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Zusammenfassung

Meningeome gehdren zu den héufigsten intrakraniellen Tumoren. Obwohl die
Mehrzahl der Meningeome durch eine vollstindige Resektion geheilt werden konnen,
weisen bis zu 20% der Tumore ein aggressives Verhalten mit rascher
Tumorprogression beziehungsweise einem Rezidivwachstum auf. Die genetische
Analyse von Meningeomen zeigt meist einen normalen Karyotyp oder eine Monosomie
von Chromosom 22 als einzige zytogenetische Aberration. Die Tumorprogression und
das Rezidivverhalten von Meningeomen sind mit sekunddren chromosomalen
Verlusten assoziiert. Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der Deletion von Chromosom
17q bei Patienten mit rezidivierenden Meningeomen zu bestimmen.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren alle Patienten, die aufgrund eines
Meningeomrezidivs in der Klinik fiir Neurochirurgie des Universitéitsklinikums des
Saarlandes zwischen 1999 und 2015 operiert wurden. Aus diesem Kollektiv wurden
weiter nur die Patienten ausgewihlt, von denen mindestens zwei Tumorproben von
unterschiedlichen Operationszeitpunkten vorlagen, um die zytogenetische Progression
der Tumore im zeitlichen Verlauf zu untersuchen. Die zytogenetische Untersuchung
der Tumorproben erfolgte mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) fiir die
Chromosomen 1p, 10, 17q und 22q.

Insgesamt wurden 22 Tumorproben (3 Primirtumorproben, 19 Rezidivtumorproben)
von sieben Patienten untersucht. In 20/22 (90,1 %) der Tumore konnte eine Deletion
von Chromosom 17q detektiert werden. In allen Primirtumorproben war die Deletion
von Chromosom 17q ebenfalls nachweisbar. Es zeigte sich im zeitlichen Verlauf kein
stetiger An- oder Abstieg des prozentualen Anteils der 17qg-Deletion in den
Tumorproben der Patienten.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals eine Deletion von
Chromosom 17q in einem Kollektiv von Patienten mit rezidivierenden Meningeomen
mittels  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  gezeigt werden. Deletionen der
chromosomalen Region 17q koénnten ein frithes Ereignis in der Progression von
Meningeomen darstellen. Der Nachweis dieser Deletion konnte in der klinischen
Anwendung als potentieller Marker fiir Malignitdt und ein erhohtes Rezidivrisiko bei

Meningeomen dienen.



Summary

Deletion of chromosome 17q in recurrent meningiomas

Meningiomas are among the most frequent intracranial tumours. Although the majority
of meningiomas can be cured by surgical resection, up to 20 % of the tumours show an
aggressive clinical course with tumour recurrence or progressive disease.
Cytogenetically, meningiomas frequently harbour a normal karyotype or monosomy of
chromosome 22 as the sole anomaly. However, progression of meningiomas is
associated with a non-random pattern of secondary losses. The aim of this study was to
determine the role of deletions of chromosome 17q in patients with recurrent
meningiomas.

A total of seven patients underwent repeated surgery for recurrent meningiomas
between 1999 and 2015 at the Department of Neurosurgery at the Saarland University
Hospital. Patients were included in this study in case tumor samples from two or more
different meningiomas of the same patient were available. Fluorescence in situ
hybridization (FISH) was performed on interphase nuclei of tumor cells from the
tumour samples to evaluate the clonal cytogenetic evolution of recurrent meningiomas.
Collectively, 22 biopsies (3 primary tumours, 19 recurrent tumours) from seven patients
were examined. In 20/22 (90.1 %) specimens, the tumor samples showed a 17q
deletion. The three primary tumors also showed a 17q deletion. In the course of time,
there was no steady in- or decrease in the percentage of deletions of chromosome 17q
in the patients’ tumors.

In conclusion, this is the first report to demonstrate deletion of chromosome 17q via
fluorescence-in-situ-hybridization in patients with recurrent meningiomas. Deletion of
chromosome 17q could display an early event in meningioma progression.
Accordingly, deletion of chromosome 17q might clinically serve as a marker for

malignancy and a higher risk for meningioma recurrence.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Meningeome

Die Meningeome gehoren zur Gruppe der extrazerebralen Tumoren und sind
gekennzeichnet durch ihr liberwiegend gutartiges Wachstumsverhalten. Thr Wachstum
geht von den arachnoidalen Deckzellen der Hirnhdute aus, und sie wachsen meist als
scharf begrenzte intradurale Raumforderungen mit Anheftung an die Dura mater, wobei

. . . . 52
sie umliegendes Hirngewebe verdringen.

1.1.1 Epidemiologie

Meningeome stellen die zweithdufigsten primdren Tumore des zentralen
Nervensystems (ZNS) bei Erwachsenen dar. Die jéhrliche Inzidenz betrdgt 10,5 pro
100.000 weiblichen Einwohnern und 4,8 pro 100.000 minnlichen Einwohnern.*®
Ausgehend von  Autopsie-Befunden, die asymptomatische = Meningeome
miteinschlossen, zeigten Rausing et al. eine Privalenz fiir Meningeome von 1,4 %.”!
Der prozentuale Anteil der Meningeome unter den Tumoren des ZNS betragt etwa
30 %.”% Dabei betrigt das Verhiltnis von erkrankten Frauen zu Minnern fiir
intrakranielle Meningeome 1,4-2,8:1. Von spinalen Meningeomen sind in 80 % der
Fille Frauen betroffen.'® Mit steigender Malignitit der Meningeome gleicht sich die
weibliche Pridominanz allerdings aus. Ménner und Frauen sind von hoéhergradigen
(WHO Grad II und IIT) Meningeomen gleich hiufig betroffen.*

Das Meningeom tritt vor allem bei dlteren Patienten auf. Seinen Erkrankungsgipfel
findet es im 65. Lebensjahr.”® Fille von kindlichen Meningeomen wurden ebenfalls
beobachtet, meist einhergehend mit einem aggressiven Verhalten der Tumore.”>*
Abhidngig von TumorgroBe und —lokalisation ist die klinische Symptomatik der
Meningeome in Art und Auspridgung sehr inhomogen. Meist bleiben Meningeome
asymptomatisch und werden nur post mortem autoptisch diagnostiziert. Symptomatisch
werden Meningeome in der Regel durch fokal neurologische Defizite oder einen
Krampfanfall. =~ Ursdchlich  hierfiir ist die  Kompression  spezifischer

Hirnparenchymareale oder eine allgemeine intrakranielle Druckerhdhung. ™!



Einleitung

1.1.2  Atiologie

Die Atiologie der Meningeome gilt als weitestgehend ungeklirt. Einzig eine
therapeutische oder akzidentelle Strahlenexposition der Hirnhdute ist ein gesicherter
Risikofaktor fiir die Entstehung eines Meningeoms. Das Risiko nach Bestrahlung der
Hirnhiute an einem Meningeom zu erkranken, ist um etwa 10 % erhoht,'>>

Ein weiterer dtiologischer Ansatz ist eine Beglinstigung des Meningeomwachstums
durch hormonelle Stimulation. Dies ist einerseits begriindet durch die
Geschlechtsspezifitdit ~der Tumore, andererseits wurde ein  verstirktes
Meningeomwachstum bei Frauen wihrend der Schwangerschaft beobachtet. AuBerdem
wurde in lber 50% aller gutartigen Meningeome eine  erhdhte
Progesteronrezeptordichte festgestellt. Ist diese erhoht, wurde eine Korrelation mit
einer erhohten Proliferation und Malignitit der Meningeome gezeigt.'”'*> Carroll et
al., sowie Hsu et al. zeigten 1993 und 1997 auBerdem, dass in vitro unter Zugabe von
Progesteron eine Wachstumsforderung von Meningeomen, und durch Progesteron-
Antagonisten eine Wachstumshemmung derselben, erreicht werden konnte.'""”

Ein Zusammenhang zwischen dem gleichzeitigen oder zeitversetzten Auftreten von
Mammakarzinomen und Meningeomen, der aufgrund von Tumorregistern hergestellt
werden sollte, konnte von Schoenberg et al. nicht bestitigt werden.!

Es konnte ein Zusammenhang zwischen verschiedenen Erbkrankheiten und dem
Auftreten von Meningeomen nachgewiesen werden. Hierzu zéhlt die Neurofibromatose
Typ 2 (NF2), bei der ein Gendefekt auf Chromosom 22 die Entstehung von
Meningeomen begiinstig (siche auch Kapitel 1.1.6, Abschnitt 1).

Das Cowden Syndrom, das Gorlin Syndrom, das Li-Fraumeni Syndrom, das Turcot
Syndrom und das Von Hippel Lindau Syndrom sind weitere Erbkrankheiten, bei denen
ein Zusammenhang zu einem erhdhten Erkrankungsrisiko fiir Meningeome diskutiert

wird.*®

1.1.3  WHO Einteilung
Nach der aktuellen Einteilung der WHO werden Meningeome in drei Grade mit

insgesamt 15 Subtypen und aufsteigendem Mortalitits- und Rezidivrisiko unterteilt.*®

(Tabelle 1)
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Tabelle 1: Einteilung nach der WHO-Klassifikation 2016%

WHO Grad I | Meningotheliales Meningeom
Fibroses (fibroblastisches) Meningeom
Transitionales (gemischtes) Meningeom
Psammomatdses Meningeom
Angiomatdses Meningeom
Mikrozystisches Meningeom
Sekretorisches Meningeom
Lymphoplasmazellreiches Meningeom
Metaplastisches Meningeom

WHO Grad II | Choroides Meningeom

Klarzelliges Meningeom

Atypisches Meningeom

WHO Grad III | Papilléres Meningeom

Rhabdoides Meningeom
Anaplastisches (malignes) Meningeom

Etwa 80 % aller Meningeome entsprechen WHO-Grad I, 15-20 % WHO-Grad II und
1-3 % WHO-Grad II1.°** Die Einteilung erfolgt ausschlieBlich nach den folgenden

histologischen Kriterien:

Tabelle 2: Histologische Einteilungskriterien der Meningeome nach der WHO-Klassifikation™

HO Grad I Kein Nachweis von Kriterien fiir WHO Grad II und IIT

Jede Histologie ohne Nachweis klarzelliger,
chordoider, papillarer oder rhabdoider Anteile

WHO Grad Il | 4 oder mehr Mitosen pro 10 high-power fields
Invasives Wachstum in das Hirngewebe

3/5 der folgenden Kriterien:
Erhohte Zellularitit
Kleine Zellen mit erhohter Kern-Plasma-Relation

Prominente Nucleoli
Strukturverlust
Nekrosen

WHO Grad III Anap]asie

20 oder mehr Mitosen pro 10 high-power fields
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1.1.4 Therapie

Goldstandard in der Therapie der Meningeome ist die Tumorresektion. Dabei sind die
Heilungsrate und das Rezidivrisiko abhéngig von der Vollstindigkeit der
Tumorexzision, sowie dem histologischen und zytogenetischen Profil des Tumors.”?’
Die Einteilung des ResektionsausmaBes erfolgt nach Simpson (vgl. Tabelle 3).% Mit

steigendem Simpson-Grad steigt auch das Rezidivrisiko.

Tabelle 3: Einteilung der Resektionsgrade nach Simpson®

Makroskopisch komplette Entfernung mit Exzision
| der Duramatrix und infiltrierten  Knochens. | Rezidivrate: 9 %
Duraplastik erforderlich

Makroskopisch komplette Entfernung, Koagulation

. Rezidivrate: 19 ¢
der Duramatrix an der Ansatzstelle Z1a %

II

Makroskopisch komplette Entfernung ohne Resektion
111 oder Koagulation der Duramatrix, oder der|Rezidivrate: 29 %
extraduralen Infiltrationen

v Partielle Resektion, intraduraler Resttumor Rezidivrate: 44 %

Rezidivrate nicht
sinnvoll messbar

Vv Tumordekompression mit/ohne Biopsie

1.1.5 Rezidivverhalten

Die Rezidivwahrscheinlichkeit der Meningeome nach operativer Tumorresektion ist
abhingig vom Resektionsgrad, jedoch sind auch der WHO-Grad und das
zytogenetische Profil des Tumors weitere Einflussfaktoren.

Fir benigne Meningeome (entsprechend WHO Grad 1) betriagt die
Rezidivwahrscheinlichkeit nach totaler Resektion 7-25 %, fiir atypische Meningeome
29-52 % und fiir anaplastische Meningeome 50-94 %.*® Das mittlere progressionsfreie
Uberleben ist mit steigendem WHO-Grad verkiirzt.”® Jéidskelcinen et al. konnten ein
mittleres progressionsfreies Uberleben von 7,5 Jahren fiir benigne Meningeome (WHO
Grad 1), gegeniiber 2,4-3,5 Jahren fiir hohergradige Meningeome (WHO Grad II und
IIT) zeigen.”

Anhand des WHO-Grades der Tumore ldsst sich nur bedingt eine Aussage iiber ihre
Rezidivwahrscheinlichkeit treffen. Unter der Annahme, dass die genetische
Progression der Meningeome mit sekunddren chromosomalen Aberrationen eine
signifikante Rolle im Hinblick auf ihr Rezidivverhalten spielt, leiteten Ketter et al. 2007

deshalb einen ,,Genetischen Progressions-Score* (GPS) her, um die Rezidivneigung
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eines Tumors besser abschétzen zu konnen. Abbildung 1 zeigt exemplarisch die
Errechnung eines Baumdiagrammes mit dessen Hilfe Aussagen iiber die genetische
Entwicklungsstufe, die Progression, sowie die Rezidiventstehung von Meningeomen
getroffen werden konnen. Hierzu werden Akkumulationen genetischer Verédnderungen,
die Tumorlokalisation und der WHO-Grad in die Berechnungen miteinbezogen. Ein

hoher GPS-Wert geht mit einer friiheren Rezidiventstehung einher.*>*

0.80

0

LO.SZ

. 020

0
0.18 { \
0.2 0.1 0.68, 0.06 0.09 0.16 0.03 0.07 0.14
1p- X- Y- 2 19- 18- 14 10- 6- 1p-
/ 0,71\0.26
14 6-

19- 18- 10-
/0.25\\0.40
X- Y-

Abbildung 1: Errechnetes Baumdiagramm zur Tumorprogression von Meningeomen®’

Ahnlich dem Modell von Ketter et al. konnte durch Sahm et al. gezeigt werden, dass
eine Einteilung der Meningeome basierend auf einer Methylierungsanalyse ihrer DNA
ebenfalls sinnvoll wére. Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich insgesamt sechs
Methylierungsmuster nachweisen lassen, die sich hinsichtlich des Rezidivverhaltens
und des progressionsfreien Uberlebens der Patienten unterscheiden.®’

Auf chromosomaler Ebene ist der Verlust des kurzen Armes von Chromosom 1 der
einzige vom  WHO-Grad unabhingige Marker flir eine  erhohte
Rezidivwahrscheinlichkeit bei Meningeomen.*® Zusitzlich wurde durch Sahm et al. die
Bedeutung einer Mutation des TERT-Promotors auf genetischer Ebene als ebenfalls
unabhingiger Pridiktor fiir eine erhohte Rezidivwahrscheinlichkeit beschrieben.”

Im Hinblick auf das Rezidivverhalten stellen Meningeome mit einem hyperdiploiden

Chromosomensatz eine gesonderte Entitdt dar. Verglichen mit Meningeomen, die einen
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hypodiploiden oder diploiden Chromosomensatz aufweisen, gehen Meningeome mit
hyperdiploidem Chromosomensatz mit einer schlechteren Prognose und einer erhhten
Rezidivwahrscheinlichkeit einher.**

Ebenfalls bekannt ist, dass durch eine intratumorale genetische Heterogenitéit der
Meningeome das Rezidivverhalten und die Progression durch einzelne Zellen mit
komplexen Aberrationen und ausgeprigter Hypodiploidie beeinflusst werden kénnen.®’
Insgesamt gehen komplexe Aberrationen mit einer erhdhten Rezidivwahrscheinlichkeit

und einem erhdhten Risiko der Malignisierung der Meningeome einher.’””

1.1.6 Untersuchte Chromosomen

Chromosom 22

Die Monosomie 22 bei Meningeomen ist eine der ersten entitdtsspezifischen
zytogenetischen Alterationen, die in einem soliden Tumor konsistent nachgewiesen
werden konnte.”>"”

Sie ist die haufigste primére genetische Verdnderung in allen dreit WHO-Graden und
tritt in diesen mit jeweils etwa gleicher Frequenz auf. Thr wird deshalb eine Rolle in der
frithen Tumorgenese, nicht aber als Progressionsfaktor zugesprochen.””'* Allerdings
konnte gezeigt werden, dass die Monosomie 22 nicht in allen histologischen Subtypen
gleich haufig auftritt und auBerdem in Abhingigkeit zur Tumorlokalisation steht.”® Erst
sekundér erfolgen zusitzliche progressionsassoziierte chromosomale Aberrationen,
wie beispielsweise der Verlust des kurzen Armes von Chromosom 1.7

Die Region fiir ein Kandidatengen auf Chromosom 22 konnte auf die Bande 22q12
eingegrenzt werden.'” Auf dieser wurde das NF2-Gen bei Patienten mit
Neurofibromatose Typ 2 identifiziert und kartiert.”*% Das NF2-Gen wird als ,,Driver*-
Kandidatengen fiir die Meningeom-Pathogenese angesehen und kodiert fiir das Protein
Merlin (auch Schwannomin oder Neurofibromin 2 genannt). Dieses gehort zur 4.1
Protein-Familie, deren Mitglieder das Actin-Zytoskelett mit
Zelloberflachenglykoproteinen verbinden. Patienten, die an Neurofibromatose Typ 2
leiden, erkranken durch einen Gendefekt des NF’2-Gens gehauft an Meningeomen und
bilateralen Vestibularisschwannomen. Bei diesen, und nahezu allen NF2-assoziierten

Meningeomen, sowie bei 50 % aller sporadischen Meningeome, konnte eine

somatische inaktivierende NF2-Mutation festgestellt werden, meist einhergehend mit
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allelischem Verlust oder Monosomie 22 und verbunden mit einem Expressionsverlust
von Merlin.””?' Das NF2-Gen wird deshalb als Tumorsuppressorgen angesehen.

Auf dem langen Arm von Chromosom 22 sind weitere Kandidatengene lokalisiert
(Tabelle 4). Diese zeigen jedoch nur selten Alterationen und es konnte bisher kein
Zusammenhang zwischen diesen Alterationen und dem Wachstumsverhalten der

Meningeome hergestellt werden.'®>>>!

Tabelle 4: Kandidatengene auf Chromosom 22q

Gen Lokus Funktion

CLTCL1, CLH22, CLTD 22ql11.21 Endozytose

SMARCBI, INI1, SNFS5, hSNFS5 |22q11.23 Chromatinremodeling, Zellzykluskontrolle
BCR 22q11.23 Breakpoint Cluster

MNI1 22ql12.1 Unbekannt

NF2 (Merlin) 22ql2.2 Verbindet Zellmembranproteine mit Zytoskelett
AP1BI1, BAM22 22ql12.2 Endozytose

GAS2L1, GAR22 22ql12.2 Zytoskelett, Wachstumshemmung

RRP22 22ql12.2 RAS-Signalweg

TIMP3 22q12.3 Metalloproteinase Inhibitor

LARGE 22q12.3-q13.1 | N-acetylglucosaminyltransferase

PDGFB 22q13.1-q13.1 | Wachstumsfaktor

Chromosom 1

Der Verlust des kurzen Armes von Chromosom 1 ist die héaufigste
progressionsassoziierte genetische Aberration in Meningeomen.” Von Chang et al.
konnte 2010 ein Loss of heterozygosity von 1p32 in 28 % der WHO-Grad I
Meningeome und in 60 % aller WHO-Grad II und III Meningeome festgestellt
werden.''

Der Verlust von Chromosom 1p geht nicht nur mit einem hdheren histologischen Grad

11,22,32
“%°2 Es wurde

der Tumore einher, sondern auch mit einem erh6hten Rezidivrisiko.
gezeigt, dass der Verlust des kurzen Armes von Chromosom 1 der einzige vom WHO-
Grad der Meningeome unabhéngige chromosomale Marker fiir eine Rezidiventstehung
ist.*® In der Studie von Linsler et al. war der Verlust von 1p zusitzlich assoziiert mit
einer kiirzeren Uberlebenszeit der Patienten. Der Verlust von Chromosom 1p gilt als
entscheidender Schritt fiir eine anaplastische Progression der Tumore unabhingig vom

. 4,1
Tumorstadium.”
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Lokalisiert auf 1p36.1-p34 befindet sich das ALPL-Gen, dessen Produkt die
gewebeunspezifische Alkalische Phosphatase ist. Diese ist stark aktiv in gesunden
arachnoidalen Zellen und in Zellen von WHO-Grad I Meningeomen. In Geweben mit
einem Verlust von 1p ist die Enzymaktivitit der gewebeunspezifischen Alkalischen
Phosphatase bedeutend geringer als in Geweben mit anderen Karyotypen.*’

Deshalb fiihrten Niedermayer et al. 1997 eine histochemische Detektion der
gewebeunspezifischen Alkalischen Phosphatase an Gewebeschnitten als Detektion fiir
den Verlust von 1lp ein. Eine aufwendige Karyotypisierung konnte so durch eine
schnelle und kostengiinstige Alternative zur Bestimmung des 1p-Verlustes ersetzt
werden.** Bouvier et al. zeigten, dass ein Verlust der Aktivitdt der Alkalischen
Phosphatase als Indikator fiir ein erhohtes Rezidivrisiko eines Meningeoms genutzt
werden kann.® Das ALPL-Gen wird deshalb als Tumorsuppressorgen angesehen.

Auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 werden weitere Kandidatengene kodiert (vgl.
Tabelle 5). Fir EPB41 und GADD45A konnte kein Zusammenhang zwischen dem
Expressionsmuster und dem Rezidivverhalten von Meningeomen gezeigt werden.*’
Ebenso konnten Mendiola et al. zeigen, dass hRAD54 nicht in der Pathogenese von
atypischen ~Meningeomen involviert ist. FEin negativer Einfluss durch
Genpolymorphismen konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden.*!

AuBlerdem wurde gezeigt, dass die Expression von /NK4C und Mutationen von

CDKN2C und TP73 nicht mit der Prognose bei Meningeomen korrelieren.**'°
Tabelle 5: Kandidatengene auf Chromosom Ip
Gen Lokus Funktion
TP73 1p36.3 Apoptose
EPB41 1p36.2-p34 Verbindet Zellmembranproteine mit Zytoskelett
ALPL 1p36.1-p34 Alkalische Phosphatase
RADS54, RADS4L, hRADS4 1p32 DNA Reparatur
INK4C, CDKN2C 1p32 Zellzykluskontrolle
GADDA45A, GADD45, DDIT1 | 1p31.2-p31.1 DNA Reparatur
NRAS 1pl3.2 Singaltransduktion

Chromosom 10
Der Verlust von Chromosom 10 ist bei Meningeomen mit einer erhohten Malignitét der

Tumore assoziiert. Ein Verlust von Chromosom 10 ist in etwa 5-12 % der benignen
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Meningeome, in 29-40 % der atypischen und in 40-58 % der malignen Meningeome
nachweisbar.”!
In primdren Glioblastomen konnte ein Loss of heterozygosity von Chromosom 10 in

> Auch Prostata-, Nierenzell- und

90 % der Tumore nachgewiesen werden.*
Mammakarzinome zeigen einen Verlust von Chromosom 10, insbesondere von
Chromosom 10q. Dies ldsst darauf schlieBen, dass in dieser Region
Tumorsuppressorgene liegen (vgl. Tabelle 6).>>%

Mogliches Kandidatengen ist PTEN/MMACI. Das PTEN-Gen (Synonym MMACI) auf
Chromosom 10g23.3 kodiert fiir das gleichnamige Protein. PTEN beeinflusst das
Zellwachstum durch Antagonisierung von Tyrosinkinasen und reguliert die
Tumorzellinvasion und Metastasierung.” PTEN-Mutationen wurden von Steck et al. in
Glioblastomen, Prostata-, Nierenzell- und Mammakarzinomen gezeigt.®® In einer
Studie von Bostrom et al. wurde gezeigt, dass ein Verlust von Chromosom 10q zwar in
69 % der Glioblastome und in 41 % der Meningeome existiert, allerdings konnte eine
Genmutation des PTEN-Genes nur in 25% der untersuchten Glioblastome
nachgewiesen werden. Eine PTEN-Mutation in den untersuchten Meningeomen wurde
nicht detektiert. Es ist also davon auszugehen, dass es noch weitere
Tumorsuppressorgene in dieser Region geben konnte.'®”

Hinsichtlich des Uberlebens der Patienten mit Meningeomen und des Auftretens von
moglichen Rezidiven gehen ein Loss of heterozygosity auf Chromosom 10q26.12 und
10q26.3 mit einer kiirzeren Uberlebenszeit und respektive oder mit einer kiirzeren Zeit
bis zum Auftreten eines Rezidives einher.”’

Weitere Kandidatengene auf Chromosom 10q sind MX// und DMBTI. Ein

Zusammenhang zwischen diesen Genen und der Tumorgenese von Meningeomen ist

bisher nicht beschrieben.

Tabelle 6: Kandidatengene auf Chromosom 10q

Gen Lokus Funktion

PTEN, MMACI 10g23.31 Zellzykluskontrolle

MXT1 10925 Myc Antagonist

DMBTI1 10925.3-926.1 Immunantwort?, Differenzierung?
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Chromosom 17

Chromosomale Aberrationen von Chromosom 17 wurden bisher nur in Meningeomen
vom WHO Grad IT und I1I beschrieben.'*****>* Dabei wurde meist ein chromosomaler
Gewinn oder eine Amplifikation einer Genregion festgestellt.'® Weber et al. zeigten
eine Amplifikation einer Genregion auf dem langen Arm von Chromosom 17 in 42 %
der untersuchten anaplastischen Meningeome (WHO III). Mogliches Onkogen dieser
Region ist RPS6KB1.%?

Ein Loss of heterozygosity auf Chromosom 17p hingegen konnte von Lee et al. 2004 in
vier von 43 Fillen gezeigt werden, von Kim et al. 1998 in zwei von 30 untersuchten
Meningeomen. Die untersuchten Tumoren waren maligne Meningeome (WHO IIT).>**?
Einen Verlust von Chromosom 17 durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
konnte von Arnoldus et al. 1992 in einem von 30 Fillen gezeigt werden. Das
untersuchte Meningeom war ein Rezidiv.”

Bekannte Tumorsuppressorgene auf Chromosom 17 sind 7P53 und BRCA 1. Deletionen
von 7TP53 gehen laut einer Studie von Yakut et al. vermutlich mit hohergradigen
Meningeomen und erhohter Rezidivwahrscheinlichkeit einher. Die Gruppe zeigte
mittels FISH in drei von elf WHO II und III Meningeomen eine Deletion von 7P53.
Alle drei Tumoren rezidivierten im Verlauf. Im Vergleich dazu gab es keine 7P53-
Deletion in 23 WHO I Meningeomen.”

In einer Studie von Kirsch et al. konnte in 60 untersuchten Meningeomen kein Loss of
heterozygosity fir BRCAI und BRCA2 gezeigt werden. Ein Zusammenhang zwischen
genetischen Alterationen von BRCAI und BRCA2 und dem Auftreten von
Meningeomen ist daher nicht bewiesen.*®

Kawai et al. konnten zeigen, dass eine Deletion von 17q als pradiktiver Marker fiir das
Auftreten von Lebermetastasen beim kolorektalen Karzinom fungiert. In dieser Region
befinden sich die Kandidatengene NM23 und ERBB2 (Onkogen).”' Eine gesteigerte
Expression von NM23 geht mit einer verbesserten Prognose sowohl beim kolorektalen

13,14 - . .
7 Eine Korrelation zwischen

Karzinom als auch beim Mamma Karzinom einher.
einer Deletion von 17q und dem Auftreten von Rezidiven beim kolorektalen Karzinom
oder beim Mamma Karzinom ist nicht beschrieben. Bei den Meningeomen geht eine
Deletion von Chromosom 17q mit einer erh6hten Malignitit einher. Ob auch hier NM23
eine Rolle in der Progression spielt, ist bisher unklar. Sefrioui et al. beschrieben, dass
eine hohe Kopienzahl von ERBB2 im kolorektalen Karzinom zu einem kiirzeren

krankheitsfreien Uberleben fithrt.”> Auch bei Meningeomen wurde gezeigt, dass ein

10
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Gewinn von 17q mit erhohter Malignitit einhergeht. Ob ERBB2 hier eine Rolle als
Onkogen spielt, ist bisher ebenfalls nicht beschrieben.

Tabelle 7: Kandidatengene auf Chromosom 17

Gen Lokus Funktion

TP53 (p53) 17p13.1 Apoptose, Zellzykluskontrolle

NF1 17q11.2 RAS-Signalweg, Zellzykluskontrolle
RPS6KBI 17g23.2 Proliferationskontrolle

BRCAL1 17921.31 DNA Reparatur

NM23 17921.33 Nukleosiddiphosphatkinase

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Ausgangspunkt der Arbeit war der in der Comparative genomic hybridization (CGH)
des siebten Rezidives eines Patienten nachgewiesene Verlust von Chromosom 17. Die
zuvor mittels CGH untersuchten Rezidive des Patienten zeigten diese Aberration nicht.
Bisher gibt es keine Studien, die einen Verlust von Chromosom 17 in Meningeom und
ihren Rezidiven mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zeigen.

In dieser Arbeit sollte gepriift werden, ob der Verlust von Chromosom 17 ein spétes
genetisches Ereignis in der Tumorprogression von Meningeomen darstellt, oder ob der
Verlust auch in Primdrtumoren und frithen Rezidiven auftritt. Die Ergebnisse wurden
mit zytogenetischen Vorbefunden, die durch die Arbeitsgruppe erstellt wurden,
verglichen.

Die Sensitivitdt der FISH zur Bestimmung einzelner chromosomaler Aberrationen ist
groBer als die der CGH.>**® Daher wurde in dieser Arbeit die FISH als Methode zur
Detektion einer Deletion von Chromosom 17q gewihlt.

Um eine Aussage iiber den Zeitpunkt des Auftretens einer Deletion von Chromosom
17q in der Tumorgenese der untersuchten Meningeome treffen zu konnen, erfolgte die
zytogenetische Untersuchung von mindestens zwei unterschiedlichen Tumorproben
pro Patient, welche aus den Operationen der Primirtumor- oder
Rezidivtumorerkrankungen gewonnen wurden.

Zusitzlich wurden fiir 21 Tumore chromosomale Aberrationsmuster ausgewertet, die
sich aus den FISH-Befunden fiir die Chromosomen 1, 10, 17 und 22 zusammensetzten.
Hierbei wurden die Héufigkeit der einzelnen Muster ermittelt und Riickschliisse auf das

Wachstumsverhalten der Tumoren gezogen. Gepriift wurde zusétzlich, ob ein
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Zusammenhang zwischen dem WHO-Grad der Meningeome und den
Aberrationsmustern besteht.

Diese Arbeit soll also Aufschluss iiber die folgenden Fragen geben:

- Ist der Verlust von Chromosom 17 ein spites Ereignis in der Tumorprogression der
Meningeome?

- Korreliert der Verlust von Chromosom 17 mit dem WHO-Grad der Tumoren?

- Welchen klinischen Einfluss konnte der Verlust von Chromosom 17 auf die

Nachsorge von Meningeom-Patienten nach erfolgter Tumorresektion haben?

12
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Patientenpopulation

Untersucht wurden sieben Patienten (drei Frauen, vier Méinner) mit rezidivierenden
Meningeomen. Dabei wurden von jedem Patienten mindestens zwei verschiedene
Tumoren untersucht. Als Tumorproben lagen entweder Teile des Primdrtumors und
mindestens eines Rezidives, oder Tumoranteile von mindestens zwei Rezidiven des
gleichen Patienten vor. Die Anzahl aller den Kriterien entsprechenden und untersuchten
Tumorproben betrug 22.

Die Patienten wurden in der Klinik fiir Neurochirurgie des Universitéitsklinikums des
Saarlandes im Zeitraum von Juni 1999 bis Oktober 2015 operiert. Das durchschnittliche
Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 45,4 Jahre. Das
durchschnittliche Alter der weiblichen Patienten betrug bei Erstdiagnose 50,3 Jahre,
das der minnlichen Patienten 39 Jahre. Alle Patienten erteilten ihr schriftliches
Einverstindnis zur genetischen Analyse der Tumorproben. Ein positives Votum der
Ethikkommission der Landesidrztekammer des Saarlandes liegt vor (Kennnummer
178/07).

Die Tumorproben wurden nach der Entnahme bis zur Erstellung der Tupfpréparate in

der institutseigenen Tumorbank bei -80°C kryokonserviert.

2.1.2 Klinische Variablen

Tumorlokalisation

Entsprechend der Klassifikation von Olivecrona von 1947 erfolgte die Unterteilung in
neun unterschiedliche Lokalisationen: Konvexitét, parasagittale Region, Tuberculum
sellae, Olfaktorius, Keilbeinfliigel, hintere Schadelgrube, Tentorium, ventrikuldr und
Spinalkanal.”’

Die Lokalisation der Meningeome wurde an Hand der préoperativen CCT bzw. MRT

Untersuchungen festgelegt.

Tumorentfernung
Als vollstdndig entfernt wurden solche Meningeome klassifiziert, welche im Grad I und

II nach Simpson reseziert wurden.
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Histologische Klassifikation

Die untersuchten Tumoren umfassten ein Meningeom des WHO-Grades I, 13
Meningeome des WHO-Grades II, und acht Meningeome des WHO-Grades III.
Reprédsentative Tumoranteile wurden in den Instituten fiir Pathologie und
Neuropathologie des Universititsklinikums des Saarlandes histopathologisch

untersucht.

2.2 Methoden

2.2.1 Silanisieren der Objekttrager

Die Objekttriager (OT) wurden fiir die Herstellung der Tupfpraparate silanisiert. Hierzu
wurden die OT fiir 30 sec in Aceton gewaschen und geschwenkt.

Es folgte ein Waschschritt fiir 10 sec in 2 % 3-(Triethoxysilyl)-propylamin und eine
Spiilung der OT, zweimalig in Aceton und zweimalig in Aqua destillata (A.d.). Die OT

wurden im Warmeschrank bei 37 °C getrocknet.

2.2.2  Herstellung der Tupfpréiparate

Die tiefgefrorenen Tumorproben wurden bei Raumtemperatur zum Antauen gebracht
und unter der Sterilbank mit einer Pinzette auf die OT getupft.

Die Tupfpréparate wurden 10-15 min lang getrocknet und fiir 30 sec in DeLauney-
Fixans fixiert.

Die Tupfpréparate wurden an der Luft getrocknet anschlieBend bis zur Verwendung bei

-20 °C gelagert.

2.2.3 Herstellung der DNA-Sonden

In dieser Arbeit wurden zur Herstellung der DNA-Sonden Plasmid-Vektoren
verwendet, die zuvor von der Arbeitsgruppe hergestellt wurden.

Mit der Biotin-Nick-Translation nach Righy et al. wurden die Plasmid-Vektoren
fragmentiert und die entstandenen DNA-Fragmente wurden anschliefend markiert. Das
Produkt ist die DNA-Sonde™.

Fiir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) erwies sich eine Lédnge der DNA-

Sonden von 200 bis 500 Basenpaaren als effektiv*’.
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Biotin-Nick-Translation nach Rigby et al. 1977

Bei der Biotin-Nick-Translation wurden mit dem Hapten Biotin markierte Nukleotide
(Biotin-16-dUTP) in die Sonden-DNA fiir Chromosom 10 eingebaut. Das Biotin ist
dabei iiber Kohlenstoffatome mit dem Uridin der Nukleotide verbunden. Die
markierten Nukleotide sind im Biotin-Nick-Translations-Mix enthalten.

Dieser enthélt weiterhin DNAse I, DNA Polymerase I und nicht markierte Nukleotide
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP). In einem ersten Reaktionsschritt fiigt die DNAse I in
Anwesenheit von Mg2+-Ionen Einzelstrangbriiche (,,Nicks*) in die Plasmid-DNA ein.
Darauthin entfernt die DNA-Polymerase I durch ihre 5’-3’-Exonukleaseaktivitt aus
den Nicks einzelne Nukleotide in Syntheserichtung und ersetzt durch ihre
Polymeraseaktivitit die entfernten Nukleotide durch die im Biotin-Nick-Translations-

Mix enthaltenen markierten und unmarkierten Nukleotide.

Durchfiihrung der Biotin-Nick Translation

Als Reaktionsansatz wurden 1200-1500 ng Plasmid-DNA mit 4 pl Bio-Nick-
Translations-Mix zusammen in ein Eppendorf-Gefal} pipettiert und mit A.d. auf 20 ul
aufgefiillt. Es erfolgte die Inkubation des Ansatzes fiir 90 min bei 15°C im
Thermomixer und dann das Stoppen der Reaktion mit 1 pl 0,5M EDTA. Der
Reaktionsansatz wurde wiederholt inkubiert, fiir 10 min bei 65 °C im Thermomixer
oder im Wasserbad. Zum Féllen der DNA aus dem Reaktionsansatz wurden 2,1 pul
3 M NaAc und 52,5 pl EtOH absolut (-20 °C) hinzupipettiert und {iber Nacht bei 4 °C
gelost.

Am Folgetag wurde das Eppendorfgefdl mit dem Reaktionsansatz fiir 25 min bei 4 °C
und 14000 U/min zentrifugiert. 200 ul EtOH 70 % wurden hinzugegeben und die
Losung weitere 15 min bei 4 °C und 14000 U/min zentrifugiert.

Der Uberstand iiber dem am Boden des Eppendorfgefifies ausgefallenen DNA-Anteils
(Pellet) wurde abpipettiert und verworfen. Das verbliebene Pellet wurde bei 37 °C auf
der Heizplatte getrocknet und tiber Nacht in 40 pl A.d. geldst.

Der Erfolg der Biotin-Nick-Translation wurde mit Hilfe der Dot-Blot-Technik

iiberpriift.
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Dot Blot Technik

Die Technik beruht auf der Eigenschaft von Nitrocellulose DNA zu binden und diese
durch eine enzymatische Reaktion sichtbar zu machen. Sie wurde erstmals von
Timmons und Dunbar 1990 beschrieben.

Hierzu wurde eine Verdiinnungsreihe der markierten DNA-Sonde angefertigt und
jeweils 1 pul jeder Verdiinnungsstufe untereinander punktformig auf eine

Nitrocellulosemembran aufgetragen und an der Luft getrocknet.

Tabelle 8: Dot-Blot Verdiinnungsreihe mit Absteigender Konzentration der Sonde

Vi 1 pl Sonden-DNA in 9 pl 6xSSC
V2 1 ul V1in 9 pl 6xSSC
V3 1 pl V2in 9 pl 6xSSC
V4 1 ul V3 in 9 pul 6xSSC
V5 1 pul V4in 9 pl 6xSSC
A 1 ul V5in 9 pl 6xSSC

Die Bindung von DNA und Nitrocellulose wurde durch das Backen der Membran fiir
30 min bei 90 °C verstérkt.

Anschliefend wurden durch die Zugabe von circa 20 ml Blockpuffer fiir 30 min bei
37 °C die unspezifischen Bindungen gesittigt. Nach Abkippen des Blockpuffers folgte
das zweimalige Waschen der Membran in TN-Puffer. Die Nitrocellulosemembran
wurde mit 3 pl Streptavidin-Alkalischer Phosphatase, bzw. Anti-Dig-Alkalische
Phosphatase und 3 ml TN-Puffer fiir 30 min bei Raumtemperatur unter stindiger
Bewegung auf einer Schiittelplatte inkubiert. Nach einem Waschschritt mit TN-Puffer
und 10-miniitiger Behandlung der Nitrocellulosemembran mit dem Dot-Puffer auf der
Schiittelplatte, erfolgte die Zugabe der Substrate BCIP und NBT, deren
Reaktionsprodukt mit der Alkalischen Phosphatase als violetter Farbstoffkomplex
sichtbar wurde. Hierzu wurden 5,7 ml Dot-Puffer, 33 ul NBT und 25 ul BCIP
vermischt, auf die Membran gegeben und 30 min im Dunkeln inkubiert. Das Stoppen
der Reaktion erfolgte durch die Zugabe von etwa 10 ml EtOH 70 %.

Die Farbreaktion verhilt sich proportional zur Einbaurate der mit Biotin markierten
Nukleotide und konnte deshalb kolorimetrisch gemessen werden. Um in der FISH

erfolgreich angewendet werden zu konnen, sollte die Sonden-DNA im Dot-Blot noch

16



Material und Methoden

bis zur Verdiinnungsstufe V5 sichtbar sein (entspricht einer Sonden-Konzentration von

1 pg/ul). Die in dieser Arbeit verwendeten Sonden erfiillten diese Bedingung.

2.2.4 Vergleichs- und Kontrollmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Sonden wurden vorab mittels FISH an
Interphasekernen von gesunden, humanen Lymphozyten auf ihre Spezifitit und
Signalqualitét getestet.

Zur Herstellung der Lymphozytenpriparate wurde einem Spender vendses Blut in
einem Lithiumheparinrhrchen entnommen und in einer Vollblutkultur {iber
72 Stunden bei 37 °C im Brutschrank kultiviert und einmal tdglich geschwenkt. Zum
Ansatz der Vollblutkultur wurden 0,8 ml Vollblut und 8 ml Medium PB-MAX™
Karyotyping zusammen in ein Zellkulturgefa3 gegeben.

Nach 70,5 Stunden wurde die Mitose der Lymphozyten, die sich zu diesem Zeitpunkt
in der Metaphase befanden, gestoppt. Hierzu wurden 40 pl sterile Colcemid-Losung
zum Kulturansatz hinzugegeben. Der Vorgang diente dem Gewinn von Chromosomen,
die sich spdter lichtmikroskopisch darstellen lieBen. Die Kultur wurde fiir 1,5 Stunden
bis zum Ablauf der insgesamt 72 Stunden bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert.

Das Medium-Blut-Gemisch wurde in ein Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und fiir 10 min
bei 1000 U/min ohne Bremse zentrifugiert. Der sichtbare Uberstand wurde bis auf ein
Minimum abgesaugt und erst tropfenweise mit 37 °C warmem 0,52 % KCI bis auf ein
Endvolumen von 8 ml {iberschichtet und danach ohne Luftblasen mit einer
Pasteurpipette resuspendiert.

Beim Starten des Resuspendierens wurde gleichzeitig eine Stoppuhr eingeschaltet.
Nach 1 bis 2 min wurden die resuspendierten Losungen bei 37 °C im Wasserbad bis
zum Ablauf von 8 min inkubiert. Das KCIl bewirkt durch seine osmotische Wirkung
einen Wassereinstrom in die Lymphozyten, der in Kombination mit dem Vorgang des
Resuspendierens zu einem Platzen der Zellen fiihrt. Infolgedessen kommen die
Zellkerne frei zum Liegen.

Die Probenrohrchen wurden weitere 10 min bei 1000 U/min ohne Bremse zentrifugiert
und das tiberstehende KCI bis auf einen Rest von circa 0,5 ml abpipettiert und
verworfen. Im verbleibenden KCl-Rest wurde das Pellet am Boden resuspendiert und
zur Hilfte in einer Pasteurpipette aufgenommen. Ein Tropfen eiskalte Fixativ-Losung,

die zuvor bei -18 °C gelagert wurde, wurde in das Probenrohrchen gegeben und die
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Zellen darin resuspendiert. Der Vorgang wurde mit schrittweise grofler werdenden
Fixativ-Volumina bis auf ein Endvolumen von 8 ml wiederholt. Es folgte die
Inkubation der Losung bei -20 °C fiir 1 Stunde und das Zentrifugieren fiir 10 min bei
1000 U/min ohne Bremse.

Der Uberstand wurde abpipettiert und der Vorgang des Resuspendierens mit der
Fixans-Losung, die Inkubation bei -20 °C fiir 1 Stunde und das Zentrifugieren fiir
10 min bei 1000 U/min noch mindestens zweimal wiederholt.

Die fixierte Zellsuspension wurde mit einer Pipette aus einer Hohe von etwa 50 cm auf
gereinigte OT getropft und fiir 3 Tage an der Luft getrocknet. Die optische Kontrolle
der Lymphozytenpréparate erfolgte unter dem Phasenkontrastmikroskop.

2.2.5 Direkte und indirekte Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Einfiihrung

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) dient dem Nachweis von DNA oder
RNA direkt in fixierten Priaparaten von Geweben oder Zellen. In dieser Arbeit wurde
die Methode zur Detektion von DNA in isolierten Zellkernen angewandt. Es wurde ein
modifiziertes Protokoll nach Pinkel et al. Verwendet. *°

Die Technik beruht auf dem Prinzip der komplementéren Basenpaarung, bei der eine
kiinstlich hergestellte Sonde aus einer Nukleinsdure an die komplementdre
Nukleinsdure im zu untersuchenden Priparat sequenzspezifisch hybridisiert (vgl.
Abbildung 2).

Die Bezeichnung ,,in-situ“ bedeutet, dass die Methode unmittelbar am jeweiligen
Gewebe oder der zu untersuchenden Struktur angewandt wird.

Um das Ergebnis der FISH sichtbar zu machen, wurden in dieser Arbeit nichtradioaktiv
markierte Sonden in direkten und indirekten Markierungs- und Detektionssystemen
verwendet. Diese unterscheiden sich in der Anzahl ihrer Komponenten, den
Reaktionsschritten und in der Flexibilitdt der Anwendung. Merkmal der direkten
Systeme (Sonden fiir Chromosom 1p und 22q) ist, dass an die DNA-Sonde direkt ein
fluoreszierender Farbstoff wie FITC oder Cy3 gekoppelt ist.

Bei den indirekten Systemen (Sonden fiir Chromosom 17q und 10) werden zuerst
niedermolekulare Modifikationsgruppen (zum Beispiel Haptene wie Biotin) {iber die

Nick-Translation in die Sonden-DNA integriert. An diese Modifikationsgruppen
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binden universelle Detektionseinheiten (Proteine oder Antikorper) iiber nichtkovalente
Wechselwirkungen.

Um das Sondensignal unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen, werden
fluoreszierende Reportermolekiile (z.B. Fluorochrome) an die Detektionseinheit
gekoppelt. *°

Ziel der FISH ist der Nachweis genetischer Aberrationen, beispielsweise in Form von
Verlusten oder Gewinnen chromosomaler DNA. Bei der FISH konnen simultan
mehrere Fluorochrome, bzw. Farbstoffe, zur Anwendung kommen, wodurch die
gleichzeitige gezielte Untersuchung mehrerer Chromosomen moglich ist.
Entscheidend bei der Auswertung der FISH sind die Anzahl der sichtbaren

Hybridisierungssignale sowie ihre rdumliche Beziehung zueinander.

DNA Zielregion

Detektion:

........

Zellkem mit zwei FISH Signalen

Ein Fluoreszenz-Signal

Abbildung 2: Das Prinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Durchfiihrung

Vorbehandlung der Objekttriger

Die Tupfpriparate (Tumorproben) oder Tropfpridparate (Lymphozyten) wurden mit
einer RNAse Losung vorbehandelt, um die Rate an Fehlhybridisierungen der DNA-
Sonden an RNA-Sequenzen zu minimieren. Hierzu wurden 100 ul 2xSSC und 1 pl

RNAse auf die OT pipettiert, mit einem Deckglas versehen und fiir 30 min bei 37 °C
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in einer feuchten Kammer im Wairmeschrank inkubiert. Alle OT wurden fiir
3 mal 5 min bei Raumtemperatur in einer Kiivette in 2xSSC gewaschen. Anschliefend
erfolgte nur fiir die Tupfpréparate, die mit dem indirekten Detektionssystem behandelt

wurden, das Spiilen der OT in 2xSSC in einer Kiivette bei 70 °C im Wasserbad.

Pepsinbehandlung

Es erfolgte eine Pepsinbehandlung der OT, deren Dauer je nach Priparat und
Detektionssystem variierte (Lymphozyten: 1:35 min, Tupfpréparate: 1:55 - 2:45 min).
Hierfiir wurden in einer Kiivette 100 ml A.d., 120 pl 25 % HCI und 100 ul 10 %
Pepsinlosung bei 37 °C im Schiittelwasserbad vermischt und die OT in die Losung
gestellt. Der Pepsinverdau dient der Vorbereitung der Zellkernmembranen auf dem OT,

sodass diese fiir die DNA-Sonden permeabel werden.

Fixierung und Dehydrierung

Die Priparate wurden zur Fixierung fiir 5 min in eine Kiivette in 1xPBS gestellt und fiir
10 min in einer Losung aus 4 % PFA/PBS bei 4 °C inkubiert. Die OT wurden wenige
Sekunden in 1xPBS gespiilt und fiir 5 min in frischem 1xPBS bei Raumtemperatur
gewaschen.

Fiir die Tupfpréparate, die mit dem indirekten Detektionssystem behandelt wurden,
folgte eine Inkubation fiir 20 min in einer Kiivette mit 2xSSC bei 70 °C im Wasserbad.
Es schloss sich die Dehydrierung der Praparate an, wozu die OT jeweils fiir 5 min mit
einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 80 %, 99 % EtOH) behandelt und fiir 30 min

an der Luft getrocknet wurden.

Denaturierung und Hybridisierung
Auf jeden Objekttrager wurden im indirekten System 10 pl Hybridisierungs-Mix
gegeben, welcher pro OT folgende Zusammensetzung aufwies:

e 7 ul Hybridisierungspuffer

e 1,0 ul Sonde 17 (Digoxygenin-markiert)

e 1,25 ul Sonde 10 (Biotin-markiert)

e 05ulAd.
Im direkten System fiir die Sonden lp und 22q wurden je 5 pul des fertigen
Hybridisierungsmixes auf die OT gegeben. Alle OT wurden luftdicht mit einem 18x18

mm groflen Deckglas und Fixogum verschlossen und getrocknet.
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Fiir die FISH miissen sowohl die DNA-Sonde als auch die DNA der Tumorproben als
DNA-Einzelstrange vorliegen. Hierzu wurden die Préparate durch Erhitzen (indirektes
System 10 min bei 80 °C, direktes System 2 min bei 75 °C) iiber ihren Schmelzpunkt
hinaus auf der Heizplatte denaturiert. Um die Struktur der Chromosomen beim Erhitzen
iiber den Schmelzpunkt hinaus weniger stark zu zerstdren, wurde letzterer durch die
Zugabe von 6 pul Formamid in den Hybridisierungspuffer auf 75-80 °C herabgesetzt.
Durch seine starke Polaritdt schwécht Formamid die Wasserstoftbriickenbindungen
zwischen den DNA-Einzelstringen ab und ermdoglicht somit eine Denaturierung der
DNA auch bei geringeren Temperaturen.

Die Renaturierung der DNA erfolgte iiber Nacht unter langsamem Abkiihlen bei 37 °C
in der Warmekammer. Die markierte Sonde hybridisierte komplementér an die Target-

DNA im zu untersuchenden Gewebe.

Stringenzwaschung

Das Fixogum wurde mit einer Pinzette entfernt und das Deckglas abgeschlagen. Durch
die Stringenzwaschung wird erreicht, dass nicht, oder nur unspezifisch, hybridisierte
Sonden-Anteile aus dem Préparat ausgewaschen werden.

Fir die Priparate, die mittels des direkten Detektionssystems behandelt wurden,
erfolgte die Stringenzwaschung in 0,4 x SSC in einer Kiivette im Wasserbad bei 72 °C
fiir 2 min.

Die OT wurden bei Raumtemperatur fiir 30 sec in 2xSSC/0,05 % Tween-20
gewaschen, fiir 10 sec in A.d. gespiilt und fiir 30 min an der Luft getrocknet.

Fir die mit dem indirekten System behandelten Pridparate erfolgte die
Stringenzwaschung durch Waschen der OT in 2xSSC bei 42 °C in einer Kiivette im
Schiittelwasserbad fiir 2 mal 5 und 1 mal 7 min (Lymphozyten 3 mal 5 min) sowie
anschlieBendes Waschen in 60 % FA/2xSSC bei 42 °C fiir 2 mal 5 und 1 mal 7 min

(Lymphozyten 3 mal 5 min) in einer Kiivette im Schiittelwasserbad.

Detektion der Signale

Die OT wurden zur Detektion der Signale flir 5 min in einer Kiivette mit 4xSSC/0,1 %
TritonX bei Raumtemperatur behandelt. Es schloss sich das 1. Blocken der
unspezifischen Bindungsstellen an. Hierfiir wurden 100 ul 5 %BSA/4xSSC auf jeden

OT pipettiert, diese mit einem Deckglas versehen und in einer feuchten Kammer bei
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Raumtemperatur fiir 20 min inkubiert. Die anschliefenden Arbeitsschritte erfolgten im
Dunkeln um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstofte zu verhindern.

Die Detektion der Signale erfolgte durch die Zugabe von 0,5 pl Streptavidin-FITC in
einer Losung mit 100 pl 5 %BSA/4xSSC pro OT, Abdecken der OT mit einem
Deckglas und der Inkubation in einer feuchten Kammer bei 37 °C im Wérmeschrank
fiir 60 min. In dieser Zeit bindet das mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC markierte
Streptavidin an das in die DNA-Sonde integrierte Biotin.

Die Deckgldser wurden abgeschlagen und die OT fiir 2 mal 5 min und 1 mal 7 min
(Lymphozyten 3 mal 5 min) in einer Kiivette mit 4xSSC/0,1 % TritonX bei 42 °C im

Schiittelwasserbad gewaschen.

Amplifikation des FITC-Signals und Detektion der Digoxygenin-markierten Sonde
Ein zweites Blocken der unspezifischen Bindungen wurde fiir 10 min in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Die Amplifikation des FITC-Signals erfolgte durch die Zugabe einer Mischung aus
0,5 pl anti-Streptavidin in einer Losung mit 100 pl 5 %BSA/4xSSC pro OT. Zur
Detektion der Digoxygenin-markierten Sonde wurde dieser Losung zusétzlich 0,25 pl
anti-Dig-Cy3 pro OT hinzugefiigt und die Losung auf die OT pipettiert, die OT mit
einem Deckglas versehen und in einer feuchten Kammer bei 37 °C fiir 60 min inkubiert.
Das Anti-Streptavidin bindet in einer Antigen-Antikdrper-Reaktion an die vier
Untereinheiten des zuvor applizierten Streptavidins und amplifiziert dadurch das FITC-
Signal, das anti-Dig-Cy3 bindet an die mit Digoxygenin markierte Sonde und detektiert
das Cy3-Signal.

Identisch zum Vorgehen nach dem 1. Blocken wurden die OT fiir 2 mal 5 min und 1
mal 7 min (Lymphozyten 3 mal 5 min) in einer Kiivette mit 4xSSC/0,1 % TritonX bei
42 °C im Schiittelwasserbad gewaschen und mit 100 pl 5 %BSA/4xSSC pro OT in
feuchter Kammer bei Raumtemperatur fiir 10 min geblockt.

Es schloss sich eine wiederholte Inkubation zur Amplifikation und Detektion der
Signale an. Eine Losung aus 100 pl 5 %BSA/4xSSC, 0,5 ul Streptavidin-FITC und
0,25 pl Goat-anti-mouse-Cy3 pro OT wurde auf die OT pipettiert, mit einem Deckglas
versehen und fiir 60 min in einer feuchten Kammer bei 37 °C im Wérmeschrank

inkubiert.
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Ein letzter Waschschritt in 4xSSC/0,1 % TritonX bei 42 °C in eciner Kiivette im
Schiittelwasserbad fiir 2 mal 5 min und 1 mal 7 min (Lymphozyten 3 mal 5 min) schloss

sich an.

Dehydrierung
Zur erneuten Dehydrierung wurden die OT in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %,

80 %, 99 % EtOH) fiir jeweils 5 min behandelt und fiir 30 min an der Luft getrocknet.

DAPI-Firbung

Zur Gegenfirbung der DNA in den Priparaten wurden fiir die mit dem direkten System
behandelten OT 20 ul DAPI-Antifade und fiir die mit dem indirekten System
behandelten OT 25 pul DAPI-Antifade auf die OT pipettiert.

Alle OT wurden mit einem Deckglas der GroBe 26x52 mm versehen und bis zur
Auswertung am Fluoreszenzmikroskop bei 4 °C gelagert.

Sichtbar sind nach Abschluss der FISH die mit DAPI-Antifade angefarbte DNA auf
den OT, sowie die FITC- und Cy3-Signale der spezifisch mit den Sonden hybridisierten
Ziel-DNA.

Auswertung der FISH

Die Auswertung der Priparate erfolgte mittels eines Fluoreszenzmikroskopes. Dabei
wurden die Kriterien nach Hopman et al. Angewandt. '®

Pro Priparat wurden, wenn moglich, 200 Zellkerne aus unterschiedlichen Arealen des
Priparates ausgezéhlt. Die Zellkerne durften sich nicht iiberlappen. Zu Schwache
Signale wurden als Fehlhybridisierung interpretiert und nicht gewertet. Signale, deren
Abstand zueinander nicht mindestens einer Signalbreite entsprach, wurden als ein
Signal gewertet.

Die DAPI Féarbung zeigt in blau den Zellkern. In griin sichtbar sind die FITC-Signale
der Sonden fiir die Chromosomen 10 und 1p. Rot zeigt die Cy3- Signale der Sonden
fiir Chromosom 17q und 22q. Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die durch die
Sonden detektierten Abschnitte der Chromosomen 1, 10, 17 und 22.
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Chromosom 22
-
Sonde 22q11

Chromosom 1

Sonde 1p36.3

Abbildung 3: Sonden Chromosomen Ip und 22q

| R

Chromosom 10 Chromosom 17

Sonde 10cen Sonde 17923.3

Abbildung 4: Sonden Chromosomen 10 und 17

Ein diploider Zellkern zeigt zwei Signale pro Chromosom. Ein Verlust eines
Chromosoms ist also durch den fehlenden Nachweis eines FISH-Signals
gekennzeichnet. Ein Gewinn eines Chromosoms durch mehr als zwei Signale pro
Sonde.

Um die Signale als solche zu erkennen, dienten die Lymphozytenpraparate mit ihren
Hybridisierungssignalen als Referenz. Da die Signale sich in unterschiedlichen Ebenen
der Priparate befinden kdnnen, wurden alle Priaparate wéihrend der Auswertung in allen

Ebenen durchfokussiert.
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Zur Festlegung der Grenzwerte wurden die Ergebnisse der FISH an der Kontrollgruppe
(Lymphozyten von gesunden Spendern) ermittelt. Die Mehrzahl der ausgewerteten
Zellerkerne wies die erwarteten zwei Signale pro applizierte Sonde auf. Um diesen
Erwartungswert ergab sich allerdings aufgrund von Fehlhybridisierungen, somatischen
Chromosomenpaarungen oder Verlust von Chromosomenstrukturen wihrend der
Hybridisierung eine Streuung. Es wurde angenommen, dass eine Aberration, die in
mehr als 10 % der ausgewerteten Zellkerne vorhanden war, eine signifikante
Aberration darstellt.

Die Aufnahmen wurden mit der Mikroskop-Kamera angefertigt und mit dem
Bildbearbeitungsprogramm ,.cellSens Dimension® in Helligkeit, Kontrast und

Farbkanalintensitit bearbeitet.
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3 Ergebnisse

Inhalt dieser Arbeit sind 22 untersuchte Tumorproben von insgesamt sieben Patienten.
An allen Priparaten wurde eine indirekte FISH mit der Sondenkombination 10cen/17q
durchgefiihrt. Aulerdem wurde in zehn von 22 Fillen zusitzlich eine direkte FISH mit
der Sondenkombination 1p/22q durchgefiihrt. Ziel der Untersuchung war die Detektion
chromosomaler Aberrationen der Chromosomen 1, 10, 17 und 22. In zehn von 22 Féllen
waren bereits zytogenetische Vorbefunde unseres Institutes vorhanden, auf die
zurlickgegriffen werden konnte. Insgesamt konnten 21 vollstindige Datensitze in
Bezug auf die chromosomalen Aberrationen der Chromosomen 1p, 10, 17q und 22q

erstellt werden.

3.1 Auswertung der FISH

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen beispielhaft an Tumor 1342/01 und 1240/02
die FISH Ergebnisse fiir die Sondenkombination 10/17q und 1p/22q, wie sie wihrend
der Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar sind. Die Abbildungen 3-6
zeigen jeweils einen Verlust respektive eine Deletion der untersuchten chromosomalen

Regionen in den dargestellten Zellkernen.

Abbildung 5: Tumor 1342/01, FISH Chromosom  Abbildung 6: Tumor 1342/01, FISH Chromosom
10 und 17q; Deletion von Chromosom 17q, 10 und 17q; Deletion von Chromosom 17q,
griin=Chromosom 10, rot=Chromosom 17q griin=Chromosom 10, rot=Chromosom 17q
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Abbildung  7:  Tumor  1240/02,  FISH Abbildung  8:  Tumor  1240/02,  FISH
Chromosomen 1p und 22q; Verlust von Ip und Chromosomen Ip und 22q; Verlust von Ip und
22q, griin=I1p, rot=22q 22q, grin=Ip, rot=22q

3.2 Deletion von Chromosom 17q im zeitlichen Verlauf

Die nachfolgenden Tabellen 5-11 zeigen den zeitlichen Verlauf des Verlustes von
Chromosom 17 fiir die einzelnen Patienten in chronologischer Reihenfolge der

Tumorresektionen.

Tabelle 9: Patientendaten zu Patient 1: PrimT = Primdrtumor, RezX = Rezidivhummer, Kein
Material = Patient wurde in auswdrtiger Klinik operiert/kein Tumormaterial (mehr) in der
klinikeigenen Tumorbank vorhanden

Patient Alter bei Erstdiagnose Tumor OP-Daten Deletion 17q

1 46 Jahre PrimT 13.03.90 | Kein Material ﬁ:tl&lerial
Rezl 05.08.02 1240/02 44,50 %
Rez2 11.10.04 1671/04 63,00 %
Rez3 15.09.05 1440/05 32,50 %
Rez4 24.08.06 1168/06 38,50 %
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Tabelle 10: Patientendaten zu Patient 2: PrimT = Primdrtumor, RezX = Rezidivhummer, Kein
Material = Patient wurde in auswdrtiger Klinik operiert/kein Tumormaterial (mehr) in der
klinikeigenen Tumorbank vorhanden

Patient Alter bei Erstdiagnose OP-Daten Deletion 17q
2 38 Jahre PrimT 09.11.09 1746/09 10,00 %
Rezl 28.03.12 798/12 28,50 %
Rez2 08.01.13 Kein Material Kein .
Material
Rez3 26.08.13 2376/13 0,00 %
Rez4 11.08.14 Kein Material Kein .
Material
Rez5 21.10.15 2841/15 45,50 %

Tabelle 11: Patientendaten zu Patient 3: PrimT = Primdrtumor, RezX = Rezidivhummer, Kein
Material = Patient wurde in auswdrtiger Klinik operiert/kein Tumormaterial (mehr) in der
klinikeigenen Tumorbank vorhanden

Tumor-

Patient Alter bei Erstdiagnose Tumor OP-Daten Deletion 17q
Nummer
3 34 Jahre PrimT 300781 | Kein Material | <&
Material
Rezl 240888 | Kein Material | <o
Material
Rez2 19.02.02 1916/02 35,50 %
Rez3 13.08.03 1248/03 18,50 %
Rez4 01.02.05 168/05 52,50 %
Rez5 19.11.08 Kein Material Kein .
Material

Tabelle 12: Patientendaten zu Patient 4: PrimT = Primdrtumor, RezX = Rezidivhummer, Kein
Material = Patient wurde in auswdrtiger Klinik operiert/kein Tumormaterial (mehr) in der
klinikeigenen Tumorbank vorhanden

Patient Alter bei Erstdiagnose Tumor OP-Daten Deletion 17q
4 45 Jahre PrimT 01.01.91 Kein Material Kein .
Material
Rezl 10.01.95 Kein Material Kein .
Material
Rez2 01.01.97 Kein Material Kein .
Material
Rez3 08.10.02 | Kein Material | <o
Material
Rezd 19.01.09 | Kein Material | o1
Material
Rez5 15.10.12 2630/12 68,50 %
Rez6 18.07.13 2000/13 37,50 %
Rez7 03.04.14 886/14 31,50 %
Rez8 12.03.15 686/15 59,00 %
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Tabelle 13: Patientendaten zu Patient 5: PrimT = Primdrtumor, RezX = Rezidivhummer, Kein
Material = Patient wurde in auswdrtiger Klinik operiert/kein Tumormaterial (mehr) in der
klinikeigenen Tumorbank vorhanden

Patient Alter bei Erstdiagnose OP-Daten Deletion 17q
5 32 Jahre PrimT 06.07.99 1072/99 44,00 %
Rezl 26.08.99 | Kein Material | <o
Material
Rez2 08.01.02 32/02 57,00 %

Tabelle 14: Patientendaten zu Patient 6: PrimT = Primdrtumor, RezX = Rezidivhummer

Tumor-

Patient Alter bei Erstdiagnose Tumor OP-Daten Nummer Deletion 17q

6 61 Jahre PrimT 05.03.01 379/01 11,00 %
Rezl 10.08.01 1342/01 18,00 %
Rez2 23.10.01 1808/01 0,00 %

Tabelle 15: Patientendaten zu Patient 7: PrimT = Primdrtumor, RezX = Rezidivhummer, Kein
Material = Patient wurde in auswdrtiger Klinik operiert/kein Tumormaterial (mehr) in der
klinikeigenen Tumorbank vorhanden

Patient Alter bei Erstdiagnose Tumor OP-Daten Tumor Deletion 17q
Nummer
7 62 Jahre PrimT 13.0593 | Kein Material | <81
Material
Rezl 10.10.94 Kein Material Kein .
Material
Rez2 07.10.96 | Kein Material | ¢
Material
Rez3 12.11.01 1936/01 51,50 %
Rez4 15.10.13 2888/13 33,00 %
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Abbildung 9 zeigt fir die Patienten 1, 2, 3, 5, 6, und 7 graphisch dargestellt den
prozentualen Verlustanteil von Chromosom 17q (y-Achse) in Abhédngigkeit von der
Zeit (x-Achse) in den untersuchten Tumoren. Patient 4 wird gesondert betrachtet (vgl.

Abbildung 10).
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Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf des Verlustes von Chromosom 17q fiir die Patienten 1, 2, 3, 5,
6, 7; x-Achse: 0= Primdrtumor, 1=Rezidiv 1, 2=Rezidiv 2, 3=Rezidiv 3, 4=Rezidiv 4; y-Achse=
prozentualer Verlust von Chromosom 17q im untersuchten Tumorgewebe; dunkelblau=Patient I,
rot=Patient 2, griin=Patient 3, orange=Patient 5, schwarz=Patient 6, hellblau=Patient 7

Bei allen sieben untersuchten Patienten konnte eine Deletion von Chromosom 17q
gezeigt werden. Bei 5/7 Patienten war eine Deletion von Chromosom 17q in allen
Tumoren nachweisbar.

Die Tumoren von Patient 6 und 2 zeigten eine initiale Deletion von Chromosom 17q,
die in mindestens einem spéteren Rezidiv nicht mehr nachweisbar war. Es konnte keine
Deletion von Chromosom 17q gezeigt werden, die erst in einem Rezidiv, nicht jedoch
im Primértumor oder einem fritheren Rezidiv nachweisbar war.

Bei den Patienten 1, 3, 4, 5 und 7 stieg der Anteil an Zellkernen mit einer nachweisbaren
Deletion von Chromosom 17q zwischen dem vorletzten und dem letzten
Untersuchungszeitpunkt. Insgesamt konnte allerdings keine stetige prozentuale
Zunahme der Deletion von Chromosom 17q im zeitlichen Verlauf zwischen mehr als

zwei Untersuchungszeitpunkten nachgewiesen werden.
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Hingegen zeigte sich fiir die Patienten 6 und 7 eine Abnahme des prozentualen
Deletionsanteils zwischen den beiden letzten Untersuchungszeitpunkten.
Der zeitliche Verlauf fiir Patient 4 wird in gesondert dargestellt, da bei diesem Patienten

erst im flinften Rezidiv mit den Untersuchungen begonnen wurde (4bbildung 10).
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf des Verlustes von Chromosom 17 fiir Patient 4; x-Achse:,
5=Rezidiv 5, 6=Rezidiv6, 7=Rezidiv7, 8=Rezidiv8;, y-Achse= prozentualer Verlust von
Chromosom 17 im untersuchten Tumorgewebe

Fiir Patient 4 zeigte sich eine Abnahme des Deletionsanteils von Chromosom 17q
zwischen den Rezidiven 5 und 7 und anschlie8end eine Zunahme des Deletionsanteils
zwischen den Rezidiven 7 und 8.

Die beschriebenen Verldufe aller Patienten wurden in unterschiedlichen Gruppen
zusammengefasst (vgl. Abbildung 11). Hier zeigt sich, dass kein einheitlicher Verlauf
hinsichtlich einer prozentualen Zu- oder Abnahme des Deletionsanteils von

Chromosom 17q iiber die Zeit nachgewiesen werden konnte.
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Verlust Chromosom 17 Zunahme des nur initialer Verlust Abnahme des
insgesamt Verlustanteils zwischen =~ Chromosom 17 Verlustanteils
2 Untersuchungen

Abbildung 11: Eingruppierung der Verlaufsgruppen, x-Achse: Verlustmuster, y-Achse: Anzahl
der Patienten

3.3 Chromosomale Aberrationsmuster

Eine Deletion von Chromosom 17q konnte in 20/22 Tumoren (90,1 %) nachgewiesen
werden. In absteigender Haufigkeit konnten ebenfalls Verluste der Chromosomen 22
(in 17/21 Tumoren, 80,9 %), 1p (in 10/21 Tumoren, 47,6 %), und 10 (in 6/22 Tumoren,
27,3 %), sowie ein Gewinn von Chromosom 17q (in 8/22 Tumoren, 36,4 %),
festgestellt werden.

Nachfolgend sind alle Ergebnisse in tabellarischer Form hinsichtlich des Verlusts oder
Gewinns von Chromosom 17, sowie weiteren Verlusten von Chromosom 1, 10, und 22
dargestellt. Die Tumoren sind den entsprechenden Patienten zugeordnet und in

chronologischer Reihenfolge aufgefiihrt (vgl. Tabelle 12).
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Tabelle 16: Auflistung der Tumoren mit zugehérigen WHO Grad und Verlust der Chromosomen
1, 10, 17 und 22, sowie Gewinne von Chromosom 17 in der FISH, O=kein Verlust, 1=Verlust
nachweisbar, n.a.= nicht auswertbar; Angabe der Aberrationshdufigkeit absolut und in Prozent.
Die Ergebnisse der FISH fiir die Sondenkombination 1p/22q fiir Tumor 2376/13 waren nicht
auswertbar

Patient 1 1240/02
1671/04
1440/05
1168/06
Patient 2 | 1746/09
798/12
2376/13
2841/15
Patient 3 1916/02
1248/03
168/05
Patient4 |2630/12
2000/13
886/14
686/15
Patient 5 |1072/99
32/02
Patient 6 |379/01
1342/01
1808/01
Patient 7 [1936/01
2888/13
Absolute Haufigkeit 20/22 17/21 10/21 6/22 8/22
Haufigkeit in Prozent 90,1 % [80,9% (47,6 % [27,3% |36,4%

1
1
1
0
1
0

— =l |=|l~|~

n.a. n.a.
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Die detektierten chromosomalen Aberrationen konnten in insgesamt 10 Gruppen
zusammengefasst werden. Es standen hierfiir 21 vollstindige Datensétze zur
Verfiigung. Diese werden nachfolgend aufgefiihrt und farblich als Aberrationsmuster
kodiert. Fiir die einzelnen Aberrationsmuster werden die Abkiirzungen Al-10
verwendet (vgl. Tabelle 13).

Entsprechend der Anzahl der Aberrationen pro Aberrationsmuster wurden die
Aberrationsmuster unterteilt in komplexe und nicht komplexe Aberrationsmuster. Als
komplex wurden jene Muster mit Aberrationen von drei oder mehr Chromosomen

erachtet (A1, A2, A3, AS).
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Tabelle 17: Aberrationsmuster A1-10 mit Farbkodierung

Aberrationsnummer Aberrationsmuster Farbkodierung

Al -1p, -17,-22q ‘
A2 _1p, -17, +17, -22q ‘
A3 -1p, -10, -17, -22q ‘
A4 -17,-22q ‘
A5 -10, -17, -22q ‘
A6 17, +17 ‘
A7 -10,-17 ‘
A8 -17,+17, -22q ‘
A9 +17,-22q ‘
A10 17 '

Nachfolgend sind alle nachgewiesenen Aberrationsmuster in ihrer prozentualen
Haufigkeit und mit entsprechender Farbkodierung aufgefiihrt. A1 tritt in 19 % (4/21
Tumoren) der untersuchten Tumoren auf. A2, A3 und A4 konnten in jeweils 14,3 % (je

3/21 Tumoren) der Tumoren nachgewiesen werden. A5 und A6 konnten in 9,5 % (je
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2/21 Tumoren) der Félle gezeigt werden und A7, A8, A9 und A10 in jeweils 4,8 % (je
17/21 Tumoren) der untersuchten Tumoren (vgl. Abbildung 12).

20%

18% -

16% -

14% -

12% -

10% -

8%

6% -

Abbildung 12: Prozentuale Hdiufigkeit aller chromosomalen Aberrationsmuster; Darstellung der
Aberrationsmuster mit Farbkodierung
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3.3.1 Chromosom 17

Nachfolgend ist die Hiufigkeitsverteilung der Aberrationen der einzelnen untersuchten

Chromosomen in Bezug zu Chromosom 17q dargestellt (4bbildungl 3).
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70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

-17,-22

17,

-17,-10 -17 ,+17 -17 alleine

Abbildung 13: Prozentuale Hdufigkeit der chromosomalen Aberrationsmuster in Bezug zu
Chromosom 17¢q

Eine Deletion von Chromosom 17q zeigte sich in 20/22 Fillen (90,1 %). In
absteigender Haufigkeit waren die Kombinationen Deletion von Chromosom 17q und
Verlust von Chromosom 22q (16/21 Tumore, 76,1 %) und Deletion von Chromosom
17q und Verlust von Chromosom 1p (10/21 Tumore, 47,6 %) detektierbar. In gleicher
Haufigkeit zeigten sich die gleichzeitige Deletion und der Gewinn von Chromosom 17q
(6/22 Tumore 27,3 %), sowie die Deletion von Chromosom 17q zusammen mit einem
Verlust von Chromosom 10 (6/22 Tumore 27,3 %).

Eine chromosomale Aberration ohne die gleichzeitige Deletion von Chromosom 17q
zeigte sich in 2/22 Fillen (Tumor 1808/01 und 2376/13, entsprechen 9 % der Tumoren).
Dabei war in beiden Tumoren ein Gewinn von Chromosom 17 detektierbar, sowie der
Verlust von Chromosom 22 in einem der beiden Fille (Tumor 1808/01).

Lediglich ein Tumor (Tumor 1916/02, 1/21 Tumoren, 4,8 %) zeigte die alleine Deletion

von Chromosom 17q ohne weitere chromosomale Aberrationen.
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3.3.2 Chromosom 22

Ein Verlust von Chromosom 22 konnte in 17/21 (80,9 %) der untersuchten Tumore
festgestellt werden. Dabei zeigte sich der gleichzeitige Verlust von Chromosom 17 in
16/17 Tumoren (94,12 %).

In 3/16 Tumoren (18,75 %) waren die Deletion von Chromosom 17q und der Verlust
von Chromosom 22 die einzigen nachweisbaren chromosomalen Aberrationen.

In 13/16 Tumoren (81,2 %) mit nachgewiesenen Deletionen von Chromosom 17q und
22 waren zusitzlich weitere chromosomale Aberrationen nachweisbar.

Lediglich ein Tumor (Tumor 1808/01) wies einen Verlust von Chromosom 22 ohne die
Deletion von Chromosom 17q auf. In diesem Fall zeigte sich ein Gewinn von

Chromosom 17q als einzige zusitzliche chromosomale Aberration.

3.3.3 Chromosom 1

Eine Deletion von Chromosom 1p zeigte sich in 10/21 untersuchten Tumorproben
(47,6 %). Hierbei lagen in allen Tumoren (100 %) mit dem Verlust von Chromosom 1p
gleichzeitig auch eine Deletion von Chromosom 17q und ein Verlust von Chromosom
22 vor.

In 3/10 Féllen (33,33 %) zeigte sich zusitzlich ein Verlust von Chromosom 10 und in

weiteren 3 Fillen (33,33 %) ein Gewinn von Chromosom 17q.

3.3.4 Chromosom 10

6/22 der untersuchten Tumoren (27,27 %) wiesen einen Verlust von Chromosom 10
auf. In 3/6 Fallen (50 %) lag dabei gleichzeitig eine Deletion von Chromosom 1p, 17q
und ein Verlust von Chromosom 22 vor. 2/6 Tumoren (33,33 %) zeigten einen Verlust
von Chromosom 10 und 22, sowie eine Deletion von Chromosom 17q und 1/6 Tumoren
(16,66 %) wies den Verlust der Chromosomen 10 und die Deletion von Chromosom

17q als einzige chromosomale Aberrationen auf.
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3.4 Chromosomenaberrationen in Abhiangigkeit vom WHO Grad

Ergebnisse

Die Tumoren wurden hinsichtlich entsprechend den WHO-Graden in drei Gruppen

unterteilt und werden nachfolgend mit den detektierten chromosomalen Aberrationen

aufgefiihrt (vgl. Tabellen 14-16).

341 WHO Gradl

Tabelle 18: Auflistung der Tumoren des WHO Grades I; Verlust der Chromosomen pl, 10, 17q
und 22q, sowie Gewinne von Chromosom 1q7 in der FISH, O=kein Verlust, 1=Verlust vorhanden

1936/01 1 1 1 1 0 0
Absolute Haufigkeit 1/1 1/1 1/1 0/1 0/1
Hiufigkeit in Prozent [100% [100% [100% [0 % 0 %

Der Tumor mit der OP-Nummer 1937/01 wurde als einziger der untersuchten Tumore

als WHO Grad I Tumor eingestuft. Er zeigt das Aberrationsmuster Al.

3.42 WHO Grad II

Tabelle 19: Auflistung der Tumoren des WHO Grades 1I; Verlust der Chromosomen Ip, 10, 1q7
und 22q, sowie Gewinne von Chromosom 17q in der FISH, O=kein Verlust, 1=Verlust vorhanden

1240/02

1671/04

1440/05

1168/06

1916/02

1248/03

168/05

2630/12

2000/13

886/14

686/15

1072/99

32/02
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Absolute Haufigkeit

13/13

9/13

6/13

5/13

3/13

Hiufigkeit in Prozent

100%

69,2%

46,2%

38,5%

23,1%
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Insgesamt wurden 13 der untersuchten Tumore dem WHO Grad II zugeordnet. In allen
Tumoren dieser Gruppe lieB sich eine Deletion von Chromosom 17q nachweisen
(100 %). Ein Verlust von Chromosom 22q wurde in 9/13 Tumoren (69,2 %)
nachgewiesen. Der Verlust von Chromosom 1p wurde in 6/13 Tumoren (46,2 %), der
Verlust von Chromosom 10 in 5/13 Tumoren (38,5%) und ein Gewinn von
Chromosom 17q in 3/13 Tumoren (23,1 %) nachgewiesen.

3/13 Tumoren (23,1 %) wiesen jeweils die Aberrationsmuster A1 und A3 auf. 2/13
Tumoren (15,4 %) zeigten das Aberrationsmuster A6. Je 1/13 Tumoren (7,7 %) zeigten

die Aberrationsmuster A4, A5, A7, A8 und A10.

3.43 WHO Grad III

Tabelle 20: Auflistung der Tumoren des WHO Grades I1I; Verlust der Chromosomen Ip, 10, 17q
und 22q, sowie Gewinne von Chromosom 17q in der FISH, O=kein Verlust, 1=Verlust vorhanden,
n.a.= nicht auswertbar

1746/09 3 1 1 1 0 1
798/12 3 1 1 0 1 0
2376/13 3 0|n.a. n.a. 0 1
2841/15 3 1 1 0 0 0
379/01 3 1 1 1 0 1
1342/01 3 1 1 1 0 1
1808/01 3 0 1 0 0 1
Absolute Haufigkeit 57 6/6 3/6 1/7 57
Haufigkeit in Prozent 71,4 % 100 % 50 % 143% |71,4%

7/22 Tumoren wurden dem WHO Grad III zugeordnet. 5/7 dieser Tumoren (71,4 %)
wiesen eine Deletion von Chromosom 17q auf. Einen Verlust von Chromosom 22
zeigten 6/6 Tumoren (100 %). In 3/6 Tumoren (50 %) wurde der Verlust von
Chromosom 1 nachgewiesen. 1/7 Tumoren (14,3 %) zeigte den Verlust von
Chromosom 10 und 5/7 Tumoren (71,4 %) zeigten den Gewinn von Chromosom 17q.
Aufgrund eines unvollstindigen Datensatzes konnte in Tumor 2376/13 kein
Aberrationsmuster bestimmt werden. Die Aberrationsmuster der {ibrigen Tumoren

werden im Folgenden erldutert. In 3/6 Tumoren (50 %) =zeigte sich das
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Aberrationsmuster A2. Die {ibrigen Tumoren wiesen jeweils die Aberrationsmuster A4,
AS, und A9 auf (je 16,7 %).

Es erfolgte eine Auswertung der prozentualen Héufigkeiten der Aberrationsmuster in
Abhéngigkeit vom WHO Grad der Tumoren (vgl. Abbildung 14). Da nur 1 Tumor vom
WHO Grad I untersucht wurde, wurde dieser in der untenstehenden Graphik nicht
berticksichtigt.

Im WHO Grad II stellen Al und A3 mit jeweils 23,1 % die héufigsten
Aberrationsmuster dar (je 3/13 Tumoren). A6 konnte in 15,4 % der Tumoren
nachgewiesen werden (2/13 Tumoren). Die Muster A4, A5, A7, A8 und A10 konnten
in jeweils 7,7% der Tumoren gezeigt werden (je 1/13 Tumoren). Die
Aberrationsmuster A2 und A9 liefen sich fiir die Tumoren im WHO Grad II nicht
nachweisen.

Im WHO Grad III lag in 50 % der Félle (3/6 Tumoren) das Aberrationsmuster A2 vor.
In absteigender Hiufigkeit zeigten sich die Aberrationsmuster A4, A5 und A9 in
jeweils 16,7 % der Tumoren (je 1/6 Tumoren). Die Aberrationsmuster A1, A3, A6, A7,
A8 und A10 lieBen sich im WHO Grad III nicht nachweisen.
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40%

30%
-WHO 11

20%

10%

0% T T T I T I T T I T I T T l_\

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Al0

Abbildung 14: Vergleich der Tumore WHO Grad Il und III hinsichtlich der prozentualen
Hdufigkeit der Aberrationsmuster A1-10. dunkelblau: WHO Grad 11, hellblau: WHO Grad 111.
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3.5 Vergleich Zytogenetik und FISH

Zytogenetische Vorbefunde (Karyotyp oder CGH) fiir die Chromosomen 1, 10, 17 und
22 von insgesamt zehn Tumoren, die durch die Arbeitsgruppe bereits vor Beginn dieser
Arbeit erhoben wurden, wurden mit den FISH Ergebnissen der gleichen Tumoren aus
dieser Arbeit verglichen (vgl. Tabelle 21). Die zuvor erhobenen Daten wurden

freundlicherweise fiir die Erstellung dieser Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 21: Vergleich der zytogenetischen Vorergebnisse fiir die Chromosomen 1, 10, 17 und 22 mit den
Jjeweiligen FISH Ergebnissen der gleichen Tumoren; die fehlenden Prozentangaben fiir den Verlust von
Chromosom 1 und 22 waren aus den Vorergebnissen nicht ersichtlich

Tumor Zytogenetische Vorergebnisse .FISH 16 - ]TISH 10 - FISH 1 |FISH 22
Aberration Anteil Aberration Anteil

1168/06 |der(1)t(1;9)(p12;q21) -17;+17 38,5%; 11%
1916/02 |46, XY -17 35,5%
1248/03 |46, XY -17,+17 18,5%:24,5%
2630/12 |CGH: -1p, -10,-22 -17 68,5% -10 70% -1 -22
2000/13 |CGH: -1p, -10, -22 -17 37,5% -10 85,5% -1 -22
886/14 CGH: -1p, -10, -17,-22 -17 31,5% -10 61,5% -1 -22
1072/99 | -22q -17,+17 44%;10% -22
32/02 -22 -17 57% -22
379/01 -1p, -22 =17, +17 11%; 37,5% -1 -22
1342/01 |-1p, -22 -17;+17 18%; 38,5% -1 -22

Sieben Tumoren wurden karyotypisiert, die iibrigen drei Tumoren wurden mittels CGH
untersucht. Aberrationen der Chromosomen 1, 10 und 22 konnten, wenn vorhanden, in
allen Fillen mit der Karyotypisierung, der CGH und der FISH nachgewiesen werden.
In einem Fall (886/14) zeigte sich in der CGH ein Verlust von Chromosom 17, der auch
in der FISH gezeigt werden konnte. Die iibrigen neun Tumoren zeigten den Verlust von
Chromosom 17 ausschlieBlich in der FISH.

Insbesondere zeigt sich, dass bei Tumor 886/14 ein Verlust von Chromosom 17 mittels
CGH und FISH nachgewiesen werden konnte und der Deletionsanteil von Chromosom
17q in der FISH 31,5 % betrug. Tumor 2630/12 zeigte einen Deletionsanteil fiir
Chromosom 17q von 68,5 %, ohne dass ein Verlust von Chromosom 17 mittels CGH

nachgewiesen werden konnte.
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4 Diskussion

4.1 Klinische Aspekte der Meningeome

Die Diagnostik der Meningeome stellt behandelnde Arzte vor eine Herausforderung.
Bekannt ist, dass die histologische Diagnostik und die Einteilung in die WHO-Grade
nicht immer mit dem klinischen Verlauf sowie dem Wachstums- und Rezidivverhalten
der Tumore korrelieren.

Das Resektionsausmal ist ein Pridiktor fiir einen moglichen rezidivierenden Verlauf
der Meningeome. Es konnte gezeigt werden, dass chirurgische Radikalitit bei der
Tumorresektion mit einer geringeren Rezidivrate einhergeht.®® Der Erkrankungsgipfel
fiir Meningeome liegt im 65. Lebensjahr.*® Das durchschnittliche Alter der Patienten in
dieser Arbeit betrdgt 45,4 Jahre. Das Verhiltnis von erkrankten Frauen zu Méannern
betrigt nach den Literaturangaben fiir intrakranielle Meningeome 1,4-2,8:1."° Die
weibliche Pridominanz gleicht sich jedoch mit steigender Malignitit aus.*’ In dieser
Arbeit betrdgt das Verhéltnis von erkrankten Frauen zu Ménnern 3:4. Da es sich in allen
Féllen um rezidivierende Tumoren mit aggressivem Verhalten handelt, bestitigt dies

die Literaturangaben.

4.2 Zytogenetische Aspekte der Meningeome

Neben dem chirurgischen Resektionsausmall und der histologischen Diagnostik stellt
die zytogentische Diagnostik einen wichtigen Aspekt in der Meningeomtherapie dar.
Im Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten Chromosomen, detektierte
Aberrationen und Kandidatengene der untersuchten Regionen in den Kontext der

aktuellen Literatur eingeordnet.

4.2.1 Chromosom 1

Ein Verlust von Chromosom 1p trat in untersuchten Tumoren dieser Arbeit in 47,6 %
der Fille auf. Linser et al. beschrieben einen Verlustanteil von Chromosom 1p von
35,2 % in Meningeomen aller WHO Grade.’® Ketter et al. konnten fiir ein groBeres
Kollektiv einen Verlustanteil von 9,1 % beschreiben.?

Es konnte in diesen Arbeiten ebenso gezeigt werden, dass der Verlust von Chromosom

Ip mit einer hoheren Rezidivwahrscheinlichkeit einhergeht. Aufgrund der
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Selektionsbias, die durch die Auswahl von Patienten besteht, die alle bereits Rezidive
ausgebildet hatten, ist die in dieser Arbeit nachgewiesene Haufigkeit des Verlustes von

Chromosom 1p mit den oben genannten Literaturangaben vereinbar.

4.2.2 Chromosom 10

Der Verlust von Chromosom 10 wird in der Literatur mit 5-58 % angegeben und ist mit
einem kiirzeren Gesamtiiberleben der Patienten, sowie einer hoheren
Rezidivwahrscheinlichkeit assoziiert.**' In der vorliegenden Arbeit konnte ein Verlust
von Chromosom 10 in 27,3 % der untersuchten Tumore nachgewiesen werden und

entspricht daher den Literaturangaben.

4.2.3 Chromosom 22

Fiir den Verlust von Chromosom 22q sind iiber alle WHO Grade hinweg Haufigkeiten
von 33-60 % beschrieben.'®**'?** Zwar ist das alleinige Auftreten des Verlustes von
Chromosom 22q nicht mit einem Tumorprogress oder einer erhohten
Rezidivwahrscheinlichkeit assoziiert, jedoch ist ein komplexer Karyotyp mit erhohter
Malignitit der Meningeome assoziiert.”**”'” Auch in dieser Arbeit konnten in 57,14 %
der Falle (12/21 Tumoren) Tumoren mit komplexen Aberrationsmustern nachgewiesen
werden, die einen Verlust von Chromosom 22 zeigten.

Insgesamt zeigte sich in dieser Arbeit der Verlust von Chromosom 22 in 80,9 % der
Tumoren (17/21 Tumoren). Das Ergebnis ist aufgrund des ausgewihlten

Patientenkollektivs als realistisches Ergebnis einzuordnen.

4.2.4 Chromosom 17

Arnoldus et al. untersuchten 30 Meningeome mittels FISH der Chromosomen 1, 6, 7,
10,11, 17,18, 22, X, und Y. Ein Verlust von Chromosom 17 konnte in 1 von 30 Féllen
gezeigt werden. Dieser Tumor war ein Rezidiv.”

Yakut et al. zeigten 2002 eine Deletion von p53 auf Chromosom 17p mittels FISH in 3
von 34 untersuchten Meningeomen. Hiervon wurde ein Tumor dem WHO Grad II
zugeordnet, die librigen beiden Tumoren dem WHO Grad III. Alle 3 Patienten
entwickelten im Follow Up ein Rezidiv. Eine Aneuploidie von Chromosom 17 konnte

nicht gezeigt werden.’”
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Ein LOH von Chromosom 17p in Meningeomen konnte in mehreren Arbeiten gezeigt
werden. Hierbei kann jedoch keine Aussage iiber die in dieser Arbeit untersuchte
Region 17q getroffen werden,''>*?*?

Ein dem dieser Arbeit dhnlicher Versuchsaufbau wurde von Lamszus et al.
durchgefiihrt. Untersucht wurden fiinf Patienten mit jeweils mehreren
Meningeomrezidiven hinsichtlich eines LOH. Chromosom 17 wurde hierbei nicht
betrachtet.’® Auch Lopez-Gines et al. untersuchten insgesamt zehn Meningeomrezidive
von neun Patienten. Eine Karyotypisierung der Tumore zeigte jedoch keinen Verlust
von Chromosom 17.

Die oben genannten Arbeiten unterscheiden sich von der hier vorliegenden Arbeit in
mehreren Aspekten. Sie zeigen Aberrationen von Chromosom 17 in Meningeomen in
Form von DNA-Verlusten. Eine chromosomale Deletion von Chromosom 17 konnte
nur in einem Fall nachgewiesen werden. Es bestand hier eine Korrelation der DNA-
Verluste zu einem aggressiveren Verhalten der Tumore vergleichen mit Tumoren ohne
entsprechende Verluste. Mehrere Tumoren eines Patienten wurden in diesen Arbeiten
jedoch nicht untersucht. Eine Aussage iiber die Entwicklung von Aberrationen von
Chromosom 17 in einem zeitlichen Verlauf fiir einzelne Patienten konnte daher bisher
nicht getroffen werden.

Jene Arbeiten, die mehrere Tumoren cines Patienten untersuchten, trafen keine
Aussage iiber Chromosom 17, oder konnten mit der gewdéhlten Methodik keinen
Verlust von Chromosom 17 nachweisen.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten stellen also erstmals einen Aberrationsverlauf
von der chromosomalen Region 17q bei sieben Patienten mit rezidivierenden
Meningeomen dar, wobei von jedem Patienten mindestens zwei Tumore untersucht
wurden und eine Deletion von Chromosom 17q in insgesamt 90,1 % der untersuchten

Tumoren nachgewiesen werden konnte.

4.2.5 Interpretation der zeitlichen Verlaufsmuster

Es wurden vier verschiedene Verlaufsgruppen fiir den Verlust von Chromosom 17
beobachtet (vgl. Abbildung 11, S. 32). Hier zeigt sich, dass bei 5/7 Patienten ein
steigender Deletionsanteil von Chromosom 17q zwischen dem vorletzten und letzten
Untersuchungszeitpunkt auftrat. Hingegen trat in nur 2/7 Féllen eine Abnahme des

Deletionsanteils zwischen dem vorletzten und letzten Untersuchungszeitpunkt auf.
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Eine konstante Zunahme des Deletionsanteils von Chromosom 17q zwischen allen
Untersuchungszeitunkten konnte nicht beobachtet werden.

Auferdem trat eine Deletion von Chromosom 17q auch in Primédrtumoren und frithen
Rezidiven auf. Diese Erkenntnisse widerlegen die These, dass der Verlust von

Chromosom 17 ein spites Ereignis in der Tumorgenese von Meningeomen darstellt.

4.3 Falldiskussion Patient 4

Ausgangspunkt dieser Arbeit war der nachgewiesene Verlust von Chromosom 17 in
der CGH von Tumor 2000/13. Der Tumor war das sechste Rezidiv von Patient 4. In der
CGH des fiinften Rezidives des gleichen Patienten war kein Verlust von Chromosom
17 nachweisbar. Es wurde daher die Hypothese formuliert, dass der Verlust von
Chromosom 17 ein spétes Ereignis in der Tumorprogression von Meningeomen
darstellen konnte. In dieser Arbeit konnte durch FISH gezeigt werden, dass in allen
untersuchten Tumorproben des Patienten eine Deletion von Chromosom 17q detektiert
werden konnte. (vgl. Tabelle 12, S.28; Abbildung 10, S.31).

In der Analyse der Aberrationsmuster zeigt sich das komplexe Abberationsmuster A2
fiir die Rezidive 5 bis 7 und das Abberationsmuster A7 fiir das Rezidiv 8. Das komplexe
Aberrationsmuster A2 in den Rezidiven 5 bis 7, welches die Deletionen von
Chromosom 1p, 10, 22q und 17q einschlieBt, spricht fiir eine erhéhte Malignitét der
Tumoren. Histopathologisch wurden alle Tumoren des Patienten dem WHO-Grad 11
zugeordnet. Die Tumoren zeigen trotz dieser Einteilung ein hoch aggressives und
rezidivierendes Verhalten. Der Krankheitsverlauf von Patient 4 verdeutlicht daher
exemplarisch die eingeschrinkte Beurteilung der Meningeommalignitdt anhand des
WHO-Grades, wie bereits von Ketter et al. diskutiert.”

Der Verlust von Chromosom 1p und 17q in Kombination mit dem Krankheitsverlauf
des Patienten und dem Rezidiv-Verhalten der Tumore bekriftigt auBerdem die
Hypothese, dass die Verluste von Chromosom 1p und 17q einen Einfluss auf das
Rezidiv-Verhalten von Meningeomen ausiiben.

In Zusammenschau aller Ergebnisse dieser Arbeit, bei denen unter anderem
Primértumoren und erste Rezidive unterschiedlicher Patienten untersucht wurden und
ebenfalls eine Deletion von Chromosom 17q zeigten, kann die Hypothese widerlegt
werden, dass der Verlust von Chromosom 17 ein spites Ereignis in der Tumorgenese

von Meningeomen darstellt.
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4.4 Chromosomale Aberrationsmuster

44.1 Chromosom 17 mit Chromosom 1, 10 und 22

In der Verteilung der Aberrationsmuster der einzelnen Chromosomen in Bezug auf
Chromosom 17 zeigt sich, dass die Kombinationen Verlust von Chromosom 17 und 22,
Chromosom 17 und 1, Chromosom 17 und 10 sowie gleichzeitiger Gewinn und Verlust
von Chromosom 17 etwa in gleicher Ordnung verteilt sind wie die Haufigkeit der
einzelnen Chromosomenaberrationen ohne Bezug zueinander. Dies spricht dafiir, dass
der Verlust von Chromosom 17 keinen Einfluss auf das Auftreten weiterer

chromosomaler Aberrationen hat.

442 Komplexe Aberrationsmuster

In dieser Arbeit konnten bei 21 vollstdndigen Datensitzen (FISH Ergebnisse fiir 1p, 10,
17, 22q) 10 verschiedene Aberrationsmuster festgestellt werden. Diese konnen nach
threr Komplexitit geordnet werden. Beschrieben ist, dass ein komplexerer Karyotyp
bei Meningeomen mit héherer Malignitit einhergeht.**>”'” Auch in dieser Arbeit kann
gezeigt werden, dass die Mehrzahl der Meningeome vom WHO Grad II und III
komplexe Aberrationsmuster aufweist, was eine mogliche Erklarung fiir das Rezidiv-
Verhalten der Tumore darstellt. Im Vergleich der Aberrationsmuster fiir die WHO
Grade II und III ldsst sich zeigen, dass das komplexe Muster A2 im WHO Grad Il am
héufigsten vorkommt. Dies spricht dafiir, dass diese Tumore ein aggressives Verhalten
zeigen konnen und vermehrt zu Rezidiven neigen, obwohl histologisch nicht die
Kriterien des WHO Grad III erfiillt sind. Eine Einstufung der Meningeome nicht nur
nach histologischen, sondern auch genetischen Merkmalen, wird deshalb als sinnvoll

erachtet.
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4.5 Zytogenetik versus FISH im Literaturvergleich

In 10 Tumoren, die mittels FISH und konventioneller Karyotypisierung hinsichtlich des
Verlustes von Chromosom 17 untersucht wurden, konnte dieser Verlust mittels FISH
in 100 % der Fille nachgewiesen werden, mittels Karyotypisierung lediglich in 10 %
der Fille.

Lerner et al. konnten zeigen, dass die FISH zur Detektion chromosomaler Aberrationen
von Chromosom 1p und 9 der Karyotypisierung iiberlegen ist.**

Auch Olde Nordkamp et al. zeigten, dass die FISH in der Detektion bestimmter
Aberrationen sensitiver ist als die Karyotypisierung. Diese verschafft dem Untersucher
jedoch ein globales Bild iiber die genetische Konstitution der untersuchten Zellen.*®
Ursdchlich fiir die Diskrepanz der Ergebnisse ist nach den Literaturangaben das
selektive und keiner externen Kontrolle unterliegende Wachstum der Zellen in der
Zellkultur. Nicht feststellbar ist dabei, ob es sich bei den wachsenden Zellen um
gesundes Gewebe oder Tumorzellen handelt. Aufgrund der Heterogenitét der Tumoren
ist das Ergebnis der Zellkultur also abhéngig von dem fiir die Zellkultur verwendeten
Areal der Tumorprobe und dem individuellen Wachstumsverhalten des Tumors in der
Zellkultur.”’

AuBerdem unterscheiden sich die Methoden in der Anzahl der ausgewerteten Zellkerne.
Zur Karyotypisierung werden zehn Mitosen pro Tumorprobe ausgewertet.
Chromosomale Aberrationen konnen so zwar nachgewiesen werden, aufgrund der
genetischen Heterogenitédt und des nicht selektiven Wachstums von Tumorzellen und
gesunden Zellen in der Zellkultur ldsst sich jedoch nur ein unzureichender Riickschluss
auf die moglichen Aberrationen des gesamten Tumors ziehen. Bei der FISH werden
200 Zellkerne ausgewertet. Dies gewihrleistet eine hohere statistische Signifikanz der
Ergebnisse.

Daher wird empfohlen die FISH als Methode der Wahl zur gezielten Detektion
chromosomaler Aberrationen der Chromosomen 10 und 17 zu verwenden, die

Methoden der Karyotypisierung und der FISH jedoch komplementér zu nutzen.
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4.6 Einordnung in den klinischen Kontext

4.6.1 Diskussion der WHO Einteilung

Die aktuelle WHO Einteilung der Meningeome erfolgt ausschlieBlich nach
histologischen Kriterien.

Nach den Literaturangaben wird ein niedriger WHO Grad bei Meningeomen mit einem
niedrigen Rezidivrisiko assoziiert. Die ausschlieBlich histologische Einteilung erfasst
jedoch nicht solche Fille, die trotz der Einteilung in den WHO Grad I ein
rezidivierendes Wachstumsverhalten zeigen.”® Diese und frithere Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe konnen zeigen, dass genetische Marker geeignet sind, gerade solche
Tumore besser zu klassifizieren und die Patienten so einer geeigneten Therapie und
Nachsorge zu unterziehen. Auch Sahm et al. konnten zeigen, dass eine Klassifizierung
der Meningeome nach histologischen, genetischen und epigenetischen Markern
sinnvoll ist. Insbesondere Mutationen des 7ERT-Promotors gehen, unabhéngig vom
WHO-Grad der Tumore, mit einem kiirzeren progressionsfreien Uberlegen der
Patienten einher.®’

Es wird daher empfohlen, diese diagnostischen Moglichkeiten verstarkt zu nutzen und

in die WHO Einteilung der Meningeome einflieBen zu lassen.”****

4.6.2 ,,Genetic Progression Score* und Nachsorgeschema

Im untersuchten Patientenkollektiv tritt der Verlust von Chromosom 17q haufiger auf
als der Verlust von Chromosom 22q (90,91 % versus 77,27 %). AuBBerdem zeigt sich
ein Verlust auch in Priméirtumoren und frithen Rezidiven. Im Kontext des ,,Genetic
Progression  Score“ (GPS)” und den hierzu erstellten onkogenetischen
Baumdiagrammen ist der Verlust von Chromosom 17 deshalb nicht wie urspriinglich
angenommen als spdtes, sondern als frithes Ereignis in der Tumorgenese von
Meningeomen einzuordnen.

Der Nachweis des Verlustes von Chromosom 17 ist in dieser Arbeit mit weiteren
Aberrationen assoziiert, sollte jedoch auch als isolierte Aberration zu einer
Eingruppierung des Tumors in die GPS Gruppe III und das entsprechende

Nachsorgeschema fiihren.
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4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

4.7.1 Klassische Zytogenetik versus FISH in der Meningeomdiagnosik

In dieser Arbeit liegt von 10/22 Tumoren eine FISH der Chromosomen 10 und 17,
sowie entweder ein Karyotyp oder eine Comparative genomic hybridization (CGH)
zum Vergleich vor. In 9/10 Fillen zeigten sich chromosomale Aberrationen in der
FISH, die mittels Karyotypisierung oder CGH nicht nachweisbar waren. Um eine
validere Aussage liber die Sensitivitit der FISH hinsichtlich dieser Aberrationen treffen
zu konnen, konnte eine grofere Zahl an Tumoren mit beiden Methoden untersucht und
die Ergebnisse verglichen werden. Jedoch konnte bisher gezeigt werden, dass die FISH
in der Diagnostik chromosomaler Aberrationen der Chromosomen 1, 9 und 17 der

Zytogenetik iiberlegen ist. Die Karyotypisierung und die CGH vermitteln jedoch ein
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globales Bild des Karyotyps der untersuchten Tumorproben. Es wird daher empfohlen,

beide Methoden komplementir anzuwenden.***

4.7.2  Ist der Verlust von Chromosom 17 ein spidtes Ereignis in der

Tumorprogression der Meningeome?

Im untersuchten Patientenkollektiv war eine Deletion der chromosomalen Region 17q
auch in den untersuchten Primédrtumoren und in frithen Rezidiven nachweisbar. Dies
widerlegt die Hypothese, dass der Verlust von Chromosom 17 ein spdtes Ereignis in
der Tumorprogression der Meningeome darstellt.

Eine Deletion von Chromosom 17q kdnnte hingegen als frither diagnostischer Marker

fiir ein rezidivierendes Tumorverhalten bei Primartumoren genutzt werden.

4.7.3 Korreliert der Verlust von Chromosom 17 mit dem WHO-Grad der Tumoren?

Bei den untersuchten Meningeomen handelt es sich um einen Tumor im WHO Grad I,
13 Tumoren vom WHO Grad II und 7 Tumoren vom WHO Grad III. Die 17q Deletion
trat im WHO Grad II und III etwa gleich haufig auf. Eine direkte Korrelation mit dem
WHO Grad lésst sich hieraus nicht ableiten. Jedoch zeigten sich bei den Tumoren im
WHO Grad II und III insgesamt iiberwiegend komplexe Aberrationsmuster mit
Nachweis einer Deletion von Chromosom 17q. Wie bereits aus der Literatur bekannt,

korreliert eine Hypodiploidie mit einer raschen Tumorprogression der Meningeome.

4.7.4 Limitationen der Arbeit und mogliche Folgeprojekte

In dieser Arbeit konnte ein Verlust von Chromosom 17q in 19/22 Féllen gezeigt
werden. Als Einschlusskriterium der untersuchten Patienten galt die bereits erfolgte
Ausbildung eines Meningeomrezidivs. Es muss daher von Verzerrung der Ergebnisse
durch die Selektion der Patienten ausgegangen werden.

Aufgrund der prozentualen Haufigkeit der Deletion von Chromosom 17q in diesem
Patientenkollektiv ist jedoch trotzdem davon auszugehen, dass diese chromosomale
Aberration mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit der Rezidivbildung einhergeht und
der Verlust auBerdem schon im Primértumor oder einem frithen Rezidiv nachweisbar

1st.
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AuBerdem ist aufgrund der geringen Patientenzahl im untersuchten Kollektiv eine
statistische Auswertung der erhobenen Daten nur bedingt moglich.

Um die Bedeutung der Deletion von Chromosom 17q hinsichtlich des Rezidiv-
Verhaltens der Meningeome besser einordnen zu konnen, kdnnte in einem
Nachfolgeprojekt eine FISH an einer heterogenen Gruppe von Meningeomen und einer
grofBeren Fallzahl durchgefiihrt werden. Vorstellbar wire eine Untersuchung an einer
Gruppe von Tumoren aller WHO Grade sowie Tumoren aller GPS Gruppen. Die
Patienten sollten daraufhin prospektiv untersucht und das progressionsfreie Uberleben
beobachtet werden. Eine Evaluation der statistischen Unabhéngigkeit des Verlustes von
Chromosom 17 wire dann moglich.

Um auBlerdem die Bedeutung der Kandidatengene NM23 und ERBB2 auf Chromosom
17q weiter zu untersuchen, sind Expressionsanalysen der beiden Gene in Meningeomen
mit einer Deletion von 17q, verglichen mit Meningeomen ohne eine solche Deletion,

in der Zukunft denkbar.

4.7.5 Empfehlung zur zukiinftigen Diagnostik und Therapie

Die zu Beginn dieser Arbeit gestellte Frage, welchen Einfluss die Deletion von
Chromosom 17q auf die Nachsorge von Meningeom-Patienten nach erfolgter
Tumorresektion haben konnte, ldsst sich anhand der erhobenen Daten wie folgt
beantworten:

Die Deletion von Chromosom 17q stellt in den erhobenen Daten ein frithes Ereignis in
der Tumorgenese von Meningeomen dar. Aufgrund dieser und in vorherigen Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe erhobenen Daten wird die Untersuchung aller resezierten
Meningeome direkt postoperativ mittels FISH fiir die Chromosomen 1, 10, 17 und 22
empfohlen. Anschlieend konnte eine Eingruppierung der Patienten entsprechend des
Nachsorgeschemas fiir Meningeome nach Ketfer et al. erfolgen.

Eine nachgewiesene Deletion von Chromosom 17q konnte vorerst zu einer
Eingruppierung in das engmaschige Nachsorgeschema fiihren, bis durch ein weitere
Untersuchungen die Bedeutung von Chromosom 17 in der Tumorprogression bestétigt

oder widerlegt werden kann.
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7 Anhang
7.1 FISH Auswertungen

Lymphozytenpréparat
FISH fiir Chromosom 17

202 Zellkerne ausgewertet

46xy
0
1 6(2,97%)
Anzahl der Signale Chromosom 17, rot | 2 | 188 (93,06%)
3 6(2,97%)
41 2(0,99%)
FISH fiir Chromosom 10
200 Zellkerne ausgewertet
46xy
0
. .1 1] 15(7,5%)
Anzahl der Signale Chromosom 10, griin 2 [ 184 (92%)
31 1(0,5%)

Tumor 1240/02
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

Anhang

1240/02

Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot

0 1 2 3 4
0
. . L1 8 (4%) 6 (3%) 6
Anzahl der Signale fiir Chromosom 10, griin 5 89 (44,5%) | 78 (39%) | 6 (3%) | 4 (2%)
3 3 (1,5%)

FISH 1p/22q

200 Zellkerne ausgewertet

1240/02 Anzahl der Signale Chromosom 22q, rot
0 1 2
0
Anzahl der Signale Chromosom 1p, griin | 1 | 2 (1%) 158 (79%) 25 (12,5%)
2 6 (3%) 9 (4,5%)
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Tumor 1671/04
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

Anhang

Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
1671/04 0 1 2 3 )
0
V) o
Anzahl der Signale fiir Chromosom 10, ! 8 S?) 3 (15’;- %) 3 I
grn 2 (63%) | (28,5%) | (1,5%) | (0,5%)
3 2 (1%)
FISH 1p/22q
200 Zellkerne ausgewertet
1674/01 Anzahl der Signale Chromosom 22q, rot
0 1 2
0
1] 1(0,5%) | 173 (86,5%) | 7(3,5%)
Anzahl der Signale fiir Chromosom 1p, griin | 2 12 (6%) 7(3,5%)
3
4
Tumor 1440/05
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
1440/05 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 3 4 5
0
1 5(2,5%) 8 (4%) 30
. . (1,5%)
Anzahl der Signale fiir
Chromosom 10, griin 2 ! 65 19 1 !
'8 (0,5%) | (32,5%) | (36,5%) | (9,5%) | (5,5%) | (0,5%)
1
0, 0,
3 6 (3%) 8 (4%) (0,5%)

FISH 1p/22q

200 Zellkerne ausgewertet

1440/05 Anzahl der Signale fiir Chromosom 22q, rot
0 1 2 3
0
Anzahl der Signale fiir Chromosom 1p, griin | 1 | 2 (1%) | 183 (91,5%) | 3 (1,5%) | 1 (0,5%)
3 (1,5%) 8 (4%)
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Tumor 1168/06
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

Anhang

1168/06 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4
0
1
0, 0, o
Anzahl der Signale fiir Chromosom 10, ! 6 (3%) 3(1,5%) ] 5(2,5%) (0,5%)
griin 77 81 22 0
2 (385%) | (405%) | (1) | 217
3 2 (1%) 1 (0,5%)
Tumor 1746/09
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
1746/09 0 I 2 3 4 5 5
0
. . 1 0 0 0 0 1 1
Anzahl der Signale fur 1 (0.5%) 2(1%) | 4(2%) | 4 (2%) | 4 (2%) (0.5%) | (0.5%)
Chromosom 10, griin
) 20 72 48 30 7 6 (3%)
(10%) | (36%) | (24%) | (15%) | (3,5%)
Tumor 798/12
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
798/12 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4 5 6
1
0,
0 2 (1%) (0.5%)
. 1 23 41 11 0 1 1
Anzahl der Signale | 11 5o | (11 500) | (205%) | (5.5%) | 4 @7 | 05%) | (0.5%)
fiir Chromosom 10,
riin 2| 2(1%) 28 46 17 17 ! 2 (1%)
& ’ (14%) (23%) | (8,5%) | (8,5%) | (0,5%) ’
3 1 1
(0,5%) | (0,5%)
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Anhang

FISH 1p/22q

200 Zellkerne ausgewertet

798/12 Anzahl der Signale fiir Chromosom 22q, rot
0 1 2 3
0
1 6 (3%) 7 (3,5%)
Anzahl der Signale fiir Chromosom 1p, griin | 2 77 (38,5%) | 107 (53,5%)
3 2 (1%)
4 1 (0,5%)
Tumor 2376/13
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
2376/13 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4 5
0
1| ! ! 8 (4%) | 2(1%)
(0,5%) | (0,5%) ° °
) 16 78 67 18 4
Anzahl der Signale fiir (8,5%) (39%) (33,5%) (9%) 2%)
Chromosom 10, griin 3 3
(1,5%)
1
4 (0,5%)
Tumor 2841/15
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
2841/15 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4
0
Anzahl der Signale fiir Chromosom 10, 1 2 (1%) 2 (1%) 1(0,5%)
griin 5 91 87 15 2
(45,5%) (43,5%) (7,5%) (1%)
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FISH 1p/22q

200 Zellkerne ausgewertet

Anhang

2841/15 Anzahl der Signale fiir Chromosom 22q, rot
0 1 2 3
0
1 3 (1,5%) 3 (1,5%)
Anzahl der Signale fiir Chromosom 1p, griin | 2 145 (72,5%) | 47 (23,5%) | 1 (0,5%)
3
4 1 (0,5%)

Tumor 1916/02
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

1916/02 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4
0
1 7(3,5%) | 10(5%) | 4 (2%) !
. . (0,5%)
Anzahl der Signale fiir Chromosom
10, griin 2 3 7l 84 17 2 (1%)
’ (1,5%) (35,5%) (42%) (8,5%)
3 1
(0,5%)
Tumor 1248/03
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
1248/03 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4 5
1
° (0.5%)
o, 0 0,
Anzahl der Signale fiir ! 3 (1,5%) | 10(5%) | 10(5%)
Chromosom 10, griin 2 ! 37 74 49 9 3
’ (0,5%) | (18,5%) (37%) (24,5%) | (4,5%) | (1,5%)
1 o 1
’ ©.5%) | 1O | 0.5%)
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Tumor 168/05
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

Anhang

168/05 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 4
0
. . 2 105 74 1
Anzahﬂl der Signale fiir Chromosom 1 (1%) (52,5%) (37%) (2.5%) | (0.5%)
10, griin 2
0 0,
2 (1%) 4 (2%) 6 (3%) (0.5%)

FISH 1p/22q

100 Zellkerne ausgewertet. Aufgrund der Praparatqualitit konnten keine 200 Zellkerne

ausgewertet werden. Fiir einen Wiederholungsversuch war kein Tumormaterial mehr

vorhanden.
168/05 Anzahl der Signale fiir Chromosom 22q, rot
0 1 2
0
Anzahl der Signale fiir Chromosom 1p, griin ! 7%
g e P Y7 66% 18%
3 6% 1%
Tumor 2630/12
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
2630/12 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3
0
32 3
0,
1 108 (54%) (16%) | (1,5%)
Anzahl der Signale fiir Chromosom 10, griin 2 0 17 6
2 (1%) 29 (14,5%) (8.5%) (3%)
3 3
(1,5%)
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Tumor 2000/13
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

Anhang

2000/13 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3
0
Anzahl der Signale fiir Chromosom 10, griin | 1 | 1(0,5%) | 75 (37,5%) | 96 (48%) | 12 (6%)
2 52,5%) | 9(4,5%) | 2(0%)
Tumor 886/14
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
886/14 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4
1 (0,5%)
63 60 5
0, 0,
4 2%) (31,5%) (30%) 8 (4%) (2,5%)
. . 1 o 32 9
Anzahﬂl der Signale fiir Chromosom (0.5%) 16 (8%) (16%) (4.5%)
10, griin
1
(0,5%)

Tumor 686/15
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

686/15 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
1 2 3 4 5
118 49 7 2
0, 0, V) 0,
Anzahl der Signale fiir Chromosom (39%) (24,5%) (3’2 %) | (1%)
1] V) 0,
10, grun 9 (475 A)) 9 (4,5 A’) (2’5%)
1
0,5%)
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Tumor 1072/99
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

Anhang

1072/99 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4 5
9(4,%) | 8(4%) | 2(1%)
1 88 64 20 3
(0,5%) | (44%) (32%) (10%) | (1,5%)
Anzahl der Signale fiir 1
.. 2 (1%)
Chromosom 10, griin (0,5%)
1
(0,5%)
1
(0,5%)

Tumor 32/02
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

32/02 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4
14 (7%) 8 (4%)
114 59 o 1
(57%) (29,5%) 2 (1%) (0,5%)
Anzahl der Signale fiir Chromosom 10, 3 1
grin (0,5%)
4 1(0,5%)
Tumor 379/01
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
379/01 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
1 2 3 4 5 6 7
0
1 14 6(3%) | 6(3%) | 1(0,5%)
(7%)
. 22 68 50 25 2 1
Anzahl der Signale fiir 2 o o o o o o
Chromosom 10, griin (11%) | (34%) (253%) (12,5%) | (1%) (0,5%)
’ (1,5%)
4 1 1 (0,5%)
(0,5%)
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Tumor 1342/01
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

Anhang

1342/01 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4 5
0
1 2(1%) | 6(3%)
36 70 54 22 o
Anzahl der Signale fiir 2 (18%) | (35%) | (27.5%) | (1% | 237
Chromosom 10, griin 1 o
3 (0.5%) 2 (1%)
4 2 (1%)
Tumor 1808/01
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
1808/01 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4 5 6 7
. 0
g?@ﬂif;ﬁgiﬁlg 1 3(1,5%) | 402%) | 5(2,5%) | 2 (1%)
griin ’ ) 9 41 49 47 28 8 4
(4,5%) | (20,5%) | (24,5%) | (23,5%) | (14%) | (4%) | (2%)
FISH 1p/22
200 Zellkerne ausgewertet
1808/01 Anzahl der Signale fiir Chromosom 22q, rot
0 1 2 3
0
. . L1 11 (5,5%) 11 (5,5%)
Anzahl der Signale fiir Chromosom 1p, griin 2 [ 1(0,5%) | 49 (24.5%) | 119 (59.5%) | 2 (1%)
3 7 (3,5%)
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Tumor 1936/01
FISH 10/17

200 Zellkerne ausgewertet

Anhang

1936/01 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4
0
1
0, 0,
Anzahl der Signale fiir Chromosom ! 6 (3%) 2 (1%) (0,5%)
10, griin 2 103 73 0 1
2 (1%) (51,5%) (36,5%) 8 (4%) (0,5%)
3 1 (0,5%) 3 (1,5%)
FISH 1p/22q
200 Zellkerne ausgewertet
1936/01 Anzahl der Signale fiir Chromosom 22q, rot
0 1 2
1| 1(0,5%) 44 (22%) 1 (0,5%)
Anzahl der Signale fiir Chromosom 1p, griin | 2 1(0,5%) 141 (70,5%) 8 (4%)
3 4 (2%)
Tumor 2888/13
FISH 10/17
200 Zellkerne ausgewertet
2888/13 Anzahl der Signale fiir Chromosom 17, rot
0 1 2 3 4
0
3
0, 0,
1 14 (7%) | 14 (7%) (1,5%)
. . 3 66 84 7 3
grrglahl der Signale fiir Chromosom 10, | 2 (1,5%) (33%) (42%) (3,5%) (1,5%)
1
0, 0,
3 2(1%) | 1(0,5%) (0.5%)
4 2 (1%)
FISH 1p/22q
200 Zellkerne ausgewertet
2888/13 Anzahl der Signale fiir Chromosom 22q, rot
0 1 2 3
0
Anzahl der Signale fiir Chromosom 1p, griin | 1 | 1(0,5%) | 4 (2%) 9 (4,5%)
2] 1(0,5%) | 68 (34%) | 114 (57%) | 2 (1%)
31 1(0,5%)
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7.2 Chemikalien- und Gerateverzeichnis

Losungen und Puffer

Anhang

Blockpuffer

1% Magermilchpulver in 6x SSC

Delauney-Fixativ

100 ml Ethanol 96%, vergillt
100 ml Aceton
0,1 ml 1M Trichloressigsédure

DOT-Puffer

0,1 M Tris

0,1 M NaCl
0,05 M MgCl12
pH 9.5

Fixativ fiir Zellkulturbearbeitung

Methanol: Eisessig 3:1

Formamid deionisiert

100 ml Formamid
10 g Mischbettionenaustauscher

Hybridisierungspuffer

6 ul Formamid
1ul 20xSSC

6M NaCl

34,84 g NaCl
100ml a.d.

Paraformaldehyd (4%)

4g Paraformaldehyd
100 ml 1x PBS

1x PBS

200 ml 5xPBS
800 ml a.d.

5x PBS

1,0 g KCL

1,0 g KH,PO,

40 g NaCl

8,9 g Na,HPO,

in 800 ml a.d. auflésen

pH 7 einstellen

auf 1000 ml A. d. auffiillen

Pepsin

10 % Pepsin in a.d. bei 37°C l6sen

RNase A

50 mg RNase
5 ml 2xSSC

20 x SSC

100ml 20xSSC
900ml a.d.

6 x SSC

150 ml 20 x SSC
350 ml a.d.

4 x SSC

200 ml 20 x SSC
800 ml a.d.

4 x SSC/ Triton

4 x SSC
0,1 % Triton X-100

TN Puffer

1,2 g Tris
0,87 g NaCl
100 ml a.d.

2% 3-(Triethoxysilyl)-propylamin
(SILAN)

3ml 3-(Triethoxysilyl)-propylamin
147. Aceton
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Chemikalienverzeichnis

Anhang

Chemikalie Hersteller
Aqua ad iniect Braun
Ethanol vergillt Merck

Biotin-Nick-Translations-Mix

Roche Diagnostics

EDTA Sigma
Natriumacetat Merck
EtOH absolut Merck

Nitrocellulosemembran

Hybond N+, Amersham Biosciences

Magermilchpulver

Merck

Streptavidin-Alkalischer Phohphatase

Vector Laboratories

Anti-Dig-Alkalischer Phosphatase

Roche Diagnostics

PB-MAXT™Karyoptyping GIBCO
KaryoMAX™Colcemid Solution liquid GIBCO
Kaliumchlorid Sigma
Hybridisierungsmix 1p/22q Metasystems
RNAse A Sigma
NaCl Merck
HCI Merck
Pepsin Sigma
Kaliumchlorid Sigma
Kaliumdihydrogenphosphat Sigma
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrit Merck
Formamid Merck
Fixogum Marabu
BSA bovine serum albumine Sigma

Streptavidin-FITC

Vector Laboratories

anit-Streptavidin

Vector Laboratories

anti-Dig-Cy3

Roche Diagnostics

Goat-anti-mouse-Cy3

Roche Diagnostics

DAPI-Vectashield with DAPI

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Trichloressigséure VWR

Methanol Merck

Eisessig Merck
Mischbettionenaustauscher Biograd AG X-108
BCIP Fa. Roth

NBT Fa. Roth

PFA Merck

Weitere, nicht aufgefiihrte Chemikalien, wurden durch die Hersteller Sigma, Merck oder Braun

bezogen.

71



Gerateverzeichnis

Anhang

Gerit Hersteller

Heizplatte Fa. Medax Typ17801 Ser.Nr.21065
CO2-Wirmeschrank Fa. Heraeus 6000

LaminAir Heraeus HB2448 K
Warmeschrank Memmert

CO2-Wirmeschrank Fa.Binder

Phasenkontrastmikroskop

Zeiss PrimoVert

Wasserbad Klein (ZK-Labor)

Thermomix

Zentrifuge

Hettich Rotina 35

Kompaktschiittler Edmund Biihler TH 15
Ultratiefkiihlschrank -86°C MDF-U50V/Sanyo

Wirmeschrank Jouan N° 1995/3777

Wasserbad GFL Typl012

Schiittelwasserbad GFL Typ 1083

Wirmeplatte mit Riihrfunktion VWR

pH- Meter Sartorius

Kiihlschrank VWR

Kiihlzentrifuge Sigma 3-16PK mit Wartungsvertrag
Ultra-Kiihlzentrifuge fiir Eppis Hermle Z 233MK

Dimension

Maxi Cycler My Research PTC 100 weil3
Maxi Cycler My Research PTC 100 schwarz
Hyspin Anachem 16K

Mikrozentrifuge Labnet

Thermomixer comfort Eppendorf

Heizplatte Medite OTS 40
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX43 | Olympus

Mikroskopkamera Oympus XC30 Olympus
Bildbearbeitungssoftware cellSens Olympus
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