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|. EINLEITUNG

Tumorhypoxie stellt ein in der Human- und Veterindrmedizin weit verbreitetes
Forschungsgebiet dar. Sie reprasentiert einen hdufigen Grund fir
Therapieversagen und besitzt darber hinaus auch prognostische Relevanz
(HOCKEL et al., 1996; NORDSMARK et al., 2005; MARTINIVE et al., 2006).
Es werden zwei verschiedene Formen von Tumorhypoxie unterschieden: akute
(synonym ,,zyklische®, ,intermittierende” oder ,transiente”) und chronische
Hypoxie. Beide haben ihren Ursprung in einer ineffizienten Vaskularisierung des
Tumors. Zellen, die in groRerer Entfernung von den Blutgeféalen liegen, sind von
permanenter Sauerstoffunterversorgung betroffen. Chronische Hypoxie tritt
haufig auf, wenn eine ungeniigende Vaskularisierung zu einer Unterversorgung
des Tumorgewebes fiihrt. Zyklische Hypoxie hingegen erklart sich durch eine
eingeschrankte Perfusion, die auf eine vaskuldre Stase (REINHOLD et al., 1977)
und Instabilitaten im Erythrozytenfluss zuriickzufiihren ist (DEWHIRST et al.,
1996). Es konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress aufgrund von akuter
Hypoxie zu einer anderen zelluldren Reaktion fuhrt als solcher aufgrund von
chronischer Hypoxie (REYNOLDS et al., 1996; YUAN et al, 2004;
CARDENAS-NAVIA et al., 2008).

Eine wichtige physiologische Anpassungsreaktion stellt die Fahigkeit dar, unter
hypoxischen Bedingungen ATP durch Glykolyse aus Glukose zu generieren (WU
& RACKER, 1959). Um die Redox-Homdostase aufrechtzuerhalten, wird die
Energiegewinnung hypoxischer Zellen von oxidativer Phosphorylierung auf
Glykolyse umgestellt. Dabei entsteht Pyruvat, welches unter anaeroben
Bedingungen in Laktat umgewandelt wird (WU & RACKER, 1959; DANG &
SEMENZA, 1999).

Sonveaux et al. (SONVEAUX et al., 2008) zeigten, dass moglicherweise eine
Symbiose zwischen hypoxischen und aeroben Tumorzellen besteht: Oxygenierte
Zellen sind in der Lage, Laktat zur Energiegewinnung zu nutzen. Dies ermdglicht,
dass Glukose in weiter entfernte hypoxische Tumorregionen diffundieren und dort
zur ATP-Produktion genutzt werden kann, wéhrend Laktat von den hypoxischen
Tumorzellen entlang eines Diffusionsgradienten in oxygenierte Bereiche

diffundiert und dort als Energielieferant dienen kann. Der passive Transport in die



I. Einleitung 11

und aus der Zelle wird durch protonengebundene Monocarboxylattransporter
(MCTs) vermittelt (HALESTRAP & PRICE, 1999; HALESTRAP &
MEREDITH, 2004).

MCT1 ist ein ubiquitdr exprimierter transmembrandrer Transporter fur kurzkettige
Monocarboxylate. Er ist je nach vorhandenen Bedingungen in der Lage, Laktat
sowohl in die Zelle ein-, als auch aus der Zelle herauszuschleusen und tbernimmt
durch den Symport von Protonen auch eine wichtige Rolle in der Regulierung des
intrazellularen pH-Wertes (DUBOUCHAUD et al., 2000; HALESTRAP &
MEREDITH, 2004; ULLAH et al., 2006). MCT4 regelt den Export von Laktat
aus glykolytischen Zellen (DIMMER et al., 2000) und kommt vor allem in

Geweben mit hauptséachlich glykolytischer Energiegewinnung vor.

Mithilfe immunhistochemischer Darstellung ist es gelungen, MCT1 und MCT4 in
verschiedenen  humanen Tumoren zu detektieren. Eine Studie konnte die
Expression von MCT1 in Kkaninen oralen Melanomen nachweisen
(SHIMOYAMA et al., 2007). Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem
immunhistochemischen Nachweis von MCT1 und MCT4 in kaninen oralen
Plattenepithelkarzinomen.

Plattenepithelkarzinome stellen nach malignen Melanomen die zweith&ufigsten
oralen Tumoren beim Hund dar (KOSOVSKY et al., 1991; BRONDEN et al.,
2009). Sie zeigen sich oft als proliferative bis ulzerierende Umfangsvermehrung,
haufig auch mit Knochenbeteiligung. Therapie und Prognose hangen von der
histologischen Diagnose ab. Man unterscheidet zwei Formen der oralen
Plattenepithelkarzinome: die tonsillare und nicht-tonsillare. Die tonsillaren
Plattenepithelkarzinome werden als sehr aggressiv mit hoher Metastasierungsrate
und haufigem Auftreten von Rezidiven nach Therapie beschrieben (BROOKS et
al.,, 1988). Nicht-tonsillare Plattenepithelkarzinome weisen eine geringere
Metastasierungsneigung auf und lokale Tumorkontrolle stellt aus therapeutischer
Sicht die wichtigste MalRnahme dar (CANDACE K. GRIER, 2007).

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Expressionsmuster von MCT1 und
MCT4 in kaninen oralen Plattenepithelkarzinomen zu charakterisieren. Hierzu
wurden die Protokolle zum immunhistochemischen Nachweis von MCT1 und
MCT4 in Schnittpraparaten formalinfixierter, paraffineingebetteter kaniner

Gewebeproben etabliert. Das mogliche Vorliegen einer Koexpression von MCT1
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und MCT4 in identischen Tumorzellen, welches als Anzeichen fur das Vorliegen
zyklischer Hypoxie erachtet wird (WERGIN et al., 2015) wurde mithilfe einer
simultanen immunhistochemischen Darstellung von MCT1 und MCT4
(sogenannte ,,Doppelfarbung®) untersucht. Das Ausmal} der immunhistochemisch
nachgewiesenen MCT1- und/oder MCT4-Expression in Praparaten von 40
kaninen oralen Plattenepithelkarzinomen wurde durch quantitativ morphologische
Analysen ermittelt. Da momentan keine endogenen Marker zur Unterscheidung
von chronischer und zyklischer Hypoxie zur Verfligung stehen, stellt die
vorliegende Arbeit die Grundlage fir weitere Forschungen zur sogenannten

Tumor-Hypoxie-Kartographie dar.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Tumorhypoxie

Hypoxie — Griechisch vmo (hyp-) ,unter, unterhalb® und 6&vg (OXy-) ,.sauer,
scharf™ (Oxygenium = Sauerstoff), Unterversorgung mit Sauerstoff — ist ein weit
verbreitetes Forschungsgebiet der experimentellen und klinischen Onkologie und
stellt ein Charakteristikum der Pathophysiologie bei soliden Tumoren dar. Ihr
kommt eine entscheidende Rolle bei vielen physiologischen Vorgéngen wie
Zellproliferation, Angiogenese, Zellmetabolismus und Immunoreaktivitat, aber
auch Tumorinvasion und Metastasierung zu (RUAN et al., 2009). Durch eine
erhdhte Metastasierungsneigung und Resistenzen gegeniber Chemo- und
Strahlentherapie kann Hypoxie zu einer Verschlechterung der Prognose fiihren
(TEICHER, 1994; HOCKEL et al., 1996; NORDSMARK et al., 2005).

1.1. Grundlagen der Tumorhypoxie

Zur Quantifizierung der Gewebeoxygenierung wird gewohnlich  der
Sauerstoffpartialdruck pO, verwendet. Dieser liegt in den meisten Kdrpergeweben
in einem Normbereich von etwa 40 mmHg (BERTOUT et al.,, 2008). Im
Allgemeinen wird bei einem Sauerstoffpartialdruck von < 10 mmHg von Hypoxie
gesprochen (SEMENZA, 2003; JORDAN & SONVEAUX, 2012).

Je nachdem, ob die niedrige Gewebeoxygenierung aufgrund von unzureichender
Vaskularisierung oder einer mangelhaften Perfusion zustande kommt,
unterscheidet man zwei Formen von Hypoxie: die diffusionsabhé&ngige chronische
Hypoxie und die perfusionsabhéngige zyklische Hypoxie (HOCKEL & VAUPEL,
2001).

Hypoxie z&hlt zu den charakteristischen Merkmalen von soliden Tumoren
(,,hallmarks of cancer®) und ist an zahlreichen pathophysiologischen Prozessen

beteiligt.

1.2. Pathophysiologie der Tumorhypoxie
Der Tumormetabolismus wird Uber verschiedene pathophysiologische
Mechanismen beeinflusst, sowohl Gber zelluldre, als auch molekulare

Adaptationen. Eine entscheidende Rolle spielt dabei die Entstehung von
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sogenannten Reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS). ROS
werden in aeroben Organismen vorwiegend in den Mitochondrien im Rahmen des
physiologischen Zellstoffwechsels als Nebenprodukte gebildet (BENHAR et al.,
2002). Diese aggressiven Sauerstoffradikale Ubernehmen eine wichtige Rolle in
der Regulation von Zellproliferation, Zellmigration und Apoptose (KAMATA &
HIRATA, 1999; STORZ, 2005). lhre Entstehung korreliert mit der normalen
Zellproliferation  durch  Aktivierung  von  Signaltransduktionskaskaden
(LAURENT et al., 2005). Zellularer Stress, wie beispielsweise Hypoxie und
Reoxygenierung, kann eine erhéhte Konzentration von ROS bewirken. Diese
kdénnen pathologische Mechanismen hervorrufen, wie beispielsweise die
konstante Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Nuclear Factor
Kappa B) und AP-1 (Aktivator Protein 1). Es ist bekannt, dass ROS auch bei der
Karzinogenese, Tumorprogression und Therapieresistenz eine wichtige Rolle
spielen (STORZ, 2005; FRUEHAUF & MEYSKENS, 2007; KONDOH et al.,
2013; ZHANG et al., 2015). ROS konnen zum Beispiel den Abbau der HIF
(Hypoxia-inducible-factor)-1a-Untereinheit verhindern. Dadurch kommt es zur
Stabilisierung von HIF-1. Uber diesen Mechanismus beeinflussen ROS auch HIF-
Zielgene (KLIMOVA & CHANDEL, 2008) (siehe auch unter 1.2.2.).

1.2.1.  Zellulare Adaptation an hypoxische Bedingungen

Tumorzellen kdnnen sich an Sauerstoffunterversorgung durch verschiedene
Mechanismen wie Verdnderungen des Zellzyklus, -metabolismus, inhibierte
Proliferation und Apoptose anpassen (GRAEBER et al.,, 1996; VAUPEL &
MAYER, 2007). Die zellulare Adaption geschieht vor allem {iber eine Umstellung
der Energiegewinnung auf anaerobe Glykolyse. Da unter hypoxischen
Bedingungen der Zitratzyklus blockiert ist und Pyruvat nicht weiter
verstoffwechselt werden kann, ist die Herstellung von ATP (ber die
Atmungskette nicht mehr maoglich. Durch Anwendung des Pasteur-Effektes sind
Tumorzellen trotzdem in der Lage, Energie zu produzieren, wenn auch mit einer
deutlich ungunstigeren Energiebilanz (WU & RACKER, 1959): Pyruvat wird
dabei weiter zu Laktat abgebaut, wodurch zwei Molekiile ATP entstehen. Im
Gegensatz dazu gehen aus der oxidativen Phosphorylierung 38 Molekiile ATP pro
Molekil Glukose hervor (DANG & SEMENZA, 1999). Hypoxische Tumorzellen
bendtigen  folglich  deutlich mehr Glukose, um die Zellfunktionen

aufrechtzuerhalten. Um die Energieversorgung unter Sauerstoffmangel
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sicherzustellen, werden vermehrt Glucosetransporter (GLUT-1) exprimiert
(GATENBY et al., 2007). Durch die anaerobe Glykolyse entsteht mehr Laktat,

dieses flhrt zu einer Ansduerung des Tumor-Mikromilieus.

Warburg (WARBURG, 1926) fand heraus, dass Tumorzellen auferdem die
Fahigkeit besitzen, Glykolyse wunter normoxischen Bedingungen zur
Energiegewinnung heranzuziehen. Diese aerobe Glykolyse wird von einigen
Tumoren genutzt, sie scheint eine wichtige Rolle im Tumorwachstum zu spielen
(MARIN-HERNANDEZ et al., 2006; GILLIES et al., 2008).

Neben Anderungen des Energiestoffwechsels sind auch vermehrte Angiogenese
und eine Inhibition der Apoptose wesentliche Anpassungsmechanismen
(HARRIS, 2002), welche zu einem Wachstumsvorteil unter hypoxischen
Bedingungen und somit autarkem Tumorwachstum fiilhren (GATENBY et al.,
2007). Auch auf molekularer Ebene fuhrt Hypoxie zu einer Adaptation, wie
beispielsweise die vermehrte Produktion und Sekretion von Wachstumsfaktoren

und Signalmolekdlen.

1.2.2. Molekulare Adaptation an hypoxische Bedingungen
Durch Aktivierung einer molekularen Signalkaskade im Tumor selbst und dem
umgebenden Gewebe kommt es infolge vermehrter oder inhibierter Transkription

unterschiedlicher Gene zu einer Modifikation des zellularen Proteoms.

Eine zentrale Rolle unter den molekularen Adaptationen nimmt dabei der
heterodimere  Transkriptionsfaktor HIF-1 (Hypoxia-inducible-factor-1) ein
(WANG & SEMENZA, 1993). Durch eine Veranderung der Genexpression durch
HIF-1 kommt es unter anderem zu einer Induktion der Angiogenese und zu einer
Anpassung des Energiestoffwechsels (MAXWELL et al., 1997). In zahlreichen
human- und veterindrmedizinischen Studien konnte eine Korrelation zwischen der
vermehrten Expression von HIF-1 in Tumoren und der Malignitdt von Tumoren
nachgewiesen werden (ZHONG et al., 1999; KAMBAYASHI et al., 2015; SHIN
et al., 2015). HIF-1 besteht aus den zwei Untereinheiten HIF-1o und HIF-1p. Die
Expression von HIF-1p ist unabhdngig von der Oxygenierung der Zelle. Im
Gegensatz dazu verfiigt HIF-1 o unter normoxischen Bedingungen nur tber eine
sehr kurze Halbwertszeit, da es nach der Hydroxylierung durch Bindung an das
Tumor-Suppressor-Protein von Hippel-Lindau (pVHL) fir den zligigen Abbau
markiert wird (KAELIN & RATCLIFFE, 2008). Unter hypoxischen Bedingungen



I1. Literaturiibersicht 16

kommt es wegen mangelnder Hydroxylierung zu einer Stabilisierung von HIF-1a,
was zu einer erhohten Konzentration von HIF-1a fiihrt und die Bindung an die
Untereinheit HIF-18 ermdoglicht. Das gebildete Heterodimer HIF-1 fungiert als
Transkriptionsfaktor, der dann an die Hypoxie responsiven Elemente (HRES) der
HIF-1- Zielgene bindet (SEMENZA et al., 1996).

HIF-1 bewirkt durch die Bindung an die HRESs eine erhthte Expression von tber
100 Genen (KE & COSTA, 2006). Uber eine gesteigerte Expression des Vascular
endothelial growth factor (VEGF) (FORSYTHE et al., 1996; JUBB et al., 2004)
und Erythropoietin (SEMENZA et al., 1991; WANG & SEMENZA, 1993) wird
beispielsweise die Angiogenese beziehungsweise die Erythropoese gefordert.
Uber eine vermehrte Synthese des Transferrinrezeptors wird die Aufnahme und
der Transport von Eisen in die Zelle erhdht (TACCHINI et al., 1999). Durch die
Hochregulation des Enzyms Pyruvatdehydrogenase Kinasel wird der Eintritt von
Pyruvat in den Zitratzyklus gehemmt und Pyruvat vermehrt in Laktat
umgewandelt, um fir die Glykolyse zur Verfligung zu stehen (KIM et al., 2006;
PAPANDREOU et al., 2006). HIF-1 erleichtert lber eine vermehrte Expression
von Glukose-Transportern, wie zum Beispiel GLUT-1 (CHEN et al., 2001), die
Glukoseaufnahme in die Zellen und trdgt Uber die Stimulierung von
Carboanhydrase 9 (CA 1X) zur pH-Wert-Regulierung bei (LONCASTER et al.,
2001). Auch der Monocarboxylattransporter 4 wird (ber den Einfluss von HIF-1
vermehrt exprimiert (ULLAH et al., 2006).

Das Tumorsuppressorgen p53 ist fur die Kontrolle der Zellproliferation zusténdig.
Es ist in nicht-neoplastischen Zellen beim Auftreten von starker Hypoxie fir die
Einleitung des programmierten Zelltodes (Apoptose) zustandig (GRAEBER et al.,
1996). Die Mutation von p53 ist bei Tumorzellen hdaufig und flhrt dazu, dass
entartete oder durch Hypoxie geschéadigte Zellen nicht in die Apoptose gehen
sondern trotz fehlerhafter DNS proliferieren (HOLLSTEIN et al., 1994).

1.3. Einteilung der Hypoxie

Es werden zwei Formen von Hypoxie unterschieden: die diffusionsabhéngige
chronische Hypoxie und die perfusionsabhangige zyklische Hypoxie (HOCKEL
& VAUPEL, 2001).

1.3.1. Chronische Hypoxie

Chronische Hypoxie beschreibt eine verminderte Sauerstoffkonzentration
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aufgrund einer ungeniigenden Sauerstoffdiffusion.

Wachsen Tumoren Uber eine GroRe von etwa drei Millimeter hinaus, ist die
Blutgefalversorgung des umgebenden Gewebes nicht mehr ausreichend.
Sauerstoff verfugt Uber eine eingeschrénkte Diffusionsstrecke von circa 100 bis
180 um (THOMLINSON & GRAY, 1955; FOLKMAN, 1971; BERTOUT et al.,
2008). Vergroliert sich die Entfernung der Kapillaren zu dem zu oxygenierenden

Gewebe, tritt eine verminderte Sauerstoffverfligbarkeit ein.

Durch die Ausschittung proangiogenetischer Faktoren regen wachsende Tumoren
die GefaRneubildung an (FOLKMAN, 1971). Die entstandenen Blutgeféalie sind
allerdings vor allem bei malignen Tumoren haufig nicht physiologisch ausgebildet
und kénnen die Versorgung des wachsenden Tumors nur unzureichend
ubernehmen (VAUPEL et al., 1989). Die Anordnung der GeféaRe ist
ungleichmaRig und zeigt eine abnormale, chaotische Architektur mit Verlust der
GefaBhierarchie. Teilweise enden die neu gebildeten BlutgefaRe auch blind,
bilden arterio-vendse Shunts aus oder zeigen eine UberméaRige Permeabilitét
(KONERDING et al., 1989a, 1989b; VAUPEL et al., 2001; NISHIDA et al.,
2006). Eine physiologische und effiziente Oxygenierung innerhalb des groRer
werdenden Tumors ist deshalb trotz Neoangiogenese oft nicht gegeben (THEWS
etal., 2004).

Neben der defizitdren GefaRversorgung kann auch eine Andmie, welche bei
Tumorpatienten héufig auftritt, zu chronischer Hypoxie flhren. Dabei ist

unerheblich, ob die Anamie tumorassoziiert oder therapiebedingt ist.

1.3.2.  Zyklische Hypoxie
Im Gegensatz zur chronischen Hypoxie beschreibt die zyklische, auch transiente,
intermittierende  oder akute Hypoxie eine voriibergehend niedrige

Sauerstoffkonzentration des Tumorgewebes.

Diese temporare Anderung der Gewebeoxygenierung kann durch eine
Perfusionsstorung  zustande kommen. Die partielle oder vollstandige
Unterbrechung des Blutflusses kann zu akuter Hypoxie fiihren (REINHOLD et
al., 1977; CHAPLIN et al., 1987). Sie kann durch unterschiedliche Mechanismen
entstehen. Sowohl ein Kollaps der Gefdlle durch hohen interstitiellen Druck
innerhalb des Tumorgewebes, als auch eine Verlegung des GeféalRlumens durch

Leukozyten oder durch Einwachsen von Tumorzellen kénnen urséchlich fir eine
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vaskulare Stase sein (JORDAN & SONVEAUX, 2012). Diese fuhrt aber im
Gegensatz zu fruheren Annahmen (TROTTER et al., 1991; DURAND &
LEPARD, 1995) nicht alleine zu akuter Hypoxie. Kimura et al. (KIMURA et al.,
1996) konnten zeigen, dass es in der Tumorvaskulatur zu einer Fluktuation im
Erythrozytenfluss kommt, wodurch Schwankungen in der Sauerstoffversorgung
auftreten. Diese sind hdufig zyklisch im Abstand von Minuten bis Stunden
(BRISTOW & HILL, 2008; BAYER & VAUPEL, 2012).

Der Sauerstoffpartialdruck im Tumorgewebe unterliegt stdndigen Schwankungen
(CARDENAS-NAVIA et al., 2008). Mit jedem Hypoxiezyklus steigt die Anzahl
von Mutationen in Tumorzellen (REYNOLDS et al.,, 1996). Graeber et al.
(GRAEBER et al., 1996) fanden heraus, dass zyklisch hypoxische Zellen mit
mutiertem Tumor-Suppressorgen p53 einen Selektionsvorteil haben und somit
dem Zelltod (Apoptose) entgehen kdnnen. Zyklische Hypoxie flhrt aulRerdem zu
Tumorprogression und Therapieresistenz (MARTINIVE et al., 2006) sowie zu
vermehrter Metastasierung (CAIRNS et al., 2001; CAIRNS & HILL, 2004).

1.4. Biologisches Verhalten von Tumoren unter Hypoxie

Eine Reihe von human- und veterindrmedizinischen Studien wies eine Korrelation
zwischen Tumorhypoxie und gesteigerter Malignitat nach (TEICHER, 1994,
HOCKEL et al., 1996; SEMENZA, 2000; NELSON et al., 2004; SNYDER et al.,
2008; ROHRER BLEY et al., 2009). So zeigen Tumoren unter hypoxischen
Bedingungen h&ufig ein aggressiveres biologisches Verhalten, eine hohere
Metastasierungsneigung und eine Progression unter Therapie, welche auf eine
Therapieresistenz hindeutet (SEMENZA, 2000; VAUPEL, 2004).

1.4.1. Chemosensitivitat unter Tumorhypoxie

Fur Chemotherapie ist eine ausreichende Oxygenierung des Tumors von
entscheidender Bedeutung fiir den Therapieerfolg. Tumorzellen sind in der Lage,
unter oxidativem Stress den Zellzyklus anzuhalten (HARRIS, 2002). Wird unter
mangelnder Sauerstoffzufuhr die Zellteilung teilweise oder vollkommen gestoppt,
bleibt die durchgefiihrte Therapie weniger effektiv beziehungsweise wirkungslos.
Fir manche Chemotherapeutika wie Platinderivate, bestimmte Alkylanzien und
Antibiotika  besteht eine direkte Sauerstoffabhangigkeit beziglich ihrer
Wirksamkeit (VAUPEL, 1997). In einer Studie von Teicher et al. (TEICHER et

al., 1981) konnte in vitro nachgewiesen werden, dass eine verminderte
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Zellteilungsrate unter hypoxischen Bedingungen Tumorzellen weniger angreifbar
durch Zytostatika macht, da Zytostatika berwiegend sich schnellteilende Zellen
schadigen. Diese Tumorzellen haben einen Selektionsvorteil durch eine

entwickelte Resistenz.

Auch verminderte Perfusion und ineffektive Vaskularisierung kann die
Chemosensitivitdt unter hypoxischen Gegebenheiten reduzieren, indem der
Wirkstofftransport eingeschrankt ist (FOLKMAN, 1971).

1.4.2. Radiosensitivitat unter Tumorhypoxie

Auch die Radiosensitivitdt von Tumoren ist durch Hypoxie beeinflusst. Die
Wirkkraft der Strahlentherapie basiert auf dem Vorhandensein von Sauerstoff
(HALL, 2006). lonisierende Strahlung setzt im Gewebe aggressive reaktive
Radikale frei. Diese schadigen die DNS (ber Einzel- und Doppelstrangbriiche,
welche zunéchst reversibel sind. Bei Vorhandensein von Sauerstoff kann der
DNA-Schaden uber Oxidierung stabilisiert und infolgedessen die Apoptose
eingeleitet werden (BROWN & WILSON, 2004). Der Sauerstoffpartialdruck ist
somit sehr bedeutsam fur den Therapieerfolg (GATENBY et al., 1988). Auch die
Reoxygenierung durch die Fraktionierung der Strahlendosis hat entscheidenden
Einfluss auf die Effektivitat der Therapie (KOCHER & TREUER, 1995).

Um den gleichen biologischen Effekt ionisierender Strahlung zu erhalten wie
unter normoxischen Bedingungen benétigt man beim Vorliegen von Hypoxie
etwa eine dreimal héhere Strahlendosis (GRAY et al., 1953).

In zahlreichen human- und veterindrmedizinischen Studien wurde gezeigt, dass
Hypoxie die Radiosensitivitat reduziert und als negativer prognostischer Faktor
gilt. Sie bedingt eine héhere Metastasierungsneigung und eine Verkirzung der
progressionsfreien Zeit (HOCKEL et al., 1996; RUDAT et al., 2001;
NORDSMARK et al., 2005; ROHRER BLEY et al., 2009). Hsieh et al. (HSIEH
et al., 2010) stellten die Hypothese auf, dass akute Hypoxie durch eine
langdauernde Aktivierung von HIF-1 zu ausgeprégterer Radioresistenz bei

humanen Gliomzellen fuhrt als chronische Hypoxie.
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2. Monocarboxylattransporter

2.1. Die Monocarboxylattransporter-Familie

Monocarboxylattransporter (MCTs) sind integrale Membranproteine, welche den
Transport von Monocarboxylaten wie Laktat, Pyruvat und Ketonkorper
katalysieren. Der zigige In- und Export dieser Substrate spielt eine wichtig Rolle
im Kohlenhydrat-, Aminosaure- und Fettstoffwechsel (POOLE & HALESTRAP,
1993; HALESTRAP & MEREDITH, 2004).

Die Monocarboxylattransporter gehéren der SLC16 Gen Familie an (SLC steht
flr solute carrier). Bisher sind 14 Mitglieder bekannt, welche charakteristische
Sequenzfolgen gemeinsam haben. Alle sind aus zwolf transmembrandren Anteilen
(transmembrane helices, TMs) mit intrazellularen Carboxy- und Amino-Termini
aufgebaut (siehe Abbildung 1:).

Zwischen den Isoformen bestehen Sequenzvariationen in der C-terminalen
Doméne und der groRen zytosolischen Schleife (HALESTRAP & MEREDITH,
2004; MEREDITH & CHRISTIAN, 2008).
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Abbildung 1: Vorgeschlagene Membran-Topologie der MCT-Familie.
Aus Halestrap und Price (HALESTRAP & PRICE, 1999).
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Bislang ist die Funktion von sechs MCTs bekannt (HALESTRAP & WILSON,
2012). MCT1 wird fast ubiquitar in allen Geweben exprimiert und ist in
Abhangigkeit der Stoffwechsellage fur den zellularen In- und Efflux von Laktat,
aber auch anderen Monocarboxylaten zustandig. In Herz- und Skelettmuskulatur
regelt MCT1 den Import von Laktat und Ketonkdrpern in die Myozyten (BONEN,
2001). Auch ermdglicht MCT1 (und MCT2) die Aufnahme dieser Substrate in die
Neurone ber die Blut-Hirn-Schranke (PIERRE & PELLERIN, 2005). MCT2 ist
vornehmlich in Neuronen, Leber und Niere exprimiert und fungiert dort als
Laktattransporter. MCT3 tbernimmt diese Funktion ausschlieBlich in der Retina.
Wie MCT1 kommt MCT4 in vielen Geweben vor, welche von Energiegewinnung
uber Glykolyse abhéngig sind (siehe Tabelle 1). MCT4 ist fir den Export von
Laktat  zustdandig. MCT8  lbernimmt  Transportfunktion  fir  die
Schilddriisenhormone T4 und T3 und ist ebenso weit verbreitet (FRIESEMA et
al., 2003). In Geweben ohne MCT8-Exprimierung kann MCT10 diese Funktion
ubernehmen. Es wird angenommen, dass MCT10 in Niere, Darm und Leber auch
fur die effiziente Absorption von Aminoséuren zustandig ist (FRIESEMA et al.,
2003).

Tabelle 2: Expression von MCT1 und MCT4 im Gewebe. Modifiziert nach
Kennedy und Dewhirst (KENNEDY & DEWHIRST, 2010)

Verteilung im Gewebe Hohe Expression

MCT1 ubiquitar Herz, Skelettmuskel (aerob)

Skelettmuskel, Lunge,
Hoden, Herz, Placenta,
MCT4 Haut, Retina, Gehirn
Chondrozyten,
Leukozyten

Skelettmuskel (glykolytisch),
Astrozyten, Leukozyten

2.2. Kinetik der Monocarboxylattransporter

Deuticke (DEUTICKE, 1989) stellte fest, dass Laktat und Pyruvat immer nach
dem gleichen Prinzip transportiert werden: entweder im Symport mit einem
Proton oder im Austausch gegen ein anderes Monocarboxylat. Bei MCT1 — 4 ist
ein  protonengebundener  Transportmechanismus  nachgewiesen.  Dieser

funktioniert tber eine erleichterte Diffusion: tber einen &quimolaren Symport mit
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Protonen folgen die Substrate ohne Energieaufwand dem
Konzentrationsgradienten (ENERSON & DREWES, 2003). Dabei bindet
zungchst das Proton an den Monocarboxylattransporter, anschlielend das Laktat-
Anion. Nach einer Konformationsdnderung des MCTs translozieren beide
Substrate und werden auf der anderen Seite der Zellmembran freigesetzt. Der
Prozess ist abgeschlossen, wenn der Monocarboxylattransporter wieder auf die
andere Seite der Membran zuriickgekehrt ist. Dieser letzte Schritt kann
unterschiedlich lange dauern und scheint der zeitgebende Faktor zu sein
(HALESTRAP & PRICE, 1999).

2.3. Die Monocarboxylattransporter 1 und 4

Als wichtige Laktat-Transporter nehmen die Monocarboxylattransporter 1 und 4
eine Schllsselfunktion im Tumorstoffwechsel ein. Das intrazelluldr anfallende
Laktat wird aus den Zellen geschleust und kann unter normoxischen Bedingungen
zur aeroben Energiegewinnung wieder aufgenommen werden (SONVEAUX et
al., 2008). Durch den Symport von Protonen haben MCT1 und MCT4 auch eine
entscheidende Rolle in der intrazelluldren pH-Regulierung (DUBOUCHAUD et
al., 2000; HALESTRAP & MEREDITH, 2004; ULLAH et al., 2006).

Es wird vermutet, dass das Hilfsprotein Basigin (auch bekannt als CD147) ein
essentielles Chaperon fur MCT1 und MCT4 ist und eine wichtige Rolle beim
Erreichen der Plasmamembran spielt (KIRK et al., 2000). Gallagher et al.
(GALLAGHER et al., 2009) konnten eine direkte Korrelation von MCT1 und
MCT4 mit CD147 nachweisen.

2.3.1. Expression

Die Expression von MCT1 und MCT4 wurde bereits in einer Vielzahl
verschiedener Tumorarten bei Mensch und Tier beschrieben (GALLAGHER et
al., 2007; SHIMOYAMA et al., 2007; PINHEIRO et al., 2008b; KIM et al.,
2015). Die Expression ist tber verschiedene Mechanismen geregelt, von denen
bislang noch nicht alle bekannt sind.

Wahrend MCTL1 annéhernd ubiquitdr vorhanden ist, wird MCT4 insbesondere in
Geweben exprimiert, die ihre Energie tUberwiegend liber Glykolyse beziehen, wie
beispielsweise weille Muskelfasern, Astrozyten, Leukozyten und Chondrozyten
(DIMMER et al., 2000). Kinetisch ist MCT4 auf den Export von Laktat aus
glykolytischen Zellen angepasst. Obwohl MCT4 (ber eine geringe Affinitat fir L-
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Laktat (Km = 22 mM) verflgt, stellt die noch geringere Affinitat fir Pyruvat
(Km = 150 mM) sicher, dass nicht das tberlebensnotwendige Pyruvat aus den
Zellen exportiert wird. MCT1 zeigt fur L-Laktat eine mittlere Affinitat (Km =4 —
7 mM). Seine Hauptaufgabe besteht darin, abhangig von der Stoffwechsellage
den Im- und Export von Laktat zu ermdéglichen. MCT1 transportiert aber auch
andere kurzkettige Monokarboxylate, zum Beispiel Propionat, Butyrat und
Pyruvat (HALESTRAP & WILSON, 2012).

2.3.2. Regulation

Fur die Regulation von MCT1 scheint Laktat eine wichtige Bedeutung zu haben.
In der Sportphysiologie ist der Laktattransport durch MCT1 in der Muskulatur ein
bedeutendes Forschungsthema. Garcia et al. (GARCIA et al., 1994) konnten 1994
als Erste die Molekil-Struktur des von ihnen als Monocarboxylattransporter 1
bezeichneten Proteins klaren. Die Expression von MCT1 korreliert mit der Anzahl
von Typ-1 Muskelfasern (PILEGAARD et al., 1999), wéhrend MCT4
Uberwiegend in Typ-2 Muskelfasern vorkommt (WILSON et al.,, 1998;
PILEGAARD et al., 1999). Durch Training (BAKER et al., 1998) oder chronische
Stimulation der Muskulatur mit Niederfrequenzstrom (MCCULLAGH et al.,
1996) kommt es zu vermehrtem Anfall von Laktat und es erfolgt eine
Hochregulation von MCT1. Wird Muskulatur nicht belastet, fiihrt dies zu einer
Reduktion des Laktattransportes und einer verminderten Expression von MCT1
(DUBOUCHAUD et al., 1996; MCCULLAGH et al., 1996). Es konnte gezeigt
werden, dass Laktat selbst zu einer erhohten Expression von MCT1 flhrt
(HASHIMOTO et al., 2007). Auf die Expression von MCT4 hat Laktat im
Gegensatz dazu keinen Einfluss (HASHIMOTO et al., 2007).

Neben Laktat konnten noch weitere Substrate identifiziert werden, die zu einer
Hochregulierung von MCT1 fiihren. Borthakur et al. (BORTHAKUR et al., 2008)
konnten zeigen, dass durch Butyrat, eine kurzkettige Fettsaure, die im Kolon aus
der bakteriellen Fermentation entsteht, eine Stimulation der MCT1-
Promoteraktivitat erfolgt. Auch Hormone haben eine regulierende Wirkung.
Sowohl das Thyroidea-stimulierende Hormon (TSH) (FANELLI et al., 2003), als
auch Testosteron (ENOKI et al., 2006) fuhren zu einer vermehrten Expression
von MCT1 im Gewebe.

Hypoxie spielt bei der Regulation von MCT4 eine entscheidende Rolle. Wie
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zuvor beschrieben, kommt es unter hypoxischen Bedingungen zu einer
Stabilisierung von HIF-la und damit zu einer intrazellularen Kumulation,
wodurch sich die beiden Untereinheiten zu dem Komplex HIF-1 verbinden. HIF-1
fihrt zu einer Expressionssteigerung von MCT4, indem es an die Hypoxie-
sensiblen Elemente dessen Promoters bindet (ULLAH et al., 2006). Bei MCT1
konnten im Gegensatz dazu keine HRE-Promoter gefunden werden, wodurch
erklart werden konnte, warum Hypoxie keine Expressionssteigerung von MCT1
herbeifthrt (ULLAH et al., 2006).

2.3.3. Das Chaperon CD147/Basigin

Es konnte gezeigt werden, dass die Funktion von MCT1 und MCT4 abhéngig ist
von der Interaktion mit anderen Proteinen wie beispielsweise dem Protein
CD147/Basigin. Verschiedene Studien zeigten eine Koexpression von MCT1 und
MCT4 mit CD147 (KIRK et al., 2000; GALLAGHER et al., 2007; KIM et al.,
2015). Gallagher et al. (GALLAGHER et al., 2007) zeigten in Silencing-
Versuchen, dass sowohl die Expression von MCT1 und MCT4 durch eine
Stilllegung von Basigin vollstandig eingestellt wurde, als auch die Expression von
Basigin durch Stilllegung von MCT1 und MCT4 vermindert wurde. In einem
Experiment von Baba et al. (BABA et al., 2008) mit humanen Tumorzelllinien
fihrte der gegen CD147 gerichtete Antikdrper MEM-M6/1 zu einer Hemmung
der Assoziation zwischen MCT1 und Basigin an der Zelloberflache. Infolgedessen
kam es zu einer Reduktion der Laktataufnahme und -freisetzung sowie einer
Absenkung des intrazelluldren pH-Wertes, was letztendlich den Zelltod zur Folge
hatte.

2.34. Monocarboxylattransporter und Tumoren

Die Expression von Monocarboxylattransportern wurde bereits in verschiedenen
humanmedizinischen Tumoren nachgewiesen, beispielsweise in
Zervixkarzinomen (PINHEIRO et al., 2008a), Mammakarzinomen (ASADA et
al., 2003; GALLAGHER et al., 2007), kolorektalen Tumoren (PINHEIRO et al.,
2008b),  Prostatakarzinomen (ANDERSEN et al, 2015), Gliomen
(MATHUPALA et al., 2004), Oesophagustumoren, Ovarialtumoren (YAN et al.,
2015), Neuroblastomen (FANG et al., 2006), Pankreastumoren (BAEK et al.,
2014), Lungentumoren (LADANYI et al., 2002; MEIER et al., 2012),
Nierentumoren (FISEL et al., 2015; KIM et al., 2015), Harnblasentumoren (CHOI
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et al., 2014; SHI et al., 2015), Kopf- und Halstumoren (CURRY et al., 2013),
Multiplen Myelomen (HANSON et al., 2015), Melanomen (HO et al., 2012),
Lebertumoren (ALVES et al., 2014) und Osteosarkomen (ZHAO et al., 2014).
Tiermedizinisch ist bisher die Expression von MCT1 in kaninen oralen und
okuléren Melanomen nachgewiesen worden (SHIMOYAMA et al., 2007).

Die entscheidende Rolle der Monocarboxylattransporter ist durch die Tatsache
begriindet, dass der Transport von Laktat im Tumorstoffwechsel essentiell ist. Wu
und Racker (WU & RACKER, 1959) zeigten, dass Tumorzellen unter
hypoxischen Bedingungen den Pasteur-Effekt nutzen und ihre Energie uber
anaerobe Glykolyse beziehen. Aulierdem sind sie in der Lage, auch Uber die von
Warburg (WARBURG et al., 1927) entdeckte aerobe Glykolyse Energie zu
gewinnen. Dies verschafft Tumorzellen einen Selektionsvorteil gegenlber
normalen Zellen. Durch den hohen Anfall von Laktat intrazelluldar und den
dadurch bedingten protonengebundenen Export Uber MCT4 entsteht ein saures
extrazelluldres Milieu, welches bei normalen Zellen zum Zelltod fihrt
(GATENBY et al., 2007).

Sonveaux et al. (SONVEAUX et al., 2008) konnten eine Symbiose zwischen
hypoxischen und normoxischen Gebieten im Tumor feststellen. Das bei
hypoxischen Zellen in der Glykolyse anfallende Laktat wird Gber MCT4 aus der
Zelle ausgeschleust und diffundiert in oxygenierte Bereiche. Dort kann es ber
MCT1 in die normoxischen Zellen aufgenommen und der oxidativen
Phosphorylierung zugefuhrt werden. So bleibt den hypoxischen Tumorzellen

mehr Glukose zur Energiegewinnung.

In verschiedenen humanmedizinischen Studien konnte gezeigt werden, dass die
Expression von MCT1 und MCT4 mit einer ungulnstigen Prognose korreliert. So
zeigten Baek et al. (BAEK et al., 2014) in einer Zellkulturstudie uber
Pankreastumoren, dass die Inhibition von MCT4 das Tumorwachstum unterdriickt
und die Anfalligkeit fir metabolischen Stress erhoht. Pertega-Gomes et al.
(PERTEGA-GOMES et al.,, 2011) zeigten die Relevanz von MCT4 als
prognostischen Marker bei Prostatakarzinomen, Nakayama et al. (NAKAYAMA
et al., 2012) wiesen eine Korrelation von MCT4 zwischen aggressivem Verhalten
und Tumorprogression bei kolorektalen Tumoren nach. Auch MCT1 liefert
Hinweise auf die Prognose und das Therapieansprechen, wie Studien (ber nicht-

kleinzellige Lungentumoren (GUO et al., 2015), Ovarialtumoren (YAN et al.,
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2015) und kolorektale Tumoren (FEI et al., 2015) zeigen. Kim et al. (KIM et al.,
2015) konnten eine Korrelation der Expression von MCT1, MCT4 und CD147
mit Tumorprogression beim Nierenzellkarzinom nachweisen. Morais-Santos et al.
(MORAIS-SANTOS et al., 2015) zeigten im Mausmodell eine
Wachstumshemmung von Mammakarzinomen nach Knockout von MCT1 und
MCT4.

Der Einfluss von Monocarboxylattransportern auf das Verhalten und die
Progression von Tumoren macht sie zu einem wichtigen Forschungsgebiet mit
dem Ziel einer spezifischen chemotherapeutischen Hemmung (MATHUPALA et
al., 2004; FANG et al., 2006; SONVEAUX et al., 2012; AMORIM et al., 2015;
GURRAPU et al., 2015; HANSON et al., 2015).

3. Kanine orale Plattenepithelkarzinome

Plattenepithelkarzinome sind haufig auftretende Tumoren der Maulhohle beim
Hund. Sie lassen sich nach ihrer Lokalisation unterscheiden in nicht-tonsillar und

tonsillar, wobei auch das biologische Verhalten beider Typen variiert.

3.1. Epidemiologie

Orale Tumoren machen 6-7 % aller kaninen Neoplasien aus und sind damit die
vierthdufigste Krebserkrankung beim Hund (HOYT & WITHROW, 1984).
Plattenepithelkarzinome stellen nach dem oralen Melanom den zweithdufigsten
malignen Tumor im Maul- und Rachenraum beim Hund dar. Am haufigsten treten
orale Plattenepithelkarzinome im Bereich der Mandibel und im rostralen Bereich
der Pramolaren auf, Gaumen und bukkale bzw. labiale Mukosa sind weniger oft
betroffen (TODOROFF & BRODEY, 1979). Hunde mittelgroBer und groler
Rassen scheinen pradisponiert zu sein (DORN & PRIESTER, 1976; KESSLER &
KUHNEL, 2011). In einer Studie schienen Riiden ein hoheres Risiko zu haben,
einen oropharyngealen Tumor zu entwickeln (DORN et al., 1968a; DORN et al.,
1968b).

3.2. Klinik und biologisches Verhalten

Plattenepithelkarzinome erscheinen meist proliferativ bis ulzerierend und zeigen
nicht selten ein aggressives Wachstum mit Knocheninvasion. Bei Tumoren im
kaudalen Pharynx konnen Gesichtsdeformation, Schmerzen beim Offnen des

Maules, verminderter Appetit (Hyporexie), Schluckstérungen (Dysphagie),
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Mundgeruch (Halitosis), UberméaRiger Speichelfluss und gelegentlich auch
Lymphadenopathie noch vor einer sichtbaren Masse als primares Symptom
auftreten (KOSOVSKY et al, 1991; WALLACE et al, 1992). Die
Metastasierungswahrscheinlichkeit gilt im Allgemeinen als gering und hangt von
der Lokalisation des Tumors ab, bei nicht-tonsillaren Plattenepithelkarzinomen
betragt sie bis zu 10 % (THEON et al., 1997). Die Streuung erfolgt meist im
spateren Krankheitsverlauf (VOS & VAN DER GAAG, 1987), am hdufigsten
sind die regiondren Lymphknoten (Lymphonodi mandibulares) betroffen, die
Lunge ist in 3 bis 36 % beteiligt (THEON et al.,, 1997). Bei tonsillaren
Plattenepithelkarzinomen wird von einer deutlich schlechteren Prognose
ausgegangen (MURPHY et al., 2006). Dies liegt zum einen daran, dass die
Diagnose h&ufig erst sehr spét gestellt wird, zum anderen an der deutlich héheren
Metastasierungswahrscheinlichkeit von bis zu 73 % (BROOKS et al., 1988). Fir
die nicht-tonsillaren Tumoren ist die Prognose gut (FULTON et al., 2013). Lokale
Kontrolle stellt aus therapeutischer Sicht die wichtigste Mainahme dar.

3.3. Diagnostik

Orale Tumoren zeigen sich oft ulzerierend und enthalten entzindliche und
nekrotische Bereiche, was die Diagnose erschweren kann. Obwohl die
Diagnostizierbarkeit mittels Feinnadelaspiration und zytologischer Untersuchung
gute Ergebnisse fir orale Plattenepithelkarzinome liefert (GHISLENI et al.,
2006), ist eine histologische Untersuchung anzuraten. Hierflir sollte eine
moglichst groRe Gewebeprobe einschlieflich gesunden Gewebeanteils reseziert
werden. Bei kleineren L&sionen kann versucht werden, diese komplett tber eine
Exzisionsbiopsie zu entfernen. Fur die Wahl der Therapie ist neben einer
gesicherten histologischen Diagnose ein komplettes Tumorstaging entscheidend
(CANDACE K. GRIER, 2007).

3.4. Therapie

Die lokale Kontrolle des Tumors ist das wichtigste Ziel therapeutischer
Interventionen. Diese kann durch Chirurgie, Strahlentherapie oder eine
Kombination der beiden erreicht werden. In einer Studie konnten auch sehr gute
Ergebnisse mit photodynamischer Therapie gezeigt werden (MCCAW et al.,
2000).

Operative Entfernung ist die hé&ufigste Behandlungsmethode von oralen
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Plattenepithelkarzinomen. Je weiter rostral gelegen der Tumor ist, desto
wahrscheinlicher ist eine komplette Resektion. Bei konservativer Abtragung ist
mit einem friheren Rezidiv zu rechnen (TODOROFF & BRODEY, 1979),
wohingegen mit einer Kieferresektion eine glnstigere Prognose einhergeht. In
einer Studie mit 26 Hunden, die eine partielle Mandibulektomie erhalten hatten,
zeigten 91 % eine Uberlebensrate von (iber einem Jahr (KOSOVSKY et al.,
1991). Von 7 Hunden, die mit einer Hemimaxillektomie therapiert wurden,
uberlebten 57 % langer als ein Jahr (WALLACE et al., 1992).

Auch kurative Strahlentherapie ist eine erfolgreiche Methode, orale
Plattenepithelkarzinome lokal zu kontrollieren (LADUE-MILLER et al., 1996;
THEON et al., 1997). In einer Studie von Théon et al. (THEON et al., 1997) ergab
sich eine progressionsfreie Uberlebenszeit von 36 Monaten, wobei 72 % der
Hunde l&nger als ein Jahr lebten. Je kleiner der Tumor war, desto besser war der
Therapieerfolg.

Photodynamische Therapie fiihrte in einer Studie bei 8 von 11 Hunden mit
Plattenepithelkarzinomen bis zu einer GroRe von 1 cm Durchmesser zu einer
Rezidivfreiheit von tber 17 Monaten (MCCAW et al., 2000).

Es ist nicht bekannt, inwieweit Chemotherapie das Metastasierungsrisiko von
oralen Plattenepithelkarzinomen reduzieren kann. Eine Studie mit 5 Hunden mit
tonsillarem Plattenepithelkarzinom zeigte, dass chirurgische Zytoreduktion,
Bestrahlung und anschlieBende Chemotherapie mit Carboplatin zu einer mittleren
Uberlebenszeit von 211 Tagen fiihrte (MURPHY et al., 2006). Da orale
Plattenepithelkarzinome das Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2) exprimieren
(PESTILI DE ALMEIDA et al., 2001), gibt es Studien tber den therapeutischen
Einsatz des COX-2-Hemmers Piroxicam. Schmidt et al. (SCHMIDT et al., 2001)
beschreiben eine Remissionsrate von 17 %. Eine Kombination mit Carbo- oder
Cisplatin zeigte einen besseren Therapieerfolg, funf von neun Hunden zeigten
eine Tumorremission (BORIA et al., 2004).
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Histologisches Probenmaterial

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 40 in Paraffin eingebettete Proben
oraler, nicht-tonsillarer Plattenepithelkarzinome von 40 verschiedenen Hunden
untersucht (pro Fall lag ein Paraffinblock vor). Die Paraffinblécke wurden
retrospektiv aus den Archivbestanden der Fachpraxis fir Tierpathologie Dr. W. v.
Bomhard und Dr. S. Pfleghaar, Minchen, akquiriert. Die Proben stammten von in
einem Zeitraum von 2010 bis 2012 in der Tiermedizinischen Fakultat der
Ludwigs-Maximilians-Universitat Minchen sowie in privaten Tierarztpraxen in

Deutschland resezierten Maulhdhlentumoren.

Die Gewebeproben wurden in neutral gepufferter 4%iger Formaldehyldsung flr
24 Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Nach Einbettung der Proben in Paraffin
wurden von jedem Paraffinblock elf konsekutive Schnitte mit einer nominellen

Schnittdicke von 4 um angefertigt.

Fur die histopathologische Beurteilung wurde jeweils der erste der elf Schnitte mit
H&matoxylin und Eosin (HE) gefarbt. Hierzu wurden die Schnitte nach der
Entparaffinierung in Xylol und Rehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe
mit Hamalaun gefarbt. Darauf folgten das Bldauen in Leitungswasser und die
Gegenfarbung mit Eosin. Nach der Dehydrierung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe und Xylol wurden die Schnitte mit Histokitt eingedeckt
(Farbeprotokoll siehe Anhang).

2. Immunhistochemische Untersuchungen

Alle Herstellerangaben zu den verwendeten Geraten, Materialien und Reagenzien

finden sich in den jeweiligen Tabellen unter Punkt 4.1., 4.2. beziehungsweise 4.3.

2.1. Verwendete Antikorper

Zur Ermittlung der Flachenanteile der epithelialen Tumoranteile in den
Gewebeschnitten wurde das in den Schnitten vorhandene Epithelgewebe durch
immunhistochemische Detektion von Zytokeratin dargestellt. Hierflir wurde ein
muriner, gegen humanes Zytokeratin gerichteter monoklonaler Antikorper
verwendet (Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin, Clones AE1/AE3, Dako
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Denmark A/S, Glostrup, Danemark).

Fir die einzelne Darstellung von MCT1 oder MCT4 und fiir die simultane
immunhistochemische Detektion beider Proteine wurden polyklonale, aus dem
Kaninchen stammende Antikorper gegen humanes MCTL1 beziehungsweise
MCT4 verwendet (MCT1/MCT4 Polyclonal Rabbit Anti-Human, EMD Millipore
Corporation, Temecula, CA, USA). Der humane Antikorper wurde verwendet, da
eine Uberpriifung ergab, dass eine 96%ige Homologie des humanen und kaninen
MCT1 und MCT4 besteht.

Zusatzlich erfolgte die Ermittlung der Flachenanteile der Blutgefa- und
Kapillaranschnitte in den tumordsen Anteilen der Gewebeschnitte als Parameter
flr die Tumor-Vaskularisierung. Die immunhistochemische Darstellung des von
Willebrand Faktors (VWWF, Endothelmarker) erfolgte mit dem polyklonalen, aus
Kaninchen stammenden Antikdrper gegen humanen von Willebrand Faktor (Von
Willebrand Factor Polyclonal Rabbit Anti-Human, Dako Denmark A/S, Glostrup,

Dénemark).

Als Kontrollgewebe fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden
zusatzlich Schnitte (4 um Schnittdicke) von in Paraffin eingebetteten Praparaten
von Leber-, Maulschleimhaut- und Muskelbiopsien gesunder Hunde aus dem
Archiv des Institutes fir Tierpathologie der Tiermedizinischen Fakultat der

Ludwigs-Maximilians-Universitat Minchen verwendet.
2.2. Vorbereitungen fur die Immunhistochemie (IHC)

2.2.1. Verwendete Ldsungen

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS):

2,15 g Kaliumhydrogenphosphat + 7,4 g Di-Natriumhydrogenphosphat + 16 g
Natriumchlorid auf 5 | Aqua Aqua destillata (Aqua dest.), je nach IHC-Protokoll
mit Zusatz von 0,05 % Triton X

Citratpuffer pH 6,0:

9 ml Stamm-L6sung A (0,1 M Citronenséure (21,01 g C¢HgO7 x H,0) in 1 | Aqua
dest.) + 41 ml Stamm-Ldsung B (0,1 M Natriumcitrat (29,41 g C¢HsO; x 2 H,0)
in 1 | Aqua dest.) + 450 ml Aqua dest.
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2.2.2. Paraffinextraktion und Rehydrierung

Vor Durchfiihrung des jeweiligen immunhistochemischen Protokolls wurden die
Schnitte zur Extraktion des Paraffins dreimal in Folge fur je 10 Minuten in Xylol
verbracht. Die anschlieBende Rehydrierung erfolgte (ber eine absteigende
Ethanolreihe: jeweils 5 Minuten: 2 x 100%igem, 2 X 96%igem und 1 x 70%igem
Ethanol und 5 Minuten Aqua dest.

Zur Verhinderung eines Austrocknens der Gewebeschnitte wéhrend der

Inkubation wurden alle Reaktionsschritte in einer feuchten Kammer durchgefihrt.

2.2.3. Etablierung der Protokolle zum einzelnen und simultanen
immunhistochemischen Nachweis von MCT1 und MCT4
Zur Etablierung von Protokollen fir die immunhistochemische Detektion von
MCT1 und MCT4 wurden Paraffinschnitte von Proben kaniner Maulschleimhaut,
Leber und Skelettmuskulatur verwendet. Beide MCT-Antikorper wurden in
identischen methodischen Protokollen getestet. Hierbei wurden unterschiedliche
Methoden der Antigen-Demaskierung (ohne Demaskierung, Anwérmen der
Schnitte im Brutschrank bei 37°C uber 2 Stunden, hitzeinduzierte Demaskierung
in Citratpuffer pH 6 (ber 20 Minuten in der Mikrowelle bei 700 Watt),
unterschiedliche indirekte  Detektionsmethoden  (Avidin-Biotin-Komplex,
IMmPRESS™ Polymersystem), verschiedene Primarantikérperkonzentrationen
(1:100, 1:200, 1:300, 1:600) und unterschiedliche
Primarantikdrperinkubationszeiten getestet. Zur Beurteilung unspezifischer
Markierungen und Hintergrundfarbungen wurde als Negativkontrolle stets ein
Schnitt der identischen Tumorprobe mitgefihrt, welcher anstelle des

Primé&rantikdrpers mit PBS mit 2 % fetalem Ké&lberserum inkubiert wurde.

Optimale Ergebnisse des immunhistochemischen Nachweises von MCT1 und
MCT4 wurden bei Verwendung des ImmPRESS™ Polymersystems ohne
Antigen-Demaskierung und mit einer Verdunnung des antiMCT1-
Priméarantikdrpers von 1:200, bzw. einer 1:300 Verdiunnung des antiMCT4-

Primérantikorpers erreicht.

Die ausreichende Spezifitdt beider Antikorper wurde in Vorversuchen
(Immunfluoreszenzverfahren) von Wergin et al. (WERGIN et al., 2015) unter
Verwendung des jeweiligen Kontrollpeptides (Monocarboxylate Transporter 1/4
Control Peptide, EMD Millipore Corporation, Temecula, CA, USA)
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nachgewiesen.

Die etablierten Protokolle der immunhistochemischen MCT1- und MCT4-

Nachweise sind eingehend in Kapitel 2.4. dargestelit.

2.3. Immunhistochemische Darstellung von Zytokeratin

Fur die immunhistochemische Darstellung von Zytokeratin wurde der
Zytokeratin-Antikorper 1:1000 in PBS verdiinnt. Es wurde das ImPRESS™
Polymer-System genutzt und es erfolgte eine Antigendemaskierung durch
Hitzebehandlung mit Citratpuffer pH 6. Bei jedem Ansatz wurden Positiv- und
Negativkontrollen mitgefuhrt. Als Positivkontrolle dienten Paraffinschnitte von
kaniner  Maulschleimhaut. ~ Als  Negativkontrolle  wurde in  jedem
Untersuchungsgang ein zusatzlicher Schnitt des Tumorgewebes mitgefuhrt, der

anstelle des Priméarantikorpers mit PBS inkubiert wurde.

Nach der unter Punkt 2.2.2. beschriebenen Entparaffinierung und Rehydrierung
wurden die Schnitte zunéchst fur 5 Minuten bei 800 Watt, dann fir 20 Minuten
bei 250 Watt in der Mikrowelle mit Citratpuffer pH 6 demaskiert. Es folgte eine
20minitige Abkihlphase im Demaskierungspuffer und weiteres Kihlen bis auf
Raumtemperatur in Aqua dest. AnschlieRend wurden die Schnitte fur 20 Minuten
bei Raumtemperatur in Methanol mit 1 % Wasserstoffperoxid belassen. Nach
funfminutigem Waschen in PBS wurden die Schnitte Gber 20 Minuten mit Pferde-
Normalserum (IMPRESS™ Horse Anti-Mouse REAGENT KIT, Vector
Laboratories INC., Burlingame, CA, USA) bei Raumtemperatur inkubiert, um
nicht-spezifische Hintergrundmarkierungen zu blocken. Danach wurde der
Priméarantikorper Cytokeratin mouse anti-human in einer Verdiinnung von 1:50 in
PBS aufgetragen und (ber Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurden die Schnitte nach einem Waschschritt (funf Minuten in PBS) 30 Minuten
lang mit dem Sekundarantikorper (IMPRESS™ Horse REAGENT KIT, Vector
Laboratories INC., Burlingame, CA, USA) bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Entfernung nicht gebundener Sekundérantikorper folgte ein  weiterer
funfminGtiger PBS-Waschschritt. Danach wurden die Schnitte flr finf bis zehn
Minuten unter dem Abzug mit Diaminobenzidin (DAB) LoOsung inkubiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte fur finf Minuten in Aqua dest. gegeben und 20
Sekunden in Hamalaun gegengefarbt. Nach funfmindtigem Bl&uen folgte die

Dehydrierung tber eine aufsteigende Alkoholreihe (je drei Minuten: 1 x 70 %,
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2 X 96 %, 2 x 100 %) und Xylol (3 x je funf Minuten) und das Aufbringen der
Deckglaschen mit Histokitt.

2.4. Immunhistochemische Darstellung MCT1 und MCT4

Zur Darstellung von MCT1 und MCT4 wurde der MCT1-Antikorper in einer
Verdunnung von 1:200 und der MCT4-Antikorper 1:300 in PBS mit 2 % fetalem
Kélberserum aufgetragen. Die Detektion positiver Immunoreaktivitat erfolgte
durch Einsatz des IMPRESS™ Polymer-Systems. Als Positivkontrolle wurden bei
jedem  Ansatz  Schnitte  kaniner  Skelettmuskulatur — mitgefuhrt.  Als
Negativkontrolle diente in jedem Untersuchungsgang ein zusatzlicher Schnitt des
Tumorgewebes, bei dem anstelle des Primarantikorpers nur PBS mit 2% fetalem

Kélberserum aufgetragen wurde.

Fir die Waschschritte wurde PBS mit 0,05 % Triton X versetzt. Ein Waschschritt
beinhaltete 3 x flnf Minuten Waschen mit PBS-Triton X (0,05 %).

2.4.1. Immunhistochemischer Einzelnachweis von MCT1 und MCT4

Die entparaffinierten Schnitte wurden gewaschen und nachfolgend fiir 30 Minuten
in  Methanol mit 30%igem Wasserstoffperoxid (Verhéltnis 1:9) bei
Raumtemperatur inkubiert, um die endogene Peroxidaseaktivitat zu blockieren.
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Schnitte mit Pferdenormalserum
(IMPRESS™ Horse, Vector Laboratories INC., Burlingame, CA, USA) fir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte bei
4°C Uber Nacht und am nédchsten Tag noch eine Stunde bei Raumtemperatur mit
dem Primérantikorper Anti-Human-MCT1 oder -MCT4 inkubiert. Nach einem
Waschschritt folgte der Auftrag des Sekundarantikorpers (IMPRESS™
Horse Anti-Rabbit REAGENT KIT, Vector Laboratories INC., Burlingame, CA,

USA). Dieser wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur auf den Gewebeschnitten

Polyclonal

belassen. Anschlieend wurden die Schnitte gewaschen und tber fiinf bis zehn
Minuten DAB aufgetragen, danach wurden sie mit Aqua dest. gespult. Nach
Gegenfarbung fir 20 Sekunden in Hamalaun, flnfminutigem Bléuen unter
laufendem Leitungswasser und Dehydrierung Uber eine aufsteigende Alkoholreihe

wurden die Schnitte mit Deckglaschen und Histokitt eingedeckt.

2.4.2. Simultane immunhistochemische Detektion von MCT1 und MCT4

Die Gewebeschnitte wurden unter Verwendung des Primarantikérpers Anti-
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Human-MCT1 bis einschliellich der Inkubation mit DAB dem gleichen Ansatz
wie unter Punkt 2.4.1. unterzogen. Nach einem Waschschritt wurden sie zweimal
far zwei Minuten mit Linblock (Linaris, Dossenheim, Deutschland) behandelt,
um den Antikdrper des ersten Farbegangs, anti-MCT1, zu blockieren. Nach
erneutem Waschen mit PBS wurde der zweite Primarantikdrper, Anti-Human-
MCT4, aufgetragen und ber Nacht bei 4°C sowie am dritten Tag fur eine Stunde
bei Raumtemperatur auf den Gewebeschnitten belassen. Nach einem
anschlieBenden  Waschschritt erfolgte eine 30minutige Inkubation bei
Raumtemperatur mit dem Sekundarantikérper (IMPRESS™ Horse Anti-Rabbit).
Danach wurden die Schnitte in PBS gewaschen und fir finf Minuten das
Chromogen Histogreen (Linaris, Dossenheim, Deutschland) aufgetragen. Es
folgten analog zum Einzelnachweis von MCT1/4 Waschen in Aqua dest.,
Gegenfarbung fur 20 Sekunden in Hé&malaun, finfmindtiges Bldauen unter
laufendem Leitungswasser und die Entwdasserung Uber die aufsteigende

Alkoholreihe mit abschlieendem Eindecken mit Deckgléschen und Histokitt.

2.5. Immunhistochemische Darstellung des Von Willebrand Faktor

Fur die Darstellung des VWF als Marker endothelialer Zellen wurde der
Antikorper gegen humanen VWF in einer Verdinnung von 1:1000 in PBS
verwendet. Auch hier wurde das IMPRESS™ Polymer-System genutzt und es
wurden pro Ansatz jeweils eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefihrt. Als
Positivkontrolle dienten Paraffinschnitte von kaniner Maulschleimhaut. Als
Negativkontrolle wurde in jedem Untersuchungsgang ein zusétzlicher Schnitt des
Tumorgewebes mitgefiihrt, der anstelle des Primé&rantikorpers lediglich mit PBS

inkubiert wurde.

Nach dem Entparaffinieren und dem Rehydrieren der Schnitte erfolgte eine
20mindtige Inkubation bei Raumtemperatur zur Proteolyse mittels Proteinase K
(Proteinase K Ready-to-use, Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark).
AnschlieBend wurden die Schitte 2 x 5 Minuten in PBS gewaschen und fur 30
Minuten in Methanol mit 3% Wasserstoffperoxid 30%ig bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte von 5 Minuten und eine 20mindtige
Inkubation mit dem Normalserum (IMPRESS™ Horse) bei Raumtemperatur.
Danach wurde der Priméarantikorper anti-vWF fiir die Inkubation tiber Nacht bei

4°C aufgetragen.
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Am néchsten Tag wurden die Schnitte zunachst dreimal fur funf Minuten in PBS
gewaschen und danach der Sekunkarantikérper (IMPRESS™ Horse Anti-Rabbit)
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur aufgetragen. Nach weiteren drei
Waschschritten in PBS von je funf Minuten wurden die Schnitte fiinf Minuten
lang mit NovaRED (VECTOR NovaRED Peroxidase Substrate Kit, Vector
Laboratories INC., Burlingame, CA, USA) inkubiert. Nach Abwaschen in Aqua
dest. wurden die Schnitte 15 Sekunden in Héamalaun gegengefarbt. Nach
finfminttigem Blduen folgte die Dehydrierung Uber die aufsteigende
Alkoholreihe und Xylol und die Eindeckung mit Deckglaschen und Histokitt.

3. Auswertung

3.1. Quantitative morphologische Analysen

Die Bestimmung der Flachenanteile des Tumorgewebes am Gewebeschnitt
(AA(Tumorgewebe/Gewebeschnity), der epithelialen Tumorzellen im Tumoranteil der
Gewebeprobe  (Aazytokeratin-positive  Tumorzellen/Tumor)), der MCT1- oder MCT4-
positiven Zellen im epithelialen  Tumoranteil (AamcTi-positive Zellen/Tumorepithel))
beziehungsweise (AamcTs-positive Zellen/Tumorepither)), der MCT 1/4-doppelt-positiven
Zellen im epithelialen Tumoranteil (VvmcTiemcTa-positive Zellen/Tumorepithey) UNd der
BlutgeféaBe im Tumoranteil der Gewebeprobe (Aacefiertumon) €rfolgte durch
Anwendung des Punktezahlverfahrens nach Weibel (WEIBEL, 1979).

Die notwendige Anzahl der zu zéhlenden Punkte wurde aus einem Nomogramm
von Weibel (WEIBEL, 1979) ermittelt. Dazu wurde in einer Voruntersuchung der
Anteil des zu untersuchenden Kompartiments in der Gewebeprobe geschétzt und
ein zu erwartender Schétzfehler von 5 % der mittleren Fl&chendichte
bertcksichtigt. Die Analysen wurden mit einem Stereologie-System (VIS-
Visiopharm Integrator System® Version 3.4.1.0 mit newCAST® Software,
Visiopharm A/S, Hgrsholm, Danemark) am Mikroskop Olympus BX41 (Olympus
Deutschland GmbH, Hamburg) im Institut fiir Tierpathologie der Tierérztlichen
Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen durchgefiihrt. Zu Beginn
wurde die gesamte Flache des auf einem Schnitt befindlichen Gewebes markiert
und es erfolgte eine systematisch zuféllige Testfeldauswahl. Die systematisch
zuféllig ausgewdhlten Testfelder wurden in 12 ,5facher VergréRerung (Ermittlung
des Tumoanteils im Gewebeschnitt, Aacrumorgewebe/Gewebeschnityy), 40facher

VergroBerung (Darstellung von Zytokeratin, Aazytokeratin-positive Tumorzellen/Tumor))s
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400facher VergroRerung (Ermittlung der Flachenanteile von MCT1-, MCT4- und
MCT1/MCT4-doppelt-positiven Zellen im epithelialen Tumoranteil, Aamcri-
positive  Zellen/Tumorepithel));  AAMCT4-positive  Zellen/Tumorepithel) ~ D€Ziehungsweise
AAMCTI&MCT4-positive Zellen/Tumorepithel)) UNd 200facher VergréRerung (Ermittlung des
Flachenanteils der BlutgefaRe und Kapillaren im Tumoranteil der Gewebeprobe,
AncerarerTumony) auf einen Monitor tibertragen. Auf die Testfelder wurde ein Raster
mit dquidistanten Punkten projiziert (siehe Abbildung 2). Diejenigen Punkte des
Rasters, welche die jeweils untersuchte Struktur trafen (Gewebe,
Tumoranschnitte, Anschnitte von Zellen mit positivem immunhistochemischem
Signal, Blutgefalle), wurden als Treffer gezahlt. Die Auswertung erfolgte am
Mikroskop Olympus BX41 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg).
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Abbildung 2: Ermittlung des Flachenanteils immunhistochemisch
Zytokeratin-positiver  epithelialer Tumorzellen in  kaninen oralen
Plattenepithelkarzinomen mithilfe des Stereologiesystems NEWCAST™
(Visiopharm, Hornsholm, Danemark). A: Immunhistochemisches
Schnittpraparat (Immunhistochemische Detektion von Zytokeratin) eines kaninen
oralen Plattenepithelkarzinoms. Die gesamte Anschnittsflache des im Schnitt
vorhandenen Gewebes wird markiert (AusschnittsvergroBerung). B: Bei
vorgegebener VergrofRerung erfolgt die systematisch zufallige Auswahl von
Testfeldern innerhalb der gesamten Gewebeanschnittsfliche. Gezeigt ist der
Umriss des im Schnitt befindlichen Gewebes sowie die Lokalisationen der
systematisch zufillig ausgewdhlten Gesichtsfelder (sogenannter ,,super lens
navigator modus®, 40fache EndvergréRerung). C: AusschnittsvergréfRerung aus A
mit projiiziertem Punkteraster (rote Kreuze). Punkte des Rasters, welche
immunhistochemisch Zytokeratin-positive Tumorzellanschnitte treffen (P zytokeratin-
positive Tumorzellen)), SOWie alle Punkte, die auf Tumorgewebe treffen (Prumon),
werden gezahlt. Aazytokeratin-positive Tumorzellen/Tumory Wird als der Quotient der Summe
samtlicher, in allen ausgewerteten Testfeldern eines Falles auf Zytokeratin-
positive Tumorzellanschnitte treffender Punkte und der Summe sédmtlicher, in
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allen ausgewerteten Testfeldern eines Falles auf Tumorgewebe treffender Punkte
errechnet: AA(Zytokeratin—positive Tumorzellen/Tumor) = |D(Zytokeratin—positive Tunmorzellen)/P(Tumor)-

3.1.1. Flachenanteil des Tumorgewebes im Gewebeschnitt

Die Bestimmung des Flachenanteils des Tumorgewebes in den Gewebeschnitten
(AA(Tumorgewebe/Gewebeschnityy)  €rfolgte an  HE-gefarbten  Schnittpraparaten. Die
gesamte Gewebeanschnittsflache (100 %) eines jeden Schnittes/Falles wurde in
1,25facher ObjektivvergroRerung und 10facher OkularvergrofRerung beurteilt. Pro
Fall wurden durchschnittlich 9,4 + 4,9 systematisch zuféllig ausgewéhlte
Testfelder ausgewertet. Jedes Testfeld (Gesichtsfeld) wurde mit einem
Punkteraster mit 36 &quidistanten Punkten Uberlagert. Es wurde die gesamte
Anzahl der auf Gewebe treffenden Punkte ermittelt (P(ewebeschnity), SOwie die
Anzahl der Punkte, welche auf Anschnittsflachen von neoplastischem Gewebe
(Tumorepithel, -stroma, und nekrotische Areale) trafen (P(tumorgewebe)). Pro Fall
wurden durchschnittlich 172,1 + 121,5 Trefferpunkte gezahlt. Die Berechnung

VON Aa(Tumorgewebe/Gewebeschnitty €rfolgte wie in Abschnitt 3.2. beschrieben.

3.1.2. Flachenanteil der epithelialen Zellen im Tumorgewebeanschnitt

Die Ermittlung des Flachenanteils epithelialer Tumorzellen in  der
Tumoranschnittsflache  (Aaytokeratin-positive ~ Tumorzellen/Tumor)) ~ €rfolgte  an
immunhistologischen  Préparaten  (Zytokeratin-Nachweis)  bei  4facher
Obijektivvergrofierung und 10facher OkularvergroRerung. Pro Fall wurden 20,7 +
8,6 systematisch zuféllig ausgewahlte Testfelder, entsprechend einem Anteil der
ausgewerteten Schnittflache von 30 % der gesamten Tumorgewebeschnittflache,
ausgewertet. Jedes Testfeld (Gesichtsfeld) wurde mit einem Punkteraster mit 100
aquidistanten Punkten Oberlagert. Es wurde die gesamte Anzahl der in einem Fall
auf immunhistochemisch Zytokeratin-positive Tumorepithelzellprofile treffenden
Punkte ermittelt Pzytokeratin-positive Tumorzellen)), SOWie die Anzahl der Punkte, welche
auf Anschnittsflachen von neoplastischem Gewebe (Tumorepithel, -stroma, und
nekrotische Areale) trafen (P rumorgewene)). Pro Fall wurden durchschnittlich 530,9
+ 330,8 Trefferpunkte gezahlt. Die Berechnung von Aagzytokeratin-positive

Tumorzellen/Tumor) €rfolgte wie in Abschnitt 3.2. beschrieben.
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3.1.3. Flachenanteile von MCT1-, MCT4- und immunhistochemisch
MCT1- und MCT4-doppelt-positiver Zellen im Tumorepithel
Die Bestimmung der jeweiligen Flachenanteile von MCT1-, MCT4- oder MCT1-
und  MCT4-doppelt-positiven ~ Zellen im  Tumorepithel  (AamcTi-positive
Zellen/Tumorepithel)), (AAMCTa-positive Zellen/Tumorepithel)) D€Ziehungsweise (Vyvmcriamctsa-
positive Zellen/Tumorepithel)) €rfolgte an immunhistologischen Praparaten (MCT1-, MCT4
und simultaner MCT1&MCT4-Nachweis). Pro Fall wurde die gesamte Anzahl
derjenigen Punkte ermittelt, welche Anschnitte von Zellen trafen, die positive
Immunoreaktivitat gegen MCT1-, MCT4- oder beide MCT-Proteine zeigten. Die
Auswertung  erfolgte in  der  400fachen  VergroRerung  (40fache
Objektivvergroflerung und 10fache OkularvergrofRerung). Pro Fall wurden
durchschnittlich 23,2 + 4,4 systematisch zuféllig ausgewahlte Testfelder,
entsprechend einem Anteil der ausgewerteten Schnittflache von 3 % der gesamten
Tumorgewebeschnittflache, ausgewertet. Jedes Testfeld (Gesichtsfeld) wurde mit
einem Punkteraster mit 841 &quidistanten Punkten Uberlagert. Pro Fall wurden
durchschnittlich 11349,9 + 3408,4 Trefferpunkte ausgewertet. Die Berechnung
der jeweiligen Flachenanteile (AawcTi-positive ZellenTumorepithel)), (AAMCT4-positive

ZeIIen/TumorepitheI)) bEZiehungSWGise (VV(MCTl&MCT4-positive ZeIIen/TumorepitheI)) eff0|gte wie

in Abschnitt 3.2. beschrieben.

3.14. Flachenanteil der Gefal3e am Tumorgewebeanschnitt

Die Ermittlung des Flachenanteils der Blutgefdle im Tumorgewebe
(An(cetagerTumor) erfolgte an immunhistologischen Préparaten (VWF-Nachweis) bei
20facher Objektivvergroflerung und 10facher OkularvergroBerung. Pro Fall
wurden 19,5 + 8,1 systematisch zuféllig ausgewahlte Testfelder, entsprechend
einem Anteil der ausgewerteten Schnittfliche von 3 % der gesamten
Tumorgewebeschnittflache, ausgewertet. Jedes Testfeld (Gesichtsfeld) wurde mit
einem Punkteraster mit 900 &quidistanten Punkten (berlagert. In allen
ausgewerteten Testfeldern wurden die Tumorgewebsanschnitte treffenden Punkte
gezahlt (P¢rumorgewebe)), SOWie die Anzahl der Punkte, welche Gefalkanschnitte mit
immunhistochemisch vWF-positiven Endothelzellanschnitten trafen (das heif3t
Punkte, welche Anschnitte von Gefallumina trafen, wurde mitgezahlt). Pro
Gewebeprobe wurden durchschnittlich 8987,6 + 9511,5 Trefferpunkte gezahlt.

Die Berechnung von Aaefizertumor) €rfolgte wie in Abschnitt 3.2. beschrieben.
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3.2 Berechnung der Flachenanteile

Die Flachendichten der verschiedenen Kompartimente (Tumorgewebe, Epithel,
MCT1-, MCT4-, und MCT1/MCT4-doppelt-positive Zellen) an ihren
entsprechenden Referenzkompartimenten (Gewebe, Tumor, Tumorepithel)

wurden nach dem Prinzip von Delesse (ROYET, 1991) wie folgt errechnet:

Ap=Pp
Aaxivy: Flachendichte einer Struktur X im Referenzkompartiment Y
Ppxrvy: Punktedichte einer Struktur X im Referenzkompartiment Y

Ppx/Gewebe) = ZP(X) / ZP(Y)

YPx: Summe der pro Fall im Kompartiment Y auf die Struktur X

treffenden Punkte

> Py Summe der pro Fall auf das Kompartiment Y treffenden
Punkte. In der vorliegenden Arbeit stellt Y die gesamte
Gewebeanschnittsflache, beziehungsweise die
Gesamtflache des Anschnittes von Tumorgewebe oder
Tumorepithel innerhalb der Gewebeanschnittsflache dar.

Mit dem Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft Excel™) wurden die
Mittelwerte sowie die Standardabweichung der Flachenanteile des Tumorgewebes
Im Gewebeschnitt (Aa(rumorgewebe/Gewebeschnitry), der epithelialen Tumorzellen im
Tumorgewebe (Aazytokeratin-positive Tumorzellen/Tumor)), der MCT1- und MCT4-positiven
Zellen im  epithelialen Tumoranteil — (AaMcTi-positive  Zellen/Tumorepithel))
beziehungsweise (AamcTa-positive Zellen/Tumorepither)), der MCT1/4-doppelt-positiven
Zellen im epithelialen Tumoranteil (VvmcTiemcTa-positive Zellen/Tumorepithey) UNd der

Gefale im Tumor (Aa(cefagertumor)) €rrechnet.

Die graphische Darstellung der errechneten Flachendichten erfolgte mit dem
Programm Graphpad Prism 5 (Graphpad Software, San Diego, USA). Die in

dieser Arbeit ermittelten Daten wurden in Streudiagrammen dargestellt.
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4. Verwendete Materialien

4.1.
Abzug

Gerate

Brutschrank 37°C

Computer

Elektronischer Timer und Stoppuhr

Kamera Olympus DP72

Kiihl-Gefrier-Kombi AEG Oko Santo

Electronic
Laborwaage
Magnetrihrer

Mikroskoptisch und Steuerung

Mikrowelle MW 800
Obijektive (1,25-, 4-, 10-, 20-fach)

Pipetten PIPETMANG®), einstellbar (200 -
1000 pl, 30 - 200 pl, 20 - 100 ul, 0,5 -
10 ul, 0,1 -2 pl)

Software newCAST
Statistikprogramm Graphpad Prism 6
Stereologieprogramm Visiomorph
Systemmikroskop Olympus BX41

Tabellenkalkulationsprogramm

Microsoft Excel™

Tischzentrifuge

MaRanfertigung
Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach

K&R Computersysteme GmbH,
Minchen

TFA Dostmann GmbH & Co.KG,
Wertheim

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Electrolux Hausgerate GmbH, Nirnberg

Sartorius AG, Gottingen
IKA®-Werke GmbH & Co.KG, Staufen

Maérzhéauser Wetzlar GmbH & Co.KG,
Wetzlar

SEVERIN Elektrogerdte GmbH, Sundern
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Gilson S.A.S., Villiers le Bel, Frankreich

Visiopharm®, Hoersholm, Dédnemark
Graphpad Software, San Diego, USA
Visiopharm®, Hoersholm, Dédnemark
Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Microsoft, Redmond, USA

Abbott Laboratories GmbH, Hannover
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4.2, Material
Blaubrand® Messkolben 50 ml, 100 ml

Deckglaschen

Einmalhandschuhe Sterling Nitrile
Farbeglasbox

Farbeschaukel

Glaspipette 10 ml
Glasreagenzgléaser 10 ml
Glastrichter

Laborflasche 1000 ml
Messzylinder 250 ml
Objekttrager StarFrost®
Pasteurpipetten aus Glas, 150 mm

Peleusball

Parafilm M®

Pipettenspitzen Standard (50 - 1200 pl,
1-200 ul)

Pipettenspitzen Standard Kristall (0,5-
10 pl)

Pipettenspitzen Standard Mikro (0,1-
10 pl)

Reagenzgléser Greiner Bio-One

Reaktionsgefaly Eppi

Rundfilter, 70 mm

Brand GmbH & Co.KG, Wertheim
Menzel GmbH & Co.KG, Braunschweig
Kimberly-Clark GmbH, Koblenz
Duran Group GmbH, Wertheim
Duran Group GmbH, Wertheim

witeg Labortechnik GmbH, Wertheim
VWR International GmbH, Darmstadt
Duran Group GmbH, Wertheim
Duran Group GmbH, Wertheim
Brand GmbH & Co.KG, Wertheim
Engelbrecht, Miinchen

Brand GmbH & Co.KG, Wertheim

Assistent® Karl Hecht GmbH & Co0.KG,
Sondheim v. d. Rohn

Pechiney Deutschland GmbH, Dusseldorf

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Altmann Analytik GmbH & Co.KG,

Minchen
Eppendorf AG, Hamburg

Altmann Analytik GmbH & Co.KG,
Miinchen



111. Material und Methoden

43

4.3. Reagenzien

Aqua Destillata (Aqua dest.)
Citronensaure

Cytokeratin, Monoclonal Mouse, Anti-
Human, Clones AE1/AE3

DAB, pH 7,0

Di-Natriumhydrogenphosphat
Eosin B

Ethanol

Fetales Kélberserum
HistoGreen

Histokitt

ImmPRESS™ REAGENT KIT, Vector
Kaliumhydrogenphosphat

LinBlock

Mayer's Hamalaun

MCT1, Polyclonal Rabbit, Anti-Human
MCT4, Polyclonal Rabbit, Anti-Human
Methanol p.A. CH,0

Natriumchlorid

Natriumcitrat

NovaRED™ Substrate Kit, Vector
Triton X

Von Willebrand Factor, Polyclonal

AppliChemi GmbH, Darmstadt

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

KEM-EN-TEC Diagnostics, Taastrup,

Déanemark

AppliChemi GmbH, Darmstadt
AppliChemi GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

MP Biomedicals Germany, Heidelberg
Linaris, Dossenheim

Assistent® Karl Hecht GmbH & Co0.KG,
Sondheim v. d. R6hn

Linaris, Dossenheim

AppliChemi GmbH, Darmstadt
Linaris, Dossenheim

AppliChemi GmbH, Darmstadt

EMD Millipore Corp., Temecula, USA
EMD Millipore Corp., Temecula, USA
AppliChemi GmbH, Darmstadt
AppliChemi GmbH, Darmstadt
AppliChemi GmbH, Darmstadt
Linaris, Dossenheim

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Dako Denmark A/S, Glostrup, Ddnemark
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Rabbit Anti-Human
Wasserstoffperoxid reinst, 30 %

Xylol reinst

AppliChemi GmbH, Darmstadt

SAV Liquid Production GmbH,

Flintsbach am Inn
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V. ERGEBNISSE

1. Histopathologische Befunde

Die untersuchten kaninen oralen Plattenepithelkarzinome wiesen unterschiedlich
stark ausgepragte Malignitatskriterien wie Kernpleomorphie und Mitosen, sowie
teilweise Bereiche mit Nekrose und neutrophiler Infiltration auf (siehe Abbildung
3).

RN R

Abbildung 3: Histopathologie eines kaninen oralen Plattenepithelkarzinoms.
A: (Ubersicht, 40fache VergréBerung) und B: (200fache VergroRerung):
Epitheliales (1) und nicht-epitheliales (*) Tumorgewebe. Nekrose mit neutrophiler
Infiltration (Pfeile in B). Periphere Lymphozyteninfiltration (Pfeilspitze).
Héamatoxylin-Eosin-Farbung. Mafstabsleiste = 100 pum.

2. Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen
2.1. Flachenanteil des Tumors am Gewebeschnitt
Der Flachenanteil des Tumorgewebes im Gewebeschnitt

(AA(Tumorgewebe/Gewebeschnityy) Petrug in den 40 untersuchten Fallen durchschnittlich
69,2 £ 12,7 %, wobei minimal 46,4 %, maximal 97,0 % als Tumorgewebe im
Gesamtgewebe identifiziert wurden. Siehe Abbildung 4: .
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Abbildung 4: Verteilung der Flachenanteile des Tumorgewebes in den
Gewebeschnitten  Aarumorgewebe/Gewebeschnitty  Samtlicher untersuchter Falle
Streudiagramm mit Mittelwert und Standardabweichung.

2.2. Zytokeratin-lmmunoreaktivitat

In der vorliegenden Studie wurde die immunhistochemische Darstellung von
Zytokeratin zur Ermittlung des epithelialen Anteils des beprobten Gewebes
verwendet. Die nach einem etablierten Routineprotokoll durchgefiihrte
immunhistologische Darstellung von Zytokeratin erlaubte eine zuverlassige
Detektion epithelialer Zellen mit nur sehr geringer unspezifischer

Hintergrundféarbung.

2.2.1. Qualitative Auswertung

In allen 40 untersuchten Proben sowie in den Positivkontrollen kaniner
Maulschleimhaut zeigte sich ein deutliches zytoplasmatisches Signal in
epithelialen Zellen (siehe Abbildung 5). In den Negativkontrollen wurde keine
Immunoreaktivitat detektiert.
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Abbildung 5: Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin in den
epithelialen Anteilen eines kaninen oralen Plattenepithelkarzinomes.
Zytokeratin-positive Zellen stellen sich braun dar. Epitheliales () und nicht-
epitheliales (*) Tumorgewebe. 100fache VergroRerung. Malistabsleiste = 100 pum.

2.2.2. Quantitativ-morphologische Auswertung

In den untersuchten Proben wurden die Anschnittsprofile derjenigen Zellen
ausgewertet, die eine positive Zytokeratin-Immunoreaktivitdt zeigten. Der
Flachenanteil ~epithelialer Tumorzellen am  Tumorgewebe  Aazytokeratin-
positive Tumorzellen/Tumor) alS Parameter zur Vergleichbarkeit der untersuchten Proben
betrug durchschnittlich 47,2 + 17,5. Siehe Abbildung 6.
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Abbildung 6: Verteilung der Flachenanteile des Zytokeratin-positiven
Tumorepithels in kaninen oralen Plattenepithelkarzinomen Aazytokeratin-
positive Tumorzellen/Tumor) 1N S@Mtlichen untersuchten Schnitten. Streudiagramm mit
Mittelwert und Standardabweichung.

2.3. MCT1 und MCT4-Immunoreaktivitat

Der immunhistochemische Nachweis der beiden Proteine MCT1 und MCT4
gelang in allen untersuchten  Proben.  Mithilfe der simultanen
immunhistologischen Darstellung von MCT1 und MCT4 (Doppel-IHC) konnte
die gleichzeitige Expression beider Monocarboxylattransporter in einzelnen

Tumorepithelzellen kaniner oraler Plattenepithelkarzinome demonstriert werden.

2.3.1. Qualitative Auswertung

MCT1-Immunoreaktivitdt stellte sich hauptsachlich in den epithelialen
Tumorzellen dar. Bei geringer unspezifischer Hintergrundfarbung zeigten diese
ein Uberwiegend membranares Signal (siehe Abbildung 7). Dies war auch bei der
mitgefuhrten Positivkontrolle (kanine Skelettmuskulatur) erkennbar (siehe
Abbildung 10 (A)).



IV. Ergebnisse 49

)‘;—,« A\ g
=5 Jog
g ol 2 8.8
D o g A
‘4-\"" Vo g
et 1 BEN
?? 7, %
X \-4 . ey é . > ?
' AW o %, O ~ “®
. AT s . ¥ o
~ N 3
’ - \
% R W '
- - g
o
-
P, -
The—" 3k
-~ o =
N - -
L e | \
» - - R j - .
&% \ - y J } ,’l y
a* A / . . y .
- <. ? T a ;-‘"~. >
N & y y
. . -
e's Y Iy .
. - - , $ Py
o A\ > g .
y - \‘ ." 3 A
- - g~ . '\{
e 2 S ’
4 “‘ & B ,/ WY el
e o RS, . 2 4 3 p - -~
‘o’ * .. H s *, \j . " § J ' }"
2, %% W Xy ©

Abbildung 7: Immunhistochemischer Nachweis von MCTL1 in epithelialem
Tumorgewebe eines kaninen oralen Plattenepithelkarzinomes. Die MCT1-
positiven Zellen stellen sich braun dar und zeigen ein Uberwiegend membranéres
Signal. Epitheliales () Tumorgewebe und Nekrose mit neutrophiler Infiltration
(Pfeil). 200fache VergroRRerung. MaRstabsleiste = 100 pm. Einfligung: 400fache
VergroRerung. Malistabsleiste = 25 pum.

Ein positives MCT4-Signal wurde bei epithelialen Tumorzellen und
mesenchymalen Zellen detektiert, wobei die Tumorepithelzellen eine deutlich
starkere Signalintensitat aufwiesen. Bei kaum vorhandener unspezifischer
Hintergrundfarbung  zeigten  epitheliale  Tumorzellen ein  weitgehend
zytoplasmatisches Signal (siehe Abbildung 8). Diese Ergebnisse stimmten mit der
mitgeflhrten Positivkontrolle (kanines Lebergewebe) tberein (siehe Abbildung
10 (B)).
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Abbildung 8: Immunhistochemischer Nachweis von MCT4 in epithelialem
Tumorgewebe eines kaninen oralen Plattenepithelkarzinomes. Die MCT4-
positiven Zellen stellen sich braun dar und zeigen ein Uberwiegend
zytoplasmatisches Signal. Epitheliales () Tumorgewebe zeigt eine deutlichere
Immunoreaktivitdt als das umgebende Stroma. 200fache VergroRerung.
MaRstabsleiste = 100 um. Einfligung: 400fache VergroRerung. MaRstabsleiste =
25 pm.

Durch die simultane immunhistochemische Detektion von MCT1 und MCT4
konnte deren Koexpression in epithelialen Tumorzellen gezeigt werden. Alle 40
Proben verflgten Uber Bereiche, in denen sowohl membranéres Signal fur MCT1,
als auch zytoplasmatisches Signal fur MCT4 erkennbar war (siehe Abbildung 9).
Dabei fiel auf, dass anndhernd alle MCT1-positven Zellen auch ein positives
MCT4-Signal zeigten.
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Abbildung 9: Simultaner immunhistochemischer Nachweis von MCT1 und
MCT4 (Doppel-IHC) in epithelialen Tumorzellen eines kaninen oralen
Plattenepithelkarzinomes. Die MCT1-positiven Zellen stellen sich braun dar
und zeigen ein Uberwiegend membranares Signal. Die MCT4-positiven Zellen
sind griin markiert und zeigen ein Uberwiegend zytoplasmatisches Signal.
Epitheliales () Tumorgewebe zeigt eine deutlichere Immunoreaktivitat als das
umgebende Stroma. 200fache VergroRerung. Malistabsleiste = 100 pm.
Einfligung: 400fache VergroRerung. Mal3stabsleiste = 25 pm.
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Alle mitgefiihrten Negativkontrollen wiesen keine Immunoreaktivitat auf
(Abbildung 10 (C)).

e
'}

Abbildung 10: Immunhistochemischer (IHC) Nachweis von MCT1 in
kaninem Skelettmuskel (A) und MCT4 in kaninem Lebergewebe (B).
A: Positivkontrolle MCT1-IHC. Deutliche MCT1-Immunoreaktivitdt (braunes
Signal) in den quergestreiften Muskelzellen. 250fache VergroRerung.
MaRstabsleiste = 100 um. B: Positivkontrolle MCT4-IHC. Deutliche MCT4-
Immunoreaktivitdit ~ (braunes  Signal) in  Gallengangsepithelien  und
GeféRendothelien.  C: Negativkontrolle zu  B. Kanines  orales
Plattenepithelkarzinom. Keine Immunoreaktivitdit nachweisbar. 100fache
VergroRerung. Malistabsleiste = 100 um.

2.3.2. Quantitativ-morphologische Auswertung

Der Flachenanteil der MCT1-positiven Zellenanschnitte im epithelialen Anteil des
Tumors AamcTi-positive Zellen/Tumorepithely Detrug durchschnittlich 20,3 + 15,1 %
wohingegen der durchschnittliche Anteil von MCT4-positiven Zellen (Aamicrs-

positive Zellen/Tumorepithel)) Mit 51,6 + 16,1 % mehr als doppelt so hoch war.

Der Flachenanteil der Zellanschnitte, in denen gleichzeitig sowohl MCT1, als
auch MCT4 nachgewiesen wurde (AamcTi&mcTa-positive Zellen/Tumorepithel)), Petrug
19,3 + 14,1 %. Der Grof3teil der Zellprofile, in denen ein MCT1-positives Signal
nachgewiesen wurde, zeigte auch MCT4-Immunoreaktivitat (Abbildung 11).
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Abbildung  11:  Verteilung der Flachenanteile = MCT1-positiver
Tumorzellen/Tu morepithEI (AA(MCTl-positive TumorzelIen/TumorepitheI)), MCT4-
pOSitiVer Tumorzellen/Tumorepithel (AA(MCT4-positiveTumorzelIen/TumorepitheI)) und
MCT1- und MCT4-positiver Tumorzellen/Tumorepithel (AamcTiamcTs-
positive Tumorzellen/Tumorepithel) 1N s@mtlichen untersuchten Schnitten kaniner
oraler Plattenepithelkarzinome. Streudiagramm mit  Mittelwert und
Standardabweichung.

2.4. VVon Willebrand Faktor-Immunoreaktivitat

Die nach einem etablierten Standardprotokoll durchgefiihrte
immunhistochemische Darstellung des VWF diente in der vorliegenden Studie zur
immunhistochemischen Markierung von Endothelzellen zur Darstellung der

Vaskularisierung des Tumorgewebes.

2.4.1. Qualitative Auswertung

Alle 40 untersuchten Gewebeschnitte und die mitgefuhrten Positivkontrollen
(kanine Maulschleimhaut) zeigten bei gering bis mittelgradig ausgepragter
unspezifischer Hintergrundfarbung eine deutliche vWF-Expression in den
Anschnitten der Endothelzellen. Diese wiesen ein Uberwiegend zytoplasmatisches
Signal auf (Abbildung 12). In den mitgefuhrten Negativkontrollen wurde keine
Immunoreaktivitat detektiert.
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Abbildung 12: Immunhistochemischer Nachweis des von Willebrand Faktors
(VWF) in  epithelialem  Tumorgewebe eines kaninen  oralen
Plattenepithelkarzinomes. VWF-positive Zellen stellen sich rotbraun dar.
100fache VergroRerung. Malstabsleiste = 100 pum.

2.4.2. Quantitativ-morphologische Auswertung
Der Flachenanteil der Gefale und Kapillaren im Tumorgewebe (Aaefirerrumon))
betrug durchschnittlich 6,4 + 2,2 %. Siehe Abbildung 13.
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Abbildung 13: Verteilung der Flachenanteile von BlutgeféaRanschnitten in
samtlichen untersuchten Schnitten kaniner oraler Plattenepithelkarzinome

(AA(GeféBe/Tumo r)) .

Streudiagramm mit Mittelwert und Standardabweichung.
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V. DISKUSSION

Die Monocarboxylattransporter 1 und 4 nehmen als essentielle Laktat-Transporter
eine Schlisselfunktion im Tumorstoffwechsel ein. Da solide Tumoren unter
hypoxischen Bedingungen ihre Energie Uber Glykolyse beziehen, werden groRRe
Mengen an Glukose verstoffwechselt und es entsteht Laktat (WU & RACKER,
1959). Dieses wird Uber MCT4 aus den Zellen ausgeschleust und kann von
normoxischen Zellen tGber MCT1 wieder aufgenommen und der Atmungskette
zugefiihrt werden (SONVEAUX et al., 2008). Die Korrelation zwischen der
Expression von MCT1 und MCT4 in Tumoren und einer unginstigen Prognose
wurde bereits in verschiedenen Studien nachgewiesen (NAKAYAMA et al.,
2012) (BAEK et al., 2014). Dies macht MCT1 und MCT4 zu einem wichtigen
Forschungsgebiet mit der Intention einer spezifischen chemotherapeutischen
Hemmung (MATHUPALA et al., 2004; FANG et al., 2006; SONVEAUX et al.,
2012; AMORIM et al., 2015; GURRAPU et al., 2015; HANSON et al., 2015). Da
bei allen kaninen Plattenepithelkarzinomen eine Expression von MCT1 und
MCT4 gezeigt werden konnte, kann dies eine hervorragende Tumorentitat fur den
Einsatz von spezifischen Inhibitoren von MCT1 und MCT4 fur die Therapie von
Plattenepithelkarzinomen darstellen. Ein solcher therapeutischer Ansatz kann

auch einen Einfluss auf die Therapie von humanen Kopf-Halstumoren haben.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Expressionsmuster von MCT1 und
MCT4 in kaninen oralen Plattenepithelkarzinomen zu charakterisieren. Es sollte
geklart werden, ob mithilfe der simultanen Darstellung beider Marker deren
Koexpression nachweisbar ist, welche als Methode zur Darstellung zyklischer
Hypoxie erforscht wird (WERGIN et al., 2015).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die beiden
Monocarboxylattransporter 1 und 4 in kaninen oralen Plattenepithelkarzinomen
exprimiert werden. Der Nachweis erfolgte Uber die immunhistochemische
Detektion beider Proteine in Paraffinschnitten von 40 kaninen oralen nicht-
tonsillaren Plattenepithelkarzinom-Bioptaten. Durch die simultane Darstellung
von MCT1 und MCT4 (Doppel-IHC) konnte erstmalig auch die Koexpression
beider Proteine in epithelialen Tumorzellen auf zellulérer Ebene gezeigt werden.

Es wird angenommen, dass die Koexpression von MCT1 und MCT4 im
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Tumorgewebe ein Marker fir zyklische Hypoxie ist. Diese Annahme wird
gestutzt durch die Tatsache, dass beide Transporter grundlegend unterschiedliche
Funktionen (In- oder Export von Laktat) erfullen (DIMMER et al., 2000;
HALESTRAP & MEREDITH, 2004), welche flr den Zellstoffwechsel essentiell
sind. Um die Redox-Homdostase aufrechtzuerhalten findet unter hypoxischen
Bedingungen ein Wechsel von der oxidativen Phosphorylierung zur anaeroben
Energiegewinnung statt (WARBURG et al., 1927; KIM et al., 2006; ZHANG et
al., 2008). Fiur den Erhalt einer ausgewogenen Energiebilanz bendétigen Zellen
grolRe Mengen an Glukose (SEAGROVES et al., 2001; SEMENZA, 2008). Die
notwendige Energie wird nun Uber die anaerobe Glykolyse bereitgestellt, wodurch
Laktat entsteht. Dieses diffundiert aus benachbarten hypoxischen Tumorregionen
in gut oxygenierte Bereiche und wird dort verstoffwechselt. Im Gegensatz dazu
kann die zur Verfugung stehende Glukose den hypoxischen Tumorzellen zur
Energiegewinnung bereitgestellt werden (SONVEAUX et al., 2008). MCT1 und
MCT4 spielen eine entscheidende Rolle bei diesem Laktattransport. Bei chronisch
hypoxischen Tumoren konnte ihre Expression bereits nachgewiesen werden
(ULLAH et al., 2006; RADEMAKERS et al., 2011).

In einer bisher unveroffentlichten Studie von Wergin et al. (WERGIN et al., 2015)
wurde in Zellkultur-Versuchen mit humanen Kopf-Halstumor-Zelllinien, sowie
einer kaninen oralen Plattenepithelkarzinom-Zelllinie, die Korrelation zwischen
einer Koexpression von MCT1 und MCT4 und dem Auftreten zyklischer Hypoxie
dargestellt. Hierfir wurden humane und kanine Tumorzellen in einer
Hypoxiekammer unterschiedlichen Hypoxiezyklen unterzogen. Es konnte gezeigt
werden, dass bei einem Sauerstoffmangel MCT4 innerhalb von zwei Stunden
hochreguliert wurde, wéhrend die Expression von MCT1 (iber einen Zeitraum von
18 Stunden abnahm. Durch diese Uberschneidung kann es zu einer Koexpression
beider Transporter kommen. In normoxischen Zellen wurde MCT1 in einem
Medium, das wenig Glukose und viel Laktat enthielt, innerhalb von zwdlf
Stunden hochreguliert. Auch De Saedeleer et al. (DE SAEDELEER et al., 2014)
konnten in Versuchen die vermehrte Expression von MCT1 in humanen

Tumorzelllinien unter Glukosemangel darstellen.

Im Rahmen der Versuche von Wergin et al. (WERGIN et al., 2015) wurde zur
Validierung der in-vitro-Ergebnisse eine prospektive Studie bei humanen Kopf-
und Halstumoren durchgefiihrt. Dabei wurde Patienten vor der chirurgischen
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Tumorentfernung der exogene Hypoxiemarker Pimonidazol (EF5) (RALEIGH et
al., 1999) intravents appliziert. Nach der Tumorresektion wurde das Gewebe
immunhistochemisch untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in normoxischen
Tumorarealen vermehrt MCT1, in hypoxischen — also EF5-positiven — Gebieten
hingegen vermehrt MCT4 exprimiert wird. In einigen Bereichen der Tumoren
kam es auch zu einer Uberlappung der Expression von MCT1, MCT4 und EF5.
Es wurde angenommen dass es sich hierbei um Bereiche mit zyklischer Hypoxie
handelt.

Wird diese Hypothese, dass bei einer Koexpression der beiden Transporter MCT1
und MCT4 in der jeweiligen Tumorregion eine zyklische Hypoxie vorgelegen hat,
fir die vorliegende Studie Gbernommen, liegt der Flachenanteil von zyklisch
hypoxischen Zellen der  untersuchten Proben kaniner  oraler
Plattenepithelkarzinome bei 19,3 + 14,1 %. Dies stellt den Groliteil der Zellen dar,
die ein MCT1-positives Signal zeigten (20,3 + 15,1 %). Eine ausschliel3liche
MCT4-Expression zeigten 32,3 % der Anschnitte epithelialer Tumorzellen. Es
wird angenommen, dass diese Zellen somit Uberwiegend diffusionsbedingten,
chronisch hypoxischen Bedingungen ausgesetzt waren (RADEMAKERS et al.,
2011; CURRY et al, 2013). MCT1 wurde in den vorliegenden Féllen
hauptsachlich in epithelialen Zellen exprimiert. Daher erfolgte die Bestimmung
des Flachenanteils des Tumorepithels am Gewebeschnitt Aarumorepithel/Gewebeprobe)
und des Flachenanteils der MCT1-positiven Zellenanschnitte im epithelialen
Anteil  AamcTyrumorepithery. Der Flachenanteil der MCT1-positiven Zellen am
gesamten Tumorgewebe wurde nicht bestimmt, da in der vorliegenden Studie
Uber kanine orale Plattenepithelkarzinome vorrangig die Karzinomzellen von

Interesse waren.

Um das AusmaR der Expression der immunhistochemischen Marker zu ermitteln,
erfolgte die Bestimmung der Flachenanteile durch quantitative morphologische
Analyseverfahren (HOWARD & REED, 2005). Da aufgrund des retrospektiven
Ansatzes der Studie nur insgesamt 10 konsekutive Schnitte aus der Mitte der
Gewebeproben — entsprechend in etwa der ,,Mitte” des palpierbaren Tumors — zur
Verfugung standen, war eine Abschétzung der Volumenanteile beziehungsweise
der absoluten Volumina von MCT1- und MCT4-positiven epithelialen
Tumorzellen im gesamten Tumor, oder gar die Ermittlung der numerischen

Volumendichten MCT1- und MCT4-positiver Zellen im Tumorepithel nicht
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moglich. Zur Analyse dieser Parameter sollten in nachfolgenden Studien

geeignete Proben fiir quantitativ stereologische Analysen gewonnen werden.

In der vorliegenden Studie diente der immunhistochemische Nachweis von
Zytokeratin ~ der  Identifizierung  epithelialer =~ Tumorzellen in  den
Tumoranschnittsflachen der Gewebeschnitte. Zytokeratine sind Heterodimere, die
uber intrazellulare Filamentbildung an der mechanischen Stabilisierung und
anderen Aufgaben in Epithelzellen beteiligt sind. Der immunhistochemische
Marker dient der zuverldssigen Identifizierung von Geweben epithelialen
Ursprungs. Die Bestimmung des Flachenanteils epthelialer Tumorzellen in den
Tumoranschnittsflichen der Gewebeschnitte sollte eine Vergleichbarkeit der
Schnitte verschiedener Félle untereinander gewéhrleisten. In den untersuchten
Proben lag der epitheliale Flachenanteil am Tumorgewebe bei 47,2 + 17,5 %, dies
bedeutet, dass in etwa die Héalfte des Tumorgewebes aus Stroma und Nekrose
bestand.

Mithilfe der immunhistochemischen Darstellung des von Willebrand Faktors
(VWF) wurde der Flachenanteil der BlutgefalRe in den Tumoranschnitten ermittelt.
Dieser betrug durchschnittlich etwa 6 %. Daraus lasst sich allerdings nicht auf den
Grad der Oxygenierung eines Tumorareals schlieBen, da es gerade unter akut
hypoxischen Bedingungen aufgrund von vaskuldrer Stase und Schwankungen im
Erythrozytenfluss trotz vorhandener Gefalstruktur zu einer
Sauerstoffunterversorgung im Gewebe kommen kann (KIMURA et al., 1996;
JORDAN & SONVEAUX, 2012).

Der Fl&chenanteil der ausschlieBlich MCT4-positiven (chronisch hypoxischen)
Epithelzellen (AamcTa-positive zellen/Tumorepithery) 1ag bei 32,3 %, der Anteil der MCT1-
und MCT4-positiven (zyklisch hypoxischen) Epithelzellen bei 19,3 %. Daraus
lieBe sich schlieBen, dass im Durchschnitt die Halfte des hier untersuchten
Tumorepithels kaniner oraler Plattenepithelkarzinome normoxisch ist. Da
chronische Hypoxie aufgrund von limitierter Diffusion durch eine ungenugende
Vaskularisierung entsteht (THOMLINSON & GRAY, 1955; VAUPEL et al.,
1989), kdnnte mit dem vorliegenden Ergebnis riickgeschlossen werden, dass circa
die Halfte des Tumorgewebes der untersuchten Proben Uber eine ausreichende
GeféaRdichte (MVD) verfugen. Diese Hypothese stimmt mit den Resultaten einer
Studie von Rohrer Bley et al. (ROHRER BLEY et al., 2009) tberein, bei der die

Vaskularisierung, der Sauerstoffpartialdruck und das Blutvolumen von kaninen
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oralen Fibrosarkomen, Plattenepithelkarzinomen und Melanomen verglichen
wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass orale Plattenepithelkarzinome stark
vaskularisierte Tumoren sind und den hochsten Sauerstoffpartialdruck unter den
drei gemessenen  Tumorarten aufweisen. Dies konnte auch das
Therapieansprechen von kaninen oralen Plattenepithelkarzinomen auf
Strahlentherapie erkldren. LaDue-Miller et al. (LADUE-MILLER et al., 1996)
zeigten, dass Strahlentherapie eine effektive Behandlungsmethode bei nicht-
tonsillaren Plattenepithelkarzinomen beim Hund darstellt. In einer Studie von Ito
etal. (ITO et al., 2001) konnten nachgewiesen werden, dass die Radiosensitivitat
von Rezidiven von humanen Plattenepithelkarzinomen mit der Gefaldichte
(MVD) positiv korreliert. In Versuchen mit humanen oropharyngealen
Platteneptihelkarzinom-Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass parakrine
Faktoren aus Endothelzellen die Radiosensitivitdt der Tumorzellen erhdhten
(ROSSI et al., 2004). Veterinarmedizinisch stehen derartige Studienergebnisse im

Moment noch nicht zur Verfugung.

Der Nachweis von MCT1 und MCT4 spielt auch aus therapeutischer Sicht eine
entscheidende Rolle. Derzeit gibt es verschiedene therapeutische Interventionen,
die speziell auf hypoxische Tumoren ausgerichtet sind (WALSH et al., 2014).
Uber die Verabreichung von Erythropoietin (DOLESCHEL et al., 2015) oder
durch Akzelerierte Radiotherapie mit Carbogen und Nikotinamid (accelerated
radiotherapy with carbogen and nicotinamide, ARCON) (DENEKAMP &
FOWLER, 1997; KAANDERS et al., 2002) soll beispielsweise die Oxygenierung
des Tumorgewebes verbessert werden. Radiosensitizer (Strahlungssensibiliatoren)
imitieren den Effekt von Sauerstoff und veranlassen somit die Bildung und
Stabilisierung von toxischen DNS-Radikalen (OVERGAARD, 1994;
ROWINSKY, 1999; METWALLY et al., 2014). Andere Medikamente entfalten
ihre  Wirkung gezielt unter hypoxischen Bedinungen und verstarken den
zytotoxischen Effekt von Chemotherapeutika, wie beispielsweise Tirapazamin
(BROWN, 1999). Da die genannten therapeutischen Interventionen mit einer
erhéhten Toxizitat einhergehen, ist eine Selektion von Patienten mit hypoxischen
Tumoren vor der Wahl der Therapie sinnvoll. Dies konnte beispielsweise mithilfe
endogener Hypoxiemarker geschehen. Zu diesem Zweck ist die Etablierung eines
zuverlassigen endogenen Hypoxiemarkers unerlasslich. Aktuell sind noch keine

etablierten endogenen Marker verfligbar, die ausschliellich hypoxiespezifisch
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sind (VORDERMARK & BROWN, 2003). Ob die Monocarboxylattransporter 1

und 4 sich daflr eignen, muss im Rahmen weiterer Studien Uberprift werden.

Durch den Einsatz des etablierten exogenen Hypoxiemarkers Pimonidazol im
Rahmen einer prospektiven Studie konnte die Spezifitat von MCT1 und MCT4 als
endogene Hypoxiemarker weiter untersucht werden. Rademakers et al.
(RADEMAKERS et al., 2011) erforschten an frischgefrorenen Resektaten von
humanen Kopf- und Halstumoren die Expression und Gewebeverteilung von HIF-
1a, CAIX, LDH-5, GLUT-1, MCT1 und MCT4 im Vergleich zu Pimonidazol. Sie
konnten darstellen, dass MCT1 sowohl in normoxischen, als auch hypoxischen
Geweben in Korrelation mit CAIX exprimiert wurde. Die Expression von MCT4
wies eine starke Korrelation mit GLUT-1 auf und zeigte ein typisches
Verteilungsmuster fur diffusionsbedingt hypoxische Zellen. Da jedoch auch
MCT1 in groRerer Entfernung von GefaRen dargestellt werden konnte, wurde die
Hypothese aufgestellt, dass der Transporter entweder fir den Laktatimport, oder
zur Unterstlitzung des Laktatexports durch MCT4 zusténdig ist. In Hinblick auf
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der Untersuchungen von Wergin et al.
(WERGIN et al., 2015) konnte es sich bei einer Koexpression beider Transporter
auch um Bereiche mit zyklischer Hypoxie handeln.

Durch den immunhistochemische Nachweis der Monocoarboxylattransporter 1
und 4 sowie deren Koexpression in kaninen oralen Plattenepithelkarzinomen stellt
die hier durchgefiinrte Studie die Grundlage fir weitere Forschungen zur
sogenannten Tumor-Hypoxie-Kartographie zur Unterscheidung von chronisch

und zyklisch hypoxischen Tumorarealen dar.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Hypoxie kommt in vielen soliden Tumoren vor und ist maligeblich an einer
unglnstigen Prognose beteiligt. Wahrend der chronischen Hypoxie eine
mangelhafte Diffusion aufgrund von unzureichenden oder unorganisiert
gebildeten BlutgefaRen zugrunde liegt, entsteht akute Hypoxie durch eine Stérung

der Perfusion.

Bedingt durch die Hypoxie wird die von den Zellen bendtigte Energie
vornehmlich (ber anaerobe Glykolyse bezogen. Dabei entsteht viel Laktat,
welches aus den Zellen exportiert werden muss. Unter normoxischen
Bedingungen kann es wieder in die Zellen aufgenommen und nach Umwandlung
in Pyruvat dem Zitratzyklus zugefuhrt werden. Die Funktion des Laktattransportes

ubernehmen die sogenannten Monocarboxylattransporter (MCTS5).

Im Tumorstoffwechsel nehmen besonders MCT1 und MCT4 eine wichtige Rolle
ein. MCT4 schleust Uber einen protonengebundenen Symport Laktat aus der Zelle
aus, wohingegen MCT1 dieses in normoxischen Tumorregionen wieder in die
Zellen importieren kann. Aufgrund dieser Schlisselfunktion gelten MCT1 und
MCT4 als potentielle Marker zur Identifizierung hypoxischer Bereiche im Tumor.
Bisher gibt es noch keine etablierten endogenen Marker, die ausschlief3lich

hypoxiespezifisch sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob in kaninen oralen
Plattenepithelkarzinomen MCT1 und MCT4 immunhistochemisch detektiert
werden konnen. Mithilfe der simultanen Darstellung beider Marker sollte eine
mdogliche Koexpression untersucht werden, welche als Methode zur Darstellung

zyklischer Hypoxie erforscht wird.

Dazu wurden Paraffinschnitte von Tumorresektaten von 40 Hunden, bei denen ein
orales, nicht-tonsillares  Plattenepithelkarzinom  diagnostiziert  wurde,
immunhistochemisch untersucht. Die anschlieBende Auswertung erfolgte Uber

quantitativ-morphologische Analysen.

MCT1 wurde hauptséachlich in Tumorepithelzellen und dort (berwiegend
membrandr exprimiert, es wurde ein Flachenanteil von MCT1-positiven Zellen im
Tumorepithel von 20,3 + 15,1 % ermittelt. MCT4 wurde in Epithel- und
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Mesenchymzellen  weitgehend  zytoplasmatisch  exprimiert, wobei die
Epithelzellen eine wesentlich starkere Immunoreaktivitdt aufwiesen. Der
Flachenanteil der MCT4-positiven Zellen im Tumorepithel betrug 51,6 = 16,1 %.
Die Flachendichte der immunhistochemisch MCT1- und MCT4-doppelt-positiven
Tumorepithelzellanschnitte lag bei durchschnittlich 19,3 + 14,1 %. Das bedeutet,
dass der Uberwiegende Anteil der MCT1-positiven Tumorepithelzellen
gleichzeitig eine MCT4-Koexpression zeigte. Dies kann als Hinweis auf das
Vorliegen einer zyklischen Hypoxie gewertet werden. Der Anteil der Gefélie im

Tumorgewebe lag bei durchschnittlich 6,4 + 2,2 %.

Mit der durchgefuhrten Studie wurde nicht nur erstmalig die Expression von
MCT1 und MCT4 in Paraffinschnitten  von  kaninen  oralen
Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen, sondern es konnte auch zum ersten Mal
die Koexpression beider Transporter durch eine Doppel-Immunhistochemie
gezeigt werden. Es wird angenommen, dass die Koexpression von MCT1 und

MCT4 im Tumorgewebe einen Marker flr zyklische Hypoxie darstellen kdnnte.

Die hier durchgeftihrte Studie stellt somit eine Grundlage fir weitere Forschungen

zur sogenannten Tumor-Hypoxie-Kartographie dar.
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VII.  SUMMARY

Hypoxia occurs in various solid tumours and significantly contributes to a poor
prognosis. Two different types of hypoxia exist: chronic and cycling. Chronic
hypoxia is caused by diffusion limitations due to inadequately or disorganised

blood vessels, while acute hypoxia arises from perfusion limitations.

As a consequence of the hypoxic conditions, cells generate their energy via

anaerobic glycolysis instead of oxidative phosphorylation.

The export of lactate out of the cell is essential. Under normoxic conditions,
lactate can be used by cells and entered into the citric acid cycle after
transformation into pyruvate. So-called monocarboxylate transporters (MCTs)

serve as lactate transporters.

MCTI1 and MCT#4 particularly play an important role in the tumour metabolism.
Using a proton-symport, MCT1 shuttles lactate out of the cell, whereas MCT4 is

able to transport lactate into the cell in normoxic regions of the tumour.

MCT1 and MCT4 can serve as endogenous markers to identify normoxic, cycling
hypoxic and chronic hypoxic areas due to their key function in the tumour
metabolism. To date, there are no established markers that are specific for

hypoxia.

The present study investigated whether MCT1 and MCT4 can be detected
immunohistochemically in canine oral squamous cell carcinomas. With the ability
to stain for MCT1 and MCT4 on one slide, a co-expression of the marker could be
evaluated. The expression of MCT1 was considered to show normoxic regions,
whereas co-expression of MCT1 and MCT4 within one cell/area was considered
to be an area of cycling hypoxia. Regions expressing only MCT4 were considered

to be chronic hypoxic.

For this purpose, the present study used formalin fixed tumour tissue from 40
dogs. All dogs had been diagnosed with an oral, non-tonsillar squamous cell
carcinoma. All specimens were stained immunhistochemically for MCT1, MCT4,

cytokeratin and von Willebrand Factor.

After staining the subsequent evaluation was performed with quantitative-

morphologic techniques of surface percentages of tumour epithelia within the
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slide and MCT1-and MCT4-positive cells in the tumour epithelia. In addition, the
amount of tumour vessels was looked at. MCT1 was expressed mainly in tumour
epithelial cells and the expression was predominantly membranous. Positive
MCTT staining was found in 20.3 + 15.1 % within the epithelium of the tumour.
MCT4 was expressed in epithelial and mesenchymal cells, however the epithelial
cells showed substantially stronger immunoreactivity. MCT4 was expressed in
51.6 = 16.1 % within the epithelium of the tumour section. Double-IHC-positive
cells were identified in 19.3 + 1.1 % of the area of tumour. This means that almost
all MCTI-positive cells showed MCT4 co-expression and thus indicated the
presence of cyclic hypoxia. The proportion of the blood vessels in the tumour

tissue was estimated to be 6.4 + 2.2%.

This study not only showed for the first time the expression of MCT1 and MCT4
in canine squamous cell carcinoma but it also showed co-expression of both
transporters through the double immunolabeling for MCT1 and MCT4. It was
concluded that the co-expression of MCT1 and MCT4 would be a marker for a
cyclic hypoxia in a tumour tissue. About half of the tumour cells were showed

signs of chronic hypoxia.

This study provides the basis for a further research regarding so-called tumour-

hypoxia-cartography.
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IX. ANHANG

1. HE-Farbung

Xylol

3 X je 2 Minuten, RT

Alkoholreihe absteigend (100 %, 100 %, 96 %, 70 %)

je 5 Minuten, RT

Aqua dest.

5 Minuten, RT

Héamatoxylin

3 X je 2 Minuten, RT

Blauen unter laufendem Leitungswasser

5 bis 10 Minuten

Eosin

1 bis 1,5 Minuten, RT

Alkoholreihe aufsteigend (1 x 70 %, 2 X 96 %, 2 X
100 %)

je 2 Minute, RT

Xylol

2 X je 5 Minuten, RT

Eindecken
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2. IHC Zytokeratin
Xylol 3 x je 5 Minuten, RT

Alkoholreihe absteigend (100 %, 100 %, 96 %, 70 %)

je 5 Minuten, RT

Aqua dest.

5 Minuten, RT

10 mM Citratpuffer pH 6,0 in der Mikrowelle (nach 5
Minuten bei 800 Watt auf 200 Watt umstellen)

25 Minuten

in 10 mM Citratpuffer pH 6,0 belassen

20 Minuten, RT

Aqua dest.

10 Minuten, RT

H,0, 1 % in Methanol

15 Minuten, RT, im
Abzug

PBS

5 Minuten, RT

Horse Serum (Immpress)

20 Minuten, RT, in
der Feuchtkammer

Priméarantikorper Zytokeratin (1:1000 in PBS)

Uber Nacht, bei 4°C,

in der Feuchtkammer

PBS

5 Minuten, RT

Sekundarantikdrper Horse Anti-Mouse (Immpress)

30 Minuten, RT, in

der Feuchtkammer

PBS 5 Minuten, RT

DAB 5 bis 10 Minuten, RT,
im Abzug

Hamalaun 20 Sekunden, RT

Blauen (unter laufendem Leitungswasser) 5 Minuten

Aqua dest. 3 Minuten

Alkoholreihe aufsteigend (1x 70 %, 2 x 96 %,2 X
100 %)

je 1 Minute, RT
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Xylol 2 X je 3 Minuten, 1 x5
Minuten, RT

Eindecken
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3. IHC MCT1/4

3.1. Protokoll Einzel-IHC zum Nachweis von MCT1 oder MCT4
Xylol 3 x je 5 Minuten, RT

Alkoholreihe absteigend (100 %, 100 %, 96 %, 70 %)

je 5 Minuten, RT

Aqua dest.

5 Minuten, RT

H,0, 30%ig in Methanol, Verhaltnis 1:9

20 Minuten, RT, im
Abzug

PBS/Triton X (0,05 %)

3 x je 5 Minuten, RT

Horse Serum (Impress)

30 Minuten , RT, in

der Feuchtkammer

Primarantikérper MCT 1 (1:200 in PBS mit 2% FCS)
oder MCT4 (1:300 in PBS mit 2% FC)

Uber Nacht, bei 4°C,

in der Feuchtkammer

Priméarantikdrper MCT 1 (1:200 in PBS mit 2% FCS)
oder MCT4 (1:300 in PBS mit 2% FC)

60 Minuten, RT, in

der Feuchtkammer

PBS/Triton X (0,05 %)

3 x je 5 Minuten, RT

Sekundarantikdrper Horse Anti-Rabbit (Immpress)

30 Minuten, RT

PBS/Triton X (0,05 %) 3 x je 5 Minuten, RT

DAB 5 bis 10 Minuten, RT,
im Abzug

Agua dest. 5 Minuten, RT

Hamalaun 20 Sekunden, RT

Blauen (unter laufendem Leitungswasser)

5 bis 10 Minuten

Aqua dest.

3 Minuten

Alkoholreihe aufsteigend (1x 70 %, 2 x 96 %,2 X
100 %)

je 3 Minuten, RT

Xylol

3 x je 3 Minuten, RT
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Eindecken

3.2 Protokoll Doppel-IHC zum Nachweis von MCT1 und MCT4
Xylol 3 x je 5 Minuten, RT

Alkoholreihe absteigend (100 %, 100 %, 96 %, 70 %)

je 5 Minuten, RT

Aqua dest.

5 Minuten, RT

H,0, 30%ig in Methanol, Verhaltnis 1:9

20 Minuten, RT, im
Abzug

PBS/Triton X (0,05 %)

3 x je 5 Minuten, RT

Horse Serum (Impress)

30 Minuten , RT, in
der Feuchtkammer

Primarantikérper MCT 1 (1:200 in PBS mit 2% FCS)

Uber Nacht, bei 4°C,

in der Feuchtkammer

Primarantikérper MCT 1 (1:200 in PBS mit 2% FCS)

60 Minuten , RT, in
der Feuchtkammer

PBS/Triton X (0,05 %)

3 X je 5 Minuten, RT

Sekundarantikorper Horse Anti-Rabbit (Immpress)

30 Minuten, RT

PBS/Triton X (0,05 %) 3 x je 5 Minuten, RT

DAB 5 bis 10 Minuten, RT,
im Abzug

Agua dest. 5 Minuten, RT

PBS/Triton X (0,05 %) 3 x je 5 Minuten, RT

LinBlock 2 Minuten, RT

Aqua dest. 1 Minute, RT

LinBlock 2 Minuten, RT

PBS/Triton X (0,05 %)

3 x je 5 Minuten, RT
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Primarantikdrper MCT 4 (1:300 in PBS mit 2% FCS)

Uber Nacht, bei 4°C,

in der Feuchtkammer

Primarantikérper MCT 4 (1:300 in PBS mit 2% FCS)

60 Minuten, RT, in
der Feuchtkammer

PBS/Triton X (0,05 %)

3 x je 5 Minuten, RT

Sekundarantikorper Horse Anti-Rabbit (Immpress)

30 Minuten, RT, in

der Feuchtkammer

PBS/Triton X (0,05 %) 3 x je 5 Minuten, RT
Histogreen 5 Minuten, RT
Agua dest. 5 Minuten, RT
Hamalaun 20 Sekunden, RT

Blauen (unter laufendem Leitungswasser)

5 bis 10 Minuten

Agua dest.

3 Minuten

Alkoholreihe aufsteigend (1x 70 %, 2 x 96 %,2 X
100 %)

je 3 Minuten, RT

Xylol

3 x je 3 Minuten, RT

Eindecken
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4. IHC von Willebrand Faktor
Xylol 2 X je 5 Minuten, 1 x

10 Minuten, RT

Alkoholreihe absteigend (100 %, 100 %, 96 %, 70 %)

je 5 Minuten, RT

Agqua dest.

5 Minuten, RT

Proteinase K RTU

20 Minuten, RT, in

der Feuchtkammer

PBS

2 X je 5 Minuten, RT

H>0, 1 % in Methanol

30 Minuten, RT, im
Abzug

PBS

2 X je 5 Minuten, RT

Horse Serum (Impress)

20 Minuten, RT, in
der Feuchtkammer

Primarantikdrper Von Willebrand Faktor (1:1000
in PBS)

Uber Nacht, bei 4°C,

in der Feuchtkammer

PBS

3 X je 5 Minuten, RT

Sekundarantikorper Horse Anti-Rabbit (Immpress)

30 Minuten, RT, in

der Feuchtkammer

PBS 3 x je 5 Minuten, RT
NovaRED 5 Minuten, RT
Hamalaun 15 Sekunden, RT
Blauen (unter laufendem Leitungswasser) 5 Minuten

Aqua dest. 3 Minuten

Alkoholreihe aufsteigend (1x 70 %, 2 x 96 %,2 X
100 %)

je 3 Minuten, RT

Xylol

3 x je 3 Minuten, RT
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Eindecken
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