UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Institut fiir Anatomie und Experimentelle Morphologie
Zentrum fiir experimentelle Medizin

Direktor: Prof. Dr. U. Schumacher

Expression verschiedener Zelladhisionsmolekiile im
Endothel und Mesothel

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Humanmedizin
der Medizinischen Fakultit der Universitit Hamburg

vorgelegt von
Jamila Arianne Meret Kliege
aus Barcelona

Hamburg, 2021



Angenommen von der Medizinischen Fakultit der Universitdit Hamburg am: 23.08.2021
Veroftentlicht mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit der Universitit Hamburg.

Priifungsausschuss, der/die Vorsitzende: ~ Prof. Dr. Hans-Jiirgen Kreienkamp

Priifungsausschuss, zweite/r Gutachter/in:  Prof. Dr. Udo Schumacher

II



Inhaltsverzeichnis

1

EANICITUNG .cuvviiiiinniiiniinnricissnniicsssnricsssssssesssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 2
1.1 Endothel und Mesothel...........eeeiiniiiniiiinsiiissnnncssnnecssneecssnnecssseecssseecssseecssancens 2
1.2 Peritonealkarzinose... ... eeeceeeiseeisineinsneecssnnesssnncsssnecsssnecsssnecssssscsssssssssssssssnsens 4
1.3 MetastasierungSKaSKAAE ......cocevvveericiicnnniicsisnnnicnsssnnrecsssnsncssssssssssssssssessssssssssssnnns 6
14 ZelladhasionSMOIEKULE ......coueeeeineeiiiiiininieinininisineeisinnecssnnecssseecsssnecsssnecsssescsssnscns 9

1.4.1 Superfamilie der Cadherine ...........ccccvveeiiieiiiieeiieeeie e 9

1.4.2  Familie der SeleKtiNe ..........coouiiiiiiiiiiiiiiieie e 10

1.4.3  Superfamilie der INtEGriNe ..........cceeeviieeiiiieiiiecieeeee e 11

1.4.4 Immunglobulin-Superfamili€............ccceeviiiriiieiiiecie e 12

1.4.5 ZelladhdsionsmoleKiil CD44........ccc.ooiiiiiiiiiiee e 13
1.5 HYaluronan.....eiiininniicniinniicnsssniisssssssicsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 14
1.6 Intermediirfilamente.........coeeiiieeinieeinseeinsnecnsnecssnecssseecsssnscsssescsssnscssssesssnee 15

Material und Methoden.........eeeieineiiinniiinsiinnseinnsieissnecssnescssecsssecssssncssssscssssscsses 17
2.1 A7 B 1) 3 T 1 OO 17

2,11 REAZENZICI...ccciiiieiiieciiee ettt etee et e et e e aeeesaaeeesaaeessbeeesseeesssseesnseeessseeenns 17

2 BV AN 1131 e ) y 12 (USSR STRUUSRRRPR 18

2.1.3  Puffer, Losungen und Medien..........cccuvieeiieeiiieeiiiecciee e 18

2.1.4  Gerite und Verbrauchsmaterial ............coooooiiiiiiiiiiiiieeee, 19

2,15 SOTEWATE ..ottt ettt et e 19

2.1.6  Untersuchun@smaterial ...........ccceeoiieriiiieiiiieeciie et 19
2.2 MEtROAEN c....enneeeenneriiinininniniseeicieeissntecsssteessssecsssseessssesssssecsssssssssssssssssssssnsssssase 21

2.2.1 Anfertigung von Paraffinschnitten............ccceeevuieeriiieeiiiiiciiecieeeeeeee e 21

2.2.2 Deparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte ............c.ccccveenneenn. 21

2.2.3  Héamatoxylin-Eosin-FArbung.............cccooeviiiiiiiiiiie e 21

2.2.4  ImmunhiStOChEMIC. .....ccueiiiiiiiiiiiiiiiee e 21

2.2.5 Zellkernfarbung mittels Mayers-Hamalaunlosung .............ccoccveeveiieniieennennns 26

2.2.6  Mikroskopische AUSWEITUNG ........ccceevvuiieriieeiiieecieeeeiee et eeeeeieeeereeesaee e 27

EX@eDMISSC..uueiiciicniiiisisnnricsissnnrecssssnnecsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 28
3.1 E-SeleKtiN....uuueiouiiiiiiniiiiiiiiiniineeineinneisinensnisssesssisssnsssssssessssssssssssssessssssssssns 29
3.2 P-SeleKtin ..ccuueiiuiiiiiiiiiieiiiiiniiniinntinnenstissnnissesssesssessssssssessssssssesssssesssssssssnns 32
33 INLEGIIN P1 ccciroreiiiirerinnrnnenssencssseresssnnssssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssases 34
34 INtEGIIN B3 cccicieiiiireiinnsnrcsssencsssenessanssssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssases 37
3.5 INLEGIIN P4 ococoreiiiierinirnrenssercsssercsssenssssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssases 39
3.6 ZelladhasionsmoleKill L1 .......oonieiniiiniiiiniieissnncssnecssnnncsssnecsssnecssssecssnecsanes 41
3.7 ZelladhésionsmoleKill CD44 .........cuueeiveeeininneissneecssnnecssnnecsssnecsssescssssscssssesssseee 42
3.8 HYaluronan.....eiiininniicniinniicnsssniisssssssicsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 43
3.9 Pan-ZytoKeratin .....ccoceeeeeiisnricssssnniccsssnrecsssssssecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 44
310  Zytokeratin K8.......coeiiieiivniicnissnricssssnnnessssnnicsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 46
301 Zytokeratin K1S.....iiiiiivvniicnissnnicssssnnnecsssnnscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 48
312 VINENENuuueiiiiiiiiineeiinieisneessnecsssnecsssnesssssessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssanes 50
3.13  Ubersicht der verschiedenen FArDUNZEN ..........ccoveuerereereresesessseresesssessasesesssens 54

DISKUSSION coueeeeuneiiiniecieeeisnecisnncssnecsssnecsssnessssnesssssscsssesssssssssssessssssssssssssssssssssasssssssens 55
4.1 E-SeleKtiN...uuueiouiiiiiiniiieiiiiiniineiinninneisinensnisssesssssssesssssssssssssssssessssessssssssssns 55
4.2 P-SeleKtin ..cccuueieuiiiiiiiiiiiiiiiiiiinitintinseisninsesssnssssissesssssssssssssssssssssssssssssssssnns 58



o 0 9 &N W

10
11

4.3 INLEGIIN P1 ccciroreiiiirerinnrnnenssencssseresssnnssssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssases 59

4.4 INtEGIIN B3 cccicieiiiireiinnsnrcsssencsssenessanssssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssases 61
4.5 INLEGTIN P4 occoreiiiinrinnrerensseresssenesssenssssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssases 61
4.6 ZelladhasionsmoleKill L1 .....cccovoeeeiiinisniicnissnnnicsssnsicsssssnsecssssssesssssssssssssssssssans 62
4.7 Zelladhasionsmolekiil CD44 und Hyaluronan ........cceeeeeccceenccsscnnseccssnssscsans 62
4.8 Charakterisierung der Endothel- und Mesothelzellen anhand ausgewahlter
Intermediarfilamente.........ueieceivvniicnissnnicnsssnniicssssnssessssnsncssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 64
ZuSAMMENTASSUNG ..cuuvverierissnrrecsssserecsssssssscsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 67
ADSEIACEc.cccveiriciiinniicsisnnricssssssressssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 68
ADKUrZUNGSVEIZEICHIS .cccovvvrricsisrnniecsssnricssssanrecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 69
LiteraturverZeiChIis .......coceeieciissenicccssnnicsssnnncsssssssessssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssss 70
DAanKSAGUNE ..cccceevvnriicsissnricsssssnrecsssssssessssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 85
LeDenslauf......ccoiiiiiiinniiiiiinniicnissnnicnsssnnnicsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 86
Eidesstattliche ErKIArunG......cccocvveiiciivsnnricssssnniccsssnsecssssssnecssssssssssssssssssssssssssssnnss 87

II



Fragestellung und Zielsetzung

Das Endothel und das Mesothel haben morphologisch, funktionell und embryologisch viele
Gemeinsamkeiten. Embryologisch entwickeln sich beide aus dem Seitenplattenmesoderm.
Das Endothel spielt eine entscheidende Rolle bei der himatogenen Metastasierung, wéhrend
das Mesothel eine entscheidende Rolle bei der peritonealen Metastasierung spielt. Der
essenzielle Schritt bei der Tumormetastasierung ist die Adhdsion der Tumorzellen an das
Endothel bei der hdmatogenen Metastasierung bzw. Mesothel bei der peritonealen
Metastasierung. Im Rahmen der hdmatogenen Metastasierung konnten eine Vielzahl
beteiligter Zelladhdsionsmolekiile und ihre Liganden identifiziert werden. Es konnte auch
gezeigt werden, dass Tumorzellen, die das Peritoneum befallen, teilweise gleiche
Zelladhdsionsmolekiile wie bei der himatogenen Metastasierung nutzen. In dieser Arbeit
soll deshalb die Frage beantwortet werden, welche Zelladhdsionsmolekiile von Endothel-
und Mesothelzellen exprimiert werden und ob Unterschiede hinsichtlich des
Expressionsmusters zwischen den beiden Zelltypen bestehen. Dartliber hinaus soll geklart
werden, ob Unterschiede im Expressionsmuster zwischen normalen, akut-entziindlichen,
chronisch-entziindlichen und neoplastischen Endothel bzw. Mesothel vorliegen. Zudem
werden  Endothel- und  Mesothelzellen  hinsichtlich  ihrer  exprimierenden
Intermedidrfilamente charakterisiert um Marker fiir das Endothel bzw. Mesothel festlegen
zu konnen.  Untersucht wurden E- und P-Selektine, Integrin 1, B3 und p4,
Zelladhdsionsmolekiil L1, Zelladhdsionsmolekiil CD44, Hyaluronan sowie die

Intermedidrfilamente Pan-Zytokeratin, Zytokeratin K8, Zytokeratin K15 und Vimentin.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Endothel und Mesothel

Das Mesoderm, das mittlere Blatt der drei Keimblatter, 1dsst sich weiter in das paraxiale, das
intermediédre und das Seitenplattenmesoderm unterteilen. Aus dem Seitenplattenmesoderm
entstehen Bindegewebe, einige Knochen, glatte Muskulatur, serése Héute, Blutzellen, Blut-
und Lymphgefifle und wenige Organe wie Herz, Milz und Nebennierenrinde (Moore et al.,
2013).

Endothelzellen und hédmatopoetische Zellen scheinen mit dem Hadmangioblasten eine
gemeinsame Vorlduferzelle zu besitzen, die ihren Ursprung in der Splanchnopleura des
Seitenplattenmesoderms hat (Choi et al., 1998). Das Endothel ist Teil des Herz-Kreislauf-
Systems. Endothelzellen kleiden die innerste Schicht aller Blutgefd3e aus und bilden einen
einschichtigen Verband flacher Zellen, die einer Basalmembran aufliegen (Welsch et al.,
2014). Luminal besitzen sie eine hohe Glykokalyx (Alphonsus and Rodseth, 2014). Das
Endothel kann je nach GefaBabschnitt und Organlokalisation kontinuierlich, fenestriert oder
diskontinuierlich aufgebaut sein (Welsch et al., 2014). Durch verschiedene Stimuli wie TNF-
o und IL-1 werden Endothelzellen vom inaktiven in einen aktiven Zustand gebracht. Im
aktivierten Zustand schiitten sie Zytokine und Chemokine aus und verdndern ihre
Ausstattung an Zelladhdsionsmolekiilen (Krishnaswamy et al.,, 1999). Je nach
Aktivierungszustand werden somit verschiedene und sogar gegenteilige Prozesse induziert.
Abgesehen von ihrer Funktion als semipermeable Membran zwischen Blut und Gewebe
wird ihnen eine grundlegende Bedeutung bei den regulatorischen Prozessen der Himostase
und Fibrinolyse zugeschrieben (Pearson, 1999). Endothelzellen konnen durch Ausschiittung
vasoaktiver Substanzen den GefaB3tonus regulieren. Im Rahmen von Entziindungsprozessen
sind sie an der Leukozytenrekrutierung und Immunantwort mafigeblich beteiligt (Springer,
1994). Dariiber hinaus sind sie durch Differenzierung und Proliferation in der Lage
Vaskulogenese und Angiogenese zu betreiben (Yancopoulos et al., 2000).

Die serosen Hohlen, Pleura-, Perikard-, Peritonealhdhle und das Cavum serosum testis, sind
mit einer so genannten Serosa ausgekleidet. Die Serosa besitzt ein parietales Blatt, welches
die dullere Wand auskleidet, und ein viszerales Blatt, welches die Oberfldche der in den
Korperhohlen befindlichen Organe iiberzieht. Sie ist durch das Mesothel und dem
darunterliegenden submesothelialen Bindegewebe aufgebaut (Welsch et al., 2014). Die
Mesothelzellen formen groftenteils einen einschichtigen kontinuierlichen Verband flacher

Zellen, deren luminale Oberfliche mit Mikrovilli besetzt ist. Basal liegen sie einer
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Basalmembran und einer diinnen Bindegewebsschicht auf. An einigen Stellen wie den
Septen der Pleura, an Leber, an Milz, an den Milchflecken (Macula lactea) des Omentum
majus und der peritonealen Seite des Diaphragmas haben die Mesothelzellen jedoch eine
kubische Form (Mutsaers, 2002). Aulerdem konnte in letzteren auch eine Diskontinuitét der
Mesothelzellschicht beobachtet werden - die so genannten lymphatischen Stomata, die unter
anderem fiir die Absorption von Gewebefliissigkeit und die Passage von Zellen des
Immunsystems in die Peritonealhdhle verantwortlich sind (Wang et al., 2010).
Mesothelzellen entwickeln sich aus dem Seitenplattenmesoderm und enthalten deshalb auch
mesenchymale Intermediérfilamente wie Vimentin und Desmin. Bemerkenswert ist jedoch,
dass sie auch Zytokeratine exprimieren, die charakteristisch fiir Epithelzellen sind (LaRocca
and Rheinwald, 1984, Ferrandez-Izquierdo et al., 1994). Im Rahmen der Peritonealdialyse
konnte beobachtet werden, dass Mesothelzellen im Sinne der epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT) in der Lage sind, einen Fibroblasten-dhnlichen Phénotyp einzunehmen,
welcher mit einer Abnahme von Zytokeratinen und E-Cadherin einhergeht (Yanez-Mo et
al., 2003).

Die glatte Oberfliche des Mesothels ist fiir ein reibungsarmes Gleiten der intraperitonealen
Organe verantwortlich. Zu dieser Funktion scheint die mit Hyaluronan aufgebaute breite
perizelluldre Matrix der Mesothelzellen beizutragen (Kramer et al., 2002, Basbug et al.,
1998, Lessan et al., 1999). Die Mesothelzellen spielen eine grofe Rolle bei der
Immunregulation. Durch verschiedene Zelladhdsionsmolekiile wie ICAM-1, VCAM-1 und
PECAM-1 auf ihrer Oberfldche sind sie an der Leukozytenrekrutierung und -migration
beteiligt (Zeillemaker et al., 1996, Cannistra et al., 1994, Bittinger et al., 1996).
Antigenprdsentation und Aktivierung von Immunzellen gehoren ebenfalls zu ihren
Aufgaben (Hausmann et al., 2000). Im Rahmen der peritonealen Wundheilung sezernieren
Mesothelzellen Mediatoren, die die Zellproliferation, Migration und Synthese von
Bestandteilen der Extrazelluldrmatrix anregen (Mutsaers, 2002, Mutsaers et al., 1997). Ein
Gleichgewicht zwischen Gerinnung und Fibrinolyse in den serdsen Hohlen wird durch die
mesotheliale Synthese von Gewebeplasminogenaktivator (tPA) und
Plasminogenaktivatorinhibitoren (PAI) erreicht (Holmdahl, 1997). Des Weiteren sind
Mesothelzellen an der Implantierung von Tumorzellen im Rahmen der Peritonealkarzinose

beteiligt.
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1.2 Peritonealkarzinose

Bei der Peritonealkarzinose handelt es sich um den tumordsen Befall des Peritoneums. Dabei
kann zwischen der primiren Neoplasie, dem malignen peritonealen Mesotheliom, und
sekunddren Tumorabsiedlungen unterschieden werden. Die Inzidenz des malignen
peritonealen Mesotheliom féllt dabei mit 0,2-3 Fillen pro eine Million Einwohner in
Industriestaaten sehr gering aus (Boffetta, 2007), wohingegen metastatische Absiedlungen
maligner Tumorerkrankungen des Gastrointestinaltraktes (vor allem Kolorektal-,
Diinndarm-, Appendix-, Magen- und Pankreaskarzinome) und pelviner Organe (vor allem
Ovarialkarzinome) weitaus hdufiger vorkommen (Ceelen, 2007).

Die Prognose der Patienten mit Peritonealkarzinose ist insgesamt schlecht, variiert aber je
nach Tumorentitit. Beim kolorektalen Karzinom konnte bei 5-15% der Patienten bei
Erstdiagnose eine peritoneale Karzinose festgestellt werden (Jayne et al., 2002, Kecmanovic
et al., 2005). Das mediane Uberleben nach kompletter Zytoreduktion gefolgt von
hyperthermer intraperitonealer Chemotherapie (HIPEC) und systemischer Chemotherapie
lag bei 22,4 Monaten (Verwaal et al., 2003). Eine Peritonealkarzinose zeigte sich auch bei
10-20% der Patienten bei Erstdiagnose eines Magenkarzinoms, wobei das mediane
Uberleben nach Zytoreduktion und HIPEC mit 7,9 Monaten schlechter als beim kolorektalen
Karzinom ausfiel (Roviello et al., 2011, Gill et al., 2011). In einer multizentrischen
prospektiven Studie lag die mittlere Uberlebenszeit bei Patienten mit einer
Peritonealkarzinose nicht-gynékologischer Malignome bei nur sechs Monaten (Sadeghi et
al., 2000). Das Ovarialkarzinom wird aufgrund seines symptomarmen Verlaufs zu 75% in
einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert und ist deshalb am haufigsten mit einer
Peritonealkarzinose vergesellschaftet. Die 5-Jahresiiberlebensrate der Patienten mit einer
fortgeschrittenen Erkrankung liegt trotz optimaler Zytoreduktion und Chemotherapie bei
unter 30% (Giuntoli et al., 2009). 2013 wurden in Deutschland insgesamt iiber 60.000
Neuerkrankungen fiir das kolorektale Karzinom, iiber 15.000 fiir das Magenkarzinom und
iiber 7.000 neue Fille fiir das Ovarialkarzinom registriert (Robert Koch-Institut, 2016).

Da das Vorhandensein einer Peritonealkarzinose die Uberlebenschancen so maBgeblich
verringert, ist es von grofBem Interesse die molekularen Mechanismen, die fiir die
Peritonealkarzinose ursdchlich sind, zu verstehen. Am Anfang der Metastasierung miissen
sich Tumorzellen aus dem primiren Tumorzellverband 16sen und auswandern. Im weiteren
Schritt findet die Adhédsion an das Mesothel statt um danach in die Subserosa einzudringen

und dort eine Tochtermetastase zu bilden (Ceelen and Bracke, 2009).
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Abbildung 1.1.: Entstehung der Peritonealkarzinose nach Ceelen and Bracke (2009). (A) Ablosung der
Tumorzellen aus dem Primirzellverband mit der Entstehung freier Tumorzellen in der peritonealen Hohle. (B)
Adhésion an Mesothel- oder Endothelzellen. (C) Invasion des Stromas durch die Mesothelschicht.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dhnlich wie die Immunzellen, die lymphatischen
Stomata zur Tumordissemination zu nutzen (Kusamura et al., 2010). In den Milchflecken
sammeln sich Immunzellen, Blut- und Lymphgefdf3e und auch lymphatische Stomata sind
dort zu finden. Es konnte oftmals gezeigt werden, dass die Milchflecken an der
Tumorzellimplantation intraperitonealer Karzinome beteiligt sind (Liu et al., 2016). Die
malignen Zellen kénnen per continuitatem, durch Tumorzellverschleppung mit dem Aszites
oder wihrend der Resektion des Primdrtumors das Peritoneum erreichen (Stewart et al.,
2005).

Die Ablésung der Tumorzellen findet wahrscheinlich spontan statt. Dieser Mechanismus
wird bei Malignomen begiinstigt, die die Serosa invadieren. Es konnte gezeigt werden, dass
die Invasion der Serosa mit einer schlechteren Prognose assoziiert war (Baskaranathan et al.,
2004, Stewart et al., 2007). Auf molekularer Ebene sind auch bestimmte interzellulére
Zelladhdsionsmolekiile wie das E-Cadherin an diesem Prozess beteiligt (Kokenyesi et al.,
2003). Dariiber hinaus ist eine spontane Perforation des Kolons oder die unabsichtliche
Tumorzellverschleppung wéhrend der Resektion, prognostisch ungiinstig (McArdle et al.,

2006).
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Den néchsten entscheidenden Schritt stellt die Adhédsion freier Tumorzellen an das Mesothel
und der darunterliegenden Extrazelluldrmatrix dar. Diese wird durch verschiedene
Zelladhidsionsmolekiile vermittelt, die unter anderem auch fiir die Interaktion von
Tumorzellen mit Endothelzellen von Bedeutung sind. Es konnte gezeigt werden, dass
Mesothelzellen die zu der Immunglobulin-Superfamilie gehérenden Proteine VCAM-1,
ICAM-1 und PECAM-1 (Bittinger et al., 1996), das E-Selektin (Klein et al., 1995, Gebauer
et al., 2013) und das Zelladhédsionsmolekiil CD44 (Muller and Yoshida, 1995) exprimieren.
Das auf mehreren Karzinomzelllinien intraperitonealer Malignome befindliche CDA43
(Sialophorin) war in vitro fiir die Adhédsion an Mesothelzellen verantwortlich. Als Ligand
diente das ICAM-1. (Ziprin et al., 2004). Das Transmembranprotein CD44 auf
Ovarialkarzinomzellen und sein Ligand Hyaluronan waren in vitro und in vivo mallgeblich
an der Adhésion beteiligt (Cannistra et al., 1993, Strobel et al., 1997, Casey and Skubitz,
2000). Die E- und P-Selektine scheinen bei der Anheftung an das Peritoneum auch eine
Rolle zu spielen. Die intraperitoneale Injektion einer Pankreaskarzinomzelllinie in E-und P-
Selektin-defiziente Méuse verringerte maligeblich die peritonealen Absiedlungen im
Vergleich zu Wildtypmausen (Gebauer et al., 2013). An Stellen, wo das Mesothel
diskontinuierlich aufgebaut ist, wird die Adhdsion der Tumorzellen an frei liegende
Bestandteile der Extrazellularmatrix grof3tenteils durch Integrinheterodimere vermittelt, die
die B1-Untereinheit besitzen (Takatsuki et al., 2004, Casey and Skubitz, 2000, Kawamura et
al., 2001). Durch die Synthese mehrerer B1-Integrin-Bindungspartner sind peritoneale
Mesothelzellen an der Integrin-vermittelten Adhdsion beteiligt (Lessan et al., 1999). Die
Adhidsion der Tumorzellen an das Mesothel wird durch die Heraufregulierung von
Zelladhdsionsmolekiilen verstdrkt. Als Induktoren konnten mehrere inflammatorische
Mediatoren, beispielsweise IL-1 und TNF-a, identifiziert werden (van Grevenstein et al.,

2006, van Rossen et al., 2001, Ziprin et al., 2003).

1.3 Metastasierungskaskade

Die disseminierte Krebserkrankung stellt trotz jahrzehntelanger Krebsforschung nach wie
vor fiir Forscher und Arzte einer der groBten Herausforderungen dar. Die Prognose des an
einem malignen Tumor erkrankten Patienten hdngt vom metastatischen Potenzial der
Tumorzellen ab, da die disseminierte Krebserkrankung in der Regel die Todesursache
darstellt (Valastyan and Weinberg, 2011). Fiir die Entstehung einer Tumormetastase miissen

Tumorzellen jeden einzelnen Schritt der komplexen Metastasierungskaskade durchlaufen.
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Abbildung 1.2.: Die Tumorzell-Metastasierungskaskade nach Fidler (2003). Zu den Einzelheiten siehe Text.

Zundchst kommt es zur Proliferation der Tumorzellen durch autokrine Stimulation durch
Wachstumsfaktoren.  Wachstumsfaktorrezeptoren auf Tumorzellen sind héaufig
iiberexprimiert, sodass schon geringe Mengen die Tumorzellen zur Proliferation anregen
(Fedi et al., 1997).

Die Tumorzellen sind zum weiteren Wachstum in der Lage, GefaB3bildung (Angiogenese)
zu induzieren, um ihren Sauerstoff- und Nahrstoffbedarf zu decken. Unter hypoxischen
Bedingungen im Kern der Tumormasse kommt es unter anderem zur Stimulierung des
Transkriptionsfaktors HIF-1 (hypoxia inducible factor-1) und somit zur Aktivierung
Angiogenese-Induktoren und einer Reihe weiterer Gene, die zur Anpassung der Zelle an
eine mangelnde Sauerstoffversorgung und zur Verhinderung der Apoptose zustindig sind
(Harris, 2002). Inhibitoren der Angiogenese werden herunterreguliert, sodass die

Endothelzellen zur Proliferation angeregt werden, durch Chemokine an den Ort der
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Tumormasse migrieren und dort ein neues GefaB3system bilden, welches den Tumor versorgt
(Blood and Zetter, 1990).

Im nichsten Schritt miissen invasive Tumorzellen den Zellverband des Primértumors
verlassen und die Basalmembran durchbrechen. Dieser Prozess wird als epithelial-
mesenchymale Transition bezeichnet, wobei es zur Transformation von stark differenzierten
Epithelzellen in Mesenchymzell-dhnliche invasiv wachsende Tumorzellen kommt
(Christofori, 2006). Dabei kommt es zum Verlust der Zellpolaritit und zur Herabregulierung
epithelialer Proteine, wie des E-Cadherins, aber auch der Occludine und Proteine der
Cateninfamilie. Cadherine und Catenine spielen dabei eine gro3e Rolle bei der Regulation
und Aufrechterhaltung von Zellverbidnden iiber Zell-Zell-Kontakte. Zellen, die die
epithelial-mesenchymale Transition durchlaufen haben, sind zur Zellmigration fahig und
induzieren mesenchymale Proteine wie N-Cadherin, Vimentin, Laminin oder verschiedene
Proteinasen (Thiery and Sleeman, 2006). Die Invasion der Tumorzellen beinhaltet auch die
Anheftung der Tumorzellen an die Basalmembran, die durch Integrine und
Zelladhdsionsmolekiile vermittelt wird (Aplin et al., 1998). Nach der Anheftung kommt es
durch extrazelluldre Proteinasen wie die Matrixmetalloproteinasen, die Cysteinproteasen
oder auch Faktoren des Plasminogen-Aktivator-Systems zur proteolytischen Auflosung der
Basalmembran-Bestandteile und des darunterliegenden interstitiellen Stromas, die als
Extrazellulirmatrix zusammengefasst werden (Coussens and Werb, 1996, Chambers and
Matrisian, 1997).

Nachdem die Tumorzellen die ersten grundlegenden Schritte der Invasion bewdéltigt haben,
gelingt es thnen durch den Mechanismus der Intravasation in den Blutkreislauf zu gelangen.
Innerhalb des GefaBBsystems iiberleben nur weniger als ein Prozent der Tumorzellen, da sie
u.a. mechanischen Scherkriaften und der Erkennung durch Immunzellen ausgesetzt sind
(Molloy and van 't Veer, 2008). Tumorzellen scheinen durch einen Komplex mit
Thrombozyten und die Interaktion mit Leukozyten und Endothelzellen einen
Uberlebensvorteil im Blutsystem zu erhalten, da hierdurch die Tumorzellen maskiert werden
und nicht durch Zellen des Immunsystems erkannt werden (Blood and Zetter, 1990).

Bevor die Tumorzellen den Blutkreislauf wieder verlassen konnen, um Fernmetastasen zu
bilden, miissen sie durch verschiedene Zelladhdsionsmolekiile an das Endothel binden.
Dabei liegen dhnliche Mechanismen wie bei der Leukozytenmigration im Rahmen der
Wundheilung und Entziindungsreaktion zugrunde. Die an diesem Prozess beteiligten
Adhisionsmolekiile sind hauptsichlich drei grof3eren Proteinsuperfamilien zuzuordnen: den

Selektinen, den Integrinen und den Proteinen der Immunglobulin-Superfamilie.
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Proinflammatorische Mediatoren werden am Ort der Entziindung freigesetzt, wodurch
verschiedene Signaltransduktionswege aktiviert werden, die die Heraufregulierung der
genannten Adhésionsmolekiile bewirken. Die E- und P-Selektine sind fiir den ersten Kontakt
und das Rollen der Leukozyten entlang der Endothelzellen verantwortlich. Durch das
Zusammenspiel von Chemokin-vermittelten und Selektin-vermittelten Signaliibertragungs-
wegen kommt es zur Expression bzw. Aktivierung von Integrinen auf Leukozyten und
Zelladhdsionsmolekiilen der Immunglobulin-Superfamilie auf Endothelzellen und somit zur
Ausbildung starkerer Bindungen zwischen den beiden Zelltypen (Hynes, 1992, Smith, 2008,
Ley, 2002, Springer, 1994).

Nach der Extravasation kommt es zur Proliferation der Tumorzellen und zur Ausbildung
von Tochtergeschwiilsten. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, in Apoptose zu gehen
oder bis zum Zeitpunkt einer Aktivierung ruhend im Gewebe zu verbleiben (Chambers et
al., 2002).

Bei den einzelnen Metastasierungsschritten stehen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen
im Mittelpunkt, die durch Zelladhdsionsmolekiile vermittelt werden, weshalb im néchsten

Teil auf diese genauer eingegangen wird.

1.4 Zelladhasionsmolekiile

Die meisten Zelladhdsionsmolekiile konnen aufgrund ihrer Sequenz- und Strukturhomologie
in vier Protein-Superfamilien unterteilt werden. Zu diesen gehoren die Cadherine, die
Selektine, die Integrine und die Molekiile der Immunglobulin-Superfamilie (Bogenrieder

and Herlyn, 2003).

1.4.1 Superfamilie der Cadherine

Als Cadherine werden eine grofle Gruppe heterogener Proteine beschrieben, die beim
Menschen mit iiber 80 Mitgliedern vertreten ist. Weiter kann man sie in die klassischen
Cadherine, desmosomalen Cadherine, Protocadherine, 7-Transemembranproteine,
Rezeptor-Tyrosinkinase RET und Cadherin-dhnliche Signalproteine unterteilen (Yagi and
Takeichi, 2000). Sie stellen mit einer Ausnahme Transmembranproteine dar, die durch
mindestens fiinf extrazelluldire Cadherin-Doménen charakterisiert werden. Eine
grundlegende Funktion wird ihnen in der Aufrechterhaltung und Stabilisierung von
Zellverbanden iiber Zell-Zell-Kontakte zugesprochen. Klassischerweise gehen sie Calcium-

abhéngig zumeist homophile Verbindungen mit benachbarten Cadherinen ein. Des Weiteren
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werden liber Cadherinbindung intrazelluldre Signaltransduktionswege aktiviert, die fiir die
Organisation des Zytoskeletts, Zell-Zyklus-Regulierung und Zelldifferenzierung von
Bedeutung sind (Angst et al., 2001, Niessen et al., 2011). AuBBerdem sind sie an Prozessen
der Metastasierung beteiligt. So scheint eine verdnderte Cadherinexpression der
Tumorzellen fiir ihre Fahigkeit zur Migration bedeutsam zu sein (Cavallaro and Christofori,

2004).

1.4.2 Familie der Selektine

Die Selektine gehdren zu den calciumabhingigen (C-Typ) Lektinen. Man kann die Selektine
weiter in L-(leucocyte)-, P-(platelet) und E-(endothelial)-Selektine unterteilen.

Im Gegensatz zum L-Selektin werden die P- und E-Selektine erst auf einen bestimmten Reiz
hin auf der Zelloberfliche der Endothelzellen exprimiert. Das P-Selektin wird in den a-
Granula der Thrombozyten und den Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen
gespeichert (McEver et al., 1989). Durch den Stimulus von Entziindungsmediatoren wie
Thrombin oder Histamin wird es innerhalb von zehn Minuten auf der Zelloberfiche
exprimiert, wobei nach 30 bis 60 Minuten das Protein durch Endozytose wieder von der
Oberfliache verschwindet (Geng et al., 1990, Vestweber and Blanks, 1999).

Das E-Selektin wird durch Zytokine wie TNF-a, IL-1 oder bakterielle Lipopolysaccharide
auf der Zelloberflache von Endothelzellen exprimiert (Bevilacqua et al., 1987, Pober et al.,
1987). Die maximale Proteinexpression wird drei bis vier Stunden nach dem Stimulus
erreicht (Bevilacqua 1989).

Im Gegensatz zu den meisten anderen Zelladhdsionsmolekiilen, die an Proteine binden,
gehen Selektine durch ihre Lektindomédne mit Kohlenhydratstrukturen calciumabhingig
eine Bindung ein. Die Grundform dieser Liganden ist die Tetrasaccaridstruktur sialyl-Lewis™
(sLe” oder ihre Isomerstruktur sialyl-Lewis® (sL*) (Berg et al., 1991). Das PSGL-1 (P-
selectin glycoprotein ligand-1) ist ein wichtiger Ligand auf Leukozyten, an den alle drei
Selektine binden konnen, wobei die Bindungsaffinitit von mehreren posttranslationalen
Modifikationen abhéngig ist (Abadier and Ley, 2017). Ein weiterer Ligand fiir E-Selektin
stellt der ESL-1 (E-selectin ligand-1) dar (Steegmaier et al., 1995). Weiterhin kénnen die E-
und P-Selektine an eine spezifische glykosylierte Isoform des CD44 binden, die aus
humanen hdmatopoetischen Stammzellen isoliert werden konnte und deshalb auch als
HCELL (hematopoietic cell E-/L-selectin ligand) bezeichnet wird (Sackstein, 2004).

Im Rahmen der Leukozytenrekrutierung sind Selektine fiir das ,,Rollen* der Leukozyten

entlang des Endothels zustindig (Bird et al., 1997). Es ist anzunehmen, dass sich
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Tumorzellen diesen Mechanismus wihrend der Extravasation zu Nutze machen. Fiir die
Adhésion der Tumorzellen an das Endothel konnte das E-Selektin identifiziert werden
(Kannagi et al., 2004, Witz, 2006). Dariiber hinaus konnte durch die Blockierung des E-
Selektins die Metastasenbildung eingeschriankt werden (Khatib et al., 2002, Kobayashi et
al., 2000). Eine hohe Expression der Grundstruktur der Selektinliganden, sialyl Lewis™ und
sialyl Lewis®, auf Karzinomzellen konnte mit einer hohen Metastasierungsrate und einer
schlechteren Prognose assoziiert werden (Magnani, 2004, Thurin and Kieber-Emmons,

2002).

1.4.3 Superfamilie der Integrine

Integrine spielen bei der Interaktion und den Informationsaustausch zwischen verschiedenen
Zelltypen und der Extrazelluldrmatrix sowie als Zell-Zell-Adhédsionsmolekiile eine
grundlegende Rolle (Barczyk et al., 2010). Sie bestehen aus einer a- und einer [3-
Untereinheit, die nicht-kovalent miteinander verbunden sind, und stellen somit heterodimere
Transmembranproteine dar. Bekannt sind acht B- und 18 o-Untereinheiten, die zu 24
verschiedene Rezeptoren kombiniert werden konnen, die unterschiedliche Bindungs-
eigenschaften besitzen (van der Flier and Sonnenberg, 2001).
So kommt es durch Ligandenbindung zu einer Vielzahl Integrin-vermittelter intrazelluldrer
Signaltransduktionswege, die einen Einfluss auf Zellproliferation, Zellwanderung,
Verhinderung der Apoptose und Zelldifferenzierung haben. Abgesehen vom beschriebenen
,outside-in“ Signalweg, existiert auch ein ,,inside-out™ Mechanismus, woriiber die Aktivitat
der Integrinfunktion reguliert wird. Integrine konnen im inaktiven Zustand auf der
Zelloberfldche vorhanden sein und erst durch ein Stimulus ihre Bindungsfahigkeit ausbauen
(Hynes, 2002).
Als Integrin-Liganden dienen eine grofe Anzahl an Molekiilen der Extrazelluldrmatrix.
Viele Integrin-Liganden-Paare und auch deren gemeinsame Erkennungssequenzen konnten
iiber die Jahre identifiziert werden (Barczyk et al., 2010). So ist fiir die Bindung an
Fibronektin, Vitronektin, Thrombospondin und Fibrinogen das Tripeptid RGD (Arginin-
Glycin-Asparaginsdure) als gemeinsame Erkennungssequenz von Bedeutung (Humphries et
al., 2006). Als Zell-Zell-Adhasionsmolekiile konnen sie {iber Proteine der Immunglobulin-
Superfamilie mit anderen Zellen interagieren (Hemler, 1999). Das Integrin 1 bildet mit den
a-Untereinheiten 1-11 und aV mehrere Heterodimere. Als Kollagenrezeptoren dienen die
Integrin-Heterodimere al1B1, a2B1, alOB1 und allBl, als Fibronektinrezeptoren die
Integrine a4p1, aSP1, a8B1 und aVB1, als Thrombospondinrezeptoren die Integrine o231,
11
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a3pB1 und a4PB1 und als Lamininrezeptoren fungieren die Integrine alB1, a2B1, a3pl,
a6B1, a7B1l und alOB1. Mit a4 und a9 bildet es einen Rezeptor fir VCAM-1. Die
Integrinuntereinheit 3 findet sich in den Integrin-Heterodimeren aoV33 und allbB3 wieder.
Das allbB3, welches auch als Glykoprotein IIb/Illa bekannt ist, und das aV[33 fungieren
unter anderem als Rezeptoren fiir Fibrinogen, Vitronektin, Fibronektin und von-Willebrand-
Faktor. Das Integrin 4 bildet allein mit der a6-Untereinheit ein Komplex und dient als
Rezeptor fiir Laminin (Humphries et al., 2006).

Eine grundlegende Bedeutung wird ihnen auch im Rahmen der Metastasierungsprozesse
zugeschrieben. So konnten in mehreren Studien mehrere Integrin-Heterodimere identifiziert

werden, deren Expression mit einer schlechteren Prognose assoziiert waren (Desgrosellier

and Cheresh, 2010).

1.4.4 Immunglobulin-Superfamilie

Die Proteine der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) sind an vielen verschiedenen
biologischen Prozessen beteiligt. Vertreter dieser Proteinfamilie lassen sich durch eine oder
mehrere Immunglobulin-Doménen in der extrazelluliren Doméne charakterisieren, die alle
eine dhnliche Faltblattstruktur aufweisen. Diese besteht aus zwei {ibereinanderliegenden [3-
Faltbléttern aus je zwei B-Strangen, die in antiparalleler Richtung angeordnet sind (Williams
and Barclay, 1988). Die meisten Mitglieder sind Membranproteine, die mit gleichen
(homophilen) und/oder mit unterschiedlichen (heterophilen) Molekiiltypen interagieren.
Dabei konnen sie Molekiile auf derselben (cis) oder auf benachbarten (trans) Zellen binden
(Brummendorf and Rathjen, 1996).

Eine ganze Reihe von Mitgliedern der IgSF sind an Prozessen des Immunsystems beteiligt.
Bei der Adhédsion der Leukozyten an das Endothel im Rahmen von Entziindungsprozessen
gehen die Zelladhédsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1, die sich auf dem Endothel
befinden, eine starke Bindung mit den Leukozyten-Integrinen B2 ein (Hemler, 1999).

Fiir die Entwicklung des Nervensystems sind mehrere Mitglieder der IgSF verantwortlich,
dabei ist das neurale Zelladhdsionsmolekiil NCAM (neural cell adhesion molecule) als
Hauptvertreter zu nennen (Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Ein weiteres neurales
Zelladhdsionsmolekiil stellt das LICAM (L1 cell adhesion molecule) dar, welches zum
einen homophile und zum anderen mit weiteren neuralen IgSF-Proteinen oder mit Integrinen
heterophile Verbindungen eingehen kann (Brummendorf et al., 1998). Uber seinen

zytoplasmatischen Teil unterhdlt es Kontakte zu Proteinen des Zytoskeletts (Loers and
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Schachner, 2007, Herron et al., 2009). Das L1CAM ist typischerweise ein Membranprotein,
kann aber auch durch proteolytische Abspaltung als 16sliches Molekiil vorliegen (Beer et al.,
1999). Obwohl es den neuralen Zelladhdsionsmolekiilen zugeschrieben wird, konnte eine
Expression unter anderem auch im Oberfldchenepithel des Ovars (Zecchini et al., 2008), in
den Sammelrohren der Niere (Debiec et al., 1998) und in mehreren Zelltypen des
Immunsystems gezeigt werden (Pancook et al., 1997, Maddaluno et al., 2009). Des Weiteren
konnte die Expression des LICAM in mehreren Tumorentititen unter anderem beim
malignen Melanom, Magenkarzinom, Ovarialkarzinom, Endometriumkarzinom,
Mammakarzinom, Pankreaskarzinom, Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom,
Nierenzellkarzinom und beim kolorektalen Karzinom bestdtigt werden. Dabei war die
Expression des LICAM fast ausschlieBlich mit einer Tumorprogression und
Metastasenbildung und somit mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Thies et al., 2002,
Fogel et al., 2003, Schroder et al., 2009, Ben et al., 2010, Tischler et al., 2011, Doberstein et
al., 2011, Fang et al., 2010, Chen et al., 2013) .

1.4.5 Zelladhisionsmolekiil CD44

Das an der Zelloberfliche lokalisierte Glykoprotein CD44 ist an den Prozessen des
Zellwachstums, der Zelladhdsion, der Leukozytenaktivierung, der Zelldifferenzierung und
der Zellmigration beteiligt (Dimitroff et al., 2001, Lesley et al., 1993, DeGrendele et al.,
1997, Gunthert et al., 1998, Ponta et al., 2003). Fiir diese Funktionen sind verschiedene
Isoformen des CD44 verantwortlich. Durch alternatives Splei3en der pra-mRNA, die aus 20
Exons besteht und von denen die mittleren 10 Exone variabel sind, entstehen so verschiedene
SpleiBvarianten, die mit CD44v kenntlich gemacht werden. Das kleinste und ubiquitér im
gesunden Organismus vertretene Molekiil unter ihnen ist das CD44s (die Standardisoform
des CD44), das nur Exon 1-5 und Exon 16-20 exprimiert (Screaton et al., 1992). Die
aminoterminale extrazellulire Doméne beinhaltet zwei Aminosduresequenzen, die fiir die
Bindung an Hyaluronan, dem Hauptbindungspartner, verantwortlich sind (Sherman et al.,
1994). Dabei scheint die Bindungsaffinitit von verschiedenen Splei3varianten und
zellspezifischen posttranslationalen Modifikationen abhéngig zu sein (Skelton et al., 1998,
Borland et al., 1998).

Die Expression mehrerer Spleivarianten des CD44 konnte auf unterschiedlichen
Tumorentitdten bestitigt werden, wobei die Expression zwischen den verschiedenen
Tumorentitdten stark schwankte (Fox et al., 1994, Kuppner et al., 1992, Kargi et al., 1997).

Weiterhin konnte die Expression des CD44 mit einer schlechteren Prognose assoziiert
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werden, so z.B. beim kolorektalen Karzinom (Wielenga et al., 1993), beim Chondrosarkom
(Heyse et al., 2010), beim Pankreaskarzinom (Seiter et al., 1993) und beim Non-Hodgkin-
Lymphom (Stauder et al., 1995). Im Gegensatz dazu korrelierte die Abwesenheit des CD44
bei manchen Tumorentititen wie beim Neuroblastom und Prostatakarzinom mit einer
schlechteren Prognose (Shtivelman and Bishop, 1991, De Marzo et al., 1998). Es konnte
sogar gezeigt werden, dass eine Uberexpression des CD44 auf Prostatakarzinomzellen deren

metastatisches Potenzial unterdriickte (Gao et al., 1997).

1.5 Hyaluronan

Hyaluronan ist eine wichtige Komponente der Extrazellularmatrix und kommt ubiquitér in
vielen Gewebearten vor. Das unverzweigte, nicht-sulfatierte Glykosamino-glykan ist aus
alternierenden  Disaccarideinheiten B-D-Glucoronsdure und N-Acetyl-Glucosamin-
Monomeren zusammengesetzt (Toole, 1990). Hyaluronan wird anders als andere
Glykosaminoglykane, deren Synthese im rauen endoplasmatischen Retikulum stattfindet, an
der Innenseite der Plasmamembran von drei membranstindigen Hyaluronsynthethasen
(HAS1-3) synthetisiert (Itano and Kimata, 2002). Von dort wird es noch wéhrend der
Synthese aus der Zelle ausgeschleust und entweder an die Zelloberfliche oder in den
Extrazelluldrraum hin befordert (Weigel et al., 1997). Die Metabolisierung des Hyaluronan
erfolgt enzymatisch durch Hyaluronidasen oder nicht-enzymatisch durch freie Radikale
(Stern et al., 2007).

Das Glykosaminoglykan besitzt mehrere Bindungspartner, die als Hyaladherine
zusammengefasst werden (Day and Prestwich, 2002). Uber bestimmte Rezeptoren wie das
Glykoprotein CD44, RHAMM (receptor for hyaluronan mediated motility), LYVE 1
(lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1), HARE (hyaluronan receptor for
endocytosis) und die TLR 2 und 4 (toll like receptors 2 and 4) werden intrazellulére
Signalwege aktiviert (Vigetti et al., 2014).

Hyaluronan hat im menschlichen Organismus viele verschiedene Funktionen. Es geht mit
Proteoglykanen und anderen Komponenten der Extrazellularmatrix Bindungen ein und tragt
so zur Struktur und Zusammenhalt der extrazelluldren und perizelluliren Matrix bei, die
auch Glykokalyx genannt wird (Toole, 2001). Durch seine Struktur ist es in der Lage grof3e
Mengen an Wasser zu binden und so die Zellmigration und Proliferation zu erleichtern
(Moustakas and Heldin, 2014). Dariiber hinaus spielt es eine grofle Rolle bei der

Embryonalentwicklung und Wundheilung und ist auch an pathologischen Prozessen der
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Tumorprogression, Metastasenbildung und Angiogenese beteiligt (Erickson and Stern,
2012).

Hyaluronan konnte im Tumorstroma oder in den Tumorzellen selbst verschiedener
Tumorentititen gefunden werden. Dabei konnte eine vermehrte Hyaluronan-Farbung im
Tumorstroma des Mammakarzinoms, des nicht-kleinzelligen Lungenadenokarzinoms und
des Schilddriisenkarzinoms mit dem verkiirzten Uberleben assoziiert werden (Auvinen et
al., 2000, Pirinen et al., 2001, Bohm et al., 2002). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass Hyaluronan zusétzlich im Parenchym des Mammakarzinoms, des Magenkarzinoms und
des kolorektalen Karzinoms mit einem verkiirzten Uberleben in Verbindung stand (Auvinen

et al., 2000, Ropponen et al., 1998, Setala et al., 1999).

1.6 Intermediarfilamente

Das Zytoskelett besteht 1im  Wesentlichen aus Mikrotubuli, Aktin- und
Intermedidrfilamenten. Intermediérfilamente sind fiir das Stiitzgeriist der Zelle und die
Integritidt im Zellverband verantwortlich (Welsch et al., 2014). Insgesamt werden flnf
Haupttypen unterschieden. Zum Typ I und II gehdren die sauren und die basischen
Zytokeratine, unter Typ III werden Vimentin, Desmin, GFAP (glial fibrillary acidic protein)
und Peripherin zusammengefasst, Typ IV sind die Neurofilamente und Typ V beinhaltet das
im Zellkern befindliche Laminin A-C (Fuchs and Weber, 1994).

Vimentin ist ein weit verbreitetes Intermedidrfilament und charakteristisch fiir Zellen und
Gewebe mesenchymalen Ursprungs wie Fibroblasten, Endothelzellen, Leukozyten und
Mesothelzellen (Welsch et al., 2014). Einige epitheliale Tumore wie das duktale
Mammakarzinom und das Prostatakarzinom zeigten jedoch auch eine Expression des
Vimentins (Domagala et al., 1990, Zhao et al., 2008). Eine Uberexpression konnte sogar in
einigen Tumoren mit einem hoheren Metastasierungspotenzial bzw. einer schlechteren
Prognose assoziiert werden (Wei et al., 2008, Al-Saad et al., 2008). Ein Grund hierfiir konnte
die Beteiligung des Vimentins an der epithelial-mesenchymalen Transition von Tumorzellen
sein (Liu et al., 2015).

Zytokeratine machen unter den Intermedidrfilamenten die grof3te Gruppe aus. Mittlerweile
sind zu den urspriinglich 20 von Moll et al. klassifizierten epithelialen Zytokeratine,
ausgenommen die Haarfollikel spezifischen Keratine, sieben weitere hinzugekommen.
Davon gehoren die Zytokeratine K9 bis K20 den sauren Typ I und die Zytokeratine K1 bis
K8 den neutral-basischen Typ II Zytokeratinen an (Moll et al., 1982, Moll et al., 1990,
Schweizer et al., 2006). Jede Epithelart ist durch ein  spezifisches
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Zytokeratinexpressionsmuster charakterisiert, wobei jede Epithelzelle mindestens ein
Zytokeratinpaar aus Typ [ und II enthélt. Je nach Differenzierungsstadium einer Epithelzelle
kann sich auch das Expressionsmuster dndern (Chu and Weiss, 2002).

Die Zytokeratine K8 und K18 werden hauptsdchlich zusammen exprimiert und stellen die
Hauptzytokeratine einschichtiger Epithelien dar (Franke et al., 1981, Moll et al., 1982,
Owens and Lane, 2003). Spezifisch flir die Basalzellen der Epidermis und anderen
mehrschichtigen Plattenepithelien ist das Zytokeratin K15 (Moll et al., 1993, Lloyd et al.,
1995, Waseem et al., 1999). Gewebe mesenchymalen Ursprungs exprimieren typischerweise
keine Zytokeratine, jedoch konnte als Ausnahme in Endothelzellen das Zytokeratin K1
gefunden werden (Remotti et al., 2001, Mahdi et al., 2001).

Das Expressionsmuster bleibt zumeist bei maligner Transformation der Epithelzellen
bestehen, so dass Zytokeratine zur Diagnostik verschiedener Tumorentititen eingesetzt
werden. Dies ist hauptsidchlich bei undifferenzierten Tumoren und bei Metastasen mit
unbekannten Primédrtumor notwendig. Die Zytokeratine K7, K20, K14 und K5/6 haben bei
der Unterscheidung verschiedener Tumore den héchsten Aussagewert (Oshima, 2007, Chu

and Weiss, 2002).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

Tabelle 2.1.: Verwendete Reagenzien mit Herstellerangaben

Reagenz

Hersteller

Katalog-Nummer

Salzsdure 2,0 mol/I (2,0 N)
Trizma base

Natriumchlorid 150 mMol
Tween 20

Natriumnitrit
Neufuchsin
Naphthol-AS
Dimethylformamid
Levamisol

EDTA

Eukitt

Aquatex

Mayers Hamalaunlosung

Antibody Diluent with Background
Reducing Components
Antibody Diluent

Modifizierter Citratpuffer Target Retrieval
Solution (10x) pH 6,0
1 % Bovine Serum Albumin

Rabbit Serum (Normal) 1:10 TBS
Proteinase K

Proteinase, bacterial Type XXIV
Harnstofflosung (Urea solution)
Fast Enzyme

Vectastain ABC KIT Alkaline Phosphatase-
Standard

Permanent Red Substrate Chromogen

Dako Real TM Detection System, Alkaline
Phosphatase/Red, Rabbit/Mouse

Chemsolute
Sigma Life Science
J.T. Baker
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma

O. Kindler
Merck
Merck
Dako

Medac diagnostika
Dako

GE Healtcare, PAA
Laboratories
Dako

Dako
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Zytomed

Vector Laboratories

Dako
Dako

860.1000
T1503

4924-05
P1379-1L

S-2232
N2250-5G
201-969-4
D4551-250ML
L-9756

ED2SS

108562
HX69708049
53022

B1-31C
S1699

K35-001

X0902
S3004
P8038-1G
U4883
ZUC059-015
AK-5000

K0640
K5005
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Tabelle 2.2.: Verwendete Antikorper und Isotypenkontrollen mit Herstellerangaben

Zellmarker | Reagenz Produkt- Konzentration/ Sekundir-Antikérper | ISOS
information | Antikérperver-
diinnungs-
medium
Pan-ZK Maus monoklonal, | Sigma 1:50, Dako (S3022) | Biotinylierte Kaninchen- Maus IgG, Sigma
IgG1 und IgG2a (C2562) anti-Maus Ig, Dako (I5381-1MQG)
(E0464)
K8 Maus monoklonal, | Santa Cruz 1:35, Dako (S3022) Biotinylierte Kaninchen- Maus IgG1, Dako
IgG1 (sc-8020) anti-Maus Ig Dako (X0931)
(E0464)
K15 Kaninchen Sigma- 1:1700, Dako Biotinylierte Ziege-anti- Kaninchen IgG,
polyklonal, IgG Aldrich (S3022) Kaninchen Ig Dako Dako (X0903)
(HPA023910) (E0432)
Vimentin Maus monoklonal, | Dako 1:150, Dako Biotinylierte Kaninchen- Maus IgG2a, Dako,
I1gG2a (M7020) (S3022) anti-Maus Ig Dako (X0943)
(E0464)
CD44 Maus monoklonal, | BD 1:6400, Dako Biotinylierte Kaninchen- Maus I1gG2b, Dako
1gG2b Biosciences (S3022) anti-Maus Ig Dako (X0944)
(550392) (E0464)
LICAM Maus monoklonal | Klon L1-11A 1:1000, Dako Biotinylierte Ziege-anti- Maus IgG1, Dako
(S3022) Maus Ig, Dako (E0433) (X0931)
HABP Hyaluronan- Calbiochem 1:75, Dako (S3022) | - Antikdrperverdiin-
bindendes Protein, | (385911) nungsmedium, Dako
Nasenknorpel- (S3022)
Rind, biotinyliert
ITGB1 Maus monoklonal, | Abcam, 1:100, Medac Biotinylierte Ziege-anti- Maus IgG1, Dako
IgG1 (ab3167) Diagnostika Maus Ig, Dako (E0433) (X0931)
(B1-31C)
ITGB3 Maus monoklonal, | Dako 1:100, Medac Biotinylierte Ziege-anti- Maus IgG1, Dako
IgG1 (M0753) Diagnostika Maus Ig, Dako (E0433) (X0931)
(B1-31C)
ITGB4 Ratte monoklonal, | Abcam 1:25, Medac Kaninchen-anti-Ratte Ratte 1gG2b,
1gG2b (ab110167) Diagnostika Biotin, Jackson Immuno Antigenix
(B1-31C) Research (312065-048) (CN230020)
CD62E Kaninchen Abcam 1:400, Dako LINK Biotinylierte Kaninchen IgG,
polyklonal, IgG (ab189819) (S3022) Sekundér-Antikorper, Dako (X0903)
Dako Real K5005
CD62P Maus monoklonal, | Abcam 1:500, Medac Biotinylierte Ziege-anti- Maus IgG1, Dako
IgG1 (ab6632) Diagnostika Maus Ig, Dako (E0433) (X0931)
(B1-31C)

2.1.3 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 2.3.: Verwendete Pufferldsungen

TBS (Tris-buffered Saline) fiir 10 L

60.57 g 50 mMol Trizma base
87,09 g 150 mMol NaCl

ca. 200 ml 2N HCI bei pH 7,6 einstellen

TBST-Puffer (Tris-buffered Saline mit Tween-20)

2 ml Tween-20 (0,1 %)
2L TBS

Entwicklungsgemisch pro Kiivette

400 mg Natriumnitrit

10 ml Aqua dest.

400 pl Neufuchsin 5 % in 2N HCI
200 ml Trispuffer ph 8,24

40 mg Naphthol-AS

1000 pl Dimethylformamid

260 pl Tween

80 mg Levamisol

Proteinase K Puffer

3 g Trizma base
15 ml 2,0 mol/l HC1
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2.1.4 Geriate und Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.4.: Verwendete Geréte mit Herstellerangaben

Geriite und Verbrauchsmaterial Hersteller

Kiihlschrinke und Tiefkiihler Comfort, Liebherr, Bosch
Zentrifugen Biozym

Wirmeplatte Medax

Wasserbad Medax

Mikrowelle Sharp

Dampfkochtopf Noratel IMED power supply
Wirmeschrank Melag

Pipetten Eppendorf

Mikroskop Zeiss AxioPlan 2

Schiittler NeoLab

Féarbeautomat Thermo Electron Corporation
Digitalkamera Axiocam MRc5 Zeiss
Pipettenspitzen Eppendorf

Objekttriager Histobond, Marienfeld
Deckgléser Menzel-Gléser, Roth

2.1.5 Software

Tabelle 2.5.: Verwendete Software mit Herstellerangaben

Software

Hersteller

GraphPad Prism 5.0

Excel 2008 Version 12.0

GraphPad Software

AxioVision Release Imaging Software 4.6.3. SP1 Zeiss

Microsoft

2.1.6 Untersuchungsmaterial

Das Untersuchungsmaterial wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Andreas Gocht

(Praxis fiir Pathologie, Liibeck) zur Verfligung gestellt. Insgesamt wurden 29 Gewebeproben

untersucht, die Endothelzellen und Mesothelzellen im gleichen Préparat enthalten. Es

wurden verschiedene Organe bzw. Gewebe untersucht: Appendix (8); Omentum majus (6);

Bauchwandperitoneum (6); Tube (2); Ovar (2); Periorchium (2); Intestinum tenue (1);

Zo6kum (1) und perikolisches Fettgewebe (1). Die der Resektion zugrunde liegenden

Diagnosen sind der Tabelle 2.6. zu entnehmen. Die Mehrheit der Patienten war weiblich (18

weiblich; 11 minnlich). Das Alter der Patienten lag zwischen 9 und 87 Jahren. Es gab von

den Gewebeproben Nummer 7, 8, 9, 14, 15, 18, 19, 21 und 22 zwei in Paraffin eingebettete

Gewebeblocke und von der Nummer 29 sogar vier dergleichen. Diese wurden einzeln

untersucht und am Ende der Mittelwert ermittelt.

19



Material und Methoden

Tabelle 2.6.: Verwendetes Untersuchungsmaterial mit klinischen Parametern

Nr. Alter Geschlecht Lokalisation Diagnose Gewebe
(Jahren)
1 63 weiblich Tube Regelrechte Tube normal
2 61 ménnlich Bauchwandperitoneum | Bruchsack Hernie normal
3 43 weiblich Tube Regelrechte Tube, Corpus luteum- normal
Zyste des Ovars
4 49 weiblich Ovar Corpus luteum-Zyste normal
5 65 ménnlich Periorchium Hydrozele normal
6 9 weiblich Appendix Geringe chronische Appendizitis chronisch-entziindlich
7 16 weiblich Appendix Geringe chronische Appendizitis chronisch-entziindlich
8 70 weiblich Appendix Geringe chronische Appendizitis chronisch-entziindlich
9 30 ménnlich Appendix Geringe chronische Appendizitis chronisch-entziindlich
10 31 weiblich Appendix Geringe chronische Appendizitis chronisch-entziindlich
11 62 weiblich Appendix Geringe chronische Appendizitis chronisch-entziindlich
12 22 weiblich Appendix Geringe chronische Appendizitis chronisch-entziindlich
13 56 ménnlich Bauchwandperitoneum | Bruchsack mit chronisch- chronisch-entziindlich
granulierender Peritonitis
14 61 ménnlich Bauchwandperitoneum | Bruchsack mit chronisch- chronisch-entziindlich
vernarbender Peritonitis
15 51 weiblich Bauchwandperitoneum | Bruchsack mit chronisch- chronisch-entziindlich
vernarbender Peritonitis
16 52 ménnlich Bauchwandperitoneum | Bruchsack mit chronisch- chronisch-entziindlich
granulierender Peritonitis
17 34 ménnlich Bauchwandperitoneum | Chronisch-vernarbende Peritonitis chronisch-entziindlich
bei epigastrischer Hernie
18 71 ménnlich Periorchium Chronisch-vernarbende Periorchitis | chronisch-entziindlich
19 77 weiblich Intestinum tenue Fibrinose Peritonitis bei akut-entziindlich
enterokutaner Fistel
20 77 ménnlich Omentum majus Bridenileus akut-entziindlich
21 18 weiblich Appendix Ulzero-phlegmondse Appendizitis akut-entziindlich
und lokale fibrindse Serositis
22 41 weiblich Omentum majus Netzmetastasen eines neoplastisch-maligne
Dottersacktumors des Ovars
60 weiblich Omentum majus Netzmetastasen eines neoplastisch-maligne
23 endometrioiden Ovarialkarzinoms
(G2
60 weiblich Omentum majus Mesothelzellhyperplasie bei neoplastisch-maligne
diffusem Adenokarzinom des
24 Magens (G3) mit Infiltration der
Subserosa
71 ménnlich Caecum Peritonitis mit neoplastisch-maligne
25 Mesothelzellhyperplasien bei
Caecumkarzinom (G1) mit
Infiltration des perikolischen
Fettgewebes und der Subserosa
83 weiblich Omentum majus Netzmetastasen eines serdsen neoplastisch-maligne
26 Zystadenokarzinoms des Ovars
G2
27 87 ménnlich Perikolisches Adenokarzinom des Kolons neoplastisch-maligne
Fettgewebe
28 69 weiblich Omentum majus Klarzelliges Adenokarzinom der neoplastisch-maligne
Zervix
29 56 weiblich Ovar Serdses Zystadenom neoplastisch-benigne
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2.2 Methoden

2.2.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Das in Paraffin eingebettete Gewebe wurde auf -20 °C gekiihlt. Anhand des
Schlittenmikrotoms wurden 4 pum dicke Schnitte angefertigt, die mittels eines Pinsels
aufgenommen, dann in ein Becken mit kalten destillierten Wasser und anschlieend in ein
40 °C erwiarmtes Wasserbad zur Faltenentfernung tiberfiihrt wurden. Die Schnitte wurden
auf silanbeschichtete Objekttriger gezogen und auf eine 37 °C beheizte Warmeplatte zum
Trocknen fiir mindestens 30 min gelegt. Zu guter Letzt wurden die Schnitte zur Trocknung
und besseren Haftung an die Objekttrager iiber Nacht bei 37 °C im Warmeschrank gelagert.
Fiir alle Versuche wurden frisch hergestellte Paraffinschnitte verwendet. Diese wurden bis

zur Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.2 Deparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte

Bevor die immunhistochemischen Férbungen sowie die Hamatoxylin-Eosin-Farbung
durchgefiihrt werden konnten, mussten die Gewebeschnitte entparaffiniert und rehydriert
werden. Dazu wurden die Gewebeschnitte zundchst fiir zweimal 5 min in Xylol, danach in
einer absteigenden Alkoholreihe (zweimal fiir 5 min in 100%igem Ethanol, 5 min in
96%igem Ethanol, 5 min in 70%igem Ethanol, 5 min in 50%igem Ethanol) und abschlieSend
in Aqua dest. {iberfiihrt.

2.2.3 Himatoxylin-Eosin-Farbung

Zur histologischen Beurteilung der Gewebe wurden die Schnitte einer Himatoxylin-Farbung
unterzogen. Dafiir wurden sie in einer absteigenden Alkoholreihe wie oben beschrieben erst
einmal entparaffiniert und danach mit Hamalaun und Eosin gefarbt (3 min in Hamalaun, 2
min in Aqua dest., 5 min in Leitungswasser, 3 min in Eosin, 30 min in Aqua dest.). Nach
der Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (15 min in 70%igem Ethanol,
zweimal 30 min in 96%igem Ethanol, zweimal fiir 5 min in 100%igem Ethanol, dreimal 5

min in Xylol) wurden die gefarbten Gewebeschnitte mit Eukitt eingedeckelt.

2.2.4 Immunhistochemie

Wihrend die Primar-Antikérper und die Isotypenkontrolle mit entsprechenden

Antikorperverdiinnungsmedien verdiinnt wurden, wurde fiir die Verdiinnung aller anderen
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Antikorper und Seren, wenn nicht anders erldutert, TBS verwendet. Alle Versuche fanden,
wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur statt. Die Inkubationen fanden damit die

Schnitte nicht austrockneten in einer feuchten Kammer statt.

2.2.4.1 Firbung E-Selektin

Nach dem Waschen in Aqua dest. erfolgte eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung der
Schnitte im Wasserbad bei 99 °C. Hierbei wurden die Proben 20 min in einem modifizierten
Citratpuffer bei pH 6 erhitzt. Nach 30-miniitigem Abkiihlen dieser Schnitte wurden diese in
TBST und TBS gewaschen. Daraufhin folgte die Inkubation der Gewebeschnitte fiir 30 min
mit dem anti-CD62E Antikorper. Die Priaparate wurden dann ein zweites Mal gespiilt und
mit dem auf das indirekte Streptavadin-Biotin-Verfahren beruhende Detection System Kit
weiter behandelt. Hierzu wurden die Gewebeschnitte in einem ersten Schritt fiir 15 min mit
der Losung A des Kits inkubiert. Diese Losung beinhaltet biotinylierte Ziege-anti-Maus-
und Ziege-anti-Kaninchen-Ig, die an den Primér-Antikérper binden. Nach dem
Waschvorgang wurden die Priparate in einem zweiten Schritt mit der Losung B, die an
alkalischer Phosphatase konjugiertes Streptavidin enthdlt, fiir 15 min inkubiert. Das
Streptavadin bindet an das Biotin des Sekundér-Antikérpers der Losung A. Im Anschluss
wurde gespiilt und ein Farbsignal erzeugt, indem die Schnitte fiir 20 min mit der
Substratarbeitslosung, die kurz vor Gebrauch nach den Gebrauchsanweisungen des
Herstellers zusammengesetzt wurde, inkubiert wurden. Im Anschluss daran wurden die
Schnitte um die Farbreaktion zu stoppen fiir 5 min unter flieBendes Leitungswasser gehalten
und danach fiir 2 min in Aqua dest. iiberfiihrt. Als letzter Schritt folgte die Farbung mit

Héamalaun. Die Negativkontrolle wurde mit dem IgG-Isotypenkontrollantikorper inkubiert.

2.2.4.2 Firbung P-Selektin

Entparaffinierte und rehydrierte Schnitte wurden in einem modifizierten Citratpuffer im
Damptkochtopf bei 121 °C iiber 10 min vorbehandelt und im Anschluss fiir 30 min auf dem
Schiittler abgekiihlt und danach gewaschen. Als nichstes wurde der anti-CD62P Antikorper
aufgetragen. Die nédchsten Schritte sind mit der ITGBI-Farbung identisch. Die
Negativkontrolle wurde mit dem IgG1-Isotypenkontrollantikorper inkubiert.
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2.2.4.3 Firbung Integrin 1

Im ersten Schritt wurden die Schnitte enzymatisch mittels Fast-Enzyme zur proteolytischen
Epitopdemaskierung vorbehandelt. Dabei wurden die Schnitte fiir 5 min inkubiert und
anschlieend dreimal kurz in Aqua dest. gespiilt. Nach zweimal 5 min spiilen mit TBST und
5 min mit TBS wurde der anti-ITGB1 Antikorper aufgetragen. Nach dem Waschvorgang
auf dem Schiittler wurden die Priparate mit dem sekundéren biotinylierten Ziege-anti-Maus
Antikorper fiir 30 min inkubiert. Nach weiteren Spiilen folgte die Inkubation mit dem ABC-
Alkalische Phosphatase Kit fiir 30 min. Wie vom Hersteller empfohlen, wurde das
Avidinreagenz sowie das biotinylierte Enzym eine halbe Stunde vor der Verwendung
angesetzt. Nachdem ein letztes Mal gespiilt worden ist, folgte die Entwicklung mit
Permanent Red fiir 20 min. Die Farbreaktion wurde zum Stoppen gebracht, in dem die
Schnitte fiir 3 min unter flieBendes Leitungswasser gehalten und danach fiir 2 min in Aqua
dest. iiberfithrt worden sind. Zu guter Letzt folgte die Hamalaun-Zellkernfarbung. Die
Negativkontrolle wurde mit dem IgG1-Isotypenkontrollantikorper inkubiert.

2.2.4.4 Firbung Integrin 33

Im ersten Schritt wurde eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung im Wasserbad fiir 20 min
bei 99°C im modifizierten Citratpuffer durchgefiihrt und danach fiir jeweils 5 min in Aqua
dest. und TBS gespiilt, um direkt im Anschluss die Gewebeschnitte fiir 7 min mit Proteinase
K zu behandeln. Dabei wurden wie vom Hersteller empfohlen 20 pul Proteinase K in 1 ml
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer gemischt. Nach dem Waschvorgang wurden die Gewebeschnitte
mit dem Primér-Antikérper anti-CD61 inkubiert. Die ndchsten Schritte sind mit denen von
der ITGBI1-Farbung identisch. Die Negativkontrolle wurde mit dem IgGl-
Isotypenkontrollantikérper inkubiert.

2.2.4.5 Firbung Integrin 4

Die Schnitte wurden zunéchst einer Hitzebehandlung im modifizierten Citratpuffer bei
121°C iiber 10 min im Schnellkochtopf unterzogen, um die Antigene freizulegen. Es wurde
darauf geachtet, dass die Schnitte von geniigend Puffer umgeben waren und im Anschluss
langsam abkiihlen konnten. Nachdem die Schnitte 15 min im Puffer abgekiihlt waren, wurde
zweimal tiber 5 min mit TBST und einmal 5 min mit TBS gespiilt. Unspezifische Bindungen

wurden durch 30-miniitige Inkubation mit Kaninchennormalserum in einer Verdiinnung
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1:10 blockiert. Nachdem durch Schrigstellung der Objekttrager das Serum abgelaufen war,
konnte der anti-ITGB4 Antikorper fiir eine Stunde aufgetragen werden. Die néchsten
Schritte sind mit der Farbung von ITGB1 identisch, abgesehen davon, dass der sekundire
Antikorper Kaninchen-anti-Ratte verwendet wurde. Die Negativkontrolle wurde mit dem

IgG2b-Isotypenkontrollantikorper inkubiert.

2.2.4.6 Fiarbung L1ICAM

Der monoklonale Antikorper gegen L1 (Klon L1-11A) wurde freundlicherweise von Herrn
Prof. D. P. Altevogt, Deutsches Krebszentrum Heidelberg, zur Verfligung gestellt.
Zur Vorbehandlung wurden die Schnitte in einem EDTA-Puffer (0,37g EDTA/L, pH 8,0) in
der Mikrowelle wiarmebehandelt. Dabei wurden diese erst bei 1000 Watt zum Kochen
gebracht und im Anschluss dreimal fiir 5 min bei 500 Watt weiterbehandelt. Nach 20-
miniitigen Abkiihlen wurde die Halfte des Puffers durch kalten ersetzt und noch weitere 10
min abgewartet. Es folgte der Waschgang fiir zweimal 5 min in TBS und darauthin die
Inkubation mit einem Ziegennormalserum im Verhéltnis 1:10 fiir 30 min zur Blockierung
unspezifischer Bindungen. Im Anschluss wurde der anti-L1CAM Antikorper iiber Nacht bei
4°C aufgetragen. Die nidchsten Schritte sind mit dem Protokoll der ITGBI-Fiarbung
identisch, wobei die Waschgidnge ausschlieBlich fiir dreimal 5 min mit TBS durchgefiihrt
wurden. Die Negativkontrolle wurde mit dem IgG1-Isotypenkontrollantikdrper inkubiert.

2.2.4.7 Fiarbung CD44

Die Gewebeschnitte wurden zur hitzeinduzierten Antigendemaskierung im Wasserbad bei
60 °C {iber Nacht im modifizierten Citratpuffer vorbehandelt. Diese wurden am néchsten
Tag 40 min zum Abkiihlen auf den Schiittler gestellt, wobei nach 20 min die Halfte des
Puffers durch Aqua dest. ersetzt wurde. Die nédchsten Schritte wurden nach dem KS8-
Farbeprotokoll fertiggestellt, wobei die Waschvorginge nach dem Schema, zweimal fiir 5
min in TBST und einmal fiir 5 min in TBS, durchgefiihrt worden sind. Auflerdem wurde die
Farbentwicklung zum Stoppen gebraucht, indem die Objekttriger fiir 10 min anstatt fiir 5
min unter flieBendes Leitungswasser gehalten wurden. Die Negativkontrolle wurde mit dem

IgG2b-Isotypenkontrollantikorper inkubiert.
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2.2.4.8 Firbung Hyaluronan

Zuerst erfolgte die Hitzeinduktion der Gewebeschnitte im Wasserbad bei 60 °C {iber Nacht,
wobei die Kiivetten mit dem modifizierten Citratpuffer befiillt waren. Am nichsten Tag lie3
man die Schnitte iiber 40 min auf dem Schiittler abkiihlen, wobei nach 20 min die Hélfte des
Puffers durch kaltes Aqua dest. ersetzt wurde. AnschlieBend wurden die
immunhistochemischen Schritte nach dem Protokoll fiir die K8-Fiarbung durchgefiihrt,
wobei das Kaninchenserum durch Rinderalbumin ersetzt und als Ersatz fiir ein Primér-
Antikorper, das hyaluronan-bindende-Protein, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert wurde. Auflerdem musste bei dieser Farbung auch kein Sekundir-Antikorper
verwendet werden, da das hyaluronan-bindende Protein biotinyliert war, sodass dieser
Schritt wegfiel. Die Negativkontrolle wurde mit dem Antikorperverdiinnungsmedium von

Dako inkubiert.

2.2.4.9 Firbung Panzytokeratin

Die Vorbehandlung der Gewebeschnitte erfolgte in 0,06 g geldste Proteinase in 150 ml TBS
iiber 7 min bei 37 °C im Wasserbad. Im Anschluss kam es durch die Hinzugabe von
Leitungswasser iiber 5 min zur Beendigung der Reaktion. Alle nachfolgenden Schritte waren
mit dem KS8-Farbeprotokoll identisch. Die Negativkontrolle wurde mit dem IgG-
Isotypenkontrollantikérper inkubiert.

2.2.4.10 Fiarbung Zytokeratin K8

Die Gewebeschnitte durchliefen eine Hitzedemaskierung im Wasserbad bei 37 °C fiir 10
min, wobei die Kiivetten mit einer Proteinase-TBS-Losung, 0,08 g Proteinase in 200 ml
TBS, befiillt waren. Die Reaktion kam durch das Hinzugeben von Leitungswasser iiber 10
min zum Erliegen. Nach anschlieBenden 5-miniitigen Spiilen der Schnitte in Aqua dest.
wurden diese fiir zweimal 5 min auf dem Schiittler mit TBS gespiilt. Um unspezifische
Antikorperbindungen zu verhindern, wurden die Schnitte mit Kaninchenserum in einem
Verdiinnungsverhéltnis von 1:10 fiir 30 min inkubiert. Nachdem durch Schriagstellung der
Objekttrager das Serum abgelaufen war, konnte der anti-K8 Antikorper {iber Nacht bei 4 °C
aufgetragen werden. Nach dem Waschvorgang wurde der Sekundér-Antikorper Kaninchen-
anti-Maus flir 30 min aufgetragen. Es folgte der Waschgang und die Inkubation des ABC-
Alkalische Phosphatase Kits iiber 30 min. Nach dem Spiilen wurde die Aktivitit des
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Enzymkomplexes von Avidin mit der alkalischen Phosphatase durch die Verwendung von
Neufuchsin als Chromogen und Naphthol-AS als Kopplungskomponente des Farbstoffs
visualisiert. Dabei wurden 400 pl Natriumnitrit in 10 ml Aqua dest. gelost und mit 400 pl
Neufuchsin und 400 ml TBS gemischt. Im Anschluss wurden 40 mg Naphthol-AS in 1000
ul Dimethylformamid gelost und der Ldsung hinzugegeben. Zusitzlich wurde zur
Blockierung endogener alkalischer Phosphataseaktivitdt 80 mg Levamisol und als letztes
260 ul Tween hinzugefiigt und vorsichtig geschwenkt. Die Entwicklung fand iiber 30 min
im Dunklen statt. Die Reaktion wurde unter flieBendes Leitungswasser fiir 5 min gestoppt.
Die Schnitte wurden im Anschluss iiber 2 min in Aqua dest. gegeben und dann mit Himalaun
gegengefarbt. Die Negativkontrolle wurde mit dem IgGl-Isotypenkontrollantikorper
inkubiert.

2.2.4.11 Fiarbung Zytokeratin K15

Entparaffinierte und rehydrierte Schnitte wurden in einem modifizierten Citratpuffer im
Damptkochtopf bei 121 °C {iber 4 min gekocht und danach fiir weitere 40 min dort belassen
bis sie auf 90 °C runtergekiihlt waren. Alle weiteren Schritte wurden nach dem Protokoll des
Zytokeratins K8 durchgefiihrt, wobei der Primér-Antikorper bei Raumtemperatur fiir 30 min
inkubiert wurde und der Sekundér-Antikorper Ziege-anti-Kaninchen verwendet wurde. Die

Negativkontrolle wurde mit dem IgG-Isotypenkontrollantikérper inkubiert.

2.2.4.12 Fiarbung Vimentin

Zur Antigendemaskierung wurden die Gewebeschnitte in einer Harnstofflosung im
Wasserbad bei 60 °C {iber Nacht vorbehandelt. Am nédchsten Tag wurden diese fiir 10 min
unter flieBendes Leitungswasser gehalten. Alle anderen Schritte waren mit dem KS8-
Farbeprotokoll  identisch. Die  Negativkontrolle wurde mit dem IgG2a-
Isotypenkontrollantikérper inkubiert.

2.2.5 Zellkernfarbung mittels Mayers-Himalaunlosung

Die Gewebeschnitte wurden in frisch filtriertem Mayers Hamalaunlosung (1:1 Aqua dest.)
fiir 3 sec. inkubiert. Zur Blduung des Hédmalauns wurden die Schnitte fiir 5 min unter
flieBendes Leitungswasser gehalten und im Anschluss fiir 2 min in Aqua dest. iiberfiihrt. Die

Schnitte wurden in einer aufsteigenden Ethanolreihe (15 min in 70%igem Ethanol, zweimal
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30 min in 96%igem Ethanol, zweimal 5 min in 100%igem Ethanol, dreimal 5 min in Xylol)

dehydriert und mit Eukitt oder Aquatex eingedeckelt.

2.2.6 Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Firbungen wurde am Mikroskop
vorgenommen. Die Mesothelzellen wurden im gesamten Schnitt untersucht. Fiir die
Beurteilung der Endothelzellen wurden fiinf Ausschnitte, auf denen Endothelzellen zu sehen
waren, auf dem Schnitt zufdllig ausgesucht und diese einzeln in einer 20-fachen
Vergroflerung beurteilt und darauthin der Mittelwert ermittelt. Aufgrund dieser
Gegebenheiten sind die Zahlen im Ergebnisteil groftenteils sehr genau. Beurteilt wurde zum
einen die Intensitédt der Farbung, die von schwach (+/1) liber mittelgradig (++/2) bis zu stark
(+++/3) reichte, und zum anderen der prozentuale Anteil der gefdrbten Zellen von 25%, 50
%, 75% und 100%. Eine Intensitit von <0,5 und ein prozentualer Anteil von <10% wurden
als negativ gewertet. Mit der Digitalkamera wurden reprisentative Areale aufgenommen und

mit dem dazugehorigen Computerprogramm sichtbar gemacht.

27



Ergebnisse

3 Ergebnisse

Die Tabelle 4.1. erlaubt einen Uberblick iiber die Expression der untersuchten Proteine im

Endothel und Mesothel.

Tabelle 4.1.: Protein-Expression im Endothel und Mesothel. n = normal; c-e = chronisch-entziindlich;
a-e¢ = akut-entziindlich; neo = neoplastisch

Protein Keine Positive Protein Keine Positive
Expression  Expression Expression  Expression

CDG62E Pan-ZK

Endothel (n=29) 0 29 (100%) Endothel (n=29) 18 (62%) 11 (38%)
n (n=5) 0 5 (100%) n (n=5) 2 (40%) 3 (60%)
c-e (n=13) 0 13 (100%) c-e (n=13) 7 (54%) 6 (46%)
a-e (n=3) 0 3 (100%) a-e (n=3) 3 (100%) 0

neo (n=8) 0 8 (100%) neo (n=8) 6 (75%) 2 (25%)
Mesothel (n=29) 0 29 (100%) Mesothel (n=29) 0 29 (100%)
n (n=5) 0 5 (100%) n (n=5) 0 5 (100%)
c-¢ (n=13) 0 13 (100%) c-¢ (n=13) 0 13 (100%)
a-e (n=3) 0 3 (100%) a-e (n=3) 0 3 (100%)
neo (n=8) 0 8 (100%) neo (n=8) 0 8 (100%)
CD62P K8

Endothel (n=28) 1 (4%) 27 (96%) Endothel (n=29) | 29 (100%) 0

n (n=5) 0 5 (100%) Mesothel (n=29) 0 29 (100%)
c-¢ (n=13) 0 13 (100%) n (n=5) 0 5 (100%)
a-e (n=2) 0 2 (100%) c-¢ (n=13) 0 13 (100%)
neo (n=8) 1 (13%) 7 (88%) a-e (n=3) 0 3 (100%)
Mesothel (n=28) 28 (100%) 0 neo (n=8) 0 8 (100%)
ITGB1 K15

Endothel (n=29) 19 (66%) 10 (34%) Endothel (n=29) | 25 (86%) 4 (14%)
n (n=5) 2 (40%) 3 (60%) n (n=5) 4 (80%) 1 (20%)
c-¢ (n=13) 10 (77%) 3 (23%) c-¢ (n=13) 10 (77%) 3 (23%)
a-e (n=3) 2 (67%) 1 (33%) a-e (n=3) 3 (100%) 0

neo (n=8) 5 (63%) 3 (38%) neo (n=8) 8 (100%) 0
Mesothel (n=29) 21 (72%) 8 (28%) Mesothel (n=26) 8 (31%) 18 (69%)
n (n=5) 2 (40%) 3 (60%) n (n=5) 0 5 (100%)
c-¢ (n=13) 9 (69%) 4 (31%) c-¢ (n=13) 4 (31%) 9 (69%)
a-e (n=3) 3 (100%) 0 a-e (n=1) 0 1 (100%)
neo (n=8) 7 (88%) 1 (13%) neo (n=7) 4 (57%) 3 (43%)
ITGB3 Vimentin

Endothel (n=28) 20 (71%) 8 (29%) Endothel (n=28) 3 (11%) 25 (89%)
n (n=5) 1 (20%) 4 (80%) n (n=5) 0 5 (100%)
c-¢ (n=13) 10 (77%) 3 (23%) c-¢ (n=12) 2 (17%) 10 (83%)
a-e (n=3) 3 (100%) 0 a-e (n=3) 0 3 (100%)
neo (n=7) 6 (86%) 1 (14%) neo (n=8) 1 (13%) 7 (88%)
Mesothel (n=24) 12 (50%) 12 (50%) Mesothel (n=28) 8 (29%) 20 (71%)
n (n=5) 0 5 (100%) n (n=5) 1 (20%) 4 (80%)
c-¢ (n=12) 7 (58%) 5 (42%) c-¢ (n=12) 2 (17%) 10 (83%)
a-e (n=1) 1 (100%) 0 a-e (n=3) 2 (67%) 1 (33%)
neo (n=6) 4 (67%) 2 (33%) neo (n=8) 3 (38%) 5 (63%)
ITGB4 CD44

Endothel (n=29) 29 (100%) 0 Endothel (n=29) | 29 (100%) 0
Mesothel (n=29) 29 (100%) 0 Mesothel (n=29) | 29 (100%) 0
LICAM HA

Endothel (n=29) 29 (100%) 0 Endothel (n=29) | 29 (100%) 0
Mesothel (n=29) 29 (100%) 0 Mesothel (n=28) | 28 (100%) 0
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3.1 E-Selektin

Es konnte bei allen Gewebeschnitten sowohl im Endothel als auch im Mesothel eine
Expression des E-Selektins nachgewiesen werden. Der Grof3teil der Gewebeschnitte (24 von
29) zeigte im Endothel eine mittelgradige Intensitdt, lediglich bei fiinf Gewebeschnitten
wurde eine schwichere Intensitit der immunhistochemischen Reaktion registriert. Der
Anteil der Endothelzellen, die eine positive Immunreaktivitdt zeigten, variierte zwischen
13% und 78%, wobei die Mehrheit einen Anteil von 50% bis 70% aufwies, was sich auch
am Mittelwert mit 57% widerspiegelt. Es konnten kaum Unterschiede im Expressionsmuster
zwischen den verschiedenen Gewebearten gezeigt werden. Im normalen und akut
entzlindlichen Gewebe zeigten die Endothelzellen lediglich einen minimal héheren Anteil
angefarbter Zellen im Gegensatz zum chronisch-entziindlichen und neoplastischen Gewebe
(normales Gewebe 59%; akut-entziindliches Gewebe 61%; chronisch-entziindliches
Gewebe 56%; neoplastisch-malignes Gewebe 55%; [Abbildung 4.4.].

Die Mehrheit der Gewebeschnitte (19) zeigte im Mesothel eine stirkere Intensitét (+++) der
Immunreaktivitét als im Endothel (Abbildung 4.1. und 4.3.). Neun Gewebeschnitte wiesen
eine mittelgradige Intensitdt auf und lediglich einer war im Mesothel schwicher angefarbt.
Der prozentuale Anteil der Mesothelzellen, die eine Expression des E-Selektins zeigten,
schwankte bei der Mehrheit der Gewebeschnitte zwischen 50% und 100% mit einem
Mittelwert von 70%. Nur bei vier Gewebeschnitten lag der Anteil unter 50%. Dabei waren
die Mesothelzellen im normalen Gewebe prozentual gesehen mit 88% am hdchsten mit dem
E-Selektin ausgestattet, wihrend in den anderen Gewebearten der Anteil geringer ausfiel
(chronisch-entziindliches Gewebe 66%; akut-entziindliches Gewebe 67%; neoplastisches
Gewebe 66% [Abbildung 4.4.]). Zusammenfassend wird deutlich, dass Mesothelzellen im
Gegensatz zu Endothelzellen in allen Gewebearten eine hohere Expression hinsichtlich des
E-Selektins vorwiesen. Diese Unterschiede lagen im entziindlichen und neoplastischen
Gewebe bei bis zu 11%. Im normalen Gewebe waren die Unterschiede mit fast 20% am

deutlichsten (Abbildung 4.4.).
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) Abbildung 4.1.:

', Immunhistochemische Férbung
. mit anti-CD62E. Die Mesothel-
g zellen in der Tube sind stark
¢ angefarbt (Pfeil).

.
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Abbildung 4.2.:
Immunhistochemische Férbung
mit anti-CD62E. Die Mesothel-
zellen im Ovar haben teilweise
- eine kubische Form (Pfeil).
50 ym
7
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Abbildung 4.3.: Immunhistochemische Fiarbung mit anti-CD62E. Die Endothelzellen (Pfeilspitzen) im
Omentum majus zeigen eine mittelgradige Immunreaktivitit, wiahrend die Mesothelzellen (Pfeil) eine stirkere

Intensitidt vorweisen.
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Abbildung 4.4:
Vergleich der prozentual

angefarbten Endothel- bzw.
Mesothelzellen mit anti-CD62E
in den verschiedenen Gewebe-
arten. E(n) = 59%; M(n) = 88%;
E(c-e) = 56%; M(c-e) = 66%;
E(a-e) = 61%; M(a-e) = 67%;
E(neo) = 55%; M(neo) = 66%
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3.2 P-Selektin

Wihrend bei allen der Priparate, mit Ausnahme von einem, im Endothel eine Expression
des P-Selektins festgestellt werden konnte, zeigte sich im Mesothel in keinem der
untersuchten Priparate eine Expression (Abbildung 4.5.). 18 Gewebeschnitte wiesen im
Endothel eine mittelgradige Intensitdt auf (Abbildung 4.6.). Sieben zeigten eine schwichere
Intensitdt und allein zwei zeigten eine hohere Intensitit. Der prozentuale Anteil schwankte
zwischen 16% und 72%, wobei bei iiber der Hélfte der Priparate eine anndhernd 50%ige
Anfarbung der Endothelzellen zu sehen war, was sich auch am Mittelwert mit 53% zeigt. Im
normalen Gewebe war das P-Selektin auf den Endothelzellen am hochsten exprimiert,
wihrend im akut-entziindlichen Gewebe der prozentuale Anteil am kleinsten ausfiel
(normales Gewebe 64% vs. akut-entziindliches Gewebe 38% [Abbildung 4.9.]). Im
chronisch-entziindlichen Gewebe und im neoplastischen Gewebe lag dieser dazwischen
(chronisch-entziindliches Gewebe 49%; neoplastisches Gewebe 50% [Abbildung 4.9.]).
Weiterhin konnte eine Expression des P-Selektins in den Endothelzellen hochendothelialer

Venolen und in den Thrombozyten dargestellt werden (Abbildungen 4.7. und 4.8.).

Abbildung 4.5.:
Immunhistochemische Farbung

mit anti-CD62P. Die Mesothel-
zellen zeigen keine Immun-
reaktivitdt (Pfeil).
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Abbildung 4.6.:
Immunhistochemische Farbung

mit anti-CD62P. Das Endothel
der Arterie (Pfeil) und der
anderen Gefille (Pfeilspitzen)
zeigt eine einheitlich mittel-
gradige Farbung.

Abbildung 4.7.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-CD62P. Die Endothel-
zellen der hochendothelialen
Venolen in der Lamina propria
mucosae der Appendix zeigen
eine Expression des CD62P
(Pfeile).

Abbildung 4.8.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-CD62P. Im GefaB-
lumen befinden sich neben den
Erythrozyten und den Zellen
des Immunsystems auch
Thrombozyten, die hier durch
die Expression des CD62P zu
erkennen sind.
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Abbildung 4.9.:
. Vergleich der  prozentual
anti-CD62P angefiarbten Endothelzellen mit
80 anti-CD62P  in  den  ver-
L schiedenen Gewebearten. E(n) =
GC) o = 64%; E(c-e) = 49%; E(a-e) =
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3.3 Integrin 1

Bei der Mehrheit der Gewebeschnitte (19 und 21) konnte weder im Endothel noch im
Mesothel eine positive Reaktion des anti-Integrin B1 Antikorper festgestellt werden
(Abbildung 4.11.). Zehn Gewebeschnitte zeigten im Endothel eine positive
Immunreaktivitit. Davon wiesen acht Gewebeschnitte eine schwache Intensitit auf und der
prozentuale Anteil der gefdrbten Zellen schwankte zwischen 15% und 33% (Abbildung
4.10.). Lediglich zwei Schnitte zeigten eine stirkere Anfarbung. Der eine zeigte eine
mittelgradige Intensitit und einen prozentualen Anteil von 60% und der andere eine starke
Intensitdt und einen Anteil von 72%. Im neoplastischen Gewebe war der Anteil der
angefarbten Endothelzellen mit 22% am hochsten, wéhrend in den anderen Gewebearten ein
dhnlich geringes Expressionsmuster erzielt wurde (normales Gewebe 13%; chronisch-
entziindliches Gewebe 10%; akut entziindliches Gewebe 10% [Abbildung 4.14.]). Im
Mesothel konnte bei acht Gewebeschnitten das Integrin f1 nachgewiesen werden. Davon
zeigten finf Schnitte im Mesothel eine schwache Intensitdt und einen prozentualen Anteil
der gefarbten Mesothelzellen von 25% (Abbildung 4.10.) Zwei Gewebeschnitte wiesen eine
mittelgradige Intensitdt und einen Anteil von 38% und 75% auf. Nur ein Schnitt zeigte eine
starke Intensitdt mit einem Anteil von 63% der gefarbten Mesothelzellen. Beim Vergleich
der verschiedenen Gewebearten war das Integrin 1 auf den Mesothelzellen im normalen
Gewebe mit 25% am hochsten reprédsentiert, wihrend im chronisch-entziindlichen Gewebe

der Anteil mit 12% geringer ausfiel. Im neoplastischen Gewebe und im akut-entziindlichen

34



Ergebnisse

Gewebe zeigte sich in den Mesothelzellen kaum eine Expression (neoplastisches Gewebe
3%; akut-entziindliches Gewebe 0% [Abbildung 4.14.]). Endothel und Mesothel zeigten
mehrheitlich keine Expression des Integrin 1. Im chronisch-entziindlichen Gewebe zeigte
das Endothel und das Mesothel eine &hnlich geringe Expression mit 10% angefarbter
Endothel- und 12% angefarbter Mesothelzellen. Ansonsten sind eher Unterschiede im
Expressionsmuster hervorzuheben. Die hdchste Immunreaktivitdt der Endothelzellen konnte
im neoplastischen Gewebe erzielt werden und bei den Mesothelzellen im normalen Gewebe.
Weiterhin konnte keine bzw. kaum eine Expression in den Mesothelzellen im akut-
entzlindlichen und neoplastischen Gewebe dargestellt werden, wahrend die Endothelzellen
in beiden Geweben eine geringe Immunreaktivitit aufwiesen (Abbildung 4.14.). Eine
Expression des Integrin B1 zeigte sich zudem auch auf glatten Muskelzellen, auf der basalen
Oberfldche des Darmepithels und auf der Oberflache maligner Zellen (Abbildungen 4.10.,
4.12.und 4.13.).
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Abbildung 4.10.: Immunhistochemische Féarbung mit anti-ITGB1. Die Endothelzellen (Pfeilspitzen) und
Mesothelzellen (Pfeil) sind schwach angefarbt. Glatte Muskelzellen in der Muscularis mucosa sind hingegen

stirker angefarbt (Stern).
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Abbildung 4.11.:
Immunhistochemische Farbung

mit anti-ITGB1. Die Endothel-
zellen in diesem Préparat
zeigen keine Immunreaktivitit
(Pfeilspitzen).

Abbildung 4.12.:
Immunhistochemische Farbung

mit anti-ITGB1. Auf der basalen
Zellmembran des Darmepithels
(Pfeil) und in den Lieber-
Kiihnkrypten (Pfeilspitzen) zeigt
sich eine Expression des ITGB1.

Abbildung 4.13.:
Immunhistochemische Férbung

mit anti-ITGB1. Die Tumor-
zellen eines serfsen Zyst-
adenokarzinoms des Ovars, G2,
zeigen eine starke Expression
des ITGB1 (Pfeile). Auch das
Bindegewebe zwischen den
Tumorzellnestern ist angefarbt
(Stern).
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Abbildung 4.14.:

i Vergleich  der  prozentual
anti-ITGB1 angefarbten Endothel- bzw.

60- Mesothelzellen mit anti-ITGB1
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3.4 Integrin 3

Bei der Mehrheit der Gewebeschnitte (20) konnte im Endothel keine Expression des Integrin
B3 festgestellt werden (Abbildung 4.17.). Acht Gewebeschnitte wiesen im Endothel eine
positive Immunreaktivitit auf. Davon zeigten sieben eine schwache (Abbildung 4.16.) und
einer eine mittelgradige Intensitdt der immunhistochemischen Fiarbung. Der prozentuale
Anteil der gefarbten Endothelzellen variierte zwischen 16% und 78% stark. Die
Endothelzellen im normalen Gewebe wiesen mit Abstand den groften prozentualen Anteil
auf (normales Gewebe 44% vs. chronisch-entziindliches Gewebe 7%; neoplastisches
Gewebe 3%; akut-entziindliches Gewebe 0% [Abbildung 4.18.]). Insgesamt standen fiir die
Beurteilung der Expression des Integrin 3 im Mesothel nur 24 Gewebeschnitte zur
Verfiigung, da bei fiinf Gewebeschnitten die Mesothelschicht wihrend der
immunhistochemischen Behandlung herausgelost wurde. Die Expression des Integrin 3 im
Mesothel wies ein inhomogenes Muster auf. In der Hilfte der Gewebeschnitte konnte keine
Expression des Integrin B3 gefunden werden (Abbildung 4.17.). In acht Gewebeschnitten
wurde im Mesothel eine schwache Intensitit des anti-Integrin B3 Antikorpers festgestellt
und der prozentuale Anteil der gefarbten Mesothelzellen schwankte zwischen 13% und 50%,
wobei der Mittelwert bei 33% lag. Lediglich vier Gewebeschnitte wiesen im Mesothel eine
mittelgradige Intensitdt und mit 75% und 100% einen hohen Anteil der gefarbten
Mesothelzellen auf (Abbildungen 4.15. und 4.16.). Die verschiedenen Gewebearten

betrachtend zeigte sich ein dhnliches Expressionsmuster wie bei den Endothelzellen. Die
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meisten Mesothelzellen waren im normalen Gewebe angefarbt, wihrend lediglich geringe

Prozentzahlen in den restlichen Gewebearten erzielt wurden (normales Gewebe 68% vs.

chronisch-entziindliches Gewebe 17%; neoplastisches Gewebe 13%; akut-entziindliches

Gewebe 0%). Es lédsst sich zusammenfassend hervorheben, dass die Zellen im normalen

Gewebe die hochste Immunreaktivitit mit einem Anteil von 44% im Endothel und sogar von

68% im Mesothel aufwiesen. Im chronisch-entziindlichen und neoplastischen Gewebe war

das Mesothel ebenfalls mit einem hoheren Anteil als das Endothel vertreten, jedoch mit

deutlich geringeren Prozentzahlen (chronisch-entziindliches Gewebe 17% vs. 7%;

neoplastisches Gewebe 13% vs. 3%). Im akut-entziindlichen Gewebe zeigten weder

Mesothel- noch Endothelzellen eine Immunreaktivitit (Abbildung 4.18.).

50 pm

Abbildung 4.15.:
Immunhistochemische Firbung

mit  anti-ITGB3.  Mesothel-
(Pfeil) und  Endothelzellen
(Pfeilspitzen)  zeigen  eine
Expression des ITGB3.

Abbildung 4.16.:
Immunhistochemische Féarbung

mit anti-ITGB3. Wihrend die
Mesothelzellen  (Pfeil) eine
mittelgradige  Farbung  auf-
weisen, sind die Endothelzellen
(Pfeilspitze) in diesem Préparat
schwicher angeférbt.
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Abbildung 4.17.:

Immunhistochemische Féarbung
mit anti-ITGB3. In diesem

> - Préparat zeigen weder

‘: Endothel-  (Pfeilspitze) noch

| Mesothelzellen (Pfeil) eine
Immunreaktivitit.

Abbildung 4.18.:

anti-ITGB3 Verglf?lch der  prozentual
angefarbten Endothel- bzw.

Mesothelzellen mit anti-ITGB3
100= in den verschiedenen Gewebe-

£C> arten. E(n) = 44%; M(n) = 68%;
2 E(c-e) = 8%; M(c-e) = 17%;
E E(a-e) = 0%; M(a-e) = 0%;
g E(neo) = 3%; M(neo) = 13%
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3.5 Integrin B4

In keinem der Priparate konnte eine Expression des Integrin 4 im Endothel oder im
Mesothel festgestellt werden (Abbildung 4.19.). Eine Immunreaktivitit konnte im
Darmepithel, an der basalen Oberfliche des Tubenepithels und in malignen Zellen

nachgewiesen werden (Abbildungen 4.20.-22).
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Abbildung 4.19.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-ITGB4. In den Gefédllen
(Stern) ist keine Immun-
reaktivitit der Endothelzellen zu
erkennen. Auch die Mesothel-
zellen (Pfeil) zeigen keine
Expression des ITGB4.

Abbildung 4.20.:
Immunhistochemische Farbung

mit anti-ITGB4. Auf der basalen
Seite des Tubenepithels zeigt
sich eine deutlich fokale
Immunreaktivitit (Pfeil).

Abbildung 4.21.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-ITGB4. Das Darm-
epithel an der Oberfliache (Pfeil)
und auch in den Lieberkiihn-
Krypten (Stern) zeigt eine
Expression des ITGB4.
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Abbildung 4.22.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-ITGB4. Die Tumor-
zellnester eines serdsen
\ Zystadenokarzinoms des Ovars,
G2, sind deutlich angefirbt
(Pfeile).

I 100 ym I

3.6 Zelladhisionsmolekiil L1

Bei allen Gewebeschnitten konnte weder im Endothel noch im Mesothel eine
Immunreaktivitidt mit dem anti-L1CAM Antikorper festgestellt werden (Abbildung 4.23.).
Eine Expression des L1CAM zeigte sich in peripheren Nerven und auf der Oberflache von
Tumorzellen eines serdosen Zystadenokarzinoms des Ovars und eines endometrioden

Ovarialkarzinoms (Abbildungen 4.23 und 4.24).

Abbildung 4.23.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-LICAM. Weder die
Endothel- (Pfeilspitzen) noch die
Mesothelzellen (Pfeile) zeigen
eine  Immunreaktivitit.  Die
Tumorzellen eines endome-
trioden Ovarialkarzinoms, G2,
sind deutlich angefarbt (Stern).
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50 um

3.7 Zelladhisionsmolekiil CD44

Abbildung 4.24.:

Immunhistochemische Férbung
mit anti-LICAM. Die quer
angeschnittenen peripheren

Nerven zeigen eine Expression
des LICAM (Stern).

Es zeigte sich in keinen der Priparate eine Expression des CD44-Adhésionsmolekiils im

Endothel und Mesothel (Abbildungen 4.25. und 4.26.). Eine Immunreaktivitit konnte auf

der Oberfldche maligner Zellen und im lymphatischen Gewebe der Lamina propria mucosae

des Appendix nachgewiesen werden (Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.25.:
Immunhistochemische Férbung
mit anti-CD44. Weder die
Endothel- (Pfeilspitzen) noch die
Mesothelzellen (Pfeil) zeigen
eine Immunreaktivitét.
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3.8 Hyaluronan

Abbildung 4.26.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-CD44. Die Endothel-
zellen zeigen keine Immun-
reaktivitit (Pfeilspitzen).

Abbildung 4.27.:
Immunhistochemische Farbung

mit anti-CD44. Die Tumor-
zellnester eines serdsen Zyst-
adenokarzinoms des Ovars, G2,
zeigen eine Expression des
CD44 (Stern).

Bei allen Gewebeschnitten konnte weder im Endothel noch im Mesothel eine Expression

des Hyaluronan detektiert werden (Abbildungen 4.28. und 4.29.). Die extrazelluldre Matrix

zeigt dagegen eine deutliche Expression des Hyaluronan (Abbildungen 4.28. und 4.29.).
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Abbildung 4.28.:
Immunhistochemische Firbung

mit HABP. Die Mesothelzellen
zeigen keine Immunreaktivitét
(Pfeile). Das Bindegewebe in
der Subserosa zeigt eine
Expression der HA (Stern).
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3.9 Pan-Zytokeratin

Von insgesamt 29 Gewebeschnitten zeigten 18, und somit mehr als die Hilfte, im Endothel
keine Immunreaktivitit (Abbildung 4.30.). Bei zehn der Gewebeschnitte waren die
Endothelzellen mit einer schwachen (+) Intensitdt angefarbt und auch der prozentuale Anteil
der gefdrbten Zellen fiel mit einer Spannbreite zwischen 16% und 30% sehr gering aus.
Lediglich in einem Gewebeschnitt waren 50% der Endothelzellen mit einer starkeren (++)
Intensitdt angefarbt. Im normalen Gewebe waren knapp ein Fiinftel der Endothelzellen
angeférbt, wihrend im entziindlichen und neoplastischen Gewebe der Anteil geringer ausfiel
(normales Gewebe 19%; chronisch-entziindlich 11%; akut-entziindlich 0%; neoplastisches
Gewebe 5% [Abbildung 4.33.]). Im Gegensatz dazu zeigten die Mesothelzellen mit einer

Ausnahme in allen Gewebeschnitten eine starke (+++) Intensitit des anti-Pan-Zytokeratin
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Antikorpers (Abbildung 4.30.). In 19 Gewebeschnitten waren die Mesothelzellen zu 100%
gefdrbt, in sieben zu 75% und in zwei zu 88%. Nur in einem Gewebeschnitt zeigte sich eine
50%ige Anfiarbung der Mesothelzellen. Die Mesothelzellen wiesen im normalen, im
chronisch-entziindlichen und im neoplastischen Gewebe prozentual gesehen die hdchste
Anfarbbarkeit auf (normales Gewebe 95%; chronisch-entziindliches Gewebe 92%;
neoplastisches Gewebe 91% [Abbildung 4.33.]). Im akut-entziindlichen fiel die Zahl
geringer aus (akut-entziindliches Gewebe 83% [Abbildung 4.33.]). Insgesamt konnte im
Mesothel in allen Geweben eine hohe Immunreaktivitdt nachgewiesen werden, wiahrend die
Anzahl beim Endothel deutlich geringer ausfiel (Abbildung 4.33.). Im Tubenepithel und im
Darmepithel konnte eine deutliche Expression des Pan-Zytokeratins festgestellt werden

(Abbildungen 4.31. und 4.32.).

Abbildung 4.30.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-Pan-ZK. Die Mesothel-
zellen (Pfeil) zeigen eine starke
Expression des Pan-CK wéhrend
die Endothelzellen (Pfeilspitzen)
keine Expression zeigen.

Abbildung 4.31.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-Pan-ZK. Das Tuben-
epithel  zeigt eine  starke
Expression des Zytokeratins
(Pfeil).

45



Ergebnisse

anti-Pan-ZK
3 100- T _ T
N
3
=
& 50+
[@))
@
° T
i ] =
| ] | | | | | ] | ] | | | ]
<<,© @@ o,e\ O,Q;\ (b,e\ 'b,o\ &o\ o
> & \¢ \¢
S 2ER\NEE SNSRI

3.10 Zytokeratin K8

Abbildung 4.32.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-Pan-ZK. Das Darm-
epithel an der Lumenoberfldche
(Pfeil) und auch in den
Lieberkiihn-Krypten (Stern)
zeigt eine Zytokeratinimmun-
reaktivitét.

Abbildung 4.33.:
Vergleich  der  prozentual

angefarbten Endothel- bzw.
Mesothelzellen mit anti-Pan-
ZK in den verschiedenen
Gewebearten. E(n) = 19%; M(n)
=95%; E(c-e) = 11%; M(c-e) =
92%; E(a-e) = 0%; M(a-e) =
83%; E(neo) = 5%; M(neo) =
91%

Alle 29 Gewebeproben zeigten im Endothel keine Immunreaktivitdt gegeniiber dem anti-

Zytokeratin K8 Antikorper (Abbildung 4.34.). Dagegen konnte gezeigt werden, dass das

Mesothel in allen Gewebeschnitten eine starke Farbung aufwies (Abbildung 4.34.). 22

Gewebeschnitte waren mit einer starken (+++) und sieben mit einer mittelgradigen Intensitéit

gefarbt. Der prozentuale Anteil der gefarbten Mesothelzellen lag bei der Mehrheit mit 18

Schnitten bei 75%. Bei neun Gewebeschnitten waren es 100% und bei zwei lag der

prozentuale Anteil mit 88% zwischen den beiden Werten. In allen Gewebearten war das

Zytokeratin K8 stark représentiert, wobei im normalen Gewebe der hdchste prozentuale
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Anteil erzielt wurde (normales Gewebe 90%; chronisch-entziindliches Gewebe 81%; akut-
entziindliches Gewebe 83%; neoplastisches Gewebe 84% [Abbildung 4.37.]). Dariiber
hinaus konnte eine Expression des Zytokeratin K8 auch im Tubenepithel, im Darmepithel

und in maligen Zellen nachgewiesen werden (Abbildungen 4.35. und 4.36.).

.| _Abbildung 4.34.:
, SN YL Immunhistochemische Férbung
07 0 <7 | mit anti-K8 Wihrend die

>, Rag ; » Mesothelzellen stark angefarbt
.~ ) S sind (Pfeil), zeigt sich in den
> o= | Endothelzellen keine Expression
P : % des K8 (Pfeilspitzen).
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Abbildung 4.35.:
K . Immunhistochemische Firbung

mit anti-K8. Die Tumorzellen
eines  ser6sen  Zystadeno-
karzinoms des Ovars, G2, zeigen
eine starke Expression des K8
(Pfeil). Die Tumorzellen sind
durch einen groflen Zellkern mit
einem prominenten Nucleolus
zu erkennen (Pfeilspitze).
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Abbildung 4.36.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-K8. Das Tubenepithel
zeigt eine deutliche Expression
des K8 (Pfeil).
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Abbildung 4.37.:

anti-K8 Vergle':lch der prozentugl
angefdrbten Mesothelzellen mit
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3.11 Zytokeratin K15

Die Mehrheit der Gewebeschnitte (25) wies im Endothel keine Zytokeratin K15
Immunreaktivitéit auf (Abbildung 4.38.). Lediglich in vier Gewebeschnitten zeigte sich eine
Expression des Zytokeratin 15. Dabei war die Intensitdt schwach und auch der prozentuale
Anteil der gefarbten Zellen war mit einer Spanne zwischen 13% und 23% sehr gering. Im
normalen und chronisch entziindlichen Gewebe zeigte sich kaum eine Anfarbbarkeit in den
Endothelzellen und im akut-entziindlichen und neoplastischen Gewebe gar keine Expression
fiir das Zytokeratin K15 (normales Gewebe 4%; chronisch entziindliches Gewebe 4%
[Abbildung 4.40.]). Drei Gewebeschnitte konnten fiir das Mesothel nicht beurteilt werden,

48



Ergebnisse

da bei der immunhistochemischen Behandlung der Schnitte die Mesothelschicht
herausgelost wurde. Die restlichen 26 Gewebeschnitte zeigten ein sehr inhomogenes Muster.
In acht Gewebeschnitten zeigte das Mesothel keine Immunreaktivitit gegeniiber dem anti-
Zytokeratin K15 Antikorper, die Mehrzahl war mit 18 Schnitten jedoch positiv (Abbildung
4.38.). Davon konnte bei acht eine schwache, bei neun eine mittelgradige und bei einem eine
starke Intensitit der Farbung festgestellt werden. Der prozentuale Anteil der gefdarbten
Mesothelzellen erstreckte sich von 25% bis 100%, wobei die Mehrheit bei 25% und 50%
lag. Lediglich bei vier Gewebeschnitten konnte ein prozentualer Anteil der gefdarbten
Mesothelzellen von 75% erreicht werden. Ein Schnitt zeigte eine 100%ige Anfarbung der
Mesothelzellen mit dem anti-Zytokeratin K15 Antikorper. Im normalen Gewebe war der
prozentuale Anteil am hochsten und in den restlichen Gewebearten geringer (normales
Gewebe 60%; chronisch-entziindliches Gewebe 31%; akut-entziindliches Gewebe 25%;
neoplastisches Gewebe 25% [Abbildung 4.40.]).). Insgesamt konnte im Mesothel in allen
Geweben eine hohe Immunreaktivitit nachgewiesen werden, wéhrend die Zahlen beim
Endothel deutlich geringer ausfielen (Abbildung 4.40.). Eine Expression konnte auch in
malignen Zellen festgestellt werden (Abbildung 4.39).

\ v Abbildung 4.38.:
g e N o' 3 % Immunhistochemische Farbung
’ b AR _‘ & ;';-; mit anti-K15. Wihrend die
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)
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3.12 Vimentin

Abbildung 4.39.:
Immunhistochemische Farbung

mit anti-K15. Die Tumorzellen
zeigen teilweise eine
Expression des K15 (Stern).

Abbildung 4.40.:
Vergleich der prozentual

angefarbten  Endothel-
Mesothelzellen mit anti-K15 in

bzw.

den verschiedenen Gewebearten.
E(n) =4%; M(n) = 60%; E(c-e) =
4%; M(c-e) = 31%; E(a-e) = 0%;
M(a-e) = 25%; E(neo) = 0%;
M(neo) =25%

Bei allen Gewebeschnitten, mit Ausnahme von dreien, konnte im Endothel eine Expression

des Vimentins festgestellt werden (Abbildung 4.42.). Dabei zeigte das Endothel in 15

Gewebeschnitten eine mittelgradige und in zehn Schnitten eine schwache Intensitit der

Immunreaktivitit. Der prozentuale Anteil der gefarbten Endothelzellen variierte zwischen

21% und 72% stark, wobei der Mittelwert bei 42% lag. Im normalen Gewebe war circa die

Hilfte der Endothelzellen positiv fiir das Vimentin, wahrend bei den restlichen Gewebearten

der prozentuale Anteil zwischen 33% und 41% lag (normales Gewebe 49%, chronisch-

entzlindliches Gewebe 33%; akut-entziindliches Gewebe 36%:; neoplastisches Gewebe 41%
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[Abbildung 4.44.]). Beim Mesothel zeigte sich bei acht Gewebeschnitten keine Expression
des Vimentins, wihrend die Mehrzahl der Gewebeschnitte (20) eine positive Reaktion
aufwiesen (Abbildung 4.41.). Davon waren zwolf Gewebeschnitte im Mesothel nur mit einer
schwachen und sieben mit einer mittelgradigen Intensitdt angefdrbt. Ein Schnitt zeigte im
Mesothel eine starke Intensitdt. Auch hier fand man beim prozentualen Anteil der gefarbten
Mesothelzellen eine starke Variation zwischen 12,5% und 100%, wobei der prozentuale
Anteil in den meisten Préparaten um 50% lag. Der Mittelwert war 45%. Betrachtet man die
verschiedenen Gewebewarten, konnte im normalen Gewebe der hochste prozentuale Anteil
erzielt werden, gefolgt vom neoplastischen und chronisch-entziindlichen Gewebe (normales
Gewebe 45%; neoplastisches Gewebe 34%; chronisch-entziindliches Gewebe 29%
[Abbildung 4.44.]). Im akut-entziindlichen Gewebe zeigte sich mit 17% die geringste
Expression (Abbildung 4.44.). Beim Tubenepithel konnte ebenfalls eine Expression des
Vimentins festgestellt werden (Abbildung 4.43.).

Abbildung 4.41.:
Immunhistochemische Férbung

mit anti-Vimentin. Die Mehrheit
der Mesothelzellen zeigen eine
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Abbildung 4.42.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-Vimentin. Die
Endothelzellen zeigen eine
einheitlich mittelgradige

Expression des  Vimentins
(Pfeilspitzen).

Abbildung 4.43.:
Immunhistochemische Firbung

mit anti-Vimentin. Das Tuben-
epithel zeigt mehrheitlich auf der
basalen Seite eine Expression
des Vimentins (Pfeile).
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Abbildung 4.44.:
Vergleich  der  prozentual

angefarbten Endothel- bzw.
Mesothelzellen mit anti-
Vimentin in den verschiedenen
Gewebearten. E(n) =49%; M(n)
=45%; E(c-e) = 33%; M(c-e) =
29%; E(a-e) = 36%; M(a-e) =
17%; E(neo) = 41%; M(neo) =
34%
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3.13 Ubersicht der verschiedenen Firbungen

Die folgenden zwei Diagramme, Abbildung 4.45. und 4.46., erlauben eine Ubersicht
hinsichtlich der Expression der Zelladhdsionsmolekiile und Intermediédrfilamente im

Endothel und Mesothel.

Abbildung 4.45.:
Vergleich  der  prozentualen
Expression der verschiedenen
CIC) 100+ Zelladhdsionsmolekiile in den
T Endothel- und Mesothelzellen.
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Abbildung 4.46.:
Vergleich der  prozentualen
Expression der verschiedenen
<]C) 1004 T Intermediérfilamente  in  den
T —|_ Endothel- und Mesothelzellen.
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4 Diskussion

Sowohl die hdmatogene als auch die peritoneale Metastasierung von Tumorzellen stellen
einen hochkomplexen Vorgang dar, bei der die Adhésion der Tumorzellen an das Endothel
bzw. an das Mesothel einen entscheidenden Schritt darstellt. In vielen Studien konnte eine
Vielzahl von Zelladhdsionsmolekiilen an den Endothelzellen identifiziert werden, die an der
hiamatogenen Metastasierung beteiligt sind. Dagegen haben sich bisher wenige Arbeiten mit
der Expression von Zelladhdsionsmolekiilen von Mesothelzellen und den molekularen
Mechanismen der peritonealen Metastasierung auseinandergesetzt. In dieser Arbeit wurden
mittels immunhistochemischer Verfahren Endothel- und Mesothelzellen hinsichtlich der
Expression einer Vielzahl an Zelladhdsionsmolekiile untersucht und es konnte gezeigt
werden, dass diese Zelltypen mehrere Gemeinsamkeiten in ihrer Zelladhédsionsausstattung

aufweisen.

4.1 E-Selektin

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass im Rahmen der Metastasierung dem E-Selektin
eine bedeutende Rolle zukommt. In mehreren Experimenten konnte gezeigt werden, dass
der erste Schritt der Adhésion durch das auf Endothelzellen befindliche E-Selektin vermittelt
wird (Dimitroff et al., 2004, Burdick et al., 2003). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass die Blockierung der Selektin-Liganden Interaktion die Tumorzelladhdsion und die
Metastasierung einschrankte (Hosono et al., 1998, Nakashio et al., 1997b). Auch in vivo
stellte sich beim Kolon-, Mamma- und beim kleinzelligen Bronchialkarzinom heraus, dass
die Abwesenheit der E- und P-Selektine mit einem geringeren Metastasierungspotenzial in
Verbindung stand (Kohler et al., 2010, Stubke et al., 2012, Heidemann et al., 2014). In der
Arbeit von Stiibke et al. (2012) wurden die Experimente zusitzlich zu Doppel-E- und P-
Selektin-defizienten Méusen an Einzel-Selektin-defizienten Méusen durchgefiihrt. Die
Anzahl der Lungenmetastasen in den E-Selektin-defizienten Mausen war gegeniiber den
Wildtypmédusen geringer. Wohingegen bei den P-Selektin-defizienten Maiusen das
Umgekehrte zu beobachten war.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die in den intraperitonealen Organen
befindlichen Endothelzellen konstitutiv das E-Selektin exprimieren. Auch in den
entnommenen Organen, in denen keine Entziindung vorlag, wiesen die Endothelzellen eine
Expression des E-Selektins auf. Dieses Phdnomen konnte auch auf nicht-aktivierten

Endothelzellen von Venolen im Knochenmark und in der Haut beobachtet werden.
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Normalerweise jedoch wird eine Expression des E-Selektins nur auf aktivierten
Endothelzellen festgestellt, die zuvor mit Zytokinen (TNF-a, IL-1 oder bakterielle
Lipopolysaccharide) behandelt worden waren (Bevilacqua et al., 1989, McEver, 2015,
Bevilacqua and Nelson, 1993). In der immunhistochemischen Studie von Bittinger et al.
(1998) sowie von Gebauer et al. (2013) konnte eine Expression des E-Selektins auch in
resezierten Appendizes bzw. im Omentum majus festgestellt werden, die histologisch keinen
Anhalt fiir eine Entziindung lieferten, so dass vermutlich eine konstitutive Expression des
E-Selektins vorliegt.

Pankreaskarzinomzellen scheinen die Selektin-Liganden Interaktion bei der Implantierung
peritonealer Metastasen zu nutzen (Gebauer et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass E-
und P-Selektin-defiziente Miause weitaus weniger intraperitoneale Metastasen als die
Kontrollméuse vorwiesen. Zusétzlich zu der Expression von E-Selektin auf Endothelzellen,
konnten diese immunhistochemisch auf peritonealen Mesothelzellen identifiziert werden.
Auch auf einer Mesothel-Zelllinie konnte mittels Durchflusszytometrie eine konstitutive
Expression des E-Selektins festgestellt werden. Die Ergebnisse von Gebauer et al. (2013)
wurden hinsichtlich des E-Selektins durch diese Studie bestitigt. Es zeigte sich durchweg
eine positive Immunreaktivitit der Mesothelzellen mit einer mittelgradigen bis starken
Intensitdt und einer Expression des E-Selektins bei iiber 50% der Mesothelzellen. Auch in
vitro konnte eine Expression des E-Selektins auf Mesothelzellen festgestellt werden, diese
wurde allerdings durch IL-1B induziert (Klein et al., 1995). Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu den Ergebnissen von weiteren Versuchen, in denen keine Expression des E-
Selektins auf Mesothelzellen gefunden werden konnte (Bittinger et al., 1998). In einer Arbeit
wurden die Mesothel-Zellkulturen mit TNF und EGF behandelt, sodass man annehmen
konnte, dass das Ergebnis aufgrund anderer verwendeter inflammatorischer Zytokine nicht
erzielt wurde (Chung-Welch et al., 1997). Jedoch zeigten auch Mesothelzellen, die mit IL-
IB stimuliert wurden, keine Expression des E-Selektins, sodass der Grund der
unterschiedlichen Ergebnisse unklar bleibt (Jonjic et al., 1992).

Eine grundlegende Beteiligung des E-Selektins an der Adhdsion der Tumorzellen an das
Mesothel konnte erkldren, warum in mehreren Studien die eingesetzten Antikdrper gegen
einige Zelladhdsionsmolekiile nicht zur vollstindigen (Lessan et al., 1999, Strobel and
Cannistra, 1999) bzw. zu gar keiner Blockierung der Adhésion fiihrten (Schlaeppi et al.,
1997). So konnte in vitro die Adhdsion von Ovarialkarzinomzellen an eine
Mesothelzellschicht durch die vorherige Behandlung der Tumorzellen mit einem anti-

Integrin B1 Antikérper bzw. einem anti-CD44 Antikorper nur zum Teil reduziert werden
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(Lessan et al., 1999, Strobel and Cannistra, 1999). Bei vier Kolorektalkarzinom-Zelllinien
kam es beim Einsatz von anti-Integrin Antikérpern und anti-CD44 Antikorpern zu gar keiner
Verhinderung der Adhdsion an Mesothelzellen (Schlaeppi et al., 1997), sodass hierbei davon
ausgegangen werden miisste, dass andere Zelladhdsionsmolekiile diese Rolle tibernehmen.

Viele Tumorzellen tragen auf ihrer Zelloberfliche die E-Selektin-Liganden sialyl Lewis” und
sialyl Lewis®. Auch andere Karzinome, die hdufig mit einer Peritonealkarzinose einhergehen
wie beispielsweise das kolorektale Karzinom, das Pankreaskarzinom und das
Ovarialkarzinom exprimieren die E-Selektin-Liganden sialyl Lewis® und sialyl Lewis"
(Takada et al., 1993). Dariiber hinaus konnte die Expression des sialyl Lewis® und sialyl
Lewis® mit einer schlechteren Prognose beim kolorektalen Karzinom und beim
Magenkarzinom assoziiert werden (Nakayama et al., 1995, Futamura et al., 2000), was auch
fiir ihren Beitrag an der Metastasierung spricht. Beim Magenkarzinom konnte die Inzidenz
peritonealer Metastasen nach potentiell kurativer chirurgischer Resektion nicht mit der
Expression des sialyl Lewis™ in Zusammenhang gebracht werden (Futamura et al., 2000),
wohingegen erhohte préoperative Spiegel des Tumormarkers CA19-9, auch bekannt als
sialyl Lewis®Antigen, als Risikofaktor fiir das gleichzeitige Vorhandensein einer
Peritonealkarzinose bei Patienten mit einem kolorektalen Karzinom identifiziert werden
konnte (Kaneko et al., 2017). Diese beiden zundchst widerspriichlich erscheinenden Befunde
konnten darauf hindeuten, dass sialyl Lewis® als Ligand fiir E-Selektin wichtiger ist als sialyl
Lewis®. Die Mausversuche von Gebauer et al. (2013) verdeutlichen, dass die E- und P-
Selektine eine bedeutende Rolle bei der Ausbildung der Peritonealkarzinose beim
Pankreaskarzinom spielen. Um heraus zu finden in wie weit welches Selektin fiir die
Adhision zustindig war, wurde das Experiment mit Méusen wiederholt, in denen entweder
das E- oder P-Selektin-Gen ausgeschaltet war, und mit den Wildtypmausen verglichen. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Tumorfliche zwischen den drei Gruppen,
welches darauf hindeuten konnte, dass allein das gleichzeitige Ausschalten der Selektine die
Tumorzellen an der Adhésion hindert. Zudem konnte gezeigt werden, dass E- und P-
Selektine bei der Implantierung von peritonealen Metastasen auch beim Ovarial- und
Magenkarzinom von Bedeutung sind (unverdffentlichte Daten, personliche Mitteilung D.
Wicklein, C. Stiirken). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass E-und P-Selektin-
Liganden Interaktionen allgemein an der Ausbildung der Peritonealkarzinose beteiligt sind,
unabhingig davon um welchen Primértumor es sich handelt. Zudem kdénnte die konstitutive

Expression von E-Selektin auf Mesothelzellen erkliaren, warum eine Peritonealkarzinose bei
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manchen Tumorentititen (z.B. beim Ovarialkarzinom) im Vergleich zur hdmatogenen

Metastasierung hiufiger stattfindet.

4.2 P-Selektin

Das P-Selektin scheint auch an der Metastasierung beteiligt zu sein. Wahrend das E-Selektin
lediglich die Grundstruktur sialyl Lewis® und sialyl Lewis® bendtigt um eine Bindung
einzugehen, miissen die Kohlenhydratstrukturen beim P-Selektin an ein spezielles
Tragerprotein gebunden sein. Meist wird dabei das PSGL-1 verwendet (Handa et al., 1995).
Das P-Selektin ist in der Lage an Tumorzellen verschiedener Tumorentititen zu binden
(Aruffo et al., 1992, Goetz et al., 1996). Es ist durch die Expression auf der Oberfldche von
aktivierten Thrombozyten und Endothelien iiber zwei Mechanismen an der Metastasierung
involviert. Zum einen bilden Thrombozyten iiber das P-Selektin mit Tumorzellen in der
Blutbahn Zellaggregate, die in der Mikrozirkulation hidngenbleiben und durch die die
Tumorzellen vom Immunsystem nicht erkannt werden (Borsig, 2008, Nash et al., 2002) und
zum anderen ist das P-Selektin an der Adhésion der Tumorzellen an das Endothel beteiligt
(Ludwig et al., 2004). Die Arbeit von Prottratz et al. (1996) verdeutlicht eine P-Selektin-
vermittelte Adhédsion der kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen an aktivierte
Endothelzellen. /n vivo Versuche an P-Selektin-defizienten Médusen bzw. an doppelt E- und
P-Selektin-defizienten Maiusen zeigten eine beschrinkte Metastasenbildung beim
Kolonkarzinom und beim kleinzelligen Bronchialkarzinom (Kim et al., 1998, Heidemann et
al., 2014, Kohler et al., 2010). In der vorgelegten Studie konnte immunhistochemisch die
Expression des P-Selektins auf Endothelien gezeigt werden, die sich in intraperitonealen
Organen befinden. In einem Préparat waren die Endothelien nicht gefdrbt. Dagegen wiesen
die Mesothelzellen keine Immunreaktivitit auf. Diese Beobachtung entspricht denen einer
experimentellen Studie, in der auch in vitro durch die Behandlung mit TNF-a und EGF das
P-Selektin auf der Endothelzelloberfliche induziert werden konnte, jedoch nicht auf
Mesothelzellen (Chung-Welch et al., 1997, Sendt et al., 2002). In einer anderen Arbeit
konnte das P-Selektin immunhistochemisch auf peritonealen Mesothelzellen des Omentum
majus sichtbar gemacht werden. In der untersuchten Mesothel-Zelllinie konnte eine
Expression des P-Selektins zwar identifiziert werden, es wurden aber nur geringe

Expressionsmengen gemessen (Gebauer et al., 2013).
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4.3 Integrin g1

In dieser Studie konnte das Integrin 1 auf Endothelzellen in 10 von 29 Priparaten
festgestellt werden. Zumeist zeigte sich eine schwache Intensitit der Farbung, insgesamt
waren im Mittel 33% der Endothelzellen angefédrbt. Schon zuvor konnten in vitro Versuche
zeigen, dass Integrin-Heterodimere, die das Integrin 1 beinhalteten, auf Endothelzellen
vertreten waren (Albelda et al., 1989). Auch in situ war dies zu beobachten (Mechtersheimer
et al., 1994, Brooks et al., 1994). Dabei machte es kaum einen Unterschied, ob es sich um
grofle Gefia3e handelte oder um Gefélle, die Teil der Mikrozirkulation waren (Luscinskas
and Lawler, 1994).

Das Integrin B1 scheint zudem bei der Ausbildung einer Peritonealkarzinose eine Rolle zu
spielen. Das Integrin B1 konnte auch auf mehreren Tumorentititen identifiziert werden, die
gehduft mit einer Peritonealkarzinose vergesellschaftet sind, beispielsweise das
Ovarialkarzinom, das Pankreaskarzinom und das Magenkarzinom (Lessan et al., 1999,
Casey and Skubitz, 2000, Gardner et al., 1995, Nishimura et al., 1996, Strobel and Cannistra,
1999). Beim Vergleich zweier Magenkarzinom-Zelllinien, die sich in ihrem Potenzial
unterschieden peritoneale Metastasen auszubilden, konnten die Integrin-Heterodimere o231
und a3pB1 vermehrt auf der Karzinomzelllinie gefunden werden, die in der Lage war eine
Peritonealkarzinose auszubilden (Nishimura et al., 1996). Bei in vitro Adhdsionsversuchen
zwischen Mesothelzellen und Magenkarzinom-Zellen konnte durch die vorherige
Behandlung der Tumorzellen mit einem anti-Integrin f1 Antikdrper eine Reduzierung der
Adhision erreicht werden (Nakashio et al., 1997a, Takatsuki et al., 2004). Dies konnte auch
bei einer Ovarialkarzinom-Zelllinie sowie bei einer Pankreaskarzinomzelllinie beobachtet
werden (Strobel and Cannistra, 1999, Hosono et al., 1998). Die Ovarialkarzinom-Zellen
waren in der Lage iiber bestimmte Integrinrezeptoren, die das Integrin B1 beinhalten, an die
Extrazellularmatrix-Proteine Fibronektin, Typ IV Kollagen und Laminin zu binden (Casey
and Skubitz, 2000, Lessan et al., 1999). Auf einer untersuchten Mesothel-Zelllinie konnten
die Extrazellularmatrix-Proteine Fibronektin, Laminin und die Kollagene Typ I, III und IV
identifiziert werden (Lessan et al., 1999). Dieses ldsst die Schlussfolgerung zu, dass die
Integrin B1-ECM-Protein-Interaktion einen mdglichen Mechanismus fiir die Adhésion
zwischen Tumorzellen und Mesothelzellen darstellt.

Denkbar ist jedoch auch, dass die Tumorzellen direkt an Extrazelluldrmatrix-Proteine binden
ohne die Mesothelzellschicht iiberwinden zu miissen. An einigen Stellen des Peritoneums

konnte eine Diskontinuitdt der Mesothelzellschicht beobachtet werden, u.a. die so genannten
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lymphatischen Stomata (Wang et al., 2010, Wilkosz et al., 2005). Durch die an diesen Stellen
im Peritoneum frei liegenden Bestandteile der Extrazellulirmatrix wire eine Adhésion der
Tumorzellen an das Peritoneum ebenso wie eine direkte Bindung zwischen Tumorzelle und
Mesothelzelle moglich. Es konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass
grofBtenteils Integrinheterodimere auf Tumorzellen, die die f1-Untereinheit besitzen, diese
Adhision vermitteln (Takatsuki et al., 2004, Casey and Skubitz, 2000, Kawamura et al.,
2001).

Eine zentrale Rolle des Integrin 1 bei der Peritonealkarzinose konnte auch in vivo durch
die Verwendung von Antikorpern gezeigt werden. Die Applikation eines Antikorpers gegen
das Integrin B1 in Nacktmdusen, die vorher mit Magenkarzinom-Zellen beimpft worden
waren, fiihrte zu einer geringeren Anzahl an Tumorzellen auf dem Peritoneum (Kawamura
et al., 2001). Auch die Ausbreitung der vorher injizierten Pankreaskarzinom-Zellen
innerhalb der Peritonealhdhle konnte durch den Antikorper gegen das Integrin (1
eingeschrinkt werden und das Uberleben der Nacktmiuse verlingert werden (Hosono et al.,
1998, Nakashio et al., 1997a). Beim Ovarialkarzinom konnte durch einen anti-a5p1
Antikorper die peritoneale Metastasierung ebenfalls groBtenteils blockiert werden (Mitra et
al., 2011).

In dieser Studie konnte in situ die Expression des Integrin B1 auf Mesothelzellen in acht von
21 Praparaten gezeigt werden, dabei zeigten die Mesothelzellen mehrheitlich eine schwache
Intensitdt der Immunreaktivitit und im Mittel eine 38 prozentige Anfédrbbarkeit der
Mesothelzellen. In vitro Versuche an peritonealen Mesothelzellen von Ratten und Menschen
hatten zuvor ergeben, dass eine Expression des Integrin B1 auf Mesothelzellen identifiziert
werden konnte (van Rossen et al., 2001, Gardner et al., 1995, Tietze et al., 1999). Dieses
konnte anhand von Pridparaten des Bauchperitoneums in situ bestitigt werden (Witz et al.,
2000). Auch Mesothelzellen der Pleura waren mit dem Integrin B1 ausgestattet, sodass es
anzunehmen ist, dass diese Eigenschaft von allen Mesothelzellen, unabhédngig von welcher
Lokalisation, geteilt wird (Barth et al., 2002, Liaw et al., 2001). Die von Integrin B1-
Rezeptoren erkennenden Extrazellulirmatrix-Proteine Fibronektin, Laminin und Kollagen
Typ IV konnten auf Ovarialkarzinomzellen identifiziert werden (Liebman et al., 1993). Ob
eine Integrin B1 vermittelte Interaktion zwischen Tumorzellen und Mesothelzellen auch
moglich wére, wenn sich das Integrin 1 auf Mesothelzellen befindet, ist unklar. Dazu
miissten erst einmal in vitro Versuche durchgefiihrt werden, in denen die Mesothelzellen
anstatt die Tumorzellen vor der Zusammenfiihrung mit Tumorzellen mit einem Antikorper

gegen das Integrin 1 inkubiert werden wiirden.
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4.4 Integrin 3

In dieser Arbeit wiesen acht von 20 Priparaten im Endothel eine Expression des Integrin 33
auf. Dabei zeigten im Mittel 39% der Endothelzellen eine Immunreaktivitit und die
Intensitdt wurde groBtenteils als schwach gewertet. Brooks et al. (1994) konnten in situ eine
Expression des Integrins aVP3 auf GefiBendothelzellen in Granulationsgewebe
nachweisen. Endothelzellen in gesunder Haut zeigten dagegen keine Immunreaktivitt.
Auch Stupack und Cheresh (2002) zeigten in vitro das Vorhandensein dieses Integrins auf
proliferierenden Endothelzellen, wéhrend ruhende Endothelzellen diese Eigenschaft nicht
besallen. Diese Ergebnisse konnten nur teilweise in dieser Studie bestitigt werden. Es zeigte
sich in unterschiedlichen intraperitonealen Organen eine Expression des Integrin 3 auf
Endothelzellen. Dabei waren aber neben Endothelzellen, die in Beziehung mit
inflammatorischen Prozessen standen, auch Endothelzellen innerhalb von Organen
betroffen, die histologisch keinen Anhalt fiir eine Entziindung lieferten (Praparatnr. 1, 3, 4
und 5). In den ruhenden Endothelzellen der Mikrovaskulatur der Lunge sowie im
Portalvenensystem der Leber konnte dieses Phanomen anhand von immunhistochemischen
Verfahren auch in der Ratte beobachtet werden. In den Blutgefilen von Gehirn,
Skelettmuskel und Haut hingegen nicht (Singh et al., 2000). Auch auf ruhenden
Endothelzellen humanen Ursprungs konnte das Integrin aVB3 detektiert werden
(Luscinskas and Lawler, 1994). Diese kontroversen Ergebnisse konnten zum einen durch
unterschiedliche Detektierungsverfahren und zum anderen durch die endotheliale
Heterogenitét erklart werden (Geraud et al., 2014).

Auf den Mesothelzellen konnte bei der Hélfte (12 von 24) der Priaparate eine Expression des
Integrin 3 festgestellt werden und es zeigten im Mittel 51% der Mesothelzellen eine
Immunreaktivitit. Die Intensitdt wurde als schwach bis mittelgradig gewertet. In vitro
Versuche an Mesothel-Zelllinien und an frisch isolierten peritonealen Mesothelzellen
konnten zuvor eine Expression dieses Integrins dokumentieren (Gardner et al., 1995, Tietze
et al., 1999). Auch auf pleuralen Mesothelzellen konnte in vitro eine starke Expression

identifiziert werden, die sich jedoch nicht in situ widerspiegelte (Liaw et al., 2001).

4.5 Integrin B4

In dieser Arbeit konnte das Integrin B4 nicht auf peritonealen Mesothelzellen detektiert

werden. Diese in situ Ergebnisse bestdtigen zuvor durchgefiihrte in vitro Versuche an

61



Diskussion

Mesothel-Zelllinien und an frisch isolierten peritonealen Mesothelzellen humanen
Ursprungs (Gardner et al., 1995, Kettunen et al., 2005). Es konnte auch keine Expression
des Integrin B4 in situ auf normalen pleuralen Mesothelzellen festgestellt werden, wéhrend
reaktiv verdnderte Pleura eine schwache Immunreaktivitdt zeigte (Kettunen et al., 2005).
Maligne verdanderte Mesothelzellen wiesen dagegen eine stiarkere Expression des Integrin
B4 auf (Kettunen et al., 2005, Giuffrida et al., 1999).

Auf Endothelzellen, die in intraperitoneal gelegenen Organen zu finden waren, konnte in
dieser immunhistochemischen Studie ebenfalls keine Expression des Integrin 34 festgestellt
werden. Auf humanen tumorassoziierten Endothelzellen konnte in situ eine Expression
dieses Integrins nachgewiesen werden (Nikolopoulos et al., 2004). In den Priparaten, in
denen ein Karzinom miterfasst wurde, zeigte sich jedoch auch in dieser Arbeit keine

Immunreaktivitét in den angrenzenden Endothelzellen.

4.6 Zelladhisionsmolekiil L1

In dieser Studie konnte im Endothel keine Expression des L1ICAM festgestellt werden. In
einer anderen Studie konnte eine Expression in verschiedenen Endothel-Zelllinien gezeigt
werden, diese konnte durch die Behandlung mit TNF-o hochreguliert werden. In derselben
Arbeit konnte immunhistochemisch jedoch keine Expression des L1CAM auf der
Oberfliche ruhender Endothelzellen sichtbar gemacht werden. Lediglich in
Gefaflendothelzellen, die mit entzlindlichen oder neoplastischen Vorgédngen in Beziehung
standen, konnte immunhistochemisch eine Expression nachgewiesen werden (Maddaluno et
al., 2009). Eine Anreicherung des L1CAM in tumorassoziierten Endothelzellen konnte auch
beim Pankreaskarzinom beobachtetet werden (Issa et al., 2009). Diese Beobachtungen
konnten in dieser Arbeit nicht bestétigt werden. Auch auf Mesothelzellen konnte in dieser
Studie keine Expression des L1ICAM nachgewiesen werden. Zu diesem Ergebnis kamen
ebenfalls Goode et al. (2017) mittels eines immunhistochemischen Verfahrens. Entartete
Mesothelzellen waren hingegen positiv, so konnten beim malignen Mesotheliom eine

Expression des LICAM in 33 von 41 Tumoren gezeigt werden (Kettunen et al., 2005).

4.7 Zelladhiasionsmolekiil CD44 und Hyaluronan

Eine Expression des CD44 auf Mesothelzellen konnte in dieser Studie nicht festgestellt
werden. Andere Studien hingegen konnten in vitro eine Expression des CD44 auf humanen

Mesothelzellen zeigen (Chew et al., 2017, Yu et al.,, 2010, Gardner et al., 1995).
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Mesothelzellen aus Ratten, die einen epitheldhnlichen Phanotyp aufwiesen, waren fiir das
Zelladhdsionsmolekiil negativ. Eine Expression des CD44 konnte erst durch das EGF bzw.
IL-1pB induziert werden (van Rossen et al., 2001, Koistinen et al., 2017). Nakamura et al.
(2017) konnten in situ auf humanen Mesothelzellen im Omentum majus keine CD44-
Expression feststellen. In Netzmetastasen von Ovarialkarzinomen fiel ihnen eine positive
Immunreaktivitit in den Mesothelzellen auf, die direkt mit den Tumorzellen in Beziehung
standen. Weiter weg von den Tumorzellnestern lokalisierte Mesothelzellen zeigten keine
Immunreaktivitit.

Mesothelzellen sind in der Lage Hyaluronan zu sezernieren und diese in einer der Zelle
umgebene Schicht perizelluldr anzuordnen (Heldin and Pertoft, 1993, Jones et al., 1995). In
dieser Studie konnte histochemisch kein Hyaluronan auf Mesothelzellen bzw. perizellulér
sichtbar gemacht werden. Diese gegensitzlichen Ergebnisse sind wahrscheinlich auf die
Methodik zuriickzufiihren. Heldin und Pertoft (1993) bzw. Jones et al. (1995) konnten
anhand  von  Partikelausschluss-Versuchen  die =~ Mesothelzellen = umgebende
Hyaluronanschicht visualisieren. Bereits 1968 nutzten Wissenschaftler ein &hnliches
Verfahren, um bei Synovialzellen den perizelluliren Mantel sichtbar zu machen. Durch
immunhistochemische Verfahren gelang dieses nicht (Clarris and Fraser, 1968).

In dieser Arbeit konnte immunhistochemisch keine Expression des CD44 auf Endothelzellen
festgestellt werden, die in intraperitonealen Organen lokalisiert sind. Zuvor hatten hingegen
in vitro Experimente das Vorhandensein des CD44 auf der Oberflidche von einigen Endothel-
Zelllinien nachgewiesen (Xu et al., 1994, Liesveld et al., 1994, Lokeshwar et al., 1996). Von
einem Rind entnommene Endothelzellen zeigten eine Expression des CD44 (Lokeshwar et
al., 1996). Auch auf Endothelzellen humanen Ursprungs der Mikrovaskulatur sowie der
groflen Gefdfle war dies gegeben (Xu et al., 1994, Liesveld et al., 1994). Aufgrund der
unterschiedlichen Gegebenheiten in vitro und in vivo sowie unterschiedlicher
Detektierungsverfahren ist es schwer, die Ergebnisse zu vergleichen. Des Weiteren ist die
endotheliale Heterogenitit zu beachten, die beschreibt, dass sich Endothelzellen
verschiedener Organe bzw. Gewebe und je nach GefdBabschnitt hinsichtlich ihrer
molekularen Eigenschaften unterscheiden. Es konnte durch Genexpressionsanalysen an
Endothelzellen unterschiedlicher Organe gezeigt werden, dass unter anderem die
Zelladhdsionsausstattung variiert (Nolan et al., 2013). So beschrieben Xu et al. (1994) eine
geringe Expression des CD44 auf Endothelzellen der Mikrovaskulatur wihrend die
Endothelzellen der Umbilikalvene (HUVEC) eine starke Expression aufwiesen. Dariiber

hinaus werden die gewebespezifischen Genexpressionsmuster maligeblich durch das
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Mikromilieu beeinflusst, so zeigten isolierte Endothelzellen in vitro im Vergleich zu den
Bedingungen in vivo eine verdnderte Genexpression (Lacorre et al., 2004, Amatschek et al.,
2007). In der Arbeit von Savani et al. (2001) konnte das Vorhandensein des CD44 in situ in
Endothelzellen der humanen Haut sowie in vitro gezeigt werden.

Luminal besitzen Endothelzellen eine hohe Glykokalyx. Hyaluronan ist Bestandteil dieser
Glykokalyx (Reitsma et al., 2007). In dieser Arbeit konnte keine Expression des Hyaluronan
auf Endothelzellen festgestellt werden. Diese widerspriichlichen Ergebnisse lassen sich
damit begriinden, dass die Glykokalyx als delikat und durch immunhistochemische
Verfahren als leicht zerstorbar gilt (Reitsma et al., 2007). Abgesehen vom Vorhandensein
des Hyaluronan in der Endothelzelle assoziierten Glykokalyx, konnte diese auch durch die
Behandlung mit proinflammatorischen Zytokinen auf der Oberfliche einiger Endothel-
Zelllinien nachgewiesen werden. Die humane Endothel-Zelllinie zeigte diese Eigenschaft
nicht (Mohamadzadeh et al, 1998). In der menschlichen Lunge konnte in
Kapillarendothelzellen zwischen den Alveolen histochemisch eine Expression des
Hyaluronan visualisiert werden. Diese zeigte sich jedoch nur auf wenigen Zellen (Richter et

al., 2012).

4.8 Charakterisierung der Endothel- und Mesothelzellen anhand
ausgewahlter Intermediirfilamente

Das Endothel und das Mesothel entwickeln sich aus dem Seitenplattenmesoderm (Choi et
al., 1998, Moore et al., 2013). Charakteristisch fiir Gewebe mesenchymalen Ursprungs ist
das Intermedidrfilament Vimentin (Welsch et al., 2014). In dieser Arbeit zeigten 25 von 28
Praparate im Endothel und 20 von 28 Pridparate im Mesothel eine Immunreaktivitit des
Vimentins. Ahnliche Ergebnisse wurden in weiteren Studien erzielt. Schon zuvor konnte in
vitro und in situ eine Expression des Vimentins in humanen peritonealen Mesothelzellen
nachgewiesen werden (Czernobilsky et al., 1985, Zhang et al., 1999, Tietze et al., 1999).
Auch Mesothelzellen der Pleura zeigen diese Eigenschaft (LaRocca and Rheinwald, 1984,
Terada, 2011). Die Endothelzellen besitzen als Intermediérfilament typischerweise das
Vimentin (Katagata et al., 2002, Evans, 1998)

Charakteristisch fiir Epithelien ist ihre Zytokeratinausstattung. Das zu den basischen
Zytokeratinen gehorende Zytokeratin K8 ist in Zellen einschichtiger Epithelien zu finden
(Moll et al., 1982, Owens and Lane, 2003). Konkordant dazu zeigte sich in dieser Arbeit in

allen Priparaten eine Expression des Zytokeratin K8 in den Mesothelzellen. Auch weitere
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Studien mit humanen peritonealen und pleuralen Mesothelzellen kamen zu diesem Ergebnis
(Tietze et al., 1999, Zhang et al., 1999, Terada, 2011). Das Zytokeratin K8 konnte in situ in
dieser immunhistochemischen Studie in keinem der Préparate im Endothel nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse bestitigen damit die Ergebnisse der Arbeit von Miettinen et al.
(2000). Maligne verdnderte Endothelzellen im Sinne eines Angiosarkomas zeigten hingegen
eine Immunreaktivitit. Andere Arbeiten kamen wiederum zu gegenteiligen Resultaten. In
Endothelzellen der Kornea konnte eine Expression des Zytokeratins K8 festgestellt werden
(Merjava et al., 2009) und auch in kultivierten Endothelzellen der Mikrovaskulatur der Haut
konnte in vitro durch Gelelektrophorese dieses Intermedidrfilament nachgewiesen werden
(Katagata et al., 2002). Die endotheliale Heterogenitét, die zuvor im Abschnitt 4.7 diskutiert
wurde, konnte ein Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse darstellen.

Das Zytokeratin K15 ist ein Vertreter der sauren Zytokeratine und typischerweise in den
Basalzellen der Epidermis und anderen mehrschichtigen Plattenepithelien anzutreffen (Moll
etal., 1993, Lloyd et al., 1995). Mit dieser Arbeit konnte erstmals dieses Zytokeratin anhand
von immunhistochemischen Verfahren in peritonealen Mesothelzellen und zu geringem
Mal3e auch in Endothelzellen sichtbar gemacht werden. Wéhrend die Mehrheit der Priaparate
(18 von 26) im Mesothel eine positive Immunreaktivitit zeigten, waren lediglich vier von

29 Préparate im Endothel positiv.

In dieser Arbeit konnten erstmals Parallelen und Unterschiede zwischen Endothel- und
Mesothelzellen humanen  Ursprungs hinsichtlich der Expression von acht
Zelladhdsionsmolekiilen, die eine Schliisselrolle im Rahmen der hidmatogenen
Metastasierung aufweisen konnten, identifiziert werden. Dabei zeigten beide Zelltypen eine
Expression des E-Selektins, des Integrins B1 sowie des Integrins 3. Keine Expression zeigte
sich hingegen fiir das Integrin 4, das LICAM, das CD44 und das Hyaluronan. Das P-
Selektin zeigte lediglich eine Immunreaktivitit auf den Endothelzellen.

Beide Zelltypen zeigten eine hohe Expression des E-Selektins, wobei auf den
Mesothelzellen der prozentuale Anteil hoher ausfiel. Dabei machte es bei den Endothelzellen
kaum einen Unterschied, ob es sich hierbei um normales, entziindliches oder neoplastisches
Gewebe handelte. Im normalen Gewebe zeigte sich ein hoherer prozentuale Anteil E-
Selektin exprimierender Mesothelzellen, wéhrend der Anteil im entziindlichen und
neoplastischen Gewebe dhnlich hoch ausfiel. Es zeigte sich grundsitzlich eine geringe
Expression des Integrins 1 auf beiden Zelltypen, wobei die Endothelzellen im

neoplastischen Gewebe und die Mesothelzellen im normalen Gewebe mit ca. einem Viertel
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Anteil die hochste Immunreaktivitit zeigten. Hinsichtlich des Integrins 33 konnten vor allem
die Endothel- und Mesothelzellen im normalen Gewebe eine Expression vorweisen. Im
entzlindlichen und neoplastischen Gewebe zeigte sich kaum eine Expression des Integrins
B3 auf den beiden Zelltypen.

Die Intermedidrfilamente Pan-Zytokeratin, Zytokeratin K15 und das Vimentin zeigten im
Endothel und Mesothel eine Immunreaktivitdt, wobei der prozentuale Anteil beim Pan-
Zytokeratin und Zytokeratin K15 im Endothel sehr viel geringer als beim Mesothel ausfiel.
Das Zytokeratin K8 wies lediglich eine Expression in den Mesothelzellen auf. Somit stellt
dieses Intermediédrfilament einen geeigneten Marker zur Unterscheidung zwischen
Endothel- und Mesothelzellen dar.

Zusammenfassend wird anhand dieser Studie deutlich, dass Endothel- und Mesothelzellen
hinsichtlich ihrer Zelladhdsionsausstattung viele Gemeinsamkeiten aufweisen. Von
insgesamt acht Zelladhdsionsmolekiilen zeigten sieben ein dhnliches Expressionsprofil auf
den genannten Zelltypen. Einen priagnanten Unterschied stellte das P-Selektin dar, welches
lediglich auf den Endothelzellen exprimiert wurde. Die verschiedenen Gewebearten
betrachtend, konnte vorrangig im normalen Gewebe eine hohere Expression erzielt werden.
Zu beriicksichtigen ist bei den Ergebnissen jedoch, dass insgesamt die Zahl der untersuchten
Gewebeproben relativ klein war, sodass weitere Studien notwendig wiren, um die
Ergebnisse zu verifizieren. Weiterhin sollte das Mesothel und die untersuchten
Zelladhdsionsmolekiile Gegenstand zukiinftiger Studien sein um die molekularen

Mechanismen der Peritonealkarzinose zu kléaren.
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5 Zusammenfassung

Mehrere Zelladhdsionsmolekiile stehen aufgrund ihrer zentralen Rolle im Rahmen der
Tumorprogression und Metastasierung im Fokus der Forschung. Wéhrend eine Vielzahl an
Zelladhdsionsmolekiilen hinsichtlich der himatogenen Metastasierung untersucht worden
sind, liegen noch wenige Daten zur Expression dieser Molekiile im Mesothel des
Peritoneums vor, die eine entscheidende Rolle bei der Peritonealkarzinose spielen diirften.
In der vorgelegten Arbeit sollte anhand eines immunhistochemischen Verfahrens die
Endothel- und Mesothelzellen in 29 humanen Gewebeproben auf ihre exprimierenden
Zelladhdsionsmolekiile hin untersucht werden. Weiterhin wurde vor dem Hintergrund, dass
Endothel- und Mesothelzellen mesenchymalen Ursprungs sind, eine Charakterisierung
dieser Zelltypen anhand von ausgewéhlten Intermedidrfilamenten vorgenommen.

Das E-Selektin konnte mit hoher Expression auf den untersuchten Endothel- und
Mesothelzellen im normalen, entziindlichen und neoplastischen Gewebe dargestellt werden,
wobei auf den Mesothelzellen ein hoherer prozentualer Anteil erzielt wurde. Auf beiden
Zelltypen zeigte sich hinsichtlich des Integrin 1 eine geringe Immunreaktivitit. Das
Integrin B3 zeigte in beiden Zelltypen die hochste Expression im normalen Gewebe,
wéhrend in den anderen Gewebearten die Immunreaktivitét sehr gering ausfiel. Das Integrin
B4, das L1ICAM, das CD44 und Hyaluronan konnte in dieser Arbeit nicht auf den genannten
Zelltypen nachgewiesen werden. Hinsichtlich des P-Selektins konnte lediglich eine
Expression im Endothel dargestellt werden.

Die Mesothelzellen exprimierten die Intermedidrfilamente Vimentin, das Zytokeratin K8
und K15. Die Endothelzellen zeigten hingegen nur eine positive Immunreaktivitét fiir das
Vimentin und zu geringen Male fiir das Zytokeratin K15. Somit kdnnte das Zytokeratin K8
als Marker zur Unterscheidung zwischen den beiden Zelltypen dienen.

In Anbetracht dieser Ergebnisse und auch anderer Studien haben Endothel- und
Mesothelzellen viele gemeinsame Eigenschaften und Funktionen und sind grundlegend an
der Metastasierung beteiligt. Das E-Selektin scheint im Allgemeinen neben seiner Funktion
im Rahmen der hdmatogenen Metastasierung auch eine Schliisselrolle bei der

Peritonealkarzinose zu spielen.
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6 Abstract

Several cell adhesion molecules play an essential role in tumor progression and metastasis
formation and are therefore of crucial interest. The function of cell adhesion molecules in
hematogenous metastases were part of numerous research studies, but little is known about
the expression of these molecules in the peritoneum and also about their role in peritoneal
carcinomatosis. In this study, endothelial und mesothelial cells in 29 human tissues were
analyzed for their expression of several cell adhesion molecules. In addition, the endothelial
and mesothelial cells were characterized by their expressing intermediate filaments.

There was a high expression of E-selectin on the endothelial and mesothelial cells in normal,
inflamed and neoplastic tissue but the percentage was higher on the mesothelial cells. In
contrast, there was a low immunoreactivity of integrin 1 on both cell types. Integrin 33
showed a low expression on both cell types in inflamed and neoplastic tissue, but had a
higher presence on endothelial and mesothelial cells of normal tissue. There was no
expression of integrin 4, L1ICAM, CD44 and hyaluronan on endothelial and mesothelial
cells in this study. P-selectin showed just an immunoreactivity on endothelial cells.
Vimentin, cytokeratin K8 and cytokeratin K15 were expressed in mesothelial cells while
endothelial cells showed just an immunoreactivity for vimentin and a partial
immunoreactivity for cytokeratin K15. Thus, cytokeratin K8 might be useful to distinguish
both cell types.

Considering these results and other studies, endothelial and mesothelial cells share many
characteristics and functions and are essential in metastasis formation. Besides its function
in hematogenous metastases, E-selectin seems to also play an essential role in peritoneal

carcinomatosis.
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