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Ana Belén Espinosa Oquillas Introduccion

1.- GENERALIDADES.

Los meningiomas son tumores primarios del sistema nervioso central (SNC),
extraaxiales, habitualmente no infiltrantes, de crecimiento lento y comportamiento
benigno; proceden de la transformaciéon neoplasica de células aracnoideas de las
meninges que recubren el cerebro y la médula espinal, adhiriéndose a la duramadre!-2.
En términos generales, los meningiomas representan alrededor de entre 13% y 26% de
todos los tumores primarios del SNC y 25% de los tumores espinales®. Su incidencia en
la poblacién adulta se cifra en torno a 6 nuevos casos por 100.000 habitantes y afio, y la
edad media de aparicién se situa en torno a los 60 afios, con una frecuencia maxima
entre la quinta y la séptima décadas de la vida*; son excepcionales por debajo de los 20
aflos y en edades pediatricas (1,5% de todos los meningiomas)*. En relacion a la
distribucion por sexos, en los meningiomas se observa un claro predominio de mujeres
sobre los varones, especialmente en los tumores espinales y en los subtipos
histologicamente benignos®¢. Aunque se ha planteado que la expresién de receptores de
progesterona podria estar relacionada con su mayor incidencia en mujeres’”S, hasta la
fecha esta hipotesis no ha podido confirmarse de forma definitiva.

Las formas de presentacion clinica y el tratamiento de los pacientes con
meningiomas apenas han cambiado en los ultimos afios; no obstante, la introduccion de
nuevas técnicas de diagnodstico por imagen, como la tomografia axial computerizada
(TAC) y la resonancia magnética nuclear (RMN)%!0, junto al desarrollo de nuevas
estrategias y aproximaciones quirdrgicas, han contribuido a facilitar un diagnéstico
temprano y mas preciso de este tipo de tumores, con una mayor frecuencia de casos
asintomaticos y de tumores de pequenio tamafno’. Ademas, los avances en las técnicas

diagnosticas pre-operatorias como la RMN, permiten no soélo la identificacion de la
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presencia de una masa tumoral, sino también establecer con precision los limites del
tumor; todo esto, combinado con la capacidad de evaluaciéon multiplanar de estas
técnicas, permite visualizar y definir con exactitud la existencia o no de afectacién dural,
la posible invasion de estructuras vecinas y el grado de extensioén del tumor!®. Ante la
sospecha clinica y radiologica de tumor, el diagnodstico definitivo de los meningiomas se
establece tras la cirugfa, mediante criterios histopatolégicos!!.

A pesar de que generalmente se considera que los meningiomas son neoplasias
benignas, a los 10 afios de la cirugia alrededor de 20-25% de los casos han recidivado,
lo que en gran medida acaba por condicionar el comportamiento clinico de la
enfermedad y la supervivencia global de los pacientes®!213. A diferencia de lo que
ocurre en otros tumores humanos, las metastasis son excepcionales en los
meningiomas, detectindose en menos del 1% de los casos!*!7. En estos casos, los
6rganos diana de las metastasis son habitualmente el pulmén (60% de los meningiomas
metastasicos) seguido del higado, bazo, ganglios linfaticos y hueso!’-?% Asimismo,
aunque habitualmente los meningiomas son tumores esporadicos, en alrededor de 8%
de los casos se observan meningiomas multiples'?; este porcentaje se incrementa de
forma significativa en pacientes con neurofibromatosis tipo 2 (NF2)?>2¢, un sindrome
tumoral de naturaleza autosémica dominante donde la presencia de meningiomas se
asocia a mutaciones del gen NF2%. En estos ultimos casos, se ha sugerido que los
meningiomas que coexisten en un mismo paciente podrian tener un origen
independiente, mientras que en pacientes que no padecen NF2, los estudios genético-
moleculares han corroborado el origen monoclonal y directamente relacionado entre
los distintos tumores, tanto en aquellos casos que muestran meningiomas multiples al
diagnostico como en los tumores recurrentes?-?8, Como posible explicaciéon a estos

hechos se ha sugerido que podria existir una propagacion intradural o subaracnoidal,
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asociada o no a una predisposicién genética/ambiental a desarrollar este tipo de

tumores?9:30,

2.- LA RECIDIVA EN LOS MENINGIOMAS.

La eventualidad de una recidiva en pacientes con meningioma es un hecho bien
conocido, ya relatado por Cushing a principios del siglo XX3!1, constituyendo ésta la
principal complicacion clinica de este tipo de tumores!#16,32-34,

Al diagnéstico, los meningiomas habitualmente se presentan como
tumoraciones histolégicamente benignas, encapsuladas y delimitadas del parénquima
cerebral circundante; tienen un crecimiento lento y su extirpaciéon completa implica la
curaciéon del paciente en un alto porcentaje de casos!?. Sin embargo, algunos
meningiomas son clinicamente agresivos, observandose recidivas, con idéntica o
diferente localizacion respecto a la observada al diagndstico, en aproximadamente una
cuarta parte de los casos**37. La recidiva ocurre incluso en casos donde
microscopicamente se ha realizado una reseccion completa del tumor!31536,
Clinicamente, la recurrencia representa el factor pronodstico mas relevante a la hora de
determinar la supervivencia global de estos pacientes!*1634) ya que la realizaciéon de una
nueva intervencion casi siempre conlleva un mayor riesgo y dificultad que la cirugfa
inicial y esta asociada a mayor morbilidad?.

El uso de técnicas de imagen como la TAC y la RMN, en el seguimiento
postoperatorio de pacientes con meningiomas, ha disminuido el tiempo necesario para
detectar la recidiva del tumor®. No obstante, al considerar la recurrencia de los

meningiomas, debemos diferenciar la verdadera recidiva tumoral del crecimiento
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progresivo de un tumor que no ha sido extirpado de forma completa®’, aunque esta

distincion puede resultar dificil en algunos casos.

2.1- CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DEL TUMOR PRIMARIO

Y DE LA RECIDIVA.

En el ano 1979, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) propuso la primera
clasificacion histologica de los meningiomas*, clasificaciéon que desde entonces, ha sido
revisada peridédicamente!-1242. En esta clasificacion, los meningiomas se agrupan de
acuerdo con aquellas caracteristicas histopatoloégicas que muestran una mayor
asociacion con la agresividad del tumor como la atipia nuclear, la presencia de figuras
mitoticas, el incremento de la celularidad, la pérdida de la arquitectura celular y la
presencia de necrosis o invasion cerebral. De esta manera, se definen tres grupos de
meningiomas de acuerdo al grado de malignidad: meningiomas de grado I o benignos,
tumores de grado II o atipicos y meningiomas de grado III o anaplasicos!!.

La gran mayorfa de los meningiomas son histopatolégicamente benignos (grado
I), representando este subgrupo de meningiomas aproximadamente 90% de los casos
de nuevo diagnéstico'l. Entre los tumores histolégicamente benignos, se incluye un
pequefio porcentaje de casos (£10%) en los que puede existir invasion de la duramadre,
el cerebro e incluso de otros compartimentos extracraneales, como las Orbitas y la
piel®*, lo que dificulta la exéresis completa del tumor. A su vez, los meningiomas
histopatologicamente agresivos se clasifican como atipicos (o de grado II) y anaplasicos
(o de grado I1I), y comprenden entre 5-7% y 1-3% de todos los meningiomas, segtin los
criterios de la ultima version de la clasificacion de la OMS de los tumores del SNC!,

respectivamente.
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Introduccion

En la tabla 1 se reflejan las caracteristicas diferenciales de los distintos subtipos

histologicos de meningiomas, segun la revision mas reciente de la clasificacion de la

OMS!H,

Tabla 1. Clasificacion histopatolégica de los meningiomas segun la OMS (2007)1!

GRADO SUBTIPOS CARACTERISTICAS
TUMORAL HISTOLOGICOS HISTOPATOLOGICAS

I/ benigno Meningoteliomatoso No presentan criterios de grado 1I o III.
Fibroblastico
Transicional
Psamomatoso
Angiomatoso
Microquistico
Secretor
Linfoplasmocitico
Metaplasico

I1/ atipico Atipico =4 mitosis/ 10 campos microscopicos a
Cordoide gran aumento (=2.5/mm?) 6 al menos 3

111/ anaplasico

De células claras

Anaplasico
Papilar
Rabdoide

de las  caracteristicas  siguientes:
hipercelularidad,  células  pequenas,
necrosis, nucleolos prominentes, células
“laminadas”, y/o invasiéon cerebral sin
caracteristicas de tumor de grado III.

=20 mitosis/ 10 campos microscopicos
a gran aumento (212.5/mm?) y/o
caracteristicas  citolégicas  malignas
(p-¢j.: presencia de células tumorales
semejantes a carcinoma, sarcoma o
melanoma).

Dentro de los meningiomas de grado I o benignos, los subtipos histolégicos

mas frecuentes corresponden a las variantes meningotelial, fibroblastica y transicional'l.

Los tumores meningoteliomatosos se caracterizan por presentar células en remolinos,

dispuestas concéntricamente como masas lobuladas de células meningoteliales en las

que la membrana celular no esta bien definida, adquiriendo aspecto de sincitio. Los

meningiomas de subtipo fibroso o fibroblastico estan compuestos por fasciculos de



Ana Belén Espinosa Oquillas Introduccion

células similares a los fibroblastos y tipicamente contienen colageno y reticulina, que
pueden asociarse focalmente a formaciones espirales y cuerpos de psamoma.
Finalmente, los meningiomas transicionales estan constituidos por tumores con
caracteristicas mixtas entre los dos subtipos anteriores®.

Aunque en la actualidad carecemos de marcadores inmunohistoquimicos
especificos de las células tumorales de los meningiomas, éstas habitualmente muestran
expresion variable del antigeno epitelial de membrana (EMA)* junto a fuerte
reactividad para vimentina#’; asimismo, suelen mostrar un bajo indice proliferativo y
positividad para receptores de progesterona*®*, marcadores cuya expresion se ha
asociado con el grado histopatoldgico del tumor>->3,

Desde el punto de vista prondstico, en los meningiomas benignos la incidencia
de recidiva a los 5 afios se situa en torno al 5% de los casos, mientras que en el mismo
periodo, ésta alcanza el 40% y 80% en los tumores atipicos y anaplasicos®3+,
respectivamente.

Histologicamente, la mayorfa de los meningiomas recurrentes muestran
caracteristicas idénticas o similares a las observadas al diagnéstico®”. Por este motivo se
cree que la recidiva, aunque puede ocurrir muchos afios después de la cirugfa inicial,
podria deberse, mas que al desarrollo de un nuevo meningioma, al recrecimiento de
células tumorales residuales, o a ambos. En contraposicion, en una pequefia proporcion
de los meningiomas recidivantes se observa progresion hacia otros grados
histologicos32335458; aunque se trata de un hallazgo relativamente infrecuente, cuando
esto sucede, el cambio es casi siempre hacia un grado mas avanzado, incluso cuando se
observan multiples recidivas, sin que apenas se observe disminuciéon en el grado
histologico del tumor>. Pese al peor prondstico de los tumores atipicos y anaplasicos

respecto a los meningiomas de grado 1, dentro de los meningiomas histologicamente
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malignos, los casos diagnosticados e novo muestran mayor supervivencia que los que
progresan desde meningiomas de grados histopatolégicos inferiores (p.ej. de grado 1)>.
Aunque la recidiva podria resultar de una mayor dificultad técnica para lograr una
reseccion total del tumor, con frecuencia en los tumores donde se observa progresion
histolégica, se constata una rapida recidiva, a pesar de estar totalmente resecado el
tumor original y haberse sometido incluso el paciente a tratamiento radioterapico®. No
obstante, al menos en algunos casos, ante la constataciéon de una transformacion
maligna desde tumores benignos o atipicos, debe realizarse una reevaluacion de la
histologfa del tumor inicial para descartar un diagnéstico incorrecto. Por este y por
otros motivos, la tasa global de progresion desde un tumor de grado I o II, a un
meningioma maligno oscila ampliamente en la literatura (entre 2% y 57%3233:5438-:60 y
entre 5% y 33%°%61 de los casos, respectivamente). A su vez, en la actualidad sigue sin
dilucidarse si todos los meningiomas con progresiéon hacia tumores anaplasicos pasan
previamente por un estadio de tumor atipico; si realmente esto ocurriera, el tumor
permanecerfa en grado de atipia por un corto periodo de tiempo. De acuerdo con esta
hipétesis, se ha referido que el espacio de tiempo que transcurre entre la aparicion de
un meningioma y su transformacién maligna, es considerablemente menor para los
casos que progresan hacia variantes anaplasicas, respecto a los que progresan desde un
tumor benigno a atipico®®. Ademas, se desconoce si los tumores que se diagnostican de
novo como atipicos, también derivan de la evolucién desde un estadio inicial benigno,

clinicamente silente.
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3.- ALTERACIONES GENETICAS DE LOS MENINGIOMAS.

Actualmente se reconoce que la ontogenia tumoral, que conlleva la infiltracion y
conversion de un tejido normal en tejido neoplasico, es la consecuencia de una serie de
desequilibrios moleculares que conducen a la pérdida del control normal sobre la
proliferacién, diferenciacién y/o supervivencia celular, asi como de las interacciones de
dichas células alteradas con el micromedioambiente que las rodea®?. En este proceso, las
alteraciones genéticas desempefian un papel ontogénico clave®>%4, acumulandose de
forma progresiva en las células neoplasicas del tumor®. Esto es debido a la existencia
de inestabilidad genética y/o cromosémica, que habitualmente se manifiestan en la
ocurrencia y coexistencia de combinaciones de multiples alteraciones cromosomicas,
genéticas y/o moleculates a nivel de las células tumorales de cada paciente®.

En las dos ultimas décadas se ha incrementado de forma notable el numero de
estudios en los que se analizan las caracteristicas citogenéticas de los meningiomas®6-73.
En la mayorfa de los casos, la caracterizacion citogenética de estos tumores se ha
realizado mediante técnicas cariotipicas convencionales®®’37* complementadas a partir
de la década de los 90, con métodos moleculares dirigidos a la identificaciéon de
alteraciones concretas. Con este udltimo objetivo, se han empleado técnicas de
hibridacién in situ fluorescente (FISH) sobre nucleos interfasicos (iIFISH), hibridacion
genémica comparada (CGH)7 y PCR, enfocadas a la identificacion de pérdida de
heterozigosidad (LOH)’¢ a nivel de genes concretos o de secuencias mas amplias del
genoma. Mas recientemente, a esta baterfa de aproximaciones metodologicas al estudio
genético y molecular de los meningiomas, se han afiadido técnicas de “arrays”,
incluyendo entre otras, las técnicas de “microarrays” de expresion”7? y de

polimorfismos de nucleétido tnico (SNPs) o CGH®81; con estas aproximaciones se
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logra un analisis masivo y de alta resolucion de las alteraciones genéticas presentes en
las células tumorales de los meningiomas?’-8082,

En conjunto, los estudios anteriores han puesto de manifiesto que las
alteraciones cromosomicas mas frecuentes en los meningiomas consisten en pérdidas
y/o deleciones localizadas en uno o vatios cromosomas®. Las deleciones normalmente
se originan por mecanismos que conllevan rotura de la cadena de ADN y errores en los
sistemas de reparaciéon de la misma®4, sin que se conozcan por el momento sus
verdaderas causas. No obstante, segin su impacto en el comportamiento del tumor, se
ha propuesto la existencia de: i) alteraciones cromosémicas primarias, que actuarian en
el proceso de transformacién neoplasica como un mecanismo generador de
inestabilidad, promoviendo la variabilidad genética a partir de la cual aparecerian ii)otras
alteraciones secundarias, que a su vez influirfan de forma definitiva en el

comportamiento clinico y evolutivo del tumor.

3.1- ALTERACIONES GENETICAS RELACIONADAS CON EL ORIGEN

DE LA CELULA NEOPLASICA.

Los meningiomas constituyen uno de los primeros subtipos de tumores soélidos
en los que se constato la existencia de alteraciones cromosomicas recurrentes®®. En este
sentido, la alteracién mas frecuentemente encontrada en meningiomas esporadicos
consiste en anomalias genéticas o epigenéticas que afectan al gen supresor NF2,
localizado en la region cromosémica 22q12.2, y cuya frecuencia oscila entre 20% y 60%
de los casos®#. De acuerdo con ello, los estudios citogenéticos sefialan que la
alteracion cromosémica mas frecuente en los meningiomas es la pérdida total o parcial

del cromosoma 22 y que ésta podria constituir el primero, o uno de los primeros

11



Ana Belén Espinosa Oquillas Introduccion

cambios que ocurren en el desarrollo de estos tumores”?l. Esta observacion cariotipica
se ha corroborado empleando marcadores polimérficos que han puesto de manifiesto la
existencia de LOH a nivel del cromosoma 22q en alrededor del 40 a 70% de todos los
meningiomas??%4, si bien en algunos de estos casos, la célula tumoral sigue conservando
dos copias del cromosoma 2267959, La posible explicacion a este ultimo hallazgo reside
por una parte, en la posibilidad de que tras la pérdida de un cromosoma 22, el otro
cromosoma 22 se duplique, proporcionando un patrén homozigético asociado a una
dotacion numérica diploide®; alternativamente, en otros casos podria tener lugar una
microdelecién o mutacién en uno o varios locus de un cromosoma 22, con lo que esto
no tendria expresion a nivel citogenético, al seguir detectandose las dos copias del
cromosoma 22%. Desde el punto de vista patogénico, la mayor parte de las mutaciones
que afectan al gen NF2 en meningiomas conllevan la inactivaciéon de la proteina
merlinal®. Esta proteina pertenece a la familia 4.1 de proteinas estructurales,
localizandose en la membrana plasmatica donde participa en la unién de ésta con el
citoesqueleto!”!. Aunque sigue sin dilucidarse el mecanismo exacto por el que la
proteina merlina ejerce su actividad reguladora sobre el crecimiento tumoral, se ha
demostrado que la carencia de esta proteina conduce a una pérdida de la polaridad
celular, un aumento de la motilidad y de la capacidad de migracion e invasion tisular, a
la vez que reduce la inhibicién de la proliferacion celular mediada por contacto!?.
Diversos estudios han demostrado que, ademas de las anomalias del cromosoma
22, en los meningiomas con frecuencia se observa la presencia de alteraciones
numéricas y/o estructurales que afectan a otros cromosomas, y que pueden asociarse o
no a monosomia 22/22q35103-115, Estas alteraciones incluyen principalmente pérdidas
del cromosoma 1p3>103-107 junto con delecion o monosomia de los cromosomas 1435108-

10y 1811L112 y de los cromosomas sexuales!!3115. Estos hallazgos indican que, como
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ocurre en otro tipo de neoplasias, los meningiomas representan un grupo de tumores
citogenéticamente heterogéneos, existiendo una gran variabilidad en relaciéon con la
incidencia exacta de cada anomalia genética concreta. Asi, dependiendo de las series
analizadas, la frecuencia de monosomia 22/22q y de monosomia 14/14q oscila entre
31% y 78% 7092116117 v entre 10% y 65% de los casos’>!15118120 respectivamente. Esta
importante variabilidad podria deberse entre otros motivos, a cuestiones metodologicas
como el tipo de técnica citogenética/molecular utilizada, los critetios empleados para
definir la presencia de anomalias en estos cromosomas, el numero de pacientes
analizados en cada setie y/o la frecuencia de células portadoras de cada alteracion en
cada tumor concreto.

Precisamente en relacién con este ultimo aspecto, a la hora de estudiar la
heterogeneidad genética a nivel intratumoral, resulta imprescindible disponer de
técnicas que, mediante la identificacién simultinea de dos o mads alteraciones
cromosémicas en una misma célula, permitan la caracterizaciéon genética de todas y cada
una de las poblaciones de células neoplasicas presentes en el tumor, en ausencia de
seleccion clonal. Mediante este tipo de estrategias, recientemente hemos comprobado la
existencia de dos o mas clones citogenéticamente diferentes en la mayorfa (55%) de los
meningiomas'?’; ademas, hemos podido establecer de forma sistematica, la secuencia
hipotética de apariciéon de las alteraciones genéticas caracteristicas de cada uno de los
clones de células neoplasicas que coexistian en el mismo tumor!?’. Esta aproximacion al
estudio de la heterogeneidad genética a nivel intratumoral, facilita también la
identificaciéon y distinciéon entre alteraciones genéticas primarias y secundarias. De
acuerdo con este concepto de evolucion clonal®, la monosomia 22/22q, la pérdida de
un cromosoma sexual (Y en varones y X en mujeres), la deleciéon del cromosoma 1p o

la monosomia 14/ 14q de forma aislada o en combinacién con la pérdida simultinea
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de otros cromosomas, representarfan las anomalias citogenéticas mas tempranas en el
proceso de transformacién neoplasica de los meningiomas!?’. Aunque se han descrito
casos donde una alteracién citogenética (p.ej. monosomia 14) se detecta en regiones
concretas del tumor, sugiriendo la existencia de una expansién clonal focal, con
frecuencia se observa un patrén mixto en el que coexisten células tumorales con
diferentes patrones de alteracion genética a lo largo de todo el tejido tumoral; estos
hallazgos apoyarfan la existencia de patrones complejos de distribucion tisular de los
diferentes clones que coexisten en un mismo tumor!1,

Pese a estos avances en el conocimiento de la heterogeneidad genética de los
meningiomas y de las alteraciones primarias presentes en los mismos, en la actualidad
seguimos sin disponer de evidencias definitivas sobre cuales son las vias o cascadas de
sefalizacion responsables de los primeros eventos asociados a la transformacion

neoplasica de los meningiomas.

3.2.- ALTERACIONES GENETICAS SECUNDARIAS Y PROGRESION

TUMORAL.

El concepto de progresion tumoral fue descrito en 1954 por Foulds'?! como la
adquisicion secuencial de multiples cambios genéticos y fenotipicos que confieren a las
células afectadas caracteristicas progresivamente mds agresivas/malignas. Para que la
progresion tumoral sea posible, se requiere un cierto grado de inestabilidad genética que
facilite la apariciéon de cambios genéticos de forma continuada, asociado a la generacién
de multiples subclones en los que se acumulan un nimero creciente de anomalias que,
en su conjunto, van permitiendo a la célula tumoral afrontar las presiones de seleccion

derivadas de su dependencia de las sefiales del micromedioambiente tumoral®?.
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3.2.1.- Modelos hipotéticos de evolucion clonal.

En las dltimas décadas se han propuesto diferentes vias de evolucion clonal, en
las que se definen en base a observaciones experimentales, las secuencias hipotéticas de
adquisicion y acumulacion de alteraciones genéticas, cromosomicas y moleculares que
ocurrirfan en la ontogenia y progresiéon de los meningiomas, desde los tumores
histolégicamente benignos hasta las formas que presentan un mayor grado de atipia y
agresividad histolégica (meningiomas atipicos y anaplasicos)!1%122123, Sin embargo, la
mayoria de estos modelos hipotéticos de evoluciéon y progresiéon tumoral, se han
fundamentado en la extrapolacion de resultados de estudios citogenéticos obtenidos a
través de la comparacion de diferentes tumores, sin que se hubieran contrastado a nivel
intratumoral las hipotéticas vias de evolucion citogenética propuestas3>122124 Asi, hoy
se sabe que el comportamiento histopatolégico agresivo de los meningiomas se asocia
con cariotipos complejos en los que se combinan, junto a las alteraciones citogenéticas
mas caracteristicas de meningiomas benignos, pérdidas adicionales de material genético
de uno o mas cromosomas, ganancias cromosémicas y diferentes reordenamientos
estructurales’?8391L124-126_ De acuerdo con ello, las pérdidas de material genético a nivel
de los cromosomas 1p, 6q, 10q, 14q y 18q y las ganancias de 1q, 9q, 12q, 15q, 17q y 20q
son anomalfas relativamente comunes en los meningiomas atipicos3>!1%122, Los tumores
anaplasicos comparten estas alteraciones y muestran ademads, con mayor frecuencia,
pérdidas en 6q, 10q y 14q, junto a deleciones adicionales de 9p y ganancias o
amplificaciones a nivel de 17q23%>!119122127 Fn la figura 1 se representa de forma
esquematica un modelo de progresion tumoral basado en datos de la
literatura3>>3.91,108,110,112,120,122,124,128-134 " con ]a secuencia de alteraciones genéticas que se

acumularfan en la célula neoplasica desde los meningiomas benignos a los tumores
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atipicos y anaplasicos. No obstante, como hemos comentado anteriormente, hoy se

conoce que pese a esta asociacion, solo una pequefa parte de los casos que recidivan

muestran progresion histologica, siendo la progresion hacia grados histolégicos mas

avanzados del tumor, un hallazgo relativamente infrecuente323354135,

Alteraciones moleculares

Delecion/;mutacion?:
NF2, BAM22 (22q12.2)
RRP22 y GAR22 (22q12)
MNI (22q12.3)

CLH22 (22q11.21)
LARGE (22q12.3-q13.1)
INI (22q11.23)

DAL-1 (18p11.3)

Mutacion: jPTEN y TP53?

Delecion: CDKN2A
CDKN2B

==  Metilacién*: NDRG2

Amplificacion: PS6K

6q7,9p-,10q7, 14q
17q*

* Metilacion del promotor

Figura 1. Modelo hipotético de progresion tumoral segin

Alteraciones cromoséomicas

l4q
Delecion/;mutacion?:
1p~,6q7,10q7,14q,18q
= gg];jf ;’I:L?gi, 1q9%,9q%,12q*,15q",17q%,20q* =

los

cambios

genéticos/moleculares asociados a distintos subtipos histopatolégicos de meningiomas,

descritos en la literatura3s53.91,108,110,112,120,122,124,128-134,
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Recientemente, se ha propuesto un modelo complejo de progresion citogenética
basado en algoritmos matematicos que describen en arboles oncogenéticos, el orden en
el que se acumularfan las diferentes alteraciones genéticas a lo largo de la progresion
tumoral!®. Ketter et al'¥ han empleado este modelo para definir los patrones de
evolucién clonal en 661 meningiomas en los que disponfan de estudios citogenéticos
convencionales. Asi, sugieren que el evento citogenético mas temprano corresponderia
a la monosomia 22 seguida de la del(1p) y la pérdida de un cromosoma 14, siendo este
modelo caracteristico de los meningiomas que ocurren en mujeres; por el contrario, en
los varones, a la pérdida del cromosoma 22 le seguirfa la monosomia 14 y, a

continuacion, la del(1p) (Figura 2).

0.80 0 A | 087 0 5 0.79 g\
.32 0.36 .24
=22 =22 =22
0.18 0.13 0.47
v v A J
1p 1p -14
u.?r/ 0.26 r:.;?/ \u.m' 0.54 / Y}. 72
-14 6 14 * =X 1p
0.3 r 0.52 l \y 31 o.uf 0.44 l Ny 55 0.1 _)f j 0. 5:\;_42
-19 -18 -10 -X -18 -10 -19 -18 -6
0 2{ \u,m j 0.17 l 0.34
v
-10
X R -19

Figura 2. Modelo de arbol oncogenético generado por Ketter et al'3” donde se
refleja la evolucién clonal de 661 meningiomas (panel A) de los que 482 eran
mujeres (panel B) y 179 varones (panel C). En la parte superior izquierda se indica el
porcentaje de tumores que podrian explicarse segin este modelo de 4rbol
oncogenético y en cursiva se recoge la probabilidad de que se produzca una
alteracion genética, una vez haya sucedido el evento inmediatamente anterior.
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En contraposicién con estos modelos fundamentados en el analisis comparativo
de diferentes tumores, nuestro grupo ha propuesto un modelo alternativo de
progresion tumoral segun los patrones citogenéticos detectados a nivel intratumoral en
pacientes con meningiomas!?” (Figura 3). En este sentido, nuestros hallazgos sugieren la
existencia de distintas vias de evolucioén clonal, que aun no siendo especificas de cada
subtipo histolégico, muestran una distribucion claramente diferente en los grupos de
meningiomas histolégicamente benignos y atipicos/anaplasicos. Asi, a modo de
ejemplo, aunque la coexistencia de monosomia 14 y del(1p) constituye un marcador
caracteristico de la célula tumoral ancestral de los meningiomas histologicamente
malignos, este tipo de patrén citogenético se detecta también en una pequefia
proporcién de los tumores histolégicamente benignos; por el contrario, la pérdida del
cromosoma 22 en la célula tumoral ancestral conduciria a una via de progresion tumoral
relativamente estable, caracteristica de los meningiomas histolégicamente benignos y

ausente en los tumores atipicos y anaplasicos.

©

v

TETRAPLOIDE

Figura 3. Heterogeneidad genética de los meningiomas: modelo hipotético de evolucion
clonal donde se muestran las alteraciones cromosomicas recurrentes (para 12 cromosomas
estudiados) presentes en el clon tumoral ancestral!?’.

18



Ana Belén Espinosa Oquillas Introduccion

De acuerdo con esta ultima hipotesis, diferentes autores han demostrado la
existencia de una asociacion significativa entre las alteraciones del gen NF2 (codificado
en el cromosoma 22) y tanto la localizacion tumoral’3® como los subtipos histologicos
mas comunes de meningiomas benignos!'¥. Asi, mientras que en los meningiomas
tibroblasticos y transicionales se detecta la presencia de alteraciones del gen NF2 en
aproximadamente 70-80% de los casos, en los meningiomas meningoteliomatosos,
éstas se han descrito unicamente en un 25% de los tumores!®. De igual forma, la
expresion de la proteina merlina también se encuentra anormalmente reducida en la
mayorfa de los meningiomas fibroblasticos y transicionales, mientras que su expresion
es normal en el subtipo meningotelial'*141. Estos hallazgos sugieren que el origen
genético de los meningiomas meningoteliales podria ser independiente de la aparicion
de alteraciones genéticas en el gen NF2, a diferencia de lo que ocurriria en los
meningiomas fibroblasticos y transicionales. Por otra parte, recientemente se ha
referido la existencia de una mayor frecuencia de mutaciones del gen NF2 en
meningiomas psamomatosos respecto a los tumores secretores!#?; lo que apoyaria la
hipétesis de que las mutaciones en NF2 podrian jugar un papel mas importante en las
variantes de meningiomas con morfologia mesenquimal, que en los tumores con
fenotipo epitelial. Finalmente, merece destacar que los tumores de la base del craneo
son predominantemente meningoteliomatosos, mientras que los meningiomas
fibroblasticos y transicionales se localizan sobre todo en la convexidad!38.

El hecho de que se observe una relacion entre las alteraciones del gen NF2 vy,
tanto el subtipo histolégico como la localizaciéon tumoral, podria indicar que existen
varias vias genéticas de evolucion clonal asociadas de forma preferencial a subtipos
histologicos concretos y distintos patrones de localizaciéon tumoral. Este mismo

concepto serfa valido para algunas variantes histologicas de meningiomas de grado Il y
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ITI. Asi, aunque seguimos sin conocer las caracteristicas genéticas asociadas a los
meningiomas de células claras (grado histolégico II), se ha propuesto que la
translocaciéon no reciproca der(1)t(1;3)(p12-p13;q11) podria constituir un marcador
citogenético especifico de la variante cordoide (grado II)'43) sin que se hayan
identificado de momento los genes implicados en este subtipo de meningioma. A su
vez, los meningiomas malignos de tipo papilar constituyen un subtipo histolégico raro
que se observa fundamentalmente en nifios; estos meningiomas suelen presentar
invasion local del cerebro y otros tejidos (75% de los pacientes) y mal prondstico,
asociandose a elevadas tasas de recidiva y metastasis (55% y 20% de los casos,
respectivamente) #4145, Junto con los meningiomas de tipo rabdoide, los tumores
papilares se consideran meningiomas asociados a progresion tumoral ya que
habitualmente se presentan por primera vez en la recidiva'*147; hasta la fecha, siguen
sin identificarse de forma especifica las anomalias genéticas caracteristicas de estos

subtipos de meningiomas.

3.2.2.- Anomalias citogenéticas y moleculares del cromosoma 1 asociadas a

progresion tumoral.

Desde el punto de vista citogenético, merecen especial destaque por su
implicaciéon en la progresion tumoral, las anomalias del cromosoma 1. En células
diploides humanas normales, el cromosoma 1 contiene alrededor de 8% del total del
material genético!#s. Entre los meningiomas, la delecion de la porcion distal del brazo
corto del cromosoma 1 constituye la segunda anomalia cromosémica en frecuencia,
habiéndose relacionado su presencia con el sexo masculino y una mayor tasa de

progresion tumoral y recidiva®3103,110,124,132149-151 Por ello, algunos autores sugieren que
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la pérdida del cromosoma 1p podria constituir un paso decisivo en la progresion de los
meningiomas!>’.

En la prictica, la monosomia 1p/1p  puede aparecer como una alteracion
unica® o, mas frecuentemente, asociada a otras alteraciones cariotipicas®>!03113; su
prevalencia aumenta progresivamente con el grado histolégico del tumor, estando
presente en 3-26% de los meningiomas de grado I, 60-87% de los tumores de grado II
y 32-100% de los meningiomas de grado III83122132149,150.152 Hstos hallazgos
proporcionan una evidencia indirecta adicional de la posible implicaciéon de genes
codificados a nivel de 1p en la progresion de los meningiomas. No obstante, existe
también un pequefio grupo de casos descritos en la literatura?>?1124130" donde se detecta
la presencia de pérdidas a nivel del cromosoma 1p, sin que se observen signos
histologicos de atipia. Estos hallazgos sugieren que al menos en este grupo de tumores
benignos, la alteraciéon del cromosoma 1p no seria suficiente para la progresion de los
meningiomas; no obstante, no podemos descartar que estos casos puedan corresponder
a pacientes en los que se ha realizado un diagnéstico temprano del tumor, de forma
previa a la progresion histological™’.

Dada la relevancia clinica de la monosomia 1/del(1p), diferentes autores han
tratado de profundizar en la caracterizaciéon de las posibles anomalias moleculares
subyacentes, que pudieran contribuir a explicar el comportamiento mas agresivo de
estos tumores. Asf, Sulman et al'> identificaron una regién minima de delecion a nivel
de 1p34, donde se localizan 17 genes candidatos. En paralelo, Bello et al'* han descrito
dos regiones principales de delecion, a nivel de 1p34-p33 y 1p36. Con ello, en la
actualidad se han identificado varios genes codificados en el brazo corto del
cromosoma 1, en la regiéon comprendida entre 1p32 y 1p36.32, que podrian estar

involucrados en la progresiéon de los meningiomas. Entre ellos se incluyen los genes
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CDKN2C (p18INKde) 112154155 TP73105155158  RADS4LI53159,160  ALPLS3106150161162
EPB4119. De estos genes, merece especial destaque el gen de la fosfatasa alcalina
(ALPL) localizado en 1p36.1-p34. La ALPL es una enzima presente tanto en la
membrana citoplasmatica como en el citosol, muy activa en células aracnoideas
normales y de meningiomas benignos'?, cuya actividad enzimatica se encuentra
significativamente reducida en meningiomas con del(1p)®. En los meningiomas, la
expresion funcional de la fosfatasa alcalina se ha relacionado con la capacidad de
mineralizacién observada en este tipo de neoplasias y, al igual que ocurre con las
deleciones de 1p, su pérdida de expresion se ha asociado con una mayor agresividad
tumorall06.150,161,162164 No obstante, hasta la fecha siguen sin conocerse los mecanismos
moleculares a través de los cuales la fosfatasa alcalina podria desempenar un papel clave
como gen supresor tumoral, en la patogenia de los meningiomas. Estudios de
secuenciacion genémica sostienen la hipotesis de que, durante la progresion maligna se
produce una inactivacion en dos pasos de este gen, consistente en la delecién seguida
de metilacién de su promotor'™. De forma similar, se ha descrito la existencia de
metilacion del promotor del gen TP73 en casi la mitad de los casos que presentan
del(1p)!%, sin que se hayan observado mutaciones en este gen, como mecanismo de

inactivacién del mismo!95,

3.2.3.- Otras alteraciones genéticas/cromosémicas implicadas en la progresion

tumoral.

Otras anomalias genéticas/cromosémicas que se asocian con la progresion

tumoral de los meningiomas incluyen las alteraciones de los cromosomas

35,108,110,124,128,131 122,166 37,117 122,124 122,127
14q , Ip , 10q y 17q .
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Desde el punto de vista citogenético, la pérdida del cromosoma 14 representa la
tercera anomalia cromosomica mas frecuentemente detectada en meningiomas, detras
de las alteraciones de los cromosomas 22 y 1p#3. Al igual que esta ultima alteracion, la
monosomia 14 se ha asociado con un peor prondstico, sin que se hayan identificado en
este cromosoma genes candidatos, a la hora de explicar el comportamiento mas
agresivo del tumor.

Por otra parte, hoy se conoce que la frecuencia de del(10q) se incrementa de
forma paralela con el grado histologico®”!17, desde los tumores de grado I (5-12% de los
casos), a los de grado II (29-40%) y III (40-58% de los tumores)'?2124167.168 asociandose
ademas, con una menor supervivencia libre de recidiva y supervivencia global de los
pacientes®’. La region cromosémica comprendida entre 10q23-q25 alberga 3 genes —
PTEN, MXI1 y DMBT1- susceptibles de actuar como genes supresores de tumor en
meningiomas y que han sido investigados como posibles genes diana en las deleciones
observadas en meningiomas histolégicamente avanzados. De ellos, merece especial
atencion el gen PTEN (MMACI), localizado a nivel de 10g23.3 e involucrado en la
patogénesis de otros tumores!®%!70) ya que este gen podria intervenir también en la
progresion tumoral de los meningiomas'®’; no obstante, al igual que ocurre con los
genes MXI1 y DMBT1'7!, ]as mutaciones somaticas del gen PTEN son relativamente
infrecuentes entre los meningiomas!34167.168,

A su vez, se ha descrito una frecuencia relativamente elevada de deleciones del
cromosoma 9 en meningiomas anaplasicos, mientras que estas anomalias apenas se
detectan en los meningiomas histologicamente benignos!'?>1%. En relacién con este
ultimo cromosoma, debe sefialarse que en su brazo corto, a nivel de 9p21, se localizan
un grupo de genes supresores de tumor —CDKN2A (p16!NK4/MTS1/pl14ARE) y

CDKN2B (p15NK4b /NMTS2)112.166.172-174_ que codifican para proteinas que actian como
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inhibidores del ciclo celular, y que con frecuencia estan inactivados/delecionados en
otros tipos de tumores humanos!”. Entre los meningiomas se ha descrito la existencia
de deleciones homocigéticas de 9p21 en casi la mitad de los tumores de grado 111,
mientras que solo se detectan en una minoria (53%) de los meningiomas
histologicamente benignos!'?2. De forma similar, empleando técnicas de CGH, analisis
de LOH e iFISH, se han descrito deleciones a nivel del cromosoma 9p en 40%-75% de
los meningiomas anaplasicos, 20%-52% de los tumores atipicos y en alrededor de 5%-
17% de los meningiomas histol6gicamente benignos o de grado 1112166,

El gen supresor de tumor TP53, localizado en el brazo corto del cromosoma 17,
constituye uno de los genes mas frecuentemente alterados en diferentes tipos de
tumores solidos!’%; por el contrario, las mutaciones de TP53 son poco habituales en los
meningiomas'*177-181, Sin embargo, se ha constatado la existencia de pérdida de funciéon
de p53 en meningiomas, donde se asocia a progresiéon tumoral!®?; esta alteracion
funcional podria ocurrir a través de un mecanismo alternativo mediado por metilacion
de pl4ARF y aumento de la expresion de MDM2!82, De forma similar, las alteraciones
citogenéticas que afectan al brazo largo del cromosoma 17, se han relacionado también
con progresion tumoral'??. De todas ellas, la amplificacion de 17q constituye la
anomalia mas frecuentemente detectada en meningiomas, estando presente en >40%-
00% de los tumores anaplasicos'??, en alrededor de 20% de los meningiomas atipicos y
en cerca de 14% de los tumores histologicamente benignos!?’. Los patrones de
amplificacion de 17q descritos hasta la fecha, definen regiones comunes, una de las
cuales englobaria el proto-oncogén PS6K, localizado a nivel de 17q23'83. No obstante,
esto no ha podido ser confirmado en otros estudios!® que han encontrado
amplificacion de PSOK en menos del 15% de los meningiomas anaplasicos y en

ninguno de los meningiomas benignos (n=37) y atipicos (n=35) analizados. De acuerdo
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con estos hallazgos, estudios moleculares adicionales sugieren que, el gen PSOK estarfa
fuera de la region de 17q que presenta mayor grado de amplificacion en los
meningiomas de grado III'?". Independientemente de la ubicacién o no del gen PS6K
en la regién de 17q amplificada en los meningiomas anaplasicos, algunos analisis han
demostrado la existencia de sobreexpresion de PSO6K a nivel de ARNm en
meningiomas anaplasicos, en los que podria conferir una mayor ventaja proliferativa!®4,
Aunque en menor frecuencia que las alteraciones cromosémicas referidas
anteriormente, en los meningiomas también se han descrito pérdidas a nivel de los
cromosomas 3p, 5, 6q, 7 —incluye la del(7p) asociada a radiacion—, 8, 11, X e Y, y
ganancias que afectan a los cromosomas 1q, 9q, 12q, 15q y 20q°1L104122.185-187 Asimismo,
recientemente se ha demostrado que la proteina TSLC1 —codificada en la region

11g23.2 y expresada en las leptomeninges normales—, con relativa frecuencia estarfa

b
subexpresada en meningiomas atipicos y anaplasicos con elevado indice proliferativo,
sugiriendo que esta proteina podria desempefiar un importante papel en el control del

ciclo celular y del crecimiento tumoral, tanto en células meningeas normales como

tumorales!88,

3.3.- IMPACTO PRONOSTICO DE LAS ALTERACIONES GENETICAS.

La existencia de cambios citogenéticos directamente relacionados con la
agresividad biologica y el prondstico de los meningiomas, es un dato ampliamente
referido en la literatura’+6572839L122 " As{ la citometria de flujo muestra que los tumores
aneuploides se asocian con una mayor tasa de recurrencia, mayor pleomorfismo, una
alta densidad celular, mayor nimero de mitosis y un mayor porcentaje de casos con

infiltracion cerebral y de tejidos blandos!>!®. Ademas, estudios preliminares han
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encontrado una relacion estadisticamente significativa entre la ploidia de ADN vy el
pronodstico de los meningiomas!®%191; de acuerdo con ello, se ha observado también que
la presencia de cariotipos complejos se asocia con un mayor riesgo de recaida y peor
prondstico’*83122 incluso dentro de los tumores histolégicamente benignos!'?2. Sin
embargo, la asociacion entre ploidia de ADN vy el pronéstico de los meningiomas no
siempre ha podido confirmarse!®? y parece depender, mas que de la cantidad global de
ADN o del numero de alteraciones cromosdémicas de la célula tumoral, de las anomalias
genéticas concretas presentes en ella.

En la actualidad, siguen siendo relativamente escasos los trabajos en los que se
explora y demuestra de forma fehaciente la asociacion entre el tipo de alteraciones
genéticas concretas de la célula tumoral y el prondstico de los meningiomas. Asi, en la
mayoria de los estudios referidos en la literatura se ha analizado el impacto pronéstico
de la monosomia del cromosoma 22/22q 6770113 sin que se haya podido demostrar una
asociacion clara entre la pérdida de una copia del cromosoma 22/22q vy el
comportamiento clinico, biolégico y prondstico de la enfermedad, a excepcién de una
mayor incidencia de tumores localizados en la convexidad'®® y de los subtipos
histologicos fibroblastico, transicional y psamomatoso!3%13%142. Por el contrario, las
ganancias del cromosoma 22 en forma de trisomfa y tetrasomia 22, presentes en
alrededor de 10% de los casos, se han asociado con caracteristicas adversas de la
enfermedad®-193-195 entre las que se incluyen una menor edad, subtipos histologicos
mas agresivos (grado II/III), tumores aneuploides, mayor tasa proliferativa de las
células tumorales y una supervivencia libre de enfermedad significativamente mas
cortal?, Estos resultados coinciden con observaciones previas de otros autores!?’196,197

que indican que los meningiomas que muestran cariotipos complejos con ganancias de
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varios cromosomas incluido el cromosoma 22194, estarian asociados con caracteristicas
adversas de la enfermedad y un curso clinico mas agresivo.

De entre las demas anomalfas genéticas que se han asociado a menor
supervivencia libre de recaida, merece destacar la monosomia 1419819 y/o la
del(1p)137:151,162199  En este sentido, hallazgos de diferentes autores sugieren que la
progresion maligna de los meningiomas podria estar asociada con el acimulo secuencial
de alteraciones en estos cromosomas!!%:200201 detectindose un mayor porcentaje de
pérdidas de ambos cromosomas entre los meningiomas histolégicamente mas agresivos
(grado II/1II)124137, De acuerdo con estos hallazgos, Ketter et al'37 al emplear el sistema
de puntuacién de Rahnenfirer et al.?0? para definir progresion genética (GPS; del inglés:
“Genetic Progression Score”) de 661 meningiomas, constataron la existencia de una
correlacion inversa entre valores elevados de GPS —que reflejan un grado mas elevado
de acumulo de alteraciones genéticas— y una menor supervivencia libre de recaida.
Ademas, en el analisis univariante, estos autores destacan el prondstico adverso, a titulo
individual, de las pérdidas de los cromosomas 14, 18 y 10, ademas de la del(1p),
constituyendo esta ultima alteracién la tunica anomalia cromosomica con valor
pronostico independiente en el analisis multivariante.

Respecto a la del(1p), se han referido diferentes tasas de recidiva segin el grado
histolégico del tumor, oscilando éstas entre 7 y 20% en meningiomas benignos, entre
29 y 40% en los tumores atipicos y entre 50 y 78% en meningiomas anaplasicos que
presentan del(1p)>+>>103. Pese a esta asociacion, Kim et al'®> han demostrado que la
del(1p) podria constituir un factor pronéstico independiente del grado histologico. La
fuerte correlacion observada entre la pérdida de funcién de la enzima ALPL vy la
presencia de del(lp), se ha sugerido podria reflejar que el gen ALPL pudiera actuar

como gen supresor de tumor en los meningiomas, en los que un alelo delecionado
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coexiste con otro alelo mutado o silenciado!®, asociandose ademas la pérdida de
funciéon de la fosfatasa alcalina con una mayor tasa de recurrencia, en el analisis
univariante!4,

Asimismo, las ganancias (trisomia o tetrasomia) de los cromosomas 1, 9, 10, 11,
15 y 17, ademas de la trisomfa/tetrasomia 22, también se han asociado a titulo
individual, con un peor prondstico; no obstante, estas alteraciones habitualmente
pierden su valor predictivo respecto a la recaida, en el analisis multivariante!>%-198293, De
forma similar, algunos estudios han sugerido que las pérdidas de los cromosomas 9p y
10q, asi como la inactivacion de la telomerasa, podrian tener un impacto pronostico
adverso entre los meningiomas, asociandose la presencia de cualquiera de estas
alteraciones con una mayor frecuencia de recidivas’’204205 y la del(9p) —y/o las
alteraciones de los genes CDKN2A y CDKN2B- con tumores anaplasicos y, dentro de
éstos, con una supervivencia libre de enfermedad significativamente mas
cortall2122,166173,206 - Ademas, las pérdidas de los cromosomas 1p, 9p, 10q y 14q, en
combinacién con la inactivacion de la telomerasa, identificarfan dentro de los
meningiomas con cariotipo complejo, aquellos casos que se asocian a un peor
pronodstico, pudiendo contribuir a complementar la informacion predictiva asociada al
grado histopatologico del tumor respecto a la supervivencia libre de recaida. Otras
cromosomopatias, como las asociaciones teloméricas o los dobles minutos, presentes
predominantemente en meningiomas poco agresivos’-130207 son menos frecuentes, sin
que se haya demostrado/analizado su impacto prondstico.

Respecto a las caracteristicas concretas de los meningiomas recidivantes, aunque
los estudios referidos en la literatura son relativamente limitados, en la mayoria de los

casos se observan cariotipos complejos?08-211,
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3.4.- ALTERACIONES GENETICAS DEL CROMOSOMA 14.

El cromosoma 14 pertenece al grupo de cromosomas acrocéntricos,
constituyendo el cuarto cromosoma humano en conocerse su secuencia genética?!?, tras
los cromosomas 22, 21 y 20, respectivamente?>215, Asi, hoy sabemos que el
cromosoma 14 contiene mas de 600 genes y esta fuertemente implicado en la
patogénesis de maltiples enfermedades?!6-219) entre las que se incluyen también algunos
tumores solidos73220-228,

En los meningiomas, con relativa frecuencia se observa pérdida de material
genético del cromosoma 14, ya sea de forma aislada o formando parte de cariotipos
complejos, habitualmente hipodiploides®’. Desde que en 1986 se describiera por
primera vez la pérdida del cromosoma 14 en meningiomas’3, varios autores, empleando
técnicas citogenéticas convencionales, han constatado que las anomalfas recurrentes que
afectan al cromosoma 14 son heterogéneas, consistiendo principalmente en pérdidas
totales o parciales —monosomia o del (14q)— de este cromosoma; con menor frecuencia,
se observan también reordenamientos estructurales de este cromosoma, que
habitualmente incluyen translocaciones®7399,113,118,151,200211,229-232 e  ellas merece
destacar la t(1;14) y la t(14;22)059,113118151,200211.230 anomalfas que de forma
caracteristica se asocian también a pérdidas de material genético del cromosoma 14. En
estas translocaciones, los puntos de ruptura suelen afectar ademas, a las regiones 14ql1
y 14932, lo que sugiere la posible implicaciéon en el proceso de transformacion
neoplasica de locis genéticos localizados a estos niveles, comunes a los involucrados en
otros tumores sélidos como el neuroblastoma??, el cancer de mama?33y de ovario?*, los

astrocitomas?®?, el retinoblastoma?° y el melanoma®’. Aunque, con menor frecuencia,
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en la literatura también se ha descrito la existencia de ganancias —trisomia y tetrasomia—
del cromosoma 14 en una pequefia proporciéon de meningiomas!!s.

Con el fin de definir y caracterizar mejor las alteraciones concretas que afectan al
cromosoma 14 en meningiomas, ademas de las técnicas citogenéticas convencionales,
en la actualidad disponemos de un amplio abanico de aproximaciones metodologicas,
de las que merece destacar la CGH">, la iFISH" y la determinacién de la LOH'™4, entre
otras. Gracias al empleo de estas técnicas complementarias, se ha podido confirmar la
presencia de alteraciones en el cromosoma 14 en entre 10% y 65% de los
meningiomas>35.65.73,83,99,108,110,115,118-120,122,124,128,120,131,150,151,186,194,200211,229-231,238-242,

Ademas, hoy sabemos que en la mayorfa de los tumores que presentan
deleciones en 14q, éstas corresponden a pérdidas completas de todo el cromosoma —
monosomia 14—, habiéndose identificado en algunos casos regiones comunes de
delecion especialmente relevantes. De ellas, merece destacar la region 14q24.3-q32.33,
sefialada por Simon et al'?* como la region critica, involucrada en las pérdidas del
cromosoma 14 en los meningiomas. Estos hallazgos han sido corroborados
posteriormente por otros autores!?8120122131 que sugieren que podrian existir dos
regiones minimas de delecion: una se localizaria a nivel de 14q21-q24, mientras que la
otra se situaria hacia el telémero del brazo largo del cromosoma 14, en 14q32-qter. Esta
ultima regién contendrfa al menos tres oncogenes potencialmente relevantes, cuyo
papel como genes supresores de tumor esta aun por dilucidar: 1) ELK-2, que es un
miembro de la familia de oncogenes ETS; 2) AKT, un gen clave en distintas vias de
seflalizacion intracelular y que se encuentra amplificado en adenomas gastricos, y; 3) el
oncogen TCL-1. Asi, el conocimiento detallado de las deleciones parciales que ocurren
en los meningiomas, junto con los hallazgos derivados de otras neoplasias que muestran

pérdidas en el cromosoma 14q??2-225227.228 apoyarfan la existencia de varias regiones que
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pudieran alojar genes supresores de tumor en este cromosoma y que estarfan localizadas
a nivel de 14q12-q21, 14q22-q24 y 14q32-qter!31,228,

Pese a todos estos estudios, hasta la fecha no se ha logrado identificar ningun
gen supresor tumoral localizado en el brazo largo del cromosoma 14, que esté
directamente implicado en la progresion de los meningiomas. Aun asi, estudios
recientes en los que se analizan los patrones de expresion genémica en meningiomas?#,
sugieren que alteraciones en la region 14ql11.2, en la que se localiza el gen NDRG2,
podrian contribuir a explicar la mayor tasa de progresion tumoral asociada a
meningiomas histolégicamente malignos, dado que este gen se encuentra
infraexpresado y su promotor metilado, en meningiomas anaplasicos. En condiciones
normales, NDRGZ2 se expresa en el tejido cerebral, cardiaco y muscular, encontrandose
implicado en el crecimiento®*, diferenciacion®?® y muerte por apoptosis de las células de
estos 6rganos?#. Recientemente, se ha demostrado también la expresion de NDRG2 en
su forma activa en el tejido cerebral de pacientes con enfermedad de Alzheimer?¥’, con
lo que, ademas de tener un papel en el crecimiento celular, este gen podria estar

implicado en mecanismos neurodegenerativos.

3.4.1. Mecanismos implicados en la pérdida de material genético del cromosoma

14 en meningiomas.

En términos generales, la aneuploidia esta a menudo asociada a inestabilidad
cromosOmica, definida por un aumento en la tasa de pérdida o ganancia de
cromosomas enteros, o de partes extensas de éstos, durante la division celular. Las
consecuencias de esta inestabilidad son un desequilibrio entre el numero de

cromosomas y/o un aumento en la tasa de LOH que acelera la inactivacion de genes
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supresores de tumor, caso se asocie a fendmenos de mutacién, delecién y/o metilaciéon
del otro alelo y/o de su promotor. Los mecanismos que contribuyen a la inestabilidad
cromosémica caracteristica de células tumorales, y que por tanto favorecen la pérdida
de material cromosémico, se asocian fundamentalmente a tres tipos de alteraciones: 1)
anomalias de las proteinas que participan en el control de la mitosis, especialmente en la
segregacion cromosomica; 2) déficit de proteinas involucradas en los mecanismos de
reparacion del ADN, y; 3) alteraciones en la funcionabilidad de los centrémeros y
telomeros. Entre ellas se incluyen alteraciones asociadas a mutacion, translocacion y
metilacion de ADN vy los polimorfismos genéticos. En la tabla 2 se recogen a modo de
listado algunos genes que intervienen en la generacioén de inestabilidad cromosémica al

estar implicados en alguno de estos procesos.

Tabla 2. Genes que intervienen en la regulacion de la estabilidad cromosémica y cuya

alteracion se relaciona con la presencia de aneuploidia?48249,

Region Gen* Funcion

1p34.2-p33 CDC20 Activa el complejo APC/C encargado del inicio de la anafase.

1g25.3 Securina Activa la enzima separasa en el inicio de la anafase.

2ql4 BUB1 Forma un complejo con Mad1 y Bub3.

4q24-q24 CENP-E Activa a la proteina BubR1.

4q24-q25 CENP-A Participa en el ensamblaje del cinetocoro.

4q27 MAD2 Se une a CDC20 e inhibe el complejo APC/CCde20,

Tp22 MAD1 Se une a Mad2 y lo recluye en los cinetocoros.

Cr8 Separasa Da comienzo a la separacion de las cromatidas hermanas.

8q24 SCC1 Forma parte del complejo de la cohesina y su rotura da
comienzo a la separacion de las cromatidas hermanas.

Cr10 ZWINT Incorpora ZW10 al cinetocoro.

10q24-q26 BUB3 Se une a Bub1 y BubR1.

Crl1 ZW10 Proteina de control de la mitosis que se localiza en el
cinetocoro.

15q15 BUBRI1 Inhibe el complejo APC/CCde20,

Crl7 KNTC1 Interacciona con ZW10.

Crl7 MIS12 Participa en la correcta colocacién de los cromosomas en la
anafase.

20q13.2-q13.3 Aurora2/STK15 Participa en la maduracién del centrosoma y el ensamblaje del
huso mitético.

1p32 RAD54L Disocia a Rad51 de los filamentos nucleoproteicos formados
en la doble cadena de ADN.

1p34-p12 GADD45A Estimula la reparacién del ADN inhibiendo la entrada en fase
S.

2935 Ku80 Forma un heterodimero con Ku70, une los extremos del

ADN, recluta y activa la DNA-PKcs.
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Region Gen* Funciéon

3q22-q24 ATR Mecanismo de control serin/treonin kinasa.

3q27 RFC4 Forma parte de un complejo proteico encargado de detectar
dafio en el ADN.

5q31 RAD50 Sensor de dafio en el ADN; forma un complejo con
Mrell/Nbsl.

6p21.2 CDKN1A Inhibe la actividad CDK; esta regulada por p53 actuando
como proteina efectora en el control del ciclo celular.

7q11.23 RFC2 Forma parte de un complejo proteico encargado de detectar
dafio en el ADN.

7q36.1 XRCC2 Promueve la formacién del complejo de Rad51 y la
segregacion cromosomica.

8qg21 NBS1 Sensor de dafio en el ADN; forma un complejo con
Mrell/Rad50.

9q22.1-q22.2 GADD45G Participa en el bloqueo del ciclo celular en la fase G2/M e
induce apoptosis.

Cr10 SIRT1 Interacciona con p53 atenuando su funcién.

11921 MRE11 Forma parte del complejo proteico MRE; tiene actividad
exonucleasa, endonucleasa y helicasa.

11q22-q23 CHK1 Kinasa que activa p53 y otras proteinas relacionadas con p53
que partticipan en la respuesta a dafio en el ADN.

12p13-p12.2 RADS52 Aumenta la actividad de Rad51; une extremos de la doble
hélice del ADN.

12q24.3 POLE Polimerasa involucrada en la reparacion del ADN.

13q12.3 BRCA2 Interviene en la formacién del complejo de Rad51 en la
reparacion de ADN.

13q14.1-q14.2 Rb Gen supresor tumoral; regulador negativo del ciclo celular
por unién a factores de transcripcion.

13933 ERCC5 3’ endonucleasa.

14q23.3-q24 RAD51B Promueve la formacién del complejo de Rad51.

14932.3 XRCC3 Ayuda a Rad51; tiene actividad resolvasa.

15q15.1 RADS51 Es una transferasa de la hebra de ADN.

17p13.1 TP53 Gen supresor tumoral; regula genes que intervienen en la
detencién del ciclo celular, la apoptosis, senescencia,
reparacién de ADN y/o cambios en el metabolismo celulat.

17p13.3 RPA1 Une ADN de cadena unica; necesario para la incorporacion
de ATR a regiones dafiadas de ADN.

17q RADS51C Ayuda a Rad51; tiene actividad resolvasa.

17q21 BRCA1 Interviene en la formacién del complejo de Rad50 para
reparaciéon de ADN.

19q13.3-q13.4 POLD1 Polimerasa implicada en la reparacion y replicacion de ADN.

20p12 PCNA Subunidad delta de la ADN polimerasa; interviene en la
reparacién de ADN.

22q11-q13 Ku70 Forma un heterodimero con Ku80; une extremos de ADN;
recluta y activa la DNA-PKcs.

22q12.1 CHK2 Kinasa que actia como proteina efectora de ATM.

1q42 PARP-1 Proteina que cataliza la poli-ADP-ribosilaciéon de distintos
sustratos proteicos; detecta regiones con roturas de ADN en
una dnica cadena.

Cr8 Tankyrasa-1 Proteina con actividad PARP que interviene ademas en la
estabilidad telomérica.

8pl2-p11.2 WRN Proteina con actividad helicasa y 3’-exonucleasa; interviene en
la reparacion del ADN vy la estabilidad telomérica.

8q11 DNA-PKcs Subunidad catalitica de la proteina kinasa ADN-dependiente;
participa en la teparacién de ADN y en la estabilidad
telomérica.

10q23 Tankyrasa-2 Proteina con actividad PARP que interviene ademas en la
estabilidad telomérica.

11q22.3 ATM Proteina con actividad kinasa; interviene en el control del

dafio en el ADN.
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Region Gen* Funciéon

14q11.2 PARP-2 Proteina con actividad similar a PARP-1.

15g26.1 BLM Proteina con actividad helicasa.

16p13.3-p13.13 XPF Proteina con actividad 5’-endonucleasa.

17q11 RADS51L3 Interviene en la reparaciéon de ADN de doble cadena y en el
mantenimiento de los telémeros.

19q13.2-q13.3 ERCC1 Forma complejo con XPF.

Cr7 POT1 Controla la elongacién de los telémeros mediada por la
telomerasa.

8q13 TRF1 Regula la longitud de los telémeros.

Crl6 RAP1 Regula negativamente la longitud de los telémeros.

16¢22.1 TREF2 Regula la longitud de los telémeros.

16g22.1 TPP1 Incorpora a POT1 en los telémeros.

*Sombreado en verde se muestran los genes relacionados con la segregacion
cromosémica durante la mitosis; en amarillo, se resaltan los genes responsables de la
reparacion adecuada de la doble cadena de ADN; en rosa, se destacan los genes que
participan tanto en la reparaciéon de ADN como en el mantenimiento de la estabilidad
telomérica, por ultimo; en azul, se describen algunos de los genes que regulan la
estabilidad telomérica.

3.4.1.1.- Alteraciones de Ia segregacion cromosomica durante la mitosis.

Durante la mitosis, el movimiento de los cromosomas por el huso mitético esta
regulado por el centrémero a cuya superficie se ensambla el cinetoro, actuando como
punto de anclaje de los microtibulos del huso mitético; con la disyunciéon mitdtica se
produce la separacion, normalmente simétrica, de los cromosomas o cromatidas hacia
los polos opuestos de la célula. La separacion asimétrica o no-disyuncién mitética de
los cromosomas o cromitidas en la ultima fase de la mitosis, o el retraso en su
movimiento en la anafase, hacen que se produzca una distribuciéon asimétrica de los
mismos generando células con una dotacién cromosémica alterada, entre las que se

incluyen células hipodiploides para el(los) cromosoma(s) afectado(s) (Figura 4) 0.
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Figura 4. Esquema representativo del proceso de no-disyuncién mitdtica, como
mecanismo responsable de la generacion de clones de células tumorales asociadas a
monosomia(s). 2# corresponderia a una dotacién cromosémica diploide normal, y; 2n-7
representaria una dotacién cromosémica con pérdida de un cromosoma respecto a un
cariotipo diploide.

Los mecanismos moleculares responsables de una segregaciéon cromosémica
adecuada, estin controlados por proteinas que se expresan y/o activan al inicio de la
anafase?®S. Previamente a esta etapa, existen dos mecanismos responsables de la
cohesion entre las cromatidas hermanas: 1) cohesiéon mediada por concatenaciones
entre las hebras hijas de ADN que surgen durante el periodo replicativo como
consecuencia de la estructura helicoidal del ADN, y; 2) cohesién mediada por un

complejo multiproteico denominado cohesinas que forma un anillo que rodea a las

hebras hijas de ADN?!; otras proteinas necesarias para una adecuada cohesion de las
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cromatidas hermanas incluyen las acetil-transferasas y las proteinas de unién a la
cohesina®?2.

En la transiciéon entre la metafase y la anafase, se activa de forma secuencial el
complejo proteico APC/C (complejo promotor de la anafase/ ciclosoma) mediante la
proteina Cdc20?#; este complejo proteico es el encargado de captar las proteinas
inhibidoras de la anafase y las proteinas reguladoras de la mitosis, con el fin de producir
la ubiquitinizacién de las mismas y su posterior degradacion por el proteosoma?3. La
regulacion de la proteolisis mediada por APC es esencial a la hora de generar la
transicion irreversible entre diferentes etapas de la mitosis (metafase y anafase),
mediante la destrucciéon de moléculas criticas en la regulacion de la misma?>*. Dentro de
los sustratos de APC se incluyen las ciclinas mitéticas (ciclina A y B), las quinasas
dependientes de ciclina (CDK1) y la proteina inhibidora de la anafase, securina®4. Los
complejos ciclina B1-CDK1 se acumulan en el citoplasma durante la interfase y son
rapidamente activados y translocados al nucleo al comienzo de la mitosis, asociandose
al huso mitético en la metafase. La ciclina B1 se degrada por la actividad de la proteina
APC en la transicion entre metafase y anafase, causando la inactivaciéon de CDK1 y la
finalizacién de la mitosis?*. El complejo proteico APC/CCde20 realiza la ubiquitinizacién
de la proteina securina. A su vez, la degradacion de esta proteina activa a la separasa que
induce la proteolisis de una de las subunidades del complejo de la cohesina, la proteina

Sccl, permitiendo asi el inicio de la segregacién cromosomica®® (Figura 5).
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Figura 5. Esquema representativo de los mecanismos moleculares
implicados en la segregacion cromosomica durante diferentes etapas de
la mitosis.

Caso exista un acoplamiento inadecuado de cromatidas hermanas, los
mecanismos de control del huso mitético promueven el ensamblaje de complejos
proteicos que inhiben la actividad del complejo APC/C, lo que conduce a una
estabilizacion de la securina y la cohesiéon de cromatidas hermanas, promoviendo un
retraso en el comienzo de la anafase?°. La existencia de anomalias funcionales en estas
proteinas o en sus mecanismos de control, ocasiona una formacién y actuacion

inadecuada del huso mitético, conduciendo a una alteracion de la segregacion

cromosémica y a la presencia de aneuploidia®*®.
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3.4.1.2. Alteraciones en los mecanismos de reparacion del ADN.

La existencia de alteraciones genéticas intra o intercromosémicas estd relacionada
también con la generacién de dafio en el ADN y/o su reparacion?.En general, las
células humanas disponen de dos mecanismos principales para la reparacion del dafio
en el ADN asociado a rotura de la doble hélice; asi, la célula puede emplear
mecanismos de reparacién en los que se produce: 1) unién de extremos no homologos
(NHE]; del inglés: “non-homologons end-joining”), y; 2) recombinacion homologa®?. Los
mecanismos de recombinaciéon del ADN, junto con la capacidad de mutar, son
responsables de la aparicién de gran parte de los cambios genéticos que han permitido
la evolucion de las especies. No obstante, en células tumorales estos mecanismos serfan
responsables también de mutaciones, polimorfismos genéticos y anomalias
cromosomicas>,

La recombinacién de ADN es un proceso complejo mediante el cual se reparan
roturas en sus hebras. Estas roturas pueden producirse de forma espontinea o como
consecuencia de la respuesta celular a multiples factores endogenos y/o ex6genos?®,
ocurriendo en interfase, durante la duplicacion de la molécula de ADN o en el
desplazamiento de los cromosomas en la mitosis. En cualquiera de estos periodos, la
propia célula controla el proceso de reparacion de ADN mediante sintesis y activacion
de enzimas especificas encargadas de llevar a cabo esta funcién. Asi, en respuesta al
dafio en el ADN, las proteinas ATM y ATR, entre otras, activan mediante fosforilacién
y/o cambios conformacionales a otras proteinas encargadas de la reparacion de la
rotura de la doble hélice?®. En el caso de la recombinaciéon por NHE], en un primer
paso se requiere que el heterodimero Ku70/Ku80 forme un anillo capaz de unirse de

forma especifica a los extremos del ADN roto. Una vez formado el complejo ADN-
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Ku, éste recluta y activa la proteina kinasa dependiente de ADN, DNA-PKcs,
encargada de acercar los extremos de ADN?Z%. Posteriormente, y si no se requiere de
mas procesamiento de los extremos del ADN, este complejo atraera a otras proteinas
como LIG4, XRCC4 y XLF, encargadas de formar un complejo con actividad ligasa

que sellara los extremos del ADN?% (Figura 0).

LLRRRRRRRRRRNNE REMNRRRRRRRNNNR

ﬂ Ku70/Ku80

mm@ﬂ@m

DNA-PKcs

el

ﬂ Acercamiento extremos ADN

ﬂ XRCC4/XLF/LIG4

Figura 6. Representacion esquematica de las
diferentes etapas de reparacion de rotura en
la doble hélice de ADN mediante NHE].
Otro complejo proteico asociado a roturas de ADN que actia también como
sensor de dafio facilitando la unién de los 2 extremos del ADN, es el complejo MRE
formado por las subunidades proteicas MRE11, RAD50 y NBS1201.262,

A su vez, en la reparacion de la doble hélice mediante recombinaciéon homologa

se requiere el procesamiento de los extremos rotos de ADN de forma previa a su
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unioén; para ello, la célula emplea la actividad nucleasa, que puede ser mediada por el
complejo MRE?01202 capaz de generar una cadena sencilla de ADN en direccion 3’;
posteriormente esta cadena sera rodeada por la proteina RPA y otras proteinas como
BRCA1, BRCA2, RAD51, RAD52 y RAD54%03264  E] filamento nucleoproteico
resultante de la formaciéon de este complejo, invade la cadena complementaria de la
cromatida hermana formando un heteroddplex que se resolvera mediante la accién

complementaria y combinada de polimerasas, helicasas, topoisomerasas y ligasas?6>260

(Figura 7).
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ﬂ Formacion de cadena sencilla de ADN

ﬂ Invasion de la cadena complementaria
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Figura 7. Representaciéon esquematica de las
diferentes etapas que ocurren durante la reparacioén de
roturas de la doble cadena de ADN mediante
recombinacién homdloga.
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Alteraciones (p.ej.: mutacion) de alguno de los genes que codifican para cada una
de las enzimas y protefnas involucradas en los mecanismos de reparaciéon vy
recombinaciéon de ADN, pueden originar reagrupamientos anémalos de material
genético, alteraciones de la macroestructura de los cromosomas y de la expresion de
algunos genes, constituyendo uno de los mecanismos que podrian estar en el origen de
algunas alteraciones genéticas involucradas en el proceso de la transformacién
neoplasica®’. Algunas de estas anomalias se traducen en cambios cariotipicos en forma
de inversiones y translocaciones cromosomicas, en las que puede ademas perderse parte
del material genético de los cromosomas implicados. En la actualidad, los mecanismos
moleculares de los reordenamientos cromosémicos —p.¢j. translocaciones— que ocurren
en células neoplasicas son en general poco conocidos, aunque se cree podrian
producirse en células que entran en mitosis sin haber reparado adecuadamente roturas
en la doble hélice de su ADN?2%.299, En este sentido, los genes involucrados en el
control y reparacién del dafio en el ADN, son genes candidatos a participar en la
génesis de estas translocaciones, siempre que su funcioén se encuentre alterada®®. Dado
que estos reordenamientos cromosomicos con frecuencia se asocian también a pérdidas
mas o menos extensas de material genético, los defectos en los mecanismos de
recombinaciéon del ADN podrian estar también en el origen de deleciones

cromosomicas?’Y,

3.4.1.3.- Alteraciones a nivel de los telomeros.

Los telémeros son complejos formados por secuencias cortas y repetitivas de
ADN vy proteinas localizados en los extremos de los cromosomas, esenciales para

mantener la integridad de los mismos a través de la actividad telomerasa®’!. Desde el
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punto de vista funcional, los telémeros protegen los extremos del cromosoma de ser
reconocidos incorrectamente como roturas de la doble hélice del ADN, evitando asi
que se inicie una respuesta inadecuada a dafio en el ADN. Ademas, protegen también
los extremos cromosémicos de una posible degradaciéon enzimatica y previenen
fusiones terminales entre cromosomas®’?. Aunque los telémeros por si solos no
intervienen en la segregacion de los cromosomas durante la mitosis, se requiere de su
integridad para que ésta se desarrolle correctamente. En este sentido, Kirk et al?”
demostraron por primera vez, que un defecto en los telémeros podia ocasionar
alteraciones en la segregacion de los cromosomas durante la mitosis. Asi, estos autores
demostraron que la mutaciéon de la secuencia de ADN de los telémeros, debido a
alteraciones de la actividad telomerasa, originaba un retraso/bloqueo en la anafase; de
este modo, aunque las cromatidas hermanas empiezan a separarse, no son capaces de
segregarse correctamente a los polos opuestos de las células hijas; ello facilita la
generacion de reasociaciones gendmicas que pueden afectar a vias relevantes de
seflalizacion celular y permitir la acumulacion sucesiva de cambios genéticos que
pueden conducir a la transformacion neoplasica y/o la progresion tumoral?™.

Desde el punto de vista molecular, hoy se conoce que la pérdida gradual de la
longitud de los telémeros en células tumorales puede resultar de una expresion
reducida/alterada de la actividad telomerasa?”®, constituyendo éste uno de los
mecanismos implicados en la generaciéon de inestabilidad cromosémica y progresion
genética de la célula tumoral®®. Entre las proteinas implicadas en la regulacion del
mantenimiento de la longitud de los telémeros, merece destacar las proteinas TRF1,
TRF2, POT1, TIN2, TPP1 y Rapl que forman el complejo denominado telosoma?7°.
TRF1277 y TRF2?78 se unen a regiones de la doble cadena de ADN de los telémeros; a

su vez, TRF1 forma un complejo con las proteinas TIN2 y POT1?77; esta dltima
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proteina es reclutada a los telémeros por accion de TPP1%7. Este complejo
TRF1/TIN2/POT1 regula la homeostasis de los telomeros?”’. A su vez, Rapl es
introducida en los telémeros por medio de TRF2, regulando negativamente la longitud

de los mismos 7z vive*® (Figura 8).

POT1

Figura 8. Esquema representativo de las proteinas y complejos multiproteicos
implicados en la regulacién y el mantenimiento de la longitud de los telémeros.

Otras proteinas que participan en la reparacion de dafio en el ADN y que pueden
localizarse también en los extremos de los telémeros, son: 1) el complejo DNA-PK
(Ku70/ Ku86/ DNA-PKcs); 2) el complejo MRN (MRE11/ RAD50/ NBS1), y; 3) las
proteinas PARP1, PARP2, Tankyrasa 1, Tankyrasa 2, ATM, ERCC1/ XPF, RAD51D,
WRN y BLM?28. En la actualidad se barajan varias hipotesis acerca de los posibles
mecanismos moleculares implicados en el mantenimiento de la longitud de los
telémeros, y por tanto, de la estabilidad cromosémica y el potencial proliferativo de la
célula. Uno de estos mecanismos implica a la proteina tankyrasa 1, la cual es un
regulador positivo del mantenimiento de la longitud de los telomeros?®2. Asi, se ha
observado que una sobreexpresion de esta proteina en células tumorales humanas libera
a la proteina TRF1 de los telémeros permitiendo el acceso de la telomerasa, y por tanto,

la elongacion de los mismos?®?. Después de que la proteina TRF1 se haya liberado del
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ADN telomérico, es degradada mediante proteolisis mediada por ubiquitina, lo que
impide que puedan volver a unirse a los telémeros®®3. Otra hipotesis que se baraja
respecto al mantenimiento de la longitud de los telémeros es que ante el acortamiento
critico de los mismos, el cromosoma podria ser incapaz de reclutar un numero
suficiente de proteinas teloméricas encargadas de la formacion del complejo protector
en el extremo del ADN telomérico, con lo que ese extremo se asemejarfa a una rotura
en la doble hélice de ADN?284, Por otro lado, la disminucion o ausencia de secuencias
teloméricas repetitivas suficientes para la formacion de un telémero funcional, o bien el
aumento en la concentracion de proteinas teloméricas debido a la falta de lugares de
unién para las mismas, podria generar sefiales que lleven a la senescencia celular?84.,
Diferentes estudios han sefialado que las células deficientes en tankyrasa 1 entran
normalmente en mitosis, sus cromosomas se alinean en la placa mitdtica durante la
metafase, pero son incapaces de continuar con la anafase al no disociarse las cromatidas
a nivel de los teldémeros?85, Recientemente, se ha demostrado una asociacion entre el
complejo de la cohesina y la cromatina telomérica a través de las proteinas TRF1 y
TIN228, La deplecion de estos componentes suprimirfa el requerimiento de tankyrasa 1

para la correcta progresion de la mitosis?®.

3.4.2.- Ontogenia de las pérdidas del cromosoma 14 en meningiomas.

La pérdida total de un cromosoma 14 —monosomia 14— es una alteracion genética
caracteristica de los meningiomas. Sin embargo, en la actualidad seguimos sin conocer
con precision el mecanismo (o mecanismos) implicados en esta pérdida cromosémica.
En términos generales, Sawyer et al!!8 definen dos mecanismos principales involucrados

en la generacion de inestabilidad cromosémica recurrente, asociada a progresion clonal
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y pérdida de material cromosémico, en meningiomas: 1) las asociaciones teloméricas, y;
2) las translocaciones cromosomicas en las que se ven involucradas regiones extensas
(brazos enteros) de uno o mas cromosomas. La inestabilidad genética reflejada en
forma de asociaciones teloméricas, constituirfa un evento relativamente frecuente en
meningiomas, sin que se conozca con precision los mecanismos implicados en la
génesis de esta aberracion!'®. Desde el punto de vista practico, en los meningiomas
estas alteraciones se traducirfan en fusiones dicéntricas, pseudodicéntricas,
multicéntricas y teloméricas®?73,126,129,207,209,287,288,

El mecanismo mediante el cual las asociaciones teloméricas conducirian a
deleciones y reasociaciones estructurales derivaria a su vez, de la ocurrencia de ciclos de
“rotura-fusion-puente” entre los centromeros de cromosomas dicéntricos??. Asi,
durante la anafase, los cromosomas aberrantes formarfan puentes que acaban
rompiéndose; los extremos rotos se reunirfan y reorganizarfan, originando nuevas
variantes de estos cromosomas anémalos, que a su vez resultarfan en deleciones no
balanceadas, mas o menos extensas, de diferentes regiones cromosémicas. De esta
manera, los tumores que muestran este tipo de alteraciones cromosémicas presentan
elevada inestabilidad mitética, lo que conlleva una mayor heterogeneidad
genética/cromosémica?’*-22. En los meningiomas, las asociaciones teloméricas se ha
sugerido podrian estar implicadas en las pérdidas de los cromosomas 22 y 1p?¥; sin
embargo, se desconoce si este mecanismo es también el responsable de las pérdidas del
cromosoma 14 en estos tumores.

El segundo mecanismo de inestabilidad genética asociado a pérdida cromosémica
en meningiomas involucraria translocaciones cromosémicas cuyos puntos de rotura
ocurren en regiones pericentroméricas e implican a regiones extensas de un cromosoma

(p.¢j. brazos cromosémicos completos). Este tipo de translocacién no balanceada
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puede ocasionar también la pérdida completa de uno o de los dos brazos completos de
un cromosoma, aunque No se conocen con precision los mecanismos moleculares
implicados en las mismas!!8. En términos generales, estas translocaciones implican una
division alterada del centrémero, la pérdida de un brazo cromosémico y el movimiento
del brazo residual a un cromosoma receptor. En este sentido, hoy se cree que la
presencia de del(lp), asociada a la rotura del cromosoma 1 a nivel de la banda
centromérica 1q10, podria tener origen en un defecto centromérico o pericentromérico
del cromosoma 18, Las translocaciones centrémero-centromero de 1q resultan tanto
en la pérdida de 1p, como de todo el brazo cromosémico perteneciente al cromosoma
receptor!8. En este sentido, merece destacar que se ha observado también una mayor
frecuencia de translocaciones teloméricas de 1q a cromosomas no homologos,
sugiriéndo que tanto las regiones centroméricas de este cromosoma, como las
teloméricas, contienen secuencias que podrian ser mas propensas a la recombinacién?3.

En conjunto, estos hallazgos indicarfan que tanto la inestabilidad telomérica como
la centromérica, podrian estar implicadas en la generacién de heterogeneidad y la
progresion genética de los meningiomas. De acuerdo con esta hipotesis, se ha
constatado la ocurrencia de fusiones teloméricas en fases tempranas de la enfermedad,
especialmente en meningiomas benignos?¥’; ademas, se han observado asociaciones
teloméricas entre el cromosoma 14 y otros cromosomas que suelen mostrar también

deleciones/pérdidas de material genético como los cromosomas 1 y 22118230,

3.4.3. Impacto prondstico de las alteraciones del cromosoma 14 en

meningiomas.
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Actualmente, se considera que la transformaciéon maligna y la progresion de los
meningiomas estarfa relacionada, desde el punto de vista genético, mas que con
alteraciones individuales, con el acimulo secuencial de alteraciones genéticas concretas
de las que merecen especial destaque la del(1p) y la monosomia 14/14q110200; ambas
alteraciones estan habitualmente asociadas a cariotipos complejos!?>?4. Asi; hoy se
acepta que la pérdida de un cromosoma 14, asociada o no a del(lp), podria constituir
un cambio relativamente temprano en la progresion de los meningiomas, detectandose
incluso entre los pacientes con tumores histolégicamente benignos!'®$11%, No obstante,
la frecuencia de estas anomalias entre los meningiomas histolégicamente mas agresivos,
es elevada y claramente superior a la detectada en tumores benignos. Asi, Simon et al'?,
empleando 14 marcadores de LOH para la region 14ql12-14q32, demostraron que,
mientras que mas de la mitad de los meningiomas histolégicamente malignos (grado
II/III) presentaban deleciones de 14q, éstas estaban ausentes en los tumores
histolégicamente benignos (grado I) analizados. De acuerdo con estos hallazgos,
Lindblom et al?> corroboraron también la existencia de pérdidas de material genético
de la region 14q32.1-q32.2 en casi la tercera parte de los meningiomas anaplasicos.
Aunque en ninguno de estos dos estudios se exploré el impacto prondstico de las
pérdidas de material genético del cromosoma 14q en la supervivencia de los pacientes,
estos hallazgos sugieren la probable asociacion de la del(14q) con un comportamiento
mas agresivo de la enfermedad y un peor prondstico. Estudios posteriores han
comprobado que, tanto en los meningiomas histolégicamente benignos como en los
anaplasicos, la pérdida de material genético del cromosoma 14q se asocia a una
supervivencia global significativamente acortada, respecto a la de los demas pacientes
con menigniomal!l®. A pesar de la asociaciéon encontrada en los meningiomas entre el

grado histologico del tumor y una mayor frecuencia de del(14q), existen multiples
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referencias en la literatura acerca de la existencia también de pérdidas del cromosoma
14 en meningiomas benignos’>9L108110,126; asi su frecuencia oscila en los distintos
subtipos histolégicos entre una tercera parte de los meningiomas benignos, 40-57% de
los tumores atipicos y 55-100% de los meningiomas anaplasicos!08-110,122,124,131,241,
Ademas, la pérdida de un cromosoma 14 suele coexistir con del(1p), siendo pocos los
casos de meningiomas benignos descritos en la literatura con del(14q)/monosomia 14
en ausencia de del(1p) °L110:122; ]a mayorfa de ellos corresponderfa ademas a tumores
recurrentes!!0.198.200,

La cooperaciéon debida a la inactivaciéon simultinea de distintos genes
supresores de tumor localizados en los cromosomas 1p y 14, podria constituir un
evento relevante en la patogénesis de los meningiomas, implicado en la transicion de los
meningiomas benignos a atipicos!'!%122 y asociado a peor pronédstico. De acuerdo con
ello, Pfisterer et al?’! demostraron la existencia de una asociacién significativa entre la
del(1p) y la monosomia 14 en un pequefio grupo de meningiomas benignos; desde el
punto de vista prondstico, estos marcadores citogenéticos mostraron un valor
predictivo de recidiva, independiente del grado de reseccion de Simpson. Por otra parte,
estos mismos autores?’! sugieren la existencia de una distribucion espacial variable de
las células portadoras de del(1p), de pérdidas del cromosoma 14 y de anomalias del
cromosoma 22; asi, mientras que en los meningiomas histolégicamente mas avanzados
estas alteraciones cromosémicas se distribuyen a lo largo de todo el tejido tumoral, en
los tumores benignos/grado 1 se localizatian de forma preferencial en algunas regiones
del tejido tumoral, mostrando una distribuciéon heterogénea; ademas, refieren también
una disminucién de la heterogeneidad genética del tumor, con un patrén de localizacion
mas difuso de las células portadoras de estas alteraciones cromosomicas, en aquellos

meningiomas que recidivan.
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En términos generales, en la actualidad se considera que la del(14q)/monosomia
14 podria constituir uno de los factores prondsticos mas relevantes a la hora de predecir
recurrencia tanto cuando se considera el conjunto de los meningiomas, como cuando se
tienen en cuenta exclusivamente los meningiomas benignos/grado 1. En este sentido, se
ha comprobado que los meningiomas histopatolégicamente benignos que muestran
recurrencia, presentan con mayor frecuencia monosomia 14/del(14q), respecto a los
tumores de grado I que no recidivan!!’. Asimismo, se ha sugerido que la frecuencia de
pérdidas del cromosoma 14 entre los meningiomas histolégicamente benignos
recurrentes, podria ser similar a la observada entre los meningiomas atipicos (50% vs.
57%, respectivamente)!'!?. Estos hallazgos sugieren que, aunque la aparicién de
del(14q)/monosomia 14 podtia preceder a la evidencia histologica de progresion, esta
alteracion conferirfa un fenotipo biolégico mas agresivo e independiente del grado
tumoral. No obstante, cabe sefalar que el valor predictivo de las pérdidas de material
genético del cromosoma 14 estarfa, en principio, restringido a meningiomas de adultos;
ello es debido a que entre los meningiomas pediatricos**, los tumores histologicamente
benignos presentan una frecuencia relativamente elevada de del(14q)/monosomia 14
junto con del(1p) sin que estas alteraciones muestren una asociacion significativa con la
recidiva®¥.

Pese a los hallazgos anteriores, en la actualidad siguen siendo escasos los
estudios en los que se analiza el posible valor pronéstico independiente de la
monosomia 14/del(14q) respecto a otras variables clinico-biologicas y citogenéticas,
incluso en adultos. En este sentido, Cai et al'l® encontraron la existencia de una
asociacion estadisticamente significativa entre el grado histologico del tumor y la
presencia de monosomia 14 y del(1p); segun estos autores, los casos que aun teniendo

el mismo subtipo histologico, presentaban alteracion de al menos uno de estos dos

49



Ana Belén Espinosa Oquillas Introduccion

cromosomas, mostraban una supervivencia global significativamente inferior. Especial
mencion merece el hecho de que estos autores no hayan podido encontrar diferencias
significativas en la frecuencia de deleciones de los cromosomas 1p y 14q, respecto a la
tasa proliferativa y a la capacidad invasiva de tejidos circundantes (p.¢j. el cerebro),
sugiriendo ademas que el principal determinante genético responsable de la tasa de
proliferacion celular y la capacidad invasiva de estos tumores a través de la piamadre, no
se encontrarfa codificado por un gen supresor de tumor localizado en estos
cromosomas. De forma similar, Ketter et al** han demostrado que las anomalifas de los
cromosomas 14 y 1p se asocian con una mayor frecuencia de recaidas. Mas
recientemente, nuestro grupo!'®® ha podido corroborar el valor pronéstico de la
monosomia 14/14q; ademas, hemos demostrado que esta alteracion genética, la edad
del paciente en el momento del diagnéstico y el grado histolégico del tumor,
constituyen la mejor combinaciéon de variables independientes para predecir la
supervivencia libre de enfermedad de pacientes con meningiomas. Con la combinacién
de estos tres parametros, en este ultimo estudio!?® se propuso un sistema de puntuacion
simple y eficaz, que permitirfa clasificar al diagnoéstico a pacientes adultos con
meningioma en tres subgrupos con un riesgo de recaida a los 5 y 10 afios
significativamente diferente.

Aunque en la actualidad siguen sin conocerse con precisiéon los mecanismos a
través de los cuales la presencia de monosomia 14/14q se asociatia a una mayor
frecuencia de recidivas y un peor prondstico, éstos podrian deberse a un
comportamiento biolégico diferente de estos tumores, asociado a un mayor grado de
infiltracion del tejido peritumoral, que facilitarfa la permanencia de enfermedad residual
responsable de la recidiva del tumor, de forma independiente del grado histolégico, del

tamafio del meningioma y de otras caracteristicas del tumor. Pese a todo lo anterior, en
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los estudios en los que se ha explorado el impacto pronéstico de las alteraciones del
cromosoma 14, se han incluido una proporcion significativa de recidivas a largo plazo,
que han ocurrido incluso después de mas de 20 afios de la cirugfa, sin que se haya

explorado su valor predictivo a corto plazo (en los primeros afnos tras la cirugia).
lorad 1 dicti to pl 1 tras la cirugf

4.- FACTORES PRONOSTICOS EN LOS MENINGIOMAS.

La clasificacién de los meningiomas propuesta por la OMS en el afio 200012 y
revisada en el afio 2007', representé un avance significativo respecto a clasificaciones
anteriores, a la hora de predecir el comportamiento clinico y evolutivo de los
meningiomas. Sin embargo, el esquema de clasificaciéon propuesto sigue incluyendo un
importante componente de subjetividad sin llegar a resolver de forma clara la
estratificacién prondstica de los tumores benignos/grado I, entre las que se incluyen, en
términos absolutos, la mayorfa de las recidivas®%-2%. Por todo ello, en las dltimas
décadas se ha buscado con ahinco identificar caracteristicas clinicas, biolégicas,
genéticas y moleculares que permitan reconocer, ya en el momento del diagnostico, qué
pacientes presentan un elevado riesgo de recaida, y diferenciarlos de los que se curan
con la cirugia, complementando la estratificaciéon prondstica basada en criterios
histopatologicos.

En la actualidad sabemos que la recidiva, que ocurre incluso en tumores
benignos en los que se ha realizado una exéresis quirargica completa del tumor y su
base de implantacion, constituye la principal causa de muerte entre los pacientes con
meningiomal'#+16, seguida de las metastasis!?, que se observan de forma excepcional'#17.
En conjunto, se considera que alrededor de una cuarta parte de los pacientes con

meningioma en los que se ha realizado una cirugfa curativa desde el punto de vista
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microscopico, recae a los 10 afos de la cirugia del tumor primitivo!3-1554297.299,
incrementandose la frecuencia de recrecimiento a los 5 y 10 anos al 50% y 100% de los
pacientes, en aquellos casos en los que la cirugfa ha sido parcial o subtotal.13-1554297,

De todas las caracteristicas clinicas e histopatologicas analizadas, la edad!¢>%, el
tamano del tumor!'®1%, el subtipo histologico!327.3435:299,300 y el orado de reseccion
tumoral!>16.301,302 " constituyen los factores prondsticos de mayor valor predictivo en
relaciéon con la supervivencia libre de recaida de los meningiomas. Ademas, existen
otras caracteristicas clinicas que influyen en la recurrencia de estos pacientes como son
la localizacion tumoral 13:1516,3459,198199 " e] oénero>1>1637.7283 ]a expresion de receptores
de progesterona®>3%3-305> y la tasa proliferativa del tumor!®198302306:308  Pese a estas
asoclaciones pronosticas, en la actualidad seguimos sin disponer de un sistema de
estratificaciéon prondstica en el que se combinen caracteristicas clinicas, biologicas y
genéticas de estos pacientes, y que permita predecir, a corto versus largo plazo, la
evolucion de los pacientes con meningioma, especialmente entre aquellos que muestran
un comportamiento histologico benigno. En este sentido, merece destacar los esfuerzos
realizados recientemente por diferentes grupos, incluyendo el nuestro, para establecer
sistemas de puntuacién pronodstica basados en la combinacion de la informacion
genética y otras caractetisticas clinicas y/o histolégicas del tumor'37198, Aun asi, el grado
de aceptacion de estos sistemas de puntuacion ha sido limitado, probablemente debido
a la combinacién de diversos factores, de los que cabe resaltar la escasa difusion de los
estudios genéticos en meningiomas, la carencia de sistemas predictivos a corto »s largo
plazo, y la necesidad de confirmar los hallazgos de estos estudios en series mas amplias,
a nivel multicéntrico. A continuacién, en este apartado, revisaremos los hallazgos mas
relevantes referidos en la literatura en relacion con aquellas caracteristicas clinicas y

biolégicas que se ha referido presentan un impacto en el prondstico de los
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meningiomas. Obviaremos la referencia al valor prondstico de las caracteristicas
citogenéticas del tumor, dado que éste se ha revisado anteriormente en esta

introduccion (secciones 3.3 y 3.4.3).

4.1.- IMPACTO PRONOSTICO DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS

DEL TUMOR PRIMITIVO.

Hoy se reconoce el impacto pronodstico de diferentes caracteristicas clinicas de
los meningiomas, a la hora de predecit su potencial de recrecimiento y/o recurrencia.
Dentro de ellas, aquellas que se asocian con una mayor probabilidad de recidiva
incluyen el tamafo¥-3"9-311 y la localizacion tumoral!3151634198 13 edad!6.198.299312 y el
género>1516377283,

Los meningiomas muestran un tamaflo muy variable que oscila desde <lcm a
tumores de gran tamafo (>5cm). En general, un mayor tamafio tumoral se ha
relacionado con una mayor tendencia a la recidiva’’3-311 y con un mayor grado de
invasion tumoral con adherencia a la membrana aracnoidea y al tejido cerebral
adyacente®-309310, Como ya sugiri6 Cushing en 192231 hoy se reconoce que la
frecuencia y comportamiento de los meningiomas varfan también de acuerdo a la
localizacion del tumor. Asi, los meningiomas que se encuentran en localizaciones
técnicamente mas complicadas a la hora de lograr una resecciéon completa del mismo, se
asoclan con una cirugfa mas conservadora —su extirpaciéon podria dafiar estructuras
cerebrales vasculares o neurales importantes—, lo que podria contribuir a explicar su
comportamiento clinico mas agresivo®’. Dentro de estas localizaciones se incluirfan la
base del craneo, los ventriculos o la pared del seno cavernoso!6>%198313-315 Segtin

algunos autores, en estos casos, la probabilidad de que ocurra un recrecimiento del
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tumor aumenta hasta el 40%, mientras que en los meningiomas con topografias mas
favorables (p.ej. los tumores localizados en la convexidad, en la hoz o en la médula
espinal), la tasa de recurrencia serfa significativamente inferior316317,

Mientras que para algunos autores, la edad a la que se diagnostica el meningioma
no es indicativa de un comportamiento mas agresivo!313318319 otros si han encontrado
una asociacion significativa entre la edad y la evolucion clinica de los pacientes, reflejada
en una supervivencia libre de recurrencia significativamente mas corta entre individuos
mas jovenes!®198.299312 Hspecialmente mal prondstico muestran los varones con una
edad al diagnéstico inferior a 40 aflos, y que son portadores de tumores
histologicamente malignos o de meningiomas benignos localizados en la base del
craneo>. En este sentido, merece destacar también que, aunque los meningiomas se
manifiestan con un predominio claro (>2/1) de mujeres sobre los varones,
especialmente en el caso de los tumores espinales y en los subtipos histolégicamente
benignos!-6329, el sexo masculino se ha asociado a peor prondstico!¢>+321, Esto podria
ser debido, entre otros factores, a que la relaciéon mujer/hombre se iguala e incluso se
invierte, en meningiomas atipicos y anaplasicos!>2>3%19%30 De acuerdo con estos
hallazgos, se ha sugerido que la ausencia de predominio femenino en los meningiomas
histolégicamente malignos, podria deberse a que las diferencias hormonales,
aparentemente importantes en la génesis de los meningiomas, dejarfan de tener un
papel activo en los tumores malignos3".

Durante décadas, estas diferencias en cuanto a la frecuencia y el
comportamiento clinico de los meningiomas en hombres y mujeres, se han relacionado
con factores hormonales®52322-325; as{, se ha descrito un crecimiento mas rapido de los
meningiomas y una exacerbacién de los sintomas, durante el embarazo320-328 y en la fase

latea del ciclo menstrual®®; ademas, se ha referido una posible asociacién entre el
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desarrollo de meningiomas y cancer de mama’3-332, Por otro lado, aproximadamente
70% de los meningiomas expresan receptores de progesterona, independientemente del
sexo del paciente3?; habiéndose relacionado la expresion de receptores de progesterona
con una evolucién mas favorable de la enfermedad*$:49.52303,322,333,334 " reflejada en una
menor tasa proliferativa y probabilidad de recidiva®2393-305. No obstante, un analisis
detallado de estos trabajos y sus hallazgos, muestra que en la actualidad, tanto las causas
concretas como los mecanismos especificos que conducen a un predominio femenino
de los meningiomas, siguen siendo desconocidos, pudiendo ser limitado el papel que
juegan las hormonas esteroideas en la ontogenia de los meningiomas®>. De forma
similar, el impacto prondstico del género sigue sin demostrarse de forma fehaciente;
junto a los estudios en los que se ha referido un peor prondstico en varones!>?%,
existen numerosos trabajos en los que esta asociaciéon prondstica no ha podido
confirmarse!>36:39313318 En este sentido, recientemente se ha demostrado una mayor
frecuencia de cariotipos complejos asociados a progresion tumoral y alteraciones de los
cromosomas 1p y 14 entre los varones, mientras que los meningiomas diagnosticados
en mujeres presentan alteraciones citogenéticas que incluyen una menor frecuencia de
monosomia 14 y del(1p) y una mayor proporcion de casos con aberraciones numéricas
de los cromosomas 22 y X6>67.9L113,122193,19819 " ]o que podria contribuir a explicar el
peor pronoéstico de los meningiomas en varones, referido en la literatura por algunos

autores.

4.2.- IMPACTO PRONOSTICO DE LAS CARACTERISTICAS

NEURORADIOLOGICAS DEL TUMOR PRIMITIVO.
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La introduccion de nuevas técnicas de diagnostico por imagen como la TAC, y
sobre todo la RMN, ha contribuido de forma notable a una mayor precision y
sensibilidad diagnodsticas y a un seguimiento postoperatorio mas estrecho de los
pacientes. Ademas, ha facilitado también una mejor caracterizaciéon de forma previa a la
cirugfa, tanto del tumor primitivo como de las recidivas, al permitir definir con
precisiéon, no soélo el tamafio, forma, densidad, puntos de calcificaciéon, grado de
extension del edema y limites entre los distintos tejidos, sino también la extension de la
afectacion dural y la posible invasion de estructuras vecinas!’. Desde el punto de vista
prondstico, los meningiomas con una morfologia plana, adheridos longitudinalmente a
la duramadre, y los de aspecto lobulado y sin calcificaciones, muestran tasas de recidiva
significativamente superiores a las de los tumores con morfologia mas esférica y
calcificaciones??3%. Estos ultimos suelen presentar ademads, menor tamafio y tasa de
crecimiento®¥3%. Aunque radiol6gicamente los meningiomas atipicos y anaplasicos con
frecuencia presentan apariencia heterogénea, una densidad de contraste homogénea,
una superficie cerebral nodular o irregular, un crecimiento ilimitado por el extremo de
la lesion, destruccion Osea, ausencia de calcificacién y/o presencia de un marcado
edema’®0340.341 "ninguna de estas caracteristicas es especifica de estos tumores pudiendo
también presentarse en meningiomas histolégicamente benignos3#2.

Desde el punto de vista prondstico, algunos autores han demostrado la
existencia de una asociacién significativa entre la presencia de edema peritumoral —y su
grado de extension— y el comportamiento agresivo/recurrencia de la enfermedad’?31>.
En este sentido, cabe sefialar que el edema peritumoral es habitualmente independiente
del tamafio del tumor, y puede aparecer también en menor frecuencia, en los subtipos
de meningiomas histolégicamente benignos3#2. Varios estudios sugieren que el edema

asociado a los meningiomas es debido a la existencia en el tumor de un alto indice
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proliferativo, con frecuencia asociado a la produccién de factores angiogénicos; estos
contribuirfan por un lado, al comportamiento mas agresivo de la enfermedad, y por otra
parte, a una mayor frecuencia de recurrencias®3*33#4 En este sentido, hoy se conoce
que al igual que ocurre en otros tumores, los meningiomas inducen angiogénesis a
través de mecanismos paracrinos que involucran entre otras moléculas, el receptor del
factor de crecimiento vasculo-endotelial (VEGER). Asi, la expresion de VEGEFR en
meningiomas se correlaciona de forma significativa con el grado de vascularizacion del
tumor y en general, sus niveles aumentan con el grado histolégico’* y entre aquellos

pacientes que muestran recidiva’07.346,347,

4.3.- IMPACTO PRONOSTICO DEL TRATAMIENTO QUIRURGICO.

En la actualidad, el tratamiento curativo de los meningiomas sigue
fundamentandose en la exéresis quirurgica completa del tumor, que se alcanza en la
mayoria de los casos, al tratarse de lesiones bien delimitadas®. Sin embargo, en aquellos
meningiomas que se sitian en localizaciones de dificil acceso, recubriendo estructuras
vasculares y/o neurales, o que invaden los tejidos adyacentes, con frecuencia resulta
imposible la resecciéon total del tumor#0340.348-351; en este caso, pueden plantearse
opciones terapéuticas complementarias como la administracion de radioterapia
convencional o la radiocirugfal®143503523% v de forma puntual, protocolos de
tratamiento quimioterapico®¢3%” y hormonal®¥$-3%0 que hasta ahora han demostrado una
eficacia muy limitada. Como cabria esperar, en este grupo de pacientes, la reseccion
quirurgica incompleta o subtotal del tumor y su base de implantacién en la duramadre,
representan un factor pronodstico adverso, asociandose con una elevada frecuencia de

recrecimiento y recidiva clinica del tumor!440298 Desde el punto de vista practico, en la
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actualidad siguen empleandose los criterios propuestos por Simpson en 19574 para la
evaluacion del grado de reseccion tumoral (Tabla 3). Estos criterios se fundamentan en
que, cuando se realiza la exéresis quirirgica de un meningioma, ésta persigue, no sélo
extirpar la masa tumoral en su totalidad, sino que, eliminar ademas la duramadre donde
se implanta el tumor, y un borde minimo de uno3!>¥! o dos cm3?*? mas alla de los
limites de implantacién tumoral, hasta donde se extenderian los nidos de células

neoplasicas 315-361,362,

Tabla 3. Criterios empleados para la definicién de los grados de reseccion tumoral de
Simpson*

Reseccion macroscopicamente completa del tumor, de su implantacion

Grado I
dural y del hueso afectado adyacente.
Grado 11 Reseccion macroscopicamente completa del tumor y coagulacion de su
base de implantacion.
Reseccién macroscéOpicamente completa del tumor intradural sin
Grado 11 P P

reseccion o coagulacion de su base de implantacion.

Grado IV Reseccion subtotal del tumot.

Grado V Descompresion o biopsia del tumor.

Aunque como hemos comentado anteriormente, existe una relaciéon inversa
entre la escala de Simpson y la evoluciéon de los pacientes con meningioma tras la
cirugfal»1516,301363 = ¢ésta dista de ser absoluta. Asf, aunque en la mayoria de los
meningiomas, tras la exéresis quirdrgica completa del tumor y su base de implantacion,

se alcanza la curaciéon y la enfermedad evoluciona de forma benigna sin otras
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complicaciones que las derivadas de la cirugfa, y con una esperanza de vida similar a la
de la poblacion general de la misma edad'®, la resecciéon completa del tumor no
garantiza que no se produzca recidiva; asi, se han referido tasas de recidiva a los 5y 10
afios que oscilan entre el 7-18%013-1554297 y 12-35%13-1554297.299 " respectivamente, en
aquellos meningiomas en los que se ha realizado una exéresis total del tumor. Ante
estos hallazgos, es importante insistir en la necesidad de diferenciar entre una verdadera
recidiva y el recrecimiento tumoral, a la hora de evaluar la supervivencia libre de
recidiva de pacientes con meningioma®!. Mientras que la recidiva implicaria la
reaparicién del meningioma después de una aparente desaparicién macroscopica del
mismo tras la exéresis quirargica, el recrecimiento reflejarfa el desarrollo progresivo de
un tumor cuya reseccion ha sido parcial o subtotal. En este ltimo supuesto, las tasas de
recrecimiento tumoral se incrementan hasta el 25-52% a los 5 afios!3-1554297 alcanzando
incluso el 100% de los pacientes cuando el seguimiento es =10 afios'* (Tabla 4).

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, se entiende que la efectividad de la
exéresis tumoral, y por tanto la probabilidad de recidiva y/o recrecimiento, pueda
depender en cierta medida de la localizacion del tumor!315.16,34,198,313-315,361,363-365 " 51 bien
existe cierta controversia a este respecto’®*8. Finalmente, merece destacar que cuando
comparamos las tasas de morbimortalidad de las intervenciones quirdrgicas por
recidivas con las de meningiomas primarios, las primeras se asocian a un mayor nimero
de complicaciones clinicas y una supervivencia global significativamente mas corta, lo
que podria estar relacionado segun algunos autores, con un mayor grado de agresividad
histologica, asociado a una tasa mas elevada de infiltracion de los tejidos circundantes,

en el caso de los tumores recurrentes3s-363,
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Tabla 4. Frecuencia de recidiva y/o recrecimiento tumoral en funcién del grado de
reseccion quirurgica referido en algunas de las series mas relevantes de la literatura.

SERIE (N’ de casos) % de recidiva % de recidiva % de recidiva % global
a los 5 afos a los 10 afios a los 15 afios de recidiva
Adegbite et al (n= 114)7
Grado I (n=33; 29%) 14% 12%
Grado II (n= 55; 48%) 18% 28%
Grado III (n= 7; 6%)
Grado IV (n= 18; 16%) 52% 68%

Grado V (n=1; 1%)

Mirinanoff et al (n= 225)13
Reseccién total

(n= 145; 64%) 7% 20% 32%
Reseccion subtotal
(n= 80; 36%) 47% 55% 91%
Mathiesen et al (n= 313)1
G I (n= 53; 17%) 3% 7-10%
G II (n= 135; 43%) 4% 11-15%
G III (n= 56; 18%) 25% 37-43%
G IV (n= 55; 18%) 45% 81-100%
GV (n= 14; 4%) 36% 63-100%
Perry et al (581)>*
Reseccion total
(n=463; 80%) 12% 25%
Resecciéon subtotal
(n=118; 20%) 39% 61%
Ayerbe et al (n= 285)15
G I (n= 108; 38%) 8% 31% 31%
G II (n= 134; 47%) 15% 35% 57%
G III-IV (n= 43; 15%) 30% 62% 79%
Ildan et al (n= 137)®
G I (n= 121; 88%) 7%
G1II (n= 11; 8%) 36%
G III (n= 5; 4%) 80%
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Los meningiomas son tumores primarios del SNC de naturaleza ectodérmica,
que se originan en las células meningoteliales de la aracnoides. Son tumores con un
marcado predominio en mujeres, generalmente de crecimiento lento e
histopatolégicamente benignos; sin embargo, en un porcentaje significativo de casos se
observan recidivas asociadas a veces, a un comportamiento clinico-biolégico agresivo,
incluso después de haberse realizado una exéresis quirurgica completa del tumor, lo que
influye de forma decisiva en el prondstico de la enfermedad. Pese a la asociacion
estrecha existente entre las caracteristicas histopatologicas de los meningiomas y el
pronodstico de la enfermedad, hoy se reconoce que incluso dentro del mismo subtipo
histolégico, los meningiomas muestran un comportamiento clinico y evolutivo
heterogéneo, independientemente de que se haya realizado una reseccién completa del
tumor, correspondiendo ademas (en numeros absolutos) la mayor parte de las recidivas
a tumores histologicamente benignos. Por todo ello, en los ultimos afios se ha
intensificado la busqueda de factores prondsticos que complementen la informacién
pronodstica del grado histopatolégico. A pesar de que se han identificado algunos
factores pronoésticos, la naturaleza exacta de las recidivas de los meningiomas sigue
siendo desconocida. Asi, la reapariciéon del tumor después de una exéresis total del
mismo bajo control radiolégico, podria ser debida a: 1) la persistencia de células
tumorales con capacidad clonogénica por la dispersiéon de células tumorales durante la
propia cirugfa; 2) a microinvasiéon de los vasos y tejidos circundantes, y/o; 3) a una
reseccion microscopica incompleta del tumor. Alternativamente, la recidiva podria
deberse al desarrollo de un nuevo tumor independiente del meningioma inicial, sobre
todo cuando ésta ocurre tras largos periodos —décadas— de remision.

En los dltimos afios se ha avanzado de forma notable en el conocimiento de las

anomalias cromosémicas mas frecuentes de los meningiomas. Asi, los estudios
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centrados en identificar los cambios genéticos asociados con la formacién y la
progresion maligna de los meningiomas han demostrado la existencia de un importante
namero de alteraciones cromosomicas. Probablemente estas alteraciones son debidas a
la interaccién de la célula tumoral con diferentes factores genéticos y ambientales que
estarfan en el origen de la fragilidad e inestabilidad cromosomica caracteristica de las
mismas, si bien, siguen sin conocerse los mecanismos intimos implicados en estos
procesos. Como resultado de los estudios citogenéticos y moleculares realizados, hoy
sabemos que los meningiomas son tumores genéticamente heterogéneos, en los que la
presencia de alteraciones numéricas de cromosomas representa un hallazgo
relativamente frecuente. De todas las alteraciones cromosémicas descritas en los
meningiomas, la monosomia 22/22q es la méis habitual, estando implicada en el
proceso de transformacion neoplasica. En contraposicion, otras alteraciones genéticas
caracteristicas de los meningiomas, como la deleciéon del cromosoma 1p y la
monosomia 14 se han relacionado, mas que con el origen del tumor, con su progresion.
Pese a estos hallazgos, hasta la fecha no se ha demostrado de forma sistematica la
relacion existente entre los patrones de alteraciones genéticas y de evoluciéon clonal
observadas en el tumor primitivo al diagnéstico y las subsiguientes recidivas, lo que
servirfa para establecer de forma mas precisa la relacion genética existente entre ambos.

Asimismo, aunque la presencia de deleciones de los cromosomas 1 y 14 se ha
asociado con un predominio en varones, subtipos histolégicos agresivos y un peor
prondstico, a diferencia de lo que ocurre con la monosomia 22/22q:, en la actualidad
seguimos sin disponer de estudios en los que se identifiquen de forma sistematica las
causas y mecanismos genéticos que podrian conducir al predominio femenino de los
meningiomas y a la relacién observada entre el género y algunas de estas alteraciones

cromosémicas. De forma similar, a pesar de la estrecha asociacién encontrada entre las
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pérdidas del cromosoma 14 y el prondstico de la enfermedad, son escasos los estudios
en los que se ha tratado de definir las alteraciones concretas de este cromosoma que
confieren un prondstico desfavorable. Esto es debido, al menos en parte, a limitaciones
técnicas, ya que hasta hace relativamente pocos afios, no disponfamos de técnicas de
alta resolucion para el analisis masivo de anomalias genéticas y gendmicas o la deteccion
de diferentes clones de células tumotrales a nivel intratumoral. En la actualidad, este
panorama se ha modificado y disponemos de una amplia baterfa de técnicas que
permiten alcanzar estos objetivos, entre las que se incluyen los “microarrays” de

expresion, los “arrays” de CGH o la iFISH multicolor, respectivamente.

Ante estos antecedentes, en el presente trabajo de tesis doctoral nos hemos

propuesto los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Profundizar en el conocimiento de la heterogeneidad genética de los
meningiomas recurrentes con el fin de establecer la posible relacion existente entre el
tumor primario y la recidiva, y avanzar en el conocimiento de los posibles mecanismos
genéticos/genémicos implicados en el predominio femenino de estos tumores y la
asoclacion de las alteraciones del cromosoma 14 con el comportamiento clinico-

biolégico y evolutivo de la enfermedad.
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Objetivos especificos:

1.- Determinar la relaciéon genética existente en pacientes con meningiomas
recurrentes, entre el tumor primario y la recidiva, y establecer el impacto de las
alteraciones cromosémicas detectadas en el comportamiento clinico, biolégico y

evolutivo del tumort.

2.- Analizar comparativamente los patrones de alteraciones cromosémicas y los
perfiles de expresion génica en meningiomas de varones y mujeres, y determinar su

posible implicacién en el predominio femenino de estos tumores.

3.- Caracterizar de forma detallada las anomalias del cromosoma 14 en

meningiomas y determinar su posible asociacion con las caracteristicas clinicas y el

comportamiento evolutivo del tumor.
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En esta seccion de la memoria se describen los pacientes, los materiales y los
métodos empleados, asi como los resultados obtenidos en relaciéon a cada uno de los
objetivos planteados, mediante la inclusion de los articulos publicados como
consecuencia del trabajo realizado. Cada uno de los articulos referidos esta precedido
de un breve resumen en castellano que facilita una rapida revision de la informacion

contenida en los mismos. Los articulos incluidos en este apartado son:

- En relacién con el primer objetivo, centrado en analizar la relacion citogenética
existente entre el tumor primario y la recidiva, y establecer el impacto de las alteraciones
cromosémicas detectadas en el comportamiento clinico, biolégico y evolutivo del

tumor:

3.1.- The cytogenetic relationship between primary and recurrent
meningiomas points to the need for new treatment strategies in cases at high
risk of relapse.

AB Espinosa, MD Tabernero, A Maillo, JM Sayagués, ] Ciudad, M Merino,
MC Alguer6, AM Lubombo, P Sousa, A Santos-Briz, A Orfao. Clinical Cancer Research,

2006, 12: 772-780.

3.2.- Early recurrences in histologically benign/grade I meningiomas are
associated with large tumors and coexistence of monosomy 14 and del(1p36) in
the ancestral tumor cell clone.

A Maillo, A Orfao, AB Espinosa, JM Sayagués, M Merino, P Sousa, M Lara,

MD Tabernero. Neuro-Oncology, 2007; 9: 438-446.
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- En relaciéon con el segundo objetivo, que persegufa investigar la posible
implicacién de las alteraciones cromosomicas y de los perfiles de expresion génica de

los meningiomas, en el predominio en mujeres de estos tumores:

3.3.- Patient gender is associated with distinct patterns of chromosomal
abnormalities and sex chromosome-linked gene-expression profiles in
meningiomas.

MD Tabernero, AB Espinosa, A Maillo, O Rebelo, | Fernandez Vera, |M

Sayagués, M Merino, P Diaz, P Sousa, A Orfao. The Oncologist, 2007, 12: 1225-1236.

- En relacion con el tercer objetivo, relacionado con la caracterizacion detallada
de las anomalfas del cromosoma 14 en meningiomas, y el analisis de su posible

asociacion con las caracteristicas y el comportamiento evolutivo del tumor:

3.4.- Characterization of chromosome 14 abnormalities by interphase in
situ hybridization and comparative genomic hybridization in 124 meningiomas.

MD Tabernero*, AB Espinosa*, A Maillo, JM Sayagués, MC Alguer6, E
Lumbreras, P Diaz, JM Gongalves, I Onzain, M Merino, F Morales, A Orfao. Awmerican

Journal of Clinical Pathology, 2005; 123: 744-751.

3.5.- Array-based comparative genomic hybridization of mapped BAC

DNA clones to screen for chromosome 14 copy number abnormalities in

meningiomas.
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AB Espinosa, C Mackintosh, A Maillo, L. Gutierrez, P Sousa, M Merino, ]

Ortiz, E de Alava, A Orfao, MD Tabernero. European Journal of Human Genetics, 2008 (in

press).
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3.1.- ARTICULO 1: La relacién citogenética entre meningiomas
primarios y recurrentes sugiere la necesidad de nuevas estrategias terapéuticas

en pacientes con alto riesgo de recidiva.

OBJETIVO. La recidiva constituye la complicacion clinica mas relevante de los
meningiomas; sin embargo, seguimos sin conocer cual es la relaciéon existente entre el
tumor primario y el recidivante. El objetivo del presente trabajo se centra en analizar la

relacion citogenética existente entre el meningioma primario y su recidiva.

METODOS. En este trabajo analizamos las alteraciones numéricas de 12
cromosomas en 59 muestras tumorales correspondientes a 25 pacientes con
meningiomas recurrentes, empleando técnica de hibridaciéon in situ fluorescente
multicolor sobre suspensiones celulares depositadas en portaobjetos. Ademas, en 47 de
los 59 tumores estudiados, se determind la distribucion de los diferentes clones
presentes en el tumor en secciones de tejido incluidas en parafina. En paralelo, se
estudiaron 132 casos diagnosticados de forma correlativa a los tumores recurrentes y

que no presentaron recidiva.

RESULTADOS. lLa mayoria de los meningiomas analizados mostraron
aberraciones citogenéticas complejas, asociadas con la presencia de dos o mas clones
distintos de células tumorales en el tumor primario. Ademas, en la mayorfa de los
tumores recidivantes (76%), se identificaron exactamente los mismos clones de células
tumorales respecto a los detectados en el tumor primitivo. En los demas tumores
recidivantes (26%), observamos la aparicién de nuevos clones de células tumorales,

citogenéticamente relacionados con los detectados en el tumor primario; en ellos
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observamos la adquisicién de una o mds aberraciones cromosémicas adicionales y/o la
desaparicién de uno o mas clones de aquellos que se identificaban en la lesién primaria.
El analisis multivariante de factores prondsticos mostré que, el indice prondstico
definido mediante el sistema de puntuacion de Maillo et al —basado en la edad del
paciente, la clasificaciéon de la OMS vy las pérdidas del cromosoma 14—, junto con el
tamafio del tumor al diagnéstico, constituian la mejor combinaciéon de variables

independientes a la hora de predecir la recidiva tumoral.

CONCLUSIONES. En conjunto, nuestros resultados sugieren que en los
meningiomas, la recidiva que sigue a una reseccioén quirurgica completa, podria deberse
al recrecimiento del tumor primario, y raramente al desarrollo de un nuevo tumor
independiente del meningioma inicial, al estar relacionados desde el punto de vista
citogenético, los clones de células neoplasicas detectados en el tumor primario y la
recidiva. Estos hallazgos, sugieren la necesidad de desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas en pacientes con meningioma y elevado riesgo de recidiva, particularmente
en aquellos pacientes que presentan un indice prondstico elevado y tumores de gran

tamafo.

74



Imaging, Diagnosis, Prognosis

The Cytogenetic Relationship between Primary and Recurrent
Meningiomas Points to the Need for New Treatment
Strategies in Cases at High Risk of Relapse

Ana Belén Espinosa,’ Maria Dolores Tabernero,! Angel Maillo,? José Maria Sayagués,*
Juana Ciudad,* Marta Merino,? Maria Carmen Alguero,' Anne Marie Lubombo,?
Pablo Sousa,? Angel Santos-Briz,® and Alberto Orfao*

Abstract

Purpose: Recurrence is the major factor influencing the clinical outcome of meningioma patients
although the exact relationship between primary and recurrent tumors still needs to be clarified.
The aim of the present study is to analyze the cytogenetic relationship between primary and sub-
sequent recurrent meningiomas developed within the same individual.

Experimental Design: Multicolor interphase fluorescence in situ hybridization was done for the
identification of numerical abnormalities of 12 chromosomes in single-cell suspensions from 59
tumor samples corresponding to 25 recurrent meningioma patients. In 47 of these tumors, the
distribution of different tumor cell clones was also analyzed in paraffin-embedded tissue sections.
In parallel, 132 nonrecurrent cases were also studied.

Results: Most recurrent meningiomas showed complex cytogenetic aberrations associated with
two or more tumor cell clones in the first tumor analyzed. Interestingly, in most individuals (74%),
exactly the same tumor cell clonesidentifiedin the initial lesion were also detected in the subsequent
recurrent tumor samples. Inthe recurrent tumor samples of the remaining cases (26 %), we observed
tumor cell clones related to those detected in the initial lesion but which had acquired one or more
additional chromosome aberrations associated with either the emergence of new clones with more
complex karyotypes or the disappearance of the most representative clones from the primary
lesions. Multivariate analysis of prognostic factors showed that the Maillo et al. prognostic score,
based on age of patient, tumor grade, and monosomy 14, together with tumor size was the best
combination of independent variables for predicting tumor recurrence at diagnosis.

Conclusion: Overall, our results indicate that the development of recurrent meningiomas after
complete tumor resection is usually due to regrowth of the primary tumor and rarely to the emer-
gence of an unrelated meningioma, underlining the need for alternative treatment strategies in cases
at highrisk of relapse, particularly those with a high Maillo et al. prognostic score and larger tumors.

Meningiomas are usually considered as benign tumors.
Nevertheless, recurrences occur in between 10% and 25% of
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cases undergoing a complete resection of the tumor (1-4) and
they represent the major factor influencing patient’s outcome
(3, 5-7). In the last decade, important advances have been
made as regards the identification of prognostic factors for
predicting recurrence of meningiomas. Thus, the combination
of malignant histology, younger age, and monosomy 14 is
currently considered as the most relevant triad of adverse
prognostic factors for recurrence of meningiomas (3, 4, 7-11).
Despite this, recurrences are still observed in histologically
benign tumors occurring in older patients who do not carry
monosomy 14 (12-14). Because of this and the fact that
recurrent meningiomas usually show identical histopathologic
characteristics to those observed at diagnosis, the question
remains about whether tumor recurrence, even many years after
surgery, could be due to regrowth of the tumor, emergence of
another meningioma, or both. In fact, among other additional
prognostic factors, the extent of the surgical resection has been
considered as an obvious prognostic factor because tumors that
undergo a wider excision will be less likely to recur (6, 7, 12, 15,
16). In turn, the effectiveness of tumor resection could also be
related to its localization (3, 6-8, 15, 17) although this still
remains controversial (2, 18). Therefore, with the exception of
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those cases in which complete surgical resection of the tumor
cannot be achieved, no definitive systematic demonstration of
the exact relationship between diagnostic and recurrent tumors
occurring in the same individual has thus far been obtained.
At present, it is well established that meningiomas are
genetically heterogeneous tumors which usually show variable
patterns of intratumoral clonal evolution due to chromosomal
instability (1, 3, 4, 10, 18-25). Interestingly, previous reports
suggest that different tumor cell clones could display a distinct
distribution throughout the tumor (21, 26). Because of this,
detailed analysis of the patterns of intratumoral clonal
evolution in diagnostic and subsequent recurrent meningioma
samples provides a unique tool for establishing a link between
primary and recurrent tumor lesions in individual patients.
Previous reports which have explored the chromosome
abnormalities in meningioma patients studied at diagnosis
and later on at recurrence (19, 27 -29) have either included few
cases (17, 28, 30, 31) or used conventional cytogenetic
techniques which hamper the identification of all tumor cell
clones present in a sample due to the relatively low percentage
of neoplastic metaphases analyzed from all tumor cells (29). In

turn, multicolor interphase fluorescence in situ (iFISH) analyses
have not been systematically employed.

In the present study, based on a series of 157 patients,
we compared the cytogenetic patterns obtained through iFISH
analysis of primary versus recurrent meningiomas sequentially
developing in the same individual. Our results indicate that the
development of recurrent meningiomas after complete tumor
resection is usually due to regrowth of the primary tumor and
rarely due to the emergence of an unrelated meningioma. In
these patients, tumor size together with the prognostic score
proposed by Maillo et al. (8), based on age of patient, tumor
histopathology, and the presence of monosomy 14, represented
the best combination of independent prognostic factors for
predicting recurrence-free survival.

Materials and Methods

Patients. A total of 157 consecutive meningioma patients who
underwent a complete surgical resection according to the Simpson
criteria (32) at the Neurosurgery Service of the University Hospital of
Salamanca (Spain) were included in this study (Table 1). Follow-up

Table 1. Clinicobiological characteristics of meningioma patients with disease recurrence (n = 25)
Case Age Gender Tumor Tumor histology  Tumor iFISH findings at No. of Relapse- Death
no. (y) grade localization diagnosis™® recurrences free survival'
(mo)
1 13 Female 1/Benign Meningotheliomatous Cranial base —(1p,9,10,22)/TT 2 12 Yes
2 26 Male 1/Benign  Meningotheliomatous Cranial base Diploid * 1 99 No
3 34 Female 1/Benign  Transitional Cranial base Diploid 1 38 No
4 35 Female 1/Benign Meningotheliomatous Cranial base Diploid/TT 3 37 Yes
5 4 Male 1/Benign  Meningotheliomatous Convexity —(1p14,22) /+1q/TT? 1 242 No
6 43  Female 1/Benign  Meningotheliomatous Ventricular +(19,7) /19A 2 23 Yes
7 43  Male 1/Benign Meningotheliomatous Convexity —1p/+15 1 12 No
8 44  Female 1/Benign Meningotheliomatous Cranial base Diploid * 1 30 No
9 46  Male 1/Benign  Meningotheliomatous Tentorial —(1p14,22) ¢ 1 24 No
10 53 Male 1/Benign Meningotheliomatous Tentorial —(14,22)* 3 16 Yes
1 54  Female 1/Benign  Transitional Convexity —-22/TT 2 54 No
12 60 Female 1/Benign Psammomatous Tentorial —22/TT 2 32 No
13 60 Male 1/Benign Meningotheliomatous Tentorial —(1p,10,14,18) 3 49 No
14 63 Male 1/Benign Meningotheliomatous Convexity —(1p,10,14,18,22Y) 3 23 No
15 7 Female 1/Benign Meningotheliomatous Spinal —(9,18,22,X) /19A 1 120 No
16 73  Male 1/Benign  Meningotheliomatous Cranial base —(1p,22) /TT 2 38 No
17 76  Female 1/Benign Meningotheliomatous Cranial base -22/TT 1 33 No
18 16 Male 2/Atypical  Atypical Convexity —(1p1qg)/+9 2 21 Yes
19 23 Female 2/Atypical Atypical Convexity —14/+(19,22,X) /19A 5 90 Yes
20 33 Male 2/Atypical  Atypical Ventricular —(1p10Y)/+(9,22)/TT 2 11 Yes
21 34 Female 2/Atypical Atypical Cranial base TT/triploid/1gA 6 23 Yes
22 38 Female 2/Atypical Atypical Ventricular =22/+(1417)/TT 2 9 Yes
23 72  Female 2/Atypical Atypical Convexity —(1p14,22,X) / 1 122 No
+(19,7.917) /1qA/TT?
24 73  Male 2/Atypical  Atypical Tentorial —(1p14,18,22Y)/ 2 7 No
+7/19A/TT
25 30 Male 3/Anaplastic Anaplastic Cranial base Diploid/TT 1 31 Yes
NOTE:TT, tumor cells undergoing tetraploidization with respect to the previous tumor cell clone; A, genetic amplification; +, chromosome gain; —, chromosome loss.
*Overall chromosome abnormalities detected.
tRelapse-free survival as measured from diagnosis to first relapse.
+Only one tumor sample analyzed due to lack of enough tumor material for iFISH studies from the other samples.
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Table 2. Recurrent meningiomas (n = 25): distribution of tumor cell clones in sequential tumor samples obtained at
diagnosis and/or subsequent recurrences
Case no. Clones* % of cells at diagnosis % of cells at recurrence
Ist 2nd 3rd 4th 5th 6th
1 —(1p,9,10,22) 92 93 93
TT 8 7 7
2 Diploid 100
3 Diploid 100 100
4 Diploid 90 95 96 96
T 10 5 4 4
5 —(1p14,22)+(1q) 92
TT 8
6 +(7) 46 52
+(7) /19A 46 32
+(71q) 8 16
7' —(1p) 39 0
—(1p)+(15) 61 0
—(1p10,14) +(15) 0 90
T 0 10
8 Diploid 100
9 —(1p14,22) 100
10 —(14,22) 100
11 —(22) 93 94 94
TT 7 6 6
12 -(22) 90 86 90
T 10 14 10
13 —(1p,10,14,18) 93 96
T 7 4
14 —(1p10,14,18,22Y) 100 100
15 —(9.18,22,X) /19A 93 94
T 7 6
16 —(1p,22) 91 94 95
TT 9 6 [
17 —(22) 87 87
T 13 13
18 —(1p]q) 85 42 45
—(1p,1g)+(9) 15 58 55
197 —(14) 47 18 40 14
—(14)+(22,X) 15 0 0 0
—(14)+(22,X,1q) 19 18 10 0
—(14)+(22,X) /1gA 19 64 50 60
—(1p14)+(22,X1q) 0 0 0 26
(Continued on the following page)

controls, done with magnetic resonance imaging techniques, showed
absence of any residual tumor lesion after surgery in all cases,
including patients showing recurrence of the tumor. At the closing of
this study, 25 patients had relapsed with a median follow-up of 91 +
46 months (range, 25-181 months) versus 83 + 49 months (range,
13-170 months) for the nonrecurrent tumors (P > 0.05). The overall
number of recurrences observed for the 25 relapsed patients was 51,
ranging between 1 and 6 recurrences per patient. From them, 12
patients (48%) were males and 13 (52%) were females with a mean
age of 46 + 19 years (range, 13-76 years); there was no family history
of meningioma for any of the patients. Tumor localization at
diagnosis for recurrent versus nonrecurrent meningioma patients
was distributed as follows: cranial base including posterior fossa,

Clin Cancer Res 2006;12(3) February1, 2006

36% versus 33% of the cases; cerebral convexity, 28% versus 24%;
parasagittal and tentorial, 20% versus 33%; ventricular, 12% versus
1%; and spinal, 4% versus 10% of the patients. Histologic diagnosis
was established according to the WHO criteria (33). At diagnosis, 17
of 25 relapsed patients (68%) and 125 of the 132 nonrelapsed cases
(94%) were classified as grade 1 or benign subtypes with a median
relapse-free survival of 34 versus 84 months; 7 (28%) versus 6 (5%)
were grade 2 or atypical with a median relapse-free survival of 21
versus 94 months; and 1 (4%) versus 1 (1%) were diagnosed as grade
3 or anaplastic tumors with a relapse-free survival of 31 versus 55
months.

From the prognostic point of view, all cases were classified according
to the Maillo et al. (8) scoring system based on age of patient (<45,
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Table 2. Recurrent meningiomas (n = 25): distribution of tumor cell clones in sequential tumor samples obtained at
diagnosis and/or subsequent recurrences (Contd)
Case no. Clones* % of cells at diagnosis % of cells at recurrence
1st 2nd 3rd 4th 5th 6th
20" —(1p,10Y) 78 0
—(1p,10Y)+(9,22) 13 0
TT 9 21
—(1p,10,14Y) 0 61
—(1p,10,14)+(9,22) 0 16
217 TT 66 56 88 59 73 46 69
TT/19A 17 38 0 36 20 0 21
Triploid 17 6 12 5 7 8 10
—(X) /19A/TT 0 0 0 0 0 8 0
—(X)/TT 0 0 0 0 0 38 0
22 —(22) 20 23
—(22)+(17) 35 42
—(22)+(1417) 40 30
TT 5 5
23 —(1p14,22,X)+(17) 36
—(1p14,22,X)+(17) /19A 31
—(1p14,22,X)+(19,7,917) 21
TT 12
24" —(Y) 17 0 0
- /7T 15 40 41
—(Y,1p14,18,22) 48 0 0
—(Y1p14,18,22)+(7) /19A 20 0 0
—()+(@7)/TT 0 40 40
—(Y) /19A 0 20 19
25 Diploid 96 65
TT 4 35
NOTE: Results expressed as percentage of cells for each clone from all tumor cells in the sample.
*Cytogenetic nomenclature for iFISH according to the International System for Human Cytogenetic Nomenclature 1995. Diploid in female: nuc ish
Xcen(DXZ1x2), 1p36(D122x2), 1cen(D125x2), 7cen(D7Z1x2), 9934 (ABLx2), 10cen(D10Z1x2), 11q13(CCND1x2), 14g32.3(IGHx2), 15922 (PMLx2), 17q12-
21 (RARAX2),18q21 (BCL2x2), 22q11.2(BCRx2). Diploid in male: nuc ish Xcen (DXZ1x1), Ycen(DYZ3x1), 1p36 (D122x2), 1cen(D1Z5x2), 7cen(D7Z1x2), 9934 (ABLx2),
10cen(D10Z1x2), 11913 (CCND1x2), 14932.3(IGHx2), 15922 (PMLx2), 17912-921 (RARAx2), 18921 (BCL2x2), 22q11.2(BCRx2). Triploidy in female: nuc ish
Xcen (DXZ1x3), 1p36(D122x3), 1cen(D125x3), 7cen(D7Z1x3), 9934 (ABLx3), 10cen(D10Z1x3), 11913(CCND1x3), 14g32.3(IGHx3), 15922 (PMLx3), 17q12-
21 (RARAX3), 18921 (BCL2x3), 22q11.2(BCRx3). —1p: nuc ish 1p36 (D1Z22x1); —1q: nuc ish 1cen(D1Z5x1); —9: nuc ish 934 (ABLx1); —10: nuc ish 10cen(D10Z1x1);
—14: nuc ish 14932.3(IGHx1); —18: nuc ish 18921 (BCL2x1); —22: nuc ish 22q11.2(BCRx1); —X: nuc ish Xcen(DXZ1x1); —Y: nuc ish Ycen(DYZ3—); +1q: nuc ish
1cen(D1Z5x3); +7: nuc ish 7cen(D7Z1x3); +9: nuc ish 9934 (ABLx3); +14: nuc ish 14932.3(IGHx3); +15: nuc ish 15922 (PMLx3); +17: nuc ish 17q12-q21 (RARAX3);
+22: nuc ish 22q11.2(BCRx3); +X: nuc ish Xcen (DXZ1x3).
+ New chromosomal abnormalities observed in emerging clones, not identified at the first study, are highlighted in bold. TT, tumor cells undergoing tetraploidization with
respect to the previous clone; A, genetic amplification.

score = 1; =45, score = 0), tumor grade (grade 1, score = 0; grade 2 or 3,
score = 1), and the presence (score 1) or absence (score 0) of mono-
somy 14.

Tumor specimens were obtained by conventional surgical proce-
dures. Part of the tumor showing both macroscopic and microscopic
infiltration was divided into two parts. One was fixed in formalin and
embedded in paraffin using conventional procedures and the other was
employed to prepare single-cell suspensions as previously described in
detail (34).

iFISH studies. iFISH analyses were done in diagnostic tumor
samples from all 150 patients. Sequential iFISH studies were done in a
total of 53 samples (16 diagnostic and 37 relapse tumor samples)
corresponding to 19 of the 25 patients studied. A minimum of
two different samples was analyzed per patient. In the remaining
six recurrent meningiomas, iFISH studies were done exclusively at
diagnosis. In addition, to establish the potential existence of
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preferential tissue localization of the different clones present in a
meningioma tumor sample, formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
sections from 47 samples corresponding to 37 patients with at least two
distinguishable clones by iFISH were analyzed. In these latter studies,
nine different tumor areas were screened per sample.

iFISH assays for the detection of numerical abnormalities of
chromosomes 1, 7, 9, 10, 11, 14, 15, 17, 18, 22, X, and Y were done
according to previously reported techniques (34) both on freshly
obtained single-cell suspensions, after fixation in methanol/acetic (3:1,
v/v), and on unstained 5-um formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
sections placed on poly-L-lysine - coated slides (BioGenex, San Ramon,
CA). The following commercially available probes, all obtained
from Vysis, Inc. (Downers Grove, IL) except the 1p36 Midi-Satellite
fluorescein-labeled probe which was purchased from Q-BIOgene
(Carlsbad, CA), were systematically used in double stainings: for chro-
mosomes 9 and 22, LSI BCR/ABL dual-color probe; for chromosomes
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15 and 17, LSI PML/RAR-a dual-color probe; for chromosomes 11 and
14, LSI IgH/CCND1 dual-color probe; for chromosomes 14 and 18, LSI
IgH/BCL2 dual-color probe; for chromosomes X and Y, CEP X DNA
probe, conjugated with Spectrum Orange, and CEP Y DNA probe,
conjugated with Spectrum Green; for chromosomes 7 and 10, CEP 7
DNA probe, conjugated with Spectrum Orange, and CEP 10 DNA
probe, conjugated with Spectrum Green; for chromosome 1, both the
1p36 midi-satellite fluorescein-labeled probe and the CEP 1q12 DNA
probe. Once hybridized, the cell nuclei were counterstained with 4,6-
diamidino-2-phenylindole (0.1 pg/uL) and Vectashield (Vector Labo-
ratories, Inc., Burlingame, CA) was used as antifading agent.

A BX60 fluorescence microscope (Olympus, Hamburg, Germany)
equipped with a 100% oil objective was used for counting the number
of hybridization spots per nuclei; for each slide, a minimum of 200
nuclei were counted. Only those spots with a similar size, intensity, and
shape in nonoverlapping nuclei with a distinct nuclear border were
evaluated; doublet signals were considered as single spots. The criteria
used for the definition of the presence of numerical abnormalities for
each individual chromosome, as well as for the definition of a tumor
cell clone, were based on the analysis of normal interphase nuclei as
previously described in detail (34).

Flow cytometric analysis of tumor cell DNA contents. In all patients
studied, flow cytometric measurement of tumor cell DNA contents was
done using aliquots of the same freshly frozen diagnostic tumor
samples used for iFISH studies as described elsewhere (34, 35) for a
minimum of 10? events per sample. The presence of DNA aneuploidy
was defined based on the identification of two Go-G, populations of
cells with different DNA contents. In DNA aneuploid cases, a second
sample aliquot containing normal diploid control cells added to the
tumor sample was used to confirm which of the two Gy-G; populations
corresponded to the DNA aneuploid tumor cells. DNA index, as well as
the cell cycle distribution of tumor cells, was calculated as previously
described in detail after excluding cell doublets and debris (35).

Statistical methods. For all variables included in the present study,
their mean and median values, SD, and range were calculated using the
SPSS 11.0 software package (SPSS, Inc., Chicago, IL). The x? and either
the Mann-Whitney U or the Kruskal-Wallis test were used to assess the
statistical significance of the differences observed between groups for
qualitative and quantitative variables, respectively. Survival curves were
plotted according to the method of Kaplan and Meier and the log-rank
test was used for their comparison. Cox regression was used for the
multivariate analysis of prognostic factors for relapse-free survival. In the
multivariate analysis, only those variables showing a significant effect on
relapse-free survival in the univariate study were included. Statistical
significance was considered to be present when P < 0.05.

Results

Chromosomal abnormalities in recurrent meningioma patients
as detected by iFISH. iFISH analysis of tumor samples from
those patients who relapsed showed variable cytogenetic
patterns in the first tumor sample analyzed. Interestingly, only
8 cases (32%) showed either a normal diploid chromosome
pattern (n = 5) or monosomy 22 associated with small
tetraploid clones (n = 3). All other cases (n = 17; 68%)
displayed complex iFISH patterns consisting of multiple
chromosome aberrations (Tables 1 and 2). From these 17 cases,
3 (18%) showed one clone with simultaneous loss of between
two and six different chromosomes, 7 (41%) displayed two
clones, 3 (18%) had three different tumor cell clones, and in the
remaining 4 cases (23%), four different tumor cell clones were
identified. The exact abnormalities detected in each of these
tumor cell clones are shown in Table 2.

Monitoring of chromosomal abnormalities in recurrent follow-
up tumor samples. Interestingly, 14 of the 19 (74%) meningi-
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oma patients in whom sequential analysis of recurrent tumor
samples was done showed tumor cell clones displaying identical
cytogenetic aberrations by iFISH as those observed in the initial
study. In three of the remaining five patients, at least one of the
tumor cell clones identified in the first sample studied showed
acquisition of one or more additional aberrations. The chromo-
somal aberrations acquired included (a) monosomy 14 in
association or not with trisomy 9 and 22 and disappearance of
the two initially predominant clones in one patient (case 20); (b)
variations in two tetraploid clones with acquisition of monoso-
my X in a second individual (case 21); and (c) acquisition of
additional chromosome 1 abnormalities in a tumor cell clone
carrying —14, in association with the disappearance of two
minor clones initially detected, in the third case (case 19). One
additional patient showed emergence of two new clones: a
tetraploid tumor cell clone which was not detected initially,
together with acquisition of monosomy 10 and 14 in the most
represented clone in the first study (case 7). The fifth case showed
the disappearance of the most abundant tumor cell clones
observed in the first sample studied (case 24; Table 2).

Tissue localization of different tumor cell clones. Only 1 of 47
samples analyzed showed the clear presence of different tumor
cell clones at variable percentages in different areas of the tumor
tissue (Fig. 1A and B). In all other tumor samples, simultaneous
coexistence of all tumor cell clones was observed in all areas
analyzed. However, it should be noted that nuclei from small
tetraploid tumor cell clones tended to have larger nuclei and to
predominate in areas showing lower cell densities.

Clinicobiological characteristics of recurrent versus nonrecur-
rent meningioma patients. Table 3 shows the clinical and
biological characteristics of the 25 recurrent meningioma
patients studied in comparison with a group of 132 patients
diagnosed during the same period and who were disease-free by
the end of the study. As illustrated, recurrence was associated
with a higher frequency of males (48% versus 30%; P = 0.08)
and younger patients (mean age, 46 + 19 versus 61 * 14 years;
P < 0.001). Moreover, three of four ventricular tumors had
recurrence whereas this was observed in only 1 of the 14 spinal
meningiomas (P = 0.01). In comparison with the nonrecurrent
tumor group, recurrent patients also showed larger tumors
(average tumor size, 55 + 19 versus 42 + 16 mm; P = 0.003), a
higher incidence of multifocal (20% versus 6%; P = 0.04), and
histologically aggressive tumors (32% versus 4%; P < 0.001), as

Fig. 1. lllustrative iFISH patterns showing the differential distribution of a tumor
cell clone in different areas of the same meningioma tumor tissue sample. A and B,
iFISH hybridizations for chromosomes 17 and 22 in two different areas of the same
tumor. A, area where the predominant tumor cell clone displayed monosomy

22 (green signals) and trisomy 17 [dual green and red (yellow) spots]; B, area from
the same tumor hybridized with the same probes where this tumor cell clone was
almost absent.
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Table 3. Clinical and biological characteristics of recurrent versus nonrecurrent meningiomas and their prognostic
effect for relapse-free survival
Recurrent Nonrecurrent P, x? test Prognostic effect for
meningiomas meningiomas relapse-free survival
(n =25) (n =132)
P, univariate P, multivariate
analysis analysis”
Sex

Male 12 (48%) 40 (30%)

Female 13 (62%) 92 (70%) 0.08 013
Age (y) 46 +19 61 +14 <0.001 <0.0001 0.96
Multifocal tumors 5 (20%) 8 (6%) 0.04 0.02 0.51
Tumor localization

Ventricular 3 (12%) 1 (1%)

Convexity 7 (28%) 32 (24%)

Tentorial 5 (20%) 43 (33%)

Cranial base 9 (36%) 43 (33%)

Spinal 1 (4%) 13 (10%) 0.01 0.0002 0.56
Tumor size (mm) 55+ 19 42 +16 0.003 0.002 0.003
Tumor histology

Meningotheliomatous 14 (56%) 96 (73%)

Fibroblastic 0 (0%) 1 (1%)

Transitional 2 (8%) 13 (10%)

Psammomatous 1 (4%) 15 (11%)

Atypical 7 (28%) 6 (5%)

Anaplastic 1 (4%) 1 (1%) 0.003 0.0001 0.99
Tumor grade (WHO)

1 17 (68%) 124 (96%)

2/3 8 (32%) 7 (4%) <0.001 <0.0001 0.64
% of S phase by flow cytometry 14+13 12+19

(01-5.4) (0.02-14.3) 01 0.97
DNA aneuploidy by flow cytometry 6 (25%) 21 (17%) 0.4 0.20
No. tumor cell clones by flow cytometry
{3 clones 18 (78%) 125 (95%) 0.01 0.0005 0.98
>3 clones 5 (22%) 6 (5%)
No. tumor cell clones by iFISH

{3 clones 16 (64%) 110 (83%)

>3 clones 9 (36%) 22 (17%) 0.05 0.02 0.63
Ancestral tumor cell clone

Diploid/—22 8 (32%) 74 (56%) 0.03 0.03 0.21

Other 17 (68%) 58 (44%)

Prognostic score”

0 5 (20%) 92 (70%)

1 11 (44%) 36 (27%)

2 7 (28%) 4 (3%)

3 2 (8%) 0 (0%) <0.001 <0.0001 0.003
% Deaths 40% <0.001 NE NE
NOTE: Results expressed as number of cases and percentage in brackets or as mean + 1 SD. NE, not evaluated.

*P values for multivariate analysis are shown only for those variables entering this part of the study.
tMaillo et al. (8) prognostic scoring system based on age of patient, tumor grade, and monosomy of chromosome 14.

well as a greater percentage of cases with an adverse prognostic
score (score 2 and 3) according to the classification of Maillo
et al. (ref. 8; 36% versus 3%; P < 0.001). Regarding the fre-
quency of numerical abnormalities for the individual chromo-
somes analyzed, recurrent meningiomas showed a greater
proportion of cases with del(1p36) (P = 0.006), del(10q)/
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—10 (P = 0.05), del(14q)/—14 (P < 0.001), del(18q)/—18
(P =0.01), gains of chromosomes 1q (P = 0.004), 7 (P = 0.02),
9 (P < 0.001), and 22 (P = 0.005) and of women with
monosomy X (P = 0.005) with respect to nonrecurrent cases
(Table 4). In addition, recurrent meningiomas showed a higher
proportion of cases carrying three or more tumor cell clones
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by both iFISH and flow cytometry DNA analysis (P = 0.05 and
P =0.01, respectively). By contrast, recurrent meningiomas had
diploid or —22 ancestral tumor cell clones less frequently than
the nonrecurrent tumor group (32% versus 56%; P = 0.03;
Table 3). As expected, a higher incidence of deaths (40% versus
3%; P < 0.001) and a lower overall survival were observed
among recurrent cases (median overall survival, 255 months
versus not reached; P = 0.0001). Multivariate analysis of
prognostic factors for relapse-free survival showed that the
prognostic score proposed by Maillo et al. (8), which takes into
account tumor grade, age of patient, and chromosome 14
abnormalities (P = 0.003), together with tumor size (P = 0.003)
was the best combination of independent variables for predict-
ing patient outcome.

Discussion

Recurrence is the major clinical complication of meningiomas
occurring in up to one quarter of all patients undergoing curative
surgery (1-4) as also found in our series. Despite the identi-
fication of predictive factors for tumor recurrence, its exact
nature remains largely unknown. Accordingly, tumor recurrence
after complete surgical resection could be due to the local
persistence of tumor cells with clonogenic capacity because of
tumor seeding during surgery, microinvasion of lymphatic
vessels and other tissues, or an incomplete microscopic resection
of the tumor. Alternatively, a new tumor, independent from the
first meningioma, could develop in the same individual because
of a favorable genetic and/or environmental background.

The aim of the present study was to provide evidence about
the exact nature of recurrent meningiomas. To the best of our
knowledge, this is the first report in which genetic evidence
for a direct link between primary and recurrent meningiomas
developing in the same individual is provided through the
comparison of the tumor cell clones present in each tumor
sample, as identified by multicolor iFISH. In line with our
previous observations (8, 34), the systematic use of 13 probes
specific for an identical number of chromosome regions
commonly deleted or gained in meningiomas allowed the
identification of two or more tumor cell clones within a tumor
sample in the majority of the meningiomas, particularly in
recurrent cases. Investigation of the distribution within a tumor
sample of the different clones identified showed the admixture
at different proportions of all tumor cell clones in most (46 of
47) samples analyzed. Apparently, these results are in contrast
with those reported by Pfisterer et al. (26) who found different
chromosomal abnormalities in different areas of the tumor.
However, it should be noted that in those tumors showing a
small fraction of tetraploid cells, which usually had a higher
nuclear size, these cells displayed a tendency to predominate
in areas with lower cell densities. Based on these results, the
investigation of the persistence of the same tumor cell clones or
the appearance of new related clones in recurrent meningiomas
developed within the same individual after complete tumor
resection could be a potentially useful tool to establish the
relationship between primary and recurrent meningiomas.
Interestingly, in most individuals analyzed, exactly the same
tumor cell clones identified in the initial lesion were also
detected in the recurrent meningiomas. Moreover, in the
remaining cases, we observed tumor cell clones related to
those observed in the primary tumor but which had acquired
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one or more additional chromosome aberrations related to
either the appearance of new clones or the disappearance of the
most representative clones from the primary lesions. Altogeth-
er, these results provide strong evidence for a direct relationship
between primary tumors and recurrent lesions in virtually all
meningiomas. Of note, in those cases showing the emergence
of new chromosomal abnormalities in recurrent meningiomas,
the presence of more complex cytogenetic iFISH patterns was
observed, in keeping with the notion that tumor progression is
associated with the sequential accumulation of additional
genetic abnormalities, most often involving deletions of
chromosomes 1p and monosomy 14 (1, 3, 8, 10, 21, 23, 24,
27, 29).

Interestingly, comparison between the initial tumors from
individuals showing recurrence versus those from nonrecurrent
patients showed a significantly higher frequency of cases
displaying complex iFISH patterns and a greater number of
tumor cell clones among the former group. This finding
supports previous observations showing that the presence of
specific chromosome abnormalities, such as monosomy 14,
del(1p36), gains of chromosome 22, and complex karyotypes,
but not monosomy 22, is associated with a worse clinical
outcome, as reflected by both higher recurrence and shorter
relapse-free survival rates (1, 8, 10, 19, 21, 36-38). However,
none of the chromosomal abnormalities detected could on its
own explain all recurrences. In fact, one quarter of all recurrent
meningiomas studied showed a diploid or —22 ancestral tumor
cell clones. In such cases, additional genetic abnormalities
together with other disease features would probably explain the
occurrence of tumor recurrence. In line with this, mutations of
the NF2 gene at chromosome 22q12.2 have been reported in
a variable percentage of cytogenetically diploid tumors, this
molecular abnormality being not explored in our cases. In
addition, some of these latter recurrent meningiomas corre-
sponded to younger patients, another well-recognized adverse
prognostic factor (8, 11).

Other clinical characteristics of meningioma patients which
have been associated with recurrent tumors include tumor
histology (3, 4, 7-10), patient gender (4, 6, 7, 20, 39, 40),
tumor localization (3, 6-8, 15), and proliferation rate (6, 13,
41, 42). In the present study, recurrent meningiomas also
occurred more frequently in histologically malignant tumors
and among males whereas they showed similar proliferation
rates to nonrecurrent meningiomas. In turn, most ventricular
meningiomas relapsed whereas all, except one, spinal tumors
did not. Although it could be speculated that some specific
tumor localizations (e.g., ventricular) could be associated with
more conservative surgical resection procedures than others
(e.g., spinal), most ventricular tumors were histologically
malignant, showed adverse cytogenetic features, and displayed
an adverse prognostic score according to Maillo et al. (8)
whereas all, except one, spinal meningiomas were histologically
benign and displayed a diploid or —22 homogeneous tumor
cell population. These findings could help to explain the
different recurrence rates observed for tumors occurring at
different localizations in the present study. In fact, multivariate
analysis of prognostic factors showed that the prognostic
score proposed by Maillo et al. (8), in which age of patient,
tumor grade, and monosomy 14 are considered, together with
tumor size was the best combination of independent variables
for predicting tumor recurrence.
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Table 4. Molecular cytogenetic data of meningioma tumors according to tumor histopathology, the occurrence of
tumor recurrence, and its prognostic effect on relapse-free survival

Grade1 Grade 2/3 P Recurrence Nonrecurrence P Prognostic impact for relapse-free survival
(n=142) (n=15) (n =25) (n =132)
P, univariate analysis P, multivariate analysis*
Chromosome 1p36
Diploid 96 (75%) 4 (31%) 0.001 9 (43%) 91 (76%) 0.006 0.0008 0.97
Loss 31 (24%) 8 (61%) 11 (52%) 28 (23%)
Gain 1 (8%) 1 (8%) 1 (5%) 1 (1%)
Chromosome 1q
Diploid 126 (88%) 8 (54%) 0.000 16 (64%) 118 (89%) 0.004 0.003 0.84
Loss 1 (1%) 2 (13%) 1 (4%) 2 (2%)
Gain 15 (11%) 5 (33%) 8 (32%) 12 (9%)
Chromosome 7
Diploid 117 (95%) 8 (67%) 0.001 15 (79%) 110 (95%) 0.02 0.008 0.45
Loss 1 (1%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (1%)
Gain 5 (4%) 4 (33%) 4 (21%) 5 (4%)
Chromosome 9
Diploid 135 (95%) 11 (73%) 0.001 19 (76 %) 127 (96%) <0.001 <0.0001 0.24
Loss 2 (1%) 0 (0%) 2 (8%) 0 (0%)
Gain 5 (4%) 4 (27%) 4 (16%) 5 (4%)
Chromosome 10
Diploid 131 (92%) 10 (68%) 0.001 20 (80%) 121 (92%) 0.05 0.01 0.83
Loss 5 (4%) 4 (27%) 4 (16%) 5 (4%)
Gain 6 (4%) 1(7%) 1 (4%) 6 (4%)
Chromosome 11
Diploid 75 (98%) 5(83%) 0.06 16 (94%) 64 (97 %) 0.5 0.45
Loss 1 (1%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (1%)
Gain 1 (1%) 1 (17%) 1(6%) 1 (1%)
Chromosome 14
Diploid 121 (86%) 8 (54%) 0.002 14 (56%) 115 (87 %) 0.001 <0.0001 0.98
Loss 19 (13%) 5 (33%) 9 (36%) 15 (11%)
Gain 2 (1%) 2 (13%) 2 (8%) 2 (2%)
Chromosome 15
Diploid 135 (95%) 11 (74%) 0.000 23 (92%) 123 (93%) 0.7 0.64
Loss 0 (0%) 2 (13%) 0 (0%) 2 (2%)
Gain 7 (5%) 2 (13%) 2 (8%) 7 (5%)
Chromosome 17
Diploid 133 (94%) 9 (60%) 0.000 22 (88%) 120 (91%) 0.5 0.53
Loss 1 (1%) 2 (13%) 0 (0%) 3(2%)
Gain 8 (6%) 4 (27%) 3 (12%) 9 (7%)
Chromosome 18
Diploid 101 (90%) 7 (55%) 0.000 15 (75%) 93 (88%) 0.01 0.005 0.51
Loss 6 (5%) 5 (25%) 5 (25%) 6 (6%)
Gain 5 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (6%)
Chromosome 22
Diploid 61 (43%) 4 (27%)  0.000 9 (36%) 56 (42%) 0.005 0.0003 0.53
Loss 81 (57%) 7 (46%) 13 (52%) 75 (57%)
Gain 0 (0%) 4 (27%) 3(12%) 1 (1%)
Chromosome X
Diploid 130 (91%) 9 (60%) 0.000 21 (84%) 118 (89%) 0.005 0.001 on
Loss 12 (9%) 4 (27 %) 2 (8%) 14 (11%)
Gain 0 (0%) 2 (13%) 2 (8%) 0 (0%)
ChromosomeY
Diploid 34 (77%) 5(62%) 0.37 9 (75%) 30 (75%) 1.00 0.83
Loss 10 (23%) 3 (38%) 3 (25%) 10 (25%)

NOTE: Results expressed as number of cases and percentage in brackets.
*P values for multivariate analysis are shown only for those variables entering this part of the study.
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Interestingly, no differences were observed as regards the
prognostic value of the Maillo et al. score once each score group
was separately considered or when the two adverse prognostic
factors (scores 2 and 3) were considered together (data not
shown). Altogether, these results indicate that younger patients
who have tumors with a large size, adverse histologic features,
and/or monosomy 14 are more prone to develop recurrence
which, according to our data, could be due to the persistence of
tumor cells even after a macroscopically complete tumor
resection. As expected (3, 5-7, 43), tumor recurrence was also
associated with a significantly higher frequency of deaths and
shorter overall survival rates, confirming that recurrence

represents a major prognostic factor for overall survival in
meningioma patients.

In summary, our results provide strong evidence about the
existence of a direct relationship between primary and
subsequent recurrent meningiomas in patients undergoing
curative surgery, with younger patients who have larger tumors
with adverse histologic features and/or monosomy 14 being
more prone to develop tumor recurrence. These observations,
together with the confirmed adverse prognostic effect of tumor
recurrence on the overall survival of meningioma patients,
underline the need for alternative therapeutic strategies in
patients at high risk of relapse.
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3.2.- ARTICULO 2: Las recidivas precoces de meningiomas

histolégicamente benignos o de grado I se asocian con tumores de gran tamafo
en los que coexisten la presencia de monosomia 14 y del(1p36) en el clon

tumoral ancestral.

OBJETIVO. La recidiva tumoral constituye la complicacién clinica mas grave
de los meningiomas. Aunque en términos absolutos, la mayorfa de las recidivas
corresponden a tumores histologicamente benignos (tumores de grado I de la
clasificacion de la OMS), seguimos sin disponer de sistemas que faciliten su prediccion
al diagnostico. En el presente trabajo hemos analizado el valor prondstico de las
alteraciones cromosomicas y del grado de heterogeneidad genética de un grupo de 149
meningiomas de grado I, junto con otras caracteristicas clinico-biologicas de la

enfermedad, a la hora de predecir la recidiva precoz del tumor.

METODOS. En conjunto, se estudiaron un total de 149 meningiomas
histolégicamente benignos, correspondientes a pacientes en los que se realizd una
reseccion completa del tumor. Mediante hibridacion iz situ fluorescente multicolor
sobre nucleos interfasicos (iIFISH) se determiné la presencia de alteraciones para 12
cromosomas diferentes, y su perfil de distribucion en diferentes clones tumorales; en
paralelo, se recogi6é informaciéon sobre otras caracteristicas clinico-biologicas e
histopatoldgicas relevantes de la enfermedad, con el fin de determinar su impacto en la

supervivencia libre de recaida a los 30, 60 y 120 meses.

RESULTADOS. Desde el punto de vista prondstico, las pérdidas de los

cromosomas 9, 10, 14 y 18 y la del(1p306) se asociaron con una menor supervivencia
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libre de recidiva a los 2.5, 5 y 10 afios. De forma similar, los meningiomas benignos de
grado I que presentaron coexistencia de monosomia 14 y del(1p36) en el clon tumoral
ancestral, mostraron una mayor frecuencia de recidivas tempranas. De hecho, la
coexistencia de del(14q) y del(1p36) en el clon tumoral ancestral, junto con el tamafio
del tumor, constituian la mejor combinacién de factores prondsticos independientes
para la identificacion al diagnéstico, de aquellos pacientes con elevado riesgo de sufrir

una recurrencia precoz de la enfermedad.

CONCLUSIONES. En resumen, nuestros resultados indican que los pacientes
con meningiomas histologicamente benignos de tamafio > 5cm y que presentan
coexistencia de monosomia 14 y del(1p36) en el clon tumoral ancestral, tienen una
mayor probabilidad de sufrir una recidiva precoz, incluso después de habérseles
realizado una exéresis completa del tumor. Estos hallazgos sugieren la necesidad de
realizar un seguimiento mas cercano de este subgrupo de pacientes con meningioma, en

los primeros afios después del diagnéstico y la cirugfa.
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benign/grade | meningiomas are associated
with large tumors and coexistence of
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Tumor recurrence is the major clinical complication in
meningiomas, and its prediction in histologically benign/
grade I tumors remains a challenge. In this study, we
analyzed the prognostic value of specific chromosomal
abnormalities and the genetic heterogeneity of the tumor,
together with other clinicobiological disease features, for
predicting early relapses in histologically benign/grade I
meningiomas. A total of 149 consecutive histologically
benign/grade I meningiomas in patients who underwent
complete tumor resection were prospectively analyzed.
Using interphase fluorescence in situ hybridization,
we studied the prognostic impact of the abnormalities
detected for 11 different chromosomes, together with
other relevant clinicobiological and histopathological
characteristics of the disease, on recurrence-free survival
(RFS) at 2.5, 5, and 10 years. From the prognostic point
of view, losses of chromosomes 9, 10, 14, and 18 and
del(1p36) were associated with a shorter RFS at 2.5, 5,
and 10 years. Similarly, histologically benign/grade I
meningiomas showing coexistence of monosomy 14 and
del(1p36) in the ancestral tumor cell clone displayed a
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Address correspondence to Angel Maillo, Servicio de Neurocirugia,
Hospital Universitario de Salamanca, Paseo de San Vicente, 58,
37007 Salamanca, Spain (a_maillo@yahoo.es).

higher frequency of early relapses. In fact, coexistence
of —14 and del(1p36) in the ancestral tumor cell clone,
together with tumor size, represented the best combina-
tion of independent prognostic factors for the identifica-
tion of those patients with a high risk of an early relapse.
Our results indicate that patients with large histologi-
cally benign/grade I meningiomas carrying monosomy
14 and del(1p36) in their ancestral tumor cell clone have
a high probability of relapsing early after diagnostic sur-
gery. These findings suggest the need for closer follow-up
in this small group of patients. Neuro-Oncology 9, 438—
446, 2007 (Posted to Neuro-Oncology [serial online],
Doc. D06-00125, August 17, 2007. URL http://neuro-
oncology.dukejournals.org; DOI: 10.1215/15228517-
2007-026)

Keywords: ancestral tumor cell clone, benign/grade 1
meningiomas, chromosomal abnormalities, cytogenet-
ics, del(1p36), early recurrence, monosomy 14, prognos-
tic factors

r I Yumor recurrence is the major clinical complication
of meningiomas, occurring in between 10%-15%
and 25%-37% of patients undergoing curative

surgery after a 5- to 10-year follow-up period, respec-

tively. Although relapses may occur 10 or more years
after complete tumor resection, in a high proportion of

Copyright 2007 by the Society for Neuro-Oncology
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cases they develop in the first years following curative
surgery. Among other disease features, such as patient
age, tumor location, extent of tumor resection, and
proliferation-associated markers,'=> tumor histology has
long proven to be a powerful independent prognostic fac-
tor for recurrence-free survival (RFS). Accordingly, while
only a minor proportion of all histologically benign/grade
I meningiomas relapse, most atypical and anaplastic
tumors do recur in the first years after complete surgical
removal of the lesion.®2° However, in absolute numbers,
the majority of the relapses correspond to histologically
benign meningiomas, even among those cases showing
recurrence early after diagnosis. In line with this, more
recent studies have shown that specific genetic abnor-
malities such as del(1p36) and monosomy 14 alone or
combined in the ancestral tumor cell clone as assessed by
fluorescence in situ hybridization (FISH) in association
with clinicopathological disease features such as tumor
size and/or patient age'>2'=3! can be of further help in pre-
dicting outcome, independent of tumor histology. Despite
this, prediction of those relapses occurring among histo-
logically benign tumors in the first years following diag-
nostic surgery still remains a major challenge.

In the present study, we prospectively analyzed the
prognostic value of specific chromosomal abnormalities
and the genetic heterogeneity of the tumor, together with
other clinicobiological disease features, for predicting
early relapses in histologically benign/grade I meningio-
mas. Our results, based on a series of 149 patients who
underwent complete tumor resection, show that most
relapses occurring during the first 2.5 years after sur-
gery correspond to large tumors in which del(1p36) and
monosomy 14 coexist in the ancestral tumor cell clone,
providing a new scoring system for the stratification of
histologically benign tumors at diagnosis, according to
risk of early relapse.

Materials and Methods

Patients

A total of 149 patients with histologically benign/grade
I meningiomas (43 males, 106 females; mean age, 59
+ 14 years; range, 13—-84 years) from a series of 171
consecutive patients diagnosed with meningioma at the
Neurosurgery Service of the University Hospital of Sala-
manca were prospectively included in this study. In all
cases, histological diagnosis and classification were per-
formed by an experienced neuropathologist according to
WHO criteria®? and confirmed by a second independent
experienced neuropathologist. A total of 22 cases were
not entered into the study: eight were excluded due to
incomplete resection of the tumor, and 14 corresponded
to grade Il and grade III tumors. In all other cases, a
complete surgical resection of the tumor was performed
according to the Simpson’s criteria®® (grade 1, 4%; grade
2, 35%; grade 3, 61%).

According to tumor localization, most (7 = 134; 90%)
meningiomas corresponded to intracranial tumors, and
only 15 (10%) were spinal meningiomas. According to
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their intracranial localization, the former tumors were
distributed as follows: convexity, 27%; parasagittal and
tentorial, 33%; ventricular, 2%; and cranial base, 38%.
The great majority of the tumors corresponded to menin-
gotheliomatous meningiomas (78%), 12% were psam-
momatous tumors, 9% were transitional, and 1% were
fibroblastic meningiomas. Following diagnostic surgery,
none of the patients received any additional antitumor-
directed therapy. Tumor size was reported as the longest
diameter of the tumor mass on MR or CT images.

Median follow-up at the moment of closing this
study was 73 months (range, 6-241 months). Follow-up
studies were performed according to a standardized
clinicobiological protocol, including MRI techniques
performed 3 months after surgery and every 12 months
thereafter; whenever clinical signs and/or symptoms
were noted and a relapse was suspected, additional MRI
studies were performed. In recurrent meningiomas, his-
tological diagnosis was confirmed after tumor resec-
tion, and all recurrent cases showed histological behav-
ior identical to that of the corresponding meningiomas
studied at diagnosis.

Interphase FISH Studies

In all cases, freshly frozen tumor samples obtained at
diagnostic surgery were used for interphase FISH (iFISH)
analysis of numerical abnormalities of chromosomes 1p,
1q, 7, 9, 10, 11, 14, 15, 17, 18, 22, X, and Y accord-
ing to techniques that have been previously described
in detail.!$3*35 Based on the iFISH patterns, the pres-
ence of one or more tumor cell clones was defined as
previously described.?® To define intratumoral clonal
evolution in those tumors with multiple subclones, we
assumed that karyotypic abnormalities shared by all
subclones represented the earliest changes, whereas the
latter cytogenetic changes would be present in only some
of the tumor cell clones. In all those cases in which two
or more cell clones were present by iFISH, an ancestral
tumoral cell clone could be identified as that carrying
only those karyotype abnormalities common to all
tumor cells.

Seventy cases (47%) showed the presence of a single
tumor cell clone, with 55 of these cases (79%) consist-
ing of either diploid tumor cells with no abnormalities
for any of the chromosomes studied (7 = 46; 66%) or
neoplastic cells carrying monosomy 22 (n = 95 13%) as
the sole cytogenetic alteration; in the other 15 patients
(21%), different chromosomal abnormalities were
detected. In turn, 79 cases (53%) showed two or more
tumor cell clones by iFISH. In these cases, the ances-
tral tumor cell clone frequently showed losses of one or
more chromosomes (17 = 72; 92%); these corresponding
to =22 alone (32 cases; 41%) or associated with other
chromosome losses (7 = 21; 27%), loss of chromosome
1p36 (n = 21; 27%), monosomy 14 (n = 11; 14%), and
nulisomy Y in males (7 = 5; 6%). Numerical abnormali-
ties of chromosomes 7 (3%), 9 (4%), 10 (7%), 11 (1%),
15 (3%), 17 (5%), 18 (3%), and X (7%) were detected in

a minority of cases.
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Statistical Methods

For all continuous variables included in the study, mean
values and their standard deviation and range were cal-
culated using SPSS (version 11.0; SPSS Inc., Chicago, IL,
USA); for categorical variables, frequencies were used.
To establish the statistical significance of the differences
observed between groups, the Student #-test and Mann-
Whitney U-test were used for continuous variables; for
qualitative variables, the chi-square test was applied
(cross-tab; SPSS). RFS curves were plotted according
to the method of Kaplan and Meier, and the one-sided
log-rank test was used to establish the statistical signifi-
cance of the differences observed between curves (sur-
vival; SPSS). Multivariate analysis of prognostic factors
for RFS was performed using the Cox stepwise regres-
sion model (regression; SPSS). In this part of the study,
only those variables showing a significant association
with RFS in the univariate analysis were included. Val-
ues of p lower than 0.05 were considered statistically
significant.

Results

Overall, at the moment of closing this study, 20 of the
149 cases studied had relapsed, with nine of the relapses
occurring during the first 30 months after diagnostic
surgery (median time to recurrence, 30 months; Table
1); among the other 11 relapses, four occurred between
months 39 and 60 after diagnostic surgery, five between
months 61 and 120, and the other two recurrences were
diagnosed at months 122 and 241 of follow-up. From
the prognostic point of view, losses of chromosomes 9
(p = 0.01), 18 (p = 0.005), 10 (p < 0.0001), and 14
(p = 0.001) and del(1p36) (p = 0.008) were associated
with a shorter RFS at 2.5 years, the latter three also
showing a significant impact on RFS at both 5 and 10
years (Table 2). Similarly, histologically benign/grade 1
meningiomas showing coexistence of monosomy 14 and
del(1p36) in the ancestral tumor cell clone displayed a
higher frequency of relapses during the first 30 months

after diagnostic surgery (p < 0.0001) as well as at 5 and
10 years (p = 0.0003 and p < 0.0001, respectively; Table
2, Fig. 1E). Other clinical features of the disease showing
an adverse impact on the occurrence of tumor relapses
included (1) male gender (p = 0.01), ventricular tumors
(p = 0.05), and tumor size > 50 mm in diameter (p <
0.0001) at 2.5 years; (2) younger patient age (p = 0.02)
and tumor size > 50 mm (p = 0.004) at 5 years; and (3)
younger patient age (p = 0.002), male gender (p = 0.05),
and tumor size > 50 mm (p = 0.003) at 10 years (Table
2, Fig. 1A-D).

Multivariate analysis of prognostic factors for RFS at
30 months showed that tumor size (p = 0.008) together
with coexistence of both del(1p36) and monosomy 14 in
the ancestral tumor cell clone (p = 0.001) was the best
combination of independent parameters for predicting
REFS early after diagnosis in histologically benign/grade
I meningiomas. Interestingly, at both 5 and 10 years of
follow-up, in addition to tumor size and the karyotype
of the ancestral tumor cell clone, patient age (p = 0.008
and p = 0.001, respectively) and abnormalities of chro-
mosome 10 (p = 0.004 and p = 0.01, respectively) also
proved to have independent prognostic value for RFS
in benign/grade I meningiomas (Tables 2 and 3). Based
on these results, a prognostic score was built. Patients
carrying tumors larger than 50 mm as well as those car-
rying both del(1p36) and monosomy 14 as the earliest
detectable chromosome lesions were assigned a score of
1 each. Based on this score, three different groups of
patients at distinct risk of early recurrence were identi-
fied: a good prognostic category that included most cases
(n = 92), with a score of 0 and a recurrence risk at 30,
60, and 120 months of 0%, 5%, and 8%, respectively;
an intermediate group (n = 46) with a score of 1 and
a relapse risk of 7%, 11%, and 11% at 2.5, 5, and 10
years, respectively; and a poor prognostic category, with
only 11 cases, showing a score of 2 and risk of relapse
at 2.5, 5, and 10 years of 45%, 45%, and 45%, respec-
tively (p < 0.0001; Fig. 1F). Although none of the other
variables analyzed significantly improved prediction of
RFS at 2.5 years in the multivariate study, other cytoge-

Table 1. Clinical, histopathological, and cytogenetic characteristics of those meningioma patients showing relapse within the first 30

months after complete tumor resection at diagnostic surgery

Time from

Case iFISH Findings Diagnosis to
No. Age Gender Tumor Location Histological Subtype at Diagnosis Relapse (Months)
1 13 Female Cranial base Meningotheliomatous -1p, -9, -10, -22/TT 12

2 60 Male Parasagittal Meningotheliomatous -1p, =10, -14q 29

3 46 Male Parasagittal Meningotheliomatous -1p, -14q, -22 24

4 43 Female Ventricular Meningotheliomatous +7 23

5 65 Male Tentorial Meningotheliomatous -Y 12

6 63 Male Convexity Meningotheliomatous -1p, -10, -14q, -22,-Y 23

7 43 Male Convexity Meningotheliomatous -1p, -14q, -10/+15 11

8 60 Female Convexity Meningotheliomatous -1p, -14q, -22, +9 22

9 50 Male Parasagittal Meningotheliomatous -22, -14q 27

Abbreviations: iFISH, interphase fluorescence in situ hybridization; TT, tetraploidy.
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Fig. 1. Recurrence-free survival (RFS) at 30, 60, and 120 months of histologically benign/grade | meningioma tumors (n = 149), according
to patient age (A), gender (B), tumor location (C), tumor size (D), and the cytogenetic abnormalities detected in the ancestral tumor cell
clone defined as the tumor cell clone carrying only those chromosomal abnormalities common to all tumor cells in the sample (E: diploid/
—22; losses other than —22 or —1p/-14; gains; —1p/-14). F shows RFS curves at 30, 60, and 120 months according to the proposed prognostic
score for predicting early relapses in histologically benign/grade | meningiomas. In this prognostic score, two variables were considered
with a prognostic score of either O or 1: tumor size (score O for tumors < 50 mm, score 1 for tumors > 50 mm) and the presence (score 1)
or absence (score 0) of both monosomy 14 and del(1p36) in the ancestral tumor cell clone.
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Table 2. Prognostic impact of the cytogenetic characteristics of histologically benign/grade | meningiomas on early recurrence-free survival
(n = 149)

Prognostic Factors for Recurrence-Free Survival

% Recur- Univariate Multivariate
rences 75% Recurrence-Free Analysis Analysis
No. from Survival (p Value) (p Value)
Patients  Total
Variable Group (%) Cases 30m 60m 120m  30m 60 m 120m 30m 60m 120 m
Chromosome
1p36 Diploid 92 (62) 3 NR NR NR 0.008 0.009 0.01 0.06 0.05 0.05
Losses 32(23) 18 NR NR 84 m
Gains 22(15) O NR NR 97 m
Chromosome 1q Diploid 108 (73) 6 NR NR NR 0.9 0.8 0.8
Losses 101 0 NR NR NR
Gains 39(26) 5 NR NR NR
Chromosome 7 Diploid 97 (73) 6 NR NR 98 m 0.7 0.4 0.6
Losses 0 (0) 0 NR NR NR
Gains 36 (27) 8 NR NR NR
Chromosome 9 Diploid 107 (72) 6 NR NR NR 0.01 0.8 0.07 0.7 0.3 0.4
Losses 2(1) 50 12m 12m 12m
Gains 40 27) 5 NR NR 97 m
Chromosome 10 Diploid 104 (70) 6 NR NR NR <0.0001 0.0001 0.0002 0.05 0.004 0.01
Losses 5(3) 60 23 m 23 m 23 m
Gains 39(27) O NR NR 97 m
Chromosome 11 Diploid 42 (76) 7 NR NR NR 0.3 0.6 0.2
Losses 0 (0) 0 NR NR NR
Gains 13 (24) 15 NR NR 97 m
Chromosome 14 Diploid 97 (65) 3 NR NR NR 0.001 0.03 0.04 0.06 0.5 0.4
Losses 19(13) 26 29m 29 m 29 m
Gains 32(22) 3 NR NR 97 m
Chromosome 15 Diploid 106 (71) 6 NR NR NR 0.8 0.6 0.6
Losses 0 (0) 0 NR NR NR
Gains 43 (29) 7 NR NR 97 m
Chromosome 17 Diploid 106 (71) 7 NR NR NR 0.8 0.9 0.7
Losses 11 0 NR NR NR
Gains 42 (28) 5 NR NR 97 m
Chromosome 18 Diploid 66 (67) 6 NR NR 84 m 0.005 0.06 0.08 0.05 0.9 0.8
Losses 5 (5) 40 23 m 23 m 29 m
Gains 28(28) O NR NR NR
Chromosome 22 Diploid 59 (40) 5 NR NR 98 m 0.6 0.7 0.8
Losses 82(55) 6 NR NR NR
Gains 8 (5) 13 29m 29m NR
Chromosome X Diploid 103 (70) 7 NR NR NR 0.7 0.7 0.9
Losses 17(12) 6 NR NR 97 m
Gains 27 (18) 4 NR NR NR
Chromosome Y Diploid 26(58) 9 NR NR 84 m 0.9 0.7 0.8
Losses 9 (20) 12 NR NR NR
Gains 1022) M NR 38m 38 m
No. of tumor
cell clones 1 clone 67 (45) 4 NR NR NR 0.3 0.5 0.6
=2 clones 82 (55) 8 NR NR 97 m
(continued)
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Table 2. Prognostic impact of the cytogenetic characteristics of histologically benign/grade | meningiomas on early recurrence-free survival

(n = 149) (continued)

Prognostic Factors for Recurrence-Free Survival

% Recur- Univariate Multivariate
rences 75% Recurrence-Free Analysis Analysis
No. from Survival (p Value) (p Value)
Patients Total
Variable Group (%) Cases 30m 60 m 120m 30m 60m 120m 30m 60m 120m
Karyotype of the
ancestral tumor
cell clone Diploid 50(36) O NR NR NR <0.0001 0.0003 <0.0001 0.001 0.04 0.02
=22 42(28) O NR NR NR
-1p/-14q 11 (7) 46 23 m 24 m 24 m
Chromo- 28(18) 7 NR NR NR
some losses
other than
-22 and
—1p/-14q
Chromo-
some
gains 18 (11) 11 NR NR NR

Abbreviations: NR, not reached; m, months.

netic abnormalities involving losses of chromosomes 10
and 18 together with tumor location showed a predic-
tive value close to statistical significance (p = 0.05 and
< 0.1).

Discussion

Until now, reports about the prognosis of meningioma
patients have mainly focused on the 5- to 10-year RFS.
From a practical point of view, this does not favor the
use of prognostic scoring systems established already
at diagnosis to help in deciding on closer follow-up of
those patients at a higher risk of relapse after relatively
long remission periods (e.g., 5-10 years). Because of this,
in practice, a closer follow-up of meningioma patients
who underwent curative surgery is frequently restricted
to histologically atypical and anaplastic tumors.'#3%3738
Despite this, it is well known that, in absolute numbers,
most relapses occurring in meningioma patients cor-
respond to histologically benign/grade I tumors,!®-3%-4!
as also found in our series, where 20 of 27 recurrent
tumors corresponded to histologically benign/grade 1
meningiomas (data not shown). Previous studies have
shown that the use of specific cytogenetic markers such
as del(1p36) and monosomy 14, either in the whole
tumor cell population including the ancestral tumor cell
clone or in some tumor cells, in combination with tumor
size and age, is of great help in the prognostic stratifica-
tion of histologically benign/grade I meningiomas.'3:2!-3!
However, little information exists about the prognostic
factors for predicting early relapses among histologically
benign/grade I tumors. In the present study, we searched
for the best combination of prognostic factors for pre-
dicting early relapses among histologically benign/grade
I meningiomas. RFS at 2.5 years was chosen as an end
point of interest since during this early period around

half of all relapses occurred, their frequency clearly
decreasing thereafter. We have previously shown that age
together with monosomy 14 was the best combination
of variables for predicting RFS in histologically benign
meningiomas after a median follow-up of more than §
years.!’ Further studies from our group and others indi-
cate that tumor size could also be of additional prognos-
tic value in this regard. In the present study, monosomy
14 and tumor size showed a significant association with
the occurrence of early relapses in histologically benign/
grade I meningiomas, while age appeared to be informa-
tive only after longer follow-up periods. Other clinical
and cytogenetic variables showing a prognostic impact
on the 30-month RFS included patient gender, tumor
location and size, del(1p36), and losses of chromosomes
9, 10, and 18. In fact, all these clinical and cytogenetic
variables have been identified as potentially associated
with RFS once histologically benign and malignant
meningiomas are considered together,!0:16:23,24,29,42-44
Until now, it has been well established that menin-
giomas are cytogenetically heterogeneous tumors both at
the inter- and intratumoral cell level.*~* In recent years,
multicolor iFISH approaches have been systematically
applied to the study of large series of meningioma patients,
as in the present study, and hypothetical models of intra-
tumoral clonal evolution have been proposed based on
the cytogenetically different tumor cell clones detect-
ed.’® Despite this, no study has been reported so far in
which the prognostic impact of the number of tumor cell
clones, or the intratumoral pathways of clonal evolution,
has been analyzed in histologically benign meningiomas.
In the present study, we show that, while the number of
cytogenetically identified clones in a tumor had no sig-
nificant impact on predicting early RFS in histologically
benign meningiomas, coexistence of monosomy 14 and
del(1p36) in the ancestral tumor cell clone was a power-
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Table 3. Prognostic impact of the clinicobiological characteristics of histologically benign/grade | meningiomas on early recurrence-free

survival (n = 149)

Prognostic Factors for Recurrence-Free Survival

% Recur- Univariate Multivariate
rences 75% Recurrence-Free Analysis Analysis
No. from Survival (p Value) (p Value)
Patients Total
Variable Group (%) Cases 30m 60 m 120m 30m 60m 120m 30m 60m 120m
Age (years) <55 47 (32) 11 NR NR 66 m 0.1 0.02 0.002 0.008 0.001
=55 102 (68) 4 NR NR NR
Sex Male 43 (29) 14 NR NR 31m 0.01 0.08 0.05 0.4 0.2 0.6
Female 106 (71) 3 NR NR NR
Tumor Convexity 36 (24) 8 NR NR 97 m 0.05 0.2 0.1 0.5 07 09
location
Parasagittal or
tentorial 44 (29) 9 NR NR NR
Ventricular 3(2) 43 23 m 23 m 23 m
Cranial base 51 (34) 2 NR NR 41 m
Spinal 15 (10) 0 NR NR NR
Histologic Meningo-
subtype theliomatous 107 (78) 9 NR NR NR 0.2 0.2 0.3
Psammoma-
tous 17 (12) 0 NR NR NR
Transitional 13 (9) 0 NR NR NR
Fibroblastic 2(1) 0
Tumor size <30 mm 36 (24) 6 NR NR NR <0.0001 0.004 0.003 0.008 0.01 0.003
30-50 mm 64 (43) 10 NR NR 98 m
>50 mm 49 (33) 25 NR NR 97 m
Simpson'’s 1 6 (4) 17 NR NR NR 0.4 0.7 0.3
grade
2 52 (35) 4 NR NR NR
3 91 (61) 7 NR NR 97 m
DNA ploidy DNA diploid 126 (84) 5 NR NR NR 0.4 0.9 0.6
status DNA aneuploid 23 (16) 9 NR NR 84 m
% S phase +
G2M tumor
cells <1 43 (29) 2 NR NR NR 0.8 0.8 0.8
>1 106 (71) 5 NR NR 97 m

Abbreviations: NR, not reached; m, months.

ful adverse prognostic factor for early relapses in these
patients. In fact, together with tumor size, it represented
the best combination of independent prognostic factors
for the identification of a relatively small group of patients
with an early relapse risk of around 45%, in contrast to
a larger group of individuals that showed an extremely
low frequency (2%) of recurrences during the first 2.5
years after diagnostic surgery. Interestingly, coexistence
of monosomy 14 and del(1p36) in the ancestral tumor
cell clone is not restricted to histologically benign/grade I
meningiomas but is also observed at significantly higher
frequencies among histologically atypical and anaplastic
meningiomas (25% vs. 8% in the present series), sup-
porting the more aggressive behavior of meningiomas
carrying these cytogenetic features.
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Until now, several genes have been identified at chro-
mosome 1p32 to 1p36 that could help to explain the
more aggressive behavior of meningioma tumors car-
rying del(1p36), including the COKN2C (p18™NK4C),
p73, RAD45L, and alkaline phosphatase genes.>!~53
Despite this, the potential role of these genes as tumor
suppressor genes in the pathogenesis of meningiomas
remains unknown. In turn, regarding chromosome 14,
no tumor suppressor genes have been clearly identi-
fied as potentially involved in determining the clinical
behavior of meningiomas, either at the most frequently
deleted regions (from 14q21 to 14q32) or at other parts
of chromosome 14.5*3° However, Lusis et al.*® recently
suggested that the NDRG2 gene localized at 14q11.2
could be involved in tumor progression since it is under-
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expressed in anaplastic meningiomas due to methylation.
In addition, it should be noted that recent results3® based
on both cytogenetic and histological data indicate that
development of recurrent meningiomas after complete
tumor resection could be frequently due to regrowth of
the primary tumor and rarely associated with emergence
of an unrelated meningioma. In line with this, in the
present study, all recurrent tumors displayed histological
behavior identical to that of their corresponding diag-
nostic meningiomas.

Altogether, these results indicate that, independent
of the genes involved, coexistence of del(1p36) and
monosomy 14 confers a unique pattern of tissue involve-
ment and/or clonogenic potential to those histologically
benign/grade I meningiomas carrying both abnormali-
ties in their ancestral tumor cell clone. Interestingly, this
does not appear to be related to the proliferative index
of meningioma tumor cells since the percentage of S
phase or S + G2 phase cells did not demonstrate a sig-
nificant prognostic impact at any of the RFS end points
analyzed. However, due to the low number of relapses
occurring in the first 2.5 years after surgery (n = 9), our
results require further confirmation in a longer series of
histologically benign/grade I meningiomas.

Maillo et al: Early recurrences in histologically benign meningiomas

In summary, in the present study, we show that his-
tologically benign/grade I meningiomas displaying a
large tumor size and carrying both monosomy 14 and
del(1p36) in their ancestral tumor cell clone have a high
probability of relapsing during the first 2.5 years after
diagnostic surgery, and they should be followed more
closely and/or treated differently from the other cases.
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3.3.- ARTICULO 3: El género de los pacientes con meningioma se asocia
con diferentes patrones de alteraciones cromosoémicas y petfiles de expresion

génica vinculada a los cromosomas sexuales.

OBJETIVO. En los meningiomas existe un claro predominio del sexo
femenino, asociado a un comportamiento clinico diferente al observado en los varones.
Durante muchos afios se ha considerado que estas diferencias en la frecuencia y el
comportamiento clinico de los meningiomas en hombres y mujeres podrian estar
asociadas a factores hormonales; sin embargo, en la actualidad sigue existiendo una
importante controversia a este respecto. En este trabajo nos propusimos analizar en
detalle, y de forma comparativa, las caracteristicas clinicas, histopatologicas, genéticas y

pronodsticas de mujeres y varones con meningiomas.

METODOS. Para llevar a cabo nuestro objetivo, se analizaron un total de 53
pacientes varones y 111 mujeres con meningioma. En todos los casos se realizaron
estudios de hibridaciéon in situ fluorescente multicolor sobre nucleos interfasicos
(FISH) para la detecciéon de alteraciones numéricas de 12 cromosomas distintos,
incluidos los cromosomas X e Y. Ademas, en un subgrupo de 45 pacientes (12 varones
y 33 mujeres) se analizé el perfil de expresion génica de las células tumorales a nivel de

su ARNm, empleando el chip U133A de la casa comercial Affymetrix.

RESULTADOS. En términos generales, nuestros resultados mostraron la
existencia de diferencias significativas en las caracteristicas de los meningiomas de
mujeres y varones. Asi, los varones, ademas de presentar una mayor frecuencia de

meningiomas intracraneales y tumores de mayor tamafio, mostraron una mayor tasa de
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recidiva. A su vez, los varones presentaron patrones de anomalias cromosémicas
diferentes de los observados en mujeres, con una mayor proporcion de casos con
del(1p36) y pérdidas cromosémicas, a excepcion de la presencia aislada de monosomia
22; por su parte, las mujeres con meningioma mostraron un mayor numero de
ganancias cromosémicas y de casos con monosomia 22 aislada en el clon tumoral
ancestral, siendo ademas las pérdidas de un cromosoma X exclusivas de los tumores
femeninos. Desde el punto de vista prondstico, las alteraciones de diferentes
cromosomas mostraron distinto impacto en la supervivencia libre de recaida en
hombres y mujeres. Finalmente, el analisis de los perfiles de expresién gendémica de las
células tumorales pusieron de manifiesto la expresion diferencial en ambos grupos de
tumores de unicamente 8 genes (RPS4Y1, DDX3Y, JARID1D, DDX3X, EIF1AY,
XIST, USPY9Y y CYorfl5B), estando todos ellos codificados en los cromosomas

sexuales.

CONCLUSIONES. En conjunto, nuestros resultados muestran la existencia
de diferentes patrones de alteraciones cromosémicas y perfiles de expresion génica en
meningiomas de pacientes varones y mujeres, que podrian contribuir a explicar el

comportamiento clinico ligeramente diferente de este tipo de tumores en ambos sexos.
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ABSTRACT

The female predominance of meningiomas has been estab-
lished, but how this is affected by hormones is still under
discussion. We analyzed the characteristics of meningio-
mas from male (n = 53) and female (r = 111) patients by
interphase fluorescence in situ hybridization iFISH). In
addition, in a subgroup of 45 (12 male and 33 female) pa-
tients, tumors were hybridized with the Affymetrix U133A
chip. We show a higher frequency of larger tumors (p =
.01) and intracranial meningiomas (p = .04) together with
a higher relapse rate (p = .03) in male than in female pa-
tients. Male patients had a higher percentage of del(1p36)
(p < .001), while loss of an X chromosome was restricted to
tumors from female patients (p = .008). In turn, iFISH
studies showed a higher frequency of chromosome losses,
other than monosomy 22 alone, in meningiomas from male

patients (p = .002), while female patients displayed a
higher frequency of chromosome gains (p = .04) or mono-
somy 22 alone (p = .03) in the ancestral tumor clone. In-
terestingly, individual chromosomal abnormalities had a
distinct impact on the recurrence-free survival rate of
male versus female patients. In turn, gene expression
showed that eight genes (RPS4Y1, DDX3Y, JARIDID,
DDX3X, EIF1AY, XIST, USP9Y, and CYorf15B) had sig-
nificantly different expression patterns (R> > 0.80; p <
.05) in tumors from male and female patients. In sum-
mary, we show the existence of different patterns of chro-
mosome abnormalities and gene-expression profiles
associated with patient gender, which could help to explain
the slightly different clinical behavior of these two patient
groups. The Oncologist 2007;12:1225-1236

INTRODUCTION
Meningiomas are neoplasias of cells from the meningeal
coverings of the brain, most cases corresponding to histo-

logically benign tumors. The incidence of meningiomas in
women is more than twice as high as it is in men [1-3]. In
addition, it is well known that female patients have a higher
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frequency of spinal meningiomas and a slightly better clin-
ical outcome than male patients [4-5]. More recently, it
was also reported that meningioma tumors in female pa-
tients display characteristic cytogenetic patterns that in-
clude a lower frequency of monosomy 14 and a greater
proportion of cases with numerical abnormalities of chro-
mosomes 22 and X, while complex karyotypes are more
frequently observed in male patients [6—13]. Among other
cytogenetic abnormalities, losses of chromosome 14 [8],
whether associated or not with del(1p36) [9], have been as-
sociated with lower recurrence-free survival (RFS) rates in
meningioma patients independently of patient gender and
tumor histopathology. In addition, gains of chromosomes
11,15, and 22 and losses of chromosomes 10 and 18 have
also been shown to have an impact on patient outcome, but
they did not show independent prognostic value [8, 14].
For decades, gender-associated differences in the fre-
quency and clinical behavior of meningiomas have been
claimed to be most probably related to hormonal factors
[15-20]. In line with this, previous reports have shown a
higher growth rate of meningiomas during both pregnancy
[21-23] and the luteal phase of the menstrual cycle [24],
and an association has been observed between meningioma
and breast cancer [25-27]. In addition, meningioma tumor
cells frequently express progesterone receptors (PRs) [28—
30] and, to a lesser extent, estrogen receptors (ERs) [31, 32]
and androgen receptors (ARs) [33] as well; PR expression
has been correlated with disease outcome [15, 16, 2830,
34, 35], and progesterone has been shown to modulate the
in vitro growth of meningioma cells [36], although modest
results were observed after treatment of meningioma pa-
tients [37, 38]. Despite these findings, the exact causes and
mechanisms leading to the female predominance of menin-
gioma still remain poorly understood; moreover, recent
studies [33] failed to detect different patterns of expression
of hormone receptors, including PR, ER, and AR, between
male and female patients with meningioma tumors. There-
fore, the role of sex hormones in determining female pre-
dominance in meningioma could involve more complex
mechanisms, or alternatively, they could just have a mar-
ginal impact. Despite these observations, no study has been
reported so far in which the genetic and genomic differ-
ences between male and female meningioma patients have
been systematically analyzed in a large series of patients.
In the present study, we explored the clinical, his-
topathological, genetic, and prognostic differences between
53 male and 111 female meningioma patients; in addition,
in a subgroup of 45 of these patients, we compared the pat-
terns of gene expression between tumors from male and fe-
male patients. Our results show that, in addition to a higher
frequency of spinal tumors and smaller meningiomas, fe-

Patient Gender and Genetic Profiles in Meningiomas

male patients also display different patterns of chromo-
somal abnormalities than male patients, with many of the
genetic changes observed showing a distinct impact on RFS
in each of the two patient groups. Moreover, male and fe-
male meningioma patients had different patterns of gene
expression, which were restricted to a few genes coded in
the X and Y chromosomes.

MATERIALS AND METHODS

Patients

The study included 164 patients diagnosed with meningi-
oma at the Neurosurgical Service of the University Hospital
of Salamanca. Fifty-three (32%) were men and 111 (68%)
were women, with a mean age * standard deviation (SD) of
59 = 15 years (range, 13—84 years). All except three cases
underwent complete tumor resection of Simpson’s grade
=3 tumors [39]. Tumor diagnosis and classification were
performed according to World Health Organization criteria
[40]. Histologically, most tumors (91%) were classified as
grade I; 8% were grade II (atypical) and 1% were grade I1I
(anaplastic) meningiomas. The distribution of patients ac-
cording to tumor location and size, as well as the frequency
of cases with multifocal meningiomas are summarized in
Table 1. Some (39%) of the patients included in this study
were also included in a previous report from our group [8].

Follow-up controls for the early detection of relapse in-
cluded, apart from routine clinical and biological parame-
ters, neuroimaging analysis using axial computerized
tomography and magnetic resonance imaging studies. At
the close of this study, 26 patients had relapsed and 138 re-
mained disease free; the median RFS and overall survival
times for the whole series were 71 months (range, 7-242
months) and 81 months (range, 1-369 months), respec-
tively. None of the patients received adjuvant radiotherapy
or chemotherapy after diagnosis and prior to an eventual re-
lapse.

The study was approved by the institutional review
board, and human investigations were performed after ap-
proval by the local ethical committee. Informed consent
was obtained from each subject entering the study.

Interphase Fluorescence In Situ

Hybridization Studies

In all patients, interphase fluorescence in situ hybridization
(iFISH) studies were performed on freshly frozen tumor
samples obtained at diagnostic surgery according to tech-
niques that have been previously described in detail else-
where [41]. The presence of numerical abnormalities of
chromosomes 1, 7, 9, 10, 11, 14, 15,17, 18,22, X, and Y
was systematically investigated with the following com-

&)qnpecologist"

/002 ‘62 4200100 U0 AQ Wo9°15160(00UOBY L MMM LLIOJ | PSPEO JUMOC


http://theoncologist.alphamedpress.org

Tabernero, Espinosa, Maillo et al. 1227
Table 1. Clinical and biological characteristics of male versus female meningioma patients
Male patients, Female patients,
n =153(32%) n =111 (68%) p-value

Mean age (= SD), years 55 £ 18 60 = 14 NS
Tumor location, n (%)

Intracranial® 52 (98%) 97 (87%) .04

Spinal 1 2%) 14 (13%)
Multifocal tumors, n (%) 1 (2%) 11 (10%) NS
Tumor size (>40 mm), n (%) 39 (77%) 60 (57%) .01
Tumor grade (WHO), n (%)

Grade I 45 (85%) 104 (94%) .07

Grade II and III 8 (15%) 7 (6%)
Tumor histology, n (%)

Meningothelial 39 (74%) 78 (70%) NS

Fibroblastic 0 (0%) 1 (1%)

Transitional 4 (7%) 11 (10%)

Psammomatous 2 (4%) 14 (13%)

Atypical 6 (11%) 7 (6%)

Anaplastic 2 (4%) 0 (0%)
Relapses, n (%) 13 (24%) 13 (12%) .03
Deaths, n (%) 8 (15%) 7 (6%) .08
75% RFS (months) 100 NR A1
"‘Pargsagittal/tentorial, convexity, cranial base/posterior fossa, and ventricular tumors were included as intracranial
meningiomas.
Abbreviations: NR, not reached; NS, not significant (p > .05); RFS, recurrence-free survival; WHO, World Health
Organization.

mercially available probes (all obtained from Vysis Inc.,
Downers Grove, IL, except the midisatellite 1p36 probe,
which was purchased from Q-BIOgene Inc., Carlsbad, CA)
in double-stainings: (a) LSI BCR/ABL dual color probe for
chromosomes 9 and 22; (b) LSI PML/RAR-« dual color
probe for chromosomes 15 and 17; (c) LSI I[gH/CCD1 dual
color probe for chromosomes 11 and 14; (d) CEP X DNA
probe conjugated with Spectrum Orange (SO) and CEP Y
DNA probe conjugated with Spectrum Green (SG) for
chromosome X and Y; (e) CEP 7 DNA probe conjugated
with SO and the LSI IgH/BCL2 dual color probe for chro-
mosomes 7 and 18; and (f) the Midisatellite 1p36 probe and
the CEP 10 DNA probe for chromosomes 1 and 10, respec-
tively. The number of hybridization spots was evaluated us-
ing a BX60 fluorescence microscope (Olympus, Hamburg,
Germany) equipped with a 100X oil objective by counting
at least 200 nuclei/slide. For all slides measured, the num-
ber of unhybridized cells in the areas assessed was irrele-
vant (<1%), and only those spots with a similar size,
intensity, and shape were considered. The criteria used for
the definition of the presence of numerical abnormalities
for each individual chromosome as well as the criteria used
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to define the ancestral tumor cell clone in each meningioma
were based on an analysis of normal interphase nuclei and
have been previously described in detail elsewhere [41, 42].
Briefly, for the definition of the ancestral tumor cell clone,
we assumed that karyotypic abnormalities shared by all tu-
mor cells represented the earliest changes, whereas latter
cytogenetic alterations would only be present in a fraction
of all tumor cells, representing more advanced tumor cell
clones [42]. Accordingly, in those cases in which two or
more tumor cell clones were present by iFISH, an ancestral
tumoral cell clone could be identified as the one that carried
only those karyotypic abnormalities common to all tumor
cells.

RNA Extraction and Microarray Analyses of
Gene Expression

For the comparison of gene-expression profiles, 45 menin-
gioma tissue samples containing >60% tumor cells as eval-
uated by previously described methods [43] were
homogenized using a Polytron PT10-35 homogenizer (Ki-
nematica AG, Luzern, Switzerland). Total RNA was iso-
lated in two steps using TRIzol (Invitrogen Life
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Technologies, Carlsbad, CA) and the RNeasy Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, CA). The integrity and purity of the
RNA were determined using a microfluidic electrophoretic
system (Agilent 2100 Bioanalyzer; Agilent Technologies,
Palo Alto, CA). RNA samples were then hybridized using
the Human Genome U133A Chip (Affymetrix Inc, Santa
Clara, CA) according to the manufacturer’s instructions.

Statistical Methods

For all continuous variables included in the present study,
the median, mean, SD, and range were calculated; for cat-
egorical variables, frequencies were used. To establish the
statistical significance of the differences observed between
groups, Mann-Whitney U and y? tests were used for con-
tinuous and categorical variables, respectively. RFS curves
were plotted according to the method of Kaplan and Meier,
and a one-sided log-rank test was used to establish the sta-
tistical significance of the differences observed between
curves. Statistical significance was considered to be present
when the p-values obtained were <0.05. A multivariate
analysis of prognostic factors for RFS was performed using
the Cox stepwise regression model. In this part of the study,
gender, histopathology, and those variables showing a sig-
nificant association with RFS in the univariate analyses of
prognostic factors were considered simultaneously. For all
statistical analyses listed above, the SPSS 12.0 software
package (SPSS Inc, Chicago, IL) was used.

For the analysis of the results of microarray studies, data
files containing information about gene expression for the
45 Affymetrix high-density oligonucleotide arrays/tumors
analyzed were normalized using the Bioconductor (http://
www.bioconductor.org) and R (version 2.3.0; http://www.
r-project.org) software programs. Nonbiological background
variation was removed using robust microarray normaliza-
tion (RMA-preprocessing) [44]. For the identification of
differentially expressed genes between tumors from male
and female patients, the nearest shrunken centroids (Predic-
tion Analysis of Microarrays software version 2.1; Tib-
shirani Lab, Department of Statistics, University of
Stanford, Stanford, CA [45]), multivariate permutation
(Significance Analysis of Microarrays software version
2.23 [46]), and Pearson correlation tests were used. Only
those probes showing both a coefficient of correlation
>0.80 and an adjusted p-value (as assessed by the Bonfer-
roni test) <0.05 were considered to be differentially ex-
pressed in tumors from male and female patients.

Supervised hierarchical clustering analysis based on the
average linkage method and the use of Euclidean distances
was performed with Gene Cluster 3.0 software (http://rana.
Ibl.gov/EisenSoftware.htm) [47] to classify tumors from
male and female patients according to the patterns of dif-
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Figure 1. Age distribution of meningioma tumors according
to gender.

ferentially expressed genes between the two gender-associ-
ated tumor groups. The resulting cluster was graphically
represented using the Java TreeView 1.0.13 software,
which can be freely downloaded from http://jtreeview.
sourceforge.net [48].

RESULTS

From a clinicobiological point of view, male patients had a
significantly higher frequency of larger (>40 mm) tumors
(p = .01) and intracranial meningiomas (p = .04) and a
higher relapse rate (p = .03) associated with a slightly
lower RFS rate (p = .11), in comparison with female pa-
tients (Table 1). In turn, no statistically significant differ-
ences were found between male and female meningioma
patients regarding the frequency of multifocal tumors, tu-
mor histology and grade, and the patients’ overall mean age
(Table 1); despite this, a significant predominance of fe-
male patients was observed from age 50 onward (p = .01)
(Fig. 1).

Regarding the frequency of numerical abnormalities de-
tected for each chromosome analyzed, a significantly
higher percentage of cases with del(1p36) was observed
among male patients (48% versus 16%; p < .001), whereas
loss of chromosome X was restricted to female patients
(14% versus 0%; p = .008) (Fig. 2A). Abnormalities of
chromosome Y consisted of nulisomy Y and were detected
in around one quarter of all male patients (26%). No statis-
tically significant differences were detected between the
patient groups for the other chromosomes analyzed (Fig.
2A). In turn, iFISH studies showed the presence of a single
tumor cell clone in 67 of the 164 cases analyzed (41%), with
similar frequencies in male (38%) and female (42%) pa-
tients. The remaining cases showed two to five coexisting
tumor cell clones, with no significant difference in the mean
number of clones per tumor detected in male versus female
patients (mean number of clones per tumor, 2 = 1 versus
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Cytogenetic patterns of the ancestral tumor cell clone

Figure 2. Frequency of losses and gains of individual chromosomes in meningioma tumors grouped according to patient gender.
(A): Frequency of cases displaying abnormalities for each individual chromosome as analyzed in male and female patients. (B):
The frequency of cases with different patterns of chromosomal aberrations in the ancestral tumor cell clone is displayed for both

patient groups.
*Male versus female patients, p < .05.
M, male patients; F, female patients.

2 + 1; p > .05). Nevertheless, a more careful analysis of the
cytogenetic patterns of the ancestral tumor cell clone
showed statistically significant differences between male
and female meningioma patients (Fig. 2B). Accordingly,
the ancestral tumor cell clone of male meningioma patients
more frequently showed one or more chromosome loss
other than monosomy 22 alone (p = .002), whereas female
patients had a higher frequency of cases carrying chromo-
some gains (p = .04) and monosomy 22 in the absence of
other abnormalities (p = .03) in the ancestral tumor cell
clone.

From a prognostic point of view, abnormalities of chro-
mosomes 9, 14, and 22 had a significant impact on RFS in
both groups of patients (p = .008) (Fig. 3). However, a
more detailed analysis of the impact of the abnormalities of
these chromosomes on patient outcome showed that, while
gain of chromosome 22 was associated with a lower RFS
rate in both groups of patients, gain of chromosome 9 and
monosomy 14 were associated with a worse prognosis in
male patients, whereas loss of chromosome 9 and gain of
chromosome 14 were related to a worse clinical outcome in
female patients. In addition, losses of chromosomes 10 (p =
.009) and 18 (p = .0007) were associated with a poor out-
come in male but not in female patients, whereas gains of
chromosomes 1q (p = .008), 7 (p = .005), and X (p = .001)
had an adverse prognostic impact for female but not for
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male patients (Fig. 3). Multivariate analysis of prognostic
factors showed that, in the whole patient series, loss of chro-
mosome 14 (p = .02) together with tumor size >40 mm
(p = .001) was the best combination of independent vari-
ables for predicting RFS. However, while in male patients
loss of chromosome 14 (p = .02) and gain of chromosome
22 (p = .01) represented the best combination of indepen-
dent parameters for predicting RFS, in female patients loss
of chromosome 9 was the only independent prognostic fac-
tor (p = .001).

Analysis of the patterns of gene expression by oligonu-
cleotide-based microarrays in a group of 45 meningiomas
(Table 2) showed that only eight genes had a significantly
different expression pattern in male versus female patients.
All these genes are coded in the sex chromosomes: two in
chromosome X and six in chromosome Y (Table 3 and Fig.
4). Those genes localized to chromosome X included the
XIST gene, which was exclusively expressed in those fe-
male patients with two or more X chromosomes, and the
deadbox polypeptide 3 X-linked gene (DDX3X), involved
in the transportation of nucleic acids, whose expression was
greater in male than in female meningioma patients. Chro-
mosome Y-linked genes expressed in greater amounts in
male than in female meningioma patients included the
RPS4Y1, DDX3Y, JARIDID, EIFIAY, USP9Y, and
CYorfl5B genes. Hierarchical clustering analysis showed
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Figure 3. Impact of individual chromosomal abnormalities on recurrence-free survival (RFS) in male (A) and female (B) me-
ningioma patients. For both groups of patients, the RFS curves are shown only for those chromosomal abnormalities displaying a

statistically significant impact on patient outcome (RFS).

that, based on the expression of these genes, meningiomas
from male patients could be clearly classified as different
from those of female patients, except for the single male
case with nulisomy Y. Interestingly, this patient was clas-
sified together with female patients showing monosomy X
in a subgroup of female-associated tumors (Fig. 5). No sta-
tistically significant differences were observed between
meningiomas from male and female patients regarding the
expression of genes encoding sex hormone receptors, in-
cluding PR, ER, and AR, or other PR- and ER-related genes
(e.g., progesterone receptor membrane component 1 and 2
[PGRMCI and PGRMC(?2], estrogen receptor binding site—
associated antigen 9 [EBAGY], estrogen-related receptor
beta like 1 [ESRRBLI], and estrogen-related receptor
gamma [ESRRG], among others). Similarly, no statistically
significant differences were observed in the patterns of
gene expression between females younger and those older
than 50 years for those genes encoding sex hormone recep-
tors and their regulatory proteins included in the Human
Genome U133A Affymetrix chip used in this study.

DISCUSSION

In the present study, we show the occurrence of unique
patterns of cytogenetic abnormalities and gene-expres-
sion profiles in meningioma tumors from male and fe-

male patients. Interestingly, none of the differentially
expressed genes in male versus female patients appeared
to be directly related to the expression and or regulation
of the expression of sex hormones and their receptors.
Similarly, they did not reflect differences in the fre-
quency of the distinct autosomal chromosome abnormal-
ities observed between male and female meningioma
patients. In contrast, all differentially expressed genes
were coded in the sex chromosomes, particularly in chro-
mosome Y. Together, these findings support the involve-
ment of nonsteroid hormone—associated genetic factors
coded in the sex chromosomes in the development of the
disease, indicating that female predominance could be
potentially associated with one or more sex chromo-
some—coded genes. In addition, they also suggest that
the reported differences in the frequency of specific ab-
normalities involving autosomal chromosomes could be
related to sex chromosome—inherited differences.

So far, attempts aimed at the identification of differ-
ent patterns of expression of individual sex hormone—
associated proteins, such as PR, in male versus female
meningioma patients have failed [16, 29, 33]. However,
such studies have usually been based on the analysis of a
restricted number of proteins, none of which is coded in
the sex chromosomes. In the present study, only eight
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Table 2. Relevant clinical, histopathological, and genetic characteristics of the 45 meningioma tumors in which the
patterns of gene expression were analyzed by DNA oligonucleotide microarrays
Patient Age Tumor Histological subtype
code Gender (years) grade (WHO) Cytogenetic abnormalities? Relapse
1 M 56 I Transitional Diploid No
2 M 65 I Atypical Diploid Yes
3 M 77 I Transitional Diploid No
4 M 54 I Transitional Diploid No
5 M 65 II Atypical Diploid No
6 M 76 I Transitional —(22) No
7 M 54 1 Psammomatous —(22) No
8 M 66 | Fibroblastic —(1p) No
9 M 23 11 Atypical —(1p,14,22, Y)+(15,18) No
10 M 73 I Meningothelial —(1p,22)/TT Yes
11 M 75 1 Transitional —(1p,22) Yes
12 M 41 I Atypical —(1p,14,22)+(1q) Yes
13 F 62 1I Atypical Diploid No
14 F 62 I Atypical Diploid No
15 F 76 I Transitional Diploid No
16 F 73 I Transitional Diploid No
17 F 68 I Transitional Diploid No
18 F 63 I Psammomatous Diploid No
19 F 84 I Secretor Diploid No
20 F 36 I Transitional Diploid No
21 F 68 I Transitional Diploid No
22 F 69 I Meningothelial Diploid No
23 F 47 I Meningothelial Diploid No
24 F 54 I Atypical Diploid No
25 I 72 1 Psammomatous —(22) No
26 F 59 I Psammomatous —(22) No
27 F 81 1 Psammomatous —(22) No
28 F 54 1 Psammomatous —(22) No
29 F 74 1I Atypical —(22) No
30 F 34 I Fibroblastic —(22) No
31 F 76 1 Fibroblastic —(22)/TT Yes
32 F 77 1 Transitional —(22)/TT No
33 F 65 1 Psammomatous —(22)/TT No
34 F 53 I Fibroblastic —(22)/TT No
35 F 73 1 Meningothelial —(1p)/TT No
36 F 68 1 Psammomatous —(1p)/TT No
37 F 80 I Meningothelial —(1p)/TT No
38 F 64 II Atypical —(1p,11,18,22)+(1q,7,17) No
39 F 30 11 Atypical —(14)+(22,X)++(1q)/ 1qA Yes
40 F 35 I Atypical —(14)+(1,7,10,15,17,Y)++(18)/TT  No
41 F 76 1 Meningothelial —(14,22,X) No
42 F 60 I Transitional —(1p,14,22)+(9) Yes

(continued)
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Table 2. (Continued)

Patient Age Tumor Histological subtype

code Gender (years) grade (WHO) Cytogenetic abnormalities® Relapse
43 F 52 1I Atypical —(1p,10,14,15,17,18,22,X)/TT No

44 F 70 I Transitional —(1p,14,22,X)/1qgA+(1q)/TT No

45 F 30 11T Anaplastic —(14)+(22,X,1q) Yes

aCytogenetic nomenclature for iFISH according to the International System for Human Cytogenetic nomenclature (ISCN) 1995:
Diploid in female: nuc ish Xcen(DXZ1X2), 1p36(D1Z2X2), 1cen(D1Z25X2), 7cen(D7Z1X2), 9q34(ABLX2),
10cen(D10Z1X2), 11q13(CCND1X2), 14q32.3(IGHX2), 15q22(PMLX2), 17q12—-q21(RARAX2), 18q21(BCL2X?2),
22q11.2(BCRX2).

Diploid in male: nuc ish Xcen(DXZ1X1), Ycen(DYZ3X1), 1p36(D1Z2X2), 1cen(D1Z5X?2), 7cen(D7Z1X2),
9q34(ABLX2), 10cen(D10Z1X2), 11q13(CCND1X2), 14q32.3(IGHX?2), 15q22(PMLX2), 17q12-q21(RARAX2),
18q21(BCL2X?2), 22q11.2(BCRX2).

Triploid in female: nuc ish Xcen(DXZ1X3), 1p36(D1Z2X3), 1cen(D1Z5X3), 7Tcen(D7Z1X3), 9q34(ABLX3),
10cen(D10Z1X3), 11q13(CCND1 X3), 14q32.3(IGHX3), 15q22(PMLX3), 17q12—-q21(RARAX3), 18q21(BCL2X3),
22q11.2(BCRX3).

Losses: —1p: nuc ish 1p36(D1Z2X1); —1q: nuc ish lcen(D1Z5X1); —9: nuc ish 9q34(ABLX1); —10: nuc ish
10cen(D10Z1X1); —14: nuc ish 14q32.3(IGHX1); —18: nuc ish 18q21(BCL2X1); —22: nuc ish 22q11.2(BCR X 1); —X:
nuc ish Xcen(DXZ1X1); —Y: nuc ish Ycen(DYZ3-); +1q: nuc ish 1cen(D1Z5X3); +7: nuc ish 7cen(D7Z1X3); +9: nuc
ish 9q34(ABL X3); +14: nuc ish 14q32.3(IGHX3); +15: nuc ish 15q22(PMLX3); +17: nuc ish 17q12-q21(RARAX3);
+22: nuc ish 22q11.2(BCR X3); +X: nuc ish Xcen(DXZ1X3).

Table 3. Genes differentially expressed in male and female meningioma patients and their chromosomal location

Coded Chromosomal Correlation

Gene name location coefficient p-value
Ribosomal protein S4, Y-linked 1 RPS4Y1 Ypll.3 0.97 <.0001
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box DDX3Y Yqll 0.96 <.0001
polypeptide 3, Y-linked

Jumonji, AT rich interactive domain 1D JARIDID Yqll 0.92 <.0001
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box DDX3X Xpl1.3-p11.23 0.89 <.0001
polypeptide 3, X-linked

Eukaryotic translation initiation factor 1A, EIFIAY Yqll1.222 0.86 <.0001
Y-linked

X (inactive)-specific transcript XIST Xql3.2 —0.83 <.0001
Ubiquitin specific protease 9, Y-linked USP9Y Yqll.2 0.82 <.0001
Chromosome Y open reading frame 15B CYorfl5B Yql1.222 0.82 <.0001

genes displayed a significantly different expression pat-
tern in male versus female meningioma patients, and
none of them was directly associated with expression of
hormone receptors and genes involved in their regula-
tion. In contrast, all eight genes were localized to the sex
chromosomes: two in chromosome X (DDX3X, XIST)
and six in chromosome Y (RPS4Y1, DDX3Y, JARIDID,
EIFIAY, USP9Y, and CYorfl5B). Interestingly, a third
subgroup including both female patients with monosomy
X and a male patient with nulisomy Y was clearly iden-
tified within the major cluster of tumors from female pa-
tients, based on the pattern of expression of these genes.
A more detailed analysis of these eight genes suggests
that some of them could be irrelevant in directly predis-
posing to the development of meningiomas. Accord-

ingly, XIST is an essential gene for the inactivation of one
of the two X chromosomes in female mammalian cells,
which transcriptionally silences one X chromosome
[49]. In turn, the USP9Y gene is a member of the C19
peptidase family that encodes for a protein similar to
ubiquitin-specific proteases, which cleaves the ubiquitin
moiety from ubiquitin-fused precursors and ubiquitiny-
lated proteins [50]; mutations in USP9Y have been asso-
ciated with Sertoli cell-only syndrome and male
infertility [51]. In line with this limited evidence of both
genes directly contributing to a female predominance in
meningioma, X/ST and USP9Y have been previously re-
ported to be differentially expressed in normal human
blood cells and mouse brain tissues from male versus fe-
male individuals [52-54]. In contrast, the exact role of
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Figure 4. Comparison of the expected versus observed scores for the expression of the 12,847 genes analyzed using the U133-A
oligonucleotide microarray (Affymetrix, Santa Clara, CA) in female versus male meningioma patients. Genes showing a signif-
icantly different expression pattern in the two gender-associated groups (n = 8) are colored red and green (A). (B): The degree of
differential expression in male versus female patients is shown for each of these eight individual genes.

the other six differentially expressed genes in determin-
ing the female predominance of meningioma remains to
be elucidated. Interestingly, analysis of different Web-
based freely accessible microarray gene-expression data
sets from brain tissue [55], hematopoietic neoplastic
cells from chronic lymphocytic leukemia [56], and renal
cancer tissues [57] showed that, apart from the DDX3Y
gene, the other genes are also differentially expressed in
normal and/or neoplastic tissues from male versus fe-
male individuals in the first two data sets. In turn, no sig-
nificant differences were observed in the expression
patterns of these genes in normal somatic meningeal cell
samples from the male (n = 2) and female (n = 2) indi-
viduals analyzed in this study (data not shown). The
DDX3Y DEAD box protein and its homologue in the X
chromosome (DDX3X) act as human RNA helicases and
are localized close to the nuclear membrane pore, and are
involved in exporting RNA outside the nucleus during
embryogenesis, spermatogenesis, and both cellular
growth and division [58]. Further investigations are nec-
essary to elucidate the exact explanation for the associa-
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tion between the expression of this gene and gender in
meningioma patients.

In line with preliminary results from our [41, 42] and
other [59-62] groups, gender was also associated with
the presence of different cytogenetic abnormalities in the
ancestral tumor cell clone in meningiomas. Accordingly,
while ancestral tumor cell clones of female meningioma
patients more frequently showed monosomy 22 alone
and gains of individual chromosomes, tumors from male
patients were frequently related to the presence of losses
of chromosomes other than monosomy 22 and complex
karyotypes including nulisomy Y, monosomy 14, and
del(1p36) in the ancestral tumor cell clone. Together,
these findings further support the existence of different
cytogenetic pathways of clonal evolution in meningioma
patients [42], providing increasing evidence for the in-
volvement of gender in this process. Based on the type of
chromosomal abnormalities detected at different fre-
quencies in male versus female meningioma patients, in-
cluding those identified in their ancestral tumor cell
clones, it could be speculated that deletion of the NF2
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Figure 5. Hierarchical cluster analysis of genes differentially
expressed in male and female meningioma patients. Results
are organized in a gene-expression matrix format where each
column represents a single gene (listed with the corresponding
gene symbol) and each row represents a meningioma sample
(those rows identified with an “M” correspond to male patients
and those identified with an “F” correspond to female pa-
tients). Normalized values reflecting the abundance of mRNA
are represented by a color scale where red reflects upregulated
and green reflects downregulated gene expression. On the left
side of the figure, the hierarchical clustering of samples ob-
tained shows that tumors from the two classes (female and
male patients) were classified separately, except for one tumor
from a male patient that showed nulisomy Y in 73% of the neo-
plastic cells.

gene in chromosome 22 or dysregulation of oncogenes as
a result of chromosome gains in a smaller proportion of
cases could play a central role in tumor development in
female patients, while tumor suppressor genes encoded
in chromosomes other than chromosome 22 (e.g., genes
coded in chromosomes 1p and 14, among others), alone
or in combination with other tumor suppressor genes
and/or oncogenes, could determine development and
progression of meningiomas in male patients [63—67]. In
line with this hypothesis, recent results [43] suggest that

Patient Gender and Genetic Profiles in Meningiomas

spinal tumors, also found in the present series to be al-
most entirely restricted to female patients, show unique
patterns of gene expression associated with the presence
of monosomy 22 in the ancestral tumor cell clone. In ad-
dition, such differences could also help to explain the
slightly higher frequency of grade II or III meningiomas
and larger tumors among male patients. However, in the
present study, no clear association was found between
the patterns of gene expression in male and female pa-
tients that could be related to differences in autosomal
chromosome gains or losses. This could be because of
the fact that, on most occasions, monosomy 14 and
del(1p36) are present in only a subset of all meningioma
tumor cells [14, 42], and in the present study, the patterns
of gene expression were analyzed for the overall tumor
and not for specific tumor cell clones. Further studies are
necessary to investigate the potential relationship be-
tween the differentially expressed genes reported here
between male and female patients and the distinct ge-
netic abnormalities found in the two groups of patients.

From a prognostic point of view, abnormalities in
chromosome 14 have been shown to be a relevant prog-
nostic factor for predicting RFS in meningioma patients
independently of patient gender and tumor histopathol-
ogy [8-10], as also confirmed in the present study.
Moreover, to the best of our knowledge, no study has
been reported so far in which the prognostic value of tu-
mor cytogenetics has been separately analyzed in male
and female patients. In this regard, we found a worse
clinical outcome for male patients displaying losses of
chromosome 10, 14, and 18, while female patients with
gains of chromosomes 1q, 7, 9, 22, and X had a lower
RFS rate. Together, these observations further support
the hypothesis that loss of different tumor suppressor
genes could also be responsible for disease outcome in
male patients, while RFS in female patients is mainly af-
fected by gains of certain oncogenes, particularly those
localized to chromosomes 1q, 7, 9, 22, and X. The dif-
ferent patterns of clonal evolution found in male and fe-
male meningioma patients did not show a clear impact on
the patterns of gene expression between the two groups
of meningioma patients, which could further help to ex-
plain the different prognostic impact observed for most
individual chromosomal abnormalities in male versus fe-
male patients. In line with this, previous multivariate
studies [8, 67] have failed to show independent prognos-
tic value for patient gender and monosomy 14, the latter
clearly showing a higher prognostic impact, as also con-
firmed in the present study. Interestingly, we further
show here that monosomy 14 together with a gain of
chromosome 22 is the best combination of independent
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prognostic factors for RFS in male patients, while a gain
of chromosome 9, but not the reported abnormalities in
chromosomes 14 and 22, appear to be the most relevant
prognostic factor in female patients.

In summary, in the present study, we show the existence
of different patterns of chromosomal abnormalities and
gene-expression profiles in male versus female meningi-
oma patients, which could help to explain the slightly dif-
ferent clinical behavior between the two patient groups.
The observations that differentially expressed genes in
male versus female patients are coded in the sex chromo-
somes and they are not directly related to sex hormone re-
ceptors support the hypothesis that sex chromosome—
associated genes are involved in the gender-associated
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differences reported, although the exact role of hormonal
factors remains unclear.
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3.4.- ARTICULO 4: Caracterizacién de las alteraciones del cromosoma 14

en 124 meningiomas empleando técnicas de hibridacién in situ fluorescente e

hibridacién genémica comparada.

OBJETIVO. La pérdida del cromosoma 14 en meningiomas se ha asociado
con un comportamiento mas agresivo de la enfermedad; sin embargo, hasta la fecha no
se ha realizado un analisis comparativo del pronéstico de los meningiomas con
monosomia 14 frente a aquellos que presentan deleciones intersticiales de este
cromosoma. El objetivo del presente trabajo se centré en la caracterizacion de las
alteraciones citogenéticas asociadas a pérdidas de material genético del cromosoma 14 y

su posible asociacién con el comportamiento clinico-biolégico de la enfermedad.

METODOS. Para la identificacién de las alteraciones del cromosoma 14 se
analizaron un total de 124 pacientes con meningioma en los que se realiz6 técnica de
hibridacién in situ fluorescente sobre nucleos interfasicos (IFISH) empleando sondas
centroméricas, teloméricas y especificas de locus de este cromosoma; al objeto de
confirmar la naturaleza de las anomalias detectadas, los estudios anteriores se
complementaron con analisis de hibridaciéon genémica comparada (CGH) de los
mismos tumores. Finalmente, las alteraciones genéticas encontradas en el cromosoma
14 se correlacionaron con las caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y el pronéstico de

la enfermedad.

RESULTADOS. De los 124 casos analizados, 50 (40.3%) mostraron pérdida
(14.5%) o ganancia (25.8%) de la regién 14q32 del cromosoma 14 mediante iFISH. La

mayoria de estas alteraciones correspondieron a monosomias (12.9%), trisomias (1.6%)
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o tetrasomias (24.2%) del cromosoma 14; en tan solo 2 casos (1.6%), las pérdidas del
cromosoma 14 no involucraron al cromosoma entero, sino que estaban restringidas a la
region 14q31-q32, como se confirmé mediante CGH. Los meningiomas que
presentaban ganancias o monosomias del cromosoma 14 correspondfan con mayor
fecuencia a tumores histolégicamente malignos (p= 0.009). Asimismo, la presencia de
monosomia 14/14q se asoci6 con el sexo masculino (p= 0.04), una mayor incidencia
de recidiva (p= 0.003) y una menor supervivencia libre de enfermedad (p= 0.03). Los
dos pacientes que mostraban deleciones intersticiales del brazo largo del cromosoma
14, correspondieron a tumores histolégica y clinicamente benignos, sin que hubieran
recidivado hasta el momento de cerrar el presente estudio, tras un seguimiento de mas

de 5 anos.

CONCLUSION. Nuestros resultados indican que la mayoria de las anomalfas
genéticas que se detectan en el cromosoma 14 de las células tumorales de pacientes con
meningioma, son de tipo numérico, constituyendo las deleciones intersticiales a nivel de
14931-q32 un hallazgo poco frecuente. De todas las alteraciones detectadas en el
cromosoma 14, sélo la pérdida total o monosomia 14 mostré un impacto significativo

sobre la supervivencia libre de recidiva, asociandose con un pronéstico adverso.
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Abstract

We analyzed quantitative chromosome 14
abnormalities in 124 meningiomas by interphase
fluorescence in situ hybridization (iFISH) and
confirmed the nature of abnormalities by comparative
genomic hybridization (CGH). We correlated the
abnormalities with clinical, histopathologic, and
prognostic factors.

Of 124 cases, 50 (40.3%) showed loss (14.5%) or
gain (25.8%) of the 14g32 chromosome region by
iFISH. Most corresponded to numeric abnormalities:
monosomy (12.9%), trisomy (1.6%), or tetrasonty
(24.2%); in only 2 cases (1.6%), chromosome 14 loss
did not involve the whole chromosome and was

restricted to the 14q31-q32 region (confirmed by CGH).

Cases with gain or monosomy corresponded more
[frequently to histologically malignant tumors (P =
.009). Patients with monosomy 14/14q—, but not those
with gain, more often were male (P = .04) and had a
greater incidence of recurrence (P = .003) and shorter
relapse-free survival (P = .03). The 2 patients with loss
limited to 14q31-q32 had histologically benign tumors
and no relapse after more than 5 years’ follow-up.

Most meningiomas with chromosome 14
abnormalities have numeric changes, with interstitial
deletions of 14q31-q32 present in few cases. Of the
abnormalities detected, only monosomy 14 showed an
adverse prognostic impact.

744 AmJ Clin Pathol 2005;123:744-751
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In recent decades, an increasingly high number of studies
devoted to the analysis of cytogenetic characteristics of menin-
giomas have been reported.!"'> Abnormalities of chromosomes
22,1, 9, 10, 18, and 14 have been observed frequently. Since
the first description in 1986 of the loss of chromosome 14 in
meningiomas,’ several authors have used conventional cytoge-
netic techniques to study their incidence.>'%!3 However, con-
ventional karyotyping has several limitations that might influ-
ence the results obtained. More recent studies'3"!® in which
interphase fluorescence in situ hybridization (iIFISH), compar-
ative genomic hybridization (CGH), and determination of loss
of heterozygosity have been used confirmed the occurrence of
abnormalities of chromosome 14 in 12% to 55% of the menin-
gioma cases analyzed.'3-2! In the vast majority of the studies,
abnormalities consisted of monosomy 14, deletions in differ-
ent areas of the long arm of chromosome 14, or structural
rearrangements involving translocations of chromosome 14.

Loss of chromosome 14 in meningiomas has been asso-
ciated with more aggressive behavior of the disease as
reflected by a more advanced stage at diagnosis, higher
tumor progression, and greater relapse rates.'®?!"?7 In a
recent study based on a series of 70 consecutive menin-
giomas, Maillo et al?! showed that loss of chromosome 14
was a powerful independent prognostic factor for predicting
relapse-free survival, even within histopathologically
benign tumors. Despite the association between loss of
chromosome 14 and prognosis of the disease, no studies
have attempted to define further the cytogenetic abnormali-
ty involved in this adverse prognostic impact. At present,
the prognosis of meningiomas with monosomy 14 com-
pared with those with interstitial deletions on 14q have not
been analyzed in detail.
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To better characterize the abnormalities associated with
loss of genetic material from chromosome 14, we applied 4
iFISH probes and CGH to the study of chromosome 14 in a
series of 124 patients with meningioma. A centromeric iFISH
probe was used in combination with a telomeric probe for
14q to confirm the presence or absence of numeric abnormal-
ities of chromosome 14 and subtelomeric 14q deletion. In
addition, the existence of interstitial deletions at 14q32, a
region that contains tumor suppressor genes commonly delet-
ed in meningiomas, was explored through the use of 2 addi-
tional probes. Our ultimate goal was to correlate the type of
chromosome 14 abnormality detected with the clinical and
biologic features of the disease.

Materials and Methods

Cases

Data for 124 patients diagnosed with meningioma who
underwent gross total resection at the Neurosurgical Service,
University Hospital of Salamanca, Salamanca, Spain, were
analyzed. Of the patients, 44 (35.5%) were males and 80
(64.5%) were females, in accordance with the female pre-
dominance observed by others-®132%; the mean + SD age was
58 + 15 years (range, 16-82 years). Patients were diagnosed
with intracranial (n = 117 [94.4%]) or spinal (n = 7 [5.6%])
meningioma. Diagnosis and classification of meningiomas
were established in all cases according to World Health
Organization criteria.?® Accordingly, the study cohort consist-
ed of 111 benign (grade I; 89.5%), 12 atypical (grade II;
9.7%), and 1 anaplastic (grade III; 0.8%) meningiomas.
Tumor location was distributed as follows: cranial base,
including posterior fossa, 33.9%; cerebral convexity, 29.0%;
parasagittal and tentorial, 29.0%; ventricular, 2.4%; and
spinal cord, 5.6%.

At the end of the study period, the mean + SD follow-up
after surgery was 80 + 50 months with a median of 70 months
(range, 1-246 months). Of the 124 cases analyzed, 21 (16.9%)
of the patients had experienced recurrence, with a median
relapse-free survival of 39 months (range, 7-208 months) and
an overall median follow-up of 153 months (range, 48-246
months). Time of relapse was determined as the date at which
tumor recurrence was confirmed by axial computed tomogra-
phy and magnetic resonance studies.

Interphase FISH Analyses

FISH analyses were performed on thawed tumor sam-
ples after fixation in methanol/acetic acid (3/1, vol/vol).
Briefly, fixed cells were dropped on the surface of glass
slides. After air drying, slides were incubated in a pepsin
solution at 37°C for 10 minutes; the enzymatic reaction was

© American Society for Clinical Pathology

Anatomic Pathology / ORIGINAL ARTICLE

stopped by washing the slides twice in phosphate-buffered
saline (PBS; pH 7.0). Then, cells were fixed with 1%
paraformaldehyde in PBS (10 minutes at room temperature)
and washed twice in PBS. Afterward, fixed cells were dehy-
drated sequentially in graded series of ethanol in water (70%,
90%, and 100%, vol/vol).

Analysis of chromosome 14 was performed using 4
probes specific for DNA sequences of chromosome 14: (1) the
LSI IGH/BCL2 Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe
labeled with SpectrumGreen (Vysis, Downers Grove, IL),
which spans approximately 1.5 megabases and contains
sequences complementary to the entire immunoglobulin
heavy chain (IgH) locus, extending about 300 kilobases (kb)
beyond its 3' end; (2) the LSI IGH/CCD1 Dual Color, Dual
Fusion Translocation Probe (Vysis), which contains 2 differ-
ent probes labeled with SpectrumGreen and identifies 2 differ-
ent sequences in chromosome 14: one hybridizes to a
germline genomic target of approximately 450 kb centered in
the LSI IGH constant region and the other, which is also
approximately 450 kb, hybridizes to the telomeric portion of
the IgH variable region; in germline DNA, there is a central
region of approximately 450 kb between both targets; (3) the
TelVysion 14q telomeric probe labeled with SpectrumOrange
(Vysis), used for the identification of losses of the distal
region of chromosome 14q, hybridizes to a 160-kb sequence
of the telomeric region of chromosome 14; and (4) a cen-
tromeric probe for chromosome 14 (Chromosome 14, 22
satellite probe direct red D14Z1-D227.1; Qbiogene, Carlsbad,
CA). A schematic representation of the chromosome 14
regions identified by the 4 probes used is shown in EFigure 11
In all cases, probes were diluted in cDenHyb-2 buffer (Insitus
Biotechnologies, Albuquerque, NM) according to previously
reported techniques.?

The slides containing DNA from the cells and the probes
were denatured at 75°C for 6 minutes and immediately
hybridized overnight at 38°C in a HYBrite thermocycler
(Vysis). The next day, slides were washed sequentially for 5
minutes at 46°C in 50% formamide in 2x saline sodium cit-
rate (SSC) and in 2x SSC. Afterward, slides were counter-
stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 0.1
pg/ul), and Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame,
CA) was used as antifading agent.

Fluorescence signals were evaluated by counting 200
cells per slide using a fluorescence microscope equipped with
a 100x oil objective (Nikon Eclipse E400, Nikon, Tokyo,
Japan). Only discrete signals in nonoverlapping nuclei with a
distinct nuclear border were evaluated. Losses of chromosome
14/14q— were defined as the lack of 1 signal in more than 10%
of the nuclei scored for each of the probes used; this cutoff
value was established on the basis of the frequency that cells
appeared with an unexpectedly low number of hybridization
signals in nuclei from normal cells.'®
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IFigure 10 Schematic representation of chromosome 14 regions identified by the 4 different chromosome 14-specific probes
used in this study. IgH, immunoglobulin heavy chain; kb, kilobase; Mb, megabase.

CGH Studies

Tumoral DNA used for CGH studies was isolated using
conventional phenol-chloroform methods. Tumor DNA (test
DNA) was labeled with biotin-16-dUTP (deoxyuridine
triphosphate) (Roche, Basel, Switzerland), and normal DNA
(reference DNA) was labeled with digoxigenin-11-dUTP
(Roche) by a standard nick-translation reaction. Equal
amounts (2 pg) of labeled tumor and normal DNA and 15 pg
of unlabeled human Cot-1 DNA (GIBCO/BRL, Life
Technologies, Gaithersburg, MD) were cohybridized to slides
with human metaphase chromosome spreads prepared with
stimulated lymphocytes from normal individuals (Normal
46XY metaphase CGH target slides, Vysis). After hybridiza-
tion for 2 days in a moist chamber at 37°C, posthybridization
washes were performed under stringent conditions with 0.1x
SSC (42°C). Hybridized tumor and normal DNA were detect-
ed by avidin-fluorescein isothiocyanate (Roche) and a rho-
damine-conjugated antidigoxigenin monoclonal antibody
(Roche), respectively. The slides were counterstained with
DAPI and mounted with an antifade solution.

Image acquisition was performed with an epifluores-
cence microscope (Olympus BX60, Olympus, Hamburg,
Germany) equipped with a cooled charge-coupled device
camera. Calculation of the tumor DNA/normal DNA fluores-
cence ratios along the length of each chromosome was per-
formed by means of an automated CGH software package
(Cytovision, Applied Imaging, Sunderland, England). Ratio
values obtained from at least 19 metaphase cells were aver-
aged for each case. Ratio values of more than 1.25 and less
than 0.75 were considered to represent chromosomal gain
and loss, respectively.
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Statistical Methods

For all variables included in the present study, the mean
and median values, SD, and range were calculated using the
SPSS 11.0 software package (SPSS, Chicago, IL). The > and
the Kruskal-Wallis tests were used to assess the statistical sig-
nificance of the differences observed between groups.
Survival curves were plotted according to the Kaplan-Meier
method, and the 1-sided log-rank test was used to establish the
statistical significance of the differences observed between
curves. Statistical significance was considered to be present
when P values were less than .05.

Results

Characterization of Chromosome 14 Losses by iFISH and
CGH

Of the 124 cases studied, 50 showed loss (n = 18
[14.5%]) or gain (n =32 [25.8%]) of 1 or more copies of chro-
mosome 14 with the 2 probes specific for the 14q32 region
(LSIIGH/BCL2 Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe
and LSI IGH/CCD1 Dual Color, Dual Fusion Translocation
Probe) ITable 1. Among the former group, all cases had loss
of 1 fluorescence signal per nucleus, whereas chromosome
gain consisted of a gain of 1 (n =2 [1.6%]) or 2 (n = 30
[24.2%]) extra copies of this chromosome region. In all cases
studied, both locus-specific probes provided identical results.

Two probes, one specific for the telomeric region of the
long arm of chromosome 14 and the other specific for the
repetitive oi-satellite centromeric region of chromosome 14,
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ITable 11

Incidence of Chromosome 14 Abnormalities in 124 Patients
With Meningioma According to Four Chromosome 14—
Specific Probes

No. (%) of Chromosome 14 Fluorescence

Spots per Nucleus
Decreased Normal Increased
Probe (<2) ?2) >2)
14932 locus-specific” 18 (14.5) 74 (59.7) 32 (25.8)
Centromeric 16 (12.9) 76 (61.3) 32 (25.8)
Telomeric 16 (12.9) 76 (61.3) 32 (25.8)

* Identical results were obtained for the two 14q32 locus-specific probes analyzed.

then were applied to distinguish between loss of the entire
long arm of chromosome 14 and partial 14q deletion.
Application of these centromeric and telomeric probes
revealed that 16 of 18 cases with loss of chromosome 14q32
lacked 1 centromeric and 1 telomeric fluorescence signal, sug-
gesting the existence of the loss of 1 entire chromosome 14. In
contrast, in the other 2 cases showing 14q32 deletion in 73%
and 76% of all nuclei, the centromeric and telomeric regions
were present in all tumor cell nuclei.

In all meningiomas studied that showed a normal or
increased number of copies of the 1432 chromosome region,
identical results were obtained with the probes specific for the cen-
tromeric and the telomeric regions of chromosome 14 (Table 1).

Further characterization of chromosome 14 loss by CGH
was performed in the 2 cases that showed loss only with the
14q32 locus-specific probes by iFISH. As control samples, 2
other cases showing chromosome 14 losses in 60% and 67%
of all nuclei with the 14q32-specific probes and with the cen-
tromeric and telomeric probes were studied in parallel using
CGH. CGH results confirmed the existence of a partial dele-
tion of chromosome 14q extending from 14q31 to the 14q32
chromosome regions EFigure 21 in the former 2 cases; in con-
trast, in the latter 2 cases, a complete loss of chromosome 14
was found. These results would indicate that although most

Anatomic Pathology / ORIGINAL ARTICLE

meningiomas showing loss of chromosome 14q32 involve a
loss of the entire chromosome, cases exist in which this is lim-
ited to an interstitial deletion.

Clinical and Biological Characteristics of Patients With
Chromosome 14 Abnormalities

ITable 20 shows the clinical and histopathologic charac-
teristics of the 124 patients with meningioma whose data were
analyzed according to chromosome 14 status. No major dif-
ferences were found between diploid cases and cases with
chromosome gain, except for a higher incidence of
histopathologically malignant subtypes in the latter group
(diploid, 2/74 [3%] vs gain, 7/32 [22%]; P = .009). In contrast,
chromosome 14 losses were associated with a higher frequen-
cy of male patients (P = .04) and histologically malignant
tumors (P = .009) together with a higher frequency of tumor
relapse (P = .003). It should be noted that all except 1 patient
with chromosome 14 loss and benign histologic features had
meningotheliomatous tumors ETable 31.

Differentiating between patients with chromosome 14
loss in 16 cases showing monosomy 14 and 2 with interstitial
deletions at 14q31-q32 revealed no statistically significant dif-
ferences in the clinical-biological characteristics of either
group, although neither of the 2 cases with interstitial dele-
tions (cases 1 and 2, Table 3) had experienced relapse after
follow-up of more than 10 and 5 years, respectively; 8 of the
other 16 patients experienced relapse (Table 3). In line with
this, patients with meningioma displaying monosomy 14 had
a significantly lower relapse-free survival compared with
diploid cases and patients showing gain of chromosome 14 or
interstitial deletion at 14q31-q32 (P = .03) EFigure 31. Of the
8 patients with monosomy 14 and tumor recurrence, 6 (75%)
experienced relapse between 2 and 6 times during follow-up
(median + SD number of relapses per patient, 3 + 2), whereas
the number of recurrences observed among the other 13
patients with relapse but no chromosome 14 loss was slightly
lower (median = SD number of relapses per patient, 2 + 1;
range, 1-6 relapses; P = .11).

E

IFigure 20 Comparative genomic hybridization profiles obtained in 3 meningiomas showing either interstitial deletions at 14g31-
032 (case 1, A) or entire loss of chromosome 14 (case 9, B; case 10, C). The number of metaphases analyzed in each case was
19, 28, and 27, respectively. Left red lines indicate loss of chromosomal material.
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ITable 21

Clinical and Histopathologic Characteristics of 124 Patients With Meningioma According to Abnormalities of Chromosome 14"

Chromosome 14 Status

Loss (n =18) Diploid (n = 74) Gain (n = 32) P
Sex .04
Male (n = 44) 11 (25) 22 (50) 11 (25)
Female (n = 80) 7(9) 52 (65) 21 (26)
Age (y) 55 + 16 56 + 16 64 + 11 .05
FCM ploidy status® .23
Hypodiploid (n = 4) 1(25) 1(25) 2 (50)
Diploid (n = 100) 12 (12) 61 (61) 27 (27)
Hyperdiploid (n = 17) 5 (29) 9 (53) 3(18)
Tumor histologic features .06
Meningotheliomatous (n = 79) 13 (16) 48 (61) 18 (23)
Fibroblastic (n = 11) 1(9) 8(73) 2 (18)
Transitional (n = 10) 0 (0) 8 (80) 2 (20)
Psammomatous (n = 11) 0(0) 8 (73) 3(27)
Atypical (n = 12) 4 (33) 2(17) 6 (50)
Anaplastic (n = 1) 0(0) 0(0) 1(100)
Tumor grade (WHO classification) .009
| (benign) (n = 111) 14 (13) 72 (65) 25 (23)
I (atypical) (n = 12) 4 (33) 2(17) 6 (50)
Il (anaplastic) (n = 1) 0(0) 01(0) 1 (100)
Tumor location 12
Cerebral convexity (n = 36) 8 (22) 16 (44) 12 (33)
Parasagittal and tentorial (n = 36) 6(17) 20 (56) 10 (28)
Ventricle (n = 3) 1(33) 1(33) 1(33)
Cranial base (n = 42) 3(7) 30 (71) 9 (21)
Spinal cord (n = 7) 0(0) 7 (100) 0(0)
Tumor recurrence .003
Yes (n = 21) 8 (38) 8 (38) 5 (24)
No (n = 103) 10 (10) 66 (64) 27 (26)

FCM, flow cytometry; WHO, World Health Organization.

" Results are given as number (percentage) or mean + 1 SD.
 Ploidy status was assessed in only 121 cases.

ITable 31

Clinical and Histopathologic Characteristics and iFISH Patterns for 18 Patients With Meningioma With Chromosome 14 Losses

Chromosome 14 Regions Probed

Case No./Sex/ Tumor Histologic Recurrence/ Relapse-Free
Age (y) Grade Location Subtype No. of Recurrences  Survival (mo) 14q32 Telomeric Centromeric
1/M/55 | Convexity M No 121 L N N
2/F/66 | Tentorial M No 70 L N N
3/M/60 | Tentorial M Yes/4 39 L L L
4/F/64 | Cranial base M No 121 L L L
5/M/53 | Tentorial M Yes/3 30 L L L
6/M/63 | Convexity M Yes/1 60 L L L
7/F/61 | Convexity M No 58 L L L
8/M/62 | Cranial base M No 94 L L L
9/M/46 | Convexity F No 144 L L L
10/F/76 | Convexity M No b5 L L L
11/F/64 | Tentorial M No 43 L L L
12/M/62 | Cranial base M No 83 L L L
13/M/23 | Tentorial M No 8 L L L
14/M/41 | Convexity M Yes/3 208 L L L
15/M/33 Il Ventricular A Yes/2 33 L L L
16/F/23 Il Convexity A Yes/6 118 L L L
17/M/73 Il Tentorial A Yes/2 7 L L L
18/F/72 Il Convexity A Yes/1 48 L L L

A, atypical; F, fibroblastic; L, chromosome loss; M, meningotheliomatous; N, normal number of copies.

Discussion

Meningiomas are considered benign tumors that fre-
quently are cured with standard surgical procedures. However,
between 10% and 20% of all patients eventually experience
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relapse even after a complete resection of the tumor (also
observed in the present study).?22>27 In recent years, efforts
have focused on the identification of the genetic abnormalities
of meningiomas that could help predict the clinical behavior
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IFigure 30 Patients with meningioma with monosomy 14 had
significantly (P = .03) lower relapse-free survival (RFS)
compared with diploid cases and patients showing gain of
chromosome 14 or interstitial deletion at 14g31-g32. Deletion
at 14g31-932, n = 2; median RFS, not reached. Diploid, n =
74; median RFS, not reached. Chromosome 14 gain, n = 32;
median RFS, not reached. Monosomy 14, n = 16; median
RFS, 118.7 months.

of the tumor and distinguish between patients who are cured
after surgery and those who remain at high risk of recurrence.

Complete loss or deletion of chromosome 22 has been
shown to be by far the most frequent cytogenetic abnormality
in meningiomas. However, at present, it is well established that
monosomy 22/22q- has no impact on the clinical behavior of
the disease. In turn, abnormalities of chromosome 14, includ-
ing deletion, monosomy, or structural rearrangement of the
genetic material of this chromosome, also have emerged as
some of the most common recurrent chromosomal aberrations
in patients with meningioma, present in 12% to 55% of the
cases”!1-16:17.25.30-33 and confirmed by the present study. In con-
trast with monosomy 22/22q—, loss of chromosome 14 has
been associated with a worse clinical outcome and a higher
relapse rate, even among histologically benign menin-
giomas.'>?7 Despite this, to our knowledge, no study has been
reported in which the nature of abnormalities associated with
loss of genetic material from chromosome 14 is characterized
further in a large series of meningioma tumors.

Because conventional cytogenetic analyses fail to obtain
metaphases in a significant proportion of cases and provide only
information about a small part of all tumor cells, alternative
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approaches such as iFISH usually are preferred for the direct
investigation of a specific chromosomal or genetic abnormal-
ity. This is because iFISH techniques are particularly well
suited to this purpose and allow systematic evaluation of spe-
cific chromosome abnormalities in all cells from each menin-
gioma sample.

In the present study, 2 different patterns of loss of genet-
ic sequences of chromosome 14 were observed using iFISH.
Most commonly, a complete loss of the entire chromosome
occurred, whereas limited interstitial deletions at 14q31-q32
were observed in a minor proportion of cases. In the former
cases, the abnormality of chromosome 14 involved loss of the
centromere of chromosome 14 and the 14q telomeric regions.
In contrast, in the latter cases with deletions at 14q, both chro-
mosome regions (telomeric and centromeric) were retained,;
CGH studies confirmed the existence in both tumors of a dis-
tal deletion of chromosome 14 between 14q31 and 14q32,
with the telomeric regions preserved. Similar 14q deletion has
been reported in neuroblastoma®-3® and astrocytoma®’;
turn, they are positioned distally to those described in other
solid tumors, such as in bladder, gastrointestinal, and renal and
ovarian cancer,3#! which show allelic losses at the 14q11-13,
14q23-24, and 14q32 regions, respectively.

In addition, Menon et al** and Leone et al**> have reported
sporadic meningioma cases with loss of heterozygosity for the
D14S13 (14932.11) and D14S16 (14932.32) markers but asso-
ciated with a normal heterozygosity pattern for the distal flank-
ing marker D14S23 (in the telomeric region), as also found in
2 of our cases. Between 14q31 and 14q32.3 there is a chromo-
some region containing the /gH gene and the ELK-2, a mem-
ber of the ETS family of oncogenes, and AK7, a gene showing
amplification in gastric adenocarcinoma, together with the
TCI-1 proto-oncogenes. Previous reports suggest that activa-
tion of these proto-oncogenes by mutation or translocation
might lead to neoplastic transformation.*>*” Despite this, our
results do not show more aggressive clinical behavior for
patients with interstitial deletions at 14q32. Further studies in
larger series of patients with a 14q deletion limited to the
14q32.2 region in which the expression of the ELK-2, AKT,
and TCI-1 proteins also is analyzed are necessary to confirm
the potential role of these genes once deleted, in determining
the clinical behavior of meningioma.

From a histologic viewpoint, several groups have reported
that allelic losses in 14q occur more frequently in atypical and
malignant meningiomas than in grade I tumors and that the
presence of such allelic losses in histologically benign menin-
giomas could be associated with more aggressive tumors and a
higher probability of tumor recurrence.>?!?¢ In the present
study, 12 of 16 patients with meningioma with monosomy 14
had histologically benign tumors, and the other 4 patients had
atypical meningiomas. Despite the apparently higher incidence
of histologically benign tumors among our cases compared
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with that reported by Simon et al,*® a great proportion of all
benign tumors showing 14q deletion relapsed, as did those
with atypical morphologic features; the mean number of
relapses observed among these cases was slightly higher than
that of other relapsed meningiomas that showed no chromo-
some 14 loss. In turn, the 2 cases with limited interstitial dele-
tion at 14q31-q32 were histologically benign meningiomas and
showed no recurrence. Although the number of cases with dis-
tal interstitial deletion at 14q31-q32 is low, our results suggest
that, in contrast with meningiomas showing more extensive
deletion of chromosome 14, these cases could be associated
with benign histopathologic subtypes and a better prognosis, in
the absence of tumor recurrence.

For meningiomas associated with chromosome 14 gains,
we found a greater incidence of histologically malignant cases,
but this was not associated with a higher incidence of recur-
rence or a shorter disease-free survival. This finding concurs
with the observations reported by Mertens et al,*® who showed
that loss of chromosome segments was more important than
gain in the development of most malignant solid tumors.

The clear association found in the present study between
extensive loss of genetic material from chromosome 14 and
both tumor recurrence and relapse-free survival support the
presence of one or more tumor suppressor genes in this chro-
mosome, outside the 14q31-q32 region. Its exact role in deter-
mining the clinical-biologic behavior of meningiomas
remains to be established.

Our results show that in most cases with chromosome 14
loss, loss of the entire chromosome occurs, with interstitial
deletion of 14q present in the remaining cases. Among these
patients, relapses were restricted to those with monosomy 14.
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3.5.- ARTICULO 5: Identificacion de alteraciones en el niimero de copias

de pequefias regiones del cromosoma 14 en meningiomas mediante técnica de
“arrays” de hibridaciéon genémica comparada (“arrays” de CGH) con sondas de

alta resolucion (clones BAC).

OBJETIVO. En los pacientes con meningioma, las pérdidas del cromosoma 14
se asocian con un comportamiento clinico mas agresivo. Sin embargo, hasta la fecha no
se han realizado estudios de “arrays” de CGH de alta resolucion, donde se analice en su
totalidad el cromosoma 14 de estos pacientes. El objetivo de este trabajo se centrd en la
elaboracién de un “array” de CGH de alta resolucion dirigido frente al cromosoma 14
humano, con el fin de identificar la localizacion exacta y la extension de los cambios
existentes en el nimero de copias de diferentes regiones de este cromosoma, en

pacientes con meningioma.

METODOS. Para la construccién del “array” de CGH se emplearon 807
clones de ADN especificos de diferentes regiones del cromosoma 14, contenidos en
cromosomas artificiales de bacterias (BACs); con estos clones, la resolucion media
alcanzada fue de 130Kb. A continuacion, el “array” se hibridé con muestras tumorales
de un total de 25 pacientes con meningioma con el fin de caracterizar las alteraciones
del numero de copias de las diferentes regiones del cromosoma 14. En paralelo, se
marcaron secuencias contenidas en el “array” y se utilizaron como sondas en estudios
de hibridacién in situ fluorescente sobre nucleos interfasicos (IFISH) al objeto de

validar los resultados de los estudios de CGH.
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RESULTADOS. En conjunto, se detectaron anomalfas del cromosoma 14 en
10/25 casos (40%) analizados. En siete de estos casos se observaron pérdidas en la
region 14q32.3 mediante iFISH, que con el “array” de CGH se confirmé correspondian
a monosomia 14. En los tres casos restantes se detectaron discrepancias entre los
estudios de iFISH y CGH. Asi, en un paciente se observd un cariotipo diploide
mediante iFISH, mientras que los estudios de CGH revelaron la existencia de
monosomia 14. En los otros dos casos, que mostraban ganancias en la region 14q32
por iFISH, el perfil de “array” de CGH no detecté una variaciéon en el nimero de
copias en un caso que presentaba un cariotipo tetraploide; en el otro tumor se
detectaron diferentes desequilibrios genéticos a lo largo de todo el brazo largo del

cromosoma 14.

CONCLUSION. En resumen, en este trabajo hemos elaborado y testado un
“array” de CGH especifico para el cromosoma 14 humano, aplicindolo por primera
vez al estudio de este cromosoma en meningiomas. Los resultados obtenidos
confirman que la alteracion mas frecuente en este cromosoma es la pérdida total del

mismo o monosomia 14, detectandose de forma esporadica otro tipo de alteraciones.
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Array-based comparative genomic hybridization of
mapped BAC DNA clones to screen for chromosome
14 copy number abnormalities in meningiomas
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Chromosome 14 loss in meningiomas are associated with more aggressive tumour behaviour. To date,
no studies have been reported in which the entire chromosome 14q of meningioma tumour cells has
been studied by high-resolution array comparative genomic hybridization (a-CGH). Here, we used a
high-resolution a-CGH to define the exact localization and extent of numerical changes of chromosome 14
in meningioma patients. An array containing 807 bacterial artificial chromosome clones specific for
chromosome 14q (average resolution of ~130Kb) was constructed and applied to the study of 25
meningiomas in parallel to the confirmatory interphase fluorescence in situ hybridization (iFISH) analyses.
Overall, abnormalities of chromosome 14q were detected in 10/25 cases (40%). Interestingly, in seven of
these cases, loss of chromosome 14q32.3 was detected by iFISH and confirmed to correspond to
monosomy 14 by a-CGH. In contrast, discrepant results were found between iFISH and a-CGH in the other
three altered cases. In one patient, a diploid background was observed by iFISH, while monosomy 14 was
identified by a-CGH. In the remaining two cases, which showed gains of the IGH gene by iFISH, a-CGH did
not detected copy number changes in one case showing a tetraploid karyotype, while in the other tumour,
varying genetic imbalances along the long arm of chromosome 14 were detected. In summary, here, we
report for the first time, the high-resolution a-CGH profiles of chromosome 14q in meningiomas,
confirming that monosomy 14 is the most frequent alteration associated with this chromosome; other
numerical abnormalities being only sporadically detected.
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14 loss and male sex,® as well as a more aggressive

behaviour of the disease and a shorter recurrence-free
survival.! 357710 Qverall, these findings suggest that one
or more tumour suppressor genes might be responsible for
the adverse prognostic impact of chromosome 14 loss in
meningioma patients, the specific relevant genes remain-
ing to be identified. This could be, at least in part, because
of the fact that no studies have characterized in detail the
chromosome 14 imbalances occurring in meningiomas,
through the use of high-resolution genetic/molecular
approaches. Despite this, the inactivation of NDRG2 gene,
localized at the chromosome 14ql11.2 region, has been
recently reported in histologically malignant meningio-
mas. !

Array-based comparative genomic hybridization (a-CGH)
is a powerful technique developed to detect copy number
variation (CNV) of specific DNA sequences with higher
resolution'? than the conventional approaches - for
example, conventional Kkaryotyping and metaphase
CGH.*>3~'7 This assay is based on a competitive hybridiza-
tion between tumour and control DNA, labelled with
different fluorochromes, to previously defined chromo-
some sequences inserted into well-characterized genomic
clones - for example, bacterial (BAC) or P1-derived artificial
chromosomes (PAC) - spotted onto glass slides'®~2° with a
resolution of around between 100Kb and 1 Mb.?!~23

In this study, we have built an a-CGH to get detailed
information about CNV involving specific DNA sequences
of chromosome 14q in a series of 25 meningioma tumours.
Our major goal was to validate previous results about
chromosome 14q abnormalities detected in meningiomas,
usually through the use of an interphase fluorescence in
situ hybridization (iFISH) probe directed to the IGH gene
locus at 14g32.3,° and to finely map DNA imbalances of
chromosome 14q from these patients, by using 807
different DNA clones aimed at mapping the 107 Mb of
chromosome 14. To our knowledge, this is the first study in
which chromosome 14 abnormalities have been analysed
in meningiomas using high-resolution a-CGH. Our results
confirm that the entire loss of chromosome 14 is the most
frequent alteration in these tumours, although distinct and
varying changes may be observed in specific cases.

Materials and methods
Patients and samples

A total of 25 meningioma samples from 24 different
individuals who underwent diagnostic curative surgery at
the Neurosurgery Service of the University Hospital of
Salamanca, between February 2003 and November 2006,
were randomly selected from a larger series of 171 patients
to be included in this study. Twelve of the 25 samples used
in this study had been also included in a previous report.*°
All tumour samples but one corresponded to primary
tumours; the other sample was from a recurrent menin-

European Journal of Human Genetics

gioma. In all patients, diagnosis and classification of
meningioma were performed according to the WHO
criteria.?* The most relevant clinical and histopathological
characteristics of the cases analysed are shown in Table 1.

In addition, the following samples were used as reference
DNA: (a) a DNA pool from peripheral blood (PB) leucocytes
from healthy female (n=25) and male (n=15) volunteers;
(b) constitutional DNA from each of the meningioma
patients studied and (c) DNA from normal meningeal
female (n=4) cells, kindly provided by C Caballero and T
Tufién from the Neurological Tissue Bank of Navarra
(Pamplona, Spain). In all cases, both tumour DNA and
normal reference DNA were extracted using the QIAmp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to the
instructions of the manufacturer.

The study was approved by the ethical committee of the
local University Hospitals of Salamanca and Navarra and
samples were obtained only after the informed consent was
given by the individual.

Array comparative genomic hybridization studies
Full genomic coverage clones for chromosome 14q
provided by the BACPAC Resources Children’s Hospital
Oakland Research Institute (http://bacpac.chori.org) were
used for a-CGH analyses. These included a total of 807
DNA clones with a median size of 200Kb and an average
spacing of ~130Kb, as defined by the overlapping BAC
segments. In addition, 110 BAC and PAC clones mapping
to different regions of human chromosome X (Welcome
Trust; Sanger Institute, Cambridge, UK) and 16 different
autosomal chromosomes other than chromosome 14 were
also used in parallel to chromosome 14 BAC clones for data
normalization. Clone position along the chromosomes was
determined using the UCSC genome browser (http://
genome.ucsc.edu).

After growing the clones in 2XYT culture medium,
automated extraction of the clones’ DNA was performed
using the R.E.A.L. Prep BioRobot kit (Qiagen) and the
BioRobot 3000 (Qiagen). Afterward, DNA from each BAC
clone was amplified by DOP-PCR as described previously.?°
The amplified DNA sequences were then spotted (spot
diameter of approximately 150um) in triplicate onto
CodeLink Activated Slides (GE Healthcare, Fairfield, CT),
using the MicroGrid II arrayer (BioRobotics, Cambridge,
UK). Before DNA hybridization, 500ng of both tumour
genomic DNA and reference DNA were labelled by random
priming with CyS5 dCTP and Cy3 dCTP, respectively (GE
Healthcare), precipitated with 100 ug of Cot-1 DNA (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) and dissolved in hy-
bridization buffer. Hybridization of the array - blocked
with 80 ug of herring sperm DNA (Sigma) and 100 ug of
Cot-1 DNA - was performed in a moist chamber at 42°C for
48 h. Afterward, the array was scanned in the GenePix
4000B scanner (Axon Instruments Inc., Union City, CA).
High-resolution a-CGH of each tumour sample DNA was
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Array CGH profile

Figure 1 lllustrating high-resolution array comparative genomic hybridization (a-CGH) profiles for chromosome 14 of a female meningioma
tumour representative of 25 cases studied. A-CGH profiles obtained after hybridizing DNA from a normal female vs another normal female and DNA
from a normal male vs another normal male are shown in (a and b), respectively. In (c—e), female tumour DNA (case 17) was hybridized against three
different reference DNA samples used to validate the hybridization method: a pool of peripheral blood DNA from 25 healthy females (c), constitutional
DNA from the same meningioma patient (d) and normal female meningeal cells’ DNA (e), respectively. In all plots, BAC clones used are ordered from
the centromere to the telomere of chromosome 14 in the X-axis, at the left of the vertical bar; at the right of the vertical bar, the hybridization profiles
obtained for control BAC clones against different regions of chromosome X, are also shown. In the Y-axis, the average normalized log2 ratios of the
fluorescence signals detected for the three replicated spots measured in individual experiments for each BAC clone on the array are displayed.
Fluctuating ratios observed in (c and d) could be due to the copy number variations in chromosome 14 regions identified by specific BAC clones and/
or technical artefacts related to variability in the hybridization.

performed against a DNA pool from healthy females tion signals and the expected size and shape were used to
(Figure 1c), constitutional DNA from the same meningio- normalize data. Chromosome X clones and autosomal
ma patient (Figure 1d) and a DNA pool from normal chromosomes other than chromosome 14 clones were used
meningeal female cells (Figure le). Scanned images were for data normalization. Normalized data were subsequently
analysed using the GenePix Pro 4.0 software (Axon processed with the snapCGH bioconductor software
Instruments Inc.). Only those spots with clear hybridiza- package (CRAN - Comprehensive R Archive Network,
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http://cran.r-project.org—) after removing spots with an
SD>0.2 as well as those ‘low-quality’ spots flagged by the
GenePix software. DNA copy number algorithms and
Merge Levels scripts (snapCGH software package), includ-
ing a log2 transformation of the Cy5/Cy3 ratio values, were
then applied to data corresponding to each DNA clone. A
conventional log2 ratio threshold of +0.25 was used to
identify gains and losses of specific regions of chromosome
14. The quality of a-CGH results was tested by performing
control hybridizations with the reference DNA samples
described above. All control hybridizations (Figure 1a and
b) were performed in parallel to the analysis of tumour
samples, using the same batch of arrays under the identical
labelling and hybridization conditions.

iFISH studies with the 14q32 probe

iFISH studies with the 14q32.3 probe (LSI IGH/BCL2
Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe, Vysis Inc.,
Downers Grove, IL) were performed in all cases on fresh
tumour samples as described elsewhere.®

iFISH analysis of chromosome 14 with fluorescently
labelled BAC probes

To confirm the presence of CNV of specific regions of
chromosome 14q detected by a-CGH, 11 BAC clone probes
used in the array (Table 2) were fluorescently labelled by
nick translation (Nick Translation Kit; Vysis Inc.) for
further iFISH analyses. To assess the correct mapping of
the BAC clones on chromosome 14, before hybridization
with tumour cells, labelled chromosome 14 BAC probes
were hybridized to normal metaphases (Vysis Inc.) using
previously reported techniques.® Those probes, which
showed cohybridization in chromosomes other than
chromosome 14 were discarded from further analyses.
Hybridized slides were examined visually using an Olym-
pus microscope equipped with the appropriate set of filters
for DAPI and Spectrum Red. For each probe, only those
spots (n>200) with similar intensity and shape were
counted in areas with <1% unhybridized nuclei.

Table 2 BAC clones (n=11) used to validate the results
of array comparative genomic hybridization (a-CGH)

Starting Ending  Number

BAC clone bp bp of bp  Localization
CTD-2120P12 20238025 20398600 160575 14q11.2
RP11-433019 33950156 34130673 180517 14q13.1
RP11-73E17 34343505 34485026 141521 14q13.2
RP11-700L24 64190857 64415593 224736 14923.3
RP11-746C4 72480956 72642631 161675 14q924.2
RP11-31E3 73034707 73200904 166197 14924.3
RP11-536A5 74082799 74277120 194321 14q24.3
RP11-410E23 83142999 83279501 136502 14q31.2
RP11-532E10 103230563 103442515 211952 14q32.33
RP11-493E18 103877829 104082121 204292 14932.33
RP11-84H9 105325858 105501944 176086 14q32.33
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Results
Overall, most a-CGH results were in agreement with those
revealed by iFISH studies performed with the 14q32 probe
(Table 1). Accordingly, a-CGH confirmed the existence of
loss of chromosome 14q compatible with monosomy 14
(Table 1 and Figure 2a) in all seven cases showing
del(14q32) by iFISH; additionally, one case displaying a
diploid background by iFISH with the 14q32.3 probe,
showed monosomy by a-CGH (Table 1). In turn, no loss of
chromosome 14q was observed in the remaining menin-
gioma tumours where both iFISH with the 14q32.3 probe
and a-CGH results were compatible with a diploid (n=15)
content (Table 1 and Figure 2b). In contrast, among those
two cases showing gains of chromosome 14 with the 14q32
iFISH probe, a-CGH did not detect CNV in one case
showing a tetraploid karyotype in 35% of the nuclei, while
in the other tumour, carrying 20% of cells showing trisomy
14 with the 14q32 iFISH probe, varying genetic imbalances
along the long arm of chromosome 14 were observed
(Table 1 and Figure 3a). In this later tumour, the ratio goes
down between the regions covered by the 14ql1.2-
14g21.2 and the 14q24.1-14q32.12 BAC clones. As
individual clone ratios are difficult to judge, iFISH with
clones RP11-678F17 to RP11-714L5 and RP11-368B1 to
RP11-693P5 were applied to confirm the occurrence of a
hemizygous deletion in both regions of approximately 27
and 26 Mb, respectively. Interestingly, these 14q deletions
coexisted in this tumour with an increased number of
copies of a region of approximately 11 Mb localized distal
to the deleted regions, between 14q32.2 and the telomere
of chromosome 14q (clones RP11-306M6 to CTD-2313E3).
Finally, in this same tumour, in between the two deleted
14q regions a diploid background was observed at the
14921.3-923.3 and 14q32.13 regions with a length of 21
and 3Mb, respectively (clones RP11-6F8 to RP11-313CS5
and RP11-371E8 to RP11-241N4; Table 1 and Figure 3a).
Complementary iFISH analyses were performed with a
variety of chromosome 14q probes derived from the set of
BAC clones used for the a-CGH studies (Table 2). Overall, a
high degree of agreement was found between the log2
ratios obtained by a-CGH and the results of iFISH analyses
performed with these probes (Table 1). Accordingly, iFISH
studies showed the entire loss of chromosome 14q with all
the BAC probes in seven or eight cases displaying
monosomy 14 by a-CGH; interestingly, in the remaining
case, a diploid iFISH pattern was observed for the BAC
clones in line with the results obtained also with the
14q32.3 iFISH probe (Table 1), with more than 90% of the
tumour cells displaying two iFISH signals. In addition, a
cell clone showing tetrasomy 14 in 35% of the nuclei was
confirmed along the long arm of chromosome 14 with all
the BAC probes used in a case displaying four fluorescence
signals with the commercial 14q32 IGH gene probe and a
diploid a-CGH profile. In the remaining case shown to
be altered by a-CGH, the different BAC clones tested

o
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Figure 2

lllustrating a-CGH profiles of a case (case 5R) showing an abnormally reduced number of copies for all 14q BAC clones analysed,

indicating the existence of complete loss of one copy of chromosome 14q (a) and a diploid meningioma tumour from a male patient (case 8) against
reference female DNA (b). The X-axis shows chromosome 14 clones ordered from the centromere (left hand side) to the telomere (right hand side).
Dots at the right of the vertical bar indicate the control clones from chromosome X.

confirmed the coexistence of allelic deletions — probes:
CTD-2120P12 (14q11.2), RP11-433019 (14q13.1), RP11-
73E17 (14q13.2), RP11-746C4 (14q24.2), RP11-536AS5
(14924.3) and RP11-410E18 (14q31.2) with an average
log2 ratio by a-CGH of —0.42, —0.24, —0.37, —0.32, —0.26
and —0.26, respectively — and gains — probe RP11-493E18
(14932.33) with an average log2 ratio by a-CGH of 0.42 —
with normal number of copies for the RP11-700L24
(14923.3) BAC clone - average log2 ratio of 0.06 (Table 1
and Figure 3). In turn, all other 15 cases showing normal
diploid a-CGH profiles showed also a diploid content for
the iFISH probes used.

Discussion

Loss of chromosome 14 has been recurrently reported in a
significant proportion of meningiomas. From the clinical
point of view, chromosome 14 loss has been associated
with a shorter recurrence-free survival, independently of
tumour histopathology, particularly when detected in all
tumour cells in the sample (eg, in the ancestral tumour cell
clone) in association with del(1p36).>%1925 Altogether,
these results suggest the presence of one or more tumour
suppressor genes in this chromosome. Despite this, few
studies have been reported so far in which a more precise
characterization of the genetic changes involving chromo-

European Journal of Human Genetics

some 14, aimed at a better understanding of the clinical
behaviour of the tumour, have been analysed. High-
resolution a-CGH has been applied to the study of
meningiomas focusing on the analysis of chromosomes
other than 14q, such as chromosome 1,%¢ 18%7 and 22.%7-%%
To the best of our knowledge, this is the first report in
which high-resolution a-CGH is applied to the analysis of
chromosome 14 in meningiomas. The increased resolution
of a-CGH is directly related to the development of
thousands of BAC clones that allow for the analysis of
the entire human genome including chromosome 14%* and
the availability of overlapping BAC clones for each
chromosome region of interest. Adjacent and overlapping
clones can be used together to increase the efficiency and
accuracy of the analysis, as the tile-path array in which a
set of overlapping clones are used, deletions or gains larger
than or equal to a single clone, frequently involve also
neighbouring clones.?! In this study, we used a total of 807
BAC clones to map the long arm of chromosome 14; with
such clones, insert sizes of between 100 and 300kb were
obtained which would allow the identification of altera-
tions in relatively small regions. To avoid overinterpreta-
tion of changes at single clones due to the technical
artefacts,'® CNV were only defined when altered fluores-
cence ratios were observed in two or more consecutive
clones. The use of both constitutional and normal female
meningeal cells’ DNA, as reference DNA in the hybridiza-
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Figure 3

Ideogram of chromosome 14q from a meningioma tumour (case 9) where green and red lines highlight the deleted and gained

chromosome regions as detected by a-CGH, respectively (a) and confirmatory iFISH results (b—e). As illustrated, a-CGH from this tumour showed
losses at 14q11.2-q21.2 and 14924.1-g32.12 (a); a single iFISH signal consistent with chromosome 14 deletion was also detected for both
chromosome 14q regions with the RP11-73E17 (14q13.2) and RP11-746C4 (14g24.2) BAC clone FISH probes (b and d, respectively). In turn, the
RP11-700L24 (14923.3) BAC clone (c) displayed a normal diploid iFISH pattern, while the RP11-493E18 BAC clone (e) was associated with three and
four hybridization signals, indicating the existence of an increased number of copies in the 14q32.33 region, in line with what was observed by a-CGH
(a). Other smaller losses were interpreted as being potentially associated with copy number variation.

tion, in addition to a DNA pool of PB cells from healthy
individuals, further contributed to decrease the potential
occurrence of either false-positive or false-negative results
due to the differences in tumour and reference DNA.
Overall, a high degree of agreement was observed for the
meningioma tumours analysed between a-CGH and iFISH
results, with a commercially available probe identifying the
IGH gene locus at chromosome 14q32.3. However, it
should be noted that the use of a-CGH and confirmatory
iFISH assays with some of the a-CGH probes used allowed a
more detailed definition of the abnormalities identified,
additional alterations being detected in a few meningio-
mas. Of note, chromosome 14q abnormalities could be
confirmed by a-CGH even in cases where these alterations
were present in as low as between 20-30% of all cells in the
sample, as counted by iFISH. Recently, a similar chromo-
some 14 tiling-path a-CGH has been applied to the study of

a series of gastrointestinal stromal tumours (GISTs) with a
comparable sensitivity, allowing for the unequivocal
detection of genomic changes present in samples with
>40% tumour cells.”® Overall, high-resolution a-CGH
confirmed that the most characteristic alteration of
chromosome 14 in meningioma tumour is the entire loss
of this chromosome. Interestingly, in addition to those
cases showing monosomy 14 by iFISH, an a-CGH profile
consistent with monosomy 14 was also detected in a
patient showing two FISH signals per nuclei with both the
14q32.3 probe and the BAC clones tested. Such apparent
discrepancy could be due to the occurrence of tetraploidi-
zation of an already undetectable tumour cell clone
carrying monosomy 14, as in this tumour, a tetraploid
profile was observed by iFISH for all chromosomes other
than chromosome 14 (data not shown), suggesting the
hemizygous nature of this chromosome.

~
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Discrepant a-CGH vs iFISH profiles were detected in
another two cases. In one patient, an apparently diploid
DNA content was detected for all chromosome 14q BAC
clones by a-CGH; however, iFISH analyses of the tumour
cells with the same BAC probes confirmed the presence of
four copies of chromosome 14q in the context of a
tetraploid karyotype. At present, it is well known that
polyploidy affects the assessment of DNA copy number by
a-CGH;'®2! pecause of this, in such cases, a-CGH results
should be corrected based on the results found with other
techniques such as karyotyping and FISH.?! In the second
discrepant case, coexisting gains and losses of different
chromosome 14q regions were detected by a-CGH. Coex-
istence of regional losses and gains of genetic material of
chromosome 14q may reflect the occurrence of complex
structural abnormalities involving different regions of this
chromosome. This hypothesis would be supported by the
length of the aberrations encountered in this tumour,
which affected hundreds of clones containing a relatively
high number of genes. In line with this, previous studies
have shown the occurrence of structural abnormalities of
chromosome 14 in a small proportion of all meningio-
mas?*3°-35 such alterations consisting of translocations
involving chromosome 14 and several other different
chromosomes, particularly chromosomes 1 and 22232739
Unfortunately, in this study, we could not confirm the exact
underlying chromosome changes present in this patient
(nuc ish Xcen(DXZ1x1), Ycen(DYZ3x1), 1p36(D1Z2x1),
1cen(D1Z5x3), 7cen(D7Z1x2), 9q34(ABLx2), 10cen(D10Z1x2),
11q13(CCND1x2), 14q32.3(IGHx3), 15q22(PMLx3), 17q12-
q21(RARAx2), 18q21(BCL2x4) and 22q11.2(BCRx1)).

From the clinical point of view, although a few number
of recurrences had been observed at the end of the study,
they were restricted to patients carrying the complete loss
of chromosome 14. Recently, we have shown that menin-
gioma patients with monosomy 14 and del(1p36), together
with a larger tumour size, have a higher probability of
relapsing during the first 2.5 years after diagnostic
surgery.'® Interestingly, in our study, all except two cases
with the complete loss of chromosome 14 also displayed
del(1p36) in the ancestral tumour cell clone (Table 1) and
these latter patients included the two cases who had
relapsed. Previous studies !¢ have defined a few regions
(eg, 14924.3-q32.33 and 14q11.2) as critical regions in
chromosome 14 where candidate genes involved in
determining the clinical behaviour of meningiomas could
be localized. In this study, we were not able to identify
small interstitial deletions, mutations or epigenetic silen-
cing phenomena involving these regions, in the series of
patients analysed. However, further studies on larger
tumour series might allow the identification of some few
cases displaying partial deletions on chromosome 14,
which would provide valuable information on the critical
regions of this chromosome harbouring genes involved in
the development and progression of meningiomas.

European Journal of Human Genetics

In summary, in this study, we report for the first time the
high-resolution a-CGH profiles of chromosome 14q in
meningiomas. Our results confirm that the complete loss
of chromosome 14q is the most frequent alteration
associated with this chromosome, while other abnormal-
ities consisting of either gains of the entire chromosome or
coexistence of complex gains and losses of different regions
of chromosome 14q could be only sporadically detected.
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En las dltimas décadas se ha avanzado considerablemente en el conocimiento de
las caracteristicas citogenéticas de los meningiomas. Con ello, ademas de conocerse la
frecuencia relativa de cada una de las anomalias detectadas, se han identificado
asociaciones clinicas y pronésticas relevantes, confirmando la naturaleza heterogénea de
los meningiomas, desde el punto de vista genético!!>!122, Recientemente, nuestro grupo
ha demostrado que, mediante el empleo de técnica de iFISH multicolor, podemos
definir con mayor precision las vias de evolucion clonal identificables a nivel
intratumoral en la mayor parte de los meningiomas!?’. Con ello se ha demostrado que
pese a la mayor frecuencia de cariotipos complejos en los que coexisten la del(lp) y la
monosomia 14 en tumores histologicamente avanzados3>!110.120,122.200 estas alteraciones
se detectan también en un porcentaje variable de meningiomas benignos/grado
103,108,198 No obstante, en nuestro conocimiento, no existe ningun estudio en el que se
analicen las vias de evolucién clonal a nivel intratumoral en muestras pareadas de
meningiomas primarios y sus recidivas, con el fin de establecer de forma clara la
relaciéon ontogénica y genética existente entre ambos tumores.

Desde el punto de vista prondstico, aunque la alteracién cromosémica mas
habitual en los meningiomas es la monosomia 22/22q%0%9 las deleciones de los
cromosomas 1p y 14q constituyen las alteraciones genéticas que muestran una
asociacion mas clara con la progresion tumoral y la evolucién de estos
tumores343%05,110,122,124, 132,151,198 - Ademas, algunos trabajos sugieren la existencia de una
distribuciéon desigual de éstas y otras anomalias cromosémicas en mujeres con
meningioma con respecto a los pacientes varones®>67.9L11312219 'sin que en el momento
de iniciar este trabajo existiera ningun estudio, en el que se definieran con precision los

patrones de alteraciones citogenéticas asociados al género de los pacientes, o se
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identificaran las causas y los mecanismos responsables del predominio femenino de los
meningiomas.

De forma similar, recientemente se ha demostrado que la combinacién de las
deleciones del cromosoma 14, el grado histolégico y la edad del paciente, permiten
identificar ya al diagnostico, aquellos sujetos con mayor probabilidad de recidival®®; sin
embargo, hasta la fecha no se ha caracterizado en detalle esta alteracion citogenética
con el fin de definir las zonas de delecion con mayor impacto prondstico. En parte,
esto es debido a las limitaciones asociadas a las técnicas citogenéticas convencionales
que, por su baja sensibilidad, no permiten detectar pequefas deleciones de material
genético. Con el desarrollo de técnicas de alta resoluciéon como los “arrays” de CGH y
los “microarrays” de expresion, hemos pasado a disponer de nuevas herramientas que
por su alta sensibilidad facilitan la identificaciéon y delimitacion de regiones
cromosémicas delecionadas, incluso cuando la alteracion genética afecta a secuencias
relativamente cortas de ADN77-80.82,

Ante estos antecedentes, en el presente trabajo, centrado en el estudio de las
alteraciones del cromosoma 14 en meningiomas y su impacto en el comportamiento
clinico y evolutivo del tumor, nos hemos propuesto tres objetivos concretos: 1)
profundizar en el conocimiento de la heterogeneidad genética de los tumores
recurrentes y determinar la relacion genética existente con el tumor primario, asi como
las implicaciones de la misma en el comportamiento clinico-biolégico y evolutivo del
tumor; 2) establecer los patrones de alteraciones genéticas y los perfiles de expresion
génica asociados con el predominio femenino de los meningiomas y el comportamiento
mas agresivo de la enfermedad en los varones, y; 3) caracterizar a nivel genético las
alteraciones numéricas del cromosoma 14 empleando técnicas de alta resolucién, al

objeto de poder definir con mayor precisiéon las anomalias genéticas concretas del
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cromosoma 14 que determinan su asociacién con un comportamiento clinico-biolégico
y un pronostico adverso de la enfermedad.

A continuacién discutiremos de forma general, aunque individualizada, los
resultados obtenidos en relacion con cada uno de estos objetivos, reflejo de lo descrito

anteriormente en la secciéon de material, métodos y resultados de este trabajo doctoral.

4.1.- Relacion entre el perfil genético de los meningiomas primarios y sus
recidivas: implicaciones en el comportamiento clinico-biolégico y evolutivo del

tumotr.

La recidiva representa la principal complicacion clinica de los meningiomas
ocurriendo en aproximadamente una cuarta parte de los pacientes en los que se ha
realizado cirugfa curativa’*37. Pese a que se han identificado factores que contribuyen a
predecir la recidiva®»198366 su naturaleza continua siendo objeto de discusién. Asi, en la
actualidad se cree que la recidiva tumoral que sigue a una reseccién quirdrgica completa
del tumor, puede deberse a: a) la persistencia local de células tumorales con capacidad
clonogénica debido a la diseminacion de las mismas durante la cirugfa, a microinvasion
de los vasos linfaticos o a una reseccién microscopica incompleta del tumor y/o b) al
desarrollo de un nuevo tumor, independiente del meningioma primario, como
consecuencia de una predisposicion genética incrementada y un ambiente favorable.

En nuestra serie, observamos una asociaciéon significativa entre la localizacion
tumoral y la supervivencia libre de recaida. Asi, la mayoria de los meningiomas
ventriculares recidivaron, mientras que de los meningiomas espinales estudiados, solo

se observé recurrencia en un paciente. Ante estos hallazgos, podrfamos especular que
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esta asociacion podria deberse a que algunas localizaciones tumorales (p.ej. ventricular)
podrian asociarse a mayor complejidad quirdrgica que otras (p.ej.espinal); no obstante,
la mayoria de los tumores ventriculares analizados correspondian a meningiomas
histol6gicamente malignos, que ademads presentaban caracteristicas citogenéticas
adversas, y un indice pronostico de alto riesgo segun la clasificaciéon de Maillo et all%,;
por el contrario, todos los meningiomas espinales excepto uno, correspondian a
tumores histologicamente benignos con cariotipo diploide o asociado a monosomia
aislada del cromosoma 22. En conjunto, estos hallazgos sugieren que las diferencias
observadas en la tasa de recidiva de meningiomas con diferente localizacion, podrian
deberse, al menos en nuestra serie, a las distintas caracteristicas genéticas e
histopatologicas de ambos grupos de tumores, mas que a la mayor o menor dificultad
quirurgica relacionada con su localizacion.

En linea con observaciones previas de nuestro grupo!?1%, el empleo sistematico
y combinado de sondas especificas de distintas regiones cromosémicas frecuentemente
alteradas en los meningiomas, permiti6 la constatacion, en la mayoria de los casos, de la
presencia de varios clones de células tumorales genéticamente distintos dentro de un
mismo tumor, siendo este hallazgo mas frecuente en los tumores que recidivaron. El
analisis de la distribucién de los distintos clones celulares a lo largo del tejido tumoral
revel6 una distribucion difusa en la mayoria de los casos estudiados, en contraposicion
con observaciones realizadas por otros autores!®. Sin embargo, en aquellos tumores en
los que se detectd la presencia de una pequefia proporcion de células tumorales
tetraploides, y que caracteristicamente muestran un mayor tamafo nuclear, éstas
mostraban tendencia a predominar en areas con menor densidad celular.

El analisis comparativo de las alteraciones genéticas observadas en los distintos

clones de células neoplasicas presentes en el tumor primario y su correspondiente
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recidiva, mostrd, en la mayoria de los individuos analizados, exactamente los mismos
clones de células tumorales al diagnéstico y en las sucesivas recidivas. Unicamente en 5
de los 25 casos estudiados observamos la aparicion de nuevos clones de células
tumorales. En estos casos, los nuevos clones estaban relacionados citogenéticamente
con aquellos que se observaron en el tumor primario, mostrando la adquisiciéon de una
o mas aberraciones cromosémicas; con menor frecuencia detectamos la desaparicion,
en la recidiva, de clones representativos de la lesiéon inicial. En conjunto, estos
resultados demuestran una relacion directa entre el tumor primario y la recidiva en
practicamente la totalidad de los pacientes con meningiomas recurrentes. En aquellos
casos en los que se identificaron nuevas alteraciones cromosémicas en los meningiomas
recidivantes, éstas se asociaban a patrones citogenéticos mas complejos, en consonancia
con la nocién de que la progresion tumoral se relaciona con el acimulo secuencial de
un numero creciente de anomalias genéticas, entre las que habitualmente se incluyen la
del(1p) y la monosomia 143435.65.110,122,124,132,151,198,

Por otra parte, al comparar el tumor inicial de aquellos individuos que no
presentaron recidiva, respecto al de los pacientes que mostraron recurrencia,
observamos en éstos ultimos, una mayor proporciéon de casos con patrones
citogenéticos complejos, asociados a un numero de clones de células tumorales
significativamente mayor. Estos resultados confirman los hallazgos de otros autores que
demuestran que la presencia de alteraciones cromosémicas concretas, como la
monosomia 14, la del(1p36) y la ganancia de un cromosoma 22, que suelen detectarse
en el contexto de cariotipos complejos, se asocian con un comportamiento clinico mas
agresivo, reflejado por una mayor tasa de recidiva y una menor supervivencia libre de

enfermedad3>5865110,193,198211 " 3 diferencia de lo que ocurre en aquellos pacientes con
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monosomia 22 aislada. Sin embargo, ninguna de las alteraciones detectadas pudo
explicar por si sola todas las recidivas.

Estudios previos han demostrado que el tamano tumoral, la edad y marcadores
citogenéticos como la del(1p306) y la monosomia 14, tanto cuando estan presentes en el
conjunto de todas las células tumorales —incluyendo el clon tumoral ancestral- como
cuando se detectan unicamente en una fraccion de éstas, son parametros de gran
utilidad en la estratificacion prondstica de los meningiomas histologicamente
benignos?>103,108,110,124,128,131,150,152,198200 En el presente estudio, el analisis multivariante
mostré que el indice pronéstico de Maillo et al'®® —basado en la edad, el grado tumoral y
la presencia de monosomia 14— junto con el tamafio del tumor, constitufan la mejor
combinacién de variables independientes para predecir la recidiva tumoral en
meningiomas. En conjunto, estos resultados indican que los pacientes mas jovenes con
tumores de mayor tamafo, caractetisticas histologicas desfavorables y/o monosomia 14
son mas propensos a desarrollar recidivas; segun nuestros datos, éstas podrian deberse
a la persistencia de células tumorales incluso después de una reseccion
macroscopicamente completa del meningioma.

No obstante todo lo anterior, merece destacar que la informacion disponible en
la literatura acerca del prondstico de los pacientes con meningioma, se ha centrado
habitualmente en la supervivencia libre de recaida a medio/largo plazo (a los 5y 10
afios, respectivamente)!315>54297. Desde el punto de vista practico, esto no favorece el
establecimiento al diagndstico de un sistema de estratificacion prondstica que ayude a
identificar a aquellos pacientes con un mayor riesgo de recidiva a corto plazo, en los
que serfa ademas recomendable realizar un seguimiento mas estrecho. Por este motivo,
en la actualidad tnicamente se realiza un seguimiento estrecho de aquellos pacientes

con meningiomas atipicos o anaplasicos, que se conoce tienen una elevada probabilidad
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de recidivar*1153% de acuerdo también con nuestros hallazgos. Teniendo en cuenta
que en numeros absolutos, las recidivas de meningiomas benignos son mas frecuentes
que las de los tumores atipicos o anaplasicos?0-2%, en el presente trabajo nos centramos
en determinar cual serfa la mejor combinacion de factores prondsticos que
contribuyeran a predecir la recidiva precoz entre pacientes con tumores
histologicamente benignos. En este sentido, tomamos como punto de referencia para
considerar una recidiva como precoz, la supervivencia libre de enfermedad a los dos
afios y medio de la cirugfa del tumor primario, ya que durante este periodo es en el que
se producen alrededor de la mitad de las recidivas. En conjunto, nuestros resultados
muestran que, a excepcion de la edad, las variables clinicas y citogenéticas que
habitualmente se asocian con la supervivencia libre de recidiva a medio y largo plazo,
cuando se consideran conjuntamente todos los meningiomas!435124160200 " como es el
caso del género, la localizacion y el tamafio tumoral, la del(1p36), y las pérdidas de los
cromosomas 9, 10, 14 y 18, retenfan su valor predictivo a corto plazo entre los
meningiomas benignos. Ademas, comprobamos que mientras que, el nimero de clones
identificados citogenéticamente en un tumor no mostraba un impacto significativo en la
supervivencia libre de enfermedad a corto plazo, la coexistencia de monosomia 14 y
del(1p36) en el clon tumoral ancestral representaba un potente factor prondstico
adverso para la detecciéon de recidivas tempranas en pacientes con meningiomas
histologicamente benignos. De hecho, esta variable citogenética constitufa junto con el
tamafio tumoral, la mejor combinaciéon de factores pronosticos independientes para la
identificacion de aquellos pacientes con elevado riesgo de sufrir una recidiva precoz de
la enfermedad. Estos hallazgos estarfan de acuerdo con la frecuencia relativamente
elevada de meningiomas en los que se constatd la coexistencia de monosomia 14 y

del(1p36) en el clon tumoral ancestral entre los tumores atipicos y anaplasicos,
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sugiriendo un comportamiento mas agresivo de los meningiomas portadores de estas
alteraciones citogenéticas, independientemente del subtipo histopatolégico.

Hasta la fecha, se han identificado varios genes supresores de tumor localizados
en la regién 1p32-p36 y que podrian explicar el comportamiento mas agresivo de los
meningiomas que presentan del(1p36). Entre ellos se incluyen los genes CDKN2C
(p18INK4CY - p73, RADA45L y el gen que codifica para la fosfatasa alcalinal'?%¢7. No
obstante, hoy seguimos sin conocer el papel que pueden desempenar estos genes en la
patogénesis de los meningiomas. Respecto al cromosoma 14, no se ha identificado
ningdn gen supresor de tumor potencialmente implicado en determinar el
comportamiento clinico de los meningiomas!'?%122, Sin embargo, recientemente se ha
sugerido que el gen NDRG2 localizado en 14ql1.2 podria estar involucrado en la
progresion tumoral ya que se halla infraexpresado por metilaciéon en meningiomas
anaplasicos?¥.

En resumen, nuestros resultados indican que independientemente de los genes
implicados, la coexistencia de del(1p36) y monosomia 14 en el clon tumoral ancestral,
confiere a los meningiomas histolégicamente benignos un patrén unico de invasion
tisular y/o un potencial clonogénico que les hace clinicamente mas agresivos a corto
plazo que los demas tumores. Curiosamente, esto no parece estar relacionado con el
indice proliferativo del tumor, ya que el porcentaje de células en fase de sintesis de
ADN (fase S) o S+G2/mitosis no mostré un impacto pronéstico significativo sobre la
supervivencia libre de recaida, ni a corto ni a largo plazo. Sin embargo, debido al
pequefio numero de recidivas ocurrido en términos absolutos en los primeros dos afios
y medio tras la cirugfa, nuestros resultados requieren ser confirmados en series mas

amplias de pacientes con meningiomas benignos/grado 1.
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4.2.- Patrones de alteraciones cromosomicas y petfiles de expresion
génica en meningiomas de varones y de mujeres: implicacion en el predominio

femenino de estos tumores.

En general, los meningiomas muestran un claro predominio en mujeres respecto
a los varones>**% aunque de acuerdo con nuestros hallazgos y los de otros autores, en
éstos ultimos la enfermedad muestra una mayor complejidad citogenética y agresividad
clinica®>079L113,122,198 'Hn el presente trabajo, demostramos por primera vez la existencia
de patrones citogenéticos y de perfiles de expresion génica diferentes entre los tumores
de varones y mujeres con meningiomas. Especialmente interesante resulté la ausencia
de diferencias entre varones y mujeres en el patron de expresion de genes relacionados
con las hormonas sexuales y sus receptores; mas aun, no se observaron diferencias
entre los tumores de individuos de sexo diferente en la expresiéon de ningin gen
codificado en los cromosomas autosémicos. Por el contrario, todos aquellos genes que
se encontraban expresados de forma diferencial entre tumores de hombres y mujeres,
correspondian a genes codificados en los cromosomas sexuales, particularmente en el
cromosoma Y. En conjunto, estos hechos sugieren la implicacion de factores genéticos
asociados a los cromosomas sexuales, presumiblemente independientes de las
hormonas esteroideas, en el predominio femenino y el desarrollo de la enfermedad.

Hasta la fecha, todos los intentos encaminados a la identificacién de distintos
patrones de expresion de proteinas asociadas a las hormonas sexuales en varones frente
a mujeres con meningiomas, han fracasado®233>3%%, Sin embargo, un analisis detallado de
estos trabajos muestra que habitualmente se han centrado en el analisis de un nimero
relativamente restringido de proteinas, ninguna de las cuales estd codificada en los

cromosomas sexuales. En nuestra serie, s6lo 8 de los 12847 genes analizados mostraron
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un patron de expresion significativamente diferente en los tumores de varones respecto
a los de las mujeres, sin que para ninguno de ellos se haya establecido una asociacion
con la expresion de hormonas esteroideas, receptores hormonales y/o genes implicados
en su regulaciéon. Por el contrario, estos 8 genes se localizaron en los cromosomas
sexuales: dos en el cromosoma X (DDX3X, XIST) y seis en el cromosoma Y (RPS4Y1,
DDX3Y, JARD1DI1D, EIF1AY, USP9Y y CYorfl5B). Mencién especial merece el
hecho de que en el analisis de claster, junto con los meningiomas caracteristicos de
varones y mujeres, de acuerdo a sus perfiles de expresion génica, se identificd un tercer
subgrupo de meningiomas donde se inclufan mujeres con monosomia X y un hombre
con nulisomia Y.

Un analisis mas detallado de aquellos genes que mostraron una expresion
diferencial entre varones y mujeres sugiere que, algunos de ellos podrian ser irrelevantes
a la hora de intervenir de forma directa en el desarrollo de los meningiomas. Asi, hoy se
conoce que el gen XIST resulta esencial en la inactivacion de uno de los dos
cromosomas X presentes en células femeninas, induciendo el silenciamiento
transcripcional de una de las dos copias del cromosoma X370, De forma similar, las
mutaciones del gen USPY9Y, miembro de la familia de peptidasas C19, se han
relacionado con un sindrome poco frecuente asociado a infertilidad masculina®’!. Por
otra parte, se ha comprobado que ambos genes (XIST y USPI9Y) se expresan de forma
diferencial en células sanguineas normales de varones y mujeres como en tejidos
cerebrales de raton37-374,

Respecto a los demads genes que muestran una expresion diferencial en nuestro
estudio, hasta la fecha no se habfa referido su asociacion con el género, en

meningiomas. No obstante, el analisis de los resultados de estudios de expresion

genémica depositados en la base de datos GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)
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mostré que en tejido cerebral’® en células neoplasicas de pacientes con leucemia
linfatica crénica®® y en el tejido tumoral de pacientes con carcinoma renal’”’, a
excepcion del gen DDX3Y, todos los demas genes muestran también una expresion
significativamente diferente en los tejidos normales y/o neoplisicos de varones,
respecto a los de las mujeres. En contraposiciéon con estos hallazgos, nuestros
resultados no mostraron la existencia de diferencias significativas en los patrones de
expresion de estos seis genes en células somaticas meningeas normales de varones y
mujeres, aunque el nimero de muestras analizadas fue limitado.

De acuerdo con resultados preliminares de nuestro grupo y de otros autores en
meningiomas!'”!1> y otros tumores sélidos?’8381 ademas de observarse perfiles de
expresion génica diferentes segin el género, en el presente trabajo confirmamos
también la presencia de distintos patrones de alteraciones genéticas en varones y
mujeres. Asi, mientras que el clon tumoral ancestral de aquellos meningiomas que
ocurrian en mujeres mostraba una mayor frecuencia de monosomia 22 como unica
alteracion citogenética y de ganancias de diferentes cromosomas, los meningiomas de
pacientes varones se asociaban con la pérdida de otros cromosomas, diferentes del
cromosoma 22 y cariotipos complejos; entre las alteraciones caracteristicas del clon
tumoral ancestral de meningiomas de varones se inclufan la nulisomia Y, la monosomia
14 y la del(1p36). En conjunto, estos resultados apoyarfan también, desde otra
perspectiva, la existencia de diferentes vias citogenéticas de evoluciéon clonal en
pacientes con meningiomal®’, proceso en el que podria estar implicado el género de los
pacientes. Segun las diferencias observadas en la frecuencia de las alteraciones
cromosoémica caracteristicas de los varones respecto a las de las mujeres, podria
especularse que la delecién del gen NF2 en el cromosoma 22 o la alteracion de la

regulaciéon de oncogenes como resultado de las ganancias cromosémicas observadas en
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una pequena proporcion de casos, podrian tener un papel fundamental en el desarrollo
de los meningiomas en las mujeres; en contrapartida, los genes supresores de tumor
codificados en los cromosomas 1 y/o 14 podtian condicionar el desarrollo y la
progresion de los meningiomas en varones>120.152295,382 De acuerdo con esta hipotesis,
estudios recientes®'” muestran que los tumores de localizacion espinal, que en nuestra
serie se encontraban practicamente restringidos a mujeres, presentaban patrones de
expresion génica asociados a la presencia de monosomia 22 como unica alteracion
presente en el clon tumoral ancestral. Ademas, estas diferencias citogenéticas podrian
contribuir a explicar la mayor incidencia de meningiomas histolégicamente malignos y
tumores de mayor tamafio, entre los pacientes varones. No obstante, merece destacar
que en nuestro estudio, no hemos encontrado una asociacion clara entre los patrones
de expresion génica en varones y mujeres, que pudiera estar relacionada con los
diferentes patrones de alteraciéon de cromosomas autosémicos. Esto podtia ser debido
a que con frecuencia, alteraciones citogenéticas como la del(1p306), unicamente estin
presentes en un pequefio porcentaje de todas las células del tumor!710) y en este
estudio hemos analizado los patrones de expresiéon génica del conjunto de todas las
células de la muestra tumoral, y no de forma individualizada para cada clon. Por ello,
entendemos que se requiere de estudios adicionales en los que se investigue la posible
relacién existente entre los genes diferencialmente expresados entre varones y mujeres y
las alteraciones genéticas caracteristicas de cada uno de estos dos grupos de pacientes
con meningioma.

En nuestro conocimiento, ningin estudio habia analizado con anterioridad el
impacto pronéstico de las alteraciones citogenéticas de forma individualizada en
varones y mujeres. En este sentido, nuestros resultados muestran un peor prondstico

para las pérdidas de los cromosomas 10, 14 y 18 en varones, mientras que en las
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mujeres las unicas alteraciones que se asociaron con una menor supervivencia libre de
recaida, fueron las ganancias en los cromosomas 1q, 7, 9, 22 y X. En conjunto, estos
hallazgos apoyarfan la hipétesis de que entre los varones el desarrollo y progresion de
los meningiomas se asociarfa a pérdidas de diferentes genes supresores de tumor,
mientras que en las mujeres, la supervivencia libre de recidiva podria estar condicionada
principalmente por una sobreexpresion de oncogenes, y particularmente de oncogenes
codificados en los cromosomas 1q, 7, 9, 22 y X. En consonancia con esta hipotesis,
nuestros resultados mostraron que la monosomia 14 y las ganancias del cromosoma 22
constituyen la mejor combinacién de factores prondsticos independientes para predecir
la supervivencia libre de recidiva en pacientes varones, mientras que la ganancia del
cromosoma 9 serfa el principal factor prondstico de indole citogenética, entre las

mujeres.

4.3.- Alteraciones del cromosoma 14 en meningiomas y su impacto en las

caracteristicas clinico-biolégicas y evolutivas de la enfermedad.

Como hemos referido anteriormente, en los ultimos afios se ha realizado un
importante esfuerzo con el fin de identificar las alteraciones genéticas que podrian
condicionar el comportamiento clinico-biolégico y evolutivo de los meningiomas; con
estos estudios se buscaba contribuir a distinguir al diagnéstico, entre aquellos pacientes
que se curaran con la cirugia y los que tendran un elevado riesgo de recidiva. Desde el
punto de vista clinico, nuestros hallazgos, junto con los de otros autores!!%198200 indican
que las pérdidas del cromosoma 14, especialmente cuando coexisten con la del(1p) en el
clon tumoral ancestral, se asociarfan con una menor supervivencia libre de enfermedad,

independientemente de la histopatologia tumoral. Por todo ello, la caracterizacién

147



Apna Belén Espinosa Oquillas Discusion

detallada de las anomalias del cromosoma 14, incluyendo deleciones, pérdidas o
reordenamientos estructurales de este cromosoma, se ha convertido en un objetivo
prioritario del estudio citogenético de los meningiomas realizado en esta tesis doctoral.
Hasta el momento de iniciar este trabajo, eran escasos los estudios en los que se han
caracterizado en detalle las anomalias del cromosoma 14 en meningiomas.

En términos generales, y de acuerdo con estudios previos3+7283,115,118,126,128,208, 211
en el presente trabajo, detectamos alteraciones del cromosoma 14 en aproximadamente
la mitad de los casos estudiados, observandose dos patrones diferentes de pérdidas de
secuencias genéticas del cromosoma 14 mediante iFISH: a) monosomia, y; b)
deleciones intersticiales de diferentes regiones de 14q. En la mayoria de los casos que
presentaban alteraciones del cromosoma 14, observamos pérdida completa de un
cromosoma 14, mientras que las deleciones intersticiales a nivel de 14q31-q32 sélo se
observaron en una pequefia proporcion de casos. Las pérdidas totales de una copia del
cromosoma 14 involucraron tanto a la regién centromérica como a la telomérica a nivel
de 14q. Por el contrario, en los dos casos que presentaban deleciones intersticiales,
ambas regiones permanecfan conservadas. Los estudios de CGH convencional
confirmaron la existencia en ambos tumores de una delecioén distal en el cromosoma
14, entre las regiones 14q31 y 14q32. Diversos autores!?!3! han observado casos de
meningiomas esporadicos con pérdida de heterozigosidad a nivel de 14q32.11 vy
14q32.32, que a su vez mantenfan un patréon de heterozigosidad a nivel de la region
telomérica, al igual que ocurria en nuestros dos pacientes. Entre las regiones 14q31 y
14932.3 se encuentra localizada una region cromosémica que contiene el gen que
codifica para IgH, junto a los protooncogenes ELK-2, AKT y TCL-1. Estudios previos
sugieren que la activacién de estos protooncogenes por mutacion o translocacion,

podria estar implicada en la transformacion neoplasica de algunos tumores3$3-387. A
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pesar de esto, nuestros resultados sugieren que los pacientes con deleciones
intersticiales en 14q32 podrian tener un comportamiento clinico benigno en ausencia de
recidiva, en contraposicién con los casos que mostraban monosomia 14, en los que ésta
se asoci6 a mayor agresividad clinica e histopatolégica, como se discute mas adelante.

Desde un punto de vista histologico, se ha referido de forma reiterada en la
literatura que las pérdidas de 14q serfan mas frecuentes en meningiomas atipicos y
anaplasicos?1108,110,124,198,200; ademas, se ha sugerido que estas mismas pérdidas alélicas en
meningiomas histolégicamente benignos, podrian estar asociadas con tumores mas
agresivos y con mayor probabilidad de recidival?$198211, En el presente trabajo, tres
cuartas partes de los pacientes con meningioma y monosomia 14 tenfan tumores
histolégicamente benignos, correspondiendo los demas pacientes a meningiomas
atipicos. En contraposicion con lo referido por Simon et al'?4, una elevada proporcion
de todos los tumores benignos que mostraron pérdidas a nivel de 14q recidivaron; por
el contrario, ninguno de los dos casos con delecion intersticial limitada a la region
14q31-q32, y que correspondian también a tumores histolégicamente benignos,
presenté recidiva. Aunque el nimero de casos con delecion intersticial a nivel de
14q31-q32 es limitado, nuestros resultados sugieren que, al contrario de lo que ocurre
en los meningiomas con monosomia 14, estos casos podrian asociarse con subtipos
benignos de meningiomas con buen prondstico, en ausencia de recidiva tumoral. No
obstante, dado el relativamente limitado numero de meningiomas con deleciones
intersticiales de 14q, son necesarias series mas amplias de pacientes con delecién en esta
region, para poder confirmar nuestros hallazgos.

En cuanto a los meningiomas que presentaron ganancias del cromosoma 14, a
pesar de encontrar una mayor incidencia de casos histolégicamente malignos, no

observamos una asociacién significativa de estas anomalfas con el prondstico de la
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enfermedad. Estos hallazgos coinciden con las observaciones realizadas por Mertens et
al®® que indican que, al igual que en otros tumores solidos, la pérdida de segmentos
cromosémicos podria ser mas importante que su ganancia, en el desarrollo y progresion
de los meningiomas.

Con el fin de alcanzar un conocimiento mas detallado de las alteraciones del
cromosoma 14 en meningiomas, construimos un “array” de CGH que permitiese,
respecto a las técnicas de iFISH y CGH convencional, una mayor resolucién a la hora
de caracterizar las pérdidas y ganancias de este cromosoma. La mayor resolucion de esta
técnica se asocia al desarrollo de miles de clones BAC que se solapan para cada region
de interés y permiten el analisis de todo el cromosoma 143%. En nuestro conocimiento,
este constituye el primer trabajo donde se ha aplicado un “array” de CGH de alta
resolucion para estudiar el cromosoma 14 en meningiomas. En conjunto, nuestros
resultados muestran un elevado grado de acuerdo entre los hallazgos de los estudios de
iFISH y los de “arrays” de CGH. Sin embargo, el uso combinado de estas dos técnicas,
empleando para el analisis de iFISH sondas fluorescentes del propio “array” de CGH,
nos ha permitido definir con mayor precision las alteraciones detectadas. En este
sentido, merece destacar que la técnica de “arrays” de CGH mostré una elevada
sensibilidad al permitir caracterizar las alteraciones del cromosoma 14, incluso en casos
donde la infiltracién tumoral era tan sélo del 20-30%, de acuerdo con los resultados de
un estudio reciente en una serie de tumores gastrointestinales®”.

Como cabia esperar, los estudios con el “array” de CGH confirmaron que la
alteracion mas comun del cromosoma 14 en meningiomas, es la monosomia. Especial
destaque merece el hecho de que algunos casos que habfan sufrido una pérdida del
cromosoma 14 seguida de tetraploidizacién, mostraban un numero diploide de copias

del cromosoma 14 por iFISH, mientras que otros tumores mostraron un perfil normal
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de CGH asociado a cariotipo tetraploide; en estos ultimos casos es necesario emplear
otras técnicas complementarias como el cariotipo convencional o la FISH, para la
identificacion de las anomalias (ganancias) del cromosoma 14. Finalmente, los estudios
basados en el “array” de CGH del cromosoma 14, resultaron claves a la hora de definir
las alteraciones cuantitativas de diferentes regiones cromosémicas presentes en un
pequeno grupo de pacientes con meningiomas y reordenamientos complejos del
cromosoma 14. Estudios previos han demostrado la presencia de alteraciones
estructurales en el cromosoma 14 en una pequefia proporcion de pacientes con
meningioma®>9%113,118,200229232 " consistiendo estas alteraciones en translocaciones del
cromosoma 14 en las que se ven involucrados también otros cromosomas, como los
cromosomas 1 y 22659%113118200 Desafortunadamente, en este trabajo, aunque pudimos
caracterizar en detalle las regiones del cromosoma 14 alteradas, los estudios de “arrays”
de CGH no nos permitieron confirmar los cambios cromosémicos concretos (p. €j.:
translocaciones) subyacentes a dichas alteraciones.

Desde el punto de vista citogenético, en la mayoria de los casos que presentaban
monosomia 14, detectamos también la coexistencia de del(1p306) en el clon tumoral
ancestral, incluyendo estos casos a todos los pacientes con alteraciones del cromosoma
14 que recidivaron. En conjunto, nuestros hallazgos sugieren la existencia de anomalias
puntuales (p. ¢j.: mutacién) y/o alteraciones epigenéticas, que afecten a genes
codificados en el cromosoma 14, de las células neoplasicas de meningiomas con
monosomia 14, en los que podria estar la clave para entender la progresioén tumoral y el
comportamiento clinico mas agresivo de este subgrupo de meningiomas. Especial
interés tendran aquellos genes del cromosoma 14 que muestren una interaccion
funcional con genes ubicados a nivel de las regiones delecionadas en el cromosoma 1p,

en pacientes que simultineamente muestren del(1p306) en el clon tumoral ancestral. En
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este sentido, recientemente se ha sugerido que el gen NDRG2, localizado en 14q11.2,
podria actuar como gen supresor tumoral y estar implicado en la progresion de estos
tumores, al estar inactivado en meningiomas malignos?*3. No obstante, se trata de un
hallazgo indirecto que requiere de confirmacién en otras series. Por todo ello, siguen
siendo necesarios estudios adicionales en pacientes con meningiomas que presentan
monosomia 14 y del(1p36) en el clon tumoral ancestral para intentar localizar el gen (o
genes) supresor(es) de tumor concreto(s), directamente involucrado(s) en conferir un

comportamiento clinico mas agresivo a este subgrupo de pacientes.
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En relacion con el primer objetivo, centrado en determinar la relacion
genética existente en pacientes con meningiomas recurrentes entre el tumor
primario y la recidiva, y establecer el impacto de las alteraciones cromoso6micas

detectadas en el comportamiento clinico-biolégico y evolutivo del tumor:

1.- Nuestros resultados muestran una estrecha relacion citogenética entre el
meningioma primario y las subsiguientes recidivas que ocurren en pacientes sometidos
a cirugfa curativa, lo que sugiere que en la mayorfa de los meningiomas, la recurrencia
de la enfermedad podria deberse al recrecimiento del tumor primario por persistencia

de cantidades minimas de células neoplasicas residuales.

2.- Los pacientes con meningiomas histolégicamente benignos o de grado I de
gran tamafio, en los que coexiste la presencia de monosomia 14 y del(1p36) en el clon
tumoral ancestral, son aquellos que presentan una probabilidad mas elevada de recidivar
de forma precoz tras cirugfa curativa, lo que indica la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas, encaminadas a establecer un tratamiento mas efectivo, en este

subgrupo de pacientes.

En relacion al segundo objetivo, que perseguia analizar las posibles
diferencias entre las alteraciones cromosoémicas y los perfiles de expresion
génica en meningiomas de varones y mujeres, y su posible implicaciéon en el

predominio femenino de estos tumores:

3.- Los meningiomas que ocurren en mujeres muestran diferentes patrones de

alteraciones cromosémicas y perfiles de expresion génica respecto a los tumores de
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varones. El hecho de que todos los genes que se encuentran diferencialmente
expresados en ambos grupos de pacientes estén codificados en los cromosomas
sexuales, apoya la hipétesis de que estos cromosomas podrian estar implicados en
determinar el predominio femenino de los meningiomas y el diferente comportamiento

de la enfermedad en ambos sexos.

En relacién con el tercer objetivo, relacionado con el analisis detallado de
las alteraciones del cromosoma 14 en meningiomas y su asociaciéon con el

comportamiento clinico-biolégico y evolutivo de la enfermedad:

4.- La pérdida completa de un cromosoma 14 constituye la alteracién genética
mas frecuente de este cromosoma, siendo otras anomalias, como las deleciones

intersticiales y las ganancias del cromosoma 14, poco frecuentes.

5.- La asociacion encontrada entre la coexistencia de monosomia 14 y del(1p36)
en el clon tumoral ancestral y el comportamiento clinico de los meningiomas, sugiere la
existencia de uno o mds genes supresores tumorales en ambos cromosomas, cuya
alteracion conjunta podria ser clave a la hora de condicionar la evolucién mas agresiva

de la enfermedad en este subgrupo de pacientes.
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