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1 Zusammenfassung

Meningeome sind meist gutartige Tumore der Hirnh&wg gehdren mit einem Anteil von
rund 20% zu den haufigsten intrakraniellen NeoplasAbhangig von ihrer anatomischen
Lage koénnen sie vollstandig entfernt und der Patdamit geheilt werden. Ein Teil der
Meningeome rezidiviert jedoch auch nach vollstéedigperativer Entfernung. Dieses
Verhalten zeigt sich bei den seltenen anaplastisdfieningeomen sehr haufig, tritt aber
auch bei benignen Subtypen auf.

Genetische Veranderungen solider Tumore wurderszberm Meningeom entdeckt. Heute
ist dieser Tumor genetisch sehr gut untersucht wiald genetische Veranderungen sind
bekannt. Der Verlust eines Chromosoms 22 ist migetithr 30% der haufigste
zytogenetische Befund und nicht mit einem aggressiWachstumsverhalten assoziiert. Von
den weiteren zytogenetischen Aberrationen ist lemader Verlust des kurzen Arms von
Chromosom 1 (1p) zu nennen, welcher mit einer $tinen Progression der Meningeome
einhergeht. Diese und andere genetische Erkenatgssinnen zunehmend an Bedeutung
in der klinischen Praxis. Die genetischen Studi@ncthen aber in ihrem Ergebnis zum Teil
erheblich voneinander ab. Dies scheint an den kimden angewandten Methoden zu
liegen. Die Methoden unterscheiden sich hinsichtties untersuchten Materials, als auch in
threm Auflosungsvermoégen, in ihrem Gesamtiberbligkd in ihrer Sensitivitdt. Die
konventionelle Karyotypisierung ist eine dieser Meten. Sie bietet den besten Uberblick
Uber das Genom, besitzt aber eine eingeschrankigitSgat und hat zudem die in vitro
Kultivierung und die Praparation von Metaphasen\@sraussetzung. Die Fluoreszenz in
situ Hybridisierung (FISH) bildet dagegen mit eirmghr hohen Auflosung sehr kleine
Regionen ab.

Mit der hier durchgefihrten FISH an 35 Meningeomauns Zellkultur wurde nach
Veranderungen gesucht, welche die Karyotypisierunight detektieren konnte. Im
Brennpunkt waren der Verlust des langen Arms vono@losom 22 und der Verlust des
kurzen Arms von Chromosom 1. Die prognostische Btaohg letzt genannter Veranderung
konnte bestatigt werden. Zusatzlich lagen die Kigpisierungsbefunde der untersuchten
Meningeome vor. Im direkten Vergleich der Ergebmidseider Methoden konnte eine
eingeschrankte Sensitivitat der Karyotypisierungwibeen und der Einfluss von
Zellkulturartefakten dargelegt werden. Insbesondemed ein Selektionsnachteil und damit

eine Unterreprasentation von Zellen mit Deletionidmer Zellkultur sehr wahrscheinlich.
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Die gewonnenen Erkenntnisse werden zur Verbessatandnterpretation der Ergebnisse
dieser Methoden beitragen und damit deren Aussafielarbessern.

Um mdgliche kleine strukturellen Veranderungen znidecken, wurden zusatzlich 200
Metaphasen von 24 Meningeomen mit der FISH untbtsun zwei Fallen zeigten sich

Translokationen der Telomerregion des langen Arors @hromosom 22 zu verschiedenen
anderen Chromosomen. Dies konnte auf eine Telonstabilitdét hinweisen, die der

Ausloser der bekannten Monosomie 22 bei Meningeaseenkonnte.



1.1 Abstract

Analysis of the chromosomal sections 1p and 22g meningiomas by using inter- and

metaphase- fluorescent- in situ- hybridization at ells cultivated in cell culture

Meningiomas are tumors of the meninges, which aeéniy of benign origin. With a
proportion of approximate 20%, they are one of st common tumors of intracranial
neoplasms. Oblique to their anatomic localizatithre patient can be cured with a total
resection, although recurrence may occur in sontbhage cases. Recurrences are common
in anaplastic meningiomas, but are also seen iilgheneningiomas.

Genetic abnormalities of solid neoplasms were fiestcribed in meningiomas. Today this
tumor is very well investigated and many geneticamalities are known. Loss of
chromosome 22 occurs in about 30% of cases anécisgnized as the most common
chromosomal abnormality but it is not correlatedhwprogression. Another chromosomal
aberration is the deletion of the short arm of ainweome 1 (1p), which is associated with
progression. These findings are becoming more itapoin clinical practice. Results of
different genetic studies vary vastly in part. Br#nt applied methods seem to be
responsible. Methods vary in the manner of investig material, resolution, complete
overview and in their sensitivity. Conventional aityping offers the best overview, but has
limited sensitivity and in vitro cell culture andegparation of metaphases are necessary.
Fluorescent- in situ- hybridization (FISH) investigs small genetic regions with high
resolution.

In this study with 35 meningiomas cultivated inlcellture small abnormalities were
investigated by FISH, which can not be found bywestional karyotyping. Our special
interest focused on the deletion of the long arncldbmosome 22 and the deletion of the
short arm of chromosome 1. The prognostic impodaot the loss of the short arm of
chromosome 1 was approved. Results of karyotypiagevavailable and a comparison of
both methods was possible. A limited sensitivitg &me influence of cell culture artefacts in
karyotyping could be proved. Especially disadvaesagn selection may lead to
underrepresentation of cells with loss of 1p. Témults of this study will help to improve the
interpretation and significance of these methods.

To detect small structural abnormalities additipn&00 metaphases of 24 meningiomas
were investigated by FISH. In two cases transloosatof the telomer region of the long arm
of chromosome 22 to other chromosomes could becideteThis could be a first evidence

for telomere instability, which may cause the vkelbw loss of one chromosome 22.



2 Einleitung

2.1 Meningeome

Aus der Hirnhaut, den Meningen, entstehende Tunibmieamen 1922 von Harvey Cushing
den heute noch gebrauchlichen medizinischen Tegnifeningeom. Sie sind in der Regel
gutartige, langsam das Gehirn verdrangend wachsé&éndere. Sie entstammen aus der
inneren Hirnhaut, der Arachnoidea, der SpinngewalistObwohl diese zarte, gefal3arme,
bindegewebige, beidseits endothelbedeckte Gehimadk Rickenmarkshaut im gesamten
weniger als 5% der intrakraniellen und intraspinaBewebemasse ausmacht, entstehen aus
ihr ca. 20% aller dort lokalisierten Tumore. Dag@héren Meningeome nach den Gliomen
zu den haufigsten intrakraniellen Tumoren. Die denz liegt bei ungefahr 6 pro 100.000
[Louis, 2000, Perry 2007].

Meningeome treten vor allem bei alteren Patientarf and beschreiben einen
Haufigkeitsgipfel um die 6. Lebensdekade. Es eh&sieaber auch selten kindliche
Meningeome, die haufig durch ein aggressives Vaghalekennzeichnet sind. Mit einer bis
zu vierfach hoheren Inzidenz sind Frauen deutlélifiger von Meningeomen betroffen. Mit
erhohter Malignitat verschwindet diese Geschlegasitat [Zang, 1982; Kepes, 1982,
Antinheimo, 2000; Louis, 2000, Ketter, 2007; Pe&§07].

2.1.1 Atiologie

Der Entstehungsmechanismus der Meningeome ist rbigieht genau bekannt. Die
anfangliche Vermutung von Cushing, Traumen des &op¥aren dafir verantwortlich, ist
nach heutiger Sicht umstritten [Longstreth, 1993juch die Rolle von Viren als
Entstehungsagens - es wurden Antigene von Simians\V40 in Meningeomzellkulturen
gefunden [Weiss, 1975] - ist weiterhin unklar [Riathund Rosenblum, 1991]. Fest steht
hingegen der Einfluss von ionisierender Strahl@agkonnte sowohl bei therapeutischer, als
auch bei akzidentieller Bestrahlung, z. B. in Fatgeer Atombombenexplosion, ein erhéhtes
Auftreten von Meningeomen beobachtet werden [Shintd999]. In Israel wurde eine
erhohte Anzahl von Meningeomen bei Patienten fegtfje die in den funfziger Jahren des
letzten Jahrhunderts eine therapeutische Bestrgtdiner Tinea capitis erhalten hatten. Es
fiel auf, dass die der Strahlenfolge zugeordneteznifgeome bei Patienten auftraten,
welche die Bestrahlung in ihrer Kindheit erhalteaitén. Es scheint deshalb so, dass in der
Kindheit die Meningiothelialzellen besonders seekiliir Strahlenschaden sind. Die

Meningeome wurden typischerweise im frUheren Sarafleld gefunden, das
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Erkrankungsalter war im Durchschnitt geringer, rateh haufiger multifokale Meningeome
auf und die Erkrankungswahrscheinlichkeit war rumthnmal so hoch wie bei Patienten
ohne solche Strahlenbelastung [Modan, 1974; Hanyid®91; Rienstein, 2001; Sadetzki,
2002].

Auch Hormone werden als Entstehungsmechanismusittisk Die Geschlechtsspezifitat
und das verstarkte Wachstum von Meningeomen in St#iwangerschaft stitzen diese
Vermutung [Michelsen, 1969]. Vor allem der Einflusgon Progesteron scheint
wahrscheinlich. Es konnte in Uber der Halfte athetartigen Meningeome eine erhdhte
Progesteronrezeptor-Dichte festgestellt werdensd@idkezeptor kommt sonst nur in sehr
geringem Mal3e in Arachnoidalzellen vor. Eine Erhiihuer Rezeptordichte war dabei
umgekehrt korreliert mit erhdhter Proliferation ultlignitat. In vitro konnte bei einigen
Meningeomzelllinien eine Wachstumsférderung duralogBsteron und eine Hemmung
durch Progesteronantagonisten festgestellt werdienerhbhtem Malle vorkommendes
Progesteron kdonnte so das Wachstum der Meningetenzi&rdern und so das erhohte
Auftreten von Meningeomen bei Frauen erklaren [@,at893; Hsu, 1997].

Auf den Daten von Tumorregister basierend, entstdied Vermutung, es bestehe ein
Zusammenhang von Meningeomen und Mamma Karzinor8ehoenberg, 1975]. Dieser
Zusammenhang konnte aber noch nicht weiter gekigrden.

Weitere Risikofaktoren fur das Auftreten von Mergngien sind Erbkrankheiten. In erster
Linie spielt hier die Neurofiboromatose Typ |l eiRelle, auf die spater genauer eingegangen
wird. Auch bei weiteren Syndromen, wie dem Cowdgndgom, dem Gorlins nevoid basal
cell Syndrom, dem Li-Fraumeni, Turcots Gorden, vBippel Lindau und anderen
Syndromen konnten Meningeome festgestellt werdeh. & Zusammenhang dieser
Erkrankungen mit den Meningeomen besteht, istdifigs nicht geklart und fraglich [Perry,
2004].

2.1.2 Lokalisation

Meningeome treten bevorzugt in der Falx Cerebri uled zerebralen Konvexitat auf.
Weniger haufig sind die Meningeome der Frontoba$es, Region der Keilbeinfligel, der
basalen Zisternen, der Kleinhirnbriickenwinkel uratim seltener des Spinalkanals. Sehr
selten treten auch intraventrikular und in den @riWleningeome auf [Wiestler, 2003].
Hinsichtlich ihrer Lokalisation unterscheiden sidle Hirnhauttumore in ihrem Anteil an
hohergradigen Tumoren. So ist der Anteil der aggveten Tumore in der Konvexitat am
hochsten und im Spinalkanal am niedrigsten [Ket@008]. Auch die schon oben

beschriebene  Geschlechtsspezifitat  unterscheideth siin  den  verschiedenen
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Tumorlokalisationen. So sind die fast immer gutgmi Spinalen Meningeome bei Frauen
rund neunmal haufiger als bei Mannern [Kepes, 1888js, 2000; Ketter, 2008].

2.1.3 Klinisches Erscheinungsbild

Auffallig werden Meningeome meist durch relativ pesifische Symptome wie

Kopfschmerzen und Schwindel. Je nach Lage und Gt6feen auch Hirndrucksymptome,
epileptische  Anfélle, Hirnnervenausfalle, Halbsgié@mung und organisches
Psychosyndrom beobachtet werden. Besonders Turgoi€ahvexitat konnen betrachtliche
GroRen erreichen, bis sie genannte Symptome hefeorr Fehlt hingegen ein

Ausweichraum und sind sensible Strukturen benathlvag etwa Hirnnerven, werden schon
kleinste Meningeome symptomatisch. Daraufhin etfag Untersuchung mit CT oder
MRT. Im CT stellen sich die Meningeome meist hommogemaér hyperdens dar. Daraufhin
erfolgt die Sicherung der Diagnose durch CT oderTMiRt Kontrastmittelgabe. Handelt es
sich um ein Meningeom, zeigt sich meist eine stdfkatrastmittelanreicherung. Ist der
Tumor in der Nahe von Knochen lokalisiert, zeigthsdort haufig eine Hyperossifikation.
Eine Infiltration des Knochens ist hierbei nichtlight. Das ,meningial tail sign“ ist ein

weiterer charakteristischer Befund und bezeichmetSignalanhebung in der Hirnhaut Uber
den eigentlichen Tumor hinaus. Wéachst das Mening#aaomenhaft Gber die Dura mater,

spricht man von einem Meningeom en plaque [West20413].

2.1.4 Therapie

Therapiert wird durch die operative Resektion desdrs. Die Dringlichkeit ist hierbei von
der GroRRe, Lokalisation und Klinik abhangig. Im|Bakon stark durchbluteten Tumoren
kann auch eine vorherige selektive endovaskulareodiigation die darauf folgende
Operation erleichtern [Neumeier-Probst, 1994]. Ba@istandigkeit der Resektion wird mit
den Simpson Graden eingeteilt. Durch die Anatonagisstéandlich, gelingt die vollstandige
Resektion im Bereich der Konvexitat regelmafig.shgét nicht, wenn sensible Strukturen,
wie der Sinus mit betroffen sind. Schwieriger gistasich die Resektion im Bereich der
Schadelbasis [Westphal, 2003]. Dennoch kodnnen swslukere die Meningeome der
Konvexitét trotz vollstandiger Extirpation rezidiven [Ketter, 2008].

Nur bei unvollstandiger Resektion oder Inoperadtiliind ggf. bei malignen Meningeomen
kann zusatzlich der Tumor bestrahlt werden [Lurtsf@©94]. Experimentell wird in diesen
Fallen auch antihormonell mit dem Progesteronamigtgn Mifepristone (RU486)
behandelt [vergleiche: Sanson und Cornu, 2000]. Wier schon oben beschrieben, ist
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gerade bei malignen Meningeomen die Progestergoi@aan-Dichte nicht erhéht und ein

Therapieerfolg fraglich [Hsu, 1997].

2.1.5 Gradeinteilung nach WHO Klassifikation

Der resezierte Tumor wird nach der WHO Klassifi@ateingeteilt. Diese unterscheidet 15
Varianten, die in drei Grade eingeteilt werden [isp@000; Perry, 2007].

2.1.5.1 WHO I

Die haufigsten sind die meningiothelialen, fibrbsfiplastischen, transitionalen
Meningeome, die zusammen mit den psammomattsenonaaigsen, mikrozystischen,
sekretorischen, lymphoplasmazellreichen und metéptdnen Meningeomen die WHO |
Gruppe bilden. Die WHO | Meningeome stellen mit1i®@% den tberragenden Anteil aller
Meningeome dar. Sie wachsen langsam, nicht intilirgondern das restliche Hirngewebe
verdrangend. Die Grenzen des Gehirngewebes blelabai in der Regel scharf erhalten.
Histologisch sind sie durch gleichférmig geformteerKe und niedrige Mitoseaktivitat
gekennzeichnet. Die Mitoseaktivitat wird in Mitospro 10 mikroskopische Gesichtsfelder
bei 40x-VergroRerung angegeben und liegt bei derOWMNleningeomen bei weniger als 4
Mitosen pro 10 Gesichtsfelder. Typischerweise ildesie zwiebelschalenartige,
konzentrische Tumorzellformationen, die im Zentrwerkalken kdnnen und so die fur

Meningeome typischen Psammonkérper bilden.

2.1.5.2 WHO II

Das atypische, klarzellige und das chordoide Megwng bilden mit 5-8% Gesamtanteil die
Gruppe der WHO Il Meningeome. Sie rezidivieren anabh vollstandiger Resektion haufig
und bedirfen deshalb regelmafiger Kontrolluntensngan. Der haufigste WHO [l Subtyp
ist das atypische Meningeom. Es zeichnet sich isteerLinie durch eine erhdhte
Mitoseaktivitat aus, die bei mindestens 4 Mitoseo p0 Gesichtsfeldern liegt. Alternativ
wird die Diagnose gestellt, wenn drei der funf @agen Kriterien erfillt sind:

» eine erhohte Zelldichte,

* eine kleinzellige Tumorzellpopulation mit patholsgh erhéhter Kern Plasma

Relation,
* prominente Nukleolen,
e ein ununterbrochenes, strukturloses, rasenartiggshgfum oder

e spontane Tumorgewebsnekrosen.



2.1.5.3 WHO IlI

Zu der kleinen Gruppe der WHO Ill Meningeome mihesn Gesamtanteil von 2-3%

gehoren vor allem die anaplastischen Meningeorhentalls zu dieser Gruppe werden das
papillare und das rhabdoide Meningeom gezahlt.igdm imponieren sie durch schnelles
invasives Wachstum. Auch die Metastasierung z. B.die Lunge wird beobachtet.

Histologisch sind sie durch eine stark erhdhte Bétate mit 20 oder mehr Mitosen pro 10
Gesichtsfelder definiert. Auch histologisch hochigra@ Erscheinungsbilder, die

Karzinomen, Sarkomen und Melanomen dahneln, werden den anaplastischen

Meningeomen gezahlt [Louis, 2000; Perry, 2007].

Innerhalb aller genannten Tumortypen koénnen betiiéhl Unterschiede innerhalb

verschiedener Tumorarealen bestehen, so dass tiesuchte Gewebeprobe nicht immer
den ganzen Tumor reprasentiert. So kann es zu detderhaften Typisierung des

Meningeoms kommen.

2.2 Molekular-zytogenetische Analyse von Tumoren

Mit der Zytogenetik steht heute eine weitere Untelnsingsmethode zur Verfliigung, die

Meningeome besser in ihrem Wachstumsverhalten ariebien.

2.2.1 Entwicklungsgeschichte

Schon 1914 vermutete Boveri durch Beobachtungen WMbtosen in histologischen
Tumorschnitten, dass aus einer einzelnen normalatle Zdurch Chromosomen-
veranderungen eine Tumorzelle entsteht. Mehr &izig Jahre spater wurde die Grundlage
fur den Beweis seiner These geschaffen. Die TeateilChromosomen-Praparation und die
Bestimmung der menschlichen Chromosomenzahl wasrgalund hiermit die Mdglichkeit,
Chromosomenanomalien nachzuweisen [Tj0 und Lev@B6]1 Mit dieser Methode gelang
es erstmals 1959 eine konstitutionelle und krarigkessoziierte Aneuploidie, die Trisomie
21 beim Down-Syndrom zu entdecken [Lejeune, 19B8}ze Zeit spater wurde die erste
somatische Chromosomenanomalie bei einer Neopldage Philadelphia Chromosom
beschrieben. Diese 1960 von Nowell und Hungerfontdeckte Veranderung bei der
Chronisch-Myeloischen-Leukdmie (CML), wurde spdsds eine Translokation zwischen
den Chromosomen 9 und 22 identifiziert [Rowley, 3]9Diese Identifikation war erst
madglich, nachdem die anfanglich nur durch GroRe dedtromer-Lagebestimmung der
Chromosome durch die Chromosomenbanderungstecherfeinvert wurde [Casperson,
1970]. Ahnlich verhielt es sich, als 1967 Zang diste Chromosomenveranderung bei
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einem soliden Tumor — die Monosomie 22 bei Menimge - beschrieb (siehe Abschnitt
2.2.2) [Zang, 1967]. Molekularbiologische Verfahreménzten in den nachsten Jahren die
Untersuchung des Genoms. Mit diesen war es modlishauf Genebene vorzudringen und
den Zusammenhang zu proliferationsfordernden undntréllierenden Proteinen
festzustellen. Diese Gene kdnnen in drei Gruppegeteilt werden: Tumorsuppressorgene,
Onkogene und Mutatorgene.

So konnte Knudson die von ihm 1971 vermuteten fematiionskontrollierenden Tumor-
suppressorgene 1985 mit seiner Untersuchung vandbéstomen beweisen. Die Theorie,
dass beide Allele mutiert oder deletiert sein miiskennte am Beispiel des Retinoblastom
Gens (RB1) gezeigt werden. Besteht eine heteroeygonstitutionelle Mutation, besteht
eine erbliche Tumordisposition. Ist auch das zw&&l Gen deletiert, entwickelt sich
mangels Proliferationskontrolle ein Retinoblastom.

Ahnlich verhalt es sich mit den Onkogenen, die dukmplifikation, Translokation oder
Punktmutation aus den entsprechenden physiologisBlnetoonkogenen entstehen. Einen
pathologischen Effekt hat hier meist schon die 8cjuing eines Allels [Croce, 1985].
Mutatorgene bilden die dritte Gruppe der tumorgefi@dernden Gene. Die physiologischen
Korrelate dieser Gene sind bei der DNA Reparatur Raplikation beteiligt und fihren bei
Beschadigung zu einer erhéhten Gesamtmutationshi&teben genannte Tumorentstehung
Uber Tumorsuppressorgene und Onkogene statistisdtrseheinlich machen [Wagner,
1999].

2.2.1.1 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Eine der molekularbiologischen Verfahren, die mitden oben genannten Erkenntnissen
beigetragen haben, ist die FISH- Untersuchung. &4t Einfihrung der ISH (In situ
Hybridisierung) Ende der sechziger Jahre, konnteangtementare Basensequenzen in Form
von DNA oder RNA Sonden auf die DNA des zu untensumclen Zellkerns hybridisiert
werden [Gall und Pradue, 1969; John, 1969]. Nachdeféinglich nur grof3e repetitive
Sequenzen dargestellt werden konnten, wurde eserspabtglich, auch sehr kleine
spezifische DNA Abschnitte mit Einzelkopie-Sondenuntersuchen [Harper und Saunders,
1981]. Zuerst wurden radioaktive Marker zur Detekteingesetzt. Die Weiterentwicklung
fuhrte zur Kopplung der Sonden mit Haptenen, wigoRygenin oder Biotin, die mit
entsprechenden farbig markierten Antikorpern si@htgemacht werden konnen. Da die
Farbmarkierungen der Antikorper Fluoreszenzfarlbsto$ind, wurde diese Technik
Fluoreszenz in situ Hybridisierung genannt. Heutel glie meisten Sonden direkt mit

Fluorochromen markiert. Wegen ihrer hohen Spetifitdl Zuverlassigkeit wurde schon vor
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vielen Jahren die FISH Untersuchung in die Routagpuibstik, z.B. in der Pr&- und
Postnataldiagnostik aufgenommen. Mit ihr kann deniach einzelnen kleinen und grofRen
Aberrationen gesucht werden.

Die vergleichende Genomische Hybridisierung (CGH)tbebenfalls auf dem Prinzip der
komplementaren Hybridisierung auf [Kallioniemi, 99 Sie vergleicht Kontroll- und
Tumor-DNA und erkennt Gewinne und Verluste von DANBschnitten.

Mitte der neunziger Jahre des letzten Jahrhundeutsien weitere direkt auf der FISH
basierende molekulargenetische Techniken entwickBlazu gehéren die Spektral-
karyotypisierung (SKY) [Schrdck, 1996] und die Mpléx in situ Hybridisierung (M-FISH)
[Speicher, 1996]. Bei diesen Methoden wird Gberasiromosomen-spezifisches Probenset,
das mit 5 verschiedenen Fluorochromen markiertjéstem Autosomen und Geschlechts-
chromosomen eine Farbkombination zugeordnet. Dbnede Uberblick (ber komplex
veranderte Chromosomensatze ist der wesentlicheel/dreser Untersuchungstechniken.

2.2.2 Zytogenetische und molekularbiologische Chara  kteristik von

Meningeomen

2.2.2.1 Chromosom 22

Wenige Jahre nach der Entdeckung des Philadelphran@dsoms bei der CML konnten
1967 Zang und Singer die ersten genetischen Verdangen in einem soliden Tumor
entdecken. Ahnlich, wie beim Philadelphia Chromodamnten mit der Entwicklung der
Banderungstechnik 1972 Zankl et al. das verloregaggene Chromosom als das
Chromosom 22 identifizieren. Weitere Untersuchungémden Verlust des Chromosoms 22
in Meningeomen bestatigten, folgten [Seizinger, 7.9Bumanski 1987]. Ungefahr ein
Drittel aller Meningeome zeigt nach heutiger Stubige eine Monosomie 22 [Ketter,
2007]. Es wurden verschiedene Gene flur die Tumsteming verantwortlich gemacht.
Dabei scheint das auf dem Chromosom 22 lokalisideerofiboromatose Typ Il codierende
Gen [Roleau, 1987] das wesentliche Gen zu seind&eNeurofiboromatose Typ I, einer
autosomal-dominant vererbten Phakomatose, die diasuftreten von typischen Cafe-au-
lait-Flecken und multiplen weichen Neurofiboromenr déaut gekennzeichnet ist, treten
gehauft Meningeome auf. Das Auftreten von multipManingeomen ist sehr haufig in
Verbindung mit der Neurofibromatose Typ Il vergéssHaftet. Auch die sonst nur einseitig
vorkommenden Akustikusneurinome - ein Tumor ebénfalurch den Verlust eines

Chromosoms 22 gekennzeichnet - treten bei der Nibtmmatose Typ |l bilateral auf.
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Die Bedeutung des Neurofiboromatose Il Genes komnmigeiteren Studien bestétigt und sein
Genort auf der Bande 22q12.2 auf dem Chromosonoldisiert werden. Sein Genprodukt
Merlin (Moesin-Ezrin-Radixin-like Protein) konntelsa Struktur Protein, welches das
Zytoskelett mit Proteinen der zytoplasmatischen Mem verbindet, identifiziert werden
[Gusella, 1999]. In vitro konnte eine Wachstumshemgivon Meningeomzellen durch
Merlin nachgewiesen werden [lkeda, 1999]. Auch famah in einigen Studien bei einem
Teil der Meningeome das Fehlen von Merlin in deteZgitotsumatsu, 1997; Evans, 2001].
Wiederum bei einem Teil dieser Félle fehlte aberMF 1l Mutation [Louis, 1995; Gutman,
1997]. Als Erklarungsversuch wurde ein vermehrtebb@u von Merlin durch das
proteolytische Enzym Calpain vermutet [Kimura, 1P98teressanterweise wird die
Mutation oder Deletion von NF Il besonders haufigefir als 70%) bei hoéhergradigen
Meningeomen beobachtet, bei den WHO | Meningeoniastef man diese jedoch nur in
25% der Falle [Wellenreuther, 1995]. Insbesondeze den WHO | Meningeomen mit
alleiniger Monosomie 22, ist in den meisten Fatem ein heterozygoter Verlust von NF I
nachzuweisen. Dies wirde nach der Double-Hit Tkeewan Knudson das NF Il Gen als
Tumorsuppressorgen ausschlielen. Um eine Tumoebotsy durch die Monosomie 22
dennoch erklaren zu kdénnen, wird von einigen Autoegn zweites Tumorsuppressorgen
MNX distal des NF Il Lokus, also zwischen 22g12r&dWR2gter vermutet [Zang, 2001].
Dieses Gen konnte aber bis heute nicht entdecktdemer Stattdessen konnte in
Untersuchungen von Gutmann et al. (2000) und Raraf. (2000) bei einem grof3en Anteil
von niedriggradigen Meningeomen der Verlust von BRL(differently-expressed-in-
adenocarcinoma of the lung) als friihes Ereignistitiziert werden. Dal 1 ist ein dem NF Il
strukturell und funktionell verwandtes Protein, @heds auf Chromosom 18 (18p11.3)
lokalisiert ist. Merlin als auch DAL 1 binden anegfrin-R2, ein Protein, welches wiederum
selbst an Aktin bindet [Scoles, 1998]. In der Ustiehung von Perry (2000) zeigten 92% der
untersuchten Meningeome einen Verlust des NF IF @&L-1 Gens. Bei 58% war dieser
Verlust kombiniert. Eine Tumorentstehung Uber dererldst mehrerer ahnlicher
Tumorsuppressorgene, wie z.B. NF Il, DAL-1 und/obNX im Sinne einer kombinierten

Haploinsuffizienz kénnte eine Erklarung sein [ZaR@01].

2.2.2.2 Hypodiploisierung

Neben den Veranderungen auf Chromosom 22 konntgarevd\berrationen und Deletionen
festgestellt werden. Im Gegensatz zu anderen Tumbaadelt es sich hierbei meist um
Hypodiploisierungen [Zang, 2001; Ketter, 2001]. Relder besonders bei niedriggradigen

Meningeomen typischen Monosomie 22 gehen in derftéHatlieser Falle weitere
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Chromosomen verloren. Die einzelnen beteiligteno@tosomen unterscheiden sich nach
Studie, zu den haufigsten gehdren jedoch Chromdghrh8, 19, seltener 6 und 10, sowie X
und Y. Ein weiteres Ereignis ist der Verlust deszkn Arms von Chromosom 1 [Rey, 1988;
Bello, 1994; Henn und Urbschat, 1998; Cerda-NicoR300, Ketter, 2001; Zang, 2001;
Sayagues, 2002]. Auch in Nativpraparaten konntesadVerluste bestatigt werden [Weber,
1997]. Zugewinne sind hingegen vor allem in Metagpadperaten selten [Zang, 2001,
Ketter, 2001]. Allerdings konnte in den letzten réathin einigen Studien der Gewinn des
langen Arms von Chromosom 1 gezeigt werden [MUll£899; Weber, 1997] und
interessanterweise auch ein Zugewinn von Teilen @esomosoms 22 [Maillo, 2001;
Prowald, 2004, Pfisterer, 2004].

2.2.2.3 Chromosom 1

Als die zweithaufigste chromosomale Verénderungeneter Monosomie 22 gilt der schon
oben erwahnte Verlust eines kurzen Arms von Chramod (1p). Es konnte gezeigt
werden, dass dieses Ereignis gehauft bei h6heggadileningeomen auftritt [Muller, 1999;
Weber, 1997; Bello, 1994] und mit einer erh6htezi@gwahrscheinlichkeit [Steudel, 1996;
Kolles, 1995] sowie generell mit einer schlechtelmghose verbunden ist [Zang, 2001;
Ketter, 2001]. Der Anteil der WHO Il Meningeomegibdenen ein Verlust von 1p
festgestellt werden konnte, lag bei der CGH Uni&reng von Weber (1997) bei 79% und
bei den FISH Untersuchungen von Ishino (1998) Eev® und bei Muller (1999) und
Pfisterer (2004) bei 100%. Bei den WHO | Meningeamsind es in denselben
Untersuchungen hingegen nur 26 bis 35%. Der 2-[IRi6fo2 deoxy D-Glukose (FDG)
uptake konnte mit der Positronenemissionstomogeagmen erhdhten Stoffwechsel in
Meningeomen mit 1p Verlust nachweisen [Henn, 198&zogen auf den Verlust von 1p,
wird das entscheidende Tumorsuppressorgen in degebumg von 1p34-pter vermutet
[Bostrom, 1997]. Ebenfalls in dieser Region, zw&thlp36.1-p34 liegt das fiur die
alkalische Phosphatase ALPL kodierende Gen. Estkain Zusammenhang zwischen dem
Verlust von 1p36 und dem Verlust der Aktivitat vebhPL im Gewebeschnitt festgestellt
werden [Miuller, 1999]. Der Verlust von ALPL im Gebeschnitt wird auch zur

histologischen Qualifizierung herangezogen undefiénfalls als Progressionsmarker.

2.2.2.4 Chromosom 14

Als zweite progressionsassoziierte Aberration wioth vielen Autoren die dritthaufigste
Aberration in Meningeomen, der Verlust von Chrommost4, genannt [Tse, 1997; Cai,
2001; Maillo, 2003; Ketter, 2007]. Bei Mannern ar Verlust des Chromosoms 14 die
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zweithaufigste Veranderung [Menon, 1997; KetteQ7ZJ0Der Verlust von Chromosom 14
wird in vielen atypischen und anaplastischen Meeimgen gefunden. Er ist haufig mit dem
oben beschriebenen Verlust des kurzen Arms vonr@dsom 1 vergesellschaftet und es
gibt deshalb die Vermutung, dass diese Progresssspgiation auf den Verlust von 1p
beruht im Sinne eines Bias by confounding [Ket@007]. Zudem konnte bisher kein
maogliches Tumorsuppressorgen auf Chromosom 14raligfigemacht werden. Ebenfalls
fehlt eine einheitlich deletierte DNA Region [Lamisz 2004].

2.2.2.5 Chromosomen 9 und 10

Weitere progressionsassoziierte oder vor allem idhelgradigen Meningeomen
vorkommende genetische Veranderungen sind Abenexti der Chromosomen 9 [Weber,
1997; Perry, 2004] und 10 [Rempel, 1993; Mihail@)Z]. Diese Ereignisse sind aber relativ
selten und haben deshalb bisher einzeln betrachstig prognostische Bedeutung
beigemessen bekommen. Eine Ausnahme bildet deusdtevbn 9p21 bei anaplastischen

Meningeomen, der mit einer schlechten Prognoseskert ist [Perry 2007].

2.2.2.6 Strukturelle Verdnderungen

Strukturelle chromosomale Veradnderungen sind beniMgomen relativ selten [Zang,
2001]. Tritt dieses Ereignis dennoch auf, sind mdie Chromosomen 1, 11, 19 und 22
beteiligt [Mitelman Datenbank; Cerda-Nicolas, 2000pez-Gines, 2001; Rey, 1988].

2.2.3 Weitere progressionsassoziierte Faktoren

Neben der Histologie und der Genetik gibt es eieeh® weiterer progressionsassoziierter
Faktoren:

Die schon zu Beginn angesprochenen, durch Bestrghhduzierten Meningeome, zeigen
gehauftes aggressives Verhalten [Sanson und C2000).

Besonders bei atypischen und anaplastischen Memimge ist die fir unbegrenzte

Zellteilung nétige und haufig in Krebszellen realdrte Telomerase deutlich in ihrer

Aktivitat gesteigert [Langford, 1997].

VEGF-A (vascular-endothelial growth factor-A) gdds Faktor fir Angiogenese und die
haufig beobachtete Odembildung um Meningeome [Galdmi997; Provias, 1997]. Eine

Korrelation von VEGF-A und Progression wird von iggn Autoren angenommen

[Yamasaki, 2000; Lamszus, 2000].

Neben den schon oben erwdhnten Progesteronrezeioie in vielen Meningeomen die

Somatostatin-, Dopamin-, Androgen-, Prolaktin- uiéchstumshormonrezeptoren erhéht
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[Caroll, 1996; Dutour, 1998; Friend, 1999; Sansad Cornu, 2000; Konstantinidou, 2003].
In vitro und kleine in vivo Studien haben gezeigtass der Wachstumshormon-
Rezeptorantagonist Pegvisomant, das Somatostajoral®ctreotid und der Dopamin D2
Rezeptorantagonist Bromocriptin einen antiprolifiwen Effekt haben [vergleiche: Sanson
und Cornu, 2000; Ragel, 2003]. Aussagekréaftigeiddime Studien fehlen aber bisher.

2.3 Fragestellung

Es ist bekannt, dass der Verlust von ChromosomrigRder Verlust des kurzen Arms von
Chromosom 1 die beiden haufigsten genetischen deréngen von Meningeomen sind.
Dennoch ist insbesondere der Mechanismus, derdmatigch unauffalligen Meningeomen
zur Tumorentstehung fuhrt, weitgehend unklar. Diell&R kleiner numerischer und

struktureller Veranderungen sollte deshalb geki@rden.

Hierzu wurde eine Zwei-Farben FISH mit Sonden fie €hromosomen 1 und 22

durchgefuhrt. Die Sonde fir Chromosom 1 bindetan Region 1p36. In dieser werden die
fur Progression verantwortlichen Gene vermutet. Batersuchung von Chromosom 22
wurde die telomerstandige 22qter Sonde benutzt.nbidiche Vorhandensein von kleinen
distalen Deletionen sollte hiermit untersucht werde

Mit Hilfe der angewandten Chromosomenpréaparatioa anschlieend durchgefiihrten
Metaphase FISH sollte der Frage nach mdglichenslokation und Mikroveranderungen
nachgegangen werden.

Die Ergebnisse wurden anschlieRend mit den befsdsiehenden Daten der mittels
Karyotypisierung durchgefihrten Chromosomenanalgsglichen. Dies diente zum einen
der Validierung beider Techniken und zum anderéitesoGriinde flr die geringere Anzahl
von Aberrationen in der konventionellen Karyotyprsing im Vergleich zu Untersuchungen
an Nativmaterial gefunden werden [Zang, 2001]. Bpezielle Frage dabei war, ob die
geringere Anzahl an Aberrationen durch Zellkulttetakte oder durch das begrenzte
Auflésungsvermégen der Karyotypisierung zustandenrkb. Des Weiteren wurde ein

Zusammenhang von genetischen Eigenschaften zuldgstp Rezidiv, Alter, Lokalisation

und Geschlecht tberprift.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Die fur diese Arbeit zu untersuchenden Meningeomestammen 25 Frauen und 10
Mannern, welche in der Zeit von 2001 bis 2005 inMeurochirurgischen Universitatsklinik

des Saarlandes an einem Meningeom operiert wuBdeder Meningeome wurden von der
Neurochirurgie Homburg bereitgestellt und einer dem Neurochirurgie Bremen (Fall Nr.

T6201). Bei 9 Meningeomen handelt es sich um Regjdbei welchen der Primartumor
entfernt wurde und z. T. histologisch und genetisotersucht wurde. Die Proben wurden
von dem jeweiligen Operateur wahrend der Operatasgewahlt und noch im Op-Saal in
dafur bereitgestellte Gefal3e gegeben, die mit patmedium gefullt waren. Zur weiteren
Bearbeitung wurden diese in die Zellkultur der Hageenetik Homburg tberfuhrt.

Andere reprasentative Tumoranteile wurden in diarbjgathologie Homburg gebracht (mit
Ausnahme von Fall T6201, der von der fur die Nehimecgie Bremen zustandigen

Neuropathologie begutachtet wurde). Dort wurdeRlegnose Meningeom gestellt und der

Tumor weiter histologisch klassifiziert.

3.1.2 Patientendaten

Die Patientendaten entstammen der neurochirurgisch&ankenakte und die
Tumorlokalisation dem Operationsprotokoll. Die Nlaebbachtung der Patienten erfolgte in
der Ambulanz der Neurochirurgischen Klinik Homburgm Rahmen der
Routinekontrolluntersuchungen und beim Auftretem veeurologischen Symptomen. Als
Rezidiv wurde das Neuauftreten von Tumoren im CTero#RT nach vorheriger
vollstandiger Tumorextirpation (Simpson Grad 1 @ydbezeichnet. Fur den Simpson Grad 2
war neben dem Operationsbericht die postoperativlelg&bung ausschlaggebend.
Patientenalter, Geschlecht, Tumorlokalisation untHQVGrad sind in Tabelle 1, der
Nachbeobachtungszeitraum und das Auftreten von meoimrezidiven sind in Tabelle 6

dargestellt.
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Patientendaten, Lokalisation und WHO Grad der unteésuchten Meningeome

Nummer
T5603
T5676r
T5726r
T5737r
T5750r
T5830
T5884r
T5902r
T5952
T6022
T6112
T6119
T6125
T6132
T6133
T6137
T6138
T6153
T6176r
T6184
T6192r
T6198r
T6199
T6201
T6204
T6218
T6235
T6245
T6249
T6263
T6265
T6268
T6277
T6284
35 T6325r
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Alter
65
61
35
46
60
69
57
34
69
85
44
42
71
46
68
67
56
49
52
74
80
57
76
38
56
76
72
74
46
69
70
39
49
60
59

Geschlecht
w

3£ €3332 g3 ggggg3g33gggggggee32rg3¢8e:¢

Lokalisation
Parasagital
Tentorium

Hintere Schadelgrube
Parasagital
Os spenoidale
Konvexitat
Konvextat
Spinal

Tentorium
Konvextat
Parasagital

Falx
Spinal
Falx

Tentorium
Konvextat
Konvexitat
Parasagital
Parasagital
Tentorium
Konvexitat
Tentorium

Hintere Schadelgrube
Konvexitat
Konvexitat

Os spenoidale
Konvextat
Tentorium
Spinal
Os spenoidale
Konvexitat
Konvextat
Konvexitat
Olfactoriusrinne
Parasagital

WHO Gre
3
3

1.d

r: Meningeom ist ein Rezidiv

m: mannlich

w: weiblich
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur und Metaphasenpraparation von Meni  ngeomen

3.2.1.1 Metaphasenpraparate von Meningeomen

Das Tumorgewebe wird unter sterilen Bedingungereiaer sterilen Werkbank mit einer
Schere in kleine Stiickchen geschnitten. Diese wengie Lml Nahrmedium suspendiert und
mit einer Pipette in eine 50ml Zellkulturflascheggben. Dabei ist zu beachten, dass die
Stucke auf dem Flaschenboden aufliegen und gleaidhzeon gentigend Nahrmedium
umgeben sind. In einem Brutschrank wird bei 37°@Qvasserdampfgesattigter mit 5% €O
begaster Atmosphére die Kultur inkubiert. Haberh siiie Zellen an den Flaschenboden
angeheftet - dies ist meist nach 24h in ausreiatreeise geschehen - wird vorsichtig ein
Mediumwechsel durchgefuhrt. Nun ist ein hohereldstéhd des Mediums mdglich und es
werden deshalb 5ml Medium hinzu gegeben. Das Wachsiird in den nachsten Tagen mit
einem Auflichtmikroskop beobachtet und 2- 3-mal pwmche wird ein Mediumwechsel
durchgefihrt. Ein Umschlagen des im Medium enthele Farbindikators lasst auf den
Verbrauch der Nahrstoffe schliel3en.

Ist ein dichter Zellrasen entstanden und zeigem &isreichend viele Mitosen - diese stellen
sich als kugelférmige, leicht bewegbare Zellen -dadnnen diese abgeerntet werden. Meist
ist dies nach 10 bis 14 Tagen der Fall.

Eine Stunde vor der Ernte werden 2- 3 Tropfen Goidedem N&hrmedium zugegeben.
Dadurch wird die Ausbildung des Spindelapparatekindert und die Mitosen verbleiben in
der Metaphase. Zum Zeitpunkt des Aberntens ist ine groRere Anzahl an Mitosen
vorhanden. Das Abernten beginnt mit dem Entfernes Mediums und der Zugabe von
Trypsin, welches drei Minuten bei 37°C auf die 2elleinwirkt. Die Flasche wird
anschliel3end leicht beklopft und die Mitosen und Beil der restlichen Zellen 16sen sich
und koénnen abgesaugt werden. Diese Zellsuspensioh iw ein Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt und durch Zentrifugieren (1000 RPM, 8miviyd das Trypsin von den Zellen
getrennt und verworfen. Die verbliebenen Zellen deer mit 0,52%iger Kalium-Chlorid
Losung (KCI) einer Hypotoniebehandlung ausges&i. Dauer der Einwirkzeit ist dabei
von der Umgebungstemperatur, der Luftfeuchte ursdLdétdrucks abhangig. Tabelle 2 gibt
Anhaltswerte fur eine optimale Hypotoniebehandlung.

Die Hypotonie dient der maximalen Dehnung der Zefimbran, welches eine wichtige
Vorbedingung fur die weiteren Schritte ist.
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Die Hypotonie wird durch erneutes Zentrifugieregelirochen und das KCI verworfen. Die
Zellen werden vorsichtig mit einer Methanol-Eisggdlischung im Verhaltnis 3:1
durchmischt und mindestens eine halbe Stunde B&C-gelagert.

Die Methanol-Eisessig-Mischung fallt Proteine aunsl konserviert damit die Zellmembran.
Ein Platzen vor dem Auftropfen wird so verhindertdudamit auch artifiziellen DNA-
Verlusten entgegengewirkt.

Erneutes Zentrifugieren, Verwerfen des Uberstanded Resuspendieren mit neuer
Methanol-Eisessig-Mischung folgt, bis ein weil3edlgkllet entstanden ist. Dann wird der
Uberstand so weit entfernt, dass eine zellreichdtrépf-Suspension verbleibt. Nach
erfolgter vorsichtiger Resuspendierung werden a@iscth Hohe ein bis drei Tropfen
nebeneinander auf den OT (Objekttrager) getropfie DTs wurden zuvor gespiilt,
getrocknet und dann in -20°C kaltem 50%igem Ethagedagert. Um das Trocknen der
Tropfen auf den OTs zu verlangsamen, werden die &if €inen feuchten Lappen gelegt,
wodurch Verdunstungskalte und erhdhte Luftfeuctgigkn seiner Umgebung entstehen.
Durch eine langere Einwirkzeit der hygroskopiscBsssigsaure optimiert dies das Spreiten
und Quellen der Chromosomen. Nach etwa einer Miwetelen die Praparate auf eine 80°C
heil3e Heizplatte gelegt und so die Zellen auf ddnfidert.

Tabelle 2: Dauer der Hypotoniezeit bei der Préaparation der Meaphasen von
Meningeomen in Abhangigkeit der relativen Luftfeuctte bei 23° C

Relative Luftfeuchte Einwirkzeit der 0,52% KaliumChlorid Lésung
25 % 145 Sekunden
30 % 130 Sekunden
35 % 115 Sekunden
40 % 85 Sekunden
45 % 70 Sekunden
50 % 65 Sekunden
55 % 50 Sekunden
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3.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Meningeomzellen

Die Meningeomzellen aus oben beschriebener Zeltzihnen zur Lagerung und spaterer
erneuter Anzucht eingefroren werden. Dazu wird Meslium abpipettiert und mit 2ml
Trypsin die Zellen von der Kulturflasche gelost.cNaerfolgtem Abzentrifugieren, werden
die Zellen in 0,9ml Nahrmedium geldst und mit 0,@Psigen DMSO (Dimethylsulfoxid),
welches als Frostschutzmittel fungiert, schnelluspendiert. Danach muissen die Zellen
sofort eingefroren werden, da das DMSO zytotoxisth Eingefroren wird in flissigem
Stickstoff, in welchem die Proben auch bis zum Auéin gelagert werden. Kurze Zeit
kénnen die Proben auch bei -70°C zwischengelagenden.

Zum Auftauen werden die eingefrorenen Zellsuspemsioin einem Wasserbad (37°C)
erwarmt und nach verschwinden der Eiskristalle sofoit der funffachen Menge an
Nahrmedium vermischt. Die Zellen werden abzentigttgund der Uberstand verworfen.
Auch dies soll die Kontaktzeit des giftigen DMSOnimieren. Danach wird das Zellpellet
mit 5ml neuem Na&ahrmedium suspendiert und wie obenclirieben im Brutschrank
inkubiert.

Bei allen beschriebenen Vorgdngen muss steril gdatbwverden. In dieser Untersuchung
wurden folgende zehn Meningeome nach erfolgtem riemein wieder aufgetaut und
erfolgreich angezichtet: T5603, T5676, T5726, T5783750, T5830, T5884, T5902,
T5952 und T6022.

3.2.2 G-Banderung

Die fertigen Metaphasepréaparate werden nach 45 rfidlekulanger Proteolyse in einer
Trypsin Lésung zweimal in einer NaCl Lésung gewasclund fur 5 Minuten in einer

5%igen Giemsa-Losung gefarbt. Danach wird Ubersigés Farbstoff durch zweimaliges
Eintauchen in Aqua dest. Bader abgewaschen undin@in Deckglas (DG) versehen.

Das typische Banderungsmuster der Chromosomerebhtiirch eine erhdhte Affinitat des
Giemsa-Farbstoffes an die meist nicht kondensigaen (Guanosin- Zytosin Basenpaaren)
reichen DNA-Abschnitte gegentber der geringerenaftfarkeit der meist kondensierten
A-T (Adenosin- Thymidin) reichen DNA-Abschnitte.

Die Metaphasen der fertigen G-Banderungs-Prapavatden mit dem Ikaros-System von
MetaSystem abfotografiert und nach den Richtlinides ,International System for

Cytogenetic Nomenclature” (ISCN, 1995) beschrieben.
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3.2.3 Chromosomenpréaparation von Lymphozyten

Um die Zuverlassigkeit der eingesetzten FISH-Unignsng zu uberprufen, werden aus

Lymphozyten angefertigte Metaphase-Praparate atérélée verwendet.

3.2.3.1 Blutkultur

Unter sterilen Bedingungen wird eine heparinisieBRitprobe von einem gesunden
Probanden gewonnen. 0,8ml dieses Blutes werde8miiNahrmedium (RPMI, 10% FCS,
Penicillin/Streptomycin) und 0,2ml Phytohdmagglutim eine Kulturflasche pipettiert und
durch leichtes Umschwenken vermischt. Diese Valkulliur wird bei 37°C in einem mit

5% CQ begasten und wasserdampfgesattigten BrutschraSkur@len inkubiert.

3.2.3.2 Chromosomenpréaparation

Nach der 70 stindigen Inkubation werden 2 Tropfefc&nid der Blutkultur zugesetzt und
weitere 2 Stunden inkubiert. Der Ansatz wird in Z#agenrohrchen (unsteril) zentrifugiert
(8 min bei 1000 RPM), der Uberstand verworfen uad 8ediment mit 37°C vorgewarmter
0,52%iger KCI- Losung (0,0375M) einer 6 - 8 minétigHypotoniebehandlung ausgesetzt.
Diese wird mit Zentrifugieren unterbrochen und etnder Uberstand verworfen. Das
verbliebene Sediment wird vorsichtig mit einer dhsangesetzten Methanol-Eisessig-
Mischung (3:1) resuspendiert und flr mindestense eBtunde bei -20°C gelagert.
Anschlie3end wird letztgenannter Vorgang 3 — 4 wiatlerholt und das Sediment auf diese
Weise gewaschen, bis es weilllich erscheint. Wietterder Uberstand nach Zentrifugieren
entfernt und das vorliegende Pellet mit wenigenpiegn der Methanol-Eisessig-Mischung
resuspendiert. Aus ungefahr 20 cm Hohe werden ieBfén nebeneinander auf einen OT
getropft. Die OTs wurden zuvor gespult, getrockmet dann in -20°C kaltem 50%igem
Ethanol gelagert. Um das Trocknen der Tropfen @auf @Ts zu verlangsamen, werden die
OTs auf einen feuchten Lappen gelegt, wodurch \Mestlungskalte und erhéhte
Luftfeuchtigkeit in seiner Umgebung entstehen. Biddalinahme optimiert durch eine
langere Einwirkzeit der hygroskopischen Essigsades Spreiten und Quellen der
Chromosomen. Nach etwa einer Minute werden die d&Pa#@ auf einer 60°C heilden

Heizplatte fixiert.
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3.2.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Abbildung 3-1: Prinzip der Fluoreszenz in situ Hybidisierung

Fluoreszenz in situ Hybridisierung:

DNA Zielregion

! Detektion:

Zellkern mit zwei FISH Signalen

Ein Fluoreszenz-Signal

In dieser Arbeit wurden direkt markierte Einzelk®@onden eingesetzt, die Uber die Firma
QBiogen kéauflich erworben wurden. Die im Einzelngir die FISH ndétigen Schritte
beinhalten die Vorbehandlung des zu untersuchermtéparats, die Denaturierung und
Hybridisierung von Ziel- und Sonden- DNA, das Abwalasn von unspezifischen Signalen
(Stringenzwaschung) und das Eindecken des Praéparat

Einen Uberblick bietet die Abbildung 3-1.

3.2.4.1 Vorbehandlung der Praparate

Die Metaphasepréaparate werden zwei Minuten in 2x§®5{=7) vorbehandelt, um mdgliche
Staubpartikel zu entfernen und das Zellgewebe aunzbten. Danach werden 10RNAse
auf die Zellen pipettiert, mit einem Deckglas almgd und 20 min in einer feuchten
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Kammer (bei 37° C) inkubiert. Dies dient der Zerstiy von RNA, die dhnliche Sequenzen
wie die Ziel-DNA haben konnte. Das Deckglas wirdjedchlagen und der OT dreimal je 5
min in 2xSSC (pH=7) gespllt. Anschliel3end folgt dferdauung von Gewebeproteinen
durch die Behandlung mit einer 37°C erwarmten Fep8sung. Das Pepsin darf erst
wenige Sekunden vor dem Verdauen, nach kurz zuvfwlgeem Auftauen, in die
Pepsinlésung pipettiert werden. Dieser Vorgangtdiem so genannten Permeabilisierung.
Darunter versteht man das fur das Eindringen derd&o in die Zielregion wichtige
Zerstoren von Proteinen, die um die Nukleinsaurebugden sind. Die Einwirkzeit des
Pepsins ist dabei von entscheidender Bedeutungiestu kurz, kdnnen die Sonden nicht
eindringen; ist sie zu lang, geht DNA verloren. Antd des Aussehens der Zellkerne, vor
und nach Pepsinbehandlung, im Phasenkontrastmiposknn die nétige Zeit abgeschatzt
werden. Sie lag bei 2,5 - 4 Minuten fur die Menioige und 2,5 Minuten fir die
Lymphozytenpraparate.

Um Nukleinsaureverluste zu verringern, folgt einedfung der Praparate durch 5mintige
Behandlung mit PBS, 10minitige Behandlung mit PBSPund nochmals 5Sminitiger
Behandlung mit PBS. Danach werden die Praparatecimér aufsteigenden Ethanolreihe

entwassert und eine halbe Stunde getrocknet.

3.2.4.2 Hybridisierung

Durch die Denaturierung wird die doppelstréangigel-Zund Sonden-DNA in Einzelstrang-
DNA aufgeschmolzen. Bei komplementéren Basen kési@nnun Ziel- und Sonden-DNA
paaren. Dies wird Hybridisierung genannt. Hybriddéuget soviel, wie ,aus Kreuzung
entstanden®. Das Besondere dieser Reaktion istdine&te Durchfuhrbarkeit bei normalen
Zellen und bei Gewebe ohne vorherige DNA-ExtraktiOb die Hybridisierung streng nach
exakter Basenpaarung erfolgt, ist von weiteren dtakt abh&ngig. Lassen die Bedingungen
nur exakte Basenpaarungen zu, wird von hoher Sninggesprochen. Hoch stringente
Hybridisierungs- und Waschbedingungen haben nebem d/orteil von geringen
Fehlbindungen den Nachteil von geringer Sondenlimgsiiihigkeit mit einer daraus
resultierenden Signalschwache. Im Gegensatz hieveaden bei nieder stringenten
Bedingungen meist immer gentigend Sonden gebunise, @ber nicht immer spezifisch.
Die Salzkonzentration ist einer dieser Faktorenwiertige Kationen, wie z.B. das Natrium-
lon erhbhen die Stabilitdt der DNA-Doppelstrange&hil exakt gebundene Sonden werden
z.B. bei einer Natrium-reichen Waschlésung nichigeataschen. Gegensétzlich zur
Salzkonzentration verhdalt es sich mit der Temperd&ei erhéhter Temperatur werden die

Doppelstrange destabilisiert und ungenaue Bindungemnindert. Einen &hnlichen Effekt hat
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die Formamidkonzentration. Bei erh6hter Konzentrati ist die Doppelstrang
destabilisierende Wirkung von Formamid erhoht. Ausengefasst sorgen niedere
einwertige Kationenkonzentration bei hoher Temperaind Formamidkonzentration fir
hohe Stringenz, also exakter Basenpaarung.

Eine weitere Rolle spielt die La4nge der NukleingfiulLange Sequenzen werden durch eine
hohere Anzahl Wasserstoffbriickenbindungen zusametmatign und sind dementsprechend
schlechter zu denaturieren. Ebenfalls sind Guar@gtosin-reiche DNA-Regionen mit
ihren drei im Vergleich zu den zwei Wasserstofflggitindungen der Adenosin-Thymidin

Bindungen schwieriger aufzuschmelzen.

Folgende thermodynamische Gleichung mit den oberarggen Faktoren gilt bei 50%

Denaturierung von DNA:

Tm=281,5°C + 16,61 log (mol Na/l) + 0,41 (%G/C) - (%ormamid)

Hochrepetitive Sequenzen kdnnen ebenfalls fiur wifpehe Bindungen verantwortlich
sein. Verschiedene Zusatze, wie z.B. COT-DNA blocteese Sequenzen ab und kénnen so
dieses Problem verhindern.

Fur die hier durchgefuhrten Experimente wurden liguferworbene Sondenlésungen
benutzt, die bereits Formamid und SSC enthieltea.NDschungskonzentration der Sonden
1p36 und 22qter (QBioGen) wurde nach empirischestuirgy von mir festgelegt. Die
Sonden Kombination 22g11.2 / 22qter (DiGeorge DGQRR5", CLTD) region probe,

Dual-Colour direct labeled von QBioGene) wurdefatige Mischung geliefert.

3.2.4.2.1Vorgehen bei der Sondenkombination 1p36 und 22qter:

Entsprechend ihren festgelegten Anteilen wurden61pdd 22qter Sonde in ein braunes
-EpI* pipettiert und durch Schutteln gemischt. Dalst zu beachten, dass sich die Sonden
auf dem Boden der AufbewahrungsgefalRe befinden ekbrumd immer ein vorheriges
Mischen erfolgen muss, um nicht nur sondenfreieubgszu pipettieren. Zum anderen ist es
wichtig, dass die Sonden weitestgehend vor Licktlyatzt werden, um ein Ausbleichen zu
verhindern. Dies gilt auch fir das Praparat, nachdée Sonden aufgetragen sind. Nach
Pipettieren der Sonden auf die Objekttrager undgsiégelung mit Deckglas und FixoGum -
ein gummiartiges Abdichtmittel - werden sowohl Zjehls auch Sonden-DNA auf einer
75°C heiRen Heizplatte denaturiert. Anschlieendl wias Praparat 24h in einer dunklen,

feuchten Kammer bei 37°C hybridisiert.
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3.2.4.2.2Vorgehen bei der Sondenkombination 22q11.2 /und @2q(DiGeorge
DGCR?2)

Bei dieser Sondenkombination wird im Gegensatz khanobeschriebener gemeinsamer
Denaturierung eine getrennte Denaturierung durdingefDazu wird auf das Praparat 100
70%iges Formamid / 2xSSC (pH = 7) pipettiert, miteen Deckglas abgedeckt und die
Praparat-DNA 2 min lang auf einer 70°C heiRen Heitp denaturiert. Anschliel3end wird
das Deckglas entfernt und das Préparat in einéC-Ralten aufsteigenden Ethanolreihe (je
2 min) dehydriert (70, 80, 96%iges Ethanol) und86 lang getrocknet.

Die Sondenlésung (pro Probe etwa @|pwird in ein braunes ,Epi* pipettiert und fur 5
Minuten in einem 96°C heil3en Wasserbad denaturretanschlie3end fur 2 - 3 Sekunden
abzentrifugiert. Die Sonde muss innerhalb von 15 anif das fertig getrocknete denaturierte
Praparat aufgetragen werden und mit Deckglas umbGtim versiegelt werden.
AnschlieRend wird das Praparat 24h in einer dunkiemchten Kammer bei 37°C

hybridisiert.

3.2.4.3 Stringenz-Waschung

Die Stringenz-Waschung dient der Entfernung vorpansgisch gebundenen Signalen. Diese
erfolgt nach der 24stindigen Hybridisierung. Besenen Versuchen wurde dazu FixoGum
und Deckglas entfernt und der Objekttrager in 6%/&@mem 0,1%igem SDS/ 0,5xSSC 5
min lang gewaschen und 5 min in 1xPBS gegeben. Nadigter Entwasserung in einer

aufsteigenden Ethanolreihe, wurden die PraparateiBlang Luft getrocknet.

3.2.4.4 DAPI Gegenfarbung und Eindeckung der Praparate
Die Praparate werden mit DAPI-Antifade (4,6 Diammi2-phenylindol) gegengefarbt,

eingedeckt und mit Deckglas versehen. UberschussdgePI-Losung wird durch
zusammenpressen von Objekttrager und Deckglas eite &in entfernt. DAPI ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der sich an die DNA bindbevorzugt an Adenosin-Thymidin reiche
Sequenzen. Es entsteht eine den Q-Banden (diesenf@benfalls in den AT Regionen
starker an) ahnliche Anfarbung der Chromosomen. diser Farbung ist eine begrenzte
Zuordnung der Chromosomen mdglich und zum andetieth dve Leuchtkraft der FISH-

Signale verstarkt und kontrastiert.
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3.2.4.5 Versuchsprotokoll

Folgendes Versuchsprotokoll wurde fur diese Arbrdewendet.

1.Tag:

2min: OT (Metaphasepraparat auf Objekttrager) 822 (pH=7) (RT=Raumtemperatu

RNA-Verdau:
20min: 10Qu RNAse auf OT mit DG (54x32mm) abgedeckt (37%Cjauchter Kammer

3x5min: 2xSSC (pH=7) (RT)

Permeabilisierung:
2,5-4min: in 0,05% Pepsin in 0,01 M HCI (37°C)

5min: 1XPBS (pH=7) (RT)

10min: 4%PFA/1xPBS (pH=7) (RT)

5min: 1xPBS (pH=7) (RT)

Entwasserung:
3x5min: aufsteigende Ethanolreihe (70, 80, 96% hgRT)

Trocknen:
30min: (RT)

Cave: Sonden immer vor Licht schitzen

Denaturierung:

Gemeinsame Denaturierung der Sondenkombination 1p8@ 22qter:

1 ul Sonde (229, QBiogene) + Bl (1p36, QBiogene) auf OT mit DGE12mm)
abgedeckt und FixoGum versiegelt

5min: auf Heizplatte (75°C)

Getrennte Denaturierung der Sondenkombination 22¢d Iund 22qter:

100 ul 70% Formamid / 2xSSC (pH = 7) auf OT, mit DG atid= und 2 min lang au
Heizplatte (70°C) denaturieren. DG entfernen und -20°C kalter aufsteigendé
Ethanolreihe (je 2min) dehydrieren (70, 80, 96%alati) und 30 min lang trocknen.
2,5 ul Sonde (DiGeorge region probe) in braunem ,Epi‘i 86°C in Wasserba
denaturieren, 2-3 s abzentrifugieren und auf OTragén, mit DG [[=12mm) abdecke

und mit FixoGum versiegeln.

Hybridisierung:
24h: in feuchter Kammer (37°C)

—

14

el
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2.Tag:

Stringenzwaschung:
5min: 0,1%SDS/ 0,5xSSC (65°C)
5min: 1xPBS (pH=7) (RT)

Entwasserung:
3x5min: aufsteigende Ethanolreihe (70, 80, 96% hgRT)

Trocknen:
30min: (RT)

DAPI/ Eindecken:
20 ul DAPI Antifade auftragen und mit DG (54x32mm) abkien und anpressen
Eingedeckter OT: Kuhl und dunkel lagern

3.2.4.6 Bildaufnahme

Die Auswertung der Versuche erfolgte an einem OlysnpX 70 Auflichtmikroskop. Eine
schematische Darstellung dieses Gerates ist inlddolg 3-2 zu sehen. Bei dieser Art von
Mikroskop wird Licht einer bestimmten Wellenlangenvoben auf das zu untersuchende
Praparat geleitet. Um eine grof3e Auswahl an Wellegegn zur Verfiigung zu haben, wird
eine Lichtquelle mit einem breiten Spektrum nutebaiellenlangen zwischen 360nm und
700nm verwendet. Diese Eigenschaft besitzen so®olkelkcksilber-Dampfleuchten als auch
Xenon-Leuchten. Das hier verwendete Mikroskop ist @ner HBO 100 Quecksilber-
Dampfleuchte ausgestattet. Mit entsprechenden Bgsimndfiltern (Anregungsfilter) wird
die Wellenlange der Anregungslichtquelle herausigefiund Gber einen Spiegel auf das
Praparat geleitet. Dieser Spiegel hat die beson#@ggenschaft, kurzwelliges Licht zu
reflektieren und fur langwelliges Licht durchlassig sein. Diese Art von Spiegel wird

dichromatischer Teilerspiegel genannt.

Fur die Energie von Licht gilt folgende Gleichung:

Energie = Lichtgeschwindigkeit / Wellenlange
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Nur ein Teil der Energie des Anregungslichtes wirehotigt, um die Elektronen des

Fluorochroms auf ein héheres Energieniveau zu bnngur die Quantenphysik gilt:

Wellenlange = Lichtgeschwindigkeit * Plancksche Kostante / Energie

Daraus folgt, dass das Emissionslicht der Fluomuier eine gréRere Wellenldnge im

Vergleich zu dem Anregungslicht hat.

Oben beschriebener Dichromatischer Teilerspiegel fis eben dieses langwelligere
Emissionslicht durchléassig, so dass dieses durch Qleular ins Auge des Betrachters
gelangen kann. Alternativ kann dieses Licht auchemne Digitalkamera zur Anfertigung
von Aufnahmen umgelenkt werden. Bei dem verwemdétkkroskop war eine CCD
Kamera (Kamera mit gekihltem ladungsgekoppeltemdsBitsor) des Herstellers
Photometrics (Tucson, Arizona) installiert. Mit sl wurde jeweils das Emissionslicht
eines Fluoreszenzfarbstoffes in Schwarz-Weil3 awig@nen und diesem Uber die
verwendete Software (ISIS 3 der Firma Meta SysteAlduZheim) eine Falschfarbe
zugeteilt.

Bei der hier durchgefuhrten FISH wurden deshalbejlsadrei Aufnahmen hintereinander
durchgefuhrt. Aufnahmen des grinen (Fluoresceinlp8b Sonde; bzw. dGreen bei 22qter
der DiGeorge-Sonde) und des roten Fluorochromsté228§onde; bzw. Rhodamin bei
22011.2 der DiGeorge-Sonde) und der DAPI-Farbunigtdn nacheinander. Uber die
Bearbeitung des Aufnahmesignals mit der genanntftw&e war eine Optimierung der

aufgenommenen Bilder mdglich.



Abbildung 3-2: Schematische Darstellung des verwerten Fluoreszenzmikroskop
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Charakteristika der Fluoreszenzfilter des AX 70 (Oympus; Hamburg)
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Filter NU (DAPI) | MWIBA (FITC) | MWIG (Rhodamin; Cy3)
Anregungsfilter 360-370nm  460-490nm 520-550nm
Emmissionsfilter 470nm 515-550nm 570nm

Strahlenteiler Transmissigrd00nm 505nm 550nm

FITC = Fluorescein-Isothiocyanat; DAPI = 4, 6-diami2-phenylindol
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3.2.4.7 Auswertung

Die Auswertung der Interphase-FISH erfolgte naah KBterien nach Hopman et al. (1988).
Dazu wurden mindestens 200 Zellkerne nach folgeritigierien ausgezahlt. Nur ganze,
also scharf begrenzte und nicht Uberlappende Kesoueden gewertet. Nur helle,

punktférmige und denen der Kontroll-Hybridisieru@gynelnden Signale wurden in die
Auswertung einbezogen. Beim Mikroskopieren ist aadhten, dass die Signale sich in
unterschiedlichen Ebenen zum Objektiv befinden kinund deshalb der Raum, in dem die
Kerne verteilt sind (Bereich zwischen Deckglas @igekttrager), durchfokussiert werden

muss, um keine Signale zu Ubersehen.

3.2.4.8 Festlegung der Grenzwerte

Bei den Kontrollpraparaten aus Blutlymphozyten teigler weitaus grofdte Teil der

ausgewerteten Kerne fur jede der eingesetzten 8odee erwarteten zwei Signale. Um

diesen Erwartungswert ergab sich aber eine Streulirgz. B. auf Fehlhybridisierungen

oder somatische Chromosomenpaarung zurtickzufllsterE$ wurde angenommen, dass
diese Fehlerquellen auch bei den Meningeomzellen Zeilkultur eine Streuung der

gleichen GroRRenordnung um den tatséchlichen WerZéelergebnisse verursachen. Um zu
entscheiden, ob die untersuchten Tumoren signifik&ierrationen aufweisen, wurde die
zu erwartende Streuung in die Auswertung mit eingen.

Fur jede Sonde getrennt wurde der Anteil jeder &ifonstellation berechnet. Aus den
Ergebnissen der einzelnen Kontrollen wurde ein éitert und eine Standardabweichung
mit Hilfe von Software (Microsoft Excel) gebildeBleichungen s.u.). Als Grenze wurde der
Mittelwert plus zweifache Standardabweichung festtit. Falls diese Grenze kleiner als
vier Prozent war, wurde Sie zur Sicherheit auf @lidsch gesetzt. Die errechneten
Grenzwerte fur die Ereignisse der einzelnen Sonderden auf jeweils einzelne Klone

angewendet, um nochmals ein erhdhtes Signifikanzedli zu erreichen. Ein Ereignis

wurde als signifikant gewertet, wenn der Anteil dallen mit dieser Signalkombination

hoher als der festgelegte Grenzwert war. Die Mittete, Standardabweichungen und die

daraus resultierenden Grenzwerte sind der Tabdleehtnehmen.

n

-1y - |1 _xV
X=X, s= 72 (%, - X)

i=1

X = Mittelwert n = Gesamtzahl der Proben s = Standardabweichung
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4.1 Konventionelle Karyotypisierung mittels G-Bande rung

Tabelle 3a:

Patientendaten, WHO Grad und Karyotyp der untersuchen Meningeome

Fall-
Nummer | Alter | Geschlecht WHO |Karyotyp
T5603 65 w 3 46,XX [14]
T5676 61 w 3 72-81[4n], XX, cx, del(1) (p21)*2, 2R8) (p13;p21)*2,-22*2 [cpl5]
T5726 35 w 2 45,XX,-22 [9]
T5737 46 m 3 42 XY, del(1)(p21),-6, -14, -18, -2D]
T5750 60 w 1 46,XX [15]
T5830 69 w 2 43X, -X, -14, -22
15884 57 m 1 40,XY,-1,-1,der(1) t(1;1) (p36;921)0-14,-16,-18,-22 [cpl3]
T5902 34 w 2 46,XX [cpl2]
T5952 69 w 3 46,XX [9]
T6022 85 w 3 40,XX,del(1)(p21),der(4)(p),-6,-10,-145,-21,-22 [cpl6]
T6112 44 w 1 46,XX [cp7]
76119 42 w 1 45,XX,-22 [15]
T6125 71 w 1 45;XX, -22 [cp16]
T6132 46 w 2 44, XX, -18, -22 [cp7]; 44,XX, -20,-BP3]; 43,XX, -18,-20,-22 [cp2]
T6133 68 w 1 45,XX,-22 [15]
T6137 67 w 2 58,XX, +3,+4,+5,+9,+12,+13,+14,+15,#1B,+20,+21 [cpl12]
76138 56 m 1 46,XY [cpl3]
T6153 49 m 1 47,XY,+17,+20,-22 [cpl2]
T6176 52 w 3 46,XX [cp 2]; 39+7,XX,?del(1)(p12) [cp2]
76184 74 m 1 46,XY [cpl2]
76192 80 w 2 46,XX [cpl7]
76198 57 w 2 45,XX,-22 [cpl2]
T6199 76 w 1 43 X,-X,-14,-22 [cp5]; 83-90,cx [cp3]
T6201 38 w 3 46,XX [cpl5]
T6204 56 w 1 45,XX,-22 [cpl3]
76218 76 m 1 46,XY [cpl2]
76235 72 w 2 46,XX [cp6]
T6245 74 w 1 *
T6249 46 m 1 46,XY [cp9], 45,XY,-22 [cp8]
T6263 69 m 2 46,XY [cp8]
T6265 70 m 1 46,XY [cpll]
T6268 39 w 3 43,XX,del(1)(p21),t(9;10)(g21,;7q26),-1@,-22 [cpl6]
T6277 49 w 2 43,XY,-1,-4,+1(1,4)(p21;912),-5,-1®;der(22)(p11),+mar [cp24]
76284 60 w 2 46,XX,?inv(2)(p21g21) [cpl4]; 46, XXM
T6325 59 m 2 42,XY, del(1)(p32),-6, -10, -18, -2pT]

*: Karyotyp ist nicht bekannt

m = mannlich

w = weiblich
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Die Ergebnisse der konventionellen Karyotypisierungtels G-Banderung der in dieser
Arbeit untersuchten Meningeome zeigt Tabelle 3an Eall (T6245) konnte nicht
karyotypisiert werden, da zu wenige Metaphasen diede mit zu schlechter Qualitat
prapariert werden konnten. Von den anderen 34 NMeamen liegen die Karyotypen vor.
13 der 34 Tumore zeigen einen normalen Karyotypzeien die typische alleinige
Monosomie 22. Bei zwolf Meningeomen sind neben déonosomie 22 weitere
Chromosomenverluste vorhanden. Darunter sind 7eFalit einem teilweisen oder
kompletten Verlust des kurzen Armes von ChromosopHalle mit einer Monosomie 14, 4
davon mit dem Verlust von 1p kombiniert. Eine Momiose von den Chromosomen 10 und
18 wird in jeweils 4 Meningeomen, sowie eine Momago6 in 3 Meningeomen beobachtet.
Veranderungen der Chromosomen 2, 4, 16 und X tiatgweils 2 Tumoren auf. In jeweils
einer Probe sind Veranderungen der Chromosomenl®, 89, 20 und 21 festzustellen. Ein

Meningeom (T6137) zeigt einen hyperdiploiden Chreamensatz.

Zusatzlich lagen bei zwei Rezidivtumoren die Kaypisierungsergebnisse der vorherigen
Meningeome vor. Diese sind in den Tabellen 3B uraligelistet. In beiden Fallen wurden
die Rezidivtumore bosartiger und die genetischerAM#gerungen haufiger. Interessanter-
weise waren 1p Verluste erst bei spéateren Rezidiganfinden. Andere seltenere
Veranderungen, wie die Verluste der Chromosome®8, 4,3, 18 und 19, waren dagegen
schon vor einem 1p Verlust feststellbar. Sowohin€lanit ahnlichen Aberrationen traten in
den folgenden Tumoren auf, als auch vdllig neu@mmsomale Veranderungen, wie der
Chromosom 18 Verlust bei dem Rezidiv von T6325 1989diesem Tumor zeigte sich
andererseits der in den vorherigen Meningeomerktietee Verlust von Chromosom 19

nicht mehr.

Tabelle 3B: T6176

OP- Jahr | WHO | Karyotyp

Grad
1994 Il 46,XX [8]; 46,XX, -13, +mar [2]
1996 I Monosomie 1p36 mit der FISH detektiert
2001 1] 39-43,XX, cx, del(1) (p12), -7, -10, -1415, -18, -19, -22, +1-3mar

[cp8]

2004 Il 46,XX [cp2]; 39, XX, ? del(1)(p12) [cp2]
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Tabelle 3C: T6325

OP-Jahr | WHO | Karyotyp
Grad
1986 | 46,XY[15]; 45,XY,-22 [2]; 45-47, XY, cx [&); 44,XY,-22, cx [1]
1992 Il 45,XY,-22 [2]; 44,XY,-22,-19 [10]
1995 Il 44,XY,-19,-22 [6]
1999 I 46,XY [9]; 44,X,-Y,-22[1]; 43,XY,-4,-6,-181]
2005 Il 42,XY, del(1)(p32),-6, -10, -18, -22 [cp7]

4.2 FISH an Lymphozytenpraparate

Abbildung 4-1: FISH an Lymphozytenpraparat: Oben Metaphase: kimr@onden Bindung
an den kurzen Arm von Chromosom 1 (grines Signatj an den langen Arm von
Chromosom 22 (rotes Signal); unten Interphasez@likeweils zwei Signale fur jeweils

zwei Chromosomen 1 und 22

Die FISH-Untersuchung der Lymphozyten Metaphase&ip&ate dienen zur Kontrolle der
spezifischen Bindung der FISH-Sonden. An den Chswm®n eines gesunden Probanden
l&sst sich direkt erkennen, ob die Sonde in deadgaten Chromosomenregion bindet und ob
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eventuell unspezifische Signalbindungen auftre@a.30 untersuchten Metaphasen zeigten
alle eine korrekte Lage der Sonden ohne jeglichdbedung (siehe Abbildung 4-1). Die
Signale der Metaphasen-FISH kénnen deshalb als safsitiv und spezifisch betrachtet
werden.

Um die Interphase-FISH korrekt auswerten zu konngissen aul3erdem die Signale in den
Interphasenkernen der Lymphozyten ausgezéhlt werBeéss geschieht, wie auch die
anschlieBende Untersuchung der Tumorinterphasekeacd den Kriterien von Hopman et
al. (1988). Dies soll die Gefahr von Artefakten @ulSchmutz, Splitsignale und sonstigen
fehlerhaften Interpretation minimieren. Aus den gd® mindestens 200 ausgezéhlten

Kernen wurden die in Tabelle 4 ersichtlichen Vergmasbereiche festgelegt.

Fur die Sondenkombination 1p36 mit 22qter ergal@nfslgende Grenzwerte:
Gewinne von 1p36, 22qter oder Verluste von 1p3@leiab je 4% als signifikant gewertet.
Fur den Verlust von 22qter liegt der Wert bei 5,7%.

Fur die Sondenkombination 22g11.2 und 22qter ergalod folgende Grenzwerte:

Da auch im Kontrollgewebe durch das Auftreten vatitSignalen eine Auszéhlung zum
Teil sehr schwierig war und nur ein Lymphozyten-nkollpraparat zur Verfigung stand,
wurden die Grenzwerte fur Gewinne und Verluste &#gll.2 und 22qgter in dieser

Sondenkombination auf je 10% hochgesetzt.

Tabelle 4: Vertrauensbereiche in Prozent
A) Fur Sondenkombination 22qter und 1p36:
Ein 22qter Signal:

Mittelwert 2,15
Standardabweichung 1,75
Mittelwert + 2x Standardabweichung 5,63
Festgesetzter Vertrauensbereich 5,7

Drei oder mehr 22qter Signale:

Mittelwert 0,94
Standardabweichung 0,71
Mittelwert + 2x Standardabweichung 2,35
Festgesetzter Vertrauensbereich 4,0




Ein 1p36 Signal:
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Mittelwert 1,85
Standardabweichung 0,11
Mittelwert + 2x Standardabweichung 2,06
Festgesetzter Vertrauensbereich 4,0
Drei oder mehr 1p36 Signale:

Mittelwert 0,24
Standardabweichung 0,34
Mittelwert + 2x Standardabweichung 0,92
Festgesetzter Vertrauensbereich 4,0

B) Fur DiGeorge Sondenkombination 22q11.2 und 22qter:

Kontrollpraparat | Festgesetzter Vertrauensbereich
Ein 22q11.2 Signal 29 10
Drei oder mehr 22g11.2 Signale 2,4 10
Ein 22qter Signal 3,9 10
Drei oder mehr 22qter Signale 3,9 10
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4.3 FISH an Meningeomen

4.3.1 Interphase FISH

Die Interphase-FISH wurde bei 35 Meningeomen von \&5schiedenen Patienten
durchgefuhrt. Bis auf einen Fall waren alle Menmmge mit konventioneller
Karyotypisierung voruntersucht. 25 Patienten wasgeiblichen und 10 mannlichen
Geschlechts. Histologisch wurden 15 dem WHO |, @& dVHO 1l und acht dem WHO IlI
Grad zugeordnet. Nach den Kriterien von Hopman.€t1.888) wurden jeweils mindestens
200 Kerne ausgezahlt. Die Signalkonstellationerd sim Tabelle 5 gedeutet und die

Ergebnisse in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 5: Beurteilung der beobachteten Signalkonetlationen

Anzahl der Signale fur die | Anzahl der Signale fir die Beurteilung der
Sonde 1p36 Sonde 22qter Signalkonstellation
2 2 Unauffallige disome Zelle
2 1 Deletion von 22qter evtl.

Monosomie 22

4 2 Deletion von 22qter evtl. bis
Zzu Monosomie 22 be
tetraploider Zelle oder Zell
kurz vor Teilung

D =

1 2 Deletion von 1p36 evtl. bis
zu Monosomie 1

2 4 Deletion von 1p36 evtl. bis
zu Monosomie 1 Dbei
tetraploider Zelle oder Zelle
kurz vor Teilung

1 1 Deletion von 1p36 und
22qter
2 3 Gewinn von 22qter oder his

zu evtl. Trisomie 22

4 4 Tetraploide Zelle oder Zelle
kurz vor Teilung
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Tabelle 6: FISH Ergebnisse der Sondenkombination 2f2er und 1p36 in Prozent

lerzllr_]er Alter | G.|WHO | 1p- | 1p-&22g- | 22g-| 22q+| Tetraploid | Nachb.-Zeit | Rezidiv nach
T5750r | 60 | w| 1 1 0,5 12,7 0 0,5 75M. 51M.
T5884r | 57 | m 1 | 47 0,4 43| 04 3,8 3M.
T6112 | 44 | w| 1 1 0 43| 0 1 19M.
T6218 | 76 | m 1 0,9 0 23| 0 0,5 15M.
T6138 | 56 | m 1 1,4 0 86| 0 3,6 37M.
T6265 | 70 | m 1 2 0 24| 0 4 41M.
T6184 | 74| m 1 0 0 05| © 0 OM.
T6119 | 42 | w| 1 0 1,2 57,5| 0,4 0 37M.
T6133 | 68 | w| 1 0,5 09 ]491 0 48M.
T6249 | 46 | m 1 0,5 1,5 10,9] 1,5 15 oM.
T6204 | 56 | w| 1 0 0,5 271 0 27 44M.
T6125 | 71| w| 1 0 3,7 83,6/ 0O 0 19M.
T6199 | 76 | w| 1 2,3 05 333 0 0 8M.
T6153 | 49 | m 1 0 1,4 783 0O 0 47M.
T6245 | 74| w| 1 0,9 1,3 22| 0 9,9 30M.
T6235 | 72| w| 2 1,3 0 40,7| © 0 31M.
T6192r | 80 | w| 2 1,2 2,1 1,7/ 0,8 0 12M.
T5902r | 34 | w| 2 0,9 0,9 1,3 1,3 227 68M.
T6284 | 60 | w| 2 2,6 0 31| 04 88 37M.
T6198r | 57 | w| 2 0,4 0,4 86 | 0 86 oM.
T5726r | 35| w| 2 0,4 22 454|009 2,6 77M.
T6277 | 49| w| 2 | 83 71,3 23] 0 0 33M. 33M.
T6132 | 46 | w| 2 2,1 0 18,8| 0 0 48M.
T5830 | 69 | w| 2 0 0,5 9 |05 5,2 OM.
T6137 | 67 | w| 2 0 0 1,7 0 1,3 OM.
T6325r | 59 | m 2 0,4 31,6 232 0 11 25M.
T6263 | 69 | m 2 0 0 14,8| 0 14 39M.
T5952 | 69 | w| 3 0,4 35 7 104 1,7 4M. 4M.
T5603 | 65| w| 3 0 0,4 55| 13 7,7 8M. 8M.
T6176r | 52 | w| 3 1 23,9 291 0 1 74M. 12M.
T6022 | 85| w| 3 |145 671 | 44| O 0 oM.
T6268 | 39| w 3 | 97 709 [ 26| O 0 37M. 14M.
T5737r| 46| m 3 1,3 0,8 12,1] 1,3 33 73M. 53M.
T5676r | 61| w| 3 0 0 53| 84 11,9 OM.
T6201 | 38| w| 3 1,3 0 27| 0 0,9 OM.
r: Tumor ist ein Rezidiv;
G. Geschlecht
1p-: Klon mit alleiniger Deletion von 1p36;
1p-&229-: Klon mit kombinierter Deletion von 1p8@d 22qter;
22Q-: Klon mit alleiniger Deletion 22qter;
220+: Klon mit alleinigem Gewinn von 22qter;
Nachb.-Zeit: Nachbeobachtungszeit der Patienteh mamorextirpation
Rezidiv nach: untersuchter Tumor ist nach Extigmahach angegebener Zeit rezidiviert;
m: mannlich;
w: weiblich;
M.: Monate;

unterstrichene Zahlen: Deletionen bei Tetraploidie.
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4.3.1.1 Veranderungen von Chromosom 22

Der teilweise oder komplette Verlust von Chromos@th war die haufigste in dieser
Untersuchung gefundene Aberration. 24 der 35 Maante (69%) zeigten diesen Befund.
Der Anteil der Zellen mit Verlust eines Signals ftinromosom 22 variierte zwischen 5,3%
(T5676) und 86% (T6125). Tabelle 7 gibt genaue Aun$k Uber den Anteil der 22q
deletierten Zellen je Fall. In Abbildung 4-4 isheialleinige Monosomie 22 in Metaphase zu
sehen. In Abbildung 4-5 und 4-6 sind Verluste v@qg 2nit und ohne 1p36 Verluste zu

sehen.

Tabelle 7: Deletionen von 22qter

Deletionen von 22q

100

90 A Anteil der Zellen mit & nicht signifikant

80 Deletion 22q (%) B 229-

o o %

60 A

50 -

40 -
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Fallnummer

Eine Deletion war durch das Erscheinen von einetenrdSignal der Sonde 22qter
gekennzeichnet (siehe Abbildung 4-4). In drei Fali@5676, T6198, T6201) wurde

aufgrund der Signalkonstellation von 4 Signalen 136 und 2 Signalen fur 22qter
ebenfalls von einer Deletion 22q bei einer evehtwerliegenden Tetraploidisierung

ausgegangen. Das noch nicht beschriebene Phanamesrdeppelten 1p Gewinns liel3 diese
Deutung zu. Der Fall T6198 zeigte bei rund 5% allellen sogar 8 Signale fir 1p36 und 4
Signale fur 22qter (Abbildung 4-11). Von einer Bgtioidisierung ist in diesem Fall sicher
auszugehen.

Fast alle Falle zeigten auch Klone mit jeweils V@&gnalen fur 22qter und 1p36. Dieses
Ereignis wurde als Zelle kurz vor der Teilung, naafiolgter Duplikation des Erbgutes
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gedeutet. In einigen wenigen Fallen war aber digalhder Zellen mit diesem Ereignis so
grof3, dass eine Tetraploidisierung denkbar wéare.Abiteile waren folgendermalf3en T5603:
7,7%, T5676: 11,9%, T5830: 5,2%, T5902: 22,7%, B6RL9%, T6284: 8,8%. Mit der
eingesetzten Sondenkombination konnte aber diafletdisierung nicht bewiesen werden.
Fall T5676 zeigte bei 8,4% aller Zellen 3 Signale £2qter und 2 Signale fir 1p36
(Abbildung 4-7). Diese Signalkombination lasst zvdeutungen zu. Entweder handelt es
sich um einen einfachen Zugewinn von 22q oder ura €etraploidisierung mit zweifacher
Deletion von 1p und einfachem Verlust von 22q. Balkanderer Klon auf die Deletion von
1p hindeutete, durfte es sich hierbei um einen @ewbn 22q handeln. In diesem Tumor
war ein zweiter Klon detektierbar, der vier 1p3@+&ile und zwei 22qter-Signale zeigte.

Hier ist von einer Tetraploidisierung mit doppel@2y Verlust auszugehen.

4.3.1.2 Vergleich der Ergebnisse bezuglich Chromosom 22

Acht Falle wurden sowohl mit der 1p36 und 22qtend&mkombination als auch mit der
22911.2 und 22qgter Sondenkombination untersuché Bigebnisse sind in Tabelle 8
dargestellt.

Tabelle 8:

Untersuchung von Chromosom 22 mit zwei verschiedene&sondenkombinationen

Fall- Deletion von 22qter Deletion von 22g11.2 und 22qter
Nummer | (Sondenkombination 1p36+22qter) (DiGeorge Sondenkombination)

T6119 58% 51%

T6125 84% 80%

T6132 19% 1%

T6133 49% 20%

T6153 78% 62%

T6176 24% 35%

T6184 1% 2%

T6192 4% 16%

Bei der Sondenkombination 22q11.2 und 22qter trBigetionen nur gemeinsam auf.

Der Vergleich der Ergebnisse beider Sondenkomiginati zeigt in sechs der acht Falle eine
Ubereinstimmung. Bei diesen Fallen ist auch dez@&wtanteil der Zellen mit einer Deletion
229 meistens sehr ahnlich. Bei Fall T6132 konnie kéerlust von 22 mit der DiGeorge
Sonde detektiert werden, obwohl die andere Sondehkwtion und die konventionelle
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Karyotypisierung eine Deletion detektierte. Bei Mwgeom T6192 verhalt es sich
umgekehrt, dort konnte mit der DiGeorge Sonde €rketion detektiert werden, die aber
nicht mit der anderen Sondenkombination oder derydtgpisierung festgestellt werden
konnte. Dieser Klon mit Verlust von 22q ist mit 16%r kleinste, der von der DiGeorge-
Sonde festgestellte wurde. In den Abbildungen 48 4-3 sind zwei mit der DiGeorge-

Sonde markierte Metaphasen zu sehen.

Abbildung 4-2 und 4-3:
Meningeom T6133: DiGeorge-Sonde: rotes Signal 2Z21tlines Signal 22qter

Links unauffalliger Befund an Interphase und MetmgehZellkern: jeweils zwei Signale fur
beide Sonden

Rechts Monosomie 22: nur ein Signal beider Sonden

In beiden Metaphasen ist die korrekte Lage der biGeSonde am Chromosom 22 zu
erkennen. Die grine 22gter Telomersonde distal @amgen Arm und die 22q11.2 dicht

daneben weiter proximal.
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Abbildung 4-4:

Meningeom T6133: 1p36 und 22gter Sonde:
Grun: 1p36; Rot: 22qter

Links: Deletion 22q bei Signalverdopplung
kurz vor Zellteilung

Rechts: Metaphase mit Deletion von 22q

Abbildung 4-5: T6022 Abbildung 4-6: T6325

Abbildung 4-7: T5676
Links unten und rechts
oben:

Zwei 1p36  Signale
(gran),

drei 22qgter Signale (rot)




Abbildung 4-8:
T5676

Zellkern mit vier 1p36
Signalen (grin) und
zwei 22qter Signale
(rot) im Kern und
zwei abgeschnurte
Vesikel mit jeweils
einem 22qter Signal
(rot)

4.3.1.3 Veradnderungen von Chromosom 1

Tabelle 8: Anteil der Zellen mit Deletionen 1p36:

Deletionen von 1p

x 10

B 1p-
BWHO

%-Anteil der Zellen
OFRPNWMOUION ©O©

T6192r e
T6137 Frmrr
T6284 |
T5830 Frmmree
T6263
T6132 preeee
T6235
T5726r
T6198r
T6325r E
T6277 E
T6201
T5676r ko
T5603 =
T5952 frr
T5737r b=
Te176r [EEE
T6022
T6268

Fallnummer

In 6 der 35 (17%) untersuchten Falle war ein Vertles kurzen Arms von Chromosom 1
festzustellen (siehe Tabelle 8). Dabei variierteAlgeil der Zellen mit 1p36 Signal-Verlust
zwischen 4,7% (T5884) und 81,6% (T6022). Genausde, lvei den Veranderungen von
Chromosom 22 beschrieben, konnte die angewendetdeSkombination bei Tetraploidie
und erfolgter doppelter Deletion von 1p und 22gt&en diese Deletionen nicht detektieren.

41

Wie aber spater im Abschnitt Uber den Vergleich veisH und Karyotypisierung

beschrieben, war dies bei Meningeom T5676 der Fall.



42

Ein Zugewinn von je zwei 1p36 Signalen wurde béit&llen festgestellt. Dieser war aber
immer mit einem Zugewinn von zwei 22qter Signalemkiniert. Wie schon im Abschnitt

Uber die Veranderungen von Chromosom 22 erklarftadés sich hierbei um Zellen kurz
vor der Teilung handeln. Falls der Anteil dieserllede sehr grof3 war, ist auch an
Tetraploidie zu denken. Ein alleiniger Zugewinn vbp36 Material konnte somit in der

FISH bei keinem Meningeom entdeckt werden.

4.3.1.4 Kombination der Aberrationen

Die haufigste in dieser Untersuchung festgestelberration war der Verlust von 22q

(24/35: 69%). Die meisten Zellen mit Deletion va@g2varen hinsichtlich des Chromosoms
1 unauffallig. Der Verlust von 1p war dagegen fagsschliel3lich mit der Deletion von

22qter verbunden. Eine Ausnahme machte nur FalBZ5Bei welchem der Klon fur 229-

leicht unter der Vertrauensgrenze lag (4,3%). InKkryotypisierung zeigte sich aber auch
hier eine Deletion von 22g. Auch Fall T5676 mit deepbachteten Zugewinn von 22qter
Material zeigte viele Zellen mit Verlust von 22q.

4.3.1.5 Klonale Kombination der Aberrationen

Nur sieben Félle zeigten einen Klon, welcher urilliff war. Bei 20 Meningeomen konnten
zwei Klone unterschieden werden. Bis auf eins dibsingeome bestanden alle aus einem
unauffalligen und einem auffalligen Klon. Bei 14 maieser auffallige Klon durch eine
Deletion von 22q, bei drei durch eine Tetraploidimd bei jeweils einem durch eine
Deletion von 1p (T5884) und einer kombinierten Dele von 22q und 1p (T6176)
charakterisiert. Bei sieben Meningeomen konnten deeschiedene Klone unterschieden
werden. Vier davon beinhalteten einen Klon mit kawester Deletion 1p und 22gter und
einem unauffalligen Klon. Der dritte Klon war inailiFallen durch eine alleinige Deletion 1p
(T6022, T6268, T6277) und in einem Fall durch ealeinige Deletion 22q (T6325)
charakterisiert. Nur bei Fall T5676 waren vier Kdomnterscheidbar. Einer davon war
unauffallig, einer tetraploid, ein weiterer zeigtime kombinierte Deletion von 1p und 22q

und der vierte wies einen Zugewinn an 22q auf.
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4.3.2 Metaphase FISH

Es wurden insgesamt 200 Metaphasen mit den Sormuié und 22qter untersucht, die von
24 der 35 mit Interphase FISH untersuchten Meningestammen. Fir die Auswertung
standen in 7 Fallen 10-31 Metaphasen, in 9 Fall®Nsetaphasen und in 8 Féallen 1-4
Metaphasen pro Meningeom zur Verfiigung (siehe diadielle 9). 22 der 24 Falle zeigten
ausschlie3lich Signalkonstellationen, die signifileam Klonen der FISH-Untersuchung
entsprachen. Die Metaphasen zeigten folgende \Marian einen normalen

Chromosomensatz, eine Monosomie 22 (Abbildung 4e®)e zusétzliche Deletion von
Chromosom 1 (Abbildung 4-5 und 4-10) und eine Twtidisierung mit zweifacher

Deletion von Chromosom 22 (Abbildung 4-11). Trakakonen, Duplikationen oder kleine

Deletionen der untersuchten DNA Regionen konntehtriestgestellt werden.

In zwei Meningeomen (T5750 und T6249) zeigten siehen den aufgrund der Interphase-
FISH und Karyotypisierungs-Ergebnissen (siehe Ahlnt 4-19, 4-20) zu erwartenden
normalen Metaphasen auch auffallige Chromosomenbefu

Die FISH Sonden detektierten in einer MetaphaseMeningeom T5750 extrachromosomal
gelegene DNA der Region 22qter. (Abbildung 4-18).dleser Metaphase sind auf3erdem
zwei regular detektierte Chromosomen 22 zu erkenBemuss hier von einem Gewinn der
Region 22qter ausgegangen werden. In einer weitbtetaphase ist eine Fusion von
Chromosom 22 mit einem akrozentischen Chromosonode3 15, welche der D-Gruppe
zuzuordnen sind, zu beobachten. (Abbildung 4-13).

In einer weiteren Metaphase liegen zwei Doppelsaitypisches Signal-Bild bei vielen
Chromosomen: jeweils ein Signal an den vom Zentraaneammengehaltenen zwei DNA
Strangen) hintereinander an dem langen Arm vomei@aromosom 22 (Abbildung 4-14).
Dies deutet auf eine DNA Duplikation in dieser Reghin oder auf eine Fusion von zwei
Chromosomen 22 an den Telomeren ihres langen Amieanschlie3ender Deletion von

einem der beiden Chromosomen.
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Metaphase Fluoreszenz in situ Hybridisierung:

Abbildung 4-9: T6022 Abbildung 4-10: T6268
Abbildung 4-11: T6198 Abbildung 4-12: T5750
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Abbildung 4-13: T5750 Abbildung 4-14: T5750
Abbildung 4-15: T6249 Abbildung 4-16: T6249

Die Chromosomenpraparate von Fall T6249 zeigenvi Metaphasen Translokationen von
22gter Material auf andere Chromosomen. In einenil Bad zwei unaufféllige
Chromosomen 22 und ein drittes 22qgter Signal asémei Chromosom, das der F-Gruppe
zugeordnet werden konnte, zu erkennen. Es handblthgerbei entweder um Chromosom
19 oder 20 (Abbildung 4-15). Die andere Metaphasgtziur ein normales Chromosom 22
mit 22qgter Signal und ein anderes Chromosom mite22§ignalbindung am langen Arm in

der Nahe des Zentromers (Abbildung 4-16). Es isiveder von einer Translokation von
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22qter Material in einen Abschnitt eines ChromosaiesB-Gruppe - entweder Chromosom
4 oder 5 - auszugehen oder von der Entstehung Madserchromosoms durch komplexe

Translokation. Die Chromosomen 1 waren in beidenaplgasen ohne Verénderungen

vorhanden.
Tabelle 9:
Anzahl der mit FISH untersuchten Metaphasen von 24/eningeomen:
Ifd. Fall- Anzahl Ifd. Fall- Anzahl
Nr. Nummer Metaphasen Nr. Nummer Metaphasen
1 T 5603 5 13 T 6137 6
2 T 5676 4 14 T 6184 6
3 T 5737 10 15 T 6192 4
4 T 5750 31 16 T 6198 9
5 T 5830 1 17 T 6199 2
6 T 5884 16 18 T 6201 5
7 T 5952 2 19 T 6263 3
8 T 6022 9 20 T 6268 16
9 T6119 1 21 T 6277 20
10 T 6125 7 22 T 6249 16
11 T6132 2 23 T 6284 7
12 T 6133 9 24 T 6325 10
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4.4 Vergleich der Ergebnisse von Interphase- FISHu nd
konventioneller Karyotypisierung

34 der 35 mit der FISH untersuchten Meningeome mvamytogenetisch mittels
konventioneller Karyotypisierung voruntersucht. Dirgebnisse sind in Tabelle 10
dargestellt. Bei den 17 Fallen, die mit Hilfe der-B@&nderung eine Deletion des
Chromosoms 22 zeigten, konnte dies in 16 Fallerdenitinterphase FISH bestatigt werden.
Der nicht bestatigte Fall (T5884) wies zwar eindorkKmit Deletion 22q auf, mit einem
Anteil von 4,3% (Vertrauensbereich: 5,3%) war diesder etwas zu klein, um als
signifikant gelten zu kénnen.

Die konventionelle Karyotypisierung konnte in 7 |IE&l eine teilweise Deletion des kurzen
Arms des Chromosoms 1 detektieren. In finf diesdlestimmte dies mit der FISH Uberein
(T5603, T5884, T6022, T6268, T6325). In einem F&H676) war allerdings der ermittelte
Karyotyp ein tetraploider Chromosomensatz mit détep®eletion von Chromosom 22 und
doppelter Deletion von einem Teil von 1p. Dies hede dass in der FISH bei der
verwendeten Sondenkombination die Signalkombinatzerei Signale fir 1p36 und 2
Signale fur 22qgter ware. 68,6 % der Zellen diesesdrs zeigten diese Signalkombination.
Eine ,normale” Zelle zeigt aber die gleiche Komlioa an. Deswegen konnte von der
FISH Untersuchung diese Deletion nicht identifizierden. Der Fall T5737, der nach der
zytogenetischen Voruntersuchung eine fir eine elevon 1p typische Signalkombination
erwarten liel3, zeigte diese nur in 2,3% der Zellad war dadurch weit unter der von uns
festgesetzten Vertrauensgrenze von 4,5%.

Umgekehrt detektierte die FISH Untersuchung in sé¢llen eine Deletion von 22q, die mit
der G-Banderung nicht zu entdecken war (in der falend diese Félle fettgedruckt). Funf
dieser Falle zeigten in der konventionellen Karpiierung einen unauffalligen
Chromosomensatz (T5750 (siehe Abbildung 4-20), 259%138, T6235, T6263). Bei dem
sechsten Fall (T6176) konnten in der Karyotypisigrunur zwei schlecht identifizierbare
unvollstandige Metaphasen untersucht werden undnderung von den Chromosomen 22
deshalb nicht detektiert werden.

Bezlglich Chromosoms 1, konnte die FISH eine Datetion 1p bei einem Fall (T6277)
identifizieren, der nach der G-Banderung alleimeelranslokation zwischen Chromosom 1
und 4 zeigte (t(1; 4)(p21, g12)). Das entsprechekdeyogramm ist in Abbildung 4-17

dargestellt.
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Tabelle 10: Vergleich der Ergebnisse von InterphaséISH und Karyotypisierung

Nummer Alter WHO Karyotyp Z.G. 1p- 1p-&220- 22g-
T6184 74 1 46,XY[cp12] 0 0 0 0,5
T5902r 34 2 46,XX[cpl2] 0 09 09 13
T6192r 80 2 46XX [cpl7] 0 12 21 17
T6218 76 1 46,XY[cp12] 0 09 0 2,3
T6265 70 1 46XY [cpl]] 0 2 0 2,4
T6201 38 3 46XX[cpl5] 0 13 0 2,7
T6284 60 2 46,XX,2inv(2)(p21021) [cp14]; 46,XX [cp4] 0 62 0 31
T6112 44 1 46,XX[cpT] 0 1 0 4,3
T5603 65 3 46XX[14] 0 0 0,4 55
T5952 69 3 46XX[9] 0 04 35 7
T6138 56 1 46XY[cpl3] 0 14 0 8,6
T5750r 60 1 46,XX[15] 0 1 05 127
T6263 69 2 46XY[cps] 0 0 0 148
T6235 72 2 46XX[cps] 0 13 0 407
T6249 46 1 46,XY [cp9], 45,XY,-22 [cp8] 1 05 15 109
T6204 56 1 45XX,-22 [cp 13] 1 0 05 265
T5726r 35 2 45XX-22[9] 1 04 22 454
T6133 68 1 45XX,-22 [15] 1 05 09 491
T6119 42 1 45XX,-22 [15] 1 0 12 575
T6125 71 1 45XX, -22 [cp16] 1 0 37 836
T6198r 57 2 45XX,-22 [cp12] 1 04 04 86
T6277 49 2 43 XY,-1,-4,+(1;4)(p21;912),-5,-16,-19/@)(p11),+mar [cp24] 2 83 713 2,3
T5830 69 2 43X, -X,-14,-22 2 0 05 9
T6132 46 2 44XX,-18,-22 [cp7]; 44,XX,-20,-22 [cpdB,XX,-18,-20,-22[cp2] 2 21 0 188
T6199 76 1 43X,-X,-14,-22 [cp5]; 83-90,cx [cp3] 2 23 50, 333
T6153 49 1 47XY,+17,4+20,-22 [cp12)] 2 0 14 783
T6268 39 3 43XXdel(1)(p21),(9;10)(q21,q26),-10,-22, [cp16] 3 97 709 26
T6176r 52 3 46,XX [cp 2J; 39-47,XX,2del(1)(p12) [cp2]] 3 1 239 29
T5884r 57 1 40XY,-1,-1,der(1) t(1;1) (p36;921), -104-16,-18,-22 [cp13] 3 47 04 43
T6022 85 3 40,XX,del(1)(p21),der(4)(p),-6,-10,-14,-24,-22 [cp16] 3 145 671 44
T5676r 61 3 72-81[4n], XX, cx, del(1) (p21)*2, 2t(2@)13;p21)*2,-22*2 [cp15] 3 0 0 53
T5737r 46 3 42XY, del(1)(p21),-6, -14, -18, -22 [10] 31,3 08 121
T6325r 59 2 42.XY, del(1)(p32),-6, -10, -18, -22 [cp7] 3 04 316 232
T6137 67 2 58XX, +3,+4,45+9,+12,+13,+14,+15 +17 +28,+21 [cp12] 4 0 0 17
16245 74 1 ¢ * 09 1,3 2,2

r: Tumor ist ein Rezidiv;

Z.G.: Zytogenetische Gruppe;

1p-: Klon mit alleiniger Deletion von 1p36;

1p-&220-: Klon mit kombinierter Deletion von 1p8@d 22qter;
22Q-: Klon mit alleiniger Deletion 22qter;
unterstrichene Zahlen: Deletionen bei Tetraploidie.
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4.5 Vergleich der genetischen Ergebnisse mit

histologischen und klinischen Parametern

4.5.1 Nachbeobachtungszeitraum und Auftreten von Re  zidiven

Der durchschnittliche Nachbeobachtungszeitraunudtgrsuchten Meningeome betrug 28,3
Monate und variierte zwischen 0 Monaten (8 Falle) @7 Monaten. Innerhalb dieser Zeit
rezidivierten sieben Meningeome. Die durchschoh#i Zeitdauer bis zum Rezidiv betrug
25 Monate und variierte zwischen 4 und 53 Monaseghg Tabelle 6).

4.5.2 Korrelation zwischen Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1

und Rezidiv

Funf der acht Meningeome (62,5%) mit detektierteerl¥st von 1p waren Rezidivtumore.

Damit hatten 50% der Rezidivtumore einen 1p VerlWsin den 25 nicht Rezidiven zeigten

nur 3 (12%) einen Verlust von 1p. Damit waren 1plid&e bei Rezidiven mehr als viermal

so haufig.

Funf der acht Meningeome (62,5%) mit detektierteerl¥st von 1p rezidivierten nach

Tumorextirpation. Bei insgesamt 7 rezidivierenden envigeomen in unserem

Nachbeobachtungszeitraum nach Operation (siehell&aehatten somit 71,4% einen 1p

Verlust. 2 weitere Meningeome mit 1p Verlust wuraecht weiter beobachtet, somit zeigte
nur Tumor T6325 einen 1p Verlust ohne innerhalblsdesdNachbeobachtungszeitraum von
25 Monaten zu rezidivieren. Es kann deshalb vorrestarken Korrelation zwischen 1p

Verlust und Rezidivneigung ausgegangen werden.

4.5.3 Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 im Ve rgleich zum
WHO-Grad

3% der WHO |, 17% der WHO 1l und 38% der WHO Il Megeome zeigten in der FISH

einen Verlust von 1p. In der Karyotypisierung sesdfolgende Zahlen: 3% bei WHO I; 13%
bei WHO Il und 63% bei WHO Il Meningeomen. Es lger eine starke Korrelation

zwischen dem Verlust von 1p und hoheren WHO Gradenunehmen. Die starkste
Korrelation bietet die Kombination beider Untersucbsergebnisse: 3% der WHO 1, 17%
der WHO Il und 63% der WHO Il klassifizierten Félteigen dort den Verlust von 1p.
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4.5.4 Korrelation zwischen Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1

und Lokalisation

Vier der Meningeome mit Deletion 1p waren Konvetsitdeningeome, drei waren
Parasagitalemeningeome und ein Tumor auf dem Tiantdokalisiert. Alle drei Regionen
konnen der Gehirnoberflache zugeordnet werden. Beézhs Meningeome dieser
Untersuchung, die in der Schadelbasis (4 Falley dden Spinalkanal (2 Félle) lokalisiert
waren, zeigten keinen Verlust von 1p. Dies deuseaufhin, dass Verluste des kurzen Arms

von Chromosom 1 vor allem in der GrofRhirn-Konvexdéftreten.

4.5.5 Verlust des langen Arms von Chromosom 22 im V  ergleich zu
Rezidiv, WHO-Grad und Lokalisation

67% der WHO | und Il sowie 75% der WHO Il Meningee zeigten einen Verlust von
22g. Angesichts der relativ kleinen Fallzahl schelieser Unterschied nicht signifikant.
Auch hinsichtlich der Rezidive und der Lokalisatikannte keine Korrelation beobachtet
werden. Es fiel auf, dass bei den funf Deletionemm \22q, die mit der normalen
Karyotypisierung nicht gefunden wurden, zwei Memiogie nach vollstéandiger Extirpation
rezidivierten. Dieser von der Karyotypisierung utlgeckte, aber mit der FISH identifizierte
Verlust von 229 konnte ein Marker fur falsch negatErgebnisse in der Karyotypisierung

sein.

4.5.6 Statistische Auswertung der Korrelationen

Die in dieser Arbeit untersuchten Meningeome entistan einem sehr grof3en
Tumorkollektiv (661 Meningeome), welches bereits iDetail statistisch beziglich

Rezidivrate, Lokalisation und genetischer Verandgr(Karyotypisierung) durch das Max
Planck Institut fur Informatik in Saarbricken (Qorg Rahnenfiihrer) untersucht wurde
[Ketter, 2007]. Eine erneute statistische Auswegtutier hier untersuchten, deutlich
kleineren Teilmenge (35 Meningeomen) erschien diesfiaht sinnvoll. Es werden daher im
Folgenden die statistischen Ergebnisse des obeangem Ubergeordneten Kollektivs
angegeben [siehe Ketter, 2007]:

Der durchschnittliche Nachbeobachtungszeitraumubge#0,3 Monate. Bei 53 der 661
Meningeome (8%) zeigte sich ein Rezidiv.

33,3% (15/45) aller Meningeome mit 1p Verlust un%h §38/616) ohne 1p Verlust

rezidivierten. Das Auftreten eines Rezidivs warnbéferlust von 1p signifikant haufiger

(p<10°).
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Der 1p Verlust bei WHO 1Il Meningeomen war hochrsiiant (p<10'). 57% (8/14) aller
WHO Il und 3% (14/465) aller WHO | Meningeome Zeig einen 1p Verlust.

Es bestand eine hoch signifikante Korrelation zinescder Lokalisation der Meningeome
und dem Verlust von 1p (p<fp 2% (1/42) der Spinalen-, 4% (11/278) der ScHaaké-
und 12% (30/251) der Konvexitats- Meningeome zeigiaen 1p Verlust.

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischeamd Verlust des langen Arms von

Chromosom 22 und der Rezidivwahrscheinlichkeit (68Dnachgewiesen werden.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Konventionelle Karyotypisierung

Die konventionelle Karyotypisierung mit Hilfe der-B&nderung bietet einen guten
Uberblick tiber das gesamte Genom. Bei der hierngjaféihrten Untersuchung kénnen mit
einer Auflosung von ungeféahr 400 bphg (Banden papldides Genom) Deletionen,
Gewinne und Translokationen bis zu einer Gro3e 1@rMbp (Millionenbasenpaare) im
gesamten Erbgut erkannt werden. Mit dieser Techaik. der Vorgangertechnik wurden
einst die ersten Chromosomenanomalien entdeckt idedtifiziert, auch die haufigste
Chromosomenveranderung von Meningeomen, die Moniesd[Zang, 1967].
Voraussetzung fur diese Technik ist jedoch, dassTdenor zunachst in vitro anwachsen
muss, um ausreichend viele teilungsfahige Zellenlan Metaphase abfangen zu kénnen.
Hierbei ergeben sich zwei erhebliche Nachteile. &inen kdnnen nur vitale Tumorzellen
untersucht werden, dies kann aber in einigen Fa@parationstechnisch oder durch eine zu
lange Zeitspanne von Tumorextirpation bis zur Ammtpugnmaoglich sein.

Der zweite Nachteil ergibt sich aus den in vitro zAohtbedingungen, die nicht den
Wachstumsbedingungen des Tumors in vivo entspreclhatektion von bestimmten
Zellklonen, auch von nicht Tumorgewebe, kann dig&sein. Dabei kann der unter den
kunstlichen Bedingungen herrschende Selektionsgdsmkohl zur Unterdrickung, als auch
zum bevorzugten Wachstum gewisser Klone fuhren. delines sich nicht um
Tumorgewebe, kann dies zum Teil durch das andeseartAussehen und
Wachstumsverhalten dieser Zellen in der Zellkulterkannt werden. Gerade bei
Meningeomen werden aber haufig die im Tumorpréapardt auftretenden Fibroblasten
angezuchtet, die in vitro von vielen Meningeomzédia nicht unterschieden werden kénnen
Dieses Phanomen haben wir unter anderem in Zalikkubieim Prostata-Carcinom
nachgewiesen [Ketter, 1996]. Mark et al. konnterhosc 1974 eine Zunahme an
unauffalligen Karyotypen nach langerer Anzuchtfegtstellen. Kurze Anzuchtzeiten bei
mdglichst idealen Bedingungen sollen das Uberwackise Tumorzellen von Fibroblasten
verhindern und die Selektion von einzelnen Zellklorverringern. Diese Problematik kann
aber dennoch nicht ausgeschlossen werden, da desrTeine gewisse Zeit bei kinstlichen

Bedingungen wachsen muss.
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Wachst ein Tumor unter in vitro Bedingungen, teitth aber nicht bzw. teilt sich nicht zum
Untersuchungszeitpunkt, gehen diese Zellen audtt malen Befund ein.

Neben den obligaten Problemen der Anzucht hat diB&hderungsanalyse ein begrenztes
Auflosungsvermoégen, das wie oben beschrieben, bsa €0 Mbp liegt. Kleinere
Aberrationen konnen nicht entdeckt werden.

5.1.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung an Zellen aus der Zellzucht

Die FISH Technik kann bei bestimmter FragestelldiegG-Banderung ersetzen und bietet
dabei im Vergleich zur klassischen Zytogenetik eReihe von Vorteilen. So ist eine
Anzucht des zu untersuchenden Materials bei deHFW&ht nétig und das Ergebnis
deswegen schneller verfigbar. Es kdnnen weit metielZ als in der konventionellen
Karyotypisierung untersucht werden. Die FISH kanochaam Gewebeschnitt durchgefiihrt
werden und so Genetik, Histologie und Molekulargi¢ direkt miteinander verglichen
werden.

Bisher wurden haufig die Metaphasenzytogenetik Untersuchungen an Nativmaterial,
wie z.B. FISH an Ausstrichen oder Gewebeschnittateinander verglichen. Es ist bekannt,
dass mit der konventionellen Karyotypisierung inriilgeomen weniger Aberrationen zu
finden sind als mit Untersuchungen an Nativmatddaing, 2001]. Deshalb sollte mit der
hier durchgefiihrten FISH, die ebenfalls an Zellzueréparaten durchgefuhrt wurde, unter
anderem geklart werden, ob die beschriebenen Fneblger Zellzucht zu der Differenz
dieser Untersuchungsdaten fuhren oder andere msthedProbleme der konventionellen
Karyotypisierung dafir verantwortlich sind. Die wartete Problematik wurde hierbei
besonders in folgenden Aspekten gesucht.

Mogliche genetisch veranderte Zellklone, die mit @GeBanderung nicht erfasst wurden,
konnen mit der sensitiveren FISH nachgewiesen werdsvei Grinde kénnen hierbei
unterschieden werden:

Zellklone, die aufgrund ihrer geringen Teilungshgkeit in vitro Uberhaupt keine
Metaphasen bilden oder zum Zeitpunkt des Aberrdend/itosen eben selbst keine Mitosen
gebildet haben, kdnnen von der Metaphasenzytodgenatht untersucht werden. In der
Praxis zeigen sich nach ungefahr ein bis zwei Wiochazucht Mitosen. Dabei ist es
denkbar, dass ein Zellklon nach einer Woche Mitdsktet, ein anderer nach zwei Wochen
und ein dritter permanent Mitosen ausbildet. Jehn&lserntezeitpunkt verandert sich hier
der Befund. Die Interphase-FISH ist vom AuftreteonvMetaphasen unabhangig und

spendet Daten auch tber oben genannte Zellen.
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Der zweite Grund, dass gewisse Zellen nicht inUiersuchung der Banderungsanalyse
eingehen, kann deren zu geringe KlongroRe sein.eBa@s moglich ist, werden bei der
konventionellen Karyotypisierung 15 Zellen (Metapd@) untersucht, z. T. kdnnen aber
auch nur deutlich weniger Metaphasen untersuchtleverin der Interphase FISH sind es
hingegen mindestens 200 Zellen und das AufspumEndd Klone damit leichter mdglich.
Geht man davon aus, dass die wirklichen Tumorzedlegeziichtet wurden, besteht aber
dennoch die Mdglichkeit, dass wegen des relatiingen Auflosungsvermégens der G-
Banderungsanalyse von 10 Mbp Kkleine Aberrationenumnauffélligen, aber auch in
auffalligen Chromosomendarstellungen nicht entdeaittden. Diese kleinen Aberrationen
konnen aber, soweit sie im Bereich der verwendéit$H-Sonden liegen, von diesen
aufgespurt werden. Die FISH-Sonden dieser Untersugltinaben eine Grof3e von rund 200
Kbp (Tausendbasenpaare). Sind die Veranderungendialjs noch kleiner, kbnnen auch mit
der FISH diese nicht dargestellt werden.

Neben den beschriebenen Vorteilen der FISH ergsldnauch einige Nachteile. Es liegt
auf der Hand, dass letztlich nur sehr kleine Regionntersucht werden kénnen. Wenn
ganze oder zumindest grof3e Teile von Chromosomsearee gehen oder hinzugewonnen
werden, kann bei entsprechender Sondenwahl einea@jasiiber den Karyotyp gemacht
werden. Wichtige Details (Wo liegen die Bruchpurkidandelt es sich nur um kleine
Aberrationen?) koénnen nur geklart werden, wenn 8Sanden in den entsprechenden
Grenzregionen eingesetzt werden. Da es aber davilmetschaubar viele gibt, kann nur ein
vermutetes Ereignis exakt mit der FISH nachgewiagerden. Alle anderen Aberrationen
kénnen in ihrem Ausmald nur abgeschatzt werden.

Ein anderer Nachteil der FISH ist die mogliche kehfpretation von Ergebnissen.

Werden bei der Hybridisierung und beim anschlieBanwaschen zu niedrig stringente
Bedingungen gewahlt, konnen Sonden fehl binden sadfalschlicherweise Gewinne
festgestellt werden. Umgekehrt kann z. B. durclhange Verdauzeiten bei der Vorbereitung
der Praparate DNA verloren gehen und so Verlustiekdert werden, die keine im
eigentlichen Sinne sind. Das gleiche gilt fur felde Signale in Folge von mangelhaften
Hybridisierungen [Hopman, 1988]. Eine dritte Mogkeit der Fehlinterpretation bilden
Splitsignale. Dies sind Signale, die sich im Zdlikenicht als klar abgegrenzter Punkt
darstellen, sondern z. B. aus zwei kleinen nebaneier liegenden Punkten bestehen, aber
einem Signalpunkt entsprechen. Um dennoch koriekgebnisse mit der FISH zu erzielen,
werden Kontrollhybridisierungen angefertigt, ausdéz und nach deren Ergebnissen
Vertrauensgrenzen festgelegt. In dieser Untersughuarden Lymphozytenpraparate als

Kontrolle angewendet. Diese Zellen entsprechen zmiaht direkt der Hirnhaut, die
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Morphologie der Zellen unterscheidet sich aber thad sehr von denen der Meningeom
Metaphasenpraparate, da beide ahnliche Praparstioitte hinter sich haben. Zum anderen
kann an den Metaphasen der Lymphozyten die korrBktdung der Sonden Uberprift
werden.

Bei den Lymphozytenpréparaten zeigten die Sonde@Hhigomosom 22 und fir Chromosom
1 nicht immer jeweils zwei Signale, wie es die Giéneermuten lasst. So wurden vereinzelt
bei der Sondenkombination 1p36 und 22qter VerldsteSignale beobachtet. Bei der Sonde
22qter lag dieser Anteil zwischen 0,9 und 3,4 % dee Sonde 1p36 zwischen 1,3 und 1,9%.
Dies kdnnte an einer zu langen Verdauzeit liegemchd die DNA verloren gegangen ist.
Eine zu geringe Verdauzeit kénnte dagegen in Hialkeh dazu fihren, dass nicht gentigend
Sonde an die Ziel-DNA vordringen konnte. Zu hoatingente Bedingungen kénnen auch
nicht ausgeschlossen werden, obwohl in den 30 sutbten Metaphasen alle Signale
korrekt hybridisiert waren. Nur in jeweils ein lagvei Kernen pro Fall (also zwischen 0,5
und 1%) konnten mehr als zwei Signale detektierdes. Eine Fehlinterpretation kénnten
hier die oben beschriebenen Splitsignale zulad3enWerte sprechen aber letztendlich fur
ein sehr gutes Hybridisierungsniveau mit sehr digehier Signalbindung.

Im Fall der DiGeorge Sonde gab es eine etwas ged¥anzahl an Zellen, die
falschlicherweise zu viele oder zu wenige Signa&igten. Ein groRes Problem hierbei war
das sehr haufige Auftreten von Splitsignalen. Sonki zu viel gezahlte Signale auf das
Nichterkennen von Splitsignalen sowie fehlende 8gmauf die Fehlinterpretation von zwei
unabhangigen Signalen als ein zusammengehotrendigsgBpl zurtickzufihren sein. Des
Weiteren fallt auf, dass der Verlust von Signalender Sonde fur 22qgter mit 3,9% etwas
haufiger war, als bei der Sonde fir 22911.2 mitR,Dies konnte an der schwécheren
Signalintensitat des griinen Farbstoffs der 22qterd8 in der DiGeorge Sondenmischung
liegen. In seltenen Fallen kbnnte ein Signal dutak DAPI Hintergrundsignal tbersehen
worden sein.

Das Hybridisierungsniveau kann aber auch hier mig€lgut bezeichnet werden.

Mit den verwendeten Vertrauensgrenzen, die unt24® beschrieben sind, kann davon
ausgegangen werden, dass die entdeckten AbernatiomeZellklonen der Realitat
entsprechen und besonders bei der 1p36 und 22dgiedeSkombination nur Klone

Ubersehen worden sein kdnnten, die eine GroRehatibeder Vertrauensgrenze aufweisen.
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5.1.3 Metaphasen Fluoreszenz in situ Hybridisierung an Meningeomen

Um insbesondere die Erforschung der Regionen 1p8622qter noch weiter zu vertiefen,
wurde die Interphase FISH im Grofiteil der Félle det Metaphasen FISH erganzt. Die
Metaphasen FISH wird relativ selten eingesetztsidawie die G-Banderungsanalyse, das
Anzichten der Tumorzellen und die Praparation vagtaghasen voraussetzt. Aul3erdem
bietet sie, bezogen auf das ganze Genom, ein gestzhlechteres Auflosungsvermogen als
die konventionelle Karyotypisierung. Dies liegt zuminen an dem schlechteren
Auflésungsvermégen der DAPI-Banderung und zum ardean der Verschlechterung der
Chromosomenqualitat durch die fur die FISH benéhgReagenzien. Besonders das Pepsin
bei der Permeabilisierung und das Formamid beDagraturierung und der Hybridisierung
setzen den praparierten Chromosomen zu.

Dennoch bietet die Metaphasen FISH einmalige Uatirengsmoglichkeiten. Mit ihr
kénnen nicht nur numerische, sondern auch struktukéeranderungen der untersuchten
DNA Regionen festgestellt werden. Translokationen kleinen DNA Abschnitten, die mit
der G-Banderung nicht erkennbar sind, kénnen genaieskleine Deletionen oder Gewinne
sichtbar gemacht werden. Keine andere Untersuchang im Bereich der eingesetzten
Sonden mit gleichem Auflésungsvermégen (bis zu RBP) Translokationen darstellen.
Zwar ist es auch moglich, mit SKY oder M-FISH kleifiranslokationen festzustellen, das
Auflésungsvermdogen liegt aber hier bei ungefahriidpNGchrock, 1996]. Aul3erdem kdnnen
damit Duplikationen, Deletionen, Inversionen [Uhrig997] sowie Translokationen
innerhalb eines Chromosoms gar nicht dargestelitleve Zudem werden auch fir SKY und
M-FISH Metaphasenpraparate benotigt und der Aufwetdnoch grof3er als fiur die
Metaphasen FISH. Ein Uberblick iiber das gesamteo@erbesonders in Bezug auf
Translokationen, gibt aber auch diesen Untersucdmethoden ihr Einsatzgebiet.

Wie bei der Interphasen FISH wird eine Kontrollendiggt, um sicher zu gehen, dass nur
spezifisch gebundene Signale ausgewertet werdezu @arden in dieser Arbeit die schon
oben erwahnten Lymphozytenpraparate herangezogemgefahr 30 Metaphasen konnte in
jedem Fall die korrekte Hybridisierung der Sondestdestellt werden. Unspezifische
Bindungen konnten in keinem Fall festgestellt warddeshalb wurde in dieser
Untersuchung das Auffinden von Sonden-typischem&en immer als das Auffinden der

gesuchten komplementaren Basensequenz gewertet.
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5.1.4 Einfrieren und Auftauen von vitalen Meningeom  zellen

Bei zehn der hier untersuchten Meningeome wurdedi@iHerstellung der Interphasen und
Metaphasen FISH die bendtigten Préaparate aus eimgeén Zellen verwendet. Die Zellen
waren zuvor flir die konventionelle Karyotypisieruaggezichtet worden und fir spatere
Untersuchungen eingefroren worden. Diese Methoadgetbidie Moglichkeit, auch zu
spateren Zeitpunkten noch frische Metaphasenprtigareufertigen. Durch das Einfrieren
und Auftauen verlangert sich aber die Anzuchtzei einige Tage und die oben
beschriebene Gefahr der Zellzuchtartefakte vergtéfieh dementsprechend. Auch das flr
dieses Verfahren bendtigte Frostschutzmittel farZillen konnte Artefakte ausldosen. In der
Einfrier- und Auftau-Praxis der humangenetischemrmateellkultivierung in Homburg
konnten aber bisher keine groR3eren Artefakte isatieZellen im Vergleich zu denselben vor
dem Einfrieren festgestellt werden. Fehlen dort éei genetischen Untersuchung von
Tumoren noch Metaphasen fur den Befund, werdene&ioigne Zellen wieder aufgetaut,
angezuichtet und Metaphasen prépariert. Die davergeenen Ergebnisse befinden sich im

Einklang mit den Ergebnissen der zuvor nicht eirggehen Zellen.
5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Untersuchtes Tumorgewebe

In dieser Arbeit wurden sowohl Tumorproben untensudie unselektiert aus laufenden
Fallen der genetischen Tumorzellzucht in Hombutg@mmen wurden als auch Proben, die
speziell ausgewdahlt wurden. Bei den selektierteler&sollten zum einen WHO |11, lli
und/oder rezidivierende Meningeome mit unauffaiigeytogenetischen Befund nach
unentdeckten genetischen Veradnderungen untersuehdew, zum anderen sollten bei
Meningeomen mit 1p Verlusten speziell die Regiodg36 und 22gter numerisch und
strukturell begutachtet werden. Deshalb ist dereAnvon WHO II, lll und Rezidiv
Meningeomen hoher als in der Literatur angegeben Abteil der Meningeome, nach WHO
Grad sortiert, lag bei dieser Untersuchung bei 432%VHO 1, bei 34% fur WHO Il und bei
23% fur WHO llI. In der Literatur wird der Anteiledd WHO | Meningeome mit 80- 90%, fur
WHO II mit 5-15% und far WHO I1ll mit 1-3% angegebgPerry, 1997; Louis, 2000]. Der
Anteil an Rezidivtumoren ist mit rund 29% deutlibibher als die sonst beschriebenen
ca.10% [Mirimanoff, 1985; Ketter, 2001]. Auch dasuftketen von Rezidiven nach
vollstdndiger Meningeom Resektion der hier untdmserc Félle ist mit 20% (7/35) trotz des
relativ kurzen Nachbeobachtungszeitraums von 288dwen relativ hoch. Dagegen ist in
dieser Arbeit der 60%ige Anteil an auffalligen Megeomen in der konventionellen
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Karyotypisierung mit den Werten anderer unseletdretUntersuchungen an Metaphasen
vergleichbar [Ketter, 2001].

5.2.2 Interpretation der FISH-Signale

Da eine FISH Untersuchung, insbesondere wenn m& $onde pro Chromosom benutzt
wird, nicht immer eindeutig ist, wird im folgendeAbschnitt die Deutung der

Signalkombinationen diskutiert.

5.2.2.1 Sonde 22qter

In dieser Untersuchung wurden in 21 Fallen nur&dgnal fur die Region 22qgter gefunden.
Diese Falle wurden als einfache Deletion von 22ujttarpretiert. In drei Féallen wurde die
Signalkonstellation 4 Signale fur 1p36 und 2 Sigrér 22qter gefunden. Da ein doppelter
Zugewinn von 1p bisher nur in Zusammenhang vonapétrdisierungen beschrieben wurde
[Mitelman, 2007], kann ein alleiniger doppelter Gemvan 1p36 Signalen mit an Sicherheit
grenzender Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen welfegen des relativen Verlusts von
2209 Material werden diese Falle mit zu den Deletiomon 22qter gezahlt. Die Zahl der 35
untersuchten Meningeome mit Deletion von 22qterdgetdemnach 24.

Die Signalkonstellation von Fall T5676 zeigt dregr&le fir 22qgter und 2 Signale fur 1p36.
Da in diesem Fall kein Klon auftrat, der auf einglé®ion von 1p36 hindeuten kénnte, wurde
dieses Ereignis als ein einfacher Gewinn von 22qidr unauffalligen Signalen fur 1p
gewertet. FISH Untersuchungen, die das relativeseltEreignis von 22q Gewinnen
beschreiben, unterstitzen diese Annahme [Pfist20€d; Prowald, 2004].

Ob es sich bei den Deletionen von 22qter um konglgerluste des Chromosoms 22
handelte oder nur um Deletionen des langen Armes gdr Mikrodeletionen, konnte mit
der Interphase FISH allein nicht erklart werderei@ies qilt fir den entdeckten Gewinn von

22qter Material.

5.2.2.2 Sonde 1p36

Funf Falle zeigten Klone mit je einem Signal fuB&pDiese Falle wurden alle, unabhangig
von der Signalkonstellation der 22qter Sonde, adefion 1p36 gedeutet. In einem Fall
(T5884) wurden vier Signale fur 22qter und 2 Signidir 1p36 detektiert. Hier wurde ein

1p36 Verlust bei einer Zelle kurz vor der Teilungganommen. Da aber so gut wie keine
Klone mit nur einem Signal fur 1p36 gefunden wurdsshien eine Deletion von 1p36 mit

anschlielender Tetraploidisierung als noch wahistbtieer. Die konventionelle

Karyotypisierung bestétigte die Deletion von 1lpeiTetraploidisierung konnte dort nicht
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gefunden werden. Insofern ist es wahrscheinlichssdaviele Zellen durch die
Colcemidbehandlung kurz vor der Teilung fixiert wen und sich deshalb der Anschein
einer Tetraploidisierung bot. Auch bei der Erkerqqwon 1p36 Verlusten konnte aus den
Interphase FISH Ergebnissen nicht geschlossen wendevie weit noch mehr Material von
Chromosom 1 deletiert war.

Auch eine mdgliche Tetraploidisierung einer Zellg gemeinsamer Deletion von 22q und
1p kann mit dieser Interphase FISH Untersuchungtréckannt werden. Dieses Ereignis
scheint aber nach den Ergebnissen der konventmnddbaryotypisierung zumindest bei
einem Fall (T5676) in dieser Arbeit aufgetretersein.

5.2.2.3 DiGeorge Sonde 22q11.2 und 22qter

Sechs der acht mit der DiGeorge Sonde untersudhierore zeigten einen Verlust beider in
der Sondenkombination enthaltenen Sonden. In aliesen Fallen wurde deshalb ein
kompletter Verlust des langen Arms von Chromosondigfal von 22g11.2 angenommen.
Ob das Chromosom proximal von 22g11.2 ebenfallst@éet war, kann auch hier nicht mit

den vorliegenden FISH Daten geklart werden.

5.3 Genetische Veranderungen bei Meningeomen

Meningeome gehdren zu den am besten genetischsualéen soliden Tumoren. Schon
1967 wurde die spater als Monosomie 22 identifizieh&ufigste und fir Meningeome
charakteristische chromosomale Veradnderung entdgettg und Singer, 1967; Zankl,
1972]. Rund die Halfte aller Meningeome zeigen @i®&eranderung [Dumanski, 1987,
Lekanne-Deprez, 1995; Ketter, 2001; Zang, 2001hdban gibt es weitere Aberrationen,
die fast ausschlief3lich in Kombination mit einedd®n von 22q einhergehen [Zang, 2001].
Als die haufigste gilt hierbei der Verlust des kemzArms von Chromosom 1 [Rey, 1988;
Bello, 1994; Henn und Urbschat, 1998; Cerda-NigoRB00, Ketter, 2001; Zang, 2001,
Sayagues, 2002]. Dieses Ereignis wird zudem méreanhohten Progression und schlechter
Prognose verbunden [Mduller, 1999; Weber, 1997;BlB94; Steudel, 1996; Zang, 2001;
Ketter, 2001; Ketter, 2007]. Da noch viele Fragemezug auf diese beiden Verdnderungen
offen sind, wurde diese Arbeit durchgefiihrt. Besyed Interesse wurde dabei auf
zytogenetisch unauffallige, aber zum Teil dennodgpessive Tumore gelegt. Die Tatsache,
dass in Metaphasen Untersuchungen grundsatzlicigereAberrationen gefunden werden
als bei Untersuchungen an Nativmaterial, war da&eiwichtiger Aspekt [Weber, 1997,
Zang, 2001]. Im folgenden Teil werden die Ergelmi$sr die einzelnen untersuchten

Chromosomen dargestellt.
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5.3.1 Verluste des Chromosoms 22

Verluste des Chromosoms 22 werden bei vielen Tumfagtgestellt. In der Datenbank von
Mitelman (2007) sind die meisten davon aufgezdbdizu gehdren Leukdmien, Lymphome,
Ependymome, Adenocarcinome der Mamma, der Lunge, @earien, des Colons,
Astrozytome, Neuroblastome, Oligodendrogliome, FHKwinund andere Sarkome,
Mesotheliome, Teratome, Akustikusneurinome und esehdere Meningeome [Zang,
1967]. Das haufige Auftreten und die damit vernaitgtd zum Teil bewiesene Relevanz fur
die Tumorentstehung machen diese Aberration zuneimgeressanten Untersuchungs-
objekt.

Bei Meningeomen wird bei 40 bis 60% aller Falle lkkampletter oder teilweiser Verlust des
Chromosoms 22 festgestellt [Zankl und Zang, 198&bw¥y, 1997; Ketter, 2001; Zang,
2001]. Bei FISH-Untersuchungen liegen die Wertealmlichen Bereichen. Maillo et al.
(2003) konnte bei 55% der WHO |, bei 40% der WHQObki 33% der WHO Il und bei
53% aller Meningeome eine Deletion von 22g11.2 bebten. Bei Sayagues (2004) waren
es rund 51% bei WHO [, 29% bei WHO II + Il und 496i allen Meningeomen mit
Deletion von 22ql1.2. Zattara- Cannoni et al. (398&ichteten in 19% der WHO | Falle
und in 47% von WHO Il Fallen von einer Deletion Zisterer et al. fanden folgende
Anteile: 19% bei WHO |, 46% bei WHO 1l und 20% BAHO Il mit Sonden zwischen
22011.2 und 22q12.3.

Bei 69% (24/35) der hier mit FISH untersuchten Mgeome wurde eine Deletion 22qter
festgestellt. Bei den WHO | und Il Tumoren warenj@seils 67% und bei den WHO |II
Tumoren waren es 75%. Diese Werte sind etwas tadbelie der FISH Untersuchungen von
Maillo (2003), Sayagues (2004), Zattara- CannoAB8) und Pfisterer (2004). Der etwas
hohere Anteil an Deletionen von 22q in dieser Untehung kénnte zwei Grinde haben:
Zum einen war der Anteil an hohergradigen und agiven Tumoren in dieser
Untersuchung hoher als normalerweise. Zattara- @anret al. (1998) konnte in
hohergradigen Tumoren haufiger die Deletion 22aglerken. Auch Pfisterer et al. (2004)
konnte dies in seiner Untersuchung bestatigen uhden Befund von Rezidiven ausweiten.
Die Daten dieser Arbeit zeigen ebenfalls einen ledd Anteil an Deletionen 22q bei
hohergradigen Meningeomen. Dies stimmt auch mitalgledsen Untersuchungen uberein,
die eine erhdhte Hypodiploidie bei hohergradigenniMgeomen festgestellt hat [Zang,
2001; Ketter, 2001]; dabei wurde fast immer gleahg eine Monosomie 22 festgestellt
[Mark, 1977; Zang, 1982; Weber, 1997]. Untersuclmmgles NF Il Gens, welches auf

22012.2 lokalisiert ist, deuten in die gleiche Riucty. In diesen Untersuchungen wurde nur
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das NF Il Gen betrachtet und der Rest des Chromea&#rauller Acht gelassen. Dennoch
fallt auf, dass Wellenreuther et al. (1995) Dele¢éin oder Mutationen von NF Il nur bei
25% der WHO |, aber bei mehr als 70% der WHO Il Uhteningeome feststellen konnte.
Unter der Annahme, dass zumindest ein grof3er EeiDeletionen von NF Il durch Verluste
des langen Arms von Chromosom 22 herrihren, stinofireeErgebnisse von letzt genannter
Studie mit den eigenen Uberein.

Davon unabhéngig ist das alleinige Auftreten eiM@nosomie 22 ohne prognostische
Bedeutung [Zankl, 1980; Zang, 2001; Ketter, 200&tt&, 2007]. In Betracht des haufigen
Auftretens von Monosomien bei héhergradigen Merongen erscheint dies merkwirdig.
Aber 80% aller Meningeome sind gutartig und runé #idlfe von ihnen zeigen eine
Monosomie 22. Damit wird ersichtlich, dass dieserriér allein keine erhéhte Progression
zugeschrieben werden kann. Zudem gibt es Studien, kdinen erhdhten Anteil an
Monosomie 22 bei héheren WHO Graden zeigen. Dahdrge die FISH Untersuchungen
von Maillo et al. (2003) und Sayagues et al. (20@igse Studien kdnnen den héheren
Anteil an Deletionen von 22qter in dieser Arbetthtierklaren.

Ein anderer Grund fur den hier relativ haufig geleimen Verlust von 22qgter konnten die
unterschiedlichen verwendeten Sonden mit ihrenipazen Bindungsregionen sein. Die
hier benutzte 22qter Sonde liegt distal auf dengdanArm von Chromosom 22, die Sonden
der anderen FISH Untersuchungen weiter proximal. doavohl das Chromosom 22
vollstandig verloren geht, als auch nur Teile dasgen Arms deletiert sind, ware eine
Deletion beginnend am distalen Ende von 22qterfonischreitendem Abrechen von DNA
Regionen denkbar. Solche weit distalen Deletion@mien in einer Untersuchung gezeigt
werden [Hansson, 2007]. Um dies zu Uberprifen, eurdi acht der hier untersuchten
Meningeome eine FISH Untersuchung mit der Sondebkuation 22q11.2 und 22qter
durchgefuhrt. Diese sonst fur die Diagnose des DigGe Syndroms verwendete
Sondenkombination zeigt Verdnderungen im ,mittlér@areich, sowie im distalen Bereich
des langen Arms von Chromosom 22. In diesen Fall@aren diese beiden Regionen aber
immer gemeinsam oder gar nicht deletiert. Es zesgik also kein alleiniger weit distaler
Verlust, sondern nur der bekannte teilweise odezga/erlust von Chromosom 22. Weit
distale Verluste oder Mutationen in einer geringefgzahl von Fallen scheinen dennoch
wahrscheinlich. Denn bis heute wirft die Tatsad®ss, wie oben beschrieben, nur fir einen
kleinen Teil der niedriggradigen Meningeome eindst@ndige Deletion oder Mutation des
NF Il Gens festgestellt werden konnte, Fragen $gl[enreuther, 1995]. Das Zwei-Stufen
Modell fir Tumorsuppressorgene von Knudson verladigt vollstandige Deletion oder

Mutation beider NF 1l Genloci [Knudson, 1973]. Als6ésung wurde von vielen
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Wissenschaftlern ein zweites TumorsuppressorgenCaudmosom 22 gefordert [Collins,
1990; Lekanne Deprez, 1995; Zang, 2001]. Diesestevieningeomgen konnte dann im
Sinne einer kombinierten Haploinsuffizienz die Tuemistehung erklaren [Zang, 2001].
Eben dieses zweite Meningeomgen wird distal von122 vermutet [Collins, 1990;
Dumanski, 1990]. Die Anzahl der Falle mit Deleti@Bqter, die in dieser Untersuchung
haufiger gefunden wurden als in anderen FISH Uunténsngen, konnten Deletionen eines
weit distal gelegenen zweiten Meningeomgens anaeiged tatséchlich, betrachtet man
Untersuchungen, die eine relativ hohe Auflésung gesamten Chromosoms 22 bieten,
erhoht sich der Anteil der Zellen mit Deletion 2@&ad nahert sich den Ergebnissen dieser
Arbeit an. So waren bei der CGH Studie von Webemlet(1997) 53% der WHO |
Meningeome, 57% der WHO Il Meningeome und 42% détQMII Meningeome auf dem
langen Arm von Chromosom 22 deletiert. Dabei mussizlich bedacht werden, dass die
CGH Methode erst Veranderungen feststellen kanmnweei etwa 30-40% aller Zellen
Veranderungen vorhanden sind. Die hier gefundemdikl@ne mit Verlust von 22qter hatten
aber haufig einen kleineren Gesamtanteil als 303«a8iierte der Anteil der Zellen pro Fall
mit einer Deletion von 22qgter zwischen 84% (T61868Y 7% (T5952), entsprechend der
festgesetzten Vertrauensgrenze. Bei 11 von 23 +§llg%) war der Anteil der Zellen mit
-22q kleiner als 30%. Kleine Klone, die in dieserbdit identifiziert werden konnten,
kénnen in CGH Studien tbersehen werden. Die beBtladlie von Weber et al. (1997) mit
durchgefihrte LOH (Loss of Heterozygosity) Untefawny zeigt auch Kkleine
Veranderungen von DNA Regionen an. Dabei fiel dags besonders bei WHO II und I
Meningeomen Veradnderungen festzustellen waremidildg mit der CGH gefunden werden
konnten. Die Anzahl der Verdnderungen von Chromostim die entweder mit CGH
und/oder LOH festgestellt werden konnte, lag bé&o#iei den WHO Il und bei 68% bei den
WHO Il Meningeomen [Weber, 1997]. In Anbetrachicéohoher Zahlen, erscheinen die
Daten dieser Untersuchung realistisch und konneeaudhin deuten, dass Veranderungen

von 22g haufiger sind als oft beobachtet wird.

5.3.2 Mechanismus des 229 Verlustes

Bisher ist der Mechanismus, der zum Verlust von oBtosomen fihrt, weitgehend
ungeklart. Es gibt Theorien Uber genetische Inktabidie bei der Tumorprogression eine
Rolle spielen konnte [Nowell, 1960]. Sawyer et @000) sahen in der Instabilitdt von
Telomeren und Zentromeren einen Grund fur Abematiobei Meningeomen. Aber auch
deren Arbeit klart nicht, wie Chromosomenabschréitils dem Kern entfernt werden. In

dieser Arbeit konnte bei einem Zellkern eine ensliahe Entdeckung gemacht werden
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(Abbildung 4-8: T5676). Dieser Zellkern von Menioge T5676 zeigt zwei kleine vom

Kern abgeschnurte Vesikel, die jeweils die Sigrdde 22qter-Sonde in sich tragen. Diese
22qter Signale sind dabei so typisch, dass eswsichim korrekt gebundene Sonden handeln
kann. Im Zellkern sind zwei weitere Signale der t22dsonde und vier Signale der 1p36
Sonde zu erkennen. Betrachtet man die Gesamtkiatiste] hat man den Eindruck, dass
eine tetraploide Zelle an zwei verschiedenen Stefleichzeitig 22q Material aus dem

Zellkern ausschleust. In dieser Tumorprobe konmteénder Interphase-FISH tetraploide

Zellen sowohl ohne, als auch mit doppelter Deletwam 22qgter entdeckt werden. Dies

deutet daraufhin, dass dieses Abschniren von Masdes Prinzip des Verlustes von 22q
Material darstellen konnte. Da beide abgeschnifesikel sehr gleichmallig aussehen, stellt
sich die Frage, ob der Verlust von 22g Material rifidlliges Ereignis ist, welches zur

Tumorentstehung beitrdgt oder ob es sich hierbeieuman geordneten Prozess einer Zelle
handelt. Ein noch nicht bekannter Ausltser (z.B.\érus) konnte zu diesem fehlerhaften
Prozess fuhren. Es kénnte sich aber auch um eioelgete Reaktion der Zelle auf eine
erfolgte Schadigung handeln. Dafur wirde sprecdass der Verlust von 22q zum einen
ohne Einfluss auf die Tumoraggressivitat ist uncthzanderen keine zwingende Bedingung
fur die Meningeomentstehung darstellt; denn ruredH#lfte aller Meningeome haben einen
normalen Chromosomensatz [Zang, 2001; Ketter, 2001¢h wenn man von der géangigen
Annahme ausgeht, dass der Verlust von 22q zur Meomentstehung beitragt, stellt sich
die Frage, welcher Mechanismus zu diesem schekibaigeordneten Ausschleusen fihrt.
Die Untersuchung dieses Mechanismus konnte vibllegpgar neue Ansatze fur die

Beurteilung von Tumorzellen und deren Behandlumgei.

5.3.3 Gewinne und Translokationen des Chromosoms 22

Im Gegensatz zu Verlusten des Chromosoms 22 wustliéneelativ wenigen Meningeomen
ein Gewinn von Teilen des langen Arms von Chromo&@amgefunden. Die meisten Studien,
die einen Gewinn zeigen konnten, sind FISH Studiereiner weiteren FISH Studie mit
Sonden zwischen 22g11.2 konnten Maillo et al. (20& Entdeckung bestétigen. In dieser
Studie zeigten 3% der WHO 1, 40% der WHO Il und 66& WHO Il Meningeome
Gewinne von 22q. Pfisterer et al. (2004) konnte Saihden zwischen 22q11.2 und 22g12.3
eine Trisomie 22 in 10% der WHO |1, in 23% der WHIQund in 80% der WHO I
Tumoren entdecken. Die Studien von Maillo et aQ0® 2003) und Pfisterer et al. (2004)
konnten eine starke Korrelation zwischen dem Gewion 22g Material und erhoéhter
Aggressivitat feststellen und sahen in dieser Adigm einen neuen unabhangigen Marker

fur aggressive Meningeome. Auch Prowald et al. $20@onnten in drei von 16
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Meningeomen einen Gewinn von 22q feststellen. Digse Tumore waren mit dem WHO |
Grad Klassifiziert. In zwei Fallen konnte mit deanSen 22q12.1 und 22qter ein Gewinn
entdeckt werden. In einem Fall zeigte nur die 228§tnde einen Gewinn. In der erganzend
durchgefihrten Metaphasen FISH zeigte sich, dasszusétzliche 22q Material auf andere
Chromosomen transloziert war. Der Gewinn von 22speli drei Tumore wurde aber im
Gegensatz zu den anderen oben genannten Studi€ortaxt eines friihen Ereignisses bei
der Meningeomentstehung diskutiert. Auch in ein@HCStudie konnte in einem von 130
Meningeomen ein Gewinn von 22q festgestellt werf\&eber, 1997]. Dieses war ein
atypisches Meningeom.

Mit der Interphase FISH wurde auch in dieser Ark&tMeningeom mit einem Gewinn von
22qgter Material entdeckt. Dieses war ein rezidieieWWHO 11l Meningeom. Dieser Befund
stutzt die Annahmen von Maillo et al. und Pfistegeml., dass mit einem Gewinn von 22q
eine erhdhte Progression verbunden ist.

Mit der Metaphasen-FISH wurde in zwei weiteren &@kkin Zugewinn von 22qter Material
identifiziert. Ein Fall (T6249, WHO 1) zeigte nebewei unauffalligen Chromosomen 22 ein
drittes 22qter Signal auf einem Chromosom, dasFd@éruppe zugeordnet werden konnte.
Es handelt sich hierbei entweder um Chromosom #9 2d. In diesem Fall zeigte sich eine
weitere Auffalligkeit. Es konnte sich hierbei entiee um eine Translokation von 22qter
Material auf ein Chromosom der B-Gruppe, entwedao@osom 4 oder 5 handeln oder um
ein komplex zusammen gewirfeltes Chromosom. Hier waséatzlich aber nur ein
unauffalliges Chromosom 22 zu entdecken. Bei F&IF5D, einem rezidivierten WHO |
Meningeom, zeigte sich neben zwei unauffélligen d@ifosomen 22 extrachromosomal
gelegenes 22qter Material. In einer anderen Metwphear ein Chromosom 22 mit auf
beiden Armen duplizierten 22qgter Material zu enkéec Bei einer dritten Metaphase zeigte
sich eine Fusion von Chromosom 22 mit einem akriimemen Chromosom 13 oder 15,
welche der D-Gruppe zuzuordnen sind. In beidentbedzenen Fallen zeigten aber jeweils
nur eine Metaphase einen absoluten Gewinn von R2déterial und in der Interphasen
FISH war dieser Gewinn Uberhaupt nicht festzustelbew. zeigten beide Falle in rund 10%
der Zellen sogar eine Deletion von 22qter. Da dredBngsspezifitat der 22gter Sonde sehr
gut war und auch sonst in diesen Fallen keine wmispehen Signale auftraten, kdnnen mit
hoher Wahrscheinlichkeit falsch positive Sonderaignausgeschlossen werden. Die
Tatsache, dass mit der sensitiven Interphase Fli@seid Gewinn nicht entdeckt wurde,
konnte mit der Fehlinterpretation von Signalen rus@nhangen. Drei Signale kdnnten als
ein unauffalliges und die anderen beiden Signdkeem Splitsignal gewertet werden. In

Zusammenhang mit der Seltenheit dieses Ereignessebeint dies mdglich. Zudem ahneln
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die gemachten Beobachtungen denen von Prowald. €2@05). Dass solche Ereignisse
bisher kaum beschrieben wurden, kénnte daraufhiutede dass es sich um genetische
Sonderfélle handelt. Da sowohl bei den hier besblenen, als auch bei den von Prowald et
al. beschriebenen Féllen vor allem die Telomer 8&fthter involviert war, kbénnte auf eine
Telomer Instabilitdt hindeuten. Sawyer et al. (2088hen sowohl in der Instabilitat von
Telomeren, als auch von Zentromeren einen Grundi&Entstehung der Aberrationen bei
Meningeomen. In genannter Studie wird ein Meningebeschrieben, dass gehauft
Telomerfusionen von Chromosom 22 und anderen Chsomen eingeht. Ein Teil der
involvierten Chromosomen 22 sind dabei unauffalbgdere teilweise und weitere fast
vollig deletiert. Sawyer et al. (2000) deuten dreSefund als primare Telomerfusion mit
anschlieRender Deletion von Chromosom 22. Ahnlisainde von Chromosom 1 werden
in gleicher Weise gedeutet. Auch in dieser Arbar win Meningeom (T5884), welches in
der Karyotypisierung vereinzelt Metaphasen mit fretdfusion der beiden Chromosomen 1
zeigte (Abbildung 4-21). Sawyer et al. halten es\iiahrscheinlich, dass der von ihnen
beschriebene Mechanismus fiir einen Teil der Chromesverluste bei Meningeomen
verantwortlich ist.

Solch ein Mechanismus konnte in Verbindung mit ofweomalen Fehlverteilungen
wahrend der Zellteilung die in dieser Arbeit entden Gewinne und Translokationen
erklaren. Insbesondere das Chromosom 22 mit adebdangen Armen duplizierten 22qgter
Material bei Fall T5750 konnte nach erfolgter Tesfusion zweier Chromosomen 22 und
anschlieBender stiickweiser Deletion eines der beétdwomosomen der vorletzte Schritt zur
Monosomie 22 sein. Da die Befunde, die zu diesexoifiib gefuhrt haben, rar sind, bleibt
diese Theorie rein spekulativ. Das Vorhandensein Veoanslokation von 22q Material
konnte hingegen in einigen Studien sicher gezeggtlen [Sawyer, 2000; Zang, 2001].
Allerdings ist es verwunderlich, warum im Gegensatazlen Untersuchungen von Maillo et
al. und Pfisterer et al. bisher kaum andere Grupden von ihnen so haufig bei
hohergradigen Meningeomen beschriebenen Gewinn@2gmrbenfalls entdeckt haben. Die
Maoglichkeit, dass andere Forschungsgruppen eineeirdzar so haufigen Gewinn von 22q
in FISH Untersuchungen immer als Splitsignale fghtleutet haben, scheint wohl eher
unwahrscheinlich. Vielleicht tragen weitere Untetsungen zur Klarung dieser Frage bei.

5.3.4 Verluste des Chromosoms 1

Der Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 wird \figle verschiedene Neoplasien
beschrieben. In der genetischen Datenbank von ikitel(2007) finden sich unter anderen

Adenocarcinome der Brust, der Leber, der Lunge,Niere, der Ovarien, der Schilddrise,
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Astrozytome, Leukd&mien, Lymphome, Melanome, Newstadme, Oligodendrogliome,
Osteosarkome, Teratome, Meningeome und viele nighen Uberblick bietet hierzu auch
Weith et al. (1996) und Schwab et al. (1996).

Bei Meningeomen gilt der Verlust des kurzen Arman vBhromosom 1 (1p) als die
zweithaufigste genetische Veranderung nach der Blame 22 [Mark, 1977; Rey, 1988;
Bello, 1994; Henn und Urbschat, 1998; Cerda-NicoR800; Ketter, 2001; Ketter, 2007;
Zang, 2001; Sayagues, 2002]. Anders als bei derostamie 22 wird eine starke Korrelation
zwischen der Deletion von 1p und erhdhter Tumoresgvitat festgestellt. Im Einzelnen
konnte das h&aufige Auftreten von 1p Verlusten niihdrgradigen Meningeomen [Bello,
1994; Weber, 1997; Muller, 1999] und mit erhdhtezRlivwahrscheinlichkeit [Bello, 1994;
Kolles, 1995; Zang, 2001] korreliert werden. Aucbnhkte diese Aberration mit einer
generell schlechten Prognose verbunden werden [28] ; Ketter, 2001; Ketter, 2007].
Bisher ist nicht bekannt, welches deletierte Geindeen Verlust von 1p die entscheidende
Rolle spielt. Bostrém et al. (1997) konnten beemlvon ihnen entdeckten 1p Deletionen
einen gemeinsamen Verlust distal von 1p34 feststalhd fanden, wie Simon et al. (1995)
keinen Anhalt fur Mikrodeletionen. Im Gegensatz roie konnten Bello et al. (1994)
interstitielle Deletionen feststellen. Dennoch windbesondere die Region um 1p36 als die
entscheidende bei der Progression von Meningeonsdraltgn. Das in dieser Region
(1p36.1-p34) gelegene ALPL kodierende Gen wird woelen als das entscheidende
Tumorsuppressorgen gehandelt. Unverdffentlichteetdnichungen unserer Arbeitsgruppe
sprechen allerdings eher gegen diese VermutungorbDawabhéngig konnte ein inverser
Zusammenhang der ALPL Aktivitat mit dem Verlust vap und schlechter Prognose
hergestellt werden. Die ALPL Aktivitat wird deswegauch quasi als billiger 1p-Verlust-
Indikator zur histologischen Qualifizierung verwehdHenn, 1995; Niedermayer, 1997,
Bouvier, 2005]. Auch wenn ALPL nicht das entschaike Gen ist, so deutet alles auf die
Region 1p36 hin. Auch in vielen der oben genanntd@oplasien, dazu gehoéren
Leberzellkarzinome [Kuroki, 1995], Melanome [Draotp 1989], Oligodendrogliome
[Reifenberger, 1995] und Schilddrisenadenome [Cryb895] wurden gemeinsame
Verlustzonen gefunden, die alle die Region 1p36nhmten. Dies unterstreicht die
Bedeutung dieser Region und es ist deshalb nichtuelerlich, dass die meisten FISH
Untersuchungen an Meningeomen mit einer 1p36 Somdehgefihrt werden. Die
genannten Entdeckungen waren auch fur diese Adeeientscheidende Grund, eine 1p36
Sonde fur die FISH zu benitzen und damit Meningedmmsichtlich ihres mdglichen

aggressiven Potentials weiter zu untersuchen.
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Die Befunde dieser Arbeit zeigen eine starke Vepkmiig zwischen der Deletion 1p und
Tumoraggressivitat. Drei der sechs hier gefundédvieningeome mit Deletionen des kurzen
Arms von Chromosom 1 traten bei anaplastischen hMgumen auf (T6022, T6176,
T6268). Eines davon war ein besonders aggressieegliR (T6176). Zwei weitere Falle
waren WHO Il Meningeome (T6277, T6325). Eines didsgden Falle war auch hier ein
schon mehrfach wiederkehrendes Rezidiv (T6325).4eakste Meningeom, das die gleiche
Aberration zeigte, war zwar histologisch nur als WHO | Meningeom Klassifiziert, war
aber ebenfalls ein Rezidiv (T5884). Diese volligeekeinstinmung zwischen dem Verlust
des kurzen Arms von Chromosom 1 und hoher Aggriéggshestatigt die hohe Aussagekraft
dieses Progressionsmarkers, der unabhangig voWwHd Einteilung ist, wie an den oben
beschriebenen WHO | und Il Meningeomen zu sehen ist

17% aller hier untersuchten Falle zeigten einenlugervon 1p. Bei den WHO |
Meningeomen waren es 3%, bei den WHO 1l 17% unalbeiWHO Il 38%.

Diese Ergebnisse sind weitestgehend im BereichDagen von Maillo et al. (2003) und
Sayagues et al. (2004). Dort wurden bei 21% alidieFbei 21% der WHO 1, 0% der WHO
[l und 66% der WHO Il Meningeome eine Deletion vipmfestgestellt [Maillo, 2003]; bzw.
bei Sayagues et al. (2004) waren es insgesamt Ei¥a aller Meningeome. Speziell die
Anteile der 1p deletierten WHO 11 und Illl Meningeenin der Arbeit von Maillo et al.
(2003) als auch in den eigenen Daten, scheinenrsetirig, wenn sie mit den Daten vieler
anderer Studien verglichen werden. So liegt derehrder WHO Il Meningeome mit
Deletion 1p bei den FISH Untersuchungen von Isketnal. (1998) bei 60%, bei Miiller et al.
(1999) bei 70% und bei Pfisterer et al. (2004)9%8%0. Bei den WHO Ill Meningeomen sind
es folgende Anteile: 86% bei Ishino et al. (1998)l 100% sowohl bei Muller et al. (1999),
als auch bei Pfisterer et al. (2004). Espinosd.g2806) fand bei 61% der hohergradigen
Meningeome den Verlust von 1p (WHO II+lll). Auch EiGJntersuchungen liegen mit 76%
bei WHO 1l und 79% bei WHO IIl Meningeomen in dies&ereich [Weber, 1997].

Anders als bei den oben beschriebenen Deletionan22q dirfte die Lage der benltzten
FISH-Sonde hier keinen Einfluss auf die Haufigldges Auftretens von Aberrationen sein.
Denn die benutzte Sonde war sowohl in dieser Arbdst auch in allen anderen hier
erwahnten FISH-Untersuchungen die 1p36 Telomersonde

Die hier durchgefiihrte Arbeit unterscheidet siclkrab zwei wesentlichen Merkmalen von
den oben genannten Studien.

Zum einen wurden einige aggressive Tumore zur Watdiung ausgewahlt, die in der
konventionellen Karyotypisierung unauffallig war&@uafir wurden unter den zwischen 2001

und 2005 in der Humangenetik in Homburg untersuchWeningeomen speziell acht
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aggressive Meningeome (WHO Il, WHO IIl und Rezidiveit normalem Karyotyp in diese
FISH Studie miteinbezogen (T5603, T5750, T590A055 T6192, T6201, T6235, T6263).
Die Befunde dieser in der konventionellen Karyo$igriung unauffalligen Meningeome
sollten Uberprift werden. Die Idee dabei war, dddsrodeletionen von 1p36 Ubersehen
worden sein kdnnten, nur Metaphasen von Normalgewekersucht wurden oder tberhaupt
keine Tumorzellen angeziichtet wurden. Geht manrdaws, dass diese Falle tatsachlich
keine Tumorzellen enthielten und berechnet den iArder 1p Deletionen in der
vorliegenden Arbeit ohne diese Falle, erhoht siehAnhteil der WHO 1l Meningeome von
17 auf 25% und der Anteil der WHO Il Meningeomenv@3 auf 60%. Diese Werte sind
zwar immer noch niedrig, sie ndhern sich aber dent& oben genannter Studien an.

Das zweite Merkmal dieser Untersuchung, das diesgdi€&S von oben genannten
unterscheidet, ist die angewandte Methode. Hierdeiudie FISH an Zellen aus der
Tumorzellzucht angewendet. Die oben beschriebeneled stammen aber aus
Untersuchungen an Nativmaterial, also entweder #oksn oder Gewebeschnitten. In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass dArzuchtung und mit Dauer der
Anzuchtung Chromosomenaberrationen verschwindentdkel996; Weber, 1997; Zang,
2001]. In der Studie von Miller et al. (1999) fimdsich hierflr ebenfalls Anzeichen. Dort
standen bei 15 mit der FISH untersuchten WHO Il Mgeomen zusatzlich Daten der
konventionellen Karyotypisierung zur Verfigung. Derteil der 1p deletierten Tumore war
hierbei mit der FISH an Nativmaterial 80% und matr &aryotypisierung 53%. Besonders
fallt auch der geringe Anteil der 1p deletierten WH Meningeome in Metaphasen-
Untersuchungen auf. Bei der Untersuchung von 198ihdeomen von Ketter et al. (2001)
sind es 2% fur WHO 1, 52% fir WHO I, 100% fur WHO und 20% fir alle WHO Grade
zusammen. Dieser WHO | Anteil entspricht rechtagedem in dieser Studie gefundenen
(3%). Der Anteil der WHO | Meningeome ist dagegen Ilshino et al. (1998) 12%, bei
Espinosa et al. (2006) 24%, bei Weber et al. (1287}, bei Muller et al. (1999) 27% und
bei Pfisterer et al. (2004) 36%. Fir die 394 vonkZg2001) untersuchten Meningeome gibt
es nur eine Angabe Uber alle WHO Grade, diese liegil5%, verglichen mit den 20% bei
Ketter et al. (2001) sind dies also noch wenigerlugte von 1p. Ein Verschwinden von
Chromosomenveranderungen insbesondere der 1p d@eletirch das Anzichten von
Tumorzellen scheint deshalb sehr wahrscheinlich.

Nur funf der acht (65%) untersuchten WHO I|lI Mergogne dieser Studie zeigten in der
vorher durchgefihrten konventionellen Karyotypigieg einen Verlust von 1p. Die anderen
drei WHO Ill Meningeome zeigten einen unauffallig&@aryotyp. Zwar treten gewisse

Abweichungen immer auf, dennoch ist ein normalero@lmsomenbefund bei einem
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bdsartigen Tumor wie dem anaplastischen Meningeoht au erwarten. Dies kdnnte neben
dem Verschwinden von Aberrationen durch Anzuchtdaluech eine zweite methodische
Ursache begrundet sein. Viele Meningeome zeigea siarke Vaskularisierung mit hoher
Blutungsneigung. Es konnte gezeigt werden, dadsesmdere Meningeome mit hoher
Expression von VEGF-A (vascular-endothelial grofabtor-A) diese Eigenschaft besitzen.
Die Hohe der Expression von VEGF-A steigt bei héherTumorgrad [Yamasaki, 2000
Zang 2001]. Bei solchen stark vaskularisierten Tranast oft eine sorgfaltige Blutstillung
mit unter anderem ausgiebiger Elektrokoagulatiomgn®ie Anzucht des so vorbehandelten
Gewebes - die Proben sind zum Teil Uber 100°C zrinbrden- gestaltet sich aber sehr
schwierig. Normale Zellen, z, B. Fibroblasten, scbe diese Bedingungen besser als
Tumorzellen zu Uberleben und dadurch kénnten skommn von unauffélligen Metaphasen
im Befund erscheinen. Bei einem der drei oben getean\WHO III Meningeome mit
normalem Chromosomensatz kommt ein weiterer Sttinfakinzu. Dieser Tumor (T6201)
wurde in der Neurochirurgie in Bremen resezieri.desem ist schon allein durch die lange
Transportzeit nach Homburg und die dabei herrsatreisdhlechten Bedingungen das nicht
Anwachsen der Tumorzellen sehr gut vorstellbar.

Betrachtet man die FISH Ergebnisse der MeningeoméprVerlust in der konventionellen
Karyotypisierung, féallt auf, dass zwei dieser Fahé der FISH nicht detektierbar waren.
Dies ist ungewdhnlich, da die FISH die hoher aw@fhike Technik ist. Einer dieser Falle
(T5676) zeigte aber in der G-Banderungsanalysenelmtraploiden Chromosomensatz mit
zweifacher Deletion von 1p und zweifachem Verlust 229. Dies hat aber zur Folge, dass
diese Zellen wie schon im Abschnitt Gber die Me#mmtiskussion erklart, nicht von
.hormalen Zellen“ zu unterscheiden sind und desldak Nichtfeststellen der 1p Deletion in
diesem Fall leicht verstandlich ist. Bei dem andeideningeom mit in der FISH
unentdecktem 1p Verlust muss folgendes bedachtememieser Tumor (T5737) wurde
nach erfolgter Karyotypisierung eingefroren undidiehre spéater fir die FISH wieder
aufgetaut und erneut angezichtet. Schon alleireslieechmalige Auftauen und Anzilichten
konnte die Anzuchtphase so verlangert haben, dasgetlen mit 1p Verlusten weitgehend
verdrangt wurden. AufRRerdem konnte das fur das iEmefn der Zellen verwendete
.Frostschutzmittel“ ebenfalls zu einem Selektiordriail der Zellen mit 1p Verlusten
gefuhrt haben. Dennoch zeigen zwei ebenfalls iseati€Studie eingefrorene und wieder
aufgetaute Tumore (T5884, T6022), dass dieses Merfia nicht grundséatzlich zum
Verschwinden aller Tumorzellen mit 1p- fuhren musser auch hier ist festzustellen, dass
bei einem dieser beiden Félle (T5884) nur ein ireldeiner Anteil (4,7%) der Zellen einen

1p Verlust in der FISH zeigt. Es ware denkbar, dessh einigen Tagen weiterer Anzucht
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auch dieser Tumor keine 1p Veranderungen mehr gehditte. Die beiden WHO |lI
Meningeome, die direkt nach kurzer Anzuchtzeit prégst und mit der FISH untersucht
wurden, zeigten beide eine Deletion von 1p. Insofedren die Ergebnisse von Miller et al.
(1999) und Pfisterer et al. (2004) bestatigt, dedsezu jedes WHO Il Meningeom einen 1p
Verlust hat.

Nachdem die gutartige und die bdsartige Gruppe Mieningeome besprochen wurden,
bleibt die interessante Mittelgruppe der atypiscMamingeome. Auch hier war die Anzahl
der 1p deletierten Meningeome mit 17% relativ ggriBetrachtet man auch hier die
Meningeome mit unauffalligem Chromosomensatz algukhtartefakte, z. B. in Folge der
Elektrokoagulation, erhéht sich der Anteil auf 29®ieser Wert ist aber dennoch,
verglichen mit vielen der erwéhnten Untersuchungecht klein. Andererseits fallt auf, dass
in der Studie von Maillo et al. (2003) Uberhauptinke 1p Verluste bei WHO I
Meningeomen detektiert wurden. Zudem konnte Kettenl. (2007) nur einen geringen
Unterschied in der Rezidivwahrscheinlichkeit zweschWHO | und 1l Meningeomen
feststellen. Das verhaltnismaRig seltene Auftredles von der Histologie unabhéngigen
Markers 1p- bei den atypischen Meningeomen sclaainér plausibel.

Zusammenfassend hat man den Eindruck, dass 1p sterhei besonders aggressiven
Tumoren weniger durch die Tumorzellzucht verschwmdh dieser Untersuchung fallt auf,
dass, obwohl die Deletion von 1p als sehr frihesigars gilt, alle Falle mit 1p- in der
Karyotypisierung weitere Aberrationen zeigen. Dkésnte bedeuten, dass speziell in der
Zellzucht die Zellen mit alleiniger Deletion von ¥nen Selektionsnachteil haben und
deshalb nicht im Karyogramm erscheinBer 2-3%ige Anteil von 1p Deletionen in WHO |
Meningeomen, der sowohl in dieser, als auch inSdedie von Ketter et al. (2001) gefunden
wurde und im Vergleich zu den 12-36%, die bei Naaterial entdeckt wurden [Ishino,
1998; Muller, 1999; Pfisterer, 2004], sprechendi@se Vermutung. Da Zellen mit weiteren
Aberrationen neben 1p- ein aggressiveres Verhalen dirften, kénnte der 1p Verlust in
angezuchteten Zellen ein spezifischerer Marker. deia moégliche hdhere Spezifitat von
Zellzuchtmaterial konnte hierbei einen entscheiéandorteil haben, da es als Nebeneffekt
die Wachstumseigenschaften der Zellen mit einbézigdr mogliche Preis kdnnte aber eine
geringere Sensitivitat sein. Weitere Studien, weldle Untersuchung von Nativmaterial und

Anzuchtmaterial vergleichen, sind anzustreben.

5.3.5 Vergleich der FISH- und Karyotypisierungs-Erg  ebnisse

Die genetischen Untersuchungen an Meningeomen gaag 22001) und Ketter et al. (2001)

wiesen weniger Aberrationen auf als Untersuchungis,z.B. mit der FISH direkt an
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Nativmaterial durchgefuhrt wurden. Es ist bekandass die konventionelle Karyo-
typisierung speziell ausgewéhlte DNA Abschnitte mihem geringeren Auflésungs-
vermogen als die Methode FISH untersuchen kannn@anist fraglich, ob die mangelnde
Auflésung fur die geringere Anzahl an detektiert@berrationen verantwortlich ist.
Zellzuchtartefakte kbnnten eine weitaus grof3ereleRgpielen. Schon 1974 beobachtete
Mark einen Anstieg genetisch unaufféalliger Zelleih der Dauer der Zellzucht. Das von ihm
vermutete Uberwachsen der Tumorzellen von norm@ewebezellen wurde spater von
Zankl et al. (1979) widerlegt. Diese vermutetenssdalie kunstlichen Wachstums-
bedingungen fir das Verschwinden der genetischalign Tumorzellen verantwortlich
sind.

Auch in dieser Untersuchung an Meningeomen ausZe#rzucht konnte ein geringerer
Anteil von 1p Verédnderungen als in Studien an Nma#iterial festgestellt werden. Beim
Vergleich beider hier angewendeten Methoden figl dass die hochauflosende FISH sogar
weniger Deletion von 1p detektierte. Dies lag ineen Fall, wie oben beschrieben, an der
angewendeten Sondenkombination (T5676). Im andé&ah (T5737) scheint aber die
langere Anzuchtdauer des FISH Praparats im Velgleiom Praparat, welches fur die
Karyotypisierung verwendet wurde, fur dieses umtaeslliche Ergebnis verantwortlich zu
sein. Dies bestatigt die Vermutung von Zellzuclefakten. Auerdem schliel3t es zumindest
bezuglich des kurzen Arms von Chromosom 1 das dlatdee Auflosungsvermégen der
Karyotypisierung als Grund fur das weniger hdu#gdfinden von Aberrationen aus. Eine
Ausnahme hiervon bildet der Fall T6277. In der Kaypisierung war in diesem Fall nur
eine Translokation von 1p auf Chromosom 4 ohnembemmale Verluste zu erkennen. In
der Interphase-FISH zeigten sich dagegen klareustlivon 1p36. Bei solch einem Fall
zeigt sich der Nutzen der hochauflésenden FISHhtha Meningeom T6022 zeigten sich
vereinzelt Metaphasen, bei welchen der 1p Verligdttrsicher war (siehe Abbildung 4-18).
Waren nur solche Metaphasen prapariert worden, digré&rage nach der Existenz des 1p
Verlustes, leicht mit der FISH zu lI6sen gewesen.

Auch bezuglich Chromosom 22 offenbarte sich dert&dbrder FISH. Funf in der
Karyotypisierung unaufféllige Meningeome zeigtert der FISH Deletionen von 22q. Die
Sensitivitat der Karyotypisierung scheint hier diebtniedriger als die der FISH. Anders als
bei der Deletion von 1p traten 22q Verluste so igawfie in Untersuchungen an
Nativmaterial auf. Ein Selektionsnachteil scheistdeshalb fir Zellen mit 1p Verlusten zu
geben, nicht jedoch fur Zellen mit Verlusten vormg22ellzuchtartefakte scheinen bezuglich
Deletion 22q eine untergeordnete Rolle zu spieleannoch ist fraglich, warum die

Karyotypisierung diese funf Falle nicht erkennemike. Mikrodeletionen sind denkbar,
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scheinen aber zumindest nach den Daten der hiehgeitihrten FISH mit der DiGeorge
Sondenkombination nicht sehr haufig zu sein. Viaglhvgcheinlicher ist, dass nicht alle
Zellen einer Zellkultur als Metaphase in der Kappisierung erscheinen. Da Meningeome
haufig nur wenig proliferieren, ist die Schwierigkediese Zellen in Metaphase zu
beobachten, leicht ersichtlich. Bilden Zellen inr d@ellkultur zu unterschiedlichen
Zeitpunkten Metaphasen, kodnnte es passieren, dass bastimmte Zellen in der
Karyotypisierung untersucht werden. Die FISH etfatser immer alle Zellen. Da zwei der
funf oben genannten Meningeome nach vollstandigérgation rezidivierten, konnte dies
daraufhin weisen, dass nicht die mangelnde Seitattigenetischer Marker fur das
Ubersehen dieser Aggressivitat verantwortlich sstndern die mangelnde Sensitivitat der
Karyotypisierung. Meningeome, die in der konvengilen Karyotypisierung unauffallig
waren, konnten mit der FISH auf ein falsch negatizegebnis hin tUberprift werden. Die
Untersuchung der Deletion 22q wirde sich hierfugeveihrer Haufigkeit als Marker fir
chromosomale Verédnderungen anbieten. Auch die dlasadass so gut wie keine
genetische Veranderungen ohne Deletion von 22genihyjieomen auftreten, ist in diesem

Zusammenhang von Vorteil.

5.3.6 Gemeinsames Auftreten von genetischen Aberrat ionen in

einzelnen Tumoren und Zellklonen

Die Beobachtungen anderer Studien, dass bei Meminge Deletionen von Chromosomen
fast ausschlief3lich in Kombination mit dem Verlush 22q auftreten [Mark, 1977; Zang,
1982; Weber, 1997], konnte in dieser Untersuchueggdtigt werden. Der Verlust von 22q
gilt unter anderem deshalb als sehr frihes Ereighistaunlich war in der hier
durchgefuhrten Studie, dass auch einzelne Klonee oBBq Verluste, 1p Deletionen
prasentierten. Dies konnte daraufhin deuten, dassanchen Fallen der Verlust von 1p ein
noch friheres Ereignis ist. In dieser Arbeit konateer kein Meningeom mit alleiniger
Deletion 1p entdeckt werden. Man kénnte spekuliedass der Verlust von Chromosom 22
Uber die Zellmembran hinaus Einfluss auf die gechg Stabilitdt anderer Meningeomzellen
hat. Dies scheint aber sehr unwahrscheinlich. Egtdverteilung der Chromosomen in der
Mitose scheint dagegen wahrscheinlicher. Eine Inigét des Genoms konnte in den
meisten Fallen zu einer Deletion 22 und in selteRélien zur Deletion 1p fuhren. Die
seltene Deletion 1p kdnnte dann einen SelektionsVdraben und so trotz seltenem Ereignis
einen grofReren Anteil der Tumorzellen stellen. Béschriebene Fehlverteilung von der
Region 1p wirde aber Zellklone mit Zugewinnen vgnvermuten lassen. Solche Klone
wurden aber bisher nicht beobachtet. Andererséiite ein solcher Zugewinn von 1p mit
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der Uberexpression des auf 1p vermuteten Tumorsapprgens verbunden sein und so zum

Sterben dieser Klone fuhren.

5.3.7 Genetische Verdnderungen bei Rezidiven

Der Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 wuigig bei Rezidiven beobachtet und
gilt umgekehrt auch als Risiko fir ein Rezidiv [&lel, 1996; Muller, 1999; Ketter, 2001;

Zang, 2001]. In dieser Arbeit wurde dies bestatighin die Halfte aller Rezidivmeningeome
zeigte einen Verlust von 1p. Drei dieser funf Raadvaren ein WHO Il und jeweils eines
ein WHO 1l bzw. ein WHO | Meningeom. Drei der anglerMeningeome zeigten eine
alleinige Deletion von 22q und zwei waren genetiggdlig unauffallig. Dieses Phanomen,
dass auch genetisch unaufféllige oder nur durcleneMerlust von 22q charakterisierte
Meningeome rezidivieren, wurde auch in der Studia Ketter et al. (2001) beschrieben.
Eine Uberwucherung von Normalgewebe ist aber bessriki den drei Fallen mit Deletion
229 sehr unwahrscheinlich. Ein Zellzuchtartefaktrch einen Selektionsvorteil genetisch
wenig veranderter Meningeome, ware zwar denkbdr,aleer unwahrscheinlich. Auch

Untersuchungen an Nativmaterial von Rezidiven eeidbei vielen Rezidiven (32%) nur
einen unauffalligen Chromosomensatz oder einenaieiMonosomie 22 [Espinosa, 2006].
Genetische Veranderungen scheinen also keine zmdegblotwendigkeit fir Rezidive zu

sein. Dennoch ist das vermehrte Auftreten von AdiEmen in Rezidiven sicher. Dies
bestatigen auch die Daten zweier Patienten, derenifdeome mehrfach rezidivierten.
Interessanterweise trat in diesen beiden Falled{66T6325) der Verlust von 1p erst in
spateren Rezidiven auf. Wohingegen recht selterbdmduete Verluste, wie die der
Chromosomen 4, 6, 13, 18 und 19 schon in friheendRen beobachtet werden konnten.
Das bekannte Phdnomen des erneuten Auftreten3wmorklonen in spateren Rezidiven
[Espinosa, 2006] konnte auch in diesen beiden rabeobachtet werden. Dennoch
verschwanden auch einige Klone und neue kamen hbiase Félle scheinen durch eine
genetische Instabilitat immer wieder neue aberréftme hervorzubringen, die sich nur
teilweise in den Folge-Meningeomen zeigen. Dassn&lmit Dauer der Progression ein
Chromosom nach dem anderen verlieren, scheint damsgeschlossen zu sein. Ein
Merkmal, das chromosomale Veranderungen wahrsatieinhacht, scheint wohl eher in

einem Pool von Zellen zu stecken. Diese Zellendeih Potential genetischer Instabilitat
scheinen immer wieder neue Klone zu produzierensith im Falle von Selektionsvorteilen
durchsetzen. Da es sich aber bei den beschriebglesimgeomen wohl aber um sehr
aggressive Einzelbeispiele handeln dirfte, ist &oklussfolgerung auf alle Meningeome

fraglich.
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5.3.8 Kaorrelationen zwischen Patienten und Tumorpar  ametern

Das gehaufte Auftreten von Meningeomen bei Fratenif, 2000; Ketter, 2001] konnte in
dieser Untersuchung bestatigt werden. Frauen wangeieinhalb Mal haufiger von
Meningeomen betroffen. Die hier gefundenen Wentel siber nicht reprasentativ, da ein
Teil der Proben speziell ausgewéhlt wurden undedsamit nicht die Normalverteilung
widerspiegeln. Korrelationen zwischen Alter und &wscht der Patienten und
Tumorparametern konnte in dieser Untersuchung tiegigestellt werden. Der Unterschied
zwischen diesen Parametern durfte zu gering sds,dass dieser bei den hier 35
untersuchten Fallen klar zu erkennen wéare. Dageg@ndie bekannte Korrelation von
Lokalisation und Tumoraggressivitat [Kepes, 1982uis, 2000; Ketter, 2001] in dieser
Arbeit klar zu erkennen. Alle WHO Il Meningeomedualle Meningeome mit Deletion 1p
waren in der Konvexitat lokalisiert. Warum dies drall ist, konnte aber auch mit dieser
Arbeit nicht geklart werden. Die Tatsache, dass M&ningen des Endhirns aus Neural-
Stammzellen entstehen und die restlichen Meningesodermalen Ursprungs sind, kénnte
eine Erklarung sein. Catala (1998) konnte aber mdest beziglich der Morphologie der
Meningen und der Meningeome keinen Unterschied idtitieh ihres verschiedenen
Ursprungs feststellen. Eine Spekulation meinerseiise der Einfluss von ionisierender
Strahlung. Wie in vielen Studien beschrieben, ist@efahr bei Bestrahlung in der Kindheit
am grof3ten, das Auftreten von Meningeomen bis hamal haufiger, das Erkrankungsalter
geringer und die Meningeome im Strahlenfeld zu dmdModan, 1974; Harrison; 1991;
Rienstein, 2001; Sadetzki, 2002]. Wenn man die é&m& betrachtet, fallt auf, dass die
Meningen der Grol3hirn-Konvexitat nur durch die Koaft und den Schadelknochen vor
Strahlung geschitzt sind, dagegen die Schadelbasizlich durch den Hals von unten und
dem Gehirngewebe von oben abgeschirmt ist. Derafainal ist in alle Richtungen durch
viele Zentimeter Gewebe vor Strahlung geschitzsé®lich ist eine erhdhte Strahlen-
exposition der Konvexitats-Meningen zu verzeichrigiese Phase betrifft die beiden ersten
Lebensjahre, in denen durch die noch nicht versseloen Fontanellen Strahlung besonders
leicht auf die Meningen der Konvexitat einwirkennka Ob diese Faktoren tatséachlich
existent sind und Jahrzehnte spater zur erhOhtegre&givitdt von Meningeomen der

Konvexitat fuhren kdnnen, ist fraglich.
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5.4 Ausblick

In der hier vorliegenden Studie konnte die Bedegitdar genetischen Untersuchung von
Meningeomen gezeigt werden. Diese schon seit @inigdren bestehende Erfahrung wirft
aber hinsichtlich der angewendeten Methoden uncendteteckten Ergebnisse immer wieder
kontroverse Fragen auf. Die hier gewonnenen Erkesse tragen zum besseren Verstandnis
der Methode Zellzucht und Karyotypisierung bei wkishnen so einen Teil dieser Fragen
beantworten. Dies tragt zur weiteren Etablierungr dgenetischen Befunde von
Meningeomen bei, auch wenn heute schon bekanntlass durch die Kombination von
Histologie und Genetik genauere Prognosen mogiimth $So ist die Vorhersagbarkeit von
Rezidiven erhdht und damit die Nachsorge der betmeh Patienten individuell nach deren
Risiko planbar. Bei Ketter et al. (2001) ist einsggmechendes Nachsorge-Schema dargestelit,
welches die Ergebnisse der Genetik mit einbezieht.

Das Phanomen rezidivierender Meningeome, die sowoter Histologie, als auch in der
Genetik unauffallig sind, konnte mit dieser Studieht vollig geklart werden. Dennoch
sprechen die hier gewonnenen Erkenntnisse dafés, der Anteil dieser Tumore aufgrund
falsch negativer genetischer Befunde zu hoch eahgezt wird. Ein Ziel sollte es deshalb
sein, diese falsch negativen Ergebnisse zu mingnieDa die Kombination zweier
Methoden immer eine erhodhte Sicherheit bietet, ®mum Beispiel die konventionelle
Karyotypisierung mit ihrer herausragenden Eigenchdas komplette Erbgut zu
Uberblicken, mit einer sensitiveren Methode wie BEH erganzt werden. In der Praxis
konnte unter Meningeomen mit unauffalligen Karyaypmit der FISH nach falsch
negativen Befunden gesucht werden. Hierzu wiirdezim einen eine 22g Sonde anbieten,
da die Deletion 22q, wie in dieser Arbeit gezeagh haufigsten ist und fast immer auch bei
anderen Aberrationen mit auftritt. Als zweite Sonvdére eine 1p36 Sonde interessant, da
mit dieser auch eine Aussage lber die Progressimtich ware. Als Untersuchungsmaterial
wuirden sich Ausstrichpraparate anbieten. Zellzutdfigkte wirden so vermieden und die
FISH ware so am schnellsten und am billigsten. Riee, nur mit der FISH nach
Aberrationen zu suchen und somit Kosten zu spali@nfte drei Nachteile haben. Zum einen
wirde auch hier eine zweite Kontrolle fehlen unceder die Gefahr falsch negativer
Befunde bestehen. Zweitens missten sehr viele 8kodwinationen eingesetzt werden,
um keine wichtigen Aberrationen zu Ubersehen uitteds ware dies noch aufwandiger und
teurer als die Karyotypisierung. Fir die Zukunfeibt die Aufgabe, mit der weiteren
Erforschung der Tumorentstehung und der Tumordenabch genauere Prognosen zu

stellen und noch bessere Therapien zu entwickeln.
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6 Anhang

6.1 Bezugsquellen / Abkirzungen

Colcemid GIBCO BRL, Life Technologies, Karlbru
DAPI (Vectashield® with DAPI): Vector LaboratosieBurlingame, USA
4',6-Diamidino-2-phenylindol

DMSO: Dimethylsulfoxid, reinst Merck KgaA, Darmsdta

FA: Formamid zur Analyse Merck KgaA, Darmstadt

FCS : fetales Kalberserum GIBCO BRL, Life Teclogies, Karlsruhe
Fixogum: Klebstoff Marabu, Tamm

EtOH: Ethanol S99% SAV LP, Flintsbach

HCI: Salzsaure 25%, reinst Merck KgaA, Darmstadt

KCI: Kaliumchlorid zur Analyse Merck KgaA, Darmsita

KH2POy: Merck, Darmstadt

Kaliumhydrogenphosphat zur Analyse

MgCl,: Magnesiumchlorid- Hexahydrat ~ Merck KgaA, Darndsta

NaCl: Natriumchlorid zur Analyse Merck KgaA, Dariadt

NaHPO,: di- Natriumhydrogen- Merck KgaA, Darmstadt

phosphat- Dihydrat zur Analyse

Pbmax: Zellkultur-Medium Invitrogen GmbH, Karléei

Penicillin GIBCO BRL, Life Technologies, Karlde
Pepsin (2500 U/mgq) Sigma, Taufkirchen

PFA: Paraformaldehyd zur Synthese Merck- Schut¢hBi@henbrunn
Phytoh&amagglutinin GIBCO BRL, Life Technologi&sarlsruhe
RNase H (10@ug/ml) Roche Diagnostics, Mannheim

RPMI: Zellkulturmedium GIBCO BRL, Life Technolagg, Karlsruhe
SDS: Sodium Dodecyl Sulfat Merck KgaA, Darmstadt

Dodecylsulfat Natriumsalz 10%
Streptomycin GIBCO BRL, Life Technologies, kKauhe



Tris- HCI: Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan- hydrochlorid zur Analyse

Merck KgaA, Darrast

Vectashield]
Mounting Medium for Fluorescence
(mit DAPI und ohne DAPI)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

6.2 Losungen

5ml Giemsa
95ml Sorensen Puffer

Giemsa-LOsung

1xPBS-Puffer: 150mM NacCl
Blockierungs-Reagenz 8mM PpHPO,
2mM KClI

2mM KH,POy (pH=7,0)

4%PFA/1xPBS 4g Paraformaldehyd in 100ml 1xPB8ePu

0,1%SDS/0,5xSSC

2X SSC:
Saline-sodium citrate buffer

6.3 Gerate und Software

Brutschrank begast
CCD-Kamera CH 250 (Kamera)
Fluoreszenzmikroskop AX 70
Heizplatte 15801
Hellfeldmikroskop BX 61

ISIS Software Version 3.1
Wasserbader 1803

Werkbank LaminAir
Zytozentrifuge Rotanta/P

(bei 65°C losen) (pH=7)

25ml 2xSSC
1ml 10% SDS
74ml Aqua dest. (pH=7)

0,3M NaCl
0,03 M NaCitrat (7H8)

Heraeus, Hanau
Photometrics, Tucsaizoha,
Olympus, Hamburg
Medax
Olympus, Hamburg
Metasystems, Altlugshe
GFL, GroRRburgwedel
Heraeus, Hanau
Hettich, Tuttlingen



6.4 Ergebnisse der Interphasen-FISH

6.4.1 Kombination der Sonden 1p36 und 22qter

6.4.1.1 Meningeome aus der Zellzucht

T5603 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; grUn)
Ausgezahlte Kerne: 235 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 1 13
(Sonde 2 194 1
22qter; rot) 3 3 3

4 2 18
T5676 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 226 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 2
(Sonde 2 155 2 12
22qter; rot) 3 19 5 1

4 3 27
T5726 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 227 1 2 3 4
Anzahl der 0 1
Signale 1 5 103 3
(Sonde 2 1 104 1 1
22qter; rot) 3 2

4 6
T5737 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 239 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 2 29
(Sonde 2 3 182 7
22qter; rot) 3 3

4 5 8
T5750 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 205 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 1 26
(Sonde 2 2 175
22qter; rot) 3

4 1
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T5830 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 212 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 1 19
(Sonde 2 177 1
22qter; rot) 3 1

4 1 11
T5884 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 234 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 1 10
(Sonde 2 200 2
22qter; rot) 3 1

4 11 9
T5902 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 229 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 2 3
(Sonde 2 2 151 1 2
22qter; rot) 3 3 6

4 4 3 52
T5952 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 230 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 8 8
(Sonde 2 1 205
22qter; rot) 3 1 1

4 2 4
T6022 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 228 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 153 10
(Sonde 2 33 32
22qter; rot) 3

4
T6112 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 209 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 9
(Sonde 2 2 196
22qter; rot) 3

4 2
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22qter; rot)

T6119 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 254 1 2 3
Anzahl der 0
Signale 1 3 146 1
(Sonde 2 1 102
22qter; rot) 3 1

4
T6125 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 214 1 2 3
Anzahl der 0
Signale 1 8 179 1
(Sonde 2 21 2
22qter; rot) 3

4
T6132 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 240 1 2 3
Anzahl der 0 5
Signale 1 45
(Sonde 2 5 184 1
22qter; rot) 3

4
T6133 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 218 1 2 3
Anzahl der 0
Signale 1 2 107 2
(Sonde 2 1 98 3
22qter; rot) 3

4
T6137 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 230 1 2 3
Anzahl der 0 2
Signale 1 4
(Sonde 2 220
22qter; rot) 3

4
T6138 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 222 1 2 3
Anzahl der
Signale 19
(Sonde 3 192

AIWIN|FL|O
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T6153 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 217 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 3 170
(Sonde 2 44
22qter; rot) 3
4
T6176 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 209 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 50 6
(Sonde 2 2 136 4 7
22qter; rot) 3 1
4 1 2
T6184 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 213 1 2 3 4
Anzahl der 0 2
Signale 1 1
(Sonde 2 210
22qter; rot) 3
4
T6192 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 241 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 5 4
(Sonde 2 3 227
22qter; rot) 3 2
4
T6198 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 235 1 2 3 4 > 6 8
Anzahl der 0
Signale 1 1 4 1
(Sonde 2 1 7 202 1
22qter; rot) 3
4 4 3 11
T6199 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 213 1 2 3 4
Anzahl der
Signale 1 71
(Sonde 5 136

22qter; rot)

AIWIN|FL|O
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T6201 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 224 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 6
(Sonde 2 3 209 4
22qter; rot) 3

4 2
T6204 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 200 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 1 39 4
(Sonde 2 138 14
22qter; rot) 3

4 4
T6218 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 220 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 5
(Sonde 2 2 210 2
22qter; rot) 3

4 1
T6235 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 226 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 92 1
(Sonde 2 3 128 2
22qter; rot) 3

4
T6245 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 232 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 3 5
(Sonde 2 2 182 1 11
22qter; rot) 3

4 5 23
T6249 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_ern)
Ausgezahlte Kerne: 202 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 3 22
(Sonde 2 1 164 5 1
22qter; rot) 3 3

4 3
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T6263 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 216 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 32
(Sonde 2 181
22qter; rot) 3

4 3
T6265 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 252 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 6
(Sonde 2 5 230 1
22qter; rot) 3

4 10
T6268 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_lrUn)
Ausgezahlte Kerne: 268 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 190 7
(Sonde 2 26 45
22qter; rot) 3

4
T6277 Anzahl der Sig_jnale (Sonde 1p36; g_lrUn)
Ausgezahlte Kerne: 216 1 2 3 4
Anzahl der 0 1
Signale 1 154 5
(Sonde 2 18 38
22qter; rot) 3

4
T6284 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 228 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 7
(Sonde 2 6 194
22qter; rot) 3 1

4 20
T6325 Anzahl der Signale (Sonde 1p36; griin)
Ausgezahlte Kerne: 263 1 2 3 4
Anzahl der 0
Signale 1 83 61 2
(Sonde 2 1 104 1 8
22qter; rot) 3

4 3




6.4.1.2 Lymphozyten
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Lymphozyten Anzahl der Signale (Sonde 1p36; g_]rUn)
Praparat 1 1 2 3
Ausgezahlte Kerne: 208

Anzahl der 0

Signale 1 7

(Sonde 2 4 193 1
22qter; rot) 3 1

4 2

Lymphozyten Anzahl der Signale (Sonde 1p36; g_]rUn)
Praparat 2 1 2 3
Mezahlte Kerne: 226

Anzahl der 0

Signale 1 2

(Sonde 2 3 220

22qter; rot) 3 1

4

6.4.2 Kombination der Sonden 22g11.2 und 22qter

6.4.2.1 Meningeome aus der Zellzucht

T6119 Anzahl der Signale (Sonde 22q11.2; rot)
Ausgezahlte Kerne: 211 1 ]. 2 3
Anzahl der 0 6 5

Signale 1 107 17

(Sonde 2 9 63

22qter; 3

gran) 4

T6125 Anzahl der Signale (Sonde 22q11.2; rot)
Ausgezahlte Kerne: 250 1 T 2 3
Anzahl der 0 3

Signale 1 201 11

(Sonde 2 7 25

22qter; 3

grin) 4

T6132 Anzahl der Signale (Sonde 22q11.2; rot)
Ausgezahlte Kerne: 210 1 T 2 3
Anzahl der 0

Signale 1 3

(Sonde 2 11 196

22qter; 3

grin) 4
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T6133 Anzahl der Signale (Sonde 22q11.2; rot)
Ausgezahlte Kerne: 205 1 ]. 2 3
Anzahl der 0

Signale 1 41 2

(Sonde 2 8 149

22qter; 3 5

gran) 4

T6153 Anzahl der Signale (Sonde 22q11.2; rot)
Ausgezahlte Kerne: 297 1 T 2 3
Anzahl der 0 9

Signale 1 185 18

(Sonde 2 17 65

22qter; 3 1 1
grin) 4

T6176 Anzahl der Signale (Sonde 22q11.2; rot)
Ausgezahlte Kerne: 264 1 T 2 3
Anzahl der 0

Signale 1 92 6

(Sonde 2 6 152

22qter; 3 2 5
grin) 4

T6184 Anzahl der Signale (Sonde 22q11.2; rot)
Ausgezahlte Kerne: 202 1 T 2 3
Anzahl der 0

Signale 1 4

(Sonde 2 4 188 3
22qter; 3 2 1
gran) 4

T6192 Anzahl der Signale (Sonde 22q11.2; rot)
Ausgezahlte Kerne: 209 1 T 2 3
Anzahl der 0

Signale 1 33

(Sonde 2 1 175

22qter; 3

grin) 4

6.4.2.2 Lymphozyten

Lymphozyten Anzahl der Signale (Sonde 22q11.2; rot)
Ausgezéhlte Kerne: 207 | 1 [ 2 | 3
Anzahl der 0 1

Signale 1 1 7

(Sonde 2 5 178

22qter; 3 2 3
grin) 4 1 1
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besonders Dipl. Biol. Mia Po6hl, Dipl. Biol. Elke ipmitz und Melanie Schmitt fur das sehr
angenehme Arbeitsklima und ihre immerwahrende biifsitschaft.

Ulrike Lindemann, Institut fir Humangenetik, fursd&inarbeiten in die Zellkultur, fir die
Unterstitzung bei dem Anfertigen der Praparate ded Vermittlung von wertvollem

Wissen flur den Laboralltag.

Ein sehr herzlicher Dank gilt meinen Eltern ohne din Studium und eine Doktorarbeit
niemals moéglich geworden waren, meinem Vater irsh@sre noch fur das Korrekturlesen.
Sowie meiner Freundin Ozlem Biriik, meinen Schwest&kel Sander und allen anderen

Freunden, die alle auf inre Weise zum Gelingenedi@sbeit beigetragen haben.
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8.1 Publikationen im Rahmen der Promotion:

Poster Publikation auf der DGNC Jahrestagung ieiz63006):

Microdeletions and gains of 1p36 and 22qter in mengiomas detected by inter- and

metaphase FISH enlarge predictive value of these miaers

(Schiebel P, Ketter R, Prowald A, Wemmert $ Zang K, Feiden W, Urbschat § Steudel
WI,) Departments of Neurosurgery Human Genetics and Neuropathology, Saarland

University, D-66421 Homburg, Germany
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Grundwehrdienst in Pfullendorf und Calw

Beginn des Medizinstudiums an der Universigst Saarlandes/ Homburg
Arztliche Vorprifung

Erstes Staatsexamen

Beginn der Promotion in der Neurochirurgie Homburg,
Doktorvater: Prof. Dr. W.-I. Steudel

Zweites Staatsexamen
Abschluss des experimentellen Teils der Promotion
Praktisches Jahr an der Uniklinik in Homburg

Drittes Staatsexamen

Assistenzarzt in der Neurochirurgischen Usit@sklinik Heidelberg,
Arzlicher Direktor Prof. Dr. A. Unterberg



