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Zusammenfassung

Immunhistologische Untersuchung von Prognose- und
Differenzierungsfaktoren bei Chondrosarkomen

Hattrup, Beate

Das Chondrosarkom ist ein seltener Knochentumor. Die bis jetzt einzigste kurative Therapie besteht in der
radikalen Chirurgischen Intervention. Strahlentherapie und Chemotherapie sind nur méagig bis gar nicht wirksam.
Das Gerhard-Domagk- Institut fur Pathologie der Universitatsklinikums Minster besitzt ein in Europa gréfites
Knochengeschwulstregister, wo die Knochentumoren der letzten Jahrzehnte gelagert werden.

Neue Therapiestrategien, die auf molekularpathologischen Gegebenheiten des Tumors griinden, sollen neue
Optionen in der Therapie des Chondrosarkoms aufzeigen. Unter der Erkenntnis der verschiedenen regulierten
Gene fur Signalwege, Rezeptorkomplexe und Apoptosewege, wo jeweils viele verschiedene
Tumorsuppressorgene, Onkogene oder Wachstumsfaktoren eingreifen kénnen, stellt eine neue Option dar. Diese
immunhistochemischen Maker, sind Bestandteil dieser Wege, oder greifen in diesen Prozess ein. Aufgrund der
Maoglichkeit der immunhistochemischen Anfarbung der verschiedenen Marker in entsprechenden Praparaten
besteht die Mdglichkeit Expressionsmuster der malignen Lasionen lichtmikroskopisch sichtbar zu machen, um
somit Riickschliisse auf die Atiologie zu gewinnen.

In dieser Arbeit sind Chondrosarkome von 239 Patienten aus den Jahren 1988 bis 2005 immunhistochemisch
untersucht worden.

Die zu anfangs generelle Auswertung der Patienten in Hinsicht auf Die Geschlechterverteilung und die
Lokalisation des Tumors spiegeln die bisher bekannten Literaturdaten wider.

Die anschlieBend lichtmikroskopische Auswertung der immunhistochemich aufbereiteten Schnitte war teilweise
limitiert, da viele Gewebeschnitte aufgrund ihrer Knochen-/Knorpelsubstanz nicht ausgewertet werden konnte.

Die folgende biomathematische Auswertung erbrachte leider in allen durchgefiihrten Konstellationen entweder
keine Signifikanz oder eine zu geringe Fallzahl.

Dementsprechend konnten Uberlegungen, dass bestimmte Marker in den Entwicklungsprozess der
Chondrosarkome eingreifen, bzw spezifisch dafiir sind, nicht ausreichend belegt werden. Lediglich das
dedifferenzierte Chondrosarkom bietete interessante Ansatze, und zeigte haufig eine pos. Anfarbung bei
bestimmten Markern, bei einer zu geringen Fallzahl aber leider keine Signifikanz. Somit ist das histopathologische
Grading immer noch entscheidend zur Einstufung des Chondrosarkoms, und zusammen mit der operabilitat, der
einzigste Prognosefaktor in Hinblick auf die Uberlebensrate.

Auch in klinischer Hinsicht konnte eine Aussage in der Unterscheidung der unterschiedlichen Chondrosarkomen
in Bezug auf Wachstumsverhalten und Rezidivrate wegen einer zu geringen Fallzahl nicht getroffen werden.
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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie

Knochentumoren sind insgesamt seltene Tumoren. Statische Analysen zeigen eine
jahrliche Inzidenz von knapp 10 Fallen primarer bosartiger Knochentumoren pro 1
Million Einwohner. Ihr Anteil an der Haufigkeit aller Neoplasien betragt nur 0,2%
wobei die benignen Lasionen weitaus haufiger sind (Dorfmann et al. 203).

Bei den benignen Tumoren ist das Chondrom mit 31% die haufigste Lasion, gefolgt
vom Osteochondrom mit 20% und dem nicht ossifizierenden Fibrom mit 10%. Alle
anderen sind relativ  selten. Diese @ Daten stammen aus dem
Knochengeschwulstregister des Gerhard-Domagk-Institutes fur Pathologie des
Universitatsklinikums Mdunster. Im Vergleich zu anderen Knochentumorregistern

finden sich nur kleine Unterschiede.
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Diagramm 1: Verteilung der héufigsten gutartigen Tumoren aus dem Knochengeschwulstregister des
Gerhard-Domagk-Instituts fiir Pathologie des Universitétsklinikums Mdinster (n= 7944)




Bei den malignen Tumoren ist das Osteosarkom mit 29% der weitaus haufigste
Tumor, gefolgt vom Chondrosarkom (22%), dem Ewing-Sarkom (20%),
Geschwdulsten ohne nahere Angabe (20%), sonstige Tumoren (6%) und dem
Chordom mit 3% (Winkelmann et al. 19-1). Hinsichtlich der Reprasentativitat der
Haufigkeitsverteilung dieses Zahlenmaterials ist kritisch zu betrachten, da es sich um
ein histologisches Register aus einem sehr spezialisierten Zentrum handelt. Das
Zentrum hat ein Krankengut, welche die Enantitaten nicht reprasentativ der
Allgemeinbevolkerung wiedergeben. Aus diesen Zahlen konnen deshalb keine
direkten Ruckschlisse auf die Pravalenz der Tumorenantitdten in der
Allgemeinbevdlkerung gezogen werden (Dahlin et al.). Traditionell sind die gutartigen
Knochentumoren in solchen Zentren im Verhaltnis zu ihrer tatsachlichen Pravalenz

deutlich unterreprasentiert.
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Diagramm 2: Verteilung der héufigsten bésartigen Tumoren aus dem Knochengeschwulstregister des
Gerhard-Domagk-Instituts fiir Pathologie des Universitétsklinikums Miinster (n= 4861)




1.2 Atiologie, Klassifikation und klinisches Bild
Die Ursache der primaren Knochentumoren ist bis jetzt ungeklart. Die sekundaren

Knochentumoren kdnnen auf dem Boden gutartiger Lasionen maligne entarten,
bestimmte Umweltfaktoren, ionisierende Strahlung, immunologische und genetische
Faktoren konnen eine weitere Rolle spielen.

Die Basis fur die Klassifikation von Tumoren ist histologisch bzw. histogenetisch.
Tumoren werden anhand des Zelltyps unterschieden, aus dem sie bestehen und aus
dem sie hervorgegangen sind. Bei Knochentumoren beruht die Klassifikation auf den
Ergebnissen von Schajowicz u. Mitarb. (1972) und Campanaccci (1999), deren
Ergebnisse in die WHO-Klassifikation eingegangen sind.Trotzdem besteht noch
immer eine gewisse Unsicherheit in der Klassifikation. Deswegen nimmt besonders
in den letzten Jahren die Bedeutung immunhistochemischer und
molekularbiologischer Untersuchungen zu.

Das klinische Bild der Knochentumoren ist relativ unspezifisch. Deshalb vergeht oft
ein langerer Zeitraum, bis zur richtigen Diagnosestellung. Da diese Tumoren relativ
selten sind, sollte die Therapie in spezifisch dafur vorgesehenen Zentren stattfinden.
Kardinalsymptome sind meistens Schmerzen und Schwellung im betroffenen
Korperteil. Weiterhin konnen allgemeines Unwohlsein, eingeschrankte Beweglichkeit,
sowie pathologische Frakturen Anhalt fur einen Knochentumor sein. Eine B-
Symptomatik wie sie typisch ware fir einen malignen Tumor, mit Fieber,
Gewichtsverlust und nachtlichen Schwitzen fehlen fast immer.

Die meisten Knochentumoren besitzen eine Praferenz fur bestimmte Lokalisationen
und Alter des Patienten, die noch weiter unten speziell diskutiert werden
(Winkelmann et al.19-1).

1.3 Benigne Knochentumoren

1.3.1 Osteochondrom

Das Osteochondrom ist der haufigste Knochentumor mit einer Inzidenz von ca. 40%
aller benignen Knochentumoren. Klar ist, dass die Zahl zu gering eingeschatzt wird,
da viele Osteochondrome klinisch stumm bleiben. Die meisten Patienten befinden
sich in den ersten drei Lebensdekaden. Fast 15% der Patienten haben multiple
Lasionen. Kéhler und Mitarbeiter haben keine Bevorzugung von einem Geschlecht
herausgefunden (Kohler 79-74). Bevorzugte Lokalisationen sind die langen

metaphysaren Rohrenknochen, also Knochen, mit einen starken Wachstum, wie der




distale Femur, der proximale Humerus und die distale Tibia und die Fibula. Flache
Knochen sind nur in ca. 5% der Falle betroffen.

Klinische Symptome konnen sich durch Schmerzen im betroffenen Knochen
bemerkbar machen oder auch durch sekundare Komplikationen wie einen
eingeklemmten Nerven, eine heterotope Bursabildung und eine mechanische
Obstruktion. Nach Verschluss der Wachstumsfugen nimmt der Tumor nicht mehr an
Grolde zu. Radiologisch erkennt man das Osteochondrom als eine knorpelige Kappe
Uber den ausgezogenen Knochen, sozusagen ein pilzformiges Wachstum (Khurana
et al.236-234). Spongiosa und Kortikalis werden dabei nie zerstort, nur die Kortikalis
kann in manchen Fallen etwas ausgedinnt sein. In der Mikroskopie findet sich eine
bedeckende dunne fibrose Periostschicht. Angrenzend stellt sich eine enchondrale
Ossifikationszone und Spongiosa dar. In seltenen Fallen kann auf dem Boden eines
Osteochondroms ein sekundares Chondrosarkom entstehen. Bei einer fraglichen
Malignitat gibt eine vermehrte Speicherung bei der Szintigraphie weiteren
Aufschluss. Zu einer Entfernung des Tumors wirde man nur raten, wenn er
funktionelle Probleme oder Schmerzen auslosen wurde, ansonsten reicht eine

regelmaiige Kontrolle.

1.3.2 Chondrom (syn.: Enchondrom)
Auch Chondrome sind relativ haufige benigne Knochentumoren, mit ca. 19% aller

benignen Knochentumoren. Sie bestehen aus reifem Knorpelgewebe. Nach ihrer
Lage unterscheidet man die im Markraum gelegenen Enchondrome von den
juxtakortikalen Chondromen sowie eine dritte Form, als Enchondroma protruberans
bezeichnet, das vom Markraum aus die Kortikalis abbaut und zur Ausbildung einer
dinnen Knochenschale fuhrt (Lucas et al. 240-237) Eine Geschlechtspravalenz
konnte bis jetzt noch nicht festgestellt werden. Es wurden Patienten im Alter von 5-
80 Jahren gefunden, wobei die haufigsten Patienten in der 4. oder 5. Lebensjahrzent
sind. Sehr viele Chondrome befinden sich in den FuRen und Handen, wobei das
Chondrom der haufigste Handtumor ist. In den Handen befallen sie meist die kurzen
Réhrenknochen der Hande und FuRe. Weitere Lokalisationen sind der prox.
Humerus, Rippen und prox. Tibia. Innerhalb der Rohrenknochen liegen sie meist
metaphysar, seltener epiphysar. Wenn der Tumor die Hande befallt, fallt er meist
durch eine palpable Schwellung auf, oder Schmerzen. An den anderen

Lokalisationen fallt er haufig gar nicht auf oder sehr selten durch pathologische




Frakturen. Meist haben die Tumren eine scharfe Randabgrenzung und werden nicht
groler als funf Zentimeter. Manchmal besteht jedoch eine Abgrenzung zum
hochdifferenzierten Chondrosarkom (Kohler 79-74).

1.3.3 Riesenzelltumor (syn.: Osteoklastom)
Die Dignitat des Riesenzelltumors ist nicht geklart. Er wachst lokal aggressiv und ist

in Ausnahmefallen auch zu hamatologischen Metastasen im Stande. Er macht ca.
ein Funftel aller benignen Knochentumoren aus, wobei das weibliche Geschlecht
leicht bevorzugt wird. Die meisten Patienten befinden sich in einem Alter zwischen 20
und 25 Jahren. Ublicherweise werden die Diaphysen aller Réhrenknochen wie der
Femur, die proximale Tibia und der distaler Radius sowie der proximale Humerus
betroffen. In ca. 5% Prozent aller Falle sind auch flache Knochen wie z.B. das
Becken betroffen. In der Makroskopie ist zu erkennnen, das Tumorformationen bis an
den artikularen Knorpel heranreichen, ihn aber nicht penetrieren. In der Mikroskopie
sind die grolRen osteoklastischen Riesenzellen nicht als neoplastische Zellen zu
interpretieren, vielmehr entspricht die mononukledre Zellpopulation der
neoplastischen Komponente. Es besteht in ca. 10 % der Falle eine Assoziation zu
einer aneurysmatische Knochenzyste. Sie liegt als sekundare Veranderung vor
(Kéhler 2005).

1.4. Maligne Knochentumoren

1.4.1 Osteosarkom

Das Osteosarkom ist der haufigste bdsartige Tumor unter den Knochentumoren mit
einer Inzidenz von ca. 200-300 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland. Er zeigt
ein intramedullares Wachstum mit Osteoidbildung. Unter den Osteosarkomen kann
man zwischen dem konventionellen, teleangiektatischen, kleinzelligen und
niedrigmalignen Osteosarkomen unterscheiden. Eine Besonderheit des Tumors ist
es, das er am haufigsten in der zweiten Lebensdekade auftritt. Im Gegensatz zu
Erwachsenen, wo das Osteosarkom sehr selten ist, zahlt das Osteosarkom bei
Kindern zu den haufigeren Tumoren. Jungen sind etwas haufiger als Madchen
betroffen. Auch die Atiologie ist weitgehend unbekannt. Bevorzugte Lokalisationen
sind die metaphysaren Abschnitte der langen Rdhrenknochen, wobei der distale

Femur die mit Abstand haufigste Lokalisation darstellt. Die Klinik ist am Anfang wenig




richtungweisend, spater zeigt sich Schwellung und Bewegungsschmerz. Das
Osteosarkom metastasiert haufig, meistens in die Lunge. Im Roéntgenbild Iasst sich
der Tumor darstellen und hafig auch reaktive Veranderungen wie Periostabhebung,

Zwiebelschalen und Codman-Sporn (Raymond et al. 271-264).

1.4.2. Ewing- Sarkom
Auch das Ewing- Sarkom ist ein Tumor der meist nur bei Kindern vorkommt, er ist

jedoch nicht so haufig wie das Osteosarkom (ca. 8% aller primaren
Knochentumoren). Die Kinder sind etwas junger als beim Osteosarkom. Der Median
liegt ca. bei 10 Jahren. Jungen sind auch hier ewas haufiger betroffen. Die Klinik
lasst haufig erst an eine Osteomyelitis denken: Schmerzen,
Bewegungseinschrakung, Fieber und Leukozytose. Typisch fur den Tumor sind im
Rontgenbild zwiebelschalenartige Abhebungen zu sehen. In der Molekulargenetik
lassen sich in mehr als 85% der Falle spezifische Translokationen nachweisen.
Bevorzugte Lokalisationen sind die Diaphysen langer Rohrenknochen, das Becken
und die Rippen. In 25% der Falle hat der Tumor schon bei Diagnosestellung in das
Skelett oder die Lungen metastasiert (Kalil et al.274-273).

1.4.3. Chondrosarkom
Das Chondrosarkom macht ca. 20% aller Knochentumoren aus, ist also der dritt-

haufigste Tumor, wobei es sich bei den meisten um primare Chondrosarkome
handelt, mit Ursprung im Markraum. Subperiostale oder extraossare
Chondrosarkome sind Raritaten. Definitionsgemaly ist ein Chondrosarkom ein
maligner Tumor, des aus mesenchymalem Gewebe hervorgeht und dabei zum einen
Chondroblasten oder Chondrozyten enthalt (gleich welchen Differenzierungsgrades)
und zum anderen ausschliel3lich chondroide Matrix bildet. Das Chondrosarkom ist
ein Tumor mit einem breiten Spektrum von klinischen, radiologischen und
histologischen Manifestationsmaoglichkeiten und Varianten. Die durchschnittliche
Funfjahrestberlebensrate von 72,7% (Dorfmann u. Czerniak et al. 203) darf nicht
daruber hinwegtauschen, dass die Bandbreite der Chondrosarkome von einem lokal
aggressiven und nicht metastasierenden Tumor (Grad 1) bis zu einem meist tdédlich

verlaufenden sog. dedifferenzierenden Chondrosarkom (Grad V) erstreckt




(Freyschmidt et al. 359). Die sekundaren Chondrosarkome beruhen auf
pradisponierenden Grunderkrankungen wie dem Mafucci- oder Ollier-Syndrom,
Enchondromen und Osteochondromen. Das Chondrosarkom ist ein Tumor des
Erwachsenenalters, erkrankte Kinder stellen eine Raritat dar, und sind dann haufig
sekundare Chondrosarkome. Am haufigsten erkranken Erwachsene in der flnften,
sechsten oder siebten Lebensdekade (Burger 124-74). Manner erkranken etwas
haufiger als Frauen. Die haufigsten Lokalisationen stellen das Becken, der proximale
Femur, die proximale Tibia und der proximale Humerus. Die distalen Extremitaten
wie Hande und FuRe, sowie Wirbelsdule und Gesichtsknochen sind extrem selten
betroffen. Die meisten Tumoren entsprechen dem Malignitatsgrad | (Bertoni et al.
251-247).

Chondrosarkom

Bl haufiger Sitz

B seltenerer Sitz

Abbildung 1: Konventionelles Chondrosarkom: bevorzugte Skelettorte,
Alters- und Geschlechterverteilung (aus: Knochentumoren von Adam

Greenspan und Wolfgang Remagen)




Von besonderer Bedeutung ist beim Chondrosarkom der Zusammenhang zwischen
dem individuellen Zellbild und dem Kklinischen Verhalten des Tumors. Klinisch
hochmaligne Tumoren zeigen eine auffallend starke Kernpleomorphie und einen
verschiedenen Gehalt an Mitosen oder Areale, die nur aus undifferenziertem
sarkomatosen Gewebe bestehen (Grad Ill und 1V). Chondrosarkome mit gut
differenziertem Knorpelgewebe (Grad I) sind in ihrem biologischen Verhalten wenig
aggressiv, d. h., sie wachsen vorwiegend o&rtlich expansiv, weniger infiltrativ und
metastasieren nicht. Erst wenn es zu Rezidiven mit niedrigerer Differenzierung (ab
Grad Il) kommt, ist mit einer Metastasierung zu rechnen. Chondrosarkome Grad Il
werden als intermediarer Malignitatsgrad eingeordnet, wahrend Grad IlI-IV einem
Sarkom von hohem Malignitatsgrad zugerechnet werden (Freyschmidt et al. 359).
Die gewohnliche Metastasierung erfolgt hamatogen in die Lungen, sehr selten in
Leber, Nieren und Lymphknoten (Spjut et al.). Eine Metastasierung in andere
Skelettabschnitte wird von McKenna et al. (1966) mit bis zu 18% angegeben.

Die korperlichen Beschwerden sind eher unspezifisch und bestehen in tiefen,
dumpfen, mitunter intermittierenden Schmerzen, die nachts intensiver sind. Wenn der
Tumor nahe an einem Gelenk liegt oder Strukturen wie Nerven und Gefalle
komprimiert, kann es zu Taubheitsgefihl, Einschrankung des Bewegungsumfanges
oder Ischamieschmerz kommen. Haufig vergehen zwischen erstem Auftreten der
Beschwerden und erster Konsultation eines Spezialisten mehrere Monate, mitunter
sogar Jahre.

Das Chondrosarkom zeigt rontgenologisch meist lytische und sklerotische Areale
nebeneinander. Die sklerotischen Anteile reprasentieren Gebiete, in denen die
chondroide Matrix mineralisiert ist. Sie kennzeichnen sich durch ring- und
bogenférmige Verkalkungen, die mitunter zu grof3en Strukturen zusammenwachsen.
Haufig erscheinen auch kalkspritzerartige Ablagerungen innerhalb bogenférmiger,
lytischer Areale. Lobular konfigurierte, aufgehellte Bereiche entsprechen Osteolysen.
Je hoher das Grading, desto mehr lytische Areale und desto weniger Mineralisation
zeigt sich in der Lasion. Ist das Wachstum fortgeschritten, imponiert eine
girlandenférmige, endostale Ausdinnung der Kortikalis (Scalloping); letztlich kann
die Kortikalis durchbrochen werden und der Tumor ins Weichteilgewebe eindringen.
Betrifft die Ausdinnung mehr als zwei Drittel der Kortikalis, besteht der Verdacht auf

einen malignen Prozess. Auf Grund des langsamen Wachstums des




Chondrosarkoms sind auch reaktive Veranderungen (Zunahme der Dicke der

Kortikalis, Umbau der Kortikalis und Periostreaktion) zu sehen.

Abbildung 2: Konventionelles Chondrosarkom Abbildung 3: Konventionelles Chondrosarkom
Tumor re. Femur Tumor proximale Fibula

Die Computertomografie ist beim Erkennen von Periostreaktionen und diskreten
Matrixverkalkungen hilfreich. Die Computertomografie lasst das Ausmal} der
kortikalen Beteiligung, kortikale Reparaturen und Verdickungen sowie die
Periostreaktionen besser beurteilen als das Rontgenbild. Zudem ist das Erkennen
von extraossaren (verkalkten) Tumorkomponeneten mittels CT einfacher als anhand
des Rongenbildes. Dabei zeigt die Weichtelkomponente des Tumors haufig punkt-
und stippchenférmige Verkalkungen.

Die Magnetresonanztomografie liefert den wichtigsten Beitrag bei der Beurteilung der
Tumorausdehnung. Knorpeltumoren zeigen auf T1- gewichteten Bildern eine geringe
Signalintensitat. Ist das Knochen- und Fettmark noch im Tumor eingeschlossen,
zeigen sich helle Punkte in der Lasion. Die nicht mineralisierten knorpeligen Anteile
haben eine hohe Signalintensitat im T2- Bild, die durch den hohen Wassergehalt des

hyalinen Knorpels hervorgerufen wird. Die mineralisierten Areale haben in allen




Wichtungen des MRT nur eine geringe Signalintensitat. Nur mit Hilfe der MRT Iasst
sich das gesamte Ausmald der Lasion erkennen. Je undifferenzierter der Tumor ist,
desto mehr weicht das Signalverhalten aber von der beschriebenen Charakteristik
ab. Nach Kontrastmittelgabe zeigen sich eine septenformige Anreicherung in der
Peripherie (Horn et al. 59-50).

5I|i||'II||i|.i|iI.|III'|I|Ii|.III|.III!=I.I|!I-I!II BT iEiI il
| | V) '
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 4: Chondrosarkom des Humerus eines 60 jahrigen Mannes mit pathologischer Fraktur
(Archiv des Gerhard-Domagk-Institutes Miinster)

Abbildung 5: G1 Chodrosarkom des Beckens einer 39 jéhrigen Frau (Archiv des Gerhard-Domagk-
Institutes Miinster)
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1.4.3.1 Periosteales (juxtakortikales) Chondrosarkom
Hierbei handelt es sich um einen sehr seltenen im Periost lokalisierten chondrogenen

Tumor. Am haufigsten ist er in den metaphysaren Abschnitten der langen
Rohrenknochen lokalisiert. Die Patienten scheinen zum Beginn der Erkrankung
junger zu sein als Patienten mit einem konventionellen Chondrosarkom (Nojima u.
Mitarb., Papagelopoulos u. Mitarb.

Meist prasentieren sich die Tumoren als relativ scharf abgegrenzte, direkt der
Kortikalis anliegende lappchenartig aufgebaute chondrogene Tumoren mit
punktférmigen Verkalkungen. Die Kortikalis wird nicht infiltriert oder gar destruiert.
Histologisch stellt sich das periosteales Chondrosarkom genau so dar, wie das
konventionelle schlecht differenzierte Chondrosarkom.

Eine schwierige Differentialdiagnose ist das periostale Osteosarkom. Der fehlende
Nachweis von Osteoid oder sog. ,Tumorknochen® deutet auf ein periosteales
Chondrosarkom hin (Bertoni et al. 251-247).

1.4.3.2. Mesenchymales Chondrosarkom
Drei bis zehn Prozent aller Chondrosarkome sind mesenchymale Chondrosarkome.

Manner und Frauen sind gleich haufig betroffen. Auch hier sind die Erkrankten jinger
als beim konventionellen Chondrosarkom, am meisten ist die zweite und dritte
Lebensdekade betroffen. Haufig erwachst sich der Tumor aus den extraskelettalen
Weichgeweben, aber auch den Rippen, den unteren Extremitadtenknochen und den
Kiefern.

Tumoren in der Groe von 3 — 30cm werden beschrieben, meistens besitzen sie ein
grau- weilRes Erscheinungsbild mit fleischiger Konsistenz. Histologisch zeigt der
Tumor ein biphasisches Wachtum, was typisch ist fur das mesenchymale
Chondrosarkom. Es finden sich zum einen regelmaRig in der GroRRe variierende
Inseln von reifen, hyalinen Knorpeln mit Kalzifikationen und Verkndécherungen. Diese
sind umgeben von undifferentierten, teils spindelzelligen, teils rundzelligen
Tumoranteilen. Es kann der mikroskopische Eindruck eines Hamangioperizytoms
entstehen. Bei Nachweis von ausschliefdlich undifferenzierten Tumoranteilen ist eine
immunhistochemische Abklarung unerlasslich. Da es sich bei dem mesenchymalen
Tumor um einen sehr aggressiven Tumor handelt, der eine hohe
Metastasierungsrate besitzt, ist die Prognose eher schlecht (Nakashima et al. 256-
255, Burger 124-74).
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1.4.3.3. Dedifferenziertes Chondrosarkom
Das dedifferenzierte Chondrosarkom ist ein Tumor mit einer auf3erst schlechten

Prognose. 90% der Patienten versterben in den ersten zwei Jahren. Der Tumor
besteht aus zwei Anteilen, einen low-grade-Chondrosarkom und nicht chondrogenen
high-grade-Sarkom. Das dedifferenzierte Chondrosarkom macht ca. zehn Prozent
aller Chondrosarkome aus. Die meisten Patienten befinden sich in einem Alter
zwischen 50 und 60 Jahren. Bevorzugte Lokalisationen sind das Becken, der Femur
und der Humerus. Klinische Symptome sind Schmerzen, Schwellung, Parasthesien
und pathologische Frakturen. Anders als bei den anderen Chondrosarkomen ist hier
das Krankheitsgefuhl oft starker ausgepragt. Radiologisch fallt das typische Bild
eines Enchondroms mit einer synchronren, aggressiven, teilweise osteolytischen
Knochendestruktion auf. Makroskopisch findet man den klar gegliederten
chondrogenen Anteil des Tumors oft mit Verkalkungen, neben dem extraossar
liegenden high-grade-Sarkom, der zystische, nekrotische Anteile und Einblutungen
aufweist.

Histologisch findet man den chondrogenen Anteil des Tumors in Kombination mit
einem Osteosarkom, Fibrosarkom oder Rhabdomyosarkom also einem
anaplastischen Gewebeanteil. Beide Gewebeanteile sind dabei scharf voneinander
abgegrenzt, so dass gelegentlich im Rdontgenbild, deutlicher noch in der Computer-
oder Magnetresonanztomographie, eine aus zwei Komponenten zusammengesetzte
Lasion erkennbar ist. In der Genetik lassen sich regelmaRig p53 Mutationen
feststellen (Milchgrup et al. 254-252, Blrger 124-74).

1.4.3.4. Klarzellchondrosarkom
Er ist der seltenste Tumor unter den Chondrosarkomen, er macht nur ca. zwei

Prozent aller Chondrosarkome aus. Manner sind dreimal haufiger betroffen als
Frauen. Das Haupterkrakungsalter liegt zwischen 25 und 50 Jahren und ist somit
niedriger als beim konventionellen Chondrosarkom.

Bei dem Klarzellchondrosarkom handelt es sich um ein niedrig malignes G1
Chondrosarkom. Die Tumoren sind typischerweise im Bereich der Epiphysenfuge
des Femur- und Humerus lokalisiert.

Schmerzen sind auch hier das Hauptsymptom, oft bestehen sie schon mehrere
Jahre. Der Tumor kann eine GrofRe von zwei 2 — 13cm annehmen. Makroskopisch

fallt die Abgrenzung zu einem Chondroblastom schwer.
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Histologisch finden sich Strukturen und zellulare Komponenten wie beim
Chondroblastom und als sekundare Zeichen der Regression auch Bilder einer
aneurysmatischen Knochenzyste. Dies betrifft speziell die Prasenz von benignen
Riesenzellen und unauffalligem Stroma. Es dominieren aber zahlreiche, hellzellige
chondroblastare Zellen mit Ubergang in ein konventionelles Chondrosarkom (Mc
Carthy et al. 258-257)(Horn et al. 59-50).

1.4.3.5. Sekundare Chondrosarkome
Sekundare Chondrosarkome entwickeln sich aus gutartigen Primarlasionen. Die

maligne Transformation eines solitdren Enchondroms ist aul3erst unwahrscheinlich.
Ein hohes Entartungsrisiko besteht bei Enchondromatose mit oder ohne Vorliegen
eines Morbus Ollier sowie beim Maffucci-Syndrom. Die Rate der malignen
Tranformation flr solitdre Osteochondrome liegt bei ca. 1%. Multiple
Osteochondrome weisen mit ca. 10% ein deutlich héheres Risiko auf (Bertoni et al.
251-247).

1.4.3.6. Stellenwert der Biopsie
Die Biopsie muskuloskelettaler Tumoren bedarf grundlicher Kenntnisse und sollte

dem Spezialisten vorbehalten bleiben. Sie sollten mdglichst vom spateren Operateur
durchgefuhrt werden. Die histologische Aufarbeitung sollte auf jeden Fall an einem
spezialisierten Zentrum vorgenommen und im Rahmen einer interdisziplinaren
Tumorkonferenz beurteilt werden. Da Knorpeltumoren haufig heterogen aufgebaut
sind, muss gewahrleistet sein, dass das Biopsiematerial ausreichend ist und aus den
radiologisch auffalligsten Bereichen stammt, zum Beispiel aus Bereichen verstarkter
Kontrastmittelaufnahme oder sichtbarer Osteolysen in der Peripherie. Im Zweifelsfall
solite eine intramedullare chondroide Lasion im Sinne eines Enchondroms immer
komplett mittels einer radikalen Biopsie entfernt werden, da wegen der Heterogenitat
sonst leicht Fehldiagnosen moglich sind. Die Feinnadelbiopsie  zur

Materialgewinnung ist also nicht geeignet (Horn et al. 59-50).
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Abbildung 8: Grad 1 Chondrosarkom: Bei starker VergréRerung werden

die Variation der Kernformen und die Hyperchromasie klar sichtbar

Abbildung 9: Grad 2 Chondrosarkom: méaRig gesteigerter Zellreichtum,

herdférmige myxoide Grundsubstanzverdnderungen

Abbildung 10: Grad 3 Chondrosarkom: UnregelméRig verteilte Zellen mit

betonter Kernpleomorphie. Zahleiche 2-und 3kernige Zellen
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1.4.3.7. Operative Therapie des Chondrosarkoms
Bei lokalisiertem Tumor ohne Fernmetastasen ist das operative Vorgehen das Mittel

der Wahl. Ist der Tumor lokal operabel und sind Fernmetastasen ausgeschlossen, so
kann ein kurativer Heilungsversuch unternommen werden. Haufig kann die
betroffene Extremitat mittels (endo) prothetischer Versorgung ganz oder zumindest
funktionell erhalten werden, wobei hinsichtlich des onkologisch notwendigen
ResektionsausmaRes und Uberlebens kein Kompromiss zu Gunsten des
Funktionserhaltes eingegangen werden darf. Bei generalisierten Tumorleiden oder
inoperablen Tumoren dagegen ist der Lebensqualitat des Patienten gegenuber der

Radikalitat des chirurgischen Vorgehens Vorrang einzuraumen (Horn et al.59-50).

1.4.3.8. Chemotherapie des Chondrosarkoms
Die Chemotherapie erweist sich beim Chondrosarkom im Allgemeinen als wenig

wirksam. Eine Erklarung der schlechten Wirksamkeit von Chemotherapeutika mag
der hohe Anteil an extrazellularer Matrix sein, die die Tumorzellen abschottet. Zudem
wirken die meisten Chemotherapeutika nur auf stoffwechselaktive Zellen;
Chondrosarkome wachsen aber im Vergleich zu anderen Tumoren relativ langsam.
Aus diesem Grund wird von manchen Autoren die Ansicht vertreten, dass
Chemotherapeutika allenfalls bei Chondrosarkomen, die ein hohes Grading und eine
hohe Metastasierungsrate aufweisen (entdifferenziertes und mesenchymales
Chondrosarkom), inzidiert ist. Therapieschemata, die sich aus kontrollierten Studien
ableiten, gibt es bisher nicht (Horn et al 59-50).

1.4.3.9. Strahlentherapie des Chondrosarkoms
Das Chondrosarkom (gleich welcher Art) ist aulderordentlich strahlenresistent.

Deshalb ist die Therapie nur zu erwagen, wenn das Chondrosarkom und operative
Therapie nicht greifen, ausgereizt sind oder ohnehin nur eine palliative Therapie
moglich ist. Bei G1- Chondrosarkomen wird derzeit bei lokaler Inoperabilitdt die
Bestrahlung mit Schwerionen erprobt. Die Ressourcen fur das Verfahren sind

allerdings begrenzt und die Erfahrungen bisher gering (Horn et al.59-50).
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1.4.3.10. Therapeutischer Ausblick des Chondrosarkoms
Da sich die chemotherapeutischen Schemata bislang nicht durchschlagend wirksam

gegenuber dem Chondrosarkom gezeigt haben, werden neue Therapiestrategien,
die auf den molekularpathologischen Gegebenheiten des Tumors grinden,
entwickelt. Ziel der Strategien ist unter anderem die Beeinflussung verschiedener, die
Apoptose regelnder Gene und Signalwege, verschiedener Rezeptorkomplexe und
nachgeschalteter  Signalwege. Auch bestimmte Proteine und Enzyme
(Metalloproteasen, Proteinkinasen und Proteinasen), die der Tumor fur sein
Wachstum braucht, stellen mdgliche Angriffsziele dar, die mittlerweile intensiv
erforscht werden. Leider sind die meisten dieser Strategien bislang nur an
in-vitro-Modellen erprobt und finden in der Klinik noch keine Anwendung (Horn et al.
59-50).

1.5. Immunhistochemische Marker

1.5.1. Tumorsuppressorgene
Mutationen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen kommt eine zentrale

Bedeutung bei der Entstehung und Progression maligner Tumoren zu. Da eine
kausale Beziehung zwischen Genotyp und Phanotyp der maligne entarteten Zelle
besteht, sind Mutationen von Tumorgenen und den entsprechenden Genprodukten
mit ganz wenigen Ausnahmen spezifisch fur Tumorzellen. Der Nachweis genetischer
Veranderungen von Tumorgenen ist daher in der Regel beweisend fir die
Anwesenheit von Tumorzellen. Einige Mutationen sind bereits in Lasionen
nachweisbar, die noch nicht alle Kriterien maligner Zellen erfullen. Weiterhin gibt es
Beispiele, dass Tumorzellen mit spezifischen Mutationen von Tumorgenen Uber
Jahre im Organismus vorhanden sein konnen, ohne dass eine Progression der
Erkrankung zu beobachten ist. Der Nachweis mutierter Tumorgene ist somit oftmals
gleichbedeutend mit der Diagnose eines progressiv. wachsenden malignen
Tumor(Ponder 1050, Sidransky 1054, Wagener 728).

1.5.1.1. Tumorsuppressorgen p53
Der humane Tumorsuppressor p53 reguliert als Transkriptionsfaktor nach DNA-

Schadigung die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus, an der
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Induktion der Apoptose oder an der DNA-Reperatur beteiligt sind. Aufgrund dieser
Eigenschaft wird p53 in der Literatur als ,Wachter des Genoms* bezeichnet (Lane
16-15). Die besondere medizinische Bedeutung erklart sich aus dem Befund, dass
p53 in nahezu 50% aller menschlichen Tumoren mutiert ist (Soussi et al. 1). Der
Verlust der p53-Funktion spielt daher eine kritische Rolle bei der Entstehung von
Krebs, ist jedoch nicht der ursachliche Ausldser fir das unkontrollierte Wachstum von
Zellen.

Das TP53-Tumorsuppressor-Gen auf dem Chromosom 17p13.1 kodiert fur das
Protein p53, welches seinen Namen aufgrund des Molekulargewichtes von 53 kDa
erhielt. p53 ist von Natur aus instabil, wird aber regelmaRig ,nachgeliefert. Kommt es
in der DNA jedoch zu Schaden, etwa einem Doppelstrangbruch, die eine Replikation
oder eine Mitose fehlerhaft ablaufen lassen wirden, so wird p53 innerhalb von 30
Minuten posttranslational stabilisiert, wodurch sich p53 in der Zelle akkumuliert.

Die Akkumulation von p53 hat viele Folgen. So werden einerseits DNA-Reparatur-
Mechanismen in Gang gesetzt, andererseits wird der Zellzyklus gestoppt. Letzteres
geschieht dadurch, dass p53 als Transkriptionfaktor die Produktion des Enzyms p21
induziert. p21 wiederum hemmt sowohl den Cyclin D/CDK4/6-Komplex als auch den
CyclinE/CDK2-Komplex. Diese werden eigentlich bendtigt, um einen vom Protein
pRB gebundenen weiteren Transkriptionsfaktor (E2F) freizusetzen, der den
Zellzyklus weiterfuhren wurde. Die Zelle bekommt also durch p53 Zeit, sich selbst zu
reparieren, bevor sie sich teilt. Ist die DNA wieder in Ordnung, so sinkt der p53-
Spiegel wieder, p21 wird nicht mehr transkribiert und nach einer Weile geht der
Zellzyklus weiter.

Wird p53 jedoch zu stark angehauft und kommen weitere Faktoren hinzu, so aktiviert
p53 Gene der Bcl2-Familie (insbesondere den Apoptose- Regulator BAX), die
wiederum in Form einer Signalkaskade Caspasen auslésen und so zu Apoptose
fuhren. Demnach ist p53 wie eine Art Bremse, die ndétig ist, um Zellen vom
unkontrollierten Wachstum und weiterer Schadigung abzuhalten, und deren Mutation
zu verstarkter Zellteilung fuhrt.

p53 ist ein Kernenzym mit enormer Bedeutung, ein Defekt hat demnach grolle
schadigende Wirkung. Bei einer Mutation im Gen TP53, das flr p53 kodiert, wird das
Enzym schadhaft und inaktiv. Nach heutigem Kenntnisstand sind im Allgemeinen
Punktmutationen, die zu einem Funktionsverlust fuhren. Als Folge diese Verlustes ist

weder ein Anhalten des Zellzyklus zur DNA-Reperatur, noch die Einleitung der
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Apoptose moglich. Die Zellen beginnen sich auch mit Schaden in der DNA
unkontrolliert zu teilen, es kommt zu Tumorbildung. Patienten, die mit dem Li-
Fraumeni-Syndrom geboren werden, haben eine angeborene Mutation in p53. So
kommt es bei Menschen mit dieser Mutation schon in frihster Kindheit zu diversen
Tumoren.

Neben spontan auftretenden Mutationen gibt es auch andere Ursachen fir Schaden
an p53 bzw. seiner Funktionen. So gibt es tumorinduzierende Viren (so genannte
Onkoviren), die p53 hemmen, abbauen oder dessen naturlichen Abbau
beschleunigen.

Weiterhin kann p53 durch chemische Stoffe geschadigt werden, zum Beispiel durch
Tabakrauch enthaltene Benzopyren oder durch Aflatoxin. Diese Stoffe hinterlassen
charakteristische Merkmale in der geschadigten DNA und kénnen dadurch als
Verursacher identifiziert werden (Hainaut et al., Ferbeyre u. Lowe 27-26, Lane et al.
263-261, Linzer et al. 52-53).

1.5.1.2. Tumorsuppressorgen p63
Zu dem oben erwahnten Tumorsuppressorgen p53 sind in den letzten Jahren zwei

weitere Tumorsuppressorgene gefunden worden, namlich das p73- und das p63-
Tumorsuppressorgen. Alle beide beweisen eine hohe Homologie zu p53. p53, p73
und p63 weisen ahnliche Domanenorganisation auf, die aus einer N-terminalen
Transaktivierungsdomane und einer C-terminalen Oligomerisierungsdomane besteht.
Aufgrund dieser Ahnlichkeit wurde vorgeschlagen, dass die Uberwachung des
Zellzykluss nicht nur durch p53 erfolgt, sondern von einem Protein-Netzwerk,
bestehend aus p53, p73 und p63, ausgefuhrt wird.

Die biologische Funktion von p63 wurde an Knock-out-Mausen, die das Protein p63
nicht bilden konnten, wuntersucht. Die Mause zeigten sehr starke
Entwicklungsschaden. Sie werden zwar lebend geboren, ihnen fehlen aber grolle
Teile der auleren Extremitaten. lhre Haut besteht nur aus einer primitiven,
einzellschichtigen Struktur, im Gegensatz zur normalen Haut, die aus mehreren
Zellschichten aufgebaut ist. Dartber hinaus fehlen den Mausen die Zahne und
Schnurrhaare, Augenlieder sowie Milch-, Tranen- und Speicheldrisen. Der Grund
liegt im C-terminalen Ende des Proteins. Wahrend der C-Terminus von p53 eine nur

26 Aminosauren bestehende, unstrukturierte Doméane bildet, existiert der C-Terminus
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von p63 in drei verschiedenen Variationen (p63-gamma, die kirzeste Form, p63-
alpha und p63-beta).

Auch der N-Terminus von p63 kommt in zwei verschiedenen Variationen vor. Durch
die Kombination der drei verschiedenen C-Termini mit den beiden N-Termini ergeben
sich somit sechs verschiedene Formen des Proteins p63, die alle eine
transkriptionelle Aktivitat besitzen. Bei Patienten mit EEC-Syndrom (Ectrodactyly,
Ectodermal dysplasia, and Cleft lip with or without cleft palate) sind Mutationen im
p63-Protein gefunden worden (Détsch, V. 55-53, Yang, A. et al. 305-316 und 718-
714, Serber, Z. et al. 8611-8601, Celli, J. et al. 153-143).

1.5.1.3. Tumorsuppressorgen p16
p16INK4a ist ein Protein, das auf den Chromosomen 9 lokalisiert ist. Der INK4a/ARF-

Locus umfasst zwei verschiedene Tumorsuppressorgene, p16INK4a und p14ARF,
die beide unabhangig voneinander in wesentliche Signalwege zur Zellzyklus-
Kontrolle involviert sind, den RB-Signalweg (p16) und den p53-Signalweg (p14).

Eine funktionelle Inaktivierung des p53/p14ARF/MDM2- und des RB/p16INK4a-
Signalwegs findet sich haufig in Tumoren. Mutationen von p16 findet man haufig
beim familiaren Melanon, sowie bei Kolon- und Lungentumoren (Lain et al. 154-136)
p16 ist somit ein Inhibitor im Zellzyklus. (Sherr et al. 731-7, 103-12).

1.5.2. Onkogene

1.5.2.1. Onkogen mdm2 (murine double minute gene)
Das Mdm2-Gen wurde in einer spontan transformierten Mutante einer murinen

Fibrobalsten-Zellinie identifiziert (Oliner et al. 80). Ein wichtiger Regulator der p53-
Stabilitat ist mdm2, eine E3-Ligase, die die Ubiquitinylierung und den Proteasom-
vermittelten Abbau von p53 stimuliert. Das p53-Protein wird zwar kontinuierlich in der
Zelle produziert, hat aber in Gegenwart von aktivem mdm2 nur eine Halbwertzeit von
wenigen Minuten. mdm2-Knockout-Mause sind embryonal letal aufgrund eines
frihen Defekts wahrend der Implantation des Embryos. Dieser Defekt beruht
offensichtlich auf der fehlerhaften Inaktivierung von p53, da mdmz2-/-, p53-/-Doppel-

Knockout-Mause sich weitgehend normal entwickeln. Diese bemerkenswerte
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Beobachtung impliziert zwei wichtige Annahmen: mdmz2 ist der zentrale Regulator
von p53 und mdm2 scheint neben der Inaktivierung von p53 keine weiteren
essentiellen Aufgaben zu haben. Damit liegt der Fokus der p53-Regulation auf
mdm2. Neben mdm2 wurden zwar noch drei weitere E3-Ligasen beschrieben, die
p53 ubiquitinylieren kdnnen, keine ist jedoch in der Lage, die Funktion von mdm2 in
der Embryonalentwicklung zu ersetzen. Daher nimmt man an, dass die Funktion non
mdm2 maoglicherweise nicht nur in der p53-Ubiquitinylierung liegt, sondern vor allem
auch darin, direkt an das Proteasom binden zu kénnen und so unmittelbar eine
Rekrutierung von p53 an das Proteasom zu bewerkstelligen. mdm2 ist somit der
zentrale Regulator des Abbaus von p53-Protein. Wie mdm2 selber in der Zelle
reguliert wird, konnte noch nicht bis ins Detail geklart werden (Holzel et al. 378-

367,1132-1125, Schlosser et al. 524-520,6156-6148, Schumacher et al 406-397).

INK4a/Arf
— e
p16 Arf
\ |
Cdk4,cyclin D1 MDM2
! !
Rb p53

Diagramm 3: Der INK4a/Arf Locus kodiert fiir zwei Tumorsuppressorwege die transkribiert
werden von verschiedenen Promotoren. Diese Tumorsuppressoren sind p16INK4a
und p19Arf, diese inhibieren die Tumorsuppressorengene Rb und p53 durch die
Suppression von CDK4 und MDM2

1.5.2.2. Onkogen erb B2
Bei erbB2 handelt es sich um einen Wachtumsfaktorrezeptor. Eine Gruppe von

kodiert fur handelt

transmembranare Molekule mit einer extrazellularen Ligandenbindungsdomane und

Onkogenen Wachstumsfaktorrezeptoren. Es sich um
einer intrazellularen katalytischen Domane, die in der Regel Protein-(Tyrosin-)
Kinaseaktivitat aufweist. Die Uberexpression von Wachstumsfaktorrezeptoren oder

die Expression von mutierten Wachtumsfaktorrezeptoren, die konstitutiv aktiv sind,
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spielen bei einer Reihe von Tumoren eine Rolle. Sie bewirken somit eine permanente
mitogne Stimulation und sind transformierend.

Die Uberexpression von erbB2, findet man bei einer Reihe von Adenokarzinomen der
Mamma, des Ovars, des Magens, der Speicheldrise sowie der Lunge. Die
Amplifikation ist mit einer schlechteren Prognose verbunden (Fajac et al. 146, Gullick
55). Haufig liegt dieser Rezeptoriberexpression eine Genamplifikation zugrunde. Die
Uberexpression  fiihrt durch  Dimerisierung (ohne Ligandenbindung) des
entsprechenden Wachtumsfaktors zu einer wirksamen mitogenen Stimulation
(Bocker, W. 211-164).

1.5.2.3. Onkogen Cyclin D1
Der Zellzyklus unterliegt einer prazisen Regulation durch extrazellulare

Wachstumsfaktoren. Von besonderer Bedeuntung bei der Zellregulation sind
regulatorische Proteine (Cycline), die phasenspezifisch hochreguliert werden und
durch Bindung an inaktive zyklinabhangige Proteinkinasen (CDK) zur Aktivierung der
Kinasen flhren. Die in die G1-Phase regulierenden D- und E-Cycline sind von
besonderer Bedeutung, die sie far den Ubergang in die
wachstumsfaktorenunabhangige Phase des Zellzyklus und in die S-Phase
verantwortlich sind. Der Wirkungsmechanismus beruht darauf, dass CyclinD/CDK4
und 6 und CyclinE/CDK das Retinoblastomprotein inaktivieren und damit den
mitogenen Transkriptionsfaktor freisetzen.

Die Aktivitat der CDK wird andererseits von Inhibitoren reguliert. Eine Familie dieser
Inhibitoren umfasst unter anderen die Proteine p15, p16, p18 und p19, die selektiv
CyclinD/CDK4 und CyclinD/CDKG6 inhibieren (inhibitors of CDK4 und CDKG6) und
daher INK-Proteine bezeichnet werden.

Vor diesem Hintergrund wird deutlich, dass Cycline als Onkogene wirken kdnnen. In
der Tat ist CyclinD1 bei einem hohen Prozentsatz von Osophagus- und
Magenkarzinomen Uberexprimiert, wobei eine Amplifikation des Genlokus 11p13 als
Ursache angenommen wird. Die auf Chromosomen 12 liegende cyclinabhangige
Kinase 4 (CDK4) ist ebenfalls bei einigen Tumorenuberexpremiert (z.B. Melanome
und Sarkome). Folge der Uberexpression von Cyclin D1 bzw. CDK4 ist die
Inaktivierung des Rb-Proteins und fihrt zur Expression eines entsprechenden

chimaren Proteins abl mit Tyrosinkinaseaktivitat (Bocker, W et al. 211-164).
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1.5.3. Wachtumsfaktor EGFR (Epidermal groth factor receptor)
Der EGFR gehort zu einer ganzen Gruppe von Wachtumsfaktoren, wie z.B. auch der

epidermale Wachtumsfaktor (EGF), Interleukine, Erythropoetin und viele mehr. Er ist
aus 1186 Aminosauren aufgebaut, dessen extrazellularer, ligandenbindender Teil
aus zwei cysteinreichen Domanen besteht, und dessen intrazellularer Teil die
Tyrosin-Kinase-Domane beherbergt. Das EGFR-Gen ist auf den kurzen Arm des
Chromosomen 7 lokalisiert (7p12) (Kondo et al. 14-9, Wang et al. 406-399). Es
erstreckt sich Uber eine Lange von 100kB und ist zu 26 Exons organisiert (Ishii et al.
4924-4920, Haley et al. 396-275). Nachdem ein Ligand am EGFR gebunden hat,
kommt es zur Autophosphorylierung des Rezeptors und anschlielend zur
Dimerisierung mit einen anderen erbB-Rezeptors. Bevor das Protein internalisiert
wird, wird eine Tyrosinkinase aktiviert, die wiederum intrazellulare Proteine
phosphoryliert, die fur die Signaltransduktion der Differenzierung und das
Zellwachstum wichtig sind (Gebhardt et al. 105-10).

Die Bedeutung des EGFR flur die Entstehung von Neoplasien und fir die
Aufrechterhaltung des Tumorwachstums liegt darin, dass in bestimmten Tumoren
(Lungen-, Magen-, Zervixtumoren u.v.m.) eine Uberexpression nachweisbar ist.
Durch eine Uberexpression, der eine gesteigerte Synthese des Proteins zugrunde

liegt, wird die Anzahl der an der Zelloberflache verfligbaren Rezeptoren erhdht.

1.5.4. Tyrosinkinase c-kit
Tyrosinkinasen Ubermitteln intrazellular Signale, die viele zellulare Reaktionen, wie

Proliferation, Zelldifferenzierung und Uberleben, liber ein komplexes intrazelluléres
Signalnetzwerk regulieren.

Im Rahmen dieser Reaktionen bindet die extrazellulare Domane der Rezeptor-
Tyrosinkinase den entsprechenden Liganden und bildet dabei ein Dimer. In der Folge
phosphorylieren die intrazellularen Tyrosinkinasedomanen gegenseitig
zytoplasmatische Tyrosinreste im Rezeptor (Transautophosphorylierung) und setzen
eine Kaskade von intrazellularen Signalmechanismen in Aktion, Uber die es
schliel3lich  Uber Phosphorylierung von  Transkriptionsfaktoren zu einer
entsprechenden Beeinflussung der Genexpression kommt (Bdcker et al.68-36).

c-kit ist ein Transmembranprotein, das auch als CD117 bekannt ist und

normalerweise als Rezeptor fur den Stammzellfaktor fungiert. Der Rezeptor ist auf
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seiner intrazellularen Seite mit einer Tyrosinkinase assoziiert. Seit 1998 ist bekannt,
dass Zellen einer seltenen Form von Sarkomen, des gastrointestinalen
Stromatumors und der chronisch myeloischen Leukamie, c-kit exprimieren. Wahrend
in intakten c-kit tragenden Zellen die Tyrosinkinase nur aktiv wird, wenn der Rezeptor
durch Stammzellfaktor stimuliert wird, weist c-kit bei den meisten gastrointestinalen
Stromatumoren Mutationen auf, die zu einer konstitutiven Aktivierung der
Tyrosinkinase fuhrt (Sheer et al. 113-95).

Imatinib ist ein Phenylaminopyrimidin-Derivat und wird zur Behandlung der chronisch
myeloischen Leukamie, gastrointestinalen Stromatumoren, sowie weiteren malignen
Erkrankungen eingestzt. Der Wirkunsmechanismus von Imatinib besteht in der
kompetetiven und selektiven Blockade der ATP-Bindungsstelle Tyrosinkinasen, wie
z. B. Abl, c-kit und der PDGF- Rezeptor. Durch diese Blockade wird die Ubertragung
eines Phosphatrestes auf das Substrat verhindert (O Brien, S.G. 1004-994).

1.5.5. Mib-1
Erstmals beschrieb Stein und seine Mitarbeiter (Stein et al. 125-34) 1981 den

monoklonalen Mauseantikorper Ki-67

Ki-67 ist ein Antigen, das nur in Zellen auRerhalb der GO Phase detektiert werden
kann, daher eignet es sich, um die Proliferationsaktivitait eines Tumors zu
bestimmen. Eine erhohte Proliferationsaktivitat ist oft mit einem geringeren
Differenzierungsgrad, einem negativen Steroidhormonrezeptorstatus und einer
ungunstigen Prognose assoziiert. Mittels des MIB-1 Antikorpers ist es moglich das
Ki-67-Antigen nachzuweisen, welches als Proliferationsmaker gilt. Eine eindeutige
Differenzierung zwischen der ruhenden und der aktiven Tumorzellpopulation und
somit die Beurteilung der Proliferationsaktivitat ist moglich.

Wahrend Ki-67 einfach an Gefrierschnitten nachgewiesen werden kann, erkennt der
spater entwickelte Antikorper MIB-1 natives Ki-67-Antigen an Gefrier- und
Paraffinschnitten(Gerdes et al. 68-85).

1.5.6. Antigen CD34
Das CD34-Antigen ist ein membranstandiges Protein mit einem Molekulargewicht

von 116kD. Es wird in unreifen hamatopoetischen Stammzellen gebildet. Dieses

Antigen wird auch genutzt, um hamopoetische Stammzellen aus dem peripheren Blut

23



fir eine Stammezelltransplantation anzureichern. Daneben wird das CD34-Antigen
auch auf Kapillarendothelien und in embryonalen Fibroblasten gebildet. Mit
zunehmender Reifung verschwindet die Expression von CD34.

Eine CD34-Expression wird in undifferenzierten Leukamien, akuten myeloischen
Leukdmien und akuten lymphoblastischen Leukamien gefunden. Unter den
Weichteilsarkomen reagieren insbesondere Gefaldtumoren (Kaposi-Sarkom) mit
diesem Marker.

Daneben eignet sich der Maker auch fur die Darstellung von Kapillarendothelien zum
Beweis einer Lymph- oder Hamangiosis carcinomatosa (Civin,C. L. et al.157-65,
Mason, D. et al. 2002).

1.5.5. bcl-2 (,,B-cell-leukemia/lymphoma*“) Apoptosehemmer
Das bcl-2-Gen wurde 1985 von Tsujimoto Y. et al. In follikularen Non-Hodgkin-

Lymphomen entdeckt (Tsujimoto et al 1097-99). Auf dem Gen wurde eine t(14;18)
Translokation festgestellt. Bcl-2 kodiert auf dem langen Arm des Chromosomen 18
(189g21) fur ein Protein mit einer relativen Molmasse von 26 kDa. Das Protein ist in
der aulderen Mitochondrienmembran, der Kernmembran und dem
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (Hockenbery, D. et al. 334-36). Die
biologische Wirkung des bcl-2-Proteins ist die Hemmung der Apoptose. Der
molekulare Mechanismus ist noch weitgehend ungeklart.

In Lymphomzellen ist bcl-2 Uberexpremiert. Das Protein schitzt lymphatische Zellen
vor der Apoptose, und die Patienten entwickeln langsam wachsende Lymphome
(Fennell, D., A. 226-210).
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2. Fragestellung

Chondrosarkome sind Knochentumoren, die ein geringes Ansprechen auf
Chemotherapie und Strahlentherapie besitzen. Die einzigste kurative Therapie ist bis
heute die radikale chirurgische Intervention. Deswegen hofft man, durch
immunhistochemische Untersuchungen neue Therapieansatze zu entwickeln.

In dieser Arbeit wurden Chondrosarkome aus dem Knochen und Geschwulst
Register des Pathologischen Institutes der  Universitatsklinik = Muanster
immunhistochemisch untersucht. Dazu wurden die Chondrosarkome mithilfe
verschiedener monoklonaler Antikérper (p53, Mdm2, p16, c-kit, bcl-2, erb b2, EGFR,
Cyclin D1, ed34, p63, mib-1) angefarbt. Danach wurde der prozentuale Anteil der
positiv abgefarbten Zellen ermittelt und verglichen.

Zudem wurde eine biomathematische Berechnung der untersuchten L&sionen
durchgeflhrt.

Ziele dieser Arbeit sind:

- Die Ermittlung des immunhistochemischen Expressionsmusters der
Chondrosarkome.

- Der Vergleich des immunhistochemischen Expressionsmuster in Subgruppen
von Chondrosarkomen (mesenchymales, dedifferenziertes, periostales und
Klarzellchondrosarkom)

- Die verschiedenen Differenzierungsgrade des Tumors in Bezug auf das
Uberleben

- Die Operabilitat im Bezug auf das mediane Uberleben

- Das Rezidivverhalten des Chondrosarkoms
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3. Material und Methode

3.1. Material
Die Grundlage unserer Untersuchungen bildet das Knochengeschwulstregister des

Gerhard-Domagk-Institutes fur Pathologie des Universitatsklinikums Munster. In
diesem Register sind alle relevanten Knochen- und Geschwulsttumoren gesammelt.
Das Gerhard-Domagk-Institut besitzt eines der gréf3ten Sammlungen in Europa. Aus
diesem Register stammen die in Paraffin eingebetteten Schnittproben mit den
dazugehdrigen Hamatoxylin- Eosin- Schnittpraperate aus dem Jahre 1988 bis 2005.
Insgesamt wurden Chondrosarkome von 239 Patienten in die Untersuchungen
einbezogen.

Die Hamatoxylin- Eosin- Schnittpraparate wurden benutzt, um die malignen Lasionen

in den paraffineingebeteten Schnittproben zu identifizieren.

3.2. Prinzip Tissue Microarray

Ein Tissue Arrayer ist ein einfaches manuell zu bedienendes Laborgerat, das es
Forschern ermdglicht bis zu 1000 Gewebeproben in einen einzigen Paraffinblock als
Matrix anzulegen. Der Arrayer zeigt seinen Nutzen insbesondere in der
Krebsforschung. Die Entstehung von Krebs ist ein mehrstufiger Prozess, der den
Verlust, Rearrangements und Amplifikationen von diversen chromosomalen
Regionenen und multiplen Genen beinhaltet. Diese Vorkommnisse flhren zur
Dysregulation von Signaltransduktionswegen die fur Zellwachstum, Apoptosis und
Differenzierung wichtig sind. Die Einzelheiten dieses komplexen Prozesses sind nur
unvollstandig verstanden, teilweise weil Hochdurchsatzstrategien und —technologien
zur Analyse solcher genetischen Anderungen in einer groRen Anzahl von
unkultivierten humanen Tumoren nicht verfiigbar waren.

Weil die zur Verfugung stehende Gewebemenge endlich ist und deshalb zum
limitierenden Faktor fir solche Untersuchungen wird ist die Mdglichkeit Gewebe fur
molekulare Analytik zu gewinnen, zu fixieren, zu speichern und zu verteilen
essentiell. Dies muss in einer Art und Weise geschehen, die den Verbrauch dieser
oftmals einzigartigen und kostbaren Tumorproben optimiert. Durch die Herstellung
von Tissue Arrays aus hunderten von Tumorgeweben lasst sich
Hochurchsatzanalytik zur Gen- und Expressionsanalyse durchfuhren (Kononen et al.

844-7). Die grofdten Vorteile der Tissue Array Technologie beinhalten groRere Anzahl
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der Gewebeproben, geringere vernachlassigbare Schadigung des Spenderblocks,
prazise Anordnung in der neuen Matrix und die Benutzbarkeit in unterschiedlichen
molekularen Analysen. Die Entnahme von 10 bis 20 Stanzen aus dem Spenderblock
ohne signifikante Schadigung ist mdglich. Die Anwendung eines hochprazisen
Gerates um eine Probe in ein vorgegebenes Format zu bringen, macht eine
automatisierte Form der Auswertung durch eine mikroskopische Analyse erst
moglich. Abhangig von der Dicke der Originalblocke konnen zwischen 150 und 300
Schnitte aus jedem Array-Block geschnitten werden (Packeisen et al.204-198).

Die Auswahl der richtigen Entnahmeposition aus dem Spenderblock ist von
essentieller Bedeutung fir die Konstruktion eines Tissue Arrays. Ein frischer HE
Schnitt sollte von jedem Spenderblock angefertigt werden und dient als Ubersicht um
die richtige Entnahmestelle festzulegen. Die Entnahmestelle sollte durch eine
Markierung auf dem jeweiligen zur Probe korrespondierenden HE-Schnitt
gekennzeichnet sein, bevor man mit der eigentlichen Fertigung des Array- Blocks
beginnt. Die Spenderblocke sollten eine Dicke von 1mm nicht unterschreiten. Die
besten Ergebnisse werden mit Blocken erzielt die nicht dinner als 3-4mm sind.

Ein leerer Paraffinblock ist der Empfanger fur die Stanzen der Gewebeproben. Der
Durchmesser der Stanzbiopsien aus dem Donor-Block betragt je nach Stanznadel
0,6 bis 2mm.

Das meist verwendete Gerat fur die TMA-Herstellung ist das TMA-Prazisionsgerat
von Beecher Instruments, San Prairie, Wisconsin, USA, welches dem Prototyp aus
den Anfangen der TMA-Herstellung sehr ahnlich ist. Mit Hilfe des Gerates wird dann
in dem Rezipienten-Paraffinblock ein zylinderférmiges Bohrloch gestanzt. Danach
wird im Donor-Paraffinblock aus der vorher definierten Entnahmestelle eine Stanze
entnommen die von den Malien etwas kleiner ist als das Bohrloch, damit die
zylinderformige Donorstanze genau in dieses Bohrloch des Rezipienten-
Paraffinblocks passt (Kononen et al. 844-47, Torhorst et al. 2249-56). Die Stanzen
sollten in ein x-y-Koordinatensystem, das mit Hilfe des Gerates eingestellt werden
kann, Ubertragen werden, um nachher im Rezipienten-Paraffinblock die einzelnen

Stanzen den jeweiligen Patientendaten zuordnen zu kdnnen (Bubendorf et al. 79-72).
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3.2.1. Herstellung der Tissue Arrays aus Chondrosarkomen

Mit Hilfe der Hamatoxylin- Eosin-Schnittpraparate der Chondrosarkomen wird
lichtmikroskopisch die Region festgelegt, aus dem ein Stick zu untersuchendes
Gewebe aus den jeweilig dazugehdrigen Paraffinbldcken entnommen werden soll.
Danach werden mit Hilfe einer Exel-Computerdatei die Patientennummern bzw.
Patientendaten mit den jeweiligen Tissue Microarrays- Koordinaten zugefuhrt.

Bei dem Gerat fur die Stanzen handelt es sich um das TMA-Prazisionsgerat von
Beecher Instruments, San Prairie, Wisconsin, USA. Mithilfe dieses Gerates werden
aus der vorher definierten Region des Donor-Paraffinblockes zylinderférmige
Stanzbiopsien entnommen und anschlielRend an einer vorbestimmten Stelle des x-y
Koordinatensystems in den Rezipienten-Paraffinblock eingeflihrt. Der Durchmesser
der Stanzbiopsien aus dem Donor-Block betragen 0,6mm und der Abstand der

jeweiligen Stanzen im Rezipienten-Paraffinblock 0,8mm.

Abbildung 6 und 7: Gerét zur Herstellung der Tissue Arrayer’s

Nach einer gewissen Trainingszeit entstanden von den 239 Patienten somit 717
Stanzen verteilt auf jeweils zwei Rezipienten-Paraffinblocken a 400 Stanzen. So weit
es keine Schwierigkeiten bereitete sind aus dem jeweils einem Donor-Paraffinblock
drei Stanzen entnommen worden. Teilweise war das Lasionsgewebe der Donor-
Paraffinblocke sehr hart und konnte nicht, oder nur inkomplett in das Rezipienten-
Paraffinblock Uberfihrt werden. Die jeweils drei Stanzen dienten somit der besseren

statistischen Auswertung.
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3.3. Immunhistochemie

3.3.1. Antigendemaskierung
Immunhistochemische Untersuchungen ermoglichen den Nachweis zellularer

Antigene in Gewebeschnitten mittels Antigen-Antikérper-Bindungsreaktionen.
Enzymatische Vorbehandlungen sind vor dem Einsatz einiger Antikorper notwendig,
damit der Antikorper das spezifische Antigen/Epitop im Gewebe identifizieren kann.
Wahrend der Fixierung, meistens in Formalin, entstehen Aldehydvernetzungen,
welche eine Bindung des Antikdrpers verhindern kénnen. Auch kann sich dadurch
die dreidimensionale Struktur eines Proteins (Antigens) verandern und so flr den
Antikorper nicht mehr erkennbar sein (Antigenmaskierung).

FUr die immunhistochemische Untersuchung wurden am Mikrotom 2-3 ym dicke
Gewebeschnitte angefertigt. Wichtig ist das Aufziehen der Schnitte auf beschichtete
Objekttrager, da die Schnitte sich sonst sehr leicht vom Objekttrager 16sen. In diesen
Fall wurden die ,Superfrost plus“ beschichteten Objekttrager benutzt. Die
Vorbehandlung erfolgt im Anschluss an die Entparaffinierung, bevor der
Primarantikorper aufgetragen wird. Durch den Einsatz einer enzymatischen
Vorbehandlung kann aufRerdem die Endverdinnung eines Antikdrpers, der auch
ohne jegliche Vorbehandlung reagiert, in vielen Fallen um ein vielfaches gesteigert
werden. Zum Trocknen wurden diese Praparate Uber Nacht bei 56 °C in einem
Brutschrank gelagert.

Der Begriff ,paraffingangig® bei Antikérpern ist irrefhrend, denn die Antikoérper
mussen nicht das Paraffin passieren, da dieses durch das Xylol bereits herausgelost
wurde. Vielmehr ist damit gemeint, dass die Antikorper meistens an formalinfixiertem
Material und nachfolgender Paraffineinbettung zum Einsatz kommen. Das Problem
fur die Antikorper ist also nicht das Paraffin, sondern das Formalin (Hofler et al 43-
40). Somit wurden am nachsten Tag die auf Raumtemperatur abgekihlten Schnitte
fur zweimal 10min in Xylol entparaffiniert und anschliefend in einer absteigenden
Alkoholreihe (je einmal 99%, 96%, 80% und 70%) bis zum destillierten Wasser
rehydratisiert.

Zur Vorbehandlung der Schnitte bestehen nun drei verschiedene Moglichkeiten:

1) ohne Vorbehandlung.

2) Enzymandauung mit Proteinase K.

3) Hitzebehandlung.
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Nur fur die Schnitte, die der EGFR-Antigen Darstellung dienten, wurde die Andauung
mithilfe der Proteinase K genutzt. Diese Schnitte wurden dafur etwa 10min in einer
Plastikklvette mit dem proteolytischen Enzym (Proteinase K, DAKO Cytomation
ChemMate™) inkubiert und anschlieRend mit Waschpuffer abgespdilt.

Bei den anderen 10 Antikorpern stand die Hitzevorbehandlung im Vordergrund. Dazu
wurden die Schnitte in eine Plastikkuvette, die 10mM Citratldsung enthielt, gestellt
und mithilfe eines Dampfgarers (Steamer) fur 35min auf etwa 100°C erhitzt.

AnschlieRend wurden diese Schnitte in kaltem Leitungswasser abgekunhlt.

3.3.2. LSAB-Methode (Labeled Strept Avidin-Biotin-Methode)

Bei der Labeled Strept Avidin-Biotin-Methode macht man sich die Affinitat von Avidin
zu Biotin zunutze. Avidin ist ein aus Huhnereiweil3 gewonnenes Glykoprotein
(Tetramer) mit vier Bindungsstellen fur Biotin. Das Molekulargewicht betragt 68 kDa.
Ziel dieser Methode ist die Immunhistochemische Farbung der vorbehandelten
Schnitte mit .alkalischer Phosphatase im DAKO-Autostainer.

Avidin besitzt vier Bindungsstellen fir Biotin, jedoch binden in der Regel weniger als
vier Biotinmoleklle. Bei dieser Methode wird ein biotinylierter ZweitantikGrper
bendtigt, der zunachst an den Primarantikorper bindet und an dessen Biotin dann
auch enzymmarkiertes (hier: alkalische Phosphatase) Avidin binden kann. Die
alkalische Phosphatase des Avidin-Biotin-Komplexes wandelt dann hinzugefugtes
Chromogen in einen roten Farbstoff um. Das Chromogen weist nur eine kurze HWZ
von etwa 45min auf und muss nach dem Ansetzen mdglichst schnell verarbeitet

werden, um eine gute Farbintensitat zu erreichen.

In dem DAKO-Autostainer wurden die Schnitte an vorgeschriebenen Positionen
eingelegt und mit verdunntem Waschpuffer befeuchtet. Tabelle 4 zeigt die
Vorbereitung der einzelnen monoklonalen Primarantikorper (p53, p63, p16, Mdm2, c-
kit, Mib-1, EGFR, cerbB-2, Cyclin D1, CD 34, bcl-2) auf.
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Antikorper  Firma Clone Verdinnung Antigen Retrival Nachweis

p53 DAKO DO-7 1:2000 Steamer LSAB
P63 DAKO 4A4 1:100 Steamer LSAB
Mdm2 DAKO LSAB
erbB-2 DAKO 1:4000 Steamer LSAB
Cyclin D1 DAKO G124-326 1:800 Steamer LSAB
EGFR DAKO H11 1:5 Proteinase K LSAB
c-kit DAKO CD 117 1:200 Wasserbad 1* LSAB
Mib-1 DAKO Mi 67 1:200 Wasserbad 2* LSAB
CD34 DAKO QB End 10 1:100 Wasserbad 1* LSAB
bcl-2 DAKO 124 1:100 Wasserbad 1* LSAB

1*Wasserbad: 96,6°C in Reh. Solution pH6,0
2*Wasserbad: 96,6 in Boral pH8,9

Diagramm 4: Ubersicht (iber die verwendeten Antikérper bei der LSAB-Methode

Anschliefend wurde an den im Autostainer vorgesehenen Positionen etwa 200 ul
des jeweiligen Primarantikorper (CK 5/6, CK 8/18, CK 14, p53, p63, Ki-67, bcl-2,
EGFR, cerbB-2, Cyclin D1, ER, PR) aufgetragen und 25min inkubiert. Nach
grundlichem Abspllen des Primarantikdrpers mit verdunntem Waschpuffer, folgte die
Inkubation mit dem Biotin-Antikdrper (200 ul pro Schnitt) fir 25min. Nach erneutem
grundlichem Abspulen mit verdinntem Waschpuffer, erfolgte eine 25-minutige
Inkubation mit Streptavedin (200 pl pro Schnitt), welches mit der alkalischen
Phosphatase markiert war. Bevor die Enzymreaktion mit dem Chromogen fur
zweimal 25min ausgeldst wurde, musste nochmals mit Waschpuffer gespult werden.
Nach dem Herrausnehmen aus dem Autostainer wurden die Schnitte in Aqua dest.
geflllte Kuvetten eingelegt, um ein Austrocknen zu verhindern.

Die Kerngegenfarbung erfolgte mit Hamatoxylin nach Meyer (etwa 3min) und dem
anschliellendem Blauvorgang fur 5min unter flieRendem Leitungswasser. Nach dem
Uberfihren in Aqua dest. und der aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils einmal 70%,
80%, 96%, 99%) wurden die Schnitte noch zweimal 8min in Xylol gegeben. Die

Konservierung der Schnitte wurde mit Vitro Clud vorgenommen.
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3.3.3. Rezepturen der verwendeten Losungen

3.3.3.1.  10mM Citratlosung

Fur die Citrattbsung wurde zunachst eine ,Stammlosung A* aus 10,59
Citronensauremonohydrat in 500ml Aqua dest. aufgel6st, wodurch eine 0,1M
Citronensaure entstand. Anschlieend wurde 0,1M Natriumcitrat (die sog.
Stammldsung B) aus 29,41g Natriumcitrat-Dihydrat, aufgefullt mit 1000ml Aqua dest.
hergestellt.

Durch Mischen von 18ml Stammlésung A mit 82ml Stammlésung B und Auffillen mit
Aqua dest. auf 1000ml entstand die Gebrauchslésung 10mM Citratpuffer, der auf

einen pH von 6,0 eingestellt wurde.

3.3.3.2. Waschpuffer

Der Waschpuffer der Firma DCS enthalt 500ml 20fach konzentrierte Tris-
Pufferlésung mit 0,09%igen Natriumazid. Zum Ansetzen einer gebrauchsfertigen
Losung wurden 500ml des 20fach konzentrierten Waschpuffers mit 101 deionisiertem

Wasser verdunnt. AnschlieRend wurde ein pH von 7,2 +/-0,2 eingestellt.

3.3.3.3. Biotin-Antikorper

Der Biotin-Sekundarantikorper (linked, biotinylated Secondary Antibodies AB2)

stammte von der Firma DAKO Cytomation ChemMate ™.

3.3.34. Streptavidin- Lésung

Das Streptavidin war gebrauchsfertig mit alkalischer Phosphatase markiert (DAKO

Cytomation ChemMate ™).

3.3.3.5. Chromogen-L6sung

FUr das Anfarben von 24 Schnitten wurde 16ml Chromogenldsung verwendet. Diese
bestand aus 7,25ml AP (=Alkalische Phosphatase), Substrate Buffer (DAKO
Cytomation ChemMate™), 2,8ul Chromogen Red 1 (DAKO Cytomation
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ChemMate™), 2,8ul Chromogen Red 2 (DAKO Cytomation ChemMate™) und 2,8l
Chromogen Red 3 (DAKO Cytomation ChemMate™). Zur Blockierung der
endogenen Alkalischen Phosphatase des AP Substrate Buffer wurde noch ein

Tropfen Levimasol (DAKO Cytomation ChemMate ™) hinzugefugt.

3.4. Lichtmikroskopische Auswertung

Die Beurteilung der Praparate wurde an einem Axiophot-Mikroskop der Firma Zeiss
in 10- und 20-facher Vergréfierung vorgenommen.

In der lichtmikroskopischen Auswertung wurde zu einem beurteilt, ob die Stanze
ausgewertet werden konnte, und wenn dies mdglich war, in welcher Intensitat sich

die Zellen anfarben lielen.

Kategorisierung der

immunhistochemischen Maker
Antikorper n 0 1 2 3
p53
p63
Mdm2 eine keine schwache |mittlere starke
erb-B2 Auswertung Anfarbung Anfarbung | Anfarbung Anfarbung
Cyclin D1 nicht der der der der
EGFR madglich Zellen Zellen Zellen Zellen
c-kit
Mib-1
CD 34
bcl-2

Tabelle 5: Beschreibung der Kategorisierung der immunhistochemischen Maker
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4. Ergebnisse

4.1. Antikorper-Expression in der Gesamtheit der Chondrosarkome

Insgesamt sind Lasionen von 239 Patienten mit in die Auswertung eingegangen. Von
den ausgesuchten Paraffinbléckchen sind pro Block in den meisten Fallen 3 Stanzen
gemacht worden. Befand sich auf dem Block zwei interessante maligne Lasionen,
sind in Ausnahmefallen auch sechs Stanzen pro Block gemacht worden. Somit sind
insgesamt 800 Stanzen angefertigt worden.

Da Chondrosarkome relativ harter in ihrer eigentlichen Zusammensetzung sind als
beispielsweise Lebergewebe, war es relativ schwierig die Stanzen herzustellen, und
nachher am Mikrotom zu schneiden. Deswegen konnten leider einige Stanzen

lichtmikroskopisch nicht mit in die Auswertung eingehen.

4.1.1. Die Expression des Tumorsuppresorgens p53

Bei dem Tumorsuppressorgen p53 konnten von 239 Lasionen 89 (37%) nicht
ausgewertet werden. Bei 124 (52%) gelang keine Anfarbung. 12 Lasionen (5%)
zeigten eine schwache Anfarbung, 9 (4%) zeigten eine mittlere, und 5 (2%) zeigten

eine starke Anfarbung der Zellen.

4.1.2. Die Expression des Tumorsuppressorgens p63
Die Anfarbung der Zellen zum Nachweis des Tumorsuppressorgens p63 gelang nur

in 2 Fallen (1,5%). In den anderen 137 Lasionen (98,5%) gelang es leider nicht.

4.1.3. Die Expression des Tumorsuppressorgens p16

Auch die lichtmikroskopische Auswertung von p16 war nur teilweise moglich. Bei 165
(69%) von 239 verschiedenen Lasionen war eine Auswertung nicht moglich. Bei 58
(24%) zeigte sich keine Anfarbung der Zellen. Bei 13 (5,5%) zeigte sich eine leichte,
keine Lasion zeigte eine mittlere Anfarbung und 3 (1,5%) zeigte eine starke

Anfarbung der Zellen.
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4.1.4. Die Expression des Onkogens mdm2
Der Nachweis des Onkogens mdm2 gelang in 92 (38%) von 239 Lasionen nicht. In

101 Lasionen (42%) war eine Anfarbung der Zellen zum Nachweis von mdm2 nicht
moglich. 21 (9%) zeigten eine leichte Anfarbung, 18 (8%) eine mittlere und in 7

Lasionen (3%) zeigte sich eine starke Anfarbung der Zellen.

4.1.5. Die Expression des Onkogens erb B2
Ein Nachweis in Form von einer Anfarbung der Zellen fur das Onkogen erb B2 war

leider nicht moglich. 63 (26%) der insgesamt 239 malignen Lasionen konnten nicht
in die Auswertung mit aufgenommen werden. 176 (74%) der Lasionen farbten sich

nicht an.

4.1.6. Die Expression des Onkogens Cyclin D1
Eine starke Anfarbung der Zellen zum Nachweis des Onkogens Cyclin D1 gelang in

4 malignen Lasionen (1,5%) von 239 Lasionen. In 6 Lasionen (2,5%) gelang eine
mittlere Intensitat in der Anfarbung der Lasionen, und in 15 Lasionen (6%) gelang
eine schwache Anfarbung der Zellen. In 121 (51%) der Lasionen war keine

Anfarbung nachweisbar, 93 Lasionen (39%) konnten nicht ausgewertet werden.

4.1.7. Die Expression des Wachstumsfaktors EGFR
50 (21%) der Insgesamt 239 Lasionen konnten nicht ausgewertet werden. 183

(76,5%) zeigten keine Anfarbung. 5 (2%) zeigten eine leichte, keine eine mittlere,

und 1 (0,5%) eine starke Anfarbung der Zellen.

4.1.8. Die Expression der Tyrosinkinase c-kit
Die Tyrosinkinase c-kit zeigte in 11 malignen Lasionen (5%) von insgesamt 239

Lasionen eine schwache Anfarbung der Zellen. In 140 (58%) zeigte sich keine

Anfarbung, und in 88 (37%) Lasionen war eine Auswertung nicht moglich.

4.1.9. Die Expression von mib-1
17 (7%) von 239 Lasionen zeigte eine leichte Anfarbung der Zellen. In den restlichen

128 (54%) konnte keine Anfarbung nachgewiesen werden. 94 (39%) konnten nicht

mit in die Auswertung aufgenommen werden.

4.1.10. Die Expression des Antigens CD34
76 (32%) Lasionen von 239 konnten nicht mit in die Auswertung aufgenommen

werden. 160 maligne Lasionen (67%) zeigten keine Anfarbung. Lediglich 3 (1%) der

Lasionen zeigte eine leichte Anfarbung der Zellen.
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4.1.11. Die Expression von bcl-2

73 (31%) von 239 malignen Lasionen gingen nicht mit in die Auswertung ein. In 163

(68%) zeigte sich keine Anfarbung der Zellen, und nur in 3 (1%) der Lasionen zeigte

sich eine leichte Anfarbung der Zellen.

4.1.12. Auflistung der Antikorper- Expression in den einzelnen Lasionen in

Form von Prozentwerten

n 0 1 2 3
p53 37% 52% 5% 4% 2%
p63 98% 0% 1,5% 0% 0%
pl6 69% 24% 5,5% 0% 1,5%
Mdm?2 38% 42% 9% 8% 3%
erbB2 26% 74% 0% 0% 0%
Cyclin D1 |39% 51% 6% 2,5% 1,5%
EGFR 21% 76,5% 2% 0% 0,5%
c-kit 37% 58% 5% 0% 0%
mib]1 39% 54% 7% 0% 0%
cd34 32% 67% 1% 0% 0%
bel-2 31% 68% 1% 0% 0%

Tabelle 6: Prozentwerte der einzelnen malignen Lision

n: eine Auswertung war nicht moglich

0: keine Anfarbung der Zellen

1: schwache Anfarbung der Zellen

2: mittlere Anfarbung der Zellen

3: starke Anfarbung der Zellen
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4.2. Skelettlokalisation des Chondrosarkoms

Lokalisationen
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Diagramm 8: Lokalisation der Chondrosarkome bei den Patienten, die
mit in die Auswertung aufgenommen worden sind

Lokalisation

Becken 33,50%
Femur 28,50%
Schulter 14%
Humerus 11%
Tibia 5%
Fibula 4%
Extraskelletal 2%
Radius 1%

Vorfuly 1%




4.3. Aufteilung in das mannliche und weibliche Geschlecht bei den

Chondrosarkomen.

Geschlechterverteilung

140
120
100
80
60
40
20

mannlich weiblich ohne Angaben

Diagramm 7: Geschlechtsverteilung der Patienten mit Chondrosarkom, die mit in die
Auswertung aufgenommen worden sind

Geschlecht
mannlich 53%
weiblich 47%
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5. Diskussion

Atiologisch sind die primaren Chondrosarkome bis heute ungeklart. Reproduzierbare
Einflusse durch Umweltfaktoren, ionisierter Strahlung oder genetische Faktoren sind
nur in Ausnahmefallen nachweisbar. Immunhistochemische Untersuchungen sollen
bei der Aufklarung helfen und eventuell Ansatze liefern, wie das Chondrosarkom
besser behandelt werden kann. Chemotherapeutika und auch die Strahlentherapie
sind wenig bis gar nicht wirksam, die einzigste kurative Therapie besteht bis heute in
der radikalen chirurgischen Resektion. Da der Tumor aber haufig an
Pradilektionsstellen des Korpers entsteht, wie z.B. das Becken, sind manchmal
radikale Resektionen nicht durchfuhrbar. Deshalb erhofft sich unter der Erkenntnis
der verschieden regulierten Gene fur Signalwege, Rezeptorkomplexe und
Apoptosewege, neue Therapieansatze zu finden (Horn et al. 59-50). Die
immunhistochemischen Marker wie z.B. p53, p16 und EGFR die weiter oben
ausfuhrlich behandelt worden sind, sind Bestandteil dieser Wege, oder greifen in
diesen Prozess ein. Aufgrund der Moglichkeit der immunhistochemischen Anfarbung
der verschiedenen Marker in entsprechenden Praparaten besteht die Moglichkeit
Expressionsmuster der malignen Lasionen lichtmikroskopisch sichtbar zu machen,
um somit Riickschliisse auf die Atiologie zu gewinnen.

In dieser Studie wurde die Expression der verschiedenen immunhistochemischen
Marker mithilfe monoklonaler Antikorper in Chondrosarkomen bestimmit.

Da Chondrosarkome relativ harter in ihrer eigentlichen Zusammensetzung sind, als
beispielsweise Lebergewebe, war es relativ schwierig die Stanzen herzustellen, und
nachher am Mikrotom zu schneiden. Deswegen konnten leider einige Stanzen
lichtmikroskopisch nicht mit in die Auswertung einflie3en.

Chemotherapeutika und Strahlentherapie sind beim Chondrosarkom wenig bis gar
nicht wirksam. Deswegen sind neue Therapiestrategien, die auf
molekularpathologischen Gegebenheiten des Tumors grinden eine andere Option,
und sollten in dieser Arbeit eventuell neue Ansatze liefern.

In Kapitel 4 sind schon ausflhrlich die Ergebnisse der einzelnen
immunhistochemischen Untersuchungen aufgelistet worden. Leider konnten in der
Antikérper-Expression der einzelnen Lasionen Biomathematisch keine signifikanten

Werte erhoben werden. Somit konnte leider kein Marker spezifisch fur die des
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Chondrosarkoms identifiziert werden. Es konnte des Weiteren auch kein bestimmter
Marker eines bestimmten Chondrosarkomsubtyps (mesenchymalen-, periostalen-,
und Klarzellchondrosarkom) zugeordnet werden.

Auch sollte untersucht werden, dass wie auch aus anderen Literaturen bekannt, die
Uberlebensrate signifikant mit dem Grading des Tumor in Zusammenhang steht.
Auch hier konnte leider keine eindeutige Aussage getroffen werden. Eine mogliche
Annahme dazu besteht darin, dass man zu dem Grading immer noch die Operabilitat
mit in Betracht ziehen muss. Viele Tumoren sind operativ schwierig lokalisiert,
sodass sie nicht selten die Resektionsrander im Praparat nicht frei waren. Das
gleiche qilt auch fur die Rezidivrate. In dieser Auswertung kann keine Aussage
daruber getroffen werden, welches der Chondrosarkome die hochste bzw. niedrigste
Rezidivrate hat, bzw. von welchen Parametern diese abhangig ist. Das gleiche gilt
auch fur die Metastasierungsrate.

Kreicbergs und Mitarbeiter(Kreicbergs et al. 390- 1/ 121-3) fanden eine schlechte
Prognose bezuglich des Rezidivverhaltens bei zytometrisch aneuploiden
Chondrosarkomen; allerdings wurde diese Untersuchung nicht an zytologischen
Praparaten durchgefuhrt, so dass dieser Befund noch der Bestatigung bedarf.

Auch eine generelle Unterscheidung zwischen dem mesenchymalen-, periostalen-,
und Klarzellchondrosarkom in Bezug auf das mediane Uberleben, oder etwaigen
anderen Expressionsmuster in der Immunchistochemie konnte aufgrund der zu
geringen auszuwertenden Praparaten nicht getroffen werden. Das dedifferezierte
Chondrosarkom zeigte in der mikroskopischen Auswertung aufgrund seiner
zweiteiligen malignen Lasion interessante Ansatze in der Immunhistochemie. Da es
sich aber leider um einen sehr seltenen Tumor handelt, erbrachte die Fallzahl von 14
Patienten keine Signifikanz. Was jedoch zu beobachten war, dass das
dedifferenzierte Chondrosarkom bei fast allen Makern haufig positiv war.

In einer Arbeit von Rozeman (Rozeman et al. 25-1) wurden verschiedene Marker im
Hinblick auf die Entstehung eines Chondrosarkoms hin untersucht. In dem Ergebnis
zeigte sich, dass hinsichtlich des Entstehungsmechanismus das Chondrosarkom in
zentrale und periphere Chondrosarkome unterschieden werden muf3. Fur die weitaus
haufigeren zentralen Chondrosarkome sind auch hier keine spezifischen Maker
gefunden worden. Jedoch zeigte sich, dass bei der Entstehung vom Osteochondrom
zum sekundaren niedrig malignen peripheren Chondrosarkom BCL2 eine

entscheidende Rolle spielt.
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Wie schon erwahnt ist die Therapie der Wahl die Chirurgie. Dabei ist das
chirurgische Vorgehen nicht nur vom histologischen Grad der Lasion, sondern auch
von den lokalen Verhaltnissen abhangig zu machen. Insbesondere von der Frage, ob
die Kompakta beteiligt ist, und der Tumor in die benachbarten Weichgewebe
penetriert (Campanacci et al. 387-1). Schajowicz  (1994) empfiehlt fur die
histologischen Grade | und Il eine Tumorresektion, kombiniert mit prothetischem oder
Knochenersatz. Fur den histologischen Grad Il und bei einer Kompaktabeteiligung
(auch bei Grad | und Il) bevorzugt die Amputation oder Exartikulation.

Prognostische Faktoren, insbesondere im Hinblick auf die Beziehung zwischen
Histologie und biologischem Tumorverhalten, wurden von Evans et al. (1977) an 71
Fallen eines Chondrosarkoms untersucht. Die Funfjahrestuberlebensrate betrug fur
den histologischen Grad | 90%, fur den Grad Il 81% und fur den Grad Il 29%. In
anderen Untersuchungsserien war die Funfjahresuberlebensrate weniger gunstig
und variierte von 48,6% (McKenna et al. 48-1) bis zu 61% (Henderson und Dahlin
1450-45). Die letzte Auswertung der SEER-Daten (Dorfmann u. Czerniak 203) zeigte
eine Funfjahresuberlebensrate fur alle Chondrosarkome von 72,7% bezogen auf den
Zeitraum 1973-1987, wobei kein Trend zur Verbesserung der Prognose im
Auswertungszeitraum erkennbar wurde. Die Zehnrahresuberlebensrate liegt
allgemein bei etwa 40% (Henderson u. Dahlin 1450-45).

Grundsatzlich gilt, dass sich die Prognose umso besser gestaltet, je kleiner der
Tumor und je besser die histologische Differenzierung ist, je radikaler die Resektion-
mit tumorfreien Resektionsrandern- ausfallt (Shet et al. 745-78) und je niedriger der

DNA/zytoplasmatische Quotient in der FluRzytometrie liegt (Marcove et al. 561-54).
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6. Zusammenfassung

Das Chondrosarkom ist ein seltener Knochentumor. Die bis jetzt einzigste kurative
Therapie besteht in der radikalen Chirurgischen Intervention. Strahlentherapie und
Chemotherapie sind nur maRig bis gar nicht wirksam.

Das Gerhard-Domagk- Institut fir Pathologie der Universitatsklinikums Munster
besitzt ein in Europa grof3tes Knochengeschwulstregister, wo die Knochentumoren
der letzten Jahrzehnte gelagert werden.

Neue Therapiestrategien, die auf molekularpathologischen Gegebenheiten des
Tumors grunden, sollen neue Optionen in der Therapie des Chondrosarkoms
aufzeigen. Unter der Erkenntnis der verschiedenen regulierten Gene fur Signalwege,
Rezeptorkomplexe und Apoptosewege, wo jeweils viele verschiedene
Tumorsuppressorgene, Onkogene oder Wachstumsfaktoren eingreifen konnen, stellt
eine neue Option dar. Diese immunhistochemischen Maker, sind Bestandteil dieser
Wege, oder greifen in diesen Prozess ein. Aufgrund der Moglichkeit der
immunhistochemischen Anfarbung der verschiedenen Marker in entsprechenden
Praparaten besteht die Moglichkeit Expressionsmuster der malignen Lasionen
lichtmikroskopisch sichtbar zu machen, um somit Riickschliisse auf die Atiologie zu
gewinnen.

In dieser Arbeit sind Chondrosarkome von 239 Patienten aus den Jahren 1988 bis
2005 immunhistochemisch untersucht worden.

An Markern sind benutzt worden z. B. die Tumorsuppressorgene p53, p63 und p16,
die Onkogene mdm2 (murine double minute gene), CyclinD und erbB2, der
Wachstumsfaktor EGFR (Epidermal groth factor receptor), die Tyrosinkinase c-kit
und Mib-1, sowie das Antigen CD34 und Apoptosehemmer bcl-2.

Die zu anfangs generelle Auswertung der Patienten in Hinsicht auf Die
Geschlechterverteilung und die Lokalisation des Tumors spiegeln die bisher
bekannten Literaturdaten wider. In unserer Auswertung waren 47% der Patienten
weiblich und dementsprechend 53% der Patienten mannlich. Die Hauptlokalisation
war mit 33,5% das Becken, gefolgt mit 28,5% der Femur. Die Schulter ist mit 14%
betroffen und der Humerus mit 11%. Alle anderen Lokalisationen sind

vergleichsweise selten.
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Die anschlieBend lichtmikroskopische Auswertung der immunhistochemich
aufbereiteten Schnitte war teilweise limitiert, da viele Gewebeschnitte aufgrund ihrer
Knochen-/Knorpelsubstanz nicht ausgewertet werden konnte.

Die folgende biomathematische Auswertung erbrachte leider in allen durchgeflhrten
Konstellationen entweder keine Signifikanz oder eine zu geringe Fallzahl.
Dementsprechend konnten Uberlegungen, dass bestimmte Marker in den
Entwicklungsprozess der Chondrosarkome eingreifen, bzw spezifisch dafur sind,
nicht ausreichend belegt werden. Lediglich das dedifferenzierte Chondrosarkom
bietete interessante Ansatze, und zeigte haufig eine pos. Anfarbung bei bestimmten
Markern, bei einer zu geringen Fallzahl aber leider keine Signifikanz. Somit ist das
histopathologische Grading immer noch entscheidend zur Einstufung des
Chondrosarkoms, und zusammen mit der operabilitat, der einzigste Prognosefaktor
in Hinblick auf die Uberlebensrate.

Auch in klinischer Hinsicht konnte eine Aussage in der Unterscheidung der
unterschiedlichen Chondrosarkomen(mesenchymal-, perostal-, dediffernziert- und
Klarzellchondrosarkom) in Bezug auf Wachstumsverhalten und Rezidivrate wegen
einer zu geringen Fallzahl nicht getroffen werden.

Somit bleibt nach neusten Erkenntnissen die einzig kurative Therapie des
Chondrosarkoms die rechtzeitige Diagnosestellung und die vollstandige operative

Resektion des Tumors.
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