3. Eigene Untersuchungen

3.1. Material und Methoden

3.1.1. Untersuchungsmaterial

Das Untersuchungsmaterial wurde bei Sektionen von weiblichen und méannlichen Cyno-
molgen in der Pathologie der Firma Schering AG, Berlin, gewonnen. Die Sektionen wur-
den im Rahmen regulatorisch veranlaf3ter toxikologischer Versuchsreihen der Firma
Schering AG, Berlin, durchgefiihrt, wobei das in dieser Arbeit verwendete Untersu-
chungsmaterial von den Tieren stammt, die wahrend der Studien Placebo erhielten.

Dabei wurden Gewebeproben von folgenden Organen entnommen (die Organauswahl
war aus arbeitstechnischen Griinden von Seiten der Pathologie her eingeschrankt):

» Bauchspeicheldriise e Haut * Magen
» Darm: - Zwolffingerdarm e Herz e Milz
- Krummdarm e Leber * Niere (Rinde)
- Wurmfortsatz des Blinddarmes « Luftrohre » Schilddruse
e Gehirn e Lymphknoten (Ln. axil- ¢ Thymus
laris)

3.1.2. Verarbeitung der Gewebeproben

Um eine optimale Konservierung zu gewahrleisten, wurde das Gewebe in Form kleiner
Warfel (ca. 0,5 x 0,5 x 0,5 cm) schockgefroren, wodurch die Bildung gréRerer Eiskristalle
vermieden werden konnte. Dazu wurden die Gewebeproben auf Korkstlickchen aufge-
bracht, mit Tissue Tek (Miles Inc., USA) eingebettet und dann fir ca. 5 sec. in flissigen
Stickstoff (-196°C) gehalten. Anschlielend wurden die Proben in Alufolie eingewickelt
und bei -80°C his zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.
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3.1.2.1. Anfertigung von Gewebeschnittprdparaten

Von den schockgefrorenen Gewebeblécken wurden Kryostatschnitte angefertigt. Das
Schneiden erfolgte auf einem Rotationsmikrotom in einem Kryostaten (Fa. Leica, Nuss-
loch) bei Arbeitstemperaturen von -21 bis -28°C. Die 10 um dicken Schnitte wurden an
der Mikrotomklinge mit Super Frost Plus Objekttragern (Fa. Menzel-Glaser) abgenommen
und bis zur Weiterverarbeitung in Objekttragerkésten (Fa. neoLab, Heidelberg) bei -80°C
aufbewahrt.

3.1.3. Immunhistochemische Methoden

3.1.3.1. Prinzip der Enzym-Immunkomplex-Methoden

In der vorliegenden Arbeit wird ausschlieZlich eine immunenzymatische Farbemethode
zum spezifischen Nachweis von Antigenen in Gewebeschnitten eingesetzt. Andere denk-
bare Untersuchungsmethoden, wie z.B. die Immunofluoreszenz unter Verwendung fluo-
reszenzmarkierter Ak und der Immunoassay unter Verwendung mit radioaktiven Isotopen
markierter Ak kommen hier nicht zur Anwendung.

3.1.3.2. Zwei-Schritt-indirekte Methode

Bei dieser Technik bindet der spezifische, unkonjugierte Primarantikbrper (monoklonaler
Ak oder polyklonales Antiserum) an das Gewebeantigen. AnschlieRend wird ein zweiter
enzymmarkierter Ak, der gegen die leichten und schweren Ketten des Primarantikorpers
(jetzt als Antigen zu betrachten) gerichtet ist, aufgetragen. Der zweite Ak mul3 gegen Im-
munglobuline der Spezies gerichtet sein, aus der der Primarantikorper gewonnen wurde
(NAISH, 1989).

Danach erfolgt der Enzymnachweis mittels histochemischer Methode. Als Enzym fungiert
die alkalische Phosphatase (Molekulargewicht 100 kD). Sie hydrolysiert das Substrat
Naphtholphosphatester zu Phenolkomponenten und Phosphaten. Die enzymatische Re-
aktion kann durch den Einsatz von Chromogenen sichtbar gemacht werden. Die Phenole
kuppeln mit dem farblosen Diazoniumsalz Fast Red TR (Chromogen) und bilden so einen
unléslichen Azofarbstoff. Das rote Reaktionsprodukt kann dann lichtmikroskopisch identi-
fiziert werden. Hintergrundfarbung durch mdgliche alkalische Phosphatase im Gewebe
(endogene AP) wird durch den Zusatz von Levamisol unterdriickt (NAISH, 1989).
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3.1.3.3. Primérantikérper

Als Primarantikdrper wurde ein monoklonaler Ak verwendet.

Der verwendete monoklonale Ak 2-10-1 wurde von Menrad et al. (1997) hergestellt. Mab
2-10-1 besitzt eine hohe Spezifitat fur KDR in Geweben vom Menschen und Primaten.
Der Ak bindet an ein Epitop innerhalb der extrazellularen Doméanen 6 und 7 des KDR, so
dal3 er alle Rezeptoren erkennt, unabhéangig davon, ob sie VEGF gebunden haben oder
nicht.

3.1.3.4. Versuchsdurchfiihrung

a) Durchfiihrung der 2-Schritt-Methode mit Formalinfixierung der Gewebeschnitte

Wahrend den Inkubationen liegen die Objekttrager auf einem feuchten Tuch.
Die Gewebeschnitte werden wie folgt behandelt (MENRAD et al., 1997):

1. Fixation: 4%iges Formaldehyd (Fa. Merck, Darmstadt) in PBS (s. Anhang, S.89 ff) +
0,4 g alpha-D-Glucose (Fa. Serva, Heidelberg)/ 100ml ; 10 min. bei RT

2. Waschen: 3 x5 min. in PBS

3. Uberschichten mit dem spezifischen Priméarantikrper:20 pl/ ml in PBS, Zusatz von
10 % FCS; 60 min. bei 37°C

4. Waschen: 3 x5 min. in PBS

5. Uberschichten mit dem Sekundarantikérper (Alkaline Phosphatase-conjugated Affi-
niPure Goat Anti- Mouse IgG + IgM (H+L) Fa. dianova, Hamburg): 1:100 verdinnt in
PBS, Zusatz von 10 % FCS; 60 min. bei 37°C

6. Waschen: 3 x5 min. in PBS

7. Nachweis der Enzymreaktion mit Sigma Fast Fast Red TR/ Naphthol AS-MX Tabet-
Set - 1 ml (Fa. Sigma Chemical, St. Louis, Missouri, USA) 30 min.

8. Abstoppen der Farbreaktion in PBS

9. Wassern in Ag. dest., mit Hamalaun (Chroma- Gesellschaft, Kongen/N.) gegenfar-
ben, 20 min. unter flieBendem Ag. dest. blauen, danach in Aq. dest. stellen

10. Eindecken mit Aquatex (Fa. Merck, Darmstadt)
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b) Durchfihrung der 2-Schritt-Methode mit modifizierter Bouinfixierung der Gewebe-
schnitte

Wahrend den Inkubationen liegen die Objekttrager auf einem feuchten Tuch.
Die Gewebeschnitte werden wie folgt behandelt:

1. Fixation: modifizierten Bouinldsung (s. Anhang, S.89 ff), 10 min.
2. Waschen: Ethanol (Fa. Merck, Darmstadt), 85 %ig 4 min.; anschlielend 3 x 5 min in
Leitungswasser

Die folgenen Schritte entsprechen denen in der Durchfiihrung unter a) 3.-10. (s.S.34).

3.1.3.5. Spezifitatskontrolle

Bei allen immunologischen Reaktionen ist die Durchfiihrung geeigneter Kontrollreaktio-
nen zum Nachweis der Spezifitdt der angewendeten Methode wichtig.

Fur positive Kontrollen wurde Gewebe verwendet, von dem bekannt ist, dal3 es das Anti-
gen, gegen das der spezifische Priméarantikorper gerichtet ist, enthalt. In Anlehnung an
SIMON et al. (1995) wurde fiir den Antikorper gegen KDR die Niere von Cynomolgen
gewabhilt.

Durch die Anfertigung von Negativkontrollen kénnen vorhandene unspezifische Farbreak-
tionen beurteilt und die eigentliche spezifische Anfarbung besser interpretiert werden. Bei
den Negativkontrollen wurde anstelle des spezifischen Priméarantikérpers PBS aufgetra-
gen.

Um die Endothelspezifitat von KDR zu Uberprifen, wurde ein weiterer immunhistochemi-
scher Nachweis gefuhrt. Hierbei wurde der Rezeptor CD31, welcher auf EC vorkommt,
mittels eines spezifischen Ak angefarbt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach 3.1.3.4.
(Konzentration des Primarantikorpers purified anti human CD31, PharMingen: 2ug/ml in
PBS mit Zusatz von 2% FCS; Konzentration des Sekundarantikorpers Alkaline Phospha-
tase-conjugated AffiniPure Goat Anti- Mouse 1gG + IgM (H+L), Fa. dianova, Hamburg:
1:200 verdunnt in PBS mit Zusatz von 2% FCS, s.S.34).

3.1.3.6. Auswertung und Dokumentation

Die Gewebeschnitte wurden mittels eines Photomikroskopes (Axiphot, Fa. Zeiss, Oberko-
chem) beurteilt und die Ergebnisse unter Verwendung eines Farbfilmes 100 ASA (Fa.
Kodak) dokumentiert.
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3.2. Ergebnisse

3.2.1. Vorversuche zur Methodenetablierung fir den Antikérper gegen den VEGF-
Rezeptor KDR

Alle Vorversuche wurden an normalen Nierengewebe von Cynomolgen durchgefihrt.

3.2.1.1. Auswahl des Fixativs

Sowohl mit modifizierter Bouinlésung als auch mit Formalin wird eine gute Morphologie
erzielt, da beide Fixative das Gewebe stabilisieren, ohne eine zu starke Schadigung her-
vorzurufen.

Bei beiden Fixationsmethoden lal3t der getestete Antikbrper eine immunhistochemische
Reaktion erkennen, wobei die Intensitat bei bouinfixierten Schnitten starker ausgepréagt
ist.

3.2.2. Immunhistochemischer Nachweis des KDR in Normalgewebe von Affen

Die Ergebnisse der durchgefihrten Reaktionen zum Nachweis des VEGF-Rezeptors KDR
in verschiedenen ausgewahlten Normalgeweben von Affen ist in Tabelle 3 (s.S.37) dar-
gestellt.
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Tab.3: Lokalisation der Reaktionsprodukte immunhistochemischer Farbungen gegen den
VEGF-Rezeptor KDR in Normalgeweben von Affen

Gewebetyp angefarbte Strukturen Intensitdt der
Farbung

a) Endothelien Endothelien der GefaRe (einschlielllich|+++
geschlossener, gefensteter und offener
Kapillaren) sind in allen untersuchten Or-
ganen angefarbt

b) epitheliales Gewebe

Bauchspeicheldruse, endokrin | Langerhans’sche Inselzellen +

Bauchspeicheldruse, exokrin | Drlisenepithelien +
Tubuli der Ausflihrungsgange +

Luftréhre Epithelzellen +

Lymphknoten Sinusendothel +
Retikulumzellen +

Magen-Darm-Trakt Mesothel +
Drisenepithel +

Milz Mesothel

Niere Tubuli der Hauptstiicke +/++

Thymus Retikulumzellen ++

c¢) nicht-epitheliales Gewebe

Binde-u. Stitzgewebe Lymphozyten ++
Fibroblasten/Fibrozyten +
Chondroblasten ++

Muskelgewebe Herzmuskelzellen ++
glatte Muskelzellen in MDT ++

+ schwache Intensitéat der Farbung

++ mittlere Intensitét der Farbung

+++ starke Intensitat der Farbung
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Beschreibung der einzelnen Organe:

Die immunhistochemische Darstellung des KDR in der Niere zeigt eine starke rote Anfar-
bung der EC des Kapillarnetzes in den Nierenkorperchen (s. Abb. 4, 6). Im peritubularen
Interstitium liegende Kapillaren erscheinen ebenfalls rot gefarbt (s. Abb. 4, 8). Auch die
Tubuluszellen der Hauptstiicke weisen eine schwache Farbung auf (s. Abb. 8). Im Ver-
gleich zu dem immunhistochemischen Nierenpraparat des Endothelmarkers antiCD31 (s.
Abb. 7, 9) weist die KDR-Farbung eine vielfaltigere Verbreitung in dem Nierengewebe auf
(Abb. s.5.38 u. 39).

Abb. 4: Niere, Darstellung des KDR Abb. 5: Niere, Negativkontrolle
Bouinfixierung, 200-fache VergroRerung Bouinfixierung, 200-fache VergroRRerung
Aufsicht auf zwei Glomerula mit starker Immunhistochemische  Reaktion  mit
KDR-Positivitat (= rot). In den Tubuli und PBS-Puffer anstelle des Primaranti-
in dem peritubularen Raum schwéachere korpers 2-10-1. Die ubrigen Arbeits-
Anfarbungen. schritte der Farbemethode fihren zu

keiner gravierenden unspezifischen An-
farbung der histologischen Strukturen.
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Abb. 6: Niere, Darstellung des KDR
Bouinfixierung, 400-fache VergréRerung
In dem Glomerulum zeigt sich eine star-
ke Anfarbung der EC.

Abb. 7: Niere, Spezifititskontrolle
Bouinfixierung, 400-fache VergréRRerung
Darstellung der Endothelien (rot) mittels
immunhistochemischer Reaktion mit dem
Endothelmarker antiCD31 anstelle des
Ak 2-10-1.

Abb. 8: Niere, Darstellung des KDR
Bouinfixierung, 400-fache Vergré3erung
Darstellung der KDR-positiven peri-
tubularen Kapillaren sowie der Tubuli der
Hauptstiicke.
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Abb. 9: Niere, Spezifititskontrolle
Bouinfixierung, 400-fache Vergré3erung
Darstellung der peritubularen Kapillaren
mit dem Marker antiCD31.



In der Milz stellt sich v.a. die rote Pulpa auf Grund ihrer hohen GeféRdichte KDR positiv
dar. Dabei erscheint das Farbeergebnis in der roten Milzpulpa, welches mit dem Antikor-
per 2-10-1 erzielt wurde, starker, als das, welches mit dem Endothelmarker antiCD31
erreicht wurde. Aber auch im Zytoplasma von Lymphozyten in der weif3en und roten Milz-
pulpa sowie von Mesothelzellen der Kapsel findet sich eine schwache granulare Farbung
(s. Abb. 10, 11).

Abb.10: Milz,
Darstellung des
KDR  Bouinfixie-
rung, 100-fache
VergroRerung
Aufsicht auf ein
Milzfollikel in Na-
he der Organkap-
sel. Im Vergleich
zu der Endothel-
farbung  (s.Abb.
11) zeigt sich eine
starkere KDR-Po-
sitivitét v.a. in der
roten Milzpulpa.

Abb.11: Milz, Spe-
zifitatskontrolle
Bouinfixierung,
100-fache Vergro-
Rerung
Darstellung der
Endothelien mit
Hilfe des EC-Mar-
kers antiCD31. Die
Abbildung zeigt
weniger  Struktu-
ren, die eine An-
farbung aufweisen.
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In der Ubersicht stellt sich v.a. der Markbereich des Thymus mit seinen epithelialen Reti-
kulumzellen positiv dar. Auch hier zeigt sich, wie bei der Milz, eine schwache Anfarbung

des Lymphozytenplasmas. Im Interstitium findet sich eine starke Rotfarbung der EC der
Kapillaren sowie eine nur schwache Farbung von Fibroblasten (s. Abb. 12, 13).
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- Abb.12: Thymus,

Darstellung des

| KDR

Bouinfixierung,
100-fache Vergro-
Rerung

Aufsicht auf den
starker angefarb-
ten Markbereich

 der Thymuslapp-

chen. Es zeigen
sich sowohl Kapil-
laren, aber auch
Lymphozyten KDR
positiv.

Abb.13: Thymus,
Spezifitatskon-

- trolle

Bouinfixierung,
100-fache Vergro-
Rerung
Darstellung der EC
mit dem Ak an-
tiCD31. Der Mark-
bereich des Thy-
mus zeigt neben
den Kapillaren kei-
ne weiteren ge-
farbten Strukturen.



Auch in dem Lymphknoten, ein weiteres lymphatisches Organ, weisen, wie auch schon
in der Milz und in dem Thymus, Lymphozyten eine KDR-Positivitdt auf. Desweiteren er-
scheinen Zellen im Sinusbereich rot gefarbt (s. Abb. 14, 15).

Abb.14: Ln. axillaris,
: - Darstellung des KDR
- Formalinfixierung,

~ 100-fache  VergroRe-
. rung

~ Die Lymphozytenkap-
pen der Follikel sowie
~ der Sinusbereich wei-
sen eine Rotfarbung
~auf. Im Sinusbereich
~ sind neben dem Sinus-
~ endothel auch Retiku-
lumzellen und freie
Lymphozyten ange-
. farbt.

Abb.15: Ln. axillaris,
~ Negativkontrolle
Formalinfixierung,
100-fache  Vergrolie-
rung

Die Negativkontrolle mit
PBS-Puffer anstelle des
AK 2-10-1 zeigt in eini-
gen Bereichen unspe-
zifische Gewebefar-
bungen.
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Bei der immunhistochemischen Farbung der Leber mit dem Ak 2-10-1 weist das diskonti-
nuirliche Endothel der sinusoiden Kapillaren eine Rotfarbung auf (s. Abb. 16). Auffallig
erscheint dabei der Vergleich mit dem Endothelmarker antiCD31. Die EC der Lebersinu-
soide bleiben hier ungefarbt (s. Abb. 17).

' Abb16: Leber, Dar-

i O gy ~ stellung des KDR
v -~ Formalinfixierung, keine

o .
» - -
o, 3

. e :“'- J_:-.'_' Gegenfarbung mit Ha-
- Mt el g malaun, 200-fache
~+_ VergréRerung

~ Zu erkennen sind die
T T "*'-1'-.‘_.____ - rot gefarbten Sinusen-
" dothelien der Leber.
Tt -l:.:‘“_ Die EC der groReren
ﬁ_ .o - g ~ GefaRe im Trias blei-

i :_'"-EA..*‘T_-...:H‘.'- "‘i‘ -
y l.";E-IT-Hi' W e EH:J:I e

XA N TR V. e
Abb.17: Leber, Spezi-
fitatskontrolle
Formalinfixierung,
: ~ 100-fache  VergrofRe-
- rung
Bei der immunhisto-
~ chemischen Farbung
~ mit dem Marker an-
tiCD31 zeigen die EC
der Trias-GefalRe eine
Rotfarbung. Die Sinus-
endothelien dagegen
bleiben ungefarbt.




In der Bauchspeicheldriise zeigen sich v.a. die endokrinen Anteile, die Langerhans’-
schen Inseln, KDR positiv. Die EC der Kapillaren sind auch hier wieder stark gefarbt. Aber
auch der exokrine Anteil weist VEGF-Rezeptoren auf. So sind die Tubulusepi-thelien der
Ausfuihrungsgénge schwach bis méaRig rot gefarbt (s.Abb.18-21,s.S.44 u. 45).
b - Abb.18:Pankreas

' Darstellung des
KDR
Bouinfixierung,
100-fache Ver-
groRerung
Die Kapillaren sind
va. in den endo-
krinen Arealen
- intensiv  gefarbt.

 Die Tubu-
lusepithelien  wei-
sen eine schwa-
. chere Rotfarbung
- auf.

Abb.19:Pankreas
Negativkontrolle
Bouinfixierung,
100-fache Vergro-
Rerung
Immunhistochem.
Reaktion mit PBS-
Puffer anstelle des
Primar-Ak  2-10-1.
Es zeigen sich
keine unspezifi-
schen  Anféarbun-
gen der Gewebe-
strukturen.
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Abb.20: Pankreas,
Darstellung des
KDR, Bouinfixierung,
400-fache VergrofRe-

" rung

Darstellung einer
Langerhans’schen In-
sel: EC mit kraftiger
KDR-Positivitat  und
der Grof3teil der In-
selzellen mit schwa-
cher Rotfarbung.

Abb.21: Pankreas,
Spezifitatskontrolle
Bouinfixierung,
400-fache VergrofRe-
rung

Darstellung der Ka-
pillaren in einer Lan-
gerhans’schen Insel
mit Hilfe des Endo-
thelmarkers anti-
CD31.



In der Schilddriise zeigt sich ein weit verzweigtes rotes Netz. Es handelt sich dabei um
die EC der gefensterten Kapillaren, die sich um die Schilddrisenfollikel darstellen lassen
(s. Abb. 22, 23).
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Abb.22: Schilddriise,
Darstellung des KDR
Formalinfixierung,
100-fache  VergroRRe-
rung

Eine deutliche Rotfar-
bung weisen die EC
der gefensterten Ka-
pillaren im Schilddru-
senparenchym auf.

Abb.23: Schilddriise,
Spezifitatskontrolle
Formalinfixierung,
100-fache  Vergrolie-
rung

Darstellung  groRerer
Gefalle mit dem Marker
antiCD31.



Eine Rotfarbung der Chondroblasten ist im Querschnitt der Luftréhre am auffélligsten.
Hierbei weisen einige Chondroblasten eine starke, andere nur eine geringe bis keine Far-
bung auf. Eine weitere deutliche Anfarbung findet sich in den Fibroblasten und in den EC

der Kapillaren. Das Luftrohrenepithel weist nur eine geringe Rotfarbung auf (s. Abb. 24-
29, s.S5.47 u. 48).

Abb.24: Luftrohre, Darstellung des KDR Abb.25: Luftréhre, Negativdarstellung

Bouinfixierung, 200-fache VergréRerung Bouinfixierung, 200-fache VergréRerung
Im Querschnitt der Luftréhre zeigt sich Im Querschnitt der Luftréhre ist keine un-
eine deutliche Rotfarbung der Chondrone. spezifische Farbung sichtbar.
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Abb.26: Luftréhre, Darstellung des
KDR

Bouinfixierung, 100-fache VergroRerung
In der Ubersicht zeigen sich die
Chondrone sowie Kapillaren und das
Epithel der Luftrohre rot gefarbt.

Abb.28: Luftrohre, Darstellung des
KDR

Bouinfixierung, 400-fache Vergré3erung
Aufsicht auf das rot gefarbte Luftréhren-
epithel.

Abb.27: Luftréhre, Spezifitits-kontrolle

Bouinfixierung, 100-fache VergroRerung
Mit Hilfe des EC-Markers antiCD31 sind
nur die Kapillaren rot dargestellt.

Abb.29: Luftrohre, Spezifitats-kontrolle

Bouinfixierung, 400-fache VergréRRerung
Mit Hilfe des EC-Markers antiCD31 wer-
den nur die Kapillaren dargestellit.
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Das Herz weist neben den rot gefarbten Kapillaren auch rot gefarbte Herzmuskelzellen
auf. Dabei schwankt die Intensitat der Farbung in den Muskelzellen stark. Vor allem in
Kernnahe ist die Farbung deutlicher. Auch im Herzen finden sich zwischen den Muskelfa-
sern rot gefarbte Fibrozyten wie auch schon in anderen Organen (s. Abb. 30, 31).

I'. E % - F
- B’
— et
Abb.30: Herz, Darstellung des KDR Abb.31: Herz, Spezifititskontrolle
Bouinfixierung, 100-fache VergrofRerung Bouinfixierung, 100-fache VergroRerung
Im Lé&ngsschnitt durch die Herzmusku- Bei der Kontrollreaktion mit dem EC-Marker
latur zeigen, neben den angefarbten antiCD31 weisen nur die Gefal3e eine deut-
GefalRen, auch die Muskelzellen eine liche Rotfarbung auf.

deut-liche Rotféarbung.

Vom Gastrointestinaltrakt wurden der Magen, der Zwélffingerdarm, der Krummdarm

und der Wurmfortsatz des Blinddarmes auf das Vorhandensein von KDR untersucht
(s. Abb. 32-36; s.S. 50 u. 51). In den genannten Organen zeigen sich KDR-positive
Strukturen. So sind Muskelzellen und Driisenepithelien rot angefarbt, desweiteren die EC
von Kapillaren, Mesothelzellen, Fibrozyten und Lymphozyten in den Lymphknoten der
Tela submucosa.
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Abb.32: Zwolffinger-
darm, Darstellung des
KDR, Bouinfixierung,
100-fache VergroRRerung
Querschnitt  durch den
Zwolffingerdarm: Eine
deutliche Rotfarbung zei-
gen die Kapillaren u. die
Zellen des Lymph-
follikels. Die  Drusen-
zellen sind nur schwach
positiv gefarbt.

Abb.33: Zzwdlffingerdarm,
Negativkontrolle
Bouinfixierung,

100-fache Vergrofierung
Querschnitt  durch den
Zwolffingerdarm: Kleinere
Farbartefakte sind vorhan-
den, welche allerdings
nicht die Auswertung be-
hindern.

Abb.34: Zwolffinger-
darm, Spezifitaitskon-
trolle

Bouinfixierung,

100-fache VergroRerung
Querschnitt durch den
Zwolffingerdarm: Dar-
stellung der Kapillaren mit
dem Marker anti CD31.




Abb.35: Magen,
Darstellung des
KDR, Bouinfixierung,
200-fache Vergrof3e-
rung

Im Vergleich zu dem
EC-marker  (s.Abb.
36) ist bei der im-
munhistochem. Re-
aktion mit 2-10-1 v.a.
die Rotfarbung der
Magendrusen auffal-
lig. Die kapillaren
Strukturen weisen
jedoch noch eine
starkere Farbung auf.

Abb.36: Magen,
Spezifititskontrolle
Bouinfixierung,
200-fache VergroRRe-
rung

Es sind nur die En-
dothelien rot darge-
stellt.

Im GroBhirn lassen sich die GefaRe rot darstellen und erweisen sich somit als KDR-
positive Strukturen. Dabei ist die Farbung schwécher als bei den Gefal3en in anderen
Organen.

In der Haut zeigen die EC der Kapillaren eine deutliche Rotfarbung.
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Die hier erzielten Ergebnisse des immunhistochemischen Nachweises des VEGF-
Rezeptors KDR lassen sich, zur besseren Ubersicht, in drei Gruppen einteilen:

1. Histologische Strukturen (EC), die sich in Ubereinstimmung mit dem CD31-Nachweis
angefarbt haben.

2. Zellen, die den CD31-Rezeptoren exprimieren, aber KDR negativ sind.

EC des Trias in der Leber

3. Zellen, welche eine KDR-Positivitat zeigen, die aber keine CD31-Rezeptoren besitzen.
Zu dieser Gruppe von Zellen gehéren:

Zellen des diskontinuierlichen Endothels sinusoider Kapillaren in der Milz und Leber
Sinusendothelien des Lymphknotens

Epithelzellen, wie die der Luftréhre, Mesothelien, Drisenepithelien im MDT, Tubu-
luszellen in Nieren und Bauchspeicheldriise sowie epitheliale Retikulumzellen des
Thymus und Lymphknotens

Zellen des Binde und Stitzgewebes, wie Lymphozyten, Fibroblasten/-zyten,
Chondroblasten

Zellen des Muskelgewebes, wie Herzmuskelzellen und glatte Muskelzellen im MDT
Zellen des exokrinen und endokrinen Anteils der Bauchspeicheldriise

Die hier erzielten Ergebnisse Uber das Vorkommen des KDR in den verschiedenen Ge-
weben stellen seine Endothelspezifitat in Frage. Neben den EC exprimierten auch eine
Reihe anderer Zelltypen den VEGF-Rezeptor KDR (s.Tabelle 3; S.37).
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