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1 Einleitung

1.1 Meningeome

Meningeome sind extraaxiale Tumore, deren Zellen eine groe Ahnlichkeit mit
den Deckzellen der Arachnoidea mater haben. Diese Deckzellen sind die
Ursprungszellen der Meningeome. (Kepes, 1986, Drummond et al., 2004)

Die Meningeome sind mit einem Anteil von 36% die haufigsten Tumore des
zentralen Nervensystems(ZNS) und mit anteilig 54% auch die haufigsten nicht
malignen Tumore des zentralen Nervensystems. (Ostrom et al., 2015)
Entstehen kdnnen Menigeome intrakraniell, intraspinal sowie in seltenen Fallen
an ektopen Lokalisationen. Die haufigsten Lokalisationen bei Meningeomen
sind die Konvexitat (38,3%), suprasellar (8,4%), die Keilbeinflugel (7,3%), das
Tentorium (5,8%) und der Kleinhirnbtickenwinkel (5,6%). (Wang et al., 2013)

1.1.1 Epidemiologie

Die Inzidenz betragt 7.86 pro 100,000 Einwohner und steigt mit dem Alter der
Patienten an. Am niedrigsten ist sie in der Gruppe der 0- bis 14-Jahrigen,
wahrend sie in der Gruppe der 65-Jahrigen und alter am hdchsten ist. Im
Gegensatz zu anderen Tumorentitaten des ZNS erkranken Frauen 2,5 mal
haufiger an Meningeomen als Manner. Deutlich weniger signifikant ist der
Geschlechterunterschied bei atypischen und anaplastischen Meningeomen
verglichen mit den benignen Meningeomen (Ostrom et al., 2015)

Fir das gehaufte Auftreten wird ein Zusammenhang mit den weiblichen
Sexualhormonen Uber Progesteron- und Ostrogenrezeptoren vermutet, konnte
aber noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. (Korhonen et al., 2006, Zong
et al., 2014) Die genauen funktionellen Auswirkungen der von Meningeomen
haufig ausgebildeten Progesteron- und Ostrogenrezeptoren werden noch
untersucht. (Wiemels et al., 2010) Auch die in einigen Fallen auftretende

Wachstumsbeschleunigung des Meningeoms wahrend der Schwangerschaft



wird mit diesen Hormonen in Verbindung gebracht. (Smith et al., 2005) In
neueren Veroffentlichungen wird diese Sichtweise jedoch angezweifelt (Lusis et
al., 2012) und die Hypothese aufgestellt, dass Prolaktin fir diese
Wachstumsbeschleunigung verantwortlich sei. (Laviv et al., 2016)

1.1.2 Morphologie

Mikroskopisch zeigen sich Meningeome bei einer geringen Vergrolderung als
Anordnung runder bis langlicher Zellen, welche mit unterschiedlichen
interzellularen Verbindungskomplexen verknlpft sind. (Jaskolski et al., 2012)
Wirbelférmige Anordnungen der Zellen sind typisch. Makroskopisch stellen sich
Meningeome meist rundlich und an der Dura anhaftend dar. Die
Vaskularisierung von Meningeomen ist variabel, ebenso kann die Konsistenz
sehr unterschiedlich sein und zwischen weich bis knochig liegen.(Drummond et
al., 2004)

1.1.3 Klassifikation

Nach der aktuell gultigen Klassifikation der Tumore des zentralen
Nervensystems der Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden Meningeome
in 3 Grade eingeteilt. (Louis et al., 2016) Hierbei machen Meningeome vom
WHO Grad | mit 80% den deutlich gréoten Anteil aus, Meningeome vom WHO
Grad Il kommen in 15-20% und Meningeome vom WHO Grad Il in 1-3% der
Falle vor. In der folgenden Tabelle werden die histologischen Subtypen im
Verhaltnis zum WHO Grad dargestellt. (Riemenschneider et al., 2006)



WHO Grad Histologischer Subtyp

meningothelial, fibrds, transitional,
psammomatds, angiomatos,
mikrozystisch, sekretorisch,
lymphoplasmazellreich, metaplastisch

Il atypisch, klarzellig, chondroid

1] anaplastisch, rhabdoid, papillar

Tabelle 1: Zuordnung WHO Grad zum histologischen Subtypen

Die am haufigsten diagnostizierten histologischen Subtypen bei Meningeomen
vom WHO Grad | sind meningothelial, fibrés und transitional. Definiert werden
sie durch ihren histologischen Subtypen und die Abwesenheit von Kriterien des
anaplastischen Meningeoms. Sie koénnen in die Dura mater, den
Schadelknochen und in extrakraniale Kompartimente wie die Orbita oder in
Weichgewebe infiltrieren. Abzugrenzen hiervon ist die Invasion des
Hirnparenchyms, welche als Kriterium fir atypische und anaplastische
Menigeome gilt. Auch ein ansonsten benignes Meningeom wird bei
Hirninfiltration als WHO Grad |l definiert. Andere Kriterien flr ein atypisches
Meningeom sind vier bis 19 Mitosen pro 10 Hauptgesichtsfelder (HPF) oder ein
chondroider oder klarzelliger histologischer Typ. Weiteres Kriterium ist die
Anwesenheit von mindestens drei von funf histologischen Besonderheiten:
erhohte Zelldichte, auffallige Nucleoli, blattartiges Wachstum, Nekrosen und
kleine Zellen mit groRem Kern. Das anaplastische Meningeom weist zusatzlich
ein destruktives Wachstum, zentrale Nekrosen mogliche Metastasierung und
uber 20 Mitosen pro HPF auf. Die Rezidivrate nach 5 Jahren bei Meningeomen
vom WHO Grad | betragt 5%. Bei Meningeomen vom WHO Grad Il liegt sie
hingegen bei 40% und bei Meningeomen vom WHO Grad IIl bei 50-80%.
(Perry et al., 1997, Perry et al., 1999, Backer-Grondahl et al., 2012)

Die 5- und 10-Jahresuberlebensraten fur Menigeome vom WHO Grad I
betragen 78,4% und 53,3%. Fur Menigeome vom WHO Grad lll betragen diese
Uberlebensraten 44% und 14,2%. (Durand et al., 2009)

Fir WHO Grad | Menigeome betragen die 5- und 10 Jahresuberlebensraten

3



91,5% beziehungsweise 81,4%. Nach 20 Jahren liegt die Uberlebensrate bei
53,4%. Diese Werte fallen geringer aus als die normale Lebenserwartung der
jeweiligen Altersgruppen. (van Alkemade et al., 2012)

Ein gesicherter Risikofaktor fur die Entstehung von Meningeomen ist
ionisierende Strahlung. Sowohl Uberlebende der Atombombenexplosionen auf
Hiroshima und Nagasaki, welche einer hohen Dosis ausgesetzt waren (Preston
et al., 2002) als auch israelische Kinder deren Kopfhaut zur Behandlung von
Tinea capitis mit gering dosierter Radiotherapie behandelt wurde (Sadetzki et
al., 2002), weisen ein deutlich erhdhtes Risiko fur Meningeome auf. In diesem
Zusammenhang wird auch Uber zahnarztliche Rodntgendiagnostik als
Risikofaktor diskutiert, in bisherigen Studien kam es allerdings zu
widerspruchlichen Ergebnissen. Aufgrund stark gesunkener Strahlendosen
sind altere Studien wenig aussagekraftig. Allerdings werden auch neue
bildgebende  Verfahren mit hdherer  Strahlenbelastung wie das
Computertomographie (CT) oder Digitale Volumentomographie (DVT) vermehrt
eingesetzt, weshalb das Thema weiterhin Relevanz hat. (Preston-Martin et al.,
1989, Rodvall et al., 1998, Claus et al., 2012)

Ebenso ist die genetische Disposition wie zum Beispiel bei der
Neurofibromatose 2 ein Risikofaktor. Als weitere Risikofaktoren werden
Ubergewicht (Shao et al., 2014), die Verwendung von Handys (Carlberg and
Hardell, 2015), vorangegangene Schadel-Hirn-Traumata (Kuan et al., 2014),
Rauchen (Fan et al., 2013a) und Hormonersatztherapien (Fan et al., 2013b,
Schildkraut et al., 2014) diskutiert, deren Relevanz bisher nicht eindeutig

nachgewiesen ist.

1.1.4 Klinik

Charakteristisch fur diese Tumore ist ein meist langsames und gut
abgegrenztes Wachstum, welches die anliegenden Hirnareale verdrangt und
folglich auch den Hirndruck erhéhen kann. Meningeome kdnnen ein massives

begleitendes Odem auslésen. In seltenen anaplastischen Meningeomen kann



es auch zur Infiltration des Hirnparenchyms kommen und eine hohe
Proliferationsrate vorhanden sein. (Louis et al., 2016)

Durch das haufig langsame und nicht infiltrative Wachstum werden
Meningeome oft erst bei betrachtlicher Gro3e oder gar nicht symptomatisch. In
Autopsien konnten bei 2,5% der Falle ein zuvor symptomloses Meningeom
festgestellt werden. (Nakasu et al., 1985)

Durch das langsame Wachstum setzen die Symptome schleichend ein,
wodurch sie vom Patienten moglicherweise nicht wahrgenommen werden. Fruh
symptomatisch werden kleine Tumore dann, wenn sie ungunstig lokalisiert sind
wie zum Beispiel am medialen Keilbeinfligel. Je nach Lokalisationen kénnen
Meningeome charakteristische Defizite erzeugen, welche durch Kompression
der anliegenden Hirnareale entstehen. Abhangig von der Tumorgrofe und dem
begleitenden Odem kann es auch zu Symptomen eines erhéhten Hirndrucks
kommen. Allerdings kénnen Kopfschmerzen auch bei kleinen Tumoren ohne
erhdhten Hirndruck entstehen, was wahrscheinlich auf eine Reizung der Dura
mater zuruckzufuhren ist. Eine weitere, haufige Moglichkeit der klinischen

Symptomatik sind epileptische Anfalle. (Drummond et al., 2004)

1.1.5 Diagnostik

Die sichere Diagnose von einem Meningeom kann nur mittels einer
histologischen Untersuchung erfolgen. Oft kann man aber durch Bildgebung mit
CT und Magnetresonanztomografie (MRT) schon eine zuverlassige
Verdachtsdiagnose stellen. Hierfur ist das MRT aufgrund der Uberlegenen
Darstellung des Weichgewebes besser geeignet, wobei die CT zur zusatzlichen
Darstellung von einer mdglichen Knocheninfiltration oder von Hyperostosen
zum Einsatz kommt. Dies fuhrt zu einer \Verbesserung des
Operationsergebnisses und die Radiotherapie wird besser planbar. (Saloner et
al., 2010b, Fathi and Roelcke, 2013)

In der CT stellt sich ein Meningeom, wenn man es mit dem Gehirn vergleicht,

isodens dar. Manchmal kann es aber auch hyperdens oder leicht hypodens



erscheinen. Im MRT ist ein Meningeom mit ahnlicher Signalstarke wie die
Grol3hirnrinde dargestellt. (Saloner et al.,, 2010a) In der T1-Gewichtung mit
Kontrastmittel kann das Meningeom wegen der aufgehobenen Blut-Hirn-
Schranke stark hervorgehoben werden. Das begleitende Odem hingegen kann
in der T2-Gewichtung gut dargestellt werden. Ebenso konnen durale Auslaufer
im MRT gut dargestellt werden. Die so gewonnen Informationen verbessern die
Planung der Operation. Typische Signalanderungen zwischen T1 und T2 im
MRT konnen eine Abgrenzung zu anderen Tumoren oder Lasionen
ermoglichen. (Fathi and Roelcke, 2013)

Wahrend die diagnostische Angiographie als Bildgebungsverfahren eher selten
eingesetzt wird, ist sie in schwierigen Fallen zur operativen Planung und
praoperativen Embolisation sehr nuatzlich. Eine solche praoperative
Embolisation kann bei stark durchbluteten Tumoren das intraoperative und
postoperative Risiko einer Blutung minimieren. (Jason Rockhill et al., 2007)
Eine weitere diagnostische Moglichkeit stellt die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) dar, welche zusatzlich molekulare Informationen bietet. Zur

Diagnostik von Meningeomen werden hauptsachlich gallium-68-labeled

dodecanetetraacetic acid—tyrosine-3-octreotate (DOTATATE) und DOTA-(Tyr3)-
octreotide (DOTATOC) Radionucleotide verwendet. (Cornelius et al., 2012,
Rachinger et al., 2015) Beide haben eine groRe Affinitat zu
Somatostatinrezeptoren vom Subtyp 2. Diese Rezeptoren sind haufig in
Meningeomen enthalten. Diese PET Verfahren kdonnen eine bessere Trennung
von Meningeom und normalem Gewebe ermdglichen (Rachinger et al., 2015)
und sind die Grundlage fir eine Somatostatin-Rezeptor-Therapie. (Sommerauer
et al., 2016, Hanscheid et al., 2012)

1.1.6 Therapie
Um die richtige Behandlungsart fir einen Patienten zu finden sind Symptome,

GroRe, Lokalisation des Meningeoms, das Alter und der gesundheitliche

Zustand des Patienten relevant. Letztendlich muss auch der Patientenwunsch,



nach umfassender Aufklarung, respektiert werden.

Die wichtigste Behandlungsmethode flr diesen Tumor ist die komplette
chirurgische Entfernung. Eine Simpson Grad | Resektion ist mit der grofiten
Progressionsfreineit und Uberlebensrate verbunden. (Jason Rockhill et al.,
2007) Nach kompletter Entfernung des Meningeoms liegt die rezidivfreie
Uberlebensrate bei 93% nach 5 Jahren, 80% nach 10 Jahren und 68% nach 15
Jahren. Wahrend nach einer Teilresektion des Tumors die Uberlebensrate ohne
Rezidiv 63% nach 5 Jahren, 45% nach 10 Jahren und 9% nach 15 Jahren
betragt. (René O. Mirimanoff et al., 1985)

Allerdings kann eine Komplettresektion in manchen Fallen nicht erreicht
werden. Deshalb muss dann Uber eine anschlieBende Beobachtung,
Radiotherapie oder in seltenen Fallen einer systemischen Therapie nach
Teilresektion in interdisziplinarer Herangehensweise nachgedacht werden. Als
Standard hat sich die Radiotherapie bei Meningeomen im Falle von einem
Resttumor oder einem nicht resektablen Tumor bei Erstdiagnose als auch bei
nicht resektablen rezidivierenden oder progressiven Tumoren durchgesetzt.
Ebenso standardmallig bei WHO Grad Il und Grad Ill. Der Zweck einer
Radiotherapie ist die Erhaltung der neurologischen Funktionen bei
Verlangerung eines rezidivfreien Uberlebens. Zur Anwendung kommen
fraktionierte externe Strahlentherapie, stereotaktische Radiochirurgie oder
Schwerionenbestrahlung. (Fathi and Roelcke, 2013) Durch Bestrahlung von
Meningeomen kann teilweise eine GroRenreduktion erreicht werden, wobei eine
komplette Remission mittels Bestrahlung nicht machbar ist. (Astner et al., 2010,
Kondziolka et al., 2008)

Mit einer Radiotherapie geht immer die Gefahr von Komplikationen einher,
welche gegen das Risiko eines symptomatischen Rezidivs und das Alter des
Patienten abgewagt  werden mussen.  Anderseits  konnen bei
Schadelbasistumoren mit stereotaktischer Radiochirurgie gute Ergebnisse mit
geringer Morbiditat erzielt werden. (Flannery et al., 2010, Attia et al., 2012)
Zudem besteht die Moglichkeit einer systemischen Therapie mit Zytostatika

oder einer zielgerichteten Therapie. Das Tumorwachstum soll bei der



zielgerichteten Therapie durch Inhibition von Hormonrezeptoren, der
Angiogenese oder eines Signalwegs unterdrickt oder umgekehrt werden.
Hierbei handelt es sich um keine Standardtherapie, sondern wird bei Patienten
mit ansonsten ausgeschopftem Behandlungspotential, im Sinne einer
individualisierten Therapie, angewendet. (Fathi and Roelcke, 2013) Der Antelil
der Meningeome, die Somatostatinrezeptoren ausbilden, liegt bei 70%, weshalb
sie fUr eine zielgerichtete Therapie von Interesse sind. (Schulz et al., 2000)
Ebenso sind diese Rezeptoren interessant, weil sie mittels Singlephotonen-
Emissionscomputertomographie(SPECT) und PET dargestellt werden kdnnen.
(Henze et al., 2005) Eine Somatostatin-Rezeptor-Therapie wird mit einem
radioaktiv markierten Peptid welches an die Somatostatinrezeptoren bindet
durchgefuhrt. Die Wirkung kommt durch konzentrierte Abgabe von
Betastrahlung im Tumorgewebe zustande. Abhangig ist die Wirksamkeit von der
Aufnahme der Peptide durch den Tumor. (Marincek et al., 2015) Diese
Aufnahmefahigkeit kann schon diagnostisch durch beispielsweise ein
DOTATATE-PET bestimmt werden, da der standardized uptake value (SUV) in
diesem DOTATATE-PET direkt mit der spateren Aufnahmefahigkeit
zusammenhangt. (Hanscheid et al., 2012)

Weitere Versuche eine systemische Therapieoption zu finden sind in
Entwicklung. So wurde zum Beispiel in vitro eine Wirksamkeit von Trabectedin
in Kombination mit Hydroxyurea, Cisplatin und Doxorubicin festgestellt.
Trabectedin ist besonders wirkungsvoll bei Meningeomen eines hohen WHO
Grades. Die Wirkung entfaltet es durch Induktion der Apoptose der
Meningeomzellen. Eine synergistische Wirkung mit Hydroxyurea, Cisplatin und
Doxorubicin tritt auf. (Preusser et al.,, 2012) In einer retrospektiven Studie
wurden Patienten mit vorbehandelten Meningeomen untersucht. Durch die
Gabe von Bevacizumab konnte ein progressionsfreier Zeitraum von 6 Monaten
erreicht werden. (Lou et al., 2012) In einer anderen Studie wurde die Gabe von
Bevacizumab mit Everolimus kombiniert und damit ein progressionsfreier
Intervall von durchschnittlich 22 Monaten erreicht. (Shih et al., 2016) Beide

Studien waren auf Patienten mit WHO Grad Il und Il Meningeomen



ausgerichtet und die Teilnehmerzahl war gering. Die bisherigen Ergebnisse,
welche allgemein durch systemische Therapie bei Meningeomen erzielt werden
konnten, sind héchstens als maRig zu bezeichnen. (Furtner et al., 2016)
Aufgrund des sehr langsamen Wachstums ist es moglich asymptomatische und
kleine Meningeome nicht zu behandeln, sondern in regelmaligen Abstanden zu
beobachten um ein Groflenwachstum frihzeitig festzustellen. (Shigetoshi Yano
et al., 2006)

1.2 Genetik und Exomanalyse bei Meningeomen

Meningeome scheinen, verglichen mit anderen Tumorarten, nur eine geringe
Anzahl von somatischen Mutationen in bekannten krebsassoziierten Genen
aufzuweisen. (Brastianos et al., 2013) Des Weiteren steigt die Haufigkeit von
chromosomalen Auffalligkeiten zusammen mit dem histologischen Grad eines
Meningeoms. Bei Meningeomen vom WHO Grad | wurden bei 33% der Verlust
eines Chromosomenarmes , bei 9% der Verlust von 2 Chromosomenarmen und
bei 14% der Verlust von 3 oder mehr Chromosomenarmen festgestellt. Im
Vergleich dazu fehlen bei Menigeomen vom WHO Grad Il in 25% der Falle 2
Chromosomenarme und in 65% der Falle 3 oder mehr Chromosomenarme. Alle
Meningeome vom WHO Grad Ill wiesen einen Verlust von 3 oder mehr
Chromosomenarmen auf. (Lee et al., 2010)

Das haufigste zytogenetische Ereignis bei Menigeomen ist eine Monosomie 22.
Eine Veranderung auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 tritt am zweit
haufigsten auf. (Zang, 2001) Zusatzlich kommen bei anaplastischen
Menigeomen Allelverluste der Chromosomen 6p, 9p21, 10 und 14q vor,
wahrend bei atypischen Menigeomen die Chromosomen 1p, 6q, 9q, 10q, 14q,
17p, und 18q betroffen sind. (Shibuya, 2015)

Auch hier konnen Unterschiede zwischen weiblichen und mannlichen Patienten
festgestellt werden. So tritt eine Deletion von 1p36 bei Mannern in 48% der
Falle und bei Frauen nur bei 16% auf. 14% der weiblichen Patienten wiesen

einen Verlust vom X-Chromosom auf, wahrend bei 26% der mannlichen



Patienten ein Verlust vom Y-Chromosom auftritt. (Tabernero et al., 2007) Ein
weiterer Geschlechterunterschied konnte in der verringerten Expression von
ELAVLA4 festgestellt werden. (Stawski et al., 2013)

Bei dem NF2-Gen handelt es sich um ein Tumorsuppressorgen, das auf dem
Chromosom 22q12 lokalisiert ist und fur das Protein Merlin (moesin-ezrin-
radixin-like protein) codiert. (Petrilli and Fernandez-Valle, 2016, Evans, 2009)
(Rouleau et al., 1993) Aufgebaut ist das Protein Merlin aus drei Domanen. Am
N-Terminus befindet sich eine FERM Domane. Proteine, welche diese Domane
enthalten, stellen eine Verbindung des Aktin-Cytoskeletts mit den
Plasmamembranproteinen dar. Darauf folgen eine alpha-Helix Domane und
einen C-Terminale Domane. (Trofatter et al.,, 1993) Merlin kann in
verschiedenen Konformationen mit verschiedenen Aktivierungszustanden
vorliegen. Diese werden Uber posttranslationale Modifikationen gesteuert. (Tang
et al., 2007)

Das Fehlen oder eine starke Reduzierung von Merlin konnte mittels Western
blot in 78,6% der sporadisch aufgetretenen Schwannome, in 37,5% der
sporadisch aufgetretenen Ependydome und in 84% der sporadisch
aufgetretenen Meningeome nachgewiesen werden. (Gutmann et al., 1997)

Der Verlust von Merlin tritt auch in bdsartigen Tumoren auf. Hierbei ist das
Mesothliom mit einer Inzidenz von 41% (Sekido et al., 1995) und das
Glioblastom mit einer Inzidenz von 32% (Morales et al., 2010) zu nennen. In
anderen haufigen malignen Tumoren ist das Auftreten einer NF2-Mutation
gering. Durch Mutation des NF2-Gens und somit der Inaktivierung von Merlin
kann es zur Entwicklung von gut- und bosartigen Schwannomen und
Meningeomen sowie von Ependydomen kommen. Deswegen kann vermutet
werden, dass es sich bei solch einer Mutation um ein frihes Ereignis einer
Tumorentstehung oder auch um einen gewebespezifischen Prozess handeln
konnte. (Sekido et al., 1995, Petrilli and Fernandez-Valle, 2016)

Die genauen Funktionen von Merlin sind noch nicht nachgewiesen, allerdings
sind einige Signalwege bekannt an denen Merlin beteiligt ist. Zunachst inhibiert

Merlin das Wachstum einer Zelle, indem es sowohl an ihren CD44-Rezeptor
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bindet als auch dessen Funktion negativ reguliert. Weiterhin inhibiert Merlin den
PI3K/mTORC1/Akt Signalweg und spielt auch eine Rolle in der Aktivierung des
Hippo-Signalwegs. (Petrilli and Fernandez-Valle, 2016)

Bei Patienten mit Neurofiboromatose Typ 2 tritt mit hoher Wahrscheinlichkeit
mindestens ein Meningeom in ihrem Leben auf. (Smith et al., 2011)

In fast allen Meningeomen bei NF2-Patienten liegt ein funktionsloses NF2-Gen
vor. Auch Meningeome, welche nicht mit der Neurofiboromatose 2 assoziiert
sind, tragen haufig eine Mutation des NF2-Gens. Diese Haufigkeit hangt auch
vom histologischen Typ des Tumors ab. So weisen fibrose oder transitionale
Meningeome zu 80% eine NF2-Mutation auf, wahrend meningotheliale
Subtypen nur zu 20% eine solche tragen. (Riemenschneider et al., 2006) Auch
anaplastische und atypische Meningeome erreichen ein ahnlich hohes Auftreten
von NF2-Mutationen, das vergleichbar mit dem der fibrosen und transitionalen
histologischen Subtypen ist. (Shibuya, 2015)

TRAF7, AKT1, SMO, KLF4, PIK3CA, BAP1 und POLR2A sind Gene, welche
mutiert in Verbindung mit Menigeomen gebracht werden. TRAF7 codiert fur
eine apoptosefordernde Ubiquitin-E3-Ligase, AKT1 fur einen Schllsseleffektor
des PI3K Signalwegs, SMO fur einen negativen Regulator des Hedgehog-
Signalwegs, KLF4 fir 3 C2H2 Zinkfinger-Motive, PIK3CA flr Teile von PI3K,
BAP1 fur das BRCA associated protein-1 und POLR2A fur die grofdte
Untereinheit der RNA-Polymerase |l.

PIK3CA , AKT1 und KLF4 treten ofters in Kombination mit TRAF7 auf. (Clark et
al., 2013, Abedalthagafi et al., 2016) TRAF7, AKT1, SMO, KLF4, PIK3CA,
BAP1 und POLR2A Mutationen wurden nur festgestellt, wenn keine NF2-
Mutation vorliegt. TRAF7, SMO, BAP1 und POLR2A kommen nur exklusiv
voneinander vor. Sie stellen also getrennte Subtypen von Meningeomen dar.
(Clark et al., 2013, Brastianos et al., 2013, Clark et al., 2016b, Shankar and
Santagata, 2017)

Die Mutation E17K im AKT1-Gen wurde in verschiedenen Tumorentiaten
festgestellt und I6st in diesen eine Aktivierung von AKT1 aus. In Tumoren des

zentralen Nervensystem hingegen treten AKT1E17K-Mutationen nur bei
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Meningeomen auf. (Sahm et al., 2013)

Das Mutationsprofil eines Meningeoms hangt auch mit der anatomischen Lage
und den histologischen Subtypen zusammen. So liegen Meningeome mit einem
funktionslosen NF2-Gen oder Verlust des 22. Chromosoms am haufigsten in
den Gehirnhalften, im Kleinhirn oder im Ruckgrat. Bei Tumoren der
Schadelbasis treten Meningeome mit einem funktionslosen NF2-Gen oder
Verlust des 22. Chromosoms vor allem lateral oder posterior auf, wahrend
Menigeome mit anderen Mutationen sich grofBtenteils an der medianen
Schadelbasis entwickeln. (Clark et al., 2013) Weiterhin treten Meningeome mit
einer AKT1-Mutation bevorzugt an basalen und spinalen Lokalisationen auf
(Sahm et al., 2013) wahrend SMO-mutierte Meningeome haufig Uber der
Lamina cribrosa vorkommen. (Brastianos et al., 2013) Bei Vorliegen einer
POLR2A Mutation treten Meningeome haufiger in der Region um das
Tuberculum sallae auf. (Clark et al., 2016b)

Auch zur Histologie koénnen Aussagen getroffen werden. Sekretorische
Meningeome konnen beispielsweise Uber Mutationen in den Genen TRAF7 und
KLAF4 charakterisiert werden. (Reuss et al., 2013, Clark et al., 2013,
Abedalthagafi et al., 2016) Bei Meningeomen welche eine Mutation des AKT1-
Gens aufweisen werden vermehrt meningotheliale und translationale
histologische Subtypen festgestellt. (Sahm et al., 2013) Meningeome mit einem
rhabdoiden histologischen Erscheinungsbild weisen ofters BAP1 Mutationen
auf. (Shankar and Santagata, 2017) SMARCE1 ist eine weitere Mutation
welche im Bezug zum histologischen Subtypen relevant ist. Bei klarzelligen
Meningeomen konnten SMARCE1 Mutationen sowohl bei spinaler als auch bei

kranialer Lokalisation nachgewiesen werden. (Smith et al., 2014)

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die bisher bekannten und oben beschriebenen haufigen genetischen
Mutationen wurden von Brastianos et al. und Clark et al. mittels

Exomsequenzierung des Tumormaterials und einem Vergleich mit der normalen
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Desoxyribonukleinsdure(DNS) der Patienten gewonnen. (Brastianos et al.,
2013, Clark et al., 2013) Auch wurden schon Studien (Balasubramanian et al.,
2017) und case reports (Juratli et al.,, 2015) zum longitudinalen Verlauf von
Meningeomen durchgefuhrt. Allerdings gibt es nur wenige Untersuchungen der
genetischen Veranderungen rezidivierender Meningeome im longitudinalen
Verlauf. Das Ziel dieser Arbeit ist ein besseres Verstandnis der Tumorbiologie

rezidivierender Meningeome unabhangig von deren WHO Grad zu gewinnen.
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2 Material und Methoden

Es handelt sich hierbei um eine retrospektive Arbeit, welcher das Ethikvotum
erteilt wurde. (Aktenzeichen 827/2016B0O2)

2.1 Patientenkollektiv

Das hier verwendete Patientenkollektiv besteht aus 9 Patienten. Insgesamt
wurden 37 Tumorproben dieser Patienten untersucht. Alle ausgewahlte
Patienten leiden an rezidivierenden, intrakraniellen Meningeomen vom WHO
Grad | - Ill. Aufgenommen wurden die Patienten unabhangig von histologischen
Subtypen und der Lokalisation des Tumors im Gehirn. Bei 7 Patienten liegt nur
eine Meningeommanifestation vor, die anderen Patienten weisen zwei auf. Das
Geschlecht betreffend setzt sich das Kollektiv aus 2 Mannern und 7 Frauen
zusammen. Das durchschnittliche Alter bei Stellen der Erstdiagnose betragt 51
Jahre. Die jungste Patientin war zu diesem Zeitpunkt 36 und die alteste 74
Jahre alt. Die durchschnittliche Erkrankungsdauer betragt 14 Jahre, wobei zwei
der 9 Patienten verstorben sind. Die langsten Erkrankungsverlaufe liegen bei
der Patientin MENO1 mit 27 Jahren und beim Patienten MENO9 mit 20 Jahren
vor. MENO6 war nur 3 Jahre und einen Monat erkrankt. Weiterhin betragt die
durchschnittliche Anzahl der Resektionen 4,5 pro Patient. Besonders haufig
reseziert wurde bei MENO9 mit 11 Resektionen. Das Progressionsfreie
Intervall(PFS) nach der ersten Resektion liegt bei 46 Monaten in diesem
Kollektiv. Besonders lange Intervalle liegen bei MENO1 und MENO3 mit jeweils
uber 70 Monaten vor. Eine stereotaktische Radiotherapie wurde bei 6 Patienten
in diesem Kollektiv durchgefuhrt. Eine Ganzhirnbestrahlung wurde nur bei dem
Patienten MENO09, eine Cyberknife Bestrahlung nur bei MENO8 und eine
Radionukleotid-Therapie nur bei den Patienten MENO3 und MENO1
durchgefuhrt. Ein PET wurde bei 5 der 9 Patienten gemacht. Bei Patient
MENOQ9 liegt noch die Besonderheit anderer bosartiger Tumorerkrankungen und

die Anwendung einer systemischen Therapie vor.
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MENO01 MENO02 MENO03 MENO04 MENO06 MENO07 MENO08 MENO09 MEN10
Alter bei 42 67 66 36 47 74 45 41 41
Erst-
diagnose
Geschlecht | W W w W M w w M w
Lokalisa- spheno- frontale frontal spheno- clival parietal supra- & frontal & sphenoidal
tion petroclival | Konvexitat orbital infra- temporal &
tentorial, temporal
cerebellum
WHO Grad | | I, 1 Il | 1l l 1> 121211 |
Subtyp fibro- atypisch > | atypisch meningo- atypisch atypisch transitional | atypisch, meningo-
blastisch Subtyp thelial > ab2. ab 8. thelial
unbekannt > Resektion Resektion
transitional atypisch ana-
plastisch
Anzahl der |1 1 2 1 1 1 2 2 1
Menin-
geome
Anzahl der | 5 2 3 4 3 2 6 1 4
Resek-
tionen
oS > 27 Jahre, | > 10 Jahre, | > 10 Jahre, | > 13 Jahre, | 3 Jahre, tot | > 9 Jahre, |> 15 Jahre, | 20 Jahre, 19 Jahre,
am Leben |amlLeben |amLeben |am Leben am Leben |am Leben | tot am Leben
Ganzhirn- | Nein Nein Nein Nein Nein Nein Nein 60 Gy, nach | Nein
Photonen- 2.
Bestrah- Resektion
lung
Photonen | Fraktioniert | Nein Fraktioniert, | Einzeldosis | Nein Dosis Fraktioniert, | Nein Gesamt-
Strahlen- ,Gesamt- 24x2.5 Gy, |14 Gy unbekannt |30 x 2.0 Gy, dosis 13
therapie dosis 54Gy Gesamt- + Gesamt- Gy +
dosis 60 Gy | fraktioniert, dosis 60 orbitale
Gesamt- Gy Bestrah-
dosis 50.4 lung,
Gy Gesamt-
dosis 54Gy
Schwer- Nein Nein Nein Nein Nein Nein 51 GyE 51 GyE Nein
ionen- nach 8.
bestrah- Resektion
lung
Cyber- Nein Nein Nein Nein Nein Nein 15 Gy Nein Nein
knife
PET max. SUV | Nein max. SUV | keine Nein Nein max. SUV | max. SUV | Nein
bis zu 4.9 4.1 max.SUV 25 1.5 (1
gemessen, PET) & 3.0
focal (2™ PET)
erhohte
Somato-
statin
Aufnahme
PRRT Ja Nein Nein Ja Nein Nein Nein Nein Nein
Andere Nein Nein Nein Nein Nein Nein Nein Ja, Nein
syste- Everolimus
mische & Lapatinib
Therapien
Nachweis | Nein Nein Nein Nein Nein Nein Nein Ja, Blasen- | Nein
anderer und Colon-
Tumore karzinom

Tabelle 2: Klinische Daten Patientenkollektiv

Abkiirzungen: Gy, Grey; OS, overall survival; PET, Positronen Emissions Therapie; PRRT,

Peptidvermittelte Radiorezeptortherapie; SUV, standardized uptake value
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Bei MENO1 handelt es sich um eine Patientin, bei der mit 42 Jahren die
Erstdiagnose eines WHO Grad | Meningeoms in sphenopetroclivaler
Lokalisation gestellt wurde.(Abbildung 1) In den darauffolgenden 23 Jahren
wurde der Tumor der Patientin funf Mal reseziert. Im Verlauf kam es zu keiner
Veranderung des WHO Grades und des fibroplastischen Subtyps. Einer
fraktionierte stereotaktische Bestrahlung wurde MENO1 drei Jahre nach der
dritten Operation unterzogen. Nach erneutem Rezidiv wurde 7 Jahre nach der
Radiotherapie fur 21 Monate eine PRRT durchgefuhrt. Darauf folgend wurden
noch zwei Rezidive festgestellt und reseziert. Mittlerweile lebt die Patientin

schon 27 Jahre mit der Erkrankung.

MENO01 PRRT

stereotaktische Strahlentherapie
I I I I
. *
1.0peration 5.0P

fﬁ% |1o|1f—\ f18|1gf’20|21|22|23‘|

Jahre Jahre
2 bis 6 12 b|s 17 24 bis 27

Abbildung 1: Klinischer Verlauf MENO1

Zeitlinie in Jahren; rote Kreise kennzeichnen Progress/Rezidiv; griine Dreiecke kennzeichnen

Resektionen, griine Fiinfecke verfiigbare Tumorproben und festgestellter WHO Grad dariiber; rote
Balken zeigen Zeitabschnitt der Radiotherapie und tiirkise Balken Zeitabschnitt der PRRT

Bei der Patientin MENO2 wurde im Alter von 67 Jahren ein Meningeom in der
frontalen Konvexitat festgestellt.(Abbildung 2) Funf Jahre spater wurde eine
Resektion dieses Meningeoms vorgenommen, welches als WHO Grad I
(atypischer Subtyp) klassifiziert wurde. Noch einmal drei Jahre spater wurde
eine zweite Resektion durchgefliihrt. In der entsprechenden Histologie hat sich
der WHO Grad auf 1 verringert.
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Jahre
2 bis5
Abbildung 2: Klinischer Verlauf MEN02

Zeitlinie in Jahren; rote Kreise kennzeichnen Progress/Rezidiv; griine Dreiecke kennzeichnen

Resektionen, griine Fiinfecke verfiigbare Tumorproben und festgestellter WHO Grad dariiber

Bei der Patientin MENO3 wurde im Alter von 66 Jahren ein Meningeom links
frontal diagnostiziert.(Abbildung 3) In den folgenden 8 Jahren wurde bei MENO3
drei Mal eine Resektion vorgenommen. Die histologische Untersuchung ergab
bei allen Resektionen einen WHO Grad Il (atypisch). Bei der 2. Resektion
wurde zusatzlich ein WHO Grad | Meningeom entfernt. Ein Jahr nach der
zweiten Operation wurde aufgrund eines Rezidivs dieses einer Radiotherapie
unterzogen. Im darauffolgenden Jahr wurde die letzte Operation durchgefuhrt.

Danach kam es erneut zu einem Rezidiv.

MENO03 RT

11 I
II * 11
| * *
1.Operation 2.0P 3.0P

EN PP 0 S B TR
Jahre
2 bis 5
Abbildung 3: Klinischer Verlauf MEN03

Zeitlinie in Jahren; rote Kreise kennzeichnen Progress/Rezidiv; griine Dreiecke kennzeichnen

Resektionen, griine Fiinfecke verfiigbare Tumorproben und festgestellter WHO Grad dariiber; rote

Balken zeigen Zeitabschnitt der Radiotherapie

Bei der Patientin MENO4 wurde erstmals, im Alter von 36 Jahren, ein WHO
Grad | Meningeom links sphenoorbital diagnostiziert.(Abbildung 4) Die erste
Resektion erfolgte ein Jahr spater und in den nachsten 12 Jahren noch drei
weitere. Alle histologischen Untersuchungen ergaben einen WHO Grad |. Der
histologische Subtyp anderte sich von einem meningothelialen zu einem

transitionalen. Zwei Jahre nach der ersten Operation wurde aufgrund eines
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Rezidivs eine stereotaktische Einzelbestrahlung durchgefuhrt. Nach der dritten
Operation wurde MENO04 einer fraktionierten Hochprazisionsbestrahlung

unterzogen. Nach der letzten Operation kam es zum erneuten Rezidiv.

MEN04 stereota kltische RT R.T

I
* * *
.OP  3.0P 4.0pP

I
1.0Operation 2

V | V
|1|2|3o_?4|5|6|7|8|Q’9?10|11|12|?3_Q|14|15|

Abbildung 4: Klinischer Verlauf MEN04

Zeitlinie in Jahren; rote Kreise kennzeichnen Progress/Rezidiv; griine Dreiecke kennzeichnen

Resektionen, griine Fiinfecke verfiigbare Tumorproben und fesgestellter WHO Grad dariiber; rote
Balken zeigen Zeitabschnitt der Radiotherapie und tiirkise Balken Zeitabschnitt PRRT

Bei dem Patienten MENO6 wurde erstmals, im Alter von 47 Jahren, ein clivales
WHO Grad II Meningeom diagnostiziert.(Abbildung 5) In den folgenden 37
Monaten wurde der Patient drei mal operiert, wobei sich der histologische Grad

nicht geandert hat. Ein Monat nach der dritten Resektion verstarb der Patient.

MENO06 Tot
11 11 H—I—
* ®* @

1.Operation 2.0P 3.0P

[+ [2]3[a]

Abbildung 5: Klinischer Verlauf MEN06

Zeitlinie in Jahren; rote Kreise kennzeichnen Progress/Rezidiv; griine Dreiecke kennzeichnen
Resektionen, griine Fiinfecke verfiigbare Tumorproben und festgestellter WHO Grad dariiber; rote

Balken zeigen Zeitabschnitt der Radiotherapie

Die Patientin MENO7 wurde mit 74 Jahren zum ersten Mal die Erkrankung mit
einem WHO Grad Il Meningeom am rechten Parietallappen diagnostiziert.
(Abbildung 6) In den nachsten 9 Jahren wurde MENO7 zwei Resektionen
unterzogen. Der histologische Befund hatte sich bei der zweiten Resektion nicht
verandert. In den Jahren 2 und 3 nach dieser Resektion kam es nochmals zu

Rezidiven.
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MENO07 RT

I I .
* *
1.Operation 2.0P

V V
(S 7 2 B T

Abbildung 6: Klinischer Verlauf MENO7

Zeitlinie in Jahren; rote Kreise kennzeichnen Progress/Rezidiv; griine Dreiecke kennzeichnen

Resektionen, griine Fiinfecke verfiigbare Tumorproben und festgestellter WHO Grad dariiber; rote

Balken zeigen Zeitabschnitt der Radiotherapie

Bei der Patientin MENO8 wurde im Alter von 45 Jahren ein Meningeom in
supra/infratentorialer und zerebellarer Lokalisation diagnostiziert.(Abbildung 7)
In den darauffolgenden 15 Jahren wurde die Patientin 6 Mal operiert. Zunachst
hat es sich um ein transitionales Meningeom vom WHO Grad | gehandelt. Ab
der zweiten und folgenden Resektionen wurde der Tumor als atypisch
klassifiziert. Vier Jahre nach der ersten Resektion kam es zum Rezidiv mit
darauffolgender Cyberkife Bestrahlung. Im auf die dritte Operation folgenden
Jahr, wurde bei MENO8 eine stereotaktische fraktionierte Radiotherapie
durchgefuhrt. Wiederum zwei Jahre spater wurde die Patientin einer
Schwerionenbestrahlung unterzogen. Die vorerst letzte Resektion wurde 15

Jahre nach Erstdiagnose durchgeflhrt.

MEN08 cybelrknife stereotaktisihe RT Prcl>tonentherapie
1 II 11 11 11 11
*e * * o
1.Operation 2.0P 3.0P 4.0P 5.0P 6.0P
ld lo 1ol
[2 Jees[ 5 Jeeu[ o 10 [ 12 [ 12 [ 13 ] 14 [ 15 [ 16 |
Jahre Jahre
2 bis 4 6 bis 8

Abbildung 7: Klinischer Verlauf MEN08
Zeitlinie in Jahren; rote Kreise kennzeichnen Progress/Rezidiv; griine Dreiecke kennzeichnen
Resektionen, griine Fiinfecke verfiigbare Tumorproben und festgestellter WHO Grad dariiber; rote

Balken zeigen Zeitabschnitt der Radiotherapie

Bei dem Patienten MENO9 wurde erstmals, im Alter von 41 Jahren, ein WHO

Grad | Meningeom am linken Frontallappen diagnostiziert.(Abbildung 8) In den
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darauffolgenden 20 Jahren verschlechterte sich der histologische Befund nach
der 2. Operation zu atypisch und nach der 8. Operation zu anaplastisch. In
diesen 19 Jahren wurde der Patient 11 Mal einer chirurgischen Resektion
unterzogen. Weiterhin wurde bei MENO09 nach der 2. Operation eine
Ganzhirnbestrahlung und nach der 8. Operation eine Schwerionenbestrahlung
durchgefuhrt. Ein Somatostatin PET wurde nach der 9. und 10. Resektion
durchgeflihrt. Allerdings lagen die standardized uptake values(SUV) bei 1,5 und
bei 3,0 und waren nicht hoch genug fur eine Radionukleotidtherapie. Nach 16
Jahren der Erkrankung hatte sich die Wachstumsgeschwindigkeit des
Meningeoms stark erhdht, weshalb vier Resektionen in zwei Jahren ndétig
wurden. Nach der 10. Operation wurde eine Exomsequenzierung
vorgenommen. Therapeutisch relevant waren hier Mutationen in NF2 und ALK.
Immunhistochemische Untersuchungen ergaben eine Expression von mTOR
und eine starke Expression von pS6. Darauf basierend wurde, nach Diskussion
im Tumor Board, eine off-label Therapie mit dem mTor-Inhibitor Everolimus
angefangen. Diese fuhrte zu einer Stabilisierung des Tumorwachstums fur 9,5
Monate. Nach dieser Periode wurde ein erneut beschleunigtes Tumorwachstum
festgestellt. Nach einer 11. Operation wurde die Behandelung palliativ

weitergefuhrt. Der Patient verstarb im April 2016.

MEN09 Everolimus Lapatinib
Ganzhirnbestrahlung Protonenltheraple Tod
| I T
I I I 1I o I I® TJII0 I
* L *e 0@ L]
[1.Operation 2.0P 3.0P P 50P6.0P 7.8  9.10. 11.0P

*
v | | [ |
[ 1 [ 2 ] 3 ]94 |---]_Qlo |swe| 24 [ 15 [ 16 [ 17 | 18 [ 19 [ 20 | 21

Jahre Jahre
5 bis 9 11 bis 13

Abbildung 8: Klinischer Verlauf MEN09

Zeitlinie in Jahren; rote Kreise kennzeichnen Progress/Rezidiv; griine Dreiecke kennzeichnen
Resektionen, griine Fiinfecke verfiigbare Tumorproben und festgestellter WHO Grad dariiber; rote
Balken zeigen Zeitabschnitt der Radiotherapie, violette Balken Zeitabschnitt Everolimus und

blaue Balken Zeitabschnitt Lapatinib
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Die Patientin MEN10 wurde mit 41 Jahren zum ersten Mal die Erkrankung mit
einem WHO Grad | Meningeom diagnostiziert.(Abbildung 9) Die Erkrankung
erstreckt sich bisher uber 19 Jahre und in dieser Zeit wurde die Patientin vier
mal operiert. Fur dieses Meningeom wurde der histologische Subtyp
meningothelial bestimmt. Im Verlauf wurde keine Veranderung des WHO Grad
festgestellt. Nach der ersten, als auch der zweiten Operation wurde bei MEN10

eine Radiotherapie durchgefuhrt.

MEN10
RT

RT
II 1 - 1 1
* * *
1.0Operation :i)P j)P 4.0P
1 |see| 6 | 7 | 8] o [ 2011121314 ]15]16 ] 17 [sss>
Jahre Jahre
2 bis 5 18 bis 20

Abbildung 9: Klinischer Verlauf MEN10
Zeitlinie in Jahren; rote Kreise kennzeichnen Progress/Rezidiv; griine Dreiecke kennzeichnen
Resektionen, griine Fiinfecke verfiigbare Tumorproben und festgestellter WHO Grad dariiber; rote

Balken zeigen Zeitabschnitt der Radiotherapie

Zur Visualisierung des klinischen Verlaufs wurde das Programm Inkscape

(https://inkscape.org/) verwendet.

2.2 Proben

Es wurden 9 Vollblut-EDTA-Proben und 37 FFPE Tumorgewebeproben aus den
Jahren von 1998 bis 2017 verwendet.

Fir jeden Patienten wurden zwischen 2 und 9 Proben analysiert.
Ausgeschlossen wurden hier zwei Proben welche unzureichende Qualitat
aufwiesen. Tumorproben aus den Jahren vor 1997 waren wegen

Aufbewahrungsfristen nicht verfugbar.
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2.2.1 DNA-Isolierung und Qualitatskontrolle

Sowohl die Blutproben als auch die Tumorgewebeproben wurden in klinisch
indizierten Resektionen und mittels Standardverfahren gewonnen. Auf den
Paraffinblocken wurden Gewebeareale ausgewahlt, welche unter dem
Mikroskop ausreichend Tumoranteile zeigten(80%). Zur DNA Extraktion wurde
das blackPREP FFPE Kit der Analytik Jena AG verwendet. Zur Gewinnung der
Blut DNA wurde das innuPREP Blood DNA mini Kit von der Analytik Jena AG
angewendet. Beide Verfahren wurden unter BerUcksichtigung der
Gebrauchsanweisungen und Herstellerangaben durchgeflhrt. DNA Quantitat
und Qualitat wurden mit dem Qubit dsDNA BR Fluorometer(Thermo Fischer,
Dreieich, Deutschland) und dem NanoDrop ND-8000(Thermo Fischer)

bestimmt.

2.3 Exomanalyse

Es wurde eine vollstandige Exomanalyse der isolierten DNA der 37
Tumorgewebsproben durchgeflihrt. Die aus den Blutproben gewonnene DNA
wurde als Normalgewebereferenz herangezogen. Unter Berucksichtigung der
Herstellerangaben wurden I[LLUMINA HiSeq 3000 und HiSeq4000 zur
Sequenzierung von 1 ug DNA pro Probe verwendet. Bei Gewebe- oder
Blutproben mit einer verfigbaren DNA Menge zwischen 200ng und 1ug wurde
ein spezielles Protokoll fur wenig Eingabematerial benutzt. Zur Herstellung der
Bibliotheken wurde SureSelectXT Library Prep Kit (Agilent, USA) verwendet.
Zur in-solution-Anreicherung wurde SureSelectXT Human All Exon V6 (Agilent,
USA) verwendet. 2x100bp wurden mit den Q30 Parametern 92.40, 93.99,
90.50, 92.92, 95.35 und 95.61 sequenziert.

Das Demultiplexen der sequenzierten Reads wurde mit dem Programm lllumina
CASAVA (2.1.7) durchgeflhrt. Weggetrimmt wurden die Adapter mit Hilfe von
Skewer (Version 0.1.116).(Jiang et al., 2014) Die so getrimmten Rohreads
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wurden dann gegen ein menschliches Referenzgenom (hg-19 cegat) mittels
dem Burrows-Wheeler Aligner (BWA-mem Version 0.7.2) abgeglichen. (Li and
Durbin, 2009) Es wurden die pseudoautosomalen Regionen (PAR) des Y-
Chromosoms  (chrY:10001-2649520, chrY:59034050-59363566) auf dem
Referenzgenom verdeckt. Damit wird sichergestellt, dass Reads welche auf
diesen homologen Bereich der Chromosomen X und Y fallen, beim Mapping
nicht verworfen werden. Denn Reads die mit demselben Mappingscore an
mehreren Stellen des Genoms vorliegen, wurden verworfen. Auf3erdem wurden
Reads die doppelt vorlagen und aller Wahrscheinlichkeit nach vom selben PCR-
Amplicon herstammen mittels samtools (Version 0.1.18) entfernt.(Li et al.,
2009b)

Das Erkennen der Varianten wurde mit dem Programm varscan (Version 2.4.2-
cegat) (Koboldt et al., 2012) durchgefuhrt und technische Artefakte wurden aus
der Liste geléscht. Die danach noch verbleibenden Varianten wurden anhand

verschiedener o6ffentlicher und interner Datenbanken analysiert.

2.4 Bioinformatische Datenauswertung
2.4.1 Downstream Datenanalyse und Visualisierung von SNV

Die Downstream Analyse und Visualisierung wurde in der R-Sprache(Version
3.4) (Team, 2016) mithilfe von Bioconductor Paketen wie BiomaRt (Durinck et
al., 2009), ROCR (Sing et al., 2005), ggplot2 (Wickham, 2016), Pheatmap
(Kolde, 2015) und tidyverse (Wickham) durchgefuhrt. Die kreisformigen
Abbildungen der Chromosomen wurden mit Circos (Krzywinski et al., 2009)
erstellt. Die annotierten und gefilterten Varianten wurden einer Enrichment-
Analyse unterzogen. Hierfir wurden Kontingenztabellen von numerischen

Werten mit dem Exakten Test nach Fisher erstellt.
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2.4.2 Kopienanzahlvariationenanalyse

Zur Identifikation von somatischen Kopienanzahlvariationen (CNV-Copy
Number Variation) wurde Varscan2 (Koboldt et al., 2012) wie in der Varscan2
Dokumentation beschrieben verwendet. (http://varscan.sourceforge.net/copy-
number-calling.html)

Samtools wurde benutzt um mpileup Dateien fur alle Tumor-Kontroll Paare zu
erstellen. Varscan2 copyCaller wurde verwendet um den GC-Gehalt
anzupassen und vorlaufige CNV Calls zu machen. DNACopy, ein Bioconductor
Paket, wurde zur zirkularen, bindren Segmentierung verwendet. Dieses
Vorgehen dient zur Glattung und Segmentierung der vorlaufigen Calls. (Seshan
and Olshen, 2010) Die Segmente wurden mithilfe des Varscan2 Skripts
mergeSegments.pl zusammengefugt. Es wurde ein angemessener Fold-
Change Grenzwert festgelegt. So ist es moglich einen guten Kompromiss
zwischen falsch positiven und tatsachlich positiven CNV Calls zu erhalten.
Hierfir verwendet wurde eine Receiver operating characteristic (ROC)

Herangehensweise. (Baskaran and Rddelsperger, 2015)

2.4.3 HLA Typisierung und MHC-l Peptid Voraussage

Um die HLA-Allele fur jeden Patienten vorauszusagen, wurden Fastq Dateien
der Blutproben benutzt. Yara mapper(Version 0.9.6) wurde in dessen
Grundeinstellungen verwendet um zuvor qualitatskontrollierte Reads auf die
HLA Regionen von Chromosom 6 zu mappen.(Siragusa et al., 2013) Die so
gewonnenen Ergebnisdaten im BMA Format wurden mit dem samtools
Programm bam2fq zu fastq Daten konvertiert. (Li et al., 2009a) Diese fastq
Dateien wurden als Eingabe fir OptiType (Szolek et al., 2014) verwendet um
die HLA Allele zu bestimmen. Cbc wurde dabei als pyomo unterstutzter ILP
Solver verwendet.(Hart et al., 2011) OptiType benutzt einen ganzzahligen,
linearen Programmalgorithmus um die 4 Stellen des HLA Typs unter

Verwendung von NGS Daten zu bestimmen. Die Ausgaben von OptiType
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wurden mit individuell angefertigten R Scripten analysiert.

Fur die Voraussage der MHC-I Peptide wurde ein Epitome Prediction Workflow
in FRED2 (Schubert et al., 2016) verwendet. Als Eingabe braucht FRED2
annotierte, gefilterte SNVs und die Ergebnisse der HLA Typisierung. Der
Epitome Prediction Workflow konstruiert Peptide aus 8 bis 11 Aminosauren
mittels eines Schiebefensterprotokolls Uber der mutierten Position. Dann
werden diese Peptide mit dem Programm Ensembl (84) und einer Human
Proteome Reference (UniProt UP000005640) gefiltert. Danach werden
Transkript Informationen basierend auf der Human Reference Database Version
GRCh37 mit BioMart (http://feb2014.archive.ensembl.org) abgerufen und die
HLA Bindung von Peptiden mit SYFPEITHI (Rammensee et al., 1999), netMHC
(version 4.0) (Andreatta and Nielsen, 2015) und netMHCpan (version 3.0)

(Nielsen and Andreatta, 2016) vorausgesagt. Nur Peptide die als echte

Liganden von allen Porgrammen vorausgesagt wurden, wurden verwendet.

2.4.4 Tumormutationslast (TMB)

Die Tumormutationslast wurde berechnet indem die Anzahl der codierenden
SNVs (synonyme und nicht synonyme SNVs) durch die Zahl der Mbs pro Exom

geteilt wurde.

2.5 Immunohistochemische Farbung

Die fur die DNA |Isolierung auf den Paraffinblocken ausgewahlten
Tumorregionen wurden ebenfalls fur die Immunohistochemische Farbung
herangezogen, um die Proteinexpression zu visualisieren. Diese Regionen
wurden auf 4 Mikrometer geschnitten, entparaffiniet und mit einem
automatisierten immunohistochemischen System (Benchmark XT, Ventana
Medical Systems, Stralburg, Frankreich), mittels indirekter, biotinfreier
Antikérpererkennung (Optiview DAB IHC detection kit; Roche, Basel, Schweiz),
gefarbt.
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Die Immunohistochemie wurde mit folgenden Einstellungen durchgefuhrt: CC2
Vorbehandlung fur 32 Minuten und primare Antikérperinkubation fir 60 Minuten
bei Raumtemperatur. Folgende Antikorper wurden verwendet: Phospho-Akt
(Serd73, 736E11, 1:50 verdunnt), Phospho-mTOR (Ser2448, 1:100) und
phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser 235/236, 1:200, Vorbehandlung: 24 min)
hergestellt von Cell Signaling (Denver, USA).

Beim Scoring der mTOR Immunohistochemie wurde basierend auf der
prozentualen positiven Expression zwischen 0 (<10% der Zellen positiv), 1 (10-
25% der Zellen positiv), 2 (25-50% der Zellen positiv), 3 (50-75% der Zellen
positiv) und 4 (>75% der Zellen positiv) und Intesitadt der Farbung 0 (keine
braune Farbung), 1 (hellste Braunfarbung der untersuchten Proben), 2 (untere
Zwischenstufe), 3 (obere Zwischenstufe) und 4 (dunkelste Braunfarbung der
untersuchten Proben) unterschieden. Beide Scores wurden zu einem
Endergebnis zusammengefasst, welches mit Werten zwischen 0 und 8

ausgedruckt wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Heterogenes Verteilungsmuster der Einzelnukleotid-Varianten

Um longitudinale genetische Merkmale der in dieser Arbeit untersuchten
Meningeome und mutierte Gene, die an der Rezidivneigung beteiligt sind
festzustellen, wurde eine Exomanalyse durchgefuhrt. Bei einem Vergleich der
so gewonnen Daten von EDTA-Blut und Tumorgewebe wurden somatische
Einzelnucleotid-Varianten bestimmt.

Betrachtet man die Gesamtheit der SNVs, synonyme und nicht synonyme
SNVs zusammengenommen, ist diese heterogen auf die Tumorproben verteilt.
Die Anzahl schwankt zwischen 1956 SNVs in der Probe MEN10-1 und 102
SNVs in der Probe MENO07-2. Durchschnittich wurden 350 SNVs pro
Tumorprobe festgestellt.

Auch die Anzahl der mutierten Gene ist uneinheitlich verteilt. (Abbildung 10)
Hier liegt die Spanne der betroffenen Gene zwischen 52 und 378.

Das Verhaltnis der Anzahl der SNVs zu der Anzahl mutierter Gene ist linear. So
ist bei 80% nur ein SNV pro mutiertes Gen zu finden. Nur selten sind mehrere

SNVs pro Gen zu finden.
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Abbildung 10: Anzahl der mutierten Gene pro Tumorprobe

Anzahl der mutierten Gene

=
Q
o

Patient von links nach rechts. Die y-Achse zeigt die Anzahl der mutierten Gene.

Tendenziell nimmt die Zahl der betroffenen Gene mit spateren Resektionen ab,
was mit einem Verlust von Tumor Subklonen erklart werden kdnnte. Es konnte
kein Zusammenhang zwischen der Anzahl der SNVs oder mutierter Gene und
Schwere des klinischen Verlaufs festgestellt werden. Auch konnte kein Einfluss
von BehandlungsmalRnahmen, wie Bestrahlungstherapie oder Chemotherapie,
auf die Anzahl der SNVs nachgewiesen werden.

Weiter wurde der Anteil verschiedener Arten von Punktmutationen in den
jeweiligen Tumorproben untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11

dargestellt.
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Abbildung 11: Verschiedene SNV Arten pro Patient/Probe
Auf der x-Achse aufgetragen sind alle untersuchten Tumorproben in zeitlicher Staffelung pro

Patient von links nach rechts. Die y-Achse zeigt die Anzahl verschiedener nicht synonymer SNVs.

Ausgenommen in Abbildung 11 sind synonyme Mutationen. Auch die nicht
synonymen SNVs sind in ihrer Anzahl heterogen auf die Tumorproben verteilt.
Das Muster der Punktmutationsarten ist bei fast allen Proben sehr &hnlich.
Missense Mutationen machen den gréf3ten Anteil aus. Frameshift und stop
gained Mutationen kommen auch in allen Proben vor. MEN10 weist daruber
hinaus in allen Tumorproben einen relativ grolRen Anteil an Splice region

Mutationen auf.
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Als Nachstes wurde ein wiederholtes Auftreten von SNVs im Krankheitsverlauf
der Patienten untersucht.(Abbildung 12) Hierfir wurden die SNVs in drei
Gruppen gegeliedert. SNVs die in nur einer Tumorprobe vorkommen, SNVs die

in mehr als einer Probe vorkommen und SNVs die in allen Proben vorkommen.

100+
754
504
25
04

MENO1 MEN02Z MEND3 MEND4 MENOG MENO7 MENDS MEN09 MEN10

.Einmalig .Mehr als eine Probe.AlIe Proben

Abbildung 12: Wiederholtes Auftreten von SNVs im Krankheitsverlauf eines Patienten

= Lo

SNV (%)
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Auf der x-Achse aufgetragen sind alle Patienten des Kollektivs. Die y-Achse zeigt den prozentualen

Anteil der SNVs bezogen auf die Haufigkeit des Auftretens.

Als Ergebnis zeigt sich, dass der Grofdteil aller gefundenen SNVs einmalig in
der jeweiligen Tumorprobe auftrat. (65%) Weniger haufig waren SNVs in mehr

als einer Gewebeprobe aber nicht in allen Proben eines Patienten aufzufinden.
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Wahrend Mutationen, welche in allen Proben des jeweiligen Patienten

vorkommen selten sind.
Die Abbildung 13 zeigt als nachsten Schritt mutierte Gene welche in allen

untersuchten Tumorproben des jeweiligen Patienten vorkommen.
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Abbildung 13: Auftreten von SNVs in allen Proben eines Patienten
Auf der x-Achse aufgetragen sind alle untersuchten Tumorproben in zeitlicher Staffelung pro
Patient von links nach rechts. Die y-Achse zeigt verschiedene mutierte Gene und ihre Allel

Frequenz in der jeweiligen Probe.

Durch farbliche Abstufung wird die Allel Frequenz in den Proben dargestellt.

Insgesamt wurden 45 solcher Gene gefunden. Allerdings treten bei
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unterschiedlichen Patienten nur wenige auch wiederholt auf. Es treten aber
beispielsweise bei den Patienten MENO4 und MENO6 zu jeder Resektion
Mutationen im NBPF1 Gen auf.

Weiterhin wurde die Verteilung der SNVs auf die Chromosomen analysiert.
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Abbildung 14: Verteilung der SNVs auf die Chromosomen

Das Diagramm zeigt die chromosomale Verteilung der SNVs fiir jeden Patienten.

Abbildung 14 stellt die Verteilung der SNVs auf die Chromosomen dar. Die
SNVs sind mit wenigen Ausnahmen gleichmalig auf allen Chromosomen
verteilt zu finden. Eine Ausnahme bildet das Chromosom 19, welches schon

visuell eine starkere Anreicherung von SNVs vermuten lasst. Tatsachlich waren
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SNVs im Chromosom 19 in 4 Tumorpoben signifikant angereichert. Auch die
Chromosomen 8, 12 und 22 zeigen in machen Proben eine signifikante

Anreicherung von SNVs.

3.2 Kopienzahlvariationen in der Studienkohorte

CNVs sind eine weiteres wichtiges Charakteristkum von genomischen
Veranderungen in Tumoren und wurden als nachstes betrachtet.

Es wurde mittels Varscan2 eine Analyse der Kopienzahlvariationen (CNV)
durchgefuhrt.(Abbildung 15)

Insgesamt wurden 7141 CNV gefunden, welche mindestens ein komplettes
Gen Uberlappen. Teilweise Uberlappte Gene wurden verworfen, da es schwer
ist die genauen Grenzen eines CNV Ereignisses mittels Exomdaten zu
bestimmen. Dabei war in 6191 Fallen die Kopienzahl verringert und in 950
Fallen die Kopienzahl erhoht. Die Anzahl der von Genverlusten betroffenen
Tumorproben war in dem Chromosom 1 mit 20 betroffnenen Proben und

Chromosom 22 mit 24 betroffenen Proben signifikant erhéht.
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Abbildung 15: CNV Verteilung auf die Chromosomen

Auf der x-Achse aufgetragen sind die Chomosomen. Die Markierungen kennzeichnen das Ende
eines Chomosoms. Farblich gekennzeichnet ist ein Gewinn(blau), Verlust (rot) oder keine
Verdnderung(grau) der CNVs. Die y-Achse zeigt die Patienten der Kohorte und die einzelnen

Tumorproben.

In der Probe MENO09-1 wurde eine geringere Kopienzahl auf den
Chromosomenarmen 1p, 3p, 4p, 4q, 8p, 10p, 17p, 18p und auf 14q festgestellt.
Weiter wurde in der Tumorprobe MENQ09-1 auf dem Chromosomenarm 1q mit

907 betroffenen Genen der grofRte Verlust der Kohorte gefunden.

Wie bei den SNVs ist die Verteilung der CNVs uneinheitlich. Ubereinstimmend
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mit den SNVs konnte eine Verringerung der CNV Ereignisse und betroffenen

Gene durch CNV im zeitlichen Verlauf gezeigt werden.

3.3 Vorausgesagte Peptid Prasentation und Tumormutationslast

Bei der Untersuchung der SNVs und CNVs wurde ein aullergewohnlich
heterogenes Verteilungsmuster festgestellt. Nun stellte sich die Frage welche
Neoepitope von den Tumorzellen exklusiv an ihrer Oberflache prasentiert
werden. Bei Neoepitopen handelt es sich um Peptide welche nicht im normalen
Humangenom vorkommen, sondern durch tumorspezifische Veranderungen der
DNA entstanden sind. Diese kénnen auf MHC-I Komplexen der Tumorzelle
prasentiert werden.

Zunachst wurden die HLA-Typen der Patientenkohorte untersucht. Diese HLA-
Typen wurden durch Korrelation der Blut Exomdaten mit allen bekannten HLA-
Allelen mithilfe von Optitype bestimmt. Mit der Information der HLA-Typen
wurden Vorraussagen uber die Neoepitope, welche auf der Tumorzelloberflache

prasentiert werden, gemacht.
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HLA | MENO1 MENO02 MENO03 MENO04 MENO06 MENO7 MENO8 MENO09 MEN10
Allel

Typ

A*31:01 |+

A*32:01 |+ +

B*27:05 |+ +

B*51:01 |+ + +

C*02:02 |+ +

C*14:.02 |+ +

A*02:01 + + + + + + + +

B*08:01 +

B*40:01 +

C*03:04 +

C*15:02 + +

B*13.02 + +

B*57:01 + + +

C*03:03 + + +

C*07:01 + + +

B*39:01 +

B*44:03 +

C*04:01 +

C*12:03 +

A*68:01 +

B*14:02 +

B*18:01 +

C*08:02 +

A*24:02 +

B*15:01 + +

A*30:01 +

C*06:02 + +

Tabelle 3: HLA-Subtypen des Patientenkollektivs

In der Tabelle 3 sind die HLA-Allele der Kohorte aufgelistet. Auch sie weisen ein
heterogenes Verteilungsmuster auf. Die meisten Allele sind fur den jeweiligen
Patienten einzigartig. Das weltweit zu findende Allel A*02:01 wurde in 8 von 9
Patienten gefunden. Die Allele B*51, C*03 und C*07 wurden auch bei mehr als

einem Patienten dieser Kohorte gefunden. Unter Verwendung der nicht
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synonymen SNVs und den Allel-Typen wurden 8988 spezifische Neoepitope
vorausgesagt. Die Verteilung dieser Neoepitope auf die Tumorproben ist im

Abbildung 16 zu erkennen.

Peptide

o

FGETEFEEIITIEI 877878588787 757785557

Abbildung 16: Vorausgesagte Neopeptide pro Tumorprobe
Auf der x-Achse aufgetragen sind alle untersuchten Tumorproben in zeitlicher Staffelung pro

Patient von links nach rechts. Die y-Achse zeigt die prasentierten Peptide.

Die Probe MENO1-4 zeigt hierbei mit 75 die geringste Anzahl Peptide und die
Probe MEN10-1 mit 973 die groRte Anzahl. Weniger als die Halfte der
somatischen SNVs wird als Neoepitop an der Zelloberflache prasentiert. Bei

machen Patienten tritt kein Neoepitop wiederholt bei einer anderen Resektion
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auf. Dies zeigt die dynamische Natur der Neoepitop Prasentation von
Tumorzellen. Allerdings wurden ungefahr 20% der Neoepitope wiederholt in
allen Tumorproben der Patienten MENO2 und MENO7 festgestellt. Auch die
Patienten MENO1, MENO8 und MEN10 zeigen wiederholtes Auftreten von

Neoepitopen. Kein Neoepitop wurde in allen Tumorproben festgestellt.

Weiter wurde die Tumormutationlast bestimmt.(Abbildung 17) Eingeteilt wurde

die TMB in niedrig mit TMB<=3, mittel mit 3<TMB<=10 und hoch mit TMB>10.

MENO1 MEND2 MEND3 MENOQ4 MENO& MENO7 MENOE MEND9 MEN10

301

201

Tumormutationslast (TMB)

.nieder .mittel .hoch

Abbildung 17: Tumormutationslast der Tumorproben

Auf der x-Achse aufgetragen sind alle untersuchten Tumorproben in zeitlicher Staffelung pro
Patient von links nach rechts. Die y-Achse zeigt die Tumormutationslast.
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In zeitlich friheren Resektionen der Krankheitsgeschichte ist meistens ein als
hoch eingestufter TMB vorhanden. Ausnahmen bilden hier die Patienten
MENO4, MENO6 und MENOS8, welche zur ersten Resektion einen niedrigen oder
mittleren TMB aufweisen. Trotz dessen ist allgemein eine Reduktion der TMB

im Behandlungsverlauf zu erkennen.

3.4 Immunohistochemische Untersuchung von Patienten mit NF2
Mutationen

Die immunohistochemische Untersuchung wurde durchgefuhrt um die
Proteinexpression und mogliche Anderungen der Aktivitat im mTOR Signalweg
zu visualisieren.

Mutationen im NF2-Gen wurden in der Vergangenheit haufig in Meningeomen
gefunden und ihnen wurde eine wichtige Rolle zugeschrieben. Mittels WES
konnten bei 3 Patienten (MENO1, MENO03, MENO7) der Kohorte NF2-
Mutationen festgestellt werden.(Abbildung 18)

Bei keinem der Patienten wurde in allen Tumorproben eine NF2-Mutation
gefunden.(Abbildung 18)
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Abbildung 18: NF2 Mutationen bei MEN01, MEN02 und MENO7

Auf der x-Achse aufgetragen sind Tumorproben mit NF2-Mutation. Farblich gekennzeichnet ist die

Art der Mutation. Die y-Achse zeigt die Position der Mutation.

Weitere somatische Mutationen, welche den PI3SK/AKT/mTOR Signalweg
beeinflussen, wurden beim Patienten MENO9 nachgewiesen. Es handelt sich
unter anderen um DEPDCS5, ALK und RICTOR. Eine NF2-Mutation konnte bei
diesem Patienten mit WES nicht festgestellt werden.(Abbildung 19)
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Abbildung 19: Mutationen im PI3K/AKT/mTOR Signalweg bei MEN09
Auf der x-Achse aufgetragen sind die Tumorproben des Patienten MENO09 in zeitlicher Staffelung
von links nach rechts. Die y-Achse zeigt die mutierten Gene im PI3K/AKT/mTOR Signalweg und

ihre Allel Frequenz in der jeweiligen Probe.
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Es wurde eine immunohistochemische Untersuchung aller Tumorproben der
Patienten mit Mutationen in NF2 / dem PI3K/AKT/mTOR Signalweg
durchgeflhrt, um zu bestimmen, ob sich diese Mutationen tatsachlich in einer
veranderten mTOR Signalwegaktivierung niederschlagen.(Abbildung 20,
Abbildung 21)
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Abbildung 20: Reprasentative immunohistochemische Farbung von pAK
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MENO09-8 MENO09-7 MENO09-6b MENO09-6a MENQ9-5 MENO09-4 MENO09-3 MENO9-2 MENO0S-1

MENO0S-9

Abbildung 21: Reprasentative immunohistochemische Farbung von pAKT, pmTOR und
pS6 der Tumorproben des Patienten MEN09; GroRenbalken=100 pm
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Probe

p-AKT Score

p-mTOR Score

p-S6 Score

MENO1-02

MENO1-03

MENO1-04

MENO3-01

MENO03-02a

MENO3-02b

MENO03-03

MENO7-01
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MENO7-02
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Tabelle 4: Scoring Abbildung 20

Probe

p-AKT Score

p-mTOR Score

p-S6 Score

MENO09-01

MENO09-02

MENO09-03

MENO09-04

MENO09-05

MENOQ9-06a

MENO9-06b

MENO09-07

MENO09-08

OO O 01O | 01O

MENO09-09
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Tabelle 5: Scoring Abbildung 21

Die Expression

von

phospho-AKT, phospho-mTOR

und phospho-S6

ribosomales Protein ist heterogen auf Patienten und Tumorproben verteilt.
(Tabelle 4, Tabelle 5) Ein Unterschied vor und nach NF2-Mutation lasst sich

nicht nachweisen.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass in dieser Kohorte von 9 Patienten welche unter
rezidivierenden Meningeomen leiden, ein heterogenes Verteilungsmuster der
genomischen Veranderungen auf die 37 Tumorproben vorhanden ist. Sowohl
alle Einzelnukleotid-Varianten, als auch die nicht synonymen Einzelnukleotid-
Varianten sind ungleich Uber die Patienten und Tumorproben verteilt. Bei den
nicht synonymen Punktmutationen handelt es sich hauptsachlich um Missens-,
Frameshift- und stop gained-Mutationen. Der grofte Teil der Einzelnukleotid-
Varianten trat jeweils nur in einer einzigen Probe auf. Nur wenige Gene waren
zu allen Resektionen eines Patienten betroffen. Es wurden 45 solcher Gene
identifiziert.

Die Verteilung der Einzelnukleotid-Varianten auf die Chromosomen ist
gleichmafig. Ausnahmen bilden hier mit einer verstarkten Anreicherung die
Chromosomen 8, 12 ,19 und 22.

Die Kopienzahlvariationen folgen dem gleichen heterogenen Muster wie die
Einzelnukleotid-Varianten. In den meisten Fallen kam es zu einem Verlust von
Kopienzahlen. Genverluste wurden in 20 Proben auf Chromosomen 1 und in 24
Proben auf Chromosom 22 gefunden.

NF2-Mutationen wurden bei den Patienten MENO1, MENO3 und MENO7
gefunden. Weitere Mutationen im PI3K/AKT/mTOR Signalweg wurden beim
Patienten MENOQ9 festgestellt. Das NF2 Gen war hier nicht betroffen. Die
immunhistologische Farbung auf phospho-AKT, phospho-mTOR und phospho-
S6 ergab eine uneinheitliche Verteilung auf Proben und Patienten.

Weniger als die Halfte der somatischen Einzelnukleotid-Varianten wird als
Neoepitop an der Zelloberflache prasentiert. Bei machen Patienten tritt kein
Neoepitop erneut bei einer anderen Resektion auf. Kein Neoepitop wurde in
allen untersuchten Proben gefunden.

Einen Analyse des Tumormutationslast ergab haufig hohe Erstwerte und eine

tendenzielle Reduktion im Krankheitsverlauf.
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4.1 Heterogenitat in Einzelnukleotid-Varianten und Tumorsubklonen

Die mutierten Gene, welche in der hier beschriebenen Kohorte innerhalb eines
Patienten in zeitlich getrennten Resektionen vorkommen, sind zu 65%
einzigartig. Eine Ausnahme bildet hier das Gen NBPF1, welches bei 2 Patienten
in allen Proben gefunden wurde. NBPF1 wurde das erste Mal in einem
Neuroblastom entdeckt und spater als Tumorsuppressor Gen identifiziert.
(Andries et al., 2015) Es konnte moglicherweise zu einer Rezidivneigung von
Meningeomen beitragen. Davon abgesehen weisen die hier untersuchten
Meningeome eine hohe genomische Heterogenitat auf. Auch Bi et al. fanden in
einer Gruppe von 11 Patienten, mit mindestens zwei Resektionen, eine hohe
Heterogenitat mit 23% Ubereinstimmenden Mutationen zwischen einem
jeweiligen Probenpaar. (Bi et al., 2017) Der Vergleich mit anderen malignen
Tumorarten wie Neuroblastomen (Padovan-Merhar et al., 2016), Kolorektalen
Tumoren (Lim et al., 2015), klarzelligen Nierenkarzinomen (Gerlinger et al.,
2014), Gliomen (Bai et al., 2016), Prostatakarzinomen (Kumar et al., 2016) und
hepatozelluraren Karzinomen (Xu et al., 2019) zeigt die hohe Heterogenitat in
rezidivierenden Meningeomen. Bei anderen malignen Tumoren kann es durch
den Selektionsdruck einer Therapie zu einem Rezidiv durch ein Subklon mit
Mutationen kommen, welche eine Resistenz gegen die Therapiemallnahmen
bieten. (Nowell, 1976, Ding et al., 2013) In der Patientenkohorte wurden
Resektionen, Radiotherapien und Chemotherapien durchgefuhrt. Aber es
konnte kein Einfluss auf die Genetik darauffolgender Tumorrezidive festgestellt
werden. Diese Behandlungsmallhahmen scheinen einen geringeren
Selektionsdruck auf die hier beschriebenen Meningeome auszuuben, als es bei
anderen malignen Tumorarten der Fall ist. Dazu passt die groRe genetische
Variabilitat der jeweiligen Rezidive. Auch die Untersuchung der
Tumormutationslast, die eine Reduktion im Krankheitsverlauf aufweist, passt in
dieses Bild. Es ist also nicht von einem dominanten Subklon, welcher durch
neue Mutationen an Heterogenitat gewinnt, sondern von mehreren Subklonen

welche die BehandlungsmalRnahmen uberdauern auszugehen. Bei einem
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dominanten Subklon mit einer solchen genetischen Heterogenitat ware eine
ansteigende Tumormutationslast im Krankheitsverlauf zu erwarten. Die
histologischen Untersuchungen von Bi et al. eines Tumors in einer
Resektionsreine zeigen auch eine grolle raumliche Heterogenitat im
Tumorgenom dieses einen Meningeoms. Weiter wurden in der Studie
phylogenetische Stammbaume angefertigt, welche auch zu dem Schluss
fuhren, dass es sich bei verschiedenen Rezidiven um raumlich getrennte,
unresezierte Bereiche und nicht um einen dominanten Subklon handelt. (Bi et
al., 2017)

4.2 Kopienzahlvarianten bei rezidivierenden Meningeomen

Bei Betrachtung der CNVs waren signifikant mehr Tumorproben mit
Veranderungen der Chromosomen 1 und 22 betroffen. In der Vergangenheit
wurden wiederholt strukturelle Veranderungen auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 1 mit starker Rezidivneigung in Verbindung gebracht. So wurde
von Ketter et al. bei einem Verlust von Chromosomarm 1p eine signifikant
erhdohte Neigung zu Rezidiven gezeigt. (Ketter et al., 2001) Zu demselben
Ergebnis kamen Linsler et al. fir den Verlust von 1p36, wahrend eine
Monosomie des Chromosoms 22 keinen Einfluss auf die Rezidivneigung hatte.
(Linsler et al., 2014)

Im Speziellen wurde in der Probe MENQ9-1 der Verlust von Kopienzahlen auf
1p, 1q, 3p, 4p, 4q, 8p, 10p, 17p, 18p und 14q gefunden. Eine Assoziation des
Verlusts vom Chromosomenarm 14q aber auch 1p und 10p mit WHO Grad Il
Meningeomen versus benigne Meningeomen wurde von Harmanci et al.
beschrieben. (Harmanci et al., 2017) Zur Resektion der Probe MENQ9-1 waren
diese chromosomalen Veranderungen unter anderem auch vorhanden, aber der
Tumor wurde noch als WHO Grad | eingestuft. Zur zweiten Resektion 4 Jahre
spater wurde allerdings schon ein Progress zum WHO Grad Il Meningeom

verzeichnet.
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4.3 NF2 und andere bisher bekannte charakteristische Mutationen bei
Meningeomen

Die bisher beschriebenen haufigsten Driver-Mutationen bei Meningeomen
traten in der hier beschriebenen Kohorte von Patienten mit rezidivierenden
Meningeomen verschiedener WHO Grade nur selten auf. Aus der Gruppe der
nicht NF2 mutierten Meningeome (Clark et al., 2013, Clark et al., 2016a,
Abedalthagafi et al., 2016) traten hochstens sporadisch Mutationen auf.
Veranderungen im NF2-Gen sind unabhangig vom WHO Grad die haufigst
festgestellte Mutation in Meningeomen. Haufig findet sich neben diesen
Mutationen ein Verlust des Chromosoms 22, welches die zweite Kopie des
NF2-Gens beherbergt. (Mawrin and Perry, 2010, Brastianos et al., 2013, Clark
et al.,, 2013) Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass diese NF2-
Inaktivierung ein frihes Ereignis in der Tumorgenese von Meningeomen
darstellt. NF2-Mutationen konnten in der hier untersuchten Kohorte bei 3
Patienten festgestellt werden. Diese NF2-Mutationen zeigten sich erst spater im
Krankheitsverlauf und traten entsprechend nicht zu jeder Resektion auf. Flr
diese Patienten scheint eine Inaktivierung des NF2-Gens kein frihes Ereignis in
der Tumorentstehung zu sein. Ahnliches beziglich rezidivierender Meningeome
wurde von Bi et al. beschrieben. In der Studie wurden bei einem Patienten in 5
Resektionen drei verschiedene Mutationen im NF2-Gen gefunden, wahrend die
Kopienzahlvariationen konstant blieben. (Bi et al., 2017)

Die immunohistochemische Farbung der Proben der Patienten mit NF2-
Mutation und des Patienten MENO0O9 mit anderen Mutationen die den
PIBK/AKT/mTOR Signalweg betreffen, zeigt ein heterogenes Ergebnis. Auch
Proben vor der nachgewiesenen NF2-Mutation zeigen ein ahnliches Muster.
Das konnte fur die geographisch-raumliche Heterogenitat von Meningeomen
sprechen, die sich auch in einer makroskopisch ungleichen Anfarbung zeigt.
Aber auch eine andersartige frihzeitige Veranderung im PISK/AKT/mTOR
Signalweg, welche nicht mit den hier verwendeten Methoden nachgewiesen

werden kann, ist denkbar.
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4.4 Neoepitope als Angriffspunkt fiir Inmuntherapien

Nicht-synonyme Punktmutationen konnen fur tumorspezifische Peptide
codieren, welche auf MHC-Proteinkomplexen als Neoepitope prasentiert
werden. Wenn sich diese genug von koérpereigenen Peptiden unterscheiden
kénnen sie von T-Zellen als korperfremd erkannt werden. (Schumacher and
Schreiber, 2015)

Die vorhergesagte Anzahl dieser Neoepitope wurde in Melanomen (Snyder et
al., 2014), nicht kleinzellige Bronchialkarzinome (Rizvi et al., 2015), kolorektalen
Karzinomen (Le et al., 2015) und ausgewahlten neurologischen Tumoren
(Johanns et al., 2016, Bouffet et al., 2016) als positiver Faktor fur die
Wirksamkeit von Immuntherapien bestimmt. Ein raumlich heterogener Tumor
konnte die angreifbaren Neoepitope nur in einem Subklon enthalten, was den
Behandlungserfolg mindert. (McGranahan et al., 2016) In der hier untersuchten
Patientengruppe gab es bei machen Patienten keine wiederholt auftretenden
Neoepitope, was die dynamische Natur der Neoepitop Prasentation in
Tumorzellen zeigt. Vergleichbar sind die Ergebnisse von Bi et al. wobei hier
auch eine grof3e Varianz in der Neoepitop Prasentation gefunden wurde. Die
Anzahl der Neoeptitope war zeitlich konstant. (Bi et al., 2017)

Dem entgegengestellt waren bei den Patienten MENO2 und MENO7 ungefahr
20% der prasentierten Neoepitope in allen Proben nachzuweisen, was eine
geringere Heterogenitat als bei SNVs oder CNVs darstellt. Du et al. konnten in
einer Studie zeigen, dass Meningeome PD-L1 exprimieren und von T-
Lymphozyten infiltriert sind. (Du et al., 2015) PD-L1 ist ein Oberflachenprotein,
dass an der Hemmung der Immunantwort beteiligt und ein vielversprechender
Kandidat far Immuntherapie ist. (Le et al., 2015) Eine individuelle
Immuntherapie ist bei manchen Patienten mit rezidivierenden Meningeomen in

Zukunft also moglicherweise eine Option.

50



4.5 Grenzen und Schlussfolgerung

Die geringe Grofde der Patientenkohorte macht eine statistische Auswertung der
Daten bezogen auf den WHO Grad des Tumors, Geschlecht des Patienten usw.
nicht aussagekraftig. Deswegen wurden solche Auswertungen nicht
durchgefuhrt. Auch sind die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse unter
Berucksichtigung der Kohortengro3e zu beurteilen.

Weiter sind die Auswahl der Tumorausschnitte und das Scoring der
immunohistochemischen Farbung trotz aller Vorkehrungen subjektive
Verfahren.

Diese Arbeit kann die hohe Heterogenitat von Meningeomen nicht nur in der
raumlich-geographischen Dimension sondern auch in zeitlich getrennten
Rezidiven zeigen.

Trotz der hohen Heterogenitat in der Neoepitop-Prasentation, ist diese bei
machen Patienten geringer als in SNVs und CNVs, was in Zukunft eine
individuelle Immuntherapie moglich erscheinen lasst.

Des weiteren sind die Ergebnisse dieser Arbeit eine Bestatigung der von Bi et
al. gemachten Beobachtungen. So ist auch hier bei verschiedenen Rezidiven
von raumlich getrennten, unresezierten Bereichen und nicht von einem
dominanten Subklon auszugehen.

Bei zwei der Patienten konnten zu jeder Resektion Mutationen im
Tumorsuppressor Gen NBPF1 gefunden werden. Dieses Gen konnte eine Rolle
in der Rezidivneigung von Meningeomen spielen.

Weiter ist auch offen, welche Rolle Mutationen im NF2-Gen in
Meningeomrezidiven spielen. Weitere Untersuchungen sind notig um die
Relevanz dieser Gene zu bestatigen oder zu widerlegen.

In Zukunft konnten weitere Studien durchgefuhrt werden, in denen die
Epigenetik und das Transkriptom von rezidivierenden Meningeomen untersucht
werden. Dies wirde zum Verstandnis und genaueren Charakterisierung der

Tumorbiologie beitragen.
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5 Zusammenfassung

Das Meningeom ist der am haufigsten diagnostizierte Tumor des zentralen
Nervensystems. Im Vordergrund der Therapie steht die chirurgische Resektion
und adjuvante Radiotherapie. Die gezielte Chemotherapie kommt noch selten
zum Einsatz. Den selteneren rezidivierenden Meningeomen wurde weniger
Beachtung geschenkt, wahrend in der Genetik von Meningeomen bezogen auf
den WHO Grad und histologischen Subtypen in den letzten Jahren grolle
Fortschritte gemacht wurden. In dieser Arbeit wurden rezidivierende
Meningeome auf longitudinale genetische Charakteristika untersucht und
untereinander verglichen. Das Ziel dieser Arbeit ist ein besseres Verstandnis
der Tumorbiologie dieser Meningeome.

Die Patientenkohorte besteht aus 9 Patienten mit verschiedenen klinischen
Verlaufen. 37 Tumorproben dieser Patienten wurden untersucht. Die
diagnostizierten histologischen Subtypen und WHO Grade sind uneinheitlich.
Mittels Exomanalyse und bioinformatischer Datenauswertung wurden alle
verfugbaren Tumorproben analysiert und mit der aus Blutproben gewonnen
Normalgewebereferenz verglichen. Weiter wurden durch immunhistochemische
Farbung bei Patienten mit betroffenem PIBK/AKT/mTOR  Signalweg
reprasentative Ausschnitte der Tumorproben auf pAKT, pmTOR und pS6

gefarbt und ausgewertet.

Der groRte Teil der Einzelnukleotid-Varianten trat jeweils nur in einer einzigen
Probe auf. Die Kopienzahlvariationen folgen dem gleichen heterogenen Muster.
Es wurden das Gene NBPF1 identifiziert, welches haufiger betroffen war und
auch in anderen Tumorarten eine Rolle spielt. Bei Untersuchung der CNVs
waren signifikant mehr Tumorproben mit Veranderungen der Chromosomen 1
und 22 betroffen. Dies wurde in der Vergangenheit schon mit einer erhdhten
Rezidivneigung in Zusammenhang gebracht.

Die immunhistologische Farbung auf phospho-AKT, phospho-mTOR und

phospho-S6 ergab eine uneinheitliche Verteilung auf Proben und Patienten.
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Zusammengenommen ist die groRe Heterogenitat der Meningeome in dieser
Arbeit gut zu erkennen.

In Zukunft sollten weitere Studien unter Bericksichtigung der Epigenetik und
des Transkriptoms durchgefuhrt werden um die in dieser Arbeit gefundenen
Ergebnisse zu prazisieren und gemeinsame Charakteristika von rezidivierenden

Meningeomen zu evaluieren.
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