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Einleitung

1 Einleitung und Ziel

Das maligne Hamangioendotheliom (Hamangiosarkom) ist ein hochmaligner Tumor.
Aufgrund seiner Neigung zur Metastasierung und Ruptur gehért es zu den bdsartigsten
Tumoren des Hundes. Der Tumor tritt insbesondere ab dem mittleren Lebensabschnitt mit
einer Pravalenz fur bestimmte Rassen auf. Besonders betroffen sind groRe Hunde. Die Milz
ist mit Gber 60% am haufigsten betroffen (Clifford et al., 2000; Sanladerer, 1994; Smith,
2003).

Betroffene Hunde sind im Frihstadium der Erkrankung oft symptomfrei oder zeigen
unspezifische Erscheinungen wie Leistungsinsuffizienz oder Abdominalschmerz, Inappetenz
und Erbrechen. Zum Zeitpunkt der Diagnose ist bei bis zu 70% der Patienten mit
makroskopisch sichtbaren Metastasen zu rechnen. Uber die Halfte der Patienten werden
wegen plotzlicher Ruptur des Tumors vorgestellt (Brown et al., 1985; Kessler et al., 1997a;
Schultheiss, 2004; Smith, 2003).

Aufgrund des aggressiven Verhaltens des Tumors ist eine kurative Therapie in der Regel
nicht mdglich, Ziel ist eine Lebensverlangerung bei guter Lebensqualitdt. Momentane
Therapie der Wahl bei Milzbefall ohne makroskopisch sichtbare Metastasierung ist eine
Splenektomie in Kombination mit Chemotherapie. Generell ist die Prognose schlecht, nur
wenige der Tiere leben langer als ein Jahr (Kessler et al., 1997a; Smith, 2003; Sorenmo et
al., 2000; Wood et al., 1998).

Das maligne Hamangioendotheliom ist ein bosartiger Tumor der Blutgefa3e, der von deren
Endothelzellen abstammt. Diese Zellen kleiden alle Gefal3e aus und bilden die Wand der
Kapillaren. Durch Proliferation, Migration, Differenzierung und dreidimensionale Organisation
der Endothelzellen entstehen neue GefaRe. Dieser Prozess wird als Angiogenese
bezeichnet. Im Gegensatz zu diesem physiologischen Prozess verfligen die transformierten
Endothelzellen Uber das Potential zur unkontrollierten Angiogenese (Lamerato-Kozicki et al.,
2006; Papetti und Herman, 2002).
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Angiogenese spielt physiologischerweise bei der Entwicklung im Embryo und Fetus eine
entscheidende Rolle und wird beim gesunden Adulten bis auf wenige Ausnahmen
herunterreguliert. Diese Ausnahmen betreffen, vor allem die Ovulation, die Implantation, die
postnatale Entwicklung der Milchdriise und die Wundheilung (Folkman, 2002; Plendl, 2000).
Pathologische Formen der Angiogenese sind entscheidend bei vielen Krankheiten,
insbesondere aber beim Wachstum solider Tumoren. Erst durch die neuen Gefal3e erhalt der
Tumor Sauerstoff und Né&hrstoffe und kann Uber eine bestimmte Grof3e wachsen und
metastasieren (Folkman, 2003). Die Besonderheit des malignen Hamangiendothelioms ist,
dass die Tumorzellen selbst transformierte Endothelzellen sind. Sie bilden mehr oder minder
differenzierte Kapillaren oder kapillarahnliche, sinusoide Strukturen mit einem naturgemaf
hohen Risiko der Metastasierung (Folkman, 2002; Smith, 2003).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein in vitro Modell des malignen Hamangioendothelioms
zu etablieren. Dies sollte als Grundlage dienen, um neue Erkenntnisse zur Entstehung
dieses hochmalignen Tumors zu gewinnen, ihn zu charakterisieren sowie die Prufung neuer

Chemotherapeutika mit einem Minimum an Tierversuchen zu ermdglichen.



Literaturlibersicht

2 Literaturtibersicht
2.1 Aufbau und Entstehung der Blutgefalie
211 Das BlutgefalRsystem

BlutgeféaRe sind trotz ihrer anatomischen Variabilitit nach einem einheitlichen Prinzip
aufgebaut. Sie besitzen in der Regel eine Tunica externa, eine Tunica media und die innere
Tunica interna. Die Tunica interna besteht aus der Basalmembran, einer Lamina
subendothelialis und den dieser aufliegenden Endothelzellen. Als Kkleinste Einheit im
BlutgefaRsystem zeigen die Kapillaren einen deutlich einfacheren Aufbau. Sie bestehen aus
den Endothelzellen und der Basalmembran sowie Perizyten, wobei letztere nicht in allen
Organen zu finden sind (Liebich, 2003).

21.2 Endothelzellen

Die Endothelzellen bilden die innerste Auskleidung der Blutgefaf3e. Diese zentrale Stellung
macht die Endothelzellen zu Vermittlern zwischen dem Blutgefa3system und den Geweben
bzw. Organen. Das Endothel bildet eine selektive Barriere zwischen dem umliegenden
Gewebe und den im Blut zirkulierenden Zellen, Makromolekilen und léslichen Faktoren.
Insbesondere bestimmen die endothelialen Zellkontakte die Permeabilitat der Blutgefal3e
(Liebich, 2003).

Auffallig ist die Variabilitat der Endothelzellen. Die spezifischen Charakteristika hdngen dabei
von Spezies, Geschlecht, Entwicklungsphase und Organ ab (Aird, 2003). Endothelzellen
unterscheiden sich sogar innerhalb eines Organs oder Gefal3bettes (Plendl, 1997; Plendl et
al.,, 1993; Plendl et al., 1992a; Plendl et al.,, 1992b). Beispielsweise besitzen die
peritubularen Kapillaren der Niere ein fenestriertes Endothel, wéhrend die Kapillaren der
Glomeruli mit einem diskontinuierlichen und die Kapillaren der Gbrigen Regionen der Niere
mit einem kontinuierlichen Endothel ausgekleidet sind (Dejana, 1996; Risau, 1995). Es wird
davon ausgegangen, dass die Heterogenitat der Endothelzellen vom embryonalen Ursprung,
dem genetischen Profil und den Einflissen des umliegenden Gewebes bestimmt wird.
Letztere erfolgen dabei z.B. Uber Kontakte der Endothelzellen mit den Zellen und/oder der
extrazellularen Matrix des jeweiligen Gewebes oder durch die Wirkung léslicher Faktoren,

die von diesen Zellen sezerniert werden (Aird, 2003; Ribatti et al., 2002).
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2.1.3 Vaskulogenese

Die de novo Entstehung primérer BlutgefalRe aus hamatopoetischen Stammzellen wird als
Vaskulogenese bezeichnet (Risau, 1997). Mit der Ausbildung mesenchymaler Blutinseln
beginnt die embryonale Entwicklung des Gefal3systems. Die mesenchymalen Blutinseln
bestehen aus Hamangioblasten, die sich zu hamatopoetischen Stammzellen und
Angioblasten differenzieren . Im weiteren Verlauf verschmelzen die benachbarten Blutinseln
unter dem Einfluss verschiedener ldslicher Wachstumsfaktoren miteinander und verzweigen
sich zu einem primaren Kapillarnetz (KalBmeyer et al., 2009; Risse und Sinowatz, 1998).
Stellvertretend fir die beteiligten Wachstumsfaktoren seien hier die Mitglieder der Fibroblast-
Growth-Factor—Familie (FGF) und der Vascular-Endothelial-Growth-Factor-Familie (VEGF)
genannt (Risau und Flamme, 1995).

214 Angiogenese

Als Angiogenese wird der Prozess bezeichnet, der zur Bildung neuer Gefalle aus bereits
bestehenden GefaRen fihrt (Risau, 1997). Die neuen GefédRe konnen durch zwei
verschiedene Mechanismen entstehen. So kann Angiogenese einerseits durch so genannte
Sprossung von Endothelzellen erfolgen oder andererseits durch Teilung eines vorhandenen

Gefalllumens, wobei letztere als Intussuszeption bezeichnet wird (Patan, 2000).

215 Intussuszeption

Die Intussuszeption ist keine de novo Bildung von BlutgefaRen im eigentlichen Sinne. Relativ
weitlumige GefaRe entstehen durch umfangreiche Endothelzellproliferation. Dann erfolgt
eine Einstillpung der Basalmembran in das Lumen solcher Gefal3e und die anschlieRende
Auskleidung der entstandenen Pfeiler mit Endothelzellen. Zur Unterteilung des Lumens
kommt es, wenn sich gegenuberliegende Einstilpungen im Gefal3lumen vereinigen. Durch
Umbauvorgénge der extrazellularen Matrix im Inneren dieser Pfeiler entsteht ein neues
kollaterales Gefald (Patan, 2000; Risau, 1997).
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2.1.6 Physiologische Blutgefalbildung

Das kardiovaskuldre System stellt ontogenetisch das erste funktionale Organsystem dar.
Das Gefalisystem wird zunéchst durch Vaskulogenese gebildet. In deren Verlauf
differenzieren sich aus Stammzellen die Endothelzellen, welche die primaren Blutgefale
bilden (Risau, 1997). Neben der Vaskulogenese erfolgt die Vaskularisierung im Embryo und
Fetus auch durch Angiogenese (Folkman, 1984). Insbesondere im Herzen und in der Lunge
wurde die Intussuszeption als Form der Gefal3bildung beobachtet (Patan et al., 1997).

Im adulten Organismus erfolgt die Angiogenese physiologischerweise vor allem in der
Milchdrise und im weiblichen Genitalapparat. Auch fir das Wachstum von Fett- und
Muskelgewebe und im Rahmen des Haarfollikelwachstums ist die Angiogenese notwendig.
Das enorme Gewebewachstum in der Plazenta wéhrend der Graviditat erfordert eine
ausreichende Blutversorgung, die durch die Angiogenese gewahrleistet wird (Findlay, 1986;
Matsumoto et al., 1992). Ebenso spielt die Angiogenese bei der Anbildung des Corpus
luteum im Ovar eine entscheidende Rolle (Plendl, 2000; Plendl et al., 2002b). Die mit der
Bildung des Corpus luteum zusammenhangende Angiogenese stellt einen der starksten
Angiogeneseprozesse im Organismus dar (KalBmeyer und Plendl 2009). So liegt die
Proliferationsrate der Endothelzellen im Corpus luteum weit héher als in vielen malignen
Tumoren (Rodger et al., 1997).

2.1.7 Pathophysiologische und pathologische Angiogenese

Die pathophysiologische Angiogenese erfolgt im Verlauf der Wundheilung und Regeneration
und ist, wie die physiologische Angiogenese, durch das Gleichgewicht von proangiogenen
und antiangiogenen Faktoren streng reguliert (Folkman, 1995; Plendl und Sinowatz, 1999;
Tamanini und De Ambrogi, 2004).

Die pathologische Angiogenese tritt im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen,
wie beispielsweise Schuppenflechte, Arthritiden, Retinopathien, Adipositas, Asthma und
Autoimmunopathie auf (Carmeliet, 2000; Folkman, 1995). Insbesondere aber stellt die
pathologische Angiogenese die Voraussetzung fir das Wachstum und die Metastasierung
von Tumoren dar. Die Versorgung eines Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff per
Diffusion ist nur bis zu einem Durchmesser von wenigen Millimetern moéglich. Ein Wachstum
der Neoplasie dartiber hinaus ist nur durch neue GefalRe méglich. Die Vaskularisierung des
Tumors wird durch proangiogene Faktoren stimuliert, die von den Tumorzellen produziert

und sezerniert werden (Folkman et al., 1989).
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2.2 Die ex vivo Kultivierung von Endothelzellen

221 Explantat-Kulturen von Endothelzellen

Ein den in vivo Verhaltnissen sehr nahe kommendes in vitro Modell stellt die Explantat-Kultur
dar. Fur derartige Kulturen werden vaskulare Explantate in mit verschiedenen Matrices
beschichtete Kulturschalen eingebettet und Kkultiviert. In diesen Modellen kdnnen die
Einflisse am Gefa3 beteiligter nicht-endothelialer Zellen, beispielsweise glatter

Muskelzellen, auf die Angiogenese untersucht werden (Auerbach et al., 2003).

Die am hé&ufigsten verwendete Matrix ist das aus einem Basalmembran-produzierenden
Tumor gewonnene Matrigel®, des weiteren werden Kollagen | und Fibrin zur Beschichtung
der Kulturschalen eingesetzt (Nicosia und Ottinetti, 1990a). Beispielsweise werden
Aortenring-Explantate (Nicosia und Ottinetti, 1990a, b; Nicosia et al., 1982; Zhu et al., 2000)
oder Explantate der Nabelschnur (Brown et al., 1996) hergestellt. Diese kénnen dann Uber
einen Zeitraum von zwei bis drei Wochen kultiviert und zur Beobachtung aussprossender
GefalRe genutzt werden. Nachteilig ist jedoch, dass die individuellen Rollen der einzelnen
Zelltypen (z.B. Endothelzellen, Perizyten, glatte Muskelzellen, Fibroblasten) in den
verschiedenen Stadien der angiogenen Kaskade nicht differenzierbar sind (Vailhe et al.,
2001). Die limitierte Reproduzierbarkeit dieser Modelle stellt einen weiteren Nachteil dar, da
die Angiogenese nicht immer stimuliert werden kann und keine einheitlichen
Konzentrationsangaben flr die verschiedenen proangiogenen Faktoren zur Stimulation der

Angiogenese vorliegen (Auerbach et al., 2003).

222 In vitro Kultur von Endothelzellen

Bereits 1980 wurde von Folkman und Haudenschild die erste Studie zur in vitro Angiogenese
verodffentlicht. Die Autoren konnten nach einer Langzeitkultivierung von mikrovaskularen
Endothelzellen deren Organisation in kapillardhnliche Strukturen mit Ausbildung eines
zentralen Lumens beobachten. Inzwischen wurden viele in vitro Modelle mit Endothelzellen
aus unterschiedlichen Spezies, Geweben, Organen und GefalRen entwickelt, die zu einem
besseren Verstandnis der Angiogenese beigetragen haben (Auerbach et al., 2003; Fuchs-
Schonleber, 1999; Plendl et al., 1996; Thamm et al., 2006; Vailhe et al., 2001). Die in vitro
Kultivierung transformierter Endothelzellen unterschiedlicher Spezies wird bereits zur
Entwicklung und Prifung von Therapeutika genutzt (Masuzawa et al., 1999; Thamm et al.,
2006; U'Ren et al., 2007).
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Die Mdoglichkeiten zur Gewinnung non-humaner Endothelzellen fur die in vitro Kultivierung
sind vielfaltig. So ist zum Beispiel im Rahmen von Tierversuchen die Gewinnung von
Endothelzellen unterschiedlicher Spezies in verschiedenen Entwicklungsstadien und
Lokalisationen mdglich (Asahara et al., 1997; Hannum et al., 2001; Plendl et al., 1996). Eine
aus Sicht des Tierschutzes unbedenkliche Gewinnung von Geweben fir die
Endothelzellisolierung stellt die Nutzung von Schlachtabféallen dar (Budde, 1999; Plendl,
1997; Schuster, 2002). Beim Hund wurde bereits intra operationem oder post mortem
entnommenes Tumorgewebe zur Gewinnung von transformierten Endothelzellen genutzt
(Fosmire et al., 2004).

2.2.3 Die in vitro Angiogenese

Das Durchlaufen der angiogenen Kaskade ist fur die Bildung neuer GefalRe entscheidend.
Endothelzellen missen ihre stabile Lokalisation verlassen, wozu die Basalmembran
abgebaut wird. Ist dies erreicht, migrieren die Zellen in Richtung eines angiogenen Stimulus
(Migration). Um die notwendige Anzahl von Zellen sicherzustellen, die zur Ausbildung
kapillarer Strukturen notwendig ist, proliferieren die Endothelzellen, die sich hinter den
migrierenden Zellen befinden (Proliferation). Fir ein funktionsfahiges dreidimensionales
Netzwerk tubularer Strukturen bedarf es einer Neuorganisation der Endothelzellen
(Remodelling). Alle Stadien der angiogenen Kaskade bieten die Moglichkeit einer
Intervention und kénnen im in vitro Modell detailliert untersucht werden (Auerbach et al.,
2003).

Gut etablierte in vitro Assays bieten die Mdoglichkeit im Stadium der Proliferation die
Vermehrungsrate der Zellen zu messen. Die Zellproliferation kann durch mikroskopische
Auszahlung der Endothelzellen mit Zahlkammern, mittels Zahlgeraten oder am Thymidin-
Inkorporations-Modell erfolgen. Eine Quantifizierung ist ferner durch immunzytochemische
Markierung mitotischer Zellen mdglich (Ahmad et al., 2001; Amann et al., 2001; Pedram et
al., 1997).

In Zell-Migrations-Assays wird die Motilithit mikrovaskularer Endothelzellen in Richtung
chemotaktischer Stimuli (z.B. Wachstumsfaktoren) analysiert. Ein haufig verwendeter
Versuchsaufbau zur Untersuchung der Migration ist die Boyden-Kammer. Diese besteht aus
zwei Untereinheiten, die durch einen Filter mit definierter Porengréf3e getrennt sind. Das
obere Kompartiment wird mit Endothelzellen besat und in den unteren Teil wird die
chemotaktische Testsubstanz eingebracht. Wahrend der Inkubation wandern die Zellen
durch den Filter in den unteren Bereich der Kammer und kdnnen dort quantitativ erfasst
werden (Lamszus, 2004; Malinda et al., 1999).
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Die Ermittlung der Fahigkeit dreidimensionale tubuldare Strukturen mit einem Lumen
auszubilden, stellt den aussagekraftigsten Beweis flr die Angiogenese der Endothelzellen
dar. Nach zellspezifischer Inkubationszeit formen die Endothelzellen erst zweidimensionale
und dann dreidimensionale tubulare Strukturen (Folkman und Haudenschild, 1980; Plendl,
1997). Die Endothelzellen synthetisieren in vitro Komponenten der extrazellularen Matrix und
bilden dadurch ihr eigenes, dreidimensionales Substrat (Auerbach et al., 2003; Lienau et al.,
2005). In diesen Modellen kdnnen der Abbau der extrazellularen Matrix, die Migration,
Differenzierung zu kapillarahnlichen  Strukturen, deren Lumenisierung und ein
anschlieBendes Remodeling untersucht werden (Lienau, 2003; Lienau et al., 2005).
Derartige in vitro Modelle bieten eine Mdglichkeit, in Anndherung an die in vivo Situation,
sowohl die Ausbildung vaskularer Strukturen als auch deren Inhibierung qualitativ und

guantitativ zu untersuchen (Nicosia et al., 1994).

Zellkultur-Modelle kénnen nicht die komplexen Verhéltnisse im lebenden Organismus
vollstandig wiedergeben. In vivo wird die Angiogenese auch vom umliegenden Gewebe, von
Perizyten, glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix beeinflusst. In vitro Versuche der
Angiogenese sowie deren Vor- und Nachteile wurden ausftihrlich von Bahramsoltani und
Plendl (2004b) und Bahramsoltani et al. (2009) beschrieben.

224 Zweidimensionale Modelle der in vitro Angiogenese

In zweidimensionalen Modellen werden Endothelzellen in Kulturschalen inkubiert, welche mit
adhasiven Proteinen (Feder et al., 1983; Folkman et al., 1989; Pelletier et al., 2000) oder
auch Gelen aus Kollagen, Fibrin oder Matrigel (Lawley und Kubota, 1989; Vailhe et al.,
2001) beschichtet wurden. In den zweidimensionalen Modellen bilden sich kapillarahnliche
Strukturen ausschlief3lich in einer Ebene planar zur Kulturschalenoberflache. Diese Modelle
wurden zur Untersuchung der Rolle der extrazellularen Matrix bei der endothelialen
Differenzierung eingesetzt. Madri und Williams (1983) beobachteten einen Einfluss des
Kollagentyps der Matrix auf die Entwicklung der Endothelzellen. Wurden Endothelzellen auf
Kollagen Typ | oder Il ausgesét, konnte ausschliel3lich eine Proliferation beobachtet werden,
wahrend Endothelzellen auf Kollagen Typ IV oder V kapillarahnliche Strukturen mit Lumen
ausbildeten. Die Beschichtung mit Matrigel fuhrt zur Ausbildung kapillarahnlicher Strukturen
innerhalb von 4-12 Stunden (Lawley und Kubota, 1989). Die zweidimensionalen Modelle der
in vitro Angiogenese konnen in Kurzzeit- (Folkman et al., 1989; Lawley und Kubota, 1989;
Madri und Williams, 1983) und Langzeitmodelle (Feder et al.,, 1983; Folkman und
Haudenschild, 1980; Pelletier et al., 2000; Vailhe et al., 2001) eingeteilt werden.



Literaturlibersicht

2.25 Dreidimensionale Modelle der in vitro Angiogenese

Dreidimensionale Modelle basieren auf der Migration von Endothelzellen in ein
dreidimensionales Substrat extrazellularer Matrixkomponenten z.B. Kollagen oder Fibrin. Die
Endothelzellen werden hierflr mit einem Gel lberschichtet (Peters et al., 2002), auf einem
Gel (Montesano, 1986; Montesano und Orci, 1985) oder zwischen zwei Gelschichten
(,Sandwich®) kultiviert (Chalupowicz et al., 1995; Montesano et al., 1983). Entscheidend bei
der Verwendung von Polymeren ist die genaue Bestimmung der Konzentration und
biochemischen Parameter der Matrix, da diese die Dichte und mechanischen Eigenschaften
des Substrates beeinflussen (Ferreng et al., 1997) und zu unterschiedlichen endothelialen
Phéanotypen fuhren kdnnen (Nehls und Herrmann, 1996). Dariber hinaus ist auch die
Proteolyse der Matrix ein kritischer Faktor (Montesano et al., 1987), der unter Umstéanden
den Einsatz exogener Antiproteasen erforderlich macht (Zhu et al., 2000).

Den angiogenen Prozessen in vivo kommen die in bestimmten Angiogenesemodellen zu
beobachtenden, lumenhaltigen Strukturen sehr nah (Korff und Augustin, 1998; Pepper et al.,
1991). Die Angiogenese wird dabei von dreidimensionalen sphéaroidalen Zellagregaten
ausgehend simuliert (Korff und Augustin, 1998, 1999). Hierzu werden in zweidimensionalen
Zellkulturen die Endothelzellen durch Veranderung der Kaultivierungsbedingungen zur
Bildung dreidimensionaler zellularer Spharoide stimuliert. Diese reagieren dann mit hoher
Sensitivitat auf angiogene Stimuli und bilden in einer Kollagenmatrix lumenhaltige kapillare
Strukturen aus (Korff und Augustin, 1999; Korff et al., 2001).

Dreidimensionale Modelle der in vitro Angiogenese berlcksichtigen die raumliche
Ausdehnung und stellen damit eine deutliche Annaherung an in vivo Verhdltnisse dar. Sie
werden unter anderem zur Untersuchung der Wirkung von angiogenen (Koblizek et al.,
1998; Papapetropoulos et al., 1997) und anti-angiogenen Substanzen (Clapp et al., 1993)
genutzt.
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2.3 Das maligne Hamangioendotheliom

231 Betroffene Tierarten

Das maligne Hamangioendotheliom ist mit zwei bis sieben Prozent aller viszeralen malignen
Neoplasien eine haufige Tumorform des Hundes. Die nicht-viszeralen Formen des malignen
Hamangioendothelioms sind beim Hund seltener (Brown et al., 1985; Ng und Mills, 1985;
Prymak et al., 1988; Schultheiss, 2004; Srebernik und Appleby, 1991). Bei anderen Tierarten
ist das Vorkommen maligner Hamangioendotheliome deutlich geringer, auch treten bei
Katze, Pferd und Rind die nicht-viszeralen Formen des malignen Hamangioendothelioms
haufiger als die viszerale Form auf (Aupperle et al., 2007; Schultheiss, 2004; Smith, 2003;
Warren und Summers, 2007).

2.3.2 Rassedisposition beim Hund

Bei allen Hunderassen konnen maligne Hamangioendotheliome auftreten. In vielen Studien
ist der Deutsche Schéferhund die signifikant am haufigsten vertretene Rasse, wobei z. T.
mehr als 40 % der untersuchten Hunde ein malignes Hamangioendotheliom aufweisen
(Brown et al., 1985; Kessler et al., 1997a; Prymak et al., 1988). Es folgen in abfallender Rate
Golden Retriever und Labrador Retriever, dann Boxer, Sibirischer Husky und Border Collie
(Brown et al., 1985; Day et al., 1995; Smith, 2003; Srebernik und Appleby, 1991). In der
Untersuchung von Schultheiss (2004) wird der Golden Retriever mit 18 % vor dem
Deutschen Schéferhund (10%) als die am haufigsten betroffene Rasse beschrieben. Nach
Ward et al. (1994) scheint eher der Pitbull als der Boxer und der Deutsche Schéaferhund am
kutanen Hamangiosarkom zu erkranken. Ein erhdhtes Risiko sowohl fir die Ausbildung von
Hamangiomen als auch von Hamangiosarkomen der Milz besteht nach Prymak et al. (1988)

fur den Deutschen Schéferhund.

Abbildung 1: Der Deutsche
Schéaferhund zeigt  eine
Disposition fir das maligne
Hamangioendotheliom.
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2.3.3 Altersverteilung der erkrankten Tiere

Die Tumorrate bei Mensch und Tier steigt mit zunehmendem Alter an. Prinzipiell kénnen
Hamangiosarkome in jedem Alter auftreten. Gabor und Vanderstichel (2006) berichten von
einem am malignen Hamangiosarkom erkrankten sechs Wochen alten Welpen. Ein
Durchschnittsalter von neun bis zehn Jahren zeigt aber, dass auch dieser Tumor vorwiegend
eine Erkrankung des alten Hundes ist (Brown et al., 1985; Kessler, 2005b; Sanladerer, 1994;
Schultheiss, 2004).

234 Geschlechterverteilung der Patienten

Viele Autoren (Kessler et al., 1997a; Schultheiss, 2004; Srebernik und Appleby, 1991)
zeigten, dass Ruden haufiger als Hundinnen an malignen Hamangioendotheliomen leiden.
Kessler et al. (1997a) fanden ein Geschlechterverhaltnis zwischen mannlichen und
weiblichen Tieren von 2:1. Im Vergleich zur Klinikpopulation entsprach dies einem

Uberproportionalen Anteil mannlicher Tiere.

Erstmals differenzierten Prymak et al. (1988) zwischen weiblichen, weiblich kastrierten,
mannlichen und mannlich kastrierten Hunden. Berechnungen ergaben fiir weiblich kastrierte
Tiere ein signifikant hoheres Risiko, maligne Blutgefaitumore zu bilden. Fir die Ausbildung

von Hamangiomen besteht dagegen keine Geschlechtspradisposition.

Auch Aronsohn (1985) ermittelte in einer Studie Uber Hamangiosarkome im Herzen eine
Geschlechterverteilung von 55 % weiblichen gegeniiber 45 % mannlichen Hunden. Ebenso
zahlten Ward et al. (1994) in ihrer Untersuchung Uber kutane Hamangiosarkome mehr

Hundinnen als Riden.

235 GroRe und Gewicht der Patienten

Nur in wenigen Untersuchungen wurden die Parameter Grof3e und Gewicht berticksichtigt,
jedoch geben die am haufigsten betroffenen Rassen schon indirekt Auskunft dartiber, dass
kleine Hunde entscheidend seltener maligne Hamangioendotheliome ausbilden als
mittelgrof3e bis grof3e Hunde.

In den vorliegenden Studien waren meist Hunde grol3er Rassen vertreten, 89,5 % der Tiere
in der Studie von Aronsohn (1985) wogen Uber 20 kg, in der Studie von Prymak et al. (1988)
hatten fast 75% der Hunde mit malignem Hamangioendotheliom der Milz ein Gewicht von
Uber 16 kg. In der Studie von Johnson et al. (1989) wogen 76,7% der Hunde mehr als 21 kg,
jedoch nur 11,6 % unter 10 kg. Durchschnittlich lag das Gewicht der Hunde in der
Untersuchung von Prymak et al. (1988) bei 27,1 kg, in der Patientenpopulation der Studie
von Hammer et al. (1991a) sogar bei 32 kg.

11
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2.3.6 Lokalisation des Tumors

In fast allen Organen und Geweben koénnen sich entsprechend der Ubiquitat des
BlutgefaRsystems maligne Hamangioendotheliome bilden. Die Milz, der rechte Herzvorhof,
die Haut und die Leber sind bevorzugte und haufigste Entstehungslokalisationen (Maxie und
Robinson, 2007).

Die Milz ist mit Uber 40 % das am haufigsten betroffene Organ. Herz (rechter Vorhof), Haut
und Leber sind weitere haufig befallene Organe. Daneben kdnnen Tumoren und Metastasen
auch in Lunge, Nieren, Muskulatur und Knochen auftreten. Beim kutanen Hamangiosarkom
kénnen Dermis, Subkutis aber auch Muskulatur betroffen sein (Clifford et al., 2000; Maxie
und Robinson, 2007; Sanladerer, 1994). Deutlich seltenere Primarlokalisationen sind Niere,
Harnblase, Gekrose, Darm, Mittelfell, Aorta, Skelettmuskulatur, Prostata, Nasenhdhle und

das Zentrale Nervensystem.

Fur das maligne Hamangiosarkom gibt es keine klaren Merkmale zur Differenzierung von
Geschwulst und Tochtergeschwulst. Beim Vorliegen mehrerer Geschwulste an
unterschiedlichen Lokalisationen bleibt die Bestimmung des Primartumors somit eine mehr
oder weniger subjektive Entscheidung des Untersuchenden (Aupperle et al., 2007; Kessler
et al., 1997b).

Metastasen fanden sich in der Untersuchungspopulation von Brown et al. (1985) bei 67 %
der sezierten Hunde mit abnehmender Haufigkeit in folgenden Organen: Lunge, Leber, Herz,
Niere, Mittelfell, Nebennieren, Bauchnetz und Bauchfell.

Bei 72 % der untersuchten Hundepopulation beobachteten Ng und Mills (1985)
Lungenmetastasen, bei 64 % streute der Tumor auch in andere Organe, davon bei fast 50 %
der Hunde in die Leber.

Im Herzen sind Hamangiosarkome Uberwiegend im rechten Herzvorhof nahe der Crista
terminalis oder im rechten Herzohr zu finden, diese sollen mit hoher Wahrscheinlichkeit
Primartumore sein (Aupperle et al., 2007; Ware und Hopper, 1999). Hamangiosarkome im
Perikard bzw. im linken Herzventrikel stellen Metastasen dar (Fruchter et al., 1992). Fast
immer treten Tochtergeschwilste in der Lunge auf, in weit mehr als 50 % der Félle dann
auch in Milz, Leber und Nieren. Ein gemeinsames Vorkommen von Hamangiosarkomen in
Herz und Lunge beobachteten Holt et al. (1992) haufig. Bei 60 % der Hunde dieser Studie

fanden sie Hamangiosarkome in der Lunge und bei 67 % im Herzen.

12
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Vom Herzen ausgehend kénnen Hamangiosarkome uber den grofRen Blutkreislauf auch in
Gehirn (Dennler et al.,, 2007), Knochen, linken Ventrikel und in alle anderen schon

genannten Organe metastasieren (Aronsohn, 1985).

Die Haut ist die dritthaufigste Lokalisation fir Hamangiosarkome beim Hund. Beobachtet
werden kénnen die Tumore weit verteilt von Kopf Gber Rumpf und Gliedmafien bis zum
Schwanz, sie sollen jedoch meist an den BeckengliedmalRen, am Praputium und am
ventralen, insbesondere unbehaarten und spéarlich pigmentierten Abdomen auftreten (Hargis
et al., 1992). Die unbehaarte Haut soll sechsmal haufiger betroffen sein als die behaarte
Haut. Atiologisch wird hier ein EinfluR der Sonneneinstrahlung diskutiert. Dabei bleibt der
groRere Anteil der Tumore auf die Dermis beschrénkt, wahrend die geringere Zahl die
Subcutis und/oder die Muskulatur involviert. Die subkutane Form der Hamangiosarkome soll
selten sein und in der Regel eine Tochtergeschwulst reprasentieren, da sie in mehr als der
Halfte der Falle mit einem Tumor in einem anderen Organ vergesellschaftet ist (Hargis et al.,
1992).

Die Untersuchungsergebnisse von Waters et al. (1989) zeigten bei 14,2 % der betroffenen
Hunde vorwiegend multiple Metastasen im Gehirn, weitaus am haufigsten im Cerebrum,
seltener im Hirnstamm, im Cerebellum oder in der Leptomeninx. Bei einem Hund mit
primarem Gehirntumor (Hirnstamm), war fast ausschlief3lich die graue Substanz betroffen. In
dieser Studie wiesen zwei Hunde, bei denen Uberwiegend die weiRe Substanz tumords
verandert war, als einzige auch Metastasen im Ruckenmark auf. 90 % der Hunde mit
Lungenmetastasen wiesen auch Gehirnmetastasen auf. Fir Tiere mit Lungenmetastasen
errechneten die Autoren eine achtmal hohere Wahrscheinlichkeit von Gehirnmetastasen als
fur Tiere mit tumorfreier Lunge. Mit einem erhohten Risiko fir Gehirnmetastasen sollen

ebenso gastrointestinale Metastasen verbunden sein (Waters et al., 1989).

13
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2.3.7 Symptome der Patienten

Betroffene Hunde sind im Frihstadium der Erkrankung oft symptomfrei oder zeigen
unspezifische Erscheinungen wie Leistungsinsuffizienz oder Abdominalschmerz, Inappetenz
und Erbrechen aufgrund der durch die GréRe des Tumors verursachten Verdrangung

benachbarter Organe.

Abbildung 2: Rontgenbild eines Hundes (Schaferhundmischling, 12 Jahre, weiblich) mit
malignem Hamangioendotheliom der Milz (T). Ohne Bauchhoéhlenerguss stellt sich der
Tumor als weichteildichte Struktur dar. Dieser Patient wurde wegen Inappetenz mit
.paradoxer‘ Gewichtszunahme vorgestellt.

Verdachtsdiagnosen werden anhand von Signalement, klinischen und labordiagnostischen
Veranderungen in  Kombination mit Roéntgen- und Ultraschallbefunden sowie
Kdrperhdhlenpunktaten gestellt. Zum Zeitpunkt der Diagnose ist bei bis zu 70% der
Patienten mit makroskopisch sichtbaren Metastasen zu rechnen (Brown, 1985; Kessler et
al., 1997b). Am dramatischsten geht die Erkrankung mit plotzlichem Tod nach Ruptur des
Tumors und akutem Blutverlust ohne vorhergehende klinische Symptomatik einher. Uber die
Hélfte der Patienten werden wegen plotzlicher Ruptur des Tumors vorgestellt, was je nach
Lokalisation zu einem Hamoabdomen oder zu Perikarderguss fiihren kann (Aupperle et al.,
2007; Brown et al., 1985; Kessler et al., 1997a; Pintar et al., 2003; Smith, 2003).

14
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Lebensbedrohliche Folgen sind akuter hypovolamischer Schock oder Perikardtamponade
mit entsprechenden hamodynamischen Folgen (Brown et al., 1985). Anamnestisch
wiederholte Anfalle von Unwohlsein und Schwache mit schneller scheinbarer Genesung
Uber zwei bis drei Tage sind in diesen Fallen relativ charakteristisch. Schwere Anamien und
akute Blutungen in die Bauchhdhle sind fur Schwache und Blasse der Tiere verantwortlich
(Brown et al., 1985; Smith, 2003). Nach Angaben der meisten Autoren gibt es keine
hamangiosarkom-typischen Symptome. Symptome eines hypovolamischen Schocks
(Kollaps, weile Schleimhaute, Tachykardie, schwacher Puls und Tachypnoe) zeigen sich
nach einem gréfReren Blutverlust (Kessler et al., 1997a; Prymak et al., 1988; Smith, 2003).
Haufig tritt eine disseminierte intravasale Gerinnung (engl: disseminated intravascular
coagulation, DIC) auf (Hammer et al.,, 1991b; Kessler et al., 1997a; Pintar et al., 2003).
Apathie, Depression, Schwanken, Inkoordination, Seitenlage, Kollaps, Schock, Anamie,
Inappetenz, Erbrechen, Durchfall, Melana, aufgetriebenes gespanntes Abdomen,
MilzvergroRerung, palpierbare Umfangsvermehrung im Abdomen, Fieber, erhéhte Puls- und
Atemfrequenz, Herzinsuffizienz, Arrhythmien, Tachykardie, Herzgerdusche, verlangerte
kapillare Fullungszeit, Zyanose, pathologische Atemgerausche, Husten, Hamoptysis,
Lungenddem, Polydipsie, Ikterus, Hamothorax, Hamoperitonaeum und Hamoperikard
(Kessler et al.,, 1997a; Ware und Hopper, 1999) sind weitere Symptome, die plotzlich,
langsam progressiv oder episodenhaft intermittierend und abhéngig von der Lokalisation des

Tumors in Erscheinung treten kénnen.

Hinweise auf die Lokalisation des Tumors kénnen bestimmte klinische Bilder geben. Sind
Organe der Bauchhéhle betroffen, kann man den Tumor eventuell palpieren. Der Bauch ist
infolge eines Hamoperitonaeums nach Ruptur und Blutung oft gespannt und aufgetrieben
(Pintar et al., 2003). Mit Hamangiosarkomen der Milz sind am haufigsten die Symptome
Lethargie, Schwéche, Anorexie, Depression, Blasse, aufgetriebenes und schmerzhaftes
Abdomen, Splenomegalie, Kollaps, Erbrechen, Durchfall und Hamoperitonaeum verbunden.
Signifikant haufiger sollen nach Hammer et al. (1991a) das Symptombild Anorexie, Kollaps
und H&amoperitoneum beim Hamangiosarkom als beim H&mangiom auftreten. Diese
Erscheinungen zeigten 76,4 % der untersuchten Hunde. Sitzt der Tumor dagegen im
Herzen, kann man Arrythmien, Rechtsherzinsuffizienz, systolische Herzgerausche,
Hamothorax, Hamoperikard und Herztamponade, Ataxie, Blasse, Zyanose und lkterus
beobachten (Fruchter et al., 1992; Gidlewski und Petrie, 2005).
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Beim Befall des Zentralen Nervensystems konnen die Hunde Epilepsien, Dementia,
Orientierungslosigkeit, Torticollis, Paresen und Paralysen zeigen. Gehirnmetastasen sollen

jedoch in 50 % der Falle klinisch symptomlos bleiben (Waters et al., 1989).

Meist zuféllig werden vom Besitzer bei der Fellpflege oder beim Streicheln des Hundes
kutane Hamangiosarkome gefunden. Ein oder mehrere Knoten lassen sich in der Haut
palpieren. Sie kdnnen auch ulzerieren und bluten. Daneben treten vereinzelt Petechien und

Ekchymosen auf (Hammer et al., 1991a; Hargis et al., 1992).

Maligne H&amangioendotheliome rufen also primar Symptome hervor, die durch
Funktionsstorungen des jeweiligen neoplastisch veranderten Organs bedingt sind. Die
Verdachtsdiagnose Hamangiosarkom kann immer nur aufgrund bestimmter klinischer
Erscheinungen gestellt werden, sie muss mit weiteren, diagnostischen Methoden,
chirurgischen Eingriffen und histopathologischen Untersuchungen bestatigt werden. In der
Regel ist die Symptomdauer bis zur ersten Vorstellung beim Tierarzt nur kurz, kann aber
auch relativ lang sein. Brown et al. (1985) beschrieben Verlaufe mit akutem Auftreten, haufig
gefolgt von plétzlichem Tod, aber auch solche mit langsam progressiver Erkrankung Uber die
Dauer von drei Monaten. In der Studie von Prymak et al. (1988) zeigten 68,6 % der Hunde

mit Hamangiosarkomen in der Milz seit zwei Tagen bis zu vier Wochen klinische Symptome.

Methoden zur labordiagnostischen Friherkennung einer Erkrankung am malignen
Hamangioendotheliom gibt es derzeit nicht. Einen Ansatz hierfr sollen Untersuchungen zum
Vascular-Endothelial-Growth-Factor (VEGF) bieten. VEGF ist ein wichtiger angiogener
Faktor, der am Wachstum und der Metastasierung von Tumoren beteiligt ist (siehe Kapitel
2.1.3 bis 2.1.7).

Clifford et al. (2001) untersuchten in ihren Studie die Plasmakonzentration des VEGF. Im
Plasma von am malignen Hamangioendotheliom erkrankten Hunden konnte, im Gegensatz
zu der gesunden Kontrollgruppe, signifikant haufiger der VEGF nachgewiesen werden. Die
VEGF-Konzentrationen korrelierten in dieser Untersuchung nicht mit der klinischen
Stadieneinteilung.

Eine deutlich héhere VEGF- Konzentration wurde in Kérperhdhlenergiissen gesunder und
erkrankter Hunde gefunden. Hier zeigte sich aber kein signifikanter Unterschied in den
VEGF-Konzentrationen (Clifford et al. 2002).
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2.3.8 Klinische Stadieneinteilung

Eine Einteilung der Patienten in verschiedene Stadien der Erkrankung ist fir die
Vergleichbarkeit klinischer Untersuchungen entscheidend und fiir prognostische Aussagen
hilfreich. Hierflr hat sich die in Tabelle 1 dargestellte TNM-Klassifikation durchgesetzt
(Kessler et al., 1997a; Smith, 2003; U'Ren et al., 2007).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation zur klinischen Stadieneinteilung

TNM- Klassifikation

Primartumor (T)

TO makroskopisch kein Tumor

T1 Tumor auf Milz beschrankt

T2 Tumor rupturiert

T3 Tumor betrifft umliegendes Gewebe

Lymphknoten (N)

NO keine Metastasen in den N nachweisbar
N1 Metastase im regionalen N
N2 Metastase(n) in weiter entfernten N

Organmetastasen (M)

MO keine M nachweisbar

M1 M nachweisbar

Stadieneinteilung

Stadium | TO oder T1 und NO und MO

T1 und N1 und MO
Stadium I

T2 und NO oder N1 und MO

Stadium IlI T2 oder T3, jedes N und M1
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24 Therapie

Aufgrund des aggressiven Verhaltens des Tumors ist eine kurative Therapie in der Regel
nicht mdglich. Ziel ist eine Lebensverlangerung bei guter Lebensqualitdt. Momentane
Therapie der Wahl bei Milzbefall ohne makroskopisch sichtbare Metastasierung ist eine
Splenektomie in Kombination mit einer Chemotherapie. Generell ist die Prognose schlecht,
nur wenige der Tiere leben langer als ein Jahr (Kessler et al., 1997a; Smith, 2003; Sorenmo
et al., 2000; Wood et al., 1998).

241 Chirurgische Resektion des Tumors

Die chirurgische Resektion des Tumors ist in Anbetracht der hohen Metastasierungsrate
meist nur fir den Primartumor moglich. Bei einer Lokalisation im rechten Vorhof oder
Herzohr ordnet Smeak (2005) das maligne Hamangioendotheliom als den am besten
chirurgisch therapierbaren Tumor des Herzens ein. Eine chirurgische Resektion von
malignen Hamangioendotheliomen des Herzens wird in der Tiermedizin jedoch sehr selten
durchgefuhrt (Aronsohn, 1985). Bei Hautlokalisation stellt die chirurgische Therapie die
Behandlung der Wahl dar. Hier ist eine radikale Resektion in allen Ebenen im benachbarten
gesunden Gewebe von entscheidender Bedeutung, die anatomischen Gegebenheiten der
haufig betroffenen Gliedmalen stellen oft ein Problem fir die vollstdndige chirurgische

Entfernung dar (Kessler, 2005a).

Sind abdominale Organe betroffen, ist die chirurgische (Teil-) Resektion gut durchfihrbar.
Inshesondere beim rupturierten Milztumor ist die komplette Entfernung des Organs als
lebensrettende SofortmafRnahme indiziert. Hier ist jedoch mit Implantationsmetastasen, die
durch das Hamoabdomen in der gesamten Bauchhdhle auftreten kénnen, zu rechnen
(Kessler, 2005b). Um eine iatrogene Ausbreitung der Metastasen zu minimieren, sollten
operative Manipulationen der Milz auf ein Minimum reduziert werden. Dies kann nur durch
eine ausreichend groRe Ertffnung des Abdomen gewahrleistet werden. Nach erfolgter
Milzexstirpation wird eine griindliche Lavage der Bauchhdhle empfohlen, um oben erwéhnte
Implatationsmethastasen zu vermeiden (Kessler, 2005b).
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2.4.2 Chemotherapie und Immuntherapie

Therapie der Wahl ist die chirurgische Resektion des Tumors in Kombination mit einer
adjuvanten Chemotherapie. Deutliche Erfolge in Bezug auf die mittlere Uberlebenszeit
werden bei der Verwendung von Doxorubicin allein oder in Kombination mit anderen
Praparaten erreicht (Hammer et al., 1991a; Ogilvie et al., 1996; Sorenmo et al., 2004). Die
Kombination von Vincristin mit Doxorubicin und Cyclophosphamid (VDC) ist die zur Zeit am
haufigsten empfohlene Kombination von Chemotherapeutika fur die Behandlung von
Sarkomen einschliel3lich des malignen Hamangioendothelioms (Hammer et al., 1991a;
Kessler, 2005b; Ogilvie et al., 1996; Sorenmo et al., 2004). Es existieren verschiedene
Protokolle, die sich insbesondere in Hinblick auf die Applikationsintervalle unterscheiden.
Beispielhaft ist in Tabelle 2 das von Kessler (2005b) empfohlene VDC-Protokoll aufgefiihrt.

Tabelle 2: Vincristin-Doxorubicin-Cyclophosphamid (VDC) Chemotherapie-Protokoll

Behandlungstag | Praparat Empfohlene Dosis
1 Doxorubicin 30mg/m? Korperoberflache i.v.
3-6 Cyclophosphamid 50mg/m2 Kdrperoberflache per os
8 und 15 Vincristin 0,7mg/m2 Korperoberflache i.v.
Dieser Zyklus ist alle 3 Wochen zu wiederholen, eine Begrenzung der Behandlungsdauer
wird durch den Autor nicht angegeben (Kessler, 2005b).

Aktuelle Forschungen auf dem Gebiet der Immuntherapie bieten neue Ansétze in der
Behandlung dieses hochmalignen Tumors (U'Ren et al., 2007). Hierflir wurden Lysate zweier
Hamangiosarkom- Zelllinien zur Herstellung eines adjuvanten Impfstoffes verwendet. Die
Behandlung der Patienten erfolgte mit einer Doxorubicin basierten Chemotherapie in
Kombination mit der oben beschriebenen Immunotherapie tiber eine Dauer von 22 Wochen.
Kontrollgruppe waren Patienten, die ausschlieBlich mit der Doxorubicin basierten
Chemotherapie behandelt wurden. Die mittlere Uberlebenszeit der Patienten, die mit Immun-
und Chemotherapie behandelt wurden, war mit 182 Tagen gegenuber der Kontrollgruppe mit
132 Tagen mittlerer Uberlebenszeit, signifikant hoher (U'Ren et al., 2007).
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3 Material

3.1 Zellen

Alle verwendeten Zellen wurden am Institut fur Veterindr-Anatomie der Freien Universitat
Berlin isoliert. Die Isolierung der caninen Endothelzellen wird im Kapitel Methoden (4.2.1)
beschrieben.

Es kamen zusatzlich canine Fibroblasten zum Einsatz. Diese wurden durch Anna Parotat,
Tierarztin, im Rahmen ihrer Dissertation (Dissertation in Arbeit) am Institut fir Veterinar-

Anatomie der Freien Universitét Berlin isoliert und zur Verfiigung gestellt.

3.2 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Lieferant
Deckglaser, rund ( I3 mm) Carl Roth (Karlsruhe)

Einwegskalpell
Lehnecke (Schortens)

Kanilen

Kryoréhrchen Dunn Labortechnik (Asbach)
Membranfilter easypet (steril 0,45 um) Eppendorf (Hamburg)
Objekttrager (76x26 mm) Carl Roth (Karlsruhe)
Pasteurpipetten Th. Geyer Berlin (Berlin)

Pipettenspitzen

Carl Roth (Karlsruhe)
Serologische Einwegpipetten

Spritzen (10 ml) Lehnecke (Schortens)

Sterilfilter (0,2 pm) Schleicher & Schuell (Dassel)

Zellkulturschalen
24-Lochplatten ( [I3,5 mm, je Vertiefung)

6-Lochplatten ( 33,6 mm, je Vertiefung) Iwaki (Tokio, Japan)

P35

Zentrifugenréhrchen 15ml
Carl Roth (Karlsruhe)

Zentrifugenréhrchen 50ml
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3.3 Gerate

Gerat

Lieferant

Autoklav H+P Varioclav Typ 250T

Schembera (Minchen)

Begasungsbrutschrank Memmert INCO 2

Memmert (Schwabach)

Dampfsterilisator H+P Varioklav 25T H+P

Labortechnik (Munchen)

Fluoreszenzlichtmikroskop (Diaplan)

Leitz (Wetzlar)

Invert-Mikroskop Axiovert 25

Zeiss (Jena)

Neubauer Zahlkammer

GLW (Wiirzburg)

Pipette (Eppendorf reference, variabel)

Pipettierhilfe Eppendorf easypet

Eppendorf (Hamburg)

Reinraumwerkbank (BDK-S100)

BDK Luft- und Reinraumtechnik
(Sonnenbiihl Genkingen)

Stickstofftank (GT 38)

Air Liquide Kryotechnik (Dusseldorf)

Transmissionselektronenmikroskop (EM 10CR)

Zeiss (Jena)

Ultramikrotom (Ultracut S)

Fa. Reichert-Jung (Wien, Osterreich)

Vakuumpumpe Laboport

KNF Neuberger (Freiburg)

Videokamera Inteq 000610 (fir Invert-Mikroskop

Axiovert 25)

Inteq (Berlin)

Digitalkamera (DXM 1200)

Nikon GmbH (Dusseldorf)

Wasserbad (1083)

Gesellschaft fiur Labortechnik mbH
(Burgwedel)

Zentrifuge Variofuge RF

Heraeus Sepatech (Osterode)
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3.4 Losungen fur die Zellkultur

Lésungen

Hersteller

Bacto Gelatine

Difco Laboratories (Detroit, USA)

BME-Vitamine

Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

ICN Biomedicals (Eschwege)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen)

Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS)

Schubert & Weiss GmbH (Munchen)

Fetales Bovines Serum (FBS)

Heparin-Losung (0,25%)

Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen)

L-Glutamin

Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen)

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)

Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen)

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Biochhrom KG (Berlin)

S180-konditioniertes Medium

S.u.

Trypsin-EDTA

Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen)

Zur Herstellung des S180-konditionierten Mediums wurden murine Sarkomzellen (zur
Verfligung gestellt von Prof. R. Auerbach, University of Wisconsin, Madison/USA) in DMEM+
kultiviert. Das Medium wurde nach erfolgtem Farbumschlag abgesaugt, 5 Minuten bei 1050
U/ min. zentrifugiert, der Uberstand mit 0,2 ym Filtern steril filtriert und bis zur Herstellung
des Selektivmediums (3.5.2) bei -20°C tiefgefroren.
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3.5 Verwendete Kulturmedien

3.5.1 Zusammensetzung des Erhaltungsmediums (DMEM+)
Komponente Menge
L-Glutamin 0,5ml
Penicillin/Streptomycin 0,5ml
Fetales Bovines Serum (FBS) 5,0 ml
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) | ad 50 ml

3.5.2 Zusammensetzung des Selektivmediums (Pg)
Komponente Menge
BME-Vitamine 0,5ml
Heparin-Losung (0,25%) 0,5ml
Fetales Bovines Serum (FBS) 5,0 ml
Endothelial Cell Growth Supplement L0 ml
(ECGS; 2,5 mg/ml)
S 180-konditioniertes Medium 10,0 ml
DMEM+ ad 50 ml

3.6 Einfriermedium

Das Einfriermedium dient dem Schutz der Zellen beim Einfrieren und Auftauen, gleichzeitig

deckt es den Erhaltungsbedarf der kryokonservierten Zellen. Es wurde aus dem jeweiligen

Kulturmedium unter Zusatz von 10 % Dimethylsulfoxid (ICN Biomedicals) hergestellt.
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3.7 Materialien fur die Zellisolierung

3.7.1 EnzymlBsung fur die Zellisolierung

FUr den enzymatischen Aufschluf® der Zellen aus den Gewebeproben kam eine steril filtrierte
Suspension aus je 25 mg Kollagenase Il und IV (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) ad 10
ml DMEM zum Einsatz.

3.7.2 Edelstahlsiebe

Zur Zerkleinerung und Homogenisierung der

Gewebeproben wurden Edelstahlgitter mit
einer Maschenweite von 0,5 mm genutzt
(Rotilabo® A625.1, Carl Roth, Karlsruhe). Um
eine ausreichende Stabilitat zu erreichen,

wurden die Dreiecksform mit einer

Kantenlange von 1,5 cm gewahlt und die

Abbildung 3: Fir die Zellisolierung

Rander zweifach nach innen gefaltet. gefertigte dreieckige Edelstahlsiebe.
3.8 Nachweis der Bindung FITC-konjugierter-Lektine

Reagenzien Hersteller

Fluorescein-

Dolichos biflorus Agglutinin (DBA)

Fluorescein-
Wheat germ Agglutinin (WGA) Vector Laboratories, Inc.
Fluorescein- (Burlingame, USA)

Ulex europaeus Agglutinin (UEAI)

Fluorescein-

Concanavalin A (ConA)

Fluorostab ICN Biomedicals (Eschwege)
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3.9 Antikdrper, Immunreagenzien und Reaktions- Kit

Immunreagenzien

Bezugsfirma

Monoklonaler Antikdrper
Maus anti-Schaf-CD31

Monoklonaler Antikbrper Maus anti-av33-
Integrin (CD 51/61)

Acris, DPC Biermann (Bad Nauheim)

Polyklonaler Antikérper Kaninchen anti-

human- VWF

DAKO Diagnostika (Hamburg)

Polyklonaler Antikdrper Kaninchen anti-
human-Tie-2

Santa-Cruz-Biotechnology (Heidelberg)

Sekundarantikdrper Ziege anti-Maus,
Biotin konjugiert

BD Biosciences Pharmingen (Heidelberg)

Sekundarantikdrper Ziege anti-Kaninchen,
Biotin konjugiert

BD Biosciences Pharmingen (Heidelberg)

EnVision+TM, Peroxidase, Ziege anti-Maus,
Kaninchen Peroxidase-Kit

DAKO Diagnostika (Hamburg)

3,3 -Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
Tabletten (DAB)

Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen)

SteptABComplex/HRP

Proteinblockierungsreagenz, serumfrei

Mausserum (normal), IgG1

Kaninchenserum (normal), 1IgG1

DAKO Diagnostika (Hamburg)
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3.10 Transmissionselektronenmikroskopie

3.10.1 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Bezugsfirma

Beemkapseln

Plano (Marburg)

Kodak Electron Mikroscope Film (4489)

Kodak (Stuttgart)

Kupfergrids

Plano (Marburg)

3.10.2 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien

Bezugsfirma

Agar

Azur |l

Cacodylséure Natriumsalz Trihydrat

Merk Eurolab (Darmstadt)

DDSA (Dodecenylsucchinic-Acid Anhydride)

Serva Electrophoresis (Heidelberg)

Di-Natriumtetraborat

Merk Eurolab (Darmstadt)

DMP-30 (2,4,6-Tri (dimethylaminomethyl)
Phenol)

Serva Electrophoresis (Heidelberg)

Epon-Glycidether Methanol

Glutaraldehyd

Serva Electrophoresis (Heidelberg)

Kaliumferrocyanid

Merk Eurolab (Darmstadt)

May-Grinwald-L6ésung

Fluka Chemie (Buchs/Schweiz)

Methylenblau

Merk Eurolab (Darmstadt)

MNA (Methyl Nadic Anhydride)

Serva Electrophoresis (Heidelberg)

Osmiumtetroxid

Paraformaldehyd

Merk Eurolab (Darmstadt)

Propylenoxid

Serva Electrophoresis (Heidelberg)
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4 Methoden

4.1 Herkunft der Zellen
Die Organe (Milz) zur Isolierung der Endothelzellen stammten von Tieren aus der Klinik und

Poliklinik fur kleine Haustiere, Freie Universitat Berlin.

Die tumords entartete Milz eines Hundes (Riesenschnauzer, weiblich, 9 Jahre) wurde
wahrend einer geplanten Milzextirpation entnommen. Neoplastisches Gewebe der Milz
zweier weiterer Hunde (Deutscher Schaferhund, ménnlich, 10 Jahre und WeiRer Schweizer
Schaferhund, weiblich, 10 Jahre) wurde nach Euthanasie der Tiere zur Zellisolierung
genutzt. Die unveranderte Milz eines Hundes (Mischling, weiblich, 2 Jahre) diente zur

Isolierung von Zellen aus der gesunden Milz (Kontrolle).

Tabelle 3: Tiere, deren Milz zur Isolierung der Zellen genutzt wurde und die Bezeichnung der
entsprechenden Zellkulturen. CSC: canine spleen cells, CH: canines Hamangioendotheliom,
RS: Riesenschnautzer, DS: Deutscher Schaferhund, WS: Weil3er Schaferhund.

Herkunft der Zellen Bezeichnung der
: Zellkultur
Tier Organ
Mischling, weiblich, 2 Jahre unveranderte Milz CSC
Riesenschnauzer,
CH/RS
weiblich, 9 Jahre
malignes
Deutscher Schaferhund, N . .
Hamangioendotheliom CH/DS
mannlich, 10 Jahre .
der Milz
Weil3er Schweizer Schaferhund,
o CH/WS
weiblich, 10 Jahre
4.1.1 Entnahme und Transport der Organe fir die Zellisolierung

Die Organe wurden direkt nach der Euthanasie beziehungsweise intra operationem unter
sterilen Bedingungen entnommen und sofort in Pufferlosung (PBS, Biochrom) Uberfinhrt.
Nach mehrmaligem Spilen kamen die Organe in die gekuhlte Transportlosung (PBS, 1%

Pen./Strep.). Der sofortige Transport ins Zellkulturlabor erfolgte auf Eis in Isolierboxen.
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4.2 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer Reinraumwerkbank durchgefiihrt. Die Inkubation der
Zellen erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 5% CO, und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 90%. Vor dem Einsatz der bendétigten Materialien und Gerate wurden
diese gereinigt, desinfiziert und sterilisiert. Wahrend der Ruhezeiten erfolgte eine
Bestrahlung des Zellkulturlabors mittels UV-Licht.

Wachstum und Morphologie der Zellen wurden, nach der Aussaat téglich und nach spéater
alle 2-3 Tage, mit einem Phasenkontrastmikroskop (Axiovert 25, Zeiss Jena) untersucht. Die
Dokumentation erfolgte mit einer PC-gesteuerten Digitalkamera (Inteq 000610, Berlin) unter
Einsatz einer Bildarchivierungs- und Bildbearbeitungssoftware (Axiovision, Version 3,0,

Zeiss, Jena).

4.2.1 Aufbereitung der Proben und Isolierung der Zellen

Im Zellkulturlabor erfolgte die Entnahme mehrerer Gewebeproben fir histochemische
Untersuchungen und deren sofortige Formalinfixierung. Fur die Zellisolierung wurden jeweils
zwei Gewebeproben entnommen. Eine dieser Gewebeproben stammte aus dem
Randbereich des Tumors, die zweite aus einer zentralen Region, nekrotische Bereiche
wurden gemieden. Nach mehrmaligem Spiilen in PBS und Trimmen der Gewebsstiicke auf
ca. 1x1x1 cm groRe Stiicke folgten die mechanische Zerkleinerung mittels Schere und
Passage durch feinmaschige Edelstahlsiebe (siehe Material 3.7.2). Die entstandene
Zellsuspension wurde unter Zusatz von 10 ml Erhaltungsmedium (DMEM+) in
Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und 5 Minuten bei 1050 U/min. zentrifugiert, der Uberstand
entfernt und das Pellet in Erhaltungsmedium (DMEM+) resuspendiert. Nach nochmaligem
Zentrifugieren wurde das Pellet in 5 ml Enzymlésung (siehe Material 3.7.1) geldst und bei
37°C unter regelméafligem Schiitteln inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde nach 20
Minuten durch Zugabe von Erhaltungsmedium gestoppt. Die Rohrchen wurden nun 5
Minuten bei 1050 U/ min. zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet in
Erhaltungsmedium (DMEM+) resuspendiert.

Danach erfolgte die Aussaat der Zellsuspension in 3 Vertiefungen zuvor gelatinierter 6-
Lochplatten (Bacto Gelatine, 1,5% in PBS). Die Platten kamen sofort in den Brutschrank.
Nach 20 Minuten wurde eine Begutachtung der Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop
durchgefuhrt. Hier erfolgten erste fotografische Dokumentationen der isolierten Zellen. Bei
Vorhandensein bereits adharenter Zellen wurde der Uberstand in 3 neue Vertiefungen der 6-
Lochplatte Uberfihrt und die zuerst erwdhnten Vertiefungen wieder mit 1,5 ml
Selektivmedium (P,) aufgefiillt. Eine Erneuerung des Selektivmediums erfolgte nach 24 und
48 Stunden.
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4.2.2 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden auf gelatinierte Zellkulturschalen verschiedener Grof3e ausgesat. Hierflr
wurden die Zellkulturschalen mit Gelatine bodendeckend beftllt und fur maximal 30 Minuten
im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte vorsichtiges Spllen mit PBS und
Uberschichten mit einigen Tropfen Erhaltungsmedium.

Als Nahrstoffquelle diente das unter 3.5.2 beschriebene Selektivmedium (P,) oder das
Erhaltungsmedium (DMEM+; 3.5.1), das im Abstand von zwei bzw. drei Tagen gewechselt
wurde. Nach dem Auftauen wurden die Zellen zunéchst in 6-Lochplatten vermehrt. Zur
Untersuchung wurden die Zellen dann in 24-Lochplatten subkultiviert.

4.2.3 Subkultivierung

Nachdem die Zellen einer 6-Lochplatte Konfluenz erreicht hatten, konnten sie subkultiviert
werden. Hierfir wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen kurz mit PBS gespiilt und
schlieBlich mit 0,7 ml Trypsin-EDTA beschichtet. Nach maximal funf Minuten Einwirkzeit im
Brutschrank l6sten sich die Zellen vom Untergrund und die Kultur lag als Zellsuspension vor.
Dieser Vorgang wurde mikroskopisch mehrfach kontrolliert. Zur Herstellung einer
Einzelzellsuspension wurde mit einer serologischen Pipette die Zellsuspension wiederholt
aufgenommen und abgelassen. Je nach Verwendungszweck wurden die Endothelzellen
(zwischen 10° und 10° Zellen/ Vertiefung) auf gelatinierten Zellkulturschalen (6- oder 24-

Lochplatten) mit bzw. ohne Glasplattchen gleichmafig ausgesat.

424 Kryokonservierung

Bei Subkultivierungen wurde regelmafig ein Teil der Zellen kryokonserviert. Entsprechend
Punkt 4.2.3 wurde eine Zellsuspension hergestellt und in ein Reagenzréhrchen, das mit 10
ml DMEM+ gefillt war, einpipettiert. Die Loésung wurde bei 1050 U/min. finf Minuten lang
zentrifugiert und der Uberstand danach abgesaugt. Mit 1-1,5 ml Einfriermedium (siehe 3.6)
wurde das Zellpellet resuspendiert und in ein Kryoréhrchen (1-2x 10° Zellen je Kryoréhrchen)
geflllt. Die R6hrchen wurden zunachst zwei bis drei Tage bei —80°C in Isolierboxen langsam
eingefroren und danach in Stickstofftanks dauerkonserviert.
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4.2.5 Auftauen der Zellen

Der erste Arbeitsschritt, das zilgige Auftauen der kryokonservierten Zellen aus dem
Stickstofftank, wurde in einem Wasserbad (37°C) unter Schwenken durchgefuhrt. War die
Zellsuspension aufgetaut, wurde sie mit einer serologischen Pipette aufgenommen und
vorsichtig in ein mit 10ml DMEM+ gefiilltes Zentrifugenréhrchen getraufelt. Diese Ldsung
wurde bei 1050 U/min. fiinf Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach
abgesaugt, das Pellet mit einer serologischen Pipette in Selektivmedium (3.5.2)
aufgenommen und in ein bis zwei gelatinierte Vertiefungen einer 6-Lochplatte gleichmafig
verteilt. 24 Stunden spater erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums.

4.3 Zellzahlung nach Ablésung der in vitro kultivierten Zellen

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einem Hamozytometer (Neubauer-Zahlkammer).
Entsprechend Punkt 4.2.3 wurde eine Zellsuspension hergestellt. Diese wurde in
Reagenzréhrchen, welche zuvor mit 10ml DMEM+ gefiillt wurden, einpipettiert. Die Losung
wurde bei 1050 U/min. fir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das
entstandene Pellet wurde mit 1 ml Kulturmedium resuspendiert und ein Tropfen dieser
Zellsuspension in die Zahlkammer geflllt. Es folgte die Zahlung und Addition der Zellen von
16 kleinen Eckquadraten (16 kleine Eckquadrate entsprechen einem Grofl3quadrat) im
Phasenkontrastmikroskop. Aus der errechneten Summe wurde der Mittelwert (MW)
bestimmt. Die Zellzahl in der Suspension konnte dann anhand folgender Formel ermittelt
werden:

Zellzahl/ml = MW der Zellzahl aus 2 Grof3quadranten x Kammerkonstante

4.4 Zellzahlung in vitro ohne Abldsung der Zellen

Zur kontinuierlichen Beurteilung des Proliferationsverhaltens einer Kultur wurden Zellen in
zuvor mittels oben beschriebener Methode ermittelter Zellzahl in die Vertiefungen von 24-
Lochplatten ausgesat.

Das Proliferationsverhalten, der in definierten Zellzahlen (10° Zellen/Vertiefung der
Zellkulturschale) ausgesaten Zellen, wurde in den ersten Tagen nach der Aussaat
untersucht. Nach 24 Stunden wurden in 4 Vertiefungen jeweils 10 zufdllig ausgewahlte
Sichtfelder am Phasenkontrastmikroskop ausgezéhlt. Die Untersuchungen erfolgten im
Abstand von 24 Stunden Uber einen Zeitraum von 4-6 Tagen.
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4.5 Phasenkontrastmikroskopische Untersuchungen in vitro kultivierter Zellen

Die Entwicklung und Morphologie der verschiedenen Zellkulturen wurde lber einen Zeitraum
von bis zu 120 Tagen in regelmafigen Abstédnden dokumentiert. Hierzu wurden die Zellen
jeweils auf 4 gelatinierte Vertiefungen von 24-Lochplatten ausgesat und unter identischen
Bedingungen kultiviert. Nach Mediumwechsel im Abstand von 3 bis 4 Tagen wurde die
morphologische Entwicklung mittels Phasenkontrastmikroskop untersucht. Hierzu wurden
nach der Aussaat pro Vertiefung 3 bestimmte Punkte willkirlich ausgewahlt. Diese wurden
bei jeder Untersuchung mit Hilfe einer auf dem Objekitisch aufgebrachten Skalierung
aufgesucht und dokumentiert. Zusatzlich wurden auch weitere, nicht festgelegte markante
Stellen in den Vertiefungen dokumentiert. Die Untersuchungen erfolgten an einem Invert-
Mikroskop mit 50-, 100-, 200- und 320-facher Vergréf3erung und die Fotodokumentation mit
einer PC-gesteuerten Digitalkamera (Inteq, Berlin) und dem Softwareprogramm Axiovision
Version 3.0 (Zeiss, Jena). Bei schragem Lichteinfall konnten insbesondere tubulére
Strukturen besonders plastisch dargestellt werden; auch dies wurde fotografisch

dokumentiert.

4.6 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen in vitro
kultivierter Zellen

Um die Zellmorphologie der verschiedenen Zellkulturen auf ultrastruktureller Ebene zu
analysieren, wurden die Zellen bis zur Konfluenz oder bis zur Ausbildung tubularer
Strukturen kultiviert. Hierzu wurden die Zellen (10° Zellen je Vertiefung) jeweils auf
gelatinierte Vertiefungen von 6-Lochplatten ausgesat und unter identischen Bedingungen
angeziichtet.

Am Tag der Untersuchung wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen einmal mit
PBS (0,01 M, pH 7.4) und anschlieBend vorsichtig mit Cacodylat-Puffer (Cacodylséure-
Natriumsalz-Aqua bidest. 0,1 M, pH 7.2) gespllt. Die Fixierung erfolgte bei 4°C in
Karnovsky-Lésung (2% Paraformaldehyd und 2,5% Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylat-
Puffer). Danach wurden die Zellen erneut dreimal mit 0,1 M Cacodylat-Puffer gewaschen. Es
folgte die Kontrastierung fir zwei Stunden im Kuihlschrank mit 1% Osmiumtetroxid und 1,5%
Kaliumferrocyanid (in 0,1 M Cacodylat-Puffer) und dreimaliges Spilen der Zellen fur 10
Minuten in 0,1 M Cacodylat- Puffer.
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Da der Zellrasen sowie makroskopisch sichtbare tubulare Strukturen zusammenhangend
untersucht werden sollten, mussten im nachsten Schritt die Zellen vom Boden in der
Vertiefung abgelést werden. Dazu wurde im Labor eine eigene Methode entwickelt
(Hirschberg und Plendl, 2005). Die Vertiefungen wurden mit 1,5%igem Agar fur 30 Minuten
bei 4°C beschichtet. AnschlieRend wurde der Agar mit anhaftendem Zellrasen in toto
vorsichtig mittels Glasspatel aus der Vertiefung herausgeldst. Die Zellen wurden dann in 0,1
M Cacodylat-Puffer gewaschen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 50%, 70%, 80%
und 90% (je 15 Minuten) entwassert. Als Zwischenmedium diente reines Propylenoxid
(100%, zweimal 15 Minuten). Es folgte die Einbettung in Epon. Hierfir wurden die Proben in
einem Propylen-Epon-Gemisch (1:1) fir mindestens zwei Stunden sowie schlie3lich in
reinem Epon fir vier Stunden inkubiert. In Beemkapseln eingebettet, polymerisierten dann
die Proben bei 60°C fir 24-48 Stunden. Von den auspolymerisierten Epon-Blockchen
wurden mit einem Ultramikrotom (Ultracut S, Fa. Reichert-Jung, Wien, Osterreich) 1 pum
dicke Semidunnschnitte angefertigt. Diese wurden gefarbt und lichtmikroskopisch beurteilt
sowie zur Vororientierung fur das Anfertigen von Ultradiinnschnitten genutzt.

Von geeigneten Proben wurden zuletzt Ultradlinnschnitte (60 nm) angefertigt und auf
Kupfergrids aufgelegt. Die Auswertung erfolgte am Transmissionselektronenmikroskop
(EM10CR, Zeiss, Jena). Zur Fotodokumentation wurden Kodak Electron Microscope Filme

(Kodak, Stuttgart) verwendet.

4.7 Immunzytochemische Untersuchungen an caninen Zellen

Fur immunzytochemische Untersuchungen wurden die Zellen der vier Kulturen jeweils auf
separate, gelatinierte, mit Glasplattchen bestiickte Vertiefungen von 24-Lochplatten
ausgesat und unter identischen Bedingungen angezichtet. Es wurden zwei indirekte
Detektionssysteme angewandt (Biotin-konjugierter Sekundéarantikdrper und EnVision+TM-
Kit).

Die folgenden Mengenangaben bei den immunzytochemischen Untersuchungsmethoden
beziehen sich jeweils auf eine Vertiefung der 24-Lochplatte.
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4.7.1 Immunzytochemische Untersuchungsmethode der Zellen mit Biotin-
konjugiertem Sekundarantikdrper

Nach dem festgelegten Kultivierungszeitraum wurden die Zellen in den Versuch einbezogen.
Zunachst wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gespllt. Es
folgte eine 5 Minuten dauernde Fixierung mit gekihltem Methanol-Aceton (1:1). Nach
Absaugen des Fixierungsreagenzes erfolgten zwei Waschungen mit PBS. Um endogene
Enzymreaktionen zu eliminieren, wurden die Zellen mit Methanol-H,O, (140:1) 5 Minuten
lang behandelt und danach mit PBS zweimal gewaschen. Die anschlielBende Inkubation mit
einem Proteinblocker sollte weitere unspezifische Proteinbindungen einschréanken. Der
Proteinblocker wurde nach 20 Minuten abgesaugt. Alle bisher beschriebenen Arbeitsschritte
erfolgten bei Raumtemperatur, die Zellen wurden mit den Losungen jeweils so tberschichtet,
dass sie bedeckt waren (ca. 150 pl). Nach Verdinnung der Stammlésung des
entsprechenden Priméarantikdrpers mit PBS wurden 150 ul dieses Ansatzes auf die Zellen
pipettiert. Der Antikdrper wirkte 24 Stunden in einer feuchten Kammer bei 4°C auf die Zellen
ein. Dann wurden die Zellen zur Entfernung von nicht gebundenem Antikérper dreimal mit
PBS gewaschen und 150 pul des mit PBS verdinnten Biotin-gebundenen
Sekundarantikorpers aufgetragen. Nach 30 Minuten Inkubation (Raumtemperatur) wurde mit
PBS zweimal gespult und fir weitere 30 Minuten mit 150 pl Streptavidin-Biotin-Komplex
inkubiert. Es folgten zwei weitere PBS-Spulungen. Zur sichtbaren Darstellung der Reaktion
kam Diaminobenzidin (DAB) zum Einsatz. Hierfiir wurden 10 mg DAB mit 50 ml TRIS-Puffer
(pH 7,6) und 25 pl H,O, (30%) zu einem Ansatz vermischt. 100 ul dieses Ansatzes wurden
auf die Zellen aufgetragen. Das Ende der Reaktion wurde unter lichtmikroskopischer
Kontrolle festgestellt (Dauer ca. 5 Minuten). Mit einem Hamalaun-Reagenz konnten im
Anschluss die Zellkerne farblich kontrastiert werden (ca. 3 Minuten Einwirkzeit unter
lichtmikroskopischer Kontrolle). Nach einer letzten Spilung der Zellen mit Aqua dest. wurden
die Glasplattchen mit einer Pinzette aus der Kulturschale sehr vorsichtig abgehoben und mit
der bewachsenen Seite auf einen Objekttrdger gelegt. Als Einbettmedium fir die
bewachsenen Glasplattchen diente Glycerin-Gelatine.

Die Ermittlung des Testergebnisses erfolgte an einem Phasenkontrastmikroskop (Diaplan,
Leitz, Wetzlar). Eine Digitalkamera (DXM 1200, Nikon, Dusseldorf) mit angeschlossener
Bildbearbeitungssoftware (ACT-1 Version 2,20) diente der Dokumentation.
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4.7.2 Immunzytochemische Untersuchungsmethode der Zellen mit dem
EnVision+TM-Kit
Die Anzucht und Vorbehandlung der Zellen mit Primarantikérper entsprach dem unter 4.7.1
beschriebenen Vorgehen. Zur Entfernung von nicht gebundenem Priméar-Antikérper wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden 150 pl des EnVision+TM-Kits
aufgetragen. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde mit PBS zweimal
gespullt. Zur sichtbaren Darstellung der Reaktion kam (entsprechend Punkt 4.5.2)
Diaminobenzidin (DAB) zum Einsatz. Hierfir wurden 10 mg DAB mit 50 ml TRIS-Puffer (pH
7,6) und 25 pl H,0O, (30%) zu einem Ansatz vermischt. 100 pl dieses Ansatzes wurden auf
die Zellen aufgetragen. Unter lichtmikroskopischer Kontrolle wurde das Ende der Reaktion
festgestellt (Dauer der Reaktion ca. 5 Minuten). Mit dem H&malaun-Reagenz konnten im
Anschluss die Zellkerne farblich kontrastiert werden (Einwirkzeit, unter lichtmikroskopischer
Kontrolle, ca. 3 Minuten). Nach einer letzten Spilung der Zellen mit Aqua dest. wurden die
Glasplattchen mit einer Pinzette aus der Kulturschale vorsichtig abgehoben und mit der
bewachsenen Seite auf einen Objekttrager gelegt. Als Einbettmedium fir die bewachsenen

Glasplattchen diente Glycerin-Gelatine.

Tabelle 4: Verwendete Primar- und Sekundarantikdrper, sowie die jeweiligen Verdinnungen

Priméarantikorper Verdinnung | Sekundarantikdrper Verdinnung

EnVision+TM, Ziege anti-
1:100 Maus, Kaninchen 1:200

Peroxidase-Kit

Monoklonaler Antikdrper
Maus anti-Schaf-CD31

Monoklonaler Antikdrper EnVision+TM, Ziege anti-
Maus anti-avp3-Integrin 1:50 Maus, Kaninchen 1:200
(CD 51/61) Peroxidase-Kit

Polyklonaler Antikdrper _ _ _
. . Ziege anti-Kaninchen,
Kaninchen anti- human- 1:200 o o 1:200

Biotin konjugiert
VWF

Polyklonaler Antikdrper _ _ _

. . Ziege anti-Kaninchen,

Kaninchen anti-human- 1:100 o o 1:200

Tie-2 Biotin konjugiert
ie-
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4.7.3 Kontrollen der immunzytochemischen Untersuchungen

Der Primarantikérper wurde zum einen durch PBS, zum anderen durch Maus- bzw.
Kaninchenserum (normal, 1gG1) ersetzt. Als Negativkontrolle dienten canine Fibroblasten.
Als weitere Kontrolle wurden aus einer unveranderten caninen Milz isolierte Zellen genutzt,
siehe Abschnitt 4.1.

4.8 Nachweis der Bindung FITC-konjugierter-Lektine

Die Anzucht und Fixierung der Zellen entsprach dem unter 4.7.1 beschrieben Vorgehen. Alle
folgenden Arbeiten erfolgten unter Lichtausschluss. Die Stammlosungen der FITC-
konjugierten Lektine wurden zu Versuchsbeginn in den Verdiunnungen 1:50 bis 1:400
bereitgestellt (Lektin:PBS). Nach dem Absaugen des Spulpuffers wurden 150 pl der
vorbereiteten Ansétze in die jeweiligen Vertiefungen pipettiert. Es folgte die zweistlindige
Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der Inkubation wurden die Zellen
zur Entfernung ungebundener Lektine dreimal vorsichtig mit PBS gespilt. Um ein
Austrocknen der Préparate zu verhindern, wurden diese sofort mit Fluorostab
Eindeckmedium auf Objekttrager verbracht und bis zur weiteren Untersuchung in einer
lichtundurchlassigen feuchten Kammer bei 4°C gelagert. Die Auswertung und
Dokumentierung erfolgte am Fluoreszenzlichtmikroskop (Diaplan, Leitz, Wetzlar) mit

angeschlossener Digitalkamera (DXM 1200, Nikon, Dusseldorf).
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5 Ergebnisse

5.1 In vitro Kultivierung caniner Zellen
Verschiedene Zellpopulationen aus malignen Hamangioendotheliomen der Milz von drei
Hunden wurden isoliert und kultiviert. Parallel hierzu wurden Zellen aus der unverénderten

Milz eines weiteren Hundes isoliert und kultiviert (Abschnitt 4.1ff).

5.1.1 Morphologie und Proliferation der Zellen nach der Isolierung

5.1.1.1 Zellen aus malignen Hamanigoendotheliomen

Nach Einsaat der Zellen verteilten sich diese auf der Kulturschalenoberflache, wobei die
Zelldichte in den Randbezirken hoher als in der Mitte der Schale war. Die Zellen wiesen in
diesem Stadium eine kugelige Form und einen Durchmesser von 10-20 pm auf. Sie
schwammen teils als Einzelzellen, teils in kleineren Zellverbanden frei im Kulturmedium.
Nach 60 Minuten konnte bei ca. 50 % der Zellen eine Adhdrenz am Schalenboden
festgestellt werden. Diese Zellen wirkten abgeflacht, ihr Zytoplasma breitete sich zu den

Seiten hin aus und wies einen unregelmafigen Rand auf (Abbildung 4).

Abbildung 4: Eine Stunde nach Isolierung waren bereits einige adhérente Zellen (A) auf dem
Kulturschalenboden zu sehen. Im Medium befanden sich noch viele nicht anhaftende Zellen
(2) und Erythrozyten (Er), Phasenkontrastmikroskop x200.
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24 Stunden nach der Aussaat waren fast alle Zellen adharent. Nur noch wenige schwammen
frei im Medium. Eine grof3e Anzahl an Erythrozyten war zwischen den Zellen und frei im
Medium zu beobachten. In den auf3eren Bereichen der Kulturschalen lagen die Zellen
oftmals dichter als in den inneren. Die Zellen hatten 24 Stunden nach der Aussaat schon mit
der Teilung begonnen und Mitosen waren gut sichtbar. Nach weiteren zwei Tagen war fast
der komplette Kulturschalenboden mit Zellen bedeckt und es konnten, wie in Abbildung 5

dokumentiert, zwei verschiedene Zellformen beobachtet werden.

Polygonaler Zelltyp (Typ a): Einerseits zeigten sich Zellen, die einen dreieckigen bis
polygonalen Zellkbrper mit meist nur einem ausgeprégten Auslaufer aufwiesen. Seine Lange
betrug bis zum zweifachen des Durchmessers des Zellleibes und war am Ende plattenférmig
verbreitert. Diese Zellen hatten im Bereich des Zellleibes einen Durchmesser von 30-50 um
und erreichten mit ihren Fortsatzen eine Lange von bis zu 150 ym.

Spindelférmiger Zelltyp (Typ b): Andere Zellen nahmen eine spindelférmige, teilweise stark
in die Lange gezogene Form an. Die Enden dieser langen Zellfortsétze waren, wie bei den
oben beschrieben Zellen, leicht verbreitert. Diese Zellen erreichten mit ihren Fortsatzen

Langen von bis zu 200 pm.

Er

Abbildung 5: Drei Tage nach Isolierung hatte sich die Anzahl der adhéarenten Zellen stark
vermehrt. a) polygonaler Zelltyp; b) spindelformige Zelle; Er) Erythrozyten,
Phasenkontrastmikroskop x200.
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Abbildung 6: Nach 14 Tagen in Kultur lagen die Zellen in mehreren Schichten auf dem
Kulturschalenboden, es herrschte der spindelformige Zelltyp vor (b) und es kam zur
Ausbildung zellularer Cluster (C), Phasenkontrastmikroskop x100.

Die Zellen aus den malignen Hamangioendotheliomen zeigten ein sehr schnelles Wachstum.
Bereits nach 6 Tagen war der Zellkulturschalenboden so dicht bewachsen, dass die Zellen
subkultiviert werden konnten. Zellen die Uber einen langeren Zeitraum Kkultiviert wurden,
lagerten sich dicht aneinander und es trat ausschlie3lich der spindelférmige Zelltyp (Typ b)
auf. Nach einer Kultivierungsdauer von tber 10 Tagen waren die Zellen in mehreren
Schichten Ubereinander gelagert. In Bereichen sehr hoher Zelldichte kam es zur Ausbildung
zellularer Cluster, welche aus einer aufReren Schicht vitaler Zellen und Zellfragmenten im
Inneren (siehe 5.4) bestanden. Der Durchmesser dieser Cluster betrug 150 pm bis 500 um.
Wahrend die Cluster zu Beginn fest mit den darunter liegenden Zellen verbunden waren,
l6sten sich rund 50% der Cluster bei weiterer Kultivierung von den am Boden haftenden
Zellen. Diese frei im Medium vorliegenden Cluster lagerten sich lose den am
Kulturschalenboden haftenden Zellen an. Wahrend der regelmafligen Wechsel des
Kulturmediums wurden diese dann mit dem verbrauchten Medium entfernt.

Cluster, die den Kontakt zum Untergrund aufrecht hielten, bildeten im Laufe der Kultivierung
tubulare Strukturen aus. Diese nahmen untereinander Kontakt auf und bildeten zu Beginn
Briicken zwischen einzelnen Clustern. Derartige Briicken bestanden Anfangs aus einzelnen
Zellauslaufern, bis sich dann tubulare Strukturen aus vielen parallel und linear angeordneten
Zellen bildeten. Nach dem 28. Kultivierungstag kam es dann zur Ausbildung komplexer
Netze (siehe 5.1.2).
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51.1.2 Zellen aus einer unveranderten Milz

Die Zellen aus einer unveranderten Milz konnten nicht in so hoher Zellzahl isoliert werden.

Auch diese Zellen (Kultur CSC) sammelten sich direkt nach der Einsaat vor allem am Rand

der Kulturschalen, wobei in der Mitte der Zellkulturschale teilweise voéllig zellfreie Bereiche

auftraten. Auffallig war, dass im Gegensatz zu den Zellen aus malignen Hamangio-
endotheliomen (Kultur CH/WS und CH/DS) schon zu Beginn deutlich weniger Erythrozyten

vorhanden waren (Abbildung 7).

Abbildung 7: Zellen (Kultur CSC), eine
Stunde nach Isolierung aus einer gesunden
Milz, Phasenkontrastmikroskop x320.
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Abbildung 8: Kultur CSC am dritten Tag,
deutliche Proliferation der kultivierten Zellen,
Phasenkontrastmikroskop x200.

Abbildung 9: CSC 14. Tag in Kultur, der
gesamte Kulturschalenboden ist vollstandig
mit adharenten Zellen bewachsen.

Abbildung 10: Nach 21 Tagen Kultivierungs-
dauer kommt es auch bei Zellen aus einer
gesunden Milz zur Ausbildung zellularer
Cluster (C).

(Abbildungen 9 und 10: Phasenkontrastmikroskop x100)
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Zellen der inneren Bereiche der Zellkulturschalen, in denen diese nicht so dicht lagen,
bildeten lange Auslaufer (bis zu 250 ym), die an den Enden verbreitert waren. Insgesamt
konnten solche Zellen tber 300 um lang werden. Die beschriebenen Auslaufer traten meist
mit anderen Zellen in Verbindung, wobei sie allerdings oft naher gelegene Zellen nicht
bertihrten, sondern sich in Richtung weiter entfernt gelegener Zellen streckten. In den Zellen
waren die Zellkerne mit mehreren Nukleoli deutlich zu erkennen.

Zellen, die aus der gesunden Milz isoliert wurden, bedeckten den Zellkulturschalenboden
nach einer Kultivierungsdauer von 8 bis 10 Tagen.

Zur Ausbildung der bei den Zellen aus malignen Hamangioendotheliomen unter 5.1.1.1
beschriebenen zellularen Cluster kam es bei den Zellen aus der gesunden Milz nach 21
Tagen.
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5.1.2 Ausbildung angiogener Stukturen

5.1.2.1 Zellen des malignen Hamangioendothelioms

Wourden diese Zellen Uber den Zeitraum von 10 Tagen hinaus kultiviert, traten zunachst
zellulare Cluster auf (Abbildung 11). Zu diesem Zeitpunkt wurden an mehreren Stellen der
Kultur zellfreie Areale sichtbar. Diese waren meist von einem zellreichen, den Zellrasen
Uberragenden Rand umgeben (Abbildung 12).

Abbildung 11: 10 Tage in Kultur, Bildung Abbildung 12: 10 Tage in Kultur, erstes

zellularer Cluster (C). Auftreten zellfreier Areale.
C
T
C
T T
C
C

Abbildung 13: 21 Tage Kultivierungsdauer, Abbildung 14: 21 Tage in Kultur, tubulare
tber tubulare Strukturen (T) sind die Strukturen (T) ausgehend von einem
zellularen Cluster (C) verbunden. zellularen Cluster (C).

(Abbildungen 11 bis 14: Zellen aus einem malignen Hamangioendotheliom, Phasenkontrast-
mikroskop x100)
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Die zellfreien Areale wurden zunehmend gréRer, wahrend sich meist von zellularen Clustern
ausgehende tubuldre Strukturen ausbildeten, bis schlie8lich ab dem 28. Tag nur noch
wenige Zellen unter dem kommunizierenden System strangartiger Zellverbénde
auszumachen waren (Abbildungen 15 bis 17). Die phasenkontrastmikroskopische Unter-
suchung erlaubte keine eindeutige Beurteilung des Verbleibs der Zellen des Monolayers. Es
kann davon ausgegangen werden, dass sich die Zellen zum grof3en Teil in das Netz

eingliederten, da nur wenige abgeldste Zellen beim Mediumwechsel entfernt wurden.

Abbildung 15: Zellen aus einem malignem Hamangioendotheliom, 28 Tage in Kultur,
Ausbildung verzweigter, tubularer Strukturen (T) die oft von zelluldaren Clustern (C)
ausgehen. Nur wenige nicht an den tubularen Strukturen beteiligte Zellen (Z) haften am
Kulturschalenboden, Phasenkontrastmikroskop x100.

Wurden die Zellen Uber dieses Stadium hinaus weiter kultiviert kam es innerhalb von 10
Tagen zu einer fast vollstandigen Ruckbildung der tubularen Strukturen. Beim
Mediumwechsel wurden viele abgeldste Zellen entfernt und es bildete sich wieder ein dichter
Zellrasen in mehren Schichten auf dem Kulturschalenboden aus. 14 Tage nach Beginn
dieses Ruckbaus (42. Kultivierungstag) waren nur noch zellulare Cluster und ein dichter
Zellrasen vorhanden.
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Wenige Tage spater setzte die bereits schon am 28. Kultivierungstag beobachtete
Entwicklung tubularer Strukturen ein. Diese auch schon makroskopisch gut erkennbaren
Strukturen konnten am 60. Tag mit Hilfe eines Lupenmikroskops eindrucksvoll dokumentiert
werden konnte (Abbildung 16).

Abbildung 16: Zellen aus einem malignem H&amangioendotheliom, 60 Tage in Kultur,
Lupenmikroskop, schrager Lichteinfall x10.

Wurden die aus malignen Hamangioendotheliomen isolierten Zellen auch tber den 60. Tag
hinaus weiter kultiviert, wiederholten sich die oben beschriebenen Ab- und Umbauvorgange.
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Abbildung 17: Zellen aus einem malignem Hamangioendotheliom, 120 Tage in Kultur,
Phasenkontrastmikroskop x50, Darstellung aus Einzelbildern zusammengesetzt.

Die Zellen aus malignen Hamangioendotheliomen konnten 130 (CH/DS) und 145 (CH/WS)
Tage kultiviert werden. Die Kultur CH/RS stand wegen einer Kontamination nicht fur die
Langzeitkultivierung zur Verfliigung. Nach der maximalen Kultivierung tUber 145 Tage stellten
die Kulturen CH/DS und CH/WS ihr Wachstum ein, die tubularen Strukturen wurden
abgebaut und der Zellrasen wurde nicht wiederhergestellt. Eine Subkultivierung der Zellen

war nach dieser Kultivierungsdauer nicht mehr maglich.

5.1.2.2 Zellen aus der gesunden Milz eines Hundes

Die verschieden Stadien, die zur Ausbildung tubulérer Strukturen fiihren, konnten auch bei
den Zellen beobachtet werden, die aus einer gesunden Milz isoliert wurden. Die Zellen
erreichten nach 8 bis 10 Tagen Konfluenz. Nach 14 Tagen Kultivierung kam es zur
Ausbildung von zellularen Clustern und dem Auftreten zellfreier Areale in der Kultur
(Abbildung 19). Nach 25 bis 28 Tagen konnte die Ausbildung tubuléarer Strukturen
beobachtet werden (Abbildung 20 und 21). Diese Strukturen verbanden die zellularen
Cluster, es kam aber nie zur Ausbildung derartig komplexer Netze wie sie bei den Zellen aus
malignen Hamangioendotheliomen beobachtet werden konnten (siehe 5.1.2).

Die Zellen aus der gesunden Milz stellten ab einer Kultivierungsdauer von tber 60 Tagen ihr
Wachstum ein, es kam zur Rickbildung der tubuldren Strukturen und der Zellrasen wurde
nicht wiederhergestellt. Versuche, die Zellen durch Trypsinieren (siehe Methoden 4.2.3) in

neue Kulturschalen zu tberfuhren, waren erfolglos.
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Abbildung 18: 14 Tage in Kultur, Bildung Abbildung 19: 14 Tage in Kultur, Auftreten
zellularer Cluster (C). zellfreier Areale (X).

(Abbildungen 18 und 19: Zellen einer unveranderten Milz, Phasenkontrastmikroskop x100)

Abbildung 20: Nach 28 Tagen Kultivierung  Abbildung 21: 30 Tage in Kultur, tubulare

treten zahlreiche Cluster (C), tubulare Strukturen (T) ausgehend von einem
Strukturen (T) und zellfreie Areale auf (X). zellularen Cluster (C)

(Abbildungen 20 und 21: Zellen aus einer unveranderten Milz, Phasenkontrastmikroskop x50)
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5.1.4 In vitro Proliferationsverhalten

Nach der unter 4.4 beschriebenen Methode wurde das Proliferationsverhalten der drei
isolierten und langzeitkultivierten Zellpopulationen in vitro untersucht. Hierfir wurden die
Zellen in gleicher Zellzahl ausgesat und unter identischen Bedingungen kultiviert. Die Zellen
aus malignen Hamangioendotheliomen (CH/DS und CH/WS) zeigten ab dem zweiten bzw.
dritten Kultivierungstag ein annahernd exponentielles Wachstum. Im Gegensatz hierzu
konnte bei den Zellen aus einer gesunden Milz (CSC) wahrend des Beobachtungszeitraums

ein fast lineares Wachstum beobachtet werden.

Zur Vereinfachung wurde im Diagramm 1 die Zellzahl je 10 Sichtfelder angegeben.

160

140 CH/DS
120 CH/WS
100 | CSC

N

60 +

S

20 1

Zellzahl / 10 Sichtfelder

1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ Tage
Diagramm 1: CH/DS und CH/WS, canine Zellen aus malignen Hamangioendotheliomen;
CSC, Zellen aus einer gesunden Milz.
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514 Maximale Kultivierungsdauer

Die maximale Kultivierungsdauer wurde fir die drei Zellkulturen unter identischen
Bedingungen ermittelt. Die Kultivierung erfolgte in Selektivmedium, welches in zwei- bis
dreitdgigem Abstand gewechselt wurde (s. Methoden). Nach mehreren Auf- und
Umbauzyklen innerhalb der jeweiligen Kulturen kam es nach unterschiedlichen Zeitraumen
zum Erliegen des Zellwachstums. Dieser Zeitpunkt wurde als maximale Kultivierungsdauer
angegeben, nach diesem Zeitpunkt war auch eine erneute Passage der Zellen nicht mehr
moglich.

Erreichten die Zellen Konfluenz und sollten nicht zur Langzeitkultivierung genutzt werden,
wurden sie subkultiviert (s. Methoden). Jede Subkultivierung bedeutete eine um eins erhéhte
Passagezahl. Tabelle 4 zeigt die maximal maogliche Anzahl der aufeinander folgenden
Subkultivierungen (Passagen) bei den verschiedenen Zellkulturen. Nach diesem Zeitraum
stellten die Zellen die Proliferation ein und lieRen sich nicht mehr subkultivieren.

Tabelle 5: Vergleich der Zellen aus einer unveranderten Milz (CSC) mit den Zellen isoliert
aus zwei malignen Hamangioendotheliomen der Milz (CH/DS und CH/WS).

CSsC CH/DS CH/WS
Populationsverdoppelungszeit 6 Tage 4 Tage 4 Tage
Maximale Kultivierungsdauer 80 Tage 130 Tage 145 Tage
Passagen 6 11 10

a7



Ergebnisse

5.2 Immunzytochemische Untersuchungen

Die isolierten Zellen wurden mittels immunzytochemischer Untersuchungen identifiziert.
Untersucht wurden Zellen aus einer gesunden Milz (CSC), Zellen aus zwei malignen
Hamangioendotheliomen (CH/DS und CH/WS) sowie canine Fibroblasten als
Negativkontrolle (siehe Abschnitt 4.7).

5.2.1 Immunzytochemische Markierung mit anti-vWF (von Willebrand Faktor)

Die Prasenz des endothelzellspezifischen von-Willebrand-Faktor—Proteins wurde mit Hilfe
eines polyklonalen Antikdrpers anti-vWF nachgewiesen. Nahezu 100% der Zellen der Kultur
CSC reagierten immunopositiv (Abbildung 22). Rund 60% der Zellen aus der Kultur CH/DS
(Abbildung 23) und nur ca. 30% der Zellen aus Kultur CH/WS (Abbildung 24) reagierten
positiv. Eine Ubersicht der Ergebnisse aller immunzytochemischen Untersuchungen ist unter
Punkt 5.2.5 zusammengestellt. Das Antigen konnte in den immunopositiven Zellen im
gesamten Zytoplasma nachgewiesen werden, wobei die hdchsten Konzentrationen in
Zellkernnahe aufgefunden wurden. Schmale Zellauslaufer waren regelmafig intensiv

gefarbt, im Gegensatz zu den breiten Auslaufen, die meist nur schwach gefarbt waren.

Abbildung 22: Zellen aus der gesunden Milz (CSC), deutlich
positive Reaktion mit dem Antikdrper gegen VWF, nahezu aller
Zellen der Kultur. Der Pfeil zeigt einen intensiv gefarbten
schmalen Zellauslaufer, Lichtmikroskop x400.
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Abbildung 23: Rund 60% Zellen aus der Kultur CH/DS reagierten
mit anti-vWF, Lichtmikroskop x400.

Abbildung 24: Nur ca. 30% der Zellen aus Kultur CH/WS
reagieren mit anti-vWF, Lichtmikroskop x400.
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52.1.1 Kontrollen

Parallel zu den immunzytochemischen Untersuchungen wurden stets Kontrollen des
Detektionsystems durchgefuhrt. Anstelle eines Sekundarantikbrpers wurden die Zellen
hierfir mit PBS-Puffer inkubiert. Die Kontrollen der untersuchten Zellen zeigten keine
unspezifischen Bindungen (Abbildungen 25 bis 27). Gleichzeitig wurden canine Fibroblasten
mit dem Antikorper inkubiert, hier waren einige sehr geringfligige zytoplasmatische
Reaktionen zu finden (Abbildung 28). Diese wiesen aber eine deutlich geringere Intensitat im
Vergleich mit den Versuchen der anderen Zellkulturen auf. Alle immunzytochemischen

Untersuchungen wurden dreifach wiederholt.

Abbildung 25: Kultur CH/DS; Kontrolle, keine Abbildung 26: Kontrolle der Kultur CH/WS,
unspezifischen Reaktionen nachweisbar. ohne unspezifische Reaktionen.

Abbildung 27: Keine Bindung des Sekundar- Abbildung 28: Einige schwach markierte
antikorpers in den Kontrolluntersuchungen der Fibroblasten (Pfeile).
Kultur CSC.

(Abbildungen 25 bis 28: Lichtmikroskop x400)
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5.2.2 Immunzytochemische Markierung mit anti-CD31 (Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule, PECAM-1)

In allen drei untersuchten Zellkulturen wurde die Prasenz des endothelialen transmembran-
Immunglobulins CD31 beobachtet (Abbildungen 29 bis 31). Die diffuse Verteilung des
Antigens konnte sowohl an der gesamten Zytoplasmamembran der Zellen als auch
intrazellular nachgewiesen werden. Die hdchste Konzentration des Antigens war regelmafig
in Zellkernn&he aufzufinden, wobei die Kernregion selbst keine Markierung aufwies. Die bei
fast allen Zellen auftretenden Zellauslaufer zeigten eine deutliche Markierung. Die aus einer
gesunden Milz isolierten Zellen (CSC) reagierten annahernd 100% positiv. Im Gegensatz
hierzu reagierten die Zellen aus den malignen Hamangioendotheliomen nur zu ca. 80%
(CH/DS) und ca. 60% (CH/WS) immunopositiv (vgl. Punkt 5.2.5). Ein spezifisches
Verteilungsmuster positiver Zellen konnte in keiner der Kulturen beobachtet werden.

Abbildung 29: Annahernd alle Zellen der Kultur CSC reagieren
mit anti-CD31 immunopositiv, Lichtmikroskop x400.
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Abbildung 30: Zellen der Kultur CH/DS, in rund 80% der Zellen
konnte CD31 nachgewiesen werden, Lichtmikroskop x400.

a1

-

Abbildung 31: Kultur CH/WS, nur ca. 60% der Zellen aus Kultur
CH/WS reagieren mit anti-CD31 schwach immunopositiv,
Lichtmikroskop x400.
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5.2.2.1 Kontrollen

Zum Ausschluss unspezifischer Ergebnisse wurden parallel zu den Testreihen
Kontrollanséatze durchgefuhrt. Hierfir wurde der Priméarantikérper durch PBS-Puffer bzw.
Serum ersetzt. Die Kulturen CH/DS und CH/WS zeigten keine unspezifischen Bindungen
(Abbildungen 32 und 33). Die Kontrollen der Kultur CSC zeigten sehr geringe unspezifische
Niederschlage des biotinylierten Sekundarantikérpers im Zytoplasma der Zellen (Abbildung
34). Eine deutliche Differenzierung zu den spezifischen Bindungen war gut moglich. Sehr
geringflgige zytoplasmatische Reaktionen waren in den mit dem Primarantikorper
inkubierten Fibroblasten zu finden (Abbildung 35). Diese wiesen aber in allen
Verdinnungsstufen eine deutlich geringere Intensitat im Vergleich mit den Versuchen der

anderen Zellkulturen auf.

Abbildung 32: Kultur CH/DS, in den Abbildung 33: Serumkontrolle der Kultur
Kontrollen sind keine unspezifischen CH/WS ohne unspezifische Bindungen.
Reaktionen nachweisbar.

Abbildung 34: CSC; Serumkontrolle, Abbildung 35: Fibroblasten; geringfugige
geringfugige Niederschlage des zytoplasmatische Reaktionen (Pfeile).
biotinylierten Sekundarantikorpers (Pfeile).

(Abbildungen 32 bis 35: Lichtmikroskop x400)
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5.2.3 Immunzytochemische Markierung mit anti-Tie-2 (H-176)

Untersucht wurde die Bindung des polyklonalen Antikorpers anti-Tie-2 (H176). Der
Transmembran-Tyrosin-Kinase-Rezeptor Tie-2 wird auf der Oberflache von Endothelzellen
exprimiert. Die Bindung des Antigens konnte in allen untersuchten Kulturen nachgewiesen
werden. Nahezu alle Zellen banden an ihrer Oberflache den Antikdrper, wobei die
Markierung diffus verteilt war (vgl. Punkt 5.2.5). In Kernndhe war meist eine deutlichere
Farbung zu beobachten. Die bei den Zellen aus malignen Hamangioendotheliomen (Kultur
CH/DS und CH/WS) meist deutlich langeren Zellauslaufer waren stets intensiv gefarbt
(Abbildungen 37 und 38). Die kurzeren und haufig breiten Zellauslaufer der Zellen aus Kultur
CSC zeigten eine schwéachere Anfarbung (Abbildung 36).

Abbildung 36: Kultur CSC, intensive Markierung in Kernndhe und
eine schwachere Anfarbung flacher Zellauslaufer, anti-Tie-2,
Lichtmikroskop x400.
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Abbildung 37: Intensive Markierung nahezu aller Zellen der
Kultur CH/DS, anti-Tie-2, Lichtmikroskop x400.

Abbildung 38: Kultur CH/WS, die Zellen insbesondere in
Kernnahe und die langen Zellauslaufer sind intensiv markiert,
anti-Tie-2, Lichtmikroskop x400.
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5.23.1 Kontrollen

Parallel zu den Testreihen wurden wiederholt Kontrollansatze durchgefiihrt. Der
Primarantikorper wurde hierfir durch PBS-Puffer bzw. Serum ersetzt. Bei den Zellen der
Kulturen CSC, CH/DS und CH/WS konnten keine unspezifischen Bindungen nachgewiesen
werden (Abbildungen 39 bis 41).

Abbildung 39: Kultur CH/DS Abbildung 40: Kultur CH/WS

Abbildungen 39 bis 41: Bei den Kontroll-
untersuchungen der drei  Zellkulturen
wurden Kkeine unspezifischen Bindungen
nachgewiesen, Lichtmikroskop x400.

Abbildung 41: Kultur CSC
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5.24 Immunzytochemische Markierung mit anti-CD51/61 (Integrin a,Bs,
Vitronectin-Rezeptor)

Das Integrin a,8; (CD51/61) wird von Endothelzellen und h&matopoetischen Stammzellen
exprimiert sowie als Tumormarker diskutiert. Eine deutliche Bindung des Antikdrpers gegen
CD 51/61 war auf nahezu allen Zellen aus malignen Hamangioendotheliomen (Kultur CH/DS
und CH/WS) zu beobachten. Die Markierung war diffus Uber die gesamte Zelloberflache
verteilt (Abbildung 43 und 44). Einige Zellen wiesen eine starkere Markierung in
Zellkernnahe auf, ein spezifisches Verteilungsmuster intensiv gefarbter Zellen war jedoch
nicht zu erkennen. Im Gegensatz hierzu war nur eine schwache Markierung von ca. 50% der
Zellen aus der Kultur CSC zu beobachten (Abbildung 42). Eine detaillierte Ubersicht der
Ergebnisse aus den immunzytochemischen Untersuchungen ist unter Punkt 5.2.5

aufgelistet.

Abbildung 42: Schwache Markierung mit anti-CD51/61 bei ca.
50% der Zellen aus Kultur CSC Lichtmikroskop x400.
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Abbildung 43: Intensive Farbung fast aller Zellen aus einem
malignen Hamangioendotheliom (Kultur CH/DS), anti-CD51/61,
Lichtmikroskop x400.

Abbildung 44: Die Zellen der Kultur CH/WS reagieren
immunopositiv, anti-CD51/61, Lichtmikroskop x400.
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524.1 Kontrollen

Parallel zu allen Versuchen wurden regelmaRig Kontrollansdtze zum Ausschluss
unspezifischer Bindungen durchgefthrt. An Stelle des Primarantikérpers wurden hierfr
PBS-Puffer bzw. Serum benutzt. Bei allen untersuchten Kulturen wurden Kkeine

unspezifischen Bindungen nachgewiesen (Abbildungen 45 bis 47).

Abbildung 45: Kultur CH/DS Abbildung 46: Kultur CH/WS

Abbildungen 45 bis 47: Bei den Kontroll-
untersuchungen der drei Zellkulturen traten
keine unspezifischen Bindungen auf,
Lichtmikroskop x400.

Abbildung 47: Kultur CSC
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5.2.5 Tabellarische Ubersicht der immunzytochemischen Untersuchungen

Fir die Erfassung immunpositiver Zellen wurden aus jeder Versuchsreihe zwei Vertiefungen
zufallig ausgewahlt. Die immunpositiven und immunnegativen Zellen in jeweils 10
Gesichtsfeldern wurden dokumentiert und der Mittelwert mit den wiederholten

Untersuchungen gebildet.

Tabelle 6: Vergleichende Ubersicht iiber den prozentualen Anteil immunopositiver Zellen in
den untersuchten Kulturen.

Zellen aus einer Zellen aus malignen
. . . . Kontrollen
gesunden Milz Hamangioendotheliomen
CSsC CH/DS CH/WS Fibroblasten
VWF 98% 62% 28% 0%
CDh 31 100% 78% 64% 0%
Tie-2 85% 90% 92% nicht getestet
CD 51/61 48% 95% 97% nicht getestet

60




Ergebnisse

5.3 Lektinzytochemische Untersuchungen

Zusatzlich zur immunzytochemischen Identifizierung der Zellen mit Endothelzellmarkern,
wurden diese mittels Lektinen charakterisiert. Untersucht wurde die Bindung der FITC
konjugierten Lektine Dolichos biflorus Agglutinin (DBA), Ulex europaeus Agglutinin (UEA 1),
Concanavalin A (ConA) und Wheat Germ Agglutinin (WGA) an ihre spezifischen
Kohlenhydratstrukturen (Tabelle 7). Die Beurteilung erfolgte am Fluoreszenzlichtmikroskop
(Diaplan, Leitz, Wetzlar) und wurde mittels Digitalkamera (DXM 1200, Nikon, Dusseldorf)

dokumentiert.

Tabelle 7: Verwendete Lektine, ihr Vorkommen und ihre Affinitat.

Lektin Vorkommen Affinitat

Ulex europaeus Agglutinin | Samen des Ulex europaeus

_ L-Fruktose
(UEA) (Stechginster)
Concanavalin A Jackbohne
_ _ _ a-D-Glucose
(Con A) (Canavalia ensiformis)

Dolichos biflorus Agglutinin | Samen der Dolichos biflorus _
N-Acetylgalactosamin

(DBA) (Zwillingsblume)
Wheat Germ Agglutinin N _ N-Acetyl-beta-(1,4)-D-
Triticum vulgare (Weizen) _
(WGA) Glucosamin
5.3.1 Bindung des Dolichos biflorus Agglutinin (DBA)

Nach Inkubation mit dem FITC konjugierten Lektin Dolichos biflorus Agglutinin (DBA) konnte
bei den Zellen aus malignen Hamangioendotheliomen (CH/DS und CH/WS) eine Uber die
gesamte Zelloberflache verteilte feingranuléare Fluoreszenz beobachtet werden. RegelmaRig

war diese in Kernndhe deutlich intensiver (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Kultur CH/DS, Nachweis von FITC- konjugiertem DBA. Die
Zellen aus einem malignen Hamangioendotheliom zeigten eine

feingranulare  Fluoreszenz auf der gesamten Zelloberflache,
Fluoreszenzmikroskop x400.

Die Zellen aus einer gesunden Milz (Kultur CSC) zeigten eine granulare Fluoreszenz, die in

Kernnahe meist deutlich dichter war, wobei die Kernregion kaum Fluoreszenz aufwies
(Abbildung 49).
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Abbildung 49: Kultur CSC, DBA, FITC- konjugiert. Die Zellen aus der
gesunden caninen Milz zeigten eine intensive granuldre Fluoreszenz
insbesondere in Kernnahe, Fluoreszenzmikroskop x400.
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5.3.2 Bindung des Ulex europaeus Agglutinin (UEAI)
Die Zellen der Kulturen CH/DS und CH/WS zeigten nach Inkubation mit FITC konjugiertem
UEAI eine granulare Fluoreszenz mit hoher Intensitat in Kernndhe. Die Intensitat der

Fluoreszenz war in der Kernregion selbst regelméafig deutlich geringer (Abbildung 50).

Abbildung 50: Nachweis von FITC- konjugiertem UEA-I, Zellen der Kultur
CH/WS (malignes Hamangioendotheliom) mit intensiver granularer
Fluoreszenz in Kernndhe und geringer Fluoreszenz in der direkten
Kernregion, Fluoreszenzmikroskop x400.
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Die Zellen aus der Kultur CSC (gesunde Milz) zeigten eine in Kernnahe intensive granulare

Fluoreszenz, wobei die Kernregion selbst kaum Fluoreszenz aufwies (Abbildung 51).

Abbildung 51: UEA-I, Zellen aus der Kultur CSC mit intensiver granularer
Fluoreszenz, Fluoreszenzmikroskop x400.
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5.3.3 Bindung des Concanavalin A (Con A)

Zellen des malignen Hamangioendothelioms (CH/DS und CH/WS), die mit dem FITC
konjugierten Lektin ConA inkubiert wurden, zeigten eine feingranuldre Fluoreszenz. Eine
intensive Fluoreszenz war regelmafig in Kernndhe und in den langen Zellauslaufern zu

beobachten, die Kernregion wies kaum Fluoreszenz auf (Abbildung 52).

Abbildung 52: Intensive, meist feingranuléare Fluoreszenz bei Zellen der
Kultur CH/DS nach Inkubation mit Con A, Fluoreszenzmikroskop x400.

Die Zellen aus einer gesunden Milz (CSC) zeigten eine feingranuldre Fluoreszenz, die meist

in Kernndhe intensiver war, wobei die Kernregion kaum Fluoreszenz zeigte. Lange

Zellauslaufer wiesen eine granulare intensive Fluoreszenz auf (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Zellen der Kultur CSC mit intensiver Fluoreszenz, nach
Inkubation mit Con A, Fluoreszenzmikroskop x400.

Zum Ausschlul unspezifischer Bindungen wurden canine Fibroblasten wurden mit dem FITC
konjugiertem Lektin Con A inkubiert. Es konnten keine spezifischen Bindungen
nachgewiesen werden (Abbildung 54).

Abbildung 54: Canine Fibroblasten nach Inkubation mit
FITC konjugiertem Con A. Keine spezifischen Bindungen
nachweisbar, Fluoreszenzmikroskop x400.
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534 Bindung des Wheat Germ Agglutinin (WGA)
Die Zellen der Kulturen CH/DS und CH/WS zeigten nach Inkubation mit dem FITC-
konjugierten Wheat Germ Agglutinin eine intensive granuléare Fluoreszenz. In der Kernregion

und den Zellauslaufern war die Intensitat der Fluoreszenz deutlich geringer (Abbildung 55).

Abbildung 55: WGA, granulare Fluoreszenz der Zellen aus Kultur CH/DS,
Fluoreszenzmikroskop x400.

Nach Inkubation der Zellen aus Kultur CSC mit dem FITC konjugierten Lektin zeigte sich
eine intensive granuldre Fluoreszenz. Diese war Uber die gesamte Zelle verteilt und

regelmanig auch in den Zellauslaufern von hoher Intensitat (Abbildung 56).
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Abbildung 56: WGA, die Zellen der Kultur CSC (gesunde Milz) zeigten bis
in die verzweigten Zellauslaufer eine intensive Fluoreszenz,
Fluoreszenzmikroskop x400.

68



Ergebnisse

54 Elektronenmikroskopie

Zur ultrastrukturellen Analyse der Zellen aus malignen Hamangioendotheliomen (Kultur
CH/SH und CH/WS) wurden transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen
durchgefuhrt. Hierfir wurden die Zellen in Py,- Selektivmedium fir 14 und 28 Tage auf
gelatinierten Glasplattchen oder in  6-well Kulturschalen inkubiert. Zuerst wurden
Semidinnschnitte zur lichtmikroskopischen Untersuchung der in vitro gebildeten zelluldren
Cluster und tubularen Strukturen angefertigt. Die Semidinnschnitte dienten der Auswabhl
bestimmter Regionen fiir die Anfertigung der Ultradiinnschnitte und konnten spéater zur

Orientierung in den elektronenmikroskopischen Praparaten herangezogen werden.

Somit waren die Semidinnschnitte Grundlage fiir die Anfertigung und Auswertung der
Ultradiinnschnitte zur Transmissionselektronenmikroskopie. Abbildungen und Ergebnisse
von den Untersuchungen an Semidinnschnitten werden daher mit den Ergebnissen der

elektronenmikroskopischen Untersuchungen gemeinsam in diesem Kapitel beschrieben.

5.4.1 Semidunnschnitte
Die untersuchten Zellen aus malignen Hamangioendotheliomen (Kultur CH/SH und CH/WS)
bildeten in vitro regelmaiiig zellulare Cluster und tubulare Strukturen aus. Diese standen im

Fokus der ultrastrukturellen Untersuchungen.

Der Durchmesser der Cluster betrug 150 um bis 500 um. Diese zeigten einen immer wieder
zu beobachtenden Grundaufbau aus einer auf3eren ein- bis maximal dreilagigen Schicht von
Zellen die eine Kugel aus Zelldetritus und fibrillarem Material umgaben.

Lagen zwei derartige Cluster dicht beieinander, kam es zur Verschmelzung der &uf3eren
Schichten. Die urspringlichen Zellen dieser Bereiche waren lichtmikroskopisch in den
Bertihrungsflachen der Cluster nicht mehr nachweisbar. Auch dieser Bereich war nun

vollstandig mit Zelldetritus und fibrillarem Material ausgefullt (Abb. 57).
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zd

Abbildung 57: Zwei zellulare Cluster aus der Kultur CH/WS. Bereits
lichtmikroskopisch erkennbar sind der Grundaufbau und das Fehlen
vitaler Zellen im Verschmelzungsgebiet (Pfeile) Z: Zellen; Zd:
Zelldetritus und fibrillares Material, Semidunnschnitt,
Methylenblauféarbung, Lichtmikroskopie x50.

Im Laufe der Kultivierung bildeten sich tubulare Strukturen aus, die meist von zellularen
Clustern ausgingen. Zu Beginn bildeten sich Briicken zwischen einzelnen Clustern, bis es
zur Ausbildung komplexer Netze kam (siehe 5.1.2). Ahnlich wie bei den Clustern war auch
bei den Zellstrangen ein einheitlicher Grundaufbau zu beobachten:

Langgestreckte Zellen reihten sich ein- bis dreischichtig aneinander und bildeten Strange mit
einem Durchmesser von 50-150 um. Innerhalb dieser tubuldren Gebilde befand sich ein
Raum, der mit fibrillarem Material und Zelldetritus gefullt war (Abbildung 58).

X

Abbildung 58: Zellulare Cluster (C), aus Kultur CH/SH, verbunden durch eine tubulare
Struktur (Pfeil), Semidinnschnitt, Methylenblaufarbung, Lichtmikroskopie x50.
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5.4.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Der lichtmikroskopisch beobachtete Grundaufbau der zelluldren Cluster sowie der soliden
Strange aus caninen Zellen konnte auch in den transmissions-elektronenmikroskopischen
Untersuchungen gezeigt werden. Zur Orientierung in den Praparaten wird im Folgenden die
dem Medium zugewandte Seite als AulRenseite bezeichnet. Die dem fibrillaren Material und
Zelldetritus anliegende Seite der Zellen wird entsprechend als Innenseite bezeichnet
(Abbildungen 59 bis 61).

Abbildung 59: Die angiogenen Strukturen der Kultur CH/SH sind ein bis
dreischichtig von vitalen Zellen umgeben, im Inneren sind abgestorbene Zellen
und Zelldetritus zu finden (A: AuBenseite; I: Innenseite). Ein langlicher Zellkern
(K) Mitochondrien (Pfeile), raues endoplasmatisches Retikulum (R) und
intrazellulares fibrillares Material (F), TEM x7500.
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Abbildung 60: Zelldetritus im Inneren eines zellularen Clusters
aus Kultur CH/SH, TEM x5000.

Abbildung 61: Vitale Zellen am Rand eines zellularen Clusters.
Raues endoplasmatisches Retikulum (R) und Mitochondrien
vom Crista Typ (Pfeil), (A: AuBenseite; |: Innenseite, K:
Zellkern) TEM x5000.

Die Form der Zellkerne der beiden Kulturen CH/SH und CH/WS differierte von oval bis
langlich. Das bereits in den lichtmikroskopischen Untersuchungen vereinzelte Vorkommen
von zwei Zellkernen in den in vitro kultivierten Zellen, konnte auch in den transmissions-

elektronenmikroskopischen Untersuchungen bestatigt werden.
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Regelmafig konnten in den Kulturen aus malignen Hamangioentotheliomen langliche, stark

gegliederte Kerne beobachtet werden (Abbildung 62 und 63).

Abbildung 62: Deutlich erkennbar die starke Gliederung des
Zellkernes (K) von Zellen der Kultur CH/SH (A: Aul3enseite; I
Innenseite; N: Nukleolus) TEM x 7500.

Abbildung 63: Kultur CH/SH, ein stark gegliederter Zellkern
(K), Mitochondrien (Pfeile), raues endoplasmatisches
Retikulum (R) und fibrillares Material (F), TEM x7500.
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Zd

Abbildung 64: Eine Zelle aus Kultur CH/WS mit einer grol3en
intrazellularen Vakuole (V) gefullt mit Zelldetritus (Zd),
zahlreiche Mitochondrien (Pfeile) TEM x5000.

In den Zellen der untersuchten Kulturen wurden regelmaRig intrazellulare Vakuolen
unterschiedlicher GroRRe beobachtet. Haufig kam, neben mehreren kleinen, eine grol3e
intrazellulare Vakuole in den Endothelzellen aus malignen Hamangioendotheliomen vor.

Diese intrazellularen Vakuolen erschienen teilweise optisch leer oder enthielten Zelldetritus.

Endothelzell-spezifische Zellorganellen, die Weibel-Palade-Kérperchen, dienen u. a. der
Speicherung des von Willebrand Faktors (VWF). Trotz intensiver Suche konnte der Nachweis
von Weibel-Palade-Korperchen in den Kulturen aus Zellen des caninen malignen

Hamangioendothelioms nicht erbracht werden.
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, ein in vitro Modell des malignen Hamangioendothelioms zu
etablieren. Die Zellen des Tumors sind transformierte Endothelzellen und in der Lage mehr
oder minder differenzierte Kapillaren oder kapillarahnliche, sinusoide Strukturen zu bilden.
Durch den direkten Anschluss an das Blutgefal3system ist dem Tumor ungehindert die

Mdglichkeit zur Metastasierung gegeben (Folkman, 2002; Smith, 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellen aus einer unveranderten Milz und Zellen
neoplastisch entarteter Organe (Milzen) dreier Hunde isoliert, in vitro kultiviert und
charakterisiert. Hiermit wurde ein Zellkulturmodell geschaffen, das dazu dienen soll, neue
Erkenntnisse zur Entstehung dieses hochmalignen Tumors zu gewinnen, sowie die Prifung

neuer Chemotherapeutika mit einem Minimum an Tierversuchen zu ermdglichen.

6.1 Isolierung der caninen Zellen

Die Zellisolierung wurde nach bereits etablierten Methoden (siehe 4.2.1) im Labor des
Instituts fir Veterindr-Anatomie durchgefihrt (Plendl, 1997; Plendl et al., 1996). Fosmire et.
al. (2004) gingen bei der Organentnahme und dem Transport fur die Isolierung caniner
Hamangioendotheliomzellen mit der gleichen Methodik vor. Das Prozedere der Isolierung
beider Gruppen unterschied sich lediglich in der Verwendung der Ldsungen zum
enzymatischen Aufschluss der Zellen. Wahrend in der vorliegenden Arbeit mit 25 mg
Kollagenase Il und IV (siehe Punkt 3.7.1) vorgegangen wurde, benutzte die Gruppe um

Fosmire 0,25 prozentiges Trypsin/ EDTA.

Aus den zur Verfigung gestellten caninen Organen von vier Hunden konnten erfolgreich
Zellen isoliert und kultiviert werden. Die Zellen einer Kultur (CH/RS) wurden wegen
bakterieller Kontamination von der weiteren Charakterisierung und Identifizierung

ausgeschlossen.

In der Studie von Fosmire et. al. (2004) wurden Zellen aus tumorésen Organen von 12
Hunden isoliert und 8 Kulturen etabliert. Im Gegensatz zu der o.g. Arbeitsgruppe wurde fur
die vorliegende Arbeit zusétzlich eine Kultur aus Zellen einer unveranderten caninen Milz

etabliert.
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Die Zellen aus der unveranderten caninen Milz wurden als Kultur CSC (canine Milzzellen
einer Mischlingshiindin), Zellen aus tumor6s entarteten Organen wurden als Kultur CH/DS
(canines Hamangioendotheliom eines Deutschen Schéaferhundes) und Kultur CH/WS
(canines Hamangioendotheliom einer WeilRen Schweizer Schéaferhiindin) bezeichnet. Die
erfolgreiche Isolierung und anschlieende Langzeitkultivierung der Zellkulturen stellten die
Basis fur das in dieser Arbeit etablierte in vitro Modell des caninen malignen

Hamangiendothelioms dar.

6.2 Identifizierung und Charakterisierung der isolierten Zellen

Nach Rafii (2000) und Kalka et al. (2000) zeichnet sich die endotheliale Determination in vivo
sowie in vitro durch die Expression endothelzellspezifischer Oberflachenantigene (VWF,
PECAM-1, Vascular Endothelial Cadherin/VE-Cadherin), die Aufnahme von acetyliertem
Low-Density Lipoprotein (acLDL), die Bindung fur bestimmte Lektine und die Ausbildung
endothelzelltypischer morphologischer Merkmale (tubulére Strukturen) aus.

6.2.1 Immunzytochemische Identifizierung und Charakterisierung der isolierten
Zellen

Zur ldentifizierung der Zellen kamen spezifische Antikorper zum Einsatz, die fiir das canine

System etabliert waren. Standen diese nicht zur Verfligung, wurden Marker benutzt, deren

Epitope laut NCBI-Datenbank (National Center for Biotechnology Information of the Institute

of Health, USA) eine hohe Homologie mit den caninen mRNA Sequenzen zeigten.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Antikdrper gegen humanen von-Willebrand-
Faktor (WWF) zeigt Kreuzreaktivitat im caninen System (Ferrer et al., 1995; Smith, 1990;
Thamm et al., 2006). Endothelzellen exprimieren den VWF vorwiegend im Zytoplasma oder
in den Weibel-Palade-Korperchen. Der Nachweis des VWF in den Zellen aus der
unveranderten Milz (Kultur CSC) stellte den Beweis fur die Prasenz von Endothelzellen dar.
In weniger differenzierten Endothelzellen sowie Tumoren wird der VWF nicht regelméaRig bis
kaum exprimiert (Smith, 1990), wodurch sich der geringere Anteil immunopositiver
Tumorzellen in Kultur CH/DS (62%) und CH/WS (28%) erklaren lasst.
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Der Rezeptor CD31 (PECAM-1) wird in erster Linie an der Oberflaiche von Endothelzellen
exprimiert. Der verwendete Antikdrper Anti-Ratte-CD31 wurde bisher im caninen System
nicht getestet. Der Vergleich der mRNA Sequenzen fir CD31 der Ratte mit den mRNA
Sequenzen des Hundes ergab eine Homologie von 72% (NCBI-Datenbank, National Center
for Biotechnology Information of the Institute of Health, USA). Der Vergleich von caninen und
humanen mRNA Sequenzen fir CD31 zeigte ebenfalls eine Homologie von 72%, wobei
humane Antikorper bereits erfolgreich an caninen Zellen angewendet wurden (Fosmire et al.,
2004; Thamm et al., 2006).

Alle untersuchten Zellen der Kultur CSC reagierten CD31-immunopositiv. Der Anteil positiver
Zellen in den Kulturen CH/DS (78%) und CH/WS (64%) war deutlich geringer. Auch dies
konnte - wie beim Nachweis des VWF - durch den Verlust bestimmter Antigene in den

transformierten Zellen erklart werden.

Tie-2 ist ein Angiopoietin-Rezeptor, der ausschlie3lich von Endothelzellen exprimiert wird.
Dieser Rezeptor ist in entscheidendem Maf durch die Bindung der Angiopoietine an der
Stimulierung und Inhibierung der Angiogenese beteiligt (Maisonpierre et al., 1997; Nowak et
al., 2004; Young, 2004).

Daher sollten die Zellen auf die Prasenz des Tie-2 Rezeptors untersucht werden. Die
Homologie des humanen und caninen Angiopoietin/Tie-2-Systems wurde von Kato et al.
(2006) nachgewiesen, so dass der am Hund noch nicht getestete Antikérper gegen
humanes Tie-2 zum Einsatz kommen konnte. Tie-2 konnte sowohl in den Zellen aus Kultur
CSC (85% immunopositiv) als auch in den Zellen der Kulturen CH/DS (90%) und CH/WS

(92%) nachgewiesen werden.

Der Nachweis der drei spezifischen Endothelzellmarker (VWF, CD31 und Tie-2) sowie
weitere morphologische Charakteristika (Gefa3bildung, Kapitel 5.1.2) sind als Beweis der
endothelialen Identitdt der Zellen zu werten. Im Folgenden werden daher die Zellen der
Kultur CSC als unveranderte (gesunde) Endothelzellen und die Zellen der Kulturen CH/DS
und CH/WS als tumorgs entartete (neoplastische) Endothelzellen bezeichnet.
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Weiterhin wurden die Zellen mit einem Antikérper gegen Integrin CD51/61 untersucht
(Stahlmann et al., 2000). Integrin CD51/61 nimmt bei der Aktivierung des VEGF-R2 eine
wichtige Rolle ein und bt somit indirekt mitogene Effekte im Rahmen der Bildung neuer
Gefalle aus (Masson-Gadais et al., 2003; Soldi et al., 1999). Dieses Integrin reguliert auch
die gezielte Degradation der extrazellularen Matrix sowie die Invasion und Adhésion der
migrierenden, angiogenen Endothelzellen (Clark et al., 1996). Ausschlaggebend fir die
Anwendung dieses Integrins in der vorliegenden Arbeit war, dass CD51/61 bei der
Entstehung sowie dem Wachstum von Tumoren meist deutlich starker in transformierten
Endothelzellen exprimiert wird als in unver&nderten Endothelzellen (Masson-Gadais et al.,
2003; Soldi et al., 1999). Nur 48% der Zellen aus Kultur CSC (gesunde Milz) waren
immunopositiv fur CD51/61, im Gegensatz dazu betrug der Anteil CD51/61-positiver Zellen
in den aus den Hamangioendotheliomen isolierten Kulturen CH/DS und CH/WS zwischen
95-97%. Diese Ergebnisse verweisen eindrucksvoll auf die molekulare Veranderung der in

der vorliegenden Arbeit isolierten transformierten Endothelzellen.

Zusammenfassend ist also festzustellen, dass einerseits mit spezifischen
Endothelzellmarkern (VWF, CD31 und Tie-2) die Identitdt der in dieser Arbeit
charakterisierten Zellen als Endothelzellen bewiesen und andererseits mit dem Integrin
CD51/61 die Transformation und Malignitat der Zellen der Kulturen CH/DS und CH/WS

gezeigt wurde.
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6.2.2 Lektinzytochemische Charakterisierung der isolierten Zellen

Zur Charakterisierung der isolierten Endothelzellen kamen vier Lektine zum Einsatz. Die in
Tabelle 6 aufgeflinrten Lektine werden seit Uber 30 Jahren zur Charakterisierung
verschiedener Zelltypen aus unterschiedlichen Geweben und Organen, Neoplasien und bei
verschiedenen Spezies angewandt (Alles und Bosslet, 1988; Alroy et al., 1987; Holthofer,
1983). In aktuellen Studien liegt bei den glykozytochemischen Untersuchungen der Fokus
auf der Heterogenitat von Tumorzellen (Masuzawa et al., 1999; Taraszewska und Matyja,
2007) und Stammzellen (Kaufman et al., 2004; Kopper und Hajdu, 2004; Kritzenberger und
Wrobel, 2004; Rao et al., 2007; Tao et al., 2008).

Mit dem Lektin UEA | werden Endothelzellen verschiedener Spezies charakterisiert (Arber et
al., 1997; Augustin-Voss et al., 1990; Holthofer et al., 1982; Plendl et al., 2002a). Miettinen et
al. (1983) und Alles und Bosslet, (1988) diskutierten UEA | als Tumormarker fir
neoplastische humane Endothelzellen. Augustin-Voss et al. (1990) nutzten das Lektin
erstmals zur Charakterisierung caniner Endothelzellen im Gewebeschnitt und fanden eine
starkere Affinitdt des UEA 1 fiir neoplastische canine Endothelzellen als fir normale. Dieser
Unterschied konnte fur die Endothelzellen in vitro der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt
werden — es wurden sowohl die unverénderten als auch die neoplastisch transformierten
Endothelzellen in vitro gleichermal3en markiert. Ein moglicher Grund dafir kénnte in der in
vitro Kultivierung und der damit verbundenen starken zellularen Stimulation durch

endotheliale Wachstumsfaktoren des Kulturmediums liegen.

Auch das Lektin Con A wurde bereits an Endothelzellen und neoplastischen Geweben
verschiedener Spezies in situ getestet. Augustin-Voss und Pauli (1992) fanden Con A-
positive Endothelzellen beim Rind, Tao et al. (2008) beschrieben eine variierende Affinitat
des Lektins fur Endothelzellen unterschiedlicher Spezies und Fischer und Kissel (2001)
bestétigten dieses Ergebnis und demonstrierten, dass Endothelzellen aus dem Schwein Con
A nicht binden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erwiesen sowohl eine deutliche
Affinitdit des Con A zu den unverédnderten caninen Endothelzellen als auch zu den

neoplastischen Endothelzellen.
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Mit den Lektinen WGA (Augustin-Voss und Pauli, 1992; Fischer und Kissel, 2001) und DBA
(Okada et al.,, 1990; Plendl et al., 2002a; Ponder und Wilkinson, 1983) wurden
Endothelzellen und Tumorzellen aus verschiedenen Geweben markiert. Es zeigte sich bei
den verschiedenen Untersuchungen eine deutliche Heterogenitat in der Bindung dieser
Lektine. Alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten caninen Zellen banden diese Lektine

ohne signifikante Unterschiede.

Zusammenfassend konnte eine deutliche Affinitdt der verwendeten Lektine UEA |, Con A,
WGA und DBA zu den in vitro kultivierten Zellen dieser Arbeit nachgewiesen werden. Eine
Differenzierung der in vitro Kkultivierten unveré&nderten und neoplastischen caninen

Endothelzellen durch die Lektinmarkierung war jedoch nicht mdglich.
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6.2.3 Elektronenmikroskopische Charakterisierung endothelzelltypischer
morphologischer Merkmale

In der vorliegenden Arbeit wurden Endothelzellen isoliert, die ein komplexes,

kapillardhnliches Netz mit kontinuierlichem Lumen in vitro bildeten. Der Nachweis tubularer

Strukturen kann als ein endotheliales Identifizierungsmerkmal gewertet werden (Risau,

1995). Insbesondere betont das Vorhandensein eines Lumens, wie es bei Kapillaren in vivo

der Fall ist, die endotheliale Identitat der Zellen.

Verschiedene zellulare Mechanismen, die zur Lumenisierung von Gefalien fuhren, lie3en
sich durch die elektronenmikroskopische Untersuchung bei den Endothelzellen der Kulturen
beobachten. Es konnten grof3e intrazellulare Vakuolen in den Endothelzellen aus malignen
Hamangioendotheliomen nachgewiesen werden. Lumenbildung durch Vakuolisierung als
Form der Entstehung mikrovaskularer Gefal3e wurde erstmals durch Folkman und
Haudenschild (1980) und spater von anderen Autoren (Bayless und Davis, 2002; Meyer et
al., 1997; Yang et al., 1999) beschrieben. Demnach erscheinen im Zuge der Lumenisierung
intrazellulare Vakuolen, deren Durchmesser zunimmt. Schlie3lich verschmelzen sie zu einer
grolRen Vakuole. Nach Folkman und Haudenschild (1980) entsteht das Lumen durch
Vereinigung der Vakuolen benachbarter Endothelzellen. Diese Form der Lumenbildung
konnte auch bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kulturen beobachtet werden.

Eine weitere Form der Lumenisierung wird von Meyer et. al. (1997) beschrieben. Danach
erfolgt nach der Fusion intrazellularer Vakuolen mit interzellularen Spaltraumen die weitere
Ausdehnung des Lumens im Zentrum des Sprosses. AuBBerdem erfolgt ein Einschieben
weiterer Endothelzellen zwischen diejenigen, die das Lumen bereits auskleiden. Auch diese
Form der Lumenbildung deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit: zahlreiche
tubulare Strukturen wurden beobachtet, die ein- bis dreischichtig von vitalen Zellen umgeben

und im Inneren mit Zelldetritus gefillt waren.

In den Endothelzellen zahlreicher Spezies wurden spezifische Zellorganellen, die Weibel-
Palade-Korperchen, gefunden. In diesen Strukturen wird u. a. der fur die Adhasion von
Blutplattchen an GefalRwandverletzungen notwendige von Willebrand Faktor (VWF) nach
seiner Synthese gespeichert (Junqueira et al., 2002; Wagner, 1993). In in vitro aus
mesenchymalen Stammzellen differenzierten caninen Endothelzellen fanden Li et al. (2007)
Weibel-Palade-Kdrperchen. Nach Maxie und Robinson (2007) sollen auch in den Zellen des
caninen malignen Hamangioendothelioms Weibel-Palade-Kérperchen nachweisbar sein.
Dieser Nachweis ist in den analysierten Zellen der vorliegenden Arbeit trotz intensiver Suche

nicht gelungen.
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6.3 In vitro Kultivierung der caninen Endothelzellen

6.3.1 Morphologie und Proliferation der in vitro kultivierten Endothelzellen

Die Zellen der Kulturen aus malignen Hamangioendotheliomen und der gesunden Milz
zeigten eine ahnliche Morphologie, wobei in allen Zellkulturen (CSC, CH/DS und CH/WS)
regelmafig zwei verschiedene Zelltypen beobachtet wurden. Einerseits zeigten sich Zellen,
die einen dreieckigen bis polygonalen Zellkdrper (Durchmesser: 30-50 ym) mit meist nur
einen ausgepragten Auslaufer aufwiesen. Seine L&énge betrug bis zum zweifachen des
Durchmessers des Zellleibes (bis zu 150 ym). Die Zellen des zweiten Typs nahmen eine
spindelférmige, teilweise stark in die Lange gezogene Form an (insgesamt bis zu 200 ym
Lange). Die Enden der Zellfortsatze beider Typen waren plattenférmig verbreitert.

Variationen der Zellform sind innerhalb des Endothels keine Seltenheit. Morphologische
Heterogenitat zeigen beispielsweise makro- und mikrovaskuldre Endothelzellen. Wahrend
die der mikrovaskuldren Gefal3e flach, langgestreckt und in Blutflussrichtung angeordnet
sind, zeigen sich die der groRen Gefalle eher polygonal (Kumar et al., 1987). Auch bei der
ZellgroRe wurden bereits friihzeitig erhebliche Unterschiede entdeckt. Erstaunlicherweise
sind Endothelzellen groRer Gefalle oftmals geringeren Ausmalfles als die kleinerer Gefalie.
Beispielsweise sind Endothelzellen der Koronararterien des Schweines um 30% gréR3er als
die in der Aorta (Ohbayashi et al., 1994). Endothelzellen der Gehirnarterien des Menschen
sind groRer als Endothelzellen von Gefalien d@hnlichen Kalibers anderer Organe (Thorin et
al., 1997). Endothelzellen der Pulmonalarterie der Ratte sind langer als die der Aorta (Kibria
et al., 1980).

Mdglicherweise stammen die in der vorliegenden Arbeit isolierten Endothel-Zelltypen mit
morphologischer Heterogenitat aus verschiedenen Gefal3kalibern, welche vor der Isolierung

nur mikroskopisch feststellbar gewesen waren.

Eine Verdopplung der Zellzahl in den neoplastischen Kulturen CH/DS und CH/WS war
bereits nach 4 Tagen erreicht, die Zellzahl der Kulturen aus der gesunden Milz verdoppelte
sich erst nach 6 Kultivierungstagen. Sowohl die neoplastisch entarteten Endothelzellen als
auch die Endothelzellen aus der gesunden caninen Milz wurden mit identischen

Konzentrationen endothelialer Wachstumsfaktoren inkubiert (Po-Selektivmedium, 3.5.2).
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Die Endothelzellproliferation steht am Beginn der physiologischen angiogenen Kaskade
(Bahramsoltani und Plendl, 2004a; Lienau, 2003). Die Umsatzrate des Gefaliendothels ist,
abgesehen von wenigen Ausnahmen, im gesunden adulten Organismus eher gering und
vaskulares Wachstum unterliegt im Rahmen physiologischer Bedingungen strikter Kontrolle.
Dysreguliertes, UberschieBendes Gefallwachstum geht insbesondere mit dem Wachstum

von Tumoren einher (Carmeliet, 2003).

Die deutlich hohere Proliferationsrate sowie das exponentielle Wachstum in den ersten
Kultivierungstagen und das hohe angiogene Potential der neoplastischen Endothelzellen der
vorliegenden Studie kann als Malignitatsmerkmal dieser Zellen gewertet werden. Ebenso
konnte evtl. eine spontane Immortalisierung, wie sie bei Tumorzellen beobachtet wird
(Cheung und Deng, 2008; Harvey et al., 2002; Londono-Vallejo, 2008), ein weiterer Grund
fur die hohe Proliferationsrate der neoplastischen Endothelzellen sein.

Die hohe maximale Kaultivierungsdauer (130 bzw. 145 Tage) sowie die hohe
Passagierungsfahigkeit (11 bzw. 10 Passagen) zeigen zumindest eine deutlich hdhere
Uberlebenszeit der entarteten Zellen. Im Gegensatz dazu war bei den Zellen aus der
gesunden Milz (CSC) wahrend des ganzen Beobachtungszeitraums ein fast lineares
Wachstum zu beobachten. Die Kultivierungsdauer der Zellen aus Kultur CSC lag bei

lediglich 80 Tagen und nur 6 méglichen Passagen.
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6.3.2 In vitro GefalRentwicklung

Bei allen hier vorgestellten Endothelzellkulturen wurden im Laufe der Beobachtungszeit
morphologische Veradnderungen verzeichnet, die zu dreidimensionalen, tubuldren
Netzwerken fuhrten. Solche gefaRahnlichen Strukturen sind das Ergebnis der angiogenen
Kaskade. Per definitionem basiert die in vivo Angiogenese auf der Migration, Proliferation
und Bildung tubularer Strukturen (Bartel und Lametschwandtner, 2000; Djonov et al., 2000;
Patan, 2000, 2004). Sie impliziert das Entstehen neuer Kapillaren aus bereits existierenden
BlutgefaRen. Die de novo Organisation zu einem primitiven vaskularen Gefafl3geflecht wird
Vaskulogenese genannt, welche aus der Determination und Differenzierung endothelialer
Vorlauferzellen besteht (Flamme et al., 1997). Demnach tritt zuerst die Vaskulogenese auf.
Die weiteren Entwicklungsschritte, wie Expansion und Verzweigung der primaren

Gefalgeflechte, werden als Angiogenese bezeichnet (Carmeliet, 2000; Patan, 2000).

Das Dogma, dass nach der Geburt neue BlutgefaRe nur in Form von Angiogenese
entstehen, ist nicht mehr gultig. Neuere Untersuchungen fihrten zu der Erkenntnis, dass
adulte Neovaskularisation eine Kombination aus Vaskulogenese und Angiogenese darstellt
(Drake, 2003; Schatteman und Awad, 2004). Endotheliale Vorlauferzellen existieren
nachweislich im adulten Organismus. In aktivierter Form migrieren und proliferieren sie, um
am Ort ihrer Bestimmung zu Endothelzellen zu differenzieren. Endotheliale Vorlauferzellen
sind an der Neovaskularisation z.B. ischdmischer Gewebe oder der verletzten Kornea, im
Zuge der Wundheilung und beim Tumorwachstum beteiligt. Der Prozess, durch den adulte
Stammzellen oder Progenitorzellen differenzieren und de novo GeféalRRe generieren, wird

postnatale Vaskulogenese genannt (Asahara und Kawamoto, 2004; Luttun et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass nach der Einsaat und dem Anhaften der
Zellen am Kulturschalenboden eine intensive Proliferation der caninen Endothelzellen
begann. Innerhalb von 6 (neoplastische Kulturen CH/DS und CH/WS) bzw. 14 Tagen (Kultur
CSC) nach Einsaat bildeten diese einen konfluenten Monolayer aus spindelférmigen und
polygonalen Zellen. Nach 10 Tagen traten in den Kulturen neoplastisch entarteter
Endothelzellen (Kulturen CH/DS und CH/WS) zellulare Ansammlungen (Cluster) auf. Auch in
den Endothelzellkulturen aus der gesunden caninen Milz wurden — jedoch erst nach 21
Kultivierungstagen - sowie in deutlich geringerer Anzahl, zellulare Cluster beobachtet.
Insbesondere in den neoplastischen Kulturen gingen von den Clustern tubulare Strukturen

aus.
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Diese morphologischen Veranderungen weisen charakteristische Parallelen zur oben
beschriebenen de novo Organisation immaturer Endothelzellen bei der Vaskulogenese auf
(Quirici et al., 2001; Young und Black, 2004). Entsprechend den in der vorliegenden Studie
beschriebenen Typ-b Zellen hat die immature Endothelzelle eine langliche bis spindelige
Form, nach in vitro Aussaat proliferiert sie stark, wird adharent und bildet Zellcluster aus.
Ingram et al. (2004) definierten in ihrer Studie ,ldentification of a novel hierarchy of
endothelial progenitor cells using human peripheral and umbilical cord blood* die
Differenzierungsschritte primitiver endothelialer Progenitorzellen zu maturen Endothelzellen

basierend auf inrem Potential zu proliferieren und klonogene Zellcluster zu formen.

Die Cluster stellten sich zu Beginn als lockere Zellhaufen aus phasenkontrastmikroskopisch
differenzierbaren Endothelzellen dar. Im Laufe ihrer GréRenzunahme bildeten sich
kugelformige Strukturen, in denen sich keine Einzelzellen mehr darstellen lieRen. Der Aufbau
dieser Strukturen konnte mit Hilfe von Semidinnschnitten und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen geklart werden. Der Durchmesser der Cluster betrug 150 um bis 500 pm.
Sie zeigten einen immer wieder zu beobachtenden Grundaufbau, namlich aus einer auf3eren
ein- bis maximal dreilagigen Schicht intakter Zellen, die im Inneren mit Zelldetritus und
fibrillarem Material geflllt war. Damit ahneln sie so genannten Spharoiden, welche fir
moderne Angiogenesemodelle hergestellt werden, indem aus zweidimensionalen
Zellkulturen durch Veranderung der Kulturbedingungen dreidimensionale zellulare Spharoide
geformt werden. Solche Angiogenesemodelle, in denen radial von den endothelialen Foci
lumenhaltige Strukturen aussprossen, kommen den wirklichen angiogenen Prozessen in vivo
sehr nah (Korff et al., 2004; Stahl et al., 2005). Die Neoangiogenese wird dabei ausgehend
von den dreidimensionalen sphéroidalen Zellagregaten in einer Kollagenmatrix simuliert
(Korff et al., 2004, Stahl et al., 2005).

Die Cluster bzw. Sphéaroide, die in der vorliegenden Arbeit auftraten, wurden jedoch nicht
kunstlich hergestellt. Vielmehr entstanden sie in Folge fokaler Proliferation der Typ-b Zellen.
In der Literatur wird dieses morphologische Phanomen ,colony-forming unit* bezeichnet.
Colony-forming units sind clonogene Zellaggregate aus determinierten Vorlauferzellen. Sie
werden zur Quantifizierung endothelialer Progenitorzellen im zirkulierenden Blut oder in
anderen Organen genutzt (Necas et al., 1995; Shantsila et al., 2007) und zum anderen mit
dem Auftreten pathologischer Prozesse des Endothels, wie z.B. rheumatische Arthritis (Egan
et al., 2008) oder Tumoren (Ho et al., 2006) in Verbindung gebracht.
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Es ist denkbar, dass die ersten Schritte der Gefalbildung in dem in dieser Arbeit
beschriebenen Modell von immaturen Endothelzellen der Cluster initiiert wurden. Bislang gibt
es nur einzelne Untersuchungen, welche sich der Charakterisierung der Zellen des caninen
malignen Hamangioendothelioms widmen (Akhtar et al., 2004; Fosmire et al., 2004; Thamm
et al., 2006), wobei die Zellen als ,primitive angiogene Endothelzellen" bezeichnet wurden.
Primitive und immature Zellen zeigen - wie die Zellen der Kulturen CH/DS und CH/WS - eine
rege mitotische Aktivitdt und Ansprechbarkeit auf Wachstumsfaktoren (Young und Black,
2004; Young et al., 2004).

Die Zellen wurden aus der Milz isoliert. Milz (und Leber) stellen sowohl bei Mensch als auch
beim Tier die wichtigsten Zentren der nach ihnen benannten ,hepatolienalen Phase* der
embryonalen Blut- und GefaRbildung dar (Drews, 2006). Das gehaufte Auftreten des
malignen Hamangioendothelioms in diesen Organen und die typische fokale Proliferation der
TumorgefalRe konnte ein bedeutender Hinweis auf die Abstammung des Tumors von
endothelialen Progenitorzellen sein, da die Milz (und Leber) nicht nur pranatal sondern sehr
wahrscheinlich auch postnatal endotheliale Progenitoren bzw. im Stroma residierende
Stammzellen (Yoon et al., 2007; Young und Black, 2004; Young et al., 2004) beherbergen

dirften.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen morphologischen Entwicklungsschritte der
Kulturen, folgten den Gesetzen der angiogenen Kaskade. Aus den Zellclustern sprossten
fokal und radial Strange von Endothelzellen. Es entstanden straf3enartige Strukturen aus
parallel angeordneten Zellen, welche Briicken zwischen den einzelnen Clustern bildeten.
Diese linearen Strukturen traten in den Kulturen an mehreren Lokalisationen gleichzeitig auf
und nahmen im Laufe der weiteren Kultivierung an Lange und Dicke zu. Sie bestanden
Anfangs aus einzelnen Zellauslaufern, bis sich dann lumenhaltige kapillarartige Strukturen
aus vielen parallel und linear angeordneten Zellen bildeten. Die Lumenisierung der tubularen
Strukturen wurde mittels der elektronenmikroskopischen Untersuchungen bewiesen. In
Anlehnung an die von Auerbach et al. (2003) beschriebene angiogene Kaskade in vivo
durchliefen die hier beschriebenen Zellkulturen alle elementaren Teilschritte der
Angiogenese:

Endothelzellen mussen ihre stabile Lokalisation verlassen, wobei sie durch die
Basalmembran dringen (Auerbach et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit kann die ,stabile
Lokalisation“ mit dem zellularen Cluster verglichen werden. Im Cluster bzw. Sphéaroid
erlangen Endothelzellen eine Differenzierung, die in vielen Punkten dem physiologischen

Typus der Endothelzelle in der GefalRwand entspricht (Korff und Augustin, 1998).
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Wenn dies erreicht ist, migrieren die Zellen in Richtung eines angiogenen Stimulus
(Auerbach et al., 2003). Da kein Gradient proangiogener Faktoren im Kulturmedium
vorhanden war, konnte die Migration im engeren Sinne nicht zielgerichtet, sondern radiar um
die zellularen Cluster beobachtet werden. Unter angiogener Stimulation sind Endothelzellen
in der Lage, aus dem ruhenden Zellverband in die umgebende Matrix auszuwandern,

vergleichbar einem ruhenden Endothel in vivo (Pepper et al., 1989).

Hinter der Front migrierender Zellen proliferieren Endothelzellen, um die notwendige Anzahl
von Zellen sicherzustellen, die zur Ausbildung kapillarer Strukturen notwendig ist (Auerbach
et al.,, 2003). Die von den Clustern ausgehenden Aussprossungen der hier untersuchten
Zellkulturen bestanden anfangs aus einzelnen Zellauslaufern, bis sich dann lumenhaltige

kapillarartige Strukturen aus vielen parallel und linear angeordneten Zellen bildeten.

Schlie3lich bedarf es einer Neuorganisation der Endothelzellen in ein funktionsfahiges
dreidimensionales Netzwerk tubularer Strukturen (Auerbach et al., 2003). Zur Ausbildung
dreidimensionaler Netze aus kapillarahnlichen Strukturen kam es bei den neoplastisch
entarteten Endothelzellen (Kulturen CH2 wund CH3) nach ca. einem Monat
Kultivierungsdauer. Die Zellen strukturierten sich zu komplexen dreidimensionalen Netzen
um, die sich Uber den gesamten Kulturschalenboden ausdehnten, bis schlieRlich ab dem 40.
Tag nur noch wenige Zellen unter dem kommunizierenden System strangartiger Strukturen
auszumachen waren. Nach weiteren 10 bis 14 Tagen erfolgte spontan ein rapider Abbau
dieser Strukturen und darauf folgend ein weiteres vollstandiges Durchlaufen der angiogenen
Kaskade. Im Gegensatz hierzu bildeten die Endothelzellen aus der gesunden Milz (CSC) nur
in deutlich geringerem Ausmald dreidimensionale Netze aus, diese traten auch erst nach
einer Kultivierungsdauer von Uber 50 Tagen auf und waren nur an wenigen Stellen der
Kulturschalen zu sehen. Nach dem Abbau dieser Strukturen erfolgte kein wiederholtes
Durchlaufen der angiogenen Kaskade. Es konnte kaum Zellproliferation beobachtet werden,
schlie3lich l6sten sich die nur mehr im Monolayer vorliegenden Zellen und gingen
letztendlich zugrunde. Ahnliche Ergebnisse konnten auch Lienau et al. (2005) an normalen

murinen und humanen Endothelzellen beobachten.
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6.3.3 Wichtigste Unterschiede der Zellkulturmodelle der tumords entarteten
Endothelzellen und der Endothelzellen aus einer gesunden Milz
Die Kulturen der tumorés entarteten Zellen (CH/DS und CH/WS) und die aus der gesunden
Milz (CSC) =zeigten bei der Entwicklung zu kapillardhnlichen Strukturen &hnliche
morphologische Phéanotypen, jedoch mit unterschiedlicher Proliferations- und Populations-
verdopplungszeit. Zellulare Cluster traten in den Kulturen tumords entarteter Zellen friiher
und in hoherer Anzahl auf. Diese Charakteristika weisen intensiv auf eine de novo
Organisation via Vaskulogenese (Ingram et al., 2005; Ingram et al., 2004) hin und es wird
davon ausgegangen, dass in beiden Zellkulturmodellen, den neoplastisch entarteten und
den gesunden, endotheliale Vorlauferzellen eine initierende Rolle spielten. Entsprechend
dem derzeitigen Stand der Wissenschaft wird Progenitorzellen eine initiierende Rolle bei der
Entstehung von Tumoren per se bzw. deren nutritiven Neovaskularisation zugeschrieben
(Ganss, 2006; Libbrecht, 2006; Ribatti, 2004; Xie und Chin, 2008). In weiteren
nachfolgenden Untersuchungen sollen die Zellen der Cluster mit spezifischen

Progenitorzellmarkern untersucht werden.

Ein weiterer gravierender Unterschied zwischen den neoplastischen und den gesunden
Zellen zeigte sich in der Tatsache, dass die Kulturen CH/DS und CH/WS bereits nach 30
Tagen dreidimensionale Netze aus kapillarahnlichen Strukturen bildeten, wéhrend dies bei
der Kultur CSC erst nach 50 Tagen der Fall war. Vaskulares Remodelling konnte in den
Kulturen CH/DS und CH/WS, gemal? der maximalen Kultivierungszeit, annahernd 4 mal
beobachtet werden, wahrend die Endothelzellen aus der gesunden Milz kein wiederholtes

Durchlaufen der angiogenen Kaskade demonstrierten.

Die hohe Proliferationsfahigkeit neoplastisch entarteter Endothelzellen ist ein Effekt, der bei
der Entstehung und dem Wachstum von Tumoren beobachtet wird (Cheung und Deng,
2008; Kang und Park, 2001; Londono-Vallejo, 2008). Mit diesem ,tumortypischen* Verhalten
konnen die deutlichen Unterschiede im Proliferationsverhalten und dem wiederholten
Remodelling zwischen den Kulturen gesunder caniner Endothelzellen auf der einen sowie

neoplastisch entarteter Endothelzellen auf der anderen Seite erklart werden.

Dreidimensionale in vitro Angiogenese ist Ublicherweise an die Bereitstellung eines
dreidimensionalen Substrats aus extrazellularen Matrixkomponenten (Chalupowicz et al.,
1995; Montesano, 1986; Peters et al., 2002) gebunden. Die Fahigkeit der neoplastisch
entarteten caninen Endothelzellen auf die gesamte Kulturschale Ubergreifende
dreidimensionale angiogene Strukturen auszubilden, zeigt, dass eine Bereitstellung

extrazellularer Matrix nicht erforderlich ist. Da die caninen Endothelzellen aus der gesunden
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Milz diese Fahigkeit nur in deutlich geringerem MalR besalRen, kdnnte die Aufklarung dieser
Mechanismen neue Ansatze fir die Entwicklung von Therapeutika zur Hemmung des

Tumorwachstums bieten.

6.3.4 Anwendbarkeit des Zellkulturmodells

Insbesondere im Stadium der Proliferation verschafft das in der vorliegenden Arbeit
etablierte in vitro Assay die Moglichkeit, die Vermehrungsrate der Zellen zu messen. Die
Zellproliferation kann am Thymidin-Inkorporations-Modell, durch mikroskopische Ausz&hlung
der Endothelzellen mit Z&hlkammern oder mittels Zahlgeréaten erfolgen. Eine Quantifizierung
ist ferner durch immunzytochemische Markierung mitotischer Zellen méglich (Ahmad et al.,
2001; Amann et al., 2001; Pedram et al., 1997).

In Zell-Migrations-Assays kdnnte die richtungsorientierte Motilitdt der Endothelzellen aus den
zellularen Sphéaroiden in Richtung chemotaktischer Stimuli (z.B. Wachstumsfaktoren)
analysiert werden. In neueren Angiogenesemodellen wird die Neoangiogenese ausgehend
von dreidimensionalen spharoidalen Zellagregaten in einer Kollagenmatrix simuliert. Die
spharoidalen Aussprossungen kénnen quantitativ hinsichtlich der mittleren Sprosslénge

digital vermessen werden (Stahl et al., 2005).

Der aussagekréftigste Test fir die Angiogenese der Endothelzellen ist die Ermittlung ihrer
Fahigkeit dreidimensionale tubulare Strukturen mit einem Lumen auszubilden (Folkman und
Haudenschild, 1980; Plendl, 1997). In die Kulturschalen eingesat, formten die in dieser
Arbeit isolierten Endothelzellen nach gegebener Inkubationszeit spontan Tubuli.
Endothelzellen synthetisieren in vitro entsprechende Komponenten der extrazellularen Matrix
und bilden sich dadurch ihr eigenes, dreidimensionales Substrat (Auerbach et al., 20083;
Lienau et al., 2005). Da eine exogene Bereitstellung extrazellularer Matrixkomponenten im
vorliegenden Modell nicht notwendig war um dreidimensionale Strukturen zu bilden, kann
vermutet werden, dass die isolierten Zellen selbst ein entsprechendes Substrat
synthetisierten. In diesem Modell konnte die Migration, Differenzierung zu kapillarahnlichen
Strukturen, deren Lumenisierung und ein anschlieBendes Remodeling beobachtet werden.
Elektronenmikroskopisch wurden Zellkontakte und Lumenbildung tberprift. Somit bietet das
in der vorliegenden Arbeit etablierte in vitro Modell eine Méglichkeit, in Anndherung an die
in vivo Situation, die Ausbildung vaskularer Strukturen des Hamangioendothelioms und

deren Inhibierung qualitativ und quantitativ zu studieren (Nicosia et al., 1994).
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7 Zusammenfassung

Das maligne Hamangioendotheliom ist eine haufige viszerale Tumorform des Hundes. Es ist
ein hochmaligner Tumor der BlutgefalRe, der von deren Endothelzellen abstammt. Aufgrund
des aggressiven Verhaltens des Tumors ist eine kurative Therapie in der Regel nicht
moglich, generell ist die Prognose schlecht. Nach Diagnose der Erkrankung leben nur
wenige der Patienten l&nger als ein Jahr. Methoden zur Friiherkennung gibt es derzeit nicht.

Ziel dieser Arbeit war es ein in vitro Modell des malignen Hamangioendothelioms zu
etablieren. Hierflr sollten Zellen des Tumors isoliert, identifiziert und charakterisiert werden.
Das Modell soll einerseits dazu dienen neue Erkenntnisse zur zellularen Entstehung dieses
hochmalignen Tumors zu gewinnen und andererseits kinftig die Prifung neuer

Chemotherapeutika mit einem Minimum an Tierversuchen zu ermdglichen.

Da die Milz bevorzugte und haufigste Entstehungslokalisation des Tumors ist, wurde
neoplastisch entartetes Milzgewebe mehrerer Hunde in vitro kultiviert. Zum Vergleich wurden

auch Endothelzellen aus einer gesunden Milz isoliert.

Es wurde eine Strategie zur Identifizierung der Zellen erarbeitet. Diese setzte sich aus
folgenden Arbeitsschritten zusammen: 1. dem immunzytochemischen Nachweis der
endothelzellspezifischen Marker vWF, CD31, Tie-2 und CD51/61; 2. dem Nachweis
bestimmter Lektine; 3. der Analyse des Wachstumsmusters der Zellen.

Isoliert und in vitro kultiviert wurden Endothelzellen aus neoplastisch entartetem Gewebe der
Milz von drei Hunden und der unveranderter Milz eines vierten Hundes.

Die Zellen aus den tumords entarteten caninen Milzen konnten bis zu 145 Tagen
reproduzierbar kultiviert werden. Die Zellen, die aus einer unveranderten caninen Milz isoliert

waren, konnten nur 80 Tage lang in vitro kultiviert werden.

Im Laufe der in vitro Kultivierung wurden deutliche Unterschiede der Kulturen aus den
malignen Hamangioendotheliomen und der Kultur aus einer unveranderten Milz beobachtet.

Die neoplastisch entarteten Zellen zeichneten sich in vitro durch eine hohe Proliferationsrate
bei anndhernd exponentiellem Wachstum aus. Im Gegensatz hierzu zeigten die Zellen aus

der gesunden Milz eine deutlich niedrigere Proliferationsrate bei fast linearem Wachstum.
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Ein weiterer Unterschied zwischen den neoplastischen und den gesunden Zellen zeigte sich
in der Tatsache, dass erstere bereits deutlich friher dreidimensionale Netze aus
kapillardhnlichen Strukturen bildeten. Der Ab- bzw. Aufbau neuer gefalRéhnlicher Strukturen
(vaskulares Remodelling) konnte in den Kulturen aus den entarteten Milzen mehrfach
beobachtet werden, wahrend dies bei den Endothelzellen aus der gesunden Milz nicht
beobachtet werden konnte. Die Zellkulturen aus den entarteten Geweben waren aul3erdem
ohne exogene Bereitstellung extrazellularer Matrixkomponenten in  der Lage
dreidimensionale Netze auszubilden. Diese Féahigkeit besalRen die Zellen der Kultur CSC nur
in eingeschranktem Mal3.

Die endotheliale Identitdt der in dieser Arbeit charakterisierten Zellen wurde mit dem
Nachweis der spezifischen Endothelzellmarker vVWF, CD31 und Tie-2 bewiesen. Die
Mehrzahl der Zellen aus den Kulturen der gesunden Milz reagierte mit den verwendeten
Endothelzellmakern intensiv immunopositiv. Auch von den Zellen der tumords entarteten
Milzen wurden diese Endothelzellmarker exprimiert. Wahrend Tie-2 mit gleicher Intensitéat
von den malignen Zellen exprimiert wurde, zeigten sie eine deutlich schwachere Markierung
mit VWWF und CD31. Die letztgenannten Ergebnisse wurden als Hinweis fur die
Entdifferenzierung dieser Zellen gewertet. Im Gegensatz dazu war das Integrin CD51/61 in
den tumords entarteten Zellen starker exprimiert als in den Zellen aus dem normalen
Milzgewebe. Da CD51/61 auch als Tumormarker eingesetzt wird, indizierte dieses Ergebnis

die Transformation und Malignitat der Zellen.

Lektinzytochemische Untersuchen wurden mit vier verschiedenen Lektinen (UEA |, Con A,
DBA und WGA) durchgefiihrt. Die verwendeten Lektine zeigten eine deutliche Affinitat zu
den isolierten Zellen der drei untersuchten Kulturen, es konnten aber keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Endothelzellpopulationen herausgearbeitet werden.

Transmissionselektronenmikroskopisch konnte der endotheliale Charakter der untersuchten
Zellen anhand der Lumenbildung nachgewiesen werden. Ein elektronenmikroskopischer
Nachweis endothelzelltypischer Zellorganellen (Weibel-Palade-Korperchen) konnte nicht

erstellt werden.
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Dieses in vitro Modell stellt ein kostengiinstiges System dar, mit dem weiterfihrende
Untersuchungen zur Entstehung und speziellen Charakterisierung des caninen malignen
Hamangioendothelioms durchgefiihrt werden kdnnen. In Zukunft soll dieses Modell zur
Identifizierung spezifischer und therapeutisch nutzbarer Inhibitoren eingesetzt werden. Im
Hinblick auf eine Reduktion von Tierversuchen durch Ersatz- und Erganzungsmethoden
kommt dem in der vorliegenden Arbeit etablierten in vitro Modell des malignen

Hamangioendothelioms damit eine besondere Bedeutung zu.
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8 Summary

Establishment of an in vitro model of canine malignant hemangioendothelioma

The malignant hemangioendothelioma (hemangiosarcoma) is a frequent visceral tumour
seen in dogs. It is a highly malignant neoplasm of vascular endothelial origin. Because of the
aggressive behaviour of the tumour curative therapy is not possible and in general prognosis
is poor. After diagnosis only a few of the patients live longer than one year. There are
currently no methods of early diagnosis.

The purpose of this study was to establish an in vitro model of the malignant
hemangioendothelioma. Cells of the tumour should be isolated, identified and characterised.
The resulting model should increase knowledge on the cellular origin of this highly malignant
tumour and allow the testing of chemotherapeutics with a minimum of animal experiments in

the future.

Because the spleen is a preferred and the most frequent origin of tumour localisation,
transformed splenic tissue of several dogs was cultivated in vitro. Endothelial cells from a

healthy spleen were isolated as well.

A strategy was set up to identify the cells. This consisted of the following steps:
1. immunocytochemical labelling with specific markers for endothelial cells: vWF, CD31, Tie-
2 and CD51/61; 2. the labelling with certain lectins; 3. the analysis of the growth pattern of

the cells.

Endothelial cells were isolated and cultivated in vitro from transformed splenic tissue of three
dogs and the healthy spleen of one dog. Cells taken from neoplastic canine spleens could be
cultivated reproducibly up to 145 days. Cells from the healthy canine spleen could be
cultivated 80 days in vitro only.

During in vitro cultivation differences were observed between the cultures from the malignant
hemangioendothelioma and the culture from the healthy spleen. The neoplastic cells in vitro
showed a high proliferation rate with exponential growth. In contrast, the cells from the

healthy spleen showed a clearly lower proliferation rate with almost linear growth.
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Neoplastic cells earlier three-dimensional net-working and formation of capillary-like
structure. Vascular remodelling was observed in the cultures from neoplastic spleens,
whereas this phenomenon could not be observed in endothelial cells from the healthy
spleen. Moreover, the neoplastic cell cultures developed three dimensional networks without
any supply of extra-cellular matrix components. In the cells of the CSC -culture this

phenomenon was observed only in limited dimension.

The endothelial identity of the cells was shown by labelling with the specific endothelial cell
markers VWF, CD31 and Tie-2. The majority of healthy spleen cells reacted intensely
immunopositively with the endothelial cell markers. Endothelial markers were also expressed
by neoplastic cells. While Tie-2 showed the same intensity in the malignant cells, a clearly
lower labelling was found for vVWF and CD31. These results were interpreted as an indication
for dedifferentiation of these cells. In contrast Integrin CD51/61 was stronger immuno-
localized in neoplastic cells than in cells of normal spleen tissue. Because CD51/61 is also

used as a tumour marker, this result indicated the transformation and malignancy of the cells.

Lectincytochemical labelling was carried out with four different lectins (UEA |, Con A, DBA
and WGA). These lectins showed a clear affinity to the isolated cells of investigated cultures,

however, no significant difference was presented between the endothelial cell populations.

The endothelial character of the investigated cells was demonstrated also by
electronmicroscopical analysis. Typical endothelial organelles (Weibel-Palade-bodies) were

not seen.

This in vitro model constitutes a reasonable system for continuing investigations and
characterisation of the canine malignant hemangioendothelioma. In the future this model
might be used to identify inhibitors of endothelial growth. With regard to a reduction of animal
experiments the present study might be useful.
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9 Abkurzungsverzeichnis

Aqua bidest. doppelt destilliertes Wasser
Aqua dest. destilliertes Wasser
BME-Vitamine Basal Eagle Vitamin Solution

CD 31 (PECAM-1)

CD 51/61
CH/DS

CH/IRS

CH/WS

ConA
CsC

DAB
DBA
DMEM
DMSO
DSH
ECGS
FITC
H,0,
HSA

0.0.
PBS
pH
TEM
Tie-2

Cluster of Differentiation 31
(Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1)

Cluster of Differentiation 51/61, Integrin

Endothelzellen, isoliert aus einem malignen Hamangioendotheliom der

Milz eines méannlichen Deutschen Schaferhundes

Endothelzellen, isoliert aus einem malignen Hamangioendotheliom der

Milz eines weiblichen Riesenschnauzers

Endothelzellen, isoliert aus einem malignen Hamangioendotheliom der

Milz eines weiblichen WeiRen Schweizer Schaferhundes
Concanavalin A

Endothelzellen, isoliert aus der unveranderten Milz einer

Mischlingshindin

Diaminobenzidin

Dolichos biflorus Agglutinin
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Deutscher Schéaferhund

Endothelial Cell Growth Supplement
Flureszeinisothiocyanat
Wasserstoffperoxid

malignes Hamangioendotheliom
intravenos

molar

oben genannt

Phosphate buffered saline solution
Sauregrad
Transmissionselektronenmikroskopie

endothelialer Tyrosin Kinase Rezeptor
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TRIS-Puffer
u.a.
U/min
UEA 1
uv
VEGF
VEGF-R2
vVWF
WGA
WPB

z.B.

z.T.
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Trishydroxymethylamin-Puffer

unter anderem

Umdrehungen pro Minute

Ulex europaeus Agglutinin 1

Ultraviolett

Vascular Endothelial Growth Factor, Synonym: VEGF-A
Vascular Endothelial Growth Factor-Receptor 2
von Willebrand Factor

Wheat Germ Agglutinin

Weibel-Palade-Body

zum Beispiel

zum Teil

Mikro (1x10)
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10 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Deutscher Schaferhund (Sony DSC P72, Sony Corporation, Tokio, Japan)

Abbildung 2 Rontgenbild eines Mischlingshundes mit Umfangsvermehrung der Milz
(digitales Rontgengerat Gierth HF 400, Riesa; easyVet
Praxisverwaltungssoftware, Hannover)

Abbildung 3 Edelstahlsiebe (Sony DSC P72, Sony Corporation, Tokio, Japan)

Abbildungen Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der untersuchten Zellen

4 bis 21 (Invert-Mikroskop Axiovert 25, Zeiss, Jena; Videokamera Inteq
000610, Inteq, Berlin)

Abbildungen Lichtmikroskopische ~ Aufnahmen zu den immunhistochemischen

22 bis 47 Untersuchungen (Fluoreszenzlichtmikroskop Diaplan, Leitz,
Wetzlar; Digitalkamera (DXM 1200), Nikon GmbH, Disseldorf)

Abbildungen Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zu den lektinzytochemischen

48 bis 56 Untersuchungen (Fluoreszenzlichtmikroskop Diaplan, Leitz,
Wetzlar; Digitalkamera DXM 1200, Nikon GmbH, Disseldorf)

Abbildungen Lichtmikroskopische Aufnahmen von Semidinnschnitten

57 und 58 (Fluoreszenzlichtmikroskop Diaplan, Leitz, Wetzlar; Digital-
kamera DXM 1200, Nikon GmbH, Dusseldorf)

Abbildungen Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der untersuchten

59 bis 64 Zellen (Transmissionselektronenmikroskop EM 10CR Zeiss,

Jena)
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