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Mit dem Wissen wachst der Zweifel.

Goethe, Maximen und Reflexionen

1. Einleitung

Die Schleimhaut des Magendarmtraktes weist undifferenzierte Stammzellen mit der Féhigkeit
zur Zellteilung, Differenzierung und Proliferation auf. Thr Wachstum wird durch ein internes
genetisches Programm, luminale Faktoren und endokrine und parakrine Signale geregelt. Die
Integritdt der Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes hdngt von einem komplizierten Gleichge-
wicht einer grofBen Anzahl von Faktoren ab. Durch den normalen Kontakt mit Nahrungsbestand-
teilen und mechanische Reize kommt es kontinuierlich zu Mikroldsionen der Schleimhaut. Eine
Reihe von Schutzmechanismen, wie z.B. die Bildung von Schleim auf den Epithelzellen, eine
intakte Blutversorgung, eine ausreichend rasche Regeneration und Proliferation der Epithelzellen
bilden im Zusammenspiel den Garant fiir die Aufrechterhaltung einer intakten Schleimhaut. Eine
Reihe von Wachstumsfaktoren modulieren die Epithelzellfunktion und Anpassung der Schleim-
haut des Gastrointestinaltraktes auf Stress und Verletzungen '. In den letzten Jahren wurde eine
Grofizahl von Wachstumsfaktoren charakterisiert und beschrieben. Besonders aus Analysen der
Wundheilung im Bereich der Haut konnte man feststellen, dass die Wachstumsfaktoren epitheli-
al growth factor (EGF), transforming growth factor o (TGFa), plateled derived growth factor
(PDGF) und basic fibroblast growth factor (bFGF) von essentieller Bedeutung ***>% fiir die
Regulation der Regeneration und Proliferation der Schleimhaut sind. Diese Wachstumsfaktoren
wurden z.T. biochemisch und auch immunhistochemisch in der Mukosa des Gastrointestinaltrak-
tes nachgewiesen. Sie besitzen mitogene und angiogene Aktivititen, welche fiir die Proliferation
von Zellen der normalen Mukosa essentiell sind und welche auch die Wundheilungsmechanis-
men unterstiitzen. Obwohl sich die oben genannten Wachstumsfaktoren beziiglich ihrer Stabili-
tat, ihrer Struktur, ihres Bildungsortes und ihrer Verteilung in der Magenschleimhaut unterschei-
den, besteht ein gemeinsamer Wirkungsmechanismus in ihrer Interaktion mit spezifischen Tyro-
sinkinaserezeptoren *''"'2 So besitzen EGF und TGFa einen gemeinsamen Rezeptor, der

sich vor allem im Bereich der Zellen des Driisenhalses und im Bereich der oberflachlichen Epi-
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thelzellen nachweisen ldsst und der zur Gruppe der Tyrosinkinaserezeptoren gehért . Fiir
PDGF wurden bislang zwei Tyrosinkinaserezeptoren beschrieben’. Fiir den Wachstumsfaktor
bFGF existiert ein hochaffines und ein niedrigaffines Rezeptorsystem, das sich zum einen im
Bindegewebe und zum anderen im Bereich der Zellmembranen endothelialer und epithelialer
Zellen befindet'. Das niedrigaffine Rezeptorsystem besteht aus Proteoglykanen und Bestandtei-
len der extrazelluldren Matrix. Die hochaffinen transmembrandsen Rezeptoren gehdren zu den
Tyrosinkinaserezeptoren .

EGF wurde 1962 von Cohen in den Speicheldriisen der Maus entdeckt °. Der Wachstumsfaktor
EGF ist ein aus 53 Aminosiuren bestehendes Polypeptid ®'°. Das primére Transkript des EGF
Gens hat eine Grofle von ca. 110 kb. Die mit der ,, Northern- Blot*“- Methode nachgewiesene
mRNA besitzt eine GroBe von 4,7 bis 4,9 kb®. Im Verdauungstrakt wird EGF in groferen Men-
gen in den Speicheldriisen, den Brunnerschen Driisen und dem Pankreas nachgewiesen '™'®',
Im Rahmen der Speichelsekretion und durch Abgabe von Pankreassekret wird EGF in den Ver-
dauungstrakt sezerniert. EGF lédsst sich in normaler Magenschleimhaut immunhistochemisch
nachweisen, inwieweit jedoch gesunde Magenschleimhaut EGF lokal produziert oder ob es sich
hauptsdchlich um aus dem Lumen aufgenommenes EGF handelt, ist nach wie vor nicht geklért
13.17.20 Aus den Speicheldriisen stammendes EGF wird an EGF- Rezeptoren gebunden und inter-
nalisiert. Der Wachstumsfaktor ldsst sich spéter dann mit der Methode der Immunhistochemie in
Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes nachweisen *'**.

Im Vergleich zu EGF ist TGFa um den Faktor 10 vermehrt im Gastrointestinaltrakt nachweis-

bar’

02 TGFaq besteht aus 50 Aminosiuren und weist zu EGF eine Sequenzhomologie von 35%
auf **. Das primére Gentranskript besitzt eine GroBe von 70 bis 100 kb. Die mit der ,,Northern-
Blot“- Methode nachweisbare mRNA weist eine Grofle von ca. 4,8 kb auf>?. Zusammen mit
EGF hat TGFa einen gemeinsamen Rezeptor ( EGFR ) und besitzt ein mit dem EGF sehr dhnli-
ches Wirkungsspektrum. Eine Schleimhautschidigung flihrt ebenfalls lokal zu einer vermehrten
Expression von TGFa und Abgabe dieses Wachstumsfaktors in das Lumen des Gastrointesti-
naltraktes”',>. TGFa. fithrt zur Hemmung der Séuresekretion und Stimulation von Zellmigration
und Zellproliferation °.

Die Eigenschaften des Wachstumsfaktors in der frithen Phase der Wundheilung bei Magenlisio-
nen aus Thrombozyten und Makrophagen freigesetzt zu werden fiihrte zur Namensgebung des
plateled derived growth factors (PDGF) 2.

Bei dem PDGF handelt es sich um ein Glykoprotein, welches aus zwei Peptidketten (A und B)
besteht, die durch Sulfidbriicken verbunden sind’. Insgesamt konnen drei verschiedene Isofor-

men auftreten: PDGF-AA, PDGF-AB und PDGF-BB. Diese Isoformen binden an zwei struktu-
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rell ahnliche Tyrosinkinaserezeptoren (o und B), die von Zelltyp zu Zelltyp variieren. Es lassen
sich drei Transkripte fiir die A- Kette von PDGF mit 1,9; 2,3 und 2,8 kb und ein 2,4 kb grofes
Transkript fiir die B-Kette von PDGF nachweisen’’. Gentranskripte fiir PDGF wurden im Ma-
gen nachgewiesen >°. Neben einer wichtigen Rolle bei der Embryonalentwicklung spielt PDGF
bei der Wundheilung eine zentrale Rolle?’. Die topische Applikation von PDGF im Tiermodell
hat eine protektive Wirkung auf die Magenschleimhaut und beschleunigt die Abheilung von
durch Indomethacin induzierten Magenlésionen®. Die Lokalisation von PDGF Rezeptoren im
Magen ist derzeit noch nicht eindeutig geklirt. Generell muss man jedoch auf Grund des derzei-
tigen Kenntnisstandes davon ausgehen, dass PDGF Rezeptoren auf Bindegewebszellen und nicht
auf epithelialen und endothelialen Zellen vorkommen.

Der basische FGF stellt ein sehr leicht und sehr schnell durch Séure und Pepsin im Magen ab-

2930 -
>~ Die

baubares Polypeptid dar®. bFGF besitzt eine Linge von insgesamt 155 Aminosiuren
genomische DNA wird in 7, 3,7 und 1,4 kb groBe mRNAs {iberschrieben'’. bFGF besitzt einen
sehr starken Einfluf3 auf die Angiogenese und stellt ein hochpotentes Mitogen fiir die Zellen me-
senchymaler und neuroektodermaler Herkunft dar *'. Die Rolle von bEGF bei der Abheilung von
Magenulzera wurde von der Arbeitsgruppe von Folkman und Szabo erstmalig beschrieben®*.
Die immunhistochemische Lokalisation von EGF, TGFa, PDGF und bFGF wurde von verschie-
denen Arbeitsgruppen am normalen Gastrointestinaltrakt bisher nur fragmentarisch analysiert.
Auch die Verteilung der oben genannten Wachstumsfaktoren bei der Ulkusheilung beim Men-
schen sind unzureichend bekannt.
Hieraus leitet sich die Zielsetzung dieser Arbeit ab:

1. Bestimmung der Lokalisation der Wachstumsfaktoren EGF, TGFa, PDGF und bFGF in

Gefrierschnitten der Schleimhaut des gesamten Gastrointestinaltraktes mit Hilfe der Im-

munhistochemie

2. Herstellung eines Vergleiches zu Ulzerationen des Magens und Duodenums.



Seite 8

2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterial

Mit gesunder Schleimhaut wurden vom Osophagus 7 Patienten, vom Magen 8, vom Duodenum
8 und vom Kolon 9 Patienten untersucht. Am pathologisch verdnderten Gastrointestinaltrakt
wurden 7 Patienten mit Ulcus ventriculi und 3 Patienten mit Ulcus duodeni sowie 3 Patienten mit
Magenulkusnarben wurden untersucht. Alle Patienten hatten bei Diagnosestellung gesunde
Schleimhaut in allen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes beziehungsweise floride Ulzera im
Stadium Forest III und abgeheilte vernarbte Ulzera. Das mittlere Alter betrug bei den Patienten
mit normaler Mukosa 53,3 Jahre, bei den Patienten mit Ulzera ventriculi 69,7 Jahre, bei den Pa-
tienten mit Ulzera duodeni 50,3 Jahre und bei den Patienten mit Ulcusnarben 73,6 Jahre. Die
Gruppe mit normaler Mukosa bestand aus 15 Frauen und 17 Ménnern; die Gruppe mit Ulzera
aus 4 Frauen und 9 Minnern; die Ulzera ventriculi aus 4 Frauen und 3 Minnern; die Ulzera duo-
deni aus 3 Minnern und die Gruppe mit Magenulcusnarben aus 3 Ménnern. Bei den Patienten
mit gesunder Schleimhaut wurden zwei bis vier Biopsien und bei den Patienten mit Ulzerationen
wurden insgesamt zwei Biopsien aus Ulkusrand und Ulkusgrund entnommen. Alle Patienten
wurden iiber die Entnahme der Biopsien fiir wissenschaftliche Zwecke informiert und willigten
schriftlich ein. Die Studie wurde von der Ethikkommission genehmigt. Durch die Vielzahl der zu
untersuchenden Mukosaschichten zum Verhiltnis der Anzahl der Farbungen aller untersuchten
Wachstumsfaktoren und der relativ geringen Grofle der untersuchten Probeexzisionen war es
nicht mdglich jede zu erforschende Struktur bei jeder Biopsie auf jeden Faktor anzufdarben. Auf-

schluf} dariiber geben die Tabellen 1 bis 7.
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Tabelle 1:
Auflistung der histologisch erfassten Areale in den entnommenen Biopsien mit normaler
Osophagusschleimhaut, da oft nicht simtliche Strukturen in den Schnittebenen der jeweiligen

Biopsien eines Patienten zu sehen und somit nicht fiir alle Wachstumsfaktoren anzuférben sind.

Patient 112(3|14]5|6]|7
Epithelzellen 3111 12(2(2]1
Papillen 0(012]1]0]2]1
Basalmembran |2 (111|030
Lamina propria [0 [0 |0 |10 [2]0
Gefille 1jof1(1{0110
Muskulatur 0(1]011(0(2]0
Kollagen 0/0[{01]0(f1]0
Tabelle 2:

Auflistung der histologisch erfassten Areale in den entnommenen Biopsien mit normaler Magen-
schleimhaut, da oft nicht sdmtliche Strukturen in den Schnittebenen der jeweiligen Biopsien ei-

nes Patienten zu sehen und somit nicht fur alle Wachstumsfaktoren anzufiarben sind.

Patient 112(3|14]5/6(7|8
Epithel Lj1joj1|1|3f1]1
Driisen 0O|1(2(2]1]0|0]0
Basalmembran |1 |12 (201|110
Laminapropria (|2 (1|1 |1 [1[1]1]0
Gefille Oj2(1(1|1]|2|1]1
Muskulatur 2(2|1(0]1]1|0]1
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Tabelle 3:
Auflistung der histologisch erfassten Areale in den entnommenen Biopsien mit normaler Duo-
denalschleimhaut, da oft nicht sdmtliche Strukturen in den Schnittebenen der jeweiligen Biop-

sien eines Patienten zu sehen und somit nicht fur alle Wachstumsfaktoren anzufiarben sind.

Patient 112(3|14]5/6(7|8
Epithelzellen 1(3(3(1]0]1|1]1
Becherzellen 0(3(0|1]0(0]1]1
Krypten Ij1{1}211(0(2]1
Basalmembran |12 1[0 |1{0[1]0
Lamina propria [0 (3|0 [2|1]0|1]]1
Gefile 011(312(2(0(2]|1
Muskulatur Of1(1|1{0]0|1]0
Submukosa Oj1(1j0|1|1|0]1
Brunner Driisen [0 (3|2 (2|10 |11

Tabelle 4:
Auflistung der histologisch erfassten Areale in den entnommenen Biopsien mit normaler Colon-
mukosa, da oft nicht simtliche Strukturen in den Schnittebenen der jeweiligen Biopsien eines

Patienten zu sehen und somit nicht fiir alle Wachstumsfaktoren anzufarben sind

Patient 11213|4[5/6[7|8|9
Epithelzellen |2 (11332312
Becherzellen 20113131323 |1/|3
Basalmembran |1 1|1 (2|21 |1]1|0
Laminapropria |2 |12 |1 |1[1]2]0|1
Gefille 0/010(0]|0O]|O|1]1]O
Muskulatur 1jojr|1(241{2(11]0
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Tabelle 5:
Auflistung der histologisch erfassten Areale in den entnommenen Biopsien mit Ulzera ventriculi,
da oft nicht simtliche Strukturen in den Schnittebenen der jeweiligen Biopsien eines Patienten zu

sehen und somit nicht fiir alle Wachstumsfaktoren anzufirben sind.

Patient 112(3|14]5|6]|7
Ulkusrand 310(4(0(0|0/4
Ulkusgrund 2004141443
Nekrosezone 0/0[0(4(4(2]|3
Epithel 41414(3|0(4]|4
Driisen 4(0/4(1|0]1|3
Basalmembran {4 |34 |1(0(2|4
Lamina propria (4 [0 4|20 (4|4
Gefille 31013(3(2(3(2
Muskulatur 0/0(0(1]0]0|1
Kollagen 0(0[{03]0(0]1
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Tabelle 6:
Auflistung der histologisch erfassten Areale in den entnommenen Biopsien mit Ulzera duodenti,
da oft nicht simtliche Strukturen in den Schnittebenen der jeweiligen Biopsien eines Patienten zu

sehen und somit nicht fiir alle Wachstumsfaktoren anzufirben sind.

Patient 11213
Ulkusrand 0114
Nekrosezone 41410
Epithel 044
Becherzellen 0(1|4
Krypten 01214
Basalmembran |0 |1 |4
Lamina propria | 0|3 | 4
Gefille 0|34
Muskulatur 0114
Kollagen 0102
Submukosa 0/00
Brunner Driisen |0 | 0 | 2

Tabelle 7:
Auflistung der histologisch erfassten Areale in den entnommenen Biopsien mit Magenulcusnar-
be, da oft nicht simtliche Strukturen in den Schnittebenen der jeweiligen Biopsien eines Patien-

ten zu sehen und somit nicht fiir alle Wachstumsfaktoren anzufarben sind.

Patient 11213
Cicatrix Rand (4|12
Kollagen 31114
Epithel 1144
Driisen 4144
Basalmembran | 1 |4 | 4
Lamina propria | 4 | 4 | 4
Gefile 21414
Muskulatur 4133
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2.2 Antikorper

Die Antikdrper wurden mit 0,2m Phosphat-Buffered-Saline (PBS) verdiinnt. Die optimale Ver-
diinnung der verwendeten Antikorper zur Fluoreszenzdarstellung wurde durch Schachbrett-
titration an jeweils normaler Osophagus-, Magen-, Duodenal- und Kolonschleimhaut fiir jeden

Antikorper festgelegt (siche Tabelle 8).

Tab. 8: Auflistung der primédren Antikorper gegen die untersuchten Proteine unter Angabe ihrer

Verdiinnung und ihres Gewinnungsortes

Primédrer Antikorper gegen | Verdiinnung | Gewonnen in
EGF 1:20 Maus

TGFa 1:5 Maus

PDGF 1:40 Ziege

bFGF 1:40 Kaninchen

2.2.1 EGF - Primirantikorper

EGF ist ein monoklonaler IgG1 Antikorper von der Maus. Der gegen EGF gerichtete Antikorper
entstammt dem Klon 144-8. Dieses wurde von Oncogene Science Incorporation mit rekombinan-
ten menschlichen EGF immunisierten BALB/ ¢ Méusen und einer Fusion von Méusemilzzellen
mit P3 x 63 AG 8.653 Miusemyelomzellen hergestellt (Produktinformation 1990 Oncogene

Science, Inc., Cat. # GF 01). Der Antikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:20 verwendet.

2.2.2 EGF - Sekundirantikorper

Als Sekundirantikérper wurden fluoresceinmarkierte Kaninchen-Anti-Maus-Antikorper (Fluo-
rescein-Iso-Thio-Cyanat Isomer 1) in einer Verdiinnung von 1:100 verwendet (Dako, Code No.

F 261, Lot No. 059).
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2.2.3 TGFa - Primarantikorper

TGF- a ist ein monoklonaler IgG 2a Antikorper von der Maus. Der Antikorper wurde in einer
Verdiinnung von 1:5 verwendet. Er stammt vom Clone 213-4.4. Dieses wurde von Oncogene
Science Incorporation mit rekombinanten menschlichen TGFa immunisierten BALB/c Méusen
und einer Fusion von Miusemilzzellen mit P3 x 63 AG 8.653 Miusemyelomzellen hergestellt

(Produktinformation 1990 Oncogene Science, Inc. Cat. # GF 01).

2.2.4 TGFo - Sekundirantikorper

Es kam derselbe Sekundirantikorper wie fiir EGF zur Anwendung (siehe auch 2.2.2).

2.2.5 PDGTF - Primérantikorper

PDGF ist ein IgG Antikdrper von der Ziege. Er neutralisiert spezifisch die biologische Aktivitét
von natiirlichem und rekombinanten menschlichem PDGF-AA und PDGF-BB (Produktinforma-
tion Hermann Biermann GmbH Diagnostica, Catalogue Code — BDA 16). Der Antikorper wurde

in einer Verdiinnung von 1:40 verwendet.

2.2.6 PDGF - Sekundirantikorper

Als sekunddrer Antikérper wurden fluorescenzmarkierte Kaninchen-Anti-Ziegen-Antikdrper
(Dichloro-Triazinyl-Amino-Fluorescein) in einer Verdiinnung von 1:100 verwendet (Produktin-
formation Dianova, Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., Lot No. 14930, Code No. 305-
015-045). Die Antikorper konnen jedoch eine minimale Kreuzreaktion mit Serumproteinen vom

Mensch aufweisen.

2.2.7 DbFGF - Primirantikorper

bFGF ist ein IgG Antikdrper vom Kaninchen. Der AK wurde in einer Verdiinnung von 1:40
verwendet. Er ist gegen hochgereinigtes natives Rinderhirn bFGF gerichtet, dessen Homogenitét

durch silbergefarbtes SDS-PAGE bestimmt wurde. Der Antikorper ist spezifisch und neutrali-
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siert die Aktivitit von Rinderhirn bFGF (Produktbeschreibung Hermann Biermann GmbH Di-
agnostika, Catalogue code — BDA 4).

2.2.8 DbFGF - Sekundirantikorper

Als sekundérer Antikorper wurden fluoreszenzmarkierte Maus-Anti-Kaninchen-Antikérper in
einer Verdiinnung von 1:100 verwendet. Die Antikorper konnen jedoch mit Immunglobulinen
von anderen Spezies minimal kreuzreagieren (Produktbeschreibung Dianova, Jackson Immuno

Research Laboratories, Inc., Lot No. 19927, Code No. 211-005-109).

2.3  Reagenzien

PBS — Puffer — Losung

Zur Herstellung einer 0,2 m PBS-Puffer-Losung wurde eine Losung aus 2.725g Kaliumdihydro-
genphosphat (KH,PO,), 10,4g Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO4) und 35.05g Natrium-
chlorid (NaCl) mit Aqua destillata auf fiinf Liter aufgefiillt. Der ph-Wert wurde mit Salzséure
(HCI) bzw. Natron (NaOH) auf 7,2 eingestellt.

Einbettmedium nach Kevin McNamee

In 10 ml phosphatgepufferter NaCl (0,01m PO, ph=7,4 ind 0,15m NaCl) und 90ml Glycerin
wurden 100mg p-Phenylendiamin aufgelost. Der ph-Wert wurde mit 0,5m Karbonat-
Bikarbonatpuffer (ph = 9,0) auf ph=8,0 eingestellt.

24 Gewebepriparation

Nach der endoskopischen Entnahme wurden die Biopsien zum Schutz vor Autolyse zundchst in
Eiswasser aufgefangen, bevor sie innerhalb kiirzester Zeit, 10 Minuten wurden hierbei stets un-
terschritten, in einem Einbettmedium der Firma Reichelt und Jung horizontal auf Kork ausge-

richtet wurden, wobei sie vollstindig mit dem Gefriermedium bedeckt waren.
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Sofort danach wurden die Biopsien langsam in fliissigen Stickstoff gefroren.

Mit einem Frigocut 2800 der Firma Reichel-Jung wurden 4 mm dicke Kryoschnitte bei einer
Objekt- und Boxtemperatur von -25° C angefertigt.

Auf mit 1:100 verdiinntem Ponalholzkleber beschichteten Objekttrigern wurden die Schnitte
aufgetragen. Danach wurden die Préparate 15 Minuten in einer Chloroform-Aceton-Lésung (1:1)

bei -20° C fixiert, an der Luft getrocknet und bei -20° C bis zur Antikorperfiarbung gelagert.

2.5 Hamatoxylin — Eosin — Farbung (HE-Féarbung)

Zur genauen Darstellung von histologischen Details wurde von jeder Biopsie eine HE-Farbung
angefertigt. Die fixierten Kryoschnitten wurden sieben Minuten in Hidmalaun gebadet und an-
schlieBend mindestens eine halbe Stunde in Leitungswasser gebldut, wobei das Wasser zehnmal
gewechselt wurde. Fiir ca. 15 Sekunden wurden die Préparate in Aqua destillata getaucht und
danach kurz in mit Eisessig angesduertem Eosin gespiilt. Dann folgte die Entwésserung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70 prozentiger, 85 prozentiger, 96 prozentiger Alkohol). Zur Diffe-
renzierung der Farbung wurde zweimal in 100 prozentigem Alkohol fiir je 2 Minuten gebadet.
Die Priparate wurden dann mindestens fiinf Minuten mit Xylol behandelt und anschlieend mit

Entellan® eingedeckelt.

2.6 Immunhistochemische Firbung

Die Verdiinnungen der Primér- und der Sekundirantikorperldsungen waren zu Beginn der Unter-
suchungen unbekannt. Die geeignete Verdliinnung wurde ermittelt, indem das Ergebnis der An-
farbungen bei konstanter Verdiinnung der Sekundérantikorperlosung (1:100) und steigender
Konzentration der Primdrantikorperldsung tiberpriift wurde.

Der Primérantikorper wurde in der etablierten Verdiinnung auf die fixierten und luftgetrockneten
Praparate aufgetragen. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 Grad
Celsius. Die Objekttriger wurden dreimal kurz in PBS getaucht und anschlieend weitere 30
Minuten in PBS gebadet. Die PBS Losung wurde zwischenzeitlich dreimal erneuert. Nun wurde
der Sekundérantikorper in der etablierten Verdiinnung aufgetragen und im Dunklen in der feuch-
ten Kammer bei 4 Grad Celsius 45 Minuten inkubiert. Der Waschvorgang mit PBS wurde wie-
derholt. AnschlieBend wurden die Praparate 15 Minuten in Aqua destillata gewéssert, um die

vorhandenen NaCl- Kristalle zu 16sen. Um ein vorzeitiges Ausbleichen der Praparate beim Mik-
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roskopieren zu verhindern, wurde ein Einbettmedium nach Kevin McNamee verwendet. Die
Préparate wurden mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop untersucht. Zum Fotografieren wurden

Filme von Kodak (Ektachrom 400 ASA) und Agfa (Agfapan 400 ASA) benutzt.

Als negative Kontrollen dienten die PBS- Kontrolle und die Serumkontrolle.

Bei der PBS- Kontrolle wird ein Reaktionsschritt ausgelassen. Anstelle der Schicht der Primi-
rantikdrper wird PBS auf die Schnitte aufgetragen. Der weitere Ablauf der Farbung bleibt unver-
andert. Ziel ist es, den Grad der unspezifischen Bildung des markierten Sekundérantikérpers an
das Gewebe zu bestimmen. Es sollte keine Reaktion sichtbar sein. PBS- Kontrollen wurden bei
Féarbungen regelmifBig mitgefiihrt.

Bei der Serumkontrolle wird ein Reaktionsschritt modifiziert. Anstelle des primédren Antikorpers
substituiert man ein Nichtimmun- Serum der Spezies des Primérantikdrpers in derselben Ver-
diinnung. An den Priparaten sollte keine Reaktion sichtbar sein™.

Serumkontrollen fiihrten wir fiir jeden Wachstumstaktor durch. Die Kontrollen waren fiir EGF
und TGFa Biopsien, die mit y- Globulin von der Maus (Mouse Serum, Normal, Dakopatts, Code
No. X 910, Lot No. 019) behandelt worden waren, fiir PDGF Biopsien, die mit y- Globulin von
der Ziege (Normal Goat Serum, Hermann Biermann GmbH Diagnostica, Catalog Number: BDA
56) und fiir bFGF Biopsien, die mit y- Globulin vom Kaninchen (Rabbit Gamma Globulin, dia-
nova GmbH, Jackson Immunoresearch Labs, Inc., Code Number: 011-000-002, Lot Number:
13439) behandelt worden waren. Die monoklonalen Antikérper wurden vom Hersteller im ELI-

SA und Immunoblot Assay getestet.

Als Positivkontrolle diente die Absorptionskontrolle.

Die Spezifitit der primiren Antikdrper wurde durch Priainkubation der priméren Antikdrper nach
solider Phasen-Absorption an antigenbeladenen Sepharosekiigelchen verifiziert.

Nach Inkubation mit ithrem verwandten Antigen wurde die Farbung fir TGFa und fiir PDGF
aufgehoben, die Becherzellen des Duodenums und des Kolons blieben hierbei leicht unspezifisch

positiv (Quelle Product Sheet).
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2.7  Auswertung

Bei der Auswertung wurde die Intensitét und Verteilung der Fluoreszenz im Vergleich zum nor-

malen Gewebe optisch beurteilt. Die Ergebnisse der einzelnen Priparate wurden tabellarisch

zusammengefasst (siche Tabelle 9).

In folgende Kategorien wurde eingeteilt:

Tab. 9: Bewertung der Ergebnisse

Struktur feh-
lend

Die jeweilige Struktur ist auf dieser Biopsie bzw. in dieser Schnittebene nicht

vorhanden

ungefarbt Keine Fluoreszenz nach Farbung nachweisbar (von Autofluoreszenz bestimmter
Strukturen abgesehen, z.B. Kollagenbiindel)

+ Intensitdt der Fluoreszenz ist schwach, aber im Vergleich zum ungeféirbten Ge-
webe deutlich nachweisbar

++ Intensitdt der Fluoreszenz ist mittelstark, Verteilungsmuster sind eindeutig ab-
grenzbar

+++ Intensitét der Fluoreszenz ist stark, verschiedene Anfarbegrade der jeweiligen

Strukturen untereinander sind differenzierbar
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3. Ergebnisse

3.1 EGF

3.1.1 Normaler Gastrointestinaltrakt

3.1.1.1 Osophagus

Die flachen Epithelzellen des Stratum spinosum enthielten bis in tiefere Schichten kein EGF
positives Material. Eine geringe Immunreaktivitdt wiesen die relativ kleinen dicht stehenden
Basalzellen im Bereich der Papillen auf. Die Basalmembran war nicht mit EGF angeférbt, eben-
so ungefarbt blieben das Bindegewebe der Lamina propria, Kapillaren und die Muskularis Mu-
kosae. Eine starke Markierung mit Antikorpern gegen EGF zeigten Kollagenfaserbiindel. Eine

genaue Auflistung der erfassten und gefiarbten Areale zeigt die Tabelle 10.

Tabelle 10:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit EGF an

Osophagusbiopsien, n = 2

Gewebestruktur Struktur fehlend [ungefirbt | Férbeintensitét
+ ++ +++
Epithelzellen 2
Papillen 1 1
Basalmembran 1 1
Lamina propria 1 1
Gefille 1 1
Muskulatur 1 1
Kollagen 1 1
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3.1.1.2 Magen

An den die Magengruben auskleidenden Epithelzellen und an den Zellen der tiefen Magendriisen
beobachteten wir eine schwache zytoplasmatische Reaktion. Die verbindende Basalmembran
und die Lamina propria wiesen kein EGF positives Material auf. Kleine Kapillargefda3e und glat-

te Muskelzellen der Muskularis Mukosae waren schwach gekennzeichnet, siche auch Tabelle 11.

Tabelle 11:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit EGF an

Magenbiopsien, n =5

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungeférbt | Firbeintensitit
+ - e
Epithelzellen 1 3 1
Driisen 1 2 2
Basalmembran 2 3
Lamina propria 5
Gefille 1 4
Muskulatur 3 1 1

3.1.1.3 Duodenum

An den Epithelzellen der duodenalen Villi wurden iiberwiegend keine Anfabung fiir das EGF
Antigens beobachtet. Eine starke Immunreaktivitéit zeigte sich sowohl an den Becherzellen als
auch an den tiefer gelegenen Epithelzellen der Lieberkiihnschen Driisen. Die zwischen Epithel
und Bindegewebe gelegenen Basalmembranen waren durchgehend ungefarbt. Am lockermaschi-
gen gefiaBreichen Bindegewebe konnte keine Reaktion beobachtet werden. Die Kapillaren der
Lamina propria waren mit Antikdrpern gegen EGF angefarbt. Ohne Markierung zeigten sich die
glatten Muskelzellen der Muskularis Mukosae und Abschnitte der tiefer gelegenen Submukosa.
Brunnersche Driisen waren auf den mit EGF Antikorpern durchgefarbten Schnitten nicht zu i-

dentifizieren. Uber die Untersuchungsergebnisse gibt die Tabelle 12 im einzelnen Aufschlus.
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Tabelle 12:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit EGF an

Biopsien des Duodenums, n =6

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit

+ ++ ot
Epithelzellen 2 3 1
Becherzellen 2 2 2
Krypten 1 1 3 1
Basalmembran 2 4
Lamina propria 6
Gefile 1 4 1
Muskulatur 2 4
Submukosa 5 1
Brunner” Driisen 6
3.1.1.4 Kolon

Im Kolon enthielten sowohl die absorbierenden Zellen der Kolonschleimhaut als auch die
schleimhaltigen Becherzellen immunoreaktives Material. Die Basalmembranen und die angren-
zende Lamina propria zeigten, dal} sie kein Antigen enthalten. Ebenfalls ohne Einfarbung stellten
sich kleinere Gefdfle der Lamina propria dar. Zellen der Muskularis Mukosae wurden hier nicht

beobachtet (siche Tabelle 13).



Seite 22

Tabelle 13:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit EGF an

Biopsien des Kolons, n =2

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit

+ ++ e
Epithelzellen 1 1
Becherzellen 1 1
Basalmembran 2
Lamina propria 2
Gefille 1 1
Muskulatur 2

3.1.2 Ulzerationen

3.1.2.1 Ulcus ventriculi

Am Magen wiesen die Rénder der floriden Ulzera ventriculi weitgehend kein EGF positives Ma-
terial auf. Nur bei einer Biopsie zeigte sich eine deutliche Anfarbung. In den Grundbereichen
ebenso wie bei dem aufgelagerten nekrotischem Material der Detrituszone konnte keine Immun-
reaktivitdt beobachtet werden. Die einschichtig formierten Epithelzellen der Foveolae und tiefen
Driisen zeigten deutliche Markierung mit immunreaktivem Material, wobei sich die Zellmemb-
ranen deutlicher darstellten. Das Farbemuster der Basalmembran und der Lamina propria unter-
schied sich in keiner Weise von dem an der Mukosa des iibrigen Gastrointestinaltraktes beobach-
teten. Kapillaren waren deutlich mit EGF angefarbt, Zellen der Muskularis Mukosae férbten sich
nicht und ein Kollagenfaserbiindel enthielt etwas EGF Antigen. Fiir die Auflistung der Befunde
siche auch Tabelle 14.
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Tabelle 14:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit EGF an

Biopsien von Magenulzera, n =7

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit
+ ++ e

Ulkus Rand 2 4 1

Ulkus Grund 3 4

Nekrosezone 3 4

Epithel 1 4 2

Driisen 4 1 2

Basalmembran 3 4

Lamina propria 3 4

Gefille 1 4 2

Muskulatur 6 1

Kollagen 6 1

3.1.2.2 Ulcus duodeni

Im Duodenum enthielt der Randbereich des Ulcus duodeni nicht regelméBig das EGF Antigen.
Das nekrotische Gewebe der Detrituszone war nicht mit Antikérpern angeférbt. Epithelzellen
waren lumenwirts im Bereich der Zotten nicht, in der Tiefe der Krypten vereinzelt diffus positiv
markiert (siche Abbildung 1). Keine Anfiarbung wurde an den Basalmembranen beobachtet. Das
Féarbemuster der Lamina propria, ihre Gefdfle und das der Muskularis Mukosae war identisch mit
den im {ibrigen Gastrointestinaltrakt fiir das EGF Antigen beobachteten. Die Biopsien der Ulzera
duodeni reichten nicht fiir alle Schnitte bis in die Tiefe der Submucosa. Eine genaue Analyse der

gefarbten Areale zeigt die Tabelle 15.
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Tabelle 15:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit EGF an

Biopsien von Duodenalulzera, n =3

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit
+ ++ ot

Ulkus Rand 1 1 1

Nekrosezone 1 2

Epithel 1 2

Becherzellen 2 1

Krypten 1 1 1

Basalmembran 1 2

Lamina propria 1 2

Gefille 1 1 1

Muskulatur 1 1 1

Kollagen 3

Submukosa 3

Brunner'Driisen 3
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Abbildung 1: EGF Férbung eines Duodenalulkus. Es zeigt sich eine deutliche Farbung
des Kryptenepithels, wahrend die Lamina propria und nekrotische Zellen am Rand des Ulkus
unmarkiert bleiben. VergroBerung 25-fach.

3.1.2.3 Narbe

Am Magen prisentierte sich der vernarbte Ulkusrandbereich ohne Immunreaktivitit fiir das EGF
Antigen. Kollagenfasern waren nicht eingefarbt. Das Epithel der Foveolae zeigte keine einheitli-
che, das der Krypten eine deutlich positive Reaktion fiir EGF. Die Basalmembranen waren bei
einer Biopsie schwach markiert und blieben sonst ungefarbt. Das lockere Bindegewebe der La-
mina propia war weitgehend ohne Antikorper gegen EGF und zeigte nur einmal eine schwach
positive Reaktion. Kleinere Kapillaren im Maschennetz des Bindegewebes enthielten deutlich
immunoreaktives Material. Kein einheitliches Farbemuster vermittelten die Zellen der Muskula-
ris Mukosae, welche bei zwei Biopsien ungefdrbt blieben und lediglich bei einer Biopsie fiir

EGF angeférbt war (siche Tabelle 16).
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Tabelle 16:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit EGF an

Biopsien mit vernarbten Magenulzera, n = 2

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit
+ ++ e
Cicatrix - Rand 2 1
Kollagen 2 1
Epithel 1 1 1
Driisen 2 1
Basalmembran 2 1
Lamina propria 2 1
Gefille 1 1 1
Muskulatur 2 1
32 TGFa

3.2.1 Normaler Gastrointestinaltrakt

3.2.1.1 Osophagus

Von den flachen oberfldchlichen Zellen an zeigte das Epithel der Speiserdhre eine diffuse, aber
in Richtung auf die Papillen hin zunehmende Einfirbung mit Antikdrpern gegen TGF o. Eine
Biopsie ging iiber das Mucosaepithel in die Tiefe. Hier enthielt die Basalmembran eine stark
positive Reaktion auf das Antigen. Das lockere Bindegewebe der Lamina propria selbst zeigte
keine Reaktion ebenso wie die in ihm vorhandenen kleine Kapillaren. Eine Anfarbung mit TGF
o wurde an den Muskelfasern der Muskularis Mukosae festgestellt. Eine genaue Auflistung der

erfassten und gefarbten Areale zeigt die Tabelle 17.
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Tabelle 17:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit TGF a an

Osophagusbiopsien, n = 4

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit

+ ++ ot
Epithelzellen 2 1 1
Papillen 1 1 1 1
Basalmembran 3 1
Lamina propria 3 1
Gefille 2 2
Muskulatur 3 1
Kollagen 4
3.2.1.2 Magen

Die sdulenformigen oberflachlichen Epithelzellen und die tieferen Driisenzellen zeigten eine
deutliche Immunfirbung des TGF o Antigens (siche Tabelle 18). Die Basalmembranen brachten
kein immunreaktives Material zum Vorschein. Ein schwaches bis fehlendes Farbeverhalten wur-
de beim Bindegewebe festgestellt. Kleine Gefdlle waren nicht gekennzeichnet. Eine sowohl
schwach positive wie negative Kennzeichnung mit dem TGF a Antigen zeigten die glatten Mus-

kelzellen der Muskularis Mukosae.

Tabelle 18:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit TGF a an

Magenbiopsien, n = 3

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefirbt | Firbeintensitit

+ - e
Epithelzellen 2 1
Driisen 1 2
Basalmembran 2 1

Lamina propria

NN

Gefille 1

Muskulatur 1 1 1
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3.2.1.3 Duodenum

An der intakten Diinndarmschleimhaut zeigte die Epithelreihe der Villi verschiedene Intensitaten
im Farbeverhalten. Die Palette reichte von mangelnder Markierung bis hin zur starken Immun-
farbung des TGF a Antigens. Das tiefe Kryptenepithel brachte kein immunoreaktives Material
zum Vorschein. An Becherzellen wurde keine Einfarbung festgestellt. TGF a positives Material
enthielten die Basalmembranen. Das lockere Bindegewebe der Lamina propria war einmal ge-
farbt und einmal ungefirbt. Keine Reaktion fiir den Wachstumsfaktor konnte an kleinen Gefdafen
festgestellt werden. Vereinzelte glatte Muskelzellen in der Lamina propria, sowie glatte Muskel-
zellen der Muskularis Mukosae enthielten kein Antigen. Die Submukosa war nicht gekennzeich-
net. Einige in ihr enthaltene Brunner Driisen zeigten zum Teil eine schwach positive Reaktion

fiir das TGF o Antigen. Eine detaillierte Auflistung der Ergebnisse zeigt die Tabelle 19.

Tabelle 19:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit TGF a an

Biopsien des Duodenums, n = 3

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungeférbt | Firbeintensitit
+ - e
Epithelzellen 1 1 1
Becherzellen 2 1
Krypten 1 2
Basalmembran 2 1
Lamina propria 1 1 1
Gefille 2 1
Muskulatur 2 1
Submukosa 1 2
Brunner” Driisen 1 1 1
3.2.1.4 Kolon

Am Kolon enthielt das Oberflichenepithel der Krypten iiberwiegend TGF a positives Material.

Becherzellen stellten sich nicht dar. Die Basalmembranen waren nicht mit TGF o markiert.
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Weitgehend ohne Kennzeichnung waren Zellen und Fasern der Lamina propia. Keine Reaktion

konnte an Gefdflen und glatten Muskelzellen beobachtet werden. Siehe hierfiir Tabelle 20.

Tabelle 20:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit TGF o an

Biopsien des Kolons, n =4

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefirbt | Firbeintensitit
+ ++ e
Epithelzellen 1 1 2
Becherzellen 1 2 1
Basalmembran 2 2
Lamina propria 1 2 1
Gefile 2 2
Muskulatur 1 3

3.2.2 Ulzerationen

3.2.2.1 Ulcus ventriculi

Beim Ulcus ventriculi zeigten sich bei fast allen Schnitten sowohl in den Randbereichen als auch
am Ulkusgrund deutliche Immunreaktivitdt fiir das TGF o Antigens. Auch in der Detrituszone
konnte dieses Féarbeverhalten beobachtet werden, wie Abbildung 2 verdeutlicht. Das einschichti-
ge Epithel der Foveolae enthielt bis auf eine Ausnahme immunreaktives Material, das tief gele-
gene Kryptenepithel war deutlich eingeférbt, wie in Abbildung 3 zu sehen. Die das Epithel mit
dem Bindegewebe verbindenen Basalmembranen zeigten in einem Fall basalwérts eine positive
Reaktion. An der Lamina propria konnte man kein einheitliches Féarbeverhalten feststellen, teil-
weise war sie schwach markiert. In gleicher Weise présentierten sich einzelne Kollagenfaser-
biindel. Kleine Kapillaren enthielten kein TGF o positives Material. Fiir die Analyse der Befun-
de sieche Tabelle 21.
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Tabelle 21:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit TGF a an

Biopsien von Magenulzera, n =7

Gewebestruktur Struktur fehlend [ungefirbt | Férbeintensitét
+ ++ +++

Ulkus Rand 3 1 3

Ulkus Grund 2 1 1 3

Nekrosezone 4 1 1 1

Epithel 2 1 3 1

Driisen 5 1 1

Basalmembran 4 2 1

Lamina propria 2 2 3

Gefile 4 3

Muskulatur 7

Kollagen 5 1 1
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Abbildung 2: TGF a Farbung des Grundes eines Ulcus ventriculi. Nachweis von TGF a

in der Nekrosezone. Vergroferung 25-fach.

Abbildung 3: TGF a Farbung eines préipylorischen Ulcusrandes. Driisen und Bindege-

webe enthalten positives Material. VergroBerung 25-fach.
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3.2.2.2 Ulcus duodeni

Der Ulkusrand des Ulcus duodeni war einmal nicht und einmal deutlich mit TGF o angeférbt.
Die nekrotischen Zellen, Fibrinausschwitzungen und Granulozyteninfiltrationen der Detrituszone
zeigten ein diffuse Verteilung von immunoreaktivem Material. Am villsen Oberfldchenepithel
konnte zum Teil eine positive Markierung des Antigens festgestellt werden. Mit TGF o positi-
vem Material waren Becherzellen und die tief gelegenen Zellen der Lieberkiihnschen Driisen
markiert. Basalmembranen und weitere Strukturen der Bindegewebsschicht mit ihren Gefidl3en,
sowie die Muskularis Mukosae enthielten das Antigen nicht. Die tief gelegene Schicht der Sub-
mukosa und die dort gelegenen Brunnerschen Driisen war auf diesen Gewebeschnitten bei der
Anfarbung von TGF a nicht vorhanden. Eine genaue Analyse der Ergebnisse zeigt die Tabelle

22.

Tabelle 22:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit TGF o an

Biopsien von Duodenalulzera, n =3

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefarbt | Féarbeintensitét
+ ++ +++

Ulkus Rand 1 1 1

Nekrosezone 1 2

Epithel 1 1 1

Becherzellen 2 1

Krypten 2 1

Basalmembran 2 1

Lamina propria 2 1

Gefille 1 2

Muskulatur 2 1

Kollagen 3

Submukosa 3

Brunner Driisen 3
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3.2.2.3 Narbe

Am Randbereich der Narbe der abgeheilten Ulzera ventriculi wurde keine Immunreaktivitét fiir
TGF o beobachtet. Einzelne Kollagenfaserbiindel erschienen weitgehend nicht oder nur diffus
und schwach markiert. Das Epithel der Foveolae und der Driisen zeigte bei den Ulkusnarben ein
zur normalen Magenschleimhaut und zur Mukosa der floriden Ulzera ventriculi vollig identi-
sches Firbemuster. Eine Ubereinstimmung im Firbeverhalten wurde ebenso bei der Lamina

propria, Kapillaren und glatten Muskelzellen beobachtet, siche auch Tabelle 23.

Tabelle 23:  Semiquantitative Auswertug der immunhistochemischen Farbung mit TGF a an

Biopsien vernarbter Magenulzera, n =3

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit
+ ++ bt

Cicatrix - Rand 1 2

Kollagen 2 1

Epithel 1 2

Driisen 3

Basalmembran 1 2

Lamina propria 2 1

Gefille 1 2

Muskulatur 3
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3.3. PDGF
3.3.1 Normaler Gastrointestinaltrakt
3.3.1.1 Osophagus

Die Epithelzellen des mehrschichtigen Plattenepithels bringen deutlich immunreaktives Material
zum Vorschein, wobei eine Betonung der suprabasalen Zellen und der Papillen beobachtet wer-
den konnte, wie Abbildung 4 verdeutlicht. Die epitheliale Basalmembran zeigte kein einheitli-
ches Firbeverhalten. Eine Osophagusbiopsie enthielt tieferes Gewebe. Das ungefirbte lockere
Bindegewebe der Lamina propria enthielt markierte Gefdfle. Die Muscularis Mucosae war mit
Antikorpern gegen PDGF angefarbt. Eine genaue Auflistung der erfassten und gefiarbten Areale
zeigt die Tabelle 24.

Tabelle 24:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit PDGF an

Osophagusbiopsien, n = 5

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungeférbt |Farbeintensitit

+ ++ +++
Epithelzellen 1 4
Papillen 3 2
Basalmembran 1 2 1 1
Lamina propria 3 2
Gefille 3 1 1
Muskulatur 4 1
Kollagen 5
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Abbildung 4: PDGF Firbung am gesunden Osophagus. Deutliche Markierung des Epi-
thels mit Betonung der Papillen, sowie Anfirbung der Basalmembran und der Gefd3e der Lami-

na propria. Vergroflerung 25-fach.

3.3.1.2 Magen

Am Magen enthielten die Epithelzellen der in die Magendriisen ziehenden Foveolae deutlich
gekennzeichnetes PDGF positives Material bei apikaler Betonung, wie die Abbildung 5 zeigt.
Die meist gefiarbten Driisenzellen wiesen sowohl basal als auch zum Lumen hin eine stéirkere
Kennzeichnung auf. Die zwischen den Epithel- und Driisenzellen und dem Bindegewebe der
Lamina propria gelegene Schicht der Basalmembran stellte sich iiberwiegend nicht oder nur, wie
bei einem Patienten, diskontinuierlich dar. Kein immunreaktives Material brachte das Bindege-
webe der Lamina propria zum Vorschein. Eine Einféarbung der kleinen Geféf3e konnte festgestellt
werden. Die Zellen der Muscularis Mucosae enthielten das PDGF Antigen. Uber die Untersu-

chungsergebnisse im einzelnen gibt die Tabelle 25 Auskuntft.
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Tabelle 25 : Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit PDGF an

Magenbiopsien, n = 4

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit

+ ++ ot
Epithelzellen 2 2
Drisen 1 1 1 1
Basalmembran 3 1
Lamina propria 4
Gefille 2 2
Muskulatur 2 2

Abbildung 5: PDGF Firbung normaler Magenmukosa. Markierung mit diesem Wachs-
tumsfaktor an Epithel, Basalmembran, Gefilen und glatter Muskulatur. VergroBerung 25-fach.
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3.3.1.3 Duodenum

Am Duodenum war das hochprismatische Epithel entlang der Zotten stark mit Antikérpern ge-
gen PDGF angefirbt, wie in Abbildung 6 verdeutlicht wird. Die apikalen Bereiche der Saumzel-
len schienen betont. Immunreaktives Material brachten die Becherzellen zum Vorschein. Das
Epithel der tiefer gelegenen Krypten zeigte deutliche Immunfiarbung mit PDGF. Die Basal-
membranen blieben weitgehend ungefarbt. Zum iiberwiegenden Teil frei von PDGF oder nur
diffus positiv schien das lockermaschige Bindegewebe der Lamina propria zu sein. Seine in ihm
verlaufenden Gefdfle und seine vereinzelten glatten Muskelzellen waren deutlich mit Antikor-
pern gegen diesen Wachstumsfaktor markiert. Eine Einfiarbung der Muscularis Mucosae wurde
festgestellt. An den tiefen Schichten der Submukosa und an den dortigen Brunnerschen Driisen
konnte eine diffuse Anfiarbung mit PDGF- positivem Material beobachtet werden. Eine genaue

Analyse der gefarbten Strukturen liefert die Tabelle 26.

Tabelle 26:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit PDGF an

Biopsien des Duodenums, n =2

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefirbt | Firbeintensitit

+ - e
Epithelzellen 1 2 3
Becherzellen 1 2 2 1
Krypten 3 1 2
Basalmembran 5 1
Lamina propria 5 1
Gefile 1 3 2
Muskulatur 2 1 2 1
Submukosa 4 1 1
Brunner” Driisen 3 1 2
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Abbildung 6: PDGF Férbung gesunder Duodenalschleimhaut. Epithel und Kapillaren

enthalten positives Material. VergroBBerung 40-fach.

3.3.1.4 Kolon

Das Kolon prisentierte die Epithelzellen seiner dicht nebeneinanderstehenden geraden tubuldren
Driisen deutlich mit PDGF reaktivem und vor allem basal markiertem Material. Die subepithelia-
le Basalmembran enthielt kein Antigen. Weitgehend ungefarbt oder nur diffus positiv war die
Lamina propria. Keine Kennzeichnung wurde an den Kapillaren festgestellt. Die glatten Zellen
der Muskularis Mukosae zeigten, daf3 sie deutlich PDGF positives Material enthalten. Siehe hier-
fiir Tabelle 27.
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Tabelle 27:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit PDGF an

Biopsien des Kolons, n=5

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit

+ ++ e
Epithelzellen 3 2
Becherzellen 4 1
Basalmembran 3 2
Lamina propria 4 1
Gefille 5
Muskulatur 2 2 1

3.3.2 Ulzerationen

3.3.2.1 Ulcus ventriculi

Die floriden Geschwiire des Magens enthielten sowohl am Ulkusrand als auch am Ulkusgrund
deutlich PDGF positives Material. Die Detrituszone mit ihrer Fibrinausschwitzung, ihrem Gra-
nulozyteninfiltrationen und nekrotischem Zellschrott lie eine diffus positive Einfarbung zum
Vorschein bringen, wie in Abbildung 7 zu sehen. Das Epithel der Foveolae war stark mit Anti-
korpern gegen den Wachstumsfaktor gekennzeichnet. Die Epithelzellen der tiefer gelegenen tu-
buldren Magendriisen dagegen etwas weniger deutlich angefarbt. Keine Reaktion wurde an den
Basalmembranen beobachtet. Die Lamina propria und kleinere Gefial3e zeigten ein der normalen
Magenmukosa vollig identisches Farbemuster. Ein vereinzeltes Kollagenfaserbiindel zeigte eine
positive Reaktion fiir PDGF. Die bei den Magengeschwiiren entnommenen Gewebeproben er-
reichten die Tiefe der Muskularis Mukosae nicht. Eine genaue Auflistung der Ergebnisse zeigt

die Tabelle 28.
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Tabelle 28:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit PDGF an

Biopsien von Magenulzera, n =7

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit

+ ++ e
Ulkus Rand 3 1 3
Ulkus Grund 4 1 1 1
Nekrosezone 4 1 1 1
Epithel 1 2 4
Driisen 3 1 1 2
Basalmembran 1 6
Lamina propria 2 4 1
Gefille 4 1 2
Muskulatur 7
Kollagen 6 1

Abbildung 7: PDGEF Firbung eines Ulcus ventriculi. PDGF Vorkommen im Ulkusgrund

an Detritus und Entziindungszellen sowie in Fibrin und Kapillaren. Vergroflerung 25-fach.
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3.3.2.2 Ulcus duodeni

Die Ulzera duodeni enthielten im Randbereich PDGF positives Material. In der Fibrin, Throm-
bozyten und Zelltriimmer enthaltenden Nekrosezone wurde eine zum Teil sehr starke Immunre-
aktivitit fir PDGF verzeichnet. Die epitheliale Zellinie der duodenalen Villi zeigte eine deutli-
che Kennzeichnung mit dem Wachstumsfaktor, wobei sich die Zellkerne nicht darstellten. Die
tiefer gelegenen Epithelzellen der duodenalen Krypten waren ebenso mit Antikdrpern gegen
PDGF angefirbt wie die das Epithel mit dem Bindegewebe verbindenden Basalmembranen, de-
ren Farbemuster jedoch diskontinuierlich war und Unterbrechungen zeigte (siehe Abbildung 8).
Gegeniiber der Lamina propria, ihren Kapillaren und den glatten Muskelzellen der Muscularis
Mucosae gab es keine Abweichungen zum schon beschriebenen Firbeverhalten im iibrigen
Gastrointestinaltrakt. Ein Kollagenfaserbiindel brachte deutlich immunreaktives Material zum
Vorschein. Die unter der Muscularis Mucosae gelegene tiefe Schicht der Submucosa mit ihren

Brunnerschen Driisen blieb PDGF gegeniiber ungefarbt. Siehe Tabelle 29.

Tabelle 29:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit PDGF an

Biopsien von Duodenalulzera, n = 3

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit

+ ++ ot
Ulkus Rand 1 2
Nekrosezone 1 1 1
Epithel 1 1 1
Becherzellen 2 1
Krypten 2 1
Basalmembran 1 2
Lamina propria 1 1 1
Gefille 1 1 1
Muskulatur 2 1
Kollagen 2 1
Submukosa 2 1
Brunner Driisen 2 1
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Abbildung 8: PDGF Firbung eines Ulcus duodeni. Anfarbung des Oberfldchenepithels

mit Basalmembran, sowie der Kapillaren. VergroBerung 25-fach.

3.3.2.3 Narbe

Die vernarbten Ulzera des Magens enthielten in ihren zell- und kapillararmen Bindegewebe
PDGF positives Material. Vereinzelte Kollagenfaserbiindel waren mit Antikorpern gegen den
Wachstumsfaktor gekennzeichnet. Das foveolare Epithel farbte sich stark, am tiefer liegenden
Kryptenepithel konnte man weniger immunoreaktives Material beobachten. Die Basalmembra-
nen waren nicht mit Antikérpern gegen bFGF markiert. Die Bindegewebsstrukturen der Lamina
propria, ihre kleinen Gefdfle und die glatten Muskelzellen der Muscularis Mucosae wiesen ein

der normalen Magenschleimhaut identisches Farbemuster auf. Siehe hierfiir Tabelle 30.
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Tabelle 30:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit PDGF an

Biopsien vernarbter Magenulzera, n =3

Gewebestruktur Struktur fehlend [ungefirbt | Féarbeintensitét

+ ++ +++
Cicatrix - Rand 2 1
Kollagen 2 1
Epithel 1 2
Driisen 2 1
Basalmembran 1 2
Lamina propria 1 2
Gefile 1 1 1
Muskulatur 2 1
34 DbFGF

3.4.1 Normaler Gastrointestinaltrakt

3.4.1.1 Osophagus

Die Zellen des mehrschichtigen Plattenepithels der Speiserohre waren durchgehend mit Antikor-
pern gegen bFGF angefirbt. Die Intensitidt nahm von den flachen Zellen der oberflachlichen La-
gen zum mittleren Drittel des Epithels hin zu und war bei den suprabasalen Epithelzellen am
stiarksten. Eine starke Markierung zeigte die epitheliale Basalmembran, wie in Abbildung 9 ver-
deutlicht wird. Das Gewebe der Lamina propria unter der Basalmembran zeigte eine diffuse und
schwicher werdende Immunreaktivitit. Eine deutliche Kennzeichnung wurde an den kleinen
Blutgefdlen der Bindegewebsschicht beobachtet. Die Muscularis Mucosae, welche lange glatte
Muskelfasern und diinnes elastisches Netzwerk umfaf3t, war stark mit Antikérpern gegen bFGF

angefarbt. Eine genaue Auflistung der erfassten und gefarbten Areale zeigt die Tabelle 31.
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Tabelle 31:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit bFGF an

Osophagusbiopsien, n =6

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit

+ ++ e
Epithelzellen 2 2 2
Papillen 3 3
Basalmembran 3 2 1
Lamina propria 4 1 1
Gefille 4 2
Muskulatur 4 2
Kollagen 6

Abbildung 9: bFGF Firbung an gesunder Osophagusmukosa. Anfirbung des Plattene-

pithels und der Basalmembranen. Vergroferung 25-fach.
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3.4.1.2 Magen

Am Magen zeigten die Zellen des hochprismatischen Oberflichenepithels, welche die gastralen
Gruben auskleiden, im apikalen Gebiet unter dem Schleim eine deutliche und im unteren Anteil
eine schwichere Anfarbung. Dieses Farbemuster setzte sich an den tiefer gelegenen Driisenzel-
len fort. Die epitheliale Basalmembran zeigte eine stark positive Reaktion fiir bFGF, wihrend im
Gegensatz dazu die der gastralen Driisen eine unterbrochene und schwache Anfiarbung aufwie-
sen. Die Lamina propria enthielt ein diffuses Maschenwerk positiv gekennzeichneter Mikro-
fibrillen quer durch das Stroma, wie in Abbildung 10 verdeutlicht wird. GefaBstrukturen zeigten
eine deutliche Immunreaktivitit. Die Muscularis Mucosae wies eine stark positive Anfarbung fiir

bFGF auf. Uber die Untersuchungsergebnisse im einzelnen gibt die Tabelle 32 Auskunft.

Tabelle 32 :  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit bFGF an

Magenbiopsien, n = 8

Gewebestruktur Struktur fehlend [ungefirbt | Férbeintensitét

+ ++ +++
Epithelzellen 4 1 1 2
Driisen 3 1 1 3
Basalmembran 3 3 2
Lamina propria 4 3 1
Gefille 5 3
Muskulatur 3 1 2 2
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Abbildung 10: bFGF Firbung von gesunder Magenmukosa. Das Epithel ist positiv und
das Bindegewebe ist diffus markiert. Vergroerung 40-fach.

3.4.1.3 Duodenum

Die epitheliale Zellinie der duodenalen Villi war deutlich mit bFGF- reaktivem Material gekenn-
zeichnet, wobei eine apikale Betonung der Zellen festgestellt werden konnte. Die epithelialen
Basalmembranen wiesen eine starke Immunreaktivitdt fiir das Antigen auf. Die Verteilung war
zum Teil diskontinuierlich und die Anfarbung nahm ab oder verschwand in den Basalmembra-
nen der Lieberkiihnschen Krypten. Die Zellen der Glandulae intestinales zeigten, dal} sie weniger
Antigen enthalten. Die Lamina propria brachte diffuses immunoreaktives Material zum Vor-
schein. Die Kapillaren im Bindegewebe waren deutlich positiv gekennzeichnet. Wie in Abbil-
dung 11 zu sehen zeigten die glatten Muskelzellen der Muskularis Mucosae ebenfalls eine starke
positive Reaktion fiir bFGF. In den Brunnerschen Driisen war eine schwache zytoplasmatische

Reaktion zu beobachten. Die Submukosa enthielt keine bFGF- Antigene. Siche Tabelle 33.
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Tabelle 33:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit bFGF an

Biopsien des Duodenums, n =7

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefdrbt |Firbeintensitit

+ ++ ot
Epithelzellen 2 4 1
Becherzellen 1 4 1 1
Krypten 1 1 1 2 2
Basalmembran 1 2 1 3
Lamina propria 5 2
Gefille 2 4 1
Muskulatur 2 1 3 1
Submukosa 4 3
Brunner” Drisen 4 3

Abbildung 11: bFGF Férbung normaler Duodenalschleimhaut. Reaktives Material zeigt
sich in Epithel, apikalen Krypten, Basalmembran und in der Muskularis Mukosae. VergroBBerung

25-fach.
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3.4.1.4 Colon

Im Colon enthielten die Saumzellen des einschichtigen Oberfldchenepithels bei apikaler Beto-
nung deutlich immunoreaktives Material. Zur Tiefe der langen unverzweigten Driisen hin nahm
die Fiarbeintensitdt ab. Diesem Fiarbemuster folgte die Kennzeichnung der epithelialen Basal-
membranen, an denen sich das Antigen diskontinuierlich und mit Unterbrechungen immunreak-
tiv darstellen liel (sieche Abbildung 12). Die Becherzellen erschienen negativ fiir bFGF. Diffus
und schwach positiv markiert waren die Zellen und Fasern des lockeren Bindegewebes der La-
mina propria. Die kleinen Gefdlle und die glatten Muskelzellen der Muskularis Mucosae brach-

ten viel immunoreaktives Material zum Vorschein. Siehe Tabelle 34.

Tabelle 34:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Fiarbung mit bFGF an

Biopsien des Kolons, n=9

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefirbt | Firbeintensitit

+ - e
Epithelzellen 2 1 4 2
Becherzellen 3 5 1
Basalmembran 1 3 2 2 1
Lamina propria 6 1 2
Gefile 6 2 1
Muskulatur 2 5 2
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Abbildung 12: bFGF Férbung an gesunder Kolonschleimhaut. Deutlich angeférbt sind das
Epithel, Abschnitte der Basalmembran und Gefidfle. VergroBerung 25-fach.

3.4.2 Ulzerationen

34.2.1 Ulcus ventriculi

Am Magen waren die Randgebiete der Ulzerationen bei vier Biopsien nicht und bei zwei Biop-
sien schwach mit bFGF- positivem Material gekennzeichnet. An der Granulationsgewebszone
des Ulkusgrundes konnten wir eine Immunreaktivitit nachweisen, in einem Fall war sie diffus.
Der nekrotische Zellschutt im Bereich der Detrituszone zeigte zweimal keine und einmal eine
schwache Anfarbung (siehe Abbildung 13). Das foveolare Epithel und die tiefen tubulidren Ein-
zeldriisen wiesen iiberwiegend eine deutliche Anfarbung fiir bFGF auf. Die Basalmembranen
waren in diesen Bereichen meist ungefarbt. Bei der Lamina propria, den Gefdllen und der Mus-
kulatur lieBen sich die von der normalen Magenschleimhaut bekannten Reaktionen beobachten.
In einer Biopsie zeigte sich ein Kollagenfaserbiindel, welches sich mit Antikdrpern gegen bFGF

anfarbte. Eine genaue Analyse der gefarbten Areale zeigt die Tabelle 35.
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Tabelle 35:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Fiarbung mit bFGF an

Biopsien von Magenulzera, n =7

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefarbt | Féarbeintensitét
+ ++ +++

Ulkus Rand 1 4 2

Ulkus Grund 4 2 1
Nekrosezone 4 2 1

Epithel 1 1 3 2
Driisen 4 1 1 1
Basalmembran 2 4 1
Lamina propria 3 3 1

Gefille 3 2 2
Muskulatur 6 1
Kollagen 6 1

Abbildung 13: bFGF Firbung eines Ulcus ventriculi. Im Randbereich des Ulkus zeigen
sich Anfarbungen von Epithel, Nekrose, Foveolae und Gefiflen des Bindegewebes. Vergrofle-

rung 25-fach.
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3.4.2.2 Ulcus duodeni

Die Randbereiche der Duodenalulzera zeigten einmal eine schwache und einmal keine Anfar-
bung fiir bFGF. Eine deutliche Immunreaktivitit wies die fibrinoide Nekrosezone auf. Die Epi-
thelzellen der Villi enthielten viel bFGF- reaktives Material. An den Zotten waren die Basal-
membranen bei einer Biopsie partiell stark gekennzeichnet. Die subepithelialen Strukturen, wel-
che neben der Lamina propria auch Gefdlle, Muskelzellen der Muscularis Mucosae und einzelne
Kollagenfasern enthalten, zeigten ein der normalen Duodenalmukosa identisches Farbemuster.
Submukosa und Brunnersche Driisen férbten sich nicht mit Antikorpern gegen bFGF an. Fiir die

Auflistung der Befunde siehe auch Tabelle 36.

Tabelle 36:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit bFGF an

Biopsien von Duodenalulzera, n = 3

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefirbt | Firbeintensitit

+ - e
Ulkus Rand 1 1 1
Nekrosezone 1 1 1
Epithel 1 2
Becherzellen 2 1
Krypten 2 1
Basalmembran 2 1
Lamina propria 1 1 1
Gefile 2 1
Muskulatur 2 1
Kollagen 2 1
Submukosa 2 1
Brunner Driisen 2 1




Seite 52

3.4.2.3 Narbe

Die vernarbten Ulzera ventriculi zeigten in ihren Randbereich am Ubergang zum normalen Ge-
webe, daf} ihr faserreiches Bindegewebe bFGF positives Material enthélt. An Kollagenfasern war
keine Einfarbung festzustellen. Das foveale Epithel und die tiefen Driisenzellen zeigten mit ihren
Basalmembranen eine lumenwirts verstirkte Markierung. Lamina propria, Kapillaren und glatte
Muskelzellen hatten zu dem im {ibrigen Gastrointestinaltrakt beobachteten ein identisches Far-

bemuster. Siehe Tabelle 37.

Tabelle 37:  Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit bFGF an

Biopsien vernarbter Magenulzera, n =3

Gewebestruktur Struktur fehlend |ungefarbt | Féarbeintensitét
+ ++ +++
Cicatrix - Rand 3
Kollagen 2 1
Epithel 2 1
Driisen 1 2
Basalmembran 1 1 1
Lamina propria 1 2
Gefile 1 1 1
Muskulatur 2 1
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4. Diskussion

41 EGF

1992 untersuchte Jankowski et al gesunde menschliche Schleimhaut der Speiser6hre immun-
histochemisch nach Schockfrostung. Er fand Positivitit fiir EGF als zytoplasmatisches Firbe-
muster fast im gesamten Papillenepithel. Gefarbt waren sowohl die Zellen der squamdsen
Osophagusmukosa, als auch das Kapillarendothel in der Nihe der Basalzellen der Papillen®*. Wir
konnen diese Ergebnisse bestitigen, jedoch zeigte sich bei unseren Untersuchungen das Osopha-
gusepithel nur im Bereich der Papillen positiv. Im Gegensatz zu TGFa, welches in sidmtlichen
Oberfliachenepithelzellen des menschlichen Magen-Darm-Traktes immunhistochemisch nach-
weisbar ist, und auch dort gebildet wirdzz, findet sich EGF bei unseren Untersuchungen nur sehr
diskret in den oberflichlichen Epithelschichten der Magenschleimhaut, aber deutlich in den
Krypten des Duodenums. In der Kolonschleimhaut war EGF bei uns ebenfalls stark positiv in
den oberflichlichen Epithelzellen nachweisbar. Unsere Ergebnisse bestétigen die von Thomas et
al 1992 nachgewiesenen Verteilungsmuster fiir EGF. Dieser wies EGF an menschlicher Mu-
kosa im Magen an der Lumenoberfldche und in den Foveolae, am Duodenum im villosen Epithel
und im Kolon im oberen Drittel der Krypten nach. Seine Proben waren formalinfixiert und in
Paraffin eingebettet. Die Brunnerschen Driisen waren bei unseren EGF Féarbungen in den Biop-
sien nicht vorhanden. Interessanterweise wird EGF in den Speicheldriisen und in den Brunner-
schen Driisen gebildet® und findet sich im Magensaft angereichert. Das heiBt, man muB davon
ausgehen, dal3 die oberflichlichen Epithelzellen EGF vom Lumen her aufnehmen und nicht
selbst EGF in groBeren Mengen bilden. Im Verdauungstrakt wird EGF in groleren Mengen in
den Brunnerschen Driisen und in den Speicheldriisen und im Pankreas nachgewiesen®®!"!#37-3%
es wird dort in den Tubuluszellen gespeichert und im Rahmen der Sekretion von Speichel und
Pankreassaft in das Verdauungssystem abgegeben. Derzeit besteht Ubereinstimmung, dass die
im Magen gefundenen Mengen an EGF hauptsichlich aus der Speichelsekretion stammen®’~**-
EGF wird immunhistochemisch in oberflichlichen Epithelzellen des Osophagus und Magen
nachgewiesen, aber es ist derzeit noch nicht klar, ob es lokal in der Mukosa produziert wird oder
aus dem Lumen absorbiert wird'®'*?’. 1989 gelang Beauchamp et al der Nachweis von EGF
mRNA bei menschlicher Magenschleimhaut nicht. Da er jedoch Patienten mit benignen Ulzera
und Magentumore untersuchte, erachtete er dieses Ergebnis als nicht représentativ flir normale

menschliche Magenmukosa. Der Nachweis gelang bei gesunder Magenschleimhaut vom Hund®.

Nur mit Hilfe der PCR- Methode ldsst sich in Magenbiopsien mRNA nachweisen. Nachdem
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keine nennenswerte mRNA von EGF in Schleimhautproben des Magens nachgewiesen werden
konnte?' stammt das immunhistochemisch nachweisbare EGF vorwiegend aus dem Speichel®.
1994 erarbeitete Nishihara et al quantitative Daten der Bindungslevel bei Miusen in vivo mittels
der Ganzkorperradiographie. Der Bindungsnachweis von EGF an EGF-R gelang in geringen
Mengen in Magendriisen, Magensaft, Diinndarm, Pankreasgewebe, Pankreassaft und im Dick-
darm, jedoch nicht in den Anteilen des Magens, welche keine Driisenstrukturen aufweisen®'.

Whrigt et al** wiesen nach, dass die Ulzerationen des Epithels im gesamten Verdauungstrakt die
Entwicklung einer neuen Zellinie aus den Stammzellen induziert und dass diese Zellinie ver-
mehrt EGF enthilt und sezerniert. Man nimmt an, dass eine der Funktionen von EGF darin be-
steht die lokale Regeneration von Schleimhautzellen am Ulkusrand sowie die Ulkusheilung zu
fordern. Der Nachweis spezifischer EGF Rezeptoren in basolateralen und apikalen Membranen
Zellen der Proliferationszonen des Gastrointestinaltraktes zeigt, dass diese Zellen moglicherwei-
se Zielzellen der restitutions- und proliferationsstimulierenden Wirkung von EGF darstellen®.
1996 untersuchte Konturek et al immunhistologisch die Expression von EGF an Ratten nach
Induktion eines Magenulkuses durch Essigsdure. Diese war in normaler Magenmukosa schwach,
fiel nach Ulkusinduktion kurzfristig ab, anschlieend kam es zu einem vorriibergehenden, weni-
ge Tage anhaltenden Anstieg am Ulkusrand, wo die Entdifferenzierung der Zellen entlang der

Magendriisen stattfindet*. Wir konnten das Vorkommen von EGF im Ulkusrandbereich bestiiti-

gen.

42 TGFa

In der vorliegenden Arbeit wurde an Gefrierschnitten TGFa in den Epithelzellen des Osophagus,
Magens, Duodenums und Kolons nachgewiesen. Das Maximum der Firbeintensitit fand sich in
den apikalen Abschnitten der Epithelzellen. Dies deckt sich mit der Arbeit von Thomas et al von
1992, der damals am Paraffinschnitt TGFo ubiquitir in Epithelzellen nachwies®”. Im Gegensatz
zur Arbeit von Thomas arbeiteten wir an Gefrierschnitten, das heiit, wir haben versucht mit die-
sem Nachweisverfahren noch gezielter TGFa Reaktivitdt im Gastrointestinaltrakt nachzuweisen.
Ebenso wie Thomas konnten wir zeigen, dass die TGFo Reaktivitit besonders Oberflichene-
pithel, nicht jedoch in den Krypten des Duodenums und Kolons nachweisbar war. Im Gegensatz
zu Thomas konnten wir eine zusitzliche Immunoreaktivitit im Bereich der Basalmembranen von
Osophagus und Duodenum nachweisen. AuBerdem fand sich eine diffuse Immunoreaktivitit fiir

TGFa in der Lamina propria und in den Brunnerschen Driisen. In der Submukosa fand sich kein
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TGFa- positives Material. Die Befunde decken sich mit den von Konturek und Ernst 1996 im
Rattenmagen nachgewiesenen Verteilungsmuster fiir TGFo, welches einen abnehmenden Gra-
dienten fiir TGFo von der Lumenoberfliche zur Basis der Magendriisen aufwies”. Die Bildung
des TGFa findet nach einer Untersuchung von Beauchamp im oberflichlichem Epithel der
Schleimhaut statt. Diese Arbeitsgruppe konnte 1989 an tierischer und menschlicher Magen-
schleimhaut mittels der Northern Blot- Methode TGFo. mRNA nachweisen. In der Submukosa
fand sich keine mRNA Aktivitit. Im Bereich des Magens gibt es unterschiedliche Expressions-
muster von TGFa, welche allein vom Zelltyp abhidngen. So konnte gezeigt werden, dass zum
Beispiel Parietalzellen eine im Vergleich zu Hauptzellen vermehrte Expression von TGFa auf-
weisen”. Auch die ultrastrukturelle Analyse fir TGFo Verteilung mit Hilfe der Immunelektro-
nenmikroskopie konnte zeigen, dass dieser Wachstumsfaktor vor allem in den oberfldchlichen
Epithelzellen vorhanden ist*.

TGFa war sowohl am Ulkusrand als auch im Ulkusgrund des Magens und in der gastralen
Nekrosezone deutlich vorhanden.

Dies deckt sich mit den Untersuchungen von Shingo Tsuji von 1995, der in fortgeschrittenen
Ulkusstadien einen deutlichen Anstieg von TGFa gegeniiber geringeren TGFa Level bei aktiven
Ulkusstadien beschrieb. Er fand heraus, dass die Intensitét der Farbung fiir TGFa am Ulkusrand
niedriger ist als in der normalen Magenmukosa und dass die TGFo Immunreaktivitdt im Verlauf
der Ulkusheilung nach dem Epithelschlu3 und einer Abnahme der S-Phase Zellen konstant

bleibt **. Bei unseren Ergebnissen fanden wir eine schwichere Firbung im Bereich des Ulkus-
randes des Duodenalulkus. Das Duodenalulkus wies auch in der Nekrosezone eine etwas schwi-
chere Anfarbarkeit fiir TGFa auf. Der Randbereich der Magenulkusnarbe zeigte keine Anférbar-
keit, wihrend Kollagenfasern hier schwache Anférbarkeit zeigten.

Konturek und Ernst fanden 1996 mittels immunhistochemischer Untersuchungen an formalinfi-
xierten Biopsien von Ratten an normaler Magenschleimhaut und an Magenschleimhaut nach
Stressexposition, dass es zu einem Expressionsanstieg von TGFa zwolf Stunden nach Stressex-
position in der gesamten Magenmukosa kommt, speziell aber im Oberflichenepithel*.

In einer anderen Untersuchung selbigen Jahrganges untersuchte Konturek et al immunhistolo-
gisch normale und ulzerierte Magenmukosa von Ratten auf TGFa Expression. Hierbei fand man
in normaler Schleimhaut eine deutliche TGFa Expression, welche nach Ulkusinduktion nach

kurzfristigem Abfall vorriibergehend einige Tage lang unter vielfachem Expressionsanstieg an-

hielt®.



Seite 56

Als wesentliche Unterschiede gegeniiber ulzerierter Schleimhaut im Magen gegeniiber der nor-
malen Magenmukosa zeigte sich bei unserer Untersuchung eine schwichere Farbung oberflich-
licher Epithelialzellen sowie eine Anfarbarkeit der Basalmembran beim Magenulkus.

Das Duodenalulkus wies an den oberflachlichen Epithelzellen kein verdndertes Farbeverhalten
auf, jedoch zeigten sich die Becherzellen und die Krypten am Ulkus im Gegensatz zur normalen
Duodenalmukosa schwach angefarbt, wihrend sich die Basalmembranen ebenso wie der Magen-
ulkusnarbenbereich nicht angefarbt zeigte. Der Magenulkusnarbenbereich zeigte eine schwache
Férbbarkeit bei den benachtbarten Epithelzellen und im Driisenbereich.

Wesentliche Unterschiede der ulzerierten zur normalen Mukosa zeigten sich sowohl fiir den Ma-
gen als auch den Duodenalbereich oder der Narbe beziiglich der Lamina propria nicht.

Die Submukosa war bei den ulzerierten Biopsien nicht vorhanden, so dass hierzu keine Aussa-

gen moglich sind.

43 PDGF

PDGF ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fiir die Stimulation der Wundheilung des Bindegewe-
bes ***7. Unser Wissen iiber PDGF kommt von in vitro Studien an verschiedenen Zelltypen, wel-
che wichtig fiir die Wundheilung sind, von Untersuchungen zur Expression von PDGF und
PDGF- Rezeptoren wihrend des Heilungsprozesses von Wunden und von Studien nach exogener
Zugabe von PDGF auf heilende Wunden. In vitro Studien haben gezeigt, dass PDGF ein poten-
tes Mitogen fiir Bindegewebszellen darstellt und chemotaktisch auf Fibroblasten ** und glatte
Muskelzellen *°, Neutrophile und Makrophagen wirkt **>"*2. Auf die Bedeutung von PDGF bei
der Wundheilung im Gastrointestinaltrakt weisen auch unsere immunhistochemischen Lokalisa-
tionen von PDGF im Ulkusgrund hin. Hier werden Bindegewebszellen und Entziindungszellen
durch das Vorhandensein des PDGFs chemotaktisch angelockt. AuBlerdem stimuliert PDGF
Makrophagen zu aktivierten Makrophagen, welche dann wieder Wachstumsfaktoren produzie-
ren, welche fiir verschiedene Effekte der Wundheilung von Bedeutung sind. Zusétzlich zur
Chemotaxis und Proliferation von Zellen wirkt PDGF (neben TGF B) stimulierend auf die Pro-
duktion von Fibronektin >* und Hyaluronsdure **. Fibronektin wurde von unserer Arbeitsgruppe
ebenfalls im Ulkusgrund nachgewiesen *. Weiterhin wird PDGF im AbheilungsprozeB wichtig
bei der Kontraktion von Kollagenfibrillen ***’. Im Bereich der Ulkusnarbe haben wir an geheil-
ten Magenulzerationen ebenfalls PDGF im Bereich der Narbe nachweisen kdnnen. PDGF wird

zu Beginn der Wundheilung in groBen Mengen aus Thrombozyten und aktivierten Makrophagen
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freigesetzt und verteilt sich diffus im Bereich der Wunde *®. Bei uns konnte PDGF im Bereich
vom Ulkusgrund und Ulkusrand in der Nekrosezone nachgewiesen werden. AuBerdem wird
PDGF von Endothelzellen * , von glatten Muskelzellen geschédigter Arterien ®° und aktivierten
Fibroblasten ®' sowie von Epithelzellen ** gebildet. Ein weiterer wichtiger Punkt fiir die Wund-
heilung ist die Bildung von Blutgefdlen. Es konnte gezeigt werden, dass PDGF eine schwache
angiogene Aktivitit besitzt ©. Die Bedeutung von PDGF fiir die Abheilung von Indometazin
induzierten Lasionen im Magen konnte von Guglietta 1992 gezeigt werden. Er konnte nachwei-
sen, dass PDGF mRNA in der Magenschleimhaut nachweisbar war’. In dieser Arbeit wurde erst-
malig gezeigt, dass PDGF immunhistochemisch in den oberflachlichen Epithelzellen des gesam-
ten Gastrointestinaltraktes fein homogen nachweisbar ist. Diese Tatsache weist darauf hin, dass
PDGF, der iiber seine PDGF-A und PDGF-B Rezeptoren die Tyrosinkinase aktiviert **%, durch-
aus in der Lage ist Zellwachstum zu stimulieren °°. Daraus kann spekuliert werden, dass endogen
vorhandenes PDGF im Epithel des Gastrointestinaltraktes fiir die Aufrechterhaltung der
Schleimhautdifferenzierung mitverantwortlich ist.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Immunreaktivitdt im Bereich der Nekrosezone des Ulkus
zeigt auch hier die von anderen Arbeitsgruppen bereits beschriebene®*’” Rolle des PDGF in der
Initialphase der Wundheilung. Hier nimmt man an, dass PDGF initial aus Thrombozyten freige-
setzt wird und sich diffus in einer Wundregion verteilen kann. Dies bestdtigt auch die intensive
Reaktivitdt nicht nur im Grund, sondern auch im Ulkusrandbereich. PDGF ist wichtig fiir eine
effiziente Wundheilung und die Produktion einer provisorischen Wundmatrix. Die immunhisto-
chemische Verteilung von PDGF in normaler Schleimhaut und im Ulkus des Duodenums und
Magens weist darauf hin, dass die allgemeinen Prinzipien der Wundheilung und die postulierten

Mechanismen fiir PDGF auch fiir die Ulkusheilung im Magen anzunehmen sind *.

44  DbFGF

Es hat sich gezeigt, dass der bFGF als einer der am stirksten angiogenen Faktoren agiert ®*. Die
biologische Aktivitdt von bFGF umfasst die Stimulation der Zellmigration und die Proliferation
von verschiedensten Zellen des Bindegewebes einschlieBlich der Fibroblasten und glatten Mus-
kelzellen und der Endothelzellen®.

In unserer Arbeit wurde erstmalig die immunhistochemische Lokalisation von bFGF im gesam-
ten Gastrointestinaltrakt analysiert und es konnte gezeigt werden, dass bFGF im gesamten

Gastrointestinaltrakt vorhanden ist. Eine besonders starke Expression fand sich in den oberflich-
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lichen Epithelzellen, in den Basalmembranen, dem Bindegewebe, der Lamina propria und den
BlutgefdBlen der Muskularis Mukosae. Im Bereich der Proliferationszone der Schleimhaut des
Gastrointestinaltaktes wurde hingegen eine nur geringe Immunoreaktivitit nachgewiesen.

Das Vorhandensein der Immunoreaktivitét in oberflachlichen Epithelzellen ldsst eine Rolle fiir
bFGF in der Aufrechterhaltung der feingeweblichen Architektur vermuten. bFGF konnte in der
Arbeitsgruppe von Cordon-Cardo 1990 in Epithelzellen des Kolons nachgewiesen werden. Diese
Studie wurde mit Mono- und Polyklonalen Antikérpern durchgefiihrt .

In unserer Studie wurde am Gefrierschnitt gearbeitet, was in der Detektion von immunoreakti-
vem Material von der weniger ausgeprigten Denaturierung durch die Einbettungsmethoden zu
einer geringeren Verdnderung der Antikorperepitope fiihrt. Blutgefifle waren immer deutlich
angefarbt. Ebenso fanden wir bFGF positives Material unter den oberflédchlichen Epithelzellen in
der Region der Basalmembranen. Diese Membranen zeigten keine durchgehende Anfarbung. In
der Region der Magendriisen und in den Krypten der duodenalen und der Kolonschleimhaut war
die Anfarbung der Basalmembranen entweder nicht vorhanden oder sehr schwach. Bis heute
wurde bFGF in Basalmembranen auBerhalb der BlutgefiBe in der Rinderkornea ™, in querge-
streiften Muskelzellen von Hiihnerembryonen ”', und in der Herzmuskulatur von Rindern nach-
gewiesen °.

Uber die Rolle, welche bFGF in vivo bei der Angiogenese und der Neovaskularisation spielen

kénnte, wurden Vermutungen angestellt’""

. Verletzungen der Gefdflendothelzellen und der Ge-
faBbasalmembranen kodnnten, dhnlich dem Mechanismus hydrolytischer Enzyme, eine Freiset-
zung von bFGF aus seinen Speichern bewirken und anschlieend zu einer autokrinen Stimulati-
on der Angiogenese fiihren. Somit erscheint eine Rolle von bFGF bei der Wundheilung und der
Angiogenese als naheliegend.

Die starke angiogenetische und mitogene Wirksamkeit von bFGF 148t aulerdem eine therapeuti-
sche Verabreichung dieses Peptides bei Lisionen des Gastrointestinaltraktes als mdglich er-
scheinen. Die biologische Aktivitit von bFGF wird bei einem pH-Wert von 7 oder weniger zer-
stort °. Folkman "* zeigte an einem Tiermodel, dass die orale Verabreichung von bFGF-CS 23,
ein sdureresistentes bFGF Derivat, liber 21 Tage die Angiogenese in der Ulkusregion mit einem
Faktor von 9 verbesserte. Diese Ergebnisse, die man mit Experimenten an Ratten gewann, zeig-
ten auch, dass die Ulkusheilung signifikant schneller stattfindet als nach Behandlung mit H2-
Rezeptor Antagonisten, oder nach Spontanheilung. Ob diese Substanz zu einem therapeutischen
Zweck genutzt werden kann, bleibt abzuwarten.

Ein ungewohnlicher Aspekt der bFGF Struktur ist das Fehlen einer Signalsequenz, welche ge-

wohnlich fiir die Sekretion gemél einem der bekannten Mechanismen nétig ist. Im ganzen bleibt
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der Mechanismus der Freisetzung von bFGF unklar. Die Entdeckung von bFGF in den epithelia-
len Basalmembranen deutet auf eine basalwérts gerichtete Sekretion durch die oberflachlichen
Epithelzellen hin.

In den epithelialen Basalmembranen der gastralen Gruben und in den Krypten von Duodenum
und Kolon, wurde bFGF positives Material entweder iiberhaupt nicht entdeckt, oder nur in ex-
trem kleinen Mengen. Immuno- elektronenmikroskopische Untersuchungen in der Region der
Basalmembranen konnten weitere Informationen liefern. Die Ursache fiir den Mangel an Aktivi-
tdt in der Region der gastralen Driisen und Krypten im Duodenum und Kolon kdnnte daran lie-
gen, dass, an diesen Stellen, bFGF Konzentrationen unter den Nachweisgrenzen der immun-
histochemischen Reaktionen liegt. Dementsprechend wird die Beobachtungsmoglichkeit fiir das
Entdecken der Intensitdt einer Aktivitit von bFGF in den Zellen der gastralen Gruben und von
duodenalen und kolonalen Krypten klar eingeschréinkt.

In den Basalmembranen der oberfldchlichen Epithelzellen entdecktes bFGF positives Material
konnte bei Verletzungen freigesetzt werden, die sich am oberfldchlichen Epithel ereignen, und
auf diese Art die Wundheilung starten. bFGF stimuliert nicht nur die Angiogenese, sondern wirkt
sich ebenso auf die Proliferation, die Migration und die Differenzierung von Zellen des mesen-
chymalen und neuroektodermalen Ursprungs aus.

Zuséatzlich zum bFGF wurden inzwischen sechs weitere Mitglieder der bFGF Familie identifi-
ziert (aFGF, INT 2, und HST 1, FGF 5, FGF 6 und FGF 7)) . Zwei Rezeptorsysteme von bFGF
sind bekannt'* Ein hoch affines System der transmembrandsen Rezeptoren und ein weniger ver-
wandtes Rezeptoren System, ndmlich das der heparin sulfat Proteoglykane. Proteoglykane sind
Bestandteile der extrazelluliren Matrix ( ECM ), und sind Proteine, die eine Carbohydratkette
enthalten.

Zahlreiche Proteoglykane agieren als Modulatoren von Wachstumsfaktoren '°.Die Bindung von
bFGF an Heparin oder an die Heparin Sulfat Ketten von Proteoglykanen schiitzt den Wachs-
tumsfaktor vor Abbau. Freigesetzt von Heparinasen aus aktivierten Thrombozyten oder
neutrophilen Granulozyten, kann bFGF durch Proteolyse von Proteoglykan Kern Proteinen oder
durch den teilweisen Abbau der Heparin Sulfat Ketten erzeugt werden. Im menschlichen
Gastrointestinaltrakt enthilt die Lamina propria des Osophagus, des Magens, des Duodenums
und des Kolons bFGF positives Material, welches sich als feines Netzwerk darstellt. Dieses im-
munreaktive Material in der ECM ist moglicherweise an Proteoglykane gebunden, und stellt ein
Speicherdepot dar. Entziindungsprozesse, das Auftreten von Léisionen und die damit verbundene
Anwesenheit von proteolytischen Enzymen kann bFGF in seine aktive Form umwandeln. Eben-

so moglich ist es, dass, durch Freisetzung proteolytischer Enzyme, gastrointestinale Tumoren in
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der Lage sein konnten, die Speicher, die von bFGF in der Lamina propria vorhanden sind, auf
demselben Weg zu nutzen um dadurch Einflu3 auf die Angiogenese des Tumors zu nehmen. Auf
diese Art freigesetztes bFGF braucht entweder Heparin Seitenketten oder freies Heparinsulfat
um sich an hochaffine Zellrezeptoren zu binden. Es wird vermutet, dass auf diese Art eine Ande-
rung in der Konformation stattfinden konnte, und dass allein dann eine Bindung zum Zellrezep-
tor moglich sein konnte'®. Eine andere Erklirung ist, dass die Bindung an Glykosaminoglykane
Einfluf} auf die Oligomerisation von bFGF nehmen konnte, welche notwendig ist fiir die Signal-
transmission, wie es der Fall mit anderen Tyrosinkinasen ist’®. Obwohl auf der Basis immun-
histochemischer Studien eine Produktion von bFGF im Epithel, Endothel und in den glatten
Muskelzellen angenommen werden kann, kann dieser Punkt nur unter Verwendung von der In
Situ Hybridisierung endgiiltig gekldrt werden. Die stark positive Immunreaktivitit von bFGF, die
sich an Epithelzellen, der ECM der Lamina propria und an den glatten Muskelzellen zeigt, legt
nahe, dass bFGF eine Rolle bei der Wachstumsregulation und der Differenzierung im Gastroin-
testinaltrakt haben konnte. Es ist moglich, dass bFGF auf seine Zielzellen iiber kurze Distanz
wirkt, und dass seine Immobilisation auf Zelloberflichen und in der ECM durch Bindung an
Proteoglykane diesem Zweck dient.

Bei unserer Untersuchung zeigte sich, dass bFGF am Ulkusgrund und in der gastralen Narbe
deutlich vorhanden ist, aber an den Ulkusrdndern nur spérlich vorkommt. In der Studie von Ernst
et al 2001°® fand man heraus, dass bEGF im Ulkusgebiet durch spezifische neutralisierende An-
tikorper die Heilung gastraler Ulzerationen verzdgert, die Angiogenese am Ulkusgrund reduziert,
und die mikrozirkulatorischen Effekte von diesem Wachstumsfaktor am Ulkusrand beeintrich-
tigt, was anzeigt, dass die Verfiigbarkeit von bFGF im Ulkusgebiet eine entscheidende Rolle bei
der Ulkusheilung durch die Induktion der Angiogenese spielt. Des weiteren fand man heraus,
dass dieser bedeutende Anti- Ulkus Effekt von lokal appliziertem bFGF schlielich zum Teil von
der Hemmung der Séuresekretion durch dieses Peptid abhéngt. Man fiihrte hierbei die Versuche
mit Ratten mit chronischen gastralen Ulzerationen, die durch subserosale Applikation von Es-
sisgsdure hervorgerufen wurden und man maf3 die Magenséduresekretion bei der Ulkusheilung an

Tieren mit chronischen Magenfisteln.

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der Verteilungsmuster der Wachstumsfaktoren
EGF, TGFa, PDGF und bFGF konnte das spezifische Farbeverhalten und Ablagerungen an cha-
rakteristischen Gewebestrukturen der einzelnen Wachstumsfaktoren an vorbestehenden Arbeiten

bestdtigt werden.
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Fiir einige Strukturen des gesamten menschlichen Gastrointestinaltraktes und bei pathologisch
verdanderter Schleimhaut florider Ulzerationen des Magens und des Zwolffingerdarmes sowie bei
vernarbten Magengeschwiiren liefert diese Studie neue Daten.

Im Gegensatz zu anderen Nachweismethoden bei der Detektion der Wachstumsfaktoren zeichnet
sich die Immunhistochemie einerseits durch eine hohere Empfindlichkeit beispielsweise gegen-
iber der Northern-Blot Methode, die Schockfrostung und Verarbeitung der Gewebe am Gefrier-
schnitt andererseits durch eine geringere Verdnderung der Antikdrperepitope gegeniiber bei-
spielsweise der Paraffineinbettung aus.

Der Nachteil der Methode liegt wohl in der begrenzten Anzahl und GroB3e der Gewebeproben, so
dass bei der Anzahl der Farbungen aller untersuchten Wachstumsfaktoren, der Vielzahl der zu
untersuchenden Mukosaschichten und neben einem methodisch bedingten Materialverbrauch bei
der Herstellung der 0,4 pm diinnen Schnitte, es nicht moglich war, jede zu erforschende Struktur
bei jeder Biopsie auf jeden Faktor anzufarben.

Dennoch diirften die gefundenen Daten weitere Erkenntnisse zur Produktion und Sekretion, der
Signaliibertragung und Wirkungsmechanismen sowie zur Rolle von Gewebehormonen bei der

Aufrechterhaltung der Mukosaintegritit und bei Wundheilungsvorgédngen liefern.
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