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ABKURZUNGEN
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EINLEITUNG

Neue molekulare Methoden in der neuropathologischen Tumordiagnostik

Die aktuelle WHO Kilassifikation der Tumoren des zentralen Nervensystems von 2016
umfasst Uber 100 bekannte Entitaten in 17 verschiedenen Kategorien [42]. Die
Einteilung in diagnostische Kategorien beruht seit vielen Jahrzehnten vor allem auf der
Histologie erganzt durch die immunhistochemisch nachweisbare Expression von
Proteinen, wobei unter anderem die morphologische Ahnlichkeit zu normalem
Ursprungsgewebe als auch der Differenzierungsgrad der Tumoren eine grof3e Rolle
spielen. Die Gradierung (WHO Grad | — IV) von Hirntumoren basiert nicht allein auf
dem Vorhandensein von histologischen Malignitatskriterien, sondern tradiert auch

Wissen Uber die Malignitat und Prognose einiger Entitaten.

Wahrend der vergangenen 20 Jahre wurden zunehmend genetische und
chromosomale Veranderungen nachgewiesen, die fur einige Hirntumorentitaten
kanonische Alterationen darstellen, beispielsweise der kombinierte Verlust von 1p19q
in Oligodendrogliomen oder die IDH1 Mutation in diffusen Astrozytomen. Wahrend
molekulare Veranderungen in vorherigen WHO Klassifikationen (1979-2007, [38])
keine Berlcksichtigung bei der Kategorisierung von Hirntumoren fanden, wurden 2016
erstmals genetische und epigenetische Veranderungen bei einzelnen
Hirntumorentitaten als diagnostisch definierende Befunde in die Klassifikation
aufgenommen und auch in der Nomenklatur abgebildet, so beispielweise bei den
diffusen Mittelliniengliomen, H3 K27M mutiert oder den Ependymomen mit RELA
Fusion [42].

Grunde fur die Aufnahme molekularer Marker in die aktuelle WHO Kilassifikation von
2016 waren zum einen die nachgewiesene, prognostische Bedeutung einzelner
Veranderungen, beispielsweise bei Glioblastomen mit IDH1 R132H Mutation, die eine
deutlich bessere Prognose aufweisen als Glioblastome, IDH Wildtyp [42, 55]. Zum
anderen auch die hohe Interobserver-Variabilitat und geringe Reproduzierbarkeit bei
der auf rein histopathologischen Kriterien beruhenden Diagnosestellung, die vor allem
im Bereich der hohergradigen, kindlichen Tumoren zu haufigen Fehldiagnosen flhrte
[24, 74]. Mit der als Modell dienenden, umfassenden genetischen Charakterisierung
einzelner Hirntumorentitaten, wie beispielsweise der Medulloblastome [29, 31, 53], und
der Verflugbarkeit von Hochdurchsatzverfahren gewannen in den vergangenen 10
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Jahren genomweite Analysemethoden gegenuber Einzelgen-Analysen zunehmend an
Bedeutung, neben der Genom- bzw. Exomsequenzierung in der Neuropathologie vor
allem auch die ganzgenomische Methylierungsanalyse (siehe Abbildung 1,
MOLECULAR METHODS).
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Abbildung 1 Neuropathologische Tumordiagnostik von 1979 (WHO Classification of CNS Tumors, 1st
edition) bis 2021 (5st edition): Ubergang von der Ara der Histologie und Immunhistochemie (IHC), iiber
die Epoche der Bestimmung singuldrer, genetischer Faktoren, in die aktuelle Phase der komplexen
(epi)genomischen Analysen mit Transition in das computer-assistierte Zeitalter. REPORT: Verénderung
der (ber die vergangenen Jahre gliltigen histologie-basierten WHQO Diagnosen zu integrierten,
molekularen WHO Diagnosen in der kommenden WHO Klassifikation sowie Meilensteine der
notwendigen Co-Evolution der Diagnostiksprache in Befund- und Diagnose-Formaten. MOLECULAR
METHODS: blau - genetische Einzelparameter-Bestimmung (Chromosomenarm-Verluste,
Punktmutationen) mittels Mikrosatellitenanalyse (LOH), multiplexer, ligationsabhédngiger Sonden-
amplifikation (MLPA), Sanger Sequenzierung und Pyrosequenzierung. Griin: Next-Generation
Sequencing (NGS) Verfahren auf DNA und RNA Basis von kleinen Genpanels bis zur Whole Exome
Sequenzierung (WES) zunédchst in der Forschung, spéter dann routineméfRg in der Diagnostik. Gelb:
von der MGMT Promotormethylierungsanalyse zu ganz genomische Methylierungsanalysen mittels
lllumina Arrays (450k, EPIC) und bioinformatischer Modelle (Classifier Versionen v11b4, v12). Violet:
morphologie-dominierte Ausbildung in der Neuropathologie mit nebenbei Erlenen von FISH und PCR
bis zur Einfiihrung der molekularen Rotation in der universitdren Zentrums-Neuropathologie und
Anwendung bioinformatischer Analysen in der taglichen Arbeit. Abweichend von den reguléren WHO
Klassifikationen seit 2017 cIMPACT-NOW Empfehlungen (the Consortium to Inform Molecular and
Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy), Abbildung: L. Schweizer, 2021.



Methylierungsbasierte Klassifikation von Hirntumoren

Das epigenetische Profil von Tumorzellen besteht aus somatisch erworbenen
Veranderungen und der embryonalen Entwicklung entstammenden Signaturen, die
Ruckschlisse auf die Ursprungszelle des Tumors erlauben [25]. In verschiedenen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das Methylierungsprofil von Tumoren auch bei
primitiver Morphologie und wahrend der Tumorevolution bis hin zur Metastasierung
nach langer Latenzzeit relativ stabil ist und eine Zuordnung zum Ursprungsgewebe

eines Tumors ermdglicht [49, 53].

Mit Entwicklung der Methylation Arrays von lllumina (Infinium® HumanMethylation450
BeadChip (450k — 450.000 Methylierungsstellen/CpGs im Genom), Infinium®
MethylationEPIC BeadChip (850k — 850.000 CpGs)) stand erstmals ein ganz
genomischer Methylierungsassay zur Verfugung, der auch mit FFPE Proben bei relativ

geringer DNA Einsatzmenge preiseffizient reproduzierbare Ergebnisse generierte.

Der Einsatz der Methode bei der Charakterisierung einzelner Tumorentitaten zeigte,
dass zum einen morphologisch schwer unterscheidbare Differentialdiagnosen auf
Basis des Methylierungsprofils sicher erkannt werden konnten, zum anderen auch
innerhalb bekannter Entitdten neue epigenetisch definierte Subklassen erkennbar
wurden (z.B. neue Entitdten innerhalb der primitiven neuroektodermalen
Tumoren/PNETs des ZNS) [71], die Aufschluss Uber die molekulare Heterogenitat
morphologisch definierter Tumorkatergorien gaben und teilweise prognostische und
therapeutische = Bedeutung besitzen (z.B. Methylierungssubklassen  bei
Medulloblastomen) [29, 31].

Zwischen 2013 und 2018 wurden im Rahmen des Brain Tumor Classifier Projektes der
Versuch unternommen, auf Grundlage epigenetischer Profile eine unabhangige,
molekulare Klassifikation der ZNS Tumoren zu etablieren, die in Erganzung zur
histopathologischen Diagnostik hinsichtlich der Verbesserung der diagnostischen
Genauigkeit und klinischen Nutzlichkeit evaluiert werden sollte (Ergebnisse der Studie
siehe 3. Arbeit, [11]). Die 2018 publizierte und aktuelle Version des Brain Tumor
Classifiers (v11b4) bildet Gber 80 Tumor-Methylierungsklassen ab, gehort vor allem im
padiatrischen Bereich inzwischen zum diagnostischen Standard in Deutschland und
ist fur auch fur spezifische, adulte Hirntumorentitaten unverzichtbarer Bestandteil der
Routinediagnostik geworden [11, 31, 53].



Epigenetische Befunde und molekulare Co-Evolution der Befundsprache

Die zunehmende ,Molekularisierung“ der neuropathologischen Tumordiagnostik Uber
die vergangenen Jahre hat sich auch in der Art der Befundung und diagnostischen
Sprache niedergeschlagen und letztendlich auch zu neuen Beschreibungen,
Diagnosen und Entitatsbezeichnungen gefiihrt, in denen molekulare Parameter
integraler Bestandteil des Tumornamens geworden sind (siehe Abbildung 1,
REPORT).

Wahrend vor einigen Jahren noch einzelne molekulare Faktoren, wie beispielsweise
der 1p19q oder MGMT Status, unabhangig von der zugrundeliegenden
histomorphologischen  Diagnose als separater molekularer Befund, oft
Nachtragsbefund, an den Kliniker Ubermittelt wurde, machte das veranderte
molekulare Verstandnis der Tumoren es mit der Zeit erforderlich, dass sogenannte
integrierte molekulare Befunde entstanden. Diese integrierenden Befunde fassen
sowohl histomorphologische und immunhistochemische als auch molekulare
Ergebnisse in einem Befund zusammen und erst die Kombination der

Informationsebenen erlaubt eine exakte und finale Diagnosestellung.

Die hinzukommenden genetischen und epigenetischen Informationsebenen machten
wiederum eine molekulare Co-Evolution der neuropathologischen Diagnostiksprache
erforderlich. Zu Beginn der Implementierung der methylierungsbasierten
Tumorklassifikation in die Routinediagnostik (erste Befunde ab Mitte 2013 in
Heidelberg) musste zunachst ein neues Befundformat geschaffen werden, welches
zum einen den Bezug zur morphologischen WHO Diagnose herstellte, zum anderen

eine neue Form von Information transportierte.

Die Herausforderung bestand hierbei nicht nur in der Ubermittlung eines singularen
genetischen Parameters wie bisher, sondern vielmehr in der Vermittlung einer
komplexen, ganzgenomischen Informationsebene, deren diagnostischer Wert sich
erst aus einem auf maschinellem Lernen beruhenden Algorithmus und Vergleich mit
einer Referenzdatenbank epigenetischer Tumorprofile ergab. Anhand tausender,
iterierender  Entscheidungsbaume  (sog. Random Forest  Model mit
Kalibrierungsmodel) wurde ein Ahnlichkeitswert (sog. Classifier Score) zwischen 0 und
1 bestimmt, der fur einen untersuchten Einzelfall die Zugehdrigkeit des
Methylierungsprofils zu bereits definierten Tumorklassen ergab. Die Interpretation
dieser Scores wurde mit Einflhrung diagnostischer Grenzwerte (Cutoffs fur die
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Klassifikation) zwar spater vereinfacht, dennoch bestand eine der grofen
Herausforderungen darin, diese neue Information in die Befundung einflieBen zu
lassen und neben den bisherigen, traditionellen Ergebnissen (z.B. Zelldifferenzierung,

Mitoserate, Expression glialer Marker) sprachlich darzustellen und zu werten.

Eine weitere, besondere Herausforderung stellten diskrepante Falle dar, bei denen
beispielweise die Morphologie einem diffusen Astrozytom (WHO Grad Il) entsprach,
das epigenetische Profil jedoch dem eines Glioblastoms (WHO Grad V) [8, 69]. Diese
Konstellationen machten es erstmals erforderlich von den diagnostischen Kriterien der
WHO Kilassifikation abzuweichen und in gut begrindeten Ausnahmeféllen eine
deskriptive Diagnose (z.B. diffuses Astrozytom mit den molekularen Eigenschaften
eines Glioblastoms) zu favorisieren (siehe Abbildung 1, REPORT). Deskriptive
Diagnosen, die sich also explizit nicht an den in der WHO Klassifikation etablierten
Kategorien orientieren, wurde auch zunehmend wichtig und mehr und mehr genutzt
fur Tumoren, die sich nicht eindeutig klassifizieren und einer bereits bekannten

Tumorentitat zuordnen lielRen.

Ubergang von morphologisch zu epigenetisch definierten Entititen und
integrierten molekularen Diagnosen

Wahrend dies zu Beginn auf Kliniker Seite, auch aufgrund der hierdurch entstehenden
Unsicherheit die optimale Weiterversorgung des Patienten betreffend, nicht selten zu
Unverstandnis fuhrte, sind deskriptive Diagnosen inzwischen im Dialog zwischen
Diagnostiker und Kliniker akzeptiert und erhohen die Aufmerksamkeit fur Patienten mit
einer ungewdhnlichen Konstellation an Befunden. Die héhere Bereitschaft auf Seiten
der Neuropathologen, die eigene diagnostische Unsicherheit bei Implementierung
neuer molekularer Analysen transparenter zu kommunizieren, hat durch den
interdisziplinaren Austausch letztlich den notwendigen Prozess der molekularen
Transformation der Diagnostiksprache weiter vorangetrieben und den Weg geebnet
fur die Einfuhrung klinisch nutzlicher und informativer integrierter molekularer
Diagnosen (siehe Abbildung 1, REPORT) [13, 62].

Anhand der WHO Kiassifikationen der ZNS Tumoren der Jahre 2007 und 2016 lasst
sich nachvollziehen, wie sich Tumorbezeichnungen von streng nach histologischen
Kriterien definierten Diagnosen hin zu integrierten molekularen Diagnosen
veranderten [38, 42]. Am Beispiel der Medulloblastome (Kapital 8: embryonale
Tumoren) Iasst sich die Transition in genetisch definierte Entitaten gut erkennen, wobei
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Ubergangsweise noch ein Nebeneinander von traditionell histopathologischer

Einteilung (a) und genetisch basierter Klassifikation aufgefuhrt ist (b, Abbildung 2).

a 8 Embryonal tumours 131 b 8 Embryonal tumours 183
Medulloblastoma 132 Medulloblastoma L4
CNS primitive neuroectodermal tumours (PNETs) 141 i e T
Medulicepithelioma 143 Skl Sl
Ependymoblastoma 145 nutant
Atypical teratoid/rhabdoid tumour 147 Wil

Medull
Medullob

Desmople

Medulloblastoma with extensive

Large cell / anz

Embryonal tumour with multilayered rosettes

C19MC-altered

nal tumour with multilayered rosettes, NOS

Other CNS embryonal tumours 20¢
Medulloepithelioma

CNS neuroblastoma

Abbildung 2 Ausschnitt aus dem Inhaltsverzeichnis (Contents) der WHO Klassifikationen der ZNS
Tumoren aus den Jahren 2007 (a, links, [38]) und 2016 (b, rechts, [42]). Dargestellt ist auszugsweise
die Gliederung des Kapitels 8 iiber embryonale Tumoren. Am Beispiel der Medulloblastome ist der
Ubergang von einer rein morphologisch definierten Diagnose (a) hin zu einem Nebeneinander von
Klassifikationen (genetisch definierte Medulloblastome und histologisch definierte Medulloblastome)
erkennbar. Fiir die genetisch definierten Medulloblastome ist bereits der Ubergang zur integrierten
molekularen Diagnose erkennbar, die das Vorhandensein von molekularen Faktoren (z.B. Sonic-
Hedgehog-Signalweg (SHH) aktiviert, TP53 mutiert) in die Tumordiagnose inkorporiert.

Die 2016 nach Erscheinen der vierten, revidierten Version der WHO Klassifikation der
ZNS Tumoren durch die International Society of Neuropathology (ISN) ins Leben
gerufenen Initiative cMPACT-NOW (the Consortium to Inform Molecular and Practical
Approaches to CNS Tumor Taxonomy) trug einer weiteren, mit der molekularen
Revolution einhergehenden Notwendigkeit Rechnung, die bisher in diesem Ausmal}
nicht bekannt war: der zunehmend schnelleren Implementierung neuer,
wissenschaftlicher Erkenntnisse in die Routinediagnostik und vor allem Kilinik [39].
Erstmals wurden, basierend auf Expertenmeinungen und von der strikten Befolgung
der WHO Kriterien abweichend, spezifische diagnostische Richtlinien (CIMPACT-NOW
updates) vorgeschlagen, die eine Implementierung neuer molekulare Ergebnisse in
die Diagnostik zeitnah ermoglichen sollten und bereits als Vorarbeiten fur die nachste
Version der WHO Klassifikation erarbeitet wurden [7, 8, 22, 23, 39-41, 43, 44]. Die
Entwicklung verdeutlicht, dass mit der molekularen Transformation der

Hirntumordiagnostik neue Formate geschaffen wurden, um auf die nicht mehr



zeitgemale, jahrelange Latenzzeit bis zum Neuerscheinen der diagnostischen
Richtlinien der WHO Klassifikation zu reagieren [27, 40].

Bedeutung des molekularen Wandels fiir die Ausbildung von Neuropathologen
Die traditionelle  Ausbildung junger Neuropathologen im Bereich der
Hirntumordiagnostik basierte auf dem Erlernen von Fahigkeiten in der Makroskopie
(Autopsie, Zuschnitt), Morphologie und der Interpretation immunhistochemischer
Farbungen. Bis zur WHO Klassifikation von 2016 waren diese Fahigkeiten
ausreichend, um das gesamte Spektrum der neuropathologischen Hirntumoren
gemald den gultigen Kriterien einzuordnen [38, 42]. Zusatzlich erfolgte zumeist eine
parallel zur klassischen histomorphologischen  Ausbildung stattfindende
Basisausbildung in der Auswertung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zur
Beurteilung einzelner, chromosomaler Veranderungen (z.B. 1p19q Verlust) sowie
Sanger bzw. Pyro-Sequenzierung zum Nachweis von Punktmutationen bzw. einer
MGMT Promotormethylierung (siehe Abbildung 1, EDUCATION).

Mit der Einflhrung und schnellen Ausweitung der epigenetischen Klassifikation in der
Routinediagnostik wurde eine intensivere und umfassendere, molekulare Ausbildung
junger Assistenten notwendig, die 2014 zur Einfihrung der ersten molekularen
Rotation neben den Standard-Rotationen (Neurochirurgisches Eingangsgut, Autopsie,
Muskel&Nerv) in Heidelberg fluhrte und spater von anderen Standorten mit
molekularem Tumordiagnostikschwerpunkt tbernommen wurde. Neben dem Erlernen
der Interpretation zunehmend komplexerer, molekularer Methoden, wie der ganz
genomischen Methylierungsanalyse und der Next-Generation Sequencing basierten
Panel Diagnostik, zeichnet sich inzwischen deutlich ab, dass hiermit einhergehend
auch eine Erweiterung der Kenntnisse im Bereich der Bioinformatik, hier insbesondere
im Bereich der machine learning Verfahren und der Adaption von Datenanalyse-
Pipelines, fur die korrekte Anwendung der neuen Methoden zur Tumorklassifikation

notwendig ist.

Der Paradigmenwechsel am Beispiel verschiedener neuropathologischer
Tumorentitaten und diagnostischer Herausforderungen

Die im Rahmen der Habilitationsschrift zusammengefassten Publikationen zeigen
exemplarisch anhand von ausgewahlten Entitdten und in den Veroffentlichungen
angewandten molekularen Methoden die neuropathologische Hirntumorforschung vor,
wahrend und nach der epigenetischen Revolution. Die Arbeiten dokumentieren den
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Ubergang aus der Ara der Einzelgen- bzw. Punktmutationsanalysen (Publikation 1:
BRAF Mutationsanalyse), Uber die Exomsequenzierung histomorphologisch
definierter Entitaten (Publikation 2: STAT6-NAB2 Fusion), die Etablierung der

computergestitzten, methylierungsbasierten Hirntumorklassifikation (Publikation 3:

Hirntumor-Classifier), hin zur ldentifizierung von neuen, epigenetisch definierten

Tumorentitaten (Publikation 4: Paragangliome mit distinktem molekularen Profil) und
letztlich zur Beschreibung von prognostisch relevanten Subgruppen und molekularen
Biomarkern innerhalb epigenetisch definierter Tumorklassen (Publikation 5: TERT
Promotormutation in ependymalen Tumoren mit dem Methylierungsprofil
»~oubependymom, posterior fossa“, PFSE). Im Folgenden soll als Einfuhrung in das
diagnostische Spannungsfeld zwischen traditioneller und moderner molekularer
Neuropathologie und als Kontext fiir die folgenden Ergebnisse ein kurzer Uberblick

Uber die exemplarisch gewahlten Tumorentitaten gegeben werden.

Papilldre Kraniopharyngeome und Rathke Zysten

Papillare Kraniophayngeome und Rathke Zysten sind Raumforderungen der Sella
Region [42]. Die differentialdiagnostische Unterscheidung zwischen zystisch
wachsenden papillaren  Kraniopharyngeomen und Rathke Zysten  mit
plattenepithelialer Metaplasie stellt selbst fur erfahrene Diagnostiker eine
Herausforderung dar. Bei beiden Lasionen handelt es sich um plattenepithelial
differenzierte, zystische Strukturen, bei denen anhand von Symptomatik und
Bildgebung keine Differenzierung zwischen Tumor oder Zyste getroffen werden kann
[64]. Der Erhaltungszustand des Biopsates ist aufgrund der Fragilitat der meist aus
dinnen Lamellen bzw. Membranen aufgebauten Lasion oft nicht ausreichend flr eine
sichere histomorphologische Unterscheidung. Eine Differenzierung aus klinischer
Perspektive ist jedoch auf Grund des unterschiedlichen Rezidivrisikos und

Gesamtuberlebens zur Planung der Nachsorge und adjuvanten Therapie erforderlich.

Solitdr Fibrése Tumoren und Hamangioperizytome der Meningen

Solitar ~ fibrose  Tumoren und  Hamangioperizytome  (SFT/HPZ)  sind
Weichgewebstumore, die an verschiedenen Stellen des Korpers entstehen konnen.
Gemal WHO Kilassifikation der Weichgewebs- und Knochentumoren werden sie unter
der Kategorie fibroblastische/myofibroblastische Tumoren eingeordnet [77]. In der
WHO Kilassifikation der ZNS Tumoren von 2016 firmieren sie unter der Kategorie

mesenchymale, nicht meningotheliale Tumoren, die uUblicherweise von der Dura aus
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wachsen [42]. Aufgrund des ahnlichen morphologischen Erscheinungsbildes geht man
davon aus, dass nicht-meningeale und meningeale SFT/HPZ zu einer Entitat gehoren,
wobei bei der Beurteilung der Malignitat und der Prognose die Entstehung im ZNS
Kompartiment einfliet und unterschiedliche Gradierungssysteme flr periphere und

zentrale Tumoren gultig sind.

Ein weiterer Unterschied in der fur Neuropathologen geltenden WHO Kilassifikation fur
ZNS Tumoren besteht in der Unterscheidung zwischen solitar fiorosen Tumoren und
Hamangioperizytomen als distinkte Entitaten, wohingegen Pathologen beide Tumoren
als Varianten einer Entitat auffassen. Fur Neuropathologen sind unter anderem die
sehr haufigen fibroblastischen Meningeome eine wichtige Differentialdiagnose, die
aufgrund ihrer geringeren Rezidivwahrscheinlichkeit sicher unterschieden werden
mussen [42]. Weitere teils schwierig abzugrenzende Tumorentitaten, die im Bereich
der Meningen entstehen konnen, sind atypische und anaplastische Meningeome,
Synovialsarkome, mesenchmale Chrondrosarkome, Ewing Sarkome und maligne
periphere Nervenscheidentumoren. Alle vorgenannten Entitdten koénnen eine
spindelzellige Differenzierung und typische, verzweigte Gefalke (sogenannte
,staghorn-like“ oder ,hemangiopericytoma-like* Gefallnetze) aufweisen, welche eine
eindeutige Diagnosestellung erschweren. Die typische, immunhistochemische
Expression von CD34 in Tumoren der SFT/HPZF Familie kann insbesondere in
malignen Varianten verloren gehen und ist differentialdiagnostisch von begrenztem
Nutzen [4]. Zusammenfassend lassen sich SFT/HPZs aufgrund bisheriger,
konventioneller Methoden, wie Morphologie und Immunhistochemie, nicht immer

sicher von anderen, klinisch relevanten Differentialdiagnosen unterscheiden.

Paragangliome des zentralen Nervensystems

Paragangliome und Phaochromozytome gehdéren zu einer Familie von
neuroendokrinen  Tumoren mit  charakteristischem, histomorphologischem
Erscheinungsbild, die an unterschiedlichen Stellen im Korper entstehen kdnnen,
Uberwiegend im Bereich der Nebenniere und des Grenzstranges [26, 37].
Paragangliome im Bereich des ZNS treten entweder in der Kopf-Hals-Region auf, hier
vor allem im Bereich des Schlafenbeins, von wo aus sie sich in den
Kleinhirnbrickenwinkel ausdehnen kdnnen, oder selten auch im Bereich der Cauda
equina [66]. Bei Auftreten einer Raumforderung im ZNS mit neuroendokriner

Differenzierung muss zunachst geklart werden, ob es sich um eine Metastase, z.B. um
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die eines neuroendokrinen Karzinoms oder eines peripheren Paraganglioms bzw.
Phaochromozytoms handelt oder um einen primar im ZNS entstandenen Tumor (z.B.
ZNS Paragangliom). Die diagnostische Situation wird zudem dadurch erschwert, dass
ein Teil der ZNS Paragangliome Zytokeratine exprimiert und somit eine
Differenzierung von einem metastasierten, neuroendokrinen Tumor nicht immer
moglich ist [16, 47]. Distinkte immunhistochemische Marker, die eine eindeutige
Zuordnung solcher Lasionen ermdglichen, gibt es nicht. Die korrekte Diagnosestellung
hat nicht nur Auswirkungen auf die Therapie und Prognose des Patienten, sondern
mdglicherweise auch auf die Angehoérigen, da im Falle eines peripheren
Paraganglioms, insbesondere in metastasierter Situation, in bis zu 40% der Patienten
Keimbahnveranderungen nachgewiesen werden konnen und eine entsprechende

humangenetische Abklarung von Familienmitgliedern notwendig sein kann [26, 37].

Ependymale Mischtumoren der hinteren Schédelgrube

Subependymome der hinteren Schadelgrube sind gutartige Tumoren, werden gemaf
WHO Grad | eingeordnet und gehéren zur Methylierungsklasse ,Subependymoma,
posterior fossa (PFSE)“ [11, 42, 53]. Ependymome der hinteren Schadelgrube zeigen
dagegen ein aggressiveres klinisches Verhalten, werden gemal® WHO Grad |l
eingeordnet und lassen sich den Methylierungsklassen ,Ependymoma, posterior fossa
A (PFA)“ und ,Ependymoma, posterior fossa B (PFB)“ zuordnen [15, 52]. Neben den
morphologisch reinen Subependymomen und Ependymomen gibt es im
diagnostischen Alltag immer wieder sogenannte ependymale Mischtumoren, die
abschnittsweise eine subependymale und ependymale Differenzierung zeigen in
variablem Ausmall. Die aktuelle WHO Klassifikation von 2016 empfiehlt, diese
Tumoren basierend auf der ependymalen Komponente nach WHO Grad I
einzuordnen, obwohl in Einzelfallen ein sehr gute Prognose dokumentiert ist [42].
Genaue Angaben uber das erforderliche Ausmall der ependymalen Komponente in
Prozent sind in der aktuellen WHO Kilassifikation nicht hinterlegt, in einzelnen
neuropathologischen Textblchern wird empfohlen, ab einer ependymalen
Komponente von 10% des Tumorgewebes den WHO Grad Il zu vergeben [2]. Dies
fuhrt im Routinealltag nicht selten zu diagnostischen Konflikten, aber auch zu
Unsicherheiten bezuglich der Nachsorge der Patienten auf klinischer Seite, auch da
systematische Analysen von Serien dieser Tumoren fehlen. Uber den

zugrundeliegende molekularen Hintergrund und den klinischen Verlauf dieser
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ependymalen Mischtumoren ist bisher wenig bekannt, in einer Studie konnten vier

Falle der Methylierungsklasse PFSE zugeordnet werden [13].

Zielsetzung
Ziel der Arbeiten war die molekulare Charakterisierung von Tumoren aus dem

neuropathologischen Diagnostikspektrum und die Beantwortung folgender Fragen:

1.) Gibt es molekulare Veranderungen, die pathognostisch fur bestimmte Entitaten
sind?

2.) Lasst sich durch die Detektion dieser molekularen Veranderungen die Prazision
der neuropathologischen Hirntumordiagnostik verbessern?

3.) Lassen sich durch molekulare Analysen neue Tumorentitaten identifizieren?

4.) Lassen sich innerhalb von molekular definierten Tumorentitaten relevante
Subgruppen unterscheiden?

5.) Korrelieren diese molekular definierten Subgruppen mit morphologischen und
klinischen Charakteristika?

6.) Gibt es molekular definierte Subgruppen oder molekulare Biomarker, die
pradiktive Bedeutung haben?

7.) Eignet sich die molekulare Charakterisierung von Tumoren als mdgliche

Grundlage einer neuen Patienten-Stratifizierung fur klinische Studien?
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1. BRAF Mutationsanalyse in papillaren Kraniopharyngeomen und Rathke
Zysten

Schweizer L, Capper D, Holsken A, Fahlbusch R, Flitsch J, Buchfelder M, Herold-
Mende C, von Deimling A, Buslei R. BRAF V600E analysis for the differentiation of
papillary craniopharyngiomas and Rathke's cleft cysts. Neuropathol Appl Neurobiol.
2015 Oct;41(6):733-42. doi: 10.1111/nan.12201. PMID: 25442675.

https://doi.org/10.1111/nan.12201

Brastianos et al. [6] wiesen 2014 in 95% aller papillaren Kraniopharyngeome BRAF
V600E Mutationen mittels Whole Exome Sequenzierung nach. In dieser Arbeit wurde
untersucht, in wie weit sich die Bestimmung des BRAF Mutationsstatus eignet, um
zwischen einem papillaren Kraniopharyngeom und einer Rathke Zyste zu
unterscheiden und ob die Bestimmung mit Routinemethoden in der alltaglichen
Diagnostik umsetzbar ist.

Hierzu wurden 33 Rathke Zysten und 18 papillare Kraniopharyngeome mittels
mutationsspezifischem Antikorper gegen das mutierte BRAF VG60O0E Epitop (VE1; [11])
untersucht sowie zusatzlich 16 Falle mittels BRAF Pyrosequenzierung analysiert. Die
untersuchten papillaren Kraniopharyngeome zeigten eine immunhistochemische
Expression des mutierten BRAF V600E Proteins in allen Fallen (18/18; 100%) sowie
eine BRAF V600E Mutation in acht sequenzierten Fallen. Dagegen konnten nurin 3/33
initial als Rathke Zyste diagnostizierten Fallen BRAF VG600E Mutationen mittels
Immunhistochemie und Pyrosequenzierung nachgewiesen werden. Zwei dieser Falle
erfullten bei der histopathologischen Reevaluation die morphologischen Kriterien eines
papillaren Kraniopharyngeoms, der dritte Fall erwies sich als zystisches Rezidiv eines

mehrere Jahre zuvor resezierten papillaren Kraniopharyngeoms.

Die Bestimmung des BRAF Mutationsstatus mittels Pyrosequenzierung oder
Immunhistochemie (methodische Konkordanz 100%) eignet sich als diagnostisches
Hilfsmittel zur Differenzierung zwischen einem papillaren Kraniophayrngeom und einer

Rathke Zyste bei zystischen Raumforderungen der Sella.
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2. NAB2-STAT6 Fusion in meningealen Hamangioperizytomen und solitar
fibrosen Tumoren

Schweizer L*, Koelsche C*, Sahm F*, Piro RM*, Capper D, Reuss DE, Pusch S, Habel
A, Meyer J, Gock T, Jones DT, Mawrin C, Schittenhelm J, Becker A, Heim S, Simon
M, Herold-Mende C, Mechtersheimer G, Paulus W, Konig R, Wiestler OD, Pfister SM,
von Deimling A. Meningeal hemangiopericytoma and solitary fibrous tumors carry the
NAB2-STAT6 fusion and can be diagnosed by nuclear expression of STAT6 protein.
Acta Neuropathol. 2013 May;125(5):651-8. doi: 10.1007/s00401-013-1117-6. PMID:
23575898. *Gleichermalen beigetragen.

https://doi.org/10.1007/s00401-013-1117-6

Im Jahr 2013 konnten in zwei Arbeiten NAB2-STAT6 Fusionen in peripheren
SFT/HPZs nachgewiesen werden [17, 60]. Die vorliegende Arbeit diente dem Zweck,
genetische Veranderungen in solitar fibrésen Tumoren und Hamangioperizytomen des
ZNS zu untersuchen, sie mit dem kurzlich zuvor identifizierten genetischen Profil
peripherer SFT/HPZs zu vergleichen und immunhistochemische Surrogatmarker als
differentialdiagnostische Hilfsmittel zu etablieren. Mittels DNA Whole Exome
Sequenzierung konnten in 8/10 meningealen HPZs ebenfalls NAB2-STAT6 Fusionen
nachgewiesen werden. In einem der negativen Falle konnte eine NAB2-STAT6 Fusion

mit intronischen Bruchpunkten mittels Sanger Sequenzierung nachgewiesen werden.

Eine immunhistochemische Farbung mit einem Antikdrper gegen das C-terminale
Ende des STATG6 Proteins zeigte eine Veranderung des Farbemusters: Tumoren mit
NAB2-STAT6 Fusion wiesen eine kraftige, nukleare Expression auf, wohingegen
Tumoren ohne die Fusion eine schwache zytoplasmatische Farbung zeigten. Die
nukleare STAT6 Expression konnte in 35/37 Hamangioperizytomen und 25/25 solitar
fibrdsen Tumoren nachgewiesen werden, wohingegen 87 Meningeome und 51 andere

Tumoren eine zytoplasmatische Expression zeigten.

Die Arbeit etablierte die STAT6 Immunhistochemie als hochspezifischen
Surrogatmarker fur meningeale SFT/HPZs. Zudem wies das Vorhandensein der
NAB2-STATG6 Fusion daraufhin, dass meningeale SFTs und HPZs ebenfalls Varianten

einer Tumorentitat darstellen.
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3. Methylierungsbasierte Klassifikation von Hirntumoren

Capper D*, Jones DTW*, Sill M*, Hovestadt V*, Schrimpf D, Sturm D, Koelsche C,
Sahm F, Chavez L, Reuss DE, Kratz A, Wefers AK, Huang K, Pajtler KW, Schweizer
L, Stichel D, Olar A, Engel NW, Lindenberg K, Harter PN, Braczynski AK, Plate KH,
Dohmen H, Garvalov BK, Coras R, Holsken A, Hewer E, Bewerunge-Hudler M, Schick
M, Fischer R, Beschorner R, Schittenhelm J, Staszewski O, Wani K, Varlet P, Pages
M, Temming P, Lohmann D, Selt F, Witt H, Milde T, Witt O, Aronica E, Giangaspero F,
Rushing E, Scheurlen W, Geisenberger C, Rodriguez FJ, Becker A, Preusser M,
Haberler C, Bjerkvig R, Cryan J, Farrell M, Deckert M, Hench J, Frank S, Serrano J,
Kannan K, Tsirigos A, Brick W, Hofer S, Brehmer S, Seiz-Rosenhagen M, Hanggi D,
Hans V, Rozsnoki S, Hansford JR, Kohlhof P, Kristensen BW, Lechner M, Lopes B,
Mawrin C, Ketter R, Kulozik A, Khatib Z, Heppner F, Koch A, Jouvet A, Keohane C,
Mduhleisen H, Mueller W, Pohl U, Prinz M, Benner A, Zapatka M, Gottardo NG, Driever
PH, Kramm CM, Muller HL, Rutkowski S, von Hoff K, Frihwald MC, Gnekow A,
Fleischhack G, Tippelt S, Calaminus G, Monoranu CM, Perry A, Jones C, Jacques TS,
Radlwimmer B, Gessi M, Pietsch T, Schramm J, Schackert G, Westphal M,
Reifenberger G, Wesseling P, Weller M, Collins VP, Blimcke |, Bendszus M, Debus J,
Huang A, Jabado N, Northcott PA, Paulus W, Gajjar A, Robinson GW, Taylor MD,
Jaunmuktane Z, Ryzhova M, Platten M, Unterberg A, Wick W, Karajannis MA,
Mitteloronn M, Acker T, Hartmann C, Aldape K, Schuller U, Buslei R, Lichter P, Kool
M, Herold-Mende C, Ellison DW, Hasselblatt M, Snuderl M, Brandner S, Korshunov A,
von Deimling A, Pfister SM. DNA methylation-based classification of central nervous
system tumours. Nature. 2018 Mar 22;555(7697):469-474. doi: 10.1038/nature26000.
* Gleichermalden beigetragen.

https://doi.org/10.1038/nature26000

Fur die Therapieplanung und Nachsorge von Krebspatienten ist eine korrekte
histopathologische Diagnose unerlasslich. Fur die derzeit bekannten circa 100
Hirntumorentitaten variiert die diagnostische Genauigkeit erheblich, die Interobserver-
Variabilitat ist flir einige Entitdten hoch und abhangig von der diagnostischen
Erfahrung, der Verfugbarkeit erganzender Methoden und der Gute des Biopsates. Ziel
der Arbeit war es eine methylierungsbasierte Klassifikation von Hirntumoren
unabhangig von Morphologie und Immunhistochemie zu etablieren und im

diagnostischen Routinealltag hinsichtlich Praktikabilitat und Validitat zu prafen. Im
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Rahmen der Studie wurden zunachst epigenetische Profile von 2801 Tumoren erstellt,
die 91 Methylierungsklassen (82 Tumorklassen, 9 Normalgewebe Referenzklassen)
zugeordnet werden konnten. Mittels eines Machine Learning Models (sog. Random
Forest mit Kalibrierungsmodel) wurde basierend auf den Methylierungsdaten ein

Hirntumor Classifier trainiert.

Im Folgenden wurden 1104 diagnostische Hirntumorbiopsate mit dem Infinium
HumanMethylation450 BeadChip (450k) oder Infinium MethylationEPIC BeadChip
(850K) prozessiert und durch das Model klassifiziert. Ein Klassifikations-Score von >
0.9 wurde als eindeutige Zuordnung zu einer Hirntumorklasse gewertet und gelang in
88% der Falle (n = 977). In 838 dieser Falle (76%) konnte die histopathologische
Diagnose bestatigt bzw. durch molekulare Subklassifikation prazisiert werden, in 129
Fallen (12%) fuhrte die methylierungsbasierte Klassifikation zu einer Anderung der
initialen Diagnose, in 10 Fallen (<1%) zeigte der Classifier eine nicht nachvollziehbare
Klassenzugehorigkeit an und die initiale Diagnose wurde beibehalten. Im Falle der 129
Falle, in denen eine Korrektur der Diagnose vorgenommen wurde, war dies in 92

Fallen mit einer Anderung des WHO Grades des Tumors verbunden.

In einigen Fallen konnte keine Diagnose gemal der gultigen WHO Kilassifikation
gestellt werden und stattdessen wurde eine sogenannte deskriptive integrierte
Diagnose favorisiert, welche histomorphologische, immunhistochemische und
molekulare Parameter gleichermal3en inkorporiert (z.B. HGNET-MN1 — high grade
neuroepithelial tumor with MN17 alteration, vgl. auch [71]). Ein Teil der nicht-
klassifizierbaren Fallen (Classifier Score < 0.9) konnte mittels bioinformatischer
Analyse (,unsupervised clustering“ und ,t-distributed stochastic neighbor embedding*
(t-SNE)) neuen, bisher nicht bekannten epigenetischen Subklassen zugeordnet
werden, die im Verlauf als molekular definierte Tumorentitaten etabliert wurden und in

zukUnftige Versionen der WHO Klassifikation aufgenommen werden (vgl. auch [76]).

Um eine flachendeckende Anwendung der epigenetischen Hirntumordiagnostik zu

ermdglichen, ist Uber die Website https://www.molecularneuropathology.org der

Upload von lokal erzeugten Methylierungsprofilen mdglich. Diese werden mit der
aktuellen Version des Hirntumor Classifier abgeglichen und das Ergebnis in Form

eines automatisch erzeugten epigenetischen Reports ausgegeben.
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4. Molekulare Charakterisierung von Paragangliomen des ZNS

Schweizer L, Thierfelder F, Thomas C, Soschinski P, Suwala A, Stichel D, Wefers AK,
Wessels L, Misch M, Kim HY, Jodicke R, Teichmann D, Kaul D, Kahn J, Bockmayr M,
Hasselblatt M, Younsi A, Unterberg A, Knie B, Walter J, Al Safatli D, May SA, Jédicke
A, Ntoulias G, Moskopp D, Vajkoczy P, Heppner FL, Capper D, Hartmann W,
Hartmann C, von Deimling A, Reuss DE, Schéler A, Koch A. Molecular characterization
of CNS paragangliomas identifies cauda equina paragangliomas as a distinct tumor
entity. Acta Neuropathol. 2020 Dec;140(6):893-906. doi: 10.1007/s00401-020-02218-
7. PMID: 32926213.

https://doi.org/10.1007/s00401-020-02218-7

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass multiple genetische Alterationen in

die Entstehung von Paragangliomen und Phaochromozytomen, neuroendokrine
Tumoren der Nebenniere und der Ganglien, involviert sein kdnnen, und dass bis zu
40% dieser Tumoren erblich sind [26, 37]. Zudem konnte in diesen Arbeiten
nachgewiesen werden, dass sich diese Tumoren in vier molekulare Subgruppen
einteilen lassen. Cauda Equina Paragangliome (CEP) wurden bisher nicht untersucht,
man nahm bisher jedoch an, dass sie einer der vorbeschriebenen Subgruppen

zugeordnet werden konnen.

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass sich das epigenetische und genetische Profil
von CEPs sehr deutlich von dem anderer Paragangliome unterscheidet. Wahrend sich
Kopf-Hals-Paragangliome eindeutig den abdominal und thorakal gelegenen
Paragangliomen zuordnen lassen, wiesen CEPs ein sehr distinktes Methylierungsprofil
auf und zeigten keine Mutationen oder Fusionen, die Ublicherweise in anderen
Paragangliomen auftreten, insbesondere keine genetischen Alterationen in bisher
bekannten hereditaren Paragangliom-Genen (u.a. NF1, SDHB, RET, VHL).

Die Morphologie von CEPs zeigte sich deutlich variabler als die anderer
Paragangliome, zudem wiesen sie eine starke Expression von Zytokeratinen auf sowie
eine fehlende Expression von GATAS3, wohingegen in anderen Paragangliomen das
Gegenteil der Fall ist. Des Weiteren zeigten sie ein distinktes klinisches Verhalten: im
Gegensatz zu anderen Paragangliomen erfolgte eine Metastasierung sehr selten und
blieb dann auf das spinale Kompartiment beschrankt. Die Arbeit definiert CEPs als
sporadische Tumorentitat mit einem eigenstandigen morpho-molekularen und

klinischen Profil.
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5. TERT Promotormutationen und Verlust von Chromosome 6 als prognostische
Marker einer Risikogruppe innerhalb der Methylierungsklasse Subependymom,
posterior fossa

Thomas C, Thierfelder F, Trager M, Soschinski P, Muther M, Edelmann D, Forster A,
Geiler C, Kim HY, Filipski K, Harter PN, Schittenhelm J, Eckert F, Ntoulias G, May SA,
Stummer W, Onken J, Vajkoczy P, Schuller U, Heppner FL, Capper D, Koch A, Kaul
D, Paulus W, Hasselblatt M, Schweizer L. TERT promoter mutation and chromosome
6 loss define a high-risk subtype of ependymoma evolving from posterior fossa
subependymoma. Acta Neuropathol. 2021 Mar 23. doi: 10.1007/s00401-021-02300-8.
PMID: 33755803.

https://doi.org/10.1007/s00401-021-02300-8

In dieser Arbeit wurde eine Serie von 50 adulten, ependymalen Tumoren der hinteren

Schadelgrube untersucht. Die Serie beinhaltete auch 24 ependymale-subependymale
Mischtumoren mit unterschiedlichem Prozentsatz an ependymalem Anteil (2-95%).
Wir konnten zeigen, dass sich Tumoren mit subependymaler Komponente
ausnahmslos der Methylierungsklasse ,Subependymom, posterior fossa“ (PFSE)

zuordnen liel3en.

In mikrodissezierten und separat epigenetisch untersuchten Anteilen von vier
Mischtumoren konnten wir zeigen, dass in der zelldichteren, ependymalen
Komponente ein Verlust von Chromosom 6 auftrat, wohingegen das Kopienzahlprofil
der subependymalen Komponente keinen Verlust aufwies. In 21 Fallen der Serie liel
sich eine TERT Promotormutation und in 20 Fallen ein Chromosom 6 Verlust

nachweisen, vornehmlich in Fallen mit ependymaler Morphologie.

Das Vorhandensein eines Chromosom 6 Verlustes, einer TERT Promotormutation
oder einer reinen Ependymom-Morphologie waren mit einem signifikant kurzeren
progressionsfreien Leben assoziiert. Tumoren mit einer gemischten subependymalen-
ependymalen Morphologie dagegen zeigten ein sehr gutes progressionsfreies

Uberleben ebenso wie reine Subependymome.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass niedriggradige Subependymome (WHO Grad
[) Gber die Zeit molekulare Veranderungen in Subklonen akkumulieren kénnen, die zu
einem starkeren Wachstum und einer veranderten ependymalen Morphologie und
letztlich zu einer Transformation in Ependymome (WHO Grad Il) fuhren kdnnen und

mit einem deutlich erhohten Rezidivrisiko assoziiert sind.
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DISKUSSION

Der Einsatz neuer molekularer Methoden in der Hirntumordiagnostik hat zu einem
Paradigmenwechsel von der auf histologischen Kriterien beruhenden Einteilung hin zu
molekular definierten Tumorentitaten gefuhrt. Damit einhergehend haben sich das
diagnostische Prozedere (z.B. Reihenfolge der Anforderung von Untersuchungen), der
Arbeitsalltag und die diagnostischen Instrumente (Ubergang vom Mikroskop zum
Computer), die Art der Befundung (Methylierungsreport, NGS Befund), die Diagnosen
(integrierte, molekulare Diagnose), die Bestimmung pradiktiver Faktoren (histologie-
basiert vs. molekular stratifiziert), die Konzeption von Forschungsprojekten (Analyse
morphologisch definierter Kohorten vs. epigenetisch definierter Entitaten), die
Ausbildung von Assistenten (Einfuhrung der molekularen Rotation, bioinformatische
Grundausbildung) und letztlich damit auch das diagnostische Selbstverstandnis vieler

Neuropathologen tiefgreifend verandert.

Bisherige Diagnosen beruhten auf der Beschreibung von histomorphologischen und
immunhistochemischen Ahnlichkeiten und Kriterien, die anhand der visuellen
Beurteilung von grofleren Serien gewonnen wurden und bildlich in der WHO
Klassifikation als Richtlinien vorgegeben wurden [38, 42]. Die traditionelle Befundung
war abhangig von der Erfahrung des Diagnostikers, des verfugbaren Materials und
dessen Reprasentativitat (z.B. Nekrose auf dem Anschnitt sichtbar), der etablierten
immunhistochemischen Farbungen und deren Glte in verschiedenen Instituten und
regional unterschiedlichen, historisch gewachsenen und durch diagnostische
Personlichkeiten gepragten Auslegungen der Richtlinien. Dies flhrte insbesondere bei
diagnostisch herausfordernden und leicht zu verwechselnden Differentialdiagnosen
nicht selten zu einer hohen Interobserver-Variabilitdt und Fehldiagnosen [24, 71, 74].
Mit dem Ubergang zu integrierten, molekularen Diagnosen hat die
histomorphologische Diagnostik zwar an Stellenwert verloren, jedoch entgegen vieler
Befurchtungen ihren Platz im Kontext moderner, molekularer Methoden bewahrt. Statt
die histopathologische Beurteilung abzuschaffen, kdnnen heute Starken und Vorteile
der Morphologie und Immunhistochemie gezielter genutzt werden und Schwachen und
Risiken durch molekulare Analysen sinnvoll erganzt und ausgeglichen werden.
Umgekehrt profitiert die Analyse und Interpretation molekularer Daten erheblich von

der Kenntnis der zugrundeliegenden Morphologie, des Tumorzellgehalts und der
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proliferativen Aktivitat. Durch diese Verschrankung der Informationsebenen, die sich
letztlich auch in den integrierten molekularen Diagnosen niederschlagt, ist die moderne
Tumordiagnostik zwar komplexer und multimodaler geworden, aber auch praziser,
reproduzierbarer und sicherer [10]. Die Uberregionale Verflugbarkeit und
Anwendbarkeit der Methoden hat zudem einen Wandel von regionalen Tumor-
Referenzzentren hin zu internet-basierten und global erreichbaren, diagnostischen

Referenz-Plattformen (www.molecularneuropathology.org/mnp) mit hoher Objektivitat

eingeleitet und flhrt zu einer zunehmenden Internationalisierung der molekularen
Tumordiagnostik [10, 13]. Mit dem Ausbau der methylierungsbasierten Referenz-

Plattformen Uber die ZNS Tumoren hinaus, wie beispielsweise durch den Sarkom

Classifier (https://www.molecularneuropathology.org/mnp/classifier/9), setzt sich die

Entwicklung Uber die Grenzen der Neuropathologie hinaus fort [34].

Singulare, molekulare Parameter, die zu einer verbesserten Prazision der Diagnostik
gefuhrt haben, waren fur die meisten Institute in Deutschland bisher einfach zu
implementieren und umzusetzen. Dies umfasst sowohl die Schaffung technischer
Voraussetzungen und des notwendigen Knowhows als auch die Finanzierung der
zusatzlichen Analysen. Die in der ersten Arbeit durchgefuhrte Pyrosequenzierung zur
Bestimmung des BRAF Mutationsstatus zur Differenzierung zwischen Rathke Zysten
und papillaren Kraniopharyngeomen beispielsweise erlaubt unter Einsatz geringer
Ressourcen eine prazise Unterscheidung beider Krankheitsbilder [64]. Ahnlich verhalt
es sich mit der TERT Promotormutationsanalyse in verschiedenen Entitaten, die
mittels PCR und Sanger Sequenzierung bei geringem Aufwand von den meisten
Einrichtungen problemlos durchflhrbar ist [72, 73]. Ebenso gehoért der Nachweis der
NAB2-STAT6 Fusion mittels der als Surrogat fungierenden STAT6 Immunhistochemie
inzwischen zum kostengunstigen, etablierten Standardrepertoire der meisten

pathologischen und neuropathologischen Einrichtungen [35, 65].

Eine nukledren STAT6 Immunreaktivitat als Korrelat fur eine NAB2-STAT6 Fusion in
fast 100% der SFT/HPZs wurde zum definierenden Kriterium der Entitat, durch
welches sie eindeutig und klar von anderen, morphologisch ahnlichen Entitaten (z.B.
fibrosen Meningeomen) zu unterscheiden war [35, 65, 77]. Zu den wenigen ebenfalls
STAT6 nuklear positiven Ausnahmen zahlen unter anderem dedifferenzierte
Liposarkome, die sich jedoch durch ihr distinktes Mutationsprofil mit hochfrequenten
Amplifikationen und dem Fehlen einer NAB2-STAT6 Fusion molekular Kklar
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unterscheiden lassen [18, 35, 45]. Diese Entwicklung hatte jedoch auch zur Folge,
dass bei fehlendem Nachweis einer nuklearen STAT6 Expression in erster Linie eine
andere Differentialdiagnose als die eines SFT/HPZs favorisiert wurde, unabhangig von

den histomorphologischen Kriterien.

Die hohe, entitatsdefinierende Frequenz spezifischer, genetischer Alterationen macht
somit den Nachweis der Veranderung heute haufig zur Voraussetzung fur die
Diagnose. Neben diesen entitatsdefinierenden, rekurrenten Punktmutationen und
Fusionen wurden im Rahmen der epigenetischen Aufarbeitung vieler Entitaten jedoch
auch erstmals neue Tumorsubtypen identifiziert, die keine singularen Treiber-
Alterationen aufwiesen, sondern sich stattdessen nur anhand ihres distinkten
epigenetischen Profils identifizieren lassen. Ein Beispiel hierflr ist die kurzlich
beschriebene Entitdt der niedriggradigen, glioneuronalen Tumoren mit
oligodendrogliomartiger Erscheinung und nuklearen Clustern (DGONC), die zwar in
97% der Falle eine Monosomie von Chromosom 14 aufweisen, sich zum aktuellen
Zeitpunkt aber nur Uber ihr distinktes Methylierungsprofil von anderen Entitaten sicher
unterscheiden lasst [20, 58]. Problematisch erscheint hier vor allem die Tatsache, dass
fur einen Teil dieser neu entstehenden Entitaten keine Surrogatparameter (wie
beispielsweise die STAT6 Immunhistochemie) zur Verfugung stehen, die in solchen
Instituten Anwendung finden kdnnten, die keine Methylierungsanalysen durchfihren
kénnen. Es wird insbesondere in zukunftigen WHO Klassifikationen mit dem Anspruch
einer global anwendbaren Einteilung von ZNS Tumoren eine Herausforderung werden,
den Spagat zwischen universitarer Zentrums-Neuropathologie und flachendeckender
Basisdiagnostik, besonders auch in strukturschwacheren Landern, abzubilden und

pragmatisch zu meistern, u.a. auch um einer ,Zweiklassen-Diagnostik“ vorzubeugen.

Trotz der Uber diverse Entitaten und Materialien (FFPE, Kryo- und Autopsiegewebe)
robusten Methylierungsanalyse gibt es jedoch auch Limitationen der Methylierungs-
Methode. Zum einen bei geringem, zur Verfigung stehendem Gewebe, niedriger DNA
Qualitat und Gesamtmenge (< 100 ng), zum anderen bei niedrigem Tumorzellgehalt
(< 30%) wie dies zum Beispiel haufig in der Infiltrationszone von diffusen, hirneigenen
Tumoren der Fall sein kann. In beiden Fallen kann eine eindeutige Zuordnung des
Tumors deutlich erschwert sein und auch vollstandig misslingen. Die Anwendung
neuer bioinformatischer Losungen, wie zum Beispiel Verfahren der Dekonvolution,

konnten hier perspektivisch Defizite Uberwinden [61].
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Der Tumorzellgehalt war auch fir die seit vielen Jahren genutzte Sanger
Sequenzierung ein limitierender Faktor. Fur den Nachweis einer Mutation musste die
Allelfrequenz mindestens 20% (bei heterozygoten Varianten einem Tumorzellgehalt
von 40% entsprechend) betragen. Im Falle der von uns analysierten Rathke Zyste lag
beispielsweise der erwartete ,Tumorzellgehalt (in diesem Falle ,Tumor“ im Sinne von
Raumforderung, also Prozentsatz an nicht normal entwickeltem Gewebe) in der
uberwiegenden Mehrzahl der Falle unterhalb der Detektionsgrenze der Sanger
Sequenzierung [64]. Mit Hilfe der Pyrosequenzierung ist der Mutationsnachweis auch
bei einem Tumorzellgehalt von 10-15% mdglich. Die Immunhistochemie mit
mutationsspezifischen Farbung dagegen, ermdglicht sogar den Nachweis der
Expression in einzelnen Zellen, wie dies beispielsweise in der Infiltrationszone diffuser
IDH mutierter Gliome und bei BRAF V600E mutierten Gangliogliomen gezeigt werden
konnte [12, 14, 36]. Die Hochdurchsatzsequenzierung mit NGS Panels bei hoher
Sequenziertiefe (coverage > 500) ermdglichen dagegen einen ahnlich sicheren
Nachweis von Mutationen selbst bei einem sehr geringen Tumorzellgehalt einer Probe
von <5% [62]. Jedoch lassen sich anders als bei der mutationsspezifischen
Immunhistochemie vorhandene Mutationen in heterogenem Gewebe keinem
spezifischen Zelltyp zuordnen wie dies beispielsweise im Falle der Gangliogliome mit
dem Nachweis des mutierten BRAF Proteins in vornehmlich neuronalen Zellen gelang
[36]. Dennoch erscheint die NGS Analyse aufgrund ihrer niedrigen Detektionsgrenzen
unter anderem flr solche Tumoren sinnvoll, die bisher aufgrund der
Materialbeschaffenheit des Gewebes nicht fur eine molekulare Analyse in Frage
kamen [62]. Fallende Kosten und flachendeckende Verfugbarkeit sowie wachsendes
Knowhow im Bereich der Datenanalyse werden perspektivisch auch den Einsatz in
Proben mit extrem geringem Tumorzellgehalt, wie beispielsweise zellfreier DNA aus

dem Liquor und Blut, ermoglichen [54, 57].

Mittels der derzeit Ublichen und sich in routinemaRiger Anwendung befindenden NGS
Anwendungen (bzw. Panel oder DNA Exom-Sequenzierung) werden jedoch
ublicherweise nur kodierende, exonische Regionen abgedeckt [62]. Insbesondere bei
Fusionen befinden sich die Bruchpunkte der jeweiligen Fusionspartner jedoch haufig
intronisch, so dass dies entweder im Rahmen des Paneldesigns berlcksichtigt werden
muss oder stattdessen eine RNA Sequenzierung (RNA Fusionspanel, RNA Exom-
Sequenzierung) angestrebt werden sollte [70]. In zwei Fallen unserer SFT/HPZ Serie

konnte beispielsweise mittels DNA Exom-Sequenzierung keine NAB2-STAT6 Fusion
73



nachgewiesen werden, in einem Fall lagen die Bruchpunkte intronisch und wurden
durch die Sequenzierung der kodierenden DNA Abschnitte nicht mit abgedeckt [65].
Aber auch die STAT6 Immunhistochemie kann in Einzelfallen nicht eindeutig sein, so
konnten wir bei zwei Fallen unserer Serie keine nukleare STAT6 Expression
nachweisen. Ein Grund fur eine ausbleibende nukledre STAT6 Immunreaktion in
einzelnen Fallen konnte unter anderem in den sehr variablen Bruchpunkten und
Fusionsvarianten liegen, so dass moglicherweise das Erhaltenbleiben des nuklearen
Lokalisationssignals im Fusionsgen (N, siehe Figure 1a, [65]) fUr eine Translokation in
den Kern notwendig ist. Bei nicht eindeutiger STAT6 Immunhistochemie oder
fehlendem Nachweis einer NAB2-STAT6 Fusion auf DNA Ebene ware erganzend eine
RNA Sequenzierung empfehlenswert, mit der Genfusionen besser nachgewiesen

werden kénnen [70].

Die diagnostische Praxis hat gezeigt, dass aufgrund der Vielzahl mdoglicher
genetischer Treiberalterationen in relevanten Differentialdiagnosen (z.B. intronisch /
exonisch; Punktmutation / chromosomale Translokation / Amplifikation / Fusion) in
einigen Fallen eine Kombination aus mehreren, molekularen Methoden und
immunhistochemischen Verfahren eingesetzt werden muss, um zu einer eindeutigen
Losung zu kommen. Da uber den Verlauf einer Tumorerkrankung hinweg anhand der
sehr stabilen epigenetischen Signaturen zum einen Hinweise auf die vermutliche
Ursprungszelle gewonnen werden kdnnen, was insbesondere bei primitiven und
wenige linienspezifische Marker exprimierenden Tumoren sehr hilfreich sein kann,
aber auch zusatzliche Informationsebenen, wie beispielsweise Kopienzahlprofile,
Hinweise auf chromosomale Veranderungen, fokale Amplifikationen und maogliche
genomische Bruchpunkte zur Verfigung stellen, eignet sich die Methylierungsanalyse
perspektivisch als initiale molekulare Screening Methode fur die Diagnostik von ZNS
Tumoren [13].

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Bestimmung molekularer
Marker nicht nur zu einer Verbesserung der diagnostischen Prazision fuhrt [10],
sondern auch zur Identifizierung von klinisch relevanten Subgruppen innerhalb von
histologisch oder molekular definierten Tumorentitaten [10, 29, 30, 53, 71]. Im Falle
der Paragangliome des ZNS konnten wir mittels Methylierungsanalyse zeigen, dass
sich Paragangliome der Hals-Kopf-Region (sog. Glomustumoren) epigenetisch
eindeutig Paragangliomen der Bauch- und Thoraxregion zuordnen lassen, wobei
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insbesondere die haufig mit Mutationen in den SDH Genen einhergehende
Hypermethylierung dieser Tumoren zu einer Eingruppierung in das fur diese
Alterationen angereicherte TCGA-M1 Cluster fuhrte [26, 37]. Tumoren dieser Gruppe
treten gehauft im Rahmen von Paragangliom-Pradispositionssyndromen auf und

haben ein deutlich erhdhtes Metastasierungsrisiko.

Trotz der morphologischen Ahnlichkeit der Cauda equina Paragangliome (CEP) zu
den vorgenannten Paragangliomen anderer Lokalisation konnten wir anhand der
epigenetischen Analysen zeigen, dass CEPs eine molekular definierte, distinkte
Tumorentitat darstellen, die im Gegensatz zu anderen Paragangliomen ausschlief3lich
sporadisch auftreten, mit einem sehr geringen Metastasierungsrisiko assoziiert sind
und keine Mutationen aufweisen, die in Paragangliomen bisher beschrieben wurden
[66]. Die von uns beschriebene Zytokeratin-Expression in allen Fallen kann zwar in
Kombination mit einer GATA3 Negativitat als Surrogatparameter in vielen Fallen
genutzt werden, jedoch sind aus der Literatur mehrere periphere Paragangliome und
neuroendokrine Tumoren beschrieben worden, die Zytokeratine exprimieren und keine
GATAS3 Expression zeigen, so dass letztlich insbesondere bei Tumoren in atypischer
Lokalisation (z.B. im Kleinhirnbrickenwinkel) die Methylierungsanalyse zur
eindeutigen Zurordnung die sicherste Methode ist [56, 66, 68].

Interessanterweise zeigte sich die epigenetische Signatur so distinkt von derjenigen
der ubrigen Paragangliome, dass aufgrund der Verschiedenheit eine andere
Ursprungszelle wahrscheinlich ist. Hierbei muss es sich nicht zwangslaufig um eine
Zelle eines anderen Keimblattes handeln, moglicherweise kdnnte es sich um eine
Neuralleistenzelle in einem unterschiedlichen Entwicklungs- und Differenzierungs-
stadium handeln [66]. Hierzu wurde auch die in CEPs, nicht jedoch in anderen
Paragangliomen auftretende Expression des fur die Entwicklung des kaudalen

Ruckenmarks relevanten Transkriptionsfaktors HOXB13 passen [5].

Ahnlich wie wir fiir die SFT/HPZs zeigen konnten, dass es sich um eine durch die
NAB2-STAT6 Fusion molekular definierte Entitat handelt, die ein morphologisches
Spektrum von Tumoren umfasst, das von gutartigen zellarmen, solitar fibrosen
Tumoren bis hin zu zelldichten malignen, anaplastischen Hamangioperizytomen reicht,
lie sich anhand der untersuchten Serie an ependymalen Mischtumoren nachweisen,
dass es sich bei der Uber das epigenetische Profil definierten Entitat ,Subependymom,
posterior fossa (PFSE)“ um ein morphologischen Kontinuum handelt, dass von reinen
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Subependymomen, Uber subependymal-ependymale Mischtumoren bis hin zu reinen
Ependymomen reicht [73]. Wahrend die Erkennung einer subependymalen
Komponente im Tumor durch grindliches Mikroskopieren auch bei geringen Anteilen
dieser Differenzierung von nur 2% mdglich ist, lassen sich reine Ependymome mit
molekularem PFSE Profil durch konventionelle Methoden nicht erkennen. Die
Morphologie und das immunhistochemische Profil Uberlappen mit anderen
Methylierungsklassen der hinteren Schadelgrube (Gruppe A — PFA, Gruppe B — PFB).
PFA Tumoren betreffen zumeist padiatrische Patienten, PFB Tumoren dagegen treten
vornehmlich, wie auch die PFSE Tumoren, in adulten Patienten auf [15, 52, 53].
Jedoch genugt die Hinzunahme klinischer und radiologischer Informationen nicht fur
eine klare Unterscheidung dieser molekularen Subklassen. Dass dies jedoch klinisch
relevant ist, konnten wir anhand der Analyse des progressionsfreien Uberlebens
zeigen: im Vergleich zu den PFB Tumoren verhielten sich PFSE Tumoren mit TERT
Promotormutation deutlich schlechter, wohingegen PFSE Tumoren ohne TERT
Promotormutation ein deutlich besseres Uberleben zeigten als PFB Tumoren ([73],
Supplementary Figure S3).

Die Arbeit belegt, dass sich durch die molekulare Charakterisierung homogene
Tumorgruppen mit zwar unterschiedlicher Morphologie jedoch gleicher
zugrundeliegender Molekularbiologie identifizieren lassen, innerhalb derer
prognostische Biomarker, wie in diesem Falle die TERT Promotormutation, zu einer
besseren Stratifizierung von Patienten fuhren kdnnen, was wiederum Ausgangspunkt
sein kann fur neue, prospektive Studien, die in homogeneren und reproduzierbareren
Kohorten von Patienten Therapieeffekte evaluieren. Fur die PFSE Tumoren liel3e sich
beispielweise gezielt in der TERT mutierten Subgruppe der Effekt einer Radiotherapie

auf das progressionsfreie Uberleben untersuchen.

FUr bisherige Patienten-Stratifizierungen auf Grundlage der Diagnose wurden zumeist
histologische und immunhistochemische Kriterien herangezogen, hier vor allem die
proliferative Aktivitat gemessen in Mitosen, Nekrosen und Proliferationsindex, die sich
in der Gradierung von Tumoren niederschlugen. Fur die Gradierung der SFT/HPZ
Tumoren werden beispielsweise gemal} der aktuellen WHO Klassifikationen der ZNS
Tumoren und der Weichgewebstumoren in erster Linie noch histologische Kriterien
herangezogen werden [42, 77]. Fur die nicht meningealen SFTs zeichnet es sich

jedoch Dbereits ab, dass insbesondere dem Vorhandensein einer TERT
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Promotormutation ebenfalls prognostische Bedeutung zukommt. In zwei Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass TERT Promotormutationen aul3erhalb des ZNS oft mit
hohergradigen Tumoren assoziiert sind und sich anhand dieses Parameter innerhalb
der Patienten mit histologisch intermediarem Risiko eine Hochrisikogruppe
identifizieren Iasst [19, 46]. Uber die prognostische Bedeutung in SFT/HPZs des ZNS
herrscht aktuell noch Uneinigkeit [4, 75]. FUr Meningeome ist die prognostisch
schlechte Bedeutung der TERT Promotormutation inzwischen so valide nachgewiesen
[48, 63], dass ihr Vorhandensein ab der neuen WHO Kilassifikation von 2021 bereits
als definierendes, molekulares Kriterium fur einen WHO ZNS Grad 3 gelten wird,
vollkommen unabhangig von der zugrundeliegenden, teils vollig gutartigen
Morphologie (mundliche Kommunikation PD Dr. med. Felix Sahm, Heidelberg).

Eine besondere Rolle kommt prognostischen molekularen Biomarkern zu, die zugleich
auch therapeutische Zielstrukturen identifizieren und eine pradiktive Bedeutung
hinsichtlich eines personalisierten Therapieansatzes haben. Eine plattenepitheliale
Metaplasie bei Rathke Zysten wurde bisher in mehreren Studien als Risikofaktor fur
eine Rezidivierung identifiziert [1, 33, 78]. Ogawa et al. [50, 51] konnten zeigen, dass
operierte Rathke Zysten mit plattenepithelialer Metaplasie ihres Zystenepithels ein
erhebliches Risiko (bis zu 50%) fur eine erneute VergroRerung oder Rezidivierung
aufwiesen, die einen erneuten Eingriff erforderlich macht. Interessanterweise zeigten
5/6 der rezidivierten Rathke Zysten eine nukleare R-Catenin Akkumulation, welche
ublicherweise bei Vorliegen einer CTNNB1 Mutation beobachtet wird und in 94-100%
der adamantindsen Kraniopharyngeomen nachzuweisen ist [9, 28, 67]. Auch im
Kontext unserer eigenen Ergebnisse erscheint es gut denkbar, dass es sich bei der
Uberwiegenden Mehrzahl der rezidivierten Rathke Zysten mit plattenepithelialer
Metaplasie um unterdiagnostizierte Kraniopharyngeome vom adamantindsen oder
papillaren Subtyp handelt. Méglicherweise korreliert die Bestimmung des BRAF und
CTNNB1 Mutationsstatus besser mit dem Rezidivrisiko als der morphologische
Nachweis einer Metaplasie und wirde sich als Stratifizierungsparameter fur eine
intensivierte Patientennachsorge entsprechend besser eigenen. Daruber hinaus
ermoglicht der Nachweis einer BRAF VG600E Mutation den Einsatz eines
Proteinkinaseinhibitors (z.B. Vemurafenib) im Rahmen eines personalisierten
Behandlungskonzeptes, welcher bereits bei mehreren BRAF VG600E mutierten
papillaren Kraniopharyngomen ein erhebliches Therapieansprechen zeigte [3, 21, 32,

59].
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Der Paradigmenwechsel in der neuropathologischen Hirntumordiagnostik schlagt sich
nicht nur in einer veranderten Konzeption von Forschungsprojekten nieder, wie dies
hier exemplarisch anhand von Projekten gezeigt wurde, die initial noch von
histologisch definierten Entitdten ausgingen und spater die Identifizierung von
prognostisch relevanten Subgruppen innerhalb molekular definierter Entitaten im Blick
hatten. Essentiell fir die Weiterentwicklung des Faches in Forschung und Diagnostik
wird die Ausbildung von Nachwuchswissenschaftlern und Assistenzarzten sein, die
sowohl traditionelle Inhalte der Neuropathologie wie Histologie und Immunhistochemie
bedienen kdnnen, als auch neue Methoden wie die Methylierungsanalyse und das
Next-Generation Sequencing in ihre Arbeit implementieren konnen. Hierzu ist es
erforderlich, dass nicht nur molekulare Daten generiert werden, sondern auch deren
Auswertung und Interpretation beherrscht wird. Dies erfordert eine adaptierte
Ausbildung und Integration neuer Lehrkonzepte. Molekulare Rotationen in
universitaren Zentrums-Neuropathologien in Deutschland zum Beispiel, in denen der
diagnostische Umgang mit zunehmend komplexeren, molekularen Ergebnissen
routinemaRig geubt wird, verankern den molekularpathologischen Blick auf die
Hirntumordiagnostik und das damit einhergehende molekulare Grundverstandnis fur
die Tumorbiologie. Zudem ist auch die wissenschaftliche Weiterentwicklung der
Hirntumordiagnostik unverzichtbar auf die Anwendung computer-assistierter
Verfahren und Erarbeitung neuer Algorithmen angewiesen und damit auf
diagnostischen und wissenschaftlichen Nachwuchs, der diese Entwicklung

interdisziplinar und inhaltlich gestalten kann.

Eine interdisziplindre Zusammenarbeit mit Kollegen der medizinischen Informatik,
Bioinformatik, Biotechnologie und Molekularbiologie im Rahmen der Diagnostik und
Patientenversorgung wird in Zukunft unverzichtbar sein und eine fachspezifische
Rollendefinition erforderlich machen. Die Auswertung molekularer Daten und
Integration der Ergebnisse in Diagnosen wird Bestandteil des zukunftigen Berufsbildes
von Neuropathologen sein; diese Aufgaben kdnnen nicht einfach an nicht-arztliche
Kollegen delegiert und abgetreten werden. Hierfur wiederum ist jedoch arztliche
Expertise im Bereich der Analyse-Pipelines und Datenbanken, der Anwendung von
Algorithmen und Tools, des maschinellen Lernens und der kinstlichen Intelligenz
erforderlich. Mit zunehmender Verfugbarkeit, Akzeptanz und flachendeckender
Implementierung neuer Methoden entstehen somit neue Herausforderungen bezuglich

der neuropathologischen Weiterbildung im Allgemeinen und der bioinformatischen
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Alphabetisierung des Berufstandes. Mit EinfUhrung der integrierten, molekularen
Diagnosen in die nun kommende WHO Kilassifikation von 2021 wird sich der
molekulare Trend in der Neuropathologie weiter fortsetzen. Erprobte
Implementierungs- und Ausbildungskonzepte kénnen als Modelle dienen fur eine
flachendeckende, gelingende Umsetzung des Paradigmenwechsels in die

diagnostische Routinepraxis.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die methylierungsbasierte Klassifikation von Hirntumoren hat zu einer tiefgreifenden
Veranderung unserer Betrachtungsweise neuropathologischer Tumoren geflihrt, die
sich auch in der kommenden, neuen WHO Klassifikation in Form integrierter,
molekularer Diagnosen niederschlagt. Der Paradigmenwechsel durch neue
molekulare Methoden hat sich jedoch auch essentiell auf den Arbeitsalltag und die
Routineablaufe in neuropathologischen Instituten ausgewirkt, ebenso wie auf die Art
der Befundung, das Selbstverstandnis als Diagnostiker und die Ausbildung junger

Neuropathologen.

Die Arbeit zeigt anhand ausgewabhlter, konkreter Beispiele wie sich wissenschaftliche
Fragestellungen und Herangehensweisen, aber auch Verstandnis und
Implementierung von Ergebnissen vor, wahrend und nach der epigenetischen
Revolution im Bereich der Hirntumordiagnostik verandert haben. Wahrend vor
EinfiUhrung der Methylierungsanalysen histologisch definierte Hirntumorentitaten
Ausgangpunkt fur explorative, genetische Untersuchungen waren, wie dies in der
ersten Arbeit anhand der papillaren Kraniopharyngeome und in der zweiten Arbeit
anhand der solitar fiborosen Tumoren und Hamangioperizytomen gezeigt wird,
reprasentiert die dritte Arbeit einen diagnostischen Meilenstein in der
Hirntumordiagnostik und weist auf das transformierende Potential einer morphologie-
unabhangigen, auf epigenetischen Signaturen beruhenden und durch
bioinformatische Analysen erst nutzbaren Klassifikation von ZNS Tumoren fir die

Routinediagnostik und Forschung hin.

Die vierte Arbeit zeigt am Beispiel der ZNS Paragangliome, wie sich durch die
Anwendung der epigenetischen Analysen neue, molekular definierte Entitaten
abgrenzen lassen. In der finften Arbeit wird am Beispiel ependymaler Tumoren mit
dem epigenetischen Profil der Methylierungsklasse ,Subependymom, posterior fossa“
gezeigt, dass sich innerhalb einer nun epigenetisch definierter Tumorentitat
molekulare Risikogruppen identifizieren lassen, die charakteristische, genetische
Veranderungen aufweisen, deren routinemallige Bestimmung moglicherweise zu

einer verbesserten Patienten-Stratifizierung in zuklnftigen Studien beitragen koénnte.
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