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Immunhistochemische Vergleichsanalyse von Primarzellaggregaten und
Ursprungsgeweben unterschiedlicher Dignitat zur Charakterisierung der in-vitro
Anpassung

Zielsetzung: Dreidimensionale Zellkulturen stellen eine Weiterentwicklung der einschichtigen Zellkultur dar,
die den in-vitro Bedingungen im Organismus naherkommt. Darliber hinaus ermdglichen organoide Kulturen,
die neben der vorherrschenden Tumorzelle auch Bindegewebszellen und Immunzellen enthalten, eine
Analyse der Interaktion dieser Zellen bei wichtigen Aspekten der Krebserkrankung wie Metastasierung,
Angiogenese oder der Tumorimmunologie.

Materialien und Methoden: Operationsresektate von Schilddriisengeweben, -adenomen und —karzinomen,
Ovarialkarzinomen und Sarkomen wurden in Einzelzellsuspensionen tberfiihrt. Nach Inkubation im Schittler
wurden innerhalb von 24-48 Stunden Primarzellaggregate geziichtet, von denen Kryostatschnitte angefertigt
wurden. Mit der APAAP-Methode wurden Epithelzell-, Leukozyten-, Makrophagen- und Endothelzellmarker
sowie E-Cadherin, die a,-, a4-, as- und a, Integrinkette, IGF-1 und EGF Rezeptoren, cerbB2 sowie Cathepsin
D immunhistochemisch untersucht. Die Farbungen der Aggregate und der Herkunftsgewebe wurden
statistisch mit dem Mann-Whitney Test verglichen.

Ergebnisse: Primaraggregate konnten zu 90-100% aus Operationsresektaten kultiviert werden. Epithelzellen,
Leukozyten, Makrophagen und Endothelzellen waren im Primaraggregaten und den Herkunftsgeweben
ungefahr gleichmafig vorhanden. Dies gilt auch fiir E-Cadherin, as-Integrin, IGF-1 und EGF Rezeptoren,
cerbB2 und Cathepsin D.

Die a,-, as- und a, Integrinkette trat nur in den Primaraggregaten von Schilddriisengeweben und —adenomen
nicht aber in deren Herkunftsgeweben auf, was auf eine de-novo Exprimierung schlieen laft.

Schluf3folgerung: Mit der verwendeten Methode ist es relativ einfach mdglich, organoide Priméaraggregate zu
zlichten, die ein geeignetes Forschungsobjekt fir verschiedene Aspekte der Tumorpathologie darstellen. Die
gefundenen Unterschiede der Integrinexpression zeigen eine Anpassung and die in-vitro Kultivierung und
sind moglicherweise eine Reaktion zur Vermeidung der matrix-abhéngigen Apoptose.

Zellkultur, Primaraggregat, Integrine, Tumorpathologie
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Immunohistochemical Analysis of primary cell aggregates and their origin tissue of
different pathology to evaluate adaptation to in-vitro environment

Objective: Three-dimensional cell cultures reflect more closely the in-vitro environment then monolayer
cultures. Furthermore, organoid cultures, which contain beside the dominant tumor cell also mesenchymal
cells and leucocytes are used to study the interaction of these cells in several aspects of the tumor
pathology, such as metastasis, angiogenesis and tumor immunology.

Materials and Methods: Specimens obtained from thyroid tissue, thyroid adenomas, and carcinomas, ovarian
cancer and sarcomas were dissolved to single cell suspensions. After incubation under stirring, primary cell
aggregates were cultured within 24-48 hours. Cryostat sections were made and stained with markers of
epithelial cells, leucocytes, macrophages, endothelial cells as well as E-cadherin, a,-, a4-, as- und a, Integrin
chain, IGF-1 und EGF receptor, cerbB2 and Cathepsin D using the APAAP method. The immunhistochemical
results of the aggregates and their origin tissue were statistically compared using the Mann-Whitney test.

Results: Primary cell aggregates could be obtained from up to 90-100% of all probes. Epithelial cells,
leucocytes, macrophages, and endothelial cells were found equally in aggregates and their origin tissue.
Also E-Cadherin, as-Integrin, IGF-1 und EGF receptors, cerbB2 und Cathepsin D were found equally. The a,-
, as- und a, integrin chain was expressed in aggregates of thyroid tissue and adenomas, but not in their
origin tissue suggesting a de-novo expression.

Conclusion: Primary cell aggregates were easily obtained with the used method and could be used as a
model in the study of tumor pathology. The different expressions of integrins show an adaptation to the in-
vitro environment and could be a reaction to avoid matrix-related apoptosis.

Cell culture, primary aggregates, integrins, tumor pathology
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Einfuhrung
1 Zellkulturen

Die Geschichte der Zellkultur begann 1912 mit den Experimenten von Alexis Carrel, der ein 18 Tage altes
Huhnerembryoherz Gber drei Monate kultivierte; es behielt dabei seine Funktion und schlug weiterhin
rhythmisch. [1]

Zum ersten Mal wurde gezeigt, dal? Gewebekulturen Uber lange Zeit in-vitro geziichtet werden kénnen.
In-vitro Kultivierungen versuchen, ein moglichst realistisches Abbild der Situation im lebenden Organismus
zu erhalten bzw. durch Manipulation von Einflissen zu neuen Erkenntnissen zu gelangen.

Krebsforschung ist ohne Zellkulturen undenkbar, praktisch alle Erkenntnisse liber Karzinogenese,
Metastasierung, Angiogenese etc. sind an Zellkulturen gewonnen worden. Schlief3lich finden Zellkulturen
auch bei der Entwicklung neuer Therapieformen breite Anwendung.

1.1 Zwei- oder dreidimensionale Zellkultur

Lange Zeit wurden onkologische in-vitro Experimente ausschlief3lich mit Monolayerkulturen durchgefihrt,
weil diese relativ leicht zu kultivieren und zu handhaben sind. In Monolayerkulturen werden Zellen auf ein
basalmembranéhnliches Gel aufgebracht und wachsen wie ein einschichtiges Epithel.

Tumoren wachsen dagegen nie zweidimensional, sondern breiten sich stets von der mutierten
Ausgangszelle dreidimensional aus. Zahlreiche Experimente zeigten, daR Monolayer fir viele

Fragestellungen eine zu stark vereinfachende Kultivierungsmethode sind.[2, 3, 4] Fiir R. Hoffman ist die
Frage der dreidimensionalen Zellkultur so entscheidend, dal3 er den Titel fir ein Review dem beriihmten

Hamletzitat entlehnte. [5]
In dreidimensionalen Zellkulturen lassen sich Phanomene beobachten, welche auch charakteristisch fiir
Gewebe sind. So ist beispielsweise die Glukosekonzentration in speziellen dreidimensionalen Kulturen vom

Kulturdurchmesser abhéngig [6] .Die Sauerstoffaufnahme von Zellen in dreidimensionalen Zellkulturen
korreliert mit der Proliferationsaktivitat [7].
Dariiber hinaus zeigen Zellen in dreidimensionalen Kulturen eine unterschiedliche Genexpression [8, 9]

Auch Apoptose [10, 11] und Resistenzen gegeniiber Chemotherapeutika und Bestrahlung [12, 13]
werden wesentlich Uber dreidimensionale Zellkontakte gesteuert.

2 Primarzellaggregate

Werden dissoziierte Zellen und Kulturmedium in ein Kulturgefal? gegeben und einer gleichmafigen Rotation
ausgesetzt, verbinden sich diese Zellen zu dreidimensionalen Primaraggregaten. Dieses Phanomen ist seit

langem bekannt [14]. Bei der Aggregation spielen physikalische Faktoren, wie zum Beispiel Scherkréfte und

Fliehkrafte, elektrostatische und von der Waals Kréfte sowie die sterische Kréfte eine wichtige Rolle [15].
AuRerdem ist bekannt, dafd auch die Konzentration von Kulturmedienbestandteilen, hier vor allem
zweiwertige Kationen, die Aggregation beeinflussen.

Physikalische und chemische Faktoren kénnen allerdings nicht die Beobachtung erklaren, dal3 Zellen oft
nach Typ und Polaritat aggregieren, mithin die Aggregation in vitro ein biologischer Vorgang ist. Ahnlich wie
Bindungen zwischen Enzym und Substrat oder Antikdrper und Antigen ist die Aggregation von Zellen
hochspezifisch.

Welche Faktoren die Zellaggregation auf molekularbiologischer Ebene beeinflussen, ist dagegen noch wenig
bekannt.

3 Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit wurden aus Operationsresektaten geziichtete Zellaggregate, gewonnen aus
Schilddriisengewebe, -adenomen und -karzinomen, Ovarialkarzinomen und verschiedenen
Weichgewebesarkomen, immunhistologisch untersucht

Parallel dazu wurden auch die Herkunftsgewebe der Zellaggregate gefarbt.

Einerseits wurde mit Antikbrpern zur Zellidentifizierung das Auftreten von Epithelzellen, Endothelzellen,
Leukozyten und Makrophagen untersucht.

Dariliber hinaus sollten aber auch Adhasionsmolekile, Wachstumsfaktorrezeptoren und eine Protease
untersucht werden, um so auch auf molekularer Ebene einen Vergleich zwischen Zellaggregaten und ihrem
Herkunftsgewebe durchfiihren zu kénnen.

Folgende Fragestellungen sollten werden:



Kdnnen mit einer relativ einfachen Anzuchtmethode Aggregate aus Humangewebe gewonnen
werden?

Welche Zellen bilden das Aggregat? Sind Tumorzellen, Fibroblasten, Leukozyten und andere Zellen
des Herkunftsgewebes Uber/unterreprasentiert?

Entspricht das Auftreten onkologisch wichtige Parameter in Zellaggregaten dem der
Herkunftsgewebe?

4 Adhasionsmolekile
4.1 E-Cadherin

Cadherine sind fur den Erhalt der Gewebsarchitektur verantwortlich und fur die selektive Zellerkennung und -
adhésion im Verlauf der Embryogenese von entscheidender Bedeutung [16].

Sie bilden die Familie der kalziumabhangigen Adhasionsmolekiile, wichtigstes Mitglied ist das epitheliale (E)
Cadherin, weitere Cadherine sind das Plazenta = P-Cadherin,

das neuronale =N-Cadherin und das muskelspezifische =M-Cadherin; ebenfalls gehdren zu dieser Familie
die desmosomalen Proteine Desmoglein und Desmocollin. [17]

Wichtigste Funktion ist die homotypische Adhasion benachbarter Zellen, die durch Cadherine wie die zwei
Hélften eines ReiRverschlusses aneinandergekettet werden. [18]

E-Cadherin ist ein einkettiges transmembrandses Protein, der extrazellulare Anteil dient der Adhasion, die
zytoplasmatische Doméane ist Uiber Catenine entweder mit dem Zytoskelettbestandteil Actin oder mit
Intermediarfilamenten in Desmosomen verbunden. Die Funktion der cadherinvermittelten Zelladh&sion wird
tiber diese Verbindungen beeinflut. [19, 20] In Tumoren geht reduzierte Expression mit gelockertem
Zellverbund und erhéhter Invasivitét einher. [21] Es wurde auch eine Aufhebung der Cadherinfunktion durch
Proteoglykane beschrieben. [22] Fiir viele Tumore ist E-Cadherin deshalb ein wichtiger Prognosefaktor.

[23, 24]
4.2 Integrine

Integrine scheinen die wichtigsten Adhasionsmolekile bei Interaktionen zur Extrazellularmatrix und wichtige
Adhasionsmolekiile bei Zell-Zellverbindungen zu sein.[25] So steuern beispielsweise Integrine die Adhésion
von Leukozyten an Endothelzellen. Integrine vermitteln die Thrombozytenaggregation und die
Interleukinfreisetzung von Monozyten. [26]

Integrine sind Heterodimere mit a- und b-Ketten, wobei eine a-Kette (120-180 kD) nonkovalent mit einer b-
Kette (90-110 kD) verbunden ist. Bis jetzt sind 18 a- und 8 b-Ketten analysiert worden, die 24 bekannte
Heterodimere bilden.
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schematische Darstellung wichtiger Integrinpaare mit den zugehdérigen Liganden nach Aota und Yamada
[27]

(Fn = Fibronectin, zentrale Bindungsregion, Fn-alt = Fibronectin, alternative gesplicte Region, LN = Laminin,
Epi = Epiligrin (Kalligrinin), Fb = Fibrinogen, Coll1 = Kollagen Typ I, Col4 = Kollagen Typ IV, VWF = von
Willebrandt Faktor, Op = Osteopontin, Tsp = Thrombospondin, C3bi = Komplementkomponente C3bi,
Peyers = Peyersche Plaque, FX = Faktor X, Bsp = bone sialoprotein 1)

Die in dieser Arbeit untersuchten Integrinmonomere sind mit einem Kreis markiert.

Die Verbindung der extrazellularen Enden bildet die Ligandenbindungsstelle. Zweiwertige Kationen sind fir
die Ligandenbindung und bei manchen Integrinen auch fiir die Heterodimerenbildung erforderlich. Sie

beeinflussen auch die Affinitat und Spezifitat der Interaktion. [28] Das Vorhandensein von Integrin und
zugehorigem Ligand bewirkt nicht zwangslaufig eine Interaktion; die Affinitat der Beziehung ist variabel.

Die zytoplasmatische Domane ist der Beginn einer weitverzweigten Signalkette, [29, 30] tiber die Integrine

Morphologie, Motilitdt und Adhasionsverhalten der Zelle beeinflussen oder auch die Synthese von Proteinen
oder Enzymen bewirken.

In der Tumorpathologie spielen Integrine beim Tumorwachstum, der Metastasierung, der Tumorangiogenese

und in der Tumorimmunologie eine herausragende Rolle. [31, 32] Oft andert sich das Spektrum der
exprimierten Integrine, so kénnen beispielsweise Neoplasien der Schilddriise nachgewiesen werden. [33]

4.2.1 Die untersuchten Integrine

Fur die Untersuchungen der Integrinexpression in Zellaggregaten wurden die a, ; a4 ; as und die a -v
Integrinmonomere ausgewahlt. Sie besitzen in der onkologischen Forschung besondere Bedeutung, weil
Uber die durch sie gebildeten Integrine Proliferation, Apoptose von Zellen beeinflul3t werden.

asb; (CD 49b) ist ein Kollagenrezeptor.
asb; (CD 49e) ist ein Fibronectinrezeptor.
asb; (CD 49d) bindet ebenfalls an Fibronectin und dariiber hinaus an das vascular cell adhesion

molecule (VCAM). Fir Sarkome ist die Bindung an VCAM als wichtiger Metastasierungsschritt
beschrieben worden. [34]

a-v (CD 51) besitzt in der Verbindung mit b; wesentliche Bedeutung in der Tumorpathologie, dabei

vor allem bei der Angiogenese. [35] Mit diesem Integrin ist die Bindung an eine Vielzahl von
Matrixproteinen und auch an denaturierte Matrix mdglich.

5 Wachstumsfaktorrezeptoren

Wachstumstumsfaktoren spielen eine bedeutende Rolle bei der Kontrolle von Zellwachstum und
Differenzierung, Migration, Stoffwechsel und Transformation der Zelle. [36, 37, 38] Die im folgenden
besprochenen Wachstumsfaktorrezeptoren wirken als Tyrosinkinasen, die sich nach Bindung an einen
Liganden mit einem zweiten Rezeptormolekiil verbinden und schlieRlich autophosphorylieren. Uber eine
Signalkette werden im Zellkern Transkription und Translation aktiviert. Uberexpression von
Wachstumsfaktorrezeptoren ist daher meist ein Marker fir gesteigerte Proliferation und Zellteilung und somit
ein ungunstiges Prognosezeichen einer Tumorerkrankung.

5.1 IGF-I-Rezeptor

Fur optimales Zellwachstum in vivo und in-vitro ist der IGR-I-Rezeptor unentbehrlich; fehlt er, ist das
Wachstum um bis zu 70% verringert. [39]

Laut Baserga ist der IGF-I-R ,quasi obligatorisch” fur eine maligne Zelltransformation und deren
Aufrechterhalten. Diese Aussage begriindet sich dadurch, daf3 untersuchte Maus- Fibroblasten mit genetisch
verandertem IGF-I-Rezeptor auf folgende Onkongene nicht mit einer Zelltransformation reagierten: SV40
large T Antigen [40], aktiviertes ras sowie die Kombination aktiviertes ras und T Antigen [41], das bovine
Papillomavirus E5 protein [42], der humane Papillomavirus [43], aktiviertes c-src, Ewing sarcoma fusion
protein [44] sowie die Wachstumsfaktorrezeptoren EGF-R [45], PDGF-b [46] und der Insulinrezeptor [47].

Weiterhin schiitzt der IGF-I-Rezeptor Tumorzellen vor Apoptose. [48]
Diese Eigenschaften machen den IGF-I-Rezeptor zu einem sehr geeigneten Ansatzpunkt therapeutischer
Strategien.
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5.2 c-erbB Familie

Zur Familie der Typ 1 Wachstumsfaktor-Tyrosinkinasen gehoéren zur Zeit 4 Mitglieder:

der epidermal growth factor receptor (EGFR, c-erbB 1); c-erbB 2 (Her 2/neu), c-erbB 3 und c-erbB 4.
Bemerkenswert ist die Moglichkeit der Bildung von Heterodimeren aus verschiedenen c-erb Molekilen. [49,
50] Dadurch kénnen mehr Liganden an einen Rezeptor binden oder die Signaltransduktionen in der Zelle
verandert werden.

An den EGF-Rezeptor binden TGF-a und EGF, die Liganden fir c-erbB2 werden unter den neu-
differentation factors bzw. Heregulinen zusammengefal3t. Bisher sind 9 Liganden bekannt, die aber z.T. nur
indirekt unter Mitwirkung eines maoglicherweise katalysierend wirkenden Akzessormolekiils binden. [51]

Der EGF-Rezeptor spielt zudem eine wichtige Rolle in der Embryogenese. [52]

Ein ,autocrine loop* ist fir den EGF-Rezeptor beschrieben worden, dieses Molekil kann also nach
Stimulation durch einen Liganden seine Expression steigern. [53] )

Eine Uberexpression von EGF-Rezeptoren korreliert teilweise, eine Uberexpression von c-erbB2 sehr stark
mit einer schlechten Prognose inshesondere bei Mamma- und Ovarialkarzinomen. [54, 55, 56] Gegenuiber
einer chemotherapeutischen Behandlung zeigen sich c-erbB2 positive Tumoren stérker resistent. [57, 58]
c-erbB2 gilt auch als Ziel antikbrpergesteuerter Therapien.

6 Cathepsin D

Cathepsin D zahlt zu der Gruppe der Proteasen. Proteasen ermdglichen Tumorzellen das Ablésen von der
extrazellularen Matrix und durch die Andauung von Basalmembranen und GefaRen Invasion und
Metastasierung. [59] Mindestens 8 Proteasen spielen in diesen ProzeR eine Rolle, die wichtigsten sind
Kollagenasen, Plasminogenaktivatoren und Cathepsine.

Physiologische Bedeutung haben Proteasen bei der Ovulation, der Riickbildung der Mammae nach
Laktation und bei der Freisetzung von Hormonen aus ihren Pro-Formen.

Cathepsine wirken in den Zellysosomen an der Lysis von Matrixbestandteilen mit.

Cathepsin D ist eine aspartatische saure Protease, sie lysiert Laminin, Fibronectin und Proteoglykane an
hydrophoben aromatischen Stellen. [60]

In dichten Zellverbanden tiberwindet Cathepsin D einen putativen Wachstumsstillstand durch intrazelluléare
Auflésung von Wachstumsinhibitoren. [61] Pro-Cathepsin D bindet an den Mannose-6-phosphat-Rezeptor
und wirkt so auch als Wachstumsfaktor. [62]

Hohere Konzentrationen von Cathepsin korrelieren mit héherer Invasivitat und damit schlechterer Prognose
in Mamma-[63] Endometrium- [64] und Schilddriisenkarzinomen. [65]
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Materialien und Methoden
1 Herkunft der Gewebe

Fur die Aggregatherstellung wurden folgende Gewebe aus der Pathologischen Abteilung des Robert-Rossle-
Krankenhauses genutzt:

1. Schildriisengewebe, gewonnen aus tumorfreien Bereichen nach Thyroidektomien,

2. Schilddrisenadenomgewebe, gewonnen aus Praparaten nach Strumaresektion,

3. Schilddrisenkarzinomgewebe, gewonnen aus tumorbefallenen Bereichen nach Thyroidektomien,
4. Ovarialkarzinomgewebe, welches bei Debulkingoperationen entfernt wurde,

5. Weichgewebssarkomgewebe, gewonnen nach chirurgischer Entfernung bzw. Resektion.

Fur die Versuche waren Gewebevolumina von ca. 2cm? erforderlich. Da die Operationsresektate vorrangig
fuir die klinischen Diagnostik genutzt wurden, stand nicht bei allen Versuchen gentigend Material zur
Verfligung. In diesen Féllen wurde auf die Entnahme von Material fur die Referenzgewebeschnitte
verzichtet.

Da zum Zeitpunkt der Aggregatherstellung die endglltige histologische Diagnose noch nicht bekannt war,
erfolgte die Klassifizierung der Zellaggregate und Gewebe erst nach der endgiiltigen histologischen
Untersuchung in der Pathologischen Abteilung.

2 Gewinnung der Zellaggregate

Die Zellaggregate wurden nach der Methode von Peters [66] bzw. Hoover [67] geziichtet, welche im
chirurgisch-onkologischem Labor des MDC weiterentwickelt wurde.

Alle Schritte der Aggregatkultur erfolgten unter sterilen Bedingungen, alle Zelltransfers wurden in einer
sterilen Kammer durchgeftihrt

Bis zur Aufarbeitung lagerten die frischen Gewebeproben bei 4°C in HBSS-L6sung. Alle Gewebe wurden
innerhalb von 24 Stunden nach Entnahme im OP weiterverarbeitet.

Zunachst erfolgte die Zerkleinerung des Gewebes in moglichst kleine Fragmente mit einem Skalpell.
Makroskopisch sichtbare Bindegewebsanteile und Nekrosen wurden entfernt.

Es schlof3 sich die enzymatische Gewebsdissoziation mit Kollagenase/DNAse in HBSS in einer
Trypsinierungsflasche bei 37°C Uiber 60 Minuten an. Die Losung wurde mit einem Magnetrihrer stéandig
aufgewirbelt. Die Gewebedissoziation wurde durch Filtration durch 40mm Gaze und Zentrifugieren (1000
U/min) des Filtrats mit anschlieendem Dekantieren der Enzymlésung abgebrochen.

Zur Reinigung der Zellsuspension wurden die Zellen in HBSS-Ldsung aufgeldst und bei 1000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die Zellen in frischer Losung mit dem Vortex-Schiittler
aufgewirbelt. Diese Reinigung wurde einmal wiederholt.

Mit einer Pipette wurde dann ein Tropfen der Zellsuspension auf einen Objekttrager gegeben und unter dem
Mikroskop der Dissoziationsgrad der Zellen Uberprift.

Anschlie3end wurden die Zellen in Nahrmedium uberfuhrt. Als Nahrmedium wurde Iscoves Medium mit den
Zusatzen fetales Kéalberserum, Streptomycin und Penicillin verwendet.

SchlieBlich wurden die Zellen in verschlossenen, silikonisierten Erlenmeyerkolben unter bei 37°C in
gleichformiger kreisender Bewegung (71 U/Min) 24 Stunden inkubiert.

Zeigte sich nach 24 Stunden eine ungentigende Aggregierung, wurde die Inkubation mit erneuertem
Medium um erneut 24 Stunden bei gleichen Bedingungen verlangert. Keine Kultur wurde langer als 48
Stunden inkubiert.

Bei makroskopisch sichtbaren Aggregaten wurden die Kulturen aus dem Inkubator entnommen und die nach
unten sinkenden Aggregate sorgfaltig abpipettiert

Aus jeder Kultur wurden wurden einige Aggregate auf einen Objekttrager gegeben, mit Trypanblau
Uberschichtet und die Zellvitalitéat untersucht.

Die Mehrzahl der Aggregate wurde, mit Eindeckmedium Uberschichtet, in flissigem Stickstoff eingefroren.
Bis zur immunhistochemischen Farbung lagerten die Zellaggregate bei -80°C.



Ubersicht {iber die verwendeten Materialien

Material

Hersteller

Konzentration

HBSS, Hanks’s gepufferte
Salzlésung

Life Technologies (GibcoBRL)

Collagenase |

Sigma

0,14 % in HBSS!

DNAse

Sigma

0,1% in HBSS!

Iscove’s modifiziertes Dulbecco’s
Medium

Life Technologies (GibcoBRL)

fetales Kalberserum

Life Technologies (GibcoBRL)

10 % in Iscove’s Medium

Penicillin Biochrom 100 U/ml
Streptomycin Biochrom 100ng/ml
Trypanblau Biochrom

Einbettmedium Jung

Cryocut 3000 Leica

Acetone Merck

3 Immunhistochemische Farbung

3.1 Anfertigung der Schnitte

Von den Zellaggregaten wurden 5 mm dicke Gefrierschnitte angefertigt. Ein Schnitt wurde sofort mit
Hematoxylin-Eosin gefarbt und unter dem Mikroskop beurteilt. Zeigte sich ein fir die Immunhistochemie

ausreichend grof3es Aggregat, konnten die direkt hinter dem HE-Schnitt liegenden Schnitte fir die
immunhistochemische Untersuchung verwendet werden.
Diese wurden ca. 12 Stunden luftgetrocknet und anschlieRend 10 Minuten in Azeton fixiert.
Die Objekttrager lagerten, eingewickelt in Aluminiumfolie, bis zur endgiltigen Farbung bei

-80°C.
3.2 Inkubation

Die immunohistochemische Behandlung erfolgte mit der APAAP-Methode nach Cordell et al. [68]
Am Vortag wurden die fir die Imnmunhistochemie vorgesehenen Schnitte in -20°C umgelagert.
Nachdem sich die Schnitte langsam auf Raumtemperatur erwarmt hatten, erfolgte erneut eine zehnminutige

Azetonfixierung. AnschlieRend lagerten die Schnitte in einer Azeton-Tris-Pufferlésung im Verhaltnis 1:2,
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schlieBlich in Trispuffer fur jeweils 10 Minuten. Diese Fixierung erfolgte nicht bei den Antikorpern gegen IGF-

I-R, EGF-R, a2; a4, a5.

Alle Antikorper wurden mit RPMI-Ansatz verdiinnt, die Sekundarantikbrperverdiinnung enthielt zusatzlich

Humanserum zur Blockade jeglicher Kreuzreaktionen mit menschlichem Immunglobulin. Die Inkubation mit

! Enzyme wurden bei 37°C geldst und durch ein 0,2nm Sieb filtriert
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Priméar- und Sekundarantikdrper bzw. mit dem APAAP-Komplex wurde in dem Coverplate®-System im
Sequenza® durchgefiihrt. Die Inkubationszeiten betrugen fiir den Priméarantikorper 1 Stunde, fiir

Sekundarantikoérper und APAAP-Komplex jeweils 30 Minuten.
Danach erfolgte eine jeweils zehnminitige Verstarkungsinkubation mit dem Sekundarantikorper und dem

APAAP-Komplex. Zwischen jedem Inkubationsschritt wurden die Schnitte 6 Minuten mit Tris-Puffer gesplilt.



Ubersicht iiber verwendete Antikorper

14

verwendeter
Primarantikorper Clone Hersteller Konzentration | Positivkontrolle
. n[cTi]-(I)-lnuorL(;rlm\AggSS L JCIT0A Dako 1:100 Plazenta
_monokd. Maus _ T 29/33 Dako 1:100 Tonsille
monoK M PG-M1 Dako 1:100 Tonsille
anti-ITuonr:gﬁl.E'\-A(?;(?herin HECD-1 Takggj.l Iif&uzo 1:1000 Haut
antrit]l?lﬂﬁ]g.nlv(lzagng Gi9 Immunotec 1:50 Haut
a mmﬂg]'g'n'v(':agzg g HP2/1 Immunotec 1:50 Haut
a mmﬂg]'i' n'\éagjge SAM1 Immunotec 1:50 Haut
a nm%”uonf;r?”35351 AMF7 Immonutec 1:50 Haut
N T Ao PR e,
anti-Huﬁg?]OIIE(gl'\:/[iL:ezeptor E 30 BioGenex 120 Haut
gﬂ%’ﬂ%ﬁ;ﬁf_‘ie?ggeg Dako 1:200 Mamma Ca.
p0|kaL|1(r)r?§rl1 'éaart‘:]”ecph;rr]‘ gmi' Dako 1:200 Mamma Ca.
verwendete
Sekundarantikorper
monokIM};ir;irI]égen anti- 7 259 Dako 1:20
monokI. Maulstnti Kaninchen 7737 Dako 1:200
APAAP-Komplex Dako 1:40
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3.3 Zubereitung der Neofuchsinsubstratldsung

Wahrend der letzten APAAP-Inkubation wurde die Neofuchsinsubstratldsung wie folgt angesetzt:
1. 40 mg Levamisole wurde in 25 ml Propandiol-Stammpuffer + 70 ml Entwicklungspuffer gelost
2. 50 mg Naphtol-AS-Bi-Phosphat wurde in 600 m N, N-Dimethylformamid gel6st

3. 20 mg Natriumnitrit wurde in 500 ml Aqua pro injectione geldst, 200 m Neofuchsin
dazugegeben.

Die angegebenen Werte beziehen sich auf 100 ml Lésung.

Nach einer Minute wurde in die Lésung 1) die Losung 2) dann die Lésung 3) gegeben,
der pH-Wert auf 8,8 mit 2N NaOH eingestellt und die Substratlésung filtriert.

3.4 Farbung

Fur die anschlieBende Farbung mit Neofuchsinsubstratldsung wurden die Objekttrager aus dem
Coverplate®-System herausgenommen und in die wenige Minuten zuvor zubereitete Lésung gebracht. Die
30 minutige Inkubation erfolgt auf dem Schittelgerat.

Danach wurden die Objekttrager zweimal in Tris-Puffer gespiilt, fir die Kernfarbung 1 Minute mit Hemalaun
gefarbt, 2 Minuten gewassert, und schlieflich mit Glyzeringelatine eingedeckelt.



Ubersicht {iber verwendete Materialien

Material Bezugsfirma / Herstellung
Tris Base Merck
Tris - Puffer 12,1 g Tris + 17,0 g NaCl ad 2000 ml Aqua dest.
Tris-Séure Merck
Entwicklungspuffer 4,9 g Tris-Base + 1,5 g Tris-HCI + 8,7 g NaCl ad 100 ml Aqua dest.
RPMI 1640 Seromed
Natriumazid Merck
inaktives Rinderserum Seromed
RPMI-Ansatz: 25ml RPMI 1640+ 225 ml Aqua bidest + 25ml inaktives
Rinderserum + 250 mg Natriumazid bei pH 7,4-7,6
Coverplates Shandon
Sequenza Shandon
2-Amino-2-methyl-1,3- Merck
propandiol
Propandiol-Stammpuffer: 21 g 2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol ad 1000 ml Aqua dest.
Levamisole Sigma
Naphtol-AS-BI-Phosphat Sigma
N, N-Dimethylformamid Merck
Neofuchsinldsung Chroma
Natriumnitrit Merck
Hematoxilin Herstellung im eigenem Labor
Kaisers Glyzeringelatine Merck

4 Positiv- und Negativkontrollen

Mit einer Positivkontrolle wurden alle Antikdrper auf ihr Bindungsverhalten getestet. Zeigte sich eine
spezifische Reaktion, konnte die gunstigste Antikbrperverdiinnung mit einer Verdiinnungsreihe, die sich an
der vom Hersteller vorgeschlagenen Konzentration orientierte, ermittelt werden.

Zum AusschluB3 einer unspezifischen Farbreaktion wurden Negativkontrollen mit dem Ausschlufd des
Primarantikdrpers bei sonst identischer Farbeprozedur durchgefthrt.
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5 Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung in allen Aggregat- und allen Primargewebeschnitten erfolgte nach folgendem
Score

keine Zelle positiv -

wenig Zellen fraglich positiv +/-
einige Zellen deutlich positiv +
Halfte der Zellen positiv ++
(fast) alle Zellen positiv +++

6 Statistische Auswertung

Der Vergleich der immunhistochemischen Scores in Zellaggregaten und deren Herkunftsgewebe wurde mit
dem Mann-Whitney Test fir Rangsummen durchgefiihrt. Es wurde der Score fir jeden Antikdrper bei
Zellaggregaten und Primargeweben nach Gewebegruppe (Schilddriisengewebe, -adenom, -karzinom,
Ovarialkarzinom und Weichgewebesarrkome) getrennt verglichen. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als
statistisch signifikant verschieden angesehen.
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Ergebnisse
1 Aggregatanzucht

Alle Zellaggregate wurden zuerst in der HE-Farbung untersucht.

Als Kriterium flr eine erfolgreiche Anzucht von Zellaggregaten wurde die voraussichtliche
Beurteilungsmdglichkeit immunhistochemischer Farbungen gewahlt. Die Anzucht galt als erfolgreich, wenn
die Zellaggregate grof3 genug fir eine immunhistologische Auswertung waren.

Die Anzuchtrate ist folgender Tabelle zu entnehmen.

Art des Gewebes Anzahl der Ansatze Ansatze mit immunhistologisch Prozent
verwertbaren Zellaggregaten
Schilddriisengewebe 20 18 90
Schilddriisenadenom 19 19 100
Schilddriisenkarzinom 5 5 100
Ovarialkarzinom 6 6 100
Weichgewebssarkom 16 16 100

Bei der Auswertung der HE-Farbung wurden folgende Beobachtungen gemacht:

Gewebetypische Merkmale insbesondere Schilddrisenfollikel, Gefal3formationen oder
Bindegewebsstrukturen konnten in Zellaggregaten nicht nachgewiesen werden.

Schilddriisengewebe und Schilddriisenadenomzellen aggregierten zu gréReren homogeneren
Zellaggregaten, maligne Zellen bildeten eher mehrere kleine Aggregate.

Risse und Spaltbildungen wurden als Artefakte btrachtet, die wahrend des Einfrierens oder beim
Anfertigen der Gefrierschnitte entstanden waren.

2 Vergleich der Zellzusammensetzung in Zellaggregaten und Priméargewebe

Das Ziel dieser Arbeit war der immunhistologische Vergleich von organotypischen Zellaggregaten und deren
Herkunftsgewebe. Zur Bestimmung von Epithelzellen, Endothelzellen, Leukozyten und Makrophagen
wurden entsprechende markierende Antikorper eingesetzt. Alle weiteren Molekile wurden mit ihren
entsprechende monoklonalen, bei c-erbB2 und Cathepsin D polyklonalen, Antikdrpern detektiert.

Fur die Aggregatherstellung eine Gewebemenge von ca. 2cm® benétigt. Diese stand insbesondere nach
Schilddriisenresektionen nicht immer zur Verfligung.

Deshalb war der Vergleich nicht in allen Proben méglich.



2.1 Epithelzellen

Der Anteil von Epithelzellen lag in Zellaggregaten und deren Priméargeweben bei tiber 90%. Dies gilt fur

Proben epithelialer Herkunft. Zellaggregate und Primargewebe mesenchymaler Herkunft waren

erwartungsgemar negativ. Der statistische Vergleich der histochemischen Farbereaktion ergab keinen

signifikanten Unterschied.

Anzahl
HEA 125 p-Wert
gesamt - +/- + ++ +++
Aggregat 14 14
Schilddriiseng
ewebe . 0,5673
Primér- 9 9
gewebe
) Aggregat 18 1 2 15
Schilddriisena
0.4876
denom Primér-
7 1 1 5
gewebe
Aggregat 9 1 1 7
Schilddriisenk
. 0.4844
arzinom Primar- ) A
gewebe
) ) Aggregat 6 1 1 4
Ovarialkarzin 0.8774
om Primar- 3 1 )
gewebe
Aggregat 14 13 1
Sarkom 0.5501
Primar-
gewebe 5 5
Expression
+++ — — — — —
Epithelzellen
++ —
+ —_—
+- — . Spheroid
D Gewebe
Schilddriisen | Schilddriisen Schilddriisen Ovarial Sarkom
gewebe adenom karzinom karzinom
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2.2 Leukozyten

In Schildrisennormalgewebe und Schilddriisenadenomen konnten im Primargewebe keine oder nur wenige
Leukozyten gefunden werden. In Zellaggregaten war das Auftreten nicht signifikant verschieden.

In Aggregaten von Schilddrisenkarzinomzellen konnten mehr Leukozyten nachgewiesen werden, allerdings
laRt die geringe Anzahl der untersuchten Primargewebe keinen abschlieRenden Vergleich zu.

Bei den zwei Vergleichsmdglichkeiten wurden entsprechende Expressionen gefunden.

Die Analyse der Ovarialkarzinome und der Sarkome lieferte ebenfalls eine &hnliche Expression von
Leukozyten in Zellaggregaten und deren Herkunftsgewebe.

Anzahl
CD 45 p-Wert
gesamt - +- + ++ Tt
_ Aggregat 17 12 3 2
Schilddriiseng 0.775
ewebe Primar- |
11 7 3 1
gewebe
Aggregat 17 13 1 3
Schilddriisena
0,7697
denom Primér-
7 5 1 1
gewebe
_ Aggregat 8 5 1 1 1
Schilddriisenk
. 0.0924
arzinom Primar-
2 1 1
gewebe
_ | Aggregat 7 1 1 3 2
Ovarialkarzin 0,9049
om Primér- 3 1 1 1
gewebe
Aggregat 14 6 3 2
Sarkom 0,6401
Primar-
gewebe 4 2 2




+++

++

+/-

Expression

Schilddriisen
gewebe

Schilddrusen
adenom

Schilddrusen
karzinom

Ovarial
karzinom

Sarkom
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CD 45

- Spheroid
D Gewebe
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2.3 Makrophagen

In nichtmalignen Schilddrisenprimargeweben wurden keine oder wenige Makrophagen gefunden, in den
daraus gewonnenen Zellaggregaten fanden sich entsprechende Verteilungen.

Die Primargewebe aus Ovarialkarzinomen zeigten relativ viele markierte Makrophagen, die in den daraus
gezlchteten Zellaggregaten zweimal fraglich und in einem Fall nicht mehr nachgewiesen werden konnten.
Der hier vermutete Trend, daf? Makrophagen in Zellaggregaten nicht mehr vertreten sind, tritt in Aggregaten
von Schilddriisenzellen und bei Sarkomen nicht auf. Daneben ist bei den drei méglichen Vergleichen eine
gewisse Kongruenz - die aus makrophagenreichen Primargewebe gezlichteten Zellaggregate stellen die
zwei fraglich positiven Vertreter - zu verzeichnen.

Anzahl
CD 68 p-Wert
gesamt - +- + ++ Tt
_ Aggregat 15 9 4 1 1
Schilddriiseng
0,6022
ewebe Primar-
11 7 3 1
gewebe
Aggregat 17 16 1
Schilddriisena 99reg
denom ima o5z
Primar- 7 7
gewebe
_ Aggregat 8 3 2 1 2
Schilddriisenk
. 0,1606
arzinom Primar- ) )
gewebe
_ | Aggregat 7 5 2
Ovarialkarzin 0,9094
om Primér-
gewebe
Aggregat 9 4 3 1 1
Sarkom 0,1495
Primar-
gewebe 4 1 ! ! !




+++

++

+/-

Expression

Schilddrisen
gewebe

Schilddrisen
adenom

Schilddriisen
karzinom

Ovarial
karzinom

Sarkom

23

CD 68

- Spheroid
D Gewebe
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2.4 Endothelzellen

Endothelzellen wurden in nichtmalignen Schilddriisenprimargeweben nicht detektiert. In malignen Geweben
wurden mehr Endothelzellen gefunden.

In allen Zellaggregaten zeigte sich eine starkere Farbung, die sich bei den Schilddrisengeweben und
Schilddriisenadenomen statistisch signifikant unterschied.

Die Gefal3struktur war in den Zellaggregaten nicht mehr auffindbar, es fanden sich aber oft Nester mit
mehreren positiven Zellen.

Anzahl
CDh 31 p-Wert
gesamt - +/- + ++ +++
) Aggregat 17 5 5 2 5
Schilddriiseng
0,0005
ewebe Primar-
11 11
gewebe
) Aggregat 16 3 5 5 1 2
Schilddriisena
denom i 0,0013
Primér- 7 7
gewebe
) Aggregat 8 4 1 1 1 1
Schilddriisenk 01549
arzinom Primar- L L ’
gewebe
) ) Aggregat 7 3 2 2 1
Ovarialkarzin 0112
om Primar- 3 3 ,
gewebe
Aggregat 14 5 2 3 2 2
Sarkom 0,5641
Primar-
gewebe 4 1 1 2
Expression
+++ — -
Ch31
++ —
+ —
+/- —
- Spheroid
) I D Gewebe
Schilddriisen Schilddriisen Schilddriisen Ovarial Sarkom
gewebe adenom karzinom karzinom




2.5 E-Cadherin

Alle nichtmalignen Schilddriisenpriméargewebe zeigten eine starke E-Cadherinexpression, die sich auch in
den meisten Zellaggregaten wiederfand. Die E-Cadherinfarbung war in malignen Geweben etwas
schwécher, auch in den daraus kultivierten Zellaggregaten. Der statistische Vergleich ergab keinen
Unterschied der Expression.

Sarkome sind definitionsgemaf mesenchymaler Herkunft. In der Untersuchung mit dem Epithelzellmarker
HEA 125 konnte keine Epithelzellen nachgewiesen werden. Daher wurde auf die Farbung der Sarkome mit
dem E-Cadherinantikérper verzichtet.

. Anzahl
E-Cadherin p-Wert
gesamt - +/- ++ +4++
) Aggregat 17 1 1 3 11
Schilddriiseng
ewebe - 0,465
Primér- 9 9
gewebe
) Aggregat 16 1 5 8
Schilddriisena
0,5297
denom Primar-
7 3 4
gewebe
Aggregat 6 1 4
Schilddriisenk 05297
arzinom Primar- L L ’
gewebe
) ) Aggregat 7 1 1 1
Ovarialkarzin 03682
om Primar- 3 )
gewebe
Expression
+++ - -
E-Cadherin
++ — ™ -
+ —
- . Spheroid
D Gewebe
Schilddriisen Schilddriisen Schilddriisen Ovarial
gewebe adenom karzinom karzinom
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2.6 ar-Integrin

Die nichtmalignen Schilddrisenprimargewebe waren ausnahmslos negativ bei der Farbung mit dem anti-a,
Antikorper, wahrend in vielen Zellaggregaten eine starke bis sehr starke Farbung beobachtet werden konnte.
Der niedrige p-Wert beweist einen signifikanten Unterschied.

In allen malignen Primargeweben konnte a, nachgewiesen werden. Daher ergab die ebenfalls starke
Expression in Zellaggregaten keinen statistisch signifikantem Unterschied beim Vergleich der Expression.

Anzahl
VLA 2 p-Wert
gesamt - +/- + ++ +++
) Aggregat 18 3 1 2 8 4
Schilddriiseng
0,0001
ewebe Primér-
11 11
gewebe
Aggregat 16 2 1 2 7 4
Schilddriisena
denom s 00012
Primar- 6 6
gewebe
Aggregat 8 2 6
Schilddriisenk 99reg
. 0,4533
arzinom Primar- 5 2
gewebe
_ | Aggregat 7 1 4 2
Ovarialkarzin 0,6256
om Primar- 3 1 2
gewebe
Aggregat 14 1 5 4 4
Sarkom 0,0666
Primar-
gewebe 5 2 2 !
Expression
+++ — e -
VLA 2
++

+- . Spheroid
D Gewebe

Schilddriisen Schilddriisen Schilddriisen Ovarial Sarkom
gewebe adenom karzinom karzinom




2.7

a4 -Integrin

Die nichtmalignen Schilddriisengewebe zeigten keine bzw. nur eine fragliche Expression der a,
Integrinkette. Ebenso exprimierten die daraus gezlichteten Zellaggregate kein bzw. nur fraglich a4 Integrin.
Die malignen Primargewebe zeigten dagegen eine positive, zum Teil stark positive Farbereaktion, die auch
in den Zellaggregaten nachgewiesen wurde.
Alle statistischen Vergleiche zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Expression des a4 Integrins.
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Anzahl
VLA 4 p-Wert
gesamt - +/- + ++ +++
) Aggregat 18 13 3 1
Schilddriiseng
0,6313
ewebe Primar-
11 9 1 1
gewebe
Aggregat 18 13 5
Schilddriisena
0,6441
denom Primér-
6 4 1 1
gewebe
Aggregat 9 1 3 2
Schilddriisenk 0715
arzinom Primar- L L ’
gewebe
) ) Aggregat 6 2 2 1
Ovarialkarzin 05946
om Primar- 3 1 1
gewebe
Aggregat 15 2 4 3
Sarkom 0,4658
Primar-
gewebe 4 1 2
Expression
AR VLA 4
++ - -
+ —
+/- ]
- Spheroid
D Gewebe
Schilddrisen Schilddriisen Schilddriisen Ovarial Sarkom
gewebe adenom karzinom karzinom
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2.8 as-Integrin

Die Analyse der Farbung mit dem Antikorper gegen das as-Integrin ergab ein ahnliches Ergebnis wie bei der
a,-Integrinfarbung. Die aus nichtmalignen Geweben geziichteten Zellaggregate waren positiv, wahrend in
den Primargeweben kein as- Integrin nachgewiesen werden konnte. Der statische Vergleich zeigte einen
signifikanten Unterschied.

In allen malignen Primargeweben konnte as-Integrin nachgewiesen werden, daher fihrte die ebenfalls starke
Expression in den Zellaggregaten zu keinem statistisch signifikantem Unterschied.

Anzahl
VLA 5 p-Wert
gesamt - +- + + e
) Aggregat 17 1 1 4 9 2
Schilddriiseng
0,0004
ewebe Primér-
10 7 2 1
gewebe
Aggregat 18 2 2 2 9 2
Schilddriisena
0,0023
denom Primér-
6 4 2
gewebe
Aggregat 8 2 5 1
Schilddriisenk 99reg
. 0,4551
arzinom Primar-
2 1 1
gewebe
) ) Aggregat 7 1 6
Ovarialkarzin 0,5127
om Primér- 3 3
gewebe
Aggregat 14 1 4 9
Sarkom
Primar-
gewebe 5 2 3




+++

++

+/-

Expression

Schilddriisen
gewebe

Schilddriisen
adenom

Schilddriisen
karzinom

Ovarial
karzinom

Sarkom
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VLAS

- Spheroid
D Gewebe
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2.9 a,-Integrin

Auch bei der Farbung mit dem a,-Integrin wurde ein signifikanter Unterschied bei den nichtmalignen
Geweben festgestellt. Die Primédrgewebe zeigten eine negative oder nur schwache Expression, die
Zellaggregate dagegen eine starke bis sehr starke Expression des a,-Integrins.

Im Gegensatz zu den a,- und as Integrinketten zeigten die malignen Primargewebe ebenfalls eine nur eine
schwache Expression des a,-Integrins. Die daraus kultivierten Zellaggregate waren deutlich starker positiv,
wenn auch der statistische Vergleich keinen signifikanten Unterschied zeigte.

Anzahl
o-V p-Wert
gesamt - +- + ++ Tt
) Aggregat 16 1 1 3 4 7
Schilddriiseng
0,0001
ewebe Primér-
11 8 1 2
gewebe
Aggregat 15 2 3 6 1
Schilddriisena
0,0138
denom Primér-
11 8 1 2
gewebe
_ Aggregat 15 2 3 6 4
Schilddriisenk 0,8627
arzinom Primar- |
7 6 1
gewebe
_ | Aggregat 7 1 1 4 1
Ovarialkarzin 0,0616
om Primér- 5 5
gewebe
Aggregat 16 4 3 5 3 1
Sarkom 0,1051
Primar-
gewebe 4 3 !




+++

++

+/-

Expression

Schilddriisen
gewebe

Schilddriisen
adenom

Schilddriisen
karzinom

Ovarial
karzinom

Sarkom
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a-v Integrin

- Spheroid
D Gewebe



32

2.10 |IGF-I-Rezeptor

Fast durchweg stark positive Farbeergebnisse in allen Primargeweben und Zellaggregaten lieferte der anti-
IGF-1-Rezeptor Antikorper. In keiner Gruppe konnte ein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt
werden.

Anzahl
IGF-I-R p-Wert
gesamt - +- + ++ Tt
) Aggregat 18 1 2 1 14
Schilddriiseng
0,8745
ewebe Primar-
10 3 7
gewebe
) Aggregat 16 1 1 1 13
Schilddriisena 0,233
denom Primér- 7 7 |
gewebe
Aggregat 8 1 1 6
Schilddriisenk 9oreg 0,4197
arzinom Primar- |
2 1 1
gewebe
_ | Aggregat 7 1 6
Ovarialkarzin 0,5127
om Primér- 3 3
gewebe
Aggregat 13 2 2 1 8
Sarkom 0,1388
Primar-
gewebe 5 1 2 ! !
Expression
+++— e ™ ]
IGF-I-R
++ — -

+/-— - Spheroid
D Gewebe

Schilddriisen Schilddriisen Schilddriisen Ovarial Sarkom
gewebe adenom karzinom karzinom
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2.11 EGF-Rezeptor

Die nichtmalignen Primargewebe und die daraus geziichteten Zellaggregate zeigten eine nur schwache
Farbereaktion mit dem anti-EGF-Rezeptor Antikdrper.

Die Farbungen mit Karzinomen lieferten starker positive Ergebnisse, die auch in den Zellaggregaten
festgestellt wurden. Die Sarkomprimargewebe und Sarkomzellaggregate zeigten dagegen nur eine
schwache Expression des EGF-Rezeptors.

In keiner Gruppe wurde ein signifikanter Unterschied der Expression festgestellt.

Anzahl
EGF-R p-Wert
gesamt - +- + ++ Tt
) Aggregat 18 12 4 1 1
Schilddriiseng 0,358
ewebe Primar- ,
11 11
gewebe
Aggregat 18 16 2
Schilddriisena 99reg
0,7476
denom Primér-
7 6 1
gewebe
_ Aggregat 8 1 2 1 3 1
Schilddriisenk
. 0,502
arzinom Primar-
2 1 1
gewebe
_ | Aggregat 7 2 4 1
Ovarialkarzin 0,4733
om Primér- 3 1 1 1
gewebe
Aggregat 13 9 2 2
Sarkom 0,7214
Primar-
gewebe 5 3 1 !




+++

++

+/-

Expresson

Schilddriisen
gewebe

Schilddriisen
adenom

Schilddriisen
karzinom

Ovarial
karzinom

Sarkom
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EGF-R

. Spheroid
D Gewebe
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2.12 c-erbB2

c-erbB2 konnte in nichtmalignen Schilddriisenprimargewebe und den daraus gewonnenen Zellaggregaten
bis auf wenige Ausnehmen nicht nachgewiesen werden. In Schilddriisenkarzinomen war die Expression in
Primargeweben und Zellaggregaten starker. In Ovarialkarzinomen und den Ovarialkarzinomzellaggregaten
wurden starker positive Farbungen festgestellt. Sarkomprimargewebe und deren Zellaggregate zeigten
unterschiedliche Expressionen.

In keiner Gruppe wurde eine signifikanter Expressionsunterschied festgestellt.

Anzahl
c-erbB 2 p-Wert
gesamt - +/- + ++ T+t
_ Aggregat 18 16 2
Schilddriiseng
0,5808
ewebe Primar-
8 6 1 1
gewebe
Aggregat 18 15 2 1
Schilddriisena
0,2565
denom Primér-
7 4 1 2
gewebe
_ Aggregat 8 3 1 1 3
Schilddriisenk
_ 0,1579
arzinom Primér- 5 2
gewebe
) ) Aggregat 7 2 1 1 2 1
Ovarialkarzin 0.415
om Primar- 3 1 1 1 ,
gewebe
Aggregat 13 3 3 3 4
Sarkom 0,052
Primar-
gewebe 5 3 2




+++

++

+/-

Expression

Schilddriisen
gewebe

Schilddriisen
adenom

Schilddriisen
karzinom

Ovarial
karzinom

Sarkom
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c-erbB 2

. Spheroid
D Gewebe



2.13 Cathepsin D

Alle Ovarialkarzinom- und Schilddrisenprimargewebe zeigten eine stark positive Expression. Ebenso die
daraus gewonnenen Zellaggregate.

Sarkompriméargewebe zeigten meist positive Farbungen, auch in den daraus geziichteten Zellaggregaten
fanden sich diese Farbungen wieder.

In allen Gruppen wurde kein signifikanter Expressionsunterschied festgestellt.

37

. Anzahl

Cathepsin D p-Wert

gesamt - +- + ++ Tt

_ Aggregat 16 1 2 7 6
Schilddriiseng
Senitd — 0,4362

Primér- 9 4 5
gewebe

_ Aggregat 16 3 3 10
Schilddriisena
Sehild _ 0,4459

Primér- 6 1 5
gewebe
Aggregat 6 2 4
Schilddriisenk 99reg
. 0,3272
arzinom Primar-
gewebe 2 ?

_ | Aggregat 7 1 3 2 1
Ovarialkarzin 0,0314
om Primér- 3 3

gewebe
Aggregat 14 5 3 6
Sarkom 0,2327
Primar-
gewebe 4 1 2 !




+++

++

+/-

Expression

Schilddrisen

gewebe

Schilddriisen
adenom

Schilddrisen
karzinom

Ovarial
karzinom

Sarkom
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Cathepsin D

- Spheroid
D Gewebe
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Diskussion
1 Zellaggregate

Die Nutzung von Trypsin erméglichte erstmals Moscona [14] die enzymatische Gewebedissoziation. Zu
jener Zeit wurden Embryonalzellen in in-vitro Kulturen verwendet, da diese pluripotenten Zellen am ehesten
die noch sehr unphysiologischen in-vitro Bedingungen tberleben konnten.

Die Reaggregation der dissoziierten Zellen durch Rotieren des Kulturgefal3es ist einerseits abhangig von
physikalischen Faktoren wie Temperatur, Scherkrafte und Fliehkrafte bedingt durch die Rotation des
KulturgeféRes, andererseits spielen auch die Konzentration von divalenten Kationen, insbesondere Kalzium,
und Kohlenhydraten im Kulturmedium eine Rolle. Besondere Bedeutung bei der Aggregierung hat die
Zellart und die Anzahl der Zellen im KulturgefaR. [3]

Mit der in dieser Arbeit verwendeten Anzuchtsmethode war es mdglich, innerhalb von 1-2 Tagen
Zellaggregate aus Tumorfrischgewebe herzustellen. Aus Schilddriisennormalgewebe konnte bei 90 Prozent
aller Ansatze Zellaggregate gewonnen werden, bei allen anderen Gewebearten lag die Erfolgsquote bei 100
Prozent.

Gemessen an dem Kriterium der Beurteilbarkeit immunhistochemischer Farbungen von Gefrierschnitten der
Zellaggregate ist die verwendete Methode gut geeignet, Zellaggregate in kurzer Zeit mit einer relativ
einfachen Methode herzustellen.

1.1 Die Zichtung der Aggregate

In dieser Arbeit wurde das Verfahren nach Peters [66] bzw. Hoover et al [67] angewandt, die in diesen
Arbeiten angewendeten Proteasen und deren Konzentrationen erreichen kurzer Zeit eine optimale Ausbeute
und Vitalitat der dissoziierten Zellen.

Auch eine andere Arbeit kommt zu dhnlichen Empfehlungen beziiglich der Dissoziationsenzyme und deren

Konzentrationen. [70]

Eine 40mm- Gaze filtriert nicht ausschlief3lich Einzelzellen, auch kleine Zellverbande kénnen bei dieser
GrofRe in das Filtrat gelangen. Wegen der Nachteile einer kleineren Porengrol3e - langere Filtrierzeiten,
wahrend der die Zellen direkt der Luft ausgesetzt sind und schnelles Verstopfen der Poren und dadurch
schlechte Ausbeute - wurde diese PorengroRe beibehalten.

Der Zellzustand wurde vor der Inkubation kontrolliert, es fanden sich Gberwiegend Einzellzellen, die gréfiten
Zellverbé&nde bestanden aus 4-5 Zellen.

AuRerdem war das typischen histologischen Erscheinunsbild des Priméargewebes in den Zellaggregaten
nicht mehr vorhanden.

Damit lie3 sich ausschlieRen, daRR die Aggregate aufgrund mangelnder Dissoziation oder durch die
Gravitation wahrend der Zentrifugation entstanden waren.

2 Immunhistochemie

Der immunhistologische Vergleich von Gewebeschnitten und verhaltnismafiig kleinen Zellaggregaten ist mit
Problemen behaftet. Bei der Analyse von Gewebeschnitten wird der Objektrand meist nicht bertcksichtigt,
weil die Antikdrper und Farbesubstratldsung selbst durch unspezifische Bindung Artefakte produzieren
konnen. Das Auftreten dieser Artefakte ist von den Gewebeproben, zum Beispiel deren Fettgehalt, und den
verwendeten Antikdrpern abhangig.

Wegen der geringen ObjektgréRe mufdte die Auswertung der Aggregatfarbungen nach zytologischen
Kriterien erfolgen. Auf3en gelegene Zellen wurden dabei gewertet.

Morphologische Details, wie zum Beispiel nekrotische Zellfelder in Ovarialkarzinompriméargewebeschnitten
konnten beim Vergleich ebenfalls nicht berlicksichtigt werden.

3 Die immunhistochemischen Resultate
3.1 Zellzusammensetzung

Fur die Untersuchung der Zellzusammensetzung der Zellaggregate ist die Imnmunhistochemie als nicht
quantifizierbare Methode nur bedingt geeignet.

Pro Antikorper wurde ein Gewebeschnitt verwendet und die markierten Zellen im Verhaltnis zu den nicht
angefarbten Zellen abgeschéatzt. Dadurch kann nicht verfolgt werden, ob z.B. eine Nichtepithelzelle ein
Leukozyt oder eine Endothelzelle ist.

Andere Verfahren, wie zum Beispiel die Flowcytometrie sind fur die Zelltypisierung eventuell besser
geeignet.
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Dennoch kdnnen grundsatzliche Aussagen getroffen werden.

3.2 Epithelzellen

Der HEA 125 Antikorper lieferte hervorragend auswertbare Farbeergebnisse. In den
Schilddriisenprimargeweben waren samtliche Thyreozyten positiv, Stromazellen durchweg negativ. In den
Zellaggregaten fanden sich zu Uiber 90 % markierte Zellen; die Zellaggregate bestehen somit zu tiber 90 %
aus Epithelzellen. Dies ist insofern beachtlich, da von einer Uberwucherung von Fibroblasten in in-vitro

Kulturen berichtet wurde [71]

Diese Aussage gilt analog auch fir die Ovarialkarzinomzellaggregate.

Sarkomprimargewebe und die daraus gezilichteten Zellaggregate waren erwartungsgemal durchweg
negativ fur diesen Epithelzellmarker.

3.3 Leukozyten

Fur die Detektion von Leukozyten wurde ein Antikdrper gesucht, der moglichst alle Granulozyten und
Lymphozyten mit ihren Klassifikationen erkennt. Der verwendete anti- CD 45 BB Klon erkennt nach
Herstellerangaben alle Klassen von Leukozyten, allerdings sind spezifischerer Antikdrper sicher besser
geeignet, wenn Leukozyten in Zellaggregaten naher untersucht werden sollen. Hier stand das Auftreten von
Leukozyten in Zellaggregaten im Vordergrund und dariber kdnnen erste Aussagen getroffen werden.

In allen Geweben wurden entweder keine oder nur wenige Leukozyten gefunden. In Zellaggregaten war das
Auftreten nicht signifikant verschieden. Leukozyten sind in ungefahrer Proportion in den geziichteten
Zellaggregaten wiederzufinden.

Fur viele Experimente in der Tumorimmunologie wéare eine Verwendung von Leukozyten in in-vitro Kulturen,
die aus dem selben Organismus wie der Tumor stammen, eine vielversprechende Basis. Die HLA-
Antigenitat ware identisch, das immunologische Gedachtnis bliebe erhalten und viele verschiedene
Subtypen von Leukozyten, wie zum Beispiel Helfer-, Killer- und Suppressorzellen kénnten im
Zusammenhang untersucht werden.

Bisher wurden fiir immunologische Experimente an Zellaggregaten meist Zellen aus einer Zellinie und
Leukozyten aus einer weiteren Zellinie verwendet [72, 73] Diese Situation ist nur eingeschréankt auf die in
vivo Situation Ubertragbar. Primarzellaggregate, die Leukoyzten aus dem Primargewebe enthalten, wéaren in
diesem Zusammenhang sicherlich ein geeignetes Objekt flir &hnliche Experimente in der
Tumorimmunologie.

3.4 Makrophagen- Histiozyten

Das Auftreten von Makrophagen unterschied sich nur bei den aus Ovarialkarzinomen geziichteten
Zellaggregaten von den Primargeweben. Es wurde beobachtet, dal3 Aggregate, die aus
makrophagenreichen Primargeweben kultiviert wurden, auch mehr Makrophagen enthielten.

Die drei untersuchten Primargewebe der Ovarialkarzinomgruppe zeigten viele nekrotische Bereiche mit
vielen positiven Makrophagen. Es ist wahrscheinlich, dal® diese nekrotischen Abschnitte bei der
Aggregatherstellung eliminiert wurden; Zellen aus diesen Bereichen aggregierten wahrscheinlich nicht zu
Zellaggregaten. Daher sind eventuell auch die Makrophagen aus diesen Bereichen nicht in den
Zellaggregaten wiederzufinden.

Grundsatzlich finden sich aber auch Makrophagen in organoiden Zellaggregaten ungefahr proportional
wieder. lhr Auftreten kann fir weitergehende Experimente genutzt werden.

Makrophagen wurden speziell untersucht, um mdgliche falsch positive Farbeergebnisse in Farbungen mit
anderen Antikorpern abzuschatzen. Die alkalische Phosphatase in Makrophagen wird nicht immer
vollstandig durch Levamisole geblockt und erméglicht unspezifische Farbreaktionen. Der CD 68 Antikorper
detektiert die Zellmembran mit kraftiger Rotfarbung, eine intrazellulare Farbung ist daher verdachtig auf ein
falsch positives Farbeergebnis.

Intrazellulare Farbungen wurden kaum beobachtet, ein falls positiver Fehler durch
Makrophagenphosphatase mufite bei der Auswertung nicht beriicksichtigt werden.

3.5 Endothelzellen

In Primargeweben wurden sehr wenige Endothelzellen im immunhistochemischen Praparat gesehen und
daher wurden Endothelzellen als negativ oder schwach positiv kategorisiert. Es gibt allerdings keinen
plausiblen Grund, daR die Frischgewebe keine Endothelzellen enthalten haben. Daf3 die Endothelzellen dem
Nachweis entgingen, ist wegen einer eindeutigen Positivkontrolle und der positiven Reaktion in den
Primaraggregaten schwer erklarbar. Endothelzellen wurden in Plazentagewebe eindeutig markiert Ein
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subjektiver Fehler in der Auswertung kann darin liegen, daf? vom Erscheinungsbild der Positivkontrolle
und der Aggregatfarbungen ausgegangen worden ist, und quantitativ weniger positiv markierten
Endothelzellen in Schilddriisengeweben eine zu niedrige Kategorisierung erhielten.

Die quantitativ viel stéarkere Nachweis von CD 31 in den Aggregaten kdnnte durch das
Aggregationsverhalten und die vermehrte Anreicherung von Endothelzellen bedingt sein. Der Antikdrper
gegen CD 31 weist das platelet endothelial cellular adhesion molecule 1 (PECAM-1) nach. Auch eine
vermehrte Expression von CD 31 der Endothelzellen in Primarzellaggregaten konnte den beobachteten
Unterschied der Farbeergebnisse erklaren.

PECAM-1 ist ein Mitglied der Hyperimmunglobulinfamilie und ist auf Endothelzellen, zirkulierenden
Thrombozyten, und weiteren Immunzellen exprimiert [74] und spielt eine Schiusselrolle bei der
Extravasation von Leukozyten. PECAM-1 dient kalziumunabhéngig der homophilen und der heterophilen
Adhasion. Dabei scheint PECAM-1 eine wechselseitige Wirkung mit Integrinen einzugehen: eine starke
homophile PECAM-1 Bindung steigert die Integrinfunktion, andererseits steigert eine starke Integrinbindung
die PECAM-1-Funktion.

Dies kann beispielsweise zur Endothelzellmigration beitragen. [75] Auch in Tumorzellen wurde PECAM-1
nachgewiesen, eine Funktion bei der Adhasion an GefaRendothel wird angenommen. [76]

Nach Dissoziation von Endothelzellen konnte PECAM-1 3 Stunden nach Kultivierungsbeginn nachgewiesen
werden. Die Aggregation wurden durch Cadherine und PECAM- 1 vermittelt. [77]

Sun et al [78] zeigten, daR eine homophile Adhé&sion via PECAM-1 {iber dimere Formen, eine heterophile
Adhéasion dagegen tber monomeres PECAM-1 gebildet wird. Hohe PECAM-1 Expression ist fir eine
homophile Aggregation notwendig. Es wurden oft Cluster von Endothelzellen in den Aggregaten
beobachtet, bei deren Entstehen PECAM-1 eine Rolle gespielt haben kdnnte.

3.6 E-Cadherin

Thyreozyten als typische Epithelzellen exprimieren E-Cadherin vor allem in den Zell-Zell kontaktregionen. In
Schilddriisenkarzinomen zeigt sich eine veranderte und reduzierte E-Cadherinexpression. [79, 80] Die E-
Cadherinfarbung der Priméargewebe bestétigt die Ergebnisse der Literatur. [24, 81] Im Vergleich mit den
Zellaggregaten zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Eine Beteiligung von E-Cadherin bei der
Aggregatformation gilt als sehr wahrscheinlich. Bei den Schilddriisenproben waren tendenziell die Aggregate
aus Schilddriisengewebe und Schilddriisenadenomen grof3er als die SchilddriisenkarzinomAggregate. Dies
konnte ein weiterer Beleg fir die entscheidende Bedeutung von E-Cadherin bei der Aggregation von
dissoziierten Zellen sein.

Auch fur Ovarialkarzinome besteht eine inverse Korrelation zwischen Invasivitat und E-Cadherinexpression,

[82] die mittlere Expression in Primaraggregaten und Primargeweben ist konform mit dieser Einschatzung.

3.7 Integrine
3.7.1 Vorbemerkung

Fur a, und as sind bis heute nur die Bindung mit der b, -Kette gesichert. Deshalb scheint es gerechtfertigt,
die gewonnen Ergebnisse auf a,b; bzw. asb; zu beziehen. Die Verbindung mit anderen b- Ketten wie zum
Beispiel b; wird diskutiert, jedoch scheinen die bis jetzt bekannten Verbindungen die weitaus wichtigeren zu
sein.

Die a, -Kette bildet mit mehreren b-Monomeren Integrine, das a,bs Integrin besitzt dabei herausragende
Bedeutung in der Tumorpathologie. In die Diskussion flieBen deshalb vor allem Erkenntnisse des a,bs -
Integrins ein.

3.7.2 Analyse der veranderten Integrinexpression

Eine Anderung der Invasionseigenschaften von Schilddriisenzellen durch eine veranderte

b, Integrinexpression wurde bereits 1992 beschrieben. [83]. Dahiman et al [84] postulierten, daR in
anaplastischen Karzinomen a,b; starker exprimiert wird. In der bisher umfassendsten Analyse der
Integrinexpression [33] konnten a,, a5 und as Integrinketten, wie auch in dieser Arbeit, in
Schilddriisengeweben nicht nachgewiesen werden.

In Schilddriisenadenomen und -tumoren waren alle drei Integrine exprimiert, Schilddrisenadenome in dieser
Arbeit zeigten diese Integrinexpression nicht bzw. nur teilweise.

In einer weiteren Arbeit von Vitale et al. [85] wurden Anderungen der Integrinexpression bei Anzucht von
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Schilddriisenzellen in Monolayern festgestellt. Es wurde ebenfalls eine Expression der a, Kette gefunden,
gleichzeitig eine Inhibierung der Adhasion an Fibronectin durch RGD-veranderte Proteine. Die Autoren
postulieren, dal3 die Adhasion an Fibronectin durch asb; vermittelt wird, da asb; nicht detektiert werden
konnte. Nach Hynes [25] bindet azb; an einer anderen Stelle des Integrinmolekils, insofern kann die
gefundene Veranderung der Adhasion an RGD Bindungsstellen nicht durch asb; erméglicht werden.
Dagegen bindet asb; Uber RGD an Fibronectin. Eine Expression dieses Integrins erscheint daher moglich
und wuirde die Adhasion der Schilddriisenzellen an Fibronectin besser erklaren.

In Ovarialkarzinomen sind die alpha Ketten 1; 2; 3; 5; 6 und das a,bz Integrin in vier untersuchten Zellinien,
die a, -Kette in zwei von vier Zellinien gefunden worden [86]

In Sarkomen ist die Integrinexpression von der Tumorart abhéngig und deshalb sehr variabel [34, 87]

Ein deutlicher Unterschied zeigt sich bei a,, as und a, zwischen der Integrinexpression in Geweben und den
daraus gewonnenen Zellaggregaten. Fiir Schilddriisenzellen wurde eine de-novo Expression der a, -Integrin
nach Dispersion durch Kollagenase beschrieben [85] Es wurde geschluRfolgert, daR die Integrinexpression
durch Zell-Zell-kontakte beeinflufdt wird.

Eine Steuerung der Integrinexpression durch die extrazellulare Matrix ist bekannt. [88]

Die in dieser Arbeit gefundene de-novo Expression von a,, as und a, -Integrinen kann in ahnlicher Weise als
Reaktion auf die Proteasebehandlung zu interpretiert werden.

Wachstum und Differenzierung werden wesentlich durch Zell-Zell-kontakte und Zell-Matrix-Kontakte
gesteuert . Durch die Proteasebehandlung wurde die Homoéostase der Gewebe aufgehoben bzw. erheblich
gestort. Die Wiedererlangung des Kontaktes an die extrazellulare Matrix mifite daher Ziel dissoziierter
Zellen sein. Mit der Expression von a,b; , asb; und des a, Integrins ist ein Erreichen dieses ,Zieles" mdglich.

Zwei Aspekte sollen hierbei diskutiert werden , erstens die eigentliche Adhasion an die Matrix und die
darauffolgende Neuorganisation, zweitens das mit diesen Integrinen verbundene Wachstumsverhalten von
Zellen.

3.7.3 Adhasion und Neoorganisation der Matrix

Veranderungen und Neoorganisation der extrazellularen Matrix kommen wahrend der
Embryonalentwicklung, bei Wundheilungsvorgangen, Invasion und Metastasierungen vor. Ein wesentlicher
Bestandteil der extrazellularen Matrix ist Kollagen. Mit der Expression von a,b; wird die Adhésion von

Epithelzellen [89], einschlieRlich Schilddriisenzellen und Ovarialkarzinomzellen [90], Sarkomzellen [91]
und Thromboyzten an Kollagen, insbesondere die fibrillaren Kollagentypen |, II, 1ll, V und XI ermdglicht.

a,b, kann die Synthese von Kollagen aktivieren und eine Neuorganisation der Matrix bewirken. [92, 93,
94]

Analog steuert das asb; - Integrin Adh&sionsvorgénge und Neoorganisation der Fibronectinmatrix. [95, 96,
97]

a, -Integrine scheinen keinen EinfluR auf Matrixorganisationen zu haben [98] , tiber diese Integrine kénnen

Zellen aber an eine Vielzahl von weiteren Matrixproteinen, unter anderem Vitronectin, Laminin, von
Willebrandt Faktor, Sialoprotein, Thrombospondin und auch denaturiertem Kollagen, binden.

3.74 Proliferationsvorteil und Apoptoseschutz

Zellen, die ihre Verankerung verloren haben und nicht onkogen transformiert sind, treten in
Apoptosevorgange ein. [10] Dieser Mechanismus wird auch als Anoikis bezeichnet. [99] Die Apoptose ist
integrin-vermittelt, wird méglicherweise (iber die focal adhesion kinase intrazellular gesteuert [100] und kann
durch Bindung an ,passende” Matrix oder Wachstumsfaktoren iiberwunden werden. [101]

Die Wirkung von Integrinen auf die Proliferationsrate ist sehr differenziert und jedes Integrin scheint auf
unterschiedliche Zelltypen unterschiedliche Wirkung zu haben. Santala et al [102] postulierten, daR
transformationsbedingte Anderungen des Integrinmusters fur jeden Zelltyp unterschiedlich und spezifisch
sind. Mit der Expression des a,b; -Integrins erlangen Sarkom- und Melanomzellen einen erhthte
Proliferations- und Invasionsfahigkeit. [L03] Fiir das Mammakarzinom zeigten Zutter et al [104] eine
Abnahme der Proliferation bei Expression des a,b; Integrins.

Gesichert scheint die Funktion des a,b, Integrins bei der Migration von metastasierenden Zellen nachdem
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sie die GefaRbarriere iiberwunden haben. [105]

Das ash;-Integrin fungiert als Wachstumssuppressor [106] und schiitzt Zellen vor Apoptose durch die
Aktivierung des Bcl-2. [107] Interessanterweise wird die Wachstumssupression nach der Bindung an
Fibronectin aufgehoben und in einen Proliferationsvorteil umgewandelt. Fir die Aggregate ware diese Art
von Konservierung besonders nitzlich.

Die Arbeit von Vitale et al. [108] belegt eine Stimulierung der Proliferation von Schilddriisenzellen, wenn
diese an Kollagen oder Fibronectin binden.

Das a, Integrin schiitzt Melanomzellen und Endothelzellen vor Apoptose durch Suppression der p53
Aktivitat, Hemmung der p21WAF1/CIP1 Expression und der Hochregulation von Bcl 2. [109, 110] Daneben
kooperiert das a,bs -Integrin mit cytoplasmatischen Signaltransduktoren fiir Insulin, IGF-I-R. [111] und
PDGF [112] und erhéht so den Wachstumsstimulus auf die Zelle.

Die Angiogenese ist wesentlich von a,b; abhéngig [113] ; Endothelzellen adherieren an provisorische
Membran via a,bz und proliferieren dann bis zur Ausbildung eines funktionellen Lumens. [114]

Da in allen Zellaggregaten unabhangig von Dignitat oder Herkunft aus dem Keimblatt die Integrine asb; ,
asb; und a, gegeniiber dem Herkunftsgewebe stark de novo exprimiert waren, kdnnte dies eine Reaktion auf
die Proteasebehandlung darstellen. Es ist unwahrscheinlich, daf diese Reaktion nur in vitro zu beobachten

ist, da Veranderungen der Homdostase durch Proteasen auch in vivo bei Entziindungen, Verletzungen oder
Metastasierungen vorkommen.

3.8 IGF-I-R

Der IGF-I-Rezeptor tragt durch Expressionssteigerung zum malignen Wachstum bei
Schilddriisenkarzinomen [115] und zum neoplastischen Wachstum bei Schilddriisenadenomen [116] bei.
In Ovarialkarzinomen konnte ebenfalls ein Einflu von IGF via IGF-R auf das Wachstum nachgewiesen
werden. [69]

Auch Sarkome exprimieren den IGF-I-Rezeptor. [117, 118] Ohlsson et al [119] beschrieben eine
Regulation der Expression des IGF Rezeptors durch p53 in einer Osteosarkomzellinie.

Die immunhistologische Analyse der Primargewebe deckt sich mit den Ergebnissen in der Literatur. Die sehr
starke Expression in allen Zellaggregaten konnte ein Hinweis flr eine spezielle Funktion in der in-vitro
Anpassung sein. Fir den IGF-I-Rezeptor wurde eine wichtige Funktion bei der Migration von Zellen auf der
Vitronectinmatrix via a, -Integrin und via a,b; auf Kollagenmatrices beschrieben. [120, 121]

3.9 EGF-R

Holting et al [122] untersuchten den EinfluR von EGF auf Schilddriisentumorzellinien, dabei zeigte sich, daR
EGF Proliferation, Invasion und Tumorigenitat dieser Zellen teilweise drastisch erhdht. Ein Vorkommen des
EGF-Rezeptors in Schilddriisengewebe und -tumoren ist daher anzunehmen.

Die Expression von EGF-R in Schilddriisengeweben und -neoplasien wird in der Literatur kontrovers
beschrieben. In Normalgeweben konnte Lemoine et al [123] mit einem polyklonalen Antikérper und Haugen
et al [124] mit einem monoklonalen Antikdrper immunhistochemisch keine Rezeptoren nachweisen,

wahrend andere [125, 126] mit monoklonalen Antikérpern zum Teil stark EGF-R positive
Schilddriisengewebe fanden.

In Tumoren fanden alle Autoren eine starke Expression, in einer relativ umfangreichen Studie [127, 128]
konnte eine Korrelation von zytoplasmatischer Expression von EGF-R und Tumorrekurrenz und damit der
Prognose gefunden werden. Bei einer membrandse Expression zeigte sich diese Korrelation nicht.

In Ovarialkarzinomen wurde der EGF-Rezeptor von Bauknecht et al [129, 130, 131, 132] und Foekens et
al [133, 134, 135] untersucht.

Die Expression des EGF-Rezeptors in Sarkomen wurde von Gusterson et al., [136] Perosio und Brooks,

[137] und Duda et al [138] untersucht; in allen Arbeiten konnte bei ungefahr der Halfte der Sarkome, vor
allem bei epitheloiden und synovialen Sarkomen, nachgewiesen werden. Eine Korrelation zwischen der
Expression von EGF-R und Grading, Proliferationsrate bzw. Prognose von Sarkomen scheint nicht zu
bestehen.

Die in dieser Arbeit erzielten Farbeergebnisse decken sich wenig mit denen in der Literatur, in
Schilddriisengeweben und -adenomen, selbst bei Schilddriisenkarzinomen konnte der EGF-Rezeptor nicht
oder nur schwach nachgewiesen werden. Der fehlende Nachweis muf3 als Fehler der immunhistologischen
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Technik interpretiert werden, am wahrscheinlichsten verursacht durch den verwendeten Primarantikdrper.
Der Clone E30 lieferte in der Positivkontrolle ein Uberzeugendes Ergebnis und wurde auch in anderen

Arbeiten, z.B. bei van der Laan et al [125] verwendet.

Da in Ovarialkarzinomen starkere Farbungen beobachtet wurden, kénnte eine niedrige Quantitat des
Antigens und/oder zu niedrige Sensitivitat des E 30 clones zu diesen Ergebnissen geflihrt haben. Ein
anderer Antikdrper stand fiir diese Arbeit nicht zur Verfligung.

Die Ursache, des fehlenden Nachweises des EGF-Rezeptors in den meisten Primargeweben muf’ daher
offenbleiben.

3.10 c-erbB2

Die Ergebnisse der APAAP-Farbung mit dem polyklonalen Antikérper gegen das c-erbB Onkoprotein zeigte
fiir die Schilddriisenproben eine relative enge Begrenzung auf neoplastische Gewebe. Damit wéare das c-
erbB2 ein Marker fir neoplastisches Wachstum.

In anderen Untersuchungen von Soares et al [139] konnten in 16 von 25 untersuchten
Schilddriisennormalgeweben c-erbB 2 immunhistologisch detektiert werden.

Haugen et al. [140] fanden dagegen ausschlieRlich in Schilddriisenkarzinomen exprimiertes c-erbB2. Die
Bedeutung von c-erbB 2 bei physiologischen bzw. pathologischen Prozessen in der Schilddriise ist nicht
geklart. Die Bedeutung als prognostischer Faktor bei Schilddriisenkarzinomen ist gering, eine verstarkte
membrandse c-erbB 2 - Expression korreliert mit Entdifferenzierung, aber auch mit weniger
Lymphknotenmetastasenbildung. [128]

Die Expression von c-erbB 2 in Ovarialkarzinomen wird von Zhang et al [141] und Bauknecht et al [142] in
bis zu einem Dirittel aller Karzinome angegeben. Die Expression von c-erbB 2 gilt als wichtiger

Prognosefaktor. [143] Besonders das symptomfreie Intervall scheint von der c-erbB 2 Expression abhéngig
zu sein. [144]

Berns et al [145] dagegen schétzen bei einer Expression des c-erbB 2 in nur 8 % aller Ovarialkarzinome die
prognostische Relevanz als weniger bedeutsam ein.

Die Expression in den untersuchten Ovarialkarzinomprimargeweben ist wie in der Literatur uneinheitlich. Es
konnte aber eine vergleichbare Expression bei Zellaggregaten und deren Primargewebe festgestellt werden.
Uber die Expression von c-erbB 2 in Sarkomen gibt es wiederum nur wenig Angaben in der Literatur. Wie
auch beim EGF-Rezeptor scheint das Vorkommen uneinheitlich und abhéngig von jeweiligen Zelltyp zu sein.
Im direkten Vergleich der Expression in Zellaggregaten und deren Primargeweben wurden mit einer
Ausnahme einheitliche Expressionen gefunden.Der Vergleich der Expression von c-erbB 2 in Zellaggregaten
und deren Primargewebe ergab in keiner Gewebegruppe einen signifikanten Unterschied. Fur die
Untersuchung dieses Onkoproteins in vitro sind Aggregate eine geeignete Zellkulturmethode.

3.11 Cathepsin D

Nach Métayé bzw. Kraimps et al [65, 146] korreliert die Expression von Cathepsin D mit dem der
Tumorgrofe in Schilddrisenkarzinomen und ist statistisch signifikant erhoht im Vergleich zu den
Schilddriisengeweben. Cathepsin D dient einerseits der Proteolyse von Thyreoglobulin [147] , andererseits
spielt es eine Rolle beim invasivem Wachstum des Karzinoms. In den untersuchten Schilddriisenproben
konnte diese Korrelation bestatigt werden. In den Zellaggregaten zeigt sich im Vergleich zu den
Primargeweben kein signifikanter Unterschied.

Cathepsin D gilt als unabhangiger Prognosefaktor fiir Ovarialkarzinome [148] In den
Ovarialkarzinomgeweben und -Zellaggregaten konnte Cathepsin D stark exprimiert nachgewiesen werden.
Fur die Expression von Cathepsin D in Sarkomen konnte keine entsprechenden Literaturangaben gefunden
werden. Die Expression zeigte sich different, wahrscheinlich eine Folge der Zusammenfassung der
Sarkomgruppe. Aber auch bei den Sarkomen zeigte sich eine vergleichbare Expression von Zellaggregaten
und Primargewebe.

4 Primaraggregation

Physikalische und molekularbiologische Faktoren beeinflussen die Primarzellaggregation. [149]Die
physikalischen Kréafte lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Elektrostatische Krafte zwischen meist negativ geladener Zelloberflachen und negativ geladener
Kultursubstratoberflache, wie zum Beispiel Plastik, Glas etc. Diese Krafte sind gering und spielen daher eine

untergeordnete Rolle. [150]
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Van der Waals — Krafte entstehen durch transiente Anderungen elektrischer Ladung in Zellen,. Dadurch
entstehen Anziehungskréfte, die die initiale Adhasion von Zellen beeinflussen. [151]

Sterische Krafte werden durch die Sekundar und Tertidrstruktur von Membranproteinen und deren
Glykokalix verursacht. Wahrend der Aggregation werden Membranproteine zusammengedréngt, dadurch

entstehen AbstoRungskréfte. [149]

Molekulare Mechanismen, die die Priméraggregation in vitro oder auf vermutlich &hnlicher Weise die
zellulare Organisation eines Tumors steuern, sind bis heute noch wenig bekannt.

Es gilt als sicher, dafl3 Cadherine und Integrine eine wesentliche Rolle spielen. Weiterhin scheinen CD 44,
Mitglieder der Hyperimmunglobulinfamilie wie CEA und das Clusterin eine Aggregatbildung beeinflussen.

In einigen Mammakarzinomzellinien und der Kolonkarzinomzellinie HT29 konnten Marshall und Hart et al
[35, 152] mit einem das a, -Integrin blockierendem Antikérper eine Aggregatbildung erreichen. Mit dem
Zusatz eines anti-E-cadherin Antikdrpers gelang keine Spheriodformation mehr.

In den geziichteten Zellaggregaten wurde durchgehend eine starke bis sehr starke E-Cadherinexpressin
gefunden. Die Bedeutung des E-Cadherins bei der Aggregation von Epithelzellen wird durch diese Arbeit
bestatigt. Sarkomzellen verhielten sich ahnlich bei der Aggregation wie Epithelzellen, deshalb kdnnte ein E-
Cadherinaquivalent die Aggregatformation steuern.

Die Tatsache, daR in den gezilichteten Zellaggregaten das a, -Integrin stark exprimiert gefunden wurde und
andererseits nur durch Blockierung des a, Integrins eine Aggregatbildung maéglich war, impliziert einen
Widerspruch. Es ist dabei aber der unterschiedliche Zeitpunkt der Untersuchung zu bedenken: Marshall et al
unterbrachen durch die Gabe des a,-Integrinantikdrpers die Adhasion der Zellen an die Monolayermatrix, in
dieser Arbeit wurden die Zellen durch Proteolyse dissoziiert und die de-novo Expression als eine Reaktion
darauf mit dem Ziel der Wiederherstellung einer physiologischen Zell-Matrix-Interaktion interpretiert. Somit
scheint die Unterbrechung einer Adhasion der Zellen an die extrazellulare Matrix die entscheidende
Voraussetzung fir eine Aggregatformation zu sein.

Auch Mitglieder der Hyperimmunglobulinfamilie sind wahrscheinlich an der Aggregatformation beteiligt. Fur

eine Endothel-Endothel-Aggregation sind PECAM-1 Dimere erforderlich. [74] Ob Endothelzellen bei Verlust
der Aggregation mit einer gesteigerten Expression von PECAM-1 reagieren, ist noch nicht bekannt.

Zu einem anderen interessanten Ergebnis gelangten Rak et al [153] Eine Aggregatbildung von
normalerweise einschichtig wachsenden Darmepithelien gelang nur bei durch ras-oncogen transformierten
Zellen. Alle anderen Zellen unterlagen nach 72 Stunden der Apoptose. Die Aggregation von Zellen ist
demzufolge zuallererst abhéngig von der Zellart und deren Wachstumsverhalten.

5 SchluZbemerkungen

Wachstum und Differenzierung von Zellen werden wesentlich von Zell-Zell-Interaktionen und Zell-Matrix-
Interaktionen beeinflufRt

In dieser Arbeit wurden Priméaraggregate aus Frischgewebe verschiedener Dignitat immunhistologisch
bezlglich ihrer Zellzusammensetzung und der Expression von Adhasionsmolekilen,
Wachstumsfaktorrezeptoren und einer Protease untersucht.

Es wurde festgestellt, daR Leukozyten und Makrophagen bei der Uberfiihrung von Gewebe in
Primaraggregate in der in vitro Kultur prasent bleiben und in ungeféhr gleicher Verteilung auftreten. Die in
vivo Situation wird in den Primaraggregaten vergleichbar wiedergegeben

Die Korrelation der Expression von E-Cadherin, VLA-4, des IGF-I-Rezeptors,

des EGF-Rezeptors, c-erbB2 und Cathepsin D unterstreicht die Realitatsnahe der In-vitro Kulturen.
Endothelzellen wurden in manchen Aggregaten haufiger gefunden als in deren Herkunftsgeweben, dies
kann durch anderes Aggregationsverhalten oder vermehrte Expression von PECAM-1 bedingt sein.

Die starke Expression der Integrine a,, as und der a, -Integrinkette unterschied sich zum Teil statistisch
signifikant vom Expressionsmuster in-vivo. Da a,b; und asb; der Adhéasion an die Kollagen-bzw.
Fibnonectinmatrix dienen und eine nachfolgende Neoorganisation ermdglichen und a, die Adhésion an fast
alle anderen Bestandteile der extrazellularen Matrix ermdglicht, scheint die Wiedererlangung einer Zell-
Matrix-Interaktion ein Ziel dissoziierter Zellen zu sein. Die Wiedererlangung von Zell-Matrix-Interaktionen
unterdriickt den Prozel3 der integrinvermittelten Apoptose und stimuliert dariiberhinaus die Proliferation von
Zellen. Die de-novo Expression der Integrine wird deshalb als geregelte Reaktion auf die in-vitro Situation
aufgefalit.
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Anhang

Zur Verdeutlichung der immunhistologischen Ergebnisse sind auf den folgenden Seiten Abdrucke von
Fotografien der geziichteten Zellaggregate beigelegt.

Die Fotografien wurden mit einer Nikon Kamera direkt vom Mikroskop aufgenommen und als Diafilm
entwickelt. AnschlieRend wurden die Fotos mit einem Diascanner digitalisiert. Die digitale
Bildbearbeitung erfolgte mit &uRerster Zurickhaltung, nur offensichtliche Artefakte, wie zum Beispiel
Blaustich und WeiRpunktabweichung, wurden korrigiert.

SclieRlich wurden die Fotografien mit einem handelstiblichen Farbdrucker (Hewlett-Packard 970Cse)
auf Normalpapier ausgedruckt. Die dabei resultierende Bildqualitat lalt keine immunhistologische
Beurteilung zu. Die folgenden Seiten sind ein Versuch, die immunhistochemischen Resultate der
Arbeit dem Leser naherzubringen
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