Aus dem Institut fir Neuropathologie
der Medizinischen Fakultét
der Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar

Analyse der Loss of Heterozygosity des Chromosoms 1p sowie der Untereinheiten
BAF47, BAF45c und BAF250a des ATP-abhangigen Chromatin-Remodeling-Komplexes
SWI/SNF in Meningeomen

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultéat
der UNIVERSITAT DES SAARLANDES
2021

vorgelegt von:
Katrin Bartelmei
geb. am: 18.10.1996 in Viersen



Mit Genehmigung der medizinischen Fakultét

der Universitat des Saarlandes

Tag der Promotion: 22.03.2022
Dekan: Univ.-Prof. Dr. Michael D. Menger
Berichterstatter: Prof. Dr. Walter Schulz-Schaeffer

Dr. Nicole Ludwig



INHALTSVERZEICHNIS

A U = 10 0] 01T ) 1= S o S PRUSROSRN 6
1.1 ZUSAMMENTASSUNG ...vvititiiiite ittt b b e et b e b enennennen e 6
1.2 SUMMAIY iRt e e R e e Rt R e Rt s Rt e s e e Rt e e nn e e r e e e nnear e e nenre s 8

2 EINIBITUNG ..ottt b s 10
2.1 MBNINGEOIME ...ttt b bbbt b et et b bt b e bt bennen e eneas 10

2.1.1  Atiologie und EPidemiolOgie ..........cccevririviiiireveiieisiee e 10
212 Klassifikation und WHO-Grading..........ccoerveieiiiininisisie et 12
2.1.3 KEINEK 1ttt et et e et e a e re et st n e ne e 14
2.14 DIAGNOSTIK ... 15
2.15 Therapie uUnd PrAVENTION. .......cooiiiiiiii s 17
2.1.6 e 100 10 - PSR 19
2.2 Molekularzytogenetik VON MENINGEOMEN........ccciuiiieiieieiie e steeiesre e sreseesre e aesresraesresres 20
2.2.1 ChromoSsomMENADEITALIONEN. ........cviiiiiiiicie e 20
2.2.2 ATP-abhangiges Chromatin-Remodeling .........cccccvovveiiiie i 26
2.3 Fragestellung dieSer ArDBIL.........ccoiiiiiiiece e 36

KT (V1= g = =] o OSSPSR 37

3.1 Substanzen UNd LOSUNGEN .......cviiiiiieiecieee ettt sttt sttt e besre e saesbe e sbesbaenbesre s 37
3.1.1 AN g1 {1 0] o =] USRS 37
3.1.2 MIKIOSALEIITEN . ... et 38
3.1.3 MaAtErTAIIENTISIE ... eveeeeie ettt sre e nee e 38
3.14 PUTTEr UNG LOSUNGEN ...ttt 40
3.15 GErAte UNG SOTIWAIE .......eeieciice ettt sresraeaeane s 43

3.2 (0] 0T o TSP 44

O V1< 1 o o | G SSSUPRPSIN 46
4.1  Loss of Heterozygosity-Analyse (LOH) ......ccccoiiiiiiiiiinesese e 46
A V1YL= (- 1 = o] SRR 48

421 Probenbehandlung und Lysatherstellung..........cccooeeiiiiiiiic e 48
4.2.2 Diskontinuierliche Gelelektrophorese (SDS-PAGE) .......ccccoviiiiiiiiiiiiiic e 49
4.2.3 LAV =T (=T = o SR 50
4.3 IMMUNONISTOCREMIE ...ttt st nee e 51



4.4 ) F 1) K1 PRI 53

45  FremMICISTUNGEN ...t 53
EQBIINISSE ...t 54
51  KIiNiSChe DateNaNAIYSE ........cccoveieiiiiiiiiiieie e 55
511 Alters- und GesChleChtSVEIEIHUNG. .......cooiiiiiiecee s 55
512 Histopathologische Einteilung nach WHO...........ccocooiiiiiiiiccc e 56
5.1.3 0] 6= L7 o USSR 58
514 YA o LNV T =] (=] o S PS 59
5.2 Loss of Heterozygosity-Analyse des ChromoSOmS L1P......cccocvrvereiveienieniienesesie e seesieneens 59
521 Klassifikation und Uberblick Gber 1p-VerlUste...........ccccovevivireiriiueieereeseessiesnsees 60
5.2.2 Analyse der eiNZEINEN SONAEN........ccviiiiecrcce e re s 61
5.2.3 Loss of Heterozygosity-Analyse des ARIDLA.........cccoovi i 64
5.24 AUTLreNNUNG NACH GIUPPEN ..c.veivieiie ettt st sreeneene e 65
5.3 WESTEIN BIOL......ooiiiiiicie e bbbttt 68
5.3.1 Analyse der Banden bei Anfarbung von ARIDIA ... 68
5.3.2 Analyse der Intensitat bei Anfarbung von ARID1A ... 71
5.3.3 Weitere UNtersUChe PrOtEINE..........coveiiiiiiiie e 73
5.4  Histologische UNtErSUCNUNGEN .......cvciii ittt ettt sre et sre st sresta e sre s 76
54.1 Immunhistochemische ARIDLA FArDUNG ........cooeiiiieiiieic e 77
54.2 Alkalische Phosphatase FArDUNG ..........ccooiiiiiiiieec e 78
54.3 KB ettt ettt ae et et et rerene e 80
DISKUSSION......tete ettt e et e e te s e tesse et e steestesbe et e e tesseeseesteeneenaeateentenreas 81
6.1  Aussage und Eignung der StIChPrODE. ..o 81
6.2  Loss of Heterozygosity des Chromosoms 1p bei Meningeomen ..........cccocvevvvvecieviesvesiennnns 82
6.2.1 Optimierung der Analyse des Chromosoms 1p fir Meningeome ..........ccccoevevveveriennns 82
6.2.2 Chromosomenarmverluste statt TEIIVErTUSTE ..........cccevveieie i 84
6.2.3 Der Einfluss des Status von Chromosom 1p auf die KIiniK..........cccccooiiinnininnne 85

6.3  Nachweisbarkeit der Untereinheiten DPF3 und SNF5 des SWI/SNF-Komplexes in

Meningeomproben mittels Western Blot ANalySe.........ccoooeiiiieiiie e 88

6.4  Die Untereinheit des SWI/SNF-Komplexes ARIDIA ... 88
6.4.1 Nachweis der Proteinexpression des ARID1A im Western BIot ............cccceovviveinnnnn 89
6.4.2 Nachweis der Proteinexpression des ARID1A in der Immunhistochemie.................... 91

6.4.3 Farbung der Alkalischen Phosphatase............ccooviieiiiiieieceee e 91



9

11

6.5  Fokus vieler Tumorentitaten und Genlokus des ARID1A — 1Pp36.......cccccvvvveveiveiieviesieiennnns 92

6.6  Polyklonalitdt VON IMENINGEOMEN.......cuiiiiiteiieeeeee ettt 94
6.7  Reevaluation der aktuellen Gradierung von Meningeomen nach WHO .............ccccooeieienns 94
6.8  Schlussfolgerungen und AUSBIICK ..........ccoiiiiiiiii e 96
1 =T = LU UL VT 2T ol o oS 98
ANNEING .ottt e r s 106
8.1 ProbenmMAaterial..........coci it re e 106
8.2 ErgebniStabellen .........oouiiiicee s 107
8.2.1 0 ] PSSR 107
8.2.2 Western BIot EFgebNiSSe ......cooviiiiiiieecee e 108
8.2.3 REQreSSIONSANAIYSEN........cviiieiieeie ittt st e et besbe e reaneesrennes 109
8.3 ADbbIldUNGSVEIZEICANIS .....c.viiiieicece e e 112
8.4 TabelleNVEIZEICNNIS. ....c.iiiiiieeee e e 114
8.5  ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ...c.viiiiciiciecc ettt sbe e re e 115
PUDIKATIONEN ...ttt e r et te st et ens 117
D | SRRSO PPN 118
LEDEBNSIAUT ...ttt e e 120



1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 ZUSAMMENFASSUNG

Nach der iiberarbeiteten ,,WHO classification of tumours of the central nervous system” der
Weltgesundheitsorganisation von 2016 wurde der 1p/19g-Status bei Oligodendrogliomen und die IDH-
Mutationsanalyse bei Oligodendrogliomen und Glioblastomen zur Diagnosesicherung aufgenommen.
Eine &dhnliche molekulargenetische Diagnostik ist bei den Meningeomen nicht in den Leitlinien
verankert, sodass diese Tumore nur nach ihrer Morphologie eingeteilt werden.

Allerdings zeigen diese von den Arachnoidalzellen ausgehenden Tumore mit zunehmender Malignitat
vermehrt molekulargenetische Alterationen. Bei genetischen Untersuchungen an Meningeomen zeigten
sich in etwa 60% der Falle Chromosomenaberrationen wie (Teil)-Gewinne oder -Verluste. Letzteres
wird auch als ,,Loss of Heterozygosity“ (LOH) bezeichnet und beschreibt den Verlust der
physiologischen Heterozygotie der Allele. Dieses Ph&nomen zeigen am h&ufigsten die Chromosomen
229, 1p und 14q in Abhéngigkeit vom WHO-Grad. Bei Vorliegen einer LOH auf den genannten
Chromosomen weisen die Tumore haufig eine gesteigerte Malignitéat und ein erhdhtes Rezidivrisiko auf,
was die diagnostische Bedeutung dieser molekulargenetischen Aberrationen verdeutlicht. Besonders

eine LOH auf dem chromosomalen Abschnitt 1p korreliert dabei mit der klinischen Prognose.

Trotz dieser klar identifizierten betroffenen Chromosomenbereiche ist bisher nur bei dem Chromosom
22q das Kandidatengen NF2 als Initiator der Kanzerogenese und der Krankheit ,,Neurofibromatose 2
beschrieben. In dieser Studie wurden deshalb weitere mégliche Kandidatengene untersucht, die ihren
Genlokus auf den beschriebenen Abschnitten aufweisen und besonders der Chromosomenabschnitt 1p
naher betrachtet. Die untersuchten Proteine BAF47, BAF45¢c und BAF250a sind Teil des Chromatin-
Remodeling Komplexes SWI/SNF, dessen Beteiligung bereits in vielen anderen humanen
neoplastischen Krankheitsbildern nachgewiesen wurde, wobei besonders BAF250a, auch ARID1A

genannt, anteilig als haufigstes mutiert beschrieben wurde.

Dadurch ergibt sich einerseits die Frage nach den ausldésenden Kandidatengenen der betroffenen
Chromosomen, andererseits die Notwendigkeit einer standardisierten molekulargenetischen Diagnostik,
die Einfluss auf das Klassifikationssystem der Tumore hat. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu
untersuchen, inwieweit die Chromosomenaberrationen Einfluss auf das Expressionslevel verschiedener

Proteine zeigen, aber auch inwieweit das klinische Verhalten der Meningeome veréndert auftritt.

Dieser Fragestellung wurde in einer experimentellen Studie nachgegangen, indem auf DNA- und
Proteinebene die beschriebenen Komponenten des SWI/SNF-Komplexes untersucht wurden. An 51
Meningeomproben wurde durch eine PCR-gestiitzte Mikrosatelliten-Analyse das Vorliegen einer LOH

Uberpraft, wahrend mittels Western Blot und Immunhistochemie die Proteinexpression evaluiert wurde.



Durch die sechs angewandten Sonden fur Mikrosatelliten konnte ein grofRer Teil des Chromosoms 1p
uberprift werden. Es zeigte sich sehr Klar, dass bei einer LOH meist der gesamte uberprufte
Chromosomenbereich betroffen ist, sodass die zugrundeliegende Pathogenese komplexer ausfallt, als
bisher gedacht. Die Patienten, die eine LOH auf diesem Chromosom aufwiesen, zeigten ein deutlich
gesteigertes Risikoprofil. Weiter verdeutlichte es sich, dass der Genlokus des ARID1A haufig bei
Meningeomen durch eine LOH auf dem Chromosom 1p betroffen ist. Dieses Phdnomen zeigte sich
zusatzlich im Western Blot sowie in der Immunhistochemie, in denen ebenfalls Alterationen, wie ein
Verlust der spezifischen Bande oder eine reduzierte histologische Expression des Proteins, nachweisbar

waren.

Zusammenfassend stellt diese Studie damit ARID1A als ein mogliches Kandidatenprotein in der
Kanzerogenese von Meningeomen heraus und erdffnet folgend die Mdglichkeit, dies in weiteren
Studien, beispielsweise durch Knock-out-Zellkulturen, zu prifen. Durch die modifizierte und optimierte
Methodik dieser Studie zur Prifung einer LOH auf dem Chromosom 1p wurde eine neue Mdglichkeit
zur standardisierten Diagnostik an Meningeomen etabliert. Die Erkenntnisse dieser Studie kdnnen die
Grundlage flr weitere Studien stellen und damit den Weg flr eine molekulargenetische Analyse als

Standarddiagnostik bei Meningeomen eréffnen.



1.2 SUMMARY

Analysis of the loss of the heterozygosity of chromosome 1p as well as of the subunits BAF47,
BAF45c und BAF250a of the ATP-dependent chromatin remodeling complex SWI/SNF in

meningiomas

When the World Health Organization published the ,,WHO classification of tumours of the central
nervous system” in 2016, the 1p/19g-status for oligodendrogliomas and the IDH-mutation for
oligodendrogliomas and glioblastomas became an integral part of the classification system of these
tumors. Similar molecular genetic diagnostics for meningiomas are not involved in these guidelines,

with the result that these tumors remain to be classified by their morphology.

However, these tumors, originating from the arachnoids, show an increase of molecular genetic
alterations with increasing malignity. Recent evidence suggests that about 60% of meningiomas exhibit
chromosomal aberrations like (partial)-gain or loss. The latter is also called “Loss of Heterozygosity”
(LOH), defining the absence of the physiologic heterozygosity of two alleles. Depending on the WHO-
grade, this phenomenon most frequently occurs on chromosomes 22q, 1p and 14q. If an LOH is present
on one of the chromosomes mentioned, the tumor often has an increased malignancy and a higher risk
of recurrence, which points out the diagnostic importance of these molecular genetic aberrations.

Furthermore, an LOH on the chromosomal section 1p correlates with the clinical prognosis.

Despite of the fact that the affected chromosomal regions have been identified clearly, a candidate gene
has been found only for chromosome 22q: NF2 is an initiator of cancerogenesis as well as the cause of
“neurofibromatosis type 2”. This paper therefore investigates three possible candidate genes with their
respective gene locus found on the sections described. Especially the chromosomal section 1p has been
examined in more detail. The examined proteins BAF47, BAF45c¢ and BAF250a are subunits of the
chromatin remodeling complex SWI/SNF. Its” involvement in many other human neoplastic conditions
has already been demonstrated, with BAF250a, also called ARID1A, being described as the most

frequently mutated.

This indicates a need to understand the initiating candidate genes on the affected chromosomes and
further states the necessity for standardized molecular genetic diagnostics concerning the classification
of meningiomas. The purpose of this study was not only to explore the relationship between
chromosomal aberrations and the expression of different proteins, but also to examine how far the

clinical behavior is affected by these changes in the genetics.

This dissertation follows an experimental design, with in-depth analysis of the DNA and the protein

expression of the described components of the SWI/SNF-complex. A total of 51 meningiomas were



analyzed in a PCR-based microsatellite analysis regarding LOH status, and moreover in Western blot

as well as immunohistochemistry in order to determine the expression of specific proteins.

Utilizing six different microsatellite markers, it was possible to analyze a large region of chromosome
1p. Interestingly, in case of an LOH mostly the complete chromosome is affected, which leads to the
assumption that the underlying pathogenesis is more complex than expected. Patients with LOH showed
an increased risk profile. Furthermore, this study has clarified that the gene ARID1A is frequently
affected by chromosomal losses in meningiomas. Additionally, this finding is confirmed by the findings
of Western blot and immunohistochemistry, where changes were identified in the protein expression of
ARID1A, most significantly a loss of the specific bands and reduced histological expression.

In summary, this study highlights ARID1A as a possible candidate gene and protein in the
carcinogenesis of meningiomas and subsequently opens up the possibility for future studies, for example
in knock-out cell cultures. Our modified and optimized method to determine an LOH on chromosome
1p could be used for standardized diagnostics and classification of meningiomas. The findings of this
study may serve as the basis for further studies concerning the groundwork for a standard molecular

genetic examination of meningiomas.



2 EINLEITUNG

2.1 MENINGEOME

Das Meningeom ist eine Neoplasie, die sich aus den Meningothelien ableitet, also den meningothelialen
Arachnoidaldeckzellen, die das Gehirn und das Ruckenmark bedecken [105]. Die
Arachnoidaldeckzellen weisen mesenchymale (zum Beispiel spindelzellartige Zellen, kollagenes
Stroma) und epitheliale (zum Beispiel interzelluldre Verbindungen, Expression des ,.epithelialen
Membran Antigens®, sekretorische Funktionen) Eigenschaften auf. Dadurch zeigen die Meningeome
ein weites Spektrum an histologischen Erscheinungsbildern [60,66,105]. Sie koénnen je nach
Entdifferenzierung und Infiltration der Umgebung in drei Malignitats-Grade entsprechend der
Klassifizierung der Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organization, WHO) eingeteilt
werden. Bei circa 80% der Meningeome handelt es sich um benigne Tumore, die sich vorwiegend
langsam wachsend und verdréngend zeigen und dem WHO-Grad I entsprechen [69,105]. Seltener treten
entdifferenzierte Meningeome mit einer erhdhten proliferativen Aktivitdt auf und werden als
héhergradig (WHO-Grad II und III) bezeichnet [69,71,105]. Als therapeutischer Ansatz wird eine
mdglichst vollstandige Resektion vorgenommen, die vor allem bei den benignen Tumoren als alleinige

Therapiemanahme bereits zu einer sehr guten Prognose mit minimaler Rezidivrate fuhrt [28,85].

2.1.1 ATIOLOGIE UND EPIDEMIOLOGIE

Das Meningeom stellt im ,,Central Brain Tumor Registry of the United States* (CBTRUS) 2018 einen
Anteil von 37,1% in der Gruppe primérer Hirntumore dar [69]. Es wird geschatzt, dass die Inzidenz des
Meningeoms bei 8,33 auf 100.000 Einwohner in den USA liegt. In den Untersuchungen des CBTRUS
befindet sich der Altersgipfel bei 65 Jahren [69]. Auch im Kindes- und Adoleszenzalter kdnnen sich
Meningeome bilden, die aber laut dem CBTRUS nur sehr selten mit einem Anteil von 2,7% aller
priméren Hirntumore in dieser Altersgruppe auftreten [69,74]. Ketter et al. stellten zudem heraus, dass
die mannliche Patientengruppe mit einem Gipfel um das 60. Lebensjahr ein friiheres Auftreten zeigt als
weibliche Patienten mit einem Gipfel um das 70. Lebensjahr [44]. Die Tumorfrequenz steigt bei beiden
Geschlechtern mit zunehmenden Lebensalter. Weiterhin ist in Bezug auf die Geschlechterverteilung
auffallig, dass Frauen laut Literatur circa 2-3 mal haufiger benigne Meningeome entwickeln als Manner
[71,105]. Dies relativiert sich allerdings im Hinblick auf die hthergradigen Meningeome, bei denen sich

die Geschlechterverteilung wieder angleicht [69].

Bisher ist zur Atiologie von Meningeomen nur wenig bekannt. Bewiesen ist, dass eine Bestrahlung des
Schédels im Rahmen einer Radiotherapie das Risiko fiir das Entstehen eines Meningeoms erhoht, wie

sich in einer retrospektiven Studie gezeigt hat [79]. Dieser Effekt zeigt sich ebenfalls bei Uberlebenden
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der atomaren Explosion von Hiroshima, bei denen in Korrelation zur Néhe des Explosionsortes eine

Steigerung der Inzidenz von Meningeomen aufgetreten ist [83].

CHROMOSOME
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Abbildung 1. Haufig auftretende Chromosomenteilverluste und -Gewinne in Meningeomen nach Bi et
al. [7]

Ein wichtiger Aspekt in der Tumorgenese des Meningeoms stellt die molekulargenetische Pathogenese
dar. So finden sich in der Literatur zunehmend genetische Aberrationen, die auf mdgliche Pathogenesen
schlielen lassen kénnen (vergleiche Abbildung 1). Die chromosomalen (Teil-)Verluste stellen eine
potentielle Ursache der Meningeomentstehung dar [7,101]. Als Grundlage wird ein ,,Two-Hit-
Mechanismus®“ nach Knudson et al. vermutet, bei dem mehrere kombinierte Defekte die DNA
(deoxyribonucleic acid, deutsch: Desoxyribonukleinséure, kurz DNS) schédigen missen, um eine
Kanzerogenese zu begiinstigen [46,72]. Im Allgemeinen ist dabei entscheidend, dass aufgrund des
diploiden Chromosomensatzes jeweils zwei Allele eines Gens verfugbar sind. Liegt eines dieser Allele
geschadigt vor (z.B. durch eine Keimbahnmutation, 1. Hit), stellt nur noch das verbleibende Wildtyp-
Allel den Genlokus bereit. Somit liegt noch eine unbeschédigte Kopie eines Genlokus vor, womit durch

somatische Mutationen, wie Chromosomen(teil)verluste, eine Kanzerogenese leichter ablaufen kann (2.
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Hit) [72]. Am héufigsten ist dabei eine Monosomie der Chromosomenarme 22q, 1p und 14q zu
beobachten (siehe Abbildung 1) [44,60]. Bei den betroffenen Genen handelt es sich vor allem um
Tumorsuppressorgene, wie das ARID1A oder das NF2 [14,64]. Bei Ausfall dieser Gene, kénnen maligne
Prozesse leichter ungehindert ablaufen. Weitere wichtige Interaktionen dieses Mechanismus stellen die
(In)Aktivierungen von Signalwegen dar, wie hormonelle Reaktionswege, oder epigenetische
Interaktionen und chromosomale Restrukturierungen, zum Beispiel durch den SWI/SNF-Komplex
[31,77,84]. In den Meningeomen sind bisher zwar die chromosomalen Verluste analysiert, weniger aber
das molekularbiologische Korrelat, also das Endprotein.

Eine Ausnahme stellt dabei die Krankheit Neurofibromatose des Typ 2 dar, die mit einer erhdhten
Préadisposition fiir Meningeome assoziiert ist [71]. Hier ist das Endprotein, Merlin, als Fokus dieser
Erkrankung bekannt. Bei circa 60% der sporadischen Meningeome tritt eine NF2-Mutation innerhalb
der Tumorzellen aller Malignitatsgrade isoliert auf und gilt als frihe Mutation in der Entwicklung
[28,102]. Dazu kommt es bei den Meningeomen oft zu den beschriebenen Chromosomenverlusten und
-teilverlusten. Bei gemeinsamem Auftreten mit der NF2-Mutationen kdnnte dies einen gemeinsamen
Pathomechanismus implizieren, bei dem ausreichend negative Faktoren fir eine Initiation des

Tumorwachstums sorgen [14].

Weiter handelt es sich bei der Mehrzahl der Meningeome um monoklonale Tumore. Dies ist, laut
Literatur, selbst bei multiplen Lasionen meist der Fall [91,105]. Somit wird davon ausgegangen, dass
eine Lé&sion von einer Ursprungszelle ausgeht und damit ein homogenes molekulargenetisches Profil
aufweist.

Ein weiterer Faktor in der Pathogenese der Meningeome stellt die Hormonabhéngigkeit dar. So weisen
einige dieser Tumore eine Uberexpression der Progesteron-, Ostrogen-, sowie des luteinisierenden
Hormon Releasing-Hormon (LHRH) -Rezeptors auf, was einen mdglichen hormonellen Stimulus auf
das Meningeom ermdéglichen kann [4,34,93]. Es ist bisher unklar, inwiefern dies mit dem molekularen
Pathomechanismus zusammenhdangt. Allerdings wird dieser Ansatz weiter dadurch unterstiitzt, dass
Meningeome ein gesteigertes Auftreten in weiblichen Patienten finden und dartiber hinaus eine erhohte
Wachstumsgeschwindigkeit wéhrend der Schwangerschaft aufweisen, bei der eine natirliche
Steigerung der Progesteronausschiittung durch den Gelbkdrper auftritt [4,34,96]. Auch bei Ménnern
zeigte sich dieser Effekt in einem Fallbericht von Tsutsui et al. im Zuge von Hormonbehandlungen mit
LHRH-Agonisten bei Prostata-Karzinomen [93].

2.1.2 KLASSIFIKATION UND WHO-GRADING

Die Meningeome werden wie andere primare Hirntumore nach der neuen WHO-Klassifikation von 2016
eingeteilt. Danach unterscheidet man gutartige WHO-Grad I, atypische WHO-Grad IT und anaplastische
WHO-Grad IIT Meningeome. Unter diesen drei Gradierungen lassen sich weitere Subtypen einordnen,
die nach histologischen Kriterien definiert sind [105]. Der WHO-Grad I nimmt laut der CBTRUS 80,6%
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aller diagnostizierten Meningeome ein [69]. Er zeichnet sich vom Verhalten als langsam wachsend und
gutartig aus. Weiter identifiziert er sich durch das Fehlen der definierenden Kriterien der hohergradigen
Subtypen, wie unter Grad IT und Grad III beschrieben, und kann in eine der in Tabelle 1 genannten
histologischen Subtypen eingeordnet werden [60,105].

Der WHO-Grad II nimmt 17,6% innerhalb der Gruppe der Meningeome ein und féllt im Allgemeinen
durch ein atypisches Erscheinungsbild auf. Dieser Grad neigt vermehrt zu Rezidiven (achtfach erhéht
im Vergleich mit niedriggradigen Meningeomen) [60,69]. Er muss als definierende Merkmale
mindestens eines der zwei folgenden Hauptkriterien aufweisen: eine erhdhte Mitoserate mit >4 Mitosen
auf 10 Hauptgesichtsfelder (HPF) oder eine Hirninvasion. AulRerdem missen drei der folgenden fiinf
Kriterien erfiillt sein: Sheeting (also ein Verlust der meningeomtypischen Struktur), Kleinzelliger
Aufbau, eine Hyperzellularitat, Makronukleoli oder Nekrosen [60]. Zu dem Grad II Meningeom zahlt

man die in Tabelle 1 genannten Subtypen.

Zuletzt grenzt man den WHO-Grad III ab, der als Alleinstellungsmerkmal einen Mitoseindex von >20
Mitosen auf 10 HPF aufweist und von dem histologischen Erscheinungsbild einen der in Tabelle 1
genannten Subtypen zugeordnet werden kann. Er nimmt den geringsten Anteil aller diagnostizierten
Meningeome mit ungefédhr 1,7% ein und zeichnet sich als schnell wachsend und anaplastisch im
Wachstumsmuster aus [69,105].

Das Verhalten von Meningeomen und die Klinik allein von der WHO-Gradierung vorherzusagen ist
allerdings sehr schwierig, da weitere Faktoren wie die Molekulargenetik, Operabilitdit und der

momentane Zustand des Patienten berlcksichtigt werden missen.

WHO-Grad Haufigkeit Subtyp

I 80,6% Meningotheliales Meningeom
Fibréses Meningeom
Transitionales Meningeom (Mischtyp)
Psammomattses Meningeom
Angiomatdses Meningeom
Mikrozystisches Meningeom
Lymphoplasmozytenreiches Meningeom
Metaplastisches Meningeom

I 17,6% Chordoides Meningeom
Klarzelliges Meningeom
Atypisches Meningeom
Hirninvasives Meningeom

I 1,7% Papillares Meningeom
Rhaboides Meningeom
Anaplastisches Meningeom

Tabelle 1. WHO-Gradierung der histologischen Subtypen von Meningeomen in absteigender

Haufigkeit nach dem CBTRUS [69,105]
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2.1.3 KLINIK

Im Allgemeinen treten Meningeome intrakranial, intraspinal und intraorbital auf [69,105]. Intrakraniale
Erscheinungsbilder verteilen sich vorwiegend auf die Konvexitdtsmeningeome, Meningeome an der
Falx und den vendsen Sinus, weitere entlang des Olfactoriusgebietes, am Sphenoid oder para- und
suprasellar (siehe Abbildung 2) [105]. Die spinalen Meningeome befinden sich vor allem thorakal
(vergleiche Abbildung 2) [69,105]. Abgesehen davon konnen sich Meningeome auch ektop
exprimieren, wie in der Lunge oder an den Fingern, was aber sehr selten auftritt [16,23,40]. Dies muss
allerdings von Metastasen intrakranialer oder spinaler Meningeome abgegrenzt werden. In seltenen
Fallen kbnnen hochgradige Meningeome Metastasen systemisch absetzten, die dann ebenfalls in Lunge,

Pleura, Knochen und Leber vorkommen kénnen [105].

Abbildung 2. Haufige Lokalisationen von Meningeomen: Intrakranial, intraorbital und spinal. Innerhalb
der intrakranialen Verteilung finden sich die Meningeome besonders an der Falx, Konvexitat und frontal

im Olfactoriusgebiet oder supraselléar. Die Abbildung nach Znayduk wurde weiter modifiziert [108].

Primér gibt es keine Leitsymptomatik des Meningeoms. Einige Meningeome sind symptomlos und
werden nur durch Zufall bei radiologischer Diagnostik oder als Autopsiebefund entdeckt [28,65].
Kommt es zu einer Symptomatik, kann diese bei intrakraniellen Auftreten recht unspezifisch in Folge
der Verdrangung und Kompression des Hirngewebes ausfallen und sich durch klassische
Hirndruckzeichen, wie Nausea oder Zephalgien duBern. Dazu kann es zu Odembildung und der
Entstehung von Liquorzirkulationsstorungen kommen. Odeme sind dabei vermehrt bei den
sekretorischen Meningeomen des Grad 1 beobachtet worden [9]. Eine speziellere Symptomatik, wie
Gesichtsfeldausfalle oder Beeintrachtigungen der Motorik, lasst zusétzlich Ruckschlisse auf die

Lokalisation des Tumors zu (siehe Tabelle 2).
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Grundlegend kann es klinisch neben der Hirndrucksymptomatik zu neurologischen Ausféallen und
sekundéaren Epilepsien kommen. Dies ist von der genauen Lokalisation abhéngig und der Beteiligung
anatomischer Strukturen. Alle drei WHO-Grade kénnen Strukturen und Gewebe invadieren, obwohl
diese Symptomatik vor allem bei Grad III Meningeomen auftritt [105]. So treten neurologische Ausfalle
passend zum beschédigten Gebiet auf, wie in Tabelle 2 dargestellt. Allerdings ist dabei zu beachten,
dass in 2-8% multiple Foci existieren, sodass ein diffuser neurologischer Befund auftreten kann [71].
AbschlieRend ist dabei zu beachten, dass nicht allein die GroRe der betreffenden Raumforderung die
Klinik bestimmt, sondern weitere Faktoren wie die Wachstumsgeschwindigkeit entscheidend sind. So
ist ein geringerer WHO-Grad mit einer langsameren Wachstumsgeschwindigkeit korreliert und gibt dem
umgebenden Gewebe somit mehr Zeit, sich an die Raumforderung anzupassen [28,105].

Lokalisation Maogliche klinische Erscheinung
Konvexitatsmeningeom frontal Affektive Storungen
Konvexitatsmeningeom parietal | Hemiparese, motorische Ausfalle
Konvexitatsmeningeom temporal | Gedachtnis- und Sprachausfélle

Parasagittal Motorische und sensorische Ausfélle

Olfactoriusgebiet Anosmie, affektive Stérungen

Tuberculum sellae Gesichtsfeldausfélle

Opticusgebiet Anopsie

Orbital Exophthalmus

Sphenoidal Gesichtsfeldausfalle, Doppelsichtigkeit, Schizoaffektive
Storungen, epileptische Anfalle

Tentoriell Hydrocephalus,  Gesichtsfeldausfalle, Ataxie, epileptische
Anfalle

Cerebellar Ataxie, Schwindel, Hydrocephalus

Spinal Hemiparesen, motorische und sensible Ausfalle

Tabelle 2. Haufige Lokalisationen und daraus resultierende Klinik von Meningeomen nach Grossmann
et al. [28]

2.1.4 DIAGNOSTIK

Je nach Symptomatik sind einige der folgenden diagnostischen Schritte angezeigt. Nach der Anamnese
und der klinischen Untersuchung ist primdr eine Bildgebung indiziert. Fiir eine schnelle Einschatzung
ist dabei die Computertomographie (CT) mit und ohne Kontrastmittel sinnvoll. Schon so kann oft eine
Hypothese bestatigt werden. Dabei zeigen sich die Meningeome im Nativ-Computertomogramm des
Neurocraniums als scharf begrenzte Raumforderung bei iso- bis hyperdenser Erscheinung. Sie kdnnen
Kalzifikationen aufweisen, die sich spéater histologisch bestétigen lassen [4]. Dabei ist auf eine enge
Schnittfihrung zu achten, um die Ausdehnung des Tumors genau zu erfassen. AuBerdem ist die
Darstellung des Knochenfensters bei der Nativ-CT wichtig, um bei der chirurgischen Therapie eine
Kalottenbeteiligung und Invasion von umgebendem Gewebe ausschlieBen zu kénnen [28]. Bei einer
Kontrastmittel-gestiitzten CT nimmt das Meningeom homogen Kontrastmittel auf und in circa 50% der

Falle zeigt sich ein perifokales Odem [4,9].
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Nach der Bestatigung der Diagnose in der Computertomographie sollte eine Bildgebung in der
Magnetresonanztomographie (MRT) erfolgen, da dies eine genauere Aussage Uber die Gewebestruktur
generiert. Diese gilt als Goldstandard in der genauen Darstellung des Meningeoms und dessen
Beziehung zu den wumgebenden anatomischen Strukturen und kann zusétzlich zu der
Computertomographie weitere Erkenntnisse erbringen. Auch dabei kann eine Kontrastmittel-
Verabreichung erfolgen, die dann &hnlich wie in dem Computertomogramm eine homogene
Anreicherung des Tumors zeigt [28]. Ergdnzend zu der Nativ-MRT des Neurocraniums kdnnen bei
spezielleren Fragestellungen zusétzliche Untersuchungen wie eine Funktions-MRT, eine MRT-
Spektroskopie oder eine Subtraktionsangiographie beziehungsweise MR-Angiographie angedacht
werden, wobei letztere bei einem Verdacht auf eine GefdRinvasion indiziert ist oder falls eine

Tumorembolisation als Therapieoption erwogen wird [4].

Im Falle eines operativen VVorgehens erfolgt in der Regel eine histologische Probeentnahme. Dadurch
kann bei bis dato fraglicher Diagnose eine erste Einschatzung zur Dignitat des Tumors erfolgen. Dartber
hinaus kann erst durch die histologische Aufarbeitung des operativ entnommenen Probematerials eine
Einteilung in die drei WHO-Grade, sowie eine Einschatzung des Verhaltens des Tumors erhoben
werden. Es werden je nach untersuchendem Institut unterschiedliche histologische Marker als
Standarduntersuchung herangezogen. In dem neuropathologischen Institut des Universitatsklinikums
des Saarlandes erfolgt dabei in der Routinediagnostik fiir Meningeome die Darstellung des Gewebes in
Paraffin eingebettet sowie als geschnittenes Nativgewebe. Fiir die allgemeine Einschédtzung des
histologischen Subtyps nach WHO werden die Schnitte in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)
evaluiert. FlUr eine weiterfihrende klinische Einschatzung des Patienten werden zusatzlich das
epitheliale Membranantigen (EMA), die alkalischen Phosphatase (AP), der Progesteronrezeptor (PR)
und eine Zahlung der Mitoserate auf 10 HPF beurteilt. Zusatzlich dazu konnen bei weiterer
Fragestellung beispielsweise Vimentin, Ki67 oder S100 hilfreich sein. EMA ist ein Marker flr die
meningotheliale Differenzierung des Meningeoms und verliert sich, je hoher der WHO-Grad ist.
Trotzdem ist dieser Marker bei Meningeomen am deutlichsten exprimiert und représentiert die
epithelialen Eigenschaften [2,105]. Im Gegensatz dazu ist Vimentin als Reprdsentation der
mesenchymalen Natur des Meningeoms positiv und deshalb unspezifisch im Hinblick auf die
Differenzierung. Die Mitoserate ist nach WHO hinsichtlich der Gradierung definierend, wie im Kapitel
,Klassifikation und WHO-Grading* beschrieben [105].

AbschlieBend ist die molekulargenetische Charakterisierung eine neue, wenn auch bisher nur
unterstiitzende Methode der Diagnostik, die in den Einteilungen nach WHO noch keine Verwendung
gefunden hat, aber durch Chromosomen- und Proteinanalysen eine neue Mdglichkeit der Einschatzung

des Meningeoms in Hinsicht auf Gradierung und klinisches Erscheinungsbild werden kénnte.
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2.1.5 THERAPIE UND PRAVENTION

Die Heilung eines Meningeoms ist nur durch die Entfernung des entarteten Materials gegeben. Dabei
kann chirurgisch, radiologisch-interventionell oder interdisziplindr vorgegangen werden. Allerdings ist
es wichtig, individuell abzuwdégen, welches der genannten Verfahren gewahlt wird oder ob sogar ein
konservatives VVorgehen durch Observation moglich ist [28].

Der Goldstandard in der Therapie des Meningeoms ist generell die moglichst vollstandige Entfernung
des neoplastischen Gewebes. Dabei ist eine radikalere Operation trotz der Risiken hinsichtlich der
Langzeitprognose gunstiger, um Rezidive zu vermeiden. Trotzdem sollte ein Therapievorgehen
hinsichtlich der individuellen Risiken des jeweiligen Patienten gewahlt werden, denn die Lokalisation,
die GroRe der Raumforderung und die endgltige Klassifikation nach WHO kdnnen dieses wesentlich
beeinflussen [28]. Generell ist es zu empfehlen, eine RO-Resektion anzustreben, also eine vollstandige
Entnahme der Raumforderung. In diesen Fallen kann auch eine Exzision der anhdngenden Dura und bei
Knochenbeteiligung der Kalotte mitsamt des Periosts notwendig werden. Die Radikalitat und das
Ausmal der Entfernung des Gewebes verbunden mit der damit korrelierten Rezidivrate werden nach

Simpson et al. in 5 Grade eingeteilt (siehe Tabelle 3) [85].

Simpson Grad | Definition Rezidivrate  nach
Simpson et al.
1 Makroskopisch komplett entfernter Tumor mitsamt @ 9%
anheftender Dura, sowie anheftenden Knochen
2 Makroskopisch komplett entfernter Tumor mitsamt @ 16%
anheftender Dura
3 Makroskopisch komplett entfernter Tumor 29%
4 Teilresektion 39%
5 Dekompression /

Tabelle 3. Einteilung nach Simpson der Rezidivrate von Meningeomen nach operativer Entfernung [85]

Es ist auffallig, dass bei Simpson Grad 1 mit radikalstem Vorgehen trotzdem eine Rezidivrate von 9%
auftritt. Dieser Effekt konnte durch anteilige hohergradige Meningeome entstanden sein. Die
Rezidivrate steigt mit zunehmendem Simpson Grad. Wichtig ist, dass ohne Kalottenentfernung auch
einige Zeit nach der chirurgischen Explantation noch Nester von Tumorzellen im Knochen gefunden

werden kénnen [85].

In der Praxis erfolgt neben der kompletten Entfernung, nach histologischer Begutachtung, bei
hohergradigen Meningeomen gegebenenfalls eine Folgetherapie. Bei den héhergradigen Meningeomen
zeigt es sich hinsichtlich der Uberlebenszeit und des Auftretens von Rezidiven als vorteilhaft, eine
adjuvante Strahlentherapie durchzufiihren [20,22]. Dies gilt, unabhédngig ihres histologischen WHO-
Grades, ebenfalls fir Meningeome die nur partial oder gar nicht entfernt werden kdnnen. Fir diese

Patientengruppen zeigten Glaholm et al. eine signifikante Steigerung der Uberlebenszeit, besonders im
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Hinblick auf das Langzeitlberleben [25]. Bei der durchgefiihrten Strahlentherapie (stereotaktische
Radiotherapie) werden abhéngig vom WHO-Grad Bestrahlungsmengen von 54 bis 60 Gy
Gesamtherddosis empfohlen, die tber eine mehrtagige Behandlungsdauer fraktioniert werden [22].

Radiologisch-Interventionelle Methoden umfassen den Bereich der Tumorembolisation. Dies hat bisher
keinen prognostischen Vorteil gegeniiber dem chirurgischem Verfahren gezeigt. Es stellt eher ein
Problem dar, dass der Tumor nach erfolgter Embolisation nekrotisch zerféllt und eine weiterfihrende
Diagnostik wie im oben beschriebenen Rahmen erschwert [28]. Bei chirurgisch ungiinstig zu
erreichenden Raumforderungen oder bei praoperativ erwartetem erhéhten Blutungsrisiko des Patienten
ist das interventionelle VVorgehen jedoch eine Alternative [6]. Eine Ausnahme stellt die Kombination
der beiden Fachdisziplinen als sogenannte Radio-Chirurgie dar, die in Einzelféallen bei einem erhéhten

Morbiditatsrisiko bei singuldrer Chirurgie erwogen werden kann [28,47].

Die Chemotherapie als weitere Therapieoption stellt bisher keinen wesentlichen Anteil in der
Behandlung von Meningeomen dar. In Einzelfdllen kann sich die Gabe von Hydroxyurea bei
Inoperabilitat oder Ausnutzung der Alternativen als hilfreich erweisen, stellt allerdings keine Option flr
das mehrheitliche Patientengut dar [28]. In der Therapie von Rezidiven und nicht operierbaren Tumoren
kann auch nach Ausschépfung von chirurgischen und radiologischen Optionen eine Immuntherapie
durch Interferon-alpha oder einer Hormontherapie bei PR-positiven Tumoren erwogen werden [86].
Diesbezliglich ist es winschenswert, dass der Pathomechanismus hinter der Entstehung von
Meningeomen als Tumorentitdt weiter untersucht wird und sich darauf basierend moglicherweise

Targettherapien entwickeln lassen.

Dariiber hinaus hat es sich in einigen Fallen gezeigt, dass auch ein konservatives Vorgehen durch
Observation gewéahlt werden kann, bei der das Meningeom lediglich in zeitlichen Abstdnden regelmaRig
radiologisch kontrolliert wird. Dies ist der Fall bei bestehender Symptomfreiheit und einer bewiesenen
Stagnation des Wachstums. Vor allem in der geriatrischen Patientengruppe stellt dieses VVorgehen eine
gute, weil nicht-invasive Methode dar, da sich oft bereits kalzifizierte Meningeome in dieser

Patientengruppe vorfinden, die einen radiologischen Zufallsbefund darstellen [28].

Wichtig ist die Tertidrpravention durch regelmaRige Kontrollen, um Rezidive rechtzeitig zu erkennen
und bestmdglich zu agieren. Diesbezlglich empfiehlt die Literatur MRT-Kontrollen nach sechs
Monaten, einem Jahr und darauf folgend zwei Jahren. Bei vorheriger Knochenbeteiligung kénnen dazu
weitere CT-Untersuchungen noétig werden. Insgesamt konnen bis 10 Jahre nach Diagnosestellung

Nachkontrollen nétig sein. Danach kann von einer Heilung ausgegangen werden [28].
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2.1.6 PROGNOSE

Die Prognose eines Meningeoms ist abhangig von mehreren Faktoren. Am ehesten lasst sie sich tber
die Gradierung einschatzen. Dabei weisen in der Ubersicht der CBTRUS die niedriggradigen
Meningeome eine 10-Jahres-Uberlebensrate von 81,5% auf, wohingegen hohergradige Meningeome
eine 10-Jahres-Uberlebensrate von 53,5% zeigen. In beiden Unterteilungen fallt jeweils auf, dass sich
mit zunehmendem Alter der untersuchten Patienten die 10-Jahres-Uberlebensrate verringert [69]. Damit
ist ein hoheres Alter bei Diagnosestellung als prognostisch ungtnstig zu sehen und ist vermutlich durch

hohere Vulnerabilitat im Hinblick auf die operative Therapie begriindet.

Auch die Rezidivhaufigkeit lasst sich Uber die Gradierung abschéatzen. So haben gutartige Meningeome
des WHO-Grad 1 eine Rezidivhaufigkeit von 7-25%, Meningeome des WHO-Grad II schon eine
Rezidivhaufigkeit von 29-52% und die hochgradigen Meningeome des WHO-Grad III ein Maximum
einer Rezidivhaufigkeit von 50-94% [105]. Demzufolge entspricht bei gutartigen Meningeomen eine
vollstdndige Entfernung meist einer Heilung, wahrend bei hohergradigen Meningeomen langere

Nachkontrollen eher erforderlich sind.

Die WHO-Gradierung beschrankt sich bisher auf die rein histologische Einstufung des Meningeoms,
was nicht allein prognostisch entscheidend ist. Zusatzlich ist die Grofe und Lokalisation der
Raumforderung prognostisch mitbestimmend [28]. Dies zeigt sich zum Beispiel in den Untersuchungen
der CBTRUS, in denen spinale Meningeome unabhéngig ihres Malignitatsgrades eine héhere 10-Jahres-
Uberlebensrate aufweisen als bei kranialen Auspragungen [69]. Ob dies mit der Operabilitat oder der
unterschiedlichen Symptomatik zusammenhéngt, ist fraglich. Es zeigt sich allerdings, je radikaler die
Exzision des Meningeoms erfolgt, desto besser ist die Langzeitprognose hinsichtlich Uberleben und
Rezidivauftreten [85].

Neben der histologischen Beurteilung, kann es durchaus Sinn machen, molekularbiologische
Untersuchungen mit in die Prognoseeinschidtzung einzubeziehen. So zeigen Linsler et al., dass eine
Korrelation zwischen einer Verschlechterung der Prognoseparameter und einer sogenannten ,,L0ss of
Heterozygosity* bestimmter chromosomaler Teilbereiche besteht. Dies wird besonders deutlich bei
Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1. Dieser Parameter zeigt sich als Pradiktor fur eine kirzere
Uberlebensrate und erhoht in der zitierten Studie die Rezidivwahrscheinlichkeit um bis 15% [57]. Hinzu
kommen weitere Parameter, wie der Mutationszustand der Alkalische Phosphatase, beziehungsweise
Mutationen des TERT-Promotors, die sich beide durch eine deutlich ungiinstigere Prognose auszeichnen
[2,12,26,63]. Besonders bei solchen Patienten wéren individuelle Follow-up-Untersuchungen wichtig

fur den weiteren Krankheitsverlauf.
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2.2 MOLEKULARZYTOGENETIK VON MENINGEOMEN

2.2.1 CHROMOSOMENABERRATIONEN

Bei bisherigen Untersuchungen an Meningeomen wurden in etwa 60% der Falle
Chromosomenaberrationen festgestellt [44,57]. Ketter et al. konnten basierend auf ihren
Untersuchungen ein FlieBschema erstellen, in welcher Reihenfolge sich diese Aberrationen am
h&ufigsten entwickeln. Dabei tritt als erstes der Verlust des Chromosoms 22 auf, gefolgt von dem kurzen
Arm des Chromosoms 1. AnschlieRend kénnen unterschiedliche Chromosomenverluste darauf folgend
auftreten: Zum einen der Verlust des Chromosoms 14, worauf weitere Abweichungen bis hin zum
Verlust der Gonosomen auftreten, zum anderen der Verlust des Chromosoms 6. Evident ist dabei, dass
innerhalb der Geschlechter leichte Unterschiede in der Abfolge der Chromosomen 1 und 14 zu finden
sind [44]. Das Schema ist in Abbildung 3 abgebildet und verdeutlicht auch geschlechterspezifische
Unterschiede.
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Abbildung 3. FlieBschema der Chromosomenaberrationen bei Meningeomen in chronologischer
Reihenfolge nach Ketter et al. [44]

Der oberste Wert stellt dabei die gesamte konditionale Wahrscheinlichkeit, der mittlere Wert das
Konfidenzintervall und der unterste Wert die Haufigkeit dieses Parameters in Tausend Bootstrap-

Verfahren dar (ibernommen nach Ketter et al.).

Nach dem (Teil-)Verlust auf dem Chromosom 22, kommt es am wahrscheinlichsten im Hinblick auf
alle Patienten und Tumorgrade zu Verlusten auf dem Chromosom 1p, sofern weitere Verédnderungen
auftreten. Wenn nur die mannliche Patientengruppe analysiert wird, ist auffallig, dass statt des
Chromosoms 1 das Chromosom 14 am zweit h&ufigsten alteriert ist [44]. Da allerdings Frauen mit einem
hoheren Anteil in den Studien vorkommen, ist es im Durchschnitt an zweiter Stelle in der Grafik zu

finden.

Beim Auftreten einer Monosomie féllt ein Allel beider elterlicher Allele komplett weg. Somit kommt
es funktionell zu einer Homozygotie des betroffenen Gens. Falls auf dem verbleibenden Allel eine

beschédigte Version vorliegt, sei es durch funktionelle Mutation oder Expressionsunterschiede, kann es
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zu pathologischen Prozessen kommen, da kein intaktes Allel zum Ausgleich mehr vorliegt. Man
bezeichnet dieses Phdnomen auch als ,,Loss of Heterozygosity* (folgend als ,,LOH* bezeichnet), also
aus dem Englischen einen Verlust der physiologisch bestehenden Heterozygotie durch zwei Allele, die

jeweils von einem Elternteil stammen [72].

In dieser Arbeit wird der Fokus vor allem auf das Chromosom 22, das Chromosom 1 und das
Chromosom 14 gelegt, die alle im friihen Verlauf der chromosomalen Anderungen eine Rolle spielen.
Auf diesen Hotspots fiir verdnderten Chromosomen finden sich der Genloki der Proteine BAF47 (auch
SNF5 oder SMARCBL, lokalisiert auf 22q11.23), BAF45c (auch DPF3, lokalisiert auf 14g24.2) und
BAF250a (auch ARID1A oder SMARCF1 lokalisiert auf 1p36.11), die folgend néher erlautert werden
und den Kernbereich dieser Arbeit darstellen.

2.2.1.1 CHROMOSOM 22Q
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Abbildung 4. Chromosom 22, erstellt in der Genome Decoration Page des National Center for

Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine [88].

Als erste auftretende Aberration findet sich am haufigsten die Monosomie 22 [44,60], meist handelt es
sich um einen Verlust des langen Arms des Chromosoms 22 [101]. Diese Alteration findet sich laut
Linsler et al. bei 45% der Meningeome des WHO-Grades 1, bei 48% des WHO-Grades 1I und bei
ungefadhr 75% des WHO-Grades TII, korreliert aber nicht mit der Rezidivwahrscheinlichkeit bei
isoliertem Auftreten [44,57]. Trotzdem wird sie vielfach als Initiator der Tumorentstehung vermutet, die
weitere genetische Aberrationen zur Folge hat [60,91,101]. Auffallend ist auch, dass verschiedene
histologische Subtypen und Lokalisationen Unterschiede in der Ausprdgung einer Alteration des
Chromosoms 22 aufweisen: So evaluierten Baser und Poussaint in einer Metaanalyse ber benigne
Meningeome, dass sich dies am h&ufigsten in fibrosen Meningeomen (86%) und am seltensten in
meningothelialen Meningeomen (46%) findet und darunter am seltensten in der Schédelbasis. In

derselben Studie wurde ebenfalls gefolgert, dass mit zunehmendem Patientenalter auch das Auftreten
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der Monosomie des Chromosoms 22 zunimmt, was mit abnehmender Potenz der molekularen

Reparatursysteme zusammenhéngen konnte [5].

Die Funktion des Chromosoms 22 hinsichtlich der Tumorentstehung liegt vor allem in seiner Rolle als
Initiator der Kanzerogenese, unabhéngig vom WHO-Grad [44,101]. Vermutete Ursache ist das
Vorhandensein des Genlokus des Neurofibromatose-2-Gens auf dem Chromosom 22, bei dessen
Mutation sich die Krankheit der gleichnamigen Neurofibromatose Typ 2 entwickelt. Das NF2-
Genprodukt ist das Tumorsuppressorprotein Merlin, das bei den auftretenden Mutationen verkdirzt und
dadurch eventuell inaktiv vorliegt [60]. Betroffene Patienten dieser Mutation weisen unter anderem ein
stark gesteigertes Auftreten von Meningeomen und Schwannomen auf. Folgend auf diese Erkenntnis
wurde Uberpruft und gefunden, dass auch bei sporadisch auftretenden Meningeomen ohne familidre
Vorbelastung eine LOH des Chromosoms 22 bei gleichzeitiger Schadigung des NF2-Gens auftritt [60].
Letzteres ist bei 60% der sporadischen Meningeome mutiert [28,102]. NF2-Mutationen treten auflerdem
haufiger bei fibrésen Meningeomen als bei meningothelialen Meningeomen auf [48,102], was
interessanterweise mit der oben beschriebenen Auftrittshdufigkeit der Aberration auf Chromosom 22

bei den unterschiedlichen histologischen Subtypen einhergeht.

Es ist bisher unklar, welche Mechanismen bei den anderen histologischen Subtypen, wie sekretorischen
oder psammomatdsen Meningeomen eine Rolle spielen und die Tumorentstehung initiieren. Eine
Mdglichkeit stellt dabei das Gen SMARCBL1 dar, dessen Genlokus sich auf dem chromosomalen
Abschnitt 22q11.23 befindet und ebenfalls durch eine LOH betroffen sein kann. Das daraus entstehende
Protein BAF47, eine Untereinheit des SWI/SNF Chromatin Remodelierungskomplexes, wird in dieser
Avrbeit deshalb weiter evaluiert und in dem Kapitel 2.2.2.1 genauer vorgestellt.

2.2.1.2 CHROMOSOM 1pP

N A NN N M NmMm oA m o N N™N N s M A MNN A AN MM W
. L A NN A Mmoo o o ™M M w N 4 NN B S (=

W oW wm ™M m M mM N NN A o N N N NN N ™M oMM o~ =

’a "a' "& B R BB BB R R R R o b PO D D DD ﬂ't? (=3

Alkalische ARIDIA
Phosphatase || 1p36.11
1p36.12

Abbildung 5. Chromosom 1, erstellt in der Genome Decoration Page des National Center for

Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine [88].
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Linsler et al. analysierten das Auftreten von Alterationen auf Chromosom 1p abhéngig des WHO-
Grades. Bei Meningeomen, die dem WHO-Grad I zugeordnet sind, weisen dabei nach Linsler et al. circa
27% eine Alteration auf. Bei Meningeomen des Grad II sind es ebenfalls etwa 27%. Auffallig ist, dass
bei der Gruppe von WHO-Grad IIT Meningeomen 87,5% eine LOH auf dem Chromosom 1p aufweisen
[57]. Es eroffnet die Uberlegung, ob dies eine Rolle im Pathomechanismus der Entstehung von den
hohergradigen Subtypen, beziehungsweise den Ubergang von Grad I zu Grad II spielt. Dies bestatigte
sich in klinischen Beobachtungen, in denen eine LOH auf 1p unabhdngig vom histologischen Subtyp
eine schlechtere Prognose fir den Patienten darstellt [44,73,105]. Zusétzlich scheint ein erhohtes Risiko
fur ein rezidivierendes Auftreten bei 1p-Verlusten vorhanden zu sein, vor allem durch das kombinierte

Auftreten mit einem Verlust des Chromosoms 9p [44,57].

Der kurze Arm des Chromosoms 1 weist hdufig Alterationen bei den unterschiedlichsten Tumorentitaten
auf. Speziell die Region um 1p36 ist haufig mitbetroffen [61]. Ein interessanter Genlokus ist dabei das
ARID1A, eine weitere Untereinheit des SWI/SNF Chromatin Remodelierungskomplexes, das sich auf
1p36.11 befindet und im Verlauf dieser Arbeit naher betrachtet wird. Zusétzlich wird in der
diagnostischen Routine haufig der Status der alkalischen Phosphatase (1p36.12) in der Histologie des
Tumors genutzt, um Ruckschlusse tber den chromosomalen Status zu erheben. Ein Verlust der Gewebe-

unspezifischen Alkalischen Phosphatase lasst einen 1p-Verlust vermuten [12,63].

2.2.1.3 CHROMOSOM 14Q
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Abbildung 6. Chromosom 14, erstellt in der Genome Decoration Page des National Center for

Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine [88].

Wie bereits in Abbildung 3 veranschaulicht, alteriert das Chromosom 14 nach dem Chromosom 1.
Unterteilt man die Analyse nach Geschlechtern, weist dieses bei Méannern sogar haufiger eine Deletion

auf als Chromosom 1. [44].

Eine Monosomie des Chromosomenarms 14q zeigt sich vor allem bei den héhergradigen Meningeomen.

In der Literatur finden sich Werte zwischen 21% bis 30% fir die Auftrittshdufigkeit dieses
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Chromosomenverlustes bei Grad I Meningeomen, wahrend die hohergradigen Meningeome diese
gesamt bei 52,5% bis 62,5% aufweisen [92,101]. Weber et al. analysierten dies noch detaillierter und
zeigten bei Meningeomen vom WHO-Grad 11 einen Verlust bei 43% und bei Meningeomen vom Grad
III sogar bei 63% der untersuchten Falle [101]. Im Allgemeinen korreliert diese Deletion mit einem
erhohten Rezidivrisiko fur die betreffenden Patienten [44,92].

Auch auf Chromosom 14 ist eine Untereinheit des SWI/SNF-Komplexes, DPF3 (BAF45c), kodiert, die
genauer auf dem Chromosomenabschnitt 14924.2 lokalisiert ist und in der vorliegenden Arbeit
proteinanalytisch wie bereits SNF5 und ARID1A untersucht wurde. In einer Arbeit von Tse et al.
wurden zwei Regionen analysiert, die am hdufigsten alteriert bei einer LOH auftraten, 14924.3-31 und
14932.1-32.2 [92]. In diesem Bereich wurde ein weiteres Gen gefunden: TMEM30B auf 14923.1, das
kodierend fur einen transmembranen Faktor ist, der im Zellzyklus teilnimmt und bei Meningeomen
herabreguliert vorlag [73]. Dies sind allerdings bisher nur Vermutungen, welche Gene auf Chromosom

14q an dem Pathomechanismus teilhaben kénnten.

2.2.1.4 WEITERE CHROMOSOMENABERRATIONEN
Da sich diese Arbeit vor allem auf die Veranderungen und die daraus resultierenden Pathomechanismen
der Chromosomen 1, 14 und 22 fokussiert, werden im Folgenden weitere wichtige Alterationen nur im

Allgemeinen behandelt, um die Thematik weiter einzuordnen.

Gain on
1q, 9q, 124, Amp on
159, 17q, 20 d
Loss on Loss on
Loss on Ip, 6q, 10, 9p
22q (§?2) 14q, 18q (CDKN2A)
. Benign Atypical Anaplastic
Melcl:ml%eal Meningioma m3 Meningioma - Meningioma
© WHO grade I|~ [WHO grade I[]~ |WHO grade I

Abbildung 7. Modell Gber Chromosomenaberrationen in Meningeomen nach Weber et al.. Diese
wurden hier ab einer Auftrittshaufigkeit von 30% aufgenommen. Die diinneren Pfeile stehen hier fur die

Alterationen in niedriggradigen Meningeomen mit einer Auftrittshiufigkeit von < 30%.

Im Hinblick auf Abbildung 3 féllt auf, dass nicht allein die Alteration der drei genannten Chromosomen
1p, 149 und 22q entscheidend auf den Pathomechanismus wirken. Weitere Chromosomenalterationen

zeigen sich dort sowie zusatzlich in der Abbildung 7 von Weber et al. [101]. In Letzterer entwerfen die
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Autoren ein Schema, inwiefern die unterschiedlichen Chromosomenalterationen mit einer Steigerung
der Malignitat einhergehen. Sie stellen weiter heraus, dass vor allem bei Meningeomen des WHO-
Grades I1I eine LOH auf Chromosom 9p zu finden ist. Diese findet sich genauer auf 9p21, dem Genlokus
von CDKN2A, dessen Genprodukt p16 ein Tumorsuppressor ist. Auffallig ist zudem, dass Weber et al.
zusatzlich die Bedeutung von chromosomalen Zunahmen als weiteren prognostischen Faktor mit
einbeziehen und nicht alleinig ein Verlust chromosomaler Abschnitte bei der Pathogenese eine Rolle
spielt [101]. Dies ist ebenfalls der Abbildung 1 zu entnehmen, in der Bi et al. bestétigten, dass sich
abhangig vom WHO-Grad unterschiedliche Profile an Chromosomenverlusten und —zugewinnen
darstellen [7].

2.2.2 ATP-ABHANGIGES CHROMATIN-REMODELING

Bei der Regulation des Chromatins, das die DNA zusammen mit ihren Stabilisierungsproteinen, wie den
Histonen, umfasst, sind die ATP-abhangigen Chromatin-Remodeling-Komplexe funktionell
mitwirkend. Der Proteinkomplex agiert bei der Wicklung der DNA um die Histone mit und hilft
kondensierte Bereiche zu transkribieren, replizieren oder reparieren. Nur so ist eine Regulation der
Genexpression und normalen Zellfunktion mdglich. Dabei werden die biochemischen Prozesse durch
Energiegewinnung aus einer ATP-Spaltung initiiert [15]. Dargestellt in Abbildung 8 findet sich dieser

Komplex in seinen Hauptfunktionen.

Insgesamt existieren vier Gruppen von Komplexen: SWI/SNF, ISWI, INO80 und CHD [15,33]. Je nach
Quelle wird ebenfalls der SWR1 Komplex dazu gez&hlt, dieser kommt allerdings nur bei Hefe vor
[15,104]. Alle Komplexe zeigen im Allgemeinen die gleichen fiinf Funktionen: Nucleosomen- und
DNA-Affinitdt, Untereinheiten zur Erkennung von kovalent modifizierten Histonen, eine DNA-
abhéngige ATPase, ATPase-regulierende Faktoren und Untereinheiten, die mit weiteren regulatorischen
Strukturen und Transkriptionsfaktoren interagieren konnen [8,15,103]. Untereinander differenzieren
sich die Komplexe durch spezifische Funktionen, wie beispielsweise die Bindung unterschiedlicher

Transkriptionsfaktoren.
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Abbildung 8. Wirkungsweise der ATP-abhéngigen Remodeling-Komplexe nach Clapier und Cairns et
al. [15]

Der Komplex wirkt an der Komposition der Bestandteile des Chromatins. So stellt die Anlagerung des
Proteinkomplexes den Ausgangspunkt fur verschiedene Chromatininteraktionen dar (siehe Abbildung
8 a). Folgend kénnen Abschnitte der DNA zur Interaktion mit DNA-bindenden Proteinen (DBP) durch
Reposition und Ejektion der Histone oder Freilegen der betreffenden DNA-Abschnitte aufgedeckt
werden (siehe Abbildung 8 b). Eine weitere Funktion stellt die Alteration der Komposition von
Histonen dar (siehe Abbildung 8 c) [15].

In dieser Arbeit werden einige Untereinheiten des SWI/SNF-Komplex untersucht. Dieser wurde
erstmalig in der Hefe ,,Saccharomyces cerevisiae" entdeckt. Aus den beschriebenen Untereinheiten der
Hefe konnten Homologien zu humanen Untereinheiten abgeleitet werden, da sich die Komplexe in
funktionellen und morphologischen Aspekten stark ahneln [99]. Der humane Komplex ist Gegenstand
intensiver Forschung. Es werden zum jetzigen Zeitpunkt je nach Quelle zwischen 8 und 14
Untereinheiten des Komplexes beschrieben und dieser hat damit eine ungefahre Grofie von 2 MDa
[15,45,99]. Dabei ist die Gesamtstruktur sehr heterogen und variabel, sodass hunderte verschiedene
mogliche Zusammensetzungen des Komplexes aus den Untereinheiten existieren, die scheinbar mit
leicht unterschiedlichen Affinitdten und Funktionen einher gehen [82,99]. Zentral steht eine von zwei
katalytischen DNA-abhangigen ATPasen: BRM oder BRG1, die jeweils eine sehr dhnliche Struktur
aufweisen [99]. Eine feststehende Untereinheit bei allen SWI/SNF-Kombinationen ist BAF47, das
Homolog zu der SNF5-Untereinheit der Hefe [42,99]. Weitere wesentliche Untereinheiten sind die
Proteine BAF155 und BAF170 [41]. Je nach Zusammensetzung der weiteren Untereinheiten
unterscheidet man zwischen einem BAF- (SWI/SNF-A) oder PBAF-Komplex (SWI/SNF-B). Einige
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Proteinuntereinheiten sind dabei spezifisch fur den jeweiligen Komplex. So sind beispielsweise
BAF250a und BAF250b nur im SWI/SNF-A vertreten und BAF180 nur in SWI/SNF-B [99].

Einige dieser Untereinheiten sind dabei von besonderem Interesse im Hinblick auf die physiologische
Normalfunktion und pathologische Abweichungen durch Anderungen des kodierenden Genoms oder
der daraus resultierenden Produkte. Es wird geschétzt, dass 20% aller humanen Malignome eine
Verénderung des SWI/SNF-Komplexes aufweisen [39].

2.2.2.1 BAF47/ INI1/ SNF5 (SMARCB1)

Die Proteinuntereinheit BAF47 ist in beiden Formen des humanen SWI/SNF-Komplexes vorhanden.
Der kodierende Genlokus SMARCB1 liegt auf dem langen Arm von Chromosom 22 (22911.23) [97].
Fir dieses Protein und das zugehdrige Gen existieren insgesamt vier synonym verwendete Begriffe. Die
gangigsten Bezeichnungen sind BAF47 als die Bezeichnung des humanen Proteins (44kDa) oder
SMARCBL1 fiir das betreffende Gen. Letzterer Begriff wird auch fur die Beschreibung des Proteins
genutzt. Wie oben aufgefiihrt, ist BAF47 homolog zum Hefeprotein SNF5p, das in der Hefe dieser
Untereinheit entspricht. Trotzdem wird auch SNF5 haufig als Beschreibung der humanen Form genutzt
[59,99]. Des Weiteren ist diese Untereinheit im Zuge der Forschung des Humanen-Immundefizienz-
Virus (HIV) aufgefallen. Es bindet und stimuliert die HIV-spezifische Integrase und wurde daher als
,Integrase-Interactor-1° (INI-1) benannt [42]. Dies wird auch auBerhalb der Untersuchungen bezuglich
des HIV-Virus oft synonym genutzt [104]. Zusatzlich existieren einige weitere Termini, die allerdings

nicht im generellen Gebrauch ublich sind.
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Abbildung 9. Uberblick der Funktionen des BAF47/ SNF5/ IN11/ SMARCB1

Zu den physiologischen Funktionen des Proteins gehort die direkte Bindung an die DNA, die
Transkription und Expression beziehungsweise Repression bestimmter Signalwege reguliert, aber
daruber hinaus auch die direkte Bindung an die Zielproteine [3,42]. Wie der Abbildung 9 zu entnehmen,
gehdren dazu unter anderem viele Interaktionen innerhalb des physiologischen Zellzyklus, wie
beispielsweise Uber die Proteine p16, E2F, CDK 4 und 6 oder Cyclin D1 [41,45,98]. Dariiber hinaus
zeigt diese Untereinheit Einfluss auf die Embryogenese (iber den WNT-Signalweg und zeigt eine
Inhibition von Targetgenen des Hedgehog-Signalwegs, tiber den, neben embryogenen Funktionen, auch
die Zellteilung adulter Stammzellen abl&uft [45]. Auch epigenetisch zeigt sich ein Zusammenhang mit
der Untereinheit durch den ,,polycomb repressive complex 2° (PRC2), der iiber eine Antagonisierung
des SMARCBL1 eine Steigerung der Trimethylierung von Histonen verzeichnet [41,45]. Weitere
Interaktionen stellen das Retinoblastom-Protein und p53 dar. Dabei wird durch Untersuchungen
impliziert, dass BAF47 als Regulator des normalen Zellzyklus fungiert, indem es den Eintritt in die S-
Phase steuert. Um dies auszufiihren, muss ein intakter Signalweg des Retinoblastom-Pathways
vorliegen. Die Wirkung von BAF47 scheint dabei aber durch eine Uberexpression von Cyclin D1 und
Cyclin E hemmbar zu sein [98]. Des Weiteren verzeichneten Lee et al. eine Modifikation des p53
vermittelt durch BAF47. Die Regulation dieses Signalwegs verlduft dabei einerseits Uber die
Aktivierung von p53-abhéngigen Transkriptionen und andererseits uber die direkte Wirkung auf p53

innerhalb der Kontrolle des Zellzyklus [54]. Insgesamt agiert das BAF47 somit im Sinne eines
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Zellzyklusarrests. Es zeigt sich also, dass die physiologischen Funktionen einen wichtigen Bestandteil

in Differenzierung und Zellentwicklung haben, aber auch Gberschie3ende Proliferation unterbinden.

Die Rolle als Tumorsuppressor wurde vor allem durch die Deletion des SMARCB1 bei malignen
Rhabdoidtumoren von Kindern entdeckt und konnte seitdem bei vielen weiteren Tumorentitaten gezeigt
werden, wie beispielsweise den Meningeomen, Schwannomen, Leiomyomen und einigen Leukdmien
[14,18,37,67,75,95,97]. Bei einem Verlust des BAF47 wird nicht der komplette Komplex inaktiviert,
sondern es entsteht ein verdnderter Komplex [82]. Durch diesen verédnderten Komplex kénnen unter
Umstéanden oben genannte Signalwege und Transkriptionen pathologisch beeinflusst werden. Bei
Untersuchungen von Versteege et al., die die genannten Malignitéten analysierten, zeigt sich, dass der
Funktionsverlust des BAFA7 durch die damit erloschene Kontrolle des G1-S-Zellzyklusiibergangs
kritisch in den BAF47-mutierten Tumoren ist. [98].

Diese Effekte konnen auch als Keimbahnmutationen des SMARCB1 vorkommen, was das oftmals
familiare Auftreten von einigen Malignomen erklaren kénnte. Ein wichtiges Beispiel daflr stellt die
familiare Schwannomatose dar [14]. Aber auch bei den Meningeomen sind familidre Mutationen von
SMARCB1 analysiert worden, allerdings im Zusammenhang mit einer Mutation im Neurofibromatose-
Gen-2. Christiaans et al. diskutierten, dass Meningeome und Schwannome einen gemeinsamen
Pathomechanismus aufweisen sollen und deshalb auch bei bestimmten Féllen gemeinsam auftreten.
Genauer wird von den Autoren impliziert, dass es sich um einen 4-Hit-Mechanismus der
Tumorentstehung handelt. Durch die familiar vorliegende Mutation des SMARCB1 existiert nur eine
weitere Kopie des intakten Gens. Durch eine Deletion des Chromosoms 22q fallt gegebenenfalls das
verbleibende Allel aus. Da sich das NF2-Gen auf einer ahnlichen Region befindet, kann es bei einer
grofRen Deletion oder entstehenden Monosomie des Chromosoms 22 mitbetroffen sein. Falls nun
zusétzlich eine Mutation des verbleibenden Allels vorkommt, liegen somit alle beteiligten Genprodukte

in geschédigter Form vor [14,95].

Neben den familiar auftretenden Mutationen von SMARCBL1 in Meningeomen und Schwannomen (30-
40%) wird bei den sporadischen Meningeomen ein Auftreten von unter 3% geschatzt [14,104]. Bei
Letzteren liegt keine familidre Mutation des SMARCBL1 vor, sodass der Pathomechanismus weniger klar
erscheint. Torres-Martin et al. untersuchten Gewebe einer Patientin, die solitdre multiple Meningeome
aufwies. Dabei stellten sie die LOH des Chromosoms 22 als Initiator der Tumorentstehung heraus, die
wiederum gefolgt wird von unterschiedlichen Mutationen wie der Mutation des NF2 (siehe Abbildung
10). Nach diesen hdufigen Alterationen kénnen zusétzliche speziellere Mutationen z.B. von SMARCB1
den Tumor weiter differenzieren und in der Tumorgenese vorantreiben oder sein biologisches Verhalten
bestimmen. Diese missen aber nicht zwingend Teil des malignen Prozesses sein [91]. Alle der
genannten Hypothesen sind allerdings nur allgemeine Untersuchungen und der genaue

Pathomechanismus ist bisher ungeklart.
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Abbildung 10. Mdgliche Pathogenese der Meningeomentstehung nach Torres-Martin et al. [91]

2.2.2.2 BAF250A/P270 (ARID1A/ SMARCF1)

BAF250a ist eine Proteinuntereinheit, die ausschlieBlich beim BAF-Komplex (SWI/SNF-A) vorkommt.
Der Genlokus ARID1A gehort zu der Gruppe der ARID-Gene und liegt auf dem kurzen Arm von
Chromosom 1 (1p.36.11) [77,87]. Mit circa 242 kDa ist diese die GroRte aller humanen Untereinheiten
des Komplexes. Ahnlich wie BAF47 besitzt auch BAF250a in der Nomenklatur mehrere
Bezeichnungen. Dabei wird als Bezeichnung fiir das Protein BAF250a verwendet und fiir das
kodierende Gen ARID1A oder SMARCF1, wobei letztere auch als Proteinbezeichnung genutzt werden
[59]. Die Termini der homologen Untereinheiten der Hefe SWI1 oder der Fliege Drosophilia OSAl
werden zwar nicht haufig genutzt, finden sich aber trotzdem in Ubersichtsarbeiten [77,103]. Dies trifft
auch auf die die alternative Bezeichnung p270 zu, die vereinzelt Verwendung findet [64,100]. Daneben

existieren weitere Begrifflichkeiten, die allerdings weniger gebrauchlich sind.
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ARID1A (BAF250a) wirkt in verschiedenen allgemeinen Signalwegen und Zellfunktionen mit
(vergleiche Abbildung 11). So nimmt es innerhalb des gesamten BAF-Komplexes die Rolle der DNA-
Bindung ein [59,103]. Dabei ist bedeutsam, dass es sich um eine schnelle, aber Sequenz-unspezifische
Bindung an der DNA handelt. Die Lange der Sequenzen ist hierbei der einzige maligebende Faktor.
Wilsker et al. zeigten, dass langere Sequenzen in diesen Untersuchungen leicht praferierend gebunden
wurden, da diese vermutlich mehr Bindestellen flir das Protein aufweisen [103]. Neben den DNA-
Bindungsstellen des ARID1A existieren Proteinbindungsstellen, die fiir die zusétzlichen Funktionen
entscheidend sind. Dazu zahlen zum Beispiel das Stimulieren der Transkription unterschiedlicher
Hormonrezeptoren, wie Androgen- oder Ostrogenrezeptoren [38]. Des Weiteren ist diese Untereinheit
wichtig fir den physiologischen Zellzyklusarrest und dient als Tumorsuppressor [36,64]. Nagl et al.
untersuchten dabei, dass ARID1A an der Induktion von p21 (iber dessen Promotor mitwirkt. Das Protein
p21 verhindert eine unkontrollierte Zellteilung und fihrt zur Repression des E2F, der als
Transkriptionsfaktor den Ubergang der G1-Phase in die S-Phase reguliert. Die Autoren vermuteten
weiter, dass ARID1A auch auf E2F-responsive Promotoren (zum Beispiel CDC2) wirkt und damit deren

Repression bewirkt [64].

Zusammengefasst sind die physiologischen Funktionen des ARID1A vorwiegend die Kontrolle und
Verlangsamung des Zellzyklus bis zum Arrest und damit eine Reduktion von Schéden der DNA oder

unkontrollierter Proliferation.

32



Bei Ausfall dieser physiologischen Funktionen liegt es nahe, dass eine Kanzerogenese ungebremster
fortschreiten kann. Der Zellzyklus wird vermindert an den Kontrollpunkten gehemmt und eine
ungehinderte Proliferation somit beglinstigt. Zusatzlich wird die Expression von Transkriptionsfaktoren
wie E2F weniger unterdriickt, sodass die genannten Effekte starker in Kraft treten kdnnen [64].

Insgesamt ist ARID1A die anteilig h&ufigste Untereinheit des SWI/SNF-Komplexes, die in humanen
Malignomen mutiert vorliegt [39,59]. Die hdufigsten genannten Tumore, die eine ARID1A-Mutation
aufweisen, sind bisher das klarzellige Ovarialkarzinom, mit einem Anteil von 50% der Félle, sowie
Endometriumkarzinome, mit einem Anteil von 39% der Félle [59]. Weitere Tumore mit geringerem
Anteil sind Nierenzellkarzinome, sowie Mammakarzinome [100]. Masliah-Planchon et al. erkannten,
dass vermehrt klarzellige Subtypen eine Deletion aufweisen. Sie vermuteten, dass diese Erscheinung
mit einer der physiologischen Funktionen des gesamten Komplexes in Hefe als Kohlenhydratverwerter
zusammenhéngt. Mutierte Hefestimme mit Deletion der snf-Gene wiesen einen defizienten
Kohlenhydratstoffwechsel auf, der zur Anreicherung von Polysacchariden und Mukopolysacchariden
fiihrt. Dies kénnte ursachlich flr das beschriebene histologische Erscheinungsbild in menschlichen

Tumoren sein, da in diesen vermehrt Glykogen beschrieben wird [59].

Bei den Meningeomen wurde bisher kein Zusammenhang zwischen dem klarzelligen Subtyp und dem
Pathomechanismus einer ARID1A-Deletion hergestellt. Es existieren lediglich allgemeine Fallberichte
zu der Entstehung von Meningeomen und dem Genlokus ARID1A [2,10]. Abedalthagafi et al.
analysierten in diesem Zuge einen Fall eines singuldren Meningeoms, das Bereiche aller drei WHO-
Gradierungen aufwies. Dieser Fallbericht stellte sich als sehr aufschlussreich heraus, da in allen drei
WHO-Gradierungen des Tumors eine singuldre 1p-Deletion vorliegt, allerdings nur bei den
hohergradigen Meningeombereichen zusétzlich ein Verlust des Genprodukts ARID1A durch eine
Frameshift-Deletion auftritt [2]. Daraus folgt die Uberlegung, ob dieser Funktionsverlust des ARID1A
ursachlich zur weiteren Progression und Entdifferenzierung des Tumors ist. Dies sind bisher allerdings
nur MutmafBungen. Es ist nach wie vor fraglich, inwiefern ARID1A-Mutationen bei der Gesamtheit der

Meningeome eine Rolle in der Pathogenese spielen.

Eingang in die Diagnostik hat der Verlust der Gewebe-unspezifischen Alkalischen Phosphatase (AP)
bei einer Deletion von Chromosom 1p gefunden. Dabei wurde zu Beginn bei Meningeomen keine
Verbindung zu dem ARID1A-Gen hergestellt. Das Né&chstliegende scheint der gemeinsame Verlust der
Genloki von ARID1A und der Alkalischen Phosphatase auf Chromosom 1p zu sein (1p36.11-1p36.12).
Bei der Studie von Nagl et al. fallt aber auf, dass bei einem Knockdown, also punktuell reduzierter
Expression des ARID1A im Zellkulturversuch, eine Beeintrachtigung der physiologischen Induktion der

alkalischen Phosphatase folgt [64].
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2.2.2.3 BAF45c/ CERD4 (DPF3)

Die Proteinuntereinheit BAF45c ist Teil beider SWI/SNF-Komplexe. Das kodierende Gen DPF3 liegt
auf dem Chromosom 14g24.2 [13]. Neben der Bezeichnung beziiglich des Molekulargewichtes BAF45
(42kDa), wird synonym dazu auch DPF3 respektive DPF3 fiir Gen und Protein verwendet. Neben der
Untereinheit BAF45c existieren noch die Untereinheiten BAF45 a, b und d, die zwar grof3e strukturelle
Ahnlichkeiten aufweisen, aber auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind [50,59]. Trotzdem
gehoren diese Proteine alle zu der d4-Proteinfamilie. Dabei handelt es sich um eine Genfamilie, die
Proteine mit ahnlichem Plant Homodomain (PHD)-Finger-Motiv einschliel}en, einer Struktur, tiber die
Histone fiir epigenetische Prozesse gebunden werden konnen [8]. Daraus ergeben sich weitere
spezifische Termini fir diese Proteine: So wird das Gen DPF3 gleichbedeutend mit Cer-d4 eingesetzt,
wahrend auch die weiteren Proteine zusatzliche Bezeichnungen erhalten: Neuro-d4 (DPF1 = BAF45B),
ubi-d4 (DPF2 = BAF45D) [50]. Weiter liegt DPF3 in flinf Splicing-Varianten vor, DPF3a und DPF3b,
die in ihrer Funktion minimal differenziert werden kénnen und drei weiteren Isoformen, die allerdings

bisher nicht weiter spezifiziert wurden [50,70].

Das Protein stellt auf molekulargenetischer Ebene unter anderem die Rolle eines integrierten Tandem
Plant Homodomain (PHD) Zink-Finger-Proteins dar. Aufgrund der strukturellen Motive kann das
Protein direkt mit Histonen interagieren und mit Bromodomain-Regionen anderer Proteine. Zusatzlich
zeigen Studien, dass die Histone H3 und H4 in acetylierter Form gebunden werden kénnen (siehe
Abbildung 12) [107]. Dabei wird das Histon an der Stelle eines acetylierten oder methylierten Lysins
gebunden, was ein Sonderstellungsmerkmal dieses PHD Zink-Finger-Protein reprasentiert, da diese

Funktion sonst nur die Bromodomainen einnehmen [53].

? 13 P H3k14ac T H3K4mes

e DPF
o . & N
= () = (1))
Pitx2 Pitx2 Pitx2
Poised Pre-initiation Initiation/Activation

Abbildung 12. Modulation des Histons H3 tiber eine Acetylierung und Methylierung durch DPF3b nach
Zeng et al. [107]

H3: Histon H3, H3K14ac: acetylierte Form des Histons, H3K4me3: methylierte Form, TMC:
Transkriptionskomplex, TF: genspezifischer Transkriptionsfaktor
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Der Abbildung 12 ist der Mechanismus zu entnehmen, Uber den DPF3 als Bestandteil des BAF-
Komplexes Modulationen an dem Status der Histone vornimmt. Zu erkennen ist, dass durch die
dreischrittige Modifikation der Histone tber eine Acetylierung und eine folgende Methylierung
bestimmte DNA-Abschnitte zur Transkription freigegeben werden, worliber epigenetische
Modifikationen moglich werden [107].

DPF3 scheint zudem eine essentielle Rolle in der neuronalen Entwicklung zu spielen, da in der
Embryogenese grundlegende Entwicklungsschritte ausgefiihrt werden, die vor allem bei der
Neurogenese und der Entwicklung von Muskel und Herz von Bedeutung sind [53,55]. Bei der
Neurogenese ist es relevant, dass ein Wechsel einiger Untereinheiten des SWI/SNF-Komplexes
durchlaufen wird. Untersuchungen zeigen, dass ein Ersatz der Untereinheiten BAF45a und BAF53a
durch BAF45b, BAF53b und die hier untersuchte Untereinheit BAF45c erfolgt. Durch diesen ,,Switch*
entwickelt sich aus der neuronalen Progenitorzelle und der neuronalen Stammzelle ein postmitotisches
Neuron. BAF45c ist also vorherrschend in den Neuronen in der postmitotischen Form [55]. So zeigt
sich, dass das hier behandelte BAF45c vor allem in den Pyramidenzellen und im Cerebellum hoch

exprimiert ist [50].

Im Gegensatz zu den oben genannten Untereinheiten BAF47 und BAF250a ist bei BAF45c¢ bisher am
wenigsten bekannt, inwiefern diese in der Entstehung von Malignomen beteiligt sein kénnte. Allerdings
wird bei dem Glioblastom, einem priméren Hirntumor von WHO-Grad IV, eine Uberexpression der d4-
Proteinfamilie vermutet. Hiramatsu et al. nehmen an, dass dabei die initialen Ausloserzellen der
Pathogenese Stammzelleigenschaften beibehalten und damit das Glioblastom als solches entstehen
konnte [32]. Auch Mammakarzinome sind nach Hoyal et al. mit BAF45c korreliert. Dessen Einfluss
scheint aber nur einen kleinen Anteil der Atiologie aller Mammakarzinome einzunehmen. In der
genannten Studie korreliert diese Beobachtung der Mutation mit einem erhéhten Risiko fiir das generelle
Auftreten des Karzinoms, dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen und dem Alter der
Erstmanifestation [35]. Des Weiteren wird hinsichtlich der Chronisch Lymphatischen Leuk&mie eine
Assoziation mit dem BAF45c¢ diskutiert. Dieses scheint dabei durch STATS reguliert zu werden [90].

Eine Verbindung zu der Kanzerogenese von Meningeomen wurde bisher nicht diskutiert.
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2.3 FRAGESTELLUNG DIESER ARBEIT

Das Meningeom als haufigste intrakraniale Neoplasie hat einen entscheidenden Anteil an der humanen
Onkologie [69]. Bisher gilt die vollstandige chirurgische Resektion als einzige Therapiemdglichkeit.
Trotz guter Heilungschance bei bestmdglicher Operabilitat entsteht bei 9% der Félle bei kompletter
Entfernung ein Rezidiv [85]. Weiter kdnnen einige Tumore nicht vollstdndig entnommen werden,

sodass diese Patienten reduzierte Optionen in ihrer Therapierbarkeit aufweisen.

Obwohl das Meningeom als eine humane Neoplasie schon lange bekannt ist, existiert keine vollstandige
Erklarung zu dessen Pathogenese. So ist zwar durch die Neurofibromatose des Typs 2 ein mdglicher
betroffener Signalweg bekannt. Dieser bietet allerdings keine Erklarung fiir die Gesamtheit der
Meningeome [102]. Im weiteren Verlauf konnten einige spezifische Chromosomenaberrationen an
Meningeomen evaluiert werden [44,57]. Zu der genauen Auswirkung auf die biomolekulare
Pathogenese sind im aktuellen wissenschaftlichen Diskurs nur Vermutungen aufgestellt worden.

Die Hypothese dieser Arbeit ist, dass eine Dysregulation des Chromatin-Remodeling Komplexes
SWI/SNF eine Rolle in der Pathogenese des Meningeoms spielt. Dieser Proteinkomplex besitzt einige
Proteinuntereinheiten, von denen einzelne durch die spezifischen Chromosomenausfallen der
Meningeomentwicklung betroffen sein konnen [13,77,87,97]. Durch Fehlsynthetisierung dieser
Proteinuntereinheiten kann der Gesamtkomplex dysreguliert vorliegen oder deren spezifische
Funktionen pathologisch ablaufen. Besonders die vorgestellten Proteine BAF47 (Chromosom 22q,
folgend als SNF5 bezeichnet), BAF250a (Chromosom 1p, folgend als ARID1A bezeichnet) und BAF45c
(Chromosom 14q, folgend als DPF3 bezeichnet) stellten den Fokus dieser Arbeit dar.

Die einzelnen Komplexuntereinheiten werden vorerst auf Proteinebene im Western Blot analysiert und
als erganzende Methodik werden einzelne Genloki auf DNA-Ebene evaluiert. Dadurch sollte die
Pathogenese vom Gen bis zum Endprodukt nachempfunden werden. Zusatzlich sollte die Betrachtung
der Meningeome in immunhistochemischer Untersuchung weitere Einsicht in das intrazelluldre
Verteilungsmuster bringen, um eine qualitative Aussage zu treffen. Bis zum jetzigen Stand stellt diese
Studie damit die erste Arbeit dar, die die genannten Untersuchungen kombiniert in diesem

Probenumfang an Meningeomen durchgefhrt hat.

Das Ziel dieser Arbeit ist folglich, einen Zusammenhang zwischen der Genetik und dem funktionalen

Produkt herzustellen und mdgliche Mechanismen in der Pathogenese des Meningeoms zu entdecken.
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3 MATERIALIEN

Im Folgenden werden alle verwendeten Materialien mitsamt Loésungen und den entsprechenden

Verdiinnungen aufgefuhrt.

3.1 SUBSTANZEN UND LOSUNGEN

3.1.1 ANTIKORPER

Bezeichnung Verdunnung Firma, Artikelnummer

Anti-alpha  Tubulin  antibody | 1:10.000 ab7291, Abcam plc, Cambridge,

[DM1A] - Loading Control UK

Anti-ARID1A antibody - C-terminal | 1:1.000 ab176395, Abcam plc, Cambridge,
UK

Anti-DPF3 antibody 1:1.000 ab85360, Abcam plc, Cambridge,
UK

Anti-SNF5/SMARCB1  antibody | 1:500-1:1.000 ab126734, Abcam plc, Cambridge,

[EPR6966] UK

ARID1A (PSG3) 1:100 Sc-32761, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, Texas,
USA

EnVision+ System-HRP Labelled | 1:500 K4001, Agilent/ Dako, Santa Clara,

Polymer Anti-Mouse CA, USA

EnVision+ System-HRP Labelled | 1:500 K4003, Agilent/ Dako, Santa Clara,

Polymer Anti-Rabbit CA, USA

EnVision+ System-HRP | unverdinnt K5007, Agilent/ Dako, Santa Clara,

Rabbit/Mouse
Tabelle 4. Antikorper

CA, USA

Die Antikorper wurden in TBST mit 0,02%igen Casein angesetzt und genutzt (siehe 3.1.3 und 3.1.4).
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3.1.2 MIKROSATELLITEN

D1S1608 D1S548 D1S1592 D1S1161 D1S1184 ARID1A

Binde- 1p36.32 1p36.23 1p36.13 1p35.2 1p31.3 1p.36.11

region

GenBank G07829 G07827 GO07790 L18100 L30689 LRG_875

DNA- 5’°GATGG | 5°GAACT | 5°GGTGA | 5’AGAAT | ’AGCCA | 5’AACCC

Sequenz CTTTTGG | CATTGGC | CAGGTAT | GGTGTGA | AGATCAT | ACTGTGT
GGACTAT | AAAAGG | TGACTGC | ACCCAGG H GCCACTG | TTGGAAG
T3¢ AA3¢ C3¢ 3¢ 3¢ GC3¢
5‘CACTG | 5°GCCTCT | 5°TTGAG | 5’AAGGA | 5°CCTCCT | 5>TGAGC
AGCCAA | TTGTTGC HGGCAGA | TTATACA | GGCAAA | CAAGATT
GTGACAC | AGTGATT | GATTGTC | GCAGCTG | ATATCCA | GCACCAC
AG3¢ 3¢ TC*3 TT3¢ T3¢ TG3¢

Lange 278bp 163bp 239bp 299bp 258bp 222hbp

Annealing | 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 56°C

Firma Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany

Tabelle 5. Mikrosatelliten Chromosom 1p

3.1.3 MATERIALIENLISTE

Losung, Chemikalie

Artikelnummer, Firma

Aceton

Acrylamide/Bis-Acrylamide, 30%

solution

GH 01001 , Hedinger GmbH & Co. KG, Stuttgart, Germany

1002257089, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Ammonium Persulfat Cat.#161-0700, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,

Bromphenolblau
Chemiluminescence film

Coverplates
DAB Puffer

DAB Subtrat

Dako REAL Antibody Diluent

Deckgléaser

Desoxycholic acid sodium salt

monohydrate

(Sodiumdesoxycholat)

USA

Art. A512.1, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Germany
Amersham Hyperfilm ECL, 28906836, GE Healthcare Life
Sciences, Buckinghamshire, UK

72110017, Shandon CoverplateTM, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA

Dako REAL™ Substrate Buffer, K5007, Agilent/ Dako, Santa
Clara, CA, USA

Dako REAL™ DAB+ Chromogen , K5007, Agilent/ Dako,
Santa Clara, CA, USA

S2011, Agilent/ Dako, Santa Clara, CA, USA

Glasdicke 0,13 - 0,16 mm, R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen, Germany

30968, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Desoxycholséure Natriumsalz | 30968, Fluka Analytical, Buchs, Switzerland

Monohydrat

Destaining  solution  (Entfarbe- | 3037.01, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
16sung) Germany

Detektionsdetergenz

DNase
Entellan

Ethanol (99%)
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ECL Select Western Blotting Detection Reagent, RPN2235,
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

A3778, AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

K928.4, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany



Filterpapier/ Whatman Gel Blot
Paper

Filterspitzen in 10, 100, 200, 1000
pl Fassungsvermdgen
FlashGel DNA Kassette,
Agarose, 16+1,, zweizeilig

1.2%

Glasobjekttrager

Glaspestille
Glasplatten
Glycerin wasserfrei

Glycin

GrolRenmarker DNA-
Gelelektrophorese (Flash Gel)
GrolRenmarker DNA-
Gelelektrophorese (Spreadex-Gel)
GroRenmarker Elektrophorese
Western Blot

HotStarTagq Master Mix

Human ARID1A/ BAF250 Protein
(Over-Expression Lysat)

Mayer’s Himalaunlosung
Methanol

MikroreaktionsgefaRe in 0,5 ml, 1,5
ml, 2 ml und 5 ml VVolumen
N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

NanoOrange protein quantitation
diluent for N6666

NanoOrange Protein Quantitation
Kit

Natriumchlorid reinst
Natriumlaurylsulfat/ SDS-Pellets

Nitrocellulosemembran, 0,45um
Paraplast Plus
Probenpuffer LOH

Protease-Inhibitor,
Tablets, Mini EDTA-free
Qiamp MiniElute DNA Kit
RNase-free Water
Rontgen-Fixierlosung (Roentogen
Superfix)
Rontgen-Rapid-Entwickler
(Roentogen)

Salzsdure 25%

Spacer

Spreadex EL 800 Wide Mini S-
2x25

R-Mercaptoethanol

cOmplete

GB003, Cat No: 10426892, GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK

Artikelnummer: 857029, Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Germany

030060, SuperFrost
Emmendingen, Germany

Plus, R. Langenbrinck GmbH,

Cat# 1653308, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Ch.Bez.: 5110A-01590, Apotheke im Universitatsklinikum des
Saarlandes

Art.-Nr. 3790.2, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Germany

FlashGe™DNA marker 50 bp -1.5 kb 57033 , Lonza
Rockland, Inc., Rockland, ME, USA

GelPilot 100 bp Ladder (100), Qiagen, Hilden, Germany

Precision Plus Protein Standards Dual Color, Catalog #161-
0394, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

Cat.Nr. 203445, Quiagen, Hilden, Germany

LS-G88844, LifeSpan BioScience, Inc., Seattle, WA, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Cat. #161-0800, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

2057478, Thermo Fischer Scientific Inc. , Waltham, MA, USA
2057477, Thermo Fischer Scientific Inc. , Waltham, MA, USA

Apotheke im Universitatsklinikum des Saarlandes

Art.-Nr. CN30.3, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Germany

Cat#1620115, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
502004, McCormicks Scientific, St. Louis, MO, USA

Sample Loading Buffer (5x), 30 34, abc biopply ag, Solothurn,
Switzerland

Ref: 04693159001, Roche Applied Science,
Germany

Cat.no. 55204, Qiagen, Hilden, Germany

Cat.Nr. 129112, Quiagen, Hilden, Germany
103655, TETENAL, Nordstedt, Germany

Penzberg,

103482, TETENAL, Nordstedt, Germany

X897.2, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany
Cat# #1653312, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
191002, AL-Diagnostic GMBH, Amstetten, Austria

A1108,0100, PanReac by AppliChem, Darmstadt, Germany
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SYBR Gold nucleic acid gel stain
TAE-Puffer
Target Retrieval Solution 10X

Concentrate, pH 6,1
TE-Puffer (1X)
Trichloressigsaure
Trispuffer, TRIZMA Base

Triton

X-100

Tropix I-Block/ Casein

Tween-20, Polysorbatum 20

Wasserstoffperoxid

Xylol

Zelllysat MGTW3 (Kontrolllysat)
Zentrifugenrohrchen in 10 ml und
15 ml Volumen

Ziegenserum

Tabelle

3.1.4
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6. Genutzte Materialien

PUFFER UND LOSUNGEN
10x TBST

50 ml 1M Tris HCI, pH 7,8
100 ml 5M NaCl

2,5 ml 100% Tween 20

S11494, Invitrogen by Thermo Fischer Scientific Inc. |,
Waltham, MA, USA

42548.01, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Germany

S1699, Agilent/ Dako, Santa Clara, CA, USA

Cat.Nr. A0386,0500, AppliChem, Darmstadt, Germany
1.00807.1000, Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Cat.No.: T1503, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA
STBH6272, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

1805103, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA

Ch.-B. 43316534, Caesar & Loretz GmbH D-40721 Hilden,
Germany

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, Germany

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, Germany

X0907, Agilent/ Dako, Santa Clara, CA, USA

Auffiillen der Lésung auf 500 ml mit Aqua bidest.

Casein 0,2%

1 Tablette Desoxycholsdure Natriumsalz Monohydrat auf 200 ml Aqua dest. geben

2 g I-Block (Casein)

Die Losung auf 1.000 ml mit Aqua bidest. aufftllen

Unter Rithren bei 50°C ldsen

Tween-20 1 ml auf 1.000 ml der Losung

Coomassie-Farbeldsung

1,2 g Coomassie Brilliant Blue

300 ml Methanol

60 ml Essigsaure

Auffiillen auf 600 ml mit Aqua bidest.



Coomassie-Entfarbeldsung
50 ml Methanol

50 ml Essigsaure

400 ml Aqua bidest.

Probenpuffer (Spaltpuffer)

30 ml Glycerin

15 ml R-Mercaptoethanol

0,03 g Bromphenolblau

6 g SDS-Pellets

2,278 g/ 49 ml Trispuffer

Auffiillen auf 100 ml mit Aqua dest.

Tris-HCI 1 Molar, pH 7,8
60,57 g Trispuffer
Auffiillen der Losung in 500 ml Aqua bidest.

RIPA buffer (Radioimmunoprecipitation Assay Buffer)

150 mM NacCl

1% Triton X-100

0.5% Sodiumdeoxycholat

1% SDS

50 mM Tris-HCI, pH 8.0

Ansetzen der L6sung in 50 ml Aqua bidest.

Protease Inhibitor (EDTA-free)

Der RIPA-Puffer wurde direkt vor der Nutzung mit einem Protease-Inhibitor (Roche, eine
Tablette auf 20 ml) versetzt.

Trenngel, 10% Polyacrylamidgel, 1,5 mm Spacer
2,475 ml 30% Acrylamid

1,875 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,9

75 pl 10% SDS

7,5 ul TEMED

3,075 ml Aqua bidest

37,5 pul APS
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Sammelgel, 5% Polyacrylamidgel, 1,5 mm Spacer
625,5 pl 30% Acrylamid

0,9375 pl 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

37,5 pl 10% SDS

7,5 ul TEMED

2,272 ml Aqua bidest.

195 ul APS

Transfer buffer 10x
0,25 M Tris Base pH 8,3
1,9 M Glycin

10% Methanol von Gesamtldsung direkt vor Nutzung dazugeben.

Laufpuffer 10x
30 g TRIS/ HCI pH 8,4

144 g Glycin
10 g SDS
Auffiillen der Losung auf 1 | mit Aqua bidest.

Hot-Star MasterMix

Fir 12 Ansétze:

150 pl Hot-Star-Taq Master Mix (2X)
122,4 ul RNase-free Water




3.1.5 GERATE UND SOFTWARE

Gerat

Firma, Artikelnummer

Dampfgarer
Durchlichtmikroskop
Einbettautomat
Elektrophoresekammer Western
Blot

EOS Utility 2

Externe Lichtquelle fur IHC
FlashGel Camera Pack, FlashGel
Doc und Kamera

FlashGel Capture

Fluorometer

IBM SPSS Statistics 25

ImageJ 1.52a

Kiihlplatte ,,Blue Cooler*
Laufkammer LOH

Leica Application Suite (LAS)
Version 3.8

Manual Mikrotom RM2035
Mastercycler MC nexus X2

Microsoft Excel 2013
pH-Meter
Préazisionswaage

R Studio

Schiittler
ThermoMixer C
UV-Licht-Kammer
Waérmeschrank 56°C
Warmeschrank 80°C
Wet Blot

Zentrifuge, ungekihlt

HD9140/91, Koninklijke Philips N.V, Amsterdam, Netherlands
BH-2, Olympus, Japan

68910051, Shandon, Runcorn, UK

Mini-Protean Tetra System, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, USA

Canon Inc., Tokio, Japan

LED-DC Regelnetzgerat, BW-Optik, Aschendorf, Germany
Artikelnummer: 857065, Hersteller: Biozym Scientific GmbH

Lonza Group AG, Basel, Schwitzerland

Quantus Fluorometer, E6150, Promega Corporation, Madison,
USA

International Business Machines Corporation, New York, USA
W. Rasband, National Institutes of Health, USA

RWW Medizintechnik, Hallerndorf, Germany

Elchrom Scientific AG, Zug, Switzerland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany

12190861, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Germany
Katalog-Nr. 6337FR013445, Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

pH 1100 L, VWR International GmbH, Darmstadt, Germany
ENTRIS6202-1S, Sartorius Corporate Administration GmbH,
Gottingen, Germany

R-Tools Technology Inc., Boston, MA, USA

Duomax 1030, Heidolph Instruments GmbH & CO. KG
Katalog-Nr. 5382000015, Eppendorf AG, Hamburg, Germany
DIAS-III, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany
T 6, Heraeus Instruments, Hanau, Germany

T 12, Heraeus Instruments, Hanau, Germany

Mini-Protean Tetra System, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Centrifuge MiniSpin, Katalog-Nr. 5452000010, Eppendorf AG,
Hamburg, Germany

Tabelle 7. Genutzte Gerate, Apparaturen und Software
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3.2 PROBEN

Nr. | Alter | Sex | Histo. WHO- | Lokalisation Rezidiv LOH
Subtyp
1 55 | W MM I | Frontal /
2 76 W MM I KH /
3 85 W M I KBF LOH
4 53 W M I  Parietal /
5 57 W M I | Falx R /
6 57 | W PM I | Multiple /
7 82 W M I | Frontal /
8 71 M AM IT | Subokzipital /
9 53 | W PM I | Spinal R /
10 65 | W PM I | Frontal /
11 71 W M I | Frontal /
12 69 | M M I KBF LOH
13 74 W M I | KHBW /
14 46 | W M I | Frontal /
15 85 | M M I | Hypophyse LOH
16 37 W M I  Parietal /
17 63 | M M I Falx LOH
18 72| M M I | Temporal LOH
19 74 | W M I | Frontal LOH
20 54 | W SM I | Parietal /
21 59 | W M I | KBF /
22 58 | W ANGM I | Frontal LOH
23 59 W MM I | Olfactoriusmeningeom /
24 81| W M I | Spinal /
25 61 M M I | KBF /
26 94 W M I | Spinal /
27 57 | W M I | KBF LOH
28 32 W CM I KHBW R LOH
29 82 | M M I | Spinal /
30 41 W M I | KBF LOH
31 W M I | Frontal /
32 4 W M I | Okzipital R LOH
33 79 M M I | KBF /
34 81 W M I | KHBW /
35 56 | M MM I | Multiple R /
36 57 | W MM I | Multiple /
37 80 W M I | Olfactoriusmeningeom /
38 44 | W AM 1T Spinal /
39 80 W FM I | Okzipital /
40 69 | W M I | Multiple R LOH
41 86 | W M I | Spinal /
42 62 W PM I | Spinal /
43 56 | W M I | Spinal /
44 7 M ANGM I | Multiple LOH
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45 77 M MM I | Multiple /
46 82 W SM I | Frontal /
47 54 | M AM IT | Frontal LOH
48 69 | M AM IT | Frontal LOH
49 50 | ' W CM IT | Multiple LOH
50 43 | M AM I Frontal /
51 W ANAM II | Temporal R LOH

Tabelle 8. Ubersicht der Patienten

Alter: Alter bei Operation in Jahren; Sex/ Geschlecht: W: Weiblich, M: Mannlich; Histologischer
Subtyp: M: Klassisches Meningeom, MM: Meningotheliales Meningeom, PM: Psammomatdses
Meningeom, SM: Sekretorisches Meningeom, AngM: Angiomattses Meningeom, FM: Fibroses
Meningeom, AM: Atypisches Meningeom, CM: Chordoides Meningeom, ANAM: Anaplastisches
Meningeom; KBF: Keilbeinflugel, KHBW: Kleinhirnbriickenwinkel; R: Rezidiv; LOH: Loss of

Heterozygosity auf mindestens einer der Sonden auf dem Chromosom 1p.

Bei dem Kollektiv der Patienten handelt es sich um eine konsekutive Stichprobe, die im Zeitraum von
2017 bis 2019 gesammelt wurde. Den grofiten Anteil stellen dabei die Proben aus dem Jahr 2019. Die
Falle aus dem Jahr 2019 wurden folgend durch héhergradige Meningeome aus den Vorjahren ergéanzt,
um genauere Aussagen hinsichtlich der Unterschiede zwischen den WHO-Graden zu entdecken. Alle
Patienten wurden in der Klinik fir Neurochirurgie des Universitatsklinikums des Saarlandes operiert
und die Biopsate als Nativgewebe direkt in das Institut fur Neuropathologie des Universitatsklinikums
des Saarlandes geschickt. Die Gewebeproben wurden daraufhin bei -80°C nativ oder in Tragant gelagert.
Bei Tragant handelt es sich um ein Medium geeignet zur Ausrichtung der Gefrierproben [62].

Die Gewebeproben wurden sowohl fiir die Proteinanalyse mittels Western-Blot als auch die DNA-
Analyse zur Bestimmung von Chromosomen(teil)verlusten genutzt. Fur letztere wurden zusétzlich
Blutproben der Patienten in EDTA-R&6hrchen oder Nativgewebe der Meningen verwendet, die fiir die

routinemaRige molekulargenetische Analyse bereits vorhanden waren.

Die histologische Beurteilung wurde von den &rztlichen Mitarbeitern am Institut fir Neuropathologie
der Universitét des Saarlandes anhand der histologischen Schnitte nach den Kriterien der 4. Auflage der

,»WHO classification of tumours of the central nervous system” erstellt [105].

Die Bearbeitung der Proben wurde von der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes unter
den Kennnummern 213/20 und 178/07 genehmigt.
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4 METHODIK

4.1 LoSS OF HETEROZYGOSITY-ANALYSE (LOH)

Um die genetische Instabilitit von Meningeomen zu untersuchen, wurde eine PCR-gestitzte
Mikrosatelliten-Analyse zur Uberpriifung von Allelverlusten, einem ,.Loss of Heterozygosity* oder
kurz LOH, durchgefihrt. (Teil)VVerluste von Chromosomenabschnitten sind eine hdufige genetische
Verénderung bei verschiedenen Tumorarten und filhren zu einer funktionellen Homozygotie der
betroffenen Genloki [78]. Zur Untersuchung dieser Verluste werden Mikrosatelliten beziehungsweise
short tandem repeats (STRS) genutzt, die von Mensch zu Mensch und sogar in den beiden vorliegenden
Allelen in der Lange variieren [24,58]. Der Verlust oder schon eine verringerte Signalstarke des PCR-
Produktes wurden dabei als positives Ergebnis der Analyse und als Chromosomenteilverlust dieses
Abschnitts gewertet.

Die LOH-Analyse wurde in der Molekulardiagnostik routineméRig fur Oligodendrogliome nach

Hartmann et al. durchgefiihrt und im Rahmen der vorliegenden Arbeit modifiziert [30].

Es wurde jeweils DNA aus Tumorproben, entweder aus nativem Cryo-Gewebe oder aus einem in
Paraffin fixierten Schnitt des Tumors gewonnen. Als konstitutive Kontrolle wurde in EDTA-R6hrchen
entnommenes vendses Blut der Patienten oder in Paraffin fixierte Teile von nicht Tumor-infiltrierten
Meningen genutzt. Die DNA-Extraktion erfolgte im Zuge der routineméaRigen molekulargenetischen
Analytik mit Hilfe des Qiamp MiniElute DNA Kits (Qiagen) und konnte fiir die vorliegende Arbeit

genutzt werden.

Die DNA-Proben wurden folgend mit dem ,,Hot-Star Master-Mix*“ (Quiagen) versetzt und mit den
Primern (Eurofins Genomic) fur die entsprechenden Mikrosatelliten kombiniert. Pro Probe wurden 1,3
I DNA mit 1 pl Primer-Mix (forward und reverse Primer jeweils 20 pmol/ul) fir den jeweiligen
Mikrosatelliten in 12,5 pl Master-Mix und 10,2 pl Wasser pipettiert.

Zusatzlich wurde jeweils eine No-Template-Control ohne Probenmaterial oder ohne Primer als Negativ-
Kontrolle angesetzt, um mdgliche Kontamination auszuschliel}en. Bei der No-Template-Control wurde
entweder anstelle der DNA 1,3 pl RNase-freies Wasser oder anstelle der Primer 1 pl RNase-freies

Wasser eingesetzt.

Fur die unterschiedlichen chromosomalen Abschnitte wurden die in Tabelle 5 aufgefiihrten
Mikrosatelliten genutzt. Fir das Chromosom 1p wurden die bereits publizierten Sonden D1S1608,
D1S548, D1S1592, D1S1161, D1S1184 und eine eigens entwickelte Sonde fir den Genlokus des
ARID1A verwendet. In Abbildung 13 ist aufgefuihrt, welche Teilbereiche dabei umfasst wurden.
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Abbildung 13. Kurzer Arm 1p des Chromosoms 1 - Hervorgehoben sind die Abschnitte, die in der
LOH-Analyse nachgewiesen wurden, erstellt in der Genome Decoration Page des National Center for

Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine [88].

Die PCR wurde fiir die bereits vorbestehenden Sonden nach etabliertem Protokoll in dem Mastercycler
MC Nexus X2 (Eppendorf) durchgefihrt. Fir die Sonde des ARID1A wurde entsprechend der
spezifischen Schmelztemperatur der Primer eine Anpassung der Anlagerungstemperatur vorgenommen
(siehe Tabelle 9).

Die PCR ldsst sich schematisch in drei grof3e Reaktionen aufteilen, die genaue Ausfiihrung istin Tabelle
9 dargestellt.

Reaktion Schritt | Temperatur in °C | Dauer | Wiederholung
Denaturierung 1 94 15min | 1x
2 94 30 sec 37x
Anlagerung 3 53 bzw. 56 40 sec
Elongation 4 72 40 sec
5 72 5 min 1x
Ende 6 4 Ende Bis manuelle Beendigung

Tabelle 9. Ablauf und Zeiten der Polymerase-Kettenreaktion

Den Anfang der Reaktion stellte die Denaturierung der Proben bei 94°C dar. So trennten sich die
doppelstrangige DNA und auch bereits angelagerte Primer wurden erneut getrennt [49]. FUr die genutzte
Tag-Polymerase im Hot-StarTag Maser-Mix (Quiagen) musste eine langere Denaturierungszeit von 15
Minuten ausgefihrt werden, um deren Aktivierung zu sichern. Nachfolgend wurde auf 53°C fir die
bereits etablierten Sonden und auf 56°C fir die spezifische Sonde des ARID1A abgekihlt. Die
Anpassung dieser Temperatur wurde anhand der spezifischen Schmelztemperaturen der Primer

bestimmt. In diesem Schritt kam es zur Anlagerung der Primer an die komplementaren Sequenzen des
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DNA-Strangs. An diese konnte sich in der folgenden Elongation die DNA-Polymerase anlagern und den

Strang auffillen. Dies erfolgte bei 72°C, dem Temperaturoptimum der verwendeten Polymerase [49].

Diese Schritte wurden in 37 Zyklen wiederholt und folgend die Proben auf 4°C abgekihlt. Die PCR-
Produkte konnten daraufhin direkt weiter analysiert oder bei -20°C zwischengelagert werden.

Die entstandenen PCR-Produkte wurden mit 36 pl Probenpuffer (abc biopply) versetzt und in die
Taschen des Spreadex® EL 800 Wide Mini (Serva) pipettiert. Die horizontale Gel-Elektrophorese lief
fiir 105 Minuten bei 120V in Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) (Serva) bei 54°C. Nachdem die
Gele unter Aqua dest. gespiilt wurden, erfolgte die Anfarbung mit SYBR-Gold (0,8x TAE, 0,8x
Destaining solution, 2x Sybr, Gold, Thermo Fisher Scientific) fir 30 Minuten. Abschlie}end wurde drei
Mal unter Aqua dest. gespult. Die Dokumentation des angefarbten Gels erfolgte unter UV-Licht mit

Zuhilfenahme des Programms ,,EOS Utility*“ von Canon.

Die LOH-Analyse auf den Elchromgelen wurde durch einen direkten bildlichen Vergleich der Tumor-
und der Blutbande jedes Patienten durchgefiihrt. Im Kontrollgewebe (Blut oder Nicht-Tumorgewebe)
sollten dabei beide Allele in Form von Banden unterschiedlichen Hohen erkennbar sein. Zwei Banden
im Tumorgewebe werden als Heterozygotie gewertet, der Verlust einer der beiden Allel-Banden als
Loss of Heterozygosity. Ist im Kontrollgewebe nur eine Bande erkennbar, kann die Probe aufgrund einer

Homozygotie nicht ausgewertet werden.

4.2 \WESTERN-BLOT

4.2.1 PROBENBEHANDLUNG UND LYSATHERSTELLUNG
Die Mehrzahl der Lysate wurde aus tiefgefrorenem Nativgewebe der Tumorproben hergestellt. Einige
Proben waren allerdings in Tragant stabilisiert (siehe Tabelle 15 im Anhang). Die Proben wurden dabei

mdglichst vollstandig aus der Substanz entnommen und wie folgt genannt weiterverarbeitet.

0,03 g bis 0,1 g der Tumorprobe wurden abgewogen und in eiskaltem RIPA-Puffer (neunfache Menge
des Materials) zwei bis flinf Minuten inkubiert. In einer Glaspestille wurden die Proben anschlie3end
im kuhlen Puffer homogenisiert. Daraufhin wurden die Lysate mit DNase (A3778, AppliChem) versetzt
und 30 Minuten bei 37°C im ThermoMixer inkubiert.

Ein Teil der Lysate wurde zusétzlich einer Proteinaufkonzentrierung unterzogen, um gegebenenfalls
eine hohere Sensitivitdt zu erzielen. Dies wurde mit Hilfe der Trichloressigsdure-Proteinfallung
vorgenommen. Dabei wurde das Lysat in einem Verhéltnis von 4:1 mit Trichloressigsdure versetzt.
Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei 4°C wurde die Lésung bei 14.000 rpm fir finf Minuten
zentrifugiert. Das daraus entstandene Pellet wurde mit kaltem Aceton gewaschen, erneut bei selbiger
Drehzahl fur funf Minuten zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Nach

vollstdndigem Verdunsten des Acetons wurde das Pellet mit dem dreifachen VVolumen an Probepuffer
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versetzt und darin geldst. Wenn ein niedriger pH-Wert durch eine Gelbfarbung des Probenpuffers zu

erkennen war, wurde mit Natriumhydroxid (NaOH) nachtitriert.

Fur die Proteinquantifizierung in den (aufkonzentrierten) Lysaten erfolgte ein Quantifikationsassay mit
,NanoOrange Protein Quantitation Kit“ (Thermo Fischer Scientific) mit Hilfe des Quantus™
Fluorometers (Promega) und eines mitgelieferten Proteinstandards nach  adaptiertem
Herstellerprotokoll.

4.2.2 DISKONTINUIERLICHE GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

Zur spezifischen semi-quantitativen Erfassung der Ziel-Proteine in den Meningeomproben wurde die
Methode der diskontinuierlichen Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
nach Laemmli aus dem Jahre 1970 angewandt [52]. Dabei werden die Proteine nach ihrer GréRe und
Ladung in Bahnen eines Polyacrylamidgels aufgetrennt. Das SDS (Sodiumdodecylsulfat) bewirkt eine
anhaltende Denaturierung der Proteine und versetzt diese mit negativer Ladung, was die Wanderung im
elektrischen Feld beginstigt. Hier wurde das Mini-Protean Tetra System von Bio-Rad verwendet. Das
Gel besteht aus einem 4%igen Sammelgel und einem 10%igen Trenngel. Das Sammelgel zeichnet sich
durch groRere Poren und einen kleineren pH-Wert (pH 6,8) im Vergleich zum Trenngel (pH 8,9) aus.
Es ermdglicht eine Konzentration der Proteine. Im Trenngel folgt darauf die Aufspaltung des

Proteingemischs in einzelne Fraktionen, bedingt durch die kleineren Poren und den gréReren pH-Wert.

Die Gele wurden mit den in Kapitel Puffer und Losungen aufgefiihrten Lésungen gegossen und
spatestens innerhalb von zwei Tagen genutzt. Das Reaktionsprinzip besteht in einer radikalischen
Polymerisation der monomeren Acrylamid-Molekile. Die Quervernetzung wurde durch Bisacrylamid
vermittelt. Den Radikalstarter, der erst direkt vor dem GiefRen der Platten zugegeben wird, stellt dabei
das Ammoniumperoxodisulfat (APS) dar. Zuséatzlich wird die Ldsung mit dem
Polymerisierungskatalysator Tetramethylethylendiamin (TEMED) versetzt, der die Reaktion
beschleunigt. Die erzeugte Trenngel-Lésung wird zwischen zwei Glasplatten mit 1,5 mm Abstand
gegossen. Zur besseren Kanten-Bildung wurde die Lésung mit Ethanol Uberschichtet. Sobald das
Trenngel auspolymerisert ist, wird das verbleibende Ethanol abgenommen und in gleicher Weise das

Sammelgel hergestellt und tber das Trenngel aufgetragen.

Aufgetragen wurden jeweils 40-45 pl Lysat pro Tasche. Die Kammer wurde zuvor mit Laufpuffer (siehe
3.1.4) gefullt, zunéchst ein Strom von 100 mA und bei Erreichen der Farbfront des Trenngels 70 mA
angelegt. Das gesamte System wurde dabei extern gekihlt. Im vertikal orientierten Gel trennten sich
dabei die Proteine zwischen 20 und 250 kDa auf. Zur Grél3enabschétzung in der Auswertung wurde ein
Protein-GrolRenmarker von Bio-Rad, sowie eine Kontrolle aus MGTW3-Zelllysat und ein Lysat aus
HEK293T-Zellen mit einer Uberexpression von ARID1A (LifeSpan BioScience) verwendet. Von

letzterem wurden jeweils 2 jug pro Tasche gegeben.
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4.2.3 WESTERN BLOT

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine aus dem Gel mittels des sogenannten ,,Wet Blots* auf
eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Zunéchst wurden die Gele 10 Minuten in den Transferpuffer
gelegt, um die Gele im neuen Buffer zu &quilibrieren. Dann wurden die Gele gemaR der
Herstellervorgaben vorbereitet, die Kammer mit Transferpuffer (siehe 3.1.4) befillt, und anschliel?end
die Proteine bei 200 mA elektrophoretisch fiir zwei (DPF3, SNF5) oder vier (ARID1A) Stunden
Ubertragen. Dieses System wurde dabei kontinuierlich bei 4°C gekiihlt.

Nach erfolgter Ubertragung der Proteine von dem Gel auf die Nitrocellulosemembran wurde die
Membran sofort in 0,2% Casein fir 20 Minuten geblockt. Dabei besetzt das Casein die frei gebliebenen
Bindungsstellen auf der Membran. AnschlieBend wurde die Membran mit den gewiinschten Antikorpern

inkubiert, um die eigentliche Immunfarbung durchzufihren.

Die Primarantikdérper Anti-SNF5, Anti-DPF3 und Anti-ARID1A (Abcam) wurden ber Nacht bei 4°C
inkubiert. Anti-alpha-Tubulin (Abcam), der als Ladekontrolle diente, wurde fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden alle Blots jeweils 3 x 5 Minuten mit TBST gewaschen. Als
Sekundar-Antikorper fiir den Anti-SNF5, Anti-DPF3 und den Anti-ARID1A wurde der Goat-Anti-
Rabbit EnVision von Agilent/Dako in einer Verdinnung von 1:500 verwendet. Fir die Ladekontrolle
wurde der Goat-Anti-Mouse EnVision von Agilent/Dako in einer Verdiunnung von 1:500 genutzt. Die
Inkubation des Goat-Anti-Rabbit EnVision erfolgte fir 90 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Schittler und die des Goat-Anti-Mouse EnVision fir 60 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Schdttler. Vor der Entwicklung der Blots wurden diese jeweils 4 x 5 Minuten mit TBST gewaschen.

Die Signalentwicklung l&uft durch eine Chemilumineszenz-Reaktion ab, die uber eine Oxidation der
dianionischen Form des Luminols (3-Aminophthalsdurehydrazid) tber eine an den Sekundar-
Antikorper gekoppelte Peroxidase katalysiert wird. Durch diese Oxidation wird ein Elektron in den
erregten Zustand erhoben. Bei Zurtickfallen in den Grundzustand gibt dieses Elektron ein Photon im
hoherenergetischen Teil des sichtbaren Lichtspektrums ab [27].

Dieses Licht kann bei Ablauf der Reaktion einen Chemilumineszenz-Film belichten. Dieser wurde nach
30 (Anti-alpha-Tubulin) bis 60 Minuten (Anti-ARID1A, Anti-DPF3, Anti-SNF5) Inkubation im
Dunkeln in einer Entwickler-Lésung (TETENAL) entwickelt und zur Fixation anschliefend in die
Fixierungs-Losung gelegt. Der Film wurde daraufhin bei einer minimalen Waschzeit von 10 Minuten

in Leitungswasser von den vorherigen Lésungen gesdubert.

Die grafische Auswertung der Western Blots erfolgte durch die Software ,,Image]* Version 1.52a (W.
Rasband, National Institutes of Health, USA) [81]. Aus der farblichen Intensitit und Dicke der Protein-
Banden wurden Zahlenwerte errechnet. Die ermittelten Werte der jeweiligen 100kDa ARID1A-Bande
und der Wert der Bande der Ladekontrolle (alpha-Tubulin) wurde ins Verhdltnis gesetzt, um
Schwankungen in der Gesamtheit der Proteinkonzentration in den Lysaten zu eliminieren. Zum

Vergleich diente das Kontrolllysat, das bei allen Messungen ungeféhr denselben Wert bei der Ratio hatte
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und konstant ein dhnliches Muster aufwies. Zusatzlich erfolgte eine Analyse des Bandenmusters im
Gesamtvergleich. Eine Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Blots wurde somit qualitativ und semi-
quantitativ sichergestellt.

4.3 |IMMUNOHISTOCHEMIE

Zur Bestimmung der intrazelluldren Lokalisation und Expression von ARID1A innerhalb des
Tumorgewebes, wurde eine immunhistochemische Analyse durchgefuhrt. Das Gewebe wurde nach
Zuschnitt durch einen Neuropathologen in einem Einbettautomaten (Shandon) in Paraplast Plus

(McCormicks Scientific) eingebettet.

Die in Paraffin eingebetteten Meningeome wurden an einem Schlittenmikrotom (Leica) auf 1-2 pum
Dicke geschnitten und mittels eines Wasserbads auf die Objekttrager (SuperFrost Plus, R. Langenbrinck
GmbH) aufgebracht. Daraufhin wurden die Objekttréger in einem Warmeschrank (Heraeus Instruments)
bei 56 °C mindestens 12 Stunden getrocknet und erst im Anschluss weiter behandelt.

Zur Rehydrierung wurde eine absteigende Alkoholreihe durchlaufen (siehe Tabelle 10) und folgend in
Agqua dest. gesplilt.

Schritt Dauer Wiederholungen
Xylol 10 Minuten 3
100% Ethanol 2 Minuten 2
90% Ethanol 2 Minuten 1
80% Ethanol 2 Minuten 1
70% Ethanol 2 Minuten 1

Tabelle 10. Rehydrierung/ Absteigende Alkoholreihe

AnschlieBend wurde die endogene Peroxidase 10 Minuten in 1%iger Wasserstoffperoxid-Ldsung (siehe
3.1.4) blockiert und in Aqua dest. gespuilt.

Die Antigen-Demaskierung erfolgte durch Aufkochen der Schnitte in Puffer (pH 6,1, Agilent/ Dako)
fir 30 Minuten in einem Dampfgarer (Phillips). Danach mussten die Proben 30 Minuten abkihlen,

wurden kurz in Aqua dest. gewaschen und dann in TBST (siehe 3.1.4) gestellt.

Fir die immunhistochemische Farbung wurden Coverplates (Shandon CoverplateTM, Thermo Fisher
Scientific Inc) an die Objekttrdger ohne Lufteinschliisse angelegt und mit TBST durch hydrostatische
Krafte gehalten. Zur Durchlaufkontrolle wurde auf die Objekttrdger TBST pipettiert, um den korrekten

Sitz der Coverplates zu Uberprifen.

Als Primarantikdrper wurde der ,,ARID1A (PSG3)* von SantaCruz (sc-32761) in einer Verdiinnung von
1:100 verwendet. Es wurden pro Objekttrager 100 ul der Verdinnung fir 45 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Spilgdngen mit TBST wurde als Sekundarantikorper der
,EnVision /HRP Rabbit/Mouse* (Dako) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von drei
Spulgéngen mit TBST.

Die Farbentwicklung wurde in einer sogenannten ,,feuchten Kammer* durchgefiihrt. Die Objekttrager
wurden jeweils mit 200 pl DAB-L6sung (Dako REAL DAB+ Chromogen kombiniert mit Dako REAL
Substrate Buffer, Agilent, 1:50, frisch angesetzt) bedeckt und fiir sieben Minuten inkubiert. Nachdem
eine Farbreaktion makroskopisch sichtbar wurde, wurden die Schnitte in Aqua dest. tberfihrt und
mehrfach in diesem gespiilt.

Zur Gegenfarbung wurden die Objekttrager fir 20 Sekunden in Mayer’s Hdamalaunlésung (Merck
KGaA) gefarbt, mit Aqua dest. gespult und fiinf Minuten unter lauwarmen Leitungswasser gebldut. Der
Farbumschlag bewirkt dabei eine intensive Blaufarbung der Zellkerne durch den Anstieg des pH-Wertes
im Wasser. Weiter wurden die Objekttrager nochmals in Aqua dest. gespuilt und nun in der aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert (siehe Tabelle 11).

Schritt Dauer Wiederholungen
70% Ethanol kurz 1
80% Ethanol kurz 1
90% Ethanol kurz 1
100% Ethanol 2 Minuten 2
Xylol 2 Minuten 2

Tabelle 11. Dehydrierung/ Aufsteigende Alkoholreihe

Aus dem Xylol wurden die Schnitte direkt mit Entellan eingedeckt und im Warmeschrank fur 10
Minuten bei 80°C getrocknet.

Die Auswertung der Immunhistochemie wurde an einem Durchlichtmikroskop (BH-2, Olympus) mit
externer Lichtquelle (LED-DC Regelnetzgerat, BW-Optik) durchgefiihrt. Dabei wurden die Proben
anhand des Verteilungsmusters des ARID1A-Proteins (Konzentrierung in bestimmten Tumorbereichen,
Mosaik-Muster, intrazelluldre Lokalisation des Proteins, etc.) und morphologischer Auffalligkeiten im
Zusammenhang mit weiteren Merkmalen des Patienten untersucht. Die Bilder wurden durch das
Programm ,,Leica Application Suite (LAS) Version 3.8“ (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Germany) aufgenommen und digital gespeichert.
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4.4 STATISTIK

Die Datenauswertung wurde mit den Programmen ,,Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA), ,,IBM SPSS Statistics 25 (International Business Machines Corporation, New
York, USA) und ,,R Studio“ (R-Tools Technology Inc., Boston, MA, USA) vorgenommen und grafisch
dargestellt.

Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von unter 0,05 festgelegt. Dieser wurde im Zusammenhang

mit dem Konfidenzintervall betrachtet.

4.5 FREMDLEISTUNGEN

Die DNA-Isolation wurde in der routinemaRigen Diagnostik der Molekulargenetik des Instituts flr
Neuropathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes durchgefiihrt. Die Reste der Produkte

konnten flr diese Studie genutzt werden.

Auch Anteile der LOH-Analyse wurden durch die wissenschaftlichen Mitarbeiter des Instituts fur
Neuropathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes bearbeitet und sind der Tabelle 15 im

Anhang zu entnehmen.

Des Weiteren erfolgten der Zuschnitt der Paraffinblocke am Cryostaten, die Farbung der alkalischen
Phosphatase und des Ki67 durch das Fachpersonal des Instituts fur Neuropathologie des

Universitatsklinikums des Saarlandes.

Die Coomassie-Farbelésung und -Entfarbelésung wurden von der Arbeitsgruppe Prof. Dr.
Riemschneider der Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie des Universitatsklinikums des Saarlandes
bereitgestellt. Weiter wurden der Anti-alpha-Tubulin Antikorper der Firma Abcam, das Kontrolllysat
(MGTW3-Zelllysat) fir den Western Blot, die Schwamme fir den Wet-Blot und Trockeneis von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Fassbender der Klinik fiir Neurologie des Universitatsklinikums des Saarlandes

zur Verfligung gestellt.

53



5 ERGEBNISSE

In dieser Studie wurden Gewebeproben aus Meningeomen verschiedener WHO-Grade von insgesamt
49 Patienten analysiert (siehe Tabelle 8), die in der Zeit von 2017 bis 2019 in der Klinik fir
Neurochirurgie des Universitatsklinikums des Saarlandes operiert wurden. Bei zwei Patienten mit einem
multiplen Tumorbefall wurden jeweils zwei Proben von Tumoren entnommen, die sich nicht nur in ihrer
Lokalisation, sondern auch in ihrer histologischen Charakterisierung unterschieden. Dementsprechend
wurden diese Proben jeweils als einzelne Entitdten betrachtet, womit schlussendlich insgesamt 51

Meningeomproben auf unterschiedliche Aspekte hin ausgewertet wurden.

Bei allen Patienten wurde eine LOH-Analyse durchgefithrt, um chromosomale Anderungen zu
analysieren. Aus dieser Gruppe wurden 40 Patienten (42 Proben) weiter im Western Blot und der
Immunhistochemie auf Proteinebene untersucht. Die fehlenden neun Patienten konnten aufgrund
fehlenden Materials nicht in die weitere Analyse mit einbezogen werden. Fur die LOH-Analyse und

epidemiologische Statistik wurden sie dennoch beriicksichtigt.

Neben den experimentellen Daten zur Ursachenforschung von Meningeomen wurden die vorhandenen
klinischen und epidemiologischen Daten statistisch ausgewertet um sie mit bereits publizierten Werten

vergleichen zu kénnen und gegebenenfalls Abweichungen identifizieren zu kdnnen.
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5.1 KLINISCHE DATENANALYSE

5.1.1 ALTERS- UND GESCHLECHTSVERTEILUNG

Bei Auftrennung der Patienten nach Geschlecht finden sich insgesamt 36 Frauen und 13 Manner. Somit
ist die Inzidenz des Meningeoms in dieser Untersuchung bei Frauen mit einem Gesamtanteil von 73,5%
in deutlich héherem Umfang als bei dem mannlichen Patienten (26,5%) zu finden. Daraus ergibt sich

bei Frauen ein um circa 2,8-fach hdheres Auftreten an Meningeomen als bei Mannern.

Geschlecht

10 B I Lannlich
Weiblich

Hiufickeit n

(]

20 40 60 80 100
Alter in Jahren
Abbildung 14. Altersverteilung der 49 Meningeompatienten

Insgesamt 49 Patienten (Frauen (hellblau) n=36, Mdanner (dunkelblau) n=13), die zwischen 2017 und
2019 ein Meningeom entwickelten und in der Klinik fur Neurochirurgie des Uniklinikums des
Saarlandes operiert wurden, wurden fiir die vorliegende Statistik betrachtet. Das mittlere Alter betragt
65,0 £ 14,7 Jahre (Frauen 64,0 + 15,63 Jahre, Mé&nner 67,77 £ 12,08 Jahre).

Das Alter wurde am Tag der Operation bestimmt. So liegt das Durchschnittsalter bei 65 Jahren. Die
Standardabweichung betragt 14,75 Jahre. Dabei war die alteste Patientin 94 Jahre alt und die jungste
Patientin 32 Jahre alt. Der Median liegt bei 65 Jahren. Es wurde eine Normalverteilung aufgrund der

klassischen Merkmale und auf Basis einer Uberpriifung durch ein Q-Q-Diagramm nachgewiesen.
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Mittelwert Standard- Minimum Maximum

abweichung
Geschlecht Mannlich 67,77 12,08 43 85
(n=13)
Weiblich 64,0 15,63 32 94
(n=36)

Tabelle 12. Epidemiologische Analyse der Altersverteilung von 49 Meningeompatienten unter den

Geschlechtern in Jahren

Auffallend ist, dass das Alter eine ungleiche Verteilung unter den Geschlechtern zeigte: Wie aus Tabelle
12 zu entnehmen, liegt innerhalb der weiblichen Gruppe das mittlere Auftrittsalter bei 64 Jahren,
wahrend die mannliche Gruppe mit 68 Jahren einen hoheren Durchschnittswert aufweist. AuBerdem
zeigte die weibliche Patientengruppe eine groere Spannweite von 62 Jahren im Vergleich zu den

mannlichen Teilnehmern von 42 Jahren.

5.1.2 HISTOPATHOLOGISCHE EINTEILUNG NACH WHO

In diese Studie wurden 43 Meningeome von Grad | (84,31%), 7 Meningeome von Grad II (13,72%),
sowie ein Meningeom von Grad Il (1,96%) aufgenommen. In der folgenden Abbildung ist die
Verteilung der WHO-Grade und Subgruppen aufgetragen. Die prozentualen Anteile im Text beziehen
sich auf die Gesamtheit (n = 51 Proben), wenn nicht anders beschrieben. Am Institut fir
Neuropathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes wurde am hé&ufigsten das klassische
Meningeom diagnostiziert, das zwar meningotheliale und psammomatése Eigenschaften aufwies, aber

keine der Untergruppen-spezifischen Merkmale nach WHO in besonderer Weise ausgepragt hatte.
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Abbildung 15. Verteilung der untersuchten Meningeome nach WHO-Grad und histopathologischer
Untergruppe

M: Klassisches Meningeom, MM: Meningotheliales Meningeom, PM: Psammomatdses Meningeom,
SM: Sekretorisches Meningeom, AngM: Angiomatdses Meningeom, FM: Fibroses Meningeom, AM:

Atypisches Meningeom, CM: Chordoides Meningeom, ANAM: Anaplastisches Meningeom

Es wurden mit 28 Proben mehr als die Halfte der untersuchten Proben zu der Gruppe der klassischen
Meningeome von Grad | (54,9%) zugeordnet, gefolgt von sechs Proben des meningothelialen
Meningeoms (11,8%) und vier Proben des psammomatdsen Meningeom (7,8%). Zusétzlich wurden
zwei sekretorische Meningeome (3,9%), zwei angiomattse Meningeome (3,9%) und ein fibrdses
Meningeom (2%) von Grad I beobachtet. Diese werden ebenfalls zu den erstgradigen Meningeomen
gezéhlt. Innerhalb der Gruppe von Grad II Meningeomen fanden sich funf atypische Meningeome
(9,8%) und zwei chordoide Meningeome (3,9%). Das Meningeom von Grad III ist ein anaplastisches

Meningeom und nimmt damit zwei Prozent der Gesamtstichprobe ein.
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5.1.3 LOKALISATION
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Abbildung 16. Prozentuale Haufigkeit der Lokalisationen, n =51

Mit einem Anteil von 43 Proben (84,3%) der Gesamtheit befanden sich die meisten Meningeome
intrazerebral (siehe Abbildung 16). Davon traten zwolf der Meningeome frontal auf. Dies stellte die
haufigste Lokalisation in dieser Untersuchung dar. Daneben zeigten sieben Patienten einen Ursprung
des Meningeoms innerhalb des Keilbeinfligels. Es fielen vier Patienten mit einem Meningeom im
Bereich des Kleinhirns beziehungsweise des Kleinhirnbriickenwinkels auf. Weitere Lokalisationen

fanden sich parietal (drei), okzipital (drei), sowie temporal (zwei) und an der Hypophyse (eine).

Nur acht Meningeome lagen spinal, wobei 75% (6/8) im des Bereichs der Brustwirbelsdule lagen. Die
anderen beiden Proben fanden sich am Foramen magnum bis C1 (eine) und auf der Héhe C6/C7 (eine).

Somit nehmen die spinalen Meningeome 15,7% der Gesamtheit ein.

Finf Patienten zeigten ein multiples Auftreten. Davon wurden bei zwei Patienten die multiplen Herde
separat untersucht. In allen Féllen lagen die Tumorherde intrazerebral. Die Mehrzahl der Herde war
dabei temporal (finf) zu finden, gefolgt von der Mittellinienlokalisation, dem Keilbeinfligel, sowie
parietal und frontal (jeweils zwei) und dem Kleinhirnbriickenwinkel (eins). Drei dieser Patienten waren
weiblich. Vier der multipel aufgetreten Meningeome wurden als WHO-Grad I klassifiziert, wéhrend ein
weiteres Meningeom dem WHO-Grad II zugeteilt wurde. Zusatzlich handelte es sich bei zwei

Meningeomen dieses Merkmals um ein bekanntes Rezidiv.
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5.1.4 REZIDIVAUFTRETEN

Fall- Alter in Geschlecht | Histo. WHO- Anzahl Atiologie,

nummer | Jahren Subtyp Grad Rezidive falls
bekannt

5 57 w M I unbekannt

9 53 w PM I 6 NF2

28 32 w CM I 4

32 44 w M I 1

35 56 M MM I 1

40 69 W M I unbekannt

51 75 W ANAM I unbekannt NF2

Tabelle 13. Eigenschaften der Meningeompatienten, die mindestens ein Rezidiv zeigten

Alter: Alter bei Operation; Geschlecht: M: Mannlich, W: Weiblich; Histologischer Subtyp: M:
Klassisches Meningeom, PM: Psammomatdses Meningeom, CM: Chordoides Meningeom, MM:
Meningotheliales Meningeom, ANAM: Anaplastisches Meningeom; NF2: Neurofibromatose Typ 2

Innerhalb der untersuchten Patientengruppe zeigten sich sieben Patienten mit mindestens einem
bekannten Rezidiv. Finf dieser Patienten wurden dem WHO-Grad I zugeteilt, wiahrend jeweils ein
Patient WHO-Grad II und III aufwies. Auch in der histologischen Einteilung fiel die Gruppe durch ihre
Heterogenitit auf: Die Gruppe zeigte drei klassische Meningeome, ein meningotheliales und ein

psammomatdses Meningeom, sowie ein chordoides und ein anaplastisches Meningeom.

Eine Patientin wies dabei bei bekannter Neurofibromatose Typ 2 das insgesamt sechste Rezidiv auf.
Eine weitere Patientin zeigte das vierte Rezidiv in einem Alter von 32 Jahren. Des Weiteren enthielt die
Patientengruppe zwei Patienten mit dem ersten Rezidiv. Bei den anderen drei Patienten gab es keine

Anmerkung zur Rezidivhaufigkeit.

Bei den restlichen Patienten der Studie wurde in der Krankenakte kein Rezidiv vermerkt, was allerdings

ein Rezidiv nicht ausschlieft.

5.2 L0sSs OF HETEROZYGOSITY-ANALYSE DES CHROMOSOMS 1P

Zur Uberpriifung des chromosomalen Status von 1p wurde eine PCR-gestiitzte Mikrosatelliten-Analyse
der Meningeomproben auf sechs Sonden vollzogen. Alle Félle wurden in die LOH-Analyse
eingeschlossen (siene Tabelle 16 im Anhang). Dabei wurde das schon vorhandene Protokoll der
Analyse des Chromosoms 1p nach Hartmann et al. durch eine weitere Sonde ergénzt [30]. Zusétzlich
zu den schon etablierten Sonden wurde eigens fur den Nachweis des ARID1A Genlokus auf 1p36.11

eine Sonde eingesetzt. Diese Untersuchung wurde ebenfalls bei allen 51 Proben durchgefihrt.
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5.2.1 KLASSIFIKATION UND UBERBLICK UBER 1P-VERLUSTE
Sobald eine der sechs untersuchten Sonden im Vergleich mit der Kontrolle einen Allel-Ausfall im
Tumorgewebe zeigte, wurde der Fall als ,,Loss of Heterozygosity* gewertet. Die Sonden wurden

weitergehend einzeln analysiert.

In der Auswertung ergeben sich funf mdgliche Ergebnisse: Als Normalstatus wurde ein Ergebnis
definiert, bei dem keines der Allele im Tumorgewebe ausgefallen war und somit klassisch zwei Allele
vorlagen (Abbildung 17 A).

Im Kontrast dazu wurde ein Ergebnis als LOH gewertet, wenn ein Allel fehlte. Dabei konnte entweder
das kleinere (Abbildung 17 B) oder das groRere Allel ausgefallen vorliegen (Abbildung 17 C).

Neben den klar definierbaren Ergebnissen zeigte eine Vielzahl der Falle auf einigen Sonden ein
homozygotes Vorliegen beider Allele (Abbildung 17 D). Dadurch war die Probe nicht zu interpretieren,
da nicht klar zwischen den oben genannten Mdoglichkeiten differenziert werden konnte. Einzelne Proben
wiesen auch einen ,,Shift* auf. Es handelte sich um eine Art von Verschiebung der Sonden im Vergleich
von Kontroll- und Tumorgewebe, mdglicherweise bedingt durch eine Grofendnderung des
Mikrosatelliten (Abbildung 17 E).
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Abbildung 17. Klassifizierung der Ergebnisse der LOH-Analyse

Aufgefihrt sind représentative Ergebnisse unterschiedlicher Banden und unterschiedlicher Sonden fir
die PCR-basierte Amplifikation von polymorphen Mikrosatelliten. A: Beispiel flr einen Fall ohne
Allelverlust bei Fall Nr. 6; B: Beispiel fur eine LOH (Verlust des kleineren Allels) bei Fall Nr. 17; C:
Beispiel fir eine LOH (Verlust des grofieren Allels) bei Fall Nr. 25; D: Beispiel flr eine als homozygot
gewertete Bande bei Fall Nr. 3; E: Beispiel flr einen "Shift" bei Fall Nr. 17

In der Analyse der LOH auf Chromosom 1p wiesen 17 Patienten, also 33,3%, mindestens eine LOH auf
einer der sechs untersuchten Sonden auf (folgend allgemein als LOH bezeichnet). Innerhalb der Gruppe
der Grad I Meningeome wiesen 27,9% (12/43) eine LOH auf. Unter den Grad IT Meningeomen zeigten
57,1% (4/7) eine LOH. Das Grad III Meningeom (1/1) wies ebenfalls eine LOH auf.

Der ,,Shift“ zeigte sich nur auf drei Sonden (ARID1A, D1S1161, D1S1184) des Falls Nummer 17, bei

dem zusétzlich eine LOH auf der Sonde D1S548 nachgewiesen werden konnte.
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Bei vielen Fallen kam es auf einigen der Sonden zu einer homozygoten Auspréagung des Allels. 74,5%

(38/51) der Falle zeigen auf mindestens einer Sonde diese Eigenschaft.

In den folgenden Regressionsanalysen wurden aus den funf Klassifikationen zwei Untergruppen
gebildet: ,,LOH* und ,,keine LOH*. Fille, die unter die Kategorie ,,Shift* fielen, zdhlten dabei in die
zweite Gruppe, da es zu keinem Allelverlust kam. Die Félle in homozygoter Auspragung wurden dabei
nicht in die Analyse mit einbezogen, da nicht klar ein Allelverlust auszuschlieRen war.

5.2.2 ANALYSE DER EINZELNEN SONDEN

m Beide Allele detektierbar Allelverlust Shift ® Homozygot = Nicht beurteilbar
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Abbildung 18. Auftrennung der untersuchten Sonden nach den mdglichen Auspréagungen

Zur Verdeutlichung der Lage der einzelnen Sonden wurde die Grafik durch die Abbildung des
Chromosomenarms 1p ergdnzt, die in der Genome Decoration Page des National Center for

Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine erstellt wurde [88].

Bei Betrachtung der Abbildung 18 fallt auf, dass eine sehr ahnliche Verteilung bei allen Sonden auftritt.
Zwischen 41 und 69 % der Falle auf den Sonden zeigen keinen Allelverlust, wohingegen konstant
zwischen 16 und 25 % der Félle ein Allelverlust zu evaluieren war. Am haufigsten zeigte die Sonde
D1S1161 beide Allele detektierbar, wahrend die Sonde des ARID1A am haufigsten eine LOH aufwies.
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Bei den Sonden D1S1608 und D1S1592 waren insgesamt drei Falle grundlegend nicht beurteilbar und
damit nicht auswertbar. Die Sonden D1S548 und D1S1592 zeichneten sich dadurch aus, dass besonders
h&ufig aufgrund der Homozygotie keine Interpretation méglich war und somit ein im Vergleich mit den
anderen Sonden grofRer Anteil an Féllen nicht in die Auswertung mit eingehen konnte.

Speziell die Analyse der Sonde des Genlokus von ARID1A fiel bedeutend aus (siehe Abbildung 18): So
lagen zwar 66,7% (34/51) der Félle ohne Allelverlust vor, aber 25,5% (13/51) der Félle zeigten einen
Verlust auf einem der beiden Allele. Somit ist diese Sonde in dieser Studie im Vergleich mit den weiter
untersuchten Sonden am hdufigsten durch einen Allelverlust betroffen. Nur 5,9% (3/51) der Falle
stellten sich aufgrund von homozygoten Vorliegens als nicht auswertbar heraus. Abschlielend zeigte
sich auch hier bei dem Fall Nr. 17 das Phidnomen des ,,Shifts*.

Zusammenfassend lasst sich in dieser Studie sagen, dass die Sonde des ARID1A absolut gesehen am
haufigsten durch einen Allelverlust betroffen war, vermutlich dadurch begtinstigt, dass bei dieser Sonde
die meisten Félle auswertbar waren. Sie zeigt dadurch ein Alleinstellungsmerkmal im Vergleich mit den
anderen untersuchten Sonden. Vor allem die Sonden D1S548 und D1S1592 zeigten einen hohen Anteil
an homozygoten Auspragungen in dieser Stichprobe. Diese konnten folgend nicht ausgewertet werden

und reduzierten die Aussagekraft dieser Sonden daher wesentlich (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 19. Anordnung der Meningeomproben nach Anzahl betroffener Sonden in der LOH-
Analyse

Die Félle sind nach dem Status der einzelnen Sonden angeordnet. 0/ blau = kein Allelverlust, 1/ rot =
Allelverlust und damit LOH, 2 = Shift, 3 = homozygotes Vorliegen der Allele, 4 = nicht beurteilbares
Ergebnis. Zur Verdeutlichung der Lage der einzelnen Sonden wurde die Grafik wurde durch die
Abbildung des Chromosomenarms 1p ergénzt, die in der Genome Decoration Page des National Center

for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine erstellt wurde [88].
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In Abbildung 19 ist die Auftrennung der Stichprobe nach betroffenen Sonden durch eine LOH
dargestellt. Es zeigte sich, dass die Mehrzahl der Félle ohne Allelverlust vorlag oder durch homozygotes
Vorliegen diesbezuglich nicht interpretierbar war. Wenn es allerdings zu einer Veranderung kam, waren
eher mehr als weniger Sonden betroffen. So ist der Abbildung 19 zu entnehmen, dass am h&ufigsten
funf Sonden einen Allelverlust zeigten. Im starken Kontrast stehen dazu die Gruppen, in denen weniger
Sonden betroffen waren und gleichermalRen einen geringeren Anteil am Gesamtkollektiv darstellten.
Die Stichprobe I&sst sich klar in zwei Gruppen trennen: eine Gruppe von Meningeomen mit einer LOH,
die damit die Mehrheit der untersuchten Sonden betrifft und eine Gruppe, die grundsatzlich ohne einen
Verlust des Chromosomenarms 1p vorliegt.

5.2.3 LOSS OF HETEROZYGOSITY-ANALYSE DES ARID1A

Bei dem Mikrosatelliten fur den Genlokus des ARID1A handelt es sich um ein Tetranukleotid der
Sequenz ,, TTTC* mit 18,8 Kopien auf dem Chromosom 1p36.11 (UCSC Genome Browser, Stand April
2020) [29,43]. Der Mikrosatellit befindet sich in einem Abstand von 22.400 Basenpaaren zu dem
Genlokus des ARID1A (NCBI, Stand April 2020) [88]. Die Wiederholungen des Mikrosatelliten kénnen

individuell variieren und damit unterschiedliche BandengréRen generieren [11].

+16
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Abbildung 20. Polymorphismen des Mikrosatelliten auf 1p36.11

Représentatives Ergebnis der ARID1A-Sonde verschiedener Meningeomfalle nebeneinandergestellt mit
Kennzeichnung der Zunahme an Basenpaaren. Eine Zunahme an Wiederholungen spiegelt sich dabei in
einer schweren Bande wieder, die folglich hoher im Gel zu finden ist. Eine weitere Wiederholung der

Sequenz entspricht dabei vier Basenpaaren.

Bei der Analyse des ARID1A zeigten sich die beschriebenen Polymorphismen. Abbildung 20 zeigt,
inwiefern die Banden variabel in ihrer Grofle ausfallen und verdeutlichen den interindividuellen
Polymorphismus. Dabei kam es zu Wiederholungen von 4 bis fast 20 Basenpaaren als genetische

Diversitat der Mikrosatelliten.

Auffallend war, dass die ARID1A-Sonde bei der Mehrzahl der Falle (76,4% = 13/17) betroffen war,
sobald mindestens ein weiterer Lokus von einer LOH betroffen war. Die vier Falle, die dieses Kriterium

nicht erfiillen, lagen entweder als ,,Shift”, als detektierbare Bande oder homozygot vor. Bei den
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homozygoten Fallen war eine Aussage (ber das Vorliegen einer LOH nicht mdglich, schloss diese aber

auch nicht aus.

Um die Auffalligkeit, dass ARID1A im Uberwiegenden Anteil der Félle mit einer weiteren Sonde
betroffen vorlag, zu bestatigen, wurde eine bindr logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt. Dadurch
konnen funktionelle Zusammenhénge aufgedeckt werden.

In dieser Untersuchung war erwahnenswert, dass, bei deutlicher Ausnahme der Sonde D1S1592, die
weiteren vier Sonden einen funktionellen Zusammenhang mit der Sonde des ARID1A zeigten. Die vier
Sonden ergaben, dass mit einem Faktor von mindestens 14 bis 135 die Chance auf einen Verlust der
ARID1A-Sonde bei einem p-Wert < 0,1 zunimmt (siehe Tabelle 18 im Anhang). Im deutlichen Kontrast
dazu fand sich die Sonde D1S1592, die zwar einen B-Wert von 565*107 aufzeigte, dieser fiel allerdings
nicht signifikant aus (p > 1). Somit implizierte die Regressionsanalyse einen positiven funktionellen

Zusammenhang zwischen den bereits etablierten Sonden und der Sonde des ARID1A.

5.2.4 AUFTRENNUNG NACH GRUPPEN

Nach der Auftrennung der Sonden konnte die Stichprobe in zwei Gruppen unterteilt werden. Patienten,
die keine LOH und Patienten, die eine LOH umfassten. Im Anbetracht der obigen Ergebnisse lieen
sich die Patienten diesbeziiglich sehr differenziert einteilen. Dies wurde wiederum im Hinblick auf eine
LOH im Allgemeinen (das heif3t, eine LOH auf mindestens einer der sechs getesteten Sonden) und auf
eine LOH primdr auf ARID1A analysiert, zeigte allerdings, dass diese Ergebnisse meist (ibereinstimmen
(vergleiche Tabelle 19).

Die Gruppen unterschieden sich innerhalb der Altersverteilung. So wies die Gruppe von Patienten mit
einem Allelverlust ein mittleres Alter von 63 + 17 Jahren auf, wahrend die Patienten ohne einen
Allelverlust ein mittleres Alter von 66 * 14 Jahren zeigten. Daraus ergibt sich in dieser Studie ein um

drei Jahre friiheres Auftreten eines Meningeoms bei Patienten mit einer LOH.

Bei Auftrennung nach Geschlecht zeigte sich, dass in der Gruppe von Patienten ohne LOH 79,4%
Frauen (27/34) und 20,6% Manner (7/34) befanden. Die Gruppe der Patienten mit einer LOH zeigte sich
allerdings leicht ausgeglichener innerhalb der Geschlechtsverteilung: So wiesen 58,8% der Frauen
(10/17) und 41,2% der Manner (7/17) eine LOH auf mindestens einer der Sonden auf. Restimierend
zeigt sich somit in dieser Studie, dass sich der prozentuale Anteil an Mannern verdoppelt, wenn ein

Allelverlust vorliegt im Vergleich dazu, wenn kein Allelverlust vorliegt.

Sehr interessant ist die Auftrennung nach Malignitatsgraden und Histologie geméaR der WHO. Unter den
WHO-Grad I Meningeomen zeigten 27,9% (31/43) eine LOH, wahrend 57,1% (4/7) der Grad II
Meningeome und auch das Grad IIT Meningeom (1/1) einen Allelverlust zeigten. Der WHO-Grad zeigte
sich als positiv pradiktiver Faktor fur einen Allelverlust auf dem Chromosom 1p, allerdings ist dieser

nicht signifikant (p = 0,059). Insgesamt wiesen 25% der Grad I Meningeome einen Allelverlust auf dem
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Genlokus von ARID1A auf. Anteilig geringfuigig mehr zeigten die Grad IT Meningeome dieses Ergebnis

mit 28,6% der Félle. Bei dem Grad III Meningeom wurde ebenfalls ein Allelverlust auf ARID1A
evaluiert.

30

M MM PM SM AngM FM AM CM ANAM
Grad I Grad I1 Grad III
LOH ' keine LOH

Abbildung 21. Histologische Untergruppen nach WHO-Klassifikation nach anteiligem LOH-Status

In die Gruppe der LOH wird ein Meningeom eingeordnet, wenn mindestens fir eine Sonde ein
Allelverlust nachweisbar ist. Dabei sind die ersten sechs Untergruppen (Klassisches (M),
Meningotheliales (MM), Psammomatdses (PM), Sekretorisches (SM), Angiomattses (AngM) und
Fibréses Meningeom (FM)) dem WHO-Grad I, die folgenden beiden (Atypisches (AM) und

Chordoides Meningeom (CM)) dem WHO-Grad II und das anaplastische Meningeom (ANAM) dem
WHO-Grad III zugeteilt.

Zusatzlich wurden die Proben innerhalb der WHO-Grade in die Untergruppen unterteilt und betrachtet.
Aus der obigen Abbildung ist ersichtlich, dass der Giberwiegende Anteil in der Gruppe mit LOH von
Patienten mit einem klassischen Meningeomen eingenommen wurde, die gleichzeitig auch die grofite
Gruppe an Meningeomen stellt (vergleiche Abbildung 15). So waren allgemein 58,8% (10/17) der
evaluierten Falle mit einer LOH als klassisches Meningeom charakterisiert. Erwdhnenswert ist, dass in
der Analyse kein einziger LOH-Fall in den Untergruppen des Meningothelialen Meningeoms,
Psammomat6sen Meningeoms, Sekretorischen Meningeoms und der Untergruppe des Fibrosen
Meningeoms zu finden war. Neben dem Typ des klassischen Meningeoms, wurden die weiteren LOH-
Félle in die Gruppen des Angiomattsen Meningeoms, des Atypischen Meningeoms, des Chordoiden

Meningeoms und des Anaplastischen Meningeoms zugeordnet (siehe Abbildung 21).
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So zeigte sich zusammenfassend, dass sich zwar der Uberwiegende Anteil an Meningeomen mit einer
LOH innerhalb des WHO-Grad I befand, darin allerdings weiter aufgeteilt nur in der Gruppe von
klassischen und angiomatdsen Meningeomen. Der Rest dieser untersuchten Gruppe fand sich folglich
in den hohergradigen WHO-KIassen (vergleiche Abbildung 21).

Von grofRem Interesse waren die beiden Patienten, die bei multiplen L&sionen zwei Proben in die
Analyse einbrachten. Bei der Patientin der Probennummern 6 und 36 zeigten sich die beiden Lasionen
mit unterschiedlichen histologischen Ausprdgungen, namlich psammomatds und meningothelial.
Trotzdem zeigten sich die Lasionen in der LOH-Analyse identisch und wiesen beide keine LOH auf
(vergleiche Abbildung 22). Die Lé&sionen des zweiten Patienten mit den Probennummern 44 und 45
zeigten sich jedoch heterogener. So unterschieden sie sich nicht nur in der histologischen Klassifikation
(angiomatdses und meningotheliales Meningeom), sondern zusatzlich wiesen sie in der LOH-Analyse
unterschiedliche Genotypen auf (siehe Abbildung 22). So zeigte die angiomattse Lésion eine LOH auf
allen Sonden mit der Ausnahme der Sonde D1S1592, die nicht auswertbar war. Im Kontrast dazu zeigte
die meningotheliale Lasion keine LOH auf den analysierbaren Sonden, wahrend die Sonde D1S1592

ebenfalls homozygot vorlag.

Liision 1: Lision 2: Lision 1: Liision 2:
Fall-Nr. 6 Fall-Nr. 36 Fall-Nr. 44 Fall-Nr. 45
Psammomatos Meningothelial Angiomatds Meningothelial
WHO-Grad I WHO-Grad I WHO-Grad I WHO-Grad I
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Abbildung 22. Histologie in HE-Farbung und Status der ARID1A-Sonde der Fallnummern 6, 36, 44
und 45, die multiple L&sionen aufwiesen

Gezeigt sind die Meningeomfalle mit multiplen L&sionen in histologischer Darstellung in 220-facher
VergroRerung, sowie das zugehdrige Ergebnis der ARID1A-Sonde.
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Als letzter Punkt wurde die Verteilung der Lokalisation evaluiert. Dabei offenbarte sich, dass kein
einziger Patient mit einem nachgewiesenem Allelverlust eine spinale Ausprédgung zeigte, wéhrend
innerhalb der Patienten ohne einen Allelverlust 23,5% eine spinale Lokalisation zeigten. Dieser Effekt
erwies sich allerdings nicht als signifikant (p > 0,05). Weiter waren bei Patienten mit LOH die haufigsten
Lokalisationen mit jeweils 23,5% (4/17) frontal und im Keilbeinfliigel gegeben. Im Kontrast dazu stehen
die Patienten ohne LOH, deren stérkste Gruppe zusatzlich zur frontalen Auspragung (23,5%) die
spinalen Meningeome (23,5%) darstellten.

5.3 WESTERN BLOT

Neben der genetischen Untersuchung der Tumore erfolgte auch auf Proteineben eine Untersuchung auf
das Vorhandensein verschiedener Untereinheiten des Remodeling Komplexes. Mittels Western Blot
Analyse wurden die lysierten Meningeome mit Antikorpern gegen SNF5, DPF3 und ARID1A, sowie
alpha-Tubulin als Ladekontrolle untersucht.

5.3.1 ANALYSE DER BANDEN BEI ANFARBUNG VON ARID1A

Bei der morphologischen Analyse der Proteinbanden mittels des Anti-ARID1A Antikdrpers zeigte sich
keine einzelne spezifische Bande unter den untersuchten 42 Fallen, sondern mehrere Banden zwischen
25 kDa und 250 kDa. Am stérksten war in der tiberwiegenden Anzahl der Falle die Bande um 100 kDa

ausgepragt.

1 2 o g 5 6 7
250 kDa
100 kDa
50 kDa
- -
. 25 kDa

Abbildung 23. Western Blot mit dem Antikorper Anti-ARID1A (ab176395, Abcam, 1:1000)

Man beachte die unterschiedliche Bandenverteilung unter den ersten 6 Proben. Aufgetragen wurden
jeweils 45 pl des Meningeomlysats der Fall-Nummern 3, 7, 11, 10, 16, 21 (Spalte 1 bis 6), sowie 50 pg
MGTW3-Zelllysat als Kontrolle (7). Zur GréRenorientierung wurde zusétzlich ein Proteinmarker

(Precision Plus Protein Standards Dual Color, Bio-Rad) verwendet.
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Abbildung 23 verdeutlicht dieses Phanomen, bei dem sechs verschiede Proben (1 — 6) sowie ein
Kontrolllysat aus MGTW3-Zellen (7) untersucht wurde. Letzteres wurde auf jedem Blot mit
aufgetragen, um die Schwierigkeiten der Zelllyse bei Meningeomen zu umgehen und die spezifischen
Banden dort zu identifizieren. Interessanterweise zeigte sich, dass sich die einzelnen Proben zwar in
ihrem Bandenmuster teils deutlich unterschieden, aber Banden bestimmter GroRen immer wieder
auftraten, wenn auch in unterschiedlichen Intensitaten (siehe Abbildung 23). Durch ein spezifisches
Lysat aus HEK293T-Zellen, die ARID1A iiberexprimieren (LS-G88844, LifeSpan BioScience), konnte
nachgewiesen werden, dass einige dieser Banden, vor allem diejenigen bei 100 kDa, spezifisch fr
ARID1A waren (siehe 4.2.2, Abbildung 24). Die Doppelbande bei 100 kDa, eine schwache Bande bei
250 kDa, sowie einige weitere Banden bei kleineren Massen im ARID1A-Konotrolllysat befanden sich

auf fast identischer Hohe wie in den Ubrigen Proben (siehe Pfeile in Abbildung 24).

Abbildung 24. Nachweis der Spezifitat der ARID1A-Banden durch den Antikérper Anti-ARID1A
(ab176395, Abcam, 1:1000)

Analysiert wurden fiinf Meningeomproben (1-5), HEK293T-Lysat aus ARID1A-(iberexprimierenden
Zellen (6,7) und das MGTW3-Zelllysat (8). Aufgetragen wurden 45 pl Lysat und der Proteinmarker
(Precision Plus Protein Standards Dual Color, Bio-Rad) zur GréReneinordnung. Die Pfeile markieren
die Banden im HEK293T-Lysat. Man beachte dabei die Hohe der markierten Banden im Vergleich mit
den Banden der Meningeomproben und des MGTW3-Zelllysats.

Fir einen qualitativen und (semi-quantitativen) Ansatz wurde die erwartete Bande bei 250 kDa
analysiert, da das ARID1A je nach der Isoform eine theoretische Gréfie von 205,9 (Isoform C), 218
(Isoform B) bis 242 kDa (Isoform A) (Uniprot, Stand April 2020) aufweist [89]. Weitere Quellen geben
zusétzlich errechnete Isoformen zwischen 13,5 und 121,7 kDa an [94]. Folgend wurde die Doppel-
Bande bei 100 kDa naher evaluiert, da diese durchgehend das starkste Signal aufwies und dabei dennoch

deutliche Unterschiede zwischen einzelnen Proben aufzeigte.
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Von den 42 untersuchten Fallen im Western Blot zeigten 66,7% (28/42) eine nachweisbare Bande auf
Hohe von 250 kDa, wéhrend bei 33,3% der Félle (14/42) dort keine Bande erkennbar war (Siehe
Abbildung 25).

Auf Hohe von 100 kDa war bei 69,0% der Falle (29/42) eine Bande erkennbar, wéhrend 31,0% (13/42)
keine Bande zeigten.

100 kDa Bande 250 kDa Bande 100 kDa Bande
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Abbildung 25. Ergebnis der Auswertung der Bande bei 250 kDa, weiter aufgetrennt nach dem Ergebnis
der 100 kDa Bande

Weiter ist der Abbildung 25 zu entnehmen, dass im Falle einer Darstellung der Bande bei 250 kDa in
82,1 % der Falle (23/28) ebenfalls eine nachweisbare Bande bei 100 kDa zu finden war. Unter den 14
Féllen, die auf Hohe von 250 kDa keine Bande ausprégten, zeigten bei 100 kDa 57,1% der Falle (8/14)
auch keine Bande, wéhrend bei 42,9 % (6/14) eine Bande erkennbar war (vergleiche Abbildung 25).
So erhohte ein Ausfall der Bande auf 100 kDa die Chance auf einen weiteren Ausfall der 250 kDa Bande
um den Faktor 6,13 (p < 0,05). Es zeigte sich somit zusatzlich der funktionelle Zusammenhang zwischen

den einzelnen untersuchten Banden.

Im Vergleich mit den Messungen der LOH-Analyse zeigte sich, dass bei Nachweis der Bande bei 250
kDa 60,7% der Proben (17/28) keine LOH aufwiesen, wahrend 39,3% (11/28) eine LOH zeigten.
Dagegen zeigte die Gruppe von Fallen ohne nachweisbarer Bande auf dieser Hohe sogar 71,4% (10/14)
der Falle keine LOH, wohingegen 28,6% (4/14) eine LOH ausprégten. Im Kontrast dazu stellte sich im
Vergleich der LOH-Analyse mit den Evaluationen der Banden auf Héhe von 100 kDa dar, dass bei

70



positiver Bande im Western Blot auch 72,4% der Proben (21/29) keine LOH aufwiesen. Auffallig war,
dass hier bei Ausfall der 100 kDa-Bande eine LOH bei 53,8% der Falle (7/13) zu sehen war. Diese
Funktionalitat bestatigte sich allerding weder signifikant im Vergleich mit der allgemeinen 1p-Analyse
noch mit der spezifischen Analyse des ARID1A (p > 0,05) (siehe Tabelle 21 im Anhang).

Auch im Vergleich mit klinischen Daten zeigte sich keine signifikante Funktionalitat zwischen den
bereits dargestellten Merkmalen und der Chance auf das Auftreten der Banden (siehe Tabelle 21 im
Anhang).

5.3.2 ANALYSE DER INTENSITAT BEI ANFARBUNG VON ARID1A
Die Analyse der Intensitat der Banden wurde als Verhaltnis mit der jeweiligen Messung der alpha-
Tubulin-Farbung vorgenommen. Bei mehrfachen Messungen wurde aus diesen der Mittelwert errechnet

und zur weiteren Analyse herangezogen.

Die Messung der Intensitdt der spezifischen Banden im Western Blot zeigte ein sehr heterogenes
Ergebnis. In der Analyse der Bande auf Hohe von 250 kDa fand sich der Mittelwert bei 0,4 und der
Median bei 0,14 + 1,24. Dies ist als rechtsschiefe Verteilung definiert. Durch diese Charakteristik und
eine Prifung in einem Q-Q-Diagramm konnte eine Normalverteilung widerlegt werden. Allerdings
waren der geringste gemessene Wert bei 0,0027 und der héchste gemessene Wert bei 8,08 zu finden.
Damit ergab sich eine Spannweite von 8,0787 und somit eine sehr stark gestreute Messung.

Mittelwert = 514435
St -Abw . = 9635645
M=42

30

Hiiufigkeit

0 1 2 3 4 5

Intensitiitsmessung der Bande auf Héhe von 100 kDa

Abbildung 26. Haufigkeitsverteilung der ImageJ-Messung der Bande auf H6he von 100 kDa
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Bei der Analyse der Bande auf Hohe von 100 kDa ergab sich ein ahnliches Bild. So fand sich der
Mittelwert bei 0,61 (siehe Abbildung 26) und der Median bei 0,25 + 0,97. Wie der Abbildung 26 zu
entnehmen, handelte es sich auch bei dieser Messung um eine rechtsschiefe Verteilung der Daten. Das
Minimum war bei 0,012 und das Maximum bei 4,37 zu finden, woraus sich eine Spannweite von 4,36
ergab. Damit zeigte sich auch hier eine starke Streuung bei der Messung. Dies trat allerdings nicht in
dem MaRe auf, wie bei der oben genannten Analyse der Bande von 250 kDa.

Messung der 250 kDa Bande Messung der 100 kDa Bande
Mittelwert Maximum Minimum Mittelwert Maximum Minimum
ARID1A Keine 0,1744 0,8769 0,0027 0,5191 4,3727 0,0118
LOH

LOH 1,0666 8,0814 0,0179 0,7195 4,2395 0,0151
Tabelle 14. Vergleich der Messungen der Intensitéit der Banden nach dem LOH-Status

Aufgetrennt nach der Eigenschaft einer LOH auf ARID1A zeigte sich auf beiden Banden ein leichter
Unterschied zwischen den Gruppen (siehe Tabelle 14). So war auf beiden Hohen ein geringerer
Mittelwert in der Gruppe ohne Allelverlust auf ARID1A zu finden. Im Kontrast dazu fand sich in der
Gruppe von Meningeomen mit LOH ein vergleichsweise hoherer Mittelwert. Es zeigte sich ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Allelstatus auf ARID1A und dem Messwert der Bande auf
250 kDa (p < 0,05). Dies traf allerdings nicht fiir die Bande auf H6he von 100 kDa zu (p > 0,05).

Die errechneten Werte wurden in den Vergleich mit den Messungen der Kontrollldsung gesetzt. Diese

ergab im Durchschnitt einen Wert von 0,37 £ 0,16.

Mit weiteren analysierten Merkmalen zeigte sich allerdings kein funktioneller Zusammenhang (siehe
Tabelle 22 im Anhang).
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5.3.3 WEITERE UNTERSUCHTE PROTEINE

Zusétzlich zu der umfangreichen Analyse des ARID1A-Proteins wurden auch weitere Untereinheiten
des SWI/SNF-Komplexes untersucht. Dazu gehdren DPF3 (BAF45c) und SNF5 (BAF47), die beide in
einer kleineren Fallzahl im Western Blot mittels Antikorperfarbung untersucht wurden.

5.3.3.1 WESTERN BLOT ANALYSE DES DPF3
Neben ARID1A wurde DPF3 (BAF45c) als ein weiteres Protein des Chromatin Remodeling Komplexes
mit dem Genlokus auf Chromosom 14 einbezogen. Dafiir wurden vier von 51 Proben mittels Western

Blot Analyse und einem DPF3-spezifischen Antikdrper getestet.

DPE3

Alpha-

Tubulin -
Fallnummer 3 14 7 16 Kontrolle

Abbildung 27. Western Blot-Analyse mit dem Antikorpern Anti-DPF3 (ab85360, Abcam, 1:1000) und
Anti-alpha-Tubulin (ab7291, Abcam, 1:10.000)

Es sind jeweils die Banden bei 50 kDa aufgetragen. Es wurden pro Meningeomprobe 40 ul Lysat
aufgetragen. Die Kontrolle stellt das MGTW3-Zellysat bei 50 ug Gesamtprotein dar.

Die Abbildung 27 zeigt die Banden von DPF3 in den untersuchten Meningeomproben, sowie die
Kontrolle mit 50 pug Gesamtprotein pro Ladetasche. Auf der erwarteten Hohe von 43 kDa konnten nur
in der Kontrolle Banden gesehen werden (vergleiche Abbildung 27). In weiteren Western Blots wurde
die Bande auch auf anderen Hohen wie 75 kDa detektiert. Bei den vier Meningeomproben war dies nie
der Fall.

Zur Optimierung der angewandten Methodik wurde das angewandte 0,2%ige Casein mit 5%igen

Ziegenserum (Dako) als blockierende Substanz verglichen.
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Abbildung 28. Western Blot gefarbt mit den Antikdrpern Anti-DPF3 (ab85360, Abcam, 1:1000) (A, C)
und Anti-alpha-Tubulin (ab7291, Abcam, 1:10.000) (B, D) an Meningeomproben geblockt in 0,2%igen
Casein (A, B) und 5%igen Ziegenserum (X0907, Dako) (C, D)

Abbildung 28 zeigt, dass das Casein als blockierende Substanz deutlich stdrkere Ergebnisse
hervorbringt, als das angewandte Ziegenserum. Im direkten Vergleich féllt auf, dass sich nur auf der im
Casein geblockten Membran (A, B) Banden evaluieren lassen, wahrend diese in der zu vergleichenden
Membran (C, D) nicht ausgeprégt sind.

Um eine gréRere Probenmenge zu ermdglichen und so gegebenenfalls die Sensitivitat des Western Blots
zu erhéhen, wurden im Anschluss eine Proteinfallung mit Trichloressigsaure und eine Messung des
Gesamtproteins vorgenommen.
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Abbildung 29. Signale der Farbung mit dem Anti-DPF3-Antikorper (ab85360, Abcam, 1:1000) und
Anti-alpha-Tubulin-Antikdrper (ab7291, Abcam, 1:10.000) von unbehandelten Zelllysaten und Lysaten
nach der Aufkonzentrierung durch eine Trichloressigsaureféllung

Die Aufkonzentrierung der Lysate erfolgte durch eine Proteinfallung mit Trichloressigséure. Der
Western-Blot ist gezeigt in einer Immunfarbung durch die Antikorper Anti-DPF3 und Anti-alpha
Tubulin. Fir die doppelte Farbung wurde zuerst durch den Antikdrper Anti-DPF3 gefarbt und nach

erfolgter Signalentwicklung eine weitere Immunfarbung durch den Anti-alpha-Tubulin vorgenommen.

Abbildung 29 verdeutlicht, wie durch das Aussalzen und die darauf folgende Aufkonzentrierung der
Proteine eine Steigerung des Signals bei der Ladekontrolle mit Anti-alpha-Tubulin (ab7291, Abcam)
erreicht werden konnte. Trotz dieser Steigerung der Proteinkonzentration in den Meningeomproben um
den Faktor acht konnte dennoch keine Bande bei DPF3 nachgewiesen werden. Durch die Limitation des
auftragbaren Probenvolumens und des zur Verfiigung stehenden Materials wurde diese Untersuchung

nach mehrfachen Versuchen eingestelit.
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5.3.3.2 WESTERN BLOT ANALYSE DES SNF5

Auch das SNF5 wurde anfangs getestet. Es wurden acht der 51 Proben untersucht. Diese Analyse stellte
sich allerdings als diskontinuierlich im Hinblick auf Bandenhthe und -Anfarbung dar, sodass von einer
vollstandigen Analyse der Proben abgesehen wurde.

1 2 3 150 kDa
100 kDa
30 kDa

| 37kDa

Abbildung 30. Reprasentative Western Blots gefarbt mit Anti-SNF5/SMARCB1 (ab126734, Abcam,
1:1000) an Meningeomproben (A: 1-2, B: 1-3), sowie MGTW3-Zelllysat als Kontrolle (A: 3, B: 4)

Es wurden pro Meningeomprobe jeweils 40 ul Lysat pro Ladetasche aufgetragen, sowie das MGWT3-

Zelllysat mit 50 pg Gesamtprotein (A: 3, B: 4) und ein GroRenmarker zur Orientierung (B: 5).

Bei Betrachtung von Abbildung 30 féllt auf, inwiefern sich die Proben unterschiedlich darstellen
(vergleiche Abbildung 30 A und B). Einzelne Félle zeigen undifferenzierte Banden, wahrend bei
gleicher Methodik und Ausfiihrung andere Proben eine Bande knapp ber 50 kDa aufweisen. Weiter
zeigt sich in der Spalte des Markers (Abbildung 30 B: 5) eine unspezifische Bande auf der H6he von
100 kDa.

Durch das gering verfligbare Material und Probenvolumen wurde diese Analyse nach ungenigender
Reproduzierbarkeit eingestellt.

5.4 HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

Histologisch wurden die Proben hinsichtlich ihres Anteils an positiven Zellen mit Anfarbung der
Alkalischen Phosphatase, des Proliferationsmarkers Ki67 und schlieRlich der Untereinheit ARID1A des
SWI/SNF-Komplexes beurteilt.

Die immunhistochemische Detektion stellte die Methode mit der geringsten Sensitivitat hinsichtlich
einer quantitativen Erfassung der ARID1A-Expression dar, gibt aber einen guten Uberblick Gber die
Lokalisation des Proteins innerhalb der Zelle sowie die Verteilung der positiv beziehungsweise negativ

angeférbten Zellen des Markers innerhalb des Tumors.
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5.4.1 IMMUNHISTOCHEMISCHE ARID1A FARBUNG

Um Aussagen Uber die intrazelluldre Expression des ARID1A zu treffen und dariiber hinaus die
Ergebnisse des Western Blots mit dem histologischen Verteilungsmuster zu vergleichen, wurde eine
immunhistochemische Anfarbung an 41 Fallen vorgenommen, die ebenfalls im Western Blot analysiert

wurden.

In der Untersuchung zeigte sich ein sehr heterogenes Muster der nukledren Anférbung in den

untersuchten Proben.

Abbildung 31. Représentative Beispiele flr die immunhistochemische Farbung von Tumorpraparaten
mit einem priméren Antikorper ,,ARID1A (PSG3)“ (sc-32761, SantaCruz, 1:100) und einem
Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper (K5007, Agilent/ Dako, unverdiinnt) in 220-facher
VergroRerung

A: Fall-Nr. 27, anteilig < 1% negative Zellkerne; B: Fall-Nr. 10, anteilig < 25% negative Zellkerne; C:
Fall-Nr. 50, anteilig < 25% negative Zellkerne; D: Fall-Nr. 21, Mosaik; E: Fall-Nr. 42, Mosaik; F: Fall-
Nr. 51, sehr heterogenes Muster, anteiliges Mosaik (siehe Pfeile), aber auch Bereiche < 25% negative
Zellkerne.

Einige Proben wiesen eine Anfarbung der Zellkerne von fast 100% auf (Abbildung 31 A) auf, wéhrend
bei anderen 25% oder mehr Prozent der Zellkerne negativ waren (Abbildung 31 B und C). Einige
Proben zeigten eine Auspragung entsprechend eines ,,Mosaik“-Verteilungsmuster, bei dem 50% oder
mehr der Zellkerne keine Anfarbung zeigten (siehe Abbildung 31 D, E und F). Interessanterweise
zeigten sich innerhalb dieses Mosaikmusters auch immer wieder Bereiche, die sehr punktuell negativ
waren (siehe Pfeile Abbildung 31 F).
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Bei genauer Betrachtung einzelner Gruppen zeigte sich in der Unterteilung nach LOH-Status keine klare
Differenzierung. Zwei Drittel der Félle, bei denen nachweislich eine LOH vorlag, zeigten nicht
zwangslaufig weniger ARID1A-Protein, wéhrend im Gegensatz dazu tber ein Viertel der Proben, ohne
Vorliegen einer LOH, einen erhohten Anteil an negativen Zellen hatten. In letzteren Fallen mussten also
andere Ursachen wie Mutationen oder verdnderte Expressionsregulation urséchlich sein fiir den

Proteinmangel.

Insgesamt wiesen 12 Proben (11 Patienten) die Ausprégung eines Mosaiks auf. Vier Félle dieser Gruppe
zeigten zusétzlich eine LOH auf dem Chromosom 1p, wozu auch der Fall mit dem beschriebenen ,,Shift*
zahlt. Bei fiinf Féallen handelte es sich um klassische Meningeome. Als weitere histologische Untertypen
lagen zwei psammomattse Meningeome, zwei meningotheliale und ein angiomatdses Meningeom, ein
atypisches und ein anaplastisches Meningeom vor. Der Altersdurchschnitt war unter den Patienten mit
dieser Eigenschaft bei 59,75 Jahren zu finden und somit circa finf Jahre friiher als bei der

Gesamtstichprobe.

Interessant waren die beiden Falle mit jeweils zwei Proben aus unterschiedlichen Lokalisationen. So
zeigte der Fall, der in beiden Proben keine LOH aufwies, in der immunhistochemischen Evaluation in
beiden Fallen ein Mosaik. Im Gegensatz dazu wies der Fall mit unterschiedlichem LOH-Status der
beiden entnommenen Proben auch in der immunhistochemischen Analyse zwei Ergebnisse auf. So
zeigte die Probe mit einer LOH ein Mosaik, wahrend die Probe ohne LOH einen Anteil negativer Zellen

von < 25% aufwies.

Weiterfiihrend zeigte sich bei den weiteren klinischen Merkmalen keine klare Gruppierungsmoglichkeit

innerhalb dieser immunhistologischen Auspragung.

5.4.2 ALKALISCHE PHOSPHATASE FARBUNG
Die gewebeunspezifische Alkalische Phosphatase wird bei bestimmten Fragestellungen an den
Meningeomproben gefarbt. Uber den Anteil positiver Zellen kann ein Verlust des Chromosoms 1p und

dariiber eine moglich gesteigerte Pathogenitat abgeschéatzt werden.

Die Farbung der gewebeunspezifischen Alkalischen Phosphatase war bereits durch die routinemaRige
Farbung an einigen Meningeomproben vorhanden. Die Bewertung erfolgte dabei anhand der Intensitat
des angefarbten Zellanteils. Insgesamt wurden 38 Félle aus der Gesamtstichprobe in dieser

histologischen Analyse durch Fachérzte evaluiert.

So zeigten 52,6% (20/38) eine positive oder sehr kraftige Farbung in der Analyse. Dagegen stellten sich
34,2% (13/38) der Falle schwach bis negativ dar. Als Zwischenstufe wurde bei einigen Fallen eine

lediglich fokale Anfarbung beschrieben, die sich bei 13,2% (5/38) der untersuchten Proben zeigte.
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Abbildung 32. Ergebnis der gewebeunspezifischen Alkalischen Phosphatase Farbung aufgetrennt
nach dem LOH-Status auf dem Chromosom 1p

In Zusammenhang mit der LOH-Analyse zeigte sich, dass die Falle mit Allelverlust zu 58,3% (7/12)
in der AP-Férbung schwach bis negativ ausgefallen sind. Weitere 25% (3/12) wurden als fokal positiv
eingestuft und 16,7% (2/12) der Proben wurde als positiv bewertet. Im Kontrast dazu waren die Falle
ohne Allelverlust zu circa 2/3 (69,2% = 18/26) positiv in der AP-Farbung ausgefallen (vergleiche
Abbildung 32).

Es offenbarte sich ein negativer funktioneller Zusammenhang zwischen der Intensitit der AP-Farbung
und dem Auftreten einer LOH auf dem Genlokus des ARID1A. So reduziert eine positive Farbung der
alkalischen Phosphatase die Chance auf einen Allelverlust auf ARID1A um den Faktor 0,357 (p < 0,05).
Dieser Effekt verdeutlichte sich auch speziell bei Betrachtung der Sonde D1S1592 und betrug einen
Faktor von 0,364, zeigte sich allerdings nicht signifikant (p > 0,05). In dieser Studie reduziert zudem
eine starke positive Farbung der alkalischen Phosphatase die Chance, generell eine LOH auf dem

gesamten Chromosom 1p aufzuweisen, um den Faktor 0,328 (p < 0,01).
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5.4.3 Ki67

Auch die Anfarbung des Proliferationsmarkers Ki67 war bereits durch die standardméRige Evaluation
einiger Meningeome in der Routinediagnostik vorhanden und konnte hier detaillierter betrachtet
werden. In der Beurteilung wird dabei der prozentuale Anteil positiver Zellkerne vom Gesamtpraparat
bestimmt. Ein hoher Ki67-Anteil spiegelt dabei eine hohe Proliferationsrate des Tumors wieder und
korreliert haufig mit dem WHO-Grad des Meningeoms (vergleiche 2.1.2).

In dieser immunhistochemischen Féarbung wurden 36 Meningeome untersucht. Im Mittel waren 4,2% +
2,95% der Zellen des Gesamtpraparats positiv gefarbt. Die geringste Anfarbung zeigte ein Fall mit 1%

und die starkste Farbung ein Grad IT Meningeom mit 15% positiven Zellen des Gesamtpréparats.
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Abbildung 33. Zusammenhang des WHO-Grades und des Proliferationsmarkers Ki67 (n = 36) der

Meningeome des WHO-Grades | und Il. Verwendet wurde eine lineare Regressionsanalyse (p < 0,01).

Unter Verwendung der linearen Regressionsanalyse zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Anteil positiver Zellkerne des Proliferationsmarkers Ki67 und dem WHO-Grad. In
Abbildung 33 ist deutlich eine Steigerung des Ki67 mit zunehmenden WHO-Grad zu entnehmen. Dies

bestatigt damit diesen Zusammenhang im vorliegenden Datensatz [105].

Weder in der LOH-Analyse noch im Western Blot zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang

zwischen dem Ki67-Wert und den ausgewerteten Daten.
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6 DISKUSSION

6.1 AUSSAGE UND EIGNUNG DER STICHPROBE

Diese Studie wurde nach allgemeingultigen Standards in der Methodik und Auswertung bearbeitet.
Trotzdem koénnen Storfaktoren und Verzerrungen Einfluss auf das Endergebnis haben und sollten nicht
unerwahnt bleiben. Durch unterschiedliche Einflisse kdnnen Verzerrungen (engl. ,Bias) des
Ergebnisses entstehen. Diese Effekte kdnnen auch durch die natirliche Variation der Meningeome
auftreten. Durch diese zufallsbedingten Streuungen der Messwerte kdnnen Zusammenhénge
vorgetéuscht werden, die nicht existieren. Andererseits kdnnen aber auch Beziehungen, die vorhanden
sind, nicht entdeckt werden.

Bei der Auswahl der Patienten wurden Uber das Jahr 2019 neue Proben gesammelt und vorhandene
eingefrorene Proben aus den Vorjahren genutzt. So entspricht die Stichprobe einem Teil der behandelten
Patienten, die 2019 an einem Meningeom operiert wurden. Die Stichprobe musste allerdings durch
ausgewahlte hohergradige Falle aus den Vorjahren erganzt werden, um deren Pravalenz der
Allgemeinbevolkerung anzupassen und im experimentellen Teil Ergebnisse hinsichtlich méglicher
Unterschiede bei verschiedenen WHO-Graden zu detektieren. Dadurch ist die Randomisierung
aufgehoben. Diese erganzenden Félle wurden hinsichtlich WHO-Grad und klinischen Auffélligkeiten

ausgesucht.

Diese Studie ergibt mit einer Stichprobengréfle von 49 Patienten primar keine umfassenden
epidemiologischen Aussagen. Allerdings wurden Pravalenzen der einzelnen WHO-Grade erreicht, die
vergleichbar mit den Analysen des CBTRUS und den Daten der WHO sind (vergleiche 2.1.2 und 5.1.2)
[69,105].

Weiter entsprach das hier errechnete mittlere Alter von 65 Jahren der aktuellen Studienlage,
beispielsweise der des ,,CBTRUS* (66 Jahre) und der der Weltgesundheitsorganisation (65 Jahre)
[69,105]. Zusétzlich dazu stellte sich die Altersverteilung normalverteilt dar, was in einem Q-Q-
Diagramm weiter Gberprift wurde. Auch die Geschlechterverteilung zeigte sich kongruent mit der

Literatur [57,69,71]. Es kann somit eine reprasentative Stichprobe angenommen werden.

Die Verteilung in intrazerebrales und spinales Auftreten deckte sich Uberwiegend mit der gangigen
Literatur. So zeigten circa 1/6 der untersuchten Falle eine spinale Lokalisation. Dies bestétigt sich durch
die Daten des ,,CBTRUS* [69]. Es ist bekannt, dass sich spinale Meningeome vorwiegend thorakal
exprimieren [105]. Dies bestétigt sich in dieser Studie. Dies stérkt die Annahme einer aussagekraftigen

Stichprobe somit im Hinblick auf die Vergleichbarkeit mit anderen Studien, trotz der geringen Fallzahl.

Auffallend zeigten sich die Ergebnisse hinsichtlich des Rezidivauftretens. So zeigten 11,6% der
untersuchten Grad I Meningeome und 14,2% der Grad II Meningeome ein bekanntes Rezidiv. Somit

fallt das Rezidivauftreten der Grad IT Meningeome in dieser Studie deutlich niedriger aus, als in den
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Daten der WHO (29-52%) [105]. Dies ist allerdings kritisch zu betrachten, da nicht bei allen Féllen die
klinischen Daten komplett erfasst wurden und somit bei vielen Patienten keine Aussage hinsichtlich
eines Rezidivauftretens gestellt wurde. Somit konnten auch nicht entsprechend klassifizierte Patienten
ein bereits rezidiviertes Meningeom exprimiert haben. Der Simpson Grad, der einen elementaren
Einfluss auf die Rekurrenz dieses Tumors widerspiegelt, wurde ebenfalls nicht standardmaRig
angegeben [85]. Allerdings spielen weitere Faktoren hinsichtlich des Rezidivauftretens eine Rolle und

werden in der weiteren Diskussion aufgefihrt.

6.2 LOSS OF HETEROZYGOSITY DES CHROMOSOMS 1P BEI MENINGEOMEN

Die Monosomie des Chromosomenarms 1p wurde bereits vielfach besonders als ein Charakteristikum
der hohergradigen Meningeome beschrieben [7,57,101,105]. Bei Vorliegen dieses Parameters sind
verdandertes klinisches Verhalten, wie ein erhthtes Rezidivauftreten, erkannt worden [57,73]. Der
methodische Nachweis ist bisher nicht standardisiert und wird bis zum jetzigen Stand mit sehr
unterschiedlichen Methoden durchgefiihrt (zum Beispiel FISH oder Mikrosatellitenanalytik) [30,57].

In dieser Arbeit wurde eine neue Methode zur Nachweisbarkeit des chromosomalen Verlustes nach dem
bestehenden Protokoll von Hartmann et al. etabliert [30]. Der chromosomale Abschnitt 1p wurde dabei
stichprobenartig durch sechs Sonden fir Mikrosatelliten getestet.

6.2.1 OPTIMIERUNG DER ANALYSE DES CHROMOSOMS 1P FUR MENINGEOME

Die molekulargenetische Analyse des Chromosomenarms 1p wurde nach dem Protokoll von Hartmann
et al. durchgefuihrt, das urspringlich fur die 1p/19g-Analyse von Oligodendrogliomen entwickelt wurde.
Der Autor stellte bereits in seiner Arbeit dar, dass dieses Protokoll auch auf andere Tumore angepasst

und erweitert werden kann [30].

Als Erweiterung wurde in dieser Arbeit eine neue Sonde in Umgebung des Genlokus des ARID1A
(1p36.11) etabliert. Die Sonde liegt mit einem Abstand von 22.400 Basenpaaren an dem Genlokus des
ARID1A (1p36.11). Dieser Abstand erscheint sehr nah in Anbetracht der GesamtgroRe des
Chromosomenarms 1p, die ungefédhr 123,5 Millionen Basenpaaren betragt (NCBI, Stand April 2020)
[88]. Bei diesem neu etablierten Mikrosatelliten handelt es sich um ein Tetranukleotid (TTTC) mit einer
Anzahl von 18,8 Kopien und damit einer Lange von 75 Basenpaaren (UCSC Genome Browser, Stand
April 2020) [29,43]. Interindividuell zeigten sich in dieser Studie Polymorphismen des Mikrosatelliten,
die zwischen 4 bis 20 Basenpaaren lagen. Dieser Effekt kann durch Polymerase-Slippage bedingt sein.
Dabei kommt es zu einer ungenauen DNA-Replikation, die zu variablen Wiederholungsfrequenzen fuhrt
[11]. Dieses Phanomen verdeutlicht erneut die schon in der Literatur beschriebene Variabilitdt von

Mikrosatelliten im menschlichen Genom [24,58,76].
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In dieser Studie wurde diese modifizierte Methodik auf Meningeome angewendet. Trotz der
spezifischen Auswahl der Mikrosatelliten durch Hartmann et al. verdeutlichten sich doch einige
Diskussionspunkte der Sonden. So zeigt sich deutlich in Abbildung 18, dass vor allem die Sonden
D1S1592 und D1S548 die hochste Quote an nicht auswertbaren Ergebnissen aufwiesen. Dies waren
entweder qualitativ nicht beurteilbare Banden oder homozygot vorliegende Allele, aus denen nicht
abgelesen werden konnte, ob es sich um eine LOH handelt. Dadurch entfielen bei diesen Analysen mehr
als die Halfte der untersuchten Falle.

Es ist fraglich, ob dieses Protokoll optimiert werden kann, oder ob die Verwendung sich nur auf die
Oligodendrogliome beziehen sollte. Aber bei Betrachtung von selbiger Methodik an glialen Tumoren
zeigte sich folgendes Bild: Untersuchte Oligodendrogliome im Institut flr Neuropathologie des
Universitatsklinikums des Saarlandes in den letzten drei Jahren (Stand April 2020) zeigten auf den
diskutierten Sonden um die 40% nicht auswertbarer Banden. Diese Variabilitat der Mikrosatelliten im
menschlichen Genom wurde bereits haufig beschrieben [24,58,76]. In der Arbeit von Redd et al. zeigte
sich, dass einige Mikrosatelliten hdufiger Variationen aufweisen als andere und zusatzlich global divers
ausgepragt sind [76]. Interessant ware in diesem Zusammenhang inwiefern die Sonde fiir den

Mikrosatelliten in ARID1A auch ein besseres Ergebnis bei Oligodendrogliomen liefern kénnte.

Im Gegensatz zu der D1S1592-Sonde zeigt die ARID1A-Sonde bei den hier untersuchten Meningeom-
Fallen nur bei 6% kein auswertbares Ergebnis (vergleiche Abbildung 18). Des Weiteren ist die Sonde
auf ARID1A (1p36.11) circa 9,6 Millionen Basenpaare (NCBI, Stand April 2020) von der Sonde
D1S1592 (1p36.13) entfernt (vergleiche Abbildung 13) [88]. Dies stellt einen diskutierbaren Abstand
zwischen diesen Mikrosatelliten dar. Wenn die Sonde D1S1592 vollstdndig aus dem Protokoll entfernt
werden wiirde, wére der Sprung zu ndchsten Sonde (D15548) mit fast 19 Millionen Basenpaaren (NCBI,
Stand April 2020) fast 2-mal so grofR und nimmt dabei eine Lange von 15% der Gesamtlange des
Chromosoms 1p ein [88]. Somit wére ein grolRer Teil des Chromosoms nicht abgedeckt. Letztere Sonde
ist aber nicht zuverlassig und bringt nur bei der Halfte der Félle ein verwertbares Resultat. Folglich
zeigte die Sonde D1S1592 in der Regressionsanalyse kein signifikantes Ergebnis im Zusammenhang
mit anderen Faktoren, mit Ausnahme des WHO-Grades (vergleiche Tabelle 20). SchlieRlich zielt diese
Methodik grundsétzlich nicht darauf ab, das Chromosom flachig abzudecken, sondern haufig betroffene
Bereiche besonders zuverldssig zu identifizieren und stichprobenartig das Chromosom auf Allelausfalle
zu testen. AbschlieRend kdnnte bei weiteren Arbeiten die Sonde D1S1592 durch die hier etablierte

Sonde fur ARID1A ersetzt werden, um diese in ihrer Sensitivitat und Aussagekraft weiter zu steigern.

Zusammenfassend weist alles darauf hin, dass im Vergleich mit den restlichen Sonden die Sonde
D1S1592 als ersetzbar erscheint. Die Sonde fir den Genlokus ARID1A stellt eine gute Alternative dar,
da sie in Uber 76% der Félle eine Aussage uber einen vorliegenden Allelverlust erlaubt. Ein weiterer
Optimierungsschritt ware der Ersatz weiterer Sonden beziehungsweises das Weglassen ganzer Sonden.
Aufgrund der dhnlichen Ergebnisse aller Mikrosatelliten kdnnte es mdglich sein, nur noch mit drei statt

funf Sonden den chromosomalen Status zu prufen. Dies ware eine kostengunstigere Alternative und
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wirde es zum Beispiel erlauben, im Rahmen der genetischen Analyse alternativ die Verluste anderer
Chromosomen mitzutesten. Es ist Aufgabe folgender Studien, dies einerseits fur Oligodendrogliome
und Meningeome einzufiihren und andererseits diese Erkenntnis auch auf weitere Tumorentitéten

auszuweiten.

6.2.2 CHROMOSOMENARMVERLUSTE STATT TEILVERLUSTE

Neben dem Einfluss des chromosomalen Status von 1p auf die unterschiedlichen klinischen Faktoren,
die im folgenden Kapitel behandelt werden, zeigte sich allgemein eine sehr starke Aufteilung der
Meningeomproben in Félle mit komplettem Verlust der analysierten Sonden oder ohne jeglichen

Allelverlust.

Sehr interessant war die stark systematische Aufteilung, sodass meistens der tiberwiegende Anteil der
Sonden betroffen vorlag, falls es zu einem Allelverlust kam (vergleiche Abbildung 19). Dieses Bild
wird héufig durch die homozygoten und dadurch nicht interpretierbaren Falle unterbrochen. Doch in
diesen Fallen kann angenommen werden, dass beim Vorliegen einer LOH auf den beidseits folgenden
Sonden auch bei dem nicht interpretierbaren Fall eine LOH vorliegen musste. Im Umkehrschluss lasst
sich diese Annahme auch auf homozygote Falle zwischen zwei Sonden ohne Allelverlust anwenden.
Somit zeigte sich der Uberwiegende Anteil der Sonden im Falle einer LOH betroffen, sodass man
zumindest innerhalb des tberpriften Bereichs von 1p36.32 (D1S1184) bis 1p31.3 (D1S1608) von einem

allgemeinen LOH-Status auf dem Chromosomenarm 1p sprechen kann.

Diese Erkenntnis &ndert das Verstandnis der chromosomalen Verluste an Meningeomen grundsatzlich.
Bisher wurden immer Teilbereiche vermutet, die beispielsweise als Genlokus von Tumorsupressorgenen
tber eine Alteration ein pathogenes Potential aufweisen und daraus die Formation des Meningeoms
initiieren konnen [28]. Diese Studie impliziert aber vielmehr das Vorliegen eines gesamten
Chromosomenarmverlustes statt einzelner Teilverluste. Dadurch kénnten mehrere Tumorsupressoren
gleichzeitig betroffen sein, was die Komplexitat der Tumorgenese deutlich erhéhen wiirde. Folglich
spiegelt der Status der einzelnen Sonden, insbesondere der des ARID1A (1p36.11), die eine sehr
zuverlassige Aussage in Bezug auf Hetero- und Homozygotie trifft, den Verlust des gesamten

Chromosoms wieder und nicht nur des spezifischen Genlokus.

Dadurch steht die Frage im Raum, ob eine Bruchstelle existieren kénnte, von der aus die Alterationen
entlang des Chromosoms entstehen kénnten, und wie dieser Pathomechanismus genau ablauft. Nur
wenige Félle in dieser Studie wiesen ein Muster auf, bei dem einige Sonden einen Allelverlust belegten,
wéhrend andere Sonden dies gleichzeitig nicht taten (vergleiche Abschnitt 5.2.2 und Abbildung 19).
Diese Félle zeigten entweder einen Verlust um die Sonde des ARID1A auf oder im Kontrast dazu an den
Zentromer-stammigen Sonden. Die erstgenannte Gruppe konnte eine Bruchstelle am bereits diskutierten
Abschnitt 1p36 aufweisen, auf dem auch der Genlokus des ARID1A lokalisiert ist. Bisher wurde an

diesem Abschnitt dieses Phdnomen allerdings vorwiegend an hdmatoonkologischen Erkrankungsbildern
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beschrieben [19,21]. Interessanterweise waren in der zweiten Gruppe fast immer die Zentromer-
stdmmigen Sonden heterozygot. Eine weitere Bruchstelle kdnnte sich damit also im Bereich Richtung
Zentromer befinden. Diese Beobachtung kann durch die Arbeit von Sawyer et al. bestatigt werden, in
der sich friih auftretende chromosomale Instabilitaten vor allem am Zentromer oder am Telomer zeigten

[80]. Um dies weiter zu verifizieren sind zusatzliche Analysen mit Sonden entlang des Zentromers nétig.

6.2.3 DER EINFLUSS DES STATUS VON CHROMOSOM 1P AUF DIE KLINIK

Die Analyse des kurzen Arms des Chromosoms 1p ist bereits vermehrt in den Fokus anderer Studien an
Meningeomen geriickt. Wahrend die Monosomie des Chromosomenarms 22q bereits zu hohen Anteilen
in niedriggradigen Meningeomen beobachtet wurde, teilte man die untersuchten Aberrationen des
Chromosomenteilabschnitts 1p eher zu den héhergradigen, als zu den niedriggradigen Meningeomen
ein [101]. In dieser Studie zeigte sich ein auffallendes Bild in der Analyse des zytogenetischen Status

des kurzen Arms des Chromosoms 1.

Insgesamt wiesen ein Drittel aller untersuchten Falle eine LOH des Chromosoms 1p auf. Dies entsprach
27,9% der Grad I Meningeome, 57,1% der Grad II Meningeome und 100% der Grad III Meningeome
und deckt sich damit nur teilweise mit der aktuellen Studienlage. Wéhrend Studien wie Weber et al.
oder Muller et al. die Daten dieser Studie bestatigen, fielen Divergenzen zu der Studie von Linsler et al.
auf [57,63,101]. So stellten Linsler et al. den Status des chromosomalen Abschnitts 1p36 in ihrer
Untersuchung durch eine Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH) vor. Dabei handelt es sich um ein
Verfahren zum Nachweis von DNA durch fluoreszenzgekoppelte Sonden im zu untersuchenden
Gewebe selbst (in situ) [27]. Linsler et al. setzten dafiir eine Sonde spezifisch auf dem Abschnitt 1p36
ein, um dartiber den Verlust des Chromosoms 1p zu beurteilen [57]. Die genannte Studie stimmt zwar
mit dem Anteil der Grad I Meningeome (27,42%) tiberein, widerspricht aber den erhaltenen Werten fiir
die hohergradigen Meningeome. In dieser Studie wiesen mehr als die Halfte der Grad 11 Meningeome
eine LOH auf, wahrend in der Studie von Linsler et al. nur 27,2% dieses Ergebnis aufzeigten. Im
Vergleich hatten Linsler et al. zwar eine grof3ere Fallzahl, sie untersuchten aber nur einen Abschnitt des
ganzen Chromosoms (1p36), wahrend diese Studie mehrere Abschnitte kombiniert betrachtete und
dadurch mehr Information erlangte [57]. Bei isolierter Betrachtung der Analyse des untersuchten
Mikrosatelliten auf 1p36.11 fallt auf, dass sich dabei die Anteile wieder angleichen und nur 28,6% der
ausgewerteten Grad Il Meningeome eine LOH auf diesem Abschnitt finden. Unter den sieben Grad 11
Meningeomen, zeigten zwei eine LOH und fiinf Falle lagen ohne Allelverlust vor. Somit zeigte es sich
in diesen Fallen als vorteilhaft, mindestens zwei Sonden untersucht zu haben, um ein genaueres Ergebnis
zu erhalten. Diese Divergenz zu der Literatur verstarkt sich vermutlich weiter durch die geringe Fallzahl
der hohergradigen Meningeome in dieser Studie, sodass bereits Einzelergebnisse die prozentualen

Anteile erheblich verandern kdnnen.
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Bei weiterer Unterteilung der WHO-Grade in die Untergruppen war auffallig, dass es eindeutige
Gruppen gab, die pradestiniert fir eine LOH auf dem Chromosomenarm 1p zu sein schienen (vergleiche
Kapitel 5.2.4). Ausgenommen der klassischen Meningeome, die eine sehr heterogene Gruppe
darstellten, zeigten innerhalb der Grad I Meningeome nur die angiomattsen Meningeome LOH-Verluste
in ihrer Gruppe. Unbetroffen waren hingegen die meningothelialen, psammomatdsen, fibrésen und
sekretorischen Meningeome. Dies bestétigt sich weiter durch den Fall mit multiplen Lasionen, dessen
meningotheliale Lasion keine LOH aufwies, wéhrend die angiomatdse Lé&sion eine LOH zeigte
(vergleiche Abbildung 22). In der Studie von Abedalthagafi et al. zu angiomatdsen Meningeomen fand
sich ebenfalls eine chromosomale Polysomie in dieser histologischen Untergruppe. Allerdings wurden
in deren Studie vermehrt Chromosomenzugewinne, unter anderem der Chromosomen 5 und 13,
gefunden und nur bei einem Fall eine LOH auf dem Chromosomenarm 1p [1]. Bei den héhergradigen
Meningeomen zeigten sich keine Verteilungen, da alle Untergruppen von einer LOH betroffen waren.
Auffallend ist, dass bei Betrachtung der Literatur bereits dhnliche Ergebnisse bei Analyse des NF2 und
dessen Genlokus auf dem Chromosom 22 im Hinblick auf fibrése Meningeome erstellt wurden [48,102].

Mdglicherweise kdnnte die Analyse des Chromosomenarms 1p zu einer dhnlichen Hypothese fuhren.

Weiter konnte auch in der Stichprobe ein Ausgleichen der Haufigkeiten der Geschlechter erkannt
werden. Im Vergleich mit der Gesamtstichprobe (26,5%) war bei der Teilgruppe von Patienten mit LOH
eine Steigerung auf insgesamt 41,2% mannliche Patienten der Falle zu verzeichnen, den doppelten Fall
des multiplen Meningeoms mit eingeschlossen. Diese Beobachtung findet sich auch in der Literatur
[57]. Ahnliche Effekte zeigen sich auch bei Betrachtung der Literatur zu der Geschlechtsverteilung unter
den WHO-Graden. Auch dort steigt der Anteil der ménnlichen Patienten mit zunehmendem WHO-Grad
[96,105]. In der oben zitierten Studie zeigten sogar mehr Ménner als Frauen ein Meningeom von WHO-
Grad I [57]. Dies konnte nahelegen, dass zwischen diesen Parametern ein funktioneller
Zusammenhang besteht. So waren méannliches Geschlecht und ein erhdhter WHO-Grad beide pradiktiv
fiir eine LOH auf dem Chromosomenarm 1p, aber nicht signifikant (p > 0,05). Bisher gibt es jedoch
keine eindeutige Erklarung fir dieses Phanomen. In der Literatur wird vermutet, dass Ostrogene durch
induziertes Tumorwachstum bei pramenopausalen Frauen zu einer schnelleren Diagnose fuhren und
somit eine Progression in hohergradige Meningeome praventiv verhindern kdnnten [96]. Weiter zeigte
sich, dass Meningeome mit einer hohen Konzentration an Progesteronrezeptoren eher einen benignen
Charakter zeigen [51]. Da Frauen eine physiologisch hohere Konzentration an Progesteron als Manner
aufweisen, konnte auch dieser Parameter einen Einfluss auf die h6here Rate an benignen Meningeomen
bei Frauen haben [68].

Auch in der Altersverteilung zeigte sich in Bezug auf einen 1p-Verlust ein Unterschied, wenn auch nicht
signifikant. So zeigten Patienten mit Allelverlust ein um 3 Jahre friiheres Auftreten des Meningeoms.
Dies passt mit den weiteren oben genannten Charakteristiken, wie ménnliches Geschlecht und ein
hoherer WHO-Grad der Patienten mit LOH zusammen und unterstreicht das moglicherweise erhthte

pathogene Risiko dieses Merkmals.
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Uberraschenderweise zeigte sich auch in der Verteilung der Lokalisation eine klare Auftrennung der
Gruppen beziglich des LOH-Ergebnisses. So wiesen alle Patienten mit Allelverlust eine intrakraniale
Lokalisation auf und keiner eine spinale Auspragung. Somit zeigte keins der spinal lokalisierten
Meningeome einen Allelverlust auf dem Chromosom 1p. Mdéglicherweise stellt auch weiterfihrend die
intrakraniale Verteilung einen wichtigen Faktor dar. So stellten Bi et al. heraus, dass die Lokalisation
des Meningeoms Rickschlisse auf dessen klinisches Verhalten und molekulargenetischen Status
zulassen konnte [7]. In dieser Studie war allerdings unabhéngig des Allelstatus die frontale Auspragung
am hé&ufigsten exprimiert und es zeigte sich somit innerhalb der Gruppen kein praferierendes
intrakraniales Auftreten.

Zusammenfassend l&sst diese Studie die Vermutung zu, dass eine LOH auf dem Chromosom 1p schon
fruh in der Pathogenese betroffen sein kann. In den héhergradigen Meningeomen nahm die Inzidenz der
LOH zu. Dadurch wird die Hypothese erhartet, dass der Verlust des Chromosomenarms 1p in der
Pathogenese von Meningeomen eine Entdifferenzierung (hoheres Rezidivauftreten, aggressiveres
klinisches Verhalten) beginstigt [57,101]. Dies kann auch in niedriggradigen Meningeomen der Fall
sein, die moglicherweise einige der genannten Eigenschaften héhergradiger Meningeome aufweisen,
aber trotzdem laut WHO noch in die Gruppe des Grad I eingeordnet werden miissen. Damit ergibt sich
die Mdglichkeit, tiber die Uberpriifung des Verlustes des Chromosoms 1p, einen Indikator zu erstellen,
tiber den auch niedriggradige Meningeome mit einem wahrscheinlich erhéhten Rezidivrisiko
identifiziert werden kénnen. Wie erdrtert zeigten die Meningeome mit einer LOH auf dem Chromosom
1p ein erhohtes Risikoprofil. Uber diesen Indikator konnen folgend postoperative Kontrollen intensiviert

werden, um die moglichen Rezidive schneller zu diagnostizieren.
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6.3 NACHWEISBARKEIT DER UNTEREINHEITEN DPF3 UND SNF5 DES
SWI/SNF-KOMPLEXES IN MENINGEOMPROBEN MITTELS WESTERN BLOT

ANALYSE

Die Untersuchung der Untereinheiten des Remodeling Komplexes mittels Western Blot an
Meningeomproben stellte sich als Herausforderung dar. Zwar handelte es sich um sehr proteinreiche
Gewebeproben, doch diese zeigten die gesuchten Proteine in geringerer Konzentration, als man nach
Gesamtproteinmessung annehmen wiirde (vergleiche 4.2.1 und 5.3.3). Es ist anzunehmen, dass vor
allem die faserartige Beschaffenheit der Meningeome eine Verzerrung der eigentlichen Proteinmenge
durch hohe Konzentrationen an extrazelluldren Proteinen wie Kollagen und Fibronektin resultieren lieR,
wie bereits bei histologischen Untersuchungen an anderen Meningeomproben gezeigt wurde [66].
Folgend war das DPF3 in Meningeomproben nicht nachweisbar und das SNF5 unter gleichen
Bedingungen nicht reproduzierbar darstellbar.

In der Zellkultur-Kontrolle war in der DPF3-Féarbung eine schwache Bande analysierbar, die allerdings
eine geringere Konzentration an Gesamtprotein zeigte als die Meningeomproben. Somit befand sich
dieses Protein unter der Nachweisgrenze dieses Verfahrens. Dieser Effekt konnte einerseits durch hohe
Konzentrationen an extrazellularen Proteinen entstanden sein, die die eigentliche Konzentration an
intrazelluléren Proteinen verféalscht haben konnte [66]. Andererseits kdnnte es in den Meningeomen zu
einer Herabregulation des Proteins gekommen sein. In der Literatur finden sich aktuell wenig Daten
hinsichtlich der Rolle des DPF3 in der Kanzerogenese zu Meningeomen und jeglicher anderer
Tumorentitat [32,35,90]. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass das Protein physiologisch niedrig in den
Meningeomen und auch den arachnoidalen Zellen, dem Ursprungsgewebe des Meningeoms, exprimiert
vorliegt. Dies erhértet sich durch die Literatur, in der das DPF3 vor allem in neuronalen Stammzellen
vermutet wird [50,55].

6.4 DIE UNTEREINHEIT DES SWI/SNF-KompPLEXES ARID1A

ARID1A beziehungsweise BAF250a ist die grofte bekannte Untereinheit des SWI/SNF-Komplexes und
nimmt entscheidende Funktionen im physiologischen Zellzyklus ein [36,59,64,100]. Zur Untersuchung
auf eine Dysregulation des Proteins in Meningeomen wurden der Western Blot und folgend die
Immunhistochemie durchgefihrt und mit den genetischen Ergebnissen verglichen und diskutiert. Der
Fokus dieser Arbeit engte sich auf das ARID1A ein. Bis zum jetzigen Stand stellt diese Studie die erste
Arbeit dar, die die beschriebenen Untersuchungen in diesem Probenumfang an Meningeomen

vorgenommen hat.

88



6.4.1 NACHWEIS DER PROTEINEXPRESSION DES ARID1A IM WESTERN BLOT

Dieses Protein stellte insofern eine Komplexitat dar, weil es sich um ein vergleichsweise groRes Molekiil
handelte. Bei einer theoretischen GroRe von 242 kDa wurde die Bande immer im oberen Bereich des
Blots erwartet [89,94].

In den ausgewerteten Western Blots zeigte sich aber, dass nicht die Bande bei 250 kDa am starksten
exprimiert vorlag, sondern auf der Hohe von circa 100 kDa (vergleiche 5.3.1). Dies fuhrte zu der
Uberlegung, dass es sich womdglich um Spaltprodukte oder Splicing-Varianten des gesuchten Proteins
handeln koénnte [89,94]. Eine weitere Hypothese war, dass womdglich eine verdnderte
Laufcharakteristik im Gel zu finden sei. Allerdings erscheint ein Unterschied von fast 150 kDa und
damit von fast 60% des Gesamtproteins sehr unwahrscheinlich. Ursachlich fur solche Unterschiede
konnten beispielsweise posttranslationale Modifikationen oder strukturelle Anderungen des Proteins

auch im denaturierten Zustand sein [17,53].

In der Literatur werden mehrere Splicing-Varianten des ARID1A aufgefiihrt [88,94]. So existieren
errechnete Isoformen auch im Bereich von 100 kDa [94]. Auch das spezifische Lysat aus ARID1A-
Uberexprimierten Zellen (LS-G88844, LifeSpan BioScience, Inc.) stellt sich laut Hersteller mit
mehreren Banden bis 100 kDa dar [56]. Es zeigte sich aber bei mehrfach genutzten Meningeomproben
ein allméhliches Verschieben der Bande in den niedrigmolekulareren Bereich. Dies lasst die
proteolytischen Spaltprodukte wahrscheinlicher wirken. Diese Beobachtung legt nahe, dass dieses grole
Protein besonders vulnerabel auf duliere Einflisse wie mehrfaches Auftauen und Einfrieren, Lagerung
bei erhdhten Temperaturen und wiederholtes Aufkochen reagiert. Méglicherweise reicht es bereits aus,
dass die Tumorprobe nicht direkt eingefroren, sondernd erst der Standarddiagnostik des Instituts fur
Neuropathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes unterzogen wird. All diese Prozesse kdnnen

Einfluss auf die Proteolyse nehmen und damit den Abbau der 250 kDa Bande.

Es kdnnte auch ein Detektionsbias in der Markierung der Banden im Western Blot aufgetreten sein. Der
Antikorper besetzt nur einen Teil des Proteins, sodass auch die beschriebenen Spaltprodukte oder
fehlerhaft geformte Proteine detektiert und als Bande markiert sein kdnnen. Dieser Effekte kénnte auch
aus Framshift-Mutationen resultieren, die bereits am ARID1A an Meningeomen beschreiben wurden
[10,106]. Ein weiterer Einflussfaktor auf eine mogliche fehlerhaft markierte ARID1A-Bande ist zudem

das Begleitgewebe, das bei den Meningeomproben stark ausgepragt war.

Trotz dieser Beobachtung ist nicht an der Aussagekraft des Western Blots zu zweifeln, da durch ein
kommerzielles spezifische Lysat aus ARID1A-iberexprimierten, immortalisierten Zellen die Bande klar
identifiziert werden konnte und auch Spaltprodukte eine Aussage Uber den Proteinstatus erheben

kodnnen.

Falls die Bande nicht exprimiert vorlag, kam die Frage auf, ob es sich dann lediglich um ein abgebautes
Protein handelte und die spezifische Bande noch tiefer zu finden sei oder ob diese Bande tatséchlich

negativ war. In der gemeinsamen Analyse der beiden Banden zeigte sich, dass bei Ausfall der 250 kDa
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Bande auch die 100 kDa Bande berwiegend negativ vorlag, was eher gegen die tiefer liegenden
Abbauprodukte spricht, sondern vielmehr fir ein gesamt ausgefallenes Protein. Dieser Effekt zeigte sich
signifikant und stlitzt zusétzlich die Hypothese, dass ein echter Verlust beziehungsweise eine Reduktion
des Proteins unterhalb der Nachweisgrenze mittels Western Blot vorlag.

Weiter war auffallig, dass bei abwesender Bande auf Hohe von 100 kDa die Mehrzahl der Falle (53,8%
=7/13) eine LOH auf dem Genlokus des untersuchten Proteins ARID1A zeigte. Das Ergebnis war nicht
signifikant (p = 0,497), sollte aber Erwéhnung finden. Der chromosomale Ausfall des Genlokus des
ARID1A konnte dabei urséchlich sein fiir das unterexprimierte Protein.

Ein weiteres Problem stellte die Heterogenitat der Messung der Intensitat der Banden dar. So war die
Ratio aus ARID1A- und alpha-Tubulin-Bande durch eine starke Streuung gekennzeichnet. Diese zeigte
einige AusreiBer, die womdglich die Statistik verfalscht haben (vergleiche Kapitel 5.3.2). Weiter stitzt
sich die Regressionsanalytik auf die errechneten Mittelwerte, die stark beeinflussbar durch die Streuung
sind. Diese gestreuten Werte konnen aus der schwierigen Messung der Banden vor stark
unterschiedlichen Hintergrinden der Blots resultieren. So zeigten einige Proben trotz der Behandlung
mit DNase eine Art ,,Schliere* iiber die gesamte Laufbahn, welches diese Messung zusatzlich verzerren
kdnnte. Neben den aufgefiihrten Griinden kdnnen zuséatzlich weitere undetektierte Faktoren diese
Messung beeinflusst haben. In der Auswertung dieses Ergebnisses war (berraschend, dass der
Mittelwert der Ratio (Verhaltnis zwischen ARID1A und der Ladekontrolle) bei denjenigen Fallen, bei
denen trotz einer LOH Banden auf H6he von 100 kDa vorhanden waren, groBer ausfiel als der Mittelwert
der Patienten ohne LOH. Dies widerspricht der vorherigen Analyse, in der sich die Gruppe der LOH-
Félle eher durch den Ausfall der Bande auszeichneten. Allerdings entsprach der Mittelwert der Falle
ohne LOH eher dem gemessenen Mittelwert der Kontrolle, die nachweislich das ARID1A exprimiert.
Es ist somit fraglich, ob diese Methodik der Auswertung der Banden sensitiv genug ist, oder ob sich
lediglich das deskriptive VVorgehen als aussagekraftig darstellt.

Das fuhrte zu der Fragestellung, inwiefern diese beiden Ergebnisse tibereinstimmen kdnnen. Insgesamt
mussen vor allem die Messungen der Intensitit mit Vorsicht betrachtet werden, da es zu einer grof3en
Streuung der Werte kam. Dieser Effekt kdnnte die Gesamtbewertung stark verschoben haben und somit
auch die Regressionsanalyse, auf der diese Aussage basiert. Insofern stellte diese Messmethode einen
Schwachpunkt dar und es sollte eher die qualitative Messung der Banden als Ausgangspunkt fur weitere
Analysen genutzt werden. Diese sollte aber trotzdem immer durch weitere Methoden, wie die

Immunhistochemie oder die LOH-Analyse erganzt werden.
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6.4.2 NACHWEIS DER PROTEINEXPRESSION DES ARID1A IN DER IMMUNHISTOCHEMIE

Die Immunhistochemie wurde zur Komplementierung der anderen Methoden angewandt. Es zeigte sich,
dass dieses Verfahren nicht sensitiv genug war, um alleinig Alterationen im Genlokus des ARID1A zu
detektieren. So waren in der immunhistochemischen Férbung Félle mit LOH nicht klar von Fallen ohne
LOH zu differenzieren.

Bisher finden sich tberwiegend Fallberichte Uber das immunhistochemische Expressionslevel des
ARID1A in Meningeomen [2,10]. Bei diesen Berichten handelt es sich aber um auffallige Meningeome
hinsichtlich des Rezidivauftretens und der histologischen Heterogenitat. Abedalthagafi et al. zeigten in
einem Fallbericht, dass die histologische ARID1A-Expression mit Malignitatskriterien in Meningeomen
korreliert, indem sie ein singuldres Meningeom mit Bereichen aller drei WHO-Grade analysierten. Sie
konnten dabei eine Abnahme des ARID1A-Expressionslevels bei zunehmendem WHO-Grad

nachweisen [2].

Im Gegensatz dazu finden sich in dieser Studie in klassisch erscheinenden Meningeomproben die in der
Literatur beschreibenden Eigenschaften und es zeigte sich keine sichtbare Korrelation mit WHO-Grad,
LOH-Ergebnis oder klinischer Daten. Trotzdem ist in der genannten Studie von Abedalthagafi et al. ein
zu dieser Arbeit ahnliches Mosaik-Farbemuster erkennbar, das ebenfalls durch heterogene Anteile
gekennzeichnet ist, wie zum Beispiel beschrieben in Abbildung 31 D bis F. Somit ist das Farbemuster

dieser Arbeit kein Einzelfall und untermauert bereits beschriebene Phdnomene [2].

Patienten mit einem Mosaik-Muster zeigten ein um funf Jahre friiheres Auftreten des Meningeoms im
Vergleich mit der Gesamtgruppe, allerdings nicht signifikant. Ein &hnliches friiheres Altersauftreten
fand sich auch in der Literatur von Fallberichten (iber Patienten, die histologisch ein &hnliches Bild
aufwiesen [2,10].

So stellte die Immunhistochemie zwar nicht die Grundlage dieser Aussage dar, aber zeigte umso mehr,
dass sie die Ergebnisse des Western Blots erweitern konnte und neue Informationen zu der
Proteinexpression ergab. Diese Verfahren dienten folglich als Ergdnzung und Bestatigung der
vorherigen Methodik und zeigten Einblicke in das intrazelluldre Verteilungsmuster des untersuchten

Proteins.

6.4.3 FARBUNG DER ALKALISCHEN PHOSPHATASE

Zusétzlich zu der von der WHO empfohlenen HE-Farbung wird oft die Anfarbung der Gewebe-
unspezifischen alkalischen Phosphatase am Meningeomgewebe vorgenommen, um eine Aussage (ber
den Status des Chromosoms 1 zu stellen. Dabei wird von einem chromosomalen Verlust ausgegangen,

wenn die Farbung negativ ausfallt [63].

Bisher stiitzt sich diese Aussage auf den Genlokus der alkalischen Phosphatase auf 1p36.12, der folglich

bei einem vollstandigen chromosomalen Verlust ausgefallen ist [12,63]. ARID1A befindet sich auf
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1p36.11 und liegt somit in vergleichbar raumlicher N&he zu dem Genlokus des Enzyms (circa finf
Millionen Basenpaare Abstand und damit circa 4% der Gesamtlange des kurzen Arms von Chromosom
1) (NCBI, Stand April 2020) [77,87,88]. Die Studie von Nagl et al. beschrieb, dass auch ein funktioneller
Zusammenhang zwischen dem ARID1A und der alkalischen Phosphatase existiert und das ARID1A
einen Einfluss auf die physiologische Induktion der alkalischen Phosphatase aufweist [64]. Auch in
dieser Studie liel3 sich ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen den beiden Faktoren
evaluieren (vergleiche 5.4.2).

Trotzdem zeigte sich in dieser Studie eine Quote der falsch positiv gefarbten Félle von 20 bis 40% bei
Betrachtung der LOH-Analysen des Chromosoms 1p, abhé&ngig davon, ob die fokal gefarbten Anteile
als positive Farbung gewertet werden. Bei einer Monosomie des Chromosoms 1p kann das verbleibende
intakte Allel ausreichend sein, um die Induktion des Enzyms zu ermdglichen. Bei der spezifischen
Betrachtung des Einflusses des ARID1A auf AP kdnnte ebenso ein funktionelles Genprodukt ausreichen,

um eine physiologische Induktion zu erreichen.

Deshalb stellt die Analyse der alkalischen Phosphatase zwar eine einfache und kostenglnstige
Mdglichkeit dar, diesen chromosomalen Abschnitt zu bewerten, allerdings hat sie aufgrund ihrer hohen

Fehlerguote keine ausreichende Aussagekraft, um eine fundierte Diagnose zu treffen.

6.5 FOKUS VIELER TUMORENTITATEN UND GENLOKUS DES ARID1A —1P36

Der chromosomale Abschnitt 1p36 stellt aktuell einen wichtigen Fokus in der Forschung der Onkologie
dar. Der Abschnitt hat eine GroéRe von 27,6 Millionen Basenpaaren (NCBI, Stand April 2020) [88]. Auf
dem Abschnitt finden sich die Genloki von (iber 800 Genen und bei einigen davon handelt es sich um
Tumorsupressorgene, wie RUNX3 (1p36.11), TP73 (1p36.32) oder HSPB7 (1p36.13) (NCBI, Stand
April 2020) [88]. Aberrationen dieses Abschnitts wurden in den unterschiedlichsten Tumorentitaten
entdeckt und dies erhértet die Frage nach dem Gen, das diesen chromosomalen Bereich so entscheidend

in der Kanzerogenese herausstellt [61].

In dieser Studie wurde der Fokus auf ARID1A gesetzt mit dem Genlokus auf 1p36.11 und somit im
Hotspot dieses untersuchten Chromosomenteilbereichs. ARID1A ist Teil des SWI/SNF-Komplexes und
spielt somit eine elementare Rolle in der Physiologie des Chromatin-Remodelings [77]. Dieses Protein
zeigt, neben vielen anderen Einbindungen in Signalwege, eine positive Wirkung auf die Induktion von
p21, eines Proteins, das eine zentrale Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus hat und kanzerogene Prozesse
unterbindet [64]. Diese Rolle als Tumorsuppressor zeigt sich auch in der Evaluation anderer humaner
Tumorentitdten, in denen ARID1A h&ufig mutiert vorliegt [36,39,59]. Bisher schlief3t dies allerdings die

Meningeome nicht mit ein.

Ein Bereich in der Nahe des ARID1A (22.400 Basenpaare Abstand) zeigte sich in einem Viertel der

Proben auf chromosomaler Ebene alteriert und legt damit auch den Verlust des Gens nahe. Dieses
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Ergebnis fand sich bei allen WHO-Graden und unterschiedlichen klinischen Eigenschaften. Der
Genlokus zeigte sich in einigen Fallen von einer LOH betroffen und das Protein zeigte sich in reduzierter
Menge exprimiert, wenn auch nicht in allen Fallen gemeinsam. Der Western Blot und die
immunhistochemischen Analysen offenbarten, dass neben der LOH noch ein weiterer Faktor auf
Proteinebene hinzukommen muss, um eine histologische Veranderung bei ARID1A hervorzurufen.

Zur Erklé&rung dieses Phanomens wird traditionell die Initiation einer Kanzerogenese durch die ,,Two-
Hit-Hypothese* nach Knudson et al. angefiihrt, die besagt, dass theoretisch beide Allele oder deren
Produkte mutiert vorliegen mussen, um einen pathologischen Prozess zu ermdglichen [46]. Folglich
kénnen unterschiedlichste Einfllisse die ,,Hits“ reprisentieren, wie Chromosomenverluste, aber auch
Veranderungen auf Proteinebene. In der Literatur wurden beispielsweise Frameshift-Deletionen des
ARID1A in Meningeomen detektiert [2,10]. Bujko et al. haben in einer Fallbeschreibung eines dreifach
rezidivierten Meningeoms eine Frameshift-Deletion an der Stelle Tyr551(TACTC>T) des ARID1A
evaluiert, die mit zunehmender Rekurrenz anteilig am Gewebe zugenommen hat [10,106]. Ahnliche
Frameshift-Deletionen kdnnten mdglicherweise undetektiert in der LOH-Analyse aber auch im Western
Blot in dieser Studie aufgetreten sein, miissen aber als weiterer Faktor in der Pathogenese bedacht
werden. So kénnten die Ergebnisse dieser Studie und weitere Einflussfaktoren jeweils einzelne ,,Hits*
auf DNA- oder Proteinebene darstellen, die allerdings nur in einem Anteil der Gesamtstichprobe die
zwei noétigen Schadigungen aufweisen, um die Konsequenz einer Pathogenese zu bewirken. Zusatzlich
zu dem Modell nach Knudson et al. zeigten einige Studien aber auch bei heterozygoter Alteration die
Initiation einer Kanzerogenese. Diese Haploinsuffizienz wurde bei ARID1A beschrieben, sowohl in
Studien an menschlichen Malignomen, als auch in vitro [106]. Dies wirde wiederum bedeuten, dass
bereits der Verlust eines Allels mitsamt des Genlokus des ARID1A ausreichen kénnte, um bestimmte
pathologische Prozesse zu fordern. Eine Uberpriifung mittels einer Sequenzierung des kodierenden
Bereiches von ARID1A konnte weitere Faktoren aufdecken und erganzend zu den hier beschriebenen

Ergebnissen wirken.

Es gibt verschiedene Hypothesen (ber das pathogene Potential des ARID1A. Zum einen die Funktion
als Tumorsupressor auBerhalb des Gesamtkomplexes, dessen proliferationshemmende Wirkung bei
Schédigung ausfallt [64,100,106]. Zusétzlich wird vermutet, dass durch eine Fehlfunktion des ARID1A
der gesamte SWI/SNF-Komplex fehlreguliert vorliegt und folgend dessen Aktivitat vermindert wird
oder ausféllt [106]. Diese Hypothese stlitzen Wu und Roberts et al. darauf, dass viele verschiedene
Untereinheiten des Komplexes in den unterschiedlichsten Tumorentitdten ausgefallen vorliegen und

h&ufig ein kanzerogenes Potenzial zeigen [106].

Zusammenfassend lassen die Untersuchungen die Vermutung zu, dass ARID1A schon frih in der
Pathogenese des Meningeoms betroffen sein kann. Allerdings stellt es nur bei einem Teil der Félle eine
mdogliche Mutation dar und wahrscheinlich nur in einer umschriebenen histologischen Untergruppe an
Meningeomen, wie den angiomatdsen Meningeomen. Um diese Beobachtung zu erkléren sind weitere

Untersuchungen, wie eine Sequenzierung oder eine Genexpressionsanalyse notwendig.
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6.6 POLYKLONALITAT VON MENINGEOMEN

Bisher wird im Uberwiegenden Anteil der géngigen Literatur davon ausgegangen, dass Meningeome
monoklonale Tumore darstellen [91,105]. So sollen auch bei multiplen Lasionen der gleiche Genotyp

und Phénotyp vorliegen [105].

Im Gegensatz zur gangigen Meinung, fanden sich in dieser Studie zwei Félle von multiplen L&sionen,
die sich als polyklonal darstellten (siehe Kapitel 5.2.4). Bei diesen Fallen war die histologische
Einteilung unterschiedlich, sowie auch bei einem Fall der Status des Chromosomenarms 1p. Dies stellt
die Aussage Uber die Monoklonalitdt von Meningeomen in Frage. Einerseits kénnen unabhéangig
voneinander multiple Lasionen unterschiedlichen Genotyps entstanden sein. Eine weitere Mdglichkeit
stellt die Migration vereinzelte Zellen einer priméren Ldsion dar, aus der durch Entdifferenzierung eine
neue Ldsion eines anderen Genotyps entstanden ist.

So zeigten Fallberichte, dass vereinzelt Patienten mit polyklonalen Meningeomldsionen auftreten [2,10].
In diesen Studien fanden sich bei den untersuchten Féllen sogar gleichzeitig Lasionen von verschiedenen
WHO-Graden und unterschiedlichen ,,EMA*“-Expressionsleveln [2,10]. Dies legt die Vermutung nahe,
dass der Status des Meningeoms als ,,monoklonaler Tumor* reevaluiert werden sollte und aufgrund der
vorliegenden Fallberichte und den Daten dieser Studie nicht pauschal als solcher angenommen werden
kann [2,10].

Diese Erkenntnis stellt nicht nur eine Konsequenz fiir zukinftige Diagnostik, sondern auch
Therapieplane dar. So sollte von jeder Lésion nicht nur der histologische Status, sondern auch der
molekulargenetische Status erhoben werden. Es impliziert zusétzlich, dass groRere Lasionen

gegebenenfalls geteilt und getrennt voneinander betrachtet und klassifiziert werden missen.

6.7 REEVALUATION DER AKTUELLEN GRADIERUNG VON MENINGEOMEN NACH
WHO

Nach der Ausgabe der ,,WHO classification of tumours of the central nervous system” der
Weltgesundheitsorganisation aus dem Jahr 2016 wurden einige diagnostische Standards fur
neuroonkologische Tumore tberarbeitet. Unter anderem fiir gliale Tumore wie das Glioblastom und das
Oligodendrogliom wurden zusatzlich zur histologischen Diagnostik molekulargenetische Marker als
den Standard hinzugefiigt. Im Kontrast dazu werden die Meningeome nach den Standards der WHO

nach wie vor allein tber die histologische Morphologie bewertet und eingeteilt [105].

Folgend dieser Klassifikation der Tumore nach dem Standard der WHO teilten die Fachérzte fir
Pathologie des Instituts flr Neuropathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes einen Grof3teil
der Meningeome als klassische Meningeome ein, welche nicht weiter in die Untergruppen spezifiziert
werden konnten. Dies zeigt, dass die klare Einteilung nach histologischer Morphologie oft nicht

hinreichend gegeben ist und folglich nicht genau bewertet werden kann. Folglich ist eine
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Differenzierung innerhalb der klassischen Meningeome hinsichtlich mdglichen Risikoverhaltens allein
nach der Histologie kaum moglich. Andere Studien zeigten zudem, dass einige niedriggradige
Meningeome zwar hohergradige Eigenschaften aufweisen (Hyperzellularitét, erhohte Mitoserate, etc.),
allerdings laut Definition nach WHO noch als Grad 1 eingeteilt sind. Die eher starre Einstufung
widerspricht in diesen Féllen dem klinischen Verhalten der Meningeome [1,2].

Folglich sind die Mitoserate und das morphologische Erscheinungsbild in isolierter Betrachtung nicht
aussagekraftig genug, um Aussagen Uber Faktoren wie Rezidivverhalten und Aggressivitat des Tumors
zu treffen. Es zeigt sich immer deutlicher, dass vor allem der molekulargenetische Status enorme
Auswirkungen auf die genannten Faktoren hat. So zeigen mehrere Studien schon seit einigen Jahren,
dass das chromosomale Erscheinungsbild unbedingt individuell analysiert werden muss, um eine

bestmdgliche Behandlung fur den Patienten zu ermdglichen [1,7,44,57,60].

Auch in dieser Studie zeigte sich ein bedeutend hoher Anteil an Chromsomenaberrationen unter den
niedriggradigen Meningeomen und bestatigt die beschriebenen Divergenzen zwischen WHO-Grad und
molekulargenetischem Risikoprofil. Es erhértet sich damit die dringliche Notwendigkeit einer
Reevaluation der Klassifikation von Meningeomen nach WHO, bei der molekulargenetische Faktoren
einbezogen werden. So kdnnen diese diagnostischen Schritte Auswirkungen auf die postoperative
Kontrollhdufigkeit haben, aber auch auf die direkte Therapie im Sinne von adjuvanten Mafthahmen.
Doch diese nach individuellem Risikoprofil ausgelegte Betreuung der Patienten ist nur bei

entsprechender standardisierter Diagnostik und Einstufung mdglich.
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6.8 SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK

Um individuelle Therapieplane und ein abgestimmtes Behandeln eines Patienten zu erméglichen, wird
es immer entscheidender, eine Tumorentitat genau zu klassifizieren. Besonders in der Onkologie
existieren von operativen Vorgehen bis Target-Therapeutika viele verschiedene Ansatzpunkte zur
Therapie verschiedenster Neoplasien. Die Klassifikation und Behandlung von Meningeomen hat sich
seit Jahrzehnten sehr einseitig gestaltet. Viele Forschungsansatze der letzten Jahre implizieren jedoch
immer mehr, wie wichtig die molekulargenetische Analyse eines Meningeoms ist [7,57,60]. Dabei
wurde ein vermehrtes Auftreten von Chromosomenteilverlusten wie den Abschnitten 1p, 6q, 9p und 14q
mit einem aggressiveren Verlauf oder erhdhtem Rezidivaufkommen in Verbindung gebracht
[1,7,10,57]. Nachdem wichtige chromosomale Bereiche identifiziert wurden, stellt es den ndchsten
Schritt dar, genauere Kandidatenproteine zu erarbeiten und mégliche Konsequenzen fiir Diagnostik und
Therapie daraus abzuleiten.

In dieser Arbeit wurde die Proteinuntereinheit ARID1A, auch BAF250a genannt, des Chromatin-
Remodeling-Komplexes SWI/SNF hinsichtlich der Pathogenese von Meningeomen herausgearbeitet.
So zeigt diese Studie, dass dieser umgebende Genabschnitt hdufig durch eine LOH in Meningeomen
betroffen ist und auch auf Proteinebene hdufig ausgefallen vorliegt. Damit dient dieser Parameter als

zuverlassiger Indikator fur den gesamten Verlust des Chromosomenarms 1p.

Als Konsequenz dieses Ergebnisses sollte die Betrachtung des Chromosomenarms 1p in der PCR-
gestutzte Mikrosatelliten-Analyse in die standardméBige Evaluation von Meningeomen einbezogen
werden. Dabei kdnnte das bisher gangige Protokoll von Hartmann et al. nach den hier beschriebenen
Modifikationen angepasst werden [30]. Zusatzlich ware es hinsichtlich des Chromosoms 1p von
Interesse, weitere Sonden in Richtung des Zentromers zu testen, um die Hypothese des gesamten
Chromosomenarmverlustes weiter zu stiitzen. Neben dem Chromosom 1 bieten sich auch andere
chromosomale Abschnitte, wie 14q sowie 6g oder 9p an, da diese vielversprechende Resultate in
Ubersichtsstudien gezeigt haben [7,57,60]. Das Chromosom 22 allerdings zeigte keinen Einfluss auf das

klinische Verhalten des Tumors, kann aber Rickschliisse auf die Pathogenese zulassen [44,57].

Als Schlussfolgerung aus der erschwerten quantitativen Auswertung auf Proteinebene von ARID1A
kénnten im Anschluss an diese Arbeit weitere Projekte diese These starken. Dabei wiirde sich in einem
groReren Stichprobenumfang eine Untersuchung des Tumormaterials mittels eines Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) anbieten, da diese Methodik eine quantitativ bessere Erfassung des
Proteins als der Western Blot ermdglicht. Dabei wird das Substrat, &hnlich wie beim Western Blot, Gber
spezifische Antikorper fixiert und folgend an ein Enzym gebunden, das eine Farbreaktion aktivieren
kann, durch deren Messung eine sehr genaue Berechnung der Konzentrationen des Substrats moglich
wird [27]. Daneben konnte eine mRNA-Analyse Einblicke in die Funktionsabldufe vom Gen zum

Protein ARID1A bringen und den Pathomechanismus néher spezifizieren. Zusatzlich wirden
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(Meningeom)-Zelllinien mit einem Knock-Out des ARID1A-Gens neue Erkenntnisse iber das Verhalten

in vitro und physiologische Konsequenzen von ARID1A-Verlusten bringen.

Weiter konnte die Klassifizierbarkeit der Meningeome in Untergruppen nach WHO beurteilt werden.
So stellte diese Studie klar dar, dass die molekulargenetischen Eigenschaften eines Tumors nicht mit
dem Risikoprofil nach WHO-Grad (bereinstimmen miissen. Dabei zeigten sich besondere
Untergruppen, wie das angiomattse Meningeom, die besonders dominant diese Hypothese unterstiitzen.
Um diese Beurteilung zu festigen, sollten weitere Studien mit einer groReren Stichprobe und einer
Langzeitbetrachtung bezuglich des klinischen Verhaltens der Tumore durchgefihrt werden. Besonders
die Falle, die sich in der immunhistochemischen Analyse als Mosaik gezeigt haben, konnten in der

Betrachtung Uber einen langeren Zeitraum neue Erkenntnisse bringen.

Zusammenfassend setzt diese Arbeit durch die Charakterisierung eines viel betroffenen chromosomalen
Abschnitts auf 1p36.11 einen neuen Fokus in der Diagnostik von Meningeomen. Sie verdeutlicht das
Phédnomen eines Chromosomenarmverlustes statt einzelner Teilverluste bei Meningeomen, vor allem
bei héhergradigen Meningeomen und bei angiomatdsen und klassischen Meningeomen des WHO-
Grades 1. Die Studie veranschaulicht damit die Notwendigkeit einer Reevaluation bisheriger
diagnostischer Standards. Somit werden neue Ansatze in dem Verstandnis der Pathogenese und

Diagnostik des haufigsten intrazerebralen Tumors ertffnet.
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8 ANHANG

8.1 PROBENMATERIAL
Nummer Material WB | Material LOH | Material Kontrolle LOH

1]/ FFPE Blut

2 | Nativ Nativ Blut

3 | Nativ Nativ Blut

4 | Nativ Nativ Blut

511/ Nativ Blut

6 | Nativ Nativ Blut

7 | Nativ Nativ Blut

8 | Nativ Nativ Blut

9 | Nativ Nativ Blut
10 | Nativ Nativ Blut
11 | Tragant Nativ Blut
12 | Nativ Nativ Blut
13 | Nativ Nativ Blut
14 | Nativ Nativ Blut
15 |/ Nativ Blut
16 | Nativ Nativ Blut
17 | Nativ Nativ Blut
18 | Tragant Nativ Blut
19 | Nativ Nativ Blut
20 | Nativ Nativ Blut
21 | Nativ Nativ Blut
22 | Nativ Nativ Blut
23 | Nativ Nativ Blut
24 |/ Nativ Blut
25 |/ Nativ Blut
26 |/ Nativ Blut
27 | Nativ Nativ Blut
28 | Nativ Nativ Blut
29 |/ Nativ Blut
30 |/ Nativ Blut
31/ Nativ Blut
32 | Nativ Nativ Blut
33 | Tragant Nativ Blut
34 | Tragant Nativ Blut
35 | Nativ Nativ Blut
36 | Nativ Nativ Blut
37 | Nativ Nativ Blut
38 | Nativ Nativ Blut
39 | Nativ Nativ Blut
40 | Nativ Nativ Blut
41 | Nativ FFPE Blut
42 | Nativ Nativ Blut
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43 | Nativ Nativ Blut

44 | Nativ Nativ Blut

45 | Nativ Nativ Blut

46 | Nativ Nativ Blut

47 | Nativ Lysat Pellet

48 | Nativ Lysat Pellet

49 | Nativ Lysat FFPE Meningen
50 | Nativ Lysat Pellet

51 | Nativ Lysat Pellet

Tabelle 15. Materialangaben der einzelnen Proben.

WB: Western Blot; FFPE: Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe; die grau unterlegten
Felder bezeichnen die Proben, die von den wissenschaftlichen Mitarbeitern des Instituts fir

Neuropathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes mit bearbeitet wurden.

8.2 ERGEBNISTABELLEN

8.2.1 LOH
Nr. | D1S1608 D1S548 D1S1592 | ARID1A D1S1161 D1S1184 LOH
Allgemein

1 ni +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /

2 +/+ ni ni ++ +/+ +/+ /

3 ni ni ni -1+ ++ -1+ LOH

4 NA ni NA +/+ +/+ +/+ /

5 +/+ +/+ NA +/+ +/+ +/+ /

6 +/+ ni +/+ +/+ +/+ ni /

7 +/+ ++ ni +/+ ni +/+ /

8 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /

9 ni ni ni ni +/+ ni /
10 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /
11 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /
12 +/- -[+ ni -+ -/+ +/- LOH
13 +/+ +/+ +/+ ni +/+ +/+ /
14 ni ni +/+ +/+ +/+ +/+ /
15 -[+ +/- +/- I+ -/+ ni LOH
16 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /
17 +/+ -[+ +/+ shift shift shift LOH
18 I+ +- I+ +- +- I+ LOH
19 +/- -[+ ni +/- +/- ni LOH
20 +/+ ni +/+ +/+ +/+ +/+ /
21 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /
22 +/+ +/+ ni -+ -[+ ni LOH
23 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /
24 +/+ ++ ni ++ +/+ ni /
25 ++ +/+ ni +/+ ++ +/+ /
26 +/+ ni +/+ +/+ +/+ +/+ /
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27 ni -+ +- ni +/- ++ LOH
28 -1+ -1+ -/+ +/- +/- ni LOH
29 +/+ ni ++ +/+ ++ ni /
30 ni ni -+ +/- -+ +/+ LOH
31 ++ ni ni +/+ ++ ++ /
32 -+ -+ -+ -+ +/+ +/+ LOH
33 +/+ ni +/+ +/+ +/+ +/+ /
34 ++ ++ ni ++ +/+ +/+ /
35 +/+ ni +/+ +/+ +/+ +/+ /
36 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /
37 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /
38 ni ni ni +/+ ++ ni /
39 +/+ +/+ ni +/+ +/+ ni /
40 -[+ +/- +/- +/- ni +/- LOH
41 ni +/+ +/+ +/+ +/+ ni /
42 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ /
43 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ ni /
44 -1+ -1+ ni +/- +/- -1+ LOH
45 +/+ ++ ni +/+ +/+ +/+ /
46 +/+ ni +/+ +/+ +/+ +/+ /
47 -/+ ni ni +/- +/- -[+ LOH
48 I+ ni +/- +/+ -1+ +/+ LOH
49 +/- +/- +/- +/+ ni +/- LOH
50 ni ni ++ +/+ +/+ +/+ /
51 +/- ni -1+ +/- +/- -1+ LOH

Tabelle 16. Ergebnisse der PCR-gestutzten Mikrosatteliten-Analyse des Chromosoms 1p auf sechs

Sonden, sowie eine Aussage zum allgemeinen LOH-Status des Chromosoms

+/+: beide Allele sind detektierbar, -/+: Verlust des kirzeren Allels, +/-: Verlust des groReren Allels, ni:
homozygot/ nicht interpretierbar, shift: ein Allel zeigt eine Verschiebung in der GroRe, NA: nicht

auswertbar, LOH allgemein: Loss of heterozygosity auf mindestens einer der Sonden auf dem

Chromosom 1p

8.2.2 WESTERN BLOT ERGEBNISSE

Nr.

ARID1A

alpha-
Tubulin

Nr.

ARID1A
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Tabelle 17. Darstellung aller Banden im Western Blot in der Farbung mit Anti-ARIDlAm('a76395,
Abcam, 1:1000) und Anti-alpha-Tubulin (ab7291, Abcam, 1:10.000).

8.2.3 REGRESSIONSANALYSEN

8.2.3.1 BINAR LOGISTISCHE REGRESSION

Abhangige ¢, 40g D1S548 D151592 D1S1161 D1S1184

Variable

ARIDLA 13 76.,000%* 5654161053 815 27 133%** 14.670%*
[10,99:1657,4] [6,002;962,319] [,000,] [4,662:157,023] [2,418:88,988]

Tabelle 18. Bindr Logistische Regression der abhé&ngigen Variable ARID1A mit den bereits etablierten
Sonden der Chromsomenteilanalyse 1p.

*p<.05, **p<.01, ***p< 001, ****n.s.
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Abhéngige Alter Geschlecht Geschlecht

Variable umkodiert WHO Lokalisation Ki67

,993%F** - 391**x*  1,806****  2,138****  750042093,115****  (0,019****

ARID1A [,95;1,04] [144;2,14] [468:6,97] [,6:8,2] [.0;] [,00;1802051360,28]

J986*F** 0, 37*Fx* Q 7rHEx 4,103****  1056272248,756***  0,0****

LOHallg  1947.:1.0] [104:1,32] [755:9.65] [95:17.8] *[0:] [,000;13267831,93]

Tabelle 19. Bindr Logistische Regression der abhangigen Variable ARID1A und LOH allgemein.

Die Lokalisation ist nach zerebral oder spinal definiert. *p<.05, **p<.01, ***p<.001, ****n.s.

Abh_anglge Alter Geschlecht WHO Lokalisation
Variable

*kkk *kkk * *kkk
D1S1592 977 ,824 6,179 ,918

[,928; 1,027] [,159; 4,253] [1,014;37,642]  [,746;1,129]
Tabelle 20. Binér Logistische Regression der abhéngigen Variable D1S1592 mit klinischen Parametern

Die Lokalisation ist nach zerebral oder spinal definiert. *p<.05, **p<.01, ***p<.001, ****n.s.

ADhANGige \yg109 | OHally ARIDIA  Alter Geschlecht ~ WHO Lokalisation

Variable

WB 250 ?ilfgz- 1,618% %% 1 2B3%k*x ] Q13%kkx ] DQQRRRX 4 O71RFRR 3 BAGRRR
5o 7o) LA05847] [269:5.927] [967:1,061] [2845069] [49133773] [518:24,256]

WB 100 / 327 ,480 1,005 4,114 557 1,576

[,084;1,27] [,113;2,031] [,958;1,053] [,960;17,630] [,146;2,129] [,230;10,781]
Tabelle 21. Bindr Logistische Regression der qualitativen Analyse der Banden im Western Blot.

Die Lokalisation ist nach zerebral oder spinal definiert. *p<.05, **p<.01, ***p<.001, ****n.s.

8.2.3.2 LINEARE REGRESSION

Abhéngige Bande bei Bande bei

Variable 100 kDa 250 kDa Alter Geschlecht WHO Lokalisation Ki67
ImageJ 250 _’092**** _’522**** 0,002**** _’666**** _’052**** ,285**** ’575****
[-,74;,554] [-1,3;,29] [-,027;,030] [-1,53;,19] [-,89;79] [-,017;1,49] [-17,7;18,8]
,048**** _’682**** _’002**** _0’779* ,032**** _’003**** 8’071****
ImageJ 100

[-61;,71] [-15;13]  [-,024;020] [-14,;-132] [-62;69] [-945;938] [-2,6;18,64]
Tabelle 22. Lineare Regression der quanitativen Analyse der Banden des Western Blots.

Die Lokalisation ist nach zerebral oder spinal definiert. *p<.05, **p<.01, ***p<.001, ****n.s.
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Abhéngige Variable ARID1A LOH allgemein
ImageJ 250 0,892* [,004;1,780] 0,627**** [-163;1,416]
ImageJ 100 0,2%*** [- 501;,902]  0,497**** [-,119;1,113]

Tabelle 23. Lineare Regression der quantitativen Analyse der Banden des Western Blots mit den Daten
der LOH-Analysen als unabhéngige Variable.

*p<.05, **p<.01, ***p< 001, ****n.s.
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8.5 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkirzung Begriff

AP Alkalische Phosphatase (Gewebe-unspezifisch)

APS Ammoniumperoxodisulfat

Agua bidest. Agua bidestillata, zweifach destilliertes Wasser

Agua dest. Agua destillata, destilliertes Wasser

ARID AT-rich DNA-interacting domain

ATP Adenosintriphosphat

BAF Brahma (gene) (BRM) or BRG1 associated factors

BRG1 BRM/SWI2- related gen 1

BRM Brahma Homologue

CDK Cyclin abhéngige Kinase

Cer-d4 Cerebellum- d4-Familie

CHD Chromodomain, helicase, DNA binding

CT Computertomographie

Da Dalton

DBP DNA-bindendes Protein

DNA Deoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsaure (DNS)

DPF1-3 Double PHD Fingers 3

E2F Familie von Transkriptionsfaktoren in Eukaryoten

EMA Epitheliales Membran Antigen

Gy Gray

HPF Hauptgesichtsfeld (High power field)

HSPB7 heat shock protein family B (small) member 7

IDH Isocitratdehydrogenase

INO8O Inositol requiring 80

ISWI Imitation switch

Ki67 ,»Kiel“ 67, Antigen zur Markierung sich teilender Zellen

LOH Loss of Heterozygosity

Merlin Moesin-Ezrin-Radixin like protein

MRT Magnetresonanztomographie

NaOH Natriumhydroxid

Neuro-d4 Neuronales Gewebe- d4-Familie

NF2 Neurofibromatose-Gen-2

OSA1l Gen der Drosophilia, Synonym fiir ARID1A

p16 Protein mit einem Molekulargewicht von 16 kDa

p21 Protein mit einem Molekulargewicht von 21 kDa

p270 Protein mit einem Molekulargewicht von 270 kDa

p53 Protein mit einem Molekulargewicht von 53 kDa

PBAF Polybromo BRG1-associated factor

PCR Polymerase chain reaction

PHD Plant Homodomain

PHF10 PHD finger protein 10

PR Progesteronrezeptor

PRC2 polycomb repressive complex 2

RIPA-Puffer Radio Immuno Precipitation Assay - Puffer

RUNX3 RUNX family transcription factor 3

S100 Proteinfamilie S100

SDS sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SMARCB1 SWI (mating-type switching)/SNF-related matrix
associated, actin-dependent regulator of chromatin,
subfamily B, member 1

SMARCF1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent

regulator of chromatin, subfamily f, member 1
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SNF
STATS5
SWI/SNF
SWI1
SWR1
TEMED
TP73
Ubi-d4
WHO
z.B.

Sucrose-Non-Fermenter

Signal transducer and activator of transcription 5
Mating-type switching / Sucrose Non-Fermenter
Mating-type switching 1

SWi2/sNF2-Related 1

Tetramethylethylendiamin

tumor protein p73

Ubiquitar vorkommendes Protein der d4-Familie

World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation
Zum Beispiel

116



9 PUBLIKATIONEN
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