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Abkiirzungsverzeichnis

assoz. = assoziiert

Abb. = Abbildung

AK = Antikorper

AP = Alkalische Phosphatase

APAAP = Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase
bFGF = basic fibroblast growth factor

BGMZ = Bindegewebsmastzelle

CALF = Café-au-lait-Fleck

CAM = Chorio-Allantois-Membran

c-kit protein (CD117) = Membran-gebundener Tyrosinkinase Rezeptor
DGS = Dottersack-Gefa3-System

DMSO = Dimethylsulphoxid

DNA = Desoxiribonukleinséaure

DNase = Desoxiribonuklease

EDTA = Ethylendiamintetraessigsédure

EGF = epidermal growth factor

FG = Feldgrofie

FGF = fibroblast growth factor

GAP = GTPase aktivierendes Protein

ges. = gesamt

HE = Hamatoxylin-Eosin

HET = Hen’s egg test

IL = Interleukin

Konz. = Konzentration

Lsg. = Losung

makrosk. = makroskopisch

MCT = Mastzelle mit Tryptase

MCTC = Mastzelle mit Tryptase und Chymase
mikrosk. = mikroskopisch

MiB-1 = monoklonaler Antikérper gegen Ki-67 (Proliferationsmarker)
MPNST = Maligner peripherer Nervenscheidentumor
MMZ = Mukosamastzelle

Mz = Mastzelle

MzT-Farbung = Mastzell-Tryptase-Farbung

NaCL = Natrium-Chlorid
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NF = Neurofibrom

NF1 = Neurofibromatose Typ I

NF2 = Neurofibromatose Typ II

Nfl = Mutation des NF1-Gens

NGF = Nerve growth factor

NIH = National Institute of Health

PDGF = platelet-derived growth factor

PD-ECGF = platelet-derived endothelial cell growth factor
pos. = positiv

Ras = membranassoziiertes Guaninnucleotid-bindendes Protein
SPF = Spezifiziert Pathogen Frei

Thbl. = Tabletten

TBS = tris buffered saline

TGF-f = tumour growth factor beta

TNF-a = tumor necrosis factor alpha

transpl. = transplantiert

Tris-Base = Tris (hydroxymethyl) - aminomethan
Tris-HCL = Tris Base, mit HCL auf gewiinschten pH-Wert eingestellt
VEGF = vascular endothelial growth factor

verg. = vergillt

zeitl. = zeitlich

ZNS = Zentralnervensystem

SI-Einheiten:
g = Gramm

h = Stunde(n)

1 = Liter
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min. = Minute(n)
M = Molar
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Kapitel 1

Einleitung

Die Neurofibromatose ist eine polysymptomatische, neuroektodermale, autosomal
dominant vererbte Systemerkrankung, deren Leitsymptom das Auftreten von bis
zu mehreren tausend dermalen Neurofibromen darstellt. Die fiir das Krankheits-
bild auch heute noch verwendete Bezeichnung Morbus von Recklinghausen geht
auf den deutschen Pathologen Friedrich Daniel von Recklinghausen zuriick. Zwar
waren Patienten mit Befunden, die auf eine Neurofibromatose hinwiesen, bereits
im 17. Jahrhundert beschrieben worden, jedoch gelang von Recklinghausen 1882
erstmals eine Zuordnung der vielen verschiedenen Symptome zu einem einheitli-
chen Krankheitsbild. Er konnte belegen, dass die bei seinen Patienten beobachte-
ten Hauttumoren im wesentlichen aus Nerven- und Stiitzgewebszellen bestanden
und diese Neurofibrome ein typisches Merkmal der bald nach ihm benannten Er-
krankung waren [1]. Das Erkennen der Vielschichtigkeit der Krankheit mit ihren
multiplen, unterschiedlich ausgepriagten Symptomen fiithrte 1980 zu dem Versuch
Riccardis, eine weitere Unterteilung der Neurofibromatose in acht klinisch dif-
ferenzierbare Erscheinungstypen vorzunehmen, siche Tabelle 1.1 [2, 3, 4]. Auf
der Basis weiterer klinischer Erkenntnisse und der Identifizierung der Gendefekte
wird die Neurofibromatose zur Zeit nur noch in zwei Hauptgruppen unterteilt,
die Neurofibromatose Typ I und Typ II, siehe Tabelle 1.2 [5]. Zusétzlich zu die-
sen beiden Formen sind einige Varianten beschrieben, die iiberwiegend der NF1

zugeordnet werden [5].

Die bekannteste und haufigste Neurofibromatoseform (iiber 90 % der Félle) stellt
die Neurofibromatose Typ I mit einer Inzidenz von 1:3500-4000 dar [7, 8]. Sie wird
autosomal dominant vererbt, doch trotz der offensichtlich kompletten Penetranz

wird die Erkrankung erstaunlich heterogen exprimiert.

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Bezeichnung | Charakteristische Merkmale
NF1 Klassische Form, Neurofibromatose Typ I
NF2 Zentrale Form, bilaterale Akustikusneurinome
NF3 Gemischte Form (NF1 und NF2), multiple ZNS-Tumoren
NF4 Diffuse Café-au-lait-Flecken und grofle Neurofibrome
NF5 Segmentale Café-au-lait-Flecken, Neurofibrome
NF6 Diffuse Café-au-lait-Flecken, keine Neurofibrome,

geistige Retardierung
NE7 Late-onset-Neurofibrome (3. Dekade, tiefe Neurofibrome)
NF8 Unspezifische Neurofibrome

Tabelle 1.1: Klassifikation der Neurofibromatose in acht verschiedene Untergruppen, nach
V. Riccardi [2, 3, 4].

Bezeichnung NF1 NF2

Héaufigkeit 1:3500-1:4000 1: 40 000

Vererbung Autosomal-dominant, Autosomal-dominant,
50 % Neumutation 50 % Neumutation

Tumoren Neurofibrome, MPNST Schwannome, Gliome

Gliome, Myeloische Leukamie | Akustikusneurinome,

Phéochromozytome Ependymome, Meningeome
Nichttumorcse | Café-au-lait-Flecken, Posteriore subkapsulére
Manifestation | Skelettale Dysplasien, Katarakt

Vaskuldre Stenosen,

Lernstorungen
Genlokus Chromosom 17 Chromosom 22
Genprodukt Neurofibromin Merin/Schwannomin

(GAP-Protein) (zytoskelettales Protein)

Tabelle 1.2: Merkmale der Neurofibromatose Typ I und Typ IT im Vergleich, nach B. Korf [6].

1990 wurde das NF1-Gen auf dem langen Arm des Chromosomens 17 (Bande
q11.2) erstmals identifiziert [9, 10]. Es handelt sich um ein ungewthnlich grofies
Gen mit einer Spannbreite von mehr als 350 Kilobasen genomischer DNA, zu-
sammengesetzt aus iiber 60 individuellen Exons. Aufgrund dieser Groéfle konn-
te unter anderem die auffillig hohe Anzahl an Neumutationen (50 %) erklirt
werden [11, 12]. Eine Vielzahl (> 260) an Mutationen an unterschiedlichen Stel-
len des NF1-Gens ist bekannt, es konnte jedoch weder eine eindeutige Genotyp-

Phénotyp-Korrelation noch ein so genannter "hot spot’ (d.h. ein Genlokus mit



besonders haufig bevorzugter Mutation) nachgewiesen werden.

Neurofibromin, das Genprodukt des NF1-Gens, ist in allen Geweben vorhanden,
in neuroektodermalen Zellen wie Glia oder Schwannzellen jedoch besonders hoch
angereichert [13]. Im mittleren Achtel des Neurofibromin-Molekiils befindet sich
ein Abschnitt, der funktionell und strukturell Gemeinsamkeiten mit einer GAP-
Untereinheit darstellt [14]. Uber Zwischenschritte fithrt Neurofibromin zu einer
Inaktivierung des ras-Proto-Onkogens und wirkt dadurch wie ein Tumorsuppres-
sor [15]. Eine Ras-Aktivierung, z.B. durch fehlendes Neurofibromin, fiithrt u.a. zu
einer erhohten Zellproliferation. Eine Mutation am NF1-Lokus kénnte daher eine

Deregulierung von Ras bewirken und letztendlich zur Tumorentstehung fiithren.

Die enorme Grofie des NF1-Gens und die labile Natur seiner cDNA erschweren
dessen molekulare und biochemische Charakterisierung. Um die NF1-Funktion
generell besser zu verstehen, wurden entsprechende Mausmodelle gesucht. Mause,
homozygot in Bezug auf eine NF1-Gen-Mutation (Nfl-/-), waren nicht lebensfihig
und starben in utero [16, 17]. NF-1 heterozygote Mause (Nfl+/-) hingegen waren
lebensfihig, zeigten jedoch keine kutanen Merkmale der Neurofibromatose Typ I,
wie z.B. die Ausbildung von dermalen Neurofibromen oder Café-au-lait-Flecken.
1999 gelang es erstmals plexiforme Neurofibrome in M#usen zu generieren [18],
fiir dermale Neurofibrome existiert jedoch bis heute kein entsprechendes Tier-
modell. Eine Untersuchung der Pathogenese von Tumoren setzt jedoch ein ent-
sprechendes Versuchsmodell voraus, weshalb bisher kaum Erkenntnisse {iber den
Pathomechanismus der Entstehung und des Wachstums dermaler Neurofibrome
vorhanden sind. Dementsprechend liegen auch kaum detailliertere Daten zum Ver-
halten traumatisierter dermaler Neurofibrome vor. Ein Tiermodell, welches das
Vollbild der Neurofibromatose Typ I widerspiegelt und identische Konditionen

zum humanen Krankheitsbild aufweist, existiert bisher nicht.
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Kapitel 2

Problemstellung

2.1 Neurofibromatose Typ I

2.1.1 Klinik

Das Kardinalsymptom der Neurofibromatose Typ I ist die Entwicklung von mul-
tiplen, benignen, peripheren Nervenscheidentumoren, den sog. dermalen Neurofi-
bromen. Weitere Charakteristika sind typische Pigmentverdnderungen der Haut,
wie Café-au-lait-Flecken und sommersprossartige Hyperpigmentierungen (Freck-
ling) der nicht lichtexponierten Haut, Verdnderungen in der Iris (Lisch-Knotchen
= Melanozytenharmatome) und der Sehnerven (Optikusgliome). Ferner finden
sich typische Skelettanomalien und u.a. Lern- und Teilleistungsstérungen.

Eine Mutation des NF1-Gens fiihrt unweigerlich zur Erkrankung der Individuen,
das Vorhandensein und Ausmaf} der vielen einzelnen Symptome ist jedoch indi-
viduell sehr unterschiedlich ausgeprégt, auch innerhalb betroffener Familien zeigt
sich der Phéanotyp oft sehr variabel [19]. Fiir die Diagnosestellung sind neben
der Vielzahl der einzelnen Symptome und deren individuell unterschiedlich aus-
geprigten Priasenz auch die verschiedenen Lebensphasen, in denen sie auftreten,
erschwerend. Das klinische Vollbild der Erkrankung zeigt sich oft erst im frithen
Erwachsenenalter, was eine Diagnosestellung zu fritheren Zeitpunkten zuséatzlich
behindert, jedoch nicht unméoglich macht. Trotz der genetischen Identifizierung
des NF1-Gens erfolgt die Diagnosestellung iiberwiegend klinisch anhand der in
Tabelle 2.1 geschilderten sieben Kriterien, die 1988 im Rahmen der Consensus
Conference des National Institutes of Health festgelegt wurden. Wenn zwei dieser
sieben Diagnosekriterien gleichzeitig vorliegen, kann die Diagnose NF1 definitiv
gestellt werden [20].
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Zur sicheren Diagnosestellung miissen mindestens zwei der u.g. Kriterien

gleichzeitig vorhanden sein:

1)6 oder mehr Café-au-lait-Flecken mit einem Durchmesser von mindestens
5mm bei Kindern unter 6 Jahren und mindestens 15mm bei &dlteren Individuen
2) zwei oder mehr Neurofibrome oder ein plexiformes Neurofibrom

3) axilldres oder inguinales Freckling

4) ein Optikusgliom

5) zwei oder mehr Lisch-Knétchen

6) Dysplasie des Keilbeins oder Ausdiinnung des Cortex der langen
Rohrenknochen mit oder ohne Pseudarthrose

7) ein Eltern- oder Geschwisterteil mit einer nach den Kriterien

1-6 gesicherten Diagnose einer NF1

Tabelle 2.1: Sieben Kriterien, um eine sichere Diagnosestellung der NF1 zu ermoglichen, NIH
1988 [20].

Die umschriebenen, glatt begrenzten, milchcafé-farbenen Hyperpigmentierungen
der Haut (Café-au-lait-Flecken = CALF) sind zwar bei gesunden Menschen ein
haufiger Befund (10 % der normalen Bevolkerung), finden sich jedoch mehr als
sechs davon mit einer Gréfle ab 5 mm, ist eine NF1 sehr wahrscheinlich, siehe
Abbildung 2.1, Bild 1. Café-au-lait-Flecken sind meist schon ab der Neugebo-
renenperiode vorhanden, wobei ihre Anzahl und Groéfle wihrend der Kindheit
noch zunehmen kann. Sie stellen eines der ersten Diagnosemerkmale der NF1
im Kindesalter dar. In hoherem Alter konnen sich einige von ihnen auch wieder
zuriickbilden, wobei sie bei ca. 80 % aller NF1-Patienten zu finden sind. Thre
Grofle kann zwischen 5 mm und 50 cm schwanken, liegt aber im Regelfall unter
10 em [21, 7).

Sommersprossartige Hyperpigmentierungen der Haut (Freckling) finden sich bei
ca. 40 % der NF1-Patienten und treten im Laufe des Kleinkindalters erstmals
auf, iiberwiegend in Regionen, wie z.B. axillar, inguinal, submammaér oder in-
tertriginos, sieche Abbildung 2.1, Bild 1. Zusammen mit den Café-au-lait-Flecken
ermoglichen sie die eindeutige Diagnosestellung der NF1 bereits zu einem friithen
Zeitpunkt im Kindesalter, lange bevor die typischen dermalen Neurofibrome erst-

mals auftreten.

Bei den Lisch-Knotchen handelt es sich um harmlose, pigmentierte Iris-Hamartome,
die sich im Laufe der Kindheit entwickeln und bei Jugendlichen mit NF1 bei na-
hezu 90-100 % vorhanden sind. Diese leicht erhabenen Irisknotchen lassen sich

mittels Spaltlampe problemlos nachweisen und sind haufig auch bereits makrosko-
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pisch sichtbar, sieche Abbildung 2.1, Bild 2. Sie dienen als ein weiteres, wichtiges

Diagnosekriterium [11].

Optikusgliome stellen den héufigsten intrakraniellen Tumor bei NF1-Patienten
dar. Sie treten bei 15-20 % der Patienten bereits im frithen Kindesalter auf,
werden jedoch nur bei 1/3 bis 1/2 der Patienten symptomatisch [21, 22, 23]. Sie
konnen an jeder Lokalisation entlang der Sehbahn auftreten, finden sich aber
haufig im anterioren Anteil der Sehbahn unter Einbezichung des Chiasmas. Der

Visus kann in unterschiedlicher Auspragung bis hin zur Erblindung betroffen sein.

Skelettfehlbildungen treten bei ca. 7-10 % der NF1-Patienten auf. Neben Skolio-
sen unterschiedlichen Ausmafles finden sich z.B. Knochenzysten, Makrocephalus,
Pectus excavatum, Genu valgum et varum, Spina bifida etc. Fiir die Neurofi-
bromatose wegweisende Knochenveranderungen sind Keilbeinfliigeldysplasie und
Verkriimmungen der langen Rohrenknochen, insbesondere der Tibia, mit mecha-

nischer Instabilitdt und Pseudarthrosenbildung.

Lern- und Teilleistungsstérungen bei Kindern mit NF1 sind sehr héufig und
u.a. auf ein vermindertes Kurzzeitgedéchtnis und mangelndes Konzentrations-
vermogen zuriickzufithren [24, 25]. Es finden sich Lese-, Schreib- oder Rechen-

schwéchen, Koordinationsstorungen und Hyperaktivitét.

Maligne Entartungen koénnen u.a. im Bereich plexiformer Neurofibrome entste-
hen, am haufigsten treten maligne periphere Nervenscheidentumoren auf (MPNST)
[26, 27, 28]. Ein allgemein erhohtes Risiko besteht fiir die Ausbildung von Astrozy-
tomen, Phidochromozytomen und Leukédmie (besonders der juvenilen myeloischen

Form) [29], seltener sind Wilms Tumoren oder Rhabdomyosarkome [21].

2.1.2 Neurofibrome

Neurofibrome stellen den klassischen, das Krankheitsbild pragenden und letztend-
lich auch namensgebenden Befund der NF1 dar. Sie sind gutartige, heterogene
Nervenscheidentumore, die histologisch und klinisch in zwei grofie Gruppen un-
terteilt werden kénnen [30, 31, 32]. Die dermalen Neurofibrome sind die haufigste
Erscheinungsform bei der NF1, gefolgt von den plexiformen Neurofibromen, siche
Tabelle 2.2.
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Dermale Neurofibrome Plexiforme Neurofibrome

Lokalisation Dermis, nicht mit subkutan o. visceral, assoz.

groflen Nerven assoziiert | mit grolen Nervenplexus

Anzahl multiple einzelne
Auftreten Pubertét meist prapubertér
Maligne Entartung | keine 5% MPNST

Reg. Hypertrophie keine héufig
Hyperpigmentierung | keine héufig

Tabelle 2.2: Charakteristische Eigenschaften dermaler und plexiformer Neurofibrome nach
0O.D. Wiestler und H. Radner [5].

2.1.2.1 Kongenital plexiforme Neurofibrome

Die kongenital plexiformen Neurofibrome treten bei ca. 25-30 % der NF1-Patienten
auf und sind in der Regel bei Geburt vorhanden, seltener werden sie erst in spéte-
ren Lebensphasen sichtbar [33, 34]. Sie treten ubiquitér auf, bevorzugt am Crani-
um, Thorax, Nacken und den Extremitdaten und entstehen im Bereich grofier Ner-
ven oder Nervenplexus, nicht selten z.B. an den Spinal- und Hirnnervenwurzeln.
Sie zeigen ein infiltratives, destruierendes Wachstum, welches je nach Lokalisation
zu entsprechenden neurologischen Ausfillen, Entstellung und Schmerzen fiithren
kann [35]. Im Gegensatz zu dermalen Neurofibromen koénnen plexiforme Neurofi-
brome enorme Gréfe erreichen, nicht selten sind ganze Korpersegmente betroffen,
siehe Abbildung 2.1, Bild 6. Haufig ist die Haut iiber ihnen hyperpigmentiert oder
zeigt eine Hypertrichose. Die in unmittelbarer Néhe liegenden Knochen kénnen
zu einem verstiarkten Wachstum stimuliert werden, so dass Dysplasien (héufig
in der Orbitaregion) und unterschiedlich lange oder volumenvermehrte Extre-
mitéiten auffallen. Im Unterschied zu dermalen Neurofibromen, die keine maligne
Entartung zeigen, kénnen sich auf dem Boden plexiformer Neurofibrome in 5-10
% der Fille maligne periphere Nervenscheidentumore (MPNST) ausbilden, die
metastasieren und mit einer niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate assoziiert sind
(36, 37, 38].

2.1.2.2 Dermale Neurofibrome

Dermale Neurofibrome bestehen bei iiber 95 % der erwachsenen NF1-Patienten
[39] und leiten sich aus terminalen Aufzweigungen kutaner Nerven ab. Die gelblich-
graulichen Tumore zeigen sich im Gewebe scharf begrenzt und ohne Kapselbil-

dung. Sie entwickeln sich in der Epidermis und/oder Dermis, ihre Grole und
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Form ist sehr variabel und tritt bunt gemischt auf, siche Abbildung 2.1, Bild 4.
Die Grofle variiert zwischen wenigen Millimetern bis mehreren Zentimetern, sie-
he Abbildung 2.1, Bild 5 und 8. Die in der Epidermis lokalisierten Neurofibrome
zeigen sich u.a. nodulér breitbasig aufsitzend oder gestielt, rein subkutan lokali-
sierte Neurofibrome bilden sich eher ovalar ab, siehe Abbildung 2.1, Bild 4 und
7. Nahezu jeder erwachsene NF1-Patient weist bis zu mehrere tausend dermale
Neurofibrome auf, die am gesamten Korper auftreten kénnen, sich haufig jedoch
stammbetont finden [40] und bei durchschnittlicher Ausprigung nicht selten zu
sozialer Isolierung und Stigmatisierung der Patienten fithren, siche Abbildung 2.1,
Bild 3. Meist werden erste Neurofibrome mit der Pubertdat oder im frithen Er-
wachsenenalter sichtbar und zeigen im weiteren Verlauf eine Zunahme an Grofle
und Zahl. Das Wachstumsverhalten ist nicht voraussehbar, so werden sowohl kon-
tinuierliche Zunahme an Gréfle und Zahl, als auch schubweiser Krankheitsverlauf
beschrieben. Hormonale Einfliisse mdgen in diesen Verlauf modulierend eingrei-
fen, da ein verstarktes Auftreten von Neurofibromen und ein Wachstum der Be-
funde besonders wéhrend Schwangerschaften und Pubertét aufféllig ist [32, 21].
Permanente mechanische Irritationen durch z.B. scheuernde Hemdkragen, Ho-
senbiindchen oder BH-Tréger sollen ebenfalls zu einem verstirkten Wachstum
der betroffenen Neurofibrome fithren [41]. Die Intensitdt des Krankheitsbildes
- bestimmt durch die Prdasenz der dermalen Neurofibrome - kann sehr unter-
schiedlich ausgeprigt sein. Es reicht vom diskreten Auftreten einzelner, kleinerer
Neurofibrome bis zur Ausbildung multipler, groflerer, bis zu mehreren tausend
Neurofibromen pro Patient, die iiber den gesamten Korper verteilt auffindbar
sind. Gerade in Regionen, in denen Neurofibrome sehr dicht aneinander gedréangt
stehen, siehe Abbildung 2.1, Bild 5, fillt die tégliche Kérperhygiene schwer und
Komplikationen wie Infektion mit Corynebakterien oder Candidaspezies gekop-
pelt mit Foetor sind nicht selten [3]. Neurofibrome verursachen lokalisationsbe-
dingte Funktionseinschrénkungen, Haltungsschéden und fithren nicht selten zur

Ausgrenzung der Patienten im téglichen Leben.
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Abbildung 2.1: Typische Symptome der NF1:

Bild 1: Freckling (F) der axilliren Haut mit milchcafé-farbener Hyperpigmentierung (CALF
= Café-au-lait-Fleck). Bild 2: Gutartige Irisharmatome (Lisch-Knotchen (L)). Bild 3: Diffus
verteilt stehende dermale Neurofibrome i.B. des Riickens. Bild 4: Gemischtes Bild kleinerer
und groferer dermaler Neurofibrome. Bild 5: Gedréngt stehende, grofie dermale Neurofibrome.
Bild 6: Plexiformes Neurofibrom sacral mit Hyperpigmetierung der Haut und Dermatochalasis.
Bild 7: Dermales, iiberwiegend subkutan gelegenes NF. Bild 8: Dermale, sehr kleine NF von

wenigen mm, iiberwiegend intrakutan gelegen.
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2.1.3 Histologie der Neurofibrome

Histologisch gesehen setzen sich beide Untergruppen von Neurofibromen aus dhn-
lichen, heterogenen Zellgemischen zusammen. Den vorherrschenden Zelltyp stel-
len mit 40-80 % die Schwannzellen dar [42, 15], gefolgt von Fibroblasten mit 10-20
% [43]. In prozentual geringerer Zahl finden sich perineurale Zellen, Endothelzel-
len, Mastzellen und andere mononukledre Zellen, eingebettet in extrazelluldre
Matrix [44, 45, 43, 30].

2.1.4 Bedeutung einzelner Zellen im Neurofibrom

Die heterogene Struktur der Neurofibrome erschwert die Suche nach den fiir das
Auftreten und das Wachstum der Tumore verantwortlichen Zelllinien und das

Aufspiiren und Gewichten der untereinander bestehenden Wechselwirkungen, sie-

he Abbildung 2.3.

Schwannzellen stellen in Neurofibromen den vorherrschenden Zelltyp dar [46, 47].
Anders als in normalem Nervengewebe finden sich Schwannzellen in Neurofibro-
men nicht nur in Verbindung mit Axonen, sondern liegen iiberwiegend frei und
scheinbar ungeordnet in der extrazellularen Matrix [48]. MPNST entwickeln sich
auf dem Boden von kongenitalen plexiformen Neurofibromen und stellen histolo-
gisch Schwannzelltumoren dar [49]. Mit Hilfe von Mausmodellversuchen konnte
nachgewiesen werden, dass der komplette Verlust von NF1 in Schwannzellen zur
Ausbildung plexiformer Neurofibrome fiihrte. Die Anwesenheit von NF1 hetero-
zygoten Mastzellen spielt dabei eine entscheidende Rolle. Im Gegensatz dazu
reichen diese Komponenten nicht aus, um in Mausen dermale Neurofibrome zu
generieren. Hierbei spielen weitere genetische wie nicht genetische Faktoren eine
entscheidende Rolle.

Die Mastzellen stellen im Neurofibrom prozentual nur einen geringen Anteil der
Gesamtzellzahl dar, sind jedoch im Vergleich zu normaler Haut von nicht-NF1-
Patienten im Neurofibrom signifikant erhoht [46, 47, 50, 51, 52]. Bei der Betrach-
tung der Verteilungsmuster der Mastzellen in der normalen Haut fillt eine Kon-
zentration der Mastzellen besonders im Bereich von Geféflen, Nerven, Hautan-
hangsgebilden und an lichtexponierten Hautarealen auf. Im Gegensatz dazu zei-
gen sich Mastzellen in Neurofibromen diffus verteilt, unabhéngig von Gefafen,
Nerven oder der Ndhe zur Epidermis [50, 53]. Die Hypothese, dass Mastzellen
trotz der zahlenméfligen Unterlegenheit eine iibergeordnete Rolle bei der Ent-

stehung und dem Wachstum von Neurofibromen spielen, wurde von einigen Ar-
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beitsgruppen schon frith aufgestellt, aber in Ermangelung eines entsprechenden

Versuchsmodells lange Zeit wieder verworfen.

2.2 Mastzellen

Mastzellen sind 6-17 pum grofle, gewebesténdige, mononukledre Zellen, die sich
durch den Gehalt zahlreicher, in zytoplasmatischen Granula gelagerter Mediato-
ren auszeichnen. Die Zellmembran der Mastzellen enthélt multiple Rezeptoren

fir Wachstumsfaktoren, Sekretionsaktivatoren und Adhésionsmolekiile [54].

Die Entdeckung der Mastzelle erfolgte 1863 durch Friedrich von Recklinghausen,
der die Zelle an ungeférbten Schnitten von Froschmesenterien nachweisen konnte
[55]. Fast 15 Jahre spéter, 1879, erhielt die Mastzelle ihren Namen durch Paul
Ehrlich, der die Zelle und ihre typischen Granula mittels basischer Anilinfarb-
stoffe darstellte und gegeniiber anderen Zellen abgegrenzte. Er nahm an, dass die
metachromatischen Granula durch Phagozytose entstanden und die damit dicht
gefiillten Zellen ’gemaéstet’ seien [56, 57]. Auch in der heutigen Zeit stellen diese
metachromatischen, zytoplasmatischen Granula ein charakteristisches Merkmal
aller Mastzellen dar, gleich aus welcher Spezies oder Lokalisation sie stammen
(58, 59].

2.2.1 Vorkommen, Entwicklung und Vermehrung

Es handelt sich bei Mastzellen um ubiquitir im Bindegewebe aller Organe vor-
kommende, zentrale Effektorzellen zahlreicher physiologischer und pathologischer
Vorgénge. In der Haut sind sie iiberwiegend im oberen Korium lokalisiert, be-
vorzugt in der Nidhe von Gefdflien, Nerven, Haarfollikeln und Anhangsgebilden
(60, 61]. 2-8 % der dermalen Zellen sind Mastzellen, die aber nur selten, unter
pathologischen Bedingungen, auch in der Epidermis nachgewiesen wurden. Au-
Ber der Haut sind die Lunge, der Gastrointestinaltrakt und das Gehirn besonders

mastzellreich.

Durch Kitamura et al. [62] erfolgte erstmals 1979 der Nachweis, dass Mausmast-
zellen dem Knochenmark entstammen. Nachfolgende Untersuchungen zeigten,
dass die Mastzellvorlaufer der CD34-positiven, myeloischen Stammzellfraktion
des Knochenmarks entstammen. Die unreifen Mastzellvorldufer zirkulieren kurz-

zeitig im Blut, ehe sie in das entsprechende Gewebe einwandern und unter dem
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Einfluss spezifischer Zytokine und Wachstumsfaktoren zur Reifung und Differen-
zierung gelangen [63, 64, 65, 66, 54, 67]. Reife Mastzellen haben eine Lebensdauer
von Wochen bis Monaten. Die Anzahl von Mastzellen in einem Gewebe héngt von
der Menge der aus dem Blutstrom herangezogenen Mastzellvorlaufer, der Lebens-
spanne der Mastzelle im Gewebe und der Migrationsfrequenz von Mastzellen aus
umgebenden Geweben ab [54, 53]|. Mitosen von Mastzellen in Geweben oder Neu-
rofibromen sind nicht bekannt [53].

2.2.2 Heterogenitit

Bereits 1895 wurde von Hary und Wesbrook vermutet, dass es verschiedene Sub-
populationen von Mastzellen geben muss [68]. 1966 konnten Enerbéck et al. in
der Ratte zwei Mastzelltypen (mukose Dinndarmmastzellen (MMZ) und Bin-
degewebsmastzellen (BGMZ)) aufgrund ihres histochemischen Férbeverhaltens
unterscheiden [69, 70].

Beim Menschen werden die Mastzellen je nach Gehalt ihrer Neutralproteasen in
zwei Gruppen unterteilt [71, 72]. Der MCT-Typ enthélt nur Tryptase, der MCTC-
Typ Tryptase und Chymase. Beide Mastzelltypen unterscheiden sich nicht nur im
Gehalt ihrer Proteasen, sondern auch durch ihre Ultrastruktur. In den meisten
Geweben kommen beide Mastzelltypen vor, allerdings variiert ihre jeweilige re-
lative Verteilung mit der anatomischen Lokalisation. MCT werden {iberwiegend
in der Nasenschleimhaut, an den Konjunktiven, in der Lunge und in der Diinn-
darmmucosa vorgefunden, MCTC hingegen finden sich vorwiegend in der Haut
und der Diinndarmsubmukosa [71, 72, 73].

2.2.3 Aktivierung und Degranulation

Mastzellen kénnen durch eine Vielzahl immunologischer und nicht-immunologischer

Stimuli aktiviert werden.

Immunologische Aktivierung: Bei der immunologisch vermittelten Mastzell-
aktivierung, wie sie im Rahmen allergischer und anaphylaktischer Reaktionen
auftritt, binden IgE-Molekiile mit hoher Affinitat an spezifische Rezeptoren auf
der Oberfliche der Mastzellen. Kommt es dann zur gleichzeitigen Bindung zweier
dieser Igk-Molekiile iiber die Fab-Stiicke an ein Antigen, erfolgt eine Vernetzung
der Rezeptoren (briding und capping) mit Signaltransduktion und Degranulation
der Mastzelle [54, 74].
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Nicht-immunologische Aktivierung: Eine nicht-immunologische Aktivierung
kann durch Anaphylatoxine ( C3a, C4a, Cha), Neuropeptide (Substance P, Cal-
citoningene related peptide CGRP), Neurotransmitter (Adenosin-Triphosphat),
Wachstumsfaktoren (Nerve growth factor NGF), Opiate, Endorphine, Nahrungs-
mitteladditiva und physikalische Reize (z.B. Traumatisierung, Druck, Kélte etc.)
induziert werden. Die genannten Faktoren sind in unterschiedlicher Stérke in der

Lage, Mastzellen zur Degranulation zu bringen [54, 75, 76].

Degranulation: Die Aktivierung der Mastzelle bewirkt eine Mediatorfreisetzung
aus deren Granula, Zytoplasma und der Membran. Die aus dem Zytoplasma und
der Membran freigesetzten Mediatoren werden erst nach Aktivierung der Zel-
le gebildet. In den Granula der Mastzelle finden sich hingegen Mediatoren, die
bereits in der fertigen Form gespeichert vorliegen und nicht neu synthetisiert
werden miissen. Infolge der Aktivierung kommt es zur Wanderung der intrazel-
luldren Granula in Richtung Zellmembran, mit der sie dann unter gleichzeitiger

Ausschiittung ihres Inhaltes verschmelzen [77].

2.2.4 Mediatoren

Mastzellen enthalten eine Vielzahl biologisch aktiver Mediatoren, die zu multiplen
unterschiedlichen Effekten fithren. Sie stehen iiber ihre Rezeptoren und Mediato-
ren u.a. im Kontakt mit Fibroblasten, Endothelzellen, Epithelzellen, Nerven- und
Tumorzellen [78, 79, 80, 81]. Aufgrund der Form der Speicherung und Produktion

konnen folgende Klassen von Mediatoren unterschieden werden:

1. Praformierte, 16sliche Mediatoren:
Histamin

Glykosaminoglykane: Heparin, Chondroitin-E-Sulfat
Proteasen: Chymase, Tryptase

TNFa

VEGF

2. De-novo-synthetisierte Mediatoren:

Lipide: Prostaglandin D2, Leukotrien C4, D4, E4, B4, PAF
Zytokine: Interleukine

(60, 59, 82]

Die Mastzellprodukte Heparin, Histamin und TNF-a sind vermutlich wichtige
Faktoren fiir die Induktion der Angiogenese der Kapillaren [83].
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Histamin: Mastzellen sind der Hauptspeicherplatz des im Kérper vorhandenen
Histamins [84]. Die biologische Wirksamkeit des Histamins wird iiber verschiede-
ne Histaminrezeptoren vermittelt. H1- und H2-Rezeptoren sind u.a. in der Haut,
H3-Rezeptoren im Gehirn und peripheren Nervengeweben lokalisiert. In Hinblick
auf die Angiogenese induziert es iiber seinen H1-Rezeptor die Proliferation von
Endothelzellen [85, 86] und wirkt mitogen auf Fibroblasten und Endothelzellen
[87, 88, 85, 89, 90]. Die Aktivierung von H1- und H2-Rezeptoren ist auch verant-

wortlich fiir Juckreiz, den viele Neurofibromatose-Patienten beschreiben.

Heparin: Die Funktion von Heparin in Bezug auf die Angiogenese scheint iiber-
wiegend in der Interaktion und Stabilisation von heparinbindenden Wachstums-
faktoren zu bestehen. Einmal aus Mastzellen freigesetztes Heparin bindet sich
an die Oberfliche von Endothelzellen und gleichzeitig an unterschiedliche Endo-
thelwachstumsfaktoren, wie z.B. bFGF, VEGF, TNF«a und IL8 [60], so dass die
Migration und Proliferation der Endothelzellen gefordert wird [91, 88, 92].

TNFa: TNFa ist ein multifunktionales Zytokin, welches zunéchst in aktivierten
Makrophagen beschrieben wurde [93]. Es findet sich jedoch in vielen unterschied-
lichen Zellen, u.a. auch in Mastzellen. Im Gegensatz zu den Makrophagen, die erst
nach Aktivierung TNFa synthetisieren, kénnen Mastzellen TNFa synthetisieren
und in ihren Granula speichern. Es stellt einen potenten Wachstumsfaktor zur
Neubildung von Kapillaren dar [88, 85] und fordert die Fibroblastenproliferation
und Kollagenproduktion sowie die Neutrophilenchemotaxis- und Phagozytoseka-
pazitit. TNFa induziert die Expression von multiplen Adhésionsmolekiilen auf
der luminalen Oberfliche von Endothelzellen und férdert die Adhésion von Zy-
tokinen [94, 85].

Mastzellproteasen: Neutrale Proteasen sind Enzyme, die die Spaltung von Pep-

tidbindungen katalysieren. Ihr Wirkoptimum liegt im neutralen ph-Bereich.

Alle humanen Mastzellen enthalten eine Trypsin-dhnliche neutrale Serinprotease
(Tryptase), sie wird auch in geringen Mengen in basophilen Granulozyten gefun-
den. Die enzymatisch aktive Form wird als Tetramer an Heparin gebunden in
den sekretorischen Granula der Mastzelle gespeichert. [95, 96, 97, 98, 99]. Die
Tryptaseaktivitédt ist innerhalb der Mastzellgranula durch deren Mikromilieu be-
grenzt. Erst wenn sie in den Extrazellularraum ausgeschiittet wird entwickelt
sie ihre enzymatische Aktivitdt durch den dort vorhandenen neutralen pH-Wert.
Tryptase gilt als spezifischer Mastzellmarker, der bereits in unreifen Mastzellen
nachweisbar ist [100]. Die Chymase ist im Gegensatz zur Tryptase nur in einer
Form der Mastzelle enthalten, den MCTC. Die Chymase ist eine glykolysierte,
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chymotrypsindhnliche Serinprotease, die in denselben Granula anzutreffen ist wie

Tryptase und ebenso an Heparin gebunden vorliegt.

Eine Freisetzung von Tryptase und Chymase hat viele Zellreaktionen zur Fol-
ge. Unter anderem kommt es zu einer Lockerung des umgebenden Bindegewebes
und Auflésung der Basalmembran von Endothelzellen, so dass eine Migration
und Invasion der Endothelzellen in die Umgebung zur Ausbildung neuer Gefiafle
erleichtert und die Angiogenese geférdert wird [101, 102, 103]. Tryptase aktiviert
Prokollagenase zu Kollagenase [104] und spaltet Typ IV-Kollagen, Fibronektin,
Elastase und Proteoglykane. Chymase beschleunigt das Absterben traumatisier-
ter Zellen und Keratinozyten, den Abbau extrazelluldrer Matrix [85] und der
Membrankomponenten Kollagen Typ IV-V, Laminin, Fibronektion und Elastin
[105]. Tryptase steigert die Proliferation von Fibroblasten [106], die Keratinozy-
tenproliferation hingegen wird gehemmt. In der Néhe proliferierender Fibroblas-
ten wurden erhohte Zahlen an Mastzellen gefunden [87, 98, 85]. Chymase hemmt
die Fibroblastenproliferation, die Neuropeptide SP und VIP werden abgebaut
[106, 97, 98, 61].

2.2.5 Mastzellen und Angiogenese

Angiogenese beschreibt die Bildung neuer Blutgefafie bzw. Kapillaren aus einem
bereits bestehenden Mikrozirkulationssystem [107]. Dies ist der vorherrschende
Mechanismus der Blutgefifibildung, der physiologisch in der spéteren Phase der
embryonalen Entwicklung und beim ausgereiften Organismus zum Beispiel in der
Retina, den weiblichen Geschlechtsorganen und der Wundheilung anzutreffen ist
[108, 109, 110]. Eine pathologische Angiogenese zeigt sich hingegen im Rahmen
einer Arthritis, der diabetischen Retinopathie, Entziindungsreaktionen und Tu-
morwachstum [109, 111, 112, 113]. Die bei der Angiogenese neu gebildeten Gefiafie
kénnen durch Sprossung von Endothelzellen oder durch Teilung eines vorhande-

nen Gefiafllumens (sog. Intussuszeption) entstehen [114, 115].

Auffillig ist hierbei eine Ansammlung von inflammatorischen Zellen in Geféafindhe,
die neben Fibroblasten, Makrophagen und Leukozyten auch aus einer deutlich
erhohten Anzahl an Mastzellen besteht [60, 61]. Dabei kommt es zum Interagieren
von multiplen Wachstumsfaktoren und Proteinen, Elementen der extrazelluldren
Matrix, Komponenten der Gerinnung und Fibrinolyse mit den Endothelzellen
und Perizyten der Blutgefée [116, 107]. Bei der Angiogenese spielen die folgenden
Faktoren eine wichtige Rolle: Vascular permeability factor bzw. vascular endothe-
lial growth factor (VPF/VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF'), tumour



2.3. MOGLICHKEITEN DER THERAPIE DER NF1 17

growth factor beta (TGF-3), epidermal growth factor (EGF), platelet-derived
growth factor (PDGF), tumor necrosis factor alpha (TNF-«)) und platelet-derived
endothelial cell growth factor (PD-ECGF) [92, 116, 107]. Gerade Mastzellen
konnen eine Menge Faktoren synthetisieren und speichern, die fiir die Angiogenese
wichtig sind. Neben Heparin, Histamin und Proteasen bilden sie auch FGF-2, VE-
GF, TGF-3, TNF- und Interleukin 8 [117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 102].
Es konnte in vielen Untersuchungen gezeigt werden, dass die Mastzelldichte hoch-
gradig mit der Ausdehnung sowohl der normalen als auch der pathologischen An-
giogenese korrelierte [125, 126, 117, 118]. Demzufolge haben die Mastzellen iiber

ihre Mediatoren einen grofien, teils wechselseitigen Einfluss auf die Angiogenese.

2.3 Moglichkeiten der Therapie der NF1

Bis zum heutigen Tag existiert keine erfolgreiche medikamenttse Therapieform
zur Hemmung der Neurofibromentstehung oder deren Wachstum. Alle bisher in
diese Richtung unternommenen Anstrengungen befinden sich noch im Stadium
der Forschung. So bleibt zur Reduktion einzelner oder mehrerer Neurofibrome nur
eine rein symptomatische Intervention durch chirurgische oder laserchirurgische
Verfahren. Vier Kriterien beeinflussen iiberwiegend die Wahl der Behandlungs-
methode: Die Art des Neurofibroms (dermal oder kongenital plexiform), deren
Form und Grofle, die jeweilige Lokalisation und letztendlich die zu entfernende
Menge an Einzelbefunden. Abhéngig von diesen Kriterien sollte zwischen den drei

Hauptmoglichkeiten der Behandlung gewéahlt werden:

a) Exzision klassisch mittels Skalpell
b) Behandlung mittels Diathermieschlinge
c) COq-Lasertherapie

zu a)

Die klassische Exzision mittels Skalpell findet eine klare Indikation bei der Exzisi-
on einzelner dermaler Neurofibrome und plexiformer Neurofibrome in komplizier-
ter Lokalisation und/oder anschlielend notwendigen, plastisch rekonstruktiven
Mafinahmen [127, 40]. Ein Vorteil dieser Methode ist das bessere kosmetische
Erscheinungsbild der Narbe, wenn ein primérer Wundverschluss gelingt. Nach-
teilig ist das erhohte intra- und postoperative Blutungsrisiko und der deutlich
erhohte Zeitaufwand bei der Praparation. Dies macht sich besonders nachteilig bei

der Exzision multipler, auch gerade kleiner dermaler Neurofibrome bemerkbar,
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vergleicht man diese Methode mit den Mé&glichkeiten der COs-Laserbehandlung
[127].

zu b)

Eine weitere Moglichkeit der Behandlung von dermalen Neurofibromen bietet die
Entfernung mittels Diathermieschlinge. Hiermit konnen gestielte Neurofibrome an
der Basis abgetrennt und der Wundgrund anschlieBend koaguliert werden [128].
Die Wunden heilen sekundér unter Ausbildung weifllicher Narben ab. Ein grofier
Nachteil dieser Technik ist, dass ausschlieSlich gestielte, dermale Neurofibrome
behandelt werden konnen und keine prizise Entfernung z.B. subkutaner Anteile

moglich ist. Der thermische Schaden der angrenzenden Haut ist im Vergleich zur
COs-Laserbehandlung groBer [127].

Zu C)

Die dritte Moglichkeit der Behandlung der Neurofibrome stellt der CO,-Laser
dar. Hierbei gelingt es, mehrere hundert dermale Neurofibrome in einer Sitzung
prézise zu entfernen bei relativ geringem Zeitaufwand und geringem intra- und
postoperativen Blutungsrisiko im Vergleich zu den o.g. Methoden [127, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136]. Abhéngig von der Grofle und Lokalisation der Neu-
rofibrome kann der COs-Laser durch einfache Modulation des Strahlenganges zur
Exzision oder Vaporisation eingesetzt werden, was ein schnelles und unkompli-
ziertes Arbeiten ermoglicht [137]. Ein grofler Vorteil ist, dass jegliche Art und
Form der dermalen Neurofibrome, unabhéngig von der Lokalisation, sauber und
préazise entfernt werden kann, so dass ein nur sehr geringes Rezidivrisiko von
0-3 % besteht [136]. Die Behandlung zeigt gute &sthetische Resultate trotz der
sekundéaren Wundheilung mit Ausbildung flacher, heller Narben. Durch die Ent-
fernung so grofler Mengen dermaler Neurofibrome wird neben dem &sthetischen
Effekt die Haut ebener, die Korperpflege vereinfacht, Komplikationen mit Infek-

tionen vermieden und die Eingliederung ins Sozialsystem verbessert.

Trotz sorgfiltig und erfolgreich durchgefiihrter Therapie, iiberwiegend in Mehr-
fachsitzungen aufgrund der Masse an Neurofibromen, kann es zu jedem beliebigen
Zeitpunkt bei jeder der o.g. Methoden zu einem Sichtbarwerden von vorher un-
auffilligen Neurofibromen mit deutlichem Groflenwachstum kommen. Das Auf-
treten und Wachstum immer neuer Neurofibrome ist somit ein sich durch das
gesamte Leben der Patienten ziehender Prozess, der zur Zeit unaufhaltsam ist.
Umso grofler sind die Bemiihungen in der Forschung, den Ausloser und den Me-
chanismus der Neurofibromentstehung und des Neurofibromwachstums u.a. auf
zelluldrer Ebene besser zu verstehen, um basierend auf diesem Wissen neue Me-

thoden der Intervention zu entwickeln.
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2.4 Zielsetzung

Im Rahmen der chirurgischen und laserchirurgischen Therapie der dermalen Neu-
rofibrome fiel auf, dass es - unabhéngig von der Methode - bei inkompletter
Entfernung von Neurofibromen zu einer iiberschiefenden und schnellen Rezidiv-
bildung kommt. Im Rahmen von Beobachtungen in der Klinik fiir Lasermedizin
an Patienten mit NF1 konnte ebenfalls ein verstéirktes, rasches Wachstum von
traumatisierten, dermalen Neurofibromen, z.B. durch scheuernde Rucksacktréger,
Giirtelschnallen oder BH-Tréger, beobachtet werden. Makroskopisch fielen diese
traumatisierten Neurofibrome durch eine intensive rétliche Farbung, Hypervasku-
larisation, Kontaktblutung und sichtbare Grofenprogredienz von mehreren mm
innerhalb weniger Tage auf, siehe Abbildung 2.2. Mit der Frage, welche Zelltypen
des Neurofibroms an diesem Vorgang beteiligt sein konnten, wurden die Neuro-
fibrome vier Tage nach erfolgtem, spontanen Trauma exzidiert und histologisch
untersucht. Neben einer erhohten Gefédfidichte im Neurofibrom fand sich in der
unmittelbaren Umgebung des Traumas eine auffillig hohe Anzahl degranulierter

Mastzellen und proliferierender Schwannzellen (S100- sowie MiB-1-positiv).

Uber den Mechanismus des Neurofibromwachstums, z.B. nach Traumatisierung,
ist bisher wenig bekannt. Der auffillig hohe Anteil degranulierter Mastzellen im
Bereich traumatisierter Neurofibrome, die Rolle der Mastzelle bei der Entstehung
plexiformer Neurofibrome im Mausmodell und die multiplen Wechselwirkungen
durch Mastzellgranula mit den im Neurofibrom vorhandenen Zellen, siehe Abbil-
dung 2.3, fiithrten zu der Hypothese, dass Mastzellen mafigeblich an den Verande-

rungen in traumatisierten Neurofibromen beteiligt sind.

Ziel dieser Arbeit war es, gerade die frithen Verdnderungen in traumatisierten
Neurofibromen in einem in-vivo-Modell nachzuvollziehen, um Aufschluss iiber
den das Wachstum initial auslésenden Mechanismus zu erlangen. Hierfiir war es
wichtig, die Zellen des Neurofibroms im natiirlichen Zellverband zu untersuchen,
um die vielseitigen Wechselwirkungen der Zelltypen untereinander zu beriicksich-
tigen. Dafiir wurden humane dermale Neurofibrome auf die Chorioallantoismem-
bran bebriiteter Hiihnereier transplantiert und zeitabhéngig makroskopisch wie
mikroskopisch untersucht. Von besonderem Interesse war hierbei das Verhalten
der Mastzellen. Es sollte mit Hilfe von Spezialtirbungen untersucht werden, ob
und wie sich die Mastzellen zeitabhéingig - in den ersten Stunden nach Traumati-
sierung und Transplantation auf die CAM - in Zahl, Lokalisation und Granulage-
halt innerhalb des Neurofibroms verédndern und ob ein zeitlicher Zusammenhang

zwischen Mastzelldegranulation, Schwannzellproliferation und verstéirkter Angio-
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genese besteht.

Abbildung 2.2: Dermales Neurofibrom, vier Tage nach Trauma:
Bild 1: Traumatisiertes dermales Neurofibrom in situ. Bild 2: Exzidiertes traumatisiertes
Neurofibrom. Bild 3: Blick auf die Innenflichen des exzidierten, mittig geteilten traumatisierten

Neurofibroms.
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FGF ... Endothelzelle

Fibroblast

SCF Mastzelle

Schwann-Zelle

Abbildung 2.3: Wechselwirkungen zwischen den in Neurofibromen vorhandenen Zellen. Die
Mastzelle steht mit den Schwannzellen, den Fibroblasten und den Endothelzellen iiber multiple

Mediatoren in wechselseitiger Beziehung.
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Kapitel 3

Material und Methode

3.1 HET-CAM-Modell

Das bebriitete Hiihnerei stellt ein seit langem etabliertes in vivo-Modell der ex-
perimentellen Medizin und Biologie dar. Untersuchungsergebnisse unter Verwen-
dung dieses Testsystems als teratologisches Modell existieren seit weit iiber 100
Jahren [138, 139]. Besonders in den letzten 30 Jahren erlebte das Modell unter
dem Druck, alternative Verfahren zum Tierversuch zu entwickeln und trotzdem
quasi in vivo-Bedingungen zu liefern, eine Renaissance. Innerhalb des ersten Drit-
tels der Bebriitungszeit handelt es sich um ein System ohne jegliches Schmerzem-
pfinden und Abwehrfunktion [140]. Der HET-CAM-Assay eignet sich sowohl zur
Anziichtung von Zellen als auch von soliden Tumoren und bietet gegeniiber der
Zellkultur wie auch gegeniiber dem Tiermodell grofie Vorteile. Kulturmedium,
dessen Zusammensetzung fiir das Wachstumsverhalten von Zellen verantwort-
lich ist, muss nicht zugefiigt werden. Zellen miissen nicht aus dem Zellverband
herausgelost werden, sondern konnen als solide Tumoren direkt auf die CAM
transplantiert werden. Die Transplantate werden vom Blutgeféafisystem der CAM
neovaskularisiert und das gesamte Gewebe ernidhrt und vital gehalten, so dass
iiber Tage hinweg Wachstumsvorgénge bzw. alle natiirlichen oder manipulierten

Verdnderungen in vivo beobachtet werden kénnen.

Die Versuchseier sollten moglichst einer kontrollierten SPF-Haltung entstammen,
damit - analog zu Versuchstieren - ein definiert mikrobiologischer Status gewahr-
leistet ist. Andernfalls konnten Kontaminationen zur Beeintrichtigung und Un-

vergleichbarkeit von Versuchsergebnissen fithren. Bis zur Bebriitung sollten die

23
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Eier kiihl gelagert werden, um sowohl eine normale als auch gleichartige Entwick-

lung der Keimlinge und der extraembryonalen Geféfisysteme sicherzustellen.

Wird bei einem Ei die &uflere, harte Eischale und die ihr anliegende, duflere Eihaut
entfernt, so lédsst sich die transparente, gefafreiche CAM gut sichtbar darstellen,
siche Abbildung 3.1, Bild 2. Die Chorioallantoismembran bildet sich ab dem 4.
Tag nach Befruchtung eines Hiihnereis durch Verschmelzen der Allantois (endo-
dermales Epithel) mit dem Chorion (ektodermales Epithel) aus, sieche Abbildung
3.1, Bild 1. Die CAM besteht daher aus einem mesodermalen Stroma, welches
von einem &ufleren und einem inneren Epithel bedeckt wird. Ab dem 11. Be-
briitungstag ist die gesamte Eischale von innen her von CAM bedeckt. In der
mesodermalen Schicht bildet sich ein Gefafisystem aus, bestehend aus grofleren
zu- und ableitenden Gefiaflen und einem weit verzweigten Kapillarschlingennetz
teils am, teils im Deckepithel gelegen. Eine Besonderheit besteht darin, dass die
groflen Gefdafle in der mesodermalen Schicht nahezu in einer Ebene angeordnet
sind und das Kapillarnetz sich in einer zweidimensionalen, oberflachlichen Schicht
ausbildet. Zusammen bilden die drei Schichten eine transparente Matrix, die die
direkte, makroskopische Beobachtung der Gefafibildung und weiterer Verénde-
rungen erlaubt [141].

Die Hauptaufgaben der extraembryonalen Geféasysteme, Dottersack-Geféaf3sys-
tem (DGS) und CAM, sind der Néhrstofftransport zum Embryo und der Gas-
austausch. Als Respirationsorgan fungiert das Dottersackgefafisystem bis zum 5.
Bebriitungstag allein und bis zum 10. Bebriitungstag zusammen mit der Allan-
tois. Erste Herztatigkeiten des Hithnerembryos sind am 2. Bebriitungstag zu be-
obachten, am 4. Bebriitungstag hat sich ein gekammertes Herz entwickelt. Am
3. Bebriitungstag sind die drei groflen Gehirnblaschen bereits makroskopisch er-
kennbar, der Schluss der multisynaptischen Reflexbogen erfolgt nicht vor dem
7. Bebriitungstag [142], ungeféhr zeitgleich mit ersten Reaktionen des Keimlings
auf Berithrung, Kélte und Hitze. Die extraembryonalen Gefafisysteme (DGS und
CAM) sind #@hnlich der Plazenta der Séugetiere nicht innerviert [143]. Erste Lym-
phozyten treten zwischen dem 10. und 14. Bebriitungstag auf, mobile Popula-
tionen leukozytédrer und monozytéarer Zellen fungieren als unspezifische Immun-
abwehr [144]. Ein komplettes Immunsystem ist erst kurz vor dem Schlupf des

Kiikens entwickelt.

Grundsétzlich bestehen mehrere Moglichkeiten, Substanzen am eroffneten und ge-
schlossenen Hiihnerei zu applizieren. Es kann iiber Anreicherung des Brutschrank-
milieus durch gasférmige Testsubstanzen oder durch entsprechende Behandlung

der Schalenoberfliche zur Anreicherung der Testsubstanzen im Hiihnerei kom-
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men. Weiterhin kénnen in unterschiedliche Kompartimente des Hithnereis (Luft-
kammer, Eiklar, Dotter etc.) losliche Stoffe appliziert werden. Es besteht auch
die Moglichkeit, nach Eroffnung des Eis Testsubstanzen in unterschiedliche An-
teile der Keimscheibe zu geben (Keimling, DGS, Amnion, Allantois, Gefaf3system
etc.), losliche Stoffe intravaskulér zu injizieren oder Gewebeproben direkt auf die

CAM zu transplantieren.

Neben der Virusziichtung und Diagnostik [138], Untersuchungen von biologischen
Prozessen, wie z.B. Gasaustausch und Angiogenese [145, 146, 147, 148], diente
die CAM auch als Modell zur Untersuchung von Toxizitéit multipler Substanzen,
u.a. als Alternative zum bekannten Draizé-Test am Kaninchenauge [149, 150]. Be-
sonders in der Tumorforschung stellt die Chorioallantoismembran des bebriiteten
Hiihner- eis ein seit langem etabliertes in-vivo-Modell dar. Eingehende Unter-
suchungen zur Tumorkultivierung und Neovaskularisation von transplantiertem
Tumorgewebe wurden von Ausprunk et al. [151], Knighton et al. [152] und Folk-
man et al. [153] durchgefithrt. Die CAM wurde auch fiir gezielte Studien der
Angio- und Antiangiogenese [154, 147, 103, 155] verwendet, wobei sich als Ant-
wort auf Angiogenese-stimulierende Substanzen innerhalb von 72 - 96 Stunden
nach Stimulation eine Angiogenese in Form von erhchter Geféafidichte makrosko-
pisch nachweisen lie. Diese Beobachtungen lassen sich am HET-CAM-Modell

leicht quantifizieren, ohne das System dabei zerstéren zu miissen.

Das HET-CAM-Modell bietet als vitales, validiertes Ersatzverfahren zum Tierver-
such ideale Wachstumsbedingungen fiir Gewebetransplantate und weiterfithrende
Untersuchungen zur Induktion der Angiogenese durch spezifische, im transplan-

tierten Gewebe enthaltene Zellen.
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CAM
Kalkschale
Allantoismembran
T B Chation
Luftkarr- ENMmemiran .
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Abbildung 3.1: Bild 1: Schematischer Langsschnitt durch ein Hiithnerei. Die Allantoismem-
bran verschmilzt mit dem Chorion zur CAM. Bild 2: Nach Abtragen der Kalkschale und der

Schalenmembran: Blick auf die transparentene, gefifireiche CAM eines bebriiteten Hiithnereis.
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3.2 Material

3.2.1 Hihnereier

Fiir die Transplantation und Anziichtung der Gewebeproben wurden SPF-Hiihnerei-

er von weiflen Leghornhithnern (Firma Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven,

Deutschland) verwendet.

3.2.2 Gewebe

Es wurden ausschlieSlich humane, dermale Neurofibrome beliebiger Lokalisation

mit einem Durchmesser zwischen 2 und 4 cm verwendet.

3.2.3 Chemikalien
Fixierlosung:

Formaldehydlésung 4,0 %,

neutral gepuffert

Eindeckmaterialien:

Kaisers Glyceringelatine

Vitro-Clud

Einfach- und Doppelfarbung:

Saures Hamalaun

nach P. Mayer

Otto Fischer, GmbH u. Co.KG

Saarbriicken, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

R. Langenbrick, Emmendingen,
Deutschland

Zentralapotheke, Vivantes,
Berlin, Deutschland
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Eosin-Losung 1 % Zentralapotheke, Vivantes,
Eosin G G.I. 43 380 Merck 15935 10,0 ¢ Berlin, Deutschland
gereinigtes Wasser AB 130 g

Ethanol wasserfrei verg. ad 1000 g

Ethanol 99 % I
mit 1 % Methylethylketon vergéllt

Xylol

Isotone Kochsalzlosung 0,9 % |,
Aqua ad iniectabilia,

Aqua dest. Spiillosung
Antikorper:

Rabbit Anti-Cow S-100
Monoclonal Mouse Anti-Human
Mast Cell Tryptase, Clone AA1
Polyclonal

Rabbit Anti-Human

CD 117, (c-kit)

Monoclonal antibody

MiB-1

APAAP-Fiarbung:

Antibody Diluent with

Background Reducing Components

Mallinckrodt Baker B.V.,

Deventer, Niederlande

B.Braun,
Melsungen, Deutschland

DAKO,

Glostrup, Danemark

dianova GmbH,
Hamburg, Deutschland

Zymed Lab. Inc.,
South San Francisco, USA
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Biotinylated Link: Anti mouse

and anti rabbit immunglobulins

Streptavidin AP:
Streptavidin conjugated to alkaline

phosphatase

Sigma Fast(TM) Red
TR/Naphthol AS-MX Tbl. Set:
Fast Red Naphtol Tbl.,

Sigma Fast Tris-Buffer Thl.

Protease,
Type XIV: Bacterial

from streptomyces griseus

Tris-Base

(Tris[hydromethyl]aminomethane)

Tris-HCL
(Trispuffer Hydrochlorid)

EDTA
Dinatriumsalz Dihydrat

Natriumchlorid,
2 N HCL,
2 N NaOH:

NaOH 7,80 g
gereinigtes Wasser ad 100 ml

Natriumcitrat
Zitronensdure Monohydrat

PAP-Pen

DAKO Corporations,
Carpinteria, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Zentralapotheke, Vivantes,
Berlin, Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Science Services,
Miinchen, Deutschland

29
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3.2.4 Sonstige Materialien

Tusche A, schwarz

SuperFrost Plus Objekttrager

geputzt, geschliffen, gebrauchsfertig,

25 x 75 x 1 mm

Objekttréager geschnitten, Mattrand
geputzt, gebrauchsfertig

76 x 26 mm

Deckgliser 24 x 40 mm und

Leukosilk

Eppendorf Pipetten 1000, 100, 10, 5 ul,

Pipettenspitzen

Glasgefifle

Skalpell

6 mm Stanze

Einbettkassetten mit Deckel

Mikrotomklingen

Pelikan, Hannover, Deutschland

G. Menzel GmbH u. CO.KG,

Braunschweig, Deutschland

Beiersdorf AG,
Hamburg, Deutschland

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg, Deutschland

Schott Glaswerke,
Mainz, Deutschland

Aesculap AG u. CO.KG,
Tuttlingen, Deutschland

Stiefel Laboratorium GmbH,
Offenbach a.M., Deutschland

Kabe Labortechnik GmbH,
Niimbrecht-Elsenroth, Deutschland

1.Vogel GmbH u. CO.KG, Gieflen,
Deutschland
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3.2.5 Geréate

Axiolab Mikroskop

Mikrotom Typ HM 400R

Warmeschrank

Modell 700

Flachenbriiter Typ 3000

mit vollautomatischem Wendeeinsatz

Lamin Air, HB 2436

Labor-ph-Meter

Typ 766

Waage

Dampfkochtopf

Wasserbad
Oberflachen-Heizplatte
Ikamak Typ RCT;
Reagenzschiittler lab dancer

Kiihlschrank, Gefrierschrank

Digitalkamera
Coolpix 5000

31

Zeiss, Jena, Deutschland

MICROM GmbH,
Walldorf, Deutschland

Memmert GmbH u. CO.KG,
Schwabach, Deutschland

Siepmann GmbH,
Herdecke, Deutschland

Heraeus Instruments GmbH,
Berlin, Deutschland

Knick, Elektronische Mefigerite GmbH,
Berlin, Deutschland

Sartorius GmbH,
Gottingen, Deutschland

Fissler GmbH, Wien, Osterreich
Firma Haake, Berlin, Deutschland

IKA-Werke GmbH u. CO.KG,
Staufen, Deutschland

I
Bosch GmbH, Stuttgart, Deutschland

Nikon Corporation,

Tokyo, Japan
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3.2.6 Losungen, Puffer

TBS-Puffer-Losung :

Ansatz fiir 51 10 %ige Tris-gepufferte Kochsalz-Losung zur Aufbewahrung:

4,50 g Tris-Base
34,25 g Tris-HCl
43,90 g NaCl

wurde ad 5 1 mit Aqua dest. aufgefiillt, mittels Magnetriihrer aufgelost und der
pH-Wert mit 2N HCL bzw. 2N NaOH auf pH 7,4-7,6 eingestellt. Die Aufbewah-

rung erfolgte bei Raumtemperatur.

Ansatz fir 111 %ige TBS-Losung zur sofortigen Verwendung;:
100 ml der 10 %igen TBS-Losung wurden mit 900 ml Aqua dest. verdiinnt.

Citratpuffer 10 mM, pH 6,0:

Stammlésung A:
21,01 g C¢HgO7x HoO (0.1 M Zitronensaure) in 1 1 Aqua dest. Die Losung wurde
bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Stammlosung B:
22,41 g CgH507x 2 H,O (0.1 M Natriumcitrat)in 1 1 Aqua dest. Die Losung wurde
bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Es wurden 9 ml Stammlésung A und 41 ml Stammlésung B zu 450 ml Aqua
dest. gegeben. Dabei stellte sich ein pH-Wert von 6.0 ein. Die Losung wurde stets

frisch angesetzt.
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0,1 % Protease-Losung:

200 ml des 1 %igen TBS-Puffers wurden im Wasserbad auf 37 °C erwérmt.
Anschliefend wurde 200 mg Protease-Pulver (aufbewahrt bei -20°C im Gefrier-

schrank) hinzugegeben und vollstindig aufgelost.

EDTA 0.1 M:

Ansatz fiir 1 1 Losung:

37,2 g EDTA-Pulver wurde in 500 ml Aqua dest. aufgelost, der pH mit 2N HCL
oder 2N NaOH auf 9.0 eingestellt und mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen
von 1000 ml aufgefiillt.

Alkoholverdiinnungsreihe:

Fiir die Alkoholverdiinnungsreihen wurden 100, 96, 80 und 70 %iger Alkohol
verwendet. Teilweise bestanden Fertiglosungen, teilweise mussten die jeweiligen
Konzentrationen selbst hergestellt werden, siehe Tabelle 3.1. Es wurden fiir die
Farbungen zwei Glasschalen mit je 200 ml des 100 %igen und des 96 %igen Al-
kohols und je eine Glasschale a 200 ml der restlichen Alkoholverdiinnungen in

absteigender und aufsteigender Reihe angeordnet.

Alkoholverdiinnung | Zubereitung

100 % Alkohol Fertiglosung

96 % Alkohol 8 ml Aqua dest. auf 192 ml 100 %igen Alkohol
80 % Alkohol Fertiglosung

70 % Alkohol 60 ml Aqua dest. auf 140 ml 100 %igen Alkohol

Tabelle 3.1: Fiir die Alkoholverdiinnungsreihen wurden 200 ml der jeweiligen Verdiinnung

hergestellt.
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Antikorper:

Die vier verwendeten Primér-Antikorper finden sich unten tabellarisch aufgelis-
tet, siche Tabelle 3.2.

Antikorper Spezies Spezies Immun - Firma
(Antigen) | (Antikorper) | globulin

S 100 [156, 157, 158, 159] || Rind Kaninchen polyklonal, | DAKO
IgG

Tryptase [160, 161, 162] Human Maus monoklonal, | DAKO

163, 164, 165] IgC1

c-kit [166, 167, 168] Human Kaninchen | polyklonal, | DAKO
IgG

MiB-1 [169, 170], Human Maus monoklonal, | dianova

Anti Ki-67 IgG1

Tabelle 3.2: Darstellung der in den Versuchen verwendeten Primér-Antikorper mit Angaben

zur Spezies von Antigen und Antikérper und der Immunglobulinfraktion.

Herstellung der Farbereagenzien:

Beide Substanzen wurden in Tablettenform im Gefrierschrank bei -20°C gelagert
und erst kurz vor der Anwendung entsprechend aufbereitet. Erst nach komplet-
tem Auflosen der Sigma Fast Tris Buffer Tablette in 1000 pl Aqua bidest. wurde
das Chromogen Fast Red Naphthol TR hinzugegeben und ebenfalls bis zur kom-
pletten Losung im Reagenzschiittler geschiittelt. Die beiden aufgelosten Tabletten
enthielten:

0,1 mg/ml Fast Red TR

0,4 mg/ml Naphthol AS MX

0,15 mg/ml Levamisol

0,1 M Tris buffer
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3.3 Methoden

3.3.1 Allgemeiner Versuchsablauf

Die drei Versuchsreihen des Hauptversuches leiten sich jeweils von drei Ausgang-
stumoren (humane, dermale Neurofibrome) ab, die von verschiedenen Patienten
stammen. Pro Versuchsreihe wurde der entsprechende Ausgangstumor in ca. 80-
100 gleich grofle Teile geteilt. Ein Anteil des Ausgangstumors einer Versuchs-
reihe wurde zur sofortigen Fixierung in Formalin-Lsg. gegeben, die restlichen
Proben auf die CAM bebriiteter Hithnereier verteilt, jeweils eine Neurofibrom-
probe pro CAM. Die transplantierten Neurofibrome einer Versuchsreihe wurden
zeitabhéngig in Gruppen wieder explantiert, sofort in Formalin-Losung fixiert
und anschliefend in Paraffin eingebettet.

Pro Paraffinblock wurden zehn Paraffinschnitte in Serie angefertigt und paar-
weise auf insgesamt fiinf Objekttréger aufgezogen. Einer der fiinf Objekttréger
war unbeschichtet, die restlichen vier waren fiir immunhistochemische Farbungen
vorbeschichtet. Mit den unbeschichteten Objekttrigern wurde eine HE-Farbung
durchgefiihrt. Die restlichen vier Objekttrager wurden fiir die folgenden vier im-
munhistochemischen Farbungen verwendet: MiB-1, S100, Mastzelltryptase und
c-kit.

3.3.2 Transplantation von soliden Neurofibromproben auf

die Chorioallantoismembran

3.3.2.1 Bebriitung der Eier

Bis zum Beginn der Bebriitung wurden die Eier zur Verzégerung des Embryo-
nenwachstums bei ca. 12 °C fiir max. zehn Tage gelagert. Der Einlegetag der
Eier in den Bebriiter wurde als 1. Bebriitungstag bezeichnet. Die Brut erfolgte in
Flachenbriitern mit vollautomatischem Wendeeinsatz bei einer Temperatur von
38,5 °C und einer Luftfeuchtigkeit von ca. 60-65 %. Die Wendung der Eier erfolgte
kontinuierlich iiber fiinf Tage um die Langsachse der Eier, um ein gleichméfiges

Wachsen der Allantois zu gewéhrleisten.
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3.3.2.2 Vorbereitung der Eier zur Transplantation

Am 6. Tag der Bebriitung, bei optimal fiir die Transplantation von Gewebeproben
entwickelter CAM, wurden die Eier ca. sechs Stunden vor der Gewebetransplan-
tation aus den vollautomatisch wendenden Bebriitern entnommen und senkrecht,
mit dem spitzen Eipol nach oben, in einem Wérmeschrank bei 38,5 °C und ei-
ner Luftfeuchtigkeit von 60 % aufgestellt. Alle folgend beschriebenen Arbeiten
am erdffneten Ei wurden zur Minimierung einer moglichen Kontamination des
Eis unter einer Laminar-Flow-Bank durchgefiihrt. Zwischen den einzelnen, ziigig
durchgefiithrten Arbeitsschritten wurden die Eier immer wieder in den Warme-
schrank gestellt, um ein zu starkes Auskiihlen der Fier zu verhindern.

Das Abkleben des oberen Eipols mit Leukosilk-Pflaster, welches beim spéteren
Eroffnen der Eischale das Splittern der Schale und die Verunreinigung der CAM-
Oberflache mit Eierschalenpartikeln verhindern sollte, wurde ca. 3 h vor der ge-
planten Gewebegewinnung begonnen. Hiernach wurden vorsichtig einige kleine
Locher mit einer Kaniile durch die Leukosilkstreifen in die Eischale des obe-
ren Eipols der senkrecht stehenden Eier gestochen, wodurch die Luftkammer im
Hiihnerei eroffnet wurde und die CAM mit dem restlichen Eiinhalt sich innerhalb
der folgenden zwei Stunden im Wérmeschrank absenken konnte. Anschlieend
erfolgte die vorsichtige Freilegung der CAM am spitzen Eipol, wobei die Schale
mit der anliegenden Schalenmembran kreisférmig mit einer Schere bis auf einen
Durchmesser von ca 1,5-2,0 cm abprépariert wurde, siche Abbildung 3.2, Bild
a-c. Die ausgewéhlten Versuchseier wurden bis zur Transplantation der Neurofi-

bromproben mit Leukosilkstreifen abgedeckt und im Wéarmeschrank aufbewahrt.
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erbffnete Abtragen
Luftkammer Eischale mittels Schere
‘/\V C\
LT T Absinken
Eiinhalt Eiinhalt
a C
Neurofibrom-

probe

Eiinhalt Eiinhalt

Abbildung 3.2: Priparation und Freilegung der CAM: (a) Bebriitetes Hithnerei mit Eiinhalt
und Luftkammer, gestrichelte Linie = CAM. (b) Punktférmiges Eroffnen der Eierschale am
oberen Eipol mittels Kaniile mit beginnendem Absinken des Eiinhaltes durch Druckausgleich,
gestrichelte Linie = CAM. (c¢) Kreisformiges Abpriiparieren des oberen Eipols mittels Schere,
weiteres Absinken der CAM (gestrichelte Linie). (d und f) Blick auf die freigelegte CAM. (e
und g) Transplantierte Neurofibromprobe auf der CAM (gestrichelte Linie).
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3.3.2.3 Selektion der Eier vor Transplantation

Direkt vor der Transplantation der Neurofibromproben wurden die eréffneten Eier
untersucht. Zeigte sich der Embryo und die entsprechenden Geféflie der CAM fiir
den 6. Bebriitungstag gut entwickelt, wurden die Eier fiir die Transplantation der
Neurofibromproben weiterverwendet. Unbefruchtete Eier, Eier mit abgestorbenen
oder unterentwickelten Embryonen und Eier mit Verletzungen und Blutungen

infolge der Pridparation wurden aus der Versuchsserie ausgeschlossen.

3.3.2.4 Entnahme von Neurofibromgewebe

Die Neurofibrome wurden im Rahmen von regulér geplanten, laserchirurgischen
Routineeingriffen an Patienten mit gesicherter NF1 und multiplen, dermalen Neu-
rofibromen in Allgemeinanésthesie gewonnen. Eine Patienteneinverstédndnisser-
klarung zur Weiterverarbeitung der Neurofibrome lag vor. Die Neurofibromexzi-
sion erfolgte mittels COy-Laser (DEKA SDV 25, Firma DEKA, Calenzano, Ita-
lien und Matin MCO 50, Firma Martin, Medizin-Technik, Tuttlingen, Deutsch-
land) im fokussierten Strahlengang und einer Leistung zwischen 25-50 W /cw.
Das gewonnene Material wurde sofort nach der Entnahme in eine sterile, mit 0.9
%iger NaCl-Lsg. getrankte Baumwollkompresse gewickelt und vor Austrocknung
geschiitzt. Innerhalb weniger Minuten nach erfolgter Exzision wurden ausgesuchte

Neurofibrome weiter verarbeitet.

3.3.2.5 Vorbereitung der Neurofibrome zur Transplantation

Die das frisch exzidierte Neurofibrom umgebenden Gewebereste und Lasercarbo-
nisate wurden bei den Neurofibromen, die als Ausgangstumoren fiir eine Tumor-
serie ausgewahlt wurden, unter der LaminarFlowBank vorsichtig entfernt. Aus
dem soliden Neurofibrom wurden mit Hilfe einer 6 mm Stanze Stanzzylinder ge-
wonnen, auf einen mit 0.9 %iger NaCl-Lsg. befeuchteten Holzspatel gelegt und
mittels Skalpell vorsichtig weiter in ca. 2-3 mm dicke Scheiben geteilt. Diese wur-
den umgehend auf die CAM transplantiert. Die Transplantation von zu grofien
Tumorteilen auf die CAM wiirde sich nachteilig auswirken, da die Transplantate
aufgrund ihres Gewichtes tief einsinken und damit Tumorrdnder und ggf. Tei-
le der oberen Tumorhilfte Kontakt mit der CAM bekommen wiirden. Fiir die
Auswertung dieser Arbeit war aber von entscheidender Bedeutung, dass nur ei-

ne klar definierte Kontaktzone zur CAM an der Tumorunterseite bestand, die
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gef. Einfluss auf Migration und Degranulationsverhalten der Mastzellen nehmen
konnte. Ein weiterer Nachteil von zu grofien, transplantierten Tumorstiicken liegt
in der mangelhaften Versorgung des Gewebes mit Néahrstoffen durch die CAM
und frithzeitiger Tumornekrose. Vorteile der verwendeten flachen, diinnen Neu-
rofibromscheiben waren eine breite Kontaktfliche mit der CAM, Lage auf der
CAM ohne tiefes Einsinken, kaum Nekrosen und eine annidhernd gleiche Grofie

der einzelnen Transplantate.

3.3.2.6 Transplantation der Neurofibrome

Die fertig zugeschnittenen Neurofibromproben wurden unter leichtem Druck auf
der CAM iiber einer Geféafigabelung, moglichst embryonah, platziert, sieche Abbil-
dung 3.2, Bild d-g. Hierbei wurde darauf geachtet, dass Eier, die fiir das gleiche
zu untersuchende Zeitintervall bestimmt waren, praktisch gleichzeitig bestiickt
wurden. Die Offnung des oberen Eipols wurde anschlieBend erneut mit einem
Leukosilkstreifen verschlossen und zur weiteren Inkubation in den Wéarmeschrank

gestellt.

Um ein Auskiihlen der Eier wédhrend der Bearbeitung zu vermeiden, sollten
moglichst nur wenige Eier gleichzeitig aulerhalb des Bebriiters untersucht wer-
den. Um moglichst gleiche Bedingungen zu schaffen, wurden in dieser Arbeit
nur die Eier einer Versuchsserie, die der gleichen Tumorinkubationszeit zugeteilt

waren, gemeinsam dem Bebriiter entnommen und ziigig weiterverarbeitet.

3.3.2.7 Makroskopische Beurteilung

In festgelegten Zeitabstdnden erfolgte die makroskopische Beurteilung der trans-
plantierten Neurofibrome in Hinblick auf Grofle und Form sowie des Hithnerem-
bryos auf Entwicklungsstand, Vitalitit und der CAM-Gefafle auf Grofle, Lage
zum Tumor und Einsprossen in den Tumor. Eier mit avitalen Embryonen und
Triibung des Eiinhaltes und Eier mit avitalen, zu trockenen oder nekrotischen

Neurofibromen wurden aussortiert.

3.3.2.8 Markierung der Neurofibromoberfldche

Kurz vor der jeweiligen Neurofibromexplantation von der CAM wurde die Tu-

moroberfliche mittels Wattetridger vorsichtig trocken getupft, um anschliefend
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mit formalinresistenter schwarzer Tusche (Tusche A, Pelikan) die Oberflache des
Neurofibroms zu markieren. Die iiberschiissige Farbe wurde mit einem frischen
Wattetrager sofort wieder entfernt, so dass ein Abflielen der Farbe auf die Tu-
morunterseite verhindert wurde. Im Rahmen von Vorversuchen konnte eine Mast-

zelldegranulation infolge der Farbapplikation ausgeschlossen werden.

3.3.2.9 Probe zur Adhirenzbestimmung

Das Betupfen der Neurofibromoberfliche mittels Wattetrdger diente neben der
oben beschriebenen Trocknung der Tumoroberflache als Vorbereitung zur Ober-
flichenmarkierung auch als Kontrolle der Adhérenz der Tumoren zur CAM. Ge-
webeproben, die nicht fest an der CAM hafteten, blieben am Wattetrager hangen
und lieBen sich leicht, ohne Blutung oder Verletzung, von der CAM lésen.

3.3.2.10 Explantation der Neurofibromtransplantate

Die Neurofibrome wurden gruppenweise in definierten Zeitintervallen explantiert.
Hierfiir wurde die CAM in einem Abstand von ca. 5-10 mm vom Neurofibrom
kreisformig mit einer Schere aufgeschnitten, der Tumor unter vorsichtiger Mitent-
nahme des dazugehoérenden CAM-Anteils explantiert und in 4 %iger Formalin-

Lsg. fixiert.

3.3.3 Histologische Aufbereitung der Gewebeproben
3.3.3.1 Paraffineinbettung

Die frisch explantierten Neurofibromproben mit dem jeweils umgebenden CAM-
Anteil wurden unmittelbar nach deren Entnahme in 4 % neutral gepufferter
Formaldehydlosung pH 7,1 iiber 24 h im Kiihlschrank bei 4 °C fixiert. Nach
der Fixierung wurde iiberschiissiges CAM-Gewebe mit einem Skalpell tumornahe
entfernt und alle Proben unter fliefendem Leitungswasser gespiilt. Die fixierten
und gespiilten Proben wurden iiber Nacht in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwéssert und in Xylol sowie anschliefend in Paraffin {iberfiihrt. Alle Gewebe-
proben wurden mit der markierten Oberfliche senkrecht zur Giefiform eingebet-
tet.
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3.3.3.2 Schneiden von Gewebeproben

Mit einem Schlittenmikrotom wurden 5 pum dicke Paraffinschnitte hergestellt und
in einem 50 °C warmen Wasserbad gestreckt. Zur Vermeidung des Abschwim-
mens der Gewebeschnitte bei spéter durchgefiihrten Farbungen wurden die zur
immunhistochemischen Farbung bestimmten Paraffinschnitte auf bereits fertig
beschichtete Objekttriger aufgezogen. Die fiir die HE-Farbung bestimmten Pa-
raffinschnitte wurden auf unbehandelte Objekttrager aufgezogen. Jeder Objekt-
trager wurde mit zwei Paraffinschnitten desselben Paraffinblocks bestiickt und
iiber Nacht im 40 °C warmen Brutschrank getrocknet. Die Objekttrager wurden

bis zur Weiterverarbeitung bei Raumtemperatur staubfrei gelagert.

3.3.4 Einfach- und Doppelfarbungen der Paraffinschnitte
3.3.4.1 Rehydrierung von Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden in Xylol (2 x 10 min.) entparaffiniert und in der
absteigenden Alkoholverdiinnungsreihe (2 x 5 min. 100 %iger Alkohol, 2 x 5
min. 96 %iger Alkohol, 1 x 3 min. 80 %iger Alkohol und 1 x 3 min. 70 %iger
Alkohol) bis zum Aqua dest. rehydriert. Ein Austrocknen der Gewebeschnitte

wurde vermieden.

3.3.4.2 HE-Fiarbung

Zur histologischen Ubersichtsfirbung wurde die HE-Firbung (Himalaun nach
Mayer/Eosin) angewendet. Die entparaffinierten und rehydrierten Gewebeschnit-
te wurden 5-10 min. in Mayers saurem Hamalaun gefarbt und anschlieBend 10
min. unter laufendem Leitungswasser gebldut. Die Eosinfiarbung dauerte 20-30
sec., die Farbintensitit wurde nach kurzem Spiilen im Wasserbad unter dem Mi-
kroskop iiberpriift. Bei zu blasser Farbung wurden die Objekttriager erneut fiir
wenige Sekunden in Fosin gestellt. Bei ausreichender Farbintensitéit wurden die
Gewebeschnitte iiber eine aufsteigende Alkoholreihe und 10 min. Xylolbad dehy-
driert und blasenfrei mit Vitro-Clud eingedeckt. Die getrockneten Objekttriger

wurden bis zur Auswertung bei Raumtemperatur staubfrei gelagert.



42 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODE

3.3.5 Immunhistochemische Farbungen

Die immunhistochemische Farbung der Paraffinschnitte wurde angewendet, um
bestimmte Zellbestandteile der Mastzelle, Schwannzelle und proliferierender Zel-
len durch Antikérperfarbung direkt im Nativgewebe nachzuweisen. Alle Féarbun-
gen wurden nach dem Prinzip der APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase-
anti-alkalische Phosphatase) durchgefiihrt. Dabei erfolgt nach Antigendemaskie-
rung die Gabe des Primarantikorpers, der iiber den Sekundérantikérper mit dem
Tertidrantikorper vernetzt wird. Die APAAP-Enzymreaktion bewirkt die Bildung
eines unloslichen Azofarbstoffes mit rotem, gut sichtbarem Reaktionsprodukt, sie-
he Abbildung 3.3. Dieses kontrastiert mit der Hamalaun-Gegenfarbung und ist
besonders geeignet, eine lediglich geringe Anzahl positiver Zellen pro Paraffin-

schnitt zu identifizieren.

Zur Farbung und Beurteilung der Verdnderungen der Mastzellen wurden zwei
unterschiedliche Mastzellfarbungen durchgefiihrt, die jeweils verschiedene Be-
reiche der Mastzelle identifizieren. Bei der Mastzelltryptasefiarbung bindet der
Primédrantikorper der APAAP-Farbung spezifisch an die (Tryptase beinhalten-
den) Granula der Mastzelle. Im Gegensatz dazu bindet sich der Primérantikérper
der c-kit-Farbung an den transmembrandsen Tyrosinkinase-Rezeptor CD 117/c-
kit. Die S100-Farbung diente der Darstellung der Schwannzellen im Neurofibrom
und ggf. bei Invasivitit der Zellen in der CAM. Bei der MIB-1-Féarbung richtet
sich der Primérantikorper der APAAP-Fiarbung gegen das Ki-67-Protein, wo-

durch die Kerne proliferierender Zellen markiert werden.

3.3.5.1 Titerbestimmung

Bei allen vier durchgefiihrten immunhistochemischen Farbungen wurden die opti-
malen Titer bestimmt, indem Verdiinnungsreihen aufgestellt wurden. Die beiden
Titer, die eine moglichst optimale spezifische Anfirbung des Antigens bei gerings-
ter Hintergrundfarbung und hochster Verdiinnung zeigten, wurden ausgewéhlt,
sieche Tabelle 3.3. Alle Antikorpertiter wurden mit der Fertiglosung Antibody Di-
luent with Backround Reducing der Firma DAKO angesetzt. Pro Objekttriager
fanden sich jeweils zwei Gewebeschnitte desselben Paraffinblocks. Bei allen vier
immunhistochemischen Farbungen wurde der linke Gewebeschnitt mit der héher-
en und der rechte mit der niedrigeren Antikorperkonzentration gefarbt. Die Aus-

wertung der Farbungen erfolgte jeweils in der hoheren Antikoérperverdiinnung.
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Prinzip der APAAP-Farbung:

N7 APAAP =
Alkalische Phosphatase-
Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex

Sekundarantikérper

Primarantikérper

A

} Antigen im Gewebe

Abbildung 3.3: Prinzip der APAAP-Férbung: Ein briickenbildender Antikorper (Se-
kundérantikérper) verbindet den Tertidrantikorper (16slicher Immunkomplex aus Alkali-
scher Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase) mit dem gegen das nachzuweisende Antigen
(Dreieck) gerichteten Primérantikorper. Die Immunreaktion wird mit Hilfe einer Substrat-

Chromogenreaktion sichtbar gemacht (Sechseck).

Jedoch sind immunhistochemische Farbungen aufgrund der zahlreichen erforder-
lichen Férbeschritte auch anfillig, da jeder Farbeschritt fiir sich eine potenti-
elle Fehlerquelle darstellt. Qualitativ hochwertige Antikérper und Chemikalien,
eine saubere Arbeitsweise und ein schonender Umgang mit den Geweben sind
Moglichkeiten, die Sensitivitdt von immunhistochemischen Farbungen deutlich
zu erhohen. All diese Parameter wurden bei der Durchfiihrung der Farbungen
beachtet und entsprechend angewendet. Optimale Antikérperverdiinnungen tra-
gen ebenfalls viel zur Qualitiat der Farbung bei. Da die optimale Verdiinnung eines
bestimmten Antikorpers trotz Herstellerempfehlungen noch von vielen Faktoren

abhéngt, die von Labor zu Labor variabel sind, wurden Antikorperverdiinnungs-
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reihen erstellt. Die beiden Titer, die eine gute Anfarbung des Antigens bei gerings-
ter Hintergrundfarbung und hochster Verdiinnung zeigten, wurden ausgewéhlt
und pro Objekttriger (jeweils zwei Gewebeschnitte) parallel angewandt, siehe
Tabelle 3.3. Dies diente der Sicherung der Ergebnisse und gleichzeitig der Qua-
litdtskontrolle. Ausgewertet wurden die mit der hoheren Antikorperverdiinnung
gefiarbten Gewebeschnitte, die sich durchgehend als optimale Farbeergebnisse
préasentierten. Auch die Spezifitdt immunhistochemischer Farbungen wird in ho-
hem Mafle durch die Qualitdt der Antikorper bestimmt. Positivkontrollen dienen
als Indikatoren fiir korrekte Vorbereitung und Anfirbung der Proben, Negativ-
kontrollen decken unspezifische Farbungen auf. Positiv- und Negativkontrollen

wurden zahlreich verwendet.

Antikorper optimale Titer

c-kit-Farbung 1:200 und 1:300
Tryptase-Farbung | 1:500 und 1:1000
MiB-1-Farbung 1:50 und 1:100
S-100-Féarbung 1:100 und 1:500

Tabelle 3.3: Darstellung der beiden ermittelten, optimalen Antikorpertiter der verwendeten

immunhistochemischen Farbungen.

3.3.5.2 Kontrollen

Zur korrekten Interpretation der Ergebnisse der immunhistochemischen Féarbun-
gen liefen wihrend des Farbeprozesses mit den Neurofibromen positive und nega-
tive Kontrollen mit. Positive Kontrollen dienten als Indikatoren fiir korrekte Vor-
bereitung und Anfarbung der Neurofibromproben. Als Positivkontrolle bei der
MiB-1-Farbung wurde ein Gewebeschnitt einer Tonsille verwendet, bei den ande-
ren drei Antikorperfarbungen Neurofibromgewebe mit Haut. Negativkontrollen
wurden durch alleinige Applikation des Antibody Diluent ohne den Priméran-
tikorper durchgefiihrt. Sie dienten als Leerwerte und Kontrollen unspezifischer

Anfarbung von Gewebe.

3.3.5.3 S100-Fiarbung

Nach Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeproben wurden die Gewe-
beschnitte zur Antigendemaskierung 10 min. in einem 37 °C warmen Protease-
Pufferbad inkubiert. Im Anschluss an die Spiilung im 1 %igen TBS-Pufferbad



3.3. METHODEN 45

wurden die Gewebeproben mit einem fliissigkeitsabweisenden PAP-Pen umran-
det, um die spéter applizierten Losungen auf dem Préaparat zu halten. Der linke
Gewebeschnitt des Objekttrigers wurde mit 100-200 pl der hoheren Konzentra-
tion der Antikorper-Lsg., der rechte mit 100-200 ul der niedrigeren Konzentra-
tion bedeckt. In einer feuchten Kammer erfolgte die Inkubation mit dem S100-
Antikorper fiir 60 min. bei Raumtemperatur. Anschliefend:

— 4 x Spiilen in 1 %igen TBS-Pufferbddern

— Applikation von 100-200 pl des Briickenantikorpers (Link: Biotinylated Anti
Mouse Immunglobulins and Biotinylated Anti Rabbit Immunglobulins, ca. zwei
Tropfen)

+— 10 min. Inkubation in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur

— 4 x Spiilungen im 1 %igen TBS-Pufferbad

— Applikation von 100-200 ul APAAP-Komplex-Lsg. (Streptavidin Alkal. Phos-
phatase, ca. zwei Tropfen)

+— 10 min. Inkubation in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur

— 4 x Spiilen im 1 %igen TBS-Pufferbad

— Applikation von 100-200 pl Chromogenlosung

— Inkubation fiir 10 min. in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur

— Spiilen in Aqua dest.

— Féarben fiir 8-10 min. in Mayers saurem Hamalaun

— Bléduen fiir 10 min. unter laufendem Wasser

— FEindecken mit Kaisers Glyceringelatine

Die Objekttrager wurden bei Raumtemperatur bis zur weiteren Untersuchung

gelagert.

3.3.5.4 MiB-1-Farbung

Zur Antigendemaskierung wurden die entparaffinierten und rehydrierten Gewe-
beschnitte in einem Dampfdruckkochtopf mit 1 1 Citratpufferlésung zum Kochen
gebracht. Nach 3 min. wurde der geschlossene Topf unter laufendem Wasser 2
min. abgekiihlt und nach Offnen des Deckels fiir 30 min. in ein kaltes Wasser-
bad gestellt. Die abgekiihlten Objekttriager wurden im 1 %igen TBS-Pufferbad
gespiilt und die Gewebeproben mit dem PAP-Pen umrandet. Pro Gewebeschnitt
wurden zwischen 100-200 pl Antikorperlosung appliziert, wobei der linke Schnitt
mit der hoheren und der rechte mit der niedrigeren Antikérperkonzentration
bestiickt wurde. In einer feuchten Kammer erfolgte die Inkubation mit dem MiB-

1-Antikorper fiir 60 min. bei Raumtemperatur.
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— 4 x Spiilen in 1 %igen TBS-Pufferbiddern

— Applikation von je 100-200 ul des Briickenantikorpers

— Inkubation fiir 10 min. in der feuchten Kammer

— Spiilung im 1 %igen TBS-Pufferbad

— Applikation von je 100-200 ul APAAP-Komplex-Lsg.

— Inkubation fiir 10 min. in der feuchten Kammer

— Spiilen in 1 %igen TBS-Pufferbadern

— Applikation von 100-200 pl Chromogenlosung

— Inkubation fiir 10 min. in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur
+— Spiilen in Aqua dest.

— Féarbung fiir 8-10 min. in Mayers saurem Hémalaun

— 10 min. Blduen unter laufendem Wasser

— Eindecken mit erwidrmter Kaisers Glyceringelatine

Die Objekttrager wurden bei Raumtemperatur bis zur weiteren Untersuchung

gelagert.

3.3.5.5 Mastzelltryptase-Farbung

Zur Antigendemaskierung wurden die entparaffinierten und dehydrierten Gewe-
beschnitte 10 min. in einem 37 °C warmen Protease-Pufferbad inkubiert. Im An-
schluss an die Spiilung in 1 %iger TBS-Pufferlosung wurden die Gewebeproben
mit einem PAP-Pen umrandet. Der linke der beiden Gewebeschnitte wurde mit
100-200 pl der hoheren, der rechte mit 100-200 ul der niedrigeren Konzentration
der Antikorperlosung bedeckt. In einer feuchten Kammer erfolgte die Inkubation
mit dem Mastzelltryptase-Antikorper fiir 60 min. bei Raumtemperatur. Anschlie-
Bend:

— 4 x Spiilen in 1 %igen TBS-Pufferbidern

— Applikation von je 100-200 ul des Briickenantikorpers

— Inkubation in der feuchten Kammer fiir 10 min.

— Spiilen im 1 %igen TBS-Pufferbad

— Applikation von je 100-200 ul der APAAP-Komplex-Lsg.

+— 10 min. Inkubation in der feuchten Kammer

— Spiilen im 1 %igen TBS-Pufferbad

— Applikation von 100-200 pl Chromogenlosung

+— 10 min. Inkubation in der feuchten Kammer

— Spiilen in Aqua dest.

+— 10 min. Farben in Mayers saurem Hdmalaun
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+— 10 min. Blduen unter laufendem Wasser
— Eindecken mit erwadrmter Kaisers Glyceringelatine
Die Objekttrager wurden bei Raumtemperatur bis zur weiteren Untersuchung

gelagert.

3.3.5.6 C-kit-Farbung

Die entparaffinierten und rehydrierten Gewebeschnitte wurden in einem Dampf-
druckkochtopf mit 1 1 EDTA-Lsg. bedeckt, die bei geschlossenem Deckel zum
Kochen gebracht wurde. Nach 3 min. wurde der geschlossene Topf unter lau-
fendem Wasser 2 min. abgekiihlt und nach Offnen des Deckels fiir 30 min. in ein
kaltes Wasserbad gestellt. Die abgekiihlten Objekttriager wurden in 1 %igen TBS-
Pufferbadern gespiilt und die Gewebeproben mit dem PAP-Pen umrandet. Pro
Gewebeschnitt wurden zwischen 100-200 pl Antikoérperlosung appliziert, wobei
der linke Schnitt mit der hoheren und der rechte mit der niedrigeren Antikorper-
konzentration bestiickt wurde. In einer feuchten Kammer erfolgte die Inkubation
mit dem c-kit-Antikorper iiber Nacht in einem 4 °C Kiihlschrank. Anschlieend:
— 4 x Spiilen in 1 %igen TBS-Pufferbidern

— Applikation von je 100-200 ul des Briickenantikorpers

— Inkubation in der feuchten Kammer fiir 10 min.

— Spiilen im 1 %igen TBS-Pufferbad

— Applikation von je 100-200 pl der APAAP-Komplex-Lsg.

+— 10 min. Inkubation in der feuchten Kammer

— Spiilen im 1 %igen TBS-Pufferbad

— Applikation von 100-200 ul Chromogenlésung

+— 10 min. Inkubation in der feuchten Kammer

— Spiilen in Aqua dest.

— 10 min. Farben in Mayers saurem Hémalaun

+— 10 min. Blduen unter laufendem Wasser

— HKindecken mit erwarmter Kaisers Glyceringelatine

Die Objekttriager wurden bei Raumtemperatur bis zur weiteren Untersuchung

gelagert.
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3.3.6 Auswertung der Gewebeschnitte
3.3.6.1 Gemeinsame Bedingungen

Alle Gewebeschnitte wurden mit einem Lichtmikroskop der Firma Zeiss, Jena,
ausgewertet. Die Betrachtung der Schnitte erfolgte mit 4x, 10x und 100x Objek-
tiven bei 1x Okular. Das rechte Okular des Mikroskops war mit einem quadrati-
schen Zahlfenster bestiickt, welches in der 100x Vergréflerung eine Kantenlédngen

von 125 pm aufwies.

Fotos wurden mit einer Digitalkamera angefertigt, die mittels Adapter an das
Mikroskop gekoppelt werden konnte. Die Bearbeitung der digitalen Fotos erfolgte
mit den Programmen Adobe Photoshop 5.5, Microsoft PowerPoint 2000, Adobe
Mlustrator CS2 und Adobe Photoshop Elements 2.0.

Fiir die lichtmikroskopische Auswertung aller Gewebeschnitte war es wichtig, dif-
ferenzieren zu konnen, wo sich die Oberfliche bzw. die auf der CAM aufliegende
Unterseite des Neurofibroms befand. Die bereits am in vivo-Modell des Hiihner-
eis vorgenommene Farbmarkierung der Oberfliche des Neurofibroms war in den
Gewebeschnitten als schwarze Randfiarbung sichtbar und diente als wichtige Ori-

entierungshilfe.

3.3.6.2 Ubersichtsfirbungen

HE-Farbung:

Bei der Auswertung der HE-Farbungen wurde nach Verinderungen der CAM,
z.B. Gefafivermehrung in den unterschiedlichen Anteilen, Infiltration durch Zel-
len des Neurofibroms und Hypertrophie einzelner Schichten der CAM gesucht. Bei
den Neurofibromproben wurde auf die Adhérenz zur CAM, Verschmelzung mit
der CAM, GefaBleinsprossungen von der CAM ausgehend, kernhaltige Hiithnerery-
throzyten in der Kontaktzone oder im Neurofibrom, Vitalitéats-/ Nekrosezeichen,
Infiltration des Neurofibroms mit Zellen der CAM und Tumorformverédnderungen

geachtet.

S100-Farbung:

Kriterien bei der Auswertung waren zeitabhéngig zu beobachtende Verdnderun-
gen in der spezifischen Zellfarbung innerhalb des Neurofibroms. Ebenso wurde
auf spezifische Farbung von Zellen zeitabhéngig innerhalb der CAM-Zellschichten

und auf eine ggf. vorhandene Korrelation zu MiB-1 positiven Zellen geachtet.
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3.3.6.3 Quantitative Auswertung der Gewebeschnitte

Zahlfeldpositionierung und Auswertungskriterien:
Die Auszdhlung der immunhistochemisch positiv markierten Zellen erfolgte bei
den beiden spezifischen Mastzellfarbungen Mastzelltryptase und c-kit sowie dem

Proliferationsmarker MiB-1.

Der jeweilige Objekttriger wurde so positioniert, dass die schwarz markierte Neu-
rofibromoberseite auch im Sichtfeld oben lag und die CAM-nahe Seite unten. Um
Mehrfachzéhlungen durch Anschnitte von Zellteilen derselben Zelle zu vermeiden
und Artefakte auszuschliefen, wurden nur positiv gefiarbte Zellen mit eindeutig
zugeordnetem Zellkern in die Auswertung eingeschlossen. Zellen, die iiber die
Grenze des Zéhlfeldes in das benachbarte Zahlfeld reichten, wurden nur einmal
dort gezéhlt, wo der iiberwiegende Anteil des Zellkerns lag. Die seitlichen Rénder

des Neurofibroms wurden nicht in die Auswertung einbezogen.

Das erste Zahlfeld wurde am unteren Rand des Neurofibroms, d.h. an der Kon-
taktzone zur CAM, positioniert, siche Abbildung 3.4. Die Z#hlfelder wurden in
direkt nebeneinander liegenden Reihen senkrecht von der Kontaktzone zur Tu-
moroberfliche hin ausgezéahlt. Alle Z&hlfelder, die mindestens zur Hélfte mit Neu-

rofibromgewebe ausgefiillt waren, wurden beriicksichtigt.

Die Zellauszéhlung der folgenden immunhistochemischen Farbungen wurde mit-
tels 100x Objektiv und Ol durchgefiihrt.
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ZF

NF

Abbildung 3.4: Zihlfeldpositionierung: Positionierung des ersten Zihlfeldes (ZF) an der lin-
ken Seite der Neurofibrom/CAM-Kontaktzone und Bildung einer senkrechten Zihlfeldreihe.
Positionierung der 2. -und aller folgenden - Zé#hlfeldreihen rechts neben der 1., immer wieder
CAM-nahe (+) beginnend. Auf diese Weise Auszéhlen aller Mastzellen im Neurofibrom unter
Beriicksichtigung der Lokalisation im Neurofibrom (NF), gemessen in Zihlfeldgrofien. CAM =
Chorioallantoismembran des bebriiteten Hiihnereis, ZF = 1 Zahlfeld, 1, 2, 3,4 = Z#hlreihen,
x = CAM-fern, + = CAM-nahe.

Mastzelltryptase-Farbung:

Die Granula der Mastzellen zeigten sich im Lichtmikroskop intensiv rétlich leuch-
tend. Mittels Zahlfelder wurden die positiv markierten Zellen im gesamten Tumor
nach dem oben beschriebenen Schema ausgezéhlt. Innerhalb der CAM und des
Neurofibroms wurde auf spezifische und unspezifische Anfarbung von Zellen oder

Zellverbanden geachtet.

C-kit-Farbung:

Die positiv, leuchtend rot markierten Mastzellen wurden nach dem oben beschrie-
benen Schema mittels Z&hlfelder innerhalb des Neurofibroms ausgezéhlt. Inner-
halb der CAM und des Neurofibroms wurde auf spezifische und unspezifische

Anférbung von Zellen oder Zellverbénden geachtet.
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MiB-1-Farbung:

Mittels oben beschriebenem Schema wurden alle intensiv rot gefdrbten Zellen
im Bereich des gesamten Neurofibroms ausgezéhlt und auf ggf. positiv markierte
Zellen in der CAM geachtet. Innerhalb der CAM und des Neurofibroms wurde auf

spezifische und unspezifische Anfarbung von Zellen oder Zellverbénden geachtet.

3.3.7 Vorversuche
3.3.7.1 Auswahl und Optimierung des Zeitfensters

Die Optimierung des Zeitfensters zwischen den einzelnen Transplantatentnahmen
wurde im Rahmen von Vorversuchen durchgefiihrt. Da es sich bei der Arbeit
um die Frage nach den frithen Verdnderungen in transplantierten Neurofibro-
men handelt, wurden die ersten 12 Stunden Inkubation genauer betrachtet und
Untersuchungen nach 2, 4, 6, 8, 10 und 12 Stunden durchgefiihrt. Die beiden
nachfolgenden Intervalle von 24 und 48 Stunden wurden grofziigiger gewihlt. So
wurden Tumorform und Adhérenz des Neurofibroms zur CAM in engeren zeitli-
chen Absténden betrachtet und mit ersten histologischen Ergebnissen verglichen,
um die vielversprechendsten Zeiten fiir eine vertiefte Untersuchung auszuwéhlen,
siehe Tabelle 3.4 und Tabelle 3.5.

Bei der Betrachtung der Tabellen 1.4 und 1.5 schien zwischen 2 und 4 Stunden
Inkubation des Tumors auf der CAM kein Unterschied zu bestehen. So wurde das
4-Stundenintervall ausgewéhlt und die beiden folgenden Intervalle entsprechend
im Abstand von 4 Stunden bestimmt, wobei jeweils ein deutlicher Unterschied
in den Ergebnissen zum vorangegangenen Zeitintervall bestand. Es fiel auf, dass
zwischen den 24- und 48-Stundenwerten so gut wie kein Unterschied bestand.
Demgegeniiber fanden sich in den HE-gefarbten Histologien der transplantier-
ten Neurofibrome gerade in den 24- und 48-Stundenintervallen entscheidende
Verénderungen. Nach 24 Stunden fanden sich erste kernhaltige Hithnererythro-
zyten im Bereich der Kontaktzone des Neurofibroms zur CAM, nach 48 Stunden
fanden sich kleine Gefafle von der CAM ins Neurofibrom einsprossend. Aus die-
sen Griinden wurden die beiden Zeitintervalle in die erweiterte Untersuchung
aufgenommen. Damit wurden insgesamt folgende Untersuchungsintervalle fiir die

Hauptuntersuchung ausgewdéhlt: 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden.
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Unter- | Anzahl | Ablésen der NF | Ablosen der NF feste Adhérenz
suchung | transpl. | beim Abtupfen wéhrend Fixierung | zwischen NF
nach NF mit Wattetragern | in Formalin-Lsg. und CAM
2h 12 100 % 0% 0%

4 h 12 100 % 0% 0%

6 h 12 58 % 33 % 9%

8 h 12 20 % 50 % 30 %

10 h 12 0% 33 % 67 %

12 h 12 0% 17 % 83 %

24 h 12 0% 0% 100 %
48 h 12 0% 0% 100 %

Tabelle 3.4: Adhédrenz der Neurofibromproben zur CAM: Im gesamten Zeitbereich zwischen

2 und 48 Stunden Tumorinkubation auf der CAM nimmt die Adhirenz des Neurofibroms zur
CAM fast kontinuierlich zu.

Untersuchung | Anzahl Tumorform: | Tumorform: | Tumorform:
nach transpl. NF | flach erhaben kugelig

2h 12 100 % 0 % 0%

4 h 12 100 % 0 % 0%

6 h 12 100 % 0% 0%

8h 12 100 % 0 % 0%

10 h 12 75 % 25 % 0%

12 h 12 0 % 75 % 25 %

24 h 12 0% 7% 93 %

48 h 12 0% 0 % 100 %

Tabelle 3.5: Tumorforménderungen: Die Tumorform wurde in die groben Kategorien flach,

erhaben und kugelig eingeteilt und diesen in Abhéngigkeit von der Zeit zugeordnet.
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3.3.8 Statistik

Alle Messgroflen, die zur Bestimmung der Mastzellkonzentration gefiihrt haben,
sind diskrete Messgrofien und wurden deshalb mit Hilfe des Erwartungswertes
(Schwerpunktes oder Mittelwertes), der Standardabweichung der Messwerte o

und des Fehlers A = \/G_N bei N Messungen dargestellt.

Die Gesamtmastzellkonzentration des Ausgangstumors und die Abhéngigkeit der
Gesamtmastzellkonzentration von der Inkubationszeit wurde fiir jede Tumorserie
zuerst getrennt bestimmt. Zum Vergleich der Ergebnisse der einzelnen Tumorse-
rien in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit wurden die Mastzellkonzentratio-
nen auf den Wert der Gesamtmastzellkonzentration einer Serie von 0-48 Stunden
normiert. Der relative zeitliche Verlauf der Mastzellkonzentration pro Tumorse-
rie konnte somit bestimmt werden. Um eine vom Einzeltumor unabhéngige Ge-
samtaussage iiber den Zeitverlauf der Mastzellkonzentration treffen zu konnen,
wurden die verschiedenen Zeitverldufe der Tumorserien gemittelt und die Fehler

bestimmt.

Mastzellkonzentrationsidnderungen in Abhéngigkeit vom CAM-Abstand wurden
iiber die zeitliche Verschiebung des Schwerpunktes bzw. des Mittelwertes der
Mastzellkonzentration bestimmt. Hierbei wurden die resultierenden Schwerpunk-
te und deren Fehler in Abhéngigkeit von der Zeit aus den Messwerten der ver-

schiedenen Einzeltumoren ermittelt.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Makroskopische Auswertung

4.1.1 Optimierung des NF/CAM-Assays

Selektion der Eier vor Transplantation: Das bebriitete Hithnerei stellt ein
sehr sensibles Testsystem dar, welches anfillig fiir diverse duflere Einfliisse ist.
Vor der Transplantation der Neurofibromproben der drei Hauptversuche wurden
ungeeignete Eier mit z.B. unterentwickelten oder avitalen Embryonen, Lésionen
der CAM und CAM-GefiBe (z.B. durch Eroffnen der Eischale), oder unbefruch-
tete Eier aussortiert.

In Tabelle 4.1 sind die Mengen der gelieferten Eier der drei Tumorserien und die
Zahl der zur Transplantation verwertbaren Eier dargestellt. Von den 140 geliefer-
ten, bebriiteten und zur Transplantation vorbereiteten Eier der Serie 1 mussten
nach Entfernung des oberen Eipols und Blick auf die CAM und den Hiihnerem-
bryo 58 Eier aussortiert werden. Bei Serie 2 mussten 16 von 90 Eiern und bei

Serie 3 24 von 113 Eiern aussortiert werden.

Selektion der NF/CAM-Assays wihrend der Inkubation: Auch wihrend
der insgesamt 48-stiindigen Inkubationszeit der Neurofibromproben auf der CAM
mussten Eier mit triibem Inhalt und avitalen Embryonen oder nekrotischen Tu-
morproben aussortiert werden und gingen nicht in die Endauswertung ein.

In Tabelle 4.2 wird fiir die Versuchsreihen 1-3 wihrend des Beobachtungszeit-
raumes von 48 Stunden Inkubation der NF /CAM-Assays die Menge der avitalen
Embryonen und der nekrotischen Neurofibrome auf der CAM aufgelistet.

Bei der 1. Versuchsreihe wurden 82 Eier mit einer Neurofibromprobe bestiickt.

95
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Vers. || gelieferte | unbe- unter- avital | Lésion bei | geeignet
-Nr. | Eier fruchtet | entwickelt Préaparation | zur Transpl.
1 140 35 4 15 4 82
2 90 10 0 4 2 74
3 113 16 3 5 0 89

Tabelle 4.1: Anzahl der selektierten Eier vor der Neurofibromtransplantation.

Wiéhrend der Inkubationszeit kam es bei zwei NF/CAM-Assays zu makroskopi-
schen Anzeichen einer Tumornekrose mit Schwarzfirbung des Tumorgewebes und
Abschwimmen des Tumors. Es waren in diesem Zeitrahmen 17 Eier triib gewor-
den und die Embryonen abgestorben. Insgesamt gingen 63 NF/CAM-Assays in
die mikroskopische Auswertung ein.

In der 2. Versuchsserie kam es bei 8 NF/CAM-Assays zu einer Triibung des Eiin-
haltes, 4 Neurofibrome waren trocken und nekrotisch. 62 vitale NF/CAM-Assays
wurden zeitabhéngig ausgewertet.

In der 3. Versuchsserie zeigten sich von 89 NF/CAM-Assays 9 Embryonen avital
und 1 Neurofibrom nekrotisch. 79 NF/CAM-Assays wurden zeitabhéngig weiter

ausgewertet.
Vers. transpl. NF avitale nekrotische | ausgewertete
-Nr. (Ausgangsmenge) | Embryonen | NF NF/CAM-Assays
1 82 17 2 63
2 74 8 4 62
3 89 9 1 79
Ges.zahl | 245 34 7 204

Tabelle 4.2: Anzahl der wihrend der Tumorinkubationszeit abgestorbenen Eier und Tumore.

Menge der ausgewerteten NF/CAM-Assays: Nach entsprechender Selekti-
on der makroskopisch untauglichen NF /CAM-Assays wurden bei den drei Haupt-
versuchen insgesamt 204 Tumorproben makroskopisch wie mikroskopisch aus-
gewertet. Die Tabelle 4.3 stellt die Zahl der explantierten Neurofibrome nach

entsprechenden Zeitintervallen fiir die drei Hauptversuchsreihen dar. Pro Zeit-
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intervall wurden ca. 12-16 Neurofibrome unter identischen Versuchsbedingungen

explantiert und fiir die weitere mikroskopische Untersuchung in Formalin fixiert.

Vers. Transpl. | Explant.

-Nr. NF nach 4 h | nach 8 h | nach 12 h | nach 24 h | nach 48 h
1 63 14 14 14 10 11

2 62 12 12 12 12 14

3 79 16 16 16 16 15
Ges.zahl || 204 42 42 42 38 40

Tabelle 4.3: Anzahl der transplantierten bzw. explantierten Tumoren pro Hiihnerei pro
Versuchsreihe.

4.1.2 Zeitabhingige Verdnderungen der Transplantate

4.1.2.1 Tumorform

Die auf die CAM transplantierten Tumorproben zeigten sich im zeitlichen Ablauf
der Inkubation in Bezug auf ihre Form veréndert, sieche Abbildung 4.1. Die Tabel-
len 4.4, 4.5 und 4.6 stellen den zeitlichen Verlauf der makroskopisch beobachteten
Tumorforméanderung der drei Tumorserien dar. So war in allen drei Serien deut-
lich zu sehen, dass die Tumoren innerhalb der ersten 8 Inkubationsstunden auf
der CAM ihre urspriingliche Form nicht veranderten, siehe Abbildung 4.1, Bild
1, 3 und 5. Die Neurofibrome sahen flach, weifllich-rosig und vital aus. Nach 12
Stunden Inkubation fiel bei 69 bis 79 % der Neurofibrome eine etwas erhabenere
Tumorform auf. Zwischen 21 und 31 % der Neurofibrome waren bereits kugelig
verformt. Nach 24 Stunden der Inkubation waren in allen drei Tumorserien 100
% der Neurofibrome makroskopisch zu einer deutlichen, vitalen Halbkugel aufge-
worfen, ebenso nach 48 Stunden Inkubation, siehe Abbildung 4.1, Bild 2, 4 und
6.
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Untersuchung | Anzahl der | Tumorform: | Tumorform: | Tumorform:
nach transpl. NF | flach erhaben kugelig

4 h 14 100 % 0 % 0%

8h 14 100 % 0 % 0%

12 h 14 0% 79 % 21 %

24 h 10 0% 0% 100 %

48 h 11 0% 0 % 100 %

Tabelle 4.4: Darstellung der zeitabhingigen, makroskopischen Verdnderungen der Tumorform

der Neurofibrome auf der CAM, von flachen Scheiben hin zur kugelig aufgeworfenen Form,

Serie 1.
Untersuchung | Anzahl der | Tumorform: | Tumorform: | Tumorform:
nach transpl. NF | flach erhaben kugelig
4 h 12 100 % 0% 0%
8 h 12 100 % 0% 0%
12 h 12 0% 75 % 25 %
24 h 12 0% 0% 100 %
48 h 14 0% 0% 100 %

Tabelle 4.5: Darstellung der zeitabhiingigen, makroskopisch sichtbaren Anderungen der Neu-
rofibrome auf der CAM, von flachen Scheiben hin zur kugelig aufgeworfenen Form, Serie 2.

Untersuchung | Anzahl der | Tumorform: | Tumorform: | Tumorform:
nach transpl. NF | flach erhaben kugelig

4h 16 100 % 0 % 0%

8 h 16 100 % 0 % 0%

12 h 16 0% 69 % 31 %

24 h 16 0% 0% 100 %

48 h 15 0% 0% 100 %

von flachen Tumorproben hin zu kugeligen Formen auf der CAM, Serie 3.

Tabelle 4.6: Darstellung der zeitlichen, makroskopischen Veréinderungen der Neurofibrome,
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Abbildung 4.1: Vergleich zwischen makroskopischer und mikroskopischer Tumorforménde-
rung

Bild 1 u. 3: Plane Neurofibromproben auf der CAM nach 4 h Inkubation. Bild 5: HE-Uber-
sichtsfirbung eines Querschnitts des Neurofibroms nach 4 h Inkubation ohne Adhérenz zur
CAM. Bild 2 u. 4: Halbkugelig kontrahiertes NF auf der CAM nach 48 h Inkubation. Bild 6:
HE-Ubersichtsfirbung eines Querschnitts des kugelig aufgeworfenen NF mit adhiirenter CAM.
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4.1.2.2 Tumoradhirenz

Im Rahmen der Markierung der CAM-fernen Tumoroberflache mit schwarzer Tu-
sche kurz vor der Neurofibromexplantation lief3 sich gleichzeitig auch die Adhérenz

des Tumors zur CAM iiberpriifen.

Die Tabellen 4.7, 4.8 und 4.9 der Tumorserien unterscheiden zwischen einer
Losung des Tumors von der CAM nach Trockentupfen der Tumoroberfliche mit-
tels Wattetrdger, spontaner Losung der primér adhdrenten CAM vom Neurofi-
brom bei der Fixierung in Formalin-Lsg. und fester, nicht ohne eine Blutung zu
provozierender Adhérenz der Tumoren an der CAM.

Innerhalb der ersten 4 Stunden nach Transplantation losten sich alle Tumorpro-
ben der drei Serien beim Betupfen mit einem Wattetréger leicht von der CAM,
ohne dass diese dabei verletzt wurde. Nach 8 Stunden Inkubation waren es nur
noch 17 bis 21 %. Zwischen 50 und 59 % der Neurofibrome der 8-Stunden-Gruppe
16sten sich erst bei der Fixierung in Formalin von der zunéchst noch adhéren-
ten CAM, 24 bis 31 % der Neurofibrome waren fest und unlésbar mit der CAM
verwachsen. Nach 12 Stunden Tumorinkubation hafteten alle Neurofibrome noch
nach dem Betupfen mittels Wattetrager weiter an der CAM und nur 22 bis 31 %
der Tumore 16sten sich wihrend der Fixierung in Formalin spontan wieder von
der CAM. 69 bis 78 % der Neurofibrome waren unlésbar mit der CAM verbun-
den. Ab 24 Stunden Tumorinkubation zeigte sich bei allen Tumorproben aller
drei Serien eine feste, nicht ohne Blutung zu l6sende Adhérenz zur umgebenden
CAM. Diese Eigenschaften behielten alle Neurofibrome auch nach 48 Stunden der
Inkubation bei.

Alle transplantierten Neurofibromproben entwickelten in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit eine feste Adhérenz mit der CAM. Nach 8 Stunden Inkubati-
on waren bereits zwischen 24-31 % adhérend, um nach nach 24 Stunden eine
vollstandigen Adhérenz von 100 % zu erreichen. Tumore ohne Adhérenz waren
nach 48 Stunden avital.
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Unter- | Anzahl | Ablosen der NF | Ablésen der NF feste Adhérenz
suchung | transpl. | beim Abtupfen wéhrend Fixierung | zwischen NF
nach NF mit Wattetrdgern | in Formalin-Lsg. und CAM

4h 14 100 % 0 % 0 %

8 h 14 21 % 50 % 29 %

12 h 14 0% 22 % 78 %

24 h 10 0% 0% 100 %

48 h 11 0% 0 % 100 %

Tabelle 4.7: Darstellung der zunehmenden Adhérenz zwischen Neurofibrom und CAM inner-

halb von 48 h Inkubation. Unterschieden wird zwischen spontaner Losung der NF von der CAM

beim Trockentupfen der NF-Oberfliche mittels Wattetriager, spontaner Losung des NF von der

CAM beim Fixieren in Formalin-Lsg. und unlésbarer Verwachsung zwischen NF und CAM,

Serie 1.
Unter- | Anzahl | Ablésen der NF | Ablésen der NF feste Adhérenz
suchung | transpl. | beim Abtupfen wéhrend Fixierung | zwischen NF
nach NF mit Wattetrédgern | in Formalin-Lsg. und CAM
4 h 12 100 % 0% 0%
8 h 12 17 % 59 % 24 %
12 h 12 0% 25 % 75 %
24 h 12 0% 0% 100 %
48 h 14 0% 0% 100 %

Tabelle 4.8: Darstellung der zunehmenden Adhérenz zwischen Neurofibrom und CAM
wahrend der 48-stiindigen Inkubationzweit, Serie 2.

Unter- | Anzahl | Ablésen der NF Ablosen der NF feste Adhérenz
suchung | transpl. | beim Abtupfen wéhrend Fixierung | zwischen NF
nach NF mit Wattetrdgern | in Formalin-Lsg. und CAM

4h 16 100 % 0% 0 %

8 h 16 19 % 50 % 31 %

12 h 16 0% 31 % 69 %

24 h 16 0% 0% 100 %

48 h 15 0% 0% 100 %

Tabelle 4.9: Darstellung der zunehmenden Adhérenz zwischen Neurofibrom und CAM

wéhrend der 48-stiindigen Inkubationsphase, Serie 3.
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4.1.3 Zeitabhingige Verdnderungen der CAM

Die Tumorprobe wurde auf der CAM iiber einem groflen Gefafl platziert. Nach
12 Stunden Tumorinkubation begann sich makroskopisch ein zartes Netz aus
kleinkalibrigen Kapillaren in der CAM zu bilden, welches sternférmig zur zentral
gelegenen Tumorprobe zog. Nach 24 Stunden war dieses Netz deutlicher sicht-
bar und wurde im Laufe der folgenden Stunden dicker und kaliberstérker, siehe
Abbildung 4.2, Bild 1. Die Feuchtigkeit der CAM-Oberfliche war wéhrend der

gesamten Inkubation gleichbleibend erhalten.

4.2 Mikroskopische Auswertung

Insgesamt wurden die Gewebeproben von 1020 Objekttragern gefirbt und aus-

gewertet.

4.2.1 HE-Firbung

In Abhéngigkeit von der Inkubationszeit wurden Verédnderungen wie z.B. die
Dicke der drei Schichten der CAM, die Kalibergrofle der Gefafle, die Lokalisation
der Gefifle, Aufhebung der Zellschichten der CAM und Verédnderungen in der
Neurofibrom/CAM-Ubergangszone analysiert. Weiterhin wurden die Anteile der
CAM, die mit dem Tumor in unmittelbarem Kontakt standen und Anteile der
CAM, die sich zum selben Zeitpunkt tumorfern (ca. 5 mm Abstand zum Tumor)

befanden, miteinander verglichen.

4.2.1.1 Aufbau der CAM-Schichten

Die CAM setzt sich aus drei Komponenten zusammen, dem &duferen (ektoder-
malen) Epithel, welches aus einer einzelnen Schicht Zellen besteht, der mittleren
(mesodermalen) Schicht, 2-3 Zellschichten Stroma mit dem darin eingebetteten
Gefiissnetz umfassend, und dem inneren (endodermalen) Epithel, wieder aus nur
einer singuldren Zellschicht bestehend, sieche Abbildung 4.2, Bild 2. In der me-
sodermalen Schicht bildet sich im Laufe der Entwicklung ein Gefdsystem mit
groferen zu- und ableitenden Geféflen und einem am &ufleren Epithel lokalisier-

ten, verzweigten Kapillarschlingennetz aus.
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Abbildung 4.2: Bild 1: Sternférmig auf das Neurofibrom (NF) zulaufende CAM-Geféifie (Gef).
Bild 2: HE-Firbung: Schichtung der CAM mit einschichtigem #ufleren Epithel (ec) und ein-

schichtig innerem Epithel (ea), dazwischen mehrreihiges Stromagewebe (Str).
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4.2.1.2 Veranderungen der tumorfernen CAM

Innerhalb des beobachteten Zeitraumes von 48 Stunden stellte sich die tumorferne
CAM histologisch den physiologischen Entwicklungsstadien bebriiteter Hithnerei-
er entsprechend dar. Nach 12 Stunden Inkubation zeigte sich die CAM in der
bekannten Schichtung mit einem einreihigen dufleren und inneren Epithel und
einem schmalen Anteil mesodermalen Stromas, welches nur duflerst sporadisch
kleine GeféBlumen, gefiillt mit kernhaltigen Erythrozyten, enthielt, siche Abbil-
dung 4.3, Bild 1. Nach 24 Stunden Tumorinkubation stellte sich die Schichtung
der CAM unveréndert dar. Im mesodermalen Stroma ebenso wie unterhalb des
auBeren CAM-Epithels fanden sich vereinzelte Gefafilumina gefiillt mit kernhalti-
gen Erythrozyten, siche Abbildung 4.3, Bild 2. Nach 48 Stunden der Inkubation
zeigte sich die CAM weiterhin kaum veréndert mit einer etwas progredienten An-
zahl an Gefdaflen im Bereich des Stromas, welches selbst jedoch nicht signifikant
hypertroph oder zellschichtvermehrt erschien, sieche Abbildung 4.3, Bild 3.

Es fanden sich demzufolge wihrend des Untersuchungsintervalls von 48 Stunden
Tumorinkubation insgesamt nur geringfiigige Verdanderungen in der tumorfernen
CAM mit Beibehalten der Schichtung, geringfiigiger Zunahme an Gefiaflen im

mesodermalen Anteil und ohne nennenswerte Hypertrophie oder Hyperperfusion.

4.2.1.3 Verdnderungen der tumornahen CAM

Signifikante Veranderungen, die nicht mehr den physiologischen Entwicklungs-
stadien bebriiteter Hiihnereier entsprachen, fanden sich wédhrend des Untersu-
chungsintervalls von 12 - 48 Stunden bei der direkt unterhalb des Neurofibroms
gelegenen CAM.

Im Verlauf der Inkubation der Neurofibromproben kam es innerhalb der 12-
Stunden-Gruppe zu einer iiberwiegenden Adhérenz des duleren CAM-Epithels
an den Tumor. Dicke Kapillarschlingen, gefiillt mit kernhaltigen Erythrozyten,
schlangelten sich direkt unterhalb des &ufleren Epithels. Die Zellschichten im Be-
reich des Stromas fanden sich sichtbar vermehrt, siche Abbildung 4.3, 4.4 und
4.5, jeweils Bild 1.

Nach 24 Stunden Tumorinkubation fand sich eine deutlich progrediente Hyper-
trophie des Stromas mit multiplen, kleineren und grofleren blutgefiillten Gefafilu-
mina. Im Bereich der Kontaktfliche des Neurofibroms zur CAM war das duflere
CAM-Epithel nicht mehr sichtbar, sieche Abbildung 4.3, 4.4 und 4.5, jeweils Bild
2.
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Nach 48 Stunden Tumorinkubation zeigte sich eine massiv fortgeschrittene Hy-
pertrophie des CAM-Stromas mit einer Fiille an groflumigen Geféaflen, die radiar
auf das Neurofibrom zuliefen. Alle Gefédfle waren gefiillt mit kernhaltigen Ery-
throzyten, siche Abbildung 4.3, 4.4 und 4.5, jeweils Bild 3. Von der CAM in das
Neurofibrom einsprossende Gefiafle fanden sich nach 48 Stunden Neurofibromin-
kubation. Diese Gefdafle waren gefiillt mit kernhaltigen Erythrozyten des Hiih-
nerembryos, siehe Abbildung 4.6, Bild 1 und 2.
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Abbildung 4.3: HE-Firbung, Vergleich der zeitlichen Verdnderungen der tumorfernen (CAM
f) und tumornahen (CAM n) CAM desselben Eis.

Bild 1: Nach 12 h Tumorinkubation bereits Zunahme des Stromagewebes der CAM tumornahe.
Bild 2: Nach 24h Tumorinkubation deutliche Zunahme des Stromagewebes und der Geféfidichte
tumornahe. Bild 3: Nach 48 h Tumorinkubation massive Zunahme des Stromas der tumornahen
CAM mit Gewebeverdichtung und kaliberstéirkeren Gefafien.
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Abbildung 4.4: HE-Farbung, Vergleich der zeitl. Entwicklung der tumornahen CAM.

Bild 1: Nach 12 h Inkubation iiberwiegende Adhésion der CAM an der Neurofibromunterseite,
lockeres mehrschichtiges Stroma mit Kapillarschlinge innerhalb des dufleren CAM-Epithels.
Bild 2: Nach 24 h Inkubation Zunahme der Gefiafl- und Zelldichte innerhalb des Stromas der
CAM. Bild 3: Nach 48 h Inkubation massive Hypertrophie des Stromas mit radiir auf den
Tumor zulaufenden Geféfien (Pfeile).



68 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

Abbildung 4.5: HE-Firbung, Gefifiverinderungen der tumornahen CAM.

Bild 1: Nach 12 h Inkubation Ausbildung intraepithel. Kapillarschlingen (Gef) mit kernhaltigen
Erythrozyten. Bild 2: Bildung multipler kleinerer Geféfie (Pfeile) im Stroma der CAM.

Bild 3: Nach 48 h Inkubation Ausbildung groBlumiger Gefifie (Pfeile) im Stroma der CAM.
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Abbildung 4.6: HE-Firbung, Gefifleinsprossung in das Neurofibrom.
Bild 1 und 2: Einsprossen mehrerer Geféfie (Pfeil) aus der CAM (gefiillt mit kernhaltigen
Erythrozyten) in die Unterseite des Neurofibroms (NF) nach 48 h Inkubation.
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4.2.1.4 Verdnderungen im Neurofibrom/CAM-Assay

Nach 4 Stunden Tumorinkubation auf der CAM stellte sich in der HE-Farbung
das typische Bild eines Neurofibroms, iiberwiegend bestehend aus kleinen, spin-
delférmigen Zellen mit leicht gekriimmten, isomorphen, lila-blau gefarbten Ker-
nen und faszikuldrer Anordnung dar. Die vitalen Neurofibromproben zeigten nach
4 Stunden Inkubation auf der CAM keine feste Verwachsung mit der CAM-
Kontaktzone, so dass in allen drei Tumorserien nach 4 Stunden Inkubation am
unteren, CAM-nahen Tumorende keine adhérenten Zellen der CAM nachweisbar
waren. Alle untersuchten Neurofibrome waren an der CAM-fernen Oberfldche mit
schwarzer Tusche markiert, welche sich mikroskopisch gut darstellen lie8. Die Zel-
len unterhalb dieser Tusche zeigten sich wie alle anderen Tumorzellen vital. Teils
fanden sich in den Gefafflumina im Neurofibrom eosinophil angefiarbte Erythro-

zyten ohne Kerne. Die bei allen Neurofibromen vorherrschende Probenform war
flach, siehe Abbildung 4.7, a bis e.

Nach 8 Stunden Tumorinkubation fand sich ein dhnliches Bild wie nach 4 Stun-
den Inkubation. Die Neurofibrome waren vital, zeigten die typischen, teils ge-
kriitmmten, bldulich gefarbten Zellkerne in kleinen, spindelférmigen Zellen ohne
Anzeichen einer Nekrose. Auch hier konnten keine adhérenten Zellen des dufleren
CAM-Epithels am unteren Neurofibromrand nachgewiesen werden. Die Neuro-
fibromoberflache stellte sich mit typischer schwarzer Farbung markiert dar und
einzelne, kernlose, vitale Erythrozyten fanden sich in GefafSlumina im Neurofi-
brom. Die Form der Tumore war nach wie vor flach, sieche Abbildung 4.7, Bild
1-3.

Nach 12 Stunden Tumorinkubation zeigten sich alle Neurofibrome vital mit addqua-
ter Zellkernfarbung und -konfiguration in allen Ebenen des Neurofibroms. Spo-
radisch waren eosinophile, kernlose Erythrozyten in humanen Geféafllumina sicht-
bar. Die Neurofibromoberfliche war bei allen Neurofibromen gut sichtbar schwarz
markiert. Die CAM erschien iiberwiegend fest adhérent, teils aber auch nur locker
dem Neurofibrom anliegend. Der mesodermale Anteil war sichtbar hyperplastisch
mit vereinzelten, quer angeschnittenen, kleinkalibrigen Gefaflen, gefiillt mit kern-
haltigen Erythrozyten. Im Bereich des dufleren Epithels und der Kontaktzone
zum Neurofibrom fanden sich sub- und intraepitheliale Kapillarschlingen, gefiillt
mit reichlich Hithnererythrozyten. Eine beginnende Kontraktion der Neurofibro-

me war zu erkennen, kernhaltige Erythrozyten oder Gefafleinsprossungen in der
Kontaktzone des Neurofibroms zur CAM fehlten, sieche Abbildung 4.8, Bild 1-3.
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Nach 24 Stunden Tumorinkubation auf der CAM zeigten sich bei allen Neu-
rofibromen der drei Serien die typischen Zellen ohne Anzeichen von Nekrosen.
Die Oberfliche war bei allen Neurofibromen gut erkenntlich schwarz markiert.
Die Kontraktion zur Halbkugel war deutlich ausgeprégter als bei der 12-Stunden-
Gruppe bei fest anhaftender CAM an der Neurofibromunterseite. Die Hyperplasie
des mesodermalen Anteils der CAM mit Ausbildung mehrerer Schichten hatte
deutlich zugenommen, wobei sich vermehrt quer angeschnittene Gefiafle gefiillt
mit kernhaltigen Erythrozyten im Stroma fanden. Das ektodermale Epithel be-
gann immer fester und unzertrennlicher mit dem Neurofibrom zu verwachsen,
wobei die Kontaktzone zwischen CAM und Neurofibrom dichter und stabiler
wurde. Teilweise kam es bereits zur Ausdiinnung und Auflésung des dufleren
CAM-Epithels und Verschmelzung mit dem Neurofibrom. Das endodermale Epi-
thel wurde hyperplastisch. Vereinzelt fanden sich kernhaltige Erythrozyten im
leicht 6dematosen CAM-nahen Anteil des Neurofibroms ohne sicher zuzuordnen-
de Endothelzellen, siche Abbildung 4.10, Bild 1-3.

Nach 48 Stunden Inkubation der Neurofibrome auf der CAM fand sich bei allen
Neurofibromen eine vollstédndig erhaltene Kernstruktur als Zeichen von Vitalitét.
Die Neurofibromoberflache war bei allen Proben schwarz markiert, es kam zu einer
fortschreitenden halbkugeligen Kontraktion der Neurofibrome. An der Kontakt-
zone zur CAM zeigte sich ein leichtes Odem. Das ektodermale Epithel hatte sich
grofitenteils zuriick gebildet, so dass ein direkter Kontakt zwischen dem meso-
dermalen Anteil der CAM und dem Neurofibrom entstand. Es fanden sich bei
ca. 40 % der Neurofibrome multiple, von der CAM in das Neurofibrom ziehende
GefaBleinsprossungen, gefiillt mit kernhaltigen Erythrozyten. Der mesodermale
Anteil der CAM war extrem hyperplastisch mit dichter Zellstruktur und grofen,
in Richtung des Neurofibroms ausgerichteten, kaliberstarken Gefafien durchsetzt,
siehe Abbildung 4.12, Bild 1-3.

Es zeigte sich demzufolge eine zeitabhingige, zunehmende Adhérenz zwischen
CAM und Neurofibrom ab 12 h Inkubation und eine Verschmelzung unter Auflo-
sung des duleren CAM-Epithels ab 24 - 48 h Tumorinkubation. Erste, kernhaltige
Hiihnererythrozyten - noch ohne Bezug zu Endothelzellen - fanden sich ab 24 h
Tumorinkubation im CAM-nahen Anteil des Neurofibroms. In das Neurofibrom
einsprossende Gefafle, gefiillt mit kernhaltigen Hiihnererythrozyten, waren nach
48 h Tumorinkubation nachweisbar. Die CAM wurde sichtbar hypertroph und

hypervaskularisiert.
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4.2.2 S100-Farbung

In den Neurofibromen fiel eine gleichméflige Reaktivitét innerhalb der spindeligen
Zellen mit dem S100-Protein als homogene rétliche Farbung auf. Es konnte keine
Infiltration der CAM durch Schwannsche Zellen in den Zeiten 4 - 48 Stunden Tu-
morinkubation nachgewiesen werden, siche Abbildung 4.9, 4.11 und 4.13, jeweils
Bild 1-3.

4.2.3 MiB-1-Farbung

Es fanden sich in allen drei Serien ca. 2 % positiv rétlich angefarbte Zellen im
Bereich von Endothelzellen lokalisiert, unabhéngig vom zeitlichen Verlauf der

Tumorinkubationszeit.

4.2.4 Mastzelltryptase-Fiarbung

Die Mastzellen zeigten sich zu Beginn der Tumorinkubation intensiv rotlich mar-
kiert und diffus iiber das gesamte Neurofibrom verteilt. Es konnte zwischen rotlich
markierten Mastzellen mit Zellkern und diffus im Stroma lokalisierten, rétlich
gefirbten, einzelnen Granula ohne dazugehorigen Zellkern differenziert werden.
Mit zunehmender Zeit der Inkubation fiel auf, dass CAM-nahe weniger Mast-
zellen mit dazugehorigem Zellkern zu identifizieren waren, stattdessen fielen in

diesem Bereich vermehrt vereinzelte, positiv rétlich gefirbte Granula auf.

4.2.5 C-kit-Farbung

Ahnlich zum histologischen Bild der Mastzelltryptasefirbung waren zu Beginn
der Inkubation intensiv rotlich markierte Mastzellen diffus {iber das gesamte Neu-
rofibrom verteilt sichtbar. Auch hier stellte sich im zeitlichen Verlauf der Inkuba-
tion CAM-nahe eine vermehrte Anzahl an einzelnen, rotlichen Zellbestandteilen
dar, ohne sicher identifizierbaren, dazugehorigen Zellkern. Zeitabhéngig schien
die Anzahl der Mastzellen im Neurofibrom abzunehmen. Nach 24 und auch 48
Stunden der Inkubation fiel eine unspezifische zart roséfarbene Anfarbung der

hyperreaktiv verdickten Ubergangszone zwischen Neurofibrom und CAM auf.
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Abbildung 4.7: HE-Firbung nach 4 h NF-Inkubation (&hnliches Bild auch nach 8 h Inkuba-
tion).

Bild 1: Vitales flaches NF mit markierter geschwirzter Oberfliche (oben im Bild). Bild 2:
Vitale NF-Unterseite (Pfeil) ohne adhérente CAM. Bild 3: Schwarz markierte NF-Oberseite
(Pfeil) ohne negativen Einfluss auf die Vitalitidt der NF-Zellen.
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Abbildung 4.8: HE-Féarbung nach 12 h NF-Inkubation.

Bild 1: Uberwiegend adhéirente CAM an der NF-Unterseite sichtbar mit sub-und intraepithel.
GefiBlen. Bild 2: Flaches inneres CAM-Epithel mit lockerem Stroma. Bild 3: NF/CAM-Uber-
gangszone. AuBeres CAM-Epithel noch vorhanden, Bildung sub- und intraepithel. GefiBe.
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Abbildung 4.9: S100-Féirbung nach 12 h NF-Inkubation.

Bild 1: Gleichméfige Farbung des NF ohne Anfarbung der CAM. Bild 2: Keine S100-pos. Zel-
len innerhalb des CAM-Stromas. Bild 3: Ubergangszone NF/CAM ohne Schwannzellnachweis
innerhalb der tumornahen CAM.
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Abbildung 4.10: HE-Farbung nach NF 24 h NF-Inkubation.

Bild 1: Beginnende Auflosung des dufleren, tumornahen CAM-Epithels bei fest am NF haften-
der CAM. Bild 2: Inneres, leicht hypertrophes CAM-Epithel mit verdichtetem CAM-Stroma.
Bild 3: Ubergangszone NF/CAM mit Auflésung des dueren CAM-Epithels.
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Abbildung 4.12: HE-Féarbung nach 48 h NF-Inkubation.

Bild 1: Halbkugelige Form des NF mit fest verwachsener, hypertropher und gefifireicher CAM
unter Auflosung des duleren CAM-Epithels. Bild 2: Inneres CAM-Epithel mit grofilumigem
GefdB innerhalb des Stromas. Bild 3: Ubergangszone zwischen NF/CAM (Pfeil). Auflésung
des duBeren CAM-Epithels.
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Abbildung 4.13: S100-Farbung nach 48 h Inkubation.
Bild 1: Gleichméafige Anfirbung des NF ohne spezifische Féarbung innerhalb der CAM. Bild
2: Darstellung der CAM ohne Anfarbung von S100-positiven Zellen, d.h. keine Invasion von
Schwannzellen in der CAM. Bild 3: Ubergangszone NF/CAM ohne S100 pos. Zellen innerhalb
der CAM. Pfeil markiert die Grenze zw. NF und CAM.
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4.3 Ergebnisse der quantitativen Auswertung

Mastzellkonzentration:

Um zu untersuchen, ob sich die Mastzellkonzentration innerhalb des Tumorgewe-
bes durch Inkubation auf der CAM veréandert, wurde die Mastzellkonzentration in
Abhéngigkeit von der Zeit von 0 bis 48 Stunden Inkubation im Tumor analysiert.
Es wurden sowohl die Anderungen der Gesamtmastzellkonzentration pro Tumor
und Tumorserie in Abhéngigkeit von der Zeit als auch die zeitlichen Anderun-
gen der Mastzellkonzentration innerhalb des Tumors einer Serie in Abhéngigkeit
vom Abstand zur CAM untersucht. Bei den Untersuchungen zur Abhéngigkeit
vom Abstand von der CAM wurde der Schwerpunkt der Mastzellkonzentration

als Maf fiir die durchschnittliche Lageédnderung der Mastzellen herangezogen.

4.3.1 Mastzelltryptase-Farbung

Zeitabhingige Verinderungen der Gesamtmastzellkonzentration

Die Untersuchungen zur zeitabhéingigen Anderung der Mastzellkonzentration wur-
den an drei Ausgangstumoren, die hier als drei Messserien dargestellt werden,
durchgefiihrt. Die Mastzellkonzentrationen wurde, wie in Kapitel 3.3.6 beschrie-
ben, fiir Inkubationszeiten von 0, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden ermittelt. Zur
Untersuchung der Konzentrationsdnderung wurden die gesamten Mastzellkon-
zentrationen der verschiedenen Tumorschnitte pro Inkubationszeit ausgezéhlt.
Typischerweise wurden pro Inkubationszeit und Ausgangstumor 12 bis 16 Tu-
morschnitte ausgewertet. Aus der Statistik der Z&hlergebnisse ergaben sich dann

die Standardabweichungen und die Fehler der Gesamtmastzellkonzentrationen.

In Tabelle 4.10 sind die Zéhlergebnisse der Mastzellkonzentrationen, die sich aus
der Mastzelltryptase-Féarbung ergaben, fiir die drei Tumorserien mit ihren Feh-
lern aufgefiihrt. Der Ausgangswert beschreibt die Mastzellkonzentration nach 0
Stunden, also vor der Inkubation der Tumore auf der CAM. Die Werte liegen
fiir die drei Serien bei 0,41 4+ 0,06, 0,98 40,04 und 1,0 £ 0, 1. Diese Werte der
Mastzellkonzentrationen fiir die Tumoren der drei Serien unterscheiden sich z.B.
zwischen der Serie 1 und Serien 2 und 3 signifikant. Die Abweichungen liegen weit
auBerhalb des Fehlerbereiches und spiegeln eine breite Streuung der Mastzellkon-
zentration der verschiedenen Ausgangstumore von unterschiedlichen Patienten
und Geweben wider. Die Werte der Mastzellkonzentrationen nach 4, 8, 12, 24

und 48 Stunden sind ebenfalls fiir jede Tumorserie einzeln aufgetragen. Alle drei
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Untersuchung nach | Serie 1 Serie 2 Serie 3
Ausgangswert 0,41 + 0,06 | 0,98 + 0,04 | 1,00 = 0,10
4 h 0,28 + 0,04 | 0,82 £ 0,09 | 0,63 4+ 0,04
8 h 0,32 + 0,05 | 0,48 £ 0,05 | 0,38 4+ 0,03
12 h 0,21 + 0,02 | 0,42 £+ 0,05 | 0,31 4+ 0,04
24 h 0,20 + 0,02 | 0,37 £+ 0,05 | 0,32 4+ 0,04
48 h 0,15 + 0,02 | 0,40 £ 0,20 | 0,33 4+ 0,04

Tabelle 4.10: Zeitabhéngige Verédnderungen der Gesamtmastzellkonzentration pro Zihlfeld,
Serien 1-3, MzT-Farbung.

Tumorserien weisen eine Abnahme der Mastzellkonzentration vom Ausgangswert

hin zu ldngeren Inkubationszeiten auf.

In Abbildung 4.14 sind die in Tabelle 4.10 aufgefithrten Mastzellkonzentratio-
nen als Mastzellen pro Zihlfeld fiir die erste Tumorserie grafisch dargestellt. Der
Ausgangstumor weist die hochste Mastzellkonzentration auf. Nach 4 Stunden
ist die Mastzellkonzentration schon deutlich abgesunken und liegt nur noch bei
0,28 4+ 0,04. Weitere 4 Stunden spéter liegt der Wert der Mastzellkonzentrati-
on bei 0,32 4 0,05, ist also im Rahmen des Fehlers gleich geblieben und sinkt
nach 12 Stunden auf 0,21 + 0,02 weiter deutlich ab. Die Konzentrationswerte
fiir 24 und 48 Stunden liegen, &dhnlich wie der 12-Stunden-Wert, ebenfalls niedrig
bei Werten von 0,2 4+ 0,02 und 0,15 + 0,02, so dass sie im Rahmen des Fehlers

nahezu konstant erscheinen.

In Abbildung 4.15 sind die Mastzellkonzentrationen aus der 2. Tumorserie als
Funktion von der Inkubationszeit grafisch dargestellt. Der Ausgangstumor weist
die hochste Mastzellkonzentration mit 0,98 + 0, 04 auf. Der Konzentrationswert
bleibt hier auch 4 Stunden nach Tumorinkubation bei 0,82+ 0, 09 und sinkt nach
8 Stunden Inkubation signifikant weiter auf 0,48 + 0, 05. Die Mastzellkonzentra-
tion verdndert sich danach kaum noch mit einem Wert von 0,42 + 0,05 nach 12
Stunden Inkubation und bleibt im Rahmen des Fehlers bei 24 und 48 Stunden
mit Werten von 0,37 40,05 und 0,4 40, 2 konstant. Auch in dieser Serie tritt zu
Tage, dass die Mastzellkonzentration von Beginn an sinkt und nach ca. 12 Stun-
den eine Konstanz erreicht, die sich bis 28 Stunden Inkubation nicht wesentlich

verandert.

In Abbildung 4.16 ist die Mastzellkonzentration der 3. Serie in Abhéngigkeit von
der Inkubationszeit aufgetragen. Wie in den Tumorserien 1 und 2 ist hier zu

sehen, dass vom Zeitpunkt der Inkubation (1,0+£0, 1) die Mastzellkonzentration
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zunédchst bis 12 Stunden Inkubation stark abfallt (0,31 4 0,04) und dann bis 48
Stunden Inkubationszeit im Rahmen des Fehlers keine Anderung mehr zu sehen
ist (bei 24 h 0,31 = 0,04 und fiir 48 h 0,33 £ 0, 04).
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Gesamtmastzellkonzentration der 1. Tumorserie, Mz T-Farbung:
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Abbildung 4.14: Mastzelltryptasefirbung der 1. Tumorserie. Mastzellkonzentration darge-
stellt als Mastzellen pro Zihlfeld in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit in Stunden. Die
Fehler ergeben sich jeweils aus den Werten der verschiedenen Tumore einer Zeiteinheit.
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Gesamtmastzellkonzentration der 2. Tumorserie, Mz T-Farbung;:
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Abbildung 4.15: Mastzelltryptasefirbung der 2. Tumorserie. Mastzellkonzentration darge-
stellt als Mastzellen pro Zahlfeld in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit in Stunden. Die
Fehler ergeben sich jeweils aus den Werten der verschiedenen Tumore einer Zeiteinheit.
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Gesamtmastzellkonzentration der 3. Tumorserie, Mz T-Farbung:
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Abbildung 4.16: Mastzelltryptasefarbung der 3. Tumorserie. Mastzellkonzentration darge-
stellt als Mastzellen pro Zihlfeld in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit in Stunden. Die
Fehler ergeben sich jeweils aus den Werten der verschiedenen Tumore einer Zeiteinheit.
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In allen drei Serien finden sich die zu Beginn der Inkubation zunéchst deutlichen
Abfille der Mastzellkonzentration mit anschlieBender Verlangsamung des Abfalls
und schliefllich nahezu konstanten Werten, was typisch fiir einen exponentiellen
Zerfall ist. Um zu iiberpriifen, ob sich die zeitliche Anderung der Mastzellkon-
zentration durch ein exponentielles Zerfallsgesetz beschreiben lasst, wurden die

Werte aus allen drei Tumorserien daraufhin untersucht.

Jede einzelne der drei Serien zeigte einen dhnlichen zeitabhédngigen Verlauf der
Mastzellkonzentration bei jedoch unterschiedlichen Einzelwerten. Dies lag dar-
an, dass die Mastzellkonzentrationen der Ausgangstumoren bereits unterschied-
lich waren. Um die drei Serien miteinander vergleichen zu kénnen, mussten so-
mit zunédchst die variierenden Mastzellkonzentrationen normiert werden. Hierfiir
wurde die Gesamtmastzellkonzentration einer Serie (0-48 h) ermittelt und die
einzelnen Werte der Serie durch diese Gesamtmastzellkonzentration geteilt. Man
hétte auch durch die Mastzellkonzentration des Ausgangstumors teilen kénnen,
hétte damit aber einen grofien Normierungsfehler in Kauf genommen. Der Mit-
telwert der Mastzellkonzentration der drei normierten Serien wurde ermittelt und
in Tabelle 4.11 zusammen mit den errechneten Fehlern aus den drei Messungen

in Abhéngigkeit von der Zeit aufgefiihrt.

Der Zerfall der Mastzellkonzentration, der sich aus den drei Tumorserien ergab
(Tabelle 4.11), wurde in Abbildung 4.17 grafisch dargestellt. Der Abfall der Mast-
zellkonzentration wurde mittels exponentiellem Zerfallsgesetz (mit dem grafischen
Auswertprogramm Origin 7.5) angepasst. Der Fit der exponentiellen Zerfallsfunk-
tion (M 2K (t) = MzK (c0)+M 2K (0) exp(—1)) an die Werte des Mastzellkonzen-
trationsabfalls ergab eine exponentielle Zerfallskonstante 7 von 5 4= 1h mit einer
Halbwertszeit t;/, von 3,540, Th. Der Wert M 2K (co) gibt dabei die Mastzellkon-

zentration an, die nach der Abnahme iibrig bleibt. Der Wert Mz K (0) ist der An-

Untersuchung nach | Mittelwerte | Fehler
Ausgangswert 0,29 + 0,03
4 h 0,21 + 0,02
8 h 0,16 + 0,03
12 h 0,12 + 0,009
24 h 0,113 + 0,006
48 h 0,107 + 0,004

Tabelle 4.11: Mittelwerte der Gesamtmastzellkonzentration der normierten drei Serien und

errechnete Fehler, MzT-Féarbung.
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teil der Mastzellkonzentration, der sich verdndert. Die Halbwertszeit t; /5 gibt den
Zeitbereich an, zu dem die Mastzellkonzentration auf etwa 50 % abgefallen ist.
Die Fitfunktion spiegelt die Abnahme der gemessenen Mastzellkonzentrations-
werte im Rahmen des Fehlers sehr gut wider. Da alle drei Tumorserien denselben
Zeitverlauf zeigten und die gemittelten Werte sehr gut durch den exponentiellen
Kurvenverlauf repriasentiert wurden, konnte geschlossen werden, dass die Mast-
zellkonzentration nach Inkubation exponentiell auf einen konstanten Wert mit
der Halbwertszeit t;/, von 3,5 4 0,7 Stunden abféllt.
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Zusammenfassung der Ergebnisse der drei Tumorserien, MzT-Farbung:
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Abbildung 4.17: Mastzelltryptasefirbung: Mittelwerte und Fehler der Mastzellkonzentra-
tionen der drei Messserien in Abhéngigkeit von der Tumorinkubationszeit. Die durchgezoge-
ne Linie stellt einen angepassten exponentiellen Zerfall mit einer Zerfallszeit von 5,0 + 1,0
Stunde dar, mit MzK(t) = MzK(00) + MzK(0)exp(—L%) und MzK(c0) = 0,108 + 0,004,

T

M=zK(0) = 0,19+ 0,02, 7 = 5,0 & 1,0, Halbwertszeit t, ,=3,5 + 0,7 h.
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Zeitabhingige Verschiebung der Schwerpunkte

Im Verlauf der ersten 48 Stunden Inkubation der Neurofibrome auf der CAM zeig-
te sich eine Abnahme der Mastzellkonzentration innerhalb des Tumors. Um zu
klaren, ob diese Verdnderungen auf dem gesamten Tumor gleichermaflen statt-
fanden oder ob es eine Abhéngigkeit von der Position der Mastzelle innerhalb
des Neurofibrom-CAM-Assays gab, wurde die Mastzellkonzentration zusétzlich in
Abhéngigkeit vom Abstand zur CAM-Kontaktstelle untersucht. Es wurden wie-
derum die verschiedenen Schnitte der einzelnen Tumorserien untersucht und zu-
sammengefasst. Als Ma8 fiir die Anderung der Mastzellkonzentration in Abhéingig-
keit vom Abstand zur CAM wurde der Schwerpunkt (bzw. der Mittelwert) des
Abstandes von der CAM bestimmt. Es wurden nur Tumorschnitte untersucht, die
alle eine sehr dhnliche Grole aufwiesen, so betrug die Dicke der Tumorschnitte
bei der Mz-Tryptasefarbung 14,5 4 0,4 Feldgroflen. Bei einer gleichméfligen Ver-
teilung der Mastzellkonzentration auf alle Feldgrofien wiirde der Schwerpunkt der
Mastzellkonzentration bei 7,25 liegen. Die Lage des Schwerpunktes der Mastzell-
konzentration in den drei Tumorserien variierte jedoch zeitabhéngig von 4 h bis
48 h Inkubation zwischen 5,2 und 8,6 Feldgroflen Abstand von der CAM, siehe
Tabelle 4.12. Der Schwerpunkt lag in den ersten Stunden nach Inkubation (4-8
Stunden) unterhalb von 7,25. Im Rahmen des Fehlers liegt der Wert aber nicht
signifikant niedriger. Ab 12 Stunden Inkubation weisen die Messwerte fiir 12, 24
und 48 Stunden eine Schwerpunktslage der Mastzellkonzentration oberhalb von
7,25 auf, siche Abbildung 4.18. Der Zeitpunkt von 4 h weist einen groflen Fehler
auf, so dass hier keine signifikanten Aussagen getroffen werden konnen. Im Zeit-
raum von 8 bis 12 h findet eine Verschiebung des Schwerpunktes von der CAM
weg statt. Von 12 bis 48 h &ndert sich die Lage des Schwerpunktes im Rahmen des
Fehlers nicht mehr. Die Anderung der Schwerpunktslage findet somit in einem
Zeitraum bis 12 h nach der Inkubation statt. Dies ist gerade der Zeitbereich, in
dem auch die Abnahme der Gesamtmastzellkonzentration, siche Abbildung 4.17,

zu beobachten ist.
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Untersuchung nach | Serie 1 | Serie 2 | Serie 3 | Mittelwert mit Fehler
4 h 7.5 5,2 8,1 6,9 £ 0,9
8h 7,6 6,5 6,5 6,9+ 04
12 h 8,0 7.5 7,6 7.7+ 0,1
24 h 7,5 8,5 8,6 8,2 +£0,3
48 h 7,6 8,0 8,6 8,1+£0,3

Tabelle 4.12: Darstellung der Schwerpunkte mit Mittelwerten und Fehlern, Serie 1-3, MzT-
Férbung.

Schwerpunkte aller 3 Serien, MzT-Férbung;:

Schwerpunkt, Abstand von der CAM
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Abbildung 4.18: Mastzelltryptasefirbung: Mittelwerte und Fehler der Schwerpunkte der
Mastzellkonzentrationen der drei Messserien sind in Abhéngigkeit von der Tumorinkubations-
zeit aufgetragen. Bei einer gleichméfligen Verteilung der Mastzellkonzentration auf alle Feld-
groflen wiirde der Schwerpunkt der Mastzellkonzentration bei 7,25 liegen bei durchschnittlich
14,540, 4 FeldgroBen (gestrichelte Linie). Bis 8 h Verschiebung der Schwerpunktslage zur CAM,
ab 12 h von der CAM weg.
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4.3.2 C-kit-Farbung

Zeitabhingige Veridnderungen der Gesamtmastzellkonzentration

Analog zu den Untersuchungen zur zeitabhingigen Anderung der Gesamtmast-
zellkonzentration der Mastzelltryptasefarbung wurden die Untersuchungen bei
der c-kit-Farbung an den gleichen drei Ausgangstumoren und ihren entsprechen-
den Tumorserien durchgefiihrt. Die Gesamtmastzellkonzentrationen wurden fiir
die Inkubationszeiten von 0, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden ermittelt. Pro Zeit-
intervall und Ausgangstumor wurden 12 bis 16 Neurofibrom/CAM-Assays aus-
gewertet. Zur Untersuchung der Konzentrationsinderung wurden die gesamten
Mastzellen der verschiedenen Tumorschnitte pro Inkubationszeit ausgezahlt. Aus
der Statistik der Z#hlergebnisse ergaben sich dann die Standardabweichungen

und die Fehler der Gesamtmastzellkonzentrationen.

In der Tabelle 4.13 ist die Mastzellkonzentration, die sich aus der c-kit-Farbung
ergibt, fiir die drei Tumorserien mit ihren Fehlern aufgefiihrt. Der Ausgangswert
beschreibt die Mastzellkonzentration nach 0 Stunden, also vor der Inkubation
der Tumore auf der CAM. Die Werte liegen fiir die drei Serien bei 0,38 + 0, 08,
0,59 + 0,08 und 0,95 4+ 0,06. Die Werte der Mastzellkonzentrationen fiir die
verschiedenen Tumoren der drei Serien unterscheiden sich signifikant. Die Ab-
weichungen liegen weit auflerhalb des Fehlerbereiches und spiegeln eine breite
Streuung der Mastzellkonzentration der verschiedenen Ausgangstumore von un-
terschiedlichen Patienten und Geweben wider. Die Werte der Mastzellkonzentra-
tionen nach 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden sind ebenfalls fiir jede Tumorserie einzeln
aufgetragen. Alle drei Tumorserien weisen eine Abnahme der Mastzellkonzentra-

tion vom Ausgangswert hin zu ldngeren Inkubationszeiten auf.

In Abbildung 4.19 sind die in Tabelle 4.13 aufgefiithrten Mastzellkonzentrationen

Untersuchung nach | Serie 1 Serie 2 Serie 3

Ausgangswert 0,38 & 0,08 | 0,59 £ 0,08 | 0,95 £ 0,06
4 h 0,23 + 0,04 | 0,45 + 0,08 | 0,50 £ 0,06
8 h 0,16 + 0,02 | 0,34 + 0,04 | 0,34 4+ 0,04
12 h 0,11 +£ 0,02 | 0,33£0,04 | 0,18 & 0,03
24 h 0,13 + 0,03 | 0,30 £0,04 | 0,21 £+ 0,03
48 h 0,09 + 0,02 | 0,22 £0,04 | 0,10 £+ 0,03

Tabelle 4.13: Zeitabhiingige Verdanderungen der Gesamtmastzellkonzentration der Serien 1-3,

c-kit-Farbung.
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der Serie 1 als Mastzellen pro Zéahlfeld grafisch dargestellt, wobei der Ausgangs-
tumor mit 0,38 £ 0, 08 die hochste Mastzellkonzentration aufweist. Bereits nach
vier Stunden ist die Mastzellkonzentration deutlich abgesunken und liegt nur
noch bei 0,23 + 0,04. Nach 8 Stunden Inkubation féllt der Wert deutlich wei-
ter auf 0,16 4+ 0,02 und nach 12 Stunden Inkubation auf 0,11 + 0,02 ab. Die
Konzentrationswerte fiir 24 und 48 Stunden liegen ebenfalls bei derart niedrigen
Werten von 0,1340, 03 und 0,09+0, 02, wobei der 24-Stunden-Wert etwas hoher
als die 12 und 48 Stunden Werte liegt, sich jedoch im Rahmen des Fehlers nicht
unterscheidet. Der zunéchst schnelle und deutliche Abfall der Mastzellkonzentra-
tion endet nach 12 h Inkubation, die 24- und 48- Stunden-Werte zeigen nur noch

einen minimalen Abfall bzw. bleiben im Rahmen des Fehlers konstant.

In Abbildung 4.20 sind die Mastzellkonzentrationen aus der 2. Tumorserie als
Funktion von der Inkubationszeit grafisch dargestellt. Der Ausgangstumor weist
wieder die hochste Mastzellkonzentration mit 0,59 + 0,08 auf. Der Konzentrati-
onswert fallt nach 4 Stunden Tumorinkubation auf 0,45+ 0, 08 ab und sinkt nach
8 Stunden Inkubation signifikant weiter auf 0,34 + 0, 04. Die Mastzellkonzentra-
tion verdndert sich danach kaum noch mit einem Wert von 0,33 £ 0,04 nach 12
Stunden Inkubation und bleibt im Rahmen des Fehlers bei 24 und 48 Stunden
mit Werten von 0,30+ 0,04 und 0,22+ 0, 04 nahezu konstant. Auch in dieser Se-
rie fallt die Mastzellkonzentration innerhalb der ersten Inkubationsstunden stark
ab, um nach ca. 12 Stunden eine Konstanz zu erreichen, die sich bis 48 Stunden

Inkubation nicht mehr verandert.

In Abbildung 4.21 ist die Mastzellkonzentration der 3. Serie in Abhéngigkeit von
der Inkubationszeit aufgetragen. Wie in den Tumorserien 1 und 2 ist hier eindeu-
tig zu sehen, dass vom Zeitpunkt der Tumorinkubation die Mastzellkonzentration
mit 0,95 =+ 0,06 iiber 4 Stunden mit 0,50 4+ 0, 06 und 8 Stunden mit 0,34 4+ 0, 04
bis zwolf Stunden mit 0, 18 4 0, 03 stetig abfillt. Die Werte bleiben anschlieSend
mit 0,21 + 0,03 nach 24 Stunden und 0, 10 £ 0, 03 nach 48 Stunden im Rahmen

des Fehlers nahezu konstant.
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Mastzellkonzentration der 1. Tumorserie, c-kit-Féarbung:
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Abbildung 4.19: C-kit-Férbung der 1. Tumorserie. Mastzellkonzentration dargestellt als Mast-
zellen pro Zahlfeld in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit in Stunden. Die Fehler ergeben sich
jeweils aus den Werten der verschiedenen Schnitte jeweils einer Zeiteinheit innerhalb der 1. Tu-

morserie.
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Mastzellkonzentration der 2. Tumorserie, c-kit-Féarbung:
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Abbildung 4.20: C-kit-Féarbung der 2. Tumorserie. Mastzellkonzentration dargestellt als Mast-
zellen pro Zihlfeld in Abhéingigkeit von der Inkubationszeit in Stunden. Die Fehler ergeben sich

jeweils aus den Werten der verschiedenen Schnitte einer Zeiteinheit innerhalb der 2. Tumorserie.
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Mastzellkonzentration der 3. Tumorserie, c-kit-Farbung:
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Abbildung 4.21: C-kit-Féarbung der 3. Tumorserie. Mastzellkonzentration dargestellt als Mast-
zellen pro Zihlfeld in Abhéingigkeit von der Inkubationszeit in Stunden. Die Fehler ergeben sich

jeweils aus den Werten der verschiedenen Schnitte einer Zeiteinheit innerhalb der 3. Tumorserie.
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In allen drei Serien ist zu Beginn der Inkubation zunéchst ein starker Abfall
der Mastzellkonzentration mit anschlieSender Verlangsamung des Verlaufes und
schlieflich nahezu konstanten Werten zu sehen. Um zu iiberpriifen, ob sich die
zeitliche Anderung der Mastzellkonzentration, dhnlich wie bei der Mastzelltryptase-
Féarbung, durch ein exponentielles Zerfallsgesetz beschreiben lédsst, wurden die

Werte aller drei Tumorserien daraufhin iiberpriift.

Jede einzelne der drei Serien zeigte einen #dhnlichen zeitabhéngigen Abfall der
Mastzellkonzentration bei jedoch unterschiedlichen Einzelwerten, da ja bereits
die Mastzellkonzentration der Ausgangstumoren unterschiedlich war. Um die drei
Serien miteinander vergleichen zu kénnen, erfolgte die Normierung der einzelnen
Mastzellkonzentrationen. Hierfiir wurde die Gesamtmastzellkonzentration einer
Serie (0-48 Stunden) ermittelt und die einzelnen Werte der Serie durch diese Ge-
samtmastzellkonzentration geteilt. Wie schon bei der Mastzelltryptase-Farbung
beschrieben, hétte hierbei auch durch die Mastzellkonzentration des Ausgangstu-
mors geteilt werden konnen, jedoch wére der Normierungsfehler grofler gewesen.
Der Mittelwert der Mastzellkonzentration der drei normierten Serien wurde er-
mittelt und in Tabelle 4.14 zusammen mit den errechneten Fehlern aus den drei

Messungen in Abhéngigkeit von der Zeit aufgetragen.

Der Zerfall der Mastzellkonzentration, der sich aus den drei Tumorserien ergibt,
siche Tabelle 4.14, wurde in der Abbildung 4.22 grafisch dargestellt. Der Ab-
fall der Mastzellkonzentration wurde mittels exponentiellem Zerfallsgesetz (mit
dem grafischen Auswertprogramm Origin 7.5) angepafit. Der Fit der exponen-
tiellen Zerfallsfunktion (MzK(t) = MzK(00) + MzK(0) exp(—%)) an die Wer-
te des Mastzellkonzentrationsabfalls ergab eine exponentielle Zerfallskonstante 7
von 95,1 £ 0,8 h, was einer Halbwertszeit t,/, von 3,5 4 0,6 h entspricht. Der

Wert MzK(oo) gibt dabei die Mastzellkonzentration an, die nach der Abnah-

Untersuchung nach | Mittelwerte | Fehler
Ausgangswert 0,34 + 0,05
4 h 0,209 + 0,005
8 h 0,149 + 0,002
12 h 0,11 + 0,03
24 h 0,11 + 0,02
48 h 0,08 + 0,02

Tabelle 4.14: Mittelwerte der Gesamtmastzellkonzentration der normierten drei Serien und

errechnete Fehler, c-kit-Farbung.
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me iibrig bleibt. Der Wert Mz K (0) ist der Anteil der Mastzellkonzentration, der
sich verdndert. Die Halbwertszeit t;/,=In2x7 gibt den Zeitbereich an, zu dem
die Mastzellkonzentration auf 50 % abgefallen ist. Die Fitfunktion spiegelt die
Abnahme der gemessenen Mastzellkonzentrationswerte im Rahmen des Fehlers
sehr gut wider. Da alle drei Tumorserien denselben Zeitverlauf zeigen und die
gemittelten Werte sehr gut durch den exponentiellen Kurvenverlauf reprasentiert
werden, kann geschlossen werden, dass die Mastzellkonzentration nach Inkubation
exponentiell auf einen konstanten Wert mit der Halbwertszeit t;/5 von 3,54 0,6
h abfillt.
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Zusammenfassung der Ergebnisse der drei Tumorserien, c-kit-Farbung:
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Abbildung 4.22: C-kit-Farbung: Mittelwerte und Fehler der Mastzellkonzentrationen der drei
Messserien in Abhéingigkeit von der Tumorinkubationszeit. Die durchgezogene Linie stellt einen
angepassten exponentiellen Zerfall mit einer Zerfallszeit von 5, 1+0, 8 h dar. Das entspricht einer
Halbwertszeit von t;,5=3,5 £ 0,6 h. Die Funktion MzK (t) = MzK (c0) + MzK(0) exp(—1)
wurde mit den Werten MzK (oc0) = 0,09 + 0,01, MzK(0) = 0,24 + 0,02 und 7 = 5,1 £ 0,8

angepasst.
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Zeitabhingige Verschiebung der Schwerpunkte

Nach der Inkubation der Neurofibrome auf der CAM konnte ebenso wie in der
Mastzelltryptase-Féarbung eine Abnahme der Gesamtmastzellkonzentration in-
nerhalb der 48 Stunden Beobachtungszeit pro Tumorserie festgestellt werden.
Analog zu den Untersuchungen zum Schwerpunkt bei der Mastzelltryptase-Farbung
interessierte, ob diese Veranderungen auf dem gesamten Tumor gleichermaflen
stattfanden oder ob es eine Abhéngigkeit vom Abstand zur Neurofibrom/CAM-
Kontaktfliche gab. Hierfiir wurde als Maf fiir die Anderung der Mastzellkon-
zentration in Abhéngigkeit vom Abstand zur CAM der Schwerpunkt (bzw. der
Mittelwert) bestimmt. Es wurden wiederum die verschiedenen Schnitte der ein-
zelnen Tumorserien untersucht und zusammengefasst, wobei nur Tumorschnitte
einbezogen wurden, die eine &hnliche Gréfle aufwiesen. Die Dicke der Tumor-
schnitte betrug fiir die c-kit-Farbung 14,540, 4 Feldgréf8en. Ausgehend von einer
gleichméfigen Verteilung der Mastzellkonzentration auf alle Feldgréf8en wiirde der
Schwerpunkt der Mastzellkonzentration bei 7,25 liegen. Die Lage des Schwerpunk-
tes der Mastzellkonzentration variierte jedoch zeitabhéngig von 4 bis 48 Stunden
Tumorinkubation zwischen 5,2 und 11,0 Feldgroflen Abstand von der CAM in den
drei Tumorserien, siche Tabelle 4.15. Der Schwerpunkt lag in den ersten Stunden
nach Inkubation (4-8 h) unterhalb von 7,25. 12 Stunden nach der Inkubation
allerdings wiesen die Messwerte fiir 12, 24 und 48 Stunden Inkubation eine Ver-
schiebung der Schwerpunktslage der Mastzellkonzentration zu Abstédnden um 8
Feldgroien auf, siche Abbildung 4.23. In Abbildung 2.25 ist zu erkennen, dass
sich ab 4 h die Schwerpunktslage von der CAM weg bewegt. Ab 12 h findet keine
Verschiebung im Rahmen des Fehlers mehr statt. Dies ist gerade der Zeitraum,

in dem eine Abnahme der Gesamtmastzellkonzentration zu beobachten ist.

Untersuchung nach | Serie 1 | Serie 2 | Serie 3 | Mittelwert
4 h 6,3 5,2 6,1 59+ 04
8 h 6,9 5,8 6,8 6,5 +0,4
12 h 8,0 8,1 7,6 7,9 £0,2
24 h 8,1 7,6 9,6 8,4 +0,7
48 h 8,3 7.5 11,0 9,0 £1,0

Tabelle 4.15: Darstellung der Schwerpunkte mit Mittelwerten und Fehlern, Serie 1-3, c-kit-
Féarbung.
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Schwerpunkte aller 3 Serien, c-kit-Farbung:

Schwerpunkt, Abstand von der CAM
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Abbildung 4.23: C-kit-Farbung: Mittelwerte und Fehler der Schwerpunkte der Mastzellkon-
zentrationen der drei Messserien in Abhéngigkeit von der Tumorinkubationszeit aufgetragen.
Bei einer gleichméfligen Verteilung der Mastzellkonzentration auf alle Feldgroflen wiirde der
Schwerpunkt der Mastzellkonzentration bei 7,25 liegen bei durchschnittlich 14,5 + 0,4 Feld-
grofien (gestrichelte Linie).



Kapitel 5

Diskussion

5.1 Ergebnisdiskussion

5.1.1 Neurofibrom/CAM-Assay

Die Tabellen 4.1 und 4.2 verdeutlichen, dass das bebriitete Hiihnerei in vielen Ent-
wicklungsphasen sehr sensibel auf duflere Einfliisse reagiert. Storfaktoren kénnen
wéhrend der Lagerung, des Transportes, der Bebriitungsphase und der Préapa-
ration auftreten, wobei sich viele dieser Faktoren durch sorgfiltige Handhabung
minimieren lassen.

Korrekte Temperatur und Luftfeuchtigkeit wihrend der Bebriitung halten die
Zahl der unterentwickelten CAM niedrig, was sich in der vorliegenden Arbeit bei
allen drei Versuchsserien darstellt, sieche Tabelle 4.1. Eier, die dennoch eine dem
Bebriitungstag entsprechend nicht korrekt ausgebildete CAM aufweisen, miissen
aussortiert werden, da die optimalen Bedingungen zum Anwachsen von Tumoren
nicht mehr gegeben sind.

Die generelle Mortalitiatsrate fiir Hithnerembryonen unter physiologischen Bedin-
gungen liegt bei ca. 1 % pro Tag. Wihrend des 3. und 4. Inkubationstages und am
19. Inkubationstag steigt diese Rate aufgrund einer sensibleren Entwicklungsperi-
ode des Hithnerembryos auf 3-4 % an [171]. In Hinblick auf diese Zahlen liegen die
Mortalitédtsraten der Hithnerembryonen der Versuchsserie 2 und 3 wéahrend der
5-tagigen Bebriitungsphase mit durchschnittlich 4 % im Rahmen der physiologi-
schen Entwicklung, siehe Tabelle 4.1. Die Mortalitédtsrate der Hithnerembryonen
der Serie 3 liegt mit 11 % nur geringgradig tiber diesen Werten, siehe Tabelle 4.1.
Der Anstieg der Mortalitatsrate der Hithnerembryonen auf 10-20 % wéhrend der

101
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nachfolgenden 48-stiindigen Tumorinkubationsphase ldsst sich durch das Eroff-
nen der Fischale und Transplantation von Tumorgewebe auf die CAM und somit
Verdnderung der physiologischen Bedingungen wihrend der Bebriitungsphase er-
klaren und liegt verhéltnisméfig niedrig, siehe Tabelle 4.2.

Die Transplantation zu grofler Tumorstiicke fiihrt zu mangelhafter Versorgung
des Gewebes mit Nahrstoffen durch die CAM und friihzeitiger Tumornekrose. In
der vorliegenden Arbeit wurden nur flache Neurofibromscheiben von max. 6mm
Durchmesser transplantiert, die Zahlen der nekrotisch gewordenen Neurofibrome
liegen wéhrend der 48-stiindigen Tumorinkubation bei allen Versuchsserien mit
1-5 % entsprechend niedrig, sieche Tabelle 4.2.

Lésionen der CAM bei der Priparation lassen sich durch Ubung und geschickte
Handhabung gering halten, was sich an den Ergebnissen der Versuchsserien 1-3
deutlich zeigt, sieche Tabelle 4.1.

5.1.2 Makroskopische und mikroskopische Ergebnisse

Die Einteilung der makroskopischen Untersuchungen zur Tumorforménderung in
flach, erhaben und kugelig sind grobe Kriterien, die dennoch zeigen, dass sich die
Tumorform bei allen drei Serien zwischen 8 und 24 Stunden Tumorinkubation auf
der CAM deutlich veréndert, siche 4.4, 4.5 und 4.6. Innerhalb des gleichen Zeit-
fensters lie sich makroskopisch bei allen drei Versuchsserien iibereinstimmend
eine klare Zunahme der Adhéirenz des Neurofibroms zur CAM feststellen, siehe
Tabelle 4.7, 4.8 und 4.9. Die makroskopische Auswertung von Tumorforménde-
rung und Adhérenztest verdeutlicht, dass in einem Zeitbereich von 8 Stunden
erste signifikante Anderungen im Neurofibrom-CAM-Modell auftraten, die nach
24 Stunden bei nahezu allen Proben ausgeprégt vorhanden waren: kugelig aufge-
worfene, fest an der CAM haftende Neurofibrome. Daraus léasst sich schlielen, dass
es innerhalb der ersten Stunden Tumorinkubation einen Ausloser fiir die nach 8
Stunden beginnende, makroskopisch sichtbare Tumorform- und Adhérenzzunah-

me geben muss.

Die histologischen Untersuchungen (HE-Férbung) der Neurofibrome bestétigten
die makroskopischen Beobachtungen zur Tumorforménderung, siche Abbildung
4.1. Die zunéchst flachen Neurofibromscheiben, siehe Abbildung 4.1, Bild 1, 3 und
5, zeigen nach 48 Stunden Inkubation auf der CAM eine Halbkugelform mit teils
zentral eingezogenem CAM-Anteil, siehe Abbildung 4.1, Bild 2, 4 und 6. Ebenso
deckten sich die histologischen Untersuchungen der CAM mit den makroskopi-

schen Ergebnissen des Adhérenztests, lieferten aber detailliertere Informationen.
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Wihrend der Adhérenztest aussagt, dass im 24- und 48-Stundenintervall alle
Neurofibrome fest an der CAM haften und sich von dieser nur noch unter In-
kaufnahme einer Blutung l6sen lassen, liefert die histologische Untersuchung die
Information, dass unter Auflosung des d&uleren CAM-Epithels gerade zwischen 24
und 48 Stunden Inkubation erste Gefiafie aus der CAM in den Tumor einsprossen.
Hieraus kann abgeleitet werden, dass Neurofibrome, die sich leicht und ohne Blu-
tung nach 24 Stunden von der CAM l6sen, mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht
mehr fiir weiterfithrende Versuche geeignet sind, da eine Versorgung des Tumors
durch einsprossende Gefdfle nicht gewihrleistet ist. Sollte das Neurofibrom/CAM-
Modell in Zukunft fiir weiterfiihrende Untersuchungen verwendet werden, die
zeitlich nach 48 Stunden Tumorinkubation beginnen (z.B. pharmakologische Tes-
tungen am NF/CAM-Modell), so kann die Adhérenzprobe zur makroskopischen
Selektion von avitalen Neurofibromen auf der CAM vor Versuchsbeginn (z.B.
Applikation von Medikamenten) herangezogen werden. Gleiches gilt fir die Tu-
morform. Neurofibrome, die sich nach 24-48 Stunden der Inkubation nicht kugelig
verformt haben, sind mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit avital. Daraus ldsst sich
schliefen, dass eine halbkugelige Form des Neurofibroms mit gleichzeitig fester
Adhérenz zur CAM wichtige Kriterien darstellen, um die Vitalitat des transplan-
tierten Neurofibroms makroskopisch in vivo zu beurteilen und das Einbeziehen
eigentlich avitaler Tumore in weiterfithrende Untersuchungen und Auswertungen

zu verhindern.

Die makroskopischen Beobachtungen der zeitlichen Anderungen an der CAM mit
zunéchst diinnen und spéter kaliberstéarkeren, radidr auf den Tumor zulaufenden
Geféaflen, sieche Abbildung 4.2, Bild 1, decken sich wiederum mit den mikrosko-
pischen Ergebnissen. Es konnte gezeigt werden, dass die CAM ab 12 Stunden
Tumorinkubation kontinuierlich im mesodermalen Anteil hypervaskularisiert, die
GeféBle kaliberstarker wurden und radidr zum Tumor verliefen, siehe Abbildung
4.4, Bild 3.

Mastzellmediatoren fithren zu einer Lockerung des umgebenden Bindegewebes
und Auflésung der Basalmembran von Endothelzellen, so dass eine Migration
und Invasion der Endothelzellen in die Umgebung zur Ausbildung neuer Gefifle
erleichtert und die Angiogenese gefordert wird [101, 102, 103]. Analog hierzu war
in den histologischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit im 24-Stunden-
Zeitintervall eine 6dematose Auflockerung im Bereich der Neurofibrom/CAM-
Kontaktzone aufgefallen mit vereinzelt liegenden Hiithnererythrozyten, das duflere
CAM-Epithel schien verdiinnt und teilweise aufgelost. Nach 48 Stunden kam es

zur Angiogenese mit Einsprossen kleiner Geféafle ins Neurofibrom.
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Der Einfluss des transplantierten Neurofibroms auf die CAM wurde beim his-
tologischen Vergleich der tumornahen zur tumorfernen CAM desselben Eies be-
sonders deutlich. Wahrend sich die tumorferne CAM wahrend der 48-stiindigen
Inkubation des Neurofibroms physiologisch weiterentwickelte, kam es bei der un-
mittelbar unterhalb des Tumors gelegenen CAM zu dramatischen Umbauten,
sieche Abbildung 4.3, 4.4 und 4.5, mit Hyperperfusion und gesteigerter Angio-
genese. Die in der Literatur gelegentlich gefundene Kritik, Untersuchungen zu
einer experimentell gesteigerten Angiogenese wiirden aufgrund der zwischen Tag
6 und 10 der Bebriitung gesteigerten, physiologischen Entwicklung der praeka-
pillaren Gefafie der CAM [172] falsch positive Ergebnisse liefern [173, 174], kann
durch die Ergebnisse dieser Arbeit widerlegt werden. Die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit wurden zwischen Tag 5-8 der Bebriitung durchgefiihrt, um
optimale Bedingungen zum Anwachsen der Tumore auf der CAM zu gewéhr-
leisten. Die makroskopisch wie mikroskopisch beobachtete Hypervaskularisation
und Angiogenese der CAM-Gefifle direkt unterhalb des transplantierten Neuro-
fibroms konnten eindeutig als solche gewertet werden, da der direkte Vergleich
zur physiologischen Entwicklung der tumorfernen CAM desselben Eies bestand.
Da die beobachteten Verdnderungen der CAM auf den Bereich unmittelbar un-
terhalb des Neurofibroms begrenzt waren und schon wenige mm entfernt davon
(tumorfern) wieder physiologische Verhéltnisse vorlagen, kann daraus weiterhin
gefolgert werden, dass der Auslosemechanismus fiir Hypervaskularisation, Hyper-
plasie und letztendlich Geféfleinsprossung in den Tumor nur im transplantierten

Neurofibrom zu finden sein kann.

5.1.3 Schwannzellen und Proliferation

Die Untersuchung der Schwannzellen im transplantierten Neurofibrom wéhrend
der 48-stiindigen Inkubationszeit auf der CAM zeigte in der S100-Farbung weder
auffillige Verédnderungen der Zellen noch eine Infiltration der CAM durch die
Schwannzellen, sieche Abbildung 4.9, 4.11 und 4.13, jeweils Bild 1-3. Weiterhin
bezogen sich die wihrend der gesamten Inkubationszeit von 48 Stunden ermit-
telten 2-3 % proliferative, MiB-1 positive Zellen im transplantierten Neurofibrom
ganz iiberwiegend auf Endothelzellen und nicht auf Schwannzellen.

Die ermittelten Daten stimmen insofern mit denen der Literatur iiberein, als dass
die Proliferation und Invasion von Schwannzellen in den mesodermalen Anteil der
CAM erst zu deutlich spéteren Zeitpunkten der Inkubation beschrieben wurden

[43, 136], allerdings frithere Zeitintervalle nicht untersucht wurden. Die Ergeb-
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nisse der MiB-1-Farbung decken sich mit den Durchschnittswerten proliferativer,
MiB-1 positiver Zellen in atraumatisierten Neurofibromen, was bedeutet, dass
keine verstarkte Proliferation von humanen Zellen innerhalb der ersten 48 Stun-
den Neurofibrominkubation auf der CAM stattfand.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit beweisen demnach, dass Schwann-
zellen innerhalb des untersuchten Zeitintervalls von 48 Stunden Tumorinkubation
auf der CAM nicht proliferativ verdndert sind. Demzufolge sind diese Zellen nicht
fiir die beobachteten Verdnderungen im Neurofibrom/CAM-Assay wéhrend des

48-stiindigen Untersuchungsintervalls vorrangig verantwortlich.

5.1.4 Mastzellen

Um bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbungen Mehrfachzéhlun-
gen durch Anschnitte von Zellteilen derselben Zelle zu vermeiden und Artefakte
auszuschliefen, wurden nur positiv gefiarbte Zellen mit eindeutig zugehdrigem
Zellkern in die Auswertung eingeschlossen, siche Abbildung 3.4. Fehler bei der
Auswertung wiirden die Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht beeinflussen, da es

sich hierbei um systematische Fehler handeln wiirde.

5.1.4.1 Gesamtmastzellkonzentration

Mastzelltryptase-Farbung, Vergleich der 3 Serien:

Die drei Tumorserien wurden zunéchst unabhéngig voneinander betrachtet, da
jeder Ausgangstumor einer Serie von einem anderen Patienten stammte und so-
mit nicht von einer &hnlichen Mastzellkonzentration ausgegangen werden konnte.
Jeder Ausgangstumor enthielt die hochste Konzentration an Mastzellen inner-
halb der eigenen Serie, und alle drei Serien beschrieben - trotz unterschiedlicher
Ausgangswerte - einen dhnlichen Kurvenverlauf, siche Abbildung 4.14, 4.15 und
4.16. Nach Normierung konnte gezeigt werden, dass die Werte der drei Serien
durch einen iibereinstimmenden exponentiellen Kurvenverlauf reprasentiert wer-
den, sich also trotz der unterschiedlichen Ausgangswerte im Kurvenverlauf alle
gleich verhalten, siche Abbildung 4.17.

c-kit-Farbung, Vergleich der 3 Serien:

Bei der Auswertung der Zahlergebnisse wurde analog zur Mastzelltryptase-Farbung
verfahren. Auch hier zeigten die drei Ausgangstumore der verschiedenen Ver-
suchsserien unterschiedlich hohe Mastzellkonzentrationen zum Zeitpunkt 0 Stun-
den Inkubation mit deutlichem Abfall der Mastzellen bis 12 Stunden Tumorin-
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kubation und anschliefend konstanten Werten im Rahmen der Fehler, siche Ab-
bildung 4.20, 4.19 und 4.21. Nach Normierung der Werte der drei Einzelserien
liel sich auch bei dieser Farbung ein exponentieller Kurvenverlauf der Mast-
zellkonzentration darstellen, siehe Abbildung 4.22, und damit ein gleichférmiger

Kurvenverlauf der drei Tumorserien nachweisen.

In der Literatur wird die Mastzelldichte der Neurofibrome unterschiedlicher Lo-
kalisation sehr widerspriichlich behandelt. Einige Gruppen behaupten, dass die
Mastzelldichte in Neurofibromen desselben Patienten annédhernd gleich sei, ande-
re sehen Schwankungen in Abhéngigkeit von der Lokalisation der Neurofibrome
[50, 46]. Die vorliegende Arbeit beweist, dass sich die Kinetik des Mastzellzer-
falls unabhéngig von der Lokalisation des jeweiligen Neurofibroms und dariiber
hinaus sogar von Patient zu Patient gleich verhélt. Dies spiegelt sich sowohl in
der Mastzelltryptase- als auch in der c-kit-Farbung der drei Versuchsserien dieser
Arbeit wider, die trotz unterschiedlicher Mastzelldichten ihrer Ausgangstumore

analoge Kurvenverldufe aufwiesen, siehe Abbildung 4.22 und 4.17.

Vergleich der beiden Farbungen:

Die normierten Kurven der jeweiligen Mastzellfarbung (Mastzelltryptase, c-kit)
zeigen wiederum einen analogen Kurvenverlauf mit exponentiellem Zerfall, siehe
Abbildung 5.1, was in Bezug auf die zeitliche Verdnderung der Gesamtmastzell-
zahl erstaunt. Da mit der Mastzelltryptase-Féarbung spezifisch die in den Granula
gespeicherte Protease Tryptase markiert wird, bedeutet der Abfall der Gesamt-
mastzellzahl dieser Farbung innerhalb der ersten 12 Stunden Tumorinkubation
eine gesteigerte Sekretion der Mastzellgranula. Die c-kit-Farbung markiert hin-
gegen iiber den transmembranosen Rezeptor c-kit die Zellmembran und iden-
tifiziert demzufolge auch die degranulierten Mastzellen. Wiirden die Mastzellen
des transplantierten Neurofibroms iiber die Inkubationszeit von 12 Stunden le-
diglich ihre Mediatoren sezernieren, so miisste die Gesamtzahl der Mastzellen in
der c-kit-Farbung wahrend dieser Periode konstant bleiben. Dies ist aber nicht
der Fall, siehe Abbildung 4.22 und 4.17. Daraus lédsst sich schlieflen, dass die
Mastzellen nicht nur ihre Mediatoren aus den Granula freisetzen, sondern gleich-
zeitig zerfallen. Nach 12 Stunden Tumorinkubation erreichen die Werte beider
Mastzellfarbungen nahezu konstante Werte innerhalb der Fehler. Dies bedeutet,
dass zwischen 12 und 48 Stunden Tumorinkubation Mastzellen weder signifikante

Mengen an Mediatoren freisetzen noch zerfallen.
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Vergleich der zeitl. Anderung der Mastzellkonz. von MzT- und c-kit-Férbung:
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Abbildung 5.1: Vergleichende Darstellung der exponentiellen Kurvenverlaufe des zeitlichen
Mastzellzerfalls der c-kit- und MzT-Farbung. Blaue Kreise = MzT-Farbung, schwarze Quadrate
= c-kit-Féarbung.
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Ein deutlicher Abfall von Mastzellen innerhalb der ersten 24 Stunden nach erfolg-
tem Trauma der Haut von Ratten wurde 1955 im Rahmen von Untersuchungen
zur Wundheilung von Wichmann et al. erstmals beschrieben [175]. Die Zahl der
Mastzellen nahm anschliefend langsam wieder zu und erreichte drei Wochen nach
dem Trauma wieder den Ausgangswert bzw. stieg dariiber hinaus an. Die Mast-
zellen wurden mit Avidin und Toluidinblau gefiarbt (beides Féarbungen der Mast-
zellgranula), wobei neben den typisch dunkelblau markierten Mastzellen in der
Toluidinblau-Férbung noch andere, blassblau gefiarbte Zellen gesehen wurden.
Mit der Vorstellung, dass die Mastzellen in degranulierter Form vorlagen und
deshalb nur eine blassblaue Anfarbung moglich war, wurden diese Zellen Phan-
tommastzellen genannt. Mit Hilfe von Doppelfdrbungen der membranstéandigen
IgE-Rezeptoren und zugleich der zytoplasmatischen Granula ebenso wie elektro-
nenmikroskopische Auswertungen bei GVHD der Maus und Sklerodermiepatien-
ten wurde zunéchst nachgewiesen, dass wirklich Mastzellen weiterhin im Gewebe
vorhanden waren, was die Theorie der degranulierten, blassblau gefarbten Mast-
zellen nach Trauma der Haut der Ratte von Wichmann et al zu bestétigen schien
(176, 177, 175]. Mit weiterfiihrenden Untersuchungen kam allerdings der Ver-
dacht auf, dass es sich bei den zunéchst verschwundenen und spéter wieder in
Erscheinung tretenden, durch Mastzellgranulafdrbung identifizierten Zellen nicht
um degranulierte, sondern um unreife Mastzellen oder Mastzellvorlaufer handeln
konnte [178, 179, 180, 181, 85, 182, 183, 184, 185]. Dies wiirde bedeuten, dass
nach Degranulation oder Destruktion der ortsstédndigen Mastzellen, beispielswei-
se durch ein Trauma, unreife Mastzellen oder Mastzellvorlaufer durch bestimmte
Mediatoren zur Migration in das entsprechende Gewebe bewegt werden, dort

persistieren und sich entsprechend in den Farbungen verhalten.

Der Kurvenverlauf der beiden Mastzellfirbungen der vorliegenden Arbeit erklért
sich hiermit. Wenn die sog. Phantommastzellen keine persistierenden degranulier-
ten Mastzellen darstellen, sondern unreife Mastzellvorlaufer, die aus dem umge-
benden Gewebe bzw. der Blutbahn rekrutiert wurden, kann der Kurvenverlauf der
c-kit-Féarbung in dieser Arbeit hierdurch nicht beeinflusst werden. Aufgrund des
speziellen Versuchsmodells konnen keine humanen Mastzellvorlaufer oder humane
unreife Mastzellen aus anderen Geweben oder der Blutbahn in das Transplantat
gelangen. Hiithnermastzellen konnten ebenfalls nicht das Z&ahlergebnis wéhrend
des untersuchten Zeitintervalls beeinflussen, da sie nicht mit den verwendeten
spezifischen immunhistochemischen Farbungen erfasst wurden. Hithnermastzel-
len werden ab Tag 3,5 der Bebriitung in den extraembryonalen Membranen nach-

gewiesen, ihre Funktion ist jedoch bisher unbekannt [186]. Ultrastrukturell und



5.1. ERGEBNISDISKUSSION 109

histochemisch gleichen Hiithnermastzellen und Mastzellen anderer Vogel- spezi-
es denen der Sdugetiere [187, 188, 189], die sekretorischen Granula enthalten
ebenfalls Histamin und Heparin in allen untersuchten Spezies und weiterhin
5-Hydroxytryptamin, welches bei menschlichen Mastzellen nicht vorhanden ist
[190]. Gefarbt werden Hithnermastzellen mit Alcian Blue/Safranin nach der Me-
thode von Csaba [190, 191], eine Anfarbung durch die verwendete immunhisto-
chemische Tryptase- oder c-kit-Féarbung ist jedoch nicht méglich. Dariiber hinaus
konnte eine Beeinflussung der Zidhlergebnisse durch abgewanderte humane Mast-
zellen ebenfalls ausgeschlossen werden, da sich dies in den Mastzellfarbungen dar-
gestellt hitte. Die Kurvenverlaufe der beiden Mastzellfarbungen konnten somit
nicht durch in den Tumor eingewanderte humane Mastzellvorlaufer oder ausge-
wanderte humane Mastzellen oder Hithnermastzellen beeinflusst werden. Daraus
ldsst sich schliefen, dass die Mastzellen innerhalb des transplantierten Neurofi-
broms tatséchlich unter Ausschiittung ihrer Granula zerfallen, weshalb die Kurve

der Mastzelltryptasefarbung parallel zur Kurve der c-kit-Farbung verlauft.

In Bezug auf die oben beschriebenen Untersuchungen von Wichman et al. an der
Ratte wire es interessant, das Verhalten der Mastzellen bzw. die Anderungen der
Gesamtmastzellzahl im Neurofibrom/CAM-Modell iiber 48 Stunden hinaus zu
untersuchen. Aufgrund des exponentiellen Kurvenverlaufs beider Mastzellfarbun-
gen kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die Zahl der Mastzellen auch
weit iiber den Untersuchungszeitraum von 48 Stunden hinaus konstant bleiben

wird.

5.1.4.2 Mastzellzerfall und Schwerpunktverschiebung

Mastzellzerfall:

Die Anpassung der zeitlichen Anderung der Gesamtmastzellkonzentration mit
einer exponentiellen Zerfallsfunktion lieferte fiir die Mastzelltryptase- und c-kit-
Farbung gleiche Halbwertszeiten t;/, von 3,5 £ 0, 7h, siche Abbildung 4.17 und
4.22. Die Ubereinstimmung der Halbwertszeiten beider Farbungen wird noch da-
durch unterstiitzt, dass der Anteil der zerfallenden Mastzellkonzentration Mz K (0)
und der Anteil der {ibrig bleibenden Mastzellkonzentration Mz K (co) im doppel-
ten Fehlerbereich iibereinstimmen.

Aus den exponentiellen Kurvenverlaufen der beiden Féarbungen ergibt sich, dass
insgesamt 2/3 der urspriinglich im Ausgangstumor vorhandenen Mastzellen zer-
fallen und zwar innerhalb der ersten 12 Stunden Inkubation auf der CAM. Nach
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12 Stunden findet praktisch keine Destruktion der Mastzellen mehr statt, so dass
ab diesem Zeitpunkt 1/3 der urspriinglich vorhandenen Mastzellen bis zum Ende
der Messungen unveréndert persistiert. Aufféllig ist, dass nach einem sehr kur-
zen Zeitintervall von nur 3,5 Stunden bereits 50 % aller zerfallenden Mastzellen
betroffen sind. Die restlichen 50 % zerfallen zwischen 3,5 und 12 Stunden, also

iiber ein deutlich ldngeres Zeitintervall hinweg verteilt.

Schwerpunktverschiebung:

Ob der Zerfall der Mastzellen im Neurofibrom diffus oder auf bestimmte Bereiche
des Tumors beschrinkt erfolgte, wurde weiter untersucht. Als Maf hierfiir wurde
der Schwerpunkt der Mastzellkonzentration im Neurofibrom in Bezug auf den Ab-
stand zur CAM ermittelt. Wenn primér davon ausgegangen werden kann, dass die
Mastzellen innerhalb eines Neurofibroms diffus verteilt liegen, [50, 53], so liegt der
Schwerpunkt der Mastzellen genau in der Mitte des Tumors. Aufgrund dhnlicher
Tumordicken von durchschnittlich 14,5 Feldgréfen hétte bei einer gleichméfiigen
Verteilung der Mastzellen innerhalb der Ausgangstumore der Schwerpunkt bei
7,25 Feldgrofien liegen miissen. Ein Wert fiir die Ausgangstumoren konnte jedoch
nicht ermittelt, sondern nur angenommen werden, da zum Zeitpunkt 0 der Tu-
morinkubation kein Bezug zur CAM bestand. Erste eigene Messergebnisse liegen
ab 4 Stunden Tumorinkubation vor.

Die Untersuchungen zur zeitlichen Anderung der Schwerpunktslage der Mastzell-
konzentration ergaben fiir die beiden Mastzellfarbungen (Mastzelltryptase und c-
kit) - analog zu denen der Gesamtmastzellkonzentration - im Rahmen des Fehlers
gleiche Ergebnisse. Die Schwerpunktslagen der beiden Mastzellfarbungen konnten
gemeinsam in einer Abbildung aufgetragen werden, siehe Abbildung 5.2, da so-
wohl die Ergebnisse der Gesamtmastzellzahl fiir die beiden Farbungen die gleichen
Zeitabhéngigkeiten lieferte als auch die Schwerpunktslagen der Mastzellkonzen-
tration fiir beide Farbungen im Rahmen des Fehlers analoges Verhalten zeigten.
In Abbildung 5.2 wird deutlich, dass die Schwerpunktslagen der Mastzellkonzen-
tration beider Farbungen zu jedem aufgenommenen Zeitpunkt nach Inkubation
iiberlappen. Ausgehend von einer relativ gleichméfligen Verteilung der Mastzell-
konzentration innerhalb der Ausgangstumore ist nach 4 Stunden Tumorinkuba-
tion eine Verschiebung der Schwerpunktslage zur CAM hin zu beobachten. Die
Messwerte nach 8, 12, 24 und 48 Stunden zeigen dagegen eine Verschiebung der
Schwerpunktslage von der CAM weg. Der zeitliche Verlauf, der in Abbildung 5.2
dargestellt ist, lasst darauf schlieffen, dass spétestens vier Stunden nach der In-
kubation eine kontinuierliche Verschiebung der Schwerpunktslage von der CAM

weg stattfindet und nach etwa 12 Stunden ein stabiler Wert erreicht ist. Anschlie-
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Bend dndert sich die Lage des Schwerpunktes im Rahmen des Fehlers nicht mehr,
was sehr gut mit dem Zerfall der Mastzellkonzentration korreliert, der nach 12
Stunden zu 97 % abgeschlossen ist.

Die Korrelation der Schwerpunktverschiebung mit dem Zerfall der Mastzellen legt
die Vermutung nahe, dass die Verschiebung des Schwerpunktes eine direkte Folge
des Zerfalls der Mastzellen darstellt.
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Vergleich der Schwerpunktverschiebung c-kit/MzT:
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Abbildung 5.2: Gleichzeitig aufgetragen finden sich die zeitabhéngigen Verldufe der Schwer-
punkte beider Farbungen: Blaue Kreise = Mz-Tryptase-Férbung, schwarze Quadrate = c-kit-
Féarbung. Bei einer gleichméfigen Verteilung der Mastzellkonzentration auf alle Feldgrofien
wiirde der Schwerpunkt der Mastzellkonzentration bei 7,25 liegen bei durchschnittlich 14,540, 4
Feldgrofen (gestrichelte Linie). Die Messwerte beider Farbungen stimmen im Rahmen des Feh-

lers iiberein.
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Modelldiskussion

Die Interpretation der Verschiebung des Schwerpunktes innerhalb der ersten 48
Stunden Tumorinkubation auf der CAM muss unbedingt im Zusammenhang mit
der zeitlichen Anderung der Gesamtmastzellzahl betrachtet werden. Dabei darf
jedoch die Fahigkeit der Mastzellen, innerhalb von Geweben zu migrieren, nicht

auler Acht gelassen werden.

Wihrend der Praparation des Ausgangstumors und dessen Zerteilung in kleinere
Gewebestiicke zur Transplantation auf die CAM wird das Transplantat auf allen
Seiten und Randbereichen gleichermafien traumatisiert. Wiirden die Mastzellen
nur durch das Trauma der Préiparation im Transplantat zerfallen, so wiirde dies
bei der Betrachtung der Schwerpunktslage keine Auswirkungen zeigen, da die
Mastzellen an allen Seiten gleichméBig zerfallen wiirden und der Schwerpunkt
demzufolge weiterhin in der Mitte des Tumors liegen wiirde. Da sich in allen
drei Messserien der Schwerpunkt wihrend der 48-stiindigen Inkubation von der
CAM weg verschiebt, muss es hierfiir eine andere, einseitige Ursache geben, die
zum Zerfall von Mastzellen fithrt. Der einzige einseitige duflere Einfluss auf den
Tumor ist die Kontaktzone zur CAM. Daher liegt es nahe, die Kontaktzone des
Neurofibroms zur CAM als Ursache fiir den Mastzellzerfall und damit u.a. fiir die
Verschiebung der Schwerpunktslage der Mastzellen im Neurofibrom wéhrend der
Inkubation auf der CAM zu sehen.

Wird nun bei der Betrachtung der Schwerpunktverschiebung die Féhigkeit der
Mastzellen zur Migration mit einbezogen, so ergibt sich ein analoges Erklarungs-
muster wie bei der Betrachtung des Mastzellzerfalls: AuBere Reize von allen Sei-
ten den Tumor gleichzeitig betreffend verschieben den Schwerpunkt nicht. Auch
hieraus kann gefolgert werden, dass ein einseitiger, duflerer Reiz auf das Neuro-
fibrom einwirken muss, der die Migration der Mastzellen in die gleiche Richtung
veranlasst. Wiirde man demzufolge weiter davon ausgehen, dass wiahrend der be-
obachteten Zeit von 48 Stunden alle im Tumor vorhandenen Mastzellen aufgrund
von dufleren Einfliissen kontinuierlich in eine Richtung migrieren (z.B. zur CAM
hin oder von dieser weg), aber nur bis 12 Stunden Mastzellen zerfallen (siche
Abbildung 4.17 und 4.22), so miissten die Daten fiir die Zeitpunkte 12, 24 und
48 Stunden ebenfalls eine Verschiebung der Schwerpunktslage der Mastzellen -
nun nur noch bedingt durch eine Mastzellmigration - zeigen. Dies ist aber nicht
der Fall, woraus geschlossen werden kann, dass die Mastzellen spétestens nach 12
Stunden bis zum Ende der Messungen nach 48 Stunden ihre Position im Neuro-
fibrom nicht mehr wesentlich verdndern. Es muss somit einen Reiz zur Migration

der Mastzellen in eine bestimmt Richtung geben, der zeitlich gesehen in seiner
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Wirkung abnimmt, so dass spétestens nach 12 Stunden Tumorinkubation keine

messbare Mastzellwanderung mehr stattfindet.

Eine Verschiebung des Schwerpunktes innerhalb der ersten 4 Stunden Tumor-
inkubation in Richtung CAM erklért sich demzufolge folgendermafien. Durch
Chemotaxis angezogen, wandert ein grofler Teil der Mastzellen des Neurofibroms
direkt nach Kontakt des Tumors mit der CAM in Richtung Kontaktzone, in der
gleichen Zeit zerfillt ca. 1/3 der im Neurofibrom vorhandenen Mastzellen. Da die
CAM den einzigen einseitigen dufleren Reiz zum Zerfall der Mastzellen darstellt,
kann davon ausgegangen werden, dass die Mastzellen eher in Nahe der Kontakt-
zone zur CAM bzw. im unteren Anteil des Transplantates zerfallen. Wenn eine
grofle Menge an Mastzellen im unteren Anteil des Transplantates zerfallt, der
Schwerpunkt sich aber trotzdem gleichzeitig in Richtung CAM bewegt, muss da-
von ausgegangen werden, dass die Migration der Mastzellen in Richtung CAM
(d.h. die Bewegung der Mastzellen aus dem oberen in den unteren Tumoran-
teil) groBer als der Zerfall ist. Damit erklért sich die Schwerpunktverschiebung
zur CAM hin zu sehr frithen Zeitpunkten (z.B. 4 h Wert) der Tumorinkubati-
on. Wenn weiterhin angenommen wird, dass der Hauptteil der Wanderung der
Mastzellen nach einem sehr kurzen Zeitbereich von wenigen Stunden beendet
ist, so erkléart sich der nun zeitlich folgende Trend des Schwerpunktes zwischen
4 und 12 Stunden weg von der CAM ausschliellich mit der Betrachtung der
Mastzell-Zerfallszeit. Dies spricht dafiir, dass die Mastzellen nahe der Kontakt-
zone weiterhin zerfallen, wihrend die Mastzellen im oberen Anteil des Tumors
(weiter von der CAM entfernt) nicht so sehr betroffen sind. Nach 12 Stunden Tu-
morinkubation sind etwa 97% der betroffenen Mastzellen zerfallen, was mit der
konstanten Lage des Schwerpunktes iibereinstimmt. Demzufolge zerfallen nach
12 Stunden Inkubation kaum noch Mastzellen und da keine Mastzellwanderung

mehr stattfindet, befindet sich auch der Schwerpunkt in einer konstanten Lage.

Demzufolge gehen von der CAM innerhalb der ersten 4 Stunden Tumorinkubation
Reize aus, die sowohl eine Migration der Mastzellen des Neurofibroms in Rich-
tung Kontaktzone als auch einen verstidrkten Zerfall der CAM-nahen Mastzellen
bewirken. Der Reiz zur Migration der Mastzellen hat nach 4 Stunden Inkubation
so stark abgenommen, dass praktisch keine Zellwanderung mehr stattfindet und
der zeitlich nachfolgende Kurvenverlauf einzig durch den Zerfall der Mastzellen
bestimmt wird. Weitere Mastzellen gehen zwischen 4 und 12 Stunden Tumorin-
kubation betont CAM-nahe zu Grunde, weshalb sich der Schwerpunkt wieder von
der CAM weg verschiebt. Nach 12 Stunden Tumorinkubation auf der CAM haben

die Faktoren, die den Zerfall der Mastzellen bewirken, so nachgelassen, dass keine
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weiteren Mastzellen mehr zu Grunde gehen. Dies entspricht den Kurvenverlaufen

des Schwerpunktes ebenso wie dem des Zerfalls der Mastzellen.

5.1.5 Zeitlicher Gesamtzusammenhang der Ergebnisse

Bei der Betrachtung der Gesamtheit der Ergebnisse féllt ein zeitlicher Zusam-
menhang auf, der allen einzelnen Untersuchungen zu Grunde liegt. Besonders in
der frithen Phase der Untersuchung (innerhalb weniger Stunden Tumorinkuba-
tion auf der CAM) zerfiel die grofite Anzahl an Mastzellen unter Degranulation

und Freigabe ihrer Mediatoren in die Umgebung.

Betrachtet man daraufhin das Neurofibrom/CAM-Modell, so féllt auf, dass viele
Umbauvorgénge zeitlich gesehen erst nach bzw. wiahrend der Ausschiittung der
Mastzellgranula einsetzten. Die Tumorform der transplantierten Neurofibrome
blieb die ersten 8 Stunden konstant flach, nach 12 Stunden zeigten sich ca. 70
% leicht erhaben, um nach 24 Stunden bei allen Proben eine kugelig aufgewor-
fene Form anzunehmen. Erste sichtbare Verdnderungen traten demzufolge erst
zwischen 8 und 12 Stunden der Inkubation auf, als bereits mehr als die Half-
te der betroffenen Mastzellen degranuliert waren. Auch bei der Untersuchung
zur Adhérenz zwischen Neurofibrom und CAM zeigten sich erste, vereinzelte
Verdnderungen erst nach 8 Stunden der Inkubation. Zu diesem Zeitpunkt losten
sich noch 72 % der Neurofibrome leicht und ohne Blutung von der CAM, sei
es durch das Betupfen mittels Wattetrdger oder spontan bei der Fixierung in
Formalin. Nach 12 Stunden losten sich 74% der Neurofibrome, nach 24 h 100
% nicht mehr von der CAM, ohne eine Blutung zu provozieren. Bei der his-
tologischen Auswertung der transplantierten Neurofibrome fanden sich &hnliche
Parameter. Angiogenese und Hypertrophie ebenso wie zunehmende Adhérenz von
CAM und Neurofibrom traten zeitlich nach bzw. wiahrend der oben beschriebe-
nen Mastzelldegranulation auf. Nach 12 Stunden Inkubation zeigte sich die CAM
unterhalb des Neurofibroms hypervaskularisiert mit kleinkalibrigen Gefaflen und
im Vergleich zur tumorfernen CAM deutlich hypertroph im mesodermalen An-
teil. Nach 24 Stunden waren Hypertrophie und Hypervaskularisation mesodermal
weiter fortgeschritten, die Geféafle kaliberstérker. Die Kontaktzone zwischen Neu-
rofibrom und CAM erschien stabiler bei teilweise ausgediinntem dufleren Epithel.
Auch nach 48 Stunden Inkubation fand sich noch eine Steigerung der Hyper-
trophie und Hypervaskularisation des mesodermalen CAM-Anteils, die Gefafle
waren deutlich kaliberstéirker und zogen auf den Tumor zu. Erste Gefafleinspros-

sungen mit kernhaltigen Erythrozyten fanden sich im Bereich der Kontaktzone
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Neurofibrom/CAM.

Die Daten bestétigen, dass alle makroskopisch wie mikroskopisch beobachteten
Veranderungen und Umbauvorgéinge des Neurofibrom-CAM-Assays zeitlich gese-
hen erst einsetzen, als weit iiber 50 % der zerfallenden Mastzellen ihre Granula ins
umliegende Gewebe ausgeschiittet hatten. Ein auffilliges Verhalten von Schwann-
zellen im transplantierten Neurofibrom konnte wéhrend der 48-stiindigen Inku-
bation nicht festgestellt werden. Dies beweist, dass die Migration der Mastzellen
in Richtung Kontaktzone zur CAM und der massive Zerfall der Mastzellen unter
Ausschiittung ihrer Mediatoren betont CAM-nahe gerade in den ersten Stunden
der Tumorinkubation einen signifikanten Einfluss auf die tumornahe, verstéarkte
Angiogenese der CAM mit Einsprossen der CAM-Geféfle ins Neurofibrom und
Anwachsen des Tumors auf der CAM haben.

5.2 Literatur

Die inhomogene Zellstruktur des Neurofibroms, bestehend aus einem vielfaltigen
Zellgemisch, machte bisher die Entscheidung, welcher Zelltyp auf welche Weise in
den Prozess der Neurofibromentstehung bzw. deren Wachstum - auch nach Trau-
matisierung - maflgeblich involviert ist, sehr schwierig. Werden Zellen fiir Zell-
kulturen aus dem Gesamtzusammenhang isoliert, so stellt dies immer nur einen
kleinen Ausschnitt ihrer Wirkungsweise dar, Ergebnisse aus Mausmodellversu-
chen kénnen ebenfalls nicht immer auf den Menschen iibertragen werden. Die in
Zellkulturen und Mausmodellen gewonnenen Erkenntnisse miissen daher durch
zusétzliche Erhebung von in vivo-Daten ergénzt werden, auch um die vielfalti-
gen Zell-zu-Zellaktionen im Gewebe zu beriicksichtigen. Die Untersuchungen in
dieser Arbeit wurden an humanen Neurofibromen vorgenommen, die, in ihrem
natiirlichen Zellverband bestehen bleibend, als ganze Tumoren auf die CAM be-
briiteter Hiihnereier transplantiert wurden und als in-vivo-Modell zur Untersu-
chung frither Verdnderungen in traumatisierten Neurofibromen dienten. So blie-
ben die vielfiltigen Wechselwirkungen der einzelnen Zellgruppen untereinander
erhalten und konnten unter in-vivo-Bedingungen untersucht werden, was eine
ideale, ergdnzende Methode zu den in der Literatur beschriebenen Versuchen mit

isolierten Zellen und Mausmodellen darstellt.
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5.2.1 Zellkulturen

Mit der Vorstellung, dass eine verstidrkte Angiogenese Voraussetzung fiir das
Wachstum von Tumoren ist [111, 192, 153, 193], wurde durch unterschiedli-
che Arbeitsgruppen das Verhalten isolierter Zelltypen des Neurofibroms auf dem
HET-CAM-Assay untersucht. Ware bekannt, welcher Zelltyp fiir die Induktion
der Angiogenese verantwortlich ist, konnten gezielte Interventionen unternommen
werden, um das Wachstum von Neurofibromen frithzeitig zu verhindern. Allge-
mein wird der Schwannzelle in der Literatur die groite Bedeutung innerhalb des

Zellgemisches des Neurofibroms zugesprochen.

Die Arbeitsgruppe um Sheela et al. [43] fithrte Untersuchungen zum Verhalten
isolierter Schwannzellen auf der CAM durch und wiesen nach, dass sich NF1-
Schwannzellen iiberwiegend wie transformierte Zellen auf der CAM verhielten.
Transformierte Zellen in Tumoren stimulieren den Wirtsorganismus zur Angio-
genese und Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen [192, 153, 193, 111], sind
invasiv und bilden nach Installation in immundefiziente Nacktméuse solide Tu-
moren aus. Aus Neurofibromen isolierte Schwannzellen induzierten tatsichlich
eine Angiogenese auf der CAM und infiltrierten nach 13 Tagen Inkubation deren
mesodermalen Anteil, jedoch bildeten sie keine soliden Tumoren nach Installation
in Knockout-Méuse aus. Humane Schwannzellen aus nicht pathologisch verénder-
ten Nerven und von Patienten ohne NF1 wiesen im Gegensatz dazu weder eine
Induktion der Angiogenese noch invasives Wachstumsverhalten auf. 1997 konn-
ten diese Untersuchung erweitert werden, indem Kim et al. [194] nachwiesen, dass
Schwannzellen isoliert aus neurofibromin-defizienten Knockout-Mausen ebenfalls
eine Angiogenese auf der CAM induzierten, wihrend Schwannzellen des Wildty-
pes dies nicht taten. Demzufolge verhalten sich Schwannzellen von Neurofibromen
gegeniiber anderen Schwannzellen atypisch [195], indem sie eine Angiogenese in-
duzieren und verstéarken. Die dafiir verantwortlichen molekularen Mediatoren sind

allerdings bisher nicht vollstandig charakterisiert [42].

Ahnliches konnte allerdings auch fiir die Mastzelle nachgewiesen werden. Mast-
zellen isoliert aus Neurofibromen zeigten ebenfalls ein anormales Verhalten [195]
und induzierten eine Angiogenese auf der CAM. Die Applikation von intakten
Mastzellen, ebenso wie allein von Mastzellgranula, rief eine deutlich gesteigerte
Angiogenese der CAM-Geféafle nach vier Tagen hervor, wihrend die Applikation
von bereits degranulierten Mastzellen keine wesentlichen Effekte bewirkte [118].
Die Inkubation von Anti-FGF-2 und Anti-VEGF gemeinsam mit isolierten Mast-

zellen und deren Granula auf der CAM fiihrte nicht zu einer vollstdndigen Un-
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terdriickung der Angiogenese [118, 117], obwohl hierdurch die beiden potentesten
Angiogenesestimulans FGF-2 und VEGF in Mastzellen gehemmt wurden. Dies
verdeutlicht, dass iiber die beiden untersuchten Mediatoren hinaus noch weitere

Mastzellmediatoren an der Stimulation der Angiogenese beteiligt sein miissen.

Auch mit aus Neurofibromen isolierten Fibroblasten und normalen Fibroblasten
wurden von der Arbeitsgruppe um Sheela et al. [43] Versuche zur Angiogenese
auf der CAM durchgefiihrt. Hierbei bestétigte sich der Verdacht, dass beide Sor-
ten Fibroblasten weder eine Angiogenese auf der CAM induzierten noch invasiv
waren. Diese Arbeiten wurden noch unterstiitzt durch Untersuchungen mit isolie-
ren Fibroblasten aus humanen Neurofibromen und Nfl Knockout-M&ausen, beide

induzierten ebenfalls keine Angiogenese auf der CAM [194].

Die in der Literatur beschriebenen Versuche mit isolierten Zellen auf der CAM
zeigen, dass sowohl Schwannzellen (aus humanen Neurofibromen isoliert) als auch
Mastzellen eine Angiogenese auf der CAM induzieren [43, 118, 117, 194] und so-
mit beide Zellgruppen fiir das initiale Wachstum von Neurofibromen durch eine
gesteigerte Angiogenese verantwortlich sein kénnten. Welcher der beiden Zell-
typen jedoch im natiirlichen Zellverband des Neurofibroms tatséchlich fiir die
initiale Aktivierung der gesteigerten Angiogenese verantwortlich ist, konnte so
bisher nicht ermittelt werden. Die eigenen Untersuchungen konnten zur Kldrung
dieser Fragestellung weiterfithrend beitragen, indem die zeitliche Abfolge von Zell-
veranderungen im natiirlichen Zellverband des transplantierten humanen Neuro-
fibroms dargestellt werden konnte. In einem Zeitraum von 12 Stunden zerfielen
tatsdchlich 2/3 der vorhandenen Mastzellen unter Ausschiittung ihrer Granula
besonders CAM-nahe, ohne dass Schwannzellen in dem untersuchten Zeitinter-
vall von 48 Stunden auffillige Verdnderungen aufwiesen. Die zeitlich deutlich
nach dem Zerfall der Mastzellen einsetzende Hypervaskularisation der CAM mit
Geféaleinsprossungen in den Tumor nach bereits 48 Stunden ebenso wie Verwach-
sung von Neurofibrom und CAM konnten eindeutig der Wirkung der Inhaltsstof-
fe der Mastzellgranula zugeschrieben werden. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass nicht nur aus dem Zellverband isolierte Schwannzellen innerhalb der ersten
48 Stunden Tumorinkubation auf der CAM keine Zeichen von Invasivitiat auf-
wiesen, sondern auch die im humanen Neurofibrom im natiirlichen Zellverband
befindlichen Schwannzellen in dieser Zeit weder proliferativ noch invasiv tétig
waren und deshalb keinen Einfluss auf die gesteigerte Angiogenese der ersten 48
Stunden Neurofibrominkubation auf der CAM ausiibten. Die vorliegende Arbeit
konnte somit erstmals die frithe Phase und die zeitliche Abfolge der Zellverédnde-

rungen in traumatisierten Neurofibromen aufdecken und damit gleichzeitig die



5.2. LITERATUR 119

entscheidende Rolle der Mastzelle nachweisen.

5.2.2 Tiermodelle

Fiir die Frage, welche Mechanismen fiir die Entstehung und das Wachstum von
Neurofibromen verantwortlich sind, wurde lange Zeit nach klinisch passenden Ver-
suchsmodellen gesucht. Das Vollbild der Neurofibromatose Typ I mit Ausbildung
dermaler Neurofibrome spiegelt sich jedoch bisher in keinem Tiermodell wider.
Der Damselfisch bildet beim Erreichen der Geschlechtsreife Pigmentanomalien
und Neurofibrome der Haut aus, die Ursache hierfiir scheint aber laut epidemio-
logischer Studien eher auf einer Infektion als auf einer genetischen Athiologie zu
beruhen [196]. Studien an der Maus waren zunéchst wenig informativ. Méuse ho-
mozygot in Bezug auf eine NF1-Gen-Mutation (Nfl-/-) waren nicht lebensféhig
und starben in utero [16, 197, 17]. NF1 heterozygote Mause (Nfl+/-) hingegen
waren lebensfihig, entwickelten aber weder Neurofibrome noch Pigmentanoma-
lien und starben nach 15 Monaten an Leuk&mie oder einem Pheocromozytom
[197]. Es gelang schliellich 1999 mit Hilfe von Chimeric-M&ausen plexiforme Neu-
rofibrome in Méusen zu generieren [18]. Zhu et al. konnten dariiber hinaus 2002
nachweisen, dass der vollstindige Verlust von NF1 in Schwannzellen (Nfl-/-)
fiir die Ausbildung plexiformer Neurofibrome in M#usen notwendig war [15]. In
NF1 heterozygoten Méusen wurde durch eine somatische Inaktivierung des 2.
NF1-Alleles einzig in Schwannzellen bei sonst fiir NF1 heterozygotem Zellsatz
eine 100%ige Penetranz von plexiformen Neurofibromen erreicht. Die Bedeutung
und der Einfluss der nicht-Schwannzellen auf die Tumorentstehung wurde im
Anschluss untersucht, wobei sich zeigte, dass als Voraussetzung fiir die Ausbil-
dung plexiformer Neurofibrome der umgebende Zellsatz unbedingt heterozygot
(Nf1+/-) sein musste [15, 198]. Nur Nfl+4/- Mastzellen waren fihig, Nerven vor
der Tumorbildung zu infiltrieren, was eine aktive Rolle der Mastzelle auch bei

der Entstehung plexiformer Neurofibrome vermuten lésst [18].

Anhand der in der Literatur verdffentlichten Ergebnisse wird deutlich, dass seit
kurzem zwar ein Mausmodell zur Untersuchung der Pathogenese plexiformer Neu-
rofibrome, jedoch keines zur Untersuchung dermaler Neurofibrome existiert. Dies
erstaunt zwar zunéchst, da sich humane plexiforme Neurofibrome und dermale
Neurofibrome prinzipiell aus dem gleichen Gemisch an Zellen zusammensetzen,
jedoch weisen sie in vivo sehr verschiedene Erscheinungs- und Wachstumsmus-
ter auf [31]. Dermale Neurofibrome zeigen vielféltige duBere Erscheinungsformen
[41, 33, 34, 199], entstehen erst wihrend der Pubertét oder zu spéteren Zeitpunk-



120 KAPITEL 5. DISKUSSION

ten, zeigen ein meist nicht vorhersehbares Wachstum (Phasen intensiven Wachs-
tums wechseln mit Phasen der Ruhe ab) und der komplette Verlust von NF1 in
Schwannzellen reicht nicht aus, um sie in Médusen zu generieren. Die Mechanismen
der Pathogenese dermaler Neurofibrome ebenso wie die Ausbildung unterschied-
licher Erscheinungsformen und die Frage, wie Wachstumsschiibe ausgelost oder
gestoppt werden, bleibt weiter unbeantwortet. Es wird jedoch angenommen, dass
fiir das Entstehen dermaler Neurofibrome weitere genetische ebenso wie nicht-
genetische Faktoren mit verantwortlich sind [196]. Die Vielfalt dieser Faktoren
erschwert mafigeblich die Suche nach dem initialen Trigger. Gerade die Unter-
suchung der Frithphase der Entstehung dermaler Neurofibrome wére von grofier
Bedeutung, ist aber in Ermangelung eines Modells bisher nicht mdoglich. Dabei
treten gerade die dermalen Neurofibrome bei nahezu jedem Patienten mit NF-1
auf und fiithren - neben weiteren Komplikationen - durch ihr zahlreiches Auftreten

sehr héufig zur Stigmatisierung und Ausgrenzung der Betroffenen.

Im Gegensatz zur problematischen Aufklarung der Pathogenese dermaler Neu-
rofibrome (Mangels eines entsprechenden Versuchsmodells) konnte mit Hilfe des
Neurofibrom /CAM-Modells in einem in-vivo-Tumormodell gerade die frithe Pha-
se frisch traumatisierter dermaler Neurofibrome nachvollzogen werden. Traumati-
sierte oder nicht vollstdndig exzidierte Neurofibrome zeigen in vivo am Patienten
ein auffillig schnelles, iiberschiefendes Wachstum mit Hyperperfusion und hoher
Blutungsneigung [31]. Gleiche Symptome treten nach permanenter mechanischer
Irritation durch z.B. scheuernde Hemdkragen, Hosenbiindchen oder BH-Tréger
auf [41], wobei tiber den entsprechenden Pathomechanismus bisher kaum etwas
bekannt ist. Defekte in Prozessen der Wundheilung oder Nervenregeneration wur-
den allgemein vermutet [31, 196]. V. Riccardi vertrat die Theorie, dass die Reak-
tion von Mastzellen auf ein Trauma im Zusammenhang mit einer NF1-Mutation
anormal ist, zu einer Proliferation der Schwannzellen, perineuralen Zellen, Fi-
broblasten und Gefaflen und in der Summe zum Wachstum eines Neurofibroms
fiihrt [196], detailliertere Untersuchungen blieben jedoch in Ermangelung eines
Versuchsmodells aus. Obwohl V. Riccardi eine entscheidende Rolle der Mastzelle
bei der Entstehung von dermalen Neurofibromen lange Zeit vermutete, richtete
sich das Augenmerk der Grundlagenforschung verstéirkt auf die Bedeutung der
Schwannzellen. Erst in letzter Zeit kommt der Mastzelle wieder eine groflere Be-
deutung zu, wie z.B. ihr Einfluss bei der Entstehung plexiformer Neurofibrome
[18]. Die vorliegende Arbeit konnte die bisher sehr angezweifelte Rolle der Mast-
zelle in der Frithphase traumatisierter dermaler Neurofibrome nachweisen und

ermoglicht dariiber hinaus weiterfiihrende Untersuchungen zum Pathomechanis-
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mus traumatisierter dermaler Neurofibrome.

5.2.3 Wechselseitiger Einfluss der Zelltypen im NF

Bei der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen forcierten Degranulation von
tiber 2/3 der im Neurofibrom vorhandenen Mastzellen innerhalb weniger Stunden
nach Trauma werden grofle Mengen von Mediatoren und Substanzen, die direkt
oder indirekt eine Rolle bei der Angiogenese, der Wundheilung, Gewebeumbau
und -wiederherstellung (Wachstum) spielen, ins umliegende Gewebe freigesetzt.
Die Mastzelle nimmt somit eine zentrale Schliisselrolle mit multiplen Effektor-
funktionen ein, indem sie in wechselseitiger Beziehung zu den iibrigen Zellgruppen
des Neurofibroms steht: Schwannzellen, Fibroblasten und Endothelzellen. Neben
den Mastzellen wiesen keine der iibrigen Zellgruppen des Neurofibroms in den
vorliegenden Untersuchungen zu so frithen Zeitpunkten auffillige Verédnderungen
auf.

Der gegenseitige Einfluss der Mastzellen und Schwannzellen wird bei Untersu-
chungen zu deren Proliferation, Migration und Lebensdauer deutlich. Kutane und
peritoneale Mastzellen sind in erhéhter Anzahl in Nfl4/- Mausen nachweisbar
[195, 200]. Nfl-/- Schwannzellen sezernieren Faktoren, die iiber einen spezifischen
Signalweg Nfl+ /- Mastzellen zur Migration in das die Schwannzellen umgebende
Gewebe bewegen [201, 202, 198, 203, 204]. Mastzellen reagieren in vivo und vitro
darauf mit einer erhéhten Lebensspanne [195, 200]. In humanen Neurofibromen
wurde in Korrelation zu diesen Ergebnissen eine aufféllig hohe Konzentration von
KitL- Kopien gefunden [205]. Umgekehrt sezernieren Mastzellen potente Stimu-
lans, wie z.B. NGF und VEGF, die eine Schwannzellproliferation, Migration und
wiederum erhohte Lebensdauer bewirken [206, 121, 207, 208].

Giorno et al. demonstrierten 1989 eine Ingestition von Mastzellgranula durch
Fibroblasten [45]. Der Nachweis eines Kontakts zwischen perineuralen Fibro-
blasten und Mastzellen konnte in vivo bei der elektronenmikroskopischen Un-
tersuchung von Neurofibromen erbracht werden [209]. Bereits nach einer knap-
pen Stunde konnte nach Reizung der Mastzellen - sowohl durch IgE als auch
nicht-immunologisch - die Ausschiittung der Mastzellgranula elektronenmikro-
skopisch nachgewiesen werden [210]. Der ausgeprigte Einfluss der Mastzellen auf
Aktion und Reaktion der Zellen im Neurofibrom wird durch die Méglichkeit der
Transgranulation noch deutlicher. Bei der Transgranulation werden iiber direkte
Zell-zu-Zell-Kontakte Mastzellgranula in Fibroblasten und Endothelzellen trans-
feriert [211, 178, 88, 185]. Mastzellen bewirken iiber Heparin, welches an Endo-
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thelwachstumsfaktoren bindet eine Foérderung von Migration und Proliferation
der Endothelzellen [91, 88, 92]. TNF« in Mastzellen stellt einen potenten Wachs-
tumsfaktor zur Neubildung von Kapillaren dar [88, 85|, Histamin induziert die
Proliferation von Endothelzellen [85, 86] und wirkt mitogen auf Fibroblasten und
Endothelzellen [87, 88, 85, 89, 90].

Dass die Mastzelle neben der hier nachgewiesenen Initiierung der Angiogenese
traumatisierter Neurofibrome iiber ihre vielfdltigen Mediatoren einen erheblichen
Einfluss auf die iibrigen Zellgruppen des Neurofibroms ausiibt (und diese wie-
derum auf sie) ist sicherlich unbestritten. Die in der Literatur aufgefithrten Er-
kenntnisse wurden jedoch iiberwiegend aus Untersuchungen mit Zellkulturen und
Mausmodellen gewonnenen und miissen daher durch zusétzliche Erhebung von
in vivo-Daten ergénzt werden, um die vielfaltigen Zell-zu-Zellaktionen im Gewe-
be zu beriicksichtigen. In welchem Umfang und in welcher zeitlichen Reihenfolge
die Mastzellmediatoren Einfluss auf die anderen Zellgruppen des Neurofibroms
ausiiben, muss erst noch in weiterfithrenden Arbeiten genauer untersucht wer-
den. Mit der vorliegenden Arbeit ist es erstmals gelungen, den Pathomechanis-
mus traumatisierter dermaler Neurofibrome zu untersuchen, wobei als initialer

Trigger die massive Degranulation der Mastzellen nachgewiesen werden konnte.
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Schlussfolgerungen

Die Entschliisselung des Pathomechanismus traumatisierter dermaler Neurofibro-
me steht sicherlich mit den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnissen
noch ganz am Anfang. Mit Hilfe des vorliegenden Modells ist es jedoch moglich,
weiterfithrende Untersuchungen zum Verhalten einzelner Zellgruppen des Neuro-
fibroms im natiirlichen Zellverband durchzufithren und dariiber hinaus Aussagen
iiber zeitliche Abfolgen von Zellaktionen und Reaktionen zu treffen. Ein inten-
siviertes Verstdndnis der molekularen und zelluldren Verédnderungen in trauma-
tisierten Neurofibromen konnte weiterfithrend dazu beitragen, den Pathomecha-
nismus der Entstehung und des Wachstums nicht traumatisierter dermaler Neu-
rofibrome zu entschliisseln und damit zur Entwicklung effektiver therapeutischer
Mafinahmen entscheidend beizutragen. Schon der Nachweis, dass die Mastzelle
eine grofle Rolle gerade in der Frithphase des Wachstums traumatisierter Neuro-
fibrome spielt (und nicht etwa wie bisher von den meisten Arbeitsgruppen favori-
siert die Schwannzelle), kann in Zukunft bei der Generation neuer Therapeutika

zur Behandlung der Neurofibromatose weiterfithrend beitragen.

Aktuell existiert keine medikamentose Therapieform, die das Auftreten oder das
Wachstum dermaler Neurofibrome verhindert. Einzig Ketotifen, ein bereits zur
Therapie als Antihistaminikum zugelassenes Medikament, wurde 1992 in Er-
mangelung entsprechender Tier- oder in-vivo-Modelle an NF-1-Patienten getestet
[21, 196, 44]. Der erhoffte Erfolg blieb in Hinblick auf die Hemmung des Neuro-
fibromwachstums jedoch aus, da Ketotifen iiberwiegend iiber den Mechanismus
der Blockade von Histamin-Rezeptor-getriggerten Reaktionen verantwortlich ist
und demzufolge alle anderen Mediatoren bei Aktivierung und Degranulation un-
gehindert wirksam sein konnten. Daraus erklédrt sich der geringe Einfluss auf

das Wachstumsverhalten der Neurofibrome, aber die Abnahme von begleiten-
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dem Juckreiz und Hautrétung. Durch Versuche von Ribatti et al. an der CAM
bebriiteter Hithnereier wurde deutlich, dass die Antagonisierung einzelner, aber
potenter Mastzellmediatoren nicht zum gewiinschten Erfolg fiihrte [118, 117],
sondern hierfiir eine Hemmung moglichst aller Mastzellmediatoren notwendig
ist. In Mastzell-defizienten M&ausen ebenso wie bei mit Mastzellinhibitoren be-
handelten Ratten konnte eine eingeschrinkte Tumorangiogenese beobachtet wer-
den [212, 213], was wiederum den entscheidenden Einfluss der Mastzellen auf
die initiale Angiogenese verdeutlicht. Als Angriffspunkt fiir die Generation neu-
er Therapeutika zur Behandlung der Neurofibromatose konnte demzufolge eine
suffiziente Modulation der Mediatorfreisetzung der Mastzellen dienen. Uber ei-
ne Hemmung der durch Mastzellen induzierten Angiogenese und der vielfachen
Wechselwirkungen der Mastzellen mit anderen Zellen des Neurofibroms kénnte
das auffillig progressive Wachstum nicht vollstdndig exzidierter oder traumati-
sierter Neurofibrome in situ verhindert werden und weiterfithrend ggf. auch das

Wachstum/Auftreten nicht traumatisierter dermaler Neurofibrome.

Weiterfithrende Versuche mit mastzellstabilisierenden Medikamenten und die Do-
kumentation von deren direkter Auswirkung auf die Zellen und das Wachstum
der Neurofibrome sind mit dem Neurofibrom/CAM-Modell gut moglich, da es
ideale Voraussetzungen fiir pharmakologische Testungen bietet. Uber eine kom-
plette Hemmung der Freisetzung der Mastzellmediatoren in der frithen Phase
der Neurofibrominkubation auf der CAM miisste demzufolge das Anwachsen der
Neurofibrome auf der CAM verhindert werden kénnen. Erste pharmakologische
Testungen mit den beiden Antihistaminen Ketotifen und Cromoglycinsiure wur-
den bereits durchgefiihrt [214], wobei Cromoglycinsdure im Vergleich zu Ketoti-
fen eine stérkere mastzellstabilisierende Wirkung zugeschrieben wird. Es konnte
gezeigt werden, dass die Applikation von Cromoglycinsdure ein Anwachsen der
Neurofibromscheiben auf der CAM unterband, wéhrend die Zugabe von Ketoti-
fen zu einem uneingeschrinkten Wachstum mit Neovaskularisierung des Tumors
durch die CAM-Geféfle fiithrte. Dies beweist, dass die Hemmung der Mastzell-
degranulation zu frithen Zeitpunkten erhebliche Auswirkungen auf das Neuro-
fibromwachstum hat und untermauert die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit,
die die bedeutende Rolle der Mastzelle in der Frithphase traumatisierter Neu-
rofibrome nachwies. Mit Hilfe von Medikamenten, die gut vertriglich sind und
eine Mastzellaktivierung und Degranulation suffizient antagonisieren, konnte in
Zukunft eine iiberschiefende Tumorangiogenese mit Wachstum der Neurofibrome

in situ verhindert werden.

Chloridkanéle scheinen eine wichtige Rolle in der Kontrolle sekretorischer Funk-
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tionen in Mastzellen zu spielen [215]. Diese Kanile konnen in Mastzellen durch
intrazelluldre Applikation von Cromoglycinsdure geblockt werden, was die Vermu-
tung nahe legt, dass es sich um einen spezifischen Blocker von Anionen-Kanélen
mittelgroBer Leitfahigkeit handelt [215]. Der gleiche Wirkmechanismus wird fiir
das strukturell verwandte Nedocromil beschrieben [216]. Fiir diesen Wirkstoff
konnte zusétzlich eine Hemmung von Zytokinfreisetzung aus Makrophagen und
T-Zellen gezeigt werden, was einen indirekten inhibitorischen Effekt auf die Mast-
zellaktivierung auslost [217, 218]. Mastzellstabilisatoren werden zur Zeit iiber-
wiegend bei Patienten mit allergischem Asthma eingesetzt. Die Entwicklung von
Antagonisten weiterer Mastzellmediatoren, wie Tryptase [219], verschiedener Zy-
tokine [220] und Matrixmetalloproteasen [221] stehen noch am Anfang der For-
schung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden demzufolge in Zukunft dazu bei-
tragen, neben der weiterfithrenden Untersuchung des Pathomechanismus trau-
matisierter und nicht traumatisierter dermaler Neurofibrome die Generation se-
lektiver und effektiver Medikamente zur Behandlung der Neurofibromatose zu

ermoglichen.
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Kapitel 7
Zusammenfassung

Die Ausbildung von tausenden dermaler Neurofibrome mit entsprechender Stig-
matisierung der betroffenen Patienten stellt das Leitsymptom der Neurofibroma-
tose Typ 1 dar. Die dermalen Neurofibrome treten meist mit der Pubertét der Pa-
tienten erstmals in Erscheinung und weisen ein nicht vorhersehbares Wachstums-
verhalten auf, Phasen der kontinuierlichen Groflenzunahme wechseln mit Phasen
eines schubweisen Krankheitsverlaufes ab. Viele Neurofibrome verursachen loka-
lisationsbedingte Funktionseinschrankungen, Haltungsschidden und fithren nicht
selten zur Ausgrenzung der Patienten im téglichen Leben. Umso gréfer sind die
Bemiihungen in der Forschung, den Ausléser und den Mechanismus der Neurofi-
bromentstehung und des Neurofibromwachstums u.a. auf zellularer Ebene besser
zu verstehen, um basierend auf diesem Wissen neue Methoden der Intervention zu
entwickeln. Im Gegensatz zu den sehr viel selteneren plexiformen Neurofibromen
scheint der komplette Verlust des NF1-Gens in Schwannzellen nicht ausreichend,
um dermale Neurofibrome in Mausen zu generieren. Da der Pathomechanismus
dermaler Neurofibrome weiterhin ungeklart bleibt, steht als einzige Therapieform
die rein symptomatische chirurgische bzw. laserchirurgische Exzision moglichst
vieler Neurofibrome zur Verfiigung. Das Auftreten und Wachstum immer neuer
dermaler Neurofibrome kann dadurch nicht verhindert werden und ist somit ein

sich durch das gesamte Leben der Patienten ziehender, unaufhaltsamer Prozess.

Bei der symptomatischen Exzision ebenso wie bei traumatisierten dermalen Neu-
rofibromen fiel klinisch eine Besonderheit auf. Nicht vollstdndig exzidierte der-
male Neurofibrome wiesen eine extrem hohe Rezidivrate auf und zeigten - ebenso
wie traumatisierte Neurofibrome - ein auffillig progressives Wachstum innerhalb
weniger Tage mit Hypervaskularisation und Kontaktblutung [222]. Histologisch

stellte sich 4 Tage nach Traumatisierung in exzidierten Neurofibromen eine deut-
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liche Mastzelldegranulation und Schwannzellproliferation dar. Zur Klarung des
Pathomechanismus des auffialligen Wachstumsverhaltens der Neurofibrome wurde
in der vorliegenden Arbeit die Situation traumatisierter dermaler Neurofibrome
durch Transplantation von humanem dermalen Neurofibromgewebe auf die CAM
bebriiteter Hithnereier in einem in-vivo-Tumormodell nachvollzogen. Gerade die
frithzeitigen Verdnderungen innerhalb der ersten 48 Stunden waren von besonde-
rem Interesse, um die Frage zu klédren, welche Zellen fiir die initialen Veréinderun-
gen in traumatisierten Neurofibromen verantwortlich sind. Hierfiir war es wichtig,
die einzelnen Zelltypen des Neurofibroms im natiirlichen Zellverband zu unter-
suchen, um Wechselwirkungen der Zellen untereinander zu beriicksichtigen und
zeitliche Abléufe von Zellverdnderungen mikroskopisch nachvollziehen zu kénnen.
In der Literatur wurde bisher iiberwiegend der Schwannzelle die grofite Bedeu-
tung bei der Entstehung und dem Wachstum von Neurofibromen beigemessen.
Mit der vorliegenden Arbeit konnte jedoch die bedeutende Schliisselfunktion der
Mastzellen in der frithen Phase der Inkubation dermaler Neurofibrome auf der
CAM nachgewiesen werden. Wiahrend der 48-stiindigen Untersuchung kam es in-
nerhalb der ersten 12 Stunden zu einer deutlichen Umverteilung der Mastzellen
im Neurofibrom mit Verschiebung des Schwerpunktes kurzfristig hin und ab 4
Stunden Inkubation weg von der CAM. Dies erklédrt sich durch eine anfangli-
che Migration der Mastzellen in Richtung Neurofibrom/CAM-Kontaktstelle und
fortlaufendem massivem Mastzellzerfall besonders CAM-nahe. 2/3 der im der-
malen Neurofibrom vorhandenen Mastzellen zerfielen unter Ausschiittung ihrer
Granula innerhalb von 12 Stunden Tumorinkubation, nur noch 1/3 der Mastzel-
len blieb die folgenden 36 Stunden unverédndert bestehen. Die CAM reagierte auf
die massive Freisetzung der Mastzellmediatoren mit zeitlich nachfolgender Hy-
pervaskularisation und Einsprossen von Gefiaflen bereits zu frithen Zeitpunkten
von 24-48 Stunden Tumorinkubation. Wiahrend des gesamten Untersuchungs-
intervalls fand keine Proliferation oder auffillige Verinderung der Schwannzel-
len statt, womit der Einfluss der Mastzelle und ihrer vielfdltigen Mediatoren so-
wohl auf die frithzeitige Hypervaskularisation der CAM als auch auf die iibrigen
Umbauvorgiinge im transplantierten Neurofibrom deutlich hervortritt. Werden
die Ergebnisse des Neurofibrom/CAM-Modells auf die Situation traumatisierter
Neurofibrome in situ iibertragen, so bedeutet dies, dass der Schwannzellprolife-
ration eine massive Mastzelldegranulation zeitlich voraus geht. Die freigesetzten
Mastzellmediatoren induzieren und forcieren eine initiale Angiogenese und Hy-
pervaskularisation des Neurofibroms, was eine wichtige Voraussetzung fiir deren

Wachstum darstellt. Dariiber hinaus stehen Mastzellen mit zahlreichen Zellen
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des Neurofibroms in enger Wechselbeziehung und wirken dariiber ebenfalls auf
Proliferation und Wachstum traumatisierten Neurofibrome ein. Die nachgewiese-
ne Rolle der Mastzelle in traumatisierten Neurofibromen koénnte in Zukunft das
Interesse der Forschung wieder verstiarkt auf die Mastzellen richten, die wahr-
scheinlich auch bei der Entstehung von dermalen und plexiformen Neurofibromen
in grofferem Mafle eine Rolle spielen, als bisher angenommen.

Die vorliegende Arbeit ergénzt bisherige Untersuchungen mit isolierten Zellen
des Neurofibroms und am Mausmodell gewonnene Daten durch den Nachweis
der differentiellen Rolle der Mastzelle gerade in der frithen Phase traumatisierter
dermaler Neurofibrome. Die Ergebnisse unterstreichen die Vielseitigkeit der Mast-
zelle, die durch ihren Reichtum an Mediatoren und Rezeptoren eine bedeutende
Rolle im Netzwerk der Zelltypen des Neurofibroms einnimmt. Daher scheint es
angezeigt, in weiterfithrenden Studien das Versténdnis der Funktion der Mastzel-
le im dermalen Neurofibromen zu vertiefen und einen méglichen therapeutischen
Nutzen daraus zu ziehen, so dass mit der Generation entsprechender Medika-
mente, z.B. {iber eine suffiziente Antagonisierung der Mastzellmediatoren, den

betroffenen Patienten langfristig geholfen werden kann.
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