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Einleitung

Gliome

Geschichte

Gliome sind Tumore des ZNS, welche von Gliazellen oder deren Vorldaufern ausgehen. Der
Begriff ,,Astrozytom* wurde erstmalig von dem Pathologen Rudolf Virchow 1863 in die Lite-
ratur eingefithrt (183). Frank Burr Mallory beschrieb 1914 erstmalig ein ,,Spongioblastoma
multiforme* (112). Harvey Cushing und Percival Bailey verwendeten die Begriffe ,,Gliom*,
»Astrozytom®™ und ,,0ligodendrogliom* 1926 zum ersten Mal in ihrer histopathologischen
Klassifikation von Hirntumoren und benannten das ,,Spongioblastoma multiforme* in den
noch heute verwendeten Namen ,,Glioblastoma multiforme* um (6). Eine préazisere Definition
des ,,Oligodendroglioms* wurde 1929 von Percival Bailey und Paul Clancy Bucy eingefiihrt
(5). Der deutsche Neurologe und Neuropathologe Klaus-Joachim Ziilch ordnete 1957 die
Klassifikation neu (212) und schuf damit wesentliche Grundlagen fiir die erste unter seiner
Federfiihrung vorgelegte WHO Klassifikation von Hirntumoren (214). Diese wurde von Paul
Kleihues und Webster Cavenee 1993 iiberarbeitet (93) und 2000 aktualisiert (94). Entspre-
chend der WHO Klassifikation werden Gliome heute eingeteilt in Astrozytome, Glioblasto-

me, Oligodendrogliome und Ependymome (93, 94).
Epidemiologie

Primére Tumore des ZNS ohne die Meningeome machen etwa 2% aller primédren Tumore
des Menschen aus. Allerdings sind sie verantwortlich fiir den Verlust von etwa 7% Lebens-
jahre durch Tumore in Menschen unter dem Alter von 70 Lebensjahren (144). Die weltweite
Inzidenz von Hirntumoren betrigt etwa 7 auf 100.000 pro Jahr. Es findet sich eine Verteilung
von Minnern zu Frauen im Verhiltnis 1,3 zu 1 (83). Es gibt zwei Lebensphasen, in welchen
gehduft Hirntumore beobachtet werden: zum einen im Kindesalter, zum anderen im Erwach-
senenalter zwischen 45 und 70 Jahren (47). Epidemiologisch ist eine Zunahme von Hirntumo-
ren vor allem bei dlteren Menschen zu beobachten (48). Als mdgliche Ursachen werden zum
einen eine verbesserte Bildgebung und zum anderen eine verfeinerte Tumorklassifizierung
genannt (34, 90, 105). Etwa 60 % aller primaren Hirntumore sind diffuse infiltrierende Astro-

zytome. Diese Gruppe setzt sich zusammen aus etwa 10 bis 15 % Astrozytomen WHO Grad
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I1, aus 20 bis 30 % anaplastischen Astrozytomen WHO Grad III und aus 50 bis 60 % Gli-
oblastomen WHO Grad IV (94). Der Anteil an Oligodendrogliomen an allen Hirntumoren
schwankt mit einem deutlichen Trend nach oben in den verschiedenen epidemiologischen
Studien zwischen 5 bis 25% (28, 70, 118, 213). Als einer der wesentlichen Griinde fiir diesen
Trend sind die unterdessen bekannten besseren therapeutischen Optionen anzunehmen, wel-

che mutmaBlich die Bereitschaft, die Diagnose ,,Oligodendrogliom* zu stellen, fordert (60,

83).

Histopathologie

Histopathologisch zeichnen sich Astrozytome durch einen mehr oder weniger zarten glia-
len Faserfilz aus. Astrozytome werden eingeteilt in Astrozytome WHO Grad 11, anaplastische
Astrozytome WHO Grad III und in Glioblastome WHO Grad IV. Das pilozytische Astrozy-
tom WHO Grad I ist wahrscheinlich ein vollig anderer Tumor aufgrund der fehlenden Nei-
gung zur Progression, anderer betroffener Patienten, anderer Tumorlokalisation und eines an-
deren Infiltratsmusters. Wéhrend ein Astrozytom WHO Grad II ein isomorphes Erschei-
nungsbild bietet, so finden sich beim anaplastischen Astrozytom WHO Grad III u.a. eine Zu-
nahme der Zelldichte, der Mitosen und der Pleomorphie der Zellen und ihrer Kerne. Das Gli-
oblastoma multiforme WHO Grad 1V ist, zusétzlich zu den oben genannten Kriterien, defi-
niert durch Nekrosen und mikrovaskuldre Proliferate (94).

Oligodendrogliome zeigen in der Paraffinhistologie einen typischen Artefakt, welcher ihre
Diagnostik ungemein erleichtert: ein ,,Honigwaben-artiger Aspekt entsteht durch ein helles
ausgewaschenes Zytoplasma. Es finden sich viele zarte, zumeist geradlinige Kapillaren. Das
Oligodendrogliom WHO Grad II ist ein monomorpher Tumor mit gleichférmigen Zellkernen.
Das anaplastische Oligodendrogliom WHO Grad III weist eine erhdhte Zellularitit und Mito-
serate auf und es finden sich pleomorphe Zellen. Gefdlproliferate und Nekrosen sind mit der
Diagnose anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad III vereinbar (94).

Bei Ependymomen WHO Grad II handelt es sich um isomorphe gliale Tumore, welche u.a.
perivaskuldre Pseudorosetten und manchmal ependymale Rosetten ausbilden. Anaplastische
Ependymome WHO Grad III weisen eine erhdhte Zellularitidt und Mitoserate auf, es kommen

pleomorphe Zellen neben GefiaBproliferaten und Nekrosen vor (94).

Therapie und Prognose

Seit Anbeginn der Therapie von Gliomen ist die totale operative Resektion das primére
Ziel. Da Gliomzellen ein ausgesprochen grof3es Potential zur Migration aufweisen, ist zumeist
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eine Resektion iiber die makroskopisch ersichtliche Grenze des Tumors erforderlich. Dem ge-
geniiber steht eine hohe Dichte an funktionell wichtigen Strukturen. Deshalb ist eine ausge-
dehnte Resektion aufgrund der dadurch entstehenden Ausfille meistens nicht vertretbar. Im
Anschluss an eine operative Tumorentfernung wird bei hohergradigen Gliomen eine Bestrah-
lung empfohlen. Auch hier ist die Vulnerabilitidt des Gehirns der limitierende Faktor, eine
strahleninduzierte Enzephalopathie wird ab 60 Gy Strahlendosis beobachtet. Wenn diese Do-
sis ausgereizt ist, verbietet sich eine weitere Radiatio. Wéihrend Astrozytome kein sonderlich
gutes Ansprechen zeigen, so findet sich eine Gruppe der Oligodendrogliompatienten, welche
davon sehr profitieren. Die dritte therapeutische Option liegt in der Chemotherapie, welche
vor allem bei den Oligodendrogliomen aufgrund verbesserter molekulargenetischer Diagnos-
tik deutliche Erfolge aufweisen konnte. Hier besteht der limitierende Faktor in der Gefahr der
Induktion von Zweitmalignomen (60, 144, 145).

Im Kontext dieser limitierten therapeutischen Optionen ist die Prognose von Gliomen
denkbar schlecht. Patienten mit einem Astrozytom WHO Grad II weisen ein medianes Uber-
leben von 5 Jahren, mit einem anaplastischen Astrozytom WHO Grad I1I ein Uberleben von 2
bis 3 Jahren und Patienten mit einem Glioblastom WHO Grad IV ein medianes Uberleben
von weniger als 12 Monaten bei maximaler Therapie auf. Niedriggradige Astrozytome zeigen
eine fast obligate Tendenz zur Progression, was zumeist den die Lebenszeit limitierenden
Faktor darstellt (144). Das mediane Uberleben von Patienten mit einem Oligodendrogliom
WHO Grad II schwank deutlicher zwischen den Studien und liegt zwischen 4 und 17 Jahren.
Hinsichtlich Patienten mit einem anaplastischen Oligodendrogliom WHO Grad III werden
ebenfalls deutlich gestreute mediane Uberlebenszeiten zwischen 0,9 Jahren und 7,3 Jahren be-
richtet. Die deutlich groBere Schwankungsbreite in den Uberlebenszeiten erklirt sich wahr-
scheinlich durch die in den letzten Jahren hinzu gekommenen therapeutischen Optionen, wel-
che eine deutliche Lebensverldngerung zur Folge haben. Oligodendrogliome WHO Grad II
zeigen eine geringgradigere Neigung zur Progression als Astrozytome WHO Grad II (58, 60,
62).

Meningeome

Lokalisation und Ursprung

Meningeome sind Tumore, welche wahrscheinlich von den Meningen ihren Ausgang neh-
men. Sie werden sowohl im gesamten Bereich der Neuraxis, d.h. intrakranial, spinal, intra-
ventrikulér, als auch extrakranial beobachtet (46). Von den intrakraniellen Meningeomen

kommen 40% im Bereich der Konvexitdt der Hemisphéren vor. Oft sind sie mit der Falx ver-
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bunden und es kann zu bilateraler Verdrangung der Hemispharen kommen. Parasagittal fin-
den sich Meningeome zumeist im mittleren und vorderen Drittel der Schddelhohle. Weitere
Lokalisationen sind Keilbeinfliigel, parasellire Region, Nervus opticus, Tentorium cerebelli
und die Fossa posterior. Intraspinale Meningeome finden sich gehduft im thorakalen Bereich
und machen etwa 12% aller Meningeome aus. Meningeome infiltrieren iiberwiegend anlie-
gende Abschnitte der Dura mater und nur selten das angrenzende Gehirn. Fernmetastasen
werden nur bei hoher malignen Meningeomen beobachtet (46, 83, 94).

Aufgrund morphologischer Ahnlichkeiten mit arachnoidalen Deckzellen wird der Ur-
sprung von Meningeomen in der Arachnoidea vermutet. Allerdings steht ein befriedigender
Beweis aus. Da die Meningen vom Mesoderm ausgehen, sind Meningeome wahrscheinlich

mesodermalen Ursprungs (133).
Epidemiologie

Etwa 13 bis 19% aller priméren Hirntumore gehdren der Gruppe der Meningeome an (46).
Die Inzidenz von Meningeomen liegt etwa bei 6 auf 100.000 Einwohner pro Jahr. Am héu-
figsten kommen Meningeome in der sechsten und siebten Lebensdekade vor, allerdings sieht
man gelegentlich auch kindliche Meningeome (94). MutmaBlich liegt die Inzidenz jedoch
iber diesem Wert, da wiederholt bis dato nicht bekannte Meningeome in Autopsien nachge-
wiesen wurden. Bei steigendem Durchschnittsalter der Bevolkerung werden in der Zukunft
Meningeome ein zunehmendes Problem darstellen. Meningeome gehdren zu den wenigen
Tumorentitdten, welche haufiger bei Frauen als bei Mannern auftreten. Insgesamt betriagt das
Verhiltnis von Frauen zu Miannern etwa 1,8 : 1,0 (46). Bei sekretorischen Meningeomen be-

trdgt das Verhéltnis von Ménnern zu Frauen sogar 9 : 1 (139).

Histopathologie

Histologisch zeigen Meningeome varible Erscheinungsbilder, die innerhalb eines Tumors
ineinander iibergehen konnen. Nach der zweiten revidierten WHO Klassifikation werden
fibroblastische, meningothelimatdse, transitionale, psammomatdse, angiomatdse, sekretori-
sche, mikrozystische, lymphoplasmazellreiche, metaplastische, klarzellige, chordoide, papilli-
re, rhabdoide, atypische und anaplastische Varianten von Meningeome unterschieden. Als
hdufige Meningeomvarianten werden die fibroblastischen, meningothelimatdsen, transitiona-

len, psammomatdsen und angiomatdsen, als seltene Varianten die sekretorischen, mikrozysti-



schen, lymphoplasmazellreichen, metaplastischen, klarzelligen, chordoiden, papilldren und
rhabdoiden Meningeome bezeichnet (94).

Meningothelimatdse Meningeome sind isomorphe Tumore, welche von gefdfiihrenden
Bindegewebesepten begrenzte Lappchen ausbilden. Zellgrenzen sind lichtmikroskopisch nicht
zu differenzieren. Die rundlich-ovalen isomorphen Kerne haben einen moderaten Chromatin-
gehalt und weisen oft Zytoplasmainvaginationen im Sinne von Lochkernen auf. Fibroblasti-
sche Meningeome bestehen aus spindelférmigen, isomorphen Tumorzellen, welche in Stran-
gen und Ziigen wachsen und fokal Wirbel ausbilden. Diese kdnnen zentral zu sogenannten
Psammomkdrpern verkalken. Zum Teil werden diese fibroblastischen Meningeome von di-
cken Kollagenbiindeln durchzogen. Transitionale Meningeome stellen eine Mischform aus
meningothelimatdsen und fibroblastischen Meningeomen dar. Psammomatése Meningeome
zeichnen sich durch sehr viele Psammomkdrpern aus. Das Tumorgewebe an sich bietet einen
transitionalen Aspekt. Angiomatose Meningeome weisen eine grofle Zahl an Gefdflen auf,
welche zumeist auffallend Wénde haben (94). Die histologische Subklassifikation von Me-
ningeomen hat zumeist keine Konsequenzen fiir Therapie und Prognose.

Hingegen ist die Graduierung von klinischer Relevanz. Es gibt Meningeome WHO Grad 1,
atypische Meningeome WHO Grad II und anaplastische Meningeome WHO Grad III. Etwa
80 bis 90% aller Meningeome entsprechen dem WHO Grad I, 5 bis 15% dem atypischen Grad
II und 1 bis 3% dem anaplastischen Grad III (102). Fibroblastische, meningothelimatdse, tran-
sitionale, psammomatdse, angiomatdse, sekretorische, mikrozystische, lymphoplasmazellrei-
che und metaplastische Meningeome werden als WHO Grad I eingeteilt. Klarzellige, chordoi-
de und papilldre Meningeome werden als atypische WHO Grad Il Tumore, rhabdoide als ana-
plastische Meningeome WHO Grad III graduiert (94).

Therapie und Prognose

Primires therapeutisches Ziel ist die kurative Resektion von Meningeome (85). Im Falle
von Meningeomen der Konvexitdt ist dieses zumeist problemfrei moglich, wenn es sich um
WHO Grad I Tumore handelt. Die Resektion von Meningeomen der Schidelbasis ist proble-
matischer aufgrund des flichigen Wachstums mit Ummauerung praexistenter anatomischer
Strukturen wir Hirnnerven und Blutgefde. Hier sind Rezidive haufig (135). Bei subtotalen
Tumorresektion oder bei Vorliegen eines Meningeoms vom WHO Grad II bis III wird eine
Radiotherapie angeschlossen. Eine Chemotherapie von Meningeomen der WHO Grade 11

und IIT wird aufgrund des méBigen Erfolges nur selten durchgefiihrt (83).
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Patienten mit einem Meningeom WHO Grad I haben im Falle einer vollstindigen totalen
Resektion zumeist keine reduzierte Lebenserwartung. In 7 bis 20% aller Meningeome WHO
Grad I kommt es zu Rezidiven. Eine Progression wird selten gesehen. Hingegen kommt es bei
atypischen Meningeomen WHO Grad II in 30 bis 40% und bei anaplastischen Meningeomen
WHO Grad III in 50 bis 78% der Fille zu Rezidiven (94). Die mediane Uberlebensrate von
Meningeomen WHO Grad III liegt unter 2 Jahren (134).

Die Notwendigkeit molekularer Pathologie

Sowohl in der klassischen morphologischen Diagnostik als auch in der Therapie sind die
auf mikroskopischen Beobachtungen und auf empirischen Behandlungen beruhenden Fort-
schritte gering. Das differenzierte Verstindnis molekularer Ursachen von Hirntumoren er-
laubt Verbesserungen in der Klassifikation, in der prognostischen Einschitzung und in der
Entwicklung von neuen Therapien fiir diese zum Teil noch immer sehr schlecht zu behan-
delnden Tumore.

Die im Folgenden vorgestellten Studien unterlagen diesem Anspruch. Sie konnten kleinere

Fragen beantworten. Sie warfen noch viel groBere, neuere auf.



Molekulargenetische Befunde astrozytarer Tumore

Progressions-assoziierte genetische Verdnderungen

Chrom. Alt. Amp Amp Amp  Amp }]1)(2? LOH Amp Amp LOH
CDKN24 PTEN CDK4
Gen MDM4 PIK3CA PDGFRA CCND3 EGFR CDKN2B sreapr CONDI S0 Rbl

Chrom. Alt. LOH LOH LOH

Gen TP53 ? 2

uouu 1

Y
1000 00 o
8 19
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Abbildung 1: Chromosomale und molekulargenetische Verdnderungen in astrozytiren Tu-
moren. Details siche Text. Chrom: chromosomal, Alt: Alteration, Amp: Amplifikation, Hom:

homozygot, Del.: Deletion, LOH: loss of heterozygosity.

Astrozytome WHO Grad Il

In etwa 50% der Astrozytome WHO Grad II findet sich eine Polysomie von Chromosom
7q (165, 199). In etwa 20% der Félle wird LOH (Loss of heterozygosity) von polymorphen
Markern auf 22q bei niedriggradigen Astrozytomen beschrieben (80). Deutlich seltener kom-
men Verluste auf den Chromosomen 13q, 10p und 6 vor (94). Etwa 60% aller Astrozytome
WHO Grad II weisen Mutationen im Tumorsuppressorgen 7P53 auf. (94). In gemistozytiren
Astrozytomen werden in bis zu 80% der Félle 7P53 Mutationen beschrieben (190). 7P53 Mu-
tationen gehen zumeist einher mit einem LOH 17p (144). Das p53 System wird alternativ
durch eine Methylierung des Promotors des B-Transkriptes des Genes CDKN2A gestort, wel-
ches p14™*" kodiert, (122). Eine Uberexpression des PDGFRo Proteins, welches dimerisiert
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eine Tyrosinkinase Rezeptor ist, und dessen Liganden PDGF-A, wird haufig beschrieben und
deutet auf eine autokrine Stimulation hin (49, 71). PDGFRa Uberexpression wird vor allem in
Astrozytomen WHO Grad 11 gefunden, welche LOH 17p aufweisen (72). Fiir eine Ubersicht
siche Abbildung 1 und 2.

Anaplastische Astrozytome WHO Grad lli

Progressions-assoziierte chromosomale Alterationen in anaplastischen Astrozytomen
WHO Grad III umfassen in vielen Féllen den Verlust einer Kopie von den chromosomalen
Armen 9p und 13q und die Amplifikation von Abschnitten auf Chromosom 12q (94). Diese
chromosomalen Regionen tragen die den Zellzyklus regulierende Gene CDKN2A und
CDKN2B (9p21), RB (13q) und CDK4 (12q). Somit ist wahrscheinlich der wichtigste Schritt
in der Progression zur Anaplasie eine Stérung der Zellzyklusregulation (144). Alterationen
der Gene CDKN2A und CDKN2B sind dabei die hiufigste Ursachen der Storung des Zellzyk-
lus. Es finden sich entweder homozygote Deletionen der Gene (57, 87, 123, 163) oder eine
Hypermethylierung der CpG Inseln der Promotorregion (29), welche zum Verlust der Ge-
nexpression fiihrt. Seltener sind Mutationen im Tumorsuppressorgen RB, welches in der Re-
gel nur mutiert aufgefunden wird, wenn die Gene CDKN24 und CDKN2B nicht alteriert sind
(57, 77). Etwa 80% aller malignen Gliome weisen Lisionen entweder in CDKN2A und
CDKN2B oder in RB auf (57). Die Proteine pl6 (CDKN2A4) und pl15 (CDKN2B) inhibieren
die Proteine CDK4 (CDK4 auf 12q) und CDK6 (CDK6 auf 7q). Als alternativer Mechanismus
zur Ausschaltung der inhibierenden Proteine pl6 und pl5 kommen Amplifikationen von
CDK4 (hdufig) und CDKG6 (selten) vor (30, 123, 146). Zumeist finden sich in anaplastischen
Astrozytomen WHO Grad III neben Defekten in der Zellzyklus Kontrolle noch Veridnderun-
gen im p53 System: 7P53 Mutationen, homozygote Deletionen von CDKN2A4, {iber dessen 3-
Transkript die RNA fiir p14**" abgelesen wird, oder Amplifikation von MDM2 werden be-
schrieben (76). Ubersicht sieche Abbildung 1 und 2.

Glioblastoma multiforme WHO Grad IV

In Glioblastomen findet sich oft ein polyploider Satz an Chromosomen, es gibt selbst deut-
liche Variationen zwischen verschiedenen Tumorzellen (144). An singuldren, haufig anzutref-
fenden chromosomalen Verdnderungen ist an erster Stelle der zumeist komplette Verlust von
einer oder beiden Kopien von Chromosom 10 zu nennen (83). Seltener kommen Deletionen

auf 19q vor (94). An molekulargenetischen Verédnderungen stehen Amplifikationen des On-
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kogens EGFR auf Chromosom 7q und Mutationen im Tumorsuppressorgen PTEN auf Chro-
mosom 10q im Vordergrund (144). Beide Gene werden auch in wenigen anaplastischen
Astrozytomen WHO Grad III mutiert aufgefunden. Diese Tumore weisen eine schlechtere
Prognose auf (94, 144). EGFR Amplifikationen werden héufiger in primiren Glioblastomen
gefunden als in sekundéren Glioblastomen (191). Das PTEN Gen kodiert einen Inhibitor des
PI3K/AKT Signalweges. PTEN Mutationen kommen in etwa 30 bis 44% aller Glioblastome
vor (189). Hierbei handelt es sich vor allem um primédre Glioblastome (176). Der PI3K/AKT
Pathway kann ebenfalls eine Aktivierung erfahren durch Mutationen im Onkogen PIK3CA
(15, 54, 95, 159). Neben diesen molekulargenetischen Verdnderungen finden sich zudem
Amplifikationen des Onkogens PDGFRA, welches vor allem in primaren Glioblastomen ver-

dndert vorkommt (41, 200). Ubersicht sie Abbildung 1 und 2.

p53 Kontrolle: . Wachstums- | Rb/p16 © PI3K/Akt
Apoptose . Faktoren . Zellzyklus . Signalweg
Zellzyklus - . Kontrolle

DNA Reparatur

TP53 mut
CDKN2A
(p14™") met

. PDGFRA
Uberexpression

Astrozytom WHO Grad 11

RBI mut
CCND1/3 amp
CDKN2A/B del
CDK4/5 amp

CDKN2A
(p14™") del

Anapla-stisches Astroiytom WHO Grad III

PTEN mut
PIK3CA mut
EGFR amp

EGFR amp
PDGFRA amp
MET amp

MDM?2 amp
MDM4 amp

Abbildung 2: Progressionsassoziierte molekulargenetische und epigenetische Verdnderungen

astrozytdrer Tumore. Mut: Mutation, met: Hypermethylierung, del: homozygote Deletion,

amp: Amplifikation. Fiir ndhere Details siche Text. Abbildung modifiziert nach (144).
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Verdnderungen auf Chromosom 22q

Kandidatengen Eingrenzung auf 22q

Chromosom 22q ist in etwa 30% aller astrozytiren Tumore deletiert und damit eine
hiufige genetische Verdnderung in diesen Tumoren. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Region in der Mitte des chromosomalen Arms bereits in niedriggradigen und eine telomere
Region zumeist erst in hochgradigen Astrozytomen verloren gehen (80, 128). Beide Studien
verwendeten Mikrosatelliten Marker, um Tumore mit interstitiellen LOH zu detektieren.
Wenn multiple Tumore identifiziert werden, welche solche kleineren Deletionen aufweisen,
konnen eine oder mehrere ,,common regions of overlap* definiert werden. Entsprechend der
,»two hit” Hypothese von Knudson kann ein Tumorsuppressorgen in dieser Region liegen: die
eine Kopie dieses postulierten Gens ist inaktiviert durch den Verlust des ganzen
chromosomalen Abschnittes, das zweite Allel durch umschriebene Mutationen (97). Das Ziel
der Eingrenzungen solcher gemeinsamen Uberlappungsregion (,,common region of overlap®)
ist es, diese auf eine sehr kleine chromosomale Region einzuschrinken, um dann gezielt die
wenigen dort sich befindenden Gene auf Mutationen hin zu untersuchen.

Die erste Beschreibung des Verlustes chromosomaler Abschnitte auf 22q in Gliomen reicht
in das Jahr 1988 zuriick (86). Zum Teil widerspriichliche Daten erbrachten die folgenden Stu-
dien, welche erstmalig partielle Deletionen im Bereich 22q12 bis 22q13 in der Néhe des Tu-
morsuppressorgens NF2 beschrieben. Allerdings stimmen diese Regionen nur teilweise iiber-
ein (73, 121, 149, 194). Die beiden oben genannten Studien deuteten, unter Verwendung einer
hoheren Auflosung, auf zwei Regionen im Bereich 22q12.3 bis 22q13.31 und 22q13.31 bis
22q13.32 hin (80, 128). Neben Astrozytomen weisen auch andere Tumorentititen Deletionen
auf 22q auf. Unter anderem Meningeome (102), Ependymome (75, 98), Brust- (1, 25, 78),
Kolon- (25, 26), Ovarial- (16), Rachen- (116) und Pankreasinselzellkarzinome (201) zeigen
Verluste chromosomalen Materials auf 22q. Wéhrend bei Meningeomen und Ependymomen
zum Teil Mutationen im Tumorsuppressorgen NF2 gefunden werden (94), so konnte bei den
anderen genannten Tumoren kein mutiertes Tumorsuppressorgen identifizieren werden.

Um die astrozytiren Kandidatenregionen ndher einzugrenzen, wurde ein zweiteiliger An-
satz gewdhlt: zum einen wurden bioinformatorisch die Daten der etablierten 22q Studien auf
die im Jahr 2000 erstmalig vorliegende physikalische DNA Sequenz des Chromosoms gelegt,
zum anderen 153 Astrozytome aller drei WHO Grade mittels 11 polymorpher Mikrosatelli-

tenmarker analysiert.
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Der bioinformatorische Ansatz zeigte in der Tat
eine Vielzahl von Uberlappungen der Kandidaten- 22p11.1 —
regionen der verschiedenen Tumorentitidten (Ab-
bildung 3). Drei Kandidatenregionen, bezeichnet 22111 —

CRI, CRII und CRIII stellten sich dar (CR: candi- 11

000

date region). Der Labor-basierte Ansatz bestétigte
zum einen die bereits beschriebene, dann T-Region 2q11.21 —
(telomer) genannte, Kandidatenregion und grenzte

sie von 10 Mb auf 2,7 Mb ein (80). Zum anderen

fand sich eine deutlich weiter centromer gelegene 9 10 vohesinn s
Kandidatenregion von 3 Mb, welche dann als ,,C- C | Ci};l 2q11.23 —
Region bezeichnet wurde und angedeutet sich in
den frilhen 22q Studien bereits abzeichnete (73, 22912.1
121, 149, 194) (Abbildung 3). Ein Verlust des te- hczg .
lomeren Bereichs von 22q wurde nur in einzelnen, 1 stz
vor allem hochmalignen Gliomen gefunden und
ermdglichte nicht die Definition einer gemeinsa- 3 etz
men Uberlappungsregion (61).

o 22q13.1
Abbildung 3: Kandidatenregionen auf Chromo- T I L 6 E—
som 22q; 1: Astrozytome (80), 2: Astrozytome
(128), 3: Brustkarzinome (78), 4: Kolonkarzinome ]: i
(26), 5: Brust- und Kolonkarzinom (25), 6: 2GRl i1
Ovarialkarzinome (16), 7: Rachenkarzinome (116), 1 | 22q13.31 —
8: Brustkarzinome (1), 9: Ependymome (98), 10: 4;5 7
Pankreasinselzellkarzinome (201), 11: Epenymome '
(75), 12: Megakaryoblastische Leukédmie (110); e
CRI, CRII, CRIII: iiberlappende Kandidatenregio- 22a1333
nen ermittelt durch bioinformatorische Analyse; C: )

centromere Kandidatenregion, T: telomere Kanidatenregion (jeweils ermittelt durch eigene
Experimente). Physikalische Sequenzdaten basieren auf dem November 2002 Freeze der

UCSC GoldenPath Datenbank (http://genome.ucsc.edu) (61).
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Im Anschluss wurde ein zweites ,,Mapping* Projekt in Kooperation mit Prof. Dumanski in
Uppsala in Schweden durchgefiihrt. Mittels des dort etablierten hoch auflésenden Tiling Path
Matrix CGH Chips (17) wurden 50 Glioblastome auf Deletionen untersucht. In 14 der 50 Tu-
more (28%) fanden sich 22q Deletionen, 10 der Tumore zeigten 22q Monosomie. Vier Gli-
oblastome wiesen partielle Deletionen auf. Aus diesen konnten zwei gemeinsamen Uberlap-
pungsregion abgeleitet werden: eine mehr centromere Region von 11,1 Mb Ausdehnung und
eine am telomeren Ende des Chromosoms sich befindende 3,08 Mb gro3e Region. Tatséch-
lich tiberlagerte sich die 11,1 Mb Region mit den CRI und CRII Regionen, die 3,09 Mb Regi-

on mit der CRIII Region des bioinformatorischen Ansatzes (32).

Untersuchung potentieller Tumorsuppressorgene auf 22q

a.) DJ1042K10.2
¢ 9.5 kb >
i E——
i, B
b.) MKL1
< 25 kb P

1 1 I!l | l!!lt:j

D)

0=
=l =
=]
27
=
=
3|
=
=}

c.) EP300

¢ 88 kb >
i | | !‘5“ [T ”"“HH”HHHF
1 6 10 s 21 7
fs 709 nlﬁmﬁ 23;@28 :
3 9 31

19
2 12 i 20 22 2

Abbildung 4: Drei der in (61) untersuchten Kandidatengene; horizontale Pfeile iiber Grafi-
ken: physikalische Ausdehnung, horizontale Pfeile unter Grafiken: Angabe der fiir den ORF
kodierenden Exone, Zahlen unter Grafiken: Exon Nummern, griine Késtchen um Zahlen: in

(61) untersuchte Exone.

Eine Vielzahl potentieller Tumorsuppressorgene wurde auf Chromosom 22q unterdessen
hinsichtlich Mutationen in Astrozytomen untersucht. Das Tumorsuppressorgen NF2 auf
22q12.2 ist hdufig in Meningeomen, Neurinomen und Ependymomen mutiert (157, 198), aber

Alterationen in Astrozytomen wurden nicht gefunden (154). In rhabdoiden Tumoren und in
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Plexuskarzinomen finden
sich Mutationen im
hSNF5/INI 1 Gen auf

22q12.1 (11, 166), nicht

aber in  Astrozytomen
(195). Das Gen hCHK?2 auf
22ql12.1 ist bei den
LiFraumeni Patienten mu-
tiert, welche keine 7TP53
Mutation aufweisen. Ob-
wohl es somit ein attrakti-
ves Kandidatengen fiir
Astrozytome war, wurden
keine Mutationen beobach-
tet (81).

Durch die chromosoma-
le Annotation der C- und
der T-Region wurden 22
bzw. 49 Gene identifiziert
(sieche Abbildung 5). Die
Gene und deren Proteine
wurden mit bekannten Ge-
nen bzw. Proteinen vergli-
chen und die Literatur wur-
de hinsichtlich dessen ge-
sichtet. Am Ende wurden
Prioritétslisten erstellt (Ab-

bildung 5).

Abbildung 5: In (61) identifizierte Gene der C- und T-Region. Gene mit Sternen wurden auf

Mutationen hin untersucht.
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Die Gene DJ1042K10.2, MKLI und EP300 der T-Region und das MYOI8B Gen der C-
Region fanden sich auf den ersten Plidtzen der Liste und wurden in 36 Astrozytomen auf Mu-
tationen analysiert (Abbildung 4). DJ1042K10.2 zeigte Dominen in der Proteinsequenz, wel-
che eine Funktion in der Zellzyklusregulation erwarten lieBen. MKLI ist ein Gen, welches bei
der megakaryoblastischen Leukédmie als Bruchstelle einer chromosomalen Fusion beschrieben
wurde (110). EP300 ist ein Gen, das als klassisches Tumorsuppressorgen in epithelialen Tu-
moren beschrieben wurde (42). In keinem der astrozytdren Tumore wurde eine Mutation iden-

tifiziert.

Originalarbeiten

e Hartmann C, Numann A, Mueller W, Holtkamp N, Simon M, von Deimling A.; Fine
mapping of chromosome 22q tumor suppressor gene candidate regions in astrocytoma.

Int J Cancer. 2004 Mar 1;108(6):839-44.

e de Stahl TD, Hartmann C, de Bustos C, Piotrowski A, Benetkiewicz M, Mantripra-
gada KK, Tykwinski T, von Deimling A, Dumanski JP; Chromosome 22 tiling-path
array-CGH analysis identifies germ-line- and tumor-specific aberrations in patients

with glioblastoma multiforme. Genes Chromosomes Cancer. 2005 Jun 8
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Molekulargenetische Defekte im Rb Signalweg
Ubersicht: Rb Signalweg

SMAD3 Abbildung 6: Die wesentlichen p16/p15-
TGFp ——»
- gesteuerten Regulationsmechanismen

wihrend des Zellzyklus im Ubergang
zwischen der G1- und der S-Phase. TGF-
< @

B bewirkt iiber SMAD3 und SMAD4 ei-

p CDC25A Aktivierung der Proteine p16 und p15
/ und eine Inhibition von CDC25A. pl6

und pl5 binden an Cyclin D und verhin-

CDK4 CDK6 dern somit eine Komplexierung des Cyc-

- lins mit CDK4 und CDK6. Kommt es zur
® ® & Komplexbildung aus Cyclin D mit CDK4

= ¢ / und CDK6, bewirkt selbiger eine

DP-1 gF-1

G1-Phase DP-1 Phosphorylierung von RB, welches dann

[ EZ|F-1 vom E2F-1/DB-1 Komplex dissoziiert.
E2F-1/DB-1 vermittelt den Ubertritt von

S-Phase o
der G1 in die S-Phase (94, 144, 145).

Mutationen in CDKN2A, CDK2NB und Rb

So wie viele andere Tumore weisen Gliome hiufig LOH auf 9p21 auf, wo die Tumor-
suppressorgene CDNK2A4 und CDKN2B liegen (91, 124). In Abweichung zu klassischen Tu-
morsuppressorgenen wie 7P53 oder NF2 finden sich jedoch Punktmutationen nur sehr selten
in CDNK2A4 und CDKN2B. Stattdessen ist die homozygote Deletion dieser Gene, die fiir die
drei Proteine p16, p14**" und p15 kodieren, der hiufigste Inaktivierungsmechanismus (57,
83, 94). So konnten in 47 Gliomen eine Rate homozygoter Deletionen von 49% aufgezeigt
werden (57). Es fanden sich unter diesen Gliomen auch einige niedriggradige Tumore, welche
eine Deletion aufwiesen. Diese Beobachtung deckt sich nicht mit anderen Studien, welche Al-
terationen im Rb Signaltransduktionsweg nur in Gliomen WHO Grad III und IV gefunden ha-
ben (144). Als mogliche Erklarung kann angefiihrt werden, dass die verwendeten Untersu-
chungsmethode zum damaligen Zeitpunkt noch nicht ausgereift war, dass die zugrunde lie-
genden histopathologischen Diagnosen in der pri-WHO Ara erstellt wurden und damit von
der gegenwirtigen Klassifikation abwichen, oder dass Lésionen in Zellzyklusgenen auch
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schon in niedriggradigen Gliomen vorkommen konnen. Eine wichtige Beobachtung war die
Exklusivitit von CDNK2A4 und CDKN2B auf der einen und Rb Mutationen auf der anderen
Seite: offenbar ist die Schidigung eines der beiden Gene bereits ausreichend zur Stérung der
Zellzykluskontrolle und weitere Storungen im Rb Signaltransduktionsweg flihren zu keinem

zusitzlichem Selektionsvorteil fiir Tumorzellen (57) (Abbildung 6).

CDKN2A Veranderungen als Modell genetischer Stabilitat von Zellinien

Nach der Erstbeschreibung homozygoter Deletionen von CDNK2A und CDKN2B (91, 124)
bestanden groflere Zweifel, ob diese initial an Zellinien generierten Daten auch fiir primére
Tumore gelten, oder ob es sich hierbei um Zellkulturartefakte handelte. Allerdings fanden
sich dann in 126 aus der Literatur zusammengefassten Fillen von Gliomen in etwa 50% der
Fille Mutationen (44, 119, 163, 179, 187). In zusammengefasst 137 untersuchten Gliom Zel-
linien hingegen lag die Deletionsrate bei 75% (4, 45, 52, 65, 66, 84, 91, 124, 171). Zur Unter-
suchung dieser Diskrepanz wurden 31 Gliom Zellinien mit ihrem korrespondierenden Primir-
tumor hinsichtlich des CDNK2A/CDKN2B Status verglichen. In einem Fall konnte eine
CDNK2A4/CDKN2B Deletion nur in der Zellinie, nicht aber im korrespondierenden Primértu-
mor nachgewiesen werden. Hingegen blieb der CDNK2A/CDKN2B Status der Zellinien selber
auch tliber Beobachtungszeitraume von mehr als 8 Jahren stabil. In 47 anderen priméren Gli-
omen fand sich eine homozygote Deletionsrate von 49%, in den oben genannten 31 Zellinien
eine Rate von 61%. MutmaBlich haben die Gliome, welche eine CDNK2A/CDKN2B Mutation
aufweisen, einen Selektionvorteil bei der Uberfiihrung in eine Zellinie (57). Es kann in diesem
Zusammenhang spekuliert werden, dass in den initialen Studien an primédren Gliomen nicht
zwischen der WHO Graduierung differenziert wurde (4, 45, 52, 65, 66, 84, 91, 124, 171), je-
doch nur hohergradige Gliome eine Zellkultivierung ermoglichen. Diese hohergradigen Gli-

ome zeichnen sich durch eine deutlich hohere CDNK2A4/CDKN2B Deletionsrate aus.

Originalarbeiten

e Hartmann C, Kluwe L, Lucke M, Westphal M.; The rate of homozygous
CDKN2A/p16 deletions in glioma cell lines and in primary tumors. Int J Oncol. 1999
Nov;15(5):975-82.
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Molekuklargenetische Defekte im PI3BK/AKT Signalweg

Ubersicht: PI3K/AKT Signalweg

li Wachstumsfaktoren

Tyrosin Kinasen BAD

EKHREY ——» Apopftose

PIP2 PIP3 /
Caspase 9
PTEN p
P 4. .........

AKT

—» [0/0S6K —» Translation
PDK1

P + AKT  FRAP/MIOR

Abbildung 7: Wachstumsfaktoren vermitteln iiber Rezeptortyrosinkinasen wie z.B. PDGFRA
eine Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges: Phosphinositol 3’-Kinasen (PI3K) phosphorylie-
ren PIP2 zu PIP3, PTEN dephosphoryliert PIP3 zu PIP2. PIP3 bewirkt iiber PDK1 eine
Phosphorylierung von Akt, welches dann Apoptosesignalwege inhibiert. Zusdtzlich wirkt
phosphoryliertes Akt zusammen mit FRAP/mTOR aktivierend auf die Translation einer Viel-

zahl von Proteinen, welche an der Zellteilung beteiligt sind.

LOH auf Chromosom 10 und PTEN Mutationen

Der Verlust einer Kopie von Chromosom 10 ist mit einer Rate von 75 bis 95% die haufigs-
te chromosomale Verdnderung in Glioblastomen. LOH auf Chromosom 10 wird hingegen
nicht in niedriggradigen Astrozytomen beobachtet. Somit ist LOH auf Chromosom 10 ein
progressions-assoziiertes Ereignis (54, 94). Verschiedene Gene wie PTEN oder MGMT liegen
auf dem langen Arm von Chromosom 10 und kommen damit als Ziele in Frage (83, 94). Al-

lerdings findet sich hdufiger LOH auf Chromosom 10 als eine genetische oder epigenetische
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Verianderung in diesen Genen. Vermutlich gibt es mehrere Tumorsuppressorgene auf Chro-
mosom 10.

PTEN Mutationen werden in etwa 30 bis 40% aller Glioblastome beschrieben (54, 144,
189). Dabei werden PTEN Mutationen hdufiger in primédren als in sekunddren Glioblastomen
gefunden (176). Protein PTEN dephosphoryliert den ,,second messenger® Phosphoinositoltri-
phosphat (PIP3) zu Phosphoinositolbiphosphat (PIP2) und ist damit einer der wichtigsten An-
tagonisten der Phosphoinositol-3’-Kinasen (PI3K). PIP3 aktiviert den PI3K/Akt Signalweg,
welcher zum einen die Zellproliferation stimuliert, zum anderen Apoptosemechanismen inhi-
biert. Protein PTEN wirkt somit als Inhibitor auf den PI3K/Akt Signaliibertragungsweg (Ab-
bildung 7) (94).

PIK3CA Mutationen

PTEN wird den Tumorsuppressorgenen und die PI3Ks den Onkogenen zugerechnet. Ein
typischer Aktivierungsmechanismus von Onkogenen ist die Amplifikation. Allerdings fanden
sich in Gliomen im Gegensatz zu anderen Tumoren keine Amplifikationen verschiedener
PI3K Gene (95). In einer 2004 veroffentlichten Studie gelang jedoch der Nachweis haufiger
Mutationen im PIK3CA Gen, nicht jedoch in allen anderen Mitgliedern der Genfamilie (159).
PIK3CA Mutationen wurden vor allem in den Exonen 1, 9 und 20 gefunden, welche somit ei-
nen ,.hot spot* darstellen. In 4 der 15 untersuchten Glioblastome (27%) wurden PIK3CA Mu-
tationen identifiziert, so dass der Eindruck entstand, dass Mutationen in diesem Gen etwa mit

gleicher Haufigkeit auftreten wie PTEN Mutationen (159).
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Abbildung 8: Mutationen in PIK3CA Exon 9: a.) SSCP Gel, Tumor Nr. 31 als Blut/Tumor
Paar ohne aberrante Bande, Tumor No. 38 mit einer zusdtzlichen Bande, b.) Wildtyp Sequenz
von PIK3CA Exon 9, c.) Sequenz von Tumor No. 38 mit einer GAA — AAA Mutation (Co-
don 542, Glu — Lys).

Dieser erste Eindruck hédufiger PIK3CA Mutationen konnte in nachfolgenden Studien nicht
aufrecht erhalten werden (15, 54, 96). Unter Analyse groBerer Zahlen von Glioblastomen
konnte in diesen Studien nachgewiesen werden, dass die Rate an PIK3CA Mutationen bei et-
wa 5% liegt (Abbildung 8). Interessanterweise wurden Mutationen nur in den ,,hot spot* Exo-
nen 1, 9 und 20 gefunden (54), obwohl gerade bei Glioblastomen zunéchst auch in anderen
Exons Punktmutationen gefunden wurden (159). Unter der Annahme, dass dhnlich wie bei
CDKN2A4 und RB (57) Mutationen in einem Gen den ganzen Signalweg fehlregulieren, war es
interessant zu priifen, ob Verdnderungen entweder nur in PIK3CA oder PTEN vorlagen (15).
Allerdings gelang in einem Glioblastom der Nachweis von jeweils einer Mutation in PIK3CA

und in PTEN (54).

Originalarbeiten

e Hartmann C, Bartels G, Gehlhaar C, Holtkamp N, von Deimling A; PIK3CA mutati-
ons in Glioblastoma multiforme. Acta Neuropathol. 2005 Jun;109(6):639-42. Epub
2005 May 28.
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Klonalitidt von Glioblastomen

Glioblastome sind Tumore mit einer geringer Neigung zur himatogenen Metastasierung
(47). Allerdings kommen in der Literatur immer wieder Einzellfallbeschreibungen von Gli-
oblastomen mit Fernmetastasen vor (130).

Um Aussagen iiber genetische Verdnderungen in Primirtumoren und derer Metastasen ma-
chen zu konnen, wurden 6 metastasierende Glioblastome untersucht. Es wurden sowohl die
chromosomalen Arme 1p, 10q und 19q als auch die Gene 7P53, EGFR und CDKN2A analy-
siert. Von den 6 Patienten waren 4 unter 32 Jahre alt. Alle bis auf einen Patienten verstarben 2
Jahre nach Erstdiagnose. Vier der 6 Fille wiesen TP53 Mutationen auf, aber nur ein Gli-
oblastom hatte eine EGFR Amplifikation. In 2 der 6 Fille fanden sich keine molekulargeneti-
schen Verdnderungen. Zwei weitere Glioblastome wiesen keine Unterschiede auf den unter-
suchten Chromosomen und Genen zwischen Primdrtumor und Metastasen auf. Allerdings
zeigten 2 Glioblastome unterschiedliche 7P53 Mutationen im Primértumor und den korres-
pondierenden Metastasen (Abbildung 9).

Die Rate der 7P53 und EGFR Mutationen stimmte mit dem jungen Alter der Patienten
iberein: 7P53 Mutationen sind eher bei jungen Patienten, EGFR Amplifikationen eher bei al-
teren Patienten zu finden (83, 94). Moglicherweise gibt es einen Zusammenhang zwischen
dem Alter von Glioblastom Patienten und der Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von Fern-
metastasen. Es kann spekuliert werden, dass éltere Patienten aufgrund des zumeist frither ein-
tretenden Todes nicht mehr ausreichend Zeit zur Aussaat von Metastasen haben, welche dann
grof} genug zur Detektion wéren. Andererseits sind es vielleicht gerade junge Patienten mit
einer langeren Lebenserwartung, deren Glioblastome zusétzlich eine hohere Aggressivitét
aufweisen und damit erst eine Metastasierung ermdglichen.

Die beiden Fille mit verschiedenen 7P53 Mutationen in Primirtumor und Metastase lassen
Riickschliisse auf die Klonalitdt von Glioblastomen zu. Zumeist werden Hirntumore nur als
Primarius untersucht. Die Befunde deuten fast immer auf identische molekulargenetische
Verdnderungen in allen Teilen des Tumors hin. Wenn jetzt aber verschiedene Mutationen
zwischen Primértumor und Metastasen beobachtet werden, dann liegt der Verdacht nahe, dass
initial verschiedene Tumorklone existierten. Der eine metastasierte, ein anderer aber besall im
Bereich der primdren Lokalisation Wachstumsvorteile und tiberwuchs die anderen Klone.
Somit bedeutet mutmaBlich bei Glioblastomen im Gegensatz zu epithelialen Tumoren die Me-
tastasierung nicht das Ende der Entdifferenzierung, sondern ist eventuell schon ein friiheres

Ereignis (130).
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Abbildung 9: Mutationen in 7P53 Exon 5 und 6 bei Fall No. 4; 7P53 Exon 6 zeigte im Pri-
mértumor eine wildtyp Sequenz. Die beiden Hautmetastasen hingegen hatten eine A — G
Mutation (Pfeile); in Exon 5 liegt wieder im Primértumor eine wildtyp Sequenz vor, in der

Hautmetastase findet sich eine T — C Mutation (Pfeile).
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Genetik, Progression und Therapie glialer Tumore

Expressionanalyse astrozytarer Tumore

Histopathologisch ist das Glioblastoma multiforme WHO Grad IV entsprechend den WHO
Kriterien ein astrozytdrer Tumor mit Endothelproliferaten und Nekrosen. Anaplastische Oli-
godendrogliome WHO Grad III sind oligodendrogliale Tumore, bei denen ebenfalls Endo-
thelproliferate und Nekrosen erlaubt sind (94). Aufgrund der in beiden Tumorentititen nach-
weisbaren Anaplasie der Tumorzellen ist die histologische und immunhistochemische Diffe-
renzierung zwischen beiden oft nur eingeschriankt mdglich. Da aber anaplastische Oligo-
dendrogliome WHO Grad III im Gegensatz zu Glioblastomen deutlich besser auf eine Che-
motherapie ansprechen, ist eine exakte Zuordnung dringend erforderlich (20-22).

Mit Expressionsarrays wurde zunédchst anhand von je 14 Glioblastomen WHO Grad IV
und 7 anaplastischen Oligodendrogliomen WHO Grad III mit typischem histopathologischem
Erscheinungsbild ein Expressionprofil erstellt. Anhand der differierenden Expressionsmuster
wurden mathematische Modelle trainiert, welche dann an einer zweiten Gruppe von Gli-
oblastomen WHO Grad IV und anaplastischen Oligodendrogliomen WHO Grad III mit einem
nicht-klassischen Phénotyp erprobt wurden.

Bei Klassifikation der zweiten Gruppe nach histopathologischem Erscheinungsbild fanden
sich keine signifikanten Unterschiede in den Uberlebenszeiten zwischen den nicht-klassischen
Glioblastomen WHO Grad IV und anaplastische Oligodendrogliomen WHO Grad II1. Hinge-
gen fand sich eine signifikante Assoziation zwischen den beiden Préadiktionklassen der ma-
thematischen Expressionsmodelle und den Uberlebensraten. Somit konnte an dieser Serie ge-
zeigt werden, dass die Expressionsanalytik-basierte Tumorklassifikation besser mit dem

Uberleben korreliert als die der Histopathologie (125).

Molekulare Prognoseparameter und Astrozytome

Zu den tiblichen Prognoseparametern gehdren Alter, Geschlecht, Tumorlokalisation, Tu-
morausdehnung und histopathologische Befunde. In den letzten Jahren ist es gelungen, zudem
molekulargenetische Marker mit prognostischem Wert zu identifizieren. So konnte gezeigt
werden, dass anaplastische Oligodendrogliome WHO Grad III mit LOH 1p/19q einen besse-
ren Verlauf nehmen als morphologisch gleiche Tumore ohne diese Veridnderung (23). Weiter-
hin ist die Langzeitprognose fiir Patienten mit Astrozytomen WHO Grad II mit 7P53 Mutati-

on schlechter als die von Patienten mit gleichen Tumoren ohne 7P53 Mutationen (172). Me-
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thylierung der Promotorregion des MGMT Gens auf 10q gehen bei Glioblastomen WHO Grad
IV mit einem besseren Ansprechen auf eine Temozolomid Chemotherapie einher (67).

Um komplexere chromosomale Verdnderungen auf ihren prognostischen Wert zu analysie-
ren, wurden ,,oncogenic tree mixture models* genutzt, um anhand von LOH Daten von 9p,
10p, 10q, 13q, 17p, 19q und 22q genetische Progressionswerte fiir Glioblastome zu generie-
ren. Als klinischer Parameter wurde die Uberlebenszeit herangezogen.

LOH 9p, 10q und 17p erwiesen sich in dem Baummodel aufgrund der groBten Hiufigkeit
als die friihsten Ereignisse. Der Baum setzte sich von LOH 10q aus fort, als nichste Stufe
dann finden sich LOH 10p und LOH 13q wieder. Als letztes Ereignis der pathogenetichen
Kette nach der Kalkulation der genetischen Progressionswerte finden sich LOH 19q und LOH
22q im Baum wieder. Dann wurden die Daten der Cox Regressionsanalyse von den Uberle-
benszeiten auf die einzelnen LOH Muster hin berechnet. Es gelang zu zeigen, dass Prognose-

parameter sich auf den einzelnen LOH Mustern abbildeten (141).

LOH 9p und 10q als Prognoseparameter fuir Temozolomid Therapie

Die Einfithrung des Chemotherapeutikums Temozolomid stellte in der Behandlung von
Glioblastomen einen wichtigen Fortschritt dar. Allerdings profitieren nicht alle Glioblastom
Patienten in gleichem Mafle von Temozolomid. Um molekulargenetische Prognosefaktoren
zu ermitteln, wurde eine Serien von 50 Patienten mit Bestrahlung und Temozolomid Therapie
mit einer Serie von 30 Patienten verglichen, die nur bestrahlt wurden. Im Anschluss wurden
die Tumore mittels CGH auf Verluste und Zugewinne chromosomaler Abschnitte und mittels
Mikrosatellitenmarker auf LOH 9p, 10p, 10q und 13q hin analysiert.

In Ubereinstimmung mit publizierten Daten zeigte sich, dass die Patienten ohne Temozo-
lomid Behandlung und mit LOH 10q (174) und mit LOH 9p (143) eine schlechtere Prognose
aufweisen. Dieses kehrte sich in das Gegenteil, wenn Patienten mit Temozolomid behandelt
wurden: in der univariaten Analyse zeigte sich, dass LOH 10q in Kombination mit Temozo-
lomid ein prognostisch guter Marker war. In der multivariaten Analyse fand sich ein solcher
Effekt zudem fiir LOH 9p und LOH 10q in &lteren Patienten.

Diese Resultate untermauern die Beobachtung, dass die Methylierung der Promotorregion
des MGMT Gens auf Chromosom 10q mit einem guten Ansprechen auf eine Temozolomid
Chemotherapie einhergeht (67). Interessanterweise fand sich in der Gruppe der nicht mit Te-
mozolomid behandelten Patienten eine schlechtere Prognose nur bei LOH in der Region von

Chromosom 10q, welche das MGMT Gen umfasst. In Ubereinstimmung mit anderen Studien
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zeigte sich keine Prognoseverschlechterung, wenn nur PTEN und nicht MGMT in der Region

des LOH lag (99, 143).
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Molekulargenetische Veranderungen oligodendroglialer
Tumore

Bekannte genetische Verdnderungen oligodendroglialer Tumore

Alterationen in Oligodendrogliomen WHO Grad Il

Die hdufigste molekulargenetische Veranderung in Oligodendrogliomen WHO Grad 11 ist
der kombinierte Verlust chromosomalen Materials auf 1p und 19q, der in bis zu 90% dieser
Tumore gefunden wird (8, 9, 100, 148, 185). In diesem Kontext wurde bereits diskutiert, diese
Tumorentitdt nicht mehr morphologisch, sondern molekulargenetisch zu definieren (60).
Anaplastische Oligodendrogliome WHO Grad III zeigen LOH 1p und 19q in bis zu 60% der
Fille. Bei diesen Tumoren kann spekuliert werden, dass es andere Mechanismen gibt, iiber
welche anaplastische Oligodendrogliome WHO Grad III entstehen konnen (145). Bis jetzt
sind noch keine Tumorsuppressorgene auf 1p und 19q in Oligodendrogliomen als mutiert be-
schrieben worden (62). Die LOH 1p/19q Diagnostik hat sich inzwischen als klinisches Werk-
zeug etabliert (58), da Tumore mit dieser Lision ein deutlich besseres Ansprechen auf eine
PCV oder Temozolomid Chemotherapie oder Bestrahlung zeigen (7, 18, 23, 27, 64, 82, 168,
175, 181).

Andere Regionen, welche in Oligodendrogliomen WHO Grad II oft verdndert vorliegen,
sind die Chromosomen 4, 6, 11p, 14, and 22q (12, 101, 148, 197, 209). Auch fiir diese Lokali-
sationen sind in Oligodendrogliomen keine mutierten Tumorsuppressorgene bekannt.

Mutierte Gene sind bei Oligodendrogliomen WHO Grad II kaum bekannt. Es wurden in 10
bis 15% Mutationen im Tumorsuppressorgen 7P53 in Kombination mit LOH 17p beschrie-
ben, welche zumeist in Tumoren auftreten, die keinen LOH 1p/19q zeigen (19, 120, 127, 178,
192, 203). In bis zu 20 % der Oligodendrogliome WHO Grad 1II ist die Transkription von
pl14** durch Hypermethylierung des Promotors des p-Transkriptes von CDKN2A4 suppri-

ARF
4

miert. pl stabilisiert den p53/MDM?2 Komplex. Eine Inhibition der Expression bewirkt

einen beschleunigten Abbau von p53 (192, 203). Zur Ubersicht siche Abbildung 10.

Alterationen in anaplastischen Oligodendrogliomen WHO Grad lli

In anaplastischen Oligodendrogliomen WHO Grad III finden sich in 22 bis 50% der Fille

homozygote Deletion von Chromosom 9p und in 14 bis 58% der Fille eine Deletion von
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Chromosom 10 (12, 89, 101, 148, 184, 209). Offenbar ist dhnlich den anaplastischen Astrozy-
tomen WHO Grad III eine Stérung in der Zellzykluskontrolle ein wesentlicher Schritt der
Progression. Betroffen von den 9p21 Deletionen sind die Tumorsuppressorgene CDKN2A4 und
CDKN2B (12, 13, 23, 79, 193). Daneben kommen Hypermethylierungen der Promotorregio-

nen dieser Gene als alternativer Inaktivierungsmechanismus vor (193, 203).
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Abbildung 10: Chromosomale und genetische Verdnderungen in oligodendroglialen Tumo-
ren. Details siehe Text. Chrom: chromosomal, Alt: Alteration, Amp: Amplifikation, Hom:

homozygot, Del.: Deletion, LOH: loss of heterozygosity.

Neben Deletionen von CDKN2A und CDKN2B kommen Mutationen in RB und Amplifi-
kation von CDK4 vor (193, 203). TP53 Mutationen und MDM?2 Amplifikationen sind seltene
Ereignisse in anaplastischen Oligodendrogliomen WHO Grad III (111, 126, 148, 193, 203).
Allerdings wird der p53 Signalweg dennoch in bis zu 50% der Tumore durch Deletionen oder
durch Hypermethylierung der Promotorregion des B-Transkriptes von CDKN2A beeinflusst
(193, 203). Wihrend LOH 10q ein hdufiges Ereignis in anaplastischen Oligodendrogliomen
WHO Grad III ist, sind Mutationen des Tumorsuppressorgens PTEN nur in 3 bis 10% der
Tumore zu finden (38, 88, 160, 162). Allerdings korrelieren PTEN Mutationen mit einem
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schlechteren klinischen Verlauf von anaplastischen Oligodendrogliomen WHO Grad III
(162). Die Kombination von Hypermethylierung einer Genkopie von MGMT und der Verlust
der zweiten MGMT Kopie durch LOH 10q weist auf einen kompletten Ausfall dieses fiir die
Entgiftung von Zytostatika relevanten Mechanismus hin (2, 37).

Obgleich nur eine relativ geringe Zahl an mutierten Tumorsuppressorgenen in Oligo-
dendrogliomen gefunden wurde, scheint die Promotorhypermethylierung ein hiufiger Deakti-
vationsmechanismus zu sein. So wurden fiir die Gene CDKN2A4 (jeweils sowohl a—Transkript
(p16) als auch B—Transkript (p14™"), CDKN2B, RBI, TP73, DAPKI, ESR1 GSTPI, THBSI,
TIMP3, HIC und MGMT hypermethylierte Promotoregionen beschrieben (58, 60, 145).

Mutierte Onkogene sind nur selten in anaplastischen Oligodendrogliomen WHO Grad III
identifiziert worden. Amplifikationen von PDGFRA fanden sich nur in einigen anaplastischen
Oligodendrogliomen WHO Grad III, welche Eigenschaften von Glioblastomen aufwiesen
(170). EGFR Amplifikationen sind selten in anaplastischen Oligodendrogliomen gefunden
worden, obgleich das Protein oft tiberexprimiert wird (12, 36, 147, 204). Punktmutationen
konnten nicht nachgewiesen werden (63). Amplifikationen von CDK4 und MDM?2 (siehe
oben) wurden nur sporadisch beobachtet (150, 193). Zur Ubersicht siche Abbildung 10.
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Molekulargenetische Veranderungen und Tumorlokalisation

Anaplastische Oligodendrogliome WHO Grad III lassen sich in zwei Gruppen mit und oh-
ne kombinierte Allelverluste auf 1p und 19q einteilen (s.o0.). Es konnte gezeigt werden, dass

anaplastische Oligodendrogliome WHO Grad III ohne LOH 1p/19q vorwiegend eine tempo-
-30-



rale Lokalisation, mit LOH 1p/19q hingegen vorwiegend eine extratemporale Lokalisation
aufweisen (210).

Oligoastrozytome sind eine Tumorentitdt, die histologisch sowohl oligodendrogliale als
auch astrozytire Komponenten aufweisen (94). Etwa 30 bis 70% aller Oligoastrozytome wei-
sen einen LOH 1p/19q auf und zeigen damit genetische Eigenschaften von Oligodendroglio-
men (9, 100, 148, 167, 184, 185). Hingegen weisen 30% der Oligoastrozytome Mutationen in
TP53 auf oder zeichnen sich durch LOH 17p und damit durch molekulargenetische Ahnlich-
keiten mit Astrozytomen aus (111, 148). LOH 1p/19q und 7P53 Mutationen in Oligoastrozy-
tomen schlieBen einander nahezu aus (111). Es konnte durch Mikrodissektionsstudien gezeigt
werden, dass Oligoastrozytome in beiden histologischen Komponenten die gleiche genetische
Lision aufweisen (100). Um die Frage zu beantworten, ob es auch innerhalb der beiden gene-
tischen Oligoastrozytom Gruppen Verteilungsmuster hinsichtlich der Lokalisation gibt, wur-
den Oligoastrozytome, Oligodendrogliome und Astrozytome auf LOH 1p/19q und 7P53 Mu-
tationen untersucht und mit der Lokalisation der Tumore verglichen.

Innerhalb der Gruppe der Oligodendrogliome WHO Grad II und III konnte die bereits be-
schriebene Assoziation zwischen LOH 1p/19q und extratemporaler Lage bestdtigt werden.
Oligoastrozytome WHO Grad II und III wiesen ebenfalls signifikant einen LOH 1p/19q bei
extratemporaler Lage auf. Hingegen zeigten die temporalen Oligoastrozytome haufiger 7P53
Mutationen, welche deutlich seltener bei Tumoren extratemporaler Lage gefunden wurden. In
der Gruppe der Astrozytome fand sich keine Assoziation zwischen Genotyp und Lokalisation.

Diese Daten unterstiitzen somit das Konzept, dass es sich bei Oligoastrozytomen um Tu-
more eines intermedidren Phinotyp handelt, die pathogenetisch entweder den oligodendrogli-
alen oder astrozytiren Weg gehen, aber die Potenz besitzen, auch histologisch Komponenten
des jeweils anderen glialen Tumortypes auszubilden. Dabei gibt es eine Assoziation mit der
Lokalisation des Tumors. Man kann spekulieren, dass temporale Oligodendrogliome friiher
als extra-temporale auffillig werden und dass diese Tumore zum Zeitpunkt der Resektion
noch keinen LOH 1p/19q aufweisen. Attraktiver erscheint jedoch das Konzept von mindes-
tens zwei verschiedenen Precursor Populationen, welche eine differierende Vulnerabilitét ge-
geniiber verschiedenen molekulargenetischen Lisionen haben. Hinsichtlich der Konsequen-
zen fiir Oligoastrozytome stellt sich die Frage, ob es sich bei diesen Tumoren um eine eigen-
standige Entitit handelt, oder ob sie nur die morphologische Pluripotenz von Astrozytomen

und Oligodendrogliomen reflektieren (120).
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Identifikation von Tumorsuppressorgenen auf Chromosom 19q

Ubersicht: Kandidatenregionen auf Chromosom 19q

Der kurze Arm von Chromosom 19 ist in Oligodendrogliomen und diffusen Astrozytomen
oft durch Verluste betroffen (94). Neben Gliomen weisen auch Ovarialkarzinome und Neu-
roblastome LOH 19q auf (3, 10, 117). Entsprechend dem Konzept von Knudson besteht der
Verdacht auf das Vorliegen eines fiir diese Tumorentititen relevanten Tumorsuppressorgens
auf 19q (97). Verschiedene Eingrenzungsstudien konnten die Kanidatenregion deutlich redu-
zieren. So wurde initial eine Region zwischen 19q13.11 und 19q13.4 beschrieben (142, 185).
Diese konnte im Folgenden eingegrenzt werden auf eine 9,5 Mb grofle Region zwischen den
Markern D19S178 auf 19q.13.2 und D19S180 auf 19q13.4 (186), dann auf eine 4 Mb Zone
auf 19q13.3 zwischen APOCI und HRC (155). Im ndchsten Schritt gelang eine Einengung der
Kandidatenregion auf 1,4 Mb zwischen D19S412 und STD (153). Eine weitere Kandidatenre-
gion wurde dann zwischen D19S241E und D19S596 identifiziert. In der gleichen Studie wur-
den zwei Tumore prisentiert, welche eine nur 150 kb groB3e Deletion innerhalb dieser Region
aufwiesen (169). Im Widerspruch zu dieser kleinen Region wurde ein glialer Tumor beschrie-
ben, welcher weiter centromer eine 425 Kb Deletion aufwies (206). Zusammengefasst muss
zum gegenwértigen Zeitpunkt von einer 3,7 Mb gro3en Kandidatenregion ausgegangen wer-

den (55) (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Physikalische Zuord-
nung der verschiedenen 19q Eingren-
zungsstudien; 1: (155), 2: (206), 3:
(153), 4: (169), 5: (Neuroblastom)
(117), 6: (Ovarialkarzinom) (10),
griine Flache: erweiterte
Kandidatenregion, nach (55), graue
Fléche:

nach (169).

kleinste Kandidatenregion,

Transkriptionskartierung von
19q13.3

Die Verfiigbarkeit groBer Ab-
schnitte der physikalischen Sequenz
von Chromosom 19 lieferte die
grundlegenden Daten zur Annotation
der erweiterten Kandidatenregion mit
dem Ziel, alle Gene auf 19q13.3 zu
identifizieren (103, 182). Insbesonde-
re die 150 Kb Region und ihre vor al-
lem telomere Nachbarschaft war von
groBBem Interesse. Da zu diesem Zeit-
punkt noch keine durchgehenden,
groBeren Contigs seitens der LLNL
(Lawrence Livermore National Labo-
ratories) Sequenzierungslaboratorien
freigegeben waren, mussten zunichst
,»Shotgun*

inkomplette Sequenz-

fragmente assembliert werden. Um

die Orientierung der resultierenden Contigs zueinander bestimmen zu kdnnen, wurden zudem

in den Assemblierungprozess bekannte STS Marker und Gene eingebaut, deren Position zu-

einander auf 19q13.3 bekannt waren (Abbildung 12). Nach Abschluss der Assemblierung la-

gen drei Contigs vor, welche die erweiterte Kandidatenregion abbildeten. Die beiden verblie-

benen Liicken zwischen den drei Contigs waren mutmaBlich nur von kleiner Grof3e.
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Abbildung 12: Assemblierung und Orientierung von 19q Sequenzabschnitten der Qualitéts-
stufe ,,draft quality” vom LLNL; zunédchst wurden kleinere Contigs generiert; im folgenden
Schritt diese in Bezug zu Referenzgenen und STS Markern annotiert und mittels iiberbrii-
ckender Gene (sogenannte ,,bridging genes®) zueinander in eine Reihenfolge gesetzt. Es
verblieben weitere Liicken (sogenannte ,,gaps®) zwischen den Contigs. Man konnte jedoch ei-

ne GrofBenabschitzung tiber die Zahl der zwischen den Contigs liegenden Genen erreichen.

Im nichsten Schritt wurden diese 3 Contigs auf das Vorliegen von Genen hin annotiert.
Zwei Strategien wurden parallel zueinander verfolgt und am Ende wurden die Ergebnisse zu-
sammengefiihrt: ,, Komparation* und ,,Prediktion*. Mittels des Blast Algorithmus wurden die
Contigs mit bekannten cDNA Sequenzen von Genen oder mit hESTs verglichen. Daneben
wurden Computerprogramme wie Genscan oder GrailEXP heran gezogen, um Genkandidaten
zu pradizieren.

Nach Identifikation der Genkandidaten wurde versucht, diese funktionell zu klassifizieren.
Aus diesem Grund wurden die cDNA Sequenzen der Gene direkt mit anderen cDNA Sequen-
zen bekannter Gene verglichen. Weiterhin wurden die Genkandidaten in Computersimulatio-
nen translatiert, auf bekannte funktionelle Doménen mittels der CDDB Datenbank abgegli-

chen und mit den Aminosiuresequenzen bekannter Proteine verglichen.
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Abbildung 13: Resultate der Assemblierung und Annotation der erweiterten 19q13.3 Kandi-
datenregion; es gelang 3 Contigs zu generieren (a: centromer Contig, b: mittlerer Contig, c:
telomerer Contig), welche zusammen 107 Gene und Genkandidaten aufwiesen. Offenes Kast-
chen im telomeren Contig: 150 Kb Region von (169), griine Késtchen um Gennamen: Gene,
welche vor Abschluss dieser Studie auf Mutationen hin untersucht wurden, rote Kastchen um

Gennamen: Gene, welche aufgrund dieser Studie auf Mutationen untersucht wurden.
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In den drei Contigs fanden sich insgesamt 107 Genkandidaten. Dreiundvierzig Genkandi-
daten wurden in dem centromeren Contig identifiziert, 4 Genkandidaten in dem kleinen mitt-
leren Contig und 61 Genkandidaten in dem telomeren Contig (Abbildung 13). Mindestens 27
Genkandidaten zeigten Ahnlichkeiten mit Genen, fiir deren Produkte eine inhibierende oder
aktivierende Wirkung fiir Tumore funktionell nachgewiesen ist. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass innerhalb der 150 Kb Region keine weiteren potentiellen Tumorsuppressorgene
liegen (55).

Die Grundlagen dieser Arbeit lieferten die Vorraussetzungen fiir eine Vielzahl von bisher
zum Teil nicht veroffentlichten Folgestudien. Unter anderem wurden 24 Genkandidaten auf-
grund ihrer Lokalisation oder Funktion mittels SSCP oder direkter Sequenzierung auf Mutati-

onen untersucht (unverdffentlichte Ergebnisse).

Polymorphismen im PLA2G4C Gen

Im Zuge der Mutationsanalysen fand sich in dem PLA2G4C Gen ein haufiger 27 bp Poly-
morphismus in Exon 1 auflerhalb des ORF. Dieser Polymorphismus zeichnet sich durch eine
einfache, zwei- oder dreifache Widerholung dieses 27 bp Sequenzmotivs aus (Abbildung 14).
Aufgrund der GroBle des polymorphen Motivs entspricht dieser STS Marker somit der Defini-
tion eines Minisatellitenmarkers. Da dieses Gen sehr nahe an der minimalen 150 kb Kandida-
tenregion von 19q liegt, ist dieser Marker sehr gut fiir die 199 LOH Diagnostik verwendbar
(56).

CACCGCTAAGCGCA GAGCCCAAGCCTCCGCACCGGATTCCGGAGCCCAAGCCTCCGCACCGGATTCCGGAGCACAA

PLA264C: —>|caccgctaagegeagggageccaagectecgeaceggattedggageccaagecteegeaccggattedggageccaagectecgeaceggattedggageacaa)

PLA2G4C —>|caccgctaagegea gagcccaagecteegeaccggatteaggageccaagectecgeaccggatteaggageacaa
s

PLA2G4C —>|caccgctaagegeag-— === =m === m o m e oo ggagcccaagectecgeaceggattedggageacaa

PLA2G4C ¢DNA—>|CACCGCTAAGCGCAG === == === == === m— = — oo oo oo GGAGCCCAAGCCTCCGCACCGGATTCCGGAGCACAA

<—I—>

«~—Hl—

Abbildung 14: Sequenzpolymorphismus im PLA2G4C Gen auf 19q13.3; das Sequenzmotiv

Lggageccaagectcegeaccggattee” findet sich in einer (PLA2G4CY), zwei (PLA2G4C™) oder drei
(PLA2G4C") Wiederholungen im Exon 1 des Gens.
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Tumorsuppressorgen-lnaktivierung durch Hypermethylierung

Die intensiven, aber erfolglosen Bemiihungen um Identifikation des postulierten Tumor-
suppressorgens auf 19q erzwangen die Erwdgung anderer deaktivierender Mechanismen. Als
alternativer Mechanismus des ,,second hits* ist die Methylierung von CpG Inseln in der Pro-
motorregion denkbar, welche die Transkription inhibiert. Um Aussagen iiber die Anzahl der
Gene innerhalb der Kandidatenregion machen zu kénnen, welche iiber CpG Inseln verfiigen,
wurden die 107 Gene mittels der Pradiktionsprogramme GrailEXP, CpG-islands und WebGe-
ne untersucht. Es wurden nur die CpG Inseln als potentielle Promotor-assoziierte Motive ge-
wertet, welche maximal 7 kb von Exon 1 entfernt lagen. Es fanden sich in der Tat CpG Inseln
in 85 der 107 Gene (79%). Zumeist weisen humane Chromosomen eine Dichte von 5 — 15 In-
seln pro Mb auf, die Chromosomen 16, 17 und 22 kommen auf 19 — 22 Inseln pro Mb. Chro-
mosom 19 ist das Chromosom mit der hochsten Dichte an CpG Inseln und erreicht eine Dich-
te von 43 Inseln pro Mb (103). Diese sehr hohe Dichte an CpG Inseln kann nur teilweise
durch die hohe Dichte an Genen auf dem Chromosom 19 erkldrt werden. Denn wéhrend
durchschnittlich ein humanes Gen 1,05 CpGs zeigt, so finden sich auf Chromosom 19 dann
2,25 CpGs pro Gen (103). Somit erscheint die Moglichkeit, dass eine Promotorhypermethy-
lierung statt einer Mutation auf dem verbliebenen Allel vorliegt, sehr plausibel. Es ist auch
moglich, dass aufgrund der hohen Dichte an Genen und deren haufig anzunehmender Expres-
sionsregulation liber CpG Inseln Methylierung eventuell nicht nur ein einziges, sondern ganze
Gruppen an Tumor-relevanten Genen durch Verlust des zweiten chromosomalen Arms inak-

tiviert werden (55).

Parentales Imprinting von 19q

Als Fortsetzung der Hypermethylierungshypothese bietet es sich an zu fragen, ob nicht ei-
ne Kopie das gesuchten Tumorsuppressorgens bereits in der Keimbahn hypermethyliert und
somit epigenetisch ausgeschaltet ist. Der Verlust der zweiten Genkopie wiirde dann zum
kompletten Ausfall der Funktion fiihren. Bei einer Reihe von Genen ist ein solcher Mecha-
nismus bekannt. Ein ganzes X Chromosom ist bei Frauen durch solches CpG Imprinting de-
aktiviert. Somit wére der Verlust des aktiven Allels durch einen LOH bereits der inaktivieren-
de ,,second hit* und jede Mutationsanalyse von Genen bliebe erfolglos. Ein solcher Mecha-
nismen wurde fiir Chromosom 1p bei Neuroblastomen beschrieben (24), wenngleich unter-
dessen dieses Konzept widerlegt wurde (74).

Um diese Hypothese zu priifen, bietet es sich an zu testen, ob immer die maternale oder pa-

ternale Kopie verloren geht. Da Oligodendrogliome jedoch Tumore des mittleren Erwachse-
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nenalters sind, konnte elterliche DNA nur in wenigen Féllen untersucht werden. Wéhrend der
Zusammenstellung einer ausreichenden Zahl an Féllen publizierte eine franzosische Arbeits-
gruppe den Nachweis eines selektiven Verlustes der paternalen 19q Kopie in 6 untersuchten
Oligodendrogliomen (161). Die eigenen Daten widerlegten dann aber diese Beobachtung. Es
fand sich in 13 oligodendroglialen Tumoren in 6 Fillen der Verlust der paternalen und in 7

Féllen der Verlust der maternalen 19q Arms (59) (Abbildung 15).

Abbildung 15: Reprisentative Resultate beziiglich 2573: B $§ . & o § §é@ @Q@
der parenteralen Herkunft der verlorenen Allele: ID R
25730, D1S1161 - Verlust des paternalen Allels, | |
D19S431 - Verlust des maternalen Alles; ID b i
25016, D1S1608 - Verlust des maternalen Allels, T m oo Y L
D19S431 - Verlust des maternalen Allels; ID —— D19S431
25878, DIS1161 - Verlust des paternalen Allels, st

D19S431 - Verlust des maternalen Allels; Paternal 4@ <°Q} QJ\,\\o’* ép 5} §o*

& ¥«
= paternale DNA, Maternal = maternale DNA, |

Tumor = Tumor DNA des Patienten, Blood = Kon-

stitutive DNA des Patienten. R
S . -
. e
DI1S1608 D19S431
25878
Originalarbeiten & & s @g & s
& & $

e Hartmann C, Johnk L, Kitange G, Wu Y, | |
Ashworth LK, Jenkins RB, Louis DN.;

Transcript map of the 3.7-Mb D19S112- o -
oy g 8

D19S246 candidate tumor suppressor re-
DIS1161 D19S431
gion on the long arm of chromosome 19.

Cancer Res. 2002 Jul 15;62(14):4100-8.
e Hartmann C*, Johnk L*, Sasaki H, Jenkins RB, Louis DN.; Novel PLA2G4C poly-

morphism as a molecular diagnostic assay for 19q loss in human gliomas. Brain

Pathol. 2002 Apr;12(2):178-82.
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PDGFRA in Oligodendrogliomen

PDGF-A stimuliert O2A Progenitor Zellen zur Proliferation und verhindert eine Differen-
zierung (46). Zwei Mausmodelle oligodendroglialer Tumore werden durch PDGF-B Uberex-
pression zur vermehrten Proliferation stimuliert (31, 180). In einem der Modelle fand sich in
einer modifizierten Variante ein Zusammenhang zwischen der Expression von PDGF-B und
pl190ARhoGAP, welches innerhalb der erweiterten Kandidatenregion von 19q13.3 liegt und
als 19q Tumorsuppressorgen diskutiert wurde (202). Bis zu 94% aller Oligodendrogliome
exprimieren den PDGFR-a Rezeptor und seinen Liganden PDGF-A, so dass von einer auto-
und parakrinen Stimulation auszugehen ist (35, 152). Eine Amplifikation des PDGFRA Gens,
das PDGFR-a kodiert, fand sich jedoch nur in wenigen anaplastischen Oligodendrogliomen
WHO Grad III, welche zudem auch histologische Eigenschaften von Grad IV Gliomen zeig-
ten (170). Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass gastrointenstinale Stromatumore (GIST),
welche keine c-Kit Mutation aufwiesen, dafiir aber stark PDGFR-a exprimierten, Punktmuta-
tionen in PDGFRA zeigten (69). Interessanterweise wird PDGFR-a ebenfalls durch Imati-
nibmesylat (Gleevec®) inhibiert (43). Somit ergeben sich mehrere Argumente, PDGFRA auf
Punktmutationen und PDGFR-a Expression beziiglich eines Zusammenhanges mit dem
1p/19q Genotyp von Oligodendrogliomen zu untersuchen.

Aus diesem Grund wurden 108 Gliome (20 Oligodendrogliome WHO Grad 11, 32 anaplas-
tische Oligodendrogliome WHO Grad III, 18 Astrocytome WHO Grad II, 17 anaplastische
Astrocytome WHO Grad 111, 21 Glioblastome WHO Grad 1V) auf Mutationen in den Exons 2
bis 21 von PDGFRA untersucht. Weiterhin wurde mittels Western-blot die Expression von
PDGFR-a mit dem 1p/19q LOH Status von 28 Oligodendrogliomen verglichen.

Es fanden sich keine Mutationen in PDGFRA. In etwa 50% der untersuchten Oligo-
dendrogliome wurde PDGFR-a exprimiert. Es konnte aber kein Zusammenhang zwischen der

Expression von PDGFR-o mit dem 1p/19q LOH Status aufgezeigt werden (63).

Originalarbeiten

e Hartmann C, Xu X, Bartels G, Holtkamp N, Atallah-Gonzales I, Tallen G, von
Deimling A; PDGFR-a in 1p/19q LOH Oligodendrogliomas. Int J Cancer. 2004 Dec
20;112(6):1081-2.
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PIK3CA Mutationen in oligodendroglialen Tumoren

Der Ubergang von Oligodendrogliomen WHO Grad II zu anaplastischen Oligodendrogli-
omen WHO Grad III ist oft durch Mutationen im RB Signalweg und durch LOH auf Chromo-
som 10 charakterisiert (60, 62). In Glioblastomen finden sich in etwa 20% der Falle Mutatio-
nen im Tumorsuppressorgen PTEN auf 10q (94). In anaplastischen Oligodendrogliomen
WHO Grad I1I kommen PTEN Mutationen jedoch nur in 3 bis 10% der Falle vor (38, 88, 160,
162). In einer Untersuchung wurden allerdings eine Mutationsrate von 14% im P/K3CA Gen
in anaplastischen Oligodendrogliomen WHO Grad III identifiziert (15). Die Genprodukte von
PTEN und PIK3CA haben im gleichen Signalweg eine entgegengesetzte Wirkung. Bisher
fanden sich Mutationen in Onkogenen in Oligodendrogliomen nur in sehr geringer Haufig-
keit. Uberwiegend wurden mutierte Tumorsuppressorgene oder chromosomale Verinderun-
gen, welche auf solche Gene hindeuten, gefunden (60, 62). Somit erscheint PIK3CA als das
héufigste mutierte Onkogen in Oligodendrogliomen. Um diese Beobachtung an einer grofe-
ren Zahl oligodendroglialer Tumore zu priifen, wurden 66 anaplastische Oligodendrogliome
WHO Grad III und 23 anaplastische Oligoastroyztome WHO Grad III auf PIK3CA Mutatio-
nen in den Exonen 1, 9 und 20 untersucht. Um zudem Aussagen iiber die Frequenz von
PIK3CA Mutationen in Oligodendrogliomen WHO Grad II zu erhalten, wurden zusétzlich 41
dieser Tumore untersucht.

In den insgesamt 130 oligodendroglialen Tumoren wurden 3 P/IK3CA Mutationen gefun-
den (2%). Alle Mutationen wurden in der Gruppe der 66 anaplastischen Oligodendrogliome
WHO Grad III beobachtet, so dass die Frequenz an PIK3CA Mutationen in diesen Tumoren
etwa 5% betrdgt. Entgegen der initialen Beobachtung scheint die Rolle von Mutationen in
PIK3CA weniger bedeutend zu sein (15). Alle PIK3CA Mutationen wurden in Oligo-
dendrogliomen gefunden, welche LOH 1p/19q aufwiesen (Abbildung 16). Da PIK3CA Muta-
tionen in anderen Tumoren wie Brustkarzinomen, hepatozelluliren Karzinomen und Magen-
karzinomen bereits in friihen Lésionen identifiziert wurden (104, 158), erschien es angezeigt
auch Oligodendrogliome WHO Grad II zu untersuchen. Da keine Mutationen in dieser Tu-
morentitit gefunden wurden, ist es moglich, dass PIK3CA Mutationen, ebenso wie PTEN Mu-

tationen, bei der Progression zu Anaplasie eine Rolle spielen.
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Abbildung 16: Reprisentative SSCP- und Sequenzierungsresultate; a.) SSCP Gel mit

PIK3CA Exon 1 PCR Produkten des Blutes und der Tumor DNA der Fille 23096 und 23098;
eine abweichende Bande in der rechten Spur (Tumor 23098) deutet auf eine Sequenzalteration
im PCR Produkt hin; b.) Sequenzierresultate fiir Blut DNA und c.) Tumor DNA von Fall
23098. Das Wildtyp-Triplett CGA ist verdndert zu CAA.

Originalarbeiten

e Hartmann C, Devermann L, Gehlhaar C, Holtkamp N, von Deimling A; PIK3CA

mutations in oligodendroglial tumors. Neuropathol Appl Neurobiol., in press.
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Chromosomale und molekulagenetische Veranderungen in
Meningeomen

Bekannte molekulargenetische Verdnderungen in Meningeomen

Eine Vielzahl chromosomaler Verdnderungen wurden in Meningeomen dokumentiert. Die-
se sind zum Teil in WHO Grad I Meningeomen nachweisbar, teils sind diese chromosomalen
Verianderungen progressions-assoziiert. Andererseits konnten bisher nur wenige Gene mit
Mutationen in Meningeomen identifiziert werden.

Die hiufigste beobachtete chromosomale Alterationen in Meningeomen ist eine Monoso-
mie 22. Monosomie 22 wurde als erste chromosomale Veridnderungen in soliden Tumoren
beschrieben (207, 208). LOH Eingrenzungsstudien konnten die Kandidatenregion auf 22q12
reduzieren (39, 40, 108, 114, 157). Als nichster Schritt erfolgte der Nachweis von Mutationen
in dem Tumorsuppressorgen NF2, welches in 30 - 60% aller Meningeome betroffen ist (33,
53, 106, 115, 129, 156). Da die Héufigkeit der NF’2 Mutationen zwischen den verschiedenen
WHO Graden nicht wesentlich schwankt, ist anzunehmen, dass NF2 Mutationen ein initiie-
rendes Ereignis fiir diese Tumore darstellen (198). NF2 kodiert das Protein Merlin. Strukturell
homologe Proteine wie DAL-1 und Protein 4.1R suggerieren alternative, attraktive Tumor-
suppressorgene zu sein. Doch auBer Expressionsdifferenzen konnten keine genetischen oder
epigenetischen Verdnderungen gefunden werden (50, 131, 151). Da haufiger LOH 22q als
NF2 Mutationen identifiziert werden, wird mindestens ein weiteres Tumorsuppressorgen auf
22q vermutet. Aus diesem Grund wurden die Gene INII, BAM22/AP1BI1, GAR22, RRP22,
MNI1, CTLCL1/CLH-22 und LARGE untersucht. Es fanden sich in der Regel keine oder nur
wenige Mutationen (92, 107, 137, 138, 164, 211). In niedriggradigen Meningeomen wurden
zudem selten Mutationen im PTCH Gen beschrieben (205).

In atypischen und anaplastischen Meningeomen wurden mehr oder weniger hdufig Deleti-
onen der chromosomalen Arme 1p, 6q, 9q, 10q, 14q, 17p und 18q beschrieben (83). Einige
Tumorsuppressorgene, lokalisiert auf diesen chromosomalen Armen, wurden bei malignen
Meningeomen untersucht: in CDKN24 auf 9p (14, 196), TP53 auf 17p (188) und PTEN auf
10g wurden nur selten Mutationen nachgewiesen (136). In einer jiingst veroffentlichten Studie
konnte eine hdufige Promotorhypermethylierung des NDRG2 Genes auf 14q beobachtet wer-
den (109). Mit CGH wurden Amplifikationen auf 1q, 9q, 12q, 15q, 17q und 20q beschrieben
(196). Allerdings gelang kein Nachweis von Mutationen in Onkogenen auf diesen chromoso-

malen Armen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Chromosomale und molekulargenetische Verdnderungen in Meningeomen.
Durchgehende graue Linien auf der rechten Seite von Chromosomen zeigen chromosomale
Zugewinne, gestrichelte Linien zeigen chromosomale Verluste an; Kreise an den Enden der
Linien bedeuten strukturelle Verdnderungen in WHO Grad I, Pfeilkopfe zeigen Verdnderun-
gen in WHO Grad II und III Meningeomen an; einfach gedruckte Gennamen weisen auf Gene
hin, welche keine genetischen oder epigenetischen Verdnderungen aufweisen, fett gedruckte
Gennamen weisen auf selten mutierte Gene hin und unterstrichene fette Gennamen weisen auf

héufig alterierte Gene in Meningeomen hin.

Die Haufigkeit von NF2 Mutationen in Meningeomen

In der aktuellen WHO Klassifikation wird eine Vielzahl histologischer Varianten von Me-
ningeomen unterschieden. Allerdings zeigen die meisten dieser histologischen Varianten kei-
ne Unterschiede im klinischen Verhalten und werden deshalb dem WHO Grad I zugeteilt.

Man differenziert in klassische und seltene Varianten von Meningeomen. Zu den klassischen
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Meningeomen gehoren die meningotheliomatdsen, fibroblastischen, transitionalen, psammo-
matdsen und angiomatdsen Meningeome. Zu den seltenen Varianten zdhlt man die sekretori-
schen, mikrozystischen, lymphoplasmazellreichen und das metaplastischen Meningeome.
Klarzellige und chordoide Meningeome werden aufgrund ihres biologischen Verhaltens als
atypische WHO-Grad II, papillare und rhabdoide Meningeome als anaplastische WHO Grad
IIT Tumore eingeteilt. Auch diese WHO Grad II und III Varianten gehoren in die Gruppe der
seltenen Meningeome (46, 94).

Es konnte gezeigt werden, dass trotz gleichen klinischen Verhaltens die meningothelioma-
tosen, fibroblastischen und transitionalen Meningeome eine unterschiedliche Frequenz an
NF2 Mutationen aufweisen: Wéhrend transitionale Meningeome in bis zu 83% der Félle und
fibroblastische Meningeome noch in bis zu 70% der Félle NF’2 Mutationen aufwiesen, konn-
ten in meningotheliomatésen Meningeomen NF2 Mutationen nur in etwa 25% der Félle nach-
gewiesen werden. Offenbar gibt es genetisch differente Varianten von Meningeomen, die eine
gewisse Uberschneidung mit histologischen Varianten zeigen (198).

Um dieses Konzept auch hinsichtlich seltener histologischer Varianten zu priifen, wurden
80 sekretorische, psammomatdse, angiomatdse, klarzellige, mikrozystische, chordoide,
lymphoplasmazyten-reiche, metaplastische, rhabdoide und papillire Meningeome auf NF2
Mutationen untersucht. Zur Kontrolle wurden 25 fibroblastische Meningeome mit untersucht.

Zweiundzwanzig NF2 Mutationen wurden in 21 von 105 Tumoren (20%) gefunden. Muta-
tionen wurden in 5/14 (36%) psammomatdsen, in 1/9 angiomatdsen, in 2/9 klarzelligen, in 1/3
chordoiden und in 1/1 papilldiren Meningeomen detektiert (Abbildung 18). In dem einzigen
papilliren Meningeom fanden sich 2 verschiedene NF2 Mutationen in den Exonen 11 und 14.
Keine NF2 Mutationen wurden in 33 sekretorischen, 7 mikrozystischen, 2 lymphoplasmazy-
ten-reichen, 1 rhabdoiden und 1 metaplastischen Meningeomen gefunden. In der Kontroll-
gruppe von 25 fibroblastischen Meningeome wurden 11 NF2 Mutationen (44%) beobachtet.
NF2 Mutationen waren signifikant seltener in sekretorischen Meningeomen als in fibroblasti-
schen Meningeomen (p < 0.0001, Fisher exact test). Das Fehlen von NF’2 Mutationen in den 7
mikrozystischen Meningeomen erreichte kein signifikantes Niveau im Vergleich zur Héufig-
keit dieser Mutationen in fibroblastischen Meningeomen (p < 0.07, Fisher exact test).

Die verschiedenen NF2 Mutationsfrequenzen unterstiitzen das Konzept genetischer Vari-
anten von Meningeomen, welche eine gewisse Uberschneidung mit histologischen Varianten
zeigen. So weisen sekretorische Meningeome eine in etwa ebenso niedrige NF2 Mutations-
hiufigkeit wie meningotheliomatdse Meningeome auf. Hingegen verhalten sich psammoma-

tose Meningeome beziiglich der NF2 Mutationsfrequenz in etwa wie fibroblastische und tran-
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sitionale Meningeome. Wenn man nach histologischen Mustern dieser zwei Gruppen schaut,
dann zeigen psammomatose, fibroblastische und transitionale Meningeome eine eher mesen-
chymal-artige, spindelzellige Morphologie, wihrend meningotheliomatdse und sekretorische
Meningeome eher einen epitheloiden Phinotyp bieten. Verschiedene Erklarungen konnen
heran gezogen werden. Zum einen liegt die Hypothese nahe, dass es unterschiedliche Vorlau-
ferzellen beider Gruppen gibt, welche eine unterschiedliche Vulnerabilitdt hinsichtlich NF2
Mutationen haben. Zum anderen kdnnen diese differenten Gruppen abweichende Funktionen
reflektieren: wiahrend Ursprungszellen epitheloider Meningeome eher anatomische Barrieren
und sekretorische Funktionen haben mogen, so konnte die Funktion der Vorlauferzellen me-

senchymal-artiger Meningeome eher reparativer Art sein.

a.) b.) C.)

WT WT
40 140 150
TGCTTGGAGTGGAT GACAAGG AGGTAGG
SHFEL e
Sy S O O &0
Yy NN N8N
29448 29450
40 140
TGCTTTGAGTGGAT GACAAG AGGTAGG

e S Pt B c“w
h“iwwow‘.mm

Abbildung 18: Reprisentative SSCP- und Sequenzierungsresultate; a.) SSCP Gel mit PCR
Produkten von NF2 Exon 8 verschiedener Tumore; abweichende Banden der Tumore 29448
und 29450 deuten auf Sequenzalterationen hin; b.) Sequenzen vom Wildtyp (WT) und Tumor
29448 von Exon 8. Das Wildtyp-Triplet GGA (Gly) wurde zu TGA (stop codon) (cDNA Po-
sition 1128, Codon 235); c.) Sequenzen vom Wildtyp (WT) und Tumor 29450 von Exon 8§, es
findet sich eine Einzelbasendeletion eines Guanosin bei cDNA Position 1232, die zu einem

Frameshift der Aminosduresequenz ab Codon 270 fiihrt.
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Multiple Meningeome

Etwa 1 bis 8% aller Patienten mit Meningeomen entwickeln multiple Tumore (68, 177). In
seltenen Fillen treten multiple Meningeome familidr gehduft auf und zeigen einen autosomal
dominanten Erbgang (113). In Fillen sporadischer multipler Meningeome fanden sich gehiuft
NF2 Mutationen (173). Hingegen gibt es Hinweise, dass NF2 in familidren multiplen Menin-
geomen nicht mutiert ist (113, 140). Eine Alteration im DAL-1 Gen auf 18p11.3, das ebenso
wie Merlin zur Protein 4.1 Familie gehort, konnte einen alternativen Mechanismus fiir die
NF2-unabhéngige Entstehung von Meningeome darstellen. Es konnte gezeigt werden, dass
die Mehrzahl der Meningeome DAL-1 nicht exprimiert (50), dass die chromosomale Region
auf 18p11.3 haufig deletiert ist (132) und dass das Protein DAL-1 in Meningeomen die Proli-
feration inhibiert (51). Somit erscheinen Mutationen in DAL-1 als plausible Ursache familid-
rer multipler Meningeome. Deshalb wurde Chromosom 18p und 22q mittels LOH Analyse
und die Gene DAL-1 und NF2 mittels SSCP in 7 Patienten mit multiplen Meningeomen unter-
sucht. Drei der 7 Patienten zeigten familidre multiple Meningeome.

Es fanden sich 3 Patienten mit NF2 Mutationen, 2 davon wiesen LOH 22q auf. Die Patien-
ten mit familidren multiplen Meningeomen zeigten weder NF2 Mutationen noch LOH 22q.
Hingegen konnte in keinem Fall ein LOH 18p oder Mutationen in DAL-I nachgewiesen wer-
den. Die Daten unterstiitzen die Beobachtung, dass in Patienten mit familidren multiplen Me-
ningeomen das Tumorsuppressorgen NF2 keine wesentliche Bedeutung spielt und deuten auf
das Vorliegen anderer initiierender Ereignisse. Zudem konnte gezeigt werden, dass weder

DAL-1 noch der DAL-1 Locus in den untersuchten Tumoren alteriert ist (68).

Originalarbeiten

e Hartmann C, Sieberns J, Gehlhaar C, Simon M, Paulus W, von Deimling A; NF2
mutations in secretory and other rare variants of meningiomas. Brain Pathol.,

http://brainpathology.com/brainpath/abstracts/vol16/1601/1601ab0002.html.
e Heinrich B, Hartmann C, Stemmer-Rachamimov AO, Louis DN, MacCollin M.;

Multiple meningiomas: Investigating the molecular basis of sporadic and familial

forms. Int J Cancer. 2003 Feb 10;103(4):483-8.
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Zusammenfassung

Gliome und Meningeome sind die hdufigsten priméren intrakraniellen Tumore. Wiahrend
letztere oft heilbar sind, so gibt es keine befriedigende Therapie fiir Gliome. Dennoch kom-
men nur zu oft Meningeome vor, welche ebenfalls nicht heilbar sind. Erst ein weitergehendes
Verstindnis genetischer Ursachen beider Tumore bietet die Moglichkeit einer differenzierte-
ren Diagnostik und verbesserter Therapiekonzepte.

In den vorliegenden Studien konnte gezeigt werden, dass Hirntumore genetische Verénde-
rungen aufweisen, die zum Teil mit bestimmten klinischen Verldufen oder charakteristischer
Morphologie assoziiert sind. Ausgehend von diesen chromosomalen Verdnderungen wurde
versucht, spezifische molekulargenetische Verdnderungen zu identifizieren. Dieses erforderte
neuartige Methoden der chromosomalen und genetischen Annotation. So konnten in Astrozy-
tomen potentielle Tumorsuppressorgen-Kandidatenregionen nédher eingegrenzt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass in Astrozytomen haufig die Gene CDKN2A und CDKN2B,
die wesentliche Zellzyklusinhibitoren kodieren, deletiert sind und dass Zellinien astrozytérer
Tumore eine weitgehend gleiche Haufigkeit dieser Mutationen im Vergleich zum Primértu-
mor aufweisen. Weiterhin wurde eine deutlich niedrigere Mutationshiufigkeit im Onkogen
PIK3CA nachgewiesen, als initiale Studien implizierten. Zudem wurde erstmalig ein Tumor
dokumentiert, welcher sowohl eine PIK3CA als auch eine PTEN Mutation aufwies. Die Ana-
lyse Microarray-basierter Expressionsdifferenzen zwischen Glioblastomen und anaplastischen
Oligodendrogliomen erlaubte eine bessere klinische Préidiktion, als es die konventionelle His-
tologie ermoglichte. In Glioblastomen wurden LOH auf den chromosomalen Armen 9p und
10q als Prediktionsmarker fiir eine Temozolomid Therapie identifiziert. Chromosom 19q
spielt eine wesentliche Rolle in der Pathogenese oligodendroglialer und astrozytdrer Tumore.
Die Identifikation des postulierten Tumorsuppressorgens auf 19q13.3 wurde zum einen durch
die erste detaillierte Annotation der Kandidatenregion, zum anderen durch den Ausschluss ei-
nes parentalen Imprintings einige Schritte weiter gefiihrt. Ein diagnostisch verwendbarer Po-
lymorphismus im PLA2G4C Gen wurde nachgewiesen. Aktivierte Onkogene sind in Oligo-
dendrogliomen mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen. PDGFRA ist solch ein Kandidat,
doch gelang kein Nachweis von Mutationen. Mutationen wurden jedoch im Onkogen PIK3CA
in anaplastischen Oligodendrogliomen in geringer Zahl gefunden. In der histopathologischen
Diagnostik wird eine Vielzahl an Varianten von Meningeomen beschrieben. Es konnte ge-

zeigt werden, dass die seltenen Varianten unterschiedliche Frequenzen an NF2 Mutationen
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aufweisen. Weiterhin wurde eine Bedeutung des Kandidatengens DAL-1 fiir multiple Menin-
geome ausgeschlossen.

In vielen Feldern dieser Studien liegen noch keine endgiiltigen Ergebnisse vor. Weitere
Studien sind erforderlich, um den Zielen gerecht zu werden. Dennoch konnten zum Teil we-

sentliche Antworten gefunden werden.
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Abklrzungen

BLAST Basic local alignment search tool

bp Basepairs

CDDB Conserved domain database

CDK Cyclin-dependent kinase

CDKN2A/B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/2B
CGH Comparative Genomic Hybridization
Contig Contiguous sequence of DNA

DAL-1 differentially expressed in adenocarcinoma of the lung
EGFR Epidermal growth factor receptor

EP300 E1A-binding protein 300 KDa

hEST Human Expressed Sequence Tag

LOH Loss of heterozygosity

Kb Kilobasen

Mb Megabasen

MGMT O(6)-methylguanine DNA methyltransferase
MKL1 Megakaryoblastic leukemia 1

NF2 Neurofibromatose Typ 2

ORF Open reading frame

PCR Polymerase Chain Reaction

PDGF Platelet derived growth factor

PDGFR Platelet derived growth factor receptor
PIK3K Phosphoinositol 3’-Kinase

PIP2 Phosphoinositolbiphosphat

PIP3 Phosphoinositoltriphosphat

cPLA2G4C cytosolic phospholipase A2 group IV ¢
PTEN Phosphatase and tensin homolog

RB Retinoblastom

SSCP Single-Strand Conformational Polymorphism
WHO World Health Organization

WT Wild Typ

ZNS Zentrales Nervensystem
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