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1. Einleitung

1.1. Allgemeine Pathologie der Chordome

Chordome sind seltene, langsam wachsende und maligne Knochenneoplasien, die aus
Resten der nicht zuriickgebildeten Chorda dorsalis entstehen (Han et al. 2009). Sie zahlen
zu der Gruppe der embryonalen Restgewebstumoren und machen einen bis vier Prozent
aller Knochentumoren aus (al-Mefty und Borba 1997). Von ihrem Ursprung ausgehend,
sind die Chordome besonders in der Schadelbasisregion und im Bereich des Sakrums an-
zutreffen (Fletcher 2013; Freyschmidt et al. 2010; Walcott et al. 2012). Pathohistologisch
stellen sich Chordome als lappenférmig angeordnete physaliforme Zellen dar, die kleine
Kerne, Pleomorphismus und interzellulare Schleimhautbildung zeigen. Die hypochromati-
schen Zellkerne sind randstandig verlagert und ahneln dem Bild einer Siegelringzelle (Sei-

fert und Donath 1998) (Abbildung 1).

Obwohl es sich um einen langsam wachsenden Tumor handelt, wachst er lokal invasiv
und destruktiv (Mendenhall et al. 2005). Unbehandelt versterben die Betroffenen binnen
zwolf Monaten an der lokal progressiven Ausbreitung (Di Maio et al. 2011). Die Therapie
der Wahl besteht zum jetzigen Zeitpunkt aus radikaler chirurgischer Resektion mit an-
schliefender Bestrahlung. Trotz dieser MaRnahmen ist die Rezidivrate dieser Tumoren
ausgesprochen hoch (Stacchiotti und Sommer 2015; Walcott et al. 2012). Dabei weisen 30
bis 40 % der Erkrankten, haufig im spaten Krankheitsverlauf oder nach lokalen Rezidiven,
bevorzugt Metastasen im Bereich der Lunge, Leber, Knochen, Subkutis oder Lymphknoten
auf (Fletcher 2013). Die Fiinf- Jahres- Uberlebensrate liegt bei 78,4 %, das Fiinf- Jahre-
Progressionsfreie- Uberleben bei 50,5 % (Di Maio et al. 2011; Stacchiotti und Sommer
2015). Somit ist die Prognose bei Rezidiven als schlecht einzustufen (Tzortzidis et al.

2006). Die Behandlung von Chordomen bleibt daher eine Herausforderung.

Aktuelle Studien zeigen, dass die Chordomentstehung in der dritten embryonalen Woche
aus dem Notochord (Chorda dorsalis) stattfindet (Sun et al. 2015; Wacker et al. 2002). Des
Weiteren sondert der Notochord wahrend dieser friihen Embryogenese diverse Signalmo-

lekile ab, unter anderem das Sonic- Hedgehog- Molekiil (Shh), um die Proliferation, Diffe-



renzierung und das Uberleben der embryonalen Zellen zu regulieren (Cates et al. 2010;
Hooper und Scott 2005; Kozmikova et al. 2013; Satoh et al. 2012; Sun et al. 2015).

Shh ist als wesentlicher Aktivator der Hedgehog- Signalkaskade essentiell fiir die Entwick-
lung diverser Organe wie Gehirn, Herz, Thymus, Lunge und GliedmaRen (Chiang et al.
1996; Shah et al. 2004). Zahlreiche Studien zeigten bereits eine Beteiligung der Hedgehog-
Signalkaskade am Tumorwachstum wie auch an Metastasenbildung in einer Vielzahl von
menschlichen Tumoren, beispielsweise dem adamantinésen Kraniopharyngeom,
Glioblastom, Medulloblastom und Rhabdomyosarkom (Andoniadou et al. 2012; Bar et al.
2007; Hooper und Scott 2005; Theunissen und Sauvage 2009; Yang et al. 2010).

An dieser Stelle stellt sich die Frage, ob extrazelluldre Signalwege wie der Hedgehog- Sig-
nalweg bei der Entstehung von Chordomen und deren Rezidiven involviert sind. Derzeit
herrscht fiir die Behandlung von Chordomen und ihren Rezidiven keine chemotherapeuti-
sche Empfehlung, da sich bei lokal fortgeschrittenen und metastasierenden Chordomen
bis dato kein Medikament bewahrt hat (Stacchiotti und Sommer 2015). Beim Nachweis
einer solchen Signalkaskade ware eventuell ein therapeutischer Ansatz im Sinne eines

Chemotherapeutikums denkbar.
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Abbildung 1: Die HE- Farbung eines kraniellen Chordomes zeigt die typischen lappenformig an-
geordneten, physaliformen Zellen mit randstandigen kleinen Zellkernen (Siegelringzellen) und
interzellularer Schleimhautbildung.

I 1.2. Die Hedgehog- Signalkaskade

Die Hedgehog (Hh)- Proteine sind extrazellulare Signalmolekiile, die wahrend der Embry-
onalentwicklung vieler Organismen eine zentrale Rolle spielen (Theunissen und Sauvage
2009). Sie wurden 1980 erstmals von Nisslein-Volhard und Wischaus in Drosophila mela-
nogaster beschrieben (Nisslein-Volhard und Wieschaus 1980). Neben einer Vielzahl von
Signalkaskaden reguliert die Hh- Signalkaskade wahrend der Embryogenese die Prolifera-
tion, Differenzierung und das Uberleben von Zellen. Auch im adulten Gewebe werden die
Bildung und das Verbleiben von bestimmten Stamm- und Vorlauferzellen gesteuert
(Hooper und Scott 2005) und Wundheilungsreaktionen moduliert (Justilien und Fields

2015; Omenetti et al. 2011).



Bereits bei diversen anderen Tumoren, wie sowohl beim Basalzell-, Ovarial-, Prostata-,
Mammakarzinom, beim klarzelligen Nierenzell- und Lungenkarzinom als auch beim
Glioblastom, Medulloblastom, Rhabdomyosarkom und adamantindsen Kraniopharynge-
om, wurde eine Uberfunktion der Hh- Signalkaskade nachgewiesen (Andoniadou et al.
2012; Briscoe und Thérond 2013; Dormoy et al. 2009; Hahn et al. 1996; Hooper und Scott
2005; Kubo 2004; Lin et al. 2010; Liu et al. 2006; Low und Sauvage 2010; Wen et al. 2010).
Somit ist die Hh- Signalkaskade am Tumorwachstum, als auch an der Metastasenbildung

bei diversen Tumoren entscheidend beteiligt (Andoniadou et al. 2012).

Bei menschlichen Embryonen und Wirbeltieren besteht Hh aus drei Untereinheiten, dem
Sonic hedgehog (Shh), Desert hedgehog (Dhh) und Indian hedgehog (/hh) (Katoh und
Katoh 2006). Shh als wichtigstes Hh- Homolog ist essentiell fir die Entwicklung diverser
Organe wie Gehirn, Herz, Thymus, Lunge und GliedmaRen (Chiang et al. 1996; Shah et al.
2004). Wahrend Ihh hauptsachlich die Proliferation und Reifung von Chondrozyten wah-
rend der Entstehung der Knorpelstrukturen reguliert (Razzaque et al. 2005), beeinflusst

Dhh primar die Spermatogenese (Bitgood et al. 1996).

Fir Hh existiert ein Rezeptor namens Patched (Ptch), der in Ptchl und Ptch2 unterteilt
wird (Justilien und Fields 2015; Smyth et al. 1999). Obwohl beide Untereinheiten ein dhn-
liches Reaktionsmuster aufweisen und mit gleicher Affinitat an Hh binden, unterscheiden
sie sich in ihren funktionellen Eigenschaften (Holtz et al. 2013; Rahnama et al. 2004).
Ptch1 besitzt eine inhibierende Wirkung auf ein Sieben-Transmembranprotein (Smoothe-
ned (Smo)) (Corbit et al. 2005; Kim et al. 2009). Im inaktiven Zustand verbleibt das Zink-
Finger-Transkriptions-Protein (Gli) an einen Komplex aus Proteinen Fused (Fu), Suppres-
sor of Fused (SuFu) und Kinesin family member 7 (Kif7) im Zytoplasma der Zelle gebunden

(Hui und Angers 2011; Katoh und Katoh 2006) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Shh- Signalkaskade in der ,inaktiven“ Form (modifiziert nach Justilien und Fields

2015, S. 507).

Durch die Bindung von Hh an den Rezeptor Ptchl wird die inhibitorische Wirkung von

Smo aufgehoben, wodurch der Signalweg aktiviert wird (Katoh und Katoh 2006; Kim et al.

2009; Omenetti et al. 2011). Dabei kommt es zu einer Anreicherung von Smo in der Plas-

mamembran (Corbit et al. 2005; Incardona et al. 2002). Das Signal wird lber das Zink-

Finger-Transkriptions-Protein Gli, eingeteilt in Glil, Gli2 und Gli3, ins Zellinnere transpor-

tiert (Hooper und Scott 2005; Hui und Angers 2011). Erst jetzt werden die Gli- Transkripti-

onsfaktoren freigesetzt, diffundieren in den Nukleus, um dort die Transkription ihrer Ziel-

gene auszuliben (Nybakken und Perrimon 2002; Wen et al. 2010) (Abbildung 3). Zielgene

sind unter anderem Apoptose (bcl2)- und Zellzyklus (CCND1, CCND2)- regulierende Gene,

aber auch eigene Gene des Signalweges (Ptch und Gli1) (Ok et al. 2012).
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Abbildung 3: Shh- Signalkaskade in der ,,aktiven“ Form (modifiziert nach Justilien und Fields
2015, S. 507).

Um eine aktive Hh/ Ptch- Signalkaskade nachzuweisen, werden sowohl Gli1 als auch Ptch1
als Marker genommen (Gu und Xie 2015; Katoh und Katoh 2006). Dafiir eignet sich unter
anderem die in situ- Hybridisierung (ISH), eine Untersuchungstechnik zur Lokalisation von
DNA- oder RNA- Molekiilen durch eine spezifische Anlagerung eines Nukleinsdurefrag-
ments (sogenannte Sonde) an die komplementare Nukleinsdurezielsequenz im zu unter-
suchenden Praparat (Romeis 2010). Die Bezeichnung in situ (lateinisch am Ort) deutet
darauf hin, dass der Nachweis der Sequenz in urspriinglicher Lokalisation, also im biologi-
schen Praparat, erfolgt (Lang 2013). Ebenfalls kann immunhistochemisch durch die Ex-
pression von Hh- Proteinen wahrend der Signalkaskade, wie zum Beispiel Shh und Gli1,
eine Aktivitat nachgewiesen werden (Freier et al. 2009).

Nach heutigem Wissensstand wirken Gli1 und Gli2 hauptsachlich als Aktivatoren der Ziel-
gene, da sie den negativen Regulator Ptchl inaktivieren. Gli3 wird als Repressor der Shh-
Zielgene eingestuft (Kasper et al. 2006; Omenetti et al. 2011; Varjosalo et al. 2006). Je-
doch aktiviert Gli3 durch einen positiven Riickkopplungsmechanismus wiederum die Glil-
Transkription (Kappler 2006; Kasper et al. 2006). Da Gli1 zudem noch die Ptch- Transkrip-

tion stimuliert, kénnen sowohl Gli1 als auch Ptch1 als Zielgene und somit als zuverlassige



Marker fiir eine aktive Hh/ Ptch-Signalkaskade angesehen werden (Katoh und Katoh
2006) (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Gegenseitige Wechselbeziehungen innerhalb der Shh- Signalkaskade.

Es ist bereits bewiesen, dass Fehlfunktionen der Shh- Signalkaskade zur Ausbildung diver-
ser Erkrankungen beziehungsweise zur Neubildung einer Neoplasie fliihren (Andoniadou
et al. 2012) (Tabelle 1). Dabei ist Ptch1 als Tumorsuppressorgen (Ryan und Chiang 2012;
Svard et al. 2006) und Smo als Protoonkogen anzusehen (Hooper und Scott 2005; Rudin et
al. 2009).

Neben dem beschriebenen reguldren (kanonischen) Signalweg existieren auch nicht ka-
nonische Mechanismen, die eine Glil- Transkription aktivieren. Jedoch geschieht dies
nicht Gber die Ebene von Hh und Smo, sondern (iber andere Signalwege, wie zum Beispiel
durch die RAS (Rat Sarcoma)- und die TGF B (Transforming Growth Factor Beta)- Signal-
kaskade (Gu und Xie 2015; Lauth und Toftgard 2007).



Tabelle 1: Fehlregulationen der Shh- Signalkaskade, die zur Neubildung einer Neoplasie fithren
(modifiziert nach Hooper und Scott 2005, S. 306).

Fehlregulation in der Assoziierte Defekte bzw. Neoplasien
Shh- Signalkaskade
e  Shh- Mutation » Holoprosencephalie (Hooper und Scott 2005)
e Shh- Uberexprimierung » Adamantindses Kraniopharyngeom (Andoniadou et al.
(gain of function) 2012)
» Glioblastom (Bar et al. 2007)
> Klarzelliges Nierenzellkarzinom (Dormoy et al. 2009)
> Kleinzelliges Lungenkarzinom (Justilien und Fields

2015)
Leukamie (Lin et al. 2010)
Mammakarzinom (Liu et al. 2006)

Y VvV

» Neoplasien des Verdauungstraktes (Colon, Magen,
Osophagus, Pankreas) (Berman et al. 2003; Varnat et
al. 2009)
Ovarialkarzinom (Steg et al. 2012)

Prostatakarzinom (Karhadkar et al. 2004)

A7

e Ptchl- Funktionsverlust Basalzellkarzinom (Hahn et al. 1996; Reifenberger et
(loss of function) al. 2005)

» Gorlin- Goltz- Syndrom (Hahn et al. 1996)
» Medulloblastom (Hooper und Scott 2005)
» Rhabdomyosarkom (Theunissen und Sauvage 2009)
e  SuFu- Funktionsverlust » Medulloblastom (Hooper und Scott 2005)
(loss of function)
e Smo- Uberexprimierung » Basalzellkarzinom (Hahn et al. 1996)

(gain of function)

1.3. Zielsetzung der Arbeit

Anhand der durchgefiihrten Untersuchung soll eine mogliche Involvierung der Shh- Sig-
nalkaskade bei der Entstehung von Chordomen und deren Rezidiven nachgewiesen wer-
den. Da zurzeit fur die Therapie von Chordomen und deren Rezidiven keine standardisier-
te chemotherapeutische Empfehlung besteht, ware beim Nachweis einer aktiven Shh-
Signalkaskade eventuell ein chemotherapeutischer Ansatz zur Behandlung dieser Patien-

ten denkbar.



2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv und Gewebematerialien

In den Jahren 1982 bis 2012 wurden insgesamt zwolf (60 %) Patienten an einem kraniel-
len und acht (40 %) Patienten an einem spinalen Chordom operiert. Von den zwolf krani-
ell erkrankten Patienten erlitten flinf (42 %) Patienten ein kranielles erstes Rezidiv und
zwei (17 %) Patienten ein kranielles zweites Rezidiv. Von den acht spinal erkrankten Pati-
enten wiesen funf (63 %) Patienten ein spinales erstes Rezidiv auf, weswegen eine erneu-
te Operation durchgefiihrt werden musste. Von allen genannten Patienten befanden sich
15 (75 %) von der Diagnosestellung bis zur letzten Operation in der vollstandigen Therapie
der Neurochirurgie der Universitatsmedizin Gottingen. Finf (25 %) von 20 Patienten wur-
den von anderen Krankenhadusern, in denen die erste Operation stattfand, zur Weiterbe-
handlung tberwiesen. Die Folgeoperationen und die gesamte Weiterbehandlung fanden
in der Universitatsmedizin Gottingen statt. Sechs (50 %) der kraniell erkrankten Patienten
waren weiblich und sechs (50 %) mannlich, bei den spinal erkrankten Patienten waren
funf (62 %) weiblich und drei (38 %) mannlich. Das Durchschnittsalter der kraniell erkrank-
ten Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose lag bei 49 Jahren, dabei war der jlngste
Patient zehn, die alteste Patientin 89 Jahre alt. Das Durchschnittsalter bei den spinal er-
krankten Patienten lag bei 57 Jahren, dabei war der jliingste Patient 18, die alteste Patien-

tin 80 Jahre alt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht des Patientenkollektivs (n= 20)

Kranielles Chordom Spinales Chordom

Patientenanzahl (n= 20) 12 (60 %) 8 (40 %)
weiblich 6 (50 %) 5(62 %)
mannlich 6 (50 %) 3 (38 %)

1. Rezidiv - Gesamtzahl 5 (42 %) 5 (63 %)
weiblich 4 (80 %) 2 (40 %)
mannlich 1(20 %) 3 (60 %)

2. Rezidiv - Gesamtzahl 2 (17 %) 0
weiblich 1 (50 %) 0
mannlich 1 (50 %) 0

Durchschnittsalter 49 ). 57 ).

Alterspanne 10J).- 89 1. 18 J.- 80J.




Von insgesamt 14 (70 %) Patienten war im neuropathologischen Zentralarchiv der Univer-
sitatsmedizin Gottingen brauchbares Tumormaterial vorhanden, welches fir die Immun-
histochemie und in situ- Hybridisierung verwendet wurde.

Die 14 Patienten unterteilten sich in acht (57 %) kraniell und sechs (43 %) spinal erkrankte
Patienten. Von den acht (57 %) Patienten mit einem kraniellen Chordom waren insgesamt
14 Tumorblocke vorhanden, davon sieben Primartumoren, finf erste Rezidive und zwei
zweite Rezidive (Anhang 6.1 Tabelle 9). Von den sechs (43 %) Patienten mit einem spina-
len Chordom waren insgesamt 18 Tumorblécke vorhanden, davon zwolf Primartumoren

und sechs erste Rezidive (Anhang 6.1 Tabelle 10).

2.2. Einbetten von Geweben

Intraoperativ entnommene Proben wurden routinemafig im neuropathologischem Labor
der Universitdtsmedizin Gottingen im Gewebeeinbettautomat Shandon Excelsior™ zu-
nachst in aufsteigender Alkoholreihe (50 %, 70 %, 80 %, 80 %, 96 %, 100 %, 100 %) ent-
wassert, mit Xylol behandelt und in Paraffin eingebettet. Nach der Gesamteinbettdauer
im Automaten von circa 16 Stunden, wurden die Biopsien in Einbettférmchen mit fllssi-

gem Paraffin ausgegossen und auf einer Kiihlplatte abgekihlt.

Fir die in situ- Hybridisierung, welche zur Markierung sowohl von spezifischen DNA- als
auch RNA- Molekilen dient (Romeis 2010), gilt ein RNasen- freies Arbeiten als Vorausset-
zung. Somit soll eine mogliche hydrolytische Spaltung der RNA- Ketten verhindert werden
(Milhardt 2009). Fir die Inaktivierung der ungewilinschten RNasen wurden die Wasser-
bader iber Nacht mit Dimethylpyrocarbonat (DMPC) behandelt und anschliefend auto-
klaviert. Das DMPC zerféllt nach diesem Schritt zu CO;, und Ethanol. DMPC bindet an pri-
mare und sekundare Amine und fihrt zu kovalenten Bindungen, sodass die RNasen- Akti-
vitdt zerstort wird (Milhardt 2009). Generell wurden bei allen Vorgdngen nur neue, un-
benutzte oder mit entsprechender Desinfektion (RNase away®) behandelte Gerate und
Materialien benutzt, um eine Kontamination mit RNasen auszuschliel3en beziehungsweise

zu vermeiden.
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Aus den abgekiihlten Paraffinblocken wurden am Schlittenmikrotom Schnitte von circa 1
pum Dicke angefertigt und auf Objekttrager aus dem kalten Wasser aufgezogen. Daraufhin
wurden die aufgezogenen Objekttrager im warmen Wasser (56- 58°C) behandelt und mit
Filterpapier vom restlichen Wasser befreit. AnschlieBend wurden die Paraffinschnitte in
Glaskivetten Giber Nacht bei 57°C getrocknet, bevor sie fiir die Immunhistochemie und in

situ- Hybridisierung benutzt wurden.

2.3. Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an allen Proben von kraniellen und
spinalen Chordomen mit folgenden Antikorpern durchgefiihrt: Anti- SHH (rabbit) (1: 500),
Anti- Glil (rabbit) (1: 100), EnVision Polyclonal rabbit/ mouse (1: 1) (Tabelle 3). Alle
Schnitte, sowohl Positiv- als auch Negativkontrollen, wurden unter identischen Bedingun-
gen bearbeitet. Als Negativkontrolle dienten die Schnitte ohne Inkubation mit dem Pri-

marantikorper.

Die Gewebeschnitte wurden drei Mal fiir zehn Minuten in Xylol entparaffiniert und in ei-
ner absteigenden Alkokolreihe (96 %, 96 %, 75 %, 50 %, 30 % bis DMPC- H,0) rehydriert.
Flr den Primarantikdrper Shh wurden die Gewebeschnitte zur Antigendemaskierung (An-
tigen Retrieval) 20 Minuten lang mit Citrat pH 6,0 in der Mikrowelle bei 80°C vorbehan-
delt, anschlieBend fur 30 Minuten in TBS/ 0,1 % Triton X-100 gewaschen. Fir den Pri-
marantikorper Gli1 war keine weitere Vorbehandlung notwendig, da hierfiir das Epitop

frei zuganglich war.

Um unspezifische Bindungsstellen zu vermeiden, wurden die Gewebeschnitte fiir 20 Mi-
nuten in H202/ TBS 3 %, fiir zehn Minuten in TBS/ 0,1 % Triton X-100 und anschlieRend fir
20 Minuten mit 0,2 % Casein geblockt. Der Primdrantikorper wurde fir 90 Minuten bei
Raumtemperatur auf das Gewebe appliziert und mit TBS/ 0,1 % Triton X-100 gesplilt. Da-
nach wurde der Sekundarantikorper fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf die Schnitte
aufgetragen. Nach erneutem Spiilen mit TBS/ 0,1 % Triton X-100 erfolgte die Farbreaktion
fur funf bis 30 Minuten mit einer AEC-Farbel6sung. Nach einer Gegenfarbung mit Hama-

toxylin wurden die Schnitte mit einem wassrigen Eindeckmittel zur Konservierung (Aqua-
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tex®) eingedeckt. Fiir die Immunhistochemie bendtigte Stammldsungen, Chemikalien,

Laborwaren und -gerate sind im Anhang (Kapitel 6.3; 6.4; 6.5; 6.6) aufgelistet.

Tabelle 3: Verdiinnung der Primar- und Sekundarantikorper fiir die Inmunhistochemie

Antikorper Verdiinnung
Anti- SHH (rabbit), abcam, Cambridge, ab 73958 1: 500 in TBS/ 0,1 % Triton X-100
Anti- Glil (rabbit), Rockland Immunochemicals Inc., 1: 100 in TBS/ 0,1 % Triton X-100

Gilbertsville, 100-401-223
EnVision Polyclonal rabbit/mouse HRP, Dako GmbH, 1:1in TBS
Hamburg, K5007

2.4. in situ- Hybridisierung

Die fur die in situ- Hybridisierung benétigten Digoxigenin- markierten Sonden Ptch1 und
Gli1 wurden im Institut flir Humangenetik der Universitdtsmedizin Gottingen hergestellt
und freundlicherweise fiir die in situ- Hybridisierung zur Verfligung gestellt. Alle Schnitte,
sowohl Positiv- als auch Negativkontrollen, wurden unter identischen Bedingungen bear-
beitet. Als Negativkontrolle dienten die Schnitte, die mit den Sonden Ptchl1 Sense und Glil

Sense inkubiert wurden.

Die Paraffinschnitte wurden fir zwei Stunden bei 57°C im Hybridisierungsofen inkubiert,
zweimal fiir 20 Minuten in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Ethanolreihe
(96 %, 96 %, 75 %, 50 %, 30 %, DMPC- H20) jeweils fiir drei Minuten rehydriert. Anschlie-
Rend folgte eine Fixierung in 4 % PFA bei 4°C fiir 20 Minuten. Bei Raumtemperatur wur-
den die Gewebeschnitte fiir zehn Minuten in 0,2 M HCI zur Proteindenaturierung liber-
fihrt und daraufhin dreimal fir zehn Minuten in TBS-Puffer bei Raumtemperatur gewa-
schen. Danach wurden die Schnitte mit Proteinase K- Puffer fir 30 Minuten bei 37°C im
Hybridisierungsofen versehen. Es folgten erneute Waschvorgange im TBS- Puffer, einmal
fur finf Minuten bei -20°C zum Stoppen der Proteinase K- Reaktion und dreimal bei

Raumtemperatur flr jeweils zehn Minuten. Zur Inaktivierung der endogenen alkalischen
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Phosphatase wurden 0,5 % Essigsaureanhydrid fir zehn Minuten hinzugegeben. Die Ge-
webeschnitte wurden erneut dreimal flir zehn Minuten in TBS- Puffer bei Raumtempera-
tur gewaschen und anschliefend in einer aufsteigenden Ethanolreihe (30 %, 50 %, 75 %,
96%, 96 %, Chloroform) dehydriert. Die Schnitte wurden am selben Tag fiir die Hybridisie-
rung verwendet. Pro 1 ml Hybridisierungsmix wurden 50 pl Lachsspermien- DNA hinzuge-
geben und sowohl die Sense- als auch die Antisense- Sonden Ptchl und Gli1 1: 500 in die-
sem Hybridisierungspuffer verdiinnt. 50 pl Hybridisierungsmix wurde auf jeden Gewebe-
schnitt pipettiert und luftblasenfrei mit einem Deckglaschen abgedeckt. Zusammenfas-
send wurden pro Gewebebiopsie vier Paraffinschnitte genommen: Ptch1 Sense (Ptchl S),
Ptch1 Antisense (Ptch1 AS), Glil Sense (Gli1 S) und Gli1 Antisense (Gli1 AS). Alle Gewebe-
schnitte wurden in eine feuchte Kammer mit DMPC- H20 aufbewahrt und fur vier Minu-
ten auf eine 95°C warme Heizplatte gestellt. Nach Auflésen der RNA- Sekundarstruktur
und Hemmung der endogenen Phosphatase wurde die feuchte Kammer lber Nacht bei
62°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Kammer gedffnet und die Deckglaschen vor-
sichtig entfernt. Es folgten zwei Waschvorgange fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur
im Waschpuffer I, zwei im weniger konzentrierten Waschpuffer Il fiir zehn Minuten bei
62°C und zwei in TBS fir zehn Minuten bei Raumtemperatur auf dem Plattformschittler.
Zum Vermeiden von unspezifischen Bindungen wurden 120 pl Block-Mix pro Gewebe-
schnitt aufgetragen und diese in der feuchten Kammer fir 15 Minuten bei Raumtempera-
tur inkubiert. Der Uberschiissige Blockmix wurde vorsichtig entfernt und 120 pl des Anti-
Digoxigenin Fab fragments/ AP-Mix pro Gewebeschnitt pipettiert und fur zwei Stunden
bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die
Gewebeschnitte nochmals dreimal in TBS fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur gewa-
schen und zum Anféarben in NBT/ BCIP- NTM- Substratpuffer solange im Dunkeln bei 4°C
gelagert, bis eine ausreichende Signalintensitat erreicht wurde. Dabei erfolgte ein tagli-
cher Wechsel der Losung. AbschlieRend wurden die Gewebeschnitte zur Konservierung
mit einem wassrigen Eindeckmittel (Aquatex®) eingedeckt. Die bei der in situ- Hybridisie-
rung verwendeten Stammldsungen, Chemikalien, Laborwaren und -gerate sind im Anhang

(Kapitel 6.3; 6.4; 6.5; 6.6) aufgelistet.

13



2.5. Auswertungskriterien

Alle immunohistochemisch untersuchten Gewebeproben wurden mikroskopisch anhand
ihrer Farbungsintensitat im Zytoplasma und in der Membran der Tumorzellen mittels ei-
nes Scoring-Systems nach Rischoff et al. (Rischoff et al. 2009) bewertet (Tabelle 4). So-
mit wurde jeweils der Score fiir Shh und Gli1 in den Tumorzellen bestimmt und alle Er-

gebnisse gegeneinander zum Vergleich aufgestellt.

Tabelle 4: Scoring-System nach Riischoff et al. 2009 fiir die Inmunhistochemie in den Tumorzel-

len.
Score 0 Keine Farbung
Score 1 Kaum sichtbare Farbung im Zytoplasma/ in der Membran < 10 %
Score 2 Schwach- maRige, ringférmige Farbung im Zytoplasma/ in der Membran
>10% und </ =30%
Score 3 Starke, ringformige Farbung im Zytoplasma/ in der Membran > 30 %

Die Gewebeschnitte der in situ- Hybridisierung wurden, jeweils fir Ptchl und Glil, mit
einer sichtbaren Kernfarbung in den Tumorzellen als positiv (+) bewertet. Eine fehlende
Kernfarbung in den Tumorzellen wurde mit negativ (-) vermerkt. AnschlieRend wurden

die Ergebnisse beider Verfahren miteinander verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1. Immunhistochemie

Insgesamt wurden 14 (100 %) kranielle Chordome von acht Patienten immunhistoche-
misch auf die Proteinexpression von Shh und Gli1 untersucht. Die 14 Tumorproben teilten
sich in sieben Primartumoren, finf erste Rezidive und zwei zweite Rezidive auf. Es rea-
gierten zehn (71 %) Proben, genauer alle sieben Primadrtumoren und drei erste Rezidive
von sieben (87,5 %) Patienten sowohl mit Shh (+) als auch Gli1 (+). Die Gbrigen vier (29 %)
kraniellen Proben, die von zwei (25 %) Patienten stammen, waren zwei erste und zwei
zweite Rezidive und zeigten leidglich eine positive Glil- Reaktion. Insgesamt reagierte Gli1
mit 14 (100 %) positiven Ergebnissen bei allen acht (100 %) Patienten geringfiigig starker
als Shh mit zehn (71 %) positiven Proben bei sieben (88 %) Patienten (Tabelle 5).

Tabelle 5: Immunhistochemie: Verteilung und Reaktionsstarke der kraniellen Chordome bei
acht Patienten und 14 Proben, unterteilt in sieben Primartumoren, fiinf erste Rezidive und zwei
zweite Rezidive.

Kranielle Shh (+) Glil (+) Shh (+) Glil (+) Shh (+) Glil (+)

Chordome Primdr- Primdr- 1. Rezidive 1. Rezidive 2. Rezidive 2. Rezidive
tumoren tumoren

Score 0 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (40 %) 0 (0 %) 2 (29 %) 0 (0 %)

Score 1 3(43 %) 2 (29 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 1 (50 %)

Score 2 1(14 %) 1(14 %) 3 (60 %) 2 (40 %) 0 (0 %) 1 (50 %)

Score 3 3(43 %) 4 (57 %) 0 (0 %) 3 (60 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

Zudem wurden 18 (100 %) spinale Chordome, davon zwolf Primartumoren und sechs ers-
te Rezidive, von sechs Patienten immunhistochemisch auf die Expression von Shh und Glil
untersucht. Es reagierten 17 (94 %) Proben, genauer elf Primadrtumoren und alle sechs
ersten Rezidive, von allen sechs Patienten sowohl Shh (+) als auch Gli1 (+). Eine spinale
Probe (6 %) von einem (17 %) Patienten zeigte lediglich fiir Shh ein positives Ergebnis,
dabei handelte es sich um einen Primartumor. Ferner reagierte bei allen sechs Patienten

Shh (+) mit 18 Proben geringfiigig haufiger als Gli1 (+) mit 17 Proben (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Immunhistochemie: Verteilung und Reaktionsstarke der spinalen Chordome bei sechs
Patienten und 18 Proben, unterteilt in zwolf Primartumoren und sechs erste Rezidive.

Spinale Shh (+) Gli1 (+) Shh (+) Gli1 (+)
Chordome Primdir- Primdir- 1. Rezidive 1. Rezidive
tumoren tumoren
Score 0 0 (0 %) 1(8 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Score 1 5 (42 %) 5 (42 %) 2 (33 %) 1(17 %)
Score 2 5(42 %) 5(42 %) 1(17 %) 2 (33 %)
Score 3 2 (16 %) 1(8 %) 3 (50 %) 3 (50 %)

Zusammenfassend zeigten alle 19 kranielle und spinale Primartumoren von insgesamt 14
Patienten eine positive immunhistochemische Reaktion fir Shh und/ oder Glil. Ebenfalls
wiesen sowohl alle elf kraniellen und spinalen ersten Rezidive als auch die zwei kraniellen
zweiten Rezidive, von insgesamt 14 Patienten, eine positive immunhistochemische Reak-

tion fUr Shh und/ oder Gli1 auf.

Abbildung 5: Immunhistochemische Farbung der Glil- Expression bei einem spinalen Chordom.
Die Expressionsstidrke der zytoplasmatischen granuldren Farbung der Tumorzellen entspricht
dem Score 1 (VergréBerung 400 x).
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Abbildung 6: Immunhistochemische Farbung der Glil- Expression bei einem kraniellen
Chordom. Die Expressionsstiarke der zytoplasmatischen granuldren Farbung der Tumorzellen
entspricht dem Score 3 (VergroBerung 400 x).

I 3.2. in situ- Hybridisierung

Insgesamt wurden 14 kranielle Chordome, unterteilt in sieben Primartumoren, flinf erste
Rezidive und zwei zweite Rezidive von acht (100 %) Patienten mittels in situ- Hybridisie-
rung auf die Expression von Ptchl und Glil untersucht. Bei vier (57 %) kraniellen Primar-
tumoren von drei (38 %) Patienten war eine positive Reaktion sichtbar. Davon reagierten
zwei (29 %) Primartumoren Ptchl (+) und zwei (29 %) Proben Gli1 (+).

Die ersten und zweiten kraniellen Rezidive zeigten keine Reaktion auf die Marker Ptchl

und Glil (Tabelle 7).

Tabelle 7: in situ- Hybridisierung: Reaktion der kraniellen Chordome bei acht Patienten und 14
Proben, unterteilt in sieben Primartumoren, flinf erste Rezidive und zwei zweite Rezidive.

Kranielle Priméirtumoren 1. Rezidive 2. Rezidive
Chordome n=7

Ptch1 (+) 2 (29 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Gli1 (+) 2 (29 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
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AuBerdem wurden 18 spinale Chordome, unterteilt in zwo6lf Primartumoren und sechs
erste Rezidive, von sechs (100 %) Patienten auf die Expression von Ptchl und Glil mittels
in situ- Hybridisierung getestet. Davon zeigten acht (67 %) Primadrtumoren von drei (50 %)
Patienten eine positive Reaktion, drei (25 %) Proben von zwei (33 %) Patienten Ptchl (+)
und flinf (42 %) Proben von drei (50 %) Patienten Gli1 (+). Auch bei den ersten spinalen
Chordomrezidiven fiel die Reaktion flir Ptch1 und Gli1 negativ aus (Tabelle 8).

Sowohl bei den kraniellen als auch bei den spinalen Primartumoren und Rezidiven war die
Expression von Ptchl und Glil nur im Kern der Tumorzellen sichtbar (Abbildung 7). Die

benachbarten Stromazellen zeigten keine positive Expression flir Ptch1 und Glil.

Tabelle 8: in situ- Hybridisierung: Reaktion der spinalen Chordome bei sechs Patienten und 18
Proben, unterteilt in zwolf Primdrtumoren und sechs erste Rezidive.

Spinale Primértumoren 1. Rezidive
Chordome n=12

Ptch1 (+) 3 (25 %) 0 (0 %)
Gli1 (+) 5(42 %) 0(0%)
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Abbildung 7: Gegeniiberstellung einer kraniellen Chordomprobe von einem Patienten nach po-
sitiver in situ- Hybridisierung (Ptch1 (+), Glil (+)) und immunhistochemischer Farbung (Shh (+)
und Gli1 (+)) im Vergleich:

Bild 1: in situ- Hybridisierung Ptch1 (+) in 100 x VergroRerung.

Bild 2: in situ- Hybridisierung Gli1 (+) in 100 x VergroRerung.

Bild 3: Immunhistochemie Shh (+), Score 2, in 200 x VergroRerung.

Bild 4: Immunhistochemie Glil (+), Score 2, in 200 x VergroRerung.
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4, Diskussion

Chordome sind seltene, langsam wachsende und maligne Knochenneoplasien, die wah-
rend der Embryogenese aus Resten der nicht zuriickgebildeten Chorda dorsalis (Noto-
chord) entstehen (Han et al. 2009; Wacker et al. 2002). Die Betroffenen versterben unbe-
handelt binnen zwolf Monaten am lokal invasiven, destruktiven Wachstum und der lokal
progressiven Ausbreitung des Tumors (Di Maio et al. 2011; Mendenhall et al. 2005). Die
Therapie der Wahl bei der Behandlung von Chordomen ist derzeit die chirurgische Resek-
tion mit anschlieBender Bestrahlung (Stacchiotti und Sommer 2015). Dabei bietet die
klassische Strahlentherapie mit hochenergetischen Photonen den Erkrankten eine kurz-
fristige Verbesserung des Krankheitsbildes (Schulz-Ertner et al. 2004). Fir eine begleiten-
de Chemotherapie in der Behandlung von Chordomen und deren Rezidiven besteht bisher
aufgrund der Seltenheit der Tumoren keine evidenzbasierte Studie (Ptaszyniski et al. 2009;

Stacchiotti und Sommer 2015).

Der Notochord, aus dem unter anderem die Chordome hervorgehen, exprimiert diverse
Signalmolekiile, unter anderem das Sonic- Hedgehog- Molekiil, um die Proliferation, Dif-
ferenzierung und das Uberleben von embryonalen Zellen zu steuern (Cates et al. 2010;
Kozmikova et al. 2013; Satoh et al. 2012; Sun et al. 2015; Hooper und Scott 2005). Das
Sonic- Hedgehog- Molekiil gehért den Hedgehog (Hh)- Proteinen an, welche extrazelluldre
Signalmolekiile sind, die wahrend der Embryonalentwicklung vieler Organismen eine
zentrale Rolle spielen (Theunissen und Sauvage 2009). Bereits bei diversen anderen Tu-
moren wie sowohl beim Basalzell-, Ovarial-, Prostata- und Mammakarzinom, beim klarzel-
ligen Nierenzell- und Lungenkarzinom als auch beim Glioblastom, Medulloblastom, Rhab-
domyosarkom und adamantindsen Kraniopharyngeom konnte sowohl das Tumorwachs-
tum, als auch die Metastasenbildung durch eine aktive Hh- Signalkaskade nachgewiesen
werden (Andoniadou et al. 2012; Briscoe und Thérond 2013; Dormoy et al. 2009; Hahn et
al. 1996; Hooper und Scott 2005; Kubo 2004; Lin et al. 2010; Liu et al. 2006; Low und Sau-
vage 2010; Wen et al. 2010) (Tabelle 1). Daher stellte sich die Frage, ob intrazellulare Sig-
nalwege, wie zum Beispiel der Hedgehog-Signalweg, auch bei der Entstehung von
Chordomen und deren Rezidiven involviert sind. Beim Nachweis einer solchen Signal-

kaskade ware neben der chirurgischen Resektion und Bestrahlung eventuell ein
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chemotherapeutischer Einsatz von Hh- Inhibitoren denkbar. Hierzu wurden immunhisto-
chemisch die Expression von Shh und Glil1 an verfligbaren Formalin- fixierten, operativ
gewonnenen Praparaten von 14 kraniellen und 18 spinalen Tumorbldcken von insgesamt
14 Patienten untersucht (Kapitel 2.1). Zusatzlich wurden diese Proben mittels in situ- Hyb-
ridisierung auf eine Ptchl- und Glil- Expression Uberprift, um eine aktive Shh- Signal-

kaskade zu ermitteln.

4.1. Mogliche Bedeutung der Shh- Signalkaskade bei der Entstehung von kraniellen
und spinalen Chordomen

Eine pathologische Aktivierung der Shh- Signalkaskade, bedingt durch eine Uberexprimie-
rung, Mutation oder einen Funktionsverlust der Signalmolekiile, flihrt zur Entstehung von
Neoplasien (Tabelle 1). Teglund und Toftgard diskutieren drei verschiedene Signaltrans-

duktionsmoglichkeiten der Beteiligung der Hh- Kaskade an der Tumorgenese.

Das erste (nicht kanonische) Modell beschreibt die intrinsische, Liganden (Shh)- unabhan-
gige Weiterleitung durch Mutationen, die einen Funktionsverlust (loss of function) oder
eine Uberexprimierung (gain of function) und somit erhéhte Aktivitit mit sich fiihren
(Blotta et al. 2012; Teglund und Toftgard 2010). Dabei kann zum Beispiel eine geringere
Ptch- Expression auf eine mogliche Ptch- Mutation oder einen Ptch- Funktionsverlust hin-
weisen, wie es bereits beim Basalzellkarzinom, Gorlin- Goltz- Syndrom, Medulloblastom
und Rhabdomyosarkom untersucht wurde (Hahn et al. 1996; Reifenberger et al. 2005;
Rudin et al. 2009; Tostar et al. 2006). Ptch kann in diesem Fall Smo nicht mehr inhibieren,
und es kommt zur Aktivierung der Signalkaskade (Katoh und Katoh 2006; Omenetti et al.
2011; Wen et al. 2010).

Der zweite, kanonische Typ ist autokrin, sowie Liganden (Shh)- abhangig und geht von
einer autonomen Hh- Liganden- Produktion durch die Tumorzellen aus (Blotta et al. 2012;
Teglund und Toftgard 2010). Dieser Mechanismus wurde unter anderem in Glioblasto-
men, Melanomen, Mamma-, Prostata-, Kolon-, Pankreas-, und kleinzelligen Lungenkarzi-
nom entdeckt (Bar et al. 2007; Berman et al. 2003; Karhadkar et al. 2004; Liu et al. 2006;
Stecca et al. 2007; Varnat et al. 2009; Watkins et al. 2003).
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Beim dritten, kanonischen, parakrinen Modell exprimieren die Tumorzellen die Hh- Ligan-
den, die den Hh- Signalweg in den benachbarten Stromazellen aktivieren (Blotta et al.
2012). Diese wiederum regen die Tumorzellen durch einen parakrinen Feedback-
Mechanismus, wie zum Beispiel durch Produktion von Angiogenesefaktoren (IGF, VEGF),
von Interleukin 6 und dem Wnt- Signalweg, zur weiteren Ligandenproduktion an (Justilien
und Fields 2015). Ein Gberwiegend parakriner Weg wurde im multiplen Myelom und Lym-
phom nachgewiesen (Blotta et al. 2012; Dierks et al. 2007). Lungen-, Pankreas-, Osopha-
gus-, Colon- und Prostatakarzinome weisen sowohl den autokrinen als auch den parakri-
nen Weg auf (Justilien und Fields 2015). Zusammenfassend wird die Tumorprogression
durch alle drei genannten Vorgadnge geférdert (Gu und Xie 2015; Teglund und Toftgard
2010).

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass von 19 untersuchten Primartumo-
ren (kraniell und spinal) alle Proben fiir Shh (+) und 18 Proben (95 %) fir Gli1 (+) eine po-
sitive Reaktion zeigten. Auch von den elf untersuchten ersten Rezidiven (kraniell und spi-
nal) reagierten neun (81%) Proben Shh (+) und alle Proben Glil1 (+). Aufgrund der starken
Expression von Shh und Glil1 in den Tumorzellen scheint eine Liganden (Shh)- abhangige,
kanonische Aktivierung der Shh- Signalkaskade in kraniellen und spinalen Chordomen und
deren Rezidiven denkbar zu sein. Ob hierfir ein auto- und/ oder parakriner Mechanismus
zustandig ist, kann nicht vollstandig abgeleitet werden. Bei einer potentiellen parakrinen
Aktivierung korreliert die Liganden (Shh)- Expression in den Tumorzellen mit einer erhoh-
ten Expression von Ptchl und Glil in den benachbarten Stromazellen (Theunissen und
Sauvage 2009), welche in dieser Versuchsreihe nicht zu erkennen war. Wahrend der in
situ- Hybridisierung wurde die Expression von Ptch1 und Glil lediglich im Kern der Tumor-
zellen, nicht in den umliegenden Stromazellen, beobachtet. Eine mégliche autokrine Akti-
vierung ist daher sehr naheliegend. Ein intrinsischer, Liganden (Shh)- unabhangiger Weg
ist aufgrund der vorliegenden hohen Shh- Expression in den Primadrtumoren und ersten
Rezidiven nicht zu erwarten (Teglund und Toftgard 2010). Da auch gleichzeitig Gli1 in al-
len untersuchten Proben positiv war, scheint Shh als Ligand die Kaskade und somit auch
die Transkription des Faktors Glil1 zu aktivieren. Ferner miisste man zum Ausschluss einer
moglichen Ptch- Fehlfunktion durch gezielte DNA-Sequenzierung die Chordomproben auf
bekannte Mutationen weiter untersuchen (Shendure und Ji 2008). Somit ist ein nicht ka-

nonischer Ablauf der Hh- Signalkaskade bei Chordomen, der moglicherweise parallel zum
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klassischen Shh- Signalweg aktiv ist und mit diesem interagiert (Gu und Xie 2015; Jenkins

2009), nicht auszuschlieBen (Singh et al. 2011).

4.2. Einsatz von Hh- Signalweg- Inhibitoren in der Tumortherapie

In den letzten Jahren wurde durch die bereits bekannte Beteiligung der Hh- Signalkaskade
an der Tumorgenese eine besondere Prioritat auf die Forschung und Erstellung von Sub-
stanzen gesetzt, die diesen Signalweg therapeutisch inhibieren kdnnen.

Fiir eine effektive Blockade sind mehrere Schliisselpositionen im aktiven Ablauf denkbar
(Abbildung 8). Die erste Moglichkeit ist das Unterdriicken der Bindung vom Shh- Ligand an
seinen Rezeptor Ptchl. Neben dem Hh- Antikorper 5E1 ist Robotnikinin, ein synthetisch
hergestelltes Molekil, fir einen inhibitorischen Einfluss auf die weiterfiihrende Signal-
kaskade durch extrazelluldare Bindung an Shh bekannt (Hassounah et al. 2012; Stanton et
al. 2009). Es besteht ferner die Moglichkeit, den Shh- Liganden in seiner Funktion zu
hemmen und somit die Bindung an den Rezeptor Ptchl zu verhindern (Petrova et al.
2013).

Eine weitere Moglichkeit bietet die Hemmung des Smo- Proteins (Hyman et al. 2009).
Sogenannte Smo- Inhibitoren, wie unter anderem Cyclopamin oder Vismodegib, werden
derzeit aufgrund vielversprechender praklinischer Ergebnisse in klinischen Studien zur
Bekampfung von Medulloblastomen und Basalzellkarzinomen als Monotherapie einge-
setzt (Justilien und Fields 2015; Rudin et al. 2009; Stanton und Peng 2010; von Hoff et al.
2009). Die letzte Option belduft sich auf die Aktivitaitshemmung von Gli. Das kann indirekt
Uber Inhibition des Smo- Transports (HPI-1-4) und direkt durch Bindungsstorung von Gli
an den Promotor (GANT 58, GANT 61) erfolgen (Agyeman et al. 2014; Hassounah et al.
2012; Hyman et al. 2009; Lauth und Toftgard 2007).
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Abbildung 8: Schliisselpositionen der Hh- Signalkaskade-Inhibitoren (modifiziert nach Justilien
und Fields 2015, S. 507).

Robotnikinin und Hh- Antikérper 5E1 inhibieren die Bindung des Liganden Hh an seinen Rezep-
tor Ptchl, wihrend RU-SKI 43 den Hh- Ptch- Verbund durch Ski/ HHAT-Inhibition verhindert.
Cyclopamin, Vismodegib und weitere Molekiile wirken inhibierend auf die Signalkaskade durch
die Hemmung von Smo. Eine Aktivititshemmung von Gli wird mittels HPI-1-4, GANT 58 und
GANT 61 erreicht.

Aufgrund der hohen Shh- und Gli1- Expression in allen untersuchten Chordomproben las-
sen die vorliegenden Ergebnisse eine Liganden- abhangige, kanonische Aktivierung der
Shh- Signalkaskade in kraniellen und spinalen Chordomen sowie deren Rezidiven vermu-
ten (Kapitel 4.1.). Ein Unterdriicken der Bindung des Liganden Shh an Ptchl durch 5E1,
Robotnikinin oder RU-SKI 43 kdnnte in unseren untersuchten Chordomen somit eine Tu-
morprogression potentiell stoppen. Blotta et. al. diskutieren einen gleichzeitigen Einsatz
von Gli- und Smo- Inhibitoren als wirkungsvollere Kombinationstherapie beim multiplen
Myelom, um die Hh- Signalkaskade an mehreren Schnittstellen zu inhibieren (Blotta et al.
2012). Basierend auf unseren Ergebnissen konnte der Einsatz von Gli- Inhibitoren wie
GANT 58, GANT 61 und HPI-1-4, die direkt am Zielprotein wirken, ein weiteres Tumor-

wachstum der Chordome moglicherweise verhindern. Auch die indirekte Hemmung von
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Gli durch Smo-Inhibitoren kdnnte die aktive Hh- Signalkaskade mdglicherweise unterbre-
chen und ware genauer zu untersuchen (Agyeman et al. 2014; Gu und Xie 2015; Jenkins

2009).

4.3. Limitationen der Arbeit

Die Gesamtzahl von 20 untersuchten Patienten ldsst keine endgiiltige Schlussfolgerung
zu, welche durch die ausgesprochen niedrige Inzidenz der kraniellen und spinalen
Chordome zu erklaren ist. Da eine Vielzahl der untersuchten Tumormaterialien tGber einen
langeren Zeitraum routinemaRig in Paraffin eingebettet worden war, konnte eine strikte
RNase- freie Behandlung erst ab dem Zeitpunkt der Untersuchungen gewahrleistet wer-
den. Daher sind mogliche ,falsch negative Ergebnisse” bei der in situ- Hybridisierung

denkbar.

5. Zusammenfassung

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit lassen die Vermutung zu, dass die Hh- Signal-
kaskade auch bei kraniellen und spinalen Chordomen sowie deren Rezidiven eine wichtige
Rolle spielt. Aufgrund der hohen Shh- und Glil- Expression in allen untersuchten
Chordomproben suggeriert die Studie eine mogliche autokrine Liganden- abhangige Akti-
vierung der kanonischen Hh- Signalkaskade. Ein nicht kanonischer, aber auch ein parakri-
ner Mechanismus, die moglicherweise parallel ablaufen und zur Tumorprogression fiih-
ren, ist aufgrund unserer Ergebnisse ebenfalls denkbar.

Eine Chemotherapie mit Hh- Inhibitoren - im Sinne von Shh-, Gli- und Smo- Inhibitoren -
konnte einen therapeutischen Ansatz bei vielen Chordompatienten mit mehrfachen Re-

zidiven darstellen. Die Durchflihrung einer multizentrischen Studie ware daher sinnvoll.
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6. Anhang

6.1.

Patientenkollektiv und Tumormaterialiibersicht

Tabelle 9: Patientenkollektiv und Tumormaterialiibersicht der Patienten mit kraniellen
Chordomen (n= 12). Von acht (67 %) Patienten war brauchbares Tumormaterial vorhanden (14
Tumorblécke, davon sieben Primartumoren, fiinf erste Rezidive und zwei zweite Rezidive).
Legende: ED= Erstdiagnose; J.= Jahre; Geschl.= Geschlecht; w= weiblich; m= mannlich; PT= Pri-
martumor; Rez.= Rezidiv, OP= Operation; TR= Teilresektion.

Alter Ge- Lokalisation ED PT 1. 2. 1.0P 2.0P 3.0P Radiatio
bei  schl. Rez. Rez.
ED
1. 89J). w Fossa cranii 1998 ja - - 1998 - - -
anterior abgelehnt
2. 38). w Clivus 2001 ja ja - 2001 2001 - Post
2.0P
3. 37). m Clivus 1998 ja - - 1998 1998 - Post
(TR) 2.0P
4. 25J). w Clivus 2002 - ja - 2002 2002 - Post
(alio 2.0P
loco)
5. 66J. w Sella turcica 1995 ja ja - 1995 2003 - -
abgelehnt
6. 10J. m Clivus 1998 ja - - 1998 1998 - Post
(TR) 2.0P
7. 56J. m Clivus 1985 - ja ja 1985 1988 1988 Post
3.0P
8. 72). m Clivus 1997 ja - - 1997 - - Post
1. 0P
9. 36J. w Clivus 1982 ja ja ja 1982 1984 1985  Post
1. OP
10. 70J. w Cerebellum 1983 ja - - 1983 - - Post
1. OP
11. 24J. m Basis cranii 1985 ja @ - - 1985 - - Post
anterior 1. OP
12. 98J. m Clivus 2003 ja - - 2003 - - Post
1. 0P
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Tabelle 10: Patientenkollektiv und Tumormaterialiibersicht der Patienten mit spinalen Chordo-
men (n= 8). Von sechs (75 %) Patienten war brauchbares Tumormaterial vorhanden (18 Tumor-
blocke, davon zwolf Primdrtumoren und sechs erste Rezidive).

Legende: ED= Erstdiagnose; J.= Jahre; Geschl.= Geschlecht; w= weiblich; m= mannlich; PT= Pri-
martumor; L= Lumbal; Th= Thorakal; S= Sakral; PT= Primartumor; Rez.= Rezidiv, OP= Operation;
TR= Teilresektion.

Alter Ge- Lokalisation ED PT 1. 2. 1.0P 2.0P 3.0P Radiatio

bei schl. Rez.Rez.
ED

1. 66J. w WSIL5 1999 ja ja - 1999 2003 - Post
1. 0P
2. 18)J. m WS(Th2/3) 1990 - ja - 1990 1993 - Post
(alio 1. 0P

loco)
3. 46.. m WS (S3-5) 1987 ja ja - 1987 1988 - Post
2. 0P
4. 53J. w WS(Sakral) 2010 ja - - 2010 - - Post
1.0P
5. 63J. m WS (Sakral) 2010 ja ja - 2010 2010 - Post
(TR) 2.0P
6. 64). w WS (L4) 1992 ja - - 1992 - - Post
1. 0P
7. 8J w WS(Li1/L2) 1993 ja - - 1993 - - Post
1. 0P
8 62J. w WS (Sakral) 1997 - ja - 1997 2007 - Post
(alio 1. 0P

loco)

6.2. Aktenzeichen der Ethikkommission

Das Aktenzeichen des Ethikkommissionsvotums fir dieses Studiendesign lautet 1/11/15.
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6.3. Laborgerdte

-80°C Schrank
Feinwaagen
HeiBluftsterilisator
Heizplatte
Hochdrucksterilisator
Hybridisierungsofen
Kamera Olympus DP71
Mikroskop Olympus BX51
pH-Meter
Reinstwassersystem
Schlittenmikrotom
Vortexer

Zentrifugen

6.4. Gebrauchswaren

Deckglaser
Dispensionspipetten
Glaswaren

Farbekasten nach Hellendahl
Folded Filter

Objekttrager
Pipettenspitzen

Réhrchen

Zellstofftupfer

Sanyo Sales & Marketing GmbH, Miinchen
Sartorius AG, Gottingen

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Schiitt Labortechnik GmbH, Gottingen
Schitt Labortechnik GmbH, Gottingen
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Olympus Europa GmbH, Hamburg
Olympus Europa GmbH, Hamburg
Sartorius AG, Gottingen

Schitt Labortechnik GmbH, Goéttingen
Leica Microsystems, Wetzlar

Schitt Labortechnik GmbH, Goéttingen

Eppendorf AG, Hamburg

Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig
Eppendorf AG, Hamburg

Schott AG, Mainz

Schott AG, Mainz

GE Healthcare, Freiburg

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Fuhrmann GmbH, Much
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6.5. Chemikalien und Reagenzien

Anti- Digoxigenin Fab fragments/
AP- Mix

Aquatex

BBR (Boehringer Blocking Reagent)
BCIP (5- Bromo- 4- Chloro-

3- Indolyl- Phospat)

CaCl; + 2 H,0

Chloroform

Citronensaure Monohydrat
Deionisiertes Formamid
Denhardt’s Solution

Dextran 50 %

Dig RNA Labeling Mix

DMFA (Dimethylformamid)
DMPC (Dimethylpyrocarbonat)
Eisessig 100 %
Essigsdureanhydrid (Reagent Plus)
Ethanol

FCS (Fetal Calf Serum)
Formamid

Glycergel Mounting Medium
H,0, 30 %

HClI1 M

Immu- Mount

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 11093274910

Merck KgaA, Darmstadt, No. 1.08562.0050
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 11096176001
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 11585002001

Fluka Chemie GmbH, Buchs, 21098

Merck KgaA, Darmstadt, No. 1.02445.100

Merck KgaA, Darmstadt, No. 1.00244.0500

Merck KgaA, Darmstadt, No. 1.09684.1000

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D2532
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D8906
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 11 277 073 910
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D4551
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D5520
Merck KgaA, Darmstadt, 1.00063.1000

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 3.201.02
Merck KgaA, Darmstadt, No. 1.000583.2500
Biochrom Ag, Berlin, Cat. No. 50015

Merck KgaA, Darmstadt, No. 1.09684.1000

Dako GmbH, Hamburg, REF C0563 LOT 10064606
AppliChem GmbH, Darmstadt, A2473, 1000

Merck KgaA, Darmstadt, 109057.1000

Shandon, Frankfurt, 198569

Lachs- Sperma DNA Natriumsalz 1 g Genaxxon biosience GmbH, Ulm, 9002-49-2

Mayers Hamalaunlésung
MgCl, (Magnesiumchlorid)
Natriumacetat- Trihydrat
Natriumcitrat

NaCl (Natriumchlorid)

Natriumhydroxid Pellets

Merck KgaA, Darmstadt, 1.09249.0500)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 1112180835
Merck KgaA, Darmstadt, 1.06267.1000
Merck KgaA, Darmstadt, 1.06448.1090
Merck KgaA, Darmstadt, No. 1.06404.100

Merck KgaA, Darmstadt, No. 1.06482.1000
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Natriumlaurylsulfat

NBT (Nitrotetrazolium
Blue Chloride)

Nylonmembran

PBS (Phosphate Buffered Saline)
PFA (Paraformaldehyd)
Proteinase K

RNase AWAY™

Tris

Triton X- 100

Tropix I- Block

Tween 20

Xylol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, No. 4360.2
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 6876

Hybond- XL, Amersham, RPN 203S

AppliChem GmbH, Darmstadt, A0965, 9050

Merck KgaA, Damrstadt, 1.04005.1000

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, No. P2308
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, A998.1

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 4855.2

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, A.3051.2

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, T2015
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, No. 9127.2

Th. Geyer GmbH & Co.KG, Renningen, No. 326.2500
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6.6. Stammldsungen

Tabelle 11: Stammldsungen

10 x NacCl 87,66 ¢ NacCl
1000 ml DMPC- H,0
20 x SSC (pH 7,0) 1753 g NacCl
88,2¢g NaCitrat
1000 ml Aqua dest.
Acetatpuffer (pH 5,2) 300 ml Losung A
700 ml Losung B
AEC- Stamml6sung 12,5¢g 3- Amino-9 Ethylcarbazol
250 ml Dimethylformamid
AEC- Farbelosung 56 ml Acetatpuffer pH 5,2
4 ml AEC-Stamml6sung
20 ul 30 % H,0,
Anti- Digoxigenin 6,5 ul Anti- Digoxigenin Fab fragments/ AP
Fab fragments/ AP-Mix (1:250) 1560 pl Block-Mix
BBR- Puffer 0,1 % (pH 7,5) 05g BBR
40 ml DMPC- H,0
5 ml 10 x NaCl,
5 ml Tris
BCIP lg BCIP
20 ml DMFA 100 %
Block- Mix 1357 ul BBR
156 ul FCS
47 ul Humanes Serum
CaCl; +2 H,0 1,47 g CaCl, + 2 H,0
100 ml DMPC- H20
Casein 0,2 % lg Tropix I- Block
500 ml PBS
500 ul Tween 20
Citrat pH 6,0 2,1g Zitronensaure- Monohydrat

3 Pellets Natriumhydroxid- Pellets
1000 ml Agua dest.

Dextran 50 % 5g Dextran

10 ml DMPC- H20
DMPC- H,0 1 ml DMPC

1000 ml Agua dest.
Essigsdaureanhydrid 0,5 % 225 ul Essigsaureanhydrid

45 ml Tris-Puffer 0,1 M, pH 8,0
HCLO,2 M 10 ml HCL1 M

40 ml DMPC- H,0
Hybridisierungpuffer 2 ml 20 x SSC
(1: 500 Sondenkonzentration) 200 pl 50 x Denhardts

1,8 ml DMPC- H,0
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Lésung A
Losung B
NBT

NBT/ BCIP- NTM- Substratpuf-
fer

NTM- Substratpuffer

PBS- Puffer

Proteinase K- Puffer

SDS 10 %

Sorensenpuffer (pH 7,4)

TBS- Puffer

TBS/ 0,1 % Triton X- 100
TRIS- Puffer 0,1 M, pH 8,0
TRIS- Puffer 1 M, pH 7,5
TRIS- Puffer 1 M, pH 9,5

Waschpuffer |

Waschpuffer Il

4 ml

2 ml
5,75 ml
1000 ml
13,61¢g
1000 ml
75 mg
1 ml
225 ul
175 pl
50 ml

2 ml

5 ml

10 ml
33 ml
96¢g
1000 ml
800
357 ul
34,2 ml
10g
100 ml
11
28,464 g
5516 ¢g
100 ml
50 ml
850 ml
1 ml
1000 ml
11
12,11 g
1l
121,1¢g
11
121,1¢g
141 ml
1,5 ml
7,5 ml
98 ml
1ml
1ml

Formamid
Geldstes Dextransulfat
Eisessig

Agua dest.
Natriumacetat- Trihydrat
Aqua dest.

NBT

DMFA 70 %

BCIP

NBT

NTM- Substratpuffer
NaCl5 M

MgCl, 1 M

Tris 1 M, pH 9,5
Agua bidest.

PBS

Agua dest.

CaC|2

Protein K- Stocklésung
TBS
Natriumlaurylsulfat
DMPC- H,0

DMPC- H,0
HNa204P x 2 H,0
NaH2P0O4 x H,0

10 x NaCl

Tris1 M, pH 7,5
DMPC-H,0

Triton X- 100

Agua dest.

DMPC- H,0

Tris/ HCI

DMPC- H,0

Tris/ HCI

DMPC- H,0

Tris/ HCI

DMPC- H,0

10 % SDS

20 x SSC

DMPC- H,0

10 % SDS

20 x SSC
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