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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Raumforderungen und Tumoren der Pinealisregion

Die Glandula pinealis (GP) liegt als zirkumventrikuléres Organ in der Nahe des Hirnstammes
und wird dorsal durch das Splenium corporis callosi und die Tela choroidea, ventral durch
die Vierhlgelplatte, rostral durch den hinteren Anteil des 3. Ventrikels und kaudal durch den
Kleinhirnwurm begrenzt (Abbildung 1.1.1) (Ringertz et al. 1954). Die epitheldhnlichen
Zellen der GP, die Pinealozyten, lagern sich zu mikroskopischen Zellclustern und -strdngen
zusammen, die von einem reichen kapillaren Netzwerk umgeben werden. Die speziell
differenzierten Neurone der GP haben vorwiegend endokrinologische Aufgaben. Sie
produzieren das Hormon Melatonin, das unter anderem den Schlaf-Wach-Rhythmus reguliert
(Krieg et al. 2012).

Tela choroidea ventriculi tertii

Glandula pinealis

Corpus callosum, Splenium

V. magna cerebri

Commissura
posterior

Tectum

mesencephali mit
Colliculus superior und
Colliculus inferior

Mit freundlicher Genehmigung der Elsevier GmbH, Urban & Fischer, Miinchen

Aus: Paulsen, Waschke Sobotta Atlas der Anatomie des Menschen 23. Auflage 2010 © Elsevier GmbH, Urban & Fischer, Miinchen

Abbildung 1.1.1: Anatomische Lage der Glandula pinealis auf der medialen Flache des
Gehirns, des Zwischenhirns und des Hirnstamms von links (Paulsen und Waschke 2010).
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Tumoren und Raumforderungen in dieser Region zeigen sich gehauft im Kindesalter und
entsprechen ca. 3-8% aller kindlichen Tumoren. Im Erwachsenenalter machen sie weniger als
1% aller intrazerebralen Raumforderungen aus (Edwards et al. 1988; Regis et al. 1996;
Rickert et al. 2001). Dabei entspringen nur 14-30% dieser Raumforderungen dem
eigentlichen Drisengewebe der GP (Rickert et al. 2001). Die Diagnose einer pinealen
Raumforderung im fortgeschrittenen Stadium bedeutet neben einer zumeist massiv
eingeschrankten Lebensqualitdt auch gleichsam eine duBerst schlechte Prognose fur die
Patienten, da die Abwesenheit der Blut-Hirn-Schranke eine schnelle Metastasierung in dieser
Region ermdglicht.  Therapeutisch  besteht die  Madglichkeit der chirurgischen
Tumorentfernung und/oder Bestrahlung der Lé&sion. Beide Therapieformen sowie deren
Kombination sind durch Komplikationen wie Gesichtsfeldeinschrankungen, Hydrozephalus,
Infektion oder zerebelldre Ataxie und eine chirurgische Mortalitatsrate von bis zu 5%
begleitet (Regis et al. 1996; Chibbaro et al. 2012; Pettorini et al. 2012). Durch die extra-
axiale Lokalisation der GP ist ein chirurgischer Therapieversuch maoglich, die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten sinkt jedoch rapide in Abhangigkeit von der
Entitat der pinealen Raumforderungen (Regis et al. 1996). Der groRte Teil der pinealen
Raumforderungen ergibt sich durch die Vielfalt unterschiedlichster histologischer Gewebe in
dieser Region. Hierzu gehéren unter anderem das Driuisengewebe, gliale Zellen, arachnoidale
Zellen, das Ependym, sympathische Nerven sowie Reste embryonaler und ektodermaler
Zellen. Die exakte Differentialdiagnostik pinealer Tumoren gestaltet sich schwierig (Rickert
et al. 2001).

1.2 Kilassifikation der Tumoren der Pinealisregion

Um die therapeutischen Optionen bzw. die Prognose einer Tumorerkrankung in der PR
bewerten zu koénnen, wurde die Nomenklatur der Tumoren der PR mehrfach erganzt und
erweitert. Zuletzt geschah dies 2007 in der WHO-KIassifikation der Tumoren des zentralen
Nervensystems (ZNS) (Louis et al. 2007). Ziel war es, eine international gultige
Nomenklatur, Klassifikation und Stadieneinteilung anhand von definierten histologischen,
klinischen sowie epidemiologischen Kriterien zu etablieren und bereits bestehende
Klassifizierungen zu erganzen. Zu den hé&ufigsten Tumoren der PR zdhlen die pineal-
parenchymatdsen und die Keimzelltumoren (DeGirolami und Schmidek 1973; Kang et al.
1998). Die primaren pineal-parenchymatdsen Raumforderungen umfassen neben dem

Pineozytom unter anderem das Pineoblastom, den papillaren Tumor der PR und den pineal-
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parenchymalen Tumor intermedidrer Differenzierung. Die Keimzelltumoren der GP
schlielen u.a. die Embryonalzellkarzinome, Teratome, Dermoide und Germinome sowie die
Chorionkarzinome ein. Diese konnen als gemischt zelluldre oder als zellspezifische
Keimzelltumoren auftreten (Ng 1995; Knierim und Yamada 2003). Viele Raumforderungen
dieser Region zeigen ein histomorphologisches Mischbild und eine Vielzahl
unterschiedlicher Gewebe der Pinealisregion (PR). So finden sich auch seltene Entitaten wie
solid-fibrose und neuroendokrine Tumoren. Maligne Tumoren kénnen zudem eine lokale
und/oder systemische Metastasierung zeigen, die mit einer schlechten Prognose einhergehen.
Eine Ubersicht der Raumforderungen der PR findet sich in Tabelle 1.2.1.

Tabelle 1.2.1: Raumforderungen und Tumoren der Pinealisregion

Dignitat | Pineal-parenchymale | Keimzelltumoren Heterogene Tumoren der Pinealisregion
Tumoren
Neural Glial Sonstige
. . Gliale Zyste .
Pineozytom Dermoid . . Astrozytom | Meningeom
(Pinealiszyste)
. Ektodermaler Arachnoidale | Oligodendro
) Papillérer Tumor ) ) Ependymom
Benigne Sinustumor Zyste -gliom
Solid-
Endodermaler ) Plexus- o
) Ganglioneurom ) fibroser
Sinustumor papillom
Tumor
Germinom /
Pineoblastom Embryonalzell- Glioblastom Lymphom
tumor
Pineal-parenchymaler ] Neuro-
Maligne . . Oligodendro ]
Tumor intermediérer Teratom i endokriner
-gliom
Differenzierung J Tumor
Chorionkarzinom Astrozytom

Seltene Entitaten, Mischformen und Metastasen anderer Raumforderungen
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1.2.1 Pineal-parenchymale Tumoren der PR

1.2.1.1 Pinealiszyste

Pinealiszysten finden sich als benigne Raumforderungen in der PR und werden meist

inzidentell im Rahmen  von MRT-
Untersuchungen bei ca. 10% der untersuchten
Patienten beschrieben (Lacroix-Boudhrioua et
al. 2011). Histologisch imponieren fibro-
kollagene, zystische Hohlrdume  pinealer
Zellschichten (Lacroix-Boudhrioua et al. 2011).

Eine operative Entfernung ist nicht zwingend

erforderlich jedoch kénnen pineal-parenchymale

Tumoren ebenfalls als zystische Abbildung 1.2.1: Pinealiszyste -
Raumforderungen imponieren (Fakhran und Héamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung.
Escott 2008).

1.2.1.2 Pineozytom

Bei dem Pineozytom handelt es sich um einen
gut differenzierten Tumor, dessen
morphologische  Eigenschaften denen des
pinealen Parenchyms &hneln. Es zeigen sich
meist perivaskulare neoplastische Zellen sowie

Rosettenfiguren ohne Nachweis von Mitosen

oder Nekrosen (Parwani et al. 2005). Abbildung 1.2.2: Pineozytom -

H&matoxylin-Eosin (HE)-Farbung.

1.2.1.3 Pineoblastom

Das Pineoblastom ist ein hochmaligner Tumor,
der vorwiegend bei Kindern und jungen
Erwachsenen auftritt und ein aggressives
Wachstumsmuster zeigt. Mikroskopisch finden
sich hyperzellulére, dichte Cluster runder Zellen
mit  deutlich  verschobener  Kern-Plasma-

Relation. Es finden sich multiple Mitosen sowie Abbildung 1.2.3: Pineoblastom -

reichlich Nekrosen. Zudem zeigen sich vermehrt Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung.
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perivaskulare Zellnester sowie zellulare Ahnlichkeiten mit primitiven neuroektodermalen
Tumoren (Herrick und Rubinstein 1979; Parwani et al. 2005).

1.2.1.4 Papillarer Tumor
Papillare Tumoren der PR sind seltene neuroepitheliale Tumoren, die sich meist bei Kindern

und jungen Erwachsenen manifestieren. Makroskopisch lassen sie sich nicht wvon

Pineozytomen unterscheiden und zeigen keine
Ahnlichkeit mit pineal parenchymalen Tumoren
(Louis et al. 2007). Histologisch zeigen diese
Raumforderungen  eine  papillar-epitheliale
Zellstruktur. Ein mdoglicher zelluldarer Ursprung
liegt im ependymalen Gewebe des Organum

subcommissurale (Jouvet et al. 2003). Das

biologische Verhalten und die histologische

Graduierung dieser papillaren Tumoren sind Abbildung 1.2.4: Papillérer Tumor -
jedoch nicht abschlieRend geklart (Gutenberg et Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung.

al. 2011).

1.2.1.5 Pineal-parenchymaler Tumor intermediarer Differenzierung

Pineal parenchymale Tumoren der intermedidren Differenzierung entsprechen ca. 20% aller
pineal-parenchymaler Tumoren. Sie werden meist einem WHO °Il bis °lll zugeordnet und
finden sich gehduft bei jungen Erwachsenen. Histologisch kdnnen Gemeinsamkeiten mit
Pineozytomen sowie Ubergidnge zum Pineoblastom beschrieben werden. Es finden sich
neben Rosettenstrukturen ohne Nekrosen ebenfalls Areale gesteigerter mitotischer Aktivitat

mit zunehmenden nukleédren Atypien (Smith et al. 2010).

1.2.2 Keimzelltumoren der PR

Die Keimzelltumoren der PR umfassen zystische Raumforderungen sowie u.a. Germinome
und Teratome. Es handelt sich dabei meist um maligne Tumoren mit Metastasierung und
schlechter Prognose. Therapeutische Behandlungsstrategien folgen in der Regel operativen
und strahlentherapeutischen Ansétzen. Die 10-Jahres Uberlebensrate der Patienten, die an
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einem Germinom der PR erkranken, ist mit 87% besser als die anderer zerebraler

Keimzelltumoren (Khafaga et al. 2012).

1.2.2.1 Epidermoidzyste

Epidermoidzysten &hneln in ihren Eigenschaften
echten tumorgsen Lasionen der PR und kdénnen
zum Teil nur schwer wvon zystischen
Pineozytomen und Astrozytomen unterschieden
werden. Sie zeigen neben fokal
keratinisierenden Plattenpithelzellen granular-

zystische Regionen (Parwani et al. 2005).

1.2.2.2 Germinom

Das Germinom zeichnet sich durch ein
inhomogenes, pleomorphes Zellbild aus. Es
zeigen sich polygonale, fragile, neoplastische
Zellen mit runden, prominenten Nuclei. Zudem
finden sich  pleomorphe  Zellen  sowie
lymphozytare Infiltrate (Parwani et al. 2005).
Auch kann in manchen Féllen eine Expression
von embryonalen Tumormarkern wie z.B.
alpha-Fetoprotein  (AFP) oder beta-humanes
Choriongonadotropin  (BhCG)  nachgewiesen
werden (Allen et al. 2012).

Abbildung 1.2.5: Epidermoidzyste -
Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung.

Abbildung 1.2.6: Germinom -
Hématoxylin-Eosin (HE)-Farbung.
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1.2.2.3 Teratom/Dermoid

Teratome sind von pluripotenten  Zellen

ausgehende, meist aus allen drei Keimblattern
bestehende Raumforderungen. Reife, adulte
Teratome/Dermoide  koénnen  differenziertes
Gewebe bis hin zu Haaren und Z&hnen
enthalten. Sie wachsen meist lokal begrenzt und
zeigen einen benignen Verlauf. Embryonale

Teratome oder Teratokarzinome hingegen

i i i Diff i ko
zeigen eine geringe Differenzierung und konnen Abbildung 1.2.7: Teratom -

in das umliegende Gewebe infiltrieren und Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung.
metastasieren (Fevre-Montange et al. 2010;

Kyritsis 2010; Behari et al. 2011).

1.2.3 Heterogene Tumoren der PR

1.2.3.1 Plexuspapillom

Tumoren des Plexus choroideus sind selten und
entsprechen  nur 0,5% aller cerebralen
Raumforderungen (Carson et al. 1997;
Mohindra und Savardekar 2012). Die meisten

dieser Tumoren zeigen benigne Eigenschaften.

In 25% der Falle ist jedoch eine maligne Abbildung 1.2.8: Plexuspapillom -

Entartung modglich, so dass chirurgische Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Therapien notwendig werden.

1.2.3.2 Pilozytisches Astrozytom

Pilozytische Astrozytome treten meist bei
jungeren bzw. jugendlichen Patienten auf. Sie
finden sich entlang der neuronalen Achse und
zeigen infiltrative  Eigenschaften  sowie
Tendenzen zur malignen  Transformation
(Fleming und Chi 2012; Tabrizi et al. 2012). Bei

einer allgemein guten Prognose (Colin et al.  Abbildung 1.2.9: Pilozyt. Astrozytom -
Héamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung.
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2012) zeigen diese Tumoren trotz chirurgischer und strahlentherapeutischer Therapie in

einigen Féllen ein heterogenes Verhalten, so dass Rezidive mdglich sind (Bucy und Thieman

1968; Pedersen und Romner 2012).

1.2.3.3 Solid-fibroser Tumor

Zerebrale, solid-fibrése Tumoren sind seltene
Raumforderungen des ZNS. 2010 konnte der
erste Tumor dieser Art in der PR beschrieben
werden (Zhang et al. 2010). Aktuell sind
weniger als 100 dieser Raumforderungen in der
Literatur beschrieben (Carneiro et al. 1996;
Zhang et al. 2010). Fibrése Tumoren zeigen
sich u.a. CD34 positiv und werden seit 2007 in
der WHO-KIlassifikation zerebraler Tumoren

als eigene, Kklinisch-pathologische Tumorentitét

beschrieben (Louis et al. 2007; Zhang et al. 2010).

1.2.3.4 Neuroendokriner Tumor

2010 wurde erstmalig die Manifestation eines
neuroendokrinen Tumors im Bereich der PR
beschrieben (Grozinsky-Glasberg et al. 2010).
Der Tumor konnte nur bioptisch gesichert
werden. Klinische und molekularzytogenetische
Tumorentitdt  sind

Untersuchungen  dieser

aktuell nicht beschrieben.

id bg('isfrTuqaqL- CD3%"_100 pm‘;'.“

3
-

& g & Sl

e ~ -

Abbildung 1.2.10: Solid-fibréser Tumor -
CD34 Farbung

Abbildung 1.2.11: Neuroend. Tumor -
Héamatoxylin-Eosin (HE)-Féarbung
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1.3 Therapie der Tumoren der Pinealisregion

1.3.1 Operative Strategien

Therapien von (malignen) Tumoren der PR basieren meist auf einer Kombination aus
operativen und strahlentherapeutischen Ansdtzen. Um eine fir den Patienten optimale
therapeutische Intervention zu planen, ist eine histologische Diagnostik notwendig. Eine
bioptische Diagnosesicherung kann stereotaktisch oder offen operativ erfolgen (Musolino et
al. 1993; Stern und Ross 1993). Technische Limitierungen der stereotaktischen Biopsie
fihren jedoch dazu, dass komplexe Heterogenitaten einzelner Tumoren ggf. nicht suffizient
diagnostiziert werden kénnen. So zeigt diese Methodik trotz einer geringen Mortalitat von ca.
1,3% (Regis et al. 1996) diagnostische Einschrankungen gegenuber einer offenen operativ-

therapeutischen Exzision.

Operative Indikationen und Methoden zur Behandlung von Tumoren der PR werden
kontrovers diskutiert (Popovic und Kelly 1993; Regis et al. 1996; Hanft et al. 2011).
Mikrochirurgische Techniken haben zu einer deutlichen Reduktion des operativen Risikos
gefiihrt, so dass immer haufiger die Indikation zu einer totalen oder subtotalen Entfernung
einer Raumforderung gestellt wird (Clark et al. 2010; Kodera et al. 2011; Tate et al. 2011).
Die operative Mortalitat liegt mit 5% jedoch immer noch uber der einer stereotaktischen
Biopsie (Regis et al. 1996; Chibbaro et al. 2012; Pettorini et al. 2012). Eine Indikation zur
operativen Therapie stellt sich besonders bei strahlenresistenten Tumoren der PR, bei
benignen, anatomisch gekapselten Raumforderungen sowie malignen Keimzelltumoren ohne

Metastasierung.

1.3.2  Strahlen- und chemotherapeutische Strategien

Strahlentherapeutische Interventionen bei malignen Tumoren der PR werden unterschiedlich
umgesetzt und diskutiert (Regis et al. 1996; Stoiber et al. 2010; Chowdhary et al. 2012).
Germinome zeigen sich sehr strahlensensibel und kénnen mit Erfolg strahlentherapeutisch
behandelt werden (Behari et al. 2011). Bei Metastasierung von hochmalignen Tumoren
entlang der neuronalen Achse ist eine Strahlentherapie mit Boosterung des Tumorbetts zu
erwégen. Strahlentherapeutische Strategien bleiben jedoch nicht ohne Nebenwirkungen und
konnen die Entstehung von zerebralen Zweitneoplasien fordern (Chowdhary et al. 2012). Sie
sind daher besonders bei Kindern nur nach vorsichtiger Abwégung einzusetzen. Dies betrifft
ebenfalls chemotherapeutische Behandlungsansétze. Das Ansprechen von Raumforderungen
der PR auf chemotherapeutische Regime ist aktuell nur unzureichend charakterisiert und
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meist individuellen Krankheitsverlaufen angepasst oder folgt institutionell unterschiedlichen
Protokollen (Fontana et al. 2011; Li et al. 2011; Lorenzetti et al. 2011; Khafaga et al. 2012).

1.4 Genetik der Tumoren der Pinealisregion

Da es sich bei den Tumoren der PR um seltene Krankheitsbilder handelt, ist die klinische
Datenlage meist rar und ihre genetische Charakterisierung unvollstandig. Der Nachweis
spezifischer Genveranderungen fur oder wider die Tumorigenese in der PR steht aktuell aus
(Rickert et al. 2006; Sato und Kubota 2009). Chromosomale Aberrationen finden sich meist
seltener in primér benignen als in malignen Raumforderungen. So zeigen z.B. Tumoren der
Keimzelllinien h&ufiger Zugewinne der Chromosomen 12p, 8q und 1q sowie Verluste der
Chromosomen 13q, 18q, 99 und 119 (Rickert et al. 2000). Dysbalancen der Chromosomen
19, 2p, 449, 5p, 5q, 8p, 8q, 9q, 10, 12q, 169 19p und 22 wurden bei der Analyse
unterschiedlicher Tumoren der PR beschrieben, wobei Abweichungen unter den untersuchten
Tumorentitaten vorlagen (Rickert et al. 2001; Hasselblatt et al. 2006; Miller et al. 2011). Die
komparative genomische Hybridisierung (CGH) ermdglicht es, diese Dysbalancen zu

untersuchen und genetische Abweichungen zu charakterisieren.

1.5 Komparative genomische Hybridisierung

Die CGH wurde erstmals von Kallioniemi et al. (Kallioniemi A et al. 1992) und von du
Manoir et al. (du Manoir et al. 1993) beschrieben. Mit Hilfe dieser Technik ist es mdglich,
genetische Veranderungen auf chromosomaler und subchromosomaler Eben zu
identifizieren. Die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Tumor- sowie Referenz-
Desoxyribonukleinsdure (DNS) wird auf normale Metaphasenchromosomen hybridisiert.
Dabei kommt es zur CGH der Tumor- und Referenz-DNS an die entsprechend homologe
Region der Metaphasenchromosomen. Die Verteilung und Intensitdt der unterschiedlich
fluoreszierenden Hybridisierungen entlang der Chromosomenachse ermdglicht die
Darstellung von Zugewinnen und Verlusten sowie die Charakterisierung genetischer
Dysbalancen (Kallioniemi OP et al. 1994; Hermsen et al. 1996; Weiss et al. 1999). Die
Qualitat der CGH wird dabei durch die Qualitdt und Menge der Tumorzellen beeinflusst
(Kallioniemi OP et al. 1994). Verunreinigte oder zu wenig Tumor-DNS kann zu falsch

positiven oder negativen Ergebnissen flihren. Darliber hinaus ist eine optimale Lange der bei
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der Nicktranslation entstehenden DNS-Fragmente von 600 bis 2000 Basenpaare (Bp)

notwendig.

Ein DNS-Zugewinn kann die Aktivierung eines Onkogens, ein DNS-Verlust dagegen die
Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens bedeuten. Zudem konnen Amplifikationen
detektiert werden, in deren Gebiet Onkogene liegen konnten (Kallioniemi A et al. 1992).
Eine CGH kann sowohl an frischem, gefrorenem oder paraffineingebettetem Gewebe
durchgefuhrt werden und bietet damit eine effiziente molekularzytogenetische Methode zur

Untersuchung von Tumor-DNS (Speicher et al. 1993).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Tumoren der PR entsprechen weniger als 1% aller intrazerebralen Raumforderungen. Die
Diagnose dieser seltenen Erkrankung bedeutet neben einer eingeschrankten Lebensqualitét
gleichsam eine schlechte Prognose der Patienten. Um die therapeutischen Optionen dieser
heterogenen Tumorerkrankungen bewerten zu kodnnen, ist eine genaue Klinische und
genetische Charakterisierung dieser Lasionen notwendig. Aktuell ist es jedoch nicht mdglich,
den genetischen Einfluss auf das Uberleben der Patienten oder die Pradiktion fur das
Auftreten pinealer Raumforderungen zu beschreiben. Zudem zeigen pineale Tumoren
unterschiedlicher Dignitdt Abweichungen chromosomaler Dysbalancen (Rickert et al. 2000;
Rickert et al. 2001; Gutenberg et al. 2011). Die molekularzytogenetische

Differentialdiagnostik pinealer Raumforderungen gestaltet sich daher schwierig.

Ziel dieser Arbeit war es, Tumoren der PR mit Hilfe der CGH in ihrem Kklinischen
Zusammenhang zu charakterisieren und auszuwerten. Dazu wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit Paraffin-asservierte Gewebeproben molekularzytogenetisch untersucht
und Klinische Patientendaten retrospektiv ausgewertet. Zudem erfolgte eine Erhebung der
aktuellen Patientensituation nach einem durchschnittlichen Zeitraum von 10 Jahren. Die
Nutzung der hierfur erforderlichen Daten erfolgte nach schriftlicher Aufklarung und
Einwilligung durch die Patienten oder im Falle von Kindern durch deren
Erziehungsberechtigte (Informed Consent) und entsprechend den Richtlinien der
Medizinischen Fakultdt der Georg-August-Universitat zu Goéttingen sowie nach Prufung
durch das Ethik-Komitee der Medizinischen Fakultét (Ethikantrag Nr.: 12/11/10).
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Bei dem in dieser Dissertation untersuchten Kollektiv handelt es sich um 19 Patienten, die an
einer Raumforderung im Bereich der PR erkrankten. Die Untersuchungen erfolgten nach
schriftlicher Aufklarung und Einwilligung durch die Patienten (Informed Consent) und
entsprechend den Richtlinien der Medizinischen Fakultat der Georg-August-Universitat zu
Gottingen sowie nach Prufung durch das Ethik-Komitee der Medizinischen Fakultét
(Ethikantrag Nr.: 12/11/10). Die untersuchten Proben bestanden dabei aus 19 in Paraffin
eingebetteten und asservierten Gewebeproben. Diese wurden wéahrend der chirurgischen
Therapie der Tumoren zu diagnostischen und therapeutischen Zwecken gewonnen. Im
Anschluss wurden die Proben fur evtl. notwendige weiterfihrende diagnostische
Zusatzuntersuchungen in der Abteilung fir Neuropathologie asserviert. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde ausschlieSlich Untersuchungsmaterial eingesetzt, welches unabhéngig von der
Studie nur zu medizinisch indizierten und therapeutischen Malinahmen entnommen wurde.
Weiter Eingriffe am Menschen erfolgten nicht. Es wurde kein zusétzliches Probenmaterial
entnommen. Die Patientendaten waren im Labor nicht bekannt und die Proben wurden
pseudonymisiert behandelt. Eine Re-ldentifizierung der betroffenen Patientinnen war nur der
Studienleitung mdglich. Die gewonnenen Daten und Untersuchungsergebnisse lagen fur die
statistische Auswertung ebenfalls in pseudonymisierter Form vor. Daten und Proben wurden
ohne Namensnennung, mit Nummern codiert gespeichert. Eine Zuordnung der Daten oder
Proben zu dem betroffenen Patienten war nur méglich, wenn hierflr der Schlissel eingesetzt
wurde, mit dem die Daten und Proben codiert wurden. Die personenbezogenen Unterlagen
wurden geschitzt und getrennt von den pseudonymisierten Daten und Proben aufbewahrt.
Eine Entschlusselung war nur durch die verantwortlichen Studiendrzte mdglich. Dritte
erhielten keinen Einblick in die Originalunterlagen. Die verwendeten Daten und Proben
wurden nicht an Dritte weitergegeben. Ein Widerruf der Einwilligungserklarung war
jederzeit moglich. In diesem Falle wurden alle im Rahmen dieser Studie erhobenen
personenbezogenen Daten geldscht und Proben vernichtet.
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2.2 Materialien und Gerate

Tabelle 2.2.1: Materialien und Gerate

Geréte & Materialien Hersteller Firmensitz
Anregungsfilter DAPI Gentix New Milton, UK
Anregungsfilter FITC Gentix New Milton, UK
Anregungsfilter TRITC/TxRed Gentix New Milton, UK
BioPhotometer Eppendorf Hamburg
Brutschrak Memmert Schwabach
CCD-Kamera Photometrics SENSYS | Minchen
CGH-Metaphase Target Slides Abbott Molecular Wiesbaden

Deckglaser Menzel-Glaser Braunschweig
Elektrophoresekammer Serva Elctrophoresis Heidelberg
Feinwaage BL1500S Sartorius Gottingen

Fixogum Marabu Tamm
Hybridisierungskammer HY Brite Vysis Downers Grove, USA
Kivetten Eppendorf Hamburg
Magnetrithrer MR 3001 Heidolph Instruments Schwabach
Mikroskop Axioskop 40 FL Carl Zeiss Jena

Mikrotom HM 400 Microm Volketswil, Schweiz

Objekttréger Menzel-Glaser Braunschweig
pH-Meter CG820 Schott Gerate Mainz

Pipetten Eppendorf Hamburg
Pipettenspitzen Sarstedt Nimbrecht
Quips Karyotyping-CGH Software Vysis Downers Grove, USA
Reagiergefale 1,5 ml Sarstedt Nimbrecht
Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg
UV-Transluminator FLX 20.M Vilber Loumat Eberhardzell
Vortex-Genie 2 Scientific Industries Bohemia, USA
Zentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf Hamburg
Zentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf Hamburg
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Tabelle 2.2.2: Verwendete Enzyme

Enzyme Hersteller Firmensitz
DNA-Polymerase | Fermentas St. Leon-Rot
DNase | Roche Mannheim
Pepsin Sigma-Aldrich Hamburg
Proteinase K Roche Mannheim

Alle Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben mit Aqua bidest. angesetzt.

2.3 Komparative Genomische Hybridisierung

Die Durchfuhrung der CGH-Analysen erfolgte mit freundlicher Unterstutzung durch die
Abteilung fir Neuropathologie. Die Markierung der Tumor- bzw. Referenz-DNS erfolgte mit
Biotin bzw. Digoxigenin (DIG) markierten Nukleotiden (Brigati et al. 1983; Komminoth
1992). Durch die Zugabe von Cot-1-DNS im Rahmen der Hybridisierungsreaktion wurde
eine Bindung an repetitive Sequenzen der zu untersuchenden DNS sowie an
perizentromerische und heterochromatinhaltige Regionen der Metaphasenchromosomen
verhindert (Landegent et al. 1987). Nach erfolgreicher Hybridisierung der markierten DNS-
Sonden wurden diese durch einen gegen Biotin oder DIG gerichteten, fluoreszenzmarkierten
Antikorper dargestellt (Kallioniemi OP et al. 1994). Der Nachweis Biotin-konjugierter
Nukleotide erfolgte mit einem Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Avidin-Antikdrper (griin).
DIG-markierte DNS-Abschnitte wurden mittels eines anti-DIG-Rhodamin-Antikorpers (rot)
nachgewiesen. Die abschlieBende Farbung der Metaphasenchromosomen erfolgte mit
Diaminophenylindol (DAPI). DAPI bindet an A°-T®-reiche Regionen und erzeugt zusammen
mit einer nicht fluoreszierenden, kontrastierenden Actinomycin-D-Mannitol (AMD)-
Gegenfarbung die charakteristische Q-Chromosomenbanderung (Schweizer 1976). Die
markierten Chromosomen wurden im Karyogramm geordnet und die hybridisierten
Metaphasen mit Hilfe einer charge-coupled device (CCD)-Kamera, spezieller Filter und
entsprechender Software (Metasystem, Altlussheim, Deutschland) ausgewertet (Abbildung
2.3.1).
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Isolierung und Markierung
der Referenz-DNS mit Digoxigenin

Isolierung und Markierung
der Tumor-DNS mit Biotin

Zugabe von
Cot-1-DNS

v

Hybridisierung der markierten
DNS-Sonden

Nachweis der DNS-Hybride durch
fluoreszenzgekoppelte
Anti-Biotin- und Anti-DIG-Antikoérper

Auswertung und Darstellung
chromosomaler
Zugewinne und Verluste

Abbildung 2.3.1: Komparative Genomische Hybridisierung (CGH).

2.3.1 Gewinnung und Aufbereitung genomischer Tumor-DNS aus Paraffinblocken
Formalinfixierung und  Paraffineinbettung erschweren die DNS-Isolierung aus
Gewebeproben. Trotz hdufiger Fragmentierung ist es jedoch mdoglich, ausreichend
genetisches Material fir CGH-Analysen zu isolieren (Goelz et al. 1985; Speicher et al. 1993;
Isola et al. 1994).
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Ldsungen und Puffer

Tabelle 2.3.1: DNS-Isolierungspuffer

DNS-Isolierungspuffer 1000 ml
Tris-HCI 50 mmol/Il 7,889
EDTA 1 mmol/I 0,379
Polysorbat 20 0,5% (v/v) 5ml

Die Isolierung der Tumor-DNS erfolgte aus 10 bis 20 Paraffinschnitten der histologischen
Gewebeproben, die mit Hilfe eines Mikrotoms in einer Starke von je 10 um angefertigt
wurden. Die Schnitte wurden zunéchst zweimalig fir je 10 Minuten in 100% Ethanol
entwéssert und entparaffiniert. Im Anschluss wurden die Préparate mit 200 pl DNS-
Isolierungspuffer (Tabelle 2.3.1) sowie 40 pl Proteinase K versetzt und bei 55 °C und 850
rpm auf dem Thermomixer inkubiert. Nach Isolierung der DNS aus den Tumorzellen erfolgte
die Inaktivierung der Proteinase K durch eine achtmindtige Inkubation bei 95 °C. Die Proben
wurden anschlieRend fir 10 Minuten mit 13.500 rpm zentrifugiert, der gewonnene Uberstand
fur weitere Analysen isoliert und die vorbehandelte DNS-LAsung mit Hilfe des QIAmp DNA
Mini Kit der Firma Qiagen aufgereinigt.

Tabelle 2.3.2: QiAmp DNA Mini Kit

Puffer

AL-Puffer Guadiniumchlorid 25-50%

AW1-Puffer Guadiniumchlorid 50-100%

AW?2-Puffer Keine naheren Angaben

AE-Puffer Keine naheren Angaben

ALT-Puffer Edetinsaure 2,5-10%
Natriumlaurylsulfat 2,5-10%

Die DNS-Aufreinigung erfolgte entsprechend den Empfehlungen des Herstellers (Tabelle
2.3.2). Zur Aufbereitung wurden 650 ul der DNS-L6sung mit 200 pl AL-Puffer bei 70 °C
und 1400 rpm fir 10 Minuten auf dem Thermomixer gemischt und im Anschluss fir 5
Minuten mit 240 pl 100%igem Ethanol versetzt und auf die entsprechenden im Kit
enthaltenen DNS-Isolationsséulen geladen. Uber die Membran der Isolationssaulen erfolgte
die Aufreinigung der DNS-Probe durch Zugabe von 500 pul AW1- und 500 ul AW2-Puffer.
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Die abschlieRende Eluation der DNS erfolgte durch fiinfmindtige Inkubation mit 50 ul AE-
Puffer und einer zweimindtigen Zentrifugation mit 10.000 rpm. Dieser Schritt wurde ein
weiteres Mal wiederholt, so dass ein Probenendvolumen von 100 ul erzielt wurde. Die
Gesamt-DNS-Konzentration wurde photometrisch bei 260 und 280 nm gemessen und die

Lange der DNS-Fragmente in der Gelelektrophorese bestimmt.

2.3.2 Photometrische DNS-Konzentrationsmessung

Zur Gewadhrleistung gleichbleibender Proben- und Referenz-DNS in den folgenden Analysen
erfolgte eine photometrische DNS-Konzentrationsbestimmung. 5 pl der doppelstrangigen
DNS wurden mit 95 pl Aqua ad injectionem versetzt und die DNS-Konzentration der L3sung
photometrisch bestimmt. Bei neutralem oder leicht basischem pH entspricht ein
Extinktionskoeffizient von 1,0 einer DNS-Konzentration von 50 pg/ml. Die Analyse der
Proben erfolgte bei 260 nm und 280nm (Wilfinger et al. 1997). Als Zielwert galt ein
Extinktionskoeffizient von 2,0. Die DNS-Konzentration wurde in pg/ml angegeben.

2.3.3 DNS-Agarose-Gelelektrophorese
Die Darstellung der DNS-Fragmente erfolgte im Rahmen der Gelelektrophorese und nach
Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht (Sharp et al. 1973).

Ldsungen und Puffer

Tabelle 2.3.3: Molekulare Langenstandards

Molekulare Standards Hersteller Firmensitz
Lambda-DNA/EcoRI Fermentas St. Leon-Rot
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Fermentas St. Leon-Rot

Tabelle 2.3.4: TBE-Puffer

TBE-Puffer 1000ml
Tris 89 mmol/I 10,78 ¢
Borsaure 89 mmol/I 55¢
EDTA 2 mmol/I 0,58 ¢
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Tabelle 2.3.5: Probenpuffer

Probenpuffer 6x Loading Dye Solution
Tris-HCI 10 mmol/I
Bromphenolblau 0,03%

Xylencyanol FF 0,03%

Glycerol 60%

EDTA 60 mmol/I

Tabelle 2.3.6: Ethidiumbromid-L6sung

Ethidiumbromid-L6sung 10ml

Ethidiumbromid 1 mg/l 10 mg

Tabelle 2.3.7: Gelansatz

Ethidiumbromid Gelansatz 100 ml TBE-Puffer
Agarose LE 1,5% (w/v) 159
Ethidiumbromid-Ldsung 15 pl

Tabelle 2.3.8: Ethidiumbromid-Laufpuffer

Ethidiumbromid Laufpuffer

TBE-Puffer 100 ml

Ethidiumbromid-Ldsung 15 pl

Die Darstellung der DNS-Fragmente erfolgte mit Hilfe von 1,5 % Agarose-Gelen im
elektrischen Feld (Tabelle 2.3.7). Die Agarose-Gele wurden mit Ethidiumbromid-Laufpuffer
(Tabelle 2.3.8) uberschichtet. Es wurden je 5 pl der DNS-Probe mit 3ul Probenpuffer
(Tabelle 2.3.5) in einem Eppendorfgefal gemischt und in die Geltaschen gegeben. Ein DNS-
Langenstandard wurde zur Darstellung des Molekulargewichtes der DNS-Fragmente in eine
separate Geltasche pipettiert. Lambda-DNA/EcoRI (Tabelle 2.3.3) diente als molekularer
Langenstandard der DNS-Isolierung. Als Léangenstandard der Nick-Translation wurde
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) verwendet (Tabelle 2.3.3). Die Elektrophorese erfolgte bei 80V in

horizontalem Lauf tber mindestens 45 min. Durch Einlagerung von Ethidiumbromid in die
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doppelstrangige DNA konnten die DNS-Fragmente unter Anregung mit UV-Licht dargestellt

werden.

2.3.4 Nick-Translation

Die Markierung der isolierten Tumor- und Referenz-DNS erfolgte mit der von Rigby et al.
beschriebenen Nick-Translation (Rigby et al. 1977). Genomische Referenz-DNS wurde mit
freundlicher Unterstltzung durch die Abteilung fir Neuropathologie zur Verfligung gestellt.
Die DNS-Doppelstrange wurden zunachst mit Hilfe der Desoxyribonuklease | (DNase I)
durch Einzelstrangbruiche (nicks = engl.: Kerben) getrennt (Abbildung 2.3.2A) (Bernardi et
al. 1973). Die freiliegenden 3’-Enden der DNS ermdglichen es der DNS-Polymerase | nach
Entfernung der getrennten Nukleotide (Abbildung 2.3.2B), an der Bruchstelle einen neuen
DNS-Strang zu synthetisieren (Kornberg et al. 1955b; Kornberg et al. 1955a; Lieberman et
al. 1955). Im Rahmen dieser Polymerisationsreaktion werden unmarkierte durch zuvor
markierte Nukleotide ersetzt (Abbildung 2.3.2C) (Kelly et al. 1970). Die Markierung der
entsprechenden Nukleotide bzw. DNS-Sonden erfolgte durch die Integration spezifischer, an
Nukleotide gebundener Markermolekile (Brigati et al. 1983; Komminoth 1992). Die Tumor-
DNS-Sonden wurden mit Biotin und die Referenz-DNS-Sonden mit DIG markiert. Die
Konzentrationen von DNase | und DNS-Polymerase sowie die Reaktionszeit beeinflussen die
Lange der hybridisierten DNS-Sonden (Abbildung 2.3.2D) (Kallioniemi OP et al. 1994). Um
eine verstarkte Intensitdt und einheitliche Hybridisierung zu erreichen, wurden

Fragmentldngen von 150 bis 650bp angestrebt.

Abbildung 2.3.2: Nick-Translation.
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Ldsungen und Puffer

Tabelle 2.3.9: 10x Reaktionspuffer

10x Reaktionspuffer

Tris-HCI 500 mmol/I
Magnesiumchlorid 100 mmol/I
Dithiothreitol 10 mmol/l

Tabelle 2.3.10: Nukleotide

Nukleotide Hersteller Firmensitz
Biotin-16-dUTP Roche Penzberg
DIG-11-dUTP Roche Penzberg
SEquencing Grade dNTP Set Amersham Biosciences Piscataway, USA

Zu Beginn der Nick-Translation wurden 3ug der Tumor- bzw. Referenz-DNS in je ein auf
Eis gelagertes Reaktionsgefal3 tuberfuhrt. AnschlieBend wurde die Probe mit 10 ul des 10x
Reaktionspuffers (Tabelle 2.3.9) und je 2 ul dATP, dGTP, dCTP, 1ul dTTP, 1ul DNase |
sowie 2 pul DNS-Polymerase | versetzt. Die Markierung der Tumor-DNS erfolgte durch 1ul
Biotin-16-dUTP. Fir die Markierung der Referenz-DNS wurde die Probe mit 1 ul DIG-11-
dUTP angesetzt (Tabelle 2.3.10). AbschlieBend wurden die Proben mit DNase freiem,
sterilem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 pl aufgefillt, gemischt, zentrifugiert und
inkubiert. Die Referenz-DNS-Probe wurde fiir 60 min bei 15 °C, Proben der Tumor-DNS fir
50 min inkubiert. Die Inkubation wurde durch Abkuhlen auf -20 °C unterbrochen und die
Fragmentldngen bestimmt. Bei optimaler Fragmentlange von 150-650 bp wurden DNase |
und DNS-Polymerase | durch Zugabe von Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) inaktiviert
und anschlie3end bei -80 °C gelagert.
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2.3.5 Hybridisierung

Die Einzelstrange der DNS sind (ber Wasserstoffbriicken der einzelnen Basenpaare zu einer
Doppelhelix verbunden (Watson und Crick 1953). Die Denaturierung des DNS-
Doppelstranges durch Erhitzen fiihrt zu einer Auflosung der Wasserstoffbriicken, so dass die
Einzelstrdange getrennt vorliegen (Meselson und Stahl 1958). Dieser Prozess ist durch
Abkulhlen der DNS-Probe reversibel. Dabei kommt es zu einer erneuten komplementéren
Bindung bzw. Hybridisierung der DNS-Einzelstrange (Doty et al. 1960; Marmur und Lane
1960). Die strukturelle Integritdt der Chromosomen bleibt bei dieser in-situ-Hybridisierung
erhalten (Pardue und Gall 1969). Die Hybridisierung von Biotin- oder Digoxigenin-
markierter Tumor- bzw. Referenz-DNS mit entsprechend denaturierten Metaphasen-
chromosomen flhrt zu einer Markierung der entsprechenden homologen DNS-Abschnitte.
Die Stabilitat der so gebildeten Hybride ist unter anderem abh&ngig von Anion-Kation-
Konzentration, pH-Wert, Temperatur sowie der Konzentration von Formamid und
Dextransulfat (Schildkraut 1965; Bonner et al. 1967; Wetmur und Davidson 1968). Eine
unspezifische Hybridisierung von markierten DNS-Sonden an repetitive DNS-Sequenzen des
menschlichen Genoms (Jelinek und Schmid 1982; Singer 1982) kann durch die
Hybridisierung dieser Sequenzen mit repetitiver Cot-1-DNS (Britten et al. 1974; Marx et al.
1976) vor Beginn der spezifischen Markierung durch Tumor- bzw. Referenz-DNS-Sonden
vermieden werden (Landegent et al. 1987; Lichter et al. 1988; Pinkel et al. 1988).

Ldsungen und Puffer

Tabelle 2.3.11: DNS- und Metaphasenpraparate

DNS- und Metaphasenpréparate Hersteller Firmensitz
Human Cot-1-DNS Roche Penzberg
CGH Metaphase Target Slides Abbott Molecular Wiesbaden

Tabelle 2.3.12: Pepsinlosung

Pepsinlosung 100ml

Pepsin 10 pg/ml 28,57 ul

HCI 1 mol/I 1 ml
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Tabelle 2.3.13: 20x SSC

20x SSC 1000ml
Tri-Natriumcitrat 350 mol/I 88,29 ¢
Natriumchlorid 3 mol/l 17559

Die Losung wurde mit 37% HCI auf pH=7,0 eingestelit.

Tabelle 2.3.14: Denaturierungsldsung

Denaturierungslésung 50 ml
NaH,PO,4 0,5 mol/l 5ml
20x SSC 5ml
Agqua bidest. 5ml
deionisiertes Formamid 35 ml

Die Losung wurde auf pH=7,0 eingestelt.

2.3.5.1 Vorbereitung der Metaphasenpréparate

Die Hybridisierung der markierten Tumor- bzw. Referenz-DNS erfolgte auf CGH Metaphase
Target Slides (Tabelle 2.3.11). Proteine des Kernplasmas und Chromatingerists der
Metaphasenpréparate wurden durch einen 5 minutigen Pepsinverdau in einer
Hybridisierungskammer mit 100 ml Pepsinldsung (Tabelle 2.3.12) bei 37 °C im Wasserbad
entfernt. Im Anschluss wurden die Target Slides fur 5 Minuten in 2x SSC (Tabelle 2.3.13)
gewaschen und in aufsteigender Ethanolreihe (70%, 85%, und 100%) fiir je 5 min bei -20 °C
entwassert und abschlielend fir 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die Trennung
der Wasserstoffbriicken der Metaphasen-DNS erfolgte durch Denaturierung fiir 2 min bei 69
°C in der im Wasserbad erwédrmten Denaturierungslosung (Tabelle 2.3.14). Im Anschluss

erfolgte eine erneute Dehydrierung der Préparate in aufsteigender Ethanolreihe.

2.3.5.2 Hybridisierung der Metaphasenpraparate

Die im Rahmen der Nick-Translation gewonnenen Tumor- bzw. Referenz-DNS-Sonden
wurden aufgetaut und Rickstdnde der DNase | sowie Polymerase | durch Zugabe von 5 pl
0,5M EDTA-L06sung inaktiviert. In Vorbereitung fur die Hybridisierung wurden je 67 pl der
markierten Tumor- und Referenz-DNS (gegengeschlechtlich), 80 pl humane Cot-1-DNS
(Img/ml), 12 pl Natriumacetatlosung (3 mol/l) in 580 ul Ethanol 99,8 % angesetzt, gemischt
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und in ein Eppendorfgefal Uberfiihrt. Die DNS wurde fir 30-60 Minuten bei -80 °C
ausgefallt und die Proben fir 45 Minuten bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert. Die
Uberstande wurden verworfen und das DNS-Pellet durch die erneute Zugabe von 800 pl
70%-Ethanol fir 45 Minuten bei 45 °C und 1400 rpm auf dem Thermomixer aufgereinigt.
Die Proben wurden im Anschluss fir 5 Minuten bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das DNS-Pellet fir 30 min bei Raumtemperatur getrocknet. In
Vorbereitung fir die Hybridisierung erfolgte die Denaturierung der aufgereinigten DNS-
Sonden nach Resuspension des DNS-Pellets in 6 ul deionisiertem Formamid und Inkubation
bei 37 °C und 1400 rpm fur 60 Minuten auf dem Thermomixer. Im Anschluss wurden die
Proben mit 7 ul Dextransulfat-haltigem Hybridisierungspuffer fir 6 Minuten bei 78 °C
denaturiert und bei 37 °C fur 30 Minuten auf dem Thermomixer vorhybridisiert. Die
vorbereiteten Proben wurden fiir 30 Sekunden bei 3500 rpm zentrifugiert und 13 pl der DNS-
Sonden auf die préparierten Objekttrager der Metaphasenchromosomen gegeben. Das
Hybridisierungsfeld wurde mit einem Deckglas luftdicht verschlossen. Die Hybridisierung
der Metaphasenchromosomen erfolgte fur 3 Tage bei 37 °C in einer feuchten Kammer. Im
Anschluss an die dreitdgige Hybridisierung erfolgte die indirekte Fluoreszenzfarbung der
DNS-Praparate.

2.3.6 Indirekte Fluoreszenzfarbung

Nach erfolgreicher Hybridisierung der markierten DNS-Sonden wurden diese durch einen
gegen Biotin oder DIG gerichteten, fluoreszenzmarkierten Antikérper nachgewiesen
(Kallioniemi OP et al. 1994). Der Nachweis Biotin-konjugierter Nukleotide erfolgte mit
einem FITC-Avidin Antikorper. DIG-markierte DNS-Abschnitte wurden mittels eines anti-
DIG-Rhodamin-Antikérpers nachgewiesen (Brigati et al. 1983; Komminoth 1992). Die
Fluoreszenzintensitdt der Biotin-FITC- und Rhodamin-DIG-gekoppelten Sonden st
proportional zur Menge der DNS-Hybride, so dass Verdnderungen auf chromosomaler und
subchromosomaler Ebene quantifiziert werden konnten. Die abschlielende Féarbung der
Metaphasenchromosomen mit DAPI und AMD ermdglichte die Darstellung des Q-Banden-

Musters und Erstellung eines Karyogrammes.
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Ldsungen und Puffer

Tabelle 2.3.15: Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate

Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate

Hersteller

Firmensitz

Anti-DIG-Rhodamin

Roche

Penzberg

FITC-Avidin DCS

Vector Laboratories

Burlingame, USA

Die Anti-DIG-Rhodamin-Ldsung wurde in einer Konzentration von 200 pg/ml angesetzt

und lichtgeschutzt bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2.3.16: Waschldsung A

Waschldsung A 1000ml
Formamid 50% (v/v) 500 ml
20x SSC 10% (v/v) 100 mL
Die Losung wurde mit HCI (5M) auf pH=7,0 eingestellt.

Tabelle 2.3.17: Waschldsung B
Waschlosung B 1000 ml
20x SSC 10% (v/v) 100 mL
Die Losung wurde mit HCI (1M) auf pH=7,0 eingestellt.

Tabelle 2.3.18: Waschlosung C
Waschlésung C 1000 ml
20x SSC 80% (V/V) 800 mL
Polysorbat 20 0,1% (v/v) 1ml

Die Losung wurde mit HCI (1M) auf pH=7,0 eingestellt.
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Tabelle 2.3.19: Blocking-L6sung

Blockinglosung 100 ml
20x SSC 5%(Vv/v) 20 ml
Albumin-Fraktion V 3% (v/Iv) 30
Polysorbat 20 0,1% (v/v) 0,1 ml
Die Losung wurde mit HCI (1M) auf pH=7,0 eingestellt.

Tabelle 2.3.20: Detektions-Ldsung

Detektionsldsung 1mi

20x SSC 5% (v/Iv) 0,2 ml

Albumin-Fraktion V 1% (viv) 0,019

Polysorbat 20 0,1% (v/v) 0,001 ml
Anti-DIG-Rhodamin-Ldsung 15 pl
Anti-Biotin-FITC-Avidin DCS 5ul

Die Losung wurde lichtgeschitzt hergestellt, fir 10 min bei 37 °C und 1000 rpm auf dem
Thermomixer inkubiert und im Anschluss fur 3 min bei 8000 rpm zentrifugiert.

Die Losung wurde mit HCI (1M) auf pH=7,0 eingestellt.

Tabelle 2.3.21: DAPI-Ldsung

DAPI-Losung 1ml
Actinomycin-D-Mannitol 50ul 12,5 pg/ml
DAPI 1yl 2,5 ug/ml
Vectorschield iml 1mil

Rickstande unspezifisch hybridisierter DNS wurden durch dreimaliges Waschen der Target
Slides fir je finf Minuten in Waschlésung A (Tabelle 2.3.16) und Waschlésung B (Tabelle
2.3.17) bei 42 °C entfernt. Im Anschluss erfolgte die Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen der fluoreszenz-markierten Antikorper fiir 30 Minuten mit 300 pl Blocking-
Losung (Tabelle 2.3.19) bei 37 °C in der feuchten Kammer. Unter Lichtschutz wurde die
Blocking-Lésung mittels Waschlésung C (Tabelle 2.3.18) entfernt und 300ul der
lichtempfindlichen Detektions-Losung (Tabelle 2.3.20) auf die Objekttrager pipettiert. Die
Farbung der Target Slides erfolgte fir 60 Minuten bei 37 °C in der feuchten Kammer. Im
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Anschluss wurde die Detektions-Lésung entfernt und die Préparate dreimal fur je 5 Minuten
bei 42 °C in Waschldsung C gewaschen. Die Gegenfarbung der Chromosomen erfolgte mit
20 wl DAPI-Losung (Tabelle 2.3.21). Die Objekttrager wurden eingedeckt und 4 °C
lichtgeschitzt gelagert.

2.3.7 Digitale Auswertung

Die hybridisierten und fluoreszenzgefarbten Metaphasen Target Slides wurden mittels einer
an das Mikroskop angeschlossenen CCD-Kamera bei 880x Vergroflerung ausgewertet. Es
erfolgte die Anfertigung von je 3 monochromen Bildern mit 8bit-Farbtiefe. Die
frequenzspezifische Spektralanregung der Fluoreszenzfarbstoffe fiihrte zur Darstellung eines
Dreifarbenprofils entlang der Chromosomenachse (Piper et al. 1995). Die
Fluoreszenzfarbungen wurden entsprechend der Hintergrundfluoreszenz korrigiert und mit
Hilfe der digitalen Bildauswertungssoftware ISIS der Firma Metasystems quantifiziert. Die
dargestellten Zugewinne und Verluste sowie deren spezifischen Intensitatswerte wurden
entlang der Langsachse der Chromatiden eines homologen Chromosomenpaares zu einem
Intensitatsprofil integriert. Fir jedes Chromosom der Metaphase konnte die Intensitat von
gruner zu roter Fluoreszenz in einem Ratioprofil berechnet werden. Diese wurden gemittelt
und ein Schwellenwert fir Verluste und Zugewinne festgelegt. Die Nulllinie eines
Mittelprofils entspricht einem Verhaltnis von 1:1 der griinen und roten Fluoreszenzintensitat
und wurde auf einen durchschnittlichen Ratioprofilwert von 1,0 eingestellt. Die Mittelung
mehrerer Metaphasenprofile erlaubt eine vergleichende Analyse mehrerer Proben und
ermoglicht es die Qualitat der Auswertung zu verbessern, da so experimentell bedingte und
unspezifische Unterschiede der Fluoreszenzintensitdten heraus gemittelt werden kdnnen
(Kallioniemi OP et al. 1994). Die gemittelten Ratioprofile wurden graphisch neben dem
entsprechenden Chromosom dargestellt, so dass Veranderungen des Verhéltnisses von roter
und gruner Fluoreszenzintensitat einem Abschnitt auf dem Chromosom zugeordnet werden
konnten. Die Schwellenwerte fiir Zugewinne lagen bei einem Verhéltnis von 1,15 bis 1,25
und fiir Verluste entsprechend bei 0,75 bis 0,85. Ab einem Ratiowert von 1,5 wurde von
einer Amplifikation gesprochen. Im Einzelfall wurden Aberrationen als Zugewinne oder
Verluste definiert, wenn diese Grenzen nicht erreicht wurden, aber ein eindeutiger Trend
vorhanden war. Zugewinne wurden von der Software neben der schematisierten Darstellung
des Chromosoms, dem ldeogramm, grin dargestellt. VVerluste wurden rot markiert. Nicht

bewertet wurden chromosomale Aberrationen im Bereich von Telomeren und Zentromeren,
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im Bereich von heterochromatinreichen Regionen und im Bereich der p-Arme der
akrozentrischen Chromosomen (13, 14, 15, 21 und 22). Aberrationen in den Bereichen
1p32pter, 16p, 19 und 22 wurden mit Vorsicht bewertet, da bei Kontrollexperimenten mit
normaler Biotin- und DIG-markierter DNS in diesen Bereichen falsch positive Aberrationen
beschrieben worden sind (Kallioniemi OP et al. 1994; Kirchhoff et al. 1998).
Heterochromatinreiche Abschnitte und chromosomale Aberrationen, der X- und Y-
Chromosomen wurden ebenfalls von der Bewertung ausgeschlossen (Abbildung 2.3.3, S.

36.).
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Abbildung 2.3.3: Darstellung einer CGH-Untersuchung (Patient Nr. 16) — Zugewinne sind
griin dargestellt, Verluste sind rot markiert. Verluste an X- und Vermehrungen an Y-
Chromosomen sind technisch bedingt.
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2.4  Statistische Auswertung

Aufgrund der seltenen Erkrankung und geringen Fallzahl wurden die analysierten Daten
deskriptiv dargestellt. Statistische Auswertungen erfolgten mit Hilfe des Programms
GraphPadPrism 5 (GraphPadSoftware Inc. USA). Es wurde eine unverbundene
Normalverteilung der Ergebnisse angenommen, so dass die Berechnung statistischer
Signifikanzen mit Hilfe des Student’s t-Test durchgefiihrt wurde. Diese Ergebnisse sollten
jedoch vor dem Hintergrund der geringen Fallzahl immer in Korrelation zum Klinischen
Verlauf des Patienten betrachtet werden. Die Darstellung von Uberlebenskurven erfolgte
nach der Kaplan-Meier Methode. Tests zur Signifikanzprifung konnten aufgrund der
geringen Patientenzahl und der unterschiedlichen histologischen Entitaten eigentlich nicht
sinnvoll durchgefiihrt werden, so dass die meisten Ergebnisse nur beschreibend angegeben

werden kdnnen.
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3 Ergebnisse

3.1 Kilinik und Pathologie der Raumforderungen der Pinealisregion

3.1.1 Untersuchte histologische Entitaten

Es wurden insgesamt 19 Tumoren von 19 Patienten untersucht. Darunter waren zwei
zystische Tumoren, ein Plexuspapillom, zwei pilozytische Astrozytome, zwei Pineozytome
WHO °Il, vier Pineoblastome WHO °lIV, vier Germinome, zwei Teratome, ein solitar-

fibréser Tumor sowie ein neuroendokriner Tumor der PR (Tabelle 3.1.1).

3.1.2 Geschlechter und Altersverteilung

Das Kollektiv umfasst 16 (84,2 %) mannliche und 3 (15,8 %) weibliche Patienten
(Abbildung 3.1.1A). Der Altersmittelwert bei Diagnosestellung (Operationszeitpunkt) lag bei
Maéannern um 21,8 + 3,7 Jahre (in einer Altersspanne von 0 bis maximal 47 Jahren) und bei
Frauen um 44,7 = 12,4 Jahre (in einem Intervall von 24 bis 67 Jahren) (Abbildung 3.1.1B).
Vergleicht man die Mediane fir das Alter beider Geschlechter, so ergibt sich fir Manner mit
22 Jahren ein signifikant friiheres Erkrankungsalter bei Diagnosestellung gegeniliber Frauen

mit 43 Jahren (p =< 0,05).
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Abbildung 3.1.1: Geschlechterverteilung (%) und Alter (in Jahren) bei der Diagnosestellung
von 19 Raumforderungen der PR (% = p <0,05).

3.1.3 Kilinische Symptomatik
Unspezifische  klinische Symptome erschweren die frihzeitige Diagnose einer
Raumforderung der PR. Am haufigsten zeigten die untersuchten Patienten mit 58%

Kopfschmerzen sowie in 42% der Falle Schwindel, Ubelkeit und Erbrechen. Daneben fanden
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sich aber auch Visus- und Gleichgewichtsstérungen sowie weitere Symptome, die zu einer
deutlichen Beeintrachtigung der Patienten fihrten. Zwolf der 19 untersuchten Patienten
zeigten eine Kombination von zwei und mehr Symptomen (Abbildung 3.1.2). Als Ursache
flr die klinische Symptomatik zeigte sich bei dreizehn der in dieser Arbeit untersuchten
Patienten eine beginnende obstruktive Liquorzirkulationsstérung. Die Behandlung oder
Préavention eines beginnenden obstruktiven Hydrozephalus erfolgte bei diesen Patienten
bereits vor der operativen Therapie durch Anlage eines ventrikulo-peritonealen Shunts oder

Rickham-Reservoirs.

Kopfschmerzen - |

Schwindel, Ubelkeit, Erbrechen - |

Visusstorung

Gleichgewichtssotrung -
Leistungsminderung -
Zunahme des Kopfumfanges -
Kognitive Storung -
Motorische Storung -

Nackenschmerzen -

gl (111

Wachstumsstorung -

20 40 60
%

o

Abbildung 3.1.2: Klinische Symptomatik von Raumforderungen der PR.

3.1.4 Follow-Up und Gesamtuberleben

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, bei allen Patienten ein erfolgreiches Follow-Up
Uber einen Zeitraum von bis zu maximal 168 Monaten zu erheben (Tabelle 3.1.1). Im Mittel
lag das Follow-Up bei 102,7 + 10,4 Monaten. 84,2% der in die Auswertung eingeflossenen
Tumoren rezidivierten nach initialer Operation nicht. 15,8% der Raumforderungen traten
jedoch nach erfolgter Operation erneut auf oder zeigten einen Progress zu einer
hochmalignen Form. Patienten, die an einem Tumorrezidiv erkrankten, zeigten eine
reduzierte Gesamtiiberlebenszeit von im Median 96 Monaten gegeniber Patienten, die kein
erneutes Auftreten der Tumorerkrankung erlebten. Bei Rezidivfreiheit lag die
Gesamtiberlebenszeit im Median sogar bei 120 Monaten (Abbildung 3.1.3A). Der mediane

postoperative Karnofsky-Index (KI) betrug im Gesamtkollektiv 90% und unterschied sich
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nicht vom KI der Patienten, die rezidivfrei blieben. Patienten, die an einem Rezidiv
erkrankten, zeigten mit 60% einen deutlich reduzierten KI (Abbildung 3.1.3B).

A Gesamtiiberleben B Karnofsky-Index
100+
160 ——
i 80+
1204 |
8 ‘ 60+
s 40+
40" 20_
0 0- - -
gesamt ohne Rezidiv mit Rezidiv gesamt ohne Rezidiv mit Rezidiv

Abbildung 3.1.3: Gesamtuberleben (A) und Karnofsky-Index (B) von 19 Patienten mit einer
Raumforderung der PR.

Tabelle 3.1.1: Klinische Charakteristika von 19 Patienten mit Tumoren der PR
unterschiedlicher Histologie.

Pineal-parenchymale Tumoren der PR

Follow- Rezidiv o

Nr. Sex* (ﬁ:?;) Histologie Up nach Status fol/ )
(Monate) | (Monaten) .

1 m 48 Pinealiszyste 144 - lebt 100

Pineozytom

2 m 33 WHO °lI 132 - lebt 100

3| w 31 Pineozytom 84 : lebt %0
WHO °ll

Pineoblastom

4 m 25 WHO °IV 106 _ . o
_ verstorben /
5 w - Plneoblaostom 34 . Tumor- 0
WHO °IV ikati
komplikation

Pineoblastom verstorben /
° W o7 84 83,75 Tumor- oder OP- 0

WHO "IV Komplikation

Pineoblastom verstorben /
! m 2 0 - Tumor- oder OP- 0

WHO "IV Komplikation
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Keimzelltumoren der PR

Follow- Rezidiv o
Nr. Sex* (f:;:) Histologie Up nach Status TOI/ )
(Monate) | (Monaten) .
8 m 40 Epidermoidzyste 108 72 lebt 90
9 m 19 Germinom 120 - lebt 100
10 m 28 Germinom 84 - lebt 70
11 m 45 Germinom 168 - lebt 100
12 m 35 Germinom 156 - lebt 80
13 m 21 Teratom 120 - lebt 100
14 m 13 Teratom 96 - lebt 50
Heterogene Tumoren der PR
Follow- Rezidiv o
Nr. Sex* (f;r:?;) Histologie Up nach Status TOI/ )
(Monate) | (Monaten) .
15 m 11 Plexuspapillom 132 - lebt 100
Pilozytisches
16 m 41 Astrozytom WHO °I 120 - lebt 100
Pilozytisches
17 m 55 Astrozytom WHO °| 96 10 lebt 60
Solid-fibréser Tumor
18 m 43 mit spinaler 96 - lebt 90
Metastase TH 12
. verstorben /
19 m 41 Neur%)_eun:‘glr(rlner 22 - Tumor- 0
komplikation

* m = mannlich; w = weiblich

** K| = Karnofsky-Index
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Bei allen Patienten konnten zum Endzeitpunkt der Datenerhebung Angaben bzgl. des
Uberlebens erhoben werden (Tabelle 3.1.1). Die folgende Kaplan-Meier-Kurve zeigt
unabhingig vom histologischen Tumorgrad eine Ubersicht tiber das Gesamtiiberleben aller
Patienten. Vier der 19 Patienten verstarben innerhalb von 34 Monaten nach dem Auftreten
oder rezidivierenden Progress des Tumors der PR. Bei zwei Patienten trat der Tod innerhalb
von einer Woche postoperativ ein, so dass eine mogliche operative Komplikation als
Todesursache nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Die Uberlebensendpunkt-
wahrscheinlichkeit betrug zum Endpunkt der Datenerhebung im Gesamtkollektiv 79%, im

Kollektiv der Rezidivpatienten 67% (Abbildung 3.1.4).

Tumoren der Pinealregion
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Abbildung 3.1.4: Kaplan-Meier-Analyse des Rezidiv- und Gesamtiiberlebens von 19
Patienten, die an einem Tumor der PR erkrankten.
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3.2 Therapie der Primartumoren der Pinealisregion

Alle Tumoren wurden primér chirurgisch therapiert. Die operative Behandlung der
untersuchten Patienten erfolgte ber einen Zeitraum von mehr als 10 Jahren. Fortschritte und
Innovationen der mikrochirurgischen Therapie haben in dieser Zeit zu einer Verbesserung
der operativen Behandlung gefuhrt. Eine intrazerebrale Tumorresektion kann jedoch nicht
mit ausreichendem Sicherheitsabstand durchgefuhrt werden, ohne essentielle neuronale
Strukturen zu verletzen. Daher erfolgte bei einigen Patienten postoperativ eine adjuvante

Therapie.

3.2.1 Adjuvante Radiotherapie

Neun der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patienten erhielten eine adjuvante
Strahlentherapie (Tabelle 3.2.1). Eine adjuvante Bestrahlung pilozytischer Astrozytome
WHO °I1 ist im Allgemeinen nicht erforderlich. Bei dem Patienten Nr. 17 kam es zu einem
frihen Rezidiv des Tumors, so dass man sich zur Radiotherapie entschloss. Patient Nr. 2
erkrankte an einem Pineozytom WHO °Il. Der Tumor konnte nur um 40% operativ reduziert
werden und zeigte dezent vermehrte Mitosen, so dass auch hier die Indikation zur adjuvanten
Strahlentherapie gestellt wurde. Eine adjuvante Nachbehandlung von Patienten, die an einem
malignen Pineoblastom WHO °IV erkranken, ist erforderlich. Aufgrund der Schwere dieser
Erkrankung verstarben die Patienten Nr. 5, 6 und 7, ohne dass eine adjuvante Therapie
durchgefihrt werden konnte. Dies war nur bei Patient Nr. 4 mdglich. Zudem erfolgte eine
Strahlentherapie bei allen Germinompatienten, einem neuroendokrinen Karzinom sowie
einem solid-fibrésen Tumor mit spinaler Metastase in Hohe des Thorakalwirbels (TH) 12.
Therapeutisch erfolgten bei den bestrahlten Patienten Ganzhirnbestrahlungen mit Boosterung
von 40 + 10 Gy, fraktionierte Bestrahlungen bis 352 Gy und Aufséttigungen der
Tumorregion bis 55 Gy. Im Fall des Patienten Nr. 4 fand eine stereotaktische Radio-Jod-125-
Seed-Behandlung mit 55 Gy uber 90 Tage statt. Nicht bestrahlt wurden Teratome (Patienten
Nr. 13 und 14). Einheitlich therapiert wurden Germinome der PR. Hier erfolgten die
Bestrahlungen mit 24 Gy im Bereich des Cerebrums und der neuronalen Achse sowie eine

Boosterung des Tumorbettes mit 40 Gy.
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Tabelle 3.2.1: Adjuvante Radiotherapie von neun Tumoren der PR

Pineal-parenchymale Tumoren der PR

Nr. Sex* Alter Histologie Adjuvante Radiatio
. o Cerebrum 32,5 Gy
2 m 33 Pineozytom WHO °II Tumorboost 18 Gy
. o Stereotaktisch
4 m 25 Pineoblastom WHO °1VV Radio-Jod-125-Seed 55Gy
Keimzelltumoren der PR
Nr. | Sex* | Alter Histologie Adjuvante Radiatio
. Neuronale Achse und Cerebrum 24 Gy,
9 m 19 Germinom Tumorboost 40 Gy
. Neuronale Achse und Cerebrum 24 Gy,
10 m 28 Germinom Tumorboost 40 Gy
. Neuronale Achse und Cerebrum 24 Gy,
1 m 45 Germinom Tumorboost 40 Gy
. Neuronale Achse und Cerebrum 24 Gy,
12 m 3 Germinom Tumorboost 40 Gy
Heterogene Tumoren der PR
Nr. | Sex* | Alter Histologie Adjuvante Radiatio
. . o Cerebrum 40Gy
17 m 55 Pilozytisches Astrozytom WHO °I Tumorboost 10Gy
18 m 43 Solid-fibréser Tumor mit Neuronale Achse 35,2 Gy,
spinaler Metastase TH 12 Tumorboost 55Gy
. Cerebrum 40Gy,
19 m 41 Neuroendokriner Tumor Tumorboost 10Gy

*m = mannlich

3.2.2 Adjuvante Chemotherapie

Eine Chemotherapie wurde bei den Patienten Nr. 4, 17, 18 und 19 durchgefiihrt und erfolgte
in Kombination mit einer Radiatio (Tabelle 3.2.2). Therapiert wurden das friihe Rezidiv des
pilozytischen Astrozytoms WHO °l des Patienten Nr. 17, ebenso wie das maligne
Pineoblastom WHO °IV des Patienten Nr. 4. Germinome hingegen zeigen sich gut

strahlensensibel, so dass diese Form der Therapie bereits zu einer Tumorreduktion fiihren
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kann. Eine erganzende adjuvante Chemotherapie der Patienten 9, 10, 11 und 12 wurde daher
nicht durchgefuhrt. Aufgrund der nur dezent vermehrten mitotischen Aktivitdt des
Pineozytoms WHO °Il des Patienten Nr. 2 wurde auf eine adjuvante Chemotherapie in
Ergdnzung zu der Bestrahlung verzichtet. Demgegenuber ist das Wachstums- und
Metastasierungsverhalten von neuroendokrinen und solid-fibrésen Tumoren der PR nicht
abschlieRend verstanden, so dass eine maligne Transformation nicht ausgeschlossen werden
kann (Pizem et al. 2004; Grozinsky-Glasberg et al. 2010). Die adjuvante Radiotherapie

wurde bei beiden Tumoren durch eine Chemotherapie ergénzt.

Tabelle 3.2.2: Adjuvante Chemotherapie von vier Tumoren der PR

Nr. Sex | Alter Histologie Adjuvante Chemotherapie
4 m 25 Pineoblastom WHO °IV Vmcr|§t|n, C.CNU’
Cisplatin
. . o Temozolomid (1-5/28)

17 m 55 Pilozytisches Astrozytom WHO °I| ACNU + Chloroquin
18 m 43 Solid-fibréser Tumor mit Vincristin, CCNU,

spinaler Metastase TH 12 Cisplatin
19 m 41 Neuroendokriner Tumor Topotecan

*m = mannlich

Es fand sich kein signifikanter Einfluss unterschiedlicher adjuvanter Therapieschemata auf
die postoperative Gesamtlberlebensdauer. Im Median betrug diese bei Patienten, die eine
Radiotherapie erhielten, 120 Monate. Eine kombinierte Radio-/ Chemotherapie fiihrte zu einer
reduzierten Gesamtiiberlebensdauer von 96 Monaten (Abbildung 3.2.1A). Patienten, die mit
einer kombinierten Radio-/ Chemotherapie behandelt wurden, zeigten zudem im Median
einen mit 75% reduzierten KI im Vergleich zum Gesamtkollektiv. Dieser Unterschied war
nicht signifikant, aber hinweisend auf eine stdrkere Belastung der Patienten durch die
kombinierte Radio-/ Cheomotherapie im Gegensatz zur exklusiven Radiotherapie. Hier betrug
der KI 90% und unterschied sich nicht vom KI des Gesamtkollektivs (Abbildung 3.2.1B).
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Abbildung 3.2.1: Gesamtuberleben (A) und Karnofsky-Index (B) von Patienten mit einer
Raumforderung der PR unter adjuvanter Therapie

Die folgende Kaplan-Meier-Kurve gibt eine Ubersicht Gber das Gesamtiberleben der
Patienten in Abhdangigkeit von der adjuvanten Therapie (Abbildung 3.2.2). Die
Uberlebensendpunktwahrscheinlichkeit betrug zum Endpunkt der Datenerhebung im
Gesamtkollektiv 79%. Im Kollektiv der Patienten, die eine Radiatio erhalten hatten, konnte
diese mit 89% angegeben werden. Patienten mit kombinierter Radio-/ Chemotherapie

erreichten einen Endpunkt der Uberlebenswahrscheinlichkeit von 75%.
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Abbildung 3.2.2: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens bei adjuvanter Therapie von
Tumoren der PR.
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3.3 Therapie von Rezidivtumoren der Pinealisregion

Rezidive von Raumforderungen der PR konnten bei drei Patienten in dem untersuchten
Kollektiv beobachtet werden. Die Rezidivtumoren wurden erneut operativ behandelt (Tabelle
3.3.1). Eine adjuvante Therapie war nicht vorausgegangen. Die Zweitoperation hatte bei allen
Patienten eine deutliche Einschrankung der Lebensqualitat zur Folge. Patient Nr. 17 erlitt
bereits 10 Monate nach der Erstoperation ein Rezidiv des pilozytischen Astrozytoms WHO
°l. Es folgte nach erneuter operativer Therapie eine Radiatio und Chemotherapie mit
Temozolomid (1 Zyklus: 1-5/28). Erganzt wurde die Therapie mit ACNU und Chloroquin.
Aktuell ist es zu keinem Fortschreiten der Erkrankung gekommen. Es kam jedoch zu einem
Abfall des KI um 40%. Bei den Patienten Nr. 8 und 6 kam es nach sechs und sieben Jahren
zu einem erneuten Auftreten der Tumorerkrankung. Die Therapie des Rezidivs der
Epidermoidzyste von Patient Nr. 8 erfolgte aufgrund der benignen Erkrankung nur
chirurgisch. Die operative Intervention fihrte jedoch zu einem Abfall des KI um 10%. Eine
weitere adjuvante Therapie schloss sich nicht an. Bei Patient Nr. 6 kam es zu einem
Auftreten eines Pineoblastoms WHO °IV. Darunter verschlechterte sich der klinische
Allgemeinzustand so stark, dass der Patient kurz nach der Operation verstarb. Eine Radio-/
Chemotherapie konnte nicht mehr durchgefuhrt werden.

Tabelle 3.3.1: Rezidive von drei Tumoren der PR

Nr. Alter Sex* Histologie Rezidiv nach
6 67 w Pineoblastom WHO °IV 83,75 Monaten
8 40 m Epidermoidzyste 72 Monaten
17 55 m Pilozytisches Astrozytom WHO °I 10 Monaten

* m = mannlich; w = weiblich
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3.4 Molekularzytogenetische Veranderungen pineal-parenchymaler Tumoren

Tabelle 3.4.1: CGH-Analyse von Patienten mit pineal-parenchymalen Tumoren der PR
(+ = Zugewinne; - = Verluste).

Pineal-parenchymale Tumoren der PR

Anzahl der
Nr. Histologie Netto- Zugewinne Verluste Chromosomale Aberrationen
aberrationen
1 Pinealiszyste 3 3 0 +16p
+1p, +7p, +7q, +9p, +9q, +11q,
2 Pineozytom 17 13 4 +12p, +12q, +15q, +16p, +18p,
WHO °ll +20q, +21q // -10p, -10q, -13q, -
14q
Pineozytom
3 WHO °Il 0 0 0 i
4 Pineoblastom 6 4 2 +12p, +12q, +17p, +17q, //
WHO °IV -20p, -20q
Pineoblastom
5 WHO °IV 4 4 0 +8p, +8q, +20p, +20q
6 Pineoblastom 7 6 1 +1p, +9q, +12q, +16p, +17p, +17q
WHO °IV I1-13q
7 Pineoblastom 7 5 2 +8q, +9p, +16p, +19p, +22q //
WHO °IV -5q, -10q

3.4.1 Pinealiszyste
CGH-Analysen pineal-parenchymaler Zysten sind nach aktuellen Informationen nicht
beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals ein Zugewinn am Chromosom 16p

nachgewiesen werden (Patient Nr. 1, Tabelle 3.4.1).

3.4.2 Pineozytom
Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Patienten untersucht werden, die an einem
Pineozytom WHO °I11 erkrankten. Nur der Patient Nr. 2 zeigte chromosomale Veranderungen
in der CGH-Analyse (Tabelle 3.4.1). Es fanden sich Zugewinne der Chromosomen 1p, 7p,
79, 9p, 99, 11q, 12p, 12q, 15q, 16p, 18p, 20q und 21qg sowie Verluste der Chromosomen 10p,
10q, 13qg und 14q.
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3.4.3 Pineoblastom

In der CGH-Analyse, der vier an einem Pineoblastom WHO °IV erkrankten Patienten,
zeigten sich vermehrt chromosomale Zugewinne. Verluste konnten signifikant weniger
nachgewiesen werden (p =<0,05). Im Durchschnitt kam es bei den Patienten zu 6,5
chromosomalen Veranderungen. Haufige genetische Zugewinne zeigten die Chromosomen
8q, 12q, 16p, 17p und 17q. Genetische Verluste der Chromosomen 5q, 10q, 13qg und 20p, 20q
waren nur bei 25% der Patienten zu finden (Abbildung 3.4.1).
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Abbildung 3.4.1: Darstellung chromosomaler Zugewinne (grtin) und Verluste (rot) von vier
Pineoblastomen WHO °IV der PR.
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3.5 Molekularzytogenetische Veranderungen pinealer Keimzelltumoren

Tabelle 3.5.1: CGH-Analyse von Patienten mit pinealen Keimzelltumoren der PR
(+ = Zugewinne; - = Verluste)

Keimzelltumoren der PR

Anzahl der
Nr. Histologie Netto- Zugewinne | Verluste Chromosomale Aberrationen
aberrationen
8 Epidermoidzyste 0 0 0 -
. +1p, +9q, +12q, +16p, +17p, +17q,
9 Germinom 11 8 3 +20q, +22q // -3p, -7q, -9q
10 Germinom 5 2 3 +1q, +17q, // -9p, -13q, -15q
. +7p, +7q, +12q, +16p, +21q,
1 Germinom 8 6 2 +22q // -4p, -13p
+1q, +7p, +7q, +10p, +12p, +12q,
. +14q, +17q, +19p, +20q, +21q, //
12 Germinom 25 11 14 -1p, -3p, -3q, -4p, -4q, -5p, -50, -
6p, -64, -9p, -11p, -11q, -13q, -18q
+1p, +1q, +7q, +8p, +8q, +9q,
14 Teratom 15 13 2 +11q, +12q, +16p, +17p, +17q,
+20q, +22q /I -9p, -13q

3.5.1 Epidermoidzyste

Die CGH-Untersuchung der
chromosomalen Verénderungen (Tabelle 3.5.1).

3.5.2 Germinom

Epidermoidzyste

des Patienten Nr. 8 ergab keine

In unserem Kollektiv erkrankten vier Patienten (Nr. 9, 10, 11, 12) an einem Germinom der

PR. Im Durchschnitt kam es bei den Patienten zu 12,3 chromosomalen Veranderungen. In der

CGH-Analyse zeigten sich vermehrt chromosomale Zugewinne. Diese waren jedoch nicht

signifikant. Haufige genetische Zugewinne zeigten mit 75% die Chromosomen 12q, und 17q.

Héaufige genetische Verluste zeigten sich an den Chromosomen 3p, 4p, sowie 9p und 13q

(Abbildung 3.5.1).
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Abbildung 3.5.1: Darstellung chromosomaler Zugewinne (griin) und Verluste (rot) von vier
Germinomen der PR.

3.5.3 Teratom

In unserem Kollektiv erkrankten zwei Patienten (Nr. 13 und 14) an einem Teratom der PR.
Die CGH-Analyse eines Patienten war aufgrund geringen Materials nicht aussagekraftig, so
dass durch die niedrigen Fallzahlen die Untersuchungen nur beschreibend anzugeben sind
(Tabelle 3.5.1). Es zeigte sich ein deutliches Uberwiegen der chromosomalen Zugewinne mit
13 Nettoveranderungen (1p, 1q, 7q, 8p, 8q, 9q, 11q, 12q, 16p, 17p, 17q, 20q, 22q) gegeniber
zwei Verlusten an den Chromosomen 9p und 13q.
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3.6 Molekularzytogenetische Veranderungen heterogener Raumforderungen der

Tabelle 3.6.1: CGH-Analyse von Patienten mit heterogenen Raumforderungen der PR

Pinealisregion

(+ = Zugewinne; - = Verluste)

Heterogene Tumoren der PR

Anzahl der
Nr. Histologie Netto- Zugewinne | Verluste Chromosomale Aberrationen
aberrationen
. +7p, +7q, +12p, +12q, +14q, +15q,
15 Plexuspapillom 8 8 0 +19p, +214
16 T;i})leohris 11 11 0 *1p, +1q, +7q, +9q, +11q, +12q,
WHO °| +16p, +17p, +17q, +20q, +22q
Pilozytisches
17 Astrozytom 6 4 2 +7q, +16p, +17p, +17q, // -8q, -9p
WHO °I
Solid-fibroser
18 Tumor mit 8 7 1 +7p, +7q, +9q, +16p, +17p, +17q,
spinaler +22q // -13q
Metastase TH 12
+5p1 +5q1 +7p| +7q: +8p: +8q7 +9p7
19 Neuroendokriner 25 12 13 +9q, +12p, +12q, +21q, +22q //

Tumor

-1p, -1q, -2p, -2q, -10p, -10q, -13q,
-14q, -15q, -18p, -18q, -20p, -20q

3.6.1 Plexuspapillom

Die CGH-Analyse eines Plexuspapilloms von Patient Nr. 15 zeigte ausschliellich
chromosomale Zugewinne. Neben Zugewinnen der Chromosomen 7, 12, 15 und 19
(Bhattacharjee et al. 1997; Grill et al. 2002) konnten Zugewinne der Chromosomen 14q und
21q beschrieben werden. Verluste konnten bei dem untersuchten Plexuspapillom nicht

nachgewiesen werden.

3.6.2 Pilozytisches Astrozytom

In der CGH-Analyse des Primartumors U(berwogen die chromosomalen Zugewinne
(Abbildung 3.6.1). Im Durchschnitt kam es bei den Patienten zu 8,5 chromosomalen
Veranderungen. Haufige genetische Zugewinne (100%) zeigten die Chromosomen 7q, 16p,

17p, 17q. Die Chromosomen 8q und 9p zeigten die h&ufigsten Verluste.



Ergebnisse

| 53

100

80

60

4

RSARAMRAN R u“st&bew\Qr\&%%%Qo.\t&@%%%%, 5&3%\&%% b\‘ﬂ“’\\’\“@\‘bwmﬁ%%%“
1

Glllllllllllllll

Relative chromosomale Veranderungen (%)
o 8 35
s ]
: |
—
-—

100-

Abbildung 3.6.1: Darstellung chromosomaler Zugewinne (griin) und Verluste (rot) von zwei
pilozytischen Astrozytomen WHO °I der PR.

3.6.3 Solid-fibréser Tumor

Der in dieser Arbeit untersuchte solid-fiorose Tumor der PR zeigte Zugewinne der
Chromosomen 7p, 7q, 99, 16p, 17p, 17q, 229 und Verluste am Chromosom 13q (Tabelle
3.6.1).

3.6.4 Neuroendokriner Tumor

In dem untersuchten Kollektiv erkrankte ein Patient an einem neuroendokrinen Tumor der
PR. Die CGH-Analyse zeigte Zugewinne der Chromosomen 5p, 5q, 7p, 79, 8p, 89, 9p, 9q,
12p, 12q, 21q, 22q sowie Verluste der Chromosomen 1p, 1q, 2p, 2q, 10p, 10q, 13q, 14q, 15q,
18p, 18q, 20p, 20q (Tabelle 3.6.1).
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3.7 Ergebnisse der komparativen genomischen Hybridisierung

Von insgesamt 19 untersuchten Patienten konnten 18 CGH-Analysen aus dem Priméartumor
ausgewertet werden. Bei einem Tumor (Patient Nr. 14, Teratom) gelang die CGH aufgrund
von zu geringer DNS-Menge nicht. Aufgrund der geringen Fallzahl wurden keine
statistischen Berechnungen auf Zusammenhdnge chromosomaler Verdnderungen und
Uberlebenszeiten durchgefiihrt. Im Durchschnitt ergaben sich pro Fall im Gesamtkollektiv 9
Nettochromosomenverénderungen (Abbildung 3.7.1). Die mittlere Anzahl von Zugewinnen
entsprach dabei 6,4 und war signifikant héher als die Verluste mit einer mittleren Anzahl von
2,7 (p=<0,05).
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Abbildung 3.7.1: Absolute chromosomale Veranderungen von 18 Tumoren der PR
(*k =p<0,05).
Am haufigsten finden sich im Kollektiv Zugewinne an den Chromosomen 7q, 9q, 12q, 16p,
17p, 179 und 229 sowie Verluste am Chromosom 13q (Abbildung 3.7.2).
Molekularzytogenetisch Uberwiegen bei den primér pineal-parenchymalen Tumoren
Zugewinne an den Chromosomen 12q und 16p. Zugewinne an den Chromosom 17p und 17q
sind im Vergleich mit den Keimzelltumoren der PR nicht so haufig zu beobachten. Diese
zeigen neben den Zugewinnen der Chromosomen 12q, 16p und 17 auch Amplifikationen der
Chromosomen 7q, 99, 129, 16p und 22qg. Amplifikationen dieser Chromosomen konnten
ebenfalls bei den heterogenen Tumoren der PR nachgewiesen werden. Vergleicht man die
Ergebnisse der CGH unterschiedlicher Raumforderungen der PR so zeigen die Ergebnisse
eine molekularzytogenetische Ahnlichkeit der Keimzelltumoren und heterogenen Tumoren
der PR. Ubereinstimmungen mit den primar pineal-parenchymalen Raumforderungen finden

sich nur in Bezug auf die Zugewinne der Chromosomen 12q und 16p.
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Abbildung 3.7.2: Darstellung relativer chromosomaler Verédnderungen von 18 Tumoren der
PR in Abhangigkeit von der chromosomalen Lokalisation. Zugewinne sind grun, Verluste
sind rot dargestellt.
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4 Diskussion

4.1 Diversitat der Tumoren der Pinealisregion

4.1.1 Klinische Symptomatik und Diagnostik

Tumoren der PR entsprechen weniger als 1% aller zerebralen Raumforderungen. Studien an
groReren Patientenkollektiven sind daher schwierig und selten vollstandig. Das grofite
Problem in der Diagnostik von Patienten mit Tumoren der PR ist, dass unspezifische
klinische Symptome eine friihzeitige klinische Diagnose erschweren. Eine Raumforderung
im Bereich der PR kann durch Affektion der Vierhugelplatte zu einer Blickparese bis hin zu
einem Perinaud-Syndrom fiihren. Daneben wurden auch hypothalamische Symptome sowie
Kompressionen des zerebralen Aquéduktes beschrieben (Knierim und Yamada 2003; Pollack
2012). Eine obstruktive Behinderung der Liquorzirkulation fuhrt zu einem Hydrozephalus
occlusus, dessen klinische Symptomatik sich in Abhé&ngigkeit vom Alter des Patienten
unterschiedlich duBern kann. So kann es im Sauglingsalter zu einem vergroRerten
Schadelumfang kommen. Zentralnervése Ausfallserscheinungen und Defekte im Kindeslater
manifestieren sich z.B. durch Spastiken, Nystagmen oder geistige Behinderung (Behari et al.
2011). Altere Patienten zeigen demgegeniiber Symptome einer langsam progredienten
Hirndrucksteigerung mit Kopfschmerzen, Hirnnervenstérungen, Stauungspapille, Ubelkeit
und Erbrechen (Reith und Yilmaz 2012). Bei 13 der 19 in dieser Arbeit untersuchten
Patienten erfolgte eine Behandlung oder Prdvention eines obstruktiven Hydrozephalus vor
der operativen Therapie. Dies geschah durch Anlage eines ventrikulo-peritonealen Shunts

oder Rickham-Reservaoirs.

Im Bereich der PR zeigen sich unterschiedlichste Raumforderungen. Diese haben ihren
Ursprung zum einen in den pinealen Geweben zum anderen jedoch in den heterogenen
Strukturen des ZNS. So finden sich neben glialen Tumoren auch Meningeome,
Keimzelltumoren, Ependymome und zerebrale Metastasen (Magalhaes et al. 2012). Die
Tumoren zeigen oft eine heterogene histologische Struktur, so dass es haufig schwer féllt,
einzelne Tumoren exakt einer Tumorentitat zuzuordnen. In den letzten Jahren erfolgte daher
eine mehrfache Revision und Ergénzung der histologischen Charakterisierung der Tumoren
der PR. Zuletzt wurde dies 2007 und 2010 verdffentlicht und die pineal parenchymalen
Tumoren intermediérer Differenzierung erst 2003 als eigene Tumorentitat beschrieben (Louis
et al. 2007; Roncaroli und Scheithauer 2007). Neben Bildgebung und Liquoruntersuchung ist
eine histologische Sicherung der Raumforderungen erforderlich, um eine exakte Diagnose,
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einhergehend mit einer Therapiestrategie und Prognosestratifizierug, zu erméglichen. Leider
ist die eindeutige Diagnose und Differentialdiagnostik dieser Raumforderungen schwierig.
Neben der groRen feingeweblichen Vielfalt dieser Tumoren erschwert die Tumorlokalisation
den operativen Zugang (Buffenoir et al. 2008). Daher ist bei kleiner Ausdehnung dieser
Tumoren oftmals keine optimale histologische Gewebesicherung mdglich. Die hohe
Diversitdt der in dieser Arbeit beschriebenen und untersuchten Raumforderungen
unterstreicht die Heterogenitat der Raumforderungen der PR. Es konnten Pinealiszysten,
Plexuspapillome, pilozytische Astrozytome aber auch pineale Tumoren wie Pineozytome und
Pineoblastome beschrieben werden. Zudem wurden Keimzelltumoren wie Epidermoidzysten,
Germinome und Teratome untersucht. Die Tumoren der Patienten Nr. 18 und 19 beschreiben
als solid-fibrose und neuroendokrine Tumoren sehr seltene Raumforderungen der PR.

Die genaue histologische Diagnose ist entscheidend fiir die Folgetherapien, da diese fir den
Patienten ggf. mit zusétzlichen Risiken und Komplikationen einhergehen kénnen (Fauchon et
al. 2000; Chowdhary et al. 2012). Die histologische Diagnose der Raumforderungen der PR
kann dartber hinaus mit dem Erkrankungsalter korrelieren. Wahrend Teratome und
Germinome meist bei jingeren Patienten beschrieben werden, finden sich gliale Tumoren
auch bei d&lteren Patienten (Adamson et al. 2010; Selvanathan et al. 2012). Der
Altersmittelwert des in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektivs lag bei Méannern um
21,8 * 3,7 Jahre und bei Frauen um 44,7 + 12,4 Jahre. Vergleicht man die Mediane fur das
Alter beider Geschlechter, so ergibt sich fur Frauen mit 43 Jahren gegentber Mé&nnern mit 22
Jahren ein spateres Erkrankungsalter. Der Anteil erkrankter Kinder lag jedoch nur bei 15,8%
im  Gesamtkollektiv. Die Heterogenitit und Unsicherheit der histologischen
Diagnosesicherung von Raumforderungen der PR erfordert eine alternative Charakterisierung

dieser Tumoren, so dass molekularzytogenetische Analysen wegweisend sein kdnnen.

4.1.2 Chirurgische Therapie

Tumoren der PR entstehen meist im infratentoriellen Kompartiment und expandieren in den
dritten Ventrikel oder die Cisterna quadrigeminalis (Behari et al. 2011). Eine optimale
chirurgische Therapie der Raumforderung der PR wird durch eine genaue histologische
Diagnostik ebenso wie durch die Nachbarschaft komplexer Strukturen beeinflusst (Bruce und
Ogden 2004). Die bildgebende Diagnostik ist dabei von entscheidender Bedeutung, um ein
optimales chirurgisches Vorgehen planen zu koénnen. Die Kkontrastmittelverstarkte

Magnetresonanztomographie (MRT) kann erste Hinweise auf eine histologische
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Charakterisierung der Raumforderung geben (Behari et al. 2011). Eine ausreichend,
verlassliche Diagnose ist mit Hilfe der MRT jedoch nicht moglich (Dumrongpisutikul et al.
2012). Histologische Untersuchungen sind daher eine unumgangliche Notwendigkeit
(Hoffman et al. 1994; Bruce und Ogden 2004). Die MRT-Untersuchung ermdglicht es
jedoch, die Ausdehnung und Infiltration umliegender Strukturen des Hirnstammes,
Ventrikelsystems oder Hypothalamus zu beurteilen und somit die Grenzen und Methodik der
operativen Intervention abzuschétzen. Mdgliche chirurgische Zugange zur PR sind:

A: Infratentoriell-suprazerebellarer Zugang

Dieser median trajektoriell gelegen Zugang ermdglicht einen Zugang zur PR und vermeidet
Verletzungen der superior der L&sion gelegenen vendsen Strukturen. Dieser, in sitzender
Position durchgefiihrte Eingriff, ermoglicht eine gute Ubersicht und Entfernung des Tumors
ohne gréRere neuronale Affektion der umliegenden Strukturen. Lasionen deren Wachstum
und Infiltration von der Mittellinie abweichen kénnen jedoch nur unzureichend entfernt
werden und erfordern einen supratentoriellen Zugang (Bruce und Ogden 2004; Behari et al.
2010; Behari et al. 2011).

B: Okzipital-transtentorieller Zugang

Dieser chirurgische Zugang ermoglicht eine Darstellung der supra- und infratentoriellen
Anteile der Raumforderung. Er erlaubt eine Entfernung von Tumoren deren Ausdehnung das
tiefe Venensystem, lateral die Trigona der Seitenventrikel oder das Corpus callosum erreicht.
Tumoren, deren Wachstum exzentrisch voranschreitet, konnen jedoch nur unvollstandig
entfernt werden. Eine Verletzung des Splenium corporis callosi oder des Lobus occipitalis
muss unbedingt vermieden werden (Poppen und Marino 1968; Lapras et al. 1987; Behari et
al. 2010).

Andere Zugange zur PR werden als posterior-interhemispharisch-transkallosal, anterior
transkallosal, transventrikuldr, transkallosal-interfornikal, lateral paramedian-infratentoriell
beschrieben und meist in Sondersituationen eingesetzt (Behari et al. 2011). Postoperativ muss
bei allen Techniken mit Liquorleckage, akuter oder verzbgerter postoperativer Blutung
gerechnet werden. Ebenso koénnen ha&morrhagische Infarkte nach Obliteration und/oder
Koagulation von Briickenvenen auftreten. Eine fortgeschrittene Proliferation des Tumors
kann zu einer chirurgisch nur noch schwierig beherrschbaren Situation fiihren, so dass
stereotaktische und/oder endoskopische Biopsien erwogen werden (Popovic und Kelly 1993).

Diese Methoden ermoglichen die Identifikation von Lé&sionen, die ggf. ein exzellentes
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Ansprechen auf adjuvante Radio-/ Chemotherapien zeigen. Operationen mit erhohter
Morbiditat und Mortalitdt konnen so vermieden werden. Die operativen Interventionen bei
den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patienten variieren. Neben chirurgischen
Therapien erfolgten stereotaktische Interventionen und/oder Kombinationen beider
Therapieformen. Die Heterogenitét ist bedingt durch den langen Evaluationszeitraum von bis
zu 168 Monaten. Erste diagnostische und operative Eingriffe im Patientenkollektiv datieren
bis in die 90er Jahre zuriick und unterliegen einer standigen Evolution und Innovation.
Wurden anfénglich stereotaktische Biopsien favorisiert, erfolgen heute mit der
Weiterentwicklung der mikrochirurgischen Technik neben endoskopischen auch zunehmend
offene Tumorresektionen (Bruce und Ogden 2004; Pollack 2012).

4.2  Molekularzytogenetik von Tumoren der Pinealisregion

Die Karzinogenese der Raumforderungen der PR ist nicht abschlieBend geklart und die
geringe Pravalenz der Tumoren der PR erschwert eine genetische Analyse groRerer
Patientenkollektive. Mit Hilfe der CGH-Analyse ist es moglich, genomische Dysbalancen
einer Raumforderung anhand der im Rahmen der Tumorresektion gewonnenen
histologischen Préaparate zu analysieren. DNS-Zugewinne und -Verluste kénnen dargestellt
und Replikationen oder Deletionen chromosomaler Orte entsprechender Onkogene
untersucht werden (Rickert et al. 2000; Rickert et al. 2001). Tumoren der PR zeigen
numerische sowie strukturelle Alterationen der Chromosomen 1, 2, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 14,
18, 21 und 22 (Rainho et al. 1992; Bello et al. 1993; Rickert et al. 2000; Rickert et al. 2001).
Diese chromosomalen Veranderungen konnten ebenso in unserem Patientenkollektiv
nachgewiesen werden. Dartiber hinaus fanden sich auch Veranderungen der Chromosomen 4,
7,9, 13, 15, 16, 17 und 19. Diese Vielzahl der moglichen chromosomalen Abweichungen
und Veranderungen spiegelt die histologische Heterogenitat der Raumforderungen der PR
wider. Wahrend die in dieser Arbeit untersuchten benignen Tumoren nur wenige
chromosomale Verdnderungen aufwiesen zeigten maligne Raumforderungen oftmals mehr

als 10 chromosomale Veranderungen.

4.2.1 Pineal-parenchymale Tumoren der PR
Das Verhéltnis von chromosomalen Zugewinnen und Verlusten von pineal-parenchymalen

Tumoren wurde meist als ausgeglichen beschrieben (Rickert et al. 2001). Bei den in dieser
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Arbeit untersuchten Patienten tberwogen jedoch die chromosomalen Zugewinne gegentiber
den genetischen Verlusten. Klassische zytogenetische Untersuchungen beschrieben fur
Patienten, die an einem Pineozytom erkrankten, Verluste der Chromosomen 11 und 22 sowie
Deletionen des Chromosoms 12qg (Rainho et al. 1992; Bello et al. 1993). Dies konnte im
Rahmen dieser Studie nicht bestatigt werden. Mit Hilfe der CGH ist es mdglich, die
klassische G-Bénderungsanalyse der Zytogenetik mit der detaillierten Auflésung einer
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zu kombinieren (Gunn et al. 2007). Dies ermdglicht eine
detaillierte Analyse chromosomaler Veranderungen und ergénzt klassische zytogenetische
Methoden. Die in dieser Arbeit mit Hilfe der CGH untersuchten Pineozytome zeigten
Zugewinne der Chromosomen 1p, 7p, 79, 9p, 9q, 11q, 12p, 12q, 15q, 16p, 18p, 20q und 21qg.
Verluste betrafen die Chromosomen 10p, 10q, 13q sowie 14q. Die geringe Fallzahl erschwert
eine abschlieBende Bewertung der Pineozytompatienten, so dass diese Ergebnisse als

Einzelfallbeschreibung gewertet werden.

Pineoblastome zeigen Deletionen am Chromosom 11g (Sreekantaiah et al. 1989) sowie
Veranderungen des Chromosoms 17q (Kees et al. 1998; Brown et al. 2006). Verluste des
Chromosoms 17q konnten ebenso wie bei Rickert et al. nicht nachgewiesen werden (Rickert
et al. 2001). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei 50% der Patienten ein Zugewinn des
Chromosoms 17q. Die untersuchten Pineoblastome zeigten wie die Pineozytome einen
Zugewinn des Chromosoms 12q (50%). Im Gegensatz zu den fiir Pineozytome beschriebenen
Verlusten der Chromosomen 11 und 22 zeigten Pineoblastome jedoch Zugewinne des
Chromosoms 22q. Veranderungen des Chromosoms 11 zeigten sich nicht. Es konnten neue
Zugewinne der Chromosomen 8p (25%), 8g (50%), 9p (25%), 99 (25%), 12p (25%), 16p
(50%), 17p (50%), 17q(50%), 19p (25%), 20p (25%) und 20q (25%) beschrieben werden.
Deletionen der Chromosomen 5q, 109, 13q, 20p und 20q (je 25%) konnten erstmals

nachgewiesen werden.

4.2.2 Keimzelltumoren der PR

Intrazerebrale Keimzelltumoren sind heterogene Tumoren und &hneln den Keimzelltumoren
der Gonaden oder anderer Lokalisation. Sie entsprechen ca. 0,3-3% aller zerebralen
Neoplasien (Rickert et al. 2000). Ihr Ursprung ist aktuell noch nicht abschlieRend geklart. Es
wird angenommen, dass neben versprengten embryonalen Stammzellen auch migratorische,
primordiale Keimzellen an der Tumorigenese beteiligt sein kdnnen (Sano 1999; Rickert et al.

2000). Die Keimzelltumoren der PR umfassen u.a. Germinome (40-70%) und Teratome (13-
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20%) (Rickert et al. 2000) und finden sich gehauft bei jungeren Patienten unter 18 Jahren
(Edwards et al. 1988; Rosenblum et al. 2000). Ihre Hauptlokalisation entspricht der pinealen
und suprazerebelldren Region (Matsutani et al. 1997; van Meir et al. 1998). Die Anzahl
genetisch untersuchter, zerebraler Keimzelltumoren ist gering. Genetische Analysen
extrazerebraler Keimzelltumoren beschreiben Zugewinne der Chromosomen 1 (46%), 2
(30%), 7 (53%), 8q (59%), 12p (87%) und 21 (54%). Zudem konnten Verluste der
Chromosomen 4 (38%), 5 (32%), 9q (14%), 11q (35%), 13q (39%) und 18q (29%)
nachgewiesen werden (Rickert et al. 2000). Mit Hilfe der CGH- Analyse primér zerebraler
Keimzelltumoren konnten Zugewinne der Chromosomen 1q (20%), 8q (27%) und 12p (40%)
bestatigt werden. Es konnten ebenfalls entsprechende Verluste der Chromosomen 4 (7%), 9q
(20%), 11q (20%), 13q (47%) und 189 (33%) beschrieben werden (Rickert et al. 2000). Die
in dieser Arbeit untersuchten priméar zerebralen Keimzelltumoren zeigten ebenfalls
Zugewinne der Chromosomen 1qg (80%), 8g (20%) und 12p (20%). Die Zugewinne des
Chromosoms 1g waren hoher als durch Rickert et al. beschrieben und deuten auf eine
starkere Korrelation mit extrazerebralen Keimzelltumoren hin. Zugewinne des Chromosoms
2 konnten im Vergleich mit den extrazerebralen Keimzelltumoren jedoch nicht nachgewiesen
werden. Die Zugewinne der Chromosomen 7p(40%), 7q (60%) und 21q (40%) sind mit den
Ergebnissen der CGH-Untersuchungen extrazerebraler Keimzelltumoren vergleichbar und
damit deutlich hoher als die in der Literatur beschriebenen Zugewinne von 7-13% zerebraler
Keimzelltumoren (Rickert et al. 2000). In dieser Arbeit konnten zudem neue Zugewinne der
Chromosomen 9q (40%), 10p (20%), 11q (20%), 14q (20%), 17p (40%), 17q (60%), 19p
(20%) und 22qg (60%) beschrieben werden. Besonders hdufig zeigten sich Zugewinne der
Chromosomen 12q (80%), 16p (60%), 20q (60%) und 22q (80%).

Genetische Verluste konnten an den Chromosomen 4p (40%), 4q (20%), 5p (20%), 5q
(20%), 99 (20%), 119 (20%), 13q (60%) und 189 (20%) nachgewiesen werden. Diese waren
sowohl vergleichbar mit den Ergebnissen extrazerebraler als auch zerebraler
Keimzelltumoren. Die von Rickert et al. mit 7% und 0% beschriebenen Verluste der
Chromosomen 4 und 5 konnten in dem untersuchten Patientenkollektiv nicht gezeigt werden.
Zusétzlich konnten erstmals Verluste der Chromosomen 1p (20%), 3p (40%), 3q (20%), 6p
(20%), 69 (20%), 7q (20%), 11p (20%), 13p (20%) und 15q (20%) beschrieben werden.
Besonders haufig zeigten sich Verluste der Chromosomen 9p (60%) und 13q (60%).
Zusammenfassend dhneln die chromosomalen Zugewinne und Verluste der untersuchten
zerebralen Keimzelltumoren sowohl den extrazerebralen als auch den von Rickert et al.

beschriebenen intrazerebralen Manifestationen von Keimzelltumoren und nehmen eine
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Zwischenstellung ein. Es zeigen sich entsprechend den intrazerebralen Keimzelltumoren
geringere Zugewinne der Chromosomen 8q und 12p, jedoch entsprechend den
extrazerebralen Keimzelltumoren deutlich vermehrte Expressionen der Chromosomen 1q, 7
und 21.

4.2.3 Heterogene Tumoren der PR

4.2.3.1 Pilozytisches Astrozytom

Pilozytische Astrozytome WHO °I finden sich hauptséchlich bei Kindern (Belirgen et al.
2012). Sie sind allgemein mit einer guten Prognose verbunden (Colin et al. 2012). Eine
maligne Transformation ist jedoch mdglich (Kleinman et al. 1978; Auer et al. 1981). Da
diese Tumoren nur einem geringen Teil der zerebralen Astrozytome entsprechen sind
ausfihrliche genetische Studien selten (Belirgen et al. 2012). Die heterogene Studienlage
erschwert eine genomische Charakterisierung dieser Tumoren (Sanoudou et al. 2000; Shlomit
et al. 2000; Wiltshire et al. 2004; Wemmert et al. 2006; Belirgen et al. 2012). Dariiber hinaus
zeigen pilozytische Astrozytome verschiedener Lokalisationen Unterschiede in ihrem
biologischen Verhalten (Belirgen et al. 2012). Untersuchungen von pilozytischen
Astrozytomen unterschiedlicher Lokalisationen beschreiben chromosomale Amplifikationen
und Zugewinne der Chromosomen 1p (63%), 2p (63%), 9p (63%), 9q (59,3%), 16p (63%)
und 199 (55,5%). Verluste zeigen die Chromosomen 2p (40,7%), 3 (11%), 6q, 8p (63%), 9p
und 16p (77,8%) (Shlomit et al. 2000; Belirgen et al. 2012). Aktuell ist es jedoch noch nicht
gelungen, eine signifikante Korrelation von Tumorgenen, genomischen Veranderungen und
der Atiologie dieser Raumforderungen zu beschreiben (Szymas et al. 2000; Belirgen et al.
2012). Die in dieser Arbeit untersuchten pilozytischen Astrozytome sind nach aktuellen
Informationen die ersten CGH-Untersuchungen dieser Tumorentitat in der PR. In der CGH-
Untersuchung finden sich vor allem chromosomale Zugewinne. Die pilozytischen
Astrozytome der PR zeigen ebenfalls Amplifikationen der Chromosomen 1p und 9q. Dariber
hinaus werden Korrelationen von pilozytischen Astrozytomen mit Zugewinnen des
Chromosoms 16p beschrieben (Belirgen et al. 2012). Zugewinne des Chromosoms 16p
finden sich h&ufig in unseren Untersuchungen. Wahrend Amplifikationen des Chromosoms
2p nicht nachgewiesen werden konnten, wurden neue Zugewinne an Chromosomen 1q, 79,
11q, 12q, 17p, 17q, 20q, und 22q beschrieben. In Zusammenhang mit Verdnderungen des
Chromosoms 7q konnten BRAF-Fusionsonkogene dargestellt werden, deren prognostischer

Einfluss Gegenstand aktueller Forschungen ist (Colin et al. 2012; Sadighi und Slopis 2013).
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Verluste zeigten sich auf dem Chromosom 9p. Neu beschrieben werden konnten Verluste am
Chromosomen 8q. Verluste an den Chromosomen 2p, 3, 6q, 8p und 16p konnten im
Gegensatz zur Literatur nicht nachgewiesen werden (Shlomit et al. 2000; Belirgen et al.
2012). Dieses Ergebnis unterstreicht die Heterogenitdt pilozytischer Astrozytome
unterschiedlicher Lokalisationen. Weiterfuhrende Untersuchungen sind notwendig, um diese
Tumorentitat und den Einfluss entsprechender Fusionsonkogene im Bereich der PR genauer

ZuU charakterisieren.

4.2.3.2 Solid-fibroser Tumor

Zerebrale, solid-fibrose Tumoren sind seltene Raumforderungen des ZNS. Es sind weniger
als 100 dieser Raumforderungen in der Literatur beschrieben (Carneiro et al. 1996; Zhang et
al. 2010). 2010 konnte der erste Tumor dieser Art in der PR beschrieben werden (Zhang et al.
2010). Fibrose Tumoren zeichenen sich durch eine spindelzelluldre Histologie aus und
werden seit 2007 in der WHO-KIassifikation zerebraler Tumoren als eigene, der Dura
entspringende, klinisch-pathologische Tumorentitat beschrieben (Challa et al. 1998;
Cummings et al. 2001; Louis et al. 2007; Zhang et al. 2010). Obwohl ihr histopathologisches
Verhalten nicht abschlielend geklart ist werden sie aktuell als benigne Raumforderungen
klassifiziert und chirurgisch therapiert (Brunori et al. 1999; Tihan et al. 2003; Zhang et al.
2010). In einigen Fallen wurden lokale Rezidive oder Metastasierungen beschrieben (Ng et
al. 2000; Ogawa et al. 2004; Pizem et al. 2004). Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Patient
kam es zu einer spinalen Metastasierung in dem Segment TH12, so dass im Anschluss an die
operative Therapie eine Radiatio der Tumorregion und der neuronalen Achse erfolgte. Die
erfolgten CGH-Analysen sind die Erstbeschreibung einer genetischen Analyse eines solid-
fibrésen Tumors der PR. Der Tumor zeigte Zugewinne der Chromosomen 7p, 79, 9q, 16p,
17p, 179, und 22q sowie Verluste am Chromosom 13g. Zugewinne am Chromosom 7 finden
sich auch in Keimzelltumoren der PR ebenso wie Verluste am Chromosom 13q (Rickert et al.
2000). Zugewinne der Chromosom 12q, wie sie fiir pineal-parenchymale Tumoren
beschrieben werden, fanden sich ebenso wenig wie Veranderungen des Chromosoms 11
(Rainho et al. 1992; Bello et al. 1993). Der solid-fibroése Tumor zeigt so eine
molekularzytogenetische Tendenz zur Ubereinstimmung mit aus Keimzellen entspringenden

Tumoren der PR und weniger mit priméren Raumforderungen des pinealen Parenchyms.
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4.2.3.3 Neuroendokriner Tumor

2010 beschrieben  Grozinsky-Glasber et al. erstmalig die Manifestation eines
neuroendokrinen Tumors im Bereich der PR (Grozinsky-Glasberg et al. 2010). Tumoren
dieser Entitat waren zuvor unbeschrieben. Der von Grozinsky-Glasber et al. beschriebene
Tumor konnte nicht reseziert und nur bioptisch gesichert werden. Es war nicht mdglich
weiteres Tumormaterial zur histologischen und genetischen Untersuchung zu gewinnen.
CGH-Untersuchungen dieser Tumorentitaten sind aktuell nicht beschrieben. Der hier
untersuchte neuroendokrine Tumor der PR zeigte Zugewinne der Chromosomen 5p, 5q, 7p,
79, 8p, 84, 9p, 9q, 12p, 12q, 21g und 22qg sowie Verluste der Chromosomen 1p, 1q, 2p, 2q,
10p, 10q, 13q, 14q, 159, 18p, 18q, 20p und 20qg. Die fir Keimzelltumoren beschriebenen
Zugewinne am Chromosom 7 und 21 sowie Verluste am Chromosom 13q finden sich auch
bei diesen Tumoren (Rickert et al. 2000). Zudem treten die fur Tumoren des pinealen
Parenchyms beschriebenen Zugewinne der Chromosomen 12g und 22 auf (Rickert et al.
2001). Eine Einordnung dieses neuroendokrinen  Tumors ist somit auch
molekularzytogenetisch unsicher. Weiter Untersuchungen und Analysen sind notwendig, um

diese Tumorentitat zu charakterisieren.

4.3 Grenzen der Komparativen genomischen Hybridisierung

Komparative genomische Hybridisierungen ermdglichen die Analyse genomischer
Verénderungen auf chromosomaler und subchromosomaler Ebene (Kallioniemi A et al.
1992; du Manoir et al. 1993). CGH-Untersuchungen sind jedoch nicht in der Lage
strukturelle Aberrationen der Chromosomen zu detektieren. Hierzu gehdren balancierte
Translokationen, Inversionen oder Ring-Chromosomen ebenso wenig wie Polyploide-
Analysen (Weiss et al. 1999). Zudem kann die Sensitivitdt einer CGH-Analyse durch
Kontaminationen mit Fremdmaterial oder normaler genomischer DNS verringert werden
(Hermsen et al. 1996). Aktuell kann mit der CGH-Untersuchung eine Auflésung von 2-4 Mb
erreicht werden (Wan und Ma 2012). Um eine noch genauere genomische Analyse zu
ermdoglichen, wurden Feldanalysetechniken der CGH (Array-CGH) entwickelt. Das Konzept
und die Methodik der Array-CGH entsprechen dem der klassischen CGH-Analyse. Die
Analyse der Tumor-DNS erfolgt jedoch nicht mehr auf Metaphasen-Préparaten. Durch die
Hybridisierung der Proben-DNS mit segmentierter, genomischer Referenz-DNS in einer
Feld-Anordnung ist eine Auflésung von 100 Kb bis 1 Mb moglich (Pinkel et al. 1998).

Zudem sind Oligonukleotid-Arrays moglich, um einzelne Genkopieveranderungen zu
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erfassen. So konnen Allelverluste, Nukleotidpolymorphismen bis hin zu einzelnen
Genkopieveranderungen auf submikroskopischer Ebene beschrieben werden (Dhami et al.
2005; Lockwood et al. 2006). Genomische Array-Analysen finden aktuell eine immer
breitere  Anwendung in der Klinischen und molekularbiologischen Diagnostik zur
Untersuchung von Polymorphismen, erworbenen oder angeborenen genetischen
Erkrankungen sowie genetischer Normvariationen (Freeman et al. 2006; Wan und Ma 2012).
Die Vielzahl der Anwendungsmaoglichkeiten und Nutzung unterschiedlicher Array-Proben
birgt jedoch auch die Gefahr zunehmend falsch positiver Ergebnisse. Auch Array-CGH-
Analysen konnen durch Kontaminationen in ihrer Aussage verfalscht werden. Regionale
genomische Unterschiede der Patienten kdnnen die Auswertung dieser Analysen erschweren.
Daruber hinaus ist es auch mit der Array-CGH nicht moglich balancierte chromosomale
Rearrangements, unbalancierte, nummerische oder strukturelle Verdnderungen auf
submikroskopischer Ebene zu diagnostizieren und genetische Mutationen der Array-
Referenz-DNS auszuschliefen (Wan und Ma 2012).

4.4  Zielgene chromosomaler Veranderungen — ein Ausblick

Zugewinne des Chromosoms 17p, der in dieser Arbeit beschriebenen Pineoblastome, geben
Hinweise auf eine mdogliche Beteiligung des Tumorsuppressorgens p53. Trotz
unterschiedlichster Untersuchungen ist es aktuell jedoch noch nicht gelungen genetische
Verénderungen pineal-parenchymaler Tumoren mit der Expression von Tumorsuppressor-
genen wie p53 (Tsumanuma et al. 1995; Nozaki et al. 1998; Marcol et al. 2009), MYC oder
MYCN (Kees et al. 1994; Kees et al. 1998) zu korrelieren. Verdnderungen der Chromosomen
89 und 22q konnen die Funktion des MY C-Onkogens beinflussen und finden sich ebenfalls
bei den Untersuchungen der Pineoblastomen. Es zeigen sich zunehmende Alterationen und
chromosomale Verénderungen der Raumforderungen der PR mit dem steigenden Grad der
Malignitat. Finden sich bei Untersuchungen von zystischen Raumforderungen oder benignen
Papillomen ca. flinf chromosomale Verénderungen, so konnten bei malignen Pineoblastomen
oder Keimzelltumoren oft mehr als zehn chromosomale Alterationen nachgewiesen werden.
In unserem Kollektiv erkrankten vier Patienten an einem Pineoblastom WHO °IV. Alle
Patienten zeigten Veranderungen des Chromosoms 17q oder 8g. Drei der Patienten
verstarben. Fir Patienten, die an einem hochmalignen Tumor der PR wie dem Pineoblastom

erkranken, wurden 5-Jahresuberlebensraten von 49% und 58% beschrieben (Schild et al.
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1993; Schild et al. 1996). Die hier untersuchten Patientenfélle zeigten ebenfalls eine 5-

Jahresiiberlebensrate von 50%.

Zielgene der Tumorigenese von Keimzelltumoren konnen aktuell ebenfalls nicht eindeutig
beschrieben werden. Neben bcl 10, das einer Veranderung des Chromosoms 1p zugeordnet
wird (Lee et al. 1999), sind Korrelationen mit der Familie der RAS-Protoonkogene
beschrieben. N- oder KRAS-Mutationen werden mit 15% angegeben und im Rahmen von
Deletionen des Chromosoms 12p vermutet (Olie et al. 1995). Zudem konnten
Genkartierungsuntersuchungen die Gene fiir KRAS2, JAW1 und Sox5 in Codierungsnahe
nachweisen (Mostert et al. 1998). Die Expression von p53 konnte nur selten nachgewiesen
werden und ist Gegenstand weiterer Untersuchungen (Feng et al. 1995; Nozaki et al. 1998;
Iwato et al. 2000). Genetisch-prognostische  Untersuchungen  extrazerebraler
Keimzelltumoren beschreiben Korrelationen zwischen einer Chemotherapie-Resistenz und
der Expression von TP53 (Houldsworth et al. 1998). Es wird ebenfalls eine erhohte
Chemotherapie-Resistenz von Keimzelltumoren mit Zugewinnen der Chromosomen 1q, 7q,
9g, und 209 beschrieben (Rao et al. 1998). Amplifikationen dieser Chromosomen fanden sich

auch bei den in dieser Arbeit beschriebenen Keimzelltumoren der PR.

Von Tumoren, die einer histologischen Zellpopulation entsprachen, waéren identische
genetische Veranderungen zu erwarten. Klassische Konzepte der Tumorigenese beschreiben
diese molekularzytogenetische Heterogenitat der Raumforderungen der PR nur unzureichend
(Berger et al. 2011) und die Seltenheit dieser Raumforderungen erschwert eine Untersuchung
groRerer Patientenkollektive. Untersuchungen kleiner Patientenkollektive kénnen immer nur
einen geringen Teil der Patientenpopulation abbilden. Ihre Aussagekraft bleibt daher meist
auf einzelne Fallstudien beschrankt. Um therapeutische Optionen und den Einfluss
genetischer Faktoren auf die Prognose des einzelnen Patienten zu evaluieren, werden in der

Zukunft internationale, interdisziplindre Multi-Center-Studien notwendig sein.
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5 Zusammenfassung

Raumforderungen der PR haben ihren Ursprung zum einen in den pinealen Geweben und
zum anderen in den heterogenen Strukturen des ZNS. Aufgrund ihrer anatomischen Lage im
Bereich der zirkumventrikuldren GP und des Hirnstammes bedeuten sie im fortgeschrittenen
Stadium fir die Patienten eine massiv eingeschrankte Lebensqualitdt bei zunehmend
schlechter Prognose. Die Heterogenitat dieser Tumoren stellt die Medizin jedoch vor eine
grolRe diagnostische und therapeutische Herausforderung. Entscheidend flr eine optimale
Therapie ist eine eindeutige Charakterisierung dieser Raumforderungen. In dieser Arbeit ist
es erstmals gelungen, neben pineal-parenchymalen Raumforderungen und Keimzelltumoren
der PR, pilozytische Astrozytome, einen solid-fibrésen und einen neuroendokrinen Tumor

der PR molekularzytogenetisch zu charakterisieren.

Die Karzinogenese der Raumforderungen der PR ist nicht abschlielend geklart. Von
Tumoren, die einer histologischen Zellpopulation entspréachen, wéren in Regelhaftigkeit
identische genetische Veranderungen zu erwarten. Die Analysen in dieser Arbeit zeigen zum
einen Ubereinstimmende molekularzytogenetische Veranderungen der Chromosomen 7, 9, 12
und 17 mit zuvor beschriebenen Tumoren der PR. Zudem konnte erstmals eine Vielzahl
neuer chromosomaler Veranderungen beschrieben werden. Diese molekulargenetische
Heterogenitat stellt die aktuelle Zuordnung der Raumforderungen der PR nicht in Frage,
unterstreicht jedoch, dass eine weitere histologische Charakterisierung notwendig ist, um
Subgruppen zu identifizieren. Sie zeigt, dass klassische Konzepte der Tumorigenese die
molekularzytogenetische Heterogenitat dieser Tumoren nur unzureichend beschreiben und

durch progressivere Tumormodelle ergénzt werden mussen (Berger et al. 2011).

Tumoren und Raumforderungen der PR entsprechen im Kindesalter 3-8% und im
Erwachsenenalter weniger als 1% aller intrazerebralen Raumforderungen (Edwards et al.
1988; Regis et al. 1996; Rickert et al. 2001), so dass Untersuchungen grof3erer Patienten-
kollektive (ber einen langeren Zeitraum schwierig sind. Die molekularzytogenetische
Zuordnung der in dieser Arbeit untersuchten Raumforderungen unterstiitzt und erganzt die
Charakterisierung der Tumorentitaten. Auch wenn nur eine geringe Tumoranzahl uber einen
langeren Zeitraum untersucht werden konnte, so ist anzunehmen, dass es moglich sein wird,
einzelnen histologischen Entitdten ein zytogenetisches Muster zuzuordnen, wenn gréfl3ere
Tumorkollektive der PR untersucht werden. So kann die Diagnostik erweitert und eine

prognostische Bedeutung zum Wohle der Patienten erlangt werden.
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	1 Einleitung
	1.1 Raumforderungen und Tumoren der Pinealisregion
	Die Glandula pinealis (GP) liegt als zirkumventrikuläres Organ in der Nähe des Hirnstammes und wird dorsal durch das Splenium corporis callosi und die Tela choroidea, ventral durch die Vierhügelplatte, rostral durch den hinteren Anteil des 3. Ventrike...
	Abbildung 1.1.1: Anatomische Lage der Glandula pinealis auf der medialen Fläche des Gehirns, des Zwischenhirns und des Hirnstamms von links (Paulsen und Waschke 2010).
	Tumoren und Raumforderungen in dieser Region zeigen sich gehäuft im Kindesalter und entsprechen ca. 3-8% aller kindlichen Tumoren. Im Erwachsenenalter machen sie weniger als 1% aller intrazerebralen Raumforderungen aus (Edwards et al. 1988; Regis et a...
	1.2 Klassifikation der Tumoren der Pinealisregion
	Um die therapeutischen Optionen bzw. die Prognose einer Tumorerkrankung in der PR bewerten zu können, wurde die Nomenklatur der Tumoren der PR mehrfach ergänzt und erweitert. Zuletzt geschah dies 2007 in der WHO-Klassifikation der Tumoren des zentrale...
	Tabelle 1.2.1: Raumforderungen und Tumoren der Pinealisregion
	1.2.1 Pineal-parenchymale Tumoren der PR
	1.2.1.1 Pinealiszyste


	Pinealiszysten finden sich als benigne Raumforderungen in der PR und werden meist inzidentell im Rahmen von MRT-Untersuchungen bei ca. 10% der untersuchten Patienten beschrieben (Lacroix-Boudhrioua et al. 2011). Histologisch imponieren fibro-kollagene...
	1.2.1.2 Pineozytom

	Bei dem Pineozytom handelt es sich um einen gut differenzierten Tumor, dessen morphologische Eigenschaften denen des pinealen Parenchyms ähneln. Es zeigen sich meist perivaskuläre neoplastische Zellen sowie Rosettenfiguren ohne Nachweis von Mitosen od...
	1.2.1.3 Pineoblastom

	Das Pineoblastom ist ein hochmaligner Tumor, der vorwiegend bei Kindern und jungen Erwachsenen auftritt und ein aggressives Wachstumsmuster zeigt. Mikroskopisch finden sich hyperzelluläre, dichte Cluster runder Zellen mit deutlich verschobener Kern-Pl...
	1.2.1.4 Papillärer Tumor

	Papilläre Tumoren der PR sind seltene neuroepitheliale Tumoren, die sich meist bei Kindern und jungen Erwachsenen manifestieren. Makroskopisch lassen sie sich nicht von Pineozytomen unterscheiden und zeigen keine Ähnlichkeit mit pineal parenchymalen T...
	1.2.1.5 Pineal-parenchymaler Tumor intermediärer Differenzierung

	Pineal parenchymale Tumoren der intermediären Differenzierung entsprechen ca. 20% aller pineal-parenchymaler Tumoren. Sie werden meist einem WHO  II bis  III zugeordnet und finden sich gehäuft bei jungen Erwachsenen. Histologisch können Gemeinsamkeite...
	1.2.2 Keimzelltumoren der PR

	Die Keimzelltumoren der PR umfassen zystische Raumforderungen sowie u.a. Germinome und Teratome. Es handelt sich dabei meist um maligne Tumoren mit Metastasierung und schlechter Prognose. Therapeutische Behandlungsstrategien folgen in der Regel operat...
	1.2.2.1 Epidermoidzyste

	Epidermoidzysten ähneln in ihren Eigenschaften echten tumorösen Läsionen der PR und können zum Teil nur schwer von zystischen Pineozytomen und Astrozytomen unterschieden werden. Sie zeigen neben fokal keratinisierenden Plattenpithelzellen granulär-zys...
	1.2.2.2 Germinom

	Das Germinom zeichnet sich durch ein inhomogenes, pleomorphes Zellbild aus. Es zeigen sich polygonale, fragile, neoplastische Zellen mit runden, prominenten Nuclei. Zudem finden sich pleomorphe Zellen sowie lymphozytäre Infiltrate (Parwani et al. 2005...
	1.2.2.3 Teratom/Dermoid

	Teratome sind von pluripotenten Zellen ausgehende, meist aus allen drei Keimblättern bestehende Raumforderungen. Reife, adulte Teratome/Dermoide können differenziertes Gewebe bis hin zu Haaren und Zähnen enthalten. Sie wachsen meist lokal begrenzt und...
	1.2.3 Heterogene Tumoren der PR
	1.2.3.1 Plexuspapillom


	Tumoren des Plexus choroideus sind selten und entsprechen nur 0,5% aller cerebralen Raumforderungen (Carson et al. 1997; Mohindra und Savardekar 2012). Die meisten dieser Tumoren zeigen benigne Eigenschaften. In 25% der Fälle ist jedoch eine maligne E...
	1.2.3.2 Pilozytisches Astrozytom

	Pilozytische Astrozytome treten meist bei jüngeren bzw. jugendlichen Patienten auf. Sie finden sich entlang der neuronalen Achse und zeigen infiltrative Eigenschaften sowie Tendenzen zur malignen Transformation (Fleming und Chi 2012; Tabrizi et al. 20...
	1.2.3.3 Solid-fibröser Tumor

	Zerebrale, solid-fibröse Tumoren sind seltene Raumforderungen des ZNS. 2010 konnte der erste Tumor dieser Art in der PR beschrieben werden (Zhang et al. 2010). Aktuell sind weniger als 100 dieser Raumforderungen in der Literatur beschrieben (Carneiro ...
	1.2.3.4 Neuroendokriner Tumor

	2010 wurde erstmalig die Manifestation eines neuroendokrinen Tumors im Bereich der PR beschrieben (Grozinsky-Glasberg et al. 2010). Der Tumor konnte nur bioptisch gesichert werden. Klinische und molekularzytogenetische Untersuchungen dieser Tumorentit...
	1.3 Therapie der Tumoren der Pinealisregion
	1.3.1 Operative Strategien

	Therapien von (malignen) Tumoren der PR basieren meist auf einer Kombination aus operativen und strahlentherapeutischen Ansätzen. Um eine für den Patienten optimale therapeutische Intervention zu planen, ist eine histologische Diagnostik notwendig. Ei...
	Operative Indikationen und Methoden zur Behandlung von Tumoren der PR werden kontrovers diskutiert (Popovic und Kelly 1993; Regis et al. 1996; Hanft et al. 2011). Mikrochirurgische Techniken haben zu einer deutlichen Reduktion des operativen Risikos g...
	1.3.2  Strahlen- und chemotherapeutische Strategien

	Strahlentherapeutische Interventionen bei malignen Tumoren der PR werden unterschiedlich umgesetzt und diskutiert (Regis et al. 1996; Stoiber et al. 2010; Chowdhary et al. 2012). Germinome zeigen sich sehr strahlensensibel und können mit Erfolg strahl...
	1.4 Genetik der Tumoren der Pinealisregion
	Da es sich bei den Tumoren der PR um seltene Krankheitsbilder handelt, ist die klinische Datenlage meist rar und ihre genetische Charakterisierung unvollständig. Der Nachweis spezifischer Genveränderungen für oder wider die Tumorigenese in der PR steh...
	1.5 Komparative genomische Hybridisierung
	Die CGH wurde erstmals von Kallioniemi et al. (Kallioniemi A et al. 1992) und von du Manoir et al. (du Manoir et al. 1993) beschrieben. Mit Hilfe dieser Technik ist es möglich, genetische Veränderungen auf chromosomaler und subchromosomaler Eben zu id...
	Ein DNS-Zugewinn kann die Aktivierung eines Onkogens, ein DNS-Verlust dagegen die Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens bedeuten. Zudem können Amplifikationen detektiert werden, in deren Gebiet Onkogene liegen könnten (Kallioniemi A et al. 1992). Ei...
	1.6 Zielsetzung der Arbeit
	Tumoren der PR entsprechen weniger als 1% aller intrazerebralen Raumforderungen. Die Diagnose dieser seltenen Erkrankung bedeutet neben einer eingeschränkten Lebensqualität gleichsam eine schlechte Prognose der Patienten. Um die therapeutischen Option...
	Ziel dieser Arbeit war es, Tumoren der PR mit Hilfe der CGH in ihrem klinischen Zusammenhang zu charakterisieren und auszuwerten. Dazu wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Paraffin-asservierte Gewebeproben molekularzytogenetisch untersucht und kli...

	Abbildung 1.2.1: Pinealiszyste - Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung.
	Abbildung 1.2.2: Pineozytom - Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung.
	Abbildung 1.2.3: Pineoblastom - Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung.
	Abbildung 1.2.4: Papillärer Tumor - Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung.
	Abbildung 1.2.5: Epidermoidzyste - Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung.
	Abbildung 1.2.6: Germinom - Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung.
	Abbildung 1.2.7: Teratom -   Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung.
	Abbildung 1.2.8: Plexuspapillom - Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung
	Abbildung 1.2.9: Pilozyt. Astrozytom - Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung.
	Abbildung 1.2.10: Solid-fibröser Tumor - CD34 Färbung
	Abbildung 1.2.11: Neuroend. Tumor - Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung
	2 Material und Methoden
	2.1 Patientenkollektiv
	Bei dem in dieser Dissertation untersuchten Kollektiv handelt es sich um 19 Patienten, die an einer Raumforderung im Bereich der PR erkrankten. Die Untersuchungen erfolgten nach schriftlicher Aufklärung und Einwilligung durch die Patienten (Informed C...
	2.2 Materialien und Geräte
	Tabelle 2.2.1: Materialien und Geräte
	Tabelle 2.2.2: Verwendete Enzyme
	Alle Puffer und Lösungen wurden, soweit nicht anders angegeben mit Aqua bidest. angesetzt.
	2.3 Komparative Genomische Hybridisierung
	Die Durchführung der CGH-Analysen erfolgte mit freundlicher Unterstützung durch die Abteilung für Neuropathologie. Die Markierung der Tumor- bzw. Referenz-DNS erfolgte mit Biotin bzw. Digoxigenin (DIG) markierten Nukleotiden (Brigati et al. 1983; Komm...
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	3.1 Klinik und Pathologie der Raumforderungen der Pinealisregion
	3.1.1 Untersuchte histologische Entitäten

	Es wurden insgesamt 19 Tumoren von 19 Patienten untersucht. Darunter waren zwei zystische Tumoren, ein Plexuspapillom, zwei pilozytische Astrozytome, zwei Pineozytome WHO  II, vier Pineoblastome WHO  IV, vier Germinome, zwei Teratome, ein solitär-fibr...
	3.1.2 Geschlechter und Altersverteilung

	Das Kollektiv umfasst 16 (84,2 %) männliche und 3 (15,8 %) weibliche Patienten (Abbildung 3.1.1A). Der Altersmittelwert bei Diagnosestellung (Operationszeitpunkt) lag bei Männern um 21,8 ± 3,7 Jahre (in einer Altersspanne von 0 bis maximal 47 Jahren) ...
	Abbildung 3.1.1: Geschlechterverteilung (%) und Alter (in Jahren) bei der Diagnosestellung von 19 Raumforderungen der PR (( = p ).
	3.1.3 Klinische Symptomatik

	Unspezifische klinische Symptome erschweren die frühzeitige Diagnose einer Raumforderung der PR. Am häufigsten zeigten die untersuchten Patienten mit 58% Kopfschmerzen sowie in 42% der Fälle Schwindel, Übelkeit und Erbrechen. Daneben fanden sich aber ...
	Abbildung 3.1.2: Klinische Symptomatik von Raumforderungen der PR.
	3.1.4 Follow-Up und Gesamtüberleben

	Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, bei allen Patienten ein erfolgreiches Follow-Up über einen Zeitraum von bis zu maximal 168 Monaten zu erheben (Tabelle 3.1.1). Im Mittel lag das Follow-Up bei 102,7 ± 10,4 Monaten. 84,2% der in die Auswertung e...
	Abbildung 3.1.3: Gesamtüberleben (A) und Karnofsky-Index (B) von 19 Patienten mit einer Raumforderung der PR.
	Tabelle 3.1.1: Klinische Charakteristika von 19 Patienten mit Tumoren der PR unterschiedlicher Histologie.
	* m = männlich; w = weiblich
	** KI = Karnofsky-Index
	Bei allen Patienten konnten zum Endzeitpunkt der Datenerhebung Angaben bzgl. des Überlebens erhoben werden (Tabelle 3.1.1). Die folgende Kaplan-Meier-Kurve zeigt unabhängig vom histologischen Tumorgrad eine Übersicht über das Gesamtüberleben aller Pat...
	Abbildung 3.1.4: Kaplan-Meier-Analyse des Rezidiv- und Gesamtüberlebens von 19 Patienten, die an einem Tumor der PR erkrankten.
	3.2 Therapie der Primärtumoren der Pinealisregion
	Alle Tumoren wurden primär chirurgisch therapiert. Die operative Behandlung der untersuchten Patienten erfolgte über einen Zeitraum von mehr als 10 Jahren. Fortschritte und Innovationen der mikrochirurgischen Therapie haben in dieser Zeit zu einer Ver...
	3.2.1 Adjuvante Radiotherapie

	Neun der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patienten erhielten eine adjuvante Strahlentherapie (Tabelle 3.2.1). Eine adjuvante Bestrahlung pilozytischer Astrozytome WHO  I ist im Allgemeinen nicht erforderlich. Bei dem Patienten Nr. 17 kam es zu ei...
	Tabelle 3.2.1: Adjuvante Radiotherapie von neun Tumoren der PR
	* m = männlich
	3.2.2 Adjuvante Chemotherapie

	Eine Chemotherapie wurde bei den Patienten Nr. 4, 17, 18 und 19 durchgeführt und erfolgte in Kombination mit einer Radiatio (Tabelle 3.2.2). Therapiert wurden das frühe Rezidiv des pilozytischen Astrozytoms WHO  I des Patienten Nr. 17, ebenso wie das ...
	Tabelle 3.2.2: Adjuvante Chemotherapie von vier Tumoren der PR
	* m = männlich
	Es fand sich kein signifikanter Einfluss unterschiedlicher adjuvanter Therapieschemata auf die postoperative Gesamtüberlebensdauer. Im Median betrug diese bei Patienten, die eine Radiotherapie erhielten, 120 Monate. Eine kombinierte Radio-/ Chemothera...
	Abbildung 3.2.1: Gesamtüberleben (A) und Karnofsky-Index (B) von Patienten mit einer Raumforderung der PR unter adjuvanter Therapie
	Die folgende Kaplan-Meier-Kurve gibt eine Übersicht über das Gesamtüberleben der Patienten in Abhängigkeit von der adjuvanten Therapie (Abbildung 3.2.2). Die Überlebensendpunktwahrscheinlichkeit betrug zum Endpunkt der Datenerhebung im Gesamtkollektiv...
	Abbildung 3.2.2: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtüberlebens bei adjuvanter Therapie von Tumoren der PR.
	3.3 Therapie von Rezidivtumoren der Pinealisregion
	Rezidive von Raumforderungen der PR konnten bei drei Patienten in dem untersuchten Kollektiv beobachtet werden. Die Rezidivtumoren wurden erneut operativ behandelt (Tabelle 3.3.1). Eine adjuvante Therapie war nicht vorausgegangen. Die Zweitoperation h...
	Tabelle 3.3.1: Rezidive von drei Tumoren der PR
	* m = männlich; w = weiblich
	3.4 Molekularzytogenetische Veränderungen pineal-parenchymaler Tumoren
	Tabelle 3.4.1: CGH-Analyse von Patienten mit pineal-parenchymalen Tumoren der PR        (+ = Zugewinne; - = Verluste).
	3.4.1 Pinealiszyste

	CGH-Analysen pineal-parenchymaler Zysten sind nach aktuellen Informationen nicht beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals ein Zugewinn am Chromosom 16p nachgewiesen werden (Patient Nr. 1,Tabelle 3.4.1).
	3.4.2 Pineozytom

	Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Patienten untersucht werden, die an einem Pineozytom WHO  II erkrankten. Nur der Patient Nr. 2 zeigte chromosomale Veränderungen in der CGH-Analyse (Tabelle 3.4.1). Es fanden sich Zugewinne der Chromosomen 1p, 7p, ...
	3.4.3 Pineoblastom

	In der CGH-Analyse, der vier an einem Pineoblastom WHO  IV erkrankten Patienten, zeigten sich vermehrt chromosomale Zugewinne. Verluste konnten signifikant weniger nachgewiesen werden (p =). Im Durchschnitt kam es bei den Patienten zu 6,5 chromosomale...
	Abbildung 3.4.1: Darstellung chromosomaler Zugewinne (grün) und Verluste (rot) von vier Pineoblastomen WHO  IV der PR.
	3.5 Molekularzytogenetische Veränderungen pinealer Keimzelltumoren
	Tabelle 3.5.1: CGH-Analyse von Patienten mit pinealen Keimzelltumoren der PR                 (+ = Zugewinne; - = Verluste)
	3.5.1 Epidermoidzyste

	Die CGH-Untersuchung der Epidermoidzyste des Patienten Nr. 8 ergab keine chromosomalen Veränderungen (Tabelle 3.5.1).
	3.5.2 Germinom

	In unserem Kollektiv erkrankten vier Patienten (Nr. 9, 10, 11, 12) an einem Germinom der PR. Im Durchschnitt kam es bei den Patienten zu 12,3 chromosomalen Veränderungen. In der CGH-Analyse zeigten sich vermehrt chromosomale Zugewinne. Diese waren jed...
	Abbildung 3.5.1: Darstellung chromosomaler Zugewinne (grün) und Verluste (rot) von vier Germinomen der PR.
	3.5.3 Teratom

	In unserem Kollektiv erkrankten zwei Patienten (Nr. 13 und 14) an einem Teratom der PR. Die CGH-Analyse eines Patienten war aufgrund geringen Materials nicht aussagekräftig, so dass durch die niedrigen Fallzahlen die Untersuchungen nur beschreibend an...
	3.6 Molekularzytogenetische Veränderungen heterogener Raumforderungen der Pinealisregion
	Tabelle 3.6.1: CGH-Analyse von Patienten mit heterogenen Raumforderungen der PR         (+ = Zugewinne; - = Verluste)
	3.6.1 Plexuspapillom

	Die CGH-Analyse eines Plexuspapilloms von Patient Nr. 15 zeigte ausschließlich chromosomale Zugewinne. Neben Zugewinnen der Chromosomen 7, 12, 15 und 19 (Bhattacharjee et al. 1997; Grill et al. 2002) konnten Zugewinne der Chromosomen 14q und 21q besch...
	3.6.2 Pilozytisches Astrozytom

	In der CGH-Analyse des Primärtumors überwogen die chromosomalen Zugewinne (Abbildung 3.6.1). Im Durchschnitt kam es bei den Patienten zu 8,5 chromosomalen Veränderungen. Häufige genetische Zugewinne (100%) zeigten die Chromosomen 7q, 16p, 17p, 17q. Di...
	Abbildung 3.6.1: Darstellung chromosomaler Zugewinne (grün) und Verluste (rot) von zwei pilozytischen Astrozytomen WHO  I der PR.
	3.6.3 Solid-fibröser Tumor

	Der in dieser Arbeit untersuchte solid-fibröse Tumor der PR zeigte Zugewinne der Chromosomen 7p, 7q, 9q, 16p, 17p, 17q, 22q und Verluste am Chromosom 13q (Tabelle 3.6.1).
	3.6.4 Neuroendokriner Tumor

	In dem untersuchten Kollektiv erkrankte ein Patient an einem neuroendokrinen Tumor der PR. Die CGH-Analyse zeigte Zugewinne der Chromosomen 5p, 5q, 7p, 7q, 8p, 8q, 9p, 9q, 12p, 12q, 21q, 22q sowie Verluste der Chromosomen 1p, 1q, 2p, 2q, 10p, 10q, 13q...
	3.7 Ergebnisse der komparativen genomischen Hybridisierung
	Von insgesamt 19 untersuchten Patienten konnten 18 CGH-Analysen aus dem Primärtumor ausgewertet werden. Bei einem Tumor (Patient Nr. 14, Teratom) gelang die CGH aufgrund von zu geringer DNS-Menge nicht. Aufgrund der geringen Fallzahl wurden keine stat...
	Abbildung 3.7.1: Absolute chromosomale Veränderungen von 18 Tumoren der PR             (( = p).
	Am häufigsten finden sich im Kollektiv Zugewinne an den Chromosomen 7q, 9q, 12q, 16p, 17p, 17q und 22q sowie Verluste am Chromosom 13q (Abbildung 3.7.2). Molekularzytogenetisch überwiegen bei den primär pineal-parenchymalen Tumoren Zugewinne an den Ch...
	Abbildung 3.7.2: Darstellung relativer chromosomaler Veränderungen von 18 Tumoren der PR in Abhängigkeit von der chromosomalen Lokalisation. Zugewinne sind grün, Verluste sind rot dargestellt.

	4 Diskussion
	4.1 Diversität der Tumoren der Pinealisregion
	4.1.1 Klinische Symptomatik und Diagnostik

	Tumoren der PR entsprechen weniger als 1% aller zerebralen Raumforderungen. Studien an größeren Patientenkollektiven sind daher schwierig und selten vollständig. Das größte Problem in der Diagnostik von Patienten mit Tumoren der PR ist, dass unspezifi...
	Im Bereich der PR zeigen sich unterschiedlichste Raumforderungen. Diese haben ihren Ursprung zum einen in den pinealen Geweben zum anderen jedoch in den heterogenen Strukturen des ZNS. So finden sich neben glialen Tumoren auch Meningeome, Keimzelltumo...
	Die genaue histologische Diagnose ist entscheidend für die Folgetherapien, da diese für den Patienten ggf. mit zusätzlichen Risiken und Komplikationen einhergehen können (Fauchon et al. 2000; Chowdhary et al. 2012). Die histologische Diagnose der Raum...
	4.1.2 Chirurgische Therapie

	Tumoren der PR entstehen meist im infratentoriellen Kompartiment und expandieren in den dritten Ventrikel oder die Cisterna quadrigeminalis (Behari et al. 2011). Eine optimale chirurgische Therapie der Raumforderung der PR wird durch eine genaue histo...
	A: Infratentoriell-suprazerebellärer Zugang
	Dieser median trajektoriell gelegen Zugang ermöglicht einen Zugang zur PR und vermeidet Verletzungen der superior der Läsion gelegenen venösen Strukturen. Dieser, in sitzender Position durchgeführte Eingriff, ermöglicht eine gute Übersicht und Entfern...
	B: Okzipital-transtentorieller Zugang
	Dieser chirurgische Zugang ermöglicht eine Darstellung der supra- und infratentoriellen Anteile der Raumforderung. Er erlaubt eine Entfernung von Tumoren deren Ausdehnung das tiefe Venensystem, lateral die Trigona der Seitenventrikel oder das Corpus c...
	Andere Zugänge zur PR werden als posterior-interhemisphärisch-transkallosal, anterior transkallosal, transventrikulär, transkallosal-interfornikal, lateral paramedian-infratentoriell beschrieben und meist in Sondersituationen eingesetzt (Behari et al....
	4.2 Molekularzytogenetik von Tumoren der Pinealisregion
	Die Karzinogenese der Raumforderungen der PR ist nicht abschließend geklärt und die geringe Prävalenz der Tumoren der PR erschwert eine genetische Analyse größerer Patientenkollektive. Mit Hilfe der CGH-Analyse ist es möglich, genomische Dysbalancen e...
	4.2.1 Pineal-parenchymale Tumoren der PR

	Das Verhältnis von chromosomalen Zugewinnen und Verlusten von pineal-parenchymalen Tumoren wurde meist als ausgeglichen beschrieben (Rickert et al. 2001). Bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten überwogen jedoch die chromosomalen Zugewinne geg...
	Pineoblastome zeigen Deletionen am Chromosom 11q (Sreekantaiah et al. 1989) sowie Veränderungen des Chromosoms 17q (Kees et al. 1998; Brown et al. 2006). Verluste des Chromosoms 17q konnten ebenso wie bei Rickert et al. nicht nachgewiesen werden (Rick...
	4.2.2 Keimzelltumoren der PR

	Intrazerebrale Keimzelltumoren sind heterogene Tumoren und ähneln den Keimzelltumoren der Gonaden oder anderer Lokalisation. Sie entsprechen ca. 0,3-3% aller zerebralen Neoplasien (Rickert et al. 2000). Ihr Ursprung ist aktuell noch nicht abschließend...
	Genetische Verluste konnten an den Chromosomen 4p (40%), 4q (20%), 5p (20%), 5q (20%), 9q (20%), 11q (20%), 13q (60%) und 18q (20%) nachgewiesen werden. Diese waren sowohl vergleichbar mit den Ergebnissen extrazerebraler als auch zerebraler Keimzelltu...
	4.2.3 Heterogene Tumoren der PR
	4.2.3.1 Pilozytisches Astrozytom


	Pilozytische Astrozytome WHO  I finden sich hauptsächlich bei Kindern (Belirgen et al. 2012). Sie sind allgemein mit einer guten Prognose verbunden (Colin et al. 2012). Eine maligne Transformation ist jedoch möglich (Kleinman et al. 1978; Auer et al. ...
	4.2.3.2 Solid-fibröser Tumor

	Zerebrale, solid-fibröse Tumoren sind seltene Raumforderungen des ZNS. Es sind weniger als 100 dieser Raumforderungen in der Literatur beschrieben (Carneiro et al. 1996; Zhang et al. 2010). 2010 konnte der erste Tumor dieser Art in der PR beschrieben ...
	4.2.3.3 Neuroendokriner Tumor

	2010 beschrieben Grozinsky-Glasber et al. erstmalig die Manifestation eines neuroendokrinen Tumors im Bereich der PR (Grozinsky-Glasberg et al. 2010). Tumoren dieser Entität waren zuvor unbeschrieben. Der von Grozinsky-Glasber et al. beschriebene Tumo...
	4.3 Grenzen der Komparativen genomischen Hybridisierung
	Komparative genomische Hybridisierungen ermöglichen die Analyse genomischer Veränderungen auf chromosomaler und subchromosomaler Ebene (Kallioniemi A et al. 1992; du Manoir et al. 1993). CGH-Untersuchungen sind jedoch nicht in der Lage strukturelle Ab...
	4.4 Zielgene chromosomaler Veränderungen – ein Ausblick
	Zugewinne des Chromosoms 17p, der in dieser Arbeit beschriebenen Pineoblastome, geben Hinweise auf eine mögliche Beteiligung des Tumorsuppressorgens p53. Trotz unterschiedlichster Untersuchungen ist es aktuell jedoch noch nicht gelungen genetische Ver...
	Zielgene der Tumorigenese von Keimzelltumoren können aktuell ebenfalls nicht eindeutig beschrieben werden. Neben bcl 10, das einer Veränderung des Chromosoms 1p zugeordnet wird (Lee et al. 1999), sind Korrelationen mit der Familie der RAS-Protoonkogen...
	Von Tumoren, die einer histologischen Zellpopulation entsprächen, wären identische genetische Veränderungen zu erwarten. Klassische Konzepte der Tumorigenese beschreiben diese molekularzytogenetische Heterogenität der Raumforderungen der PR nur unzure...

	5 Zusammenfassung
	Raumforderungen der PR haben ihren Ursprung zum einen in den pinealen Geweben und zum anderen in den heterogenen Strukturen des ZNS. Aufgrund ihrer anatomischen Lage im Bereich der zirkumventrikulären GP und des Hirnstammes bedeuten sie im fortgeschri...
	Die Karzinogenese der Raumforderungen der PR ist nicht abschließend geklärt. Von Tumoren, die einer histologischen Zellpopulation entsprächen, wären in Regelhaftigkeit identische genetische Veränderungen zu erwarten. Die Analysen in dieser Arbeit zeig...
	Tumoren und Raumforderungen der PR entsprechen im Kindesalter 3-8% und im Erwachsenenalter weniger als 1% aller intrazerebralen Raumforderungen (Edwards et al. 1988; Regis et al. 1996; Rickert et al. 2001), so dass Untersuchungen größerer Patientenko...
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