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1. Einleitung
1.1. Ependymome

Ependymale Tumoren umfassen ein weites klinisches und histologisches Spektrum an
intrakraniellen und spinalen Neoplasien. Diese Tumorentitit wurde das erste Mal von
Virchow (1863) beschrieben. Muthmann und Sauerbeck (1903) konnten spiter den
Nachweis erbringen, dass das Ependym das Ursprungsgewebe dieser Raumforderungen
darstellt. Das Ependym bildet die innere Auskleidung der Ventrikelrdume sowie des
Zentralkanals des Zentralnervensystems (ZNS). Ependymome sind primére
Hirntumoren aus neoplastischen ependymalen Zellen. Sie werden zur Gruppe der
Gliome gerechnet, die den groBten Teil der neuroepithelialen Tumoren bilden. Hierzu
gehoren neben den in der vorliegenden Studie untersuchten Ependymomen auflerdem

astrocytdre und oligodendrogliale Hirntumoren (Kleihues et al. 1993).

1.1.1. Epidemiologie

Ependymale Neoplasien gehdren zu den seltenen Hirntumoren. Sie bilden mit 3-5% nur
einen kleinen Teil aller ZNS-Tumoren. Dabei ist der Anteil von Ependymomen in
spinaler Lokalisation mit 10-15% aller spinalen Tumoren jedoch wesentlich hoher.
Noch deutlicher wird die besondere Bedeutung von Ependymomen insbesondere unter
Tumoren des Riickenmarks, wenn man nur die Gliome betrachtet: Unter den intraspinal
lokalisierten glialen Tumoren stellen die Ependymome mit 60% die grofte Gruppe dar.
Innerhalb der intrakraniell lokalisierten Gliome haben sie dagegen nur einen Anteil von

5-6% (Sutton et al. 1991).

Grundsitzlich sind Ependymome in allen Altersgruppen anzutreffen (Duncan et al.
1995). Unter den Hirntumoren im Kindesalter nehmen sie dabei einen vergleichsweise
hohen Anteil von 9% ein (Hamilton et al. 1997) und sind damit nach Astrocytomen und
Medulloblastomen die dritthdufigste ZNS-Neoplasie bei Kindern (Hamilton et al. 1997,
Kleihues et al. 1993, Russell et al. 1989). Dabei ist das Risiko fiir das Auftreten eines
Ependymoms mit zunehmendem Alter geringer, da etwa ein Drittel der kindlichen
Ependymome bereits vor dem dritten Lebensjahr auftritt, und nur noch 40% nach
Erreichen des fiinften Lebensjahres (Heideman et al. 1997). Da 90% der padiatrischen

Ependymome intrakraniell lokalisiert sind, hat insbesondere diese Untergruppe als
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haufigstes Gliom der GroBhirnhemisphdren bei Kindern eine grof3e Bedeutung (Nazar et
al. 1990, Pollack et al. 1994, Gilles et al. 1995). Diese Bedeutung wird auch durch eine
relativ niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate von 34-45% (Ward et al. 2001) unterstrichen.
Denn obwohl 70% der kindlichen Ependymome benigne sind, gelten sie insgesamt doch
als aggressiver als Ependymome bei Erwachsenen. Bei Erwachsenen nimmt die
Inzidenz von Ependymomen mit zunehmendem Alter ab. Bei Greisen treten diese

Tumoren nur noch in Einzelfallen auf.

1.1.2. Lokalisation

Da Ependymome Neoplasien des ependymalen Gewebes sind, richtet sich auch die
Lokalisation der Tumoren weitgehend nach der Verteilung des ependymalen Gewebes
und seiner Abkommlinge im zentralen Nervensystem (ZNS). Diesbeziiglich

differenziert man zwischen cerebraler und spinaler Lokalisation.

Innerhalb der cerebralen Ependymome ist eine bevorzugte Lokalisation infratentoriell
am Boden des vierten Ventrikels. Supratentoriell dagegen finden sie sich in der Regel
entlang der Auskleidung der Seitenventrikel. Supratentorielle Ependymome kénnen
aber auch weiter oberflachlich lokalisiert sein, so dass eine kontinuierliche Verbindung
zum ependymalen Gewebe nicht unbedingt erkennbar wird. Diese seltenen
intracerebralen Ependymome stammen vermutlich von ependymalen Geweberesten ab,
die im Rahmen der embryonalen Ausbildung des Gehirns nicht in der vorgesehen

Lokalisation verblieben sind.

Intrakranielle ependymale Neoplasien sind insbesondere bei Kindern von Bedeutung,
wo sie 90% aller Ependymome ausmachen. Bei Erwachsenen dagegen befindet sich der
Grofiteil von 60% der Tumoren entlang des Spinalkanals im Riickenmark und Filum
terminale (Hamilton et al. 1997, Mork et al. 1977, West et al. 1985, Read 1984, Schiffer
et al. 1991). Spinale Ependymome finden sich am héufigsten in der lumbosacralen
Region des Konus und Filum terminale (Prayson et al. 1999). Laut Literatur sind
Ependymome nach niedriggradigen Astrocytomen die zweithdufigste Neoplasie unter
den intramedullir spinalen Tumoren (Brotchi et al. 1991). Im Kollektiv der
Neurochirurgischen Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf zwischen 1984 und 1998

bildeten Ependymome sogar die hédufigste Tumorentitit mit 44% unter 203
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intramedullédr spinalen Tumoren, gefolgt von benignen Astrocytomen mit 16% sowie

Héamangioblastomen mit 11%.

1.1.3. Histologie

Die World Health Organisation (WHO) differenziert histologisch vier Haupttypen
ependymaler Tumoren: Das myxopapillire Ependymom (WHO Grad 1), das
Subependymom (WHO Grad I), das Ependymom (WHO Grad II) sowie das
anaplastische Ependymom (WHO Grad III) (Wiestler et al. 2000, Hamilton et al. 1997,
Kleihues et al. 1993).

Myxopapillire Ependymome werden dem WHO Grad I zugeordnet und sind durch
kubische bis ldngliche Tumorzellen charakterisiert, die strahlenférmig um
vaskularisiertes Bindegewebe angeordnet sind. Zwischen den Tumorzellen ist
muzindses Material eingelagert. Daneben finden sich Mikrozysten. Eine Mitoseaktivitit
fehlt entweder vollig oder ist nur in geringem Malle vorhanden. Makroskopisch sind
myxopapillire Ependymome gut begrenzt. Sie sind vorwiegend im Filum terminale

lokalisiert. Bei Kindern treten sie sehr selten auf (Abbildung 1).
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Abbildung 1 — Myxopapillares Ependymom WHO I°

Gliale Zellen in myxoider Matrix, Pseudorosetten

Subependymome werden dem WHO Grad I zugeordnet und wachsen meist intra- oder
periventrikuldr, nur gelegentlich im Riickenmark. Histologisch fillt eine niedrige
Zelldichte auf. Die Zellkerne liegen gruppiert in einer dichten fibrilliren Matrix aus
Gliazellfortsdtzen. Es finden sich isomorphe Perikaryen, die denen gesunder
Ependymzellen dhneln. Weiterhin finden sich auch kleine, teils konfluierende Zysten.
Gelegentlich treten Kalzifikationen und Hémorrhagien sowie mikrovaskuldre
Proliferationen auf. Makroskopisch ist auch dieser Tumortyp gut begrenzt. Haufig
werden Subependymome inzidentiell bei Autopsien entdeckt, bei entsprechendem

GroBenwachstum konnen sie allerdings auch symptomatisch werden (Abbildung 2).
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Abbildung 2 — Subependymom WHO [I°

Zellarmer Tumor, Tumorzellen in Gruppen gelagert

Das eigentliche Ependymom wird dem WHO Grad II zugeordnet. Es ist makroskopisch
gut begrenzt. Histologisch ist es mittelgradig zellreich mit monomorphen Zellkernen
und nur geringer Mitoseaktivitdt. Charakteristisch sind perivaskulidre Pseudorosetten.
Daneben findet man auch echte ependymale Rosetten und ependymale Kandle bzw.
Tubuli, groBere epitheliale Strukturen. Dazwischen liegen zelldichtere Areale, innerhalb
derer sphérische bzw. ovoide Zellkerne mit feinem Chromatin liegen. Selten findet man
nicht-palisadenformige Nekroseherde. Histologische Varianten sind zellulére,
epitheliale, papilldre, tanycytische und Klarzellependymome (Burger et al. 1994).
Spinale Ependymome sind typischerweise diskrete intramedullire Massen, hiufig
assoziiert mit einer Zyste oder Syrinx. Gut differenzierte Ependymome wurden in der
Vergangenheit auch als Grad I Neoplasien klassifiziert (Rubinstein et al. 1972),
aufgrund der bekannten Neigung zu Rezidiven zdhlt die WHO sie aber heute zu Grad 11
Tumoren (Kleihues et al. 2000) (Abbildung 3).
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Abbildung 3 — Ependymom WHO II°

Pseudorosetten und echte Rosetten, zelldichte Areale

Die aktuelle WHO-Klassifikation beschreibt anaplastische, d. h. maligne Ependymome
als Grad III-Tumoren. Sie zeigen eine erhohte Zellteilungsaktivitit. So findet man
hiufig Mitosefiguren, mikrovaskuldre Proliferationen und pseudopalisadenférmige
Nekrosen. Auch hier treten perivaskulire Pseudorosetten auf, dagegen kaum
ependymale Rosetten. Daneben finden sich die histologischen Zeichen der Malignitét
wie erhohte Zelldichte, Kernpolymorphie und Entdifferenzierung. Die Tumoren zeigen
zelldichte homogene Areale mit vergroferten Zellen, Verlust der Zytoplasmafortsitze
und einer vergroferten Kern-Plasma-Relation, teilweise auch Nucleoli (Ross et al.
1989). Invasives Wachstum tritt bei anaplastischen Ependymomen nicht regelhaft, aber
gehduft auf (Wiestler et al. 2000). Allgemein sind Ependymome langsam wachsende
Tumoren, allerdings konnen anaplastische Formen auch ein rapides Wachstum

aufweisen (Abbildung 4).
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Abbildung 4 — Anaplastisches Ependymom WHO III°

Erhohte Zelldichte, Pseudorosetten, Zellatypien.

Rubinstein priagte 1972 den Begriff des Ependymoblastoms als Synonym fiir maligne
Ependymome (Rubinstein et al. 1972). Heute werden Ependymoblastome jedoch als
Unterform der primitiven neuroektodermalen Tumoren (PNET) klassifiziert und einer
Grad IV Neoplasie zugeordnet. Sie sind eine sehr seltene Tumorentitit, die fast
ausschlieBlich supratentoriell bei Sduglingen auftritt (Rorke et al. 1985, Kleihues et al.
1993, Burger et al. 1994).

1.1.4. Klinik

Die klinische Symptomatik der Ependymome richtet sich vorwiegend nach der
Tumorlokalisation. So sind fiir intrakranielle Ependymome vor allem Zeichen der
intrakraniellen Druckerh6hung beschrieben, die eher durch die Behinderung des
Liquorflusses bedingt sind, als durch die eigentliche raumfordernde Wirkung der
Tumoren. Dazu gehdren Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen, Somnolenz bis hin zur

Stauungspapille bei Ausbildung eines Hydrocephalus. Infratentorielle Tumoren
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beeintrachtigen zusitzlich die Funktion des Cerebellums, so dass hdufig auch Ataxien,
Gangstorungen oder ein Nystagmus beschrieben sind (Lyons et al. 1991).
Supratentoriell — gelegene  Tumoren dagegen treten eher assoziiert mit
Pyramidenbahnzeichen, Krampfanfillen und Sehstdrungen auf. Etwa ein Drittel aller
Patienten mit intrakraniellen Ependymomen leidet unter Krampfanfillen (Healey et al.
1991), die auch bei anderen intrakraniellen Gliomen ein héufiges Erstsymptom sind. Bei
Kindern kann es weiterhin zur Verzogerung der Entwicklung kommen, insbesondere
der motorischen Féhigkeiten. Makroskopisch konnen sich Schwellungen am Schédel
bzw. eine Zunahme des Kopfumfangs oder Knochendefekte bemerkbar machen (Russell

et al. 1989, Sutton et al. 1990, de Vita et al. 1982).

Spinale Tumoren machen sich vorwiegend durch Schmerzen bemerkbar, weiterhin
durch Paresen, Sensibilititsstorungen und Miktionsbeschwerden entsprechend den

betroffenen Segmenten (Lonjon et al. 1998).

1.1.5. Therapie

Die Therapie der Wahl bei Ependymomen ist zunéchst die operative Entfernung, soweit
GroBe und Lokalisation dies zulassen. Das weitere Vorgehen unterscheidet sich deutlich

zwischen intrakraniellen und spinalen Tumoren.

Bei intrakraniellen Tumoren spielt die histologische Klassifikation fiir die
Therapieentscheidung eine grundlegende Rolle. Bei Ependymomen WHO Grad I wird
nicht zu einer postoperativen Bestrahlung geraten. Bei anaplastischen Tumoren WHO
Grad III dagegen folgt auf die operative Entfernung des Tumors eine Strahlentherapie.
Weniger eindeutig fallen die Empfehlungen fiir Ependymome WHO Grad II aus. Es
wird hier nicht generell zu einer adjuvanten Strahlentherapie geraten. Fiir diese
Subgruppe gelten von Klinik zu Klinik unterschiedliche Vorgehensweisen. Zusétzliche
Unsicherheit birgt hierbei auch die Frage nach dem idealen Bestrahlungsfeld. Obwohl
mehrere Studien den Erfolg einer postoperativen Bestrahlung allgemein postulieren
(Pollack et al. 1995, Goldwein et al. 1990, Ernestus et al. 1989), gibt es keine
eindeutigen Studien, die eine Aussage iiber das wirkungsvollste und dabei schonendste
Bestrahlungsfeld erlauben. Diskutiert wird eine Bestrahlung lokal im Gebiet des

Tumors, cerebral oder sogar cerebrospinal, um eine weitere Ausbreitung entlang des
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Liquorkanals zu verhindern. Bei Kindern unter drei Jahren gelten die kognitiven und
neuroendokrinen Nebenwirkungen einer Bestrahlung jedoch als so gravierend, dass von
einer postoperativen Bestrahlung generell abgeraten wird. Auch bei adulten Patienten
wird in den meisten Zentren bei Ependymomen WHO Grad II von einer Bestrahlung

abgesehen.

Bei spinalen Tumoren ist ein Rezidiv selten, so dass meistens nach einer totalen
Resektion des Tumors keine weitere adjuvante Therapie notwendig ist (McLaughlin et
al. 1998, Asazuma et al. 1999). Auch hier unterscheidet man zwischen benignen und
malignen Ependymomen. Histologisch gutartige Ependymome werden nicht bestrahlt,
bei WHO Grad III Tumoren dagegen ist das Vorgehen umstritten. Die klinische Praxis

zeigt eine Tendenz hin zur postoperativen Bestrahlung.

Studien iiber den Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie bei Ependymomen konnten
bislang keinen Erfolg nachweisen (Duffner et al. 1993, Evans et al. 1996), so dass diese
Therapieform noch nicht in das Behandlungskonzept bei Ependymomen Eingang

gefunden hat.

1.1.6. Prognose

Das AusmaBl der Resektion gilt als wichtigster prognostischer Faktor fiir
Ependymompatienten, da bei unvollstdndiger Resektion ein lokales Rezidiv zu erwarten
ist. Nach operativer Entfernung ist die Prognose von Subependymomen und
myxopapilliren Ependymomen sehr gut, da sie sehr selten rezidivieren. Eine Ausnahme
davon bilden die extrem seltenen, aullerhalb des ZNS im perisakralen Weichteilgewebe
lokalisierten myxopapilldren Ependymome. Bei dieser Untergruppe treten signifikant

gehduft Fernmetastasen auf (King et al. 1993).

Verschiedene Studien zeigen widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich der Aussagekraft
standardisierter histologischer Parameter fiir die Prognose (Robertson et al. 1998,
Pollack et al. 1995). In einigen Studien hatte der histologische Grad des Tumors
prognostische Signifikanz (Afra et al. 1983, Nazar et al. 1990, Ernestus et al. 1996),
wihrend andere Studien keine prognostische Relevanz fiir anaplastische Eigenschaften

feststellen konnten (Pollack et al. 1997, Lyons et al. 1991, Mork et al. 1977). Die
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meisten Studien konnten bei anaplastischen Tumoren zwar eine Tendenz fiir einen
schlechteren Krankheitsverlauf erkennen, waren jedoch nicht in der Lage, statistische
Signifikanz zu erreichen (Gerszten et al. 1996, Rousseau et al. 1994, Dohrmann et al.
1976). Die gleichen Probleme traten auf, wenn die Studien auf einzelne histologische
Kriterien fokussiert wurden wie z. B. Nekrosen (Gerszten et al. 1996) oder Mitosen
(Schiffer et al. 1991, Healey et al. 1991). Ross und Rubinstein untersuchten 15 Félle
anaplastischer Ependymome (Ross et al. 1989) und fanden eine 5-Jahres-Uberlebensrate
von 58%, die sich nicht signifikant von der Prognose differenzierter Ependymome
unterschied. Daraus schlossen sie, dass histologische Kriterien kein Anhalt fiir klinisch

malignes Verhalten des Tumors sind.

Neben dem WHO-Grad prigen noch weitere Faktoren den klinischen Verlauf von
Patienten mit Ependymomen, wie das Patientenalter bei Diagnosestellung und die
Tumorlokalisation (Lyons et al. 1991, Robertson et al. 1998, Pollack et al. 1995, Sala et
al. 1998). Erwachsene Patienten mit Ependymomen haben in der Regel eine bessere
Prognose als Kinder unter 16 Jahren mit histopathologisch vergleichbaren Tumoren
(Afra et al. 1983, Read et al. 1984, Ferrante et al. 1994), insbesondere ist die Prognose
bei Kindern unter vier Jahren schlechter (Lyons et al. 1991, Pollack et al. 1995, Sala et
al. 1998, Healey et al. 1991). Patienten, bei denen der Tumor vor dem vierten
Lebensjahr diagnostiziert wird, haben eine sehr hohe Rezidivneigung, so dass nur
0-12% in den folgenden fiinf Jahren tumorfrei bleiben. Bei Erwachsenen liegt dieser
Prozentsatz dagegen bei ca. 60% (Healey et al. 1991). Ependymomrezidive treten
vorwiegend in der Lokalisation des Primértumors auf, nur selten kommt es zur
cerebrospinalen Streuung entsprechend des Liquorabflusses. Letzteres sieht man
gehauft bei Kleinkindern, die Ursachen dafiir sind bislang noch unklar (Pollack et al.
1995). Die schlechtere Prognose bei Kindern mag in Zusammenhang stehen mit der
hoheren Inzidenz von Tumoren in der Fossa posterior, einer hoheren
Operationsmortalitit und weniger aggressiven Bestrahlungsbehandlungen der ganz
jungen Patienten. Doch auch unabhingig von diesen Faktoren scheinen pidiatrische

Tumoren aggressiver zu sein.

Die Lokalisation des Tumors ist prognostisch ebenfalls von grofler Bedeutung. So
haben spinale Tumoren eine bessere Prognose als intrakranielle Ependymome des

gleichen WHO-Grades (Mork et al. 1977, Rawlings et al. 1988). Auch innerhalb der
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Gruppe der intrakraniellen Ependymome lassen sich Unterschiede in der Prognose
finden. So weisen supratentorielle Tumoren tendenziell eine bessere Uberlebensrate als
infratentorielle Tumoren auf (Dohrmann et al. 1976, Ernestus et al. 1996, Shuman et al.
1975). Weiterhin wurde beobachtet, dass infratentorielle Tumoren, besonders
anaplastische, ofter eine Streuung in der Leptomeninx iiber den Liquor aufweisen

(Lyons et al. 1991).

Da die Wertung des histologischen Grades eines Ependymoms flir Aussagen iiber die
Prognose umstritten ist, versucht man, neue Vorhersagefaktoren zu bestimmen. So
wurde in neueren Studien die Proliferationsaktivitit untersucht. Der monoklonale
Antikdrper MIB-1 reagiert spezifisch mit dem Proliferationsantigen Ki-67. Dieses
Antigen wird in allen Phasen des Zellzyklus auer der GO-Phase exprimiert. Somit kann
eine Immunreaktivitit fiir Ki-67 als Indikator fiir die proliferative Aktivitdt der
Tumorzellen betrachtet werden. Schroder et al. fanden 1993 einen signifikanten
Unterschied der MIB-1-Indices bei anaplastischen versus niedriggradigen spinalen
Ependymomen. Jedoch konnte hierbei kein signifikanter Einfluss auf die Prognose

gefunden werden (Schrdder et al. 1993).

1998 postulierten Ritter et al. eine Kombination verschiedener Faktoren als
prognostisch ungiinstig (Ritter et al. 1998). Hierzu gehorte eine junges Alter bei
Diagnosestellung, ein MIB-1-Proliferationsindex >20% und das Auftreten mindestens
dreier histologisch anaplastischer Merkmale (Nekrose, Mitose, vaskulédre Proliferation,
zelluldre Pleomorphie, gelappte Zellkerne). Moglicherweise werden auch in Zukunft
solche Kombinationen von Merkmalen am ehesten eine genaue Aussage iiber die zu
erwartende Prognose erlauben, nachdem sich Einzelmerkmale in der Vergangenheit

nicht als pradiktiv erwiesen haben.

1.2. Genomische Verinderungen bei Ependymomen

1.2.1. Zytogenetische Verinderungen bei Ependymomen

Hirntumoren treten sehr selten in familidrer Haufung auf. Einige familidre Syndrome
sind mit cerebralen Tumoren assoziiert, so z.B. die Neurofibromatose Typ 2 (Gliome,
Meningeome, Hirnnerventumoren), die tuberdse Sklerose (Gliome) oder die familiédre

Polyposis coli. Daneben treten Hirntumoren selten aber auch in familidrer Haufung auf,
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ohne dass eine erkennbare Assoziation zu einem bekannten Syndrom besteht. Ein
Risiko fiir familidres Auftreten konnten Hemminki et al. 2004 in einer groflen
schwedischen Studie besonders fiir Meningeome, Astrocytome und Hdmangioblastome
nachweisen (Hemminki 2004). Daher werden genetische Faktoren diskutiert, die fiir ein
erhohtes Risiko fiir das Auftreten von Hirntumoren innerhalb von Familien
verantwortlich sind. Bis 1988 wurde allerdings nur von neun Familien mit gehéduft

aufgetretenen Ependymomen berichtet (Russell et al. 1989).

Bei den meisten Ependymomen lassen sich zytogenetische Verdnderungen nachweisen.
Lediglich 34-45% der Ependymome bleiben bei zytogenetischen Untersuchungen
unauffillig und weisen einen normalen Karyotyp auf (Mazewski et al. 1999, Kramer et
al. 1998, Ward et al. 2001). Die bislang nachgewiesenen zytogenetischen
Veranderungen sind sehr komplex und betreffen zahlreiche chromosomale
Lokalisationen. Dabei konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen der Komplexitét
des Karyotyps und einer schlechteren Uberlebensrate hergestellt werden. So scheint der
Karyotyp weder eine Assoziation mit dem klinischen Auftreten (Alter, Lokalisation,
Malignititsgrad) noch mit dem progressionsfreien Intervall zu haben (Reardon et al.
1999). Wenn karyotypische Verdnderungen jedoch gemeinsam mit histologisch
anaplastischen Eigenschaften des Tumors auftreten, ergibt sich eine verstirkte Neigung

zur Entstehung von Rezidiven (Mazewski et al. 1999).

Bei etwa 50-60% aller ependymalen Tumoren wurden Verdnderungen des
Chromosoms 22 gefunden, darunter vorwiegend Monosomien in bis zu 40% der
untersuchten Fille (Jenkins et al. 1989, Stratton et al. 1989, Bigner et al. 1990, Ransom
et al. 1992, Sainati et al. 1992, Bijlsma et al. 1995, von Haken et al. 1996, Weremowicz
et al. 1992, Mazewski et al. 1999, James et al. 1990, Reardon et al. 1999, Wernicke et
al. 1995). Die Monosomie des Chromosoms 22 zdhlt damit zu den héufigsten
Verdnderungen bei Ependymomen. Verdnderungen des Chromosoms 22 wurden aber
auch bei anderen Hirntumoren wie sporadischen Schwannomen des N. acusticus,
bilateralen Schwannomen des N. acusticus, Meningeomen (Dumanski et al. 1990) und
atypischen teratoiden rhabdoidalen Tumoren (ATRT) (Biegel et al. 1990, Douglass
1989, Karnes et al. 1991) nachgewiesen. Daneben fanden sich diese Veridnderungen
auch bei Tumoren anderer Organsysteme, wie z. B. Retinoblastomen und Wilms-

Tumoren (Seizinger et al. 1986).
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Die iibrigen bislang bekannten chromosomalen Verdnderungen sind heterogen. Zu den
bereits hidufiger nachgewiesenen Verdnderungen zéhlen Alterationen der Chromosomen
10, 6 und 17, seltener dagegen der Chromosomen 11, 7, 13 und 16. In Einzelfillen
lieBen sich auch Veranderungen auf den Chromosomen 5, 9, 12, 19, 20 nachweisen. Ob
diese chromosomalen Verdnderungen nur zufillige Verdnderungen sind oder eine
kausale Rolle in der Pathogenese von Ependymomen spielen, muss in weiteren Studien

geklart werden.

1.2.2. Molekulargenetische Verinderungen bei Ependymomen

1.2.2.1.Verinderungen des NF2-Gens

Mutationen des NF2-Gens sind der typische Gendefekt bei Patienten mit
Neurofibromatose Typ 2 (NF 2). Diese Patienten haben eine Prédisposition fiir
ependymale Tumoren, und zwar insbesondere fiir intramedulldr spinal lokalisierte
Ependymome (Ruttledge et al. 1994, Martuza et al. 1988). Die NF 2 ist eine
neurokutane Erkrankung, die mit einer Inzidenz von 1:37000 auftritt. Sie ist vor allem
durch uni- und bilaterale Akustikusschwannome charakterisiert, es finden sich daneben
aber auch Schwannome anderer Hirnnerven sowie Meningeome und Astrocytome
(Martuza et al. 1988). Neben dem Auftreten typischer Tumoren werden auch juvenile
posteriore subkapsuldre Katarakte relativ hiufig beobachtet. Seltener dagegen findet
man die fiir die Neurofibromatose Typ 1 (NF 1) typischen Neurofibrome, die dann
bevorzugt an den paraspinalen dorsalen Nervenwurzeln auftreten (Riccardi 1989). Die
folgende Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die aktuell geltenden Kriterien zur
Stellung der Diagnose einer NF 2:
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Die Diagnose einer NF 2 kann gestellt werden, wenn bei dem Patienten eine der drei
folgenden Konstellationen vorliegt:
1. Bilaterale vestibuldre Schwannome; oder
2. ein Verwandter ersten Grades mit NF 2 und bei dem Patienten entweder
a. ein unilaterales vestibuldres Schwannom oder
b. zwei der folgenden Verdanderungen:
- Schwannom
- Meningeom
- Neurofibrom
- Gliom (darunter besonders spinale Ependymome)
- cerebrale Verkalkungen
- Juveniler posteriorer subkapsulédrer Katarakt oder
3. zwei der folgenden Veridnderungen
a. unilaterales vestibulidres Schwannom
b. multiple Meningeome
c. Schwannom, Gliom, Neurofibrom, juveniler posteriorer subkapsuldrer Katarakt,

cerebrale Verkalkungen

Tabelle 1 — Diagnosekriterien fiir NF 2

Das NF2-Gen ist auf dem Chromosom 22 in der Region 22q12 lokalisiert (Trofatter et
al. 1993, Rouleau et al. 1993). Das durch das NF2-Gen codierte Genprodukt Merlin
(Trofatter et al. 1993), das auch als Schwannomin (Rouleau et al. 1993) bezeichnet
wird, ist strukturell mit den Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) - Proteinen verwandt
(Rouleau et al. 1993, Trofatter et al. 1993). Diese Proteine verbinden das Zytoskelett
mit Membranproteinen (Luna et al. 1992, Sato et al. 1992). Daneben interagieren sie mit
Signalmolekiilen des Zytoplasmas (Bretscher et al. 2002). Diese gemeinsame Funktion
schligt sich auch in der sehr dhnlichen Struktur aller Proteine dieser Gruppe nieder.
Alle Mitglieder dieser Proteinfamilie enthalten eine homologe Domine von ~200
Aminosduren nahe dem N-Terminus, gefolgt von einem Segment mit vorwiegend
a-helicaler Struktur, das bei Merlin eine Linge von ungefdhr 160—170 Aminoséuren hat.
Dabei bindet der N-Terminus an Integrine und die o-Helix an Komponenten des

Zytoskeletts (Gould et al. 1989, Yang et al. 1991, Rees et al. 1990). Die strukturelle
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Ahnlichkeit von Merlin mit den anderen Proteinen dieser Gruppe deutet auch auf eine
dhnliche Funktion hin. Normalerweise hat Merlin eine vergleichbare Funktion wie
Protein 4.1, das als Verbindung zwischen transmembrandsen Glykoproteinen und dem
Spectrin-Actin-Komplex dient. Innerhalb der Zelle ist Merlin in der Umgebung der
Actin-Komplexe lokalisiert. Durch verschiedene Molekiile wie den Transmembran-
Rezeptor CDA44, Signalmolekiile wie HRS (Hepatocyte Growth Factor-regulated
Tyrosine Kinase Substrate) und zytoskelettale Proteine wie Actin und beta-II-Spectrin
werden die Interaktionen von Merlin reguliert (Bretscher et al. 2002, Gronholm et al.
1999, Gonzalez-Agosti et al. 1999). Wenn beide codierenden Allele fir Merlin
ausfallen, kommt es zur Bildung von Schwannomen und Meningeomen im Rahmen der
NF 2. Alle Mitglieder dieser Proteinfamilie wurden bereits in verschiedenen
Saugetierspezies nachgewiesen und gelten als sehr konserviert. Genmutationen dieser
Proteine konnen verschiedene Effekte auf Formgebung, Zellteilung, Bewegung und
Zellkommunikation haben, die insgesamt zu gestértem Zellwachstum und damit zur

Tumorbildung fithren konnen (Trofatter et al. 1993).

1.2.2.2.Sonstige molekulargenetische Verinderungen

Ependymome unterscheiden sich von anderen Gliomen vergleichbarer histologischer
WHO-Grade insbesondere hinsichtlich der deutlich besseren Prognose. Erhebliche

Unterschiede ergeben sich auch auf molekulargenetischer Ebene.

Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 auf Chromosom 17 gehéren zu den am
hiufigsten untersuchten Verdnderungen bei der Entstehung von Tumoren
unterschiedlichster Genese. Auch bei einer Untergruppe der glialen Tumoren, den
Astrocytomen, lassen sich in 65% der untersuchten Tumoren Mutationen dieses Gens
nachweisen (Kleihues et al. 1999). Dagegen konnte man diese Verdnderungen nur
extrem selten bei Ependymomen nachweisen, so dass man nicht davon ausgeht, dass
p33 in die Tumorigenese von Ependymomen entscheidend involviert ist (Bijlsma et al.
1995, Fink et al. 1996, von Haken et al. 1996, Metzger et al. 1991, Ohgaki et al. 1991,
Ruttledge et al. 1994, Tominaga et al. 1995). Zytogenetische Untersuchungen des
Chromosoms 17 fanden dagegen Hinweise auf eine Rolle in der Tumorentstehung von
Ependymomen. Zehn Félle mit Monosomie 17 wurden beschrieben, fiinf dieser

Tumoren traten bei Kindern auf (Griffin et al. 1992, Ransom et al. 1992, Rogatto et al.
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1993, Stratton et al. 1989, Wernicke et al. 1995). Die Hélfte der zehn Tumoren war
anaplastisch, davon fanden sich wiederum drei Tumoren bei Kindern. Von Haken et al.
konnten in einer Studie 1996 an 18 pédiatrischen Ependymomen in 50% der Fille eine
Monosomie des Chromosoms 17 nachweisen (von Haken et al. 1996). Zheng et al.
konnten diese Frequenz 2000 in einer Studie an 28 Ependymomen mittels CGH-
Analyse mit anndhernd 46% bestitigen (Zheng et al. 2000). Somit werden auf
Chromosom 17 andere Loci als moglicherweise ursichlich beteiligt an der Entstehung

von Ependymomen vermutet.

In insgesamt 133 untersuchten Ependymomen konnten verschiedene zytogenetische
Studien bei nur 23 Tumoren Verdnderungen von Chromosom 10 detektieren (James et
al. 1990, Venter et al. 1991, Karlbom et al. 1993, Rasheed et al. 1994). Karyotypische
Untersuchungen an diesen 133 Ependymomen fanden fiinf Tumoren mit einem Verlust
des Chromosoms 10 (Griffin et al. 1992, Ransom et al. 1992, Wernicke et al. 1995,
Sawyer et al. 1994). Mehr als zwei Kopien des Chromosoms 10 wurden bei lediglich
drei Ependymomen in 133 Tumoren beobachtet (Rogatto et al. 1993, Sawyer et al.
1994). Insgesamt wurde ein LOH eines Chromosomenarms bei 10 von 85 untersuchten
Tumoren gesehen, wovon der iliberwiegende Anteil einen LOH 10q mit sieben
dargestellten Féllen aufwies (Ransom et al. 1992, Bijlsma et al. 1995, Ebert et al. 1999).
Somit ist eine Involvierung des Chromosoms 10 in die Pathogenese von Ependymomen
durchaus wahrscheinlich, wobei die oben genannten Untersuchungen ein
Tumorsuppressorgen auf dem Chromosomenarm 10q nahe legten. Bei allen
Mutationsanalysen an 67 Ependymomen konnten bislang jedoch nur fiinf Mutationen
nachgewiesen werden. Vier davon betrafen den Chromosomenarm 10p mit jeweils zwei
Deletionen im Bereich 10p13 sowie Translokationen im Bereich 10p12 (Rogatto et al.
1993, Sawyer et al. 1994, DalCin et al. 1988). Die einzige nachgewiesene Alteration auf
dem Chromosomenarm 10q war eine Addition im Bereich 10q24 (Rogatto et al. 1993).
Eine gezielte Untersuchung von 62 Ependymomen auf Mutationen des auf 10923
lokalisierten PTEN-Gens konnte keine Mutation nachweisen. Somit scheinen eventuell
andere, bislang unbekannte Tumorsuppressorgene auf Chromosom 10 bei der

Pathogenese von Ependymomen beteiligt zu sein.

Bei Glioblastomen lassen sich in 40% der Félle Verdnderungen des epidermalen

Wachstumsfaktor-Rezeptoren EGFR nachweisen. EGFR wird durch das Protoonkogen



Molekulargenetische Verdnderungen auf Chromosom 22 in Ependymomen

c-erbBl auf Chromosom 7 codiert. Die bei Glioblastomen nachgewiesenen
Verdnderungen von c-erbB1 sind vorwiegend Amplifikationen. Eine Untersuchung von
17 Ependymomen konnte jedoch keinen Nachweis einer entsprechenden Verdnderung
bei dieser Tumorentitit erbringen (Bijlsma et al. 1995). AuBlerdem sind bei
Astrocytomen und Oligodendrogliomen gehduft Gene von Alterationen betroffen, die
fiir die Zellzykluskontrolle relevant sind. Hierzu gehoren Faktoren des Regelkreises der
cyclinabhédngigen Kinase (CDK) 4. Die CDK 4 ist ebenso wie Cyclin D1 an der
Inaktivierung des RB-Tumorsuppressorfaktors beteiligt. Es lieBen sich bislang jedoch
weder Amplifikationen des CDK4-Gens, das in der chromosomalen Region 12ql3
lokalisiert ist, noch Amplifikationen des CyclinDI-Gens auf Chromosom 11ql3
nachweisen. Daneben scheinen auch die Gene p/5 und p/6 auf dem Chromosomenarm
9p nicht in die Pathogenese von Ependymomen involviert zu sein, da sich keine
entsprechenden Mutationen nachweisen lieBen. Beide Gene codieren Inhibitoren der
CDK 4. Verdnderungen dieser Gene wurden ebenfalls gehéduft in nicht-ependymalen
Gliomen nachgewiesen. Insgesamt scheint keine Komponente dieses Regelkreises bei

Ependymomen eine entscheidende Rolle zu spielen (Sato et al. 1996).

Im Gegensatz zu anderen glialen Tumoren wie Glioblastomen oder oligodendroglialen
Tumoren existiert fiir Ependymome noch keine genetische Gruppierung. Darunter
versteht man eine Subeinteilung innerhalb einer Tumorentitit aufgrund gleichartiger
genetischer Verdnderungen. Fiir die so entstandenen Untergruppierungen lassen sich
differenzierte Aussagen hinsichtlich der zu erwartenden Prognose oder in Bezug auf das
Ansprechen auf verschiedene Therapiemodelle treffen (Ruttledge et al. 1994, von
Deimling et al. 1993, Kleihues et al. 2000). So spricht z. B. ein Allelverlust auf dem
Chromosomenarm 1p bei Oligodendrogliomen fiir Chemosensitivitit, und ein
gemeinsames Vorliegen von Allelverlusten auf den Chromosomenarmen 1p und 19q ist
neben Chemosensitivitit auch mit lingerem Uberleben assoziiert. Deletionen des
CDKN2A4-Gens sind dagegen ein Faktor fiir eine schlechtere Prognose dieser Tumoren

(Cairncross et al. 1998).

Offenbar bestehen also grundlegende genetische Unterschiede zwischen Ependymomen
und anderen glialen Tumoren, insbesondere den Glioblastomen, trotz zum Teil
gemeinsamer glialer Differenzierungsmerkmale. Maoglicherweise bietet diese

Erkenntnis einen Erklarungsansatz fiir den unterschiedlichen klinischen Verlauf
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hinsichtlich Prognose, Lokalisation und Altersverteilung innerhalb der Gruppe der

Gliome.

1.3.  Ziel der Arbeit

Ziele molekulargenetischer Untersuchungen an Tumoren sind die Identifikation
prognostisch relevanter Subgruppen sowie die Aufkldrung pathogenetischer
Mechanismen. Bisherige Arbeiten zeigten Verluste des Chromosoms 22 oder von
Teilabschnitten dieses Chromosoms als héaufigstes zytogenetisches Ereignis bei
Ependymomen. Als relevanter Genlocus wurde das NF2-Gen identifiziert. Einen
klinischen Hinweis auf einen Zusammenhang zeigt das gehdufte Auftreten von
Ependymomen bei Patienten mit Neurofibromatose-2. Mutationsanalysen des NF2-
Gens erbrachten jedoch widerspriichliche Ergebnisse. Eine mogliche Erklarung dafiir
bietet das unterschiedliche Patientenkollektiv dieser Studien. Denn die gefundenen
Mutationen betrafen ausschlieBlich spinal lokalisierte Ependymome, und diese waren

im Gegensatz zu intrakraniellen Ependymomen in den meisten Studien kaum enthalten.

Ziel dieser Arbeit war es daher, an einem grof3en Patientenkollektiv mit Ependymomen
unterschiedlicher Lokalisation Mutationen des NF2-Gens zu detektieren. Parallel wurde
eine Mikrosatellitenanalyse des Chromosoms 22 durchgefiihrt. Auf diese Weise sollten

molekulargenetische Subgruppen bei Ependymomen identifiziert werden.

Daneben wiesen jiingere Studien Verdnderungen des Chromosoms 11 in Ependymomen
nach. Als potentiell pathogenetisch relevantes Gen wurde das MENI-Gen vermutet.
Daher wurde im Rahmen eines gemeinsamen Projekts parallel zu dieser Studie an den
gleichen Tumorproben eine Mutations- und Mikrosatelliten-Analyse fiir MENI bzw.
das Chromosom 11 durchgefiihrt (vgl. Dissertationsarbeit Dr. med. Lenard
Lachenmeyer am Fachbereich Medizin der Universitit Hamburg). Die Ergebnisse
beider Teilstudien des Projekts werden in der vorliegenden Arbeit zum Teil miteinander

korreliert und vergleichend diskutiert.
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2. Material und Methoden
2.1. Material: Tumor- und Blutproben

Tumorgewebe und die entsprechenden Blutproben wurden an der Neurochirurgischen
Klinik des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) gesammelt. Die dort
behandelten Patienten mit Ependymomen wurden im Zeitraum von 1991 bis 1999
operiert. Unmittelbar nach der Operation wurde das Gewebe in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80 °C im Labor fiir Hirntumorbiologie der Neurochirurgischen

Klinik gelagert, ebenso wie auch die entsprechenden Blutproben.

Alle Tumoren wurden anhand der geltenden WHO-Kriterien fiir Hirntumoren (Wiestler
et al. 2000) im Neuropathologischen Institut der Universititsklinik Hamburg-Eppendorf
(UKE) klassifiziert.

Weiterhin wurden die Tumorproben daraufthin histologisch untersucht, ob eine
geniigende Menge Tumorzellen fiir die molekulargenetischen Untersuchungen in den
Gewebsstiicken enthalten waren. Fiir diese Studie wurden nur Proben verwendet, die

einen Anteil von Uiber 80% Tumorzellen enthielten.

In einzelnen Fillen, in denen keine entsprechenden Blutproben zur Verfligung standen,
wurden normale Zellen aus tumorfreiem Gewebe, das sich in den gefrorenen Proben
oder zum Teil in den Paraffinblocken fand, isoliert und anstelle des Blutes als Kontrolle

verwendet.

2.2. Methoden
2.2.1. DNA-Extraktion

Die Extraktion der genomischen Tumor-DNA erfolgte mit dem ,,QIAamp Tissue Kit*
(Qiagen, Hilden, Deutschland) aus tiefgefrorenen Tumorproben oder aus in Paraffin

eingebettetem Gewebe.

Bei den in Paraffin gelagerten Proben war ein zusdtzlicher Aufbereitungsschritt
notwendig. Dazu wurden ca. 25 mg des Gewebes aus dem Paraffinblock entnommen.

Durch Zugabe von 1200 pL Xylol sowie anschlieBendem Schiitteln, Zentrifugieren und
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Abpipettieren des Uberstandes wurde das Paraffin entfernt. Nach nochmaligem
Waschen mit Ethanol und Verdampfen der Ethanolreste bei 37 °C war das Gewebe zur

weiteren Verarbeitung nach dem folgenden Protokoll vorbereitet.

Das Protokoll wurde auf 25 mg Gewebe angewendet, das entweder direkt vom
tiefgefrorenen Tumorblock entnommen wurde oder entsprechend der oben
beschriebenen Aufbereitung aus einem Paraffinblock. Dazu wurden der Gewebeprobe
180 pl ATL-Puffer (Qiagen) und 20 pl Proteinase K (Qiagen) in einem 2 ml
Eppendorfgefd3 zugegeben und der Ansatz bei 55 °C iiber Nacht inkubiert, bis das
Gewebe vollstindig aufgelost war. AnschlieBend wurden der Losung 200 pl AL-Puffer
(Qiagen) zugegeben und zusammen fiir 10 min bei 70 °C inkubiert. Zur Ausfillung der
DNA wurden schlieBlich 210 pl Ethanol 96-100% zugegeben. Dieses Gemisch wurde
anschlieend zur Bindung der DNA an die Sdulenmembran iiber eine in diesem Kit
enthaltene Filtersdule bei 8000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Zum Reinigen
der DNA wurde die Filtersdule mehrmals mit 500 pl Puffer AW (Qiagen) aufgefiillt und
zentrifugiert. Die nun im Filter isolierte DNA wurde mit 200 pl auf 70 °C
vorgewarmtem 10 mM TRIS pH 8 inkubiert und durch erneute Zentrifugation eluiert.

Die DNA-Isolierung aus den gesammelten Blutproben wurde analog mit dem ,,QIAamp
Blood Kit*“ (Qiagen) durchgefiihrt. Dazu wurde aus 10 ml EDTA-Vollblut zunichst
durch Zentrifugation des Vollbluts fiir 10 min bei 3300 x g bei Raumtemperatur der
buffy coat, also das koagulierte Plasma nach Abzentrifugation der Erythrozyten, isoliert.
Zu 200 pl des buffy coats wurden 25 pl Qiagen Protease und 200 pl AL-Puffer
(Qiagen) zugefiigt. Damit wurde die Losung fiir 10 min bei 70 °C inkubiert. Dieses
Gemisch wurde mit 210 pl Ethanol (96-100 %) versetzt und anschlieBend wiederum
mehrfach iiber einen Filter zentrifugiert. Die im Filter isolierte DNA wurde mit 200 ul

des auf 70 °C erwiarmten AE-Puffers (Qiagen) schlieBlich eluiert.

2.2.2.  Mikrosatellitenanalyse fiir LOH 22q

2.2.2.1. Oligonucleotid-Primer fiir die Mikrosatellitenanalyse

Zum Nachweis von Allelverlusten wurden Mikrosatellitenanalysen durchgefiihrt.
Hierzu wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten Dinucleotid-repeat Primer verwendet. Sie

wurden mit 6-FAM, ROX oder JOE markiert und von Biometra (Gottingen,
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Deutschland) und MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland)

Lokalisationen der Mikrosatelliten sind den Angaben der Datenbank des National

bezogen. Die

Institutes of Health (NIH), der Genome Data Base sowie entsprechender Literatur
entnommen (Lekanne Deprez et al. 1991, Marineau et al. 1993, Sainz et al. 1993,

Pylkkanen et al. 2002).

Loka- Sequenz Max. Markie- | Fragment
Name | lisa- Heterozy- rung -linge
tion gotie (bp)
[D22S193 ] 22q12 [ SGATCGCCGGCATCTATATATG | NA | JOE [ 110-136 |
SCCCAAATTCATCCTTTCCTTG
NF2CA3 | 22ql2 | SCTGCAGATCACAAACTCCTTG 0.833 ROX 130-146
5GCATTTATGGAGTATCCACAG
D22S268 | 22ql12 | STACGTCCTCACAATCCAGCGT 0.7050 FAM 244-254
S5SCTGAGGTGGGAGGATTAC
D225430| 22ql12 | 5SGGACTCACCTGTGCATGCGT 0.6832 FAM 84-98
SGATCTTGGCTTTTCCTCCCG

Tabelle 2 — Oligonucleotid — Primer fiir die Mikrosatellitenanalyse
NA = nicht angegeben

bp = Basenpaare

Maximale Heterozygotie bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, mit der die
Mikrosatellitenldnge miitterlicherseits und véterlicherseits unterschiedlich und somit
informativ ist. Je hoher die maximale Heterozygotie ist, desto wahrscheinlicher ist der

Marker informativ.

2.2.2.2. Amplifikation und Auftrennung

Die PCR-Amplifikation wurde mit ca. 20 ng isolierter DNA in einem Gesamtvolumen
von 10.05 ul durchgefiihrt. In einem solchen Ansatz waren weiterhin 0.25 U Taq Gold
Polymerase (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA), 2.5 uM fluoreszenzmarkierte und -
unmarkierte Oligonucleotid-Primer, 1 pl Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI,
1.5 mM MgCl,, 0.001 % w/v Gelatine) und dANTP's (je 200 uM) enthalten (Tabelle 3).
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Aqua dest. 4 ul
DNA 2l
Puffer 1 pl
DNTP's 1 ul
Primer vorwirts 1 ul
Primer riickwirts 1l

Polymerase 0,05 pul

T Gesamtvolumen | 1005pl |

Tabelle 3 — PCR-Ansatz fiir die Mikrosatelliten-Analyse.

Ein PCR-Ansatz wurde initial fiir 16 min bei 94 °C in einem DNA-Thermocycler
(Biometra/Perkin Elmer) erhitzt, um die Taq-Gold Polymerase zu aktivieren.
Anschliefend wurden 40 der nachfolgend beschriebenen Zyklen durchgefiihrt: 1 min
Denaturierung bei 94 °C, 1 min Primeranlagerung (Annealing) bei 55 °C und 1 min

DNA-Synthese (Extension) bei 72 °C im selben Gerit (Tabelle 4).

Aktivierung 16 min 94 °C 1 Zyklus
Annealing 1 min 55 °C 40 Zyklen
Extension 1 min 72 °C

Tabelle 4 — PCR-Programm fiir die Mikrosatellitenanalyse

RegelmiBig wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt, in der fiir den PCR-Ansatz statt
DNA eine entsprechende Menge destilliertes Wasser verwendet wurde. Damit wurde

Kontaminationsfreiheit gesichert.

2 pl des PCR-Produkts wurden mit 3 ul DNA-Probenpuffer vermischt und anschlie3end
auf ein 2%iges Agarose-Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte fiir 30 min bei 100
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V in einer Elektrophoresekammer (Mini Gel Migration Trough, Cosmo Bio Co, LTD,
USA). Parallel wurden 2,5 ng DNA eines Lingenstandards aufgetrennt (Marker VI,
Bohringer, Mannheim, Deutschland). Zum Firben wurde das Gel fiir 30 min in eine
nukleinsdure-fairbende Losung (SYBR GOLD, Molecular Probes, Oregon, USA)
gegeben und anschliefend unter UV-Licht auf einen Polaroidfilm (Polapan 663,
Polaroid Company, Cambridge, MA, USA) abgelichtet.

Sofern das Gel DNA-Banden der erwarteten Groe aufwies, wurden die entsprechenden

Proben fiir die Fragmentanalyse vorbereitet.

2.2.2.3. Fragmentanalyse

Je 1 pl von 4 PCR-Produkten unterschiedlicher Gro3e oder Markierung einer Gewebs-
oder Blutprobe wurden auf einen Dialysefilter (Millipore, Millipore Cooperation,
Bedford, MA, USA) aufgetragen und fiir 1 h gegen Wasser dialysiert. Das entstandene
Dialysat wurde mit 12 pl Formamid, 4 pl destilliertem Wasser und 0,4 pl Genescan-500
ROX Standard (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) vermischt und bei 95 °C

fir 2 min denaturiert.

Die fluoreszenz-markierten PCR-Produkte wurden im automatisierten ABI Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) ausgewertet. Die Kriterien flir die Annahme eines

Allelverlusts waren:

- eine Signalreduktion des ldngeren Mikrosatelliten-Allels um mehr als 50%
verglichen mit dem kiirzeren Allel

oder

- eine Reduktion der Signalintensitit des kiirzeren Mikrosatelliten-Allels unter die

des ldngeren Allels (Lamszus et al. 1999)
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2.2.3. Mutationsanalyse des NF2-Gens

Zur Mutationsanalyse wurde eine Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (TGGE)
verwendet. Dabei handelt es sich um ein Verfahren, um Makromolekiile anhand ihres
Denaturierungsverhaltens zu unterscheiden. Dabei macht man sich zu Nutze, dass ab
einer bestimmten Temperatur Basenpaarungen aufschmelzen, so dass sich das
Laufverhalten éndert. Je hoher die Temperatur ist, umso mehr Basenpaarungen brechen
auf, und umso langsamer laufen die Molekiile. Ab einer bestimmten Temperatur liegen
zwei Einzelstringe vor, die aufgrund eines verminderten Reibungswiderstandes wieder
schneller laufen. Diese Temperaturen sind fiir jede DNA spezifisch, da sie unter
anderem vom GC-Gehalt abhingig sind. Auch kleinste Verdnderungen der DNA durch
Mutationen lassen sich so trotz gleicher Linge der Abschnitte voneinander trennen und

analysieren.

Die Mutationsanalyse wurde mit einem TGGE-Analysesystem (Qiagen, Hilden,
Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Exons 1-15 des
NF2-Gens (GenBank accession NM 000268) wurden mittels PCR amplifiziert
(Lamszus et al. 2000).

2.2.3.1. Oligonucleotid-Primer fiir TGGE

Fiir die TGGE-Analyse wurden bereits in der Literatur beschriebene Primer verwendet

(Jacoby et al. 1994, Kluwe et al. 1998) (vgl. Tabelle 5).
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Exon | Primer / Primer / Fragmentgrofle
sense strand (3" - 57) antisense strand (5" - 3%) (bp)
TCGACTGTCACCGCAG
2 GTCCTTCCCCATTGGTTTGT Geclamp'-M13rev’- 248
CGTCAGCCCCACCAGTTT
3 Gecelamp'-M13rev’- GGTCAACTCTGAGGCCAACT 332
GCTTCTTTGAGGGTAGCACA
4 Geclamp'-M13rev’- CCCATGACCCAAATTAACGC 245
CCTCACTTCCCCTCACAGAG
5 TGGCAGTTATCTTAGAATCTC Geclamp'-M13rev>- 257
TCCTTCAAGTCCTTTGGTTAGC
6 CATGTGTAGGTTTTTTATTTTGC Geclamp'- 197
CATAAAGGAATGTAAACC
7 Geclamp'-M13rev>- CTCACTCAGTCTCTGTCTAC 231
CCATCTCACTTAGCTCCAATG
8 GAAGGTTGAATAAAATTTTGAGCCTC | Geclamp'-M13rev>- 305
GACAGGGAAAGATCTGCTGGACC
9 Gceclamp'-M13rev’- CCATTATCAGTAATGAAAACCAG 357
GACTTGGTGTCCCTAATTCCC
10 TGCTACCTGCAAGAGCTCAA Gceclamp'-M13rev’- 317
CTGACCACACAGTGACATC
11 Ps>-M13rev- CAGGAGACCAAGCTCCAGAA 286
TCTTTGGCCCTTGTGGCAC
12 TTCAGCTAAGAGCACTGTGC Ps*-M13rev- 369
CTTGAGGACAACTGCTGTAG
13 Ps*-M13rev- GGGAGGAAAGAGAACATCAC 245
GGTGTCTTTTCCTGCTACCT
14 Geclamp'-M13rev- AGGGCACAGGGGGCTACA 310
TGTGCCATTGCCTCTGTG
15 Gceclamp'- TGGTCCTGATCAGCAAAATAC 283
TCTGCCCAAGCCCTGATGC

Tabelle S — Oligonucleotidprimer fiir TGGE.
! Geelamp = 5'-CCC CGC CCC CGC CCC CCC CGC CGC CCC CGC -3°
>M13rev = 5'- CAG GAA ACA GCT ATG ACC -3’

3 Ps = Psoralengruppe am 5'-Terminus

2.2.3.2. TGGE-Analyse

Die Amplifikation der Fragmente fand in einem DNA-Thermocycler (Biometra,

Gottingen) statt. Vor der eigentlichen DNA-Amplifikation fand ein 4 Minuten langer
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Inkubationsschritt zur Denaturierung und Aktivierung der Taq-Gold Polymerase bei 94

°C statt. AnschlieBend folgten 35 bis 40 Amplifikationszyklen, wie die folgende Tabelle

6 zeigt:
Aktivierung 4 min 94 °C 1 Zyklus
P —
Denaturierung 30 sec 94 °C
Annealing 30 sec 55°C 35 - 40 Zyklen
Extension 1 min 72 °C

Tabelle 6 — PCR-Programm fiir die Mutationsanalyse.

Die Komponenten und Volumina entsprachen denen der Fragmentanalyse, lediglich

andere Primer wurden verwendet. Von diesen Primern wurden je 2.5 pmol zugegeben.

Die PCR-Produkte wurden zur Denaturierung mit einem Puffer (8 M Harnstoff, 40 mM
MOPS, 2 mM EDTA, pH 8.0, 0.01% Bromphenolblau und Xylol Cyanol FF) vermischt,
fiir 5 min auf 95 °C erhitzt und anschlieBend fiir 15 min bei 50 °C inkubiert. Die Proben
wurden nun auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen (8% Polyacrylamid, 8M Urea,
20mM MOPS pH 8.0, ImM EDTA und 2% Glycerol) und in einer TGGE aufgetrennt.
Fiir jedes analysierte Exon wurde mindestens eine Probe mit einer bekannten Probe als

Positivkontrolle sowie eine Probe ohne Mutation als Negativkontrolle mit aufgetragen.

Fanden sich, verglichen mit der Negativ-Kontrolle, verdnderte Banden in einem Exon
eines Tumors, so wurde die entsprechende PCR in gréBerem Mafstab wiederholt, um
ein Volumen von 50 pl PCR-Produkt zur Aufreinigung (QIAquick spin PCR

purification kit, Qiagen) zur Verfiigung zu haben.

2 ul des gereinigten PCR-Produkts wurden dann in 10 pl Volumen fiir die
Sequenzierreaktion eingesetzt. Weiterhin enthielt der Ansatz 1 pl Primer (10 pM) sowie
1 ul eines Fertigansatzes fiir die Sequenzierreaktion (Big Dye Sequencing Kit, Perkin
Elmer) und 6 pl Wasser. Die Sequenzierreaktion fand in einem DNA-Thermocycler
(Biometra) statt. Zunédchst wurden 25 Zyklen mit 10 Sekunden bei 96 °C, 5 Sekunden
bei 55 °C und 4 Minuten bei 60 °C durchgefiihrt. Nach einer erneuten Reinigung der
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Proben durch Fillung mit zunédchst 10 ul 3 M Natriumacetat und 250 pl eines Ethanol-
Dextranblau-Gemisches und Waschen mit 70%igem Ethanol wurden die Proben
zentrifugiert und das Ethanol wie oben beschrieben entfernt. Anschlieend wurden die

Proben mit dem automatisierten Sequenzer ABI 373 (Applied Biosystems) analysiert.

2. 3. Statistische Analyse

Assoziationen zwischen Tumorlokalisation und LOH 22q sowie zwischen LOH 22q
und NF2-Mutationen wurden mit dem Fisher Exact Test analysiert. Altersdifferenzen
zwischen Patientengruppen mit unterschiedlichen Tumorlokalisationen wurden mit dem

1-way ANOVA und dem ungepaarten t-Test verglichen.



Molekulargenetische Verdnderungen auf Chromosom 22 in Ependymomen

3. Ergebnisse
3.1. Klinisch-pathologische Befunde

Insgesamt wurden 52 Tumoren von 45 Patienten untersucht. Von fiinf Patienten lagen
mehrere Tumoren vor, wobei vier Patienten jeweils einen Rezidivtumor aufwiesen und
von einer Patientin neben dem Primédrtumor zwei Rezidive und eine Metastase

untersucht wurden.

Von den 45 Patienten waren 30 méinnlichen und 15 weiblichen Geschlechts. Das
Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Tumoroperation betrug 34 Jahre mit einer
Spannbreite von 3 Monaten bis 67 Jahren. In diese Berechnung gingen einige Patienten
mehrmals - in jeweils verschiedenen Altersstufen - ein, da sie aufgrund von Rezidiven

und/ oder Metastasen mehrfach operiert wurden.

Den grofften Anteil der 52 Tumoren bildeten intramedulldr spinal lokalisierte
Ependymome mit insgesamt 21 Féllen (41%). 14 weitere Tumoren lagen im 4.
Ventrikel (einschlieBlich des Trigonums), 11 im Filum terminale. Die {ibrigen sechs

Tumoren befanden sich intracerebral. Dabei fiel auf, dass Patienten mit Tumoren des 4.
Ventrikels signifikant jlinger waren (; = 25 Jahre) als Patienten mit intramedulldr
spinal lokalisierten Tumoren (; = 42 Jahre) (p < 0,05). Ependymome in rein
intracerebraler Lokalisation waren durchschnittlich im 31. Lebensjahr manifest

geworden (; = 30,5 Jahre) und Tumore des Filum terminale im 34. Lebensjahr (; =34

Jahre).
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Abbildung 5 — Tumorhéufigkeit nach Lokalisationsverteilung und Alter bezogen auf

die Anzahl der Tumoren

Von den 52 untersuchten Tumoren entsprachen vier Tumoren (8%) dem WHO Grad 1.
Jeder dieser Tumoren war im Filum terminale lokalisiert. Es handelte sich hierbei
ausschlieBlich um myxopapillire Ependymome. Der Altersdurchschnitt dieser Patienten

betrug 31 Jahre (Altersspanne 26 — 35 Jahre) und unterschied sich damit nicht

signifikant vom Altersdurchschnitt aller untersuchten Tumoren (; =34,5) (p=0,6).

Der iiberwiegende Teil der in dieser Studie untersuchten Tumoren entsprach WHO

Grad II (n = 28, Anteil an allen untersuchten Tumoren 54%). Diese Patienten waren
zwischen 2 und 67 Jahren alt (; = 40 Jahre) und damit im Mittel tendenziell etwas dlter

als der Altersdurchschnitt der Gesamtpopulation ()_c = 35 Jahre) (p =0,1).

20 Tumoren entsprachen WHO Grad III (Anteil an allen Tumoren 38,5%). Diese fanden

sich im 4. Ventrikel sowie intracerebral. Insgesamt waren diese Patienten tendenziell
etwas jlinger (; = 27,5 Jahre; Altersspanne 0,25 — 54 Jahre) als der Durchschnitt aller

untersuchten Tumoren (; = 34,5 Jahre), ohne jedoch diesbeziiglich statistische
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Signifikanz zu erreichen (p = 0,1). Patienten mit Tumoren des WHO-Grad III dagegen
waren signifikant jlinger als Patienten mit Tumoren des WHO-Grad II (p < 0,05).

Wiéhrend mit 84% die Mehrheit der spinal und im Filum terminale gelegenen Tumoren
histologisch als WHO Grad I - II eingestuft wurden, waren 75% der ventrikuldren und
intracerebralen Tumoren anaplastisch, WHO III. In der folgenden Graphik wird der
Zusammenhang zwischen Lokalisation und WHO-Grad dargestellt (Abbildung 6):
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intracerebral 4. Ventrikel intramedullar Filum gesamt
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Abbildung 6 — Assoziation zwischen WHO-Grad und Lokalisation bezogen auf die

Anzahl der Tumoren

Weiterhin fiel auf, dass die untersuchten kindlichen Tumoren im Alter zwischen drei
Monaten und neun Jahren (n = 8) vorwiegend maligne waren, d.h. als Ependymome
WHO III klassifiziert worden waren (sechs von acht Tumoren dieser Altersspanne

entspricht 75%).

Die klinischen und histologischen Daten aller untersuchten Tumoren sind in Tabelle 7

zusammengefasst.
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OP- WHO-
' |Tumor?|Alter®|Geschlecht’| Jahr® | Lokalisation® | Grad’ | Status®
1 44 m 1998 intramed C2-3 2 lebend
2 47 w 1994 intramed C2-4 2 lebend
Rez 3 27 m 1999 intramed Th2-3 2 lebend
4 64 w 1996 intramed C2-7 2 lebend
5 57 w 1997 intramed C4-7 2 lebend
6 33 w 1997 intramed C2-Th2 2 lebend
7 55 w 1999 intramed Th6-8 2 lebend
8 63 m 1997 intramed Th10-L1 2 lebend
9.1 36 m 1998 intramed C6-7 3 verstorben
Rez| 9.2 37 m 1999 intramed C6-7 3 verstorben
10 50 w 1999 intramed C1-3 2 lebend
11 35 m 1996 intramed C2-6 2 lebend
12 21 w 1993 | intramed Medulla - C5 3 lebend
13 53 m 1999 intramed Th2-3 2 lebend
14 31 w 1995 intramed C4-7 2 lebend
15 44 w 1997 intramed C6 2 lebend
16 29 m 1999 intramed Th2-5 2 lebend
17 30 m 1995 intramed C6-7 2 lebend
18 19 m 1992 intramed C4-Th3 3 lebend
19 56 m 1995 intramed C2-3 2 lebend
20 49 m 1993 intramed C2-3 3 lebend
21 59 m 1999 Filum, L1 2 lebend
22 37 w 1997 Filum, L2 2 lebend
23 34 m 1996 Filum, L1 2 lebend
24 38 w 1994 Filum, Th11-L5 2 lebend
25 18 m 1998 Filum, L1-2 2 lebend
26 28 m 1994 Filum, L1 1 lebend
27 26 m 1998 Filum, L5-S3 1 lebend
28 34 w 1996 Filum, L2-4 1 lebend
29 35 m 1995 Filum, Th12-S2 1 lebend
30 38 w 1997 Filum, L1-2 2 lebend
31 30 m 1998 Filum, L4 2 lebend
32 27 w 1993 4. Ventrikel 3 lebend
33 17 m 1991 Trigonum 3 verstorben
Rez 34 4 m 1992 Rautenhirn 3 verstorben
35 3 m 1996 4. Ventrikel 2 lebend
36 66 m 1997 4. Ventrikel, KHBW 2 verstorben
37.1 50 W 1995 4. Ventrikel 2 verstorben
Rez| 37.2 51 w 1997 4. Ventrikel 3 verstorben
Rez| 37.3 53 w 1998 4. Ventrikel 3 verstorben
Met| 37.4 53 w 1999 intradural, L4-5 3 verstorben
Rez| 38.1 9 m 1995 KHBW 3 verstorben
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Fortsetzung von Seite 31, Tabelle 7
OP- WHO-
' [Tumor?|Alter’|Geschlecht’| Jahr’ | Lokalisation® | Grad’ | Status®
Rez| 38.2 9 m 1995 KHBW 3 verstorben
39 2 m 1995 4. Ventrikel 2 lebend
Rez| 40 9 m 1995 4. Ventrikel, KHBW 3 lebend
41 0,25 m 1997 4. Ventrikel 3 verstorben
42 27 m 1992 temporal 3 lebend
43.1 27 m 1992 parietal 2 lebend
Rez| 43.2 32 m 1998 zentral 3 lebend
44 4 m 1993 frontal 3 verstorben
451 46 m 1995 temporal 3 verstorben
Rez| 45.2 47 m 1997 temporal 3 verstorben
Tabelle 7 -
1 — multiple Tumoren, Rez = Rezidiv, Met = Metastase
2— Die Zahlen 1 - 45 wurden einzelnen Patienten zugeordnet, multiple Tumoren
eines Patienten sind in zeitlicher Reihenfolge nacheinander angeordnet und mit
x.1 bis x.4 bezeichnet
3 — Alter des Patienten zum Zeitpunkt der Tumoroperation
4 — Geschlecht des Patienten, m = ménnlich, w = weiblich
5— Jahr der Tumoroperation
6 — Lokalisation des Tumors, intramed = intramedulldr spinal, Filum = Filum
terminale, C = cervikal, Th = thorakal, L = lumbal, S = sakral
7— WHO-Grad, alle Grad I-Tumoren sind myxopapilldren Subtyps
8 — Uberleben zum Zeitpunkt der Datenerhebung 1999

Bei einer Patientin traten zwei Rezidive und eine Metastase innerhalb von vier Jahren
auf (Tumor Nr. 37). Der Primértumor entsprach WHO Grad II, wohingegen alle
weiteren Tumoren WHO Grad III entsprachen, so dass eine histologische
Tumorprogression zu verzeichnen war. Ebenso wies ein cerebraler Tumor (Tumor Nr.
43) vier Jahre nach der ersten Operation ein Rezidiv auf, wobei ebenfalls eine
histologische Tumorprogression von WHO Grad II zu WHO Grad III zu beobachten

war.
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Entsprechend der relativen Gutartigkeit von Ependymomen verglichen mit anderen
Gliomen, z. B. Astrocytomen, waren bis zum Studienende lediglich neun Patienten
verstorben. Auch hier bestitigt sich die Assoziation zwischen Lokalisation und
Prognose, denn alle Todesfdlle wiesen intracerebrale Tumoren bzw. Tumoren des 4.
Ventrikels auf, die Regionen, in denen vorwiegend anaplastische Ependymome
auftreten. Uber 50% der Patienten mit intraventrikulirem oder intracerebralem Tumor
waren bis Studienende verstorben, wohingegen lediglich ein Patient mit intramedullér
spinalem Tumor verstorben war. Alle Patienten mit Tumoren des Filum terminale

waren am Ende der Untersuchung noch am Leben (vgl. Abbildung 7).
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Abbildung 7 — Assoziation zwischen Lokalisation und Sterberate, bezogen auf
Patientenanzahl
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3.2. Allelverluste auf dem Chromosomenarm 22q

Um Allelverluste auf dem Chromosomarm 22q zu detektieren, wurde Tumor- und Blut-
DNA mit spezifischen Mikrosatellitenprimern amplifiziert und mit Hilfe eines
automatisierten ABI Genetic Analyzer ausgewertet. Die folgenden Abbildungen zeigen
ein Beispiel fiir die Detektion eines LOHs. Man erkennt, dass beim Vergleich der
Darstellungen aus Blut- und Tumorgewebe eine deutliche Reduktion des ersten Signals
unter die Grofle des zweiten stattfindet. Entsprechend den genannten Kriterien zur
Auswertung (vgl. Kapitel 2.2.2.2.) kann somit in diesem Beispiel ein LOH

angenommen werden.

Abbildung 8a - Tumorgewebe

Abbildung 8b - Blutprobe

Insgesamt fand sich bei 24 der 52 untersuchten Tumoren (47 %) ein Allelverlust auf
Chromosomenarm 22q. Diese 24 Tumoren stammten von 20 verschiedenen Patienten.
In allen Féllen, in denen ein LOH nachgewiesen, waren jeweils alle der informativen
Mikrosatellitenmarker (D22S430, D22S193, CA3 und D22S268) von einem
Allelverlust  betroffen, es gab also fiir diese Allele keine partiellen

Heterozygotieverluste.

Die Mehrzahl der intramedulldren spinalen Tumoren, ndmlich 15 von 21 Tumoren

(71%), wiesen einen LOH 22q auf. Damit war ein LOH 22q bei intramedullér spinalen
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Tumoren signifikant hdufiger als bei Tumoren in anderen Lokalisationen (p < 0,05). Bei
den intracerebral lokalisierten Tumoren konnte hingegen in keinem einzigen Fall ein
Allelverlust nachgewiesen werden (keiner von sechs untersuchten Tumoren). Auch die
im Filum terminale gelegenen Ependymome zeigten nur selten einen LOH 22q, ndmlich
in zwei von elf untersuchten Tumoren (18%). Allerdings wies die Hilfte der im 4.
Ventrikel lokalisierten Ependymome einen LOH 22q auf (sieben von 14 untersuchten

Tumoren, 50%).

l heterozygot
BLOH

intracerebral ventrikular intramedullar  Filum terminale

Lokalisation

Abbildung 9 — Verteilung des LOH 22q abhingig von der Lokalisation bezogen auf die

Anzahl der Tumoren

Bei den vier WHO Grad I Ependymomen fand sich lediglich in einem Fall ein
Allelverlust (25%). Dagegen liefen sich bei 14 von 25 untersuchten Tumoren (56%)
WHO Grad II sowie 10 von 16 untersuchten Tumoren WHO-Grad III (62.5%)
Allelverluste auf dem Chromosomenarm 22q nachweisen. Dabei muss jedoch beachtet
werden, dass in diese Berechnungen zum Teil mehrere Tumoren von den gleichen
Patienten einbezogen wurden. Das erklért insbesondere die hohe Zahl von LOHs bei
Tumoren des WHO-Grades III. Eine signifikante Korrelation zwischen LOH und
Malignititsgrad der Tumoren kann daraus nicht abgeleitet werden. Von den acht
untersuchten kindlichen Tumoren wiesen lediglich zwei einen LOH 22q auf (25%).
Analysiert nach Malignitétsgraden ergibt sich fiir die Allelverluste folgendes Ergebnis
(vgl. Abbildung 10):
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B heterozygot
OLOH

WHO | WHO Il WHO Il

Abbildung 10 — Verteilung LOH 22q abhingig vom WHO-Grad bezogen auf n = 52

Tumoren

In der nachfolgenden Tabelle 8 werden die Daten zu Alter, Lokalisation und WHO-
Grad in Zusammenhang mit dem Auftreten eines LOHs dargestellt. Daneben sind auch
die Daten tliber nachgewiesene Mutationen des NF2-Gens bereits mit aufgenommen, die

im nichsten Kapitel ndher erldutert werden sollen.
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Tumornummer'|[ Lokalisation’ WHO LOH’ Mutation*
1 Intramed 2 LOH Mut
2 Intramed 2 H Wt

3 (Rez) Intramed 2 LOH Wt
4 Intramed 2 LOH Mut
5 Intramed 2 LOH Wt
6 Intramed 2 LOH Mut
7 Intramed 2 H Wt
8 Intramed 2 LOH Wt

9.1 Intramed 3 LOH Mut
9.2 (Rez) Intramed 3 LOH Mut
10 Intramed 2 H Wt
11 Intramed 2 LOH Wt
12 Intramed 3 LOH Wt
13 Intramed 2 LOH Wt
14 Intramed 2 H Wt
15 Intramed 2 LOH Wt
16 Intramed 2 H Wt
17 Intramed 2 LOH Wt
18 Intramed 3 H Wt
19 Intramed 2 LOH Wt
20 Intramed 3 LOH Mut
21 Filum 2 H Wt
22 Filum 2 H Wt
23 Filum 2 H Wt
24 Filum 2 H Wt
25 Filum 2 H Wt
26 Filum 1 H Wt
27 Filum 1 H Wt
28 Filum 1 H Wt
29 Filum 1 H Wt
30 Filum 2 LOH Wt
31 Filum 2 LOH Wt
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Fortsetzung von Seite 37, Tabelle 8
Tumornummer'|[ Lokalisation’ WHO LOH’ Mutation*
32 4. Ventrikel 3 LOH Wt
33 Trigonum 3 H Wt
34 (Rez) 4. Ventrikel 3 LOH Wt
35 4. Ventrikel 2 H Wt
36 4. Ventrikel 2 H Wt
37.1 4. Ventrikel 2 LOH Wt
37.2 (Rez) 4. Ventrikel 3 LOH Wt
37.3 (Rez) 4. Ventrikel 3 LOH Wt
37.4 (Met) Intradural 3 LOH Wt
38.1 (Rez) 4. Ventrikel 3 LOH Wt
38.2 (Rez) KHBW 3 H Wt
39 4. Ventrikel 2 H Wt
40 4. Ventrikel 3 H Wt
41 4. Ventrikel 3 H Wt
42 Temporal 3 H Wt
43.1 Parietal 2 H Wt
43.2 Zentral 3 H Wt
44 Frontal 3 H Wt
45.1 Temporal 3 H Wt
45.2 Temporal 3 H Wt

Tabelle 8 — LOH 22q und Mutationen des NF2-Gens

1 - Rez = Rezidiv, Met = Metastase

2 - intramed = intramedulldar, KHBW = Kleinhirnbriickenwinkel

3 — LOH = Loss of Heterozygosity, H = Heterozygosity
4 — Mut = Mutation, Wt = Wildtyp

Wie bereits unter 1.3. erwihnt, befasst sich eine parallel an demselben Tumormaterial
durchgefiihrte Studie mit der Analyse von MENI-Mutationen und LOH 1lq
(Dissertationsarbeit von Dr. med. Lenard Lachenmeyer am Fachbereich Medizin der
Universitit Hamburg). Interessanterweise ergab die vergleichende Analyse der LOH-

Daten beider Studien eine hochsignifikante inverse Assoziation zwischen Tumoren mit
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LOH 22q und 11q (p < 0,001, Fisher Exact Test). Dies konnte auf alternative

molekulargenetische Entstehungswege bei Ependymomen hindeuten.

3.3. Mutationen des NF 2-Gens

Es wurden insgesamt 52 Tumoren mittels TGGE-Analyse und Sequenzierung von

Proben mit auffdlligem Bandenmuster auf Mutationen im NF2-Gen untersucht.

In sechs der 52 untersuchten Tumoren lieBen sich Mutationen nachweisen. Diese

Tumoren stammten von insgesamt fiinf verschiedenen Patienten (Tabelle 9).

Bei zwei Tumoren fiihrte die Mutation zu einem Stopcodon im Exon 4 bzw. Exon 6
(Tumor-Nr. 1 und 4). Zwei weitere Tumoren zeigten Frameshift-Mutationen, wobei
eine durch eine Duplikation von 13bp im Exon 6 (Tumor-Nr. 6), die andere durch eine
10bp Deletion im Exon 8 bedingt war (Tumor-Nr. 20). Ein anderer Tumor (Tumor-Nr.
9.1), ebenso wie sein Rezidiv (Tumor-Nr. 9.2), wies eine Deletion von 16bp im Intron
9, 19bp 3’-wirts von Exon 9 auf. In einem weiteren Tumor, der ein verdndertes
Bandmuster in der TGGE-Analyse aufwies, fand sich eine Transition G>A, die einen

synonymen Polymorphismus verursachte.

Tumornummer
Exon|Veranderung|Konsequenz|Aminosaure
1 4 432C>G Stopcodon Y144X
4 6 592C>T Stopcodon R198X
5 3 363G>A Transition Polymorphismus
Q121Q
6 6 584 596dup Frameshift A1991sX206
9.1 IVS9+19 +34del Deletion Unbekannt
9.2 IVS9+19 +34del Deletion Unbekannt
20 8 681 690del Frameshift K2271sX247

Tabelle 9 - NF 2-Genmutationen bei intramedullér spinalen Ependymomen

Del = Deletion, C = Cytosin, T = Thymin, G = Guanin, A = Adenin
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Interessanterweise waren alle Tumoren mit nachgewiesener NF2-Mutation
intramedulldr spinal lokalisiert. Keiner der Tumoren in anderen Lokalisationen zeigte
eine Mutation oder ein auffilliges Bandenmuster in der TGGE-Analyse. Es konnte auch
keine Korrelation zwischen dem Auftreten einer Mutation des NF2-Gens und dem
WHO-Grad nachgewiesen werden: drei der Tumoren mit NF2-Mutation entsprachen
WHO Grad II, die anderen drei Tumoren waren anaplastische Ependymome
WHO-Grad III. Zwei der anaplastischen Tumoren stammten vom selben Patienten
(Fall-Nr. 9.1 und 9.2), wobei sowohl der Primértumor als auch das Rezidiv einen LOH
aufwies, und auch in beiden Tumoren bereits die identische Mutation (Deletion)
nachweisbar war. Von den Patienten mit NF2-Mutation war lediglich der Patient Nr. 9
zum Zeitpunkt der Studie verstorben. Alle anderen Patienten mit detektierter Mutation
waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch am Leben, mit einer Uberlebenszeit nach
der Tumoroperation von bis zu sechs Jahren. Es fand sich kein signifikanter

Zusammenhang zwischen NF2-Mutationen und Uberleben bzw. Versterben der

Patienten. Der Altersdurchschnitt der Patienten mit NF2-Mutationen (; = 46 Jahre)

wies eine geringe Tendenz zu eher einem hoheren Erkrankungsalter verglichen mit dem

Altersdurchschnitt aller untersuchten Tumoren (; =34,5) auf (p = 0,09).

Alle Tumoren, die Mutationen aufwiesen, hatten auch einen LOH 22q, so dass in allen
diesen Fillen ein kompletter Verlust des Wildtyp NF2-Gens vorlag. Statistisch fand sich
eine signifikante Assoziation zwischen einer NF2-Mutation und LOH 22q (p < 0,05, n =
45 Patienten).

3.4. Fallanalyse

Anhand der Tumoren der Patientin Nr. 37 wurde eine Einzelfallanalyse durchgefiihrt.
Da von dieser Patientin mit vier Tumoren eine relativ grole Anzahl an Material vorlag
und histologisch ein Progress von WHO Grad II zu WHO Grad III im Verlauf zu
verzeichnen war, stellte sie klinisch und histologisch den interessantesten Fall der
Studie dar. In diesem Fall wurden auch die Daten der parallel durchgefiihrten Studie
(vgl. Dissertation Dr. Lenard Lachenmeyer, Fachbereich Medizin der Universitét

Hamburg) fiir den Chromosomenarm 11q und das MENI-Gen mit einbezogen.
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Der Primértumor wurde bei der Patientin 1995 im Alter von 50 Jahren diagnostiziert.
Dieser Tumor war im 4. Ventrikel lokalisiert und entsprach histologisch einem gut

differenzierten, zellarmen Ependymom WHO-Grad II (vgl. Abbildung 11).
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Abbildung 11 — Histologie Tumor 37.1
zellarmes Ependymom mit monomorphen Zellkernen und

perivaskuldren Pseudorosetten WHO I1°

Die Mikrosatellitenanalyse konnte einen Allelverlust auf dem Chromosomenarm 22q
detektieren (Abbildung 12a). Auf dem Chromosomenarm 11q stellte sich dagegen ein
LOH dar, der vermutlich nur einen Teil der Tumorzellen betraf, denn das Signal des
kleineren Mikrosatellitenallels war nicht komplett, sondern nur zum Teil reduziert

(siehe Abbildung 12b).
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Blut

135

371

Abbildung 12a — Mikrosatellitenanalyse fiir Tumor 37.1, Primer CA3 mit LOH

D11S956 D11S987

Blut | ‘ ﬂ‘ @
‘
37.1 l 1 |

Abbildung 12b — Mikrosatellitenanalyse fiir Tumor 37.1, Primer D11S956 und
D11S987 mit LOH

Die Mutationsanalyse fiir das NF'2-Gen und das MENI-Gen konnte weder im Blut noch

im Ersttumor der Patientin eine Mutation erfassen (Abbildung 13).
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sense antisense
CCGTGGGGCGA TCGCCCCACGG
Blut ‘\ A
N \\ \/
CCGTGGGGCGA TCGCCCCACGG

it

Abbildung 13 - Mutationsanalyse MENI im Tumor 37.1
Kein Nachweis einer Mutation im MENI-Gen

1997 wurde bei der Patientin ein Rezidivtumor in derselben Tumorlokalisation entdeckt.
Die histologische Aufarbeitung des operativ entnommenen Tumorgewebes zeigte eine
Progression: es fanden sich zunehmend anaplastische Verdnderungen mit einer
verstirkten Kernpolymorphie, einer gesteigerten Zelldichte und einer erhohten
Mitoserate. Dementsprechend erfolgte die Klassifikation dieses Tumors als

anaplastisches Ependymom WHO-Grad III (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14 — Histologie Tumor 37.2
Anaplastisches Ependymom WHO III°

In der molekulargenetischen Untersuchung lie3 sich weiterhin keine Mutation des NF2-
Gens nachweisen, die diesem histologischen Progress entsprochen hitte. Allerdings
konnte erneut ein LOH 22q detektiert werden, der dem in Abbildung 12 gezeigten
entsprach. Dagegen zeigte die Mikrosatellitenanalyse des Chromosomenarms 11q nun
einen vollstindigen LOH 11q. Wéhrend sich im Priméartumor in der Mutationsanalyse
des MENI1-Gens noch der Wildtyp zeigte, kam nun eine Mutation des MENI-Gens im
Exon 10 zur Darstellung. Bei dieser Mutation kam es durch einen Basenaustausch von
Guanin zu Adenin zu einem Stopcodon. Somit lieB sich der histologische Progress auch
auf molekulargenetischer Ebene nachvollziehen mit einem zunéchst nur inkompletten
und spiter dann kompletten LOH 11q sowie einem Nachweis einer MEN[-Mutation im

Rezidivtumor.
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Blut

37.2

Abbildung 15a — Mikrosatellitenanalyse
von Tumor 37.2, Primer CA3

D115956 D115987

Blut |E|
"
e l M Abbildung 15b — Mikrosatellitenanalyse von
- S ‘ Tumor 37.2, Primer D11S956 und D11S987
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sense antisense
CCGTGGGGCGA TCGCCCCACGG
Blut f'\ !\n
i ‘\ \/
(o3
v
CCGTGAGGCGA TCGCCTCACGG

2 f!fﬂ!i Q[\ MM Abbildung 15¢ — Mutationsanalyse
MENI von Tumor 37.2

In den darauf folgenden Jahren 1998 und 1999 wurden weitere Tumoren bei der

Patientin diagnostiziert. Zunichst kam es zu einem erneuten Rezidiv im 4. Ventrikel.
Auch dieser Tumor war ein anaplastisches Ependymom ohne NF2-Mutation, jedoch
weiterhin mit LOH 22q. Auch in Bezug auf den Chromosomenarm 11q und das MENI-
Gen zeigte sich ein konstanter Befund mit LOH 11q und der identischen Mutation im
MENI-Gen. SchlieBlich trat 1999 eine intradurale Fernmetastase in Hohe LWK 4-5 auf.
Auch dieser Tumor wurde histologisch als anaplastisches Ependymom WHO Grad III
klassifiziert. Und auch in diesem Fall lie} sich neben einem LOH 22q keine Mutation
des NF2-Gens detektieren. Die Untersuchungen in Bezug auf Chromosom 11 zeigten
weiterhin die bereits in den vorherigen Tumoren gezeigten Verdnderungen. SchlieBlich

verstarb die Patientin an ihrem Tumorleiden.
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4. Diskussion

Molekulargenetische Untersuchungen an Tumoren haben unter anderem das Ziel,
Modelle fiir die Entstehung der Tumorentitit zu entwickeln sowie prognostisch
unterschiedliche Tumorsubgruppen zu definieren. Fiir Gliome und auch Meningeome
ist die Entwicklung molekulargenetisch basierter Einteilungsschemata im Gegensatz zu
Ependymomen bereits relativ weit fortgeschritten (Ware et al. 2003, Osborne et al.

2001, Maruno et al. 1998, Ozaki et al. 1999).

Meningeome treten ebenso wie Ependymome gehduft bei Patienten mit NF2 auf, und
sowohl bei NF2-assoziierten als auch bei sporadischen Meningeomen wurden gehéuft
Monosomien des Chromosoms 22 und Allelverluste auf dem Chromosomenarm 22q
beobachtet (Sawyer et al. 2000, Lamszus et al. 1999). Molekulargenetische
Untersuchungen engten die hidufigste minimal deletierte Region bei Meningeomen auf
22q12 ein und zeigten, dass das hier lokalisierte NF’2-Tumorsuppressorgen bei ca. 60 %
aller Meningeome mutiert ist (Kleihues et al. 2000, Szijan et al. 2003, Kros et al. 2001).
Dartiber hinaus lieBen sich bei Meningeomen mehrere weitere chromosomale Regionen
definieren, die gehduft von Allelverlusten betroffen sind. Diese befinden sich vor allem
auf den Chromosomenarmen 1p, 6q, 10q, 14q und 18q. Wihrend Mutationen des NF2-
Gens und LOH 22q in anndhernd gleicher Héaufigkeit bereits bei benignen
Meningeomen des WHO Grades I vorliegen, fanden sich die genannten weiteren
Deletionen signifikant héufiger in atypischen Meningeomen (WHO Grad II). In
anaplastischen Meningeomen kommen dartiber hinaus LOH 9q und 17q gehéuft hinzu.
Basierend auf der Héufigkeit dieser Verdnderungen wurde ein Progressionsmodell
entwickelt, bei dem davon ausgegangen wird, dass ein Verlust der Funktion des NF2-
Gens ein frithes genetisches Ereignis darstellt, das bereits fiir die Entstehung der
Meningeome von Bedeutung ist, wohingegen die zusdtzlichen genannten
Verdnderungen offenbar fiir die Progression der Tumore zur Atypie (1p, 6q, 10q, 14q,
18q) bzw. Malignitit (9q, 17q) relevant sind.

Fir Ependymome existiert dagegen noch kein Entstehungs- oder Progressionsmodell

wie fiir Meningeome.
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4.1. Mutationen des NF2-Gens bei Ependymomen

Zytogenetische Untersuchungen ergaben fiir Ependymome ein breites Spektrum
komplexer chromosomaler Verdnderungen. Die héaufigsten zytogenetischen
Verdnderungen betreffen den Chromosomenarm 22q. Zu Beginn des praktischen Teils
der vorliegenden Arbeit waren lediglich fiinf Publikationen zu Ependymomen
verOffentlicht, die eine Mutationsanalyse des NF2-Gens beinhalteten. Diese
préisentierten scheinbar widerspriichliche Ergebnisse. Wéhrend in vier Arbeiten, in
denen insgesamt 38 Ependymome untersucht worden waren, nur eine einzige NF2-
Mutation gefunden worden war (von Haken et al. 1996, Rubio et al. 1994, Slavc et al.
1995, de Vitis et al. 1996), was gegen eine Involvierung dieses Gens in die Pathogenese
der Ependymome sprach, fand eine andere Untersuchung bei fiinf von sieben
untersuchten Ependymomen NF2-Mutationen (Birch et al. 1996). Der entscheidende
Unterschied der letztgenannten Studie bestand darin, dass ausschlieBlich intramedullar
spinal lokalisierte Ependymome einbezogen worden waren. In den anderen vier Studien
waren dagegen fast ausschlieflich Ependymome anderer Lokalisationen untersucht
worden, wobei auch dabei die einzige gefundene NF2-Mutation eines von insgesamt
vier untersuchten intramedulldr spinal gelegenen Ependymomen betraf. Diese Arbeiten
legen nahe, dass moglicherweise ein entscheidender lokalisationsabhdngiger

Unterschied in der molekularen Pathogenese der Ependymome bestehen konnte.

Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um an einer reprasentativen Anzahl von
Ependymomen verschiedener Herkunft zu untersuchen, ob NF2-Mutationen mit einer
bestimmten Tumorlokalisation assoziiert sind. Das Hauptergebnis der Arbeit ist, dass
dies tatsdchlich der Fall ist. Von 52 untersuchten Tumoren wiesen sechs Tumoren, die
von insgesamt fiinf verschiedenen Patienten stammten, eine NF2-Mutation auf. Alle
diese Tumoren waren intramedulldr spinal lokalisiert. Keines der Ependymome im
Bereich des Ventrikelsystems, keines der Ependymome im Filum terminale und keines

der intracerebral gelegenen Ependymome wies dagegen eine NF2-Mutation auf.

Noch wihrend der Durchfithrung des praktischen Teils der vorliegenden Arbeit wurde
eine weitere Studie verdffentlicht, die eine Analyse von NF2-Mutationen bei
Ependymomen zum Inhalt hatte (Ebert et al. 1999). In dieser Arbeit an insgesamt 62

Ependymomen bestitigte sich das gleiche Phanomen, dass ndmlich alle der insgesamt
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sechs gefundenen NF2-Mutationen intramedulldr spinal lokalisierte Tumoren betrafen
und keinen einzigen Tumor anderer Lokalisation. Das Ergebnis der Studie von Ebert et
al. deutet zusammen mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit und den
Untersuchungen von Birch et al. darauf hin, dass sich innerhalb der intramedullér spinal
gelegenen Ependymome eine genetisch distinkte Subgruppe definieren lésst, die durch
Mutationen des NF2-Gens gekennzeichnet ist (Birch et al. 1996). Interessanterweise
entwickeln auch Patienten mit NF2 nahezu ausschlieBlich intramedulldr spinale
Ependymome und nicht etwa intracerebrale, ventrikelassoziierte oder im Filum
terminale gelegene Tumoren, so dass die Verdnderung des NF2-Gens sowohl fiir die
hereditidr assoziierten als auch fiir die sporadischen intramedulliren Ependymome

relativ typisch zu sein scheint.

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 21 intramedulldr spinal gelegene
Ependymome von 20 verschiedenen Patienten untersucht. Der Anteil von Patienten mit
intratumoralen NF2-Mutationen betrigt somit 25% (fiinf von 20). In der Untersuchung
von Ebert et al. lag dieser Anteil mit 35% (sechs von 17 untersuchten intramedullér
spinalen Ependymomen) etwas hoher (Ebert et al. 1999). In der Studie von Birch et al.
1996 lag der Anteil mit 71% (fiinf von sieben) sogar noch deutlich hoher. Sowohl in der
Studie von Ebert et al. als auch von Birch et al. war zur Detektion von NF2-Mutationen
eine Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) Analyse verwendet worden. Im
Gegensatz dazu verwendeten wir in der vorliegenden Arbeit die TGGE-Analyse, eine
Methode, die im Labor fiir Hirntumorbiologie der Neurochirurgischen Klinik auch zum
routineméfigen Screening von NF2-Patienten von Frau Dr. Lan Kluwe etabliert wurde
(Kluwe et al. 1998). In fritheren Jahren wurden im Labor ebenfalls SSCP-Analysen fiir
das NF2-Gen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Mutationsdetektionsrate der
TGGE-Analyse nicht unter der von SSCP-Analysen lag. Die etwas geringere
Detektionsrate von NF2-Mutationen in der vorliegenden Studie verglichen mit anderen
scheint demnach allein methodisch nicht erklérbar zu sein, und die Ursache hierfiir mag
zufdllig sein. Zusammenfassend deuten die derzeit vorliegenden Studien zu NF2-
Mutationen in Ependymomen darauf hin, dass etwa ein Drittel aller intramedullér spinal

lokalisierten Ependymome von Mutationen betroffen ist.

In der Arbeit von Ebert et al. 1999 waren sechs von 14 untersuchten intramedullir

spinal gelegenen Ependymomen WHO Grad II von Mutationen betroffen, jedoch keines



Molekulargenetische Verdnderungen auf Chromosom 22 in Ependymomen

von drei untersuchten anaplastischen Ependymomen WHO Grad III. In der
vorliegenden Studie waren jedoch auch zwei anaplastische Ependymome von NF2-
Mutationen betroffen, davon ein Rezidiv, sodass offenbar NF2-Mutationen nicht
ausschlieBlich auf benigne Ependymome beschriankt sind. Das haufige Vorkommen von
NF2-Mutationen in benignen intramedulldr spinalen Ependymomen deutet allerdings
darauf hin, dass die NF’2-Mutation — dhnlich wie bei Meningeomen auch — tendenziell
ein frilhes Ereignis in der Tumorpathogenese ist und nicht erst im Verlauf der
Tumorprogression zur Anaplasie auftritt. Eine prognostische Bedeutung der NF2-
Mutation fiir Patienten mit intramedullér spinal gelegenem Ependymom ldsst sich dabei
aus den vorliegenden Daten nicht ableiten, da mit einer Ausnahme alle Patienten, in
deren Ependymom sich eine NF2-Mutation fand, zum Ende der Studie noch am Leben

waren.

Prognostisch entscheidend fiir das Uberleben der Patienten in der vorliegenden Studie
scheint vor allem die Tumorlokalisation zu sein: wihrend nur ein Patient mit einem
intramedulldr spinalem Ependymom und keiner der Patienten mit einem Filum
terminale Ependymom bis zum Zeitpunkt der Studie verstorben war, waren iiber 50%
der Patienten mit ventrikelassoziierten oder intracerebralen Ependymomen verstorben.
Dieses Ergebnis bestitigt die aus der Literatur bekannte Assoziation zwischen einer
besseren Prognose und einer spinalen Tumorlokalisation im Vergleich zu einer
intracerebralen Lokalisation (Schiffer et al. 1998, McLaughlin et al. 1998). Auch
bestitigt sich in der vorliegenden Studie, dass Patienten mit intrakraniellen
Ependymomen durchschnittlich jlinger sind als Patienten mit spinalen Ependymomen
(30,5 vs. 42 Jahre). Ahnlich wie in der Studie von Ebert et al. 1999 zeigte sich zudem,
dass eine Mehrzahl der spinalen Ependymome benigne waren, d. h. WHO Grad II
entsprachen, wohingegen die Mehrzahl der intrakraniellen Ependymome maligne, d. h.
dem WHO Grad III zuzuordnen war. In der Regel sind spinale Ependymome komplett
resezierbar und somit durch die Operation heilbar. Demgegeniiber wachsen
intrakranielle Ependymome meist wesentlich infiltrativer und sind daher oft nicht
vollstindig resezierbar. Diese Unterschiede hinsichtlich Lokalisation, Malignitdtsgrad,
Patientenalter und Prognose finden sich in der vorliegenden Studie partiell auf
genetischer Ebene reflektiert, und zwar insofern, als die prognostisch giinstigen

intramedulldr spinalen Ependymome sowohl NF2-Mutationen als auch den hochsten
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Prozentsatz an LOH 22q aufweisen, worauf im folgenden Abschnitt noch néher

eingegangen wird.

4.2. LOH 22q bei Ependymomen

Alle Tumore, in denen sich NF2-Mutationen fanden, wiesen gleichzeitig einen LOH
22q auf, und statistisch waren NF2-Mutationen signifikant mit einem LOH 22q
assoziiert. Dies bedeutet, dass in diesen Fillen ein kompletter Verlust der NF2-Wildtyp-
Genfunktion vorliegt, was entsprechend der sogenannten Knudson-Hypothese fiir die
Tumorpathogenese entscheidend ist. Die Knudson-Hypothese besagt, dass der Verlust
eines Allels eines Tumorsuppressorgens kausal noch nicht ausreichend ist fiir die
Entstehung eines Tumors; erst nach dem Verlust beider Allele kommt es zur
Tumorentstehung (Knudson et al. 1971). Im Falle hereditdrer Erkrankungen wie der
NF2 ist der Verlust des ersten Allels — nach Knudson als erster ,,hit“ bezeichnet —
bereits angeboren, wihrend der zweite ,,hit* erst spiter im Verlauf des Lebens erfolgt.
Typischerweise ist dabei der erste ,.hit* zumeist eine kleine Mutation, wohingegen der
zweite ,.hit“ héufig eine groBere Deletion ist oder ein Verlust eines kompletten
Chromosomenarms oder Chromosoms. Da bei hereditiren Erkrankungen, fiir die
Tumorsuppressorgene verantwortlich sind, der erste ,hit“ bereits bei der Geburt
vorliegt, treten die typischen Tumoren in der Regel in jiingerem Alter auf als die

entsprechenden sporadischen Tumoren bei nicht hereditér betroffenen Patienten.

In der vorliegenden Studie fand sich bei 14 von 20 (70%) untersuchten Patienten mit
intramedulldr spinalen Ependymomen ein LOH 22q. Damit war ein LOH 22q
signifikant haufiger bei intramedulldr spinal lokalisierten Tumoren als bei Tumoren in
anderen Lokalisationen. Dieses Ergebnis ist in Einklang mit dem ausschliefSlichen
Auftreten von Mutationen des bei 22q12 lokalisierten NF2-Gens bei intramedullér
spinalen Ependymomen. Allerdings fanden sich innerhalb der Gruppe der intramedullir
spinalen Ependymome auch neun Tumoren, die zwar einen LOH 22q, jedoch keine
NF2-Mutation aufwiesen. Moglicherweise wurden in einigen dieser Fille mit der
TGGE-Analyse NF2-Mutationen nicht detektiert. Beispielsweise sind Deletionen
ganzer Exons mit der TGGE-Methode nicht detektierbar. In einem solchen Fall wiirde
bei gleichzeitigem Vorliegen eines LOH vermutlich lediglich die DNA aus dem —

immer auch z. B. in Tumorblutgefdssen enthaltenen — Normalgewebe amplifiziert
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werden, wodurch sich keine aberrante Bande in der TGGE-Analyse fande. Dariiber
hinaus ist bekannt, dass auch fiir kleinere Mutationen wie Punktmutationen die
Aufdeckungsrate der TGGE nicht 100% ist, da diese Mutationen nicht
notwendigerweise immer zu erkennbaren Schmelzpunktdifferenzen fiithren. Bei

direktem Sequenzieren ldge diese Aufdeckungsrate hoher.

Neben methodologischen Erkldrungsansitzen fiir die Tatsache, dass nicht alle Tumoren
mit LOH 22q eine NF2-Mutation aufwiesen, bieten sich auch verschiedene biologische
Erklairungen an. Denkbar wére zum einen, dass die Deletionen auf dem
Chromosomenarm 22q rein zufdllig bzw. durch eine unspezifische chromosomale
Instabilitét erfolgt sind. Dagegen spricht jedoch die iliberproportionale Haufung in den
intramedullér spinalen Tumoren. Eine weitere und von vielen Autoren zu diesem Thema
favorisierte Moglichkeit besteht darin, dass auf dem Chromosomenarm 22q noch ein
oder mehrere andere, fiir die Ependymompathogenese relevante Tumorsuppressorgene
lokalisiert sein konnten. In der vorliegenden Studie waren in allen Fillen mit LOH 22q
sdmtliche untersuchte und informative Mikrosatellitenallele von einer allelischen
Imbalance betroffen, so dass sich hieraus keine Hinweise auf weitere potenticlle
Tumorsuppressorgenregionen auf 22q ergeben. Andere zyto- und molekulargenetische
Studien bieten jedoch diesbeziiglich vielféltige Hinweise, wie im folgenden Abschnitt

dargestellt wird.

4.3. Weitere potentielle Tumorsuppressorgene auf 22q

Fiir ein weiteres Tumorsuppressorgen auf 22q spricht vor allem eine Studie von
Hulsebos et al. an einer Familie, die nicht von NF2 betroffen ist, in der jedoch vier
Cousins ein Ependymom entwickelten (Hulsebos et al. 1999). Eine komparative
genomische Hybridisierung, die am Tumor eines dieser Patienten durchgefiihrt wurde,
ergab, dass eine Monosomie des Chromosoms 22 die einzige detektierbare genetische
Verianderung war. Eine Segregationsanalyse der Familie =zeigte, dass der
wahrscheinliche chromosomale Ort fiir ein ependymomrelevantes Gen die Region
22pter-22q11.2 war. Alle Ependymome in der Familie waren ventrikelassoziierte
Tumoren. Interessanterweise fand sich auch in der vorliegenden Studie ein LOH 22q
nicht selten in ventrikelassoziierten Ependymomen. Und zwar wiesen vier von zehn

Patienten (40%) mit zum Teil rezidivierten oder metastasierten ventrikelassoziierten
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Ependymomen einen LOH 22q auf. Dies deutet darauf hin, dass moglicherweise ein
weiteres Tumorsuppressorgen auf Chromosom 22, das sich auf dem langen Arm
proximal von 22ql1.2 oder auf dem kurzen Arm finden konnte, insbesondere bei

ventrikelassoziierten intracerebralen Ependymomen von Bedeutung sein konnte.

Zytogenetische Studien an Ependymomen ergeben Hinweise auf mehrere verschiedene
Regionen auf dem Chromosom 22, in denen sich ependymomrelevante Gene finden
konnten. Park et al. untersuchten den Tumor eines Kindes, das im Alter von fiinf Jahren
ein Ependymom entwickelte. Darin fand sich eine Translokation t(1;22)(p22;q11.2)
zwischen dem DiGeorge-Locus (22q11.21) und dem BCR-Locus (22q11.22) (Park et al.
1996). In einer Anschlussstudie (Rhodes et al. 1997) engte die Arbeitsgruppe den
Bruchpunkt in dieser Region auf 22q11.21 ein und lokalisierte ihn zwischen die Marker
ARVCF und D22S264. Diese Region liegt distal der von Hulsebos et al. 1999
definierten Region auf 22q, was fiir das Vorliegen eines weiteren Tumorsuppressorgens
sprechen konnte. Andererseits ist die von Rhodes et al. 1997 beobachtete Translokation
moglicherweise gar nicht fiir eine Inaktivierung oder Uberaktivierung eines
Tumorsuppressor- bzw. Onkogens auf Chromosom 22 von Bedeutung, sondern konnte
auch zu einer tumorrelevanten Verdnderung des Expressionsstatus eines Gens auf

Chromosom 1 gefiihrt haben.

Eine andere zytogenetische Studie weist auf eine noch weiter distal gelegene Region auf
22q hin. Weremowicz et al. (1992) identifizierten eine balancierte Translokation in
einem anaplastischen Ependymom, welche die Region 22ql13.3 betraf. Einen
Tumorsuppressorgenort in dieser Region legt auch eine Mikrosatellitenanalyse von
Huang et al. nahe (Huang et al. 2002). Dabei lieB sich die betroffene Region auf
22q13.1-13.3 zwischen die Marker D22S274 und D22S1149 eingrenzen. Die gleiche
Studie fand zusétzlich eine hiufig deletierte Region zwischen 22q11.21-12.2 zwischen
den Markern D22S420 und D22S300. Letztere Region ist relativ gro3 und schlief3t
sowohl die von Rhodes et al. 1997 definierte Region ein als auch einen groen Teil der
von Hulsebos et al. 1999 definierten Region. Ebenfalls eingeschlossen ist ein in einer
Studie von Kraus et al. als minimal deletierte Region identifizierter chromosomaler
Abschnitt bei 22ql11 zwischen den Markern D22S257 und D22S310 (Kraus et al.
2001). Zusammengenommen sprechen diese Analysen theoretisch fiir das

Vorhandensein von bis zu vier verschiedenen potentiellen Tumorsuppressorgenregionen
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auf dem langen Arm von Chromosom 22 zusitzlich zu dem NF2-Gen. Denkbar ist
jedoch auch, dass es sich bei einigen der Studien um zuféllige und nicht spezifische
Deletionen gehandelt hat; und auBerdem sind Artefakte bei Mikrosatellitenanalysen

prinzipiell nie vollstdndig auszuschlieBen.

Neben dem NF2-Gen wurden vereinzelt auch andere Kandidaten-Tumorsuppressorgene
auf 22q gezielt auf Verdnderungen in Ependymomen untersucht. Das hSNF5/INII
(SMARCBI)-Gen ist in der Region 22q23 lokalisiert. In einer Studie an 126
Meningeomen fanden sich insgesamt vier identische Mutationen in vier verschiedenen
Tumoren, woraus auf eine Bedeutung dieses Gens fiir die Pathogenese einer Subgruppe
der Meningeome mit LOH 22q geschlossen wurde (Schmitz et al. 2001). In der bereits
erwdhnten Studie von Kraus et al. wurde das ASNF5/INII-Gen in insgesamt 53
Ependymomen von 48 verschiedenen Patienten untersucht (Kraus et al. 2001). Dabei
fand sich jedoch keine einzige Mutation, so dass das ASNF5/INII-Gen demnach
offenbar nicht in die Pathogenese von Ependymomen involviert ist. Das gleiche
Ergebnis fand sich auch in einer Studie an 229 Tumoren verschiedener Herkunft, in der
neben primitiven neuroektodermalen Tumoren (PNETs), Medulloblastomen,
Mammakarzinomen etc. unter anderem auch 25 Ependymome untersucht worden waren

(Sevenet et al. 1999).

Weitere Kandidatengene auf 22q wurden bislang lediglich in Zusammenhang mit
Meningeomen gebracht, und Untersuchungen an Ependymomen stehen dabei noch aus.
Diese Gene wurden vor allem in der Arbeitsgruppe von J.P. Dumanski charakterisiert.
Das CLTCLI/CLH-22-Gen ist in der Region 22ql1.2 lokalisiert. Northern Blot
Analysen ergaben, dass sich eine Expression dieses Gens nur in neun von 46
sporadischen Meningeomen nachweisen lief3, so dass 80% der Tumore keine Expression
zeigten (Kedra et al. 1996). Ein anderes interessantes Gen, das bei 22q12 lokalisiert ist,
ist das ADTB1/BAM?22-Gen. In 110 untersuchten Meningeomen fanden sich allerdings
lediglich Polymorphismen dieses Gens und keine Mutationen (Peyrard et al. 1996). Ein
drittes Gen ist das LARGE-Gen, das bei 22q12.3-q13.1 lokalisiert ist. Dieses Gen ist mit
>664 kb extrem grof3, was die Mutationssuche erschwert, und bislang sind weder fiir
Meningeome noch fiir Ependymome diesbeziiglich Ergebnisse bekannt (Peyrard et al.

1999).
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Tumorsuppressorgene konnen nicht nur durch Mutationen bzw. chromosomale Verluste
in ihrer Funktion inaktiviert werden, sondern auch durch epigenetische Verdanderungen.
Der hiufigste Mechanismus hierbei ist die Methylierung von Promotersequenzen, die
zur transkriptionellen Inaktivierung des Gens flihrt (Oakeley et al. 1999, Mills et al.
2002). In Kombination mit einem LOH fiihrt die Inaktivierung eines Allels durch
Methylierung zum kompletten Verlust der Funktion dieses Gens, was einen alternativen
Mechanismus zu dem von Knudson angenommenen Mechanismus der Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen darstellt (Knudson et al. 1971). Fiir das NF2-Gen ist
beschrieben, dass bestimmte Promoterabschnitte in Schwannomen haufig methyliert
sind (Kino et al. 2001). Es ist bislang jedoch weder an Ependymomen noch an
Meningeomen untersucht, ob dieser Mechanismus fiir die Tumorentstehung eine
Bedeutung hat. Um zu kléren, ob in Tumoren mit LOH 22q, in denen sich keine NF2-
Mutation nachweisen ldsst, dennoch ein Verlust des NF2-Genprodukts vorliegt, wiren
Untersuchungen auf Proteinebene hilfreich. Diese konnten einen Verlust des Merlin
Proteins in den Tumoren detektieren. Es existieren auch verschiedene
immunhistochemische Studien zum Nachweis von Merlin in Hirntumoren, darunter
auch Ependymomen. In einer Studie fand sich in drei von acht Ependymomen ein
hochgradiger Verlust des Merlin-Proteins (Gutmann et al. 1997) und in einer anderen
Studie fand sich ein Verlust des Merlin-Proteins in zwei von sieben Ependymomen
(Huynh et al. 1997). Leider differenzieren beide Studien nicht zwischen verschiedenen
Tumorlokalisationen, so dass nicht bekannt ist, ob Verluste des Merlin-Proteins
ausschlieBlich spinale intramedullire Ependymome oder auch solche in anderen

Lokalisationen betreffen.

4.4. Verinderungen auf Chromosomenarm 11q — inverse Assoziation zu LOH

22q

Parallel zu der hier dargestellten Analyse des Chromosomenarms 22q und des NF2-
Gens wurde an denselben Tumorproben im Rahmen einer anderen Promotionsarbeit
eine Mikrosatellitenanalyse des Chromosomenarms 11q und des bei 11q13 lokalisierten
MENI-Gens durchgefiihrt (Dissertation Lenard Lachenmayer, Universitit Hamburg).
Das MEN1-Gen ist ein Tumorsuppressorgen, das bei dem Multiple Endokrine Neoplasie
Typ 1 Syndrom (MEN1) von Mutationen betroffen ist. MENI-Patienten entwickeln

iiberwiegend Tumore der Nebenschilddriise, des Pankreas und der Adenohypophyse.



Molekulargenetische Verdnderungen auf Chromosom 22 in Ependymomen

Mehrere Veroffentlichungen berichten dariiber hinaus von Ependymomen bei MEN1-
Patienten (Shepherd et al. 1991, Kato et al. 1996, Giraud et al. 1997). Darunter ist auch
eine Publikation, in der ein LOH des MENI-Gens, der zum Verlust auch des Wildtyp
Allels gefiihrt hatte, in einem thorakal gelegenen Ependymom nachgewiesen wurde
(Kato et al. 1996). Dariiber hinaus wurden sechs sporadische Ependymome, davon drei
padiatrische Ependymome, mit Verdnderungen des Chromosoms 11 beschrieben
(Arnoldus et al. 1992, Jenkins et al. 1989, Ransom et al. 1992, Sawyer et al. 1994,
Weremowicz et al. 1992, Wernicke et al. 1995). Weitere vier padiatrische Ependymome
mit Verdnderungen der chromosomalen Region 11ql13 sind beschrieben, davon drei
Translokationen (Dal Cin et al. 1988, Neumann et al. 1993, Sainati et al. 1992) und eine

Inversion (Jenkins et al. 1989).

Die Assoziation einiger Ependymome mit dem MEN1-Syndrom sowie die Involvierung
der Region 11ql13 in chromosomale Aberrationen bei sporadischen Ependymomen
legen nahe, dass das MENI-Gen moglicherweise fiir die Ependymompathogenese
relevant sein konnte. Die Mutationsanalyse der gesamten kodierenden Region des
MENI-Gens an den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tumorproben detektierte
eine Mutation bei einer Patientin mit einem Ependymom des 4. Ventrikels (Patient Nr.
37). Die Mutation trat erst in dem ersten Rezidiv auf und noch nicht in dem Ersttumor,
der allerdings bereits einen partiellen LOH 11q aufwies. Das erste Rezidiv sowie ein
zweites Rezidiv und eine liquogene Metastase zeigten alle sowohl die Mutation als auch
einen LOH 11q. Auf die Darstellung der Ergebnisdetails der Mutationsanalyse wird hier
verzichtet und auf die Arbeit von Lenard Lachenmayer verwiesen, da diese Gegenstand
der Dissertationsarbeit von Lenard Lachenmayer sind. Festzuhalten ist jedoch, dass
dieses Ergebnis darauf hindeutet, dass ein Verlust der MENI-Genfunktion mit der

Tumorprogression bei einer Subgruppe der Ependymome assoziiert sein konnte.

Interessanterweise fand sich bei der LOH Analyse des Chromosomenarms 11q eine
hochsignifikante inverse Assoziation zwischen LOH 11q und LOH 22q (p < 0.001,
Fisher Exact Test). Mit einer Ausnahme waren bei allen Ependymompatienten, in deren
Tumor sich auf dem Chromosomenarm 11q ein Allelverlust fand, alle untersuchten
Mikrosatellitenmarker fiir die Region 22q12 heterozygot. Die Ausnahme stellt der Fall
mit der MENI-Mutation dar (Patient Nr. 37), bei dem bereits in dem Ersttumor sowie in

beiden darauffolgenden Tumorrezidiven und der Metastase sowohl ein LOH 11q als
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auch ein LOH 22q bestand. Die inverse Assoziation zwischen LOH 22q und LOH 11q
konnte darauf hindeuten, dass Verluste genetischer Informationen entweder auf dem
Chromsomenarm 11q oder 22q voneinander unabhéngige und alternative Mechanismen

reprasentieren, die fiir die Ependymompathogenese von Bedeutung sind.

Ein LOH 11q fand sich auf8er bei Patient 37 noch in sieben weiteren Tumoren von sechs
verschiedenen Patienten. Dabei war jeweils keine MENI-Mutation detektierbar, so dass,
dhnlich wie fiir den LOH 22q diskutiert, auch hier entweder eine unspezifische
chromosomale Instabilitdit oder das Vorhandensein eines oder mehrerer weiterer
Tumorsuppressorgenloci auf 11q diskutiert werden muss. Fiir die detaillierte Diskussion
potentieller Kandidatengene und -regionen wird auf die Arbeit von Lenard

Lachenmayer verwiesen.

4.5. Weitere Kandidatenregionen fiir tumorrelevante Gene bei Ependymomen

Wie in der Einleitung bereits erwéhnt wurde, weisen auch die Gene PTEN, p53, p16
und EGFR, die bei Astrocytomen hiufig von Mutationen bzw. Amplifikationen
betroffen sind, bei Ependymomen nur in allenfalls einem minimal geringen Prozentsatz
Aberrationen auf. Die einzige wirklich konsistente Verdnderung, die allerdings auch nur
eine Subgruppe der Ependymome betrifft, ist daher die Mutation des NF2-Gens bei
intramedulldr spinalen Tumoren. Es ist demnach zu vermuten, dass andere bekannte

oder unbekannte Gene fiir die Ependymompathogenese eine Rolle spielen konnten.

Um chromosomale Regionen zu identifizieren, die gehduft von Aberrationen betroffen
sind, wurden frither zytogenetische Untersuchungen durchgefiihrt. In den vergangenen
Jahren wurde zunehmend die Methode der Komparativen Genomischen Hybridisierung
(CGH) eingesetzt. Wihrend die klassische Zytogenetik eine relativ grobe Methode ist,
ermoglicht die CGH-Analyse mit einer Auflosung im Bereich einiger Megabasen eine
Untersuchung des gesamten Genoms auf allelische Imbalancen (van Dekken et al. 2000,
Jeuken et al. 2002). Das iibereinstimmende Ergebnis zytogenetischer und CGH-
Analysen ist, dass die genomischen Verdnderungen bei Ependymomen deutlich

heterogener sind als bei Gliomen und Meningeomen.
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Konsistent wurden in den meisten Studien bei etwa 30% der untersuchten ependymalen
Tumoren eine Monosomie 22 oder strukturelle Aberrationen des Chromosomenarms
22q gefunden (Huang et al. 2002, Ebert et al. 1999, Mazewski et al. 1999). Hinsichtlich
der Frage nach der zweithdufigsten chromosomalen Aberration unterscheiden sich die

Ergebnisse verschiedener Studien jedoch bereits erheblich.

Sehr unterschiedliche Héufigkeiten fanden sich bei der Untersuchung von
Verdnderungen von Chromosom 6 in Ependymomen. In verschiedenen CGH-Studien
schwanken die Zahlen fiir einen Verlust genomischen Materials zwischen 6 und 39%
Prozent der untersuchten adulten und pédiatrischen Tumoren, die einen Verlust des
genomischen Materials aufweisen (Mazewski et al. 1999, Reardon et al. 1999, Zheng et
al. 2000, Hirose et al. 2001, Scheil et al. 2001, Carter et al. 2002). Damit stellten diese
Verluste teilweise sogar die zweithdufigste detektierte Verdnderung in Ependymomen
innerhalb der jeweiligen Studie dar (nach Verdnderungen von Chromosom 22).
Dagegen konnte Ward 2001 bei keinem der 40 von ihm untersuchten pédiatrischen
Ependymome Verluste von Chromosom 6 finden. Dieses Ergebnis wurde durch die
unterschiedliche untersuchte Population begriindet: Ward konzentrierte sich auch
padiatrische Tumoren, wéhrend alle anderen Studien Tumoren aller Altersgruppen
verwandten. Dieser mogliche Hinweis auf eine genetisch distinkte Untergruppe,
ndmlich die der pédiatrischen Ependymome, wird durch die oben erwidhnten CGH-
Studien allerdings nicht bestitigt. Und auch zytogenetische Untersuchungen fanden
Translokationen und Deletionen von Chromosom 6, insbesondere des langen Armes 6q,
in unterschiedlicher Haufigkeit bei allen Altersgruppen (Jenkins et al. 1989, Arnoldus et
al. 1992, Griffin et al. 1992, Neumann et al. 1993, Rogatto et al. 1993, Slavc et al. 1995,
Wernicke et al. 1995).

Neben Alterationen von Chromosom 6 wurden auch Verdnderungen der Chromosomen
10 und 17 bei Ependymomen besonders hédufig berichtet, wie in der Einleitung bereits

ausfiihrlicher dargestellt wurde.

Weiterhin wurden zahlreiche Verdnderungen auf weiteren Chromosomen beschrieben.
Diese Berichte zeigen jedoch vorwiegend sehr selten beobachtete Verdnderungen, so
dass an dieser Stelle nicht ndher darauf eingegangen werden soll. Hinweise auf typische,

mit Ependymomen assoziierte Verdnderungen lassen sich dabei nicht finden, lediglich
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die besondere Heterogenitit molekulargenetischer Verdnderungen bei Ependymomen

wird unterstrichen.

Durch die Einfithrung der CGH bei der Untersuchung genetischer Verdnderungen lassen
sich nicht nur Verluste genetischen Materials durch Translokationen oder Deletionen
nachweisen, sondern auch lokale Zugewinne. Diese konnen Hinweis auf amplifizierte
proto-Onkogene sein. Amplifizierung oder Uberexpression eines Onkogens kénnen
entscheidend beitragen zur Tumorentstehung. Verschiedene Studien konnten einheitlich
den Nachweis genomischer Zugewinne auf dem Chromosomenarm 1q bei 17 bis 22%
der untersuchten Ependymome belegen (Reardon et al. 1999, Hirose et al. 2001, Scheil
et al. 2001, Ward et al. 2001, Carter et al. 2002). Einige dieser Studien geben Hinweise
auf eigene Subgruppen, die mit dieser genetischen Verdnderung assoziiert sind. So
fanden Scheil et al. 2001 diese Zugewinne lediglich in péadiatrischen Tumoren, und auch
Carter et al. 2002 konnte diesen Trend bestétigen. Die Untersuchung von Carter legt
sogar einen moglichen Zusammenhang zwischen Zugewinnen auf Chromosom 1q und
histologischem Progress nahe, da besonders aggressive Ependymome diese
Veranderung aufwiesen. Allerdings gelang bislang noch nicht der Nachweis eines
proto-Onkogens auf Chromosomenarm 1q, das im Zusammenhang zur Pathogenese von

Ependymomen steht.

Daneben konnten CGH-Studien weitere Zugewinne auf vielen Chromsomen
detektieren, darunter 4q, 5q, 7q, 8q, 9q, 12q, 17, 20q (Ransom et al. 1992, Zheng et al.
2000, Granzow et al. 2001, Hirose et al. 2001, Ward et al. 2001, Carter et al. 2002). Im
Rahmen dieser Arbeit soll jedoch nicht ndher auf diese Zugewinne eingegangen werden,
da im Mittelpunkt dieser Untersuchung die Detektion und Diskussion relevanter
Tumorsuppressorgene bei Ependymomen stehen soll. Daneben fanden sich in den
bislang durchgefiihrten Studien {iber Zugewinne bei Ependymomen weitgehend
widerspriichliche Ergebnisse, so dass eine Diskussion dieser Problematik im Rahmen

weiterer Untersuchungen erfolgen sollte, die diese Unklarheiten aufklaren.

Die bislang bei Ependymomen gefundenen genetischen Verdnderungen stellen sich also
sehr heterogen dar, ohne einen erkennbaren Schwerpunkt aufler den beschriebenen

Verdnderungen auf dem Chromsomenarm 22q. Weitere Untersuchungen miissen zeigen,
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ob sich aus diesem bunten Muster genetischer Verdnderungen ein Schema erstellen

lasst, das klinisch relevante Vorhersagen erlaubt.

4.6. Schlussfolgerung

Die molekular- und zytogenetischen Verdanderungen bei Ependymomen sind heterogen.
Diese — verglichen mit anderen neuroektodermalen Tumoren — nach bisherigen
Kenntnissen deutlich ausgeprégtere Heterogenitit weist darauf hin, dass der Entstehung
und Progression von Ependymomen komplexe pathogenetische Mechanismen zugrunde
liegen. Bislang sind Mutationen des NF2-Gens, die sich bei etwa einem Drittel aller
intramedulldr spinalen Ependymome finden, die einzige identifizierte konsistente
Genverdnderung bei einer Subgruppe der Ependymome. Die Tatsache, dass in der
vorliegenden Studie in allen Tumoren, die eine NF2-Mutation aufwiesen, gleichzeitig
ein LOH 22q bestand, deutet auf einen kompletten Verlust der NF2-Genfunktion in
diesen Tumoren hin, was fiir eine Relevanz dieses Verlustes fiir die Tumorpathogenese

im Sinne der Knudson’schen ,,Two-hit* Hypothese fiir Tumorsuppressorgene spricht.

Zusitzlich zu den mit NF2-Mutationen kombinierten LOHs fanden sich zahlreiche
Tumore, in denen lediglich ein LOH 22q bestand, jedoch keine NF2-Mutation. Fiir
diese Tumore ist das Vorliegen eines weiteren relevanten Tumorsuppressorgens auf 22q
in Betracht zu ziehen, wobei bisherige publizierte Studien noch keine konkreten
Anhaltspunkte fiir ein solches Gen liefern konnten und insbesondere die Involvierung
des bei 22q23 lokalisierten ASNF5/INII-Gens offenbar auszuschlieBen ist (Kraus et al.
2001). Verschiedene molekulargenetische Studien sprechen zusammengenommen
dafiir, dass theoretisch bis zu vier weitere — mehr oder weniger gut eingegrenzte —
Regionen auf 22q als Lokalisationsort potentieller Tumorsuppressorgene in Betracht

kommen.

Neben Verdnderungen auf dem Chromsomenarm 22q kommen zahlreiche weitere
Regionen auf anderen Chromsomen in Betracht, in denen sich ependymomrelevante
Tumorsuppressor- oder Onkogene finden konnten. Interessant ist in diesem
Zusammenhang das im Rahmen der vorliegenden Studie — unter Einbeziehung der von
Lenard Lachenmayer erhobenen Daten — gewonnene Ergebnis einer inversen

Assoziation von LOH 22q mit LOH 11q. Dieses konnte auf unterschiedliche
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Pathomechanismen hindeuten, die alternativ zur Ependymomentstehung und/ oder

—progression beitragen konnten.

Die Ergebnisse der in den vergangenen Jahren publizierten CGH-Analysen sind vor
allem hinsichtlich der gefundenen Verluste chromosomalen Materials duflerst heterogen
und zum Teil widerspriichlich. Eine vergleichsweise hohere Ubereinstimmung herrscht
hinsichtlich der Detektion von Zugewinnen genomischen Materials auf dem
Chromosomenarm 1q. Dieser recht konsistente Befund vor allem bei kindlichen
Ependymomen lédsst vermuten, dass hier ein relevantes Onkogen zu finden sein kdnnte.
Ansonsten deutet die ausgepragte Heterogenitit der CGH-Analysen darauf hin, dass
moglicherweise bei Ependymomen generell eine hohe chromosomale Instabilitit
besteht, so dass ein grofer Teil dieser Verluste auch durch Zufall bedingt sein kdnnte.
Diese Vielfalt gefundener Verdnderungen gestaltet die Suche nach relevanten
Tumorsuppressor- und Onkogenen bei Ependymomen deutlich schwieriger als bei
Astrocytomen und Oligodendrogliomen, wo bekanntlich bereits zahlreiche konsistente

Verianderungen einzelner Gene identifiziert werden konnten.
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5. Zusammenfassung

Ependymome sind gliale Tumoren, die sich von den ventrikelauskleidenden
Ependymzellen herleiten. Sie konnen sowohl intrakraniell als auch intraspinal auftreten.
Intraspinale Ependymome haben eine deutlich bessere Prognose als intrakranielle und
treten tendenziell in hoherem Lebensalter auf, wohingegen intrakranielle Ependymome
bei Kindern héufiger sind. Patienten mit dem Krankheitsbild der Neurofibromatose 2
(NF2) entwickeln hdufig Ependymome neben Schwannomen und Meningeomen. Bei
sporadischen Ependymomen zeigten einzelne Publikationen, die bereits zu Beginn der
vorliegenden Arbeit verdffentlicht waren, scheinbar widerspriichliche Ergebnisse. In
den meisten Studien waren keine Mutationen des NF2-Gens gefunden worden, und
einige, die in einer anderen Studie gefunden wurden, betrafen lediglich intramedullér
spinal lokalisierte Ependymome. In der vorliegenden Studie wurden 52 Ependymome
von 45 verschiedenen Patienten auf Mutationen des in der chromosomalen Region
22q12 lokalisierten NF2-Gens sowie auf Mikrosatellitenverluste in dieser Region
untersucht. Von den 52 untersuchten Tumoren waren 21 spinal intramedullédr, 14
intraventrikuldr, 11 im Filum terminale und 6 intracerebral lokalisiert. Vier Tumore
waren myxopapilldre Ependymome, WHO Grad [; 28 waren Ependymome, WHO Grad
IT; und 20 waren anaplastische Ependymome, WHO Grad III. In sechs der intramedullar
spinal lokalisierten Ependymomen, die insgesamt von fiinf verschiedenen Patienten
stammten, fanden sich Mutationen des NF2-Gens. Dagegen fand sich bei keinem der
Ependymome aus anderen Lokalisationen eine NF2-Mutation. In allen sechs der von
NF2-Mutationen betroffenen Tumoren lag gleichzeitig ein Heterozygotieverlust (LOH)
fiir die auf dem Chromosomenarm 22q untersuchten Mikrosatellitenmarker vor, so dass
in allen diesen Fillen von einer kompletten Inaktivierung des NF’2-Gens auszugehen ist.
Damit ldsst sich eine Subgruppe intramedulldr spinaler Ependymome definieren, die
durch spezifische genetische Verénderungen charakterisiert ist. Eine prognostische
Bedeutung dieser Verdanderungen intramedullér spinaler Ependymome lésst sich derzeit
nicht herleiten, da nahezu alle dieser Patienten zum Zeitpunkt der Studie noch lebten.
Allerdings hatten generell Patienten mit spinalen Ependymomen hiufiger benigne
Tumore als Patienten mit intrakraniellen Ependymomen und dementsprechend auch
eine bessere Prognose; darliber hinaus waren sie tendenziell bei Tumormanifestation
dlter als Patienten mit intrakraniellen Ependymomen. Ein LOH 22q fand sich

signifikant hdufiger bei intramedulldr spinal lokalisierten Tumoren (~70%) als bei
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Ependymomen in anderen Lokalisationen (p = 0.003). Obwohl statistisch ein LOH 22q
signifikant mit Mutationen des NF2-Gens assoziiert war (p = 0.013), fanden sich
innerhalb der Gruppe der intramedulldr spinalen Ependymome auch neun Tumore, die
zwar einen LOH 22q, jedoch keine NF2-Mutation aufwiesen. Ebenfalls war in der
Gruppe der ventrikelassoziierten Ependymome die Frequenz von LOH 22q mit 40%
relativ _hoch. Dies deutet darauf hin, dass auf dem Chromosomenarm 22q
moglicherweise noch andere ependymomrelevante Tumorsuppressorgene lokalisiert
sein konnten. Bislang ergibt sich jedoch aus publizierten Studien kein konkreter
Hinweis auf ein bestimmtes Gen, und molekulargenetische Analysen deuten auf
mehrere  weitere  potentielle = Tumorsuppressorgenregionen auf 22q  hin.
Interessanterweise fand sich eine hochsignifikante inverse Assoziation zwischen LOH
22q und Heterozygotieverlusten in der Region 11q13, die im Rahmen einer parallel
durchgefiihrten Studie untersucht wurde. Dieser Befund deutet darauf hin, dass Verluste
genetischer Informationen entweder auf dem Chromsomenarm 22q oder auf 1lq
voneinander unabhdngige und alternative pathogenetische Mechanismen bei
Ependymomen darstellen konnten. Als Hauptergebnis der vorliegenden Studie ist
festzuhalten, dass ein Verlust der NF2-Genfunktion ausschlieBlich bei einer Subgruppe
intramedullér spinal lokalisierter Ependymome zu finden ist, was fiir einen spezifischen

pathogenetischen Entstehungsmechanismus dieser Gruppe von Tumoren spricht.
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