und WHO-Grad
Deletionen
WHO | WHO Il WHO Il Gesamt
@ Verlust 30 13 1 44
Verlust 32 30 11 73
Gesamt 62 43 12 117
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1p36
WHO | WHO Il WHO llI Gesamt
@ Verlust 44 23 2 69
Verlust 18 20 9 47
Gesamt 62 43 11 116
22q (kombiniert)
WHO | WHO 1l WHO llI Gesamt
@ Verlust 34 18 3 55
Verlust 28 25 8 61
Gesamt 62 43 11 116
22q (isoliert)
WHO | WHO Il WHO Il Gesamt
Nicht isoliert 31 10 88
Isoliert 10 0 24
Gesamt 41 10 112
9p21
WHO | WHO Il WHO Il Gesamt
@ Verlust 61 41 7 109
Verlust 1 2 5 8
Gesamt 62 43 12 117
Lokalisationen
Alle Deletionen
Lokalisation @ Verlust Verlust Gesamt
Konvexitat 9 20 29
Parasagittal 5 12 17
Tub. Sellae 1 4 5
Olfaktoriusrinne 4 4 8
Keilbeinfliigel 11 9 20
Tentorium 6 4 10
Spinal 0 4 4
HSG 5 7 12
Falx 1 7 8
Intraventrikular 1 0 1
Petroclival 1 2 3
Gesamt 44 73 117
Alle Deletionen
Lokalisation @ Verlust Verlust Gesamt
Konvexitat 26 50 76
Schadelbasis 17 19 36
Spinalkanal 0 4 4
Intraventrikular 1 0 1
Gesamt 44 73 117
1p36
Lokalisation @ Verlust Verlust Gesamt
Konvexitat 14 15 29
Parasagittal 8 8 16
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Tub. Sellae 3 2 5
Olfaktoriusrinne 5 3 8
Keilbeinfliigel 14 6 20
Tentorium 6 4 10
Spinal 3 1 4
HSG 10 2 12
Falx 3 5 8
Intraventrikular 1 0 1
Petroclival 2 1 3
Gesamt 69 47 116
1p36
Lokalisation @ Verlust Verlust Gesamt
Konvexitat 41 34 75
Schadelbasis 24 12 36
Spinalkanal 3 1 4
Intraventrikular | 1 0 1
Gesamt 69 a7 116
22q (kombiniert)
Lokalisation @ Verlust Verlust Gesamt
Konvexitat 11 18 29
Parasagittal 7 9 16
Tub. Sellae 1 4 5
Olfaktoriusrinne 4 4 8
Keilbeinfliigel 14 6 20
Tentorium 7 3 10
Spinal 0 4 4
HSG 6 6 12
Falx 2 6 8
Intraventrikuldr 1 0 1
Petroclival 2 1 3
Gesamt 55 61 116
22q (kombiniert)
Lokalisation @ Verlust Verlust Gesamt
Konvexitat 33 42 75
Schéadelbasis 21 15 36
Spinalkanal 0 4 4
Intraventrikuldr | 1 0 1
Gesamt 55 61 116
22q (isoliert)
Lokalisation @ Verlust Verlust Gesamt
Konvexitat 24 5 29
Parasagittal 13 3 16
Tub. Sellae 3 2 5
Olfaktoriusrinne 7 1 8
Keilbeinfliigel 17 3 20
Tentorium 10 0 10
Spinal 1 3 4
HSG 8 4 12
Falx 6 i 8
Intraventrikular 1 0 1
Petroclival 2 1 3
Gesamt 92 24 116
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22( (isoliert)

Lokalisation Nicht isoliert isoliert Gesamt
Konvexitat 61 14 75
Schadelbasis 29 7 36
Spinalkanal 1 3 4
Intraventrikular | 1 0 1
Gesamt 92 24 116
9p21
Lokalisation @ Verlust Verlust Gesamt
Konvexitat 26 3 29
Parasagittal 14 3 17
Tub. Sellae 5 0 5
Olfaktoriusrinne 8 0 8
Keilbeinfliigel 20 0 20
Tentorium 10 0 10
Spinal 4 0 4
HSG 11 1 12
Falx 7 1 8
Intraventrikular 1 0 1
Petroclival 3 0 3
Gesamt 109 8 117
9p21
Lokalisation @ Verlust Verlust Gesamt
Konvexitat 68 8 76
Schadelbasis 36 0 37
Spinalkanal 4 0 4
Intraventrikuldr | 1 0 1
Gesamt 109 8 117
Zu 3.1.1 Methylierungsstatus
Geschlecht und Prasentation

Mannlich Weiblich Gesamt
Unmethyliert 22 64 86
Methyliert 14 26 40
Gesamt 36 90 126

Primart. Rezidiv Gesamt
Unmethyliert 68 18 86
Methyliert 32 8 40
Gesamt 100 26 126
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Verteilung der WHO-Grade

Tabellenanhang

WHO | WHO Il WHO llI Gesamt
Unmethyliert | 45 32 8 85
Methyliert 21 15 4 40
Gesamt 66 47 12 125
Lokalisationsverteilung
Lokalisation Unmethyliert | Methyliert Gesamt
Konvexitat 23 10 33
Parasagittal 10 8 18
Tub. Sellae 4 2 6
Olfaktoriusrinne 6 3 9
Keilbeinfliigel 14 7 21
Tentorium 7 3 10
Spinal 4 0 4
HSG 9 3 12
Falx 6 2 8
Intraventrikular 1 0 1
Petroclival 2 2 4
Gesamt 86 40 126
Lokalisation Unmethyliert Methyliert Gesamt
Konvexitat 55 26 81
Schéadelbasis 26 14 40
Spinalkanal 4 0 4
Intraventrikuldr | 1 0 1
Gesamt 86 40 126
FISH-Analysen
Alle Deletionen

@ Verlust Verlust Gesamt
Unmethyliert 28 51 79
Methyliert 16 22 38
Gesamt 44 73 117

1p36

@ Verlust Verlust Gesamt
Unmethyliert 46 33 79
Methyliert 23 14 37
Gesamt 69 47 116

22q (kombiniert)

@ Verlust Verlust Gesamt
Unmethyliert 34 45 79
Methyliert 21 16 37
Gesamt 55 61 116

22q (isoliert)

@ Verlust Verlust Gesamt
Unmethyliert 61 27 88
Methyliert 17 7 24
Gesamt 78 34 112
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9p21
@ Verlust Verlust Gesamt
Unmethyliert | 76 3 79
Methyliert 33 5 38
Gesamt 109 8 117
Erganzende Tabellen
9p21 (Rezidive)
@ Verlust Verlust Gesamt
Unmethyliert | 16 1 17
Methyliert 3 4 7
Gesamt 19 5 24
Zu 3.1.2 TIMP3-Methylierung
Geschlecht und Prasentation
Mannlich Weiblich Gesamt
Unmethyliert 28 76 104
Methyliert 6 12 18
Gesamt 34 88 122
Primart. Rezidiv Gesamt
Unmethyliert 85 19 104
Methyliert 12 6 18
Gesamt 97 25 122
Verteilung der WHO-Grade
WHO | WHO Il WHO Il Gesamt
Unmethyliert | 56 38 10 104
Methyliert 8 8 2 18
Gesamt 64 46 12 122
Lokalisationsverteilung
Lokalisation Unmethyliert | Methyliert Gesamt
Konvexitat 28 4 32
Parasagittal 15 3 18
Tub. Sellae 4 1 5
Olfaktoriusrinne 7 2 9
Keilbeinfliigel 16 5 21
Tentorium 9 1 10
Spinal 4 0 4
HSG 11 0 11
Falx 7 1 8
Intraventrikular 1 0 1
Petroclival 2 1 3
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Gesamt 104 18 122
Lokalisation Unmethyliert Methyliert Gesamt
Konvexitat 70 9 79
Schadelbasis 29 9 38
Spinalkanal 4 0 4
Intraventrikular | 1 0 1
Gesamt 104 18 122
FISH-Analysen
1p36
Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 40 57 97
Methyliert 6 10 16
Gesamt 46 67 113
22q (kombiniert)
Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 54 43 97
Methyliert 5 11 16
Gesamt 59 54 113
22q (isoliert)
Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 75 11 86
Methyliert 21 2 23
Gesamt 96 13 109
9p21
Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 5 92 97
Methyliert 3 14 17
Gesamt 8 106 114
Alle Deletionen
@ Verlust Verlust Gesamt
Unmethyliert 35 62 97
Methyliert 8 9 17
Gesamt 43 71 114
Zusatzliche Tabellen
9p21 (Rezidive)
Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 16 2 18
Methyliert 2 3 5
Gesamt 18 5 23
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Zu 3.1.3 p16-Methylierung

Geschlecht und Prasentation

Tabellenanhang

Mannlich Weiblich Gesamt
Unmethyliert 26 74 100
Methyliert 10 15 25
Gesamt 36 89 125
Primart. Rezidiv Gesamt
Unmethyliert 77 23 100
Methyliert 22 3 25
Gesamt 99 26 125
WHO-Grade
WHO | WHO Il WHO llI Gesamt
Unmethyliert | 52 38 9 99
Methyliert 13 9 3 25
Gesamt 65 47 12 124
Lokalisationsverteilung
Lokalisation Unmethyliert | Methyliert Gesamt
Konvexitat 26 7 33
Parasagittal 12 6 18
Tub. Sellae 5 1 6
Olfaktoriusrinne 8 1 9
Keilbeinfliigel 18 3 21
Tentorium 8 2 10
Spinal 3 0 3
HSG 9 3 12
Falx 7 1 8
Intraventrikular 1 0 1
Petroclival 3 1
Gesamt 100 25 125
Lokalisation Unmethyliert Methyliert Gesamt
Konvexitat 62 19 81
Schadelbasis 34 6 40
Spinalkanal 3 0 3
Intraventrikular | 1 0 1
Gesamt 100 25 125
FISH-Analysen
Alle Deletionen
@ Verlust Verlust Gesamt
Unmethyliert 36 56 92
Methyliert 8 16 24
Gesamt 44 72 116
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1p36
Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 38 54 92
Methyliert 9 14 23
Gesamt 47 68 115
22q (kombiniert)

Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 48 44 92
Methyliert 12 11 23
Gesamt 60 55 115

22q (isoliert)

Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 71 17 88
Methyliert 17 6 23
Gesamt 88 23 111

9p21

Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 5 87 92
Methyliert 3 21 24
Gesamt 8 108 116

Zusatzliche Tabellen
Geschlecht (Rezidive)

Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 7 16 23
Methyliert 3 0 3
Gesamt 10 16 26

9p21 (Rezidive)

Verlust @ Verlust Gesamt
Unmethyliert 3 18 21
Methyliert 2 1 3
Gesamt 5 19 24
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