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1. Einleituung

Fettgewebe ist eine spezielle Art des Bindegewehsstritt an zahlreichen
unterschiedlichen Stellen im Korper auf. Man urndbesdet univakuolares
(weilles) und multivakuolares (braunes) Fettgewdbas Fettgewebe des
Erwachsenen ist Uberwiegend univakuolar. Die Lipistellen sich hier
histologisch als grofRer Fetttropfen im Zytoplasnea Adipozyten dar. Diese
Fettvakuole ist von keiner zuséatzlichen Membran aitossen. Elektronen-
mikroskopisch zeigt sich jedoch eine 10 nm breitglldd aus Vimentin-
filamenten an der Lipid-Zytoplasmagrerfzé® Neben dem groRRen Fetttropfen
kommen im Zytoplasma noch kleine, nur mit dem Etkénmikroskop
sichtbare Fettvakuolen vor. Das univakuolédre Fetéipe ist reich vasku-
larisiert und innerviert. Die Fettzellen des mukwolaren Fettgewebes sind
l&ppchenférmig angeordnet und gegenltber dem unolalen Fettgewebe mit
einem dichteren GefaRnetz ausgestitt&lie einzelnen Zellen enthalten
zahlreiche Fetttropfen unterschiedlicher Grol3e wviete Mitochondrien. Das
braune Fettgewebe ist nur an wenigen Korperstellefinden und wird nach
der Geburt nicht mehr gebildet. Fettzellen geherrscheinlich aus einer
pluripotenten mesenchymalen Stammzelle (Adipoblaetyor, die meist in der
Umgebung von Gefal3en liegt. Wahrend der Entwicklaagreifen Fettzelle
erfolgt zunachst eine Umwandlung zum frihen Adipeay Unter hor-
monellem Einfluss geht er in die reife Adipozytdieeaiber, die sich nicht

mehr teilt!®

Gutartige Tumoren des Fettgewebes, Lipome, entstehe reifem Fettgewebe.
Sie bilden solide Geschwilste der Haut und der Gugbkmit typischer

Lappchenstruktur und kapselartiger Begrenziay.der Entstehung der Lipo-
sarkome nimmt man an, dass diese sich aus undifierten mesenchymalen
perivaskularen Reservezellen entwickeln. Liposaaind mit 10-20% die
haufigsten malignen Weichteiltumoren des Erwachs@@ehauft treten sie an
den Extremitaten und im Retroperitoneum auf. Aufigrihrer Lage werden sie
oft erst spat erkannt. Die eingelagerten Lipidel sivie auch bei den Lipomen

- nicht metabolisch verwertbar. Die Liposarkomestising aus vorbestehenden



Lipomen ist extrem selten. Die radiologische Auffimg des Tumors ist
abhangig von der Histologie und Zusammensetzung de®rs. Gut differen-
zierte Liposarkome lassen sich radiologisch gutzakren, wahrend schlecht

differenzierte sich weniger gut definieren lassen.

Die histologische Untersuchung sollte mit Sorgfditrchgefiihrt und eine
maoglichst genaue Diagnose gestellt werden, da dierBnzierung ein ver-
lassliches Mafl3 fur die Klinik und Therapiemethodestellt. Die Differen-
zierung bzw. das Grading der Liposarkome stelltaf? flr die Aggressivitat,
Rezidivhaufigkeit und Metastasierungstendenz umadtsietztlich die Prognose
dar.Die Parameter, die den Differenzierungs- bzw. Matisgrad bestimmen,
umfassen die Tumordifferenzierung (Grad der Ahmégh zum Normal-
gewebe), die Mitoserate und die Nekrosehaufigkestgibt allerdings kein ein-
heitliches Graduierungssystem fur Weichteilsarkomendern es existieren
unterschiedliche Gradingsysteme, die aber jeweilsgnostisch evaluiert
wurden und somit alle ihren Stellenwert besitzetgitdicht bei Weiss und
Goldblum, 2001¥° Allgemein wird ein dreistufiges Gradingschema (@ta=
gut differenziert, Grad 2 = malig differenzierta@t3 = schlecht differenziert)
angewandt. Im Fall der Liposarkome kommt noch déedhderheit hinzu, dass
der histologische Liposarkomtyp den Malignitatsgvaesentlich mitbestimmt.
So entsprechen definitionsgemalf reine hochdiffezeiezund myxoide Lipo-
sarkome stets dem Differenzierungsgrad 1. Rundeelliposarkome kdnnen
Grad 2 oder Grad 3 entsprechen, pleomorphe Liposaksind fast immer
Grad 3%°

Histologisch klassifiziert man die Liposarkome iiyxaide, rundzellige, hoch-
differenzierte, dedifferenzierte und pleomorpheds@arkome. Die myxoiden
Liposarkome bilden mit 45-55% den grof3ten Antell dgposarkome. Dieser
Tumor ist aus drei Hauptkomponenten zusammengegetaiferierte Lipo-

blasten in unterschiedlichen Stadien der Differenmg, fein verzweigte
Kapillaren und myxoide Matrix. Eine enge Verbindumg den myxoiden
Liposarkomen zeigen die rundzelligen Liposarkorhe Hauptcharakteristikum

ist die extensive Proliferation von kleinen, gldimigen runden Zellen mit



vesikularen Kernef’ Neue zytogenetische und molekularbiologische $tudi
haben gezeigt, dass myxoide und rundzellige Lipmsae in biologischer
Hinsicht eine einheitliche Tumorentitat darstelleej der das reine myxoide
Liposarkom am gut differenzierten, das reine rufige Liposarkom am
schlecht differenzierten Ende eines gemeinsamerktiBpes angesiedelt ist.
Die Zusammengehorigkeit dieser beiden histologischgpen begriindet sich
vor allem durch den konstanten zytogenetischen rigefainer reziproken
Translokation zwischen Chromosom 12 und Chromos@n nBmlich der
Translokation t (12; 16) (ql13; pll), die zu der ibnszweier Gene fihrt
(CHOP-Gen auf Chromosom 12 ufid. SGen auf Chromosom 16), so dass ein
chimares Protein exprimiert wifd. ** Ein Anteil von mehr als 5% rundzelliger
Tumorzellen in einem myxoiden Liposarkom bedeutetezhthtes Risiko fir

Metastasen und kann sich entscheidend auf die €dmrbrate auswirke.

Bei den hochdifferenzierten Liposarkomen untersidteiman 3 Subtypen:
lipom-ahnliche, inflammatorische und sklerosierehgesarkome, wobei die
lipom-ahnliche Untergruppe die haufigste Form iesér Gruppe ausmacht.

Typisch ist die geringe Malignitat mit Rezidivemes meist ohne Metastasen.

Charakteristisch fur die dedifferenzierten Lipogarien ist ein Nebeneinander
von gut differenzierten und schlecht differenzierteicht lipidhaltigen Arealen

und das Auftreten von Metastasen oder Rezidiven.

Die Gruppe der pleomorphen Liposarkome bezieht Zeimen ein, beide
zeigen Wucherungen extrem pleomorpher Zellen, sik&u bizarrer Riesen-
zellen. Beide unterscheiden sich hinsichtlich ihiesrazellularen Lipid-
materials. Die erste, schlechter differenzierte nk;odie 5-10% der Lipo-
sarkome ausmacht, ist durch das weitgehende Fetdenmulti- oder uni-
vakuolaren Lipoblasten gekennzeichnet und macht Allgrenzung zum
malignen fibrosen Histiozytom fast unmadglich. Diweite Form besteht aus
zahlreichen unsystematisch angeordneten Riesenzelteirregular geformten

Kernen und multiplen, traubenférmig angeordnetepidviakuolen (pleo-



morphe Lipoblasten). Die Mitoserate ist im Vergheiku anderen Liposarkom-

typen extrem erhoHP

Das grof3te Problem in der histologischen DiagnaselLgbosarkome ist die
Identifikation der Lipoblasten. Besonders ihr eumiges Erkennen und ihre
Abgrenzung von anderen vakuolisierten Zellen inenekymalen Tumoren ist
von Bedeutung. Generell variieren Lipoblasten logtlich in GréRe und
Gestalt und kobnnen groRe Ausmalle erreichen mitipterlt Gestalt und
irregularen hyperchromatischen Kernen, kodnnen abach als Kkleine
eosinophile granulierte Zellen erscheinen. Betonerden muss, dass
vakuolisierte Zellen in den verschiedenen auch thiigtomatésen Sarkomen
sehr verbreitet sind, speziell in degenerierten diem oder solchen mit

eingelagerten Mucin oder Glycogéh.

Liposarkome gehdren zu der Ubergeordneten GruppeéiaEchteilgewebs-
tumoren. Zu den Weichteilgewebstumoren zéhlen mBchWHO-Definition
alle mesenchymalen Tumoren, die zwischen Skelédisysind Haut gelegen
sind, mit Ausnahme der Tumoren des lymphatischesteBys bzw. retikulo-
endothelialen Systems und des Stitzgewebes spez{@tgane. Sie kdnnen
vom Fettgewebe, fibrosen Bindegewebe, Muskelgewedpka) Gefal3system
und synovialen Gewebe ausgehen bzw. in diese Geypelmedifferenzieren;
die malignen Formen reprasentieren die verschiede&mkome (zu Lipo-
sarkomen siehe oben). Die malignen fibrésen Higtane sind die haufigsten
Sarkome mit primitiven mesenchymalen bzw. fibrotileen Zellen mit typisch
wirbeligem Zellmuster sowie Riesenzellen. Haufiggti eine primar multi-
fokale Ausbreitung vor. Das Leiomyosarkom ist eialigner Tumor mit Diffe-
renzierung der Zellen entsprechend der glatten Maskr. Das der Skelett-
muskelzelle entsprechende Sarkom ist das Rhabdamkgos. Es ist vor-
wiegend ein maligner Tumor des Kindes und jugeheiic Alters und zeigt
embryonale und alveolare Subtypen, die untersableglPrognosen aufweisen.
Das Fibrosarkom ist ein seltener Tumor mit bundetf§ geordneten fibro-
blastenahnlichen Zellen mit unterschiedlicher Kgdiabildung, Zellatypie und

mitotischer Aktivitat. Weiterhin zahlen zu den Wdigilsarkomen Angio-



sarkome, maligne periphere Nervenscheidentumoreurdgpitheliome und

synoviale Sarkomé

Da die Differenzierung zwischen Liposarkomen undegan Weichteiltumoren
bzw. die Differenzierung zwischen den Liposarkoretypoft schwierig ist,
benutzt man verschiedene Methoden zur Unterstutdendgdiagnosefindung.
Maoglichkeiten bieten unter anderem der DNA-Indexd uwtie immunhisto-
chemischen Bestimmungen von Proliferationsmarkarm Beispiel Ki-67 und
die Bestimmung von p53-Mutationefi oder die Bewertung mit Hilfe der
Silberfarbung fur die sogenannte ,nucleolus organizgion®, weiterhin die
Expression von Onkoproteinen, zum Beispiel p53,lye@protein und c-myc.
Zur Klassifizierung von Sarkomen eignen sich D#fezierungsmarker, zum
Beispiel Desmin und die glattmuskulare Isoform vAktin fir myogene
Sarkome (Leio- und Rhabdomyosarkom) und S100-Rrotéi neurogene
Sarkome (maligne periphere Nervenscheidentumottegen der einfachen
und schnellen Durchfihrung der immunhistochemischgestimmungen
kénnen diese Methoden zum Teil bereits als Routitegauchungen gelten.
Bei Liposarkomen kommt der Bestimmung von S100d#noeine gewisse
Wertigkeit zu, da diese in hochdifferenzierten Isprkomzellen und in Lipo-
blasten exprimiert wird®; allerdings ist es kein spezifischer Marker, sonde
wird auch, wie erwéhnt, in neurogenen Sarkomenneferin malignen
Melanomen sowie einer Reihe weiterer Tumoren naglegen'® *© Marker,
die fur lipogene Sarkome spezifisch sind, sind égen noch nicht eingefihrt

worden.

Anfang der 90er Jahre des 20. Jahrhunderts wurdex meue Proteine
entdeckt, die mit Lipidtropfen assoziieren. Adipdiphund Perilipin gehdren
zu einer Familie von Proteinen, die in enger Vetthimg mit der Peripherie von
Lipidvakuolen in verschiedenen Zelltypen stehen.ipaghilin, ein 52 kD
grof3es Protein, wurde zunéchst bezeichnet als gadiplifferentiation-related
protein“ (ADRP, jetzt ADFP genannt) und galt alster Marker der Adipo-
zytendifferenzierund® Nukleotidanalysen ergaben einen cDNA-Klon be-
stehend aus 1841 Nukleotiden, entsprechend 450 asaimerf> Adipophilin



konnte in spateren Untersuchungen in einer Vielzahl Zellen nachgewiesen
werden, zum Beispiel in verschiedenen Kulturzelladaktierendem Mamma-
gewebe, Sertoli-Zellen, Nebennierenrinde und amjesgihrend es in reifem

univakuolaren Fettgewebe fefitt.

Perilipin A, B und C (42-62 kD) zeigen eine Verwgsuhaft zu Adipophilin,
reflektieren aber eher die reife Fettzelle und seid cAMP abhangiges
Proteinkinasesubstrat. Die Isoformen A und B dedipia unterscheiden sich
in der Anzahl ihrer Aminosauren und der Anzahl deKinase-Sequenzefi.
Die Details im Aufbau Perilipin C sind noch relatmbekannt, Unterschiede
zu Perilipin A scheinen im N- und C- terminalen Endrzuliegerf? Perilipin
A wird sowohl in Adipozyten als auch in steroidalZellen gefundef! %%

Perilipin B nur in Adipozyten und Perilipin C nur steroidalen Zellef .2 33

In der frGhen Phase der Adipozytendifferenzierumgstehen Lipidtropfen,
manchmal noch eingehiillt in endoplasmatischem Rletik?® Nach
Braseaemle et al. (1997)kommt Adipophilin wahrscheinlich in allen lipid-
akkumulierenden Zellen vor. Wahrend der Differennig der Adipozyten
wird Adipophilin durch Perilipin als dominantes Rxim an der Oberflache der
Lipidtropfen ersetzt. Dieser Prozess dauert 3 Tagdieser Phase finden sich
beide Proteine gleichzeitig an einem Lipidtropfekdipophilin und Perilipin A
und B haben zwei sich gleichende Regionen. DasriNiale Ende von
Perilipin ahnelt dem des Adipophilfi.Analysen von Perilipin A ergaben 3
Regionen mit hydrophoben und 5 Abschnitte mit hptiten Eigenschaften.
Ahnlich verhalt es sich mit Adipophilin, welcheshgdrophobe und 3 hydro-
phile Areale aufweist?

Perilipin bedeckt mindestens 15-20% der Lipidtroyleerflache und erfullt
hier einige Funktionen. Es spielt eine Rolle in Hgndtropfenbiosynthese, es
stabilisiert die Vakuolen und schutzt vor der Lysa. Hormonelle Aktivierung
durch Adrenalin fihrt zur Phosphorylierung von RBan, dies fuhrt zu einer
Umverteilung an der Lipidoberflache und damit zusiMisierung von Triacyl-

glycerol. Perilipin spielt wahrscheinlich keine Rolin der Lipidtropfen-
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fusion?® Vielmehr fand man hier Ansitze im Zusammenhang deim
Intermediarfilamentenprotein VimenttAWahrend sich Perilipin aber direkt an
der Oberflache von Lipidtropfen findet, konnte Vimie nur in der un-
mittelbaren Umgebung der Lipidvakuolen ermittelt rden® In un-
differenzierten Adipozyten findet man ein ausgef@éd/imentinnetz, wahrend
sich in reifen Adipozyten die Vimentinfaseranzalgutich verringert. Dies
spielt moglicherweise eine Rolle in der Lipidvenseizung?® Die Expression
der beiden Proteine, Adipophilin und Perilipin wildrch das Vorhandensein
von Lipiden reguliert? Allerdings konnte experimentell eine Stimulatioer d
Adipophilinexpression mit Cyclooxygenasehemmer gaeliesen werdef?
Der Anteil des vorhandenen Adipophilin und Periligiteht in Zusammenhang
mit der vorhandenen mRNA und der Effizienz der Rdmen. Von der
vorhandenen mRNA kann nicht auf die Menge von sfiglerten Proteinen
geschlossen werden. Nach gegenwartigem Informatiand geht man davon
aus, dass Adipophilin und Perilipin direkt an dgtagolseite der entstandenen
Lipide gebildet werdef? Von Brasaemle et al., 199&vurde postuliert, dass
beide Proteine an freien Ribosomen synthetisierdere da man sie nicht am
endoplasmatischen Retikulum nachweisen konnte, heeldie Lipide syn-

thetisiert??

Die Aufgaben von Adipophilin und Perilipin sind romicht ganz Klar.
Angenommen wird, dass Adipophilin zur Entwicklungy d.ipidvakuolen bei-
tragt. Das nicht phosphorylierte Perilipin steliigggen eine Barriere dar, die
die Triacylglyceride vor intrazellularen Lipaserh&tzt und somit ein Inhibitor
der Lipolyse isf 2> 22 Experimentell wurde ermittelt, dass eine vermiteler
Perilipinexpression Voraussetzung fur eine indueieripolyse durch den
Tumornekrosefaktor-alpha i&. Die funktionelle Bedeutung von Perilipin
wurde in einem Knockout-Maus-Modell untersucht. réieohne Perilipin
konsumierten mehr Nahrung, hatten aber trotzdemaimales Kérpergewicht
mit einem geringeren Anteil an Fettgewebe und eiwmahme an Muskel-
masse?® Die Aktivitat der Lipolyse war extrem gesteigeghenso bestand die

Tendenz zur Entwicklung einer Glukoseintoleranz ueider peripheren
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InsulinresistenZ’ Die Akkumulation von Lipidtropfen in Nicht-Fettgweb

korreliert mit dem Grad der Insulinresistenz in demeiligen Geweb&®

Wang et al. (19995 untersuchten arteriosklerotische Lasionen auf édip
philin-mRNA-Expression. Diese Genexpression ist isaheinlich assoziiert
mit der Lipidakkumulation in den Schaumzellen. Daké@&nnte Adipophilin
eine Schlusselrolle in der Entwicklung von lipidfeen arteriosklerotischen
Lasionen spielen. In PCR- und Protein-Analysen ateriasklerotisch
veranderten Plagues von BlutgefaRen konnte sowatiigthh-mRNA als auch
das Perilipinprotein nachgewiesen werdeilach Faber et al. (2001} findet
sich eine Perilipinexpression vorwiegend in rugtgan Plaques, aber nicht in
stabilen Plaques, um Cholesterinansammlungen uné&cimaumzellen der
arteriosklerotischen Gefal3intima. In histologisetveranderten Gefaldwanden

konnte keine Perilipinexpression dokumentiert warde

Jedoch bleiben immer noch wichtige Fragen unbeatgtvéo weild man nicht,
ob das sich entfaltende Adipophilin der Promotar lfipidablagerungen ist
oder diese nur reflektiert. Ebenso kann man nurr (e Mechanismen
spekulieren, mit denen Adipophilin und Perilipin den Lipiden gelangen,
Uber deren Ummantelung und Uber die zeitliche Bea&ig zwischen Lipid-

vakuolenentstehung und den Erwerb ihres Proteiretsfft

Durch Pfeffer et al. wurde 1998 ein weiteres Protein entdeckt, das soge-
nannte TIP47 (tail-interacting protein; 47kD) oderch ppl7. Zu 40 % ist es
identisch mit Adipophilin. Es wurde als Transpoaotgin beschrieben, ein-
gebunden in die Beforderung von Mannose-6-phosRleaeptoren zwischen
Endosomen und Golgi-Apparat. Perilipin A, Adipojhiund TIP47 zeigen
eine starke Sequenzhomologie in ihrer N-termin&egion®* ?* Aufgrund der
Ahnlichkeit in der Gensequenz und der Genstrukéurddei Proteine kann man
von einem gemeinsamen Ursprungsgen ausgéhidipophilin und TIP47
stehen sich naher als Adipophilin und Perilipin.cNaden neuesten Er-
kenntnissen ist TIP47 ebenfalls ein lipidassoz®rProtein, das mit der Zu-

nahme der Lipidvakuolengrof3e in engem Zusammenbkgaiy. Im Gegensatz

12



zu Adipophilin und Perilipin steht es jedoch niahir in Verbindung mit
Lipidtropfen, sondern kann sowohl in Assoziatiort mpidtropfen als auch in
geloster Form vorkommen.Gefunden wurde es in Zytosolanteilen von Hela-
Zellen und MA 10 Leydig-Zellen im Kulturmedium. Dateigte sich, dass die
Gesamtmenge an TIP47 konstant blieb, aber bestiniv@egen von der
Zytosolfraktion in die Lipidvakuolenfraktion wechsé? Dies spielt eine Rolle

in der Lipidtropfenmobilitéat, z. B. zwischen endagiatischem Retikulum und

anderen Zellorganellen innerhalb der Zéfle.

Perilipin, Adipophilin und TIP 47 werden zu eineiinfamilie zusammen-
gefasst, der Familie der PAT-Proteine. Experiménkeinnte in neuesten
Untersuchungen gezeigt werden, dass sie sich én Funktion kompensieren
kénnen. Die Funktion von Perilipin konnte in Maudipazyten ohne Perilipin
durch Adipophilin tbernommen werden. Mausefibrotdasohne Adipophilin

zeigten eine kompensatorischer Expression von TAP Dieses Phanomen
reflektiert die Anpassungsfahigkeit der Zelle uhdei Mdglichkeit der Lipid-

speicherung® %

Die vorliegende Arbeit untersucht zunéachst das Wonken von Adipophilin,
Perilipin und TIP47 in verschiedenen Normalgewehen einigen patho-
logisch veranderten Geweben. Hauptanliegen deritArftejedoch, das Ver-
halten der genannten lipidassozierten Proteine éickiteiltumoren, speziell in
Liposarkomen, zu untersuchen. Zu diesem Zweck wunmieue spezifische
Antikorper, die in einer Kooperation mit dem Detmse Krebsforschungs-
zentrum Heidelberg (Dr. Hans Heid) erhalten und Zuwgihauch charakterisiert
wurden, hier erstmals systematisch an menschlichemorgewebe in immun-
histochemischer Methodik eingesetzt. Ziel ist aedorimationen Uber das
charakteristische Expressionsverhalten der Proteiden jeweiligen Geweben
zu erhalten. Weiterhin sollen mégliche Unterschiedéschen Liposarkomen
und anderen Weichteiltumoren bzw. zwischen denesen Liposarkomtypen
ermittelt werden. Die Fragestellung lautet, ob den Antikdrpern - einzeln
oder in Kombination - eine Abgrenzung der Liposankogegeniiber anderen

Weichteiltumoren bzw. eine Unterscheidung der \eestenen Liposarkom-
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typen maoglich ist. Abgesehen von den - nicht sefmsgiven und morpho-
logischen oft unbefriedigenden - histochemischettf&rtbungsmethoden, zum
Beispiel der Sudanrot-Farbung, stehen bislang raghe fir die lipogene
Differenzierung spezifischen Untersuchungsverfahreaur Verfiigung.

Spezifische Bestimmungen lipidassozierter Proteufeder Basis der Immun-
histochemie, die an Routine-Paraffinschnitten dgeétihrt werden kann und
auch die Morphologie sehr gut erhalt, kdnnten se kistopathologische
Diagnose von Weichteiltumoren und speziell von kg&omen wesentlich

unterstitzen oder erleichtern.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Schlittenmikrotom

Beheizbares Wasserbad

Magnetrihrgerat/Heizplatte

pH-Meter

Heidolph Vortexer

Mikrowellen-Ofen

Waage

Eppendorf Pipetten

Seguenza-Kassetten

Brutschrank

Mikroskope

Fotomikroskop

Scanner

Farb-Tintenstrahldrucker

Leica, Modell Jung SM 2000,
Leica Instruments GmbH, Nussloch
Typl1052, Fa. Geselldthafabor-
technik mbH, Burgwede
Typ RCT, Fa. IKA Ldechnik,
Staufen
CG 840, Fa. Schott-Gerate GmbH,
Hofheim
Reax 2000
Modell NN-E 558, Panasonic,
Winsbergring
Typ L 610-D, Fa. Sartorius GmbH,
Gottingen
Reference, Fa. Eppendotidet-
Hinz GmbH, Hamburg
Coverplates VE-25, Fa. $hand
37°C, Heraeus, Fa. H. Steiner & Co
Laboreinrichtung, Eiserfeld/Sieg
Labormikroskop, Fa. Zeiss, Ober-
kochen
Typ AH3, Fa. Olympus, Hamburg
Medion, MD 9458
Canon iP 4200
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2.1.2. Chemikalien

2.1.2.1. Anorganische Chemikalien
NaCl

KCI

NaOH 1N

NapHPO:2H,0

HCI 1N

KH2POy

CaCb

NaN;
Tri-Na-citrat-Dihydrat-Puffer
Kit Silber-Enhancement

Wasserstoffperoxid

2.1.2.2. Organische Chemikalien
Aceton

Athanol

Diaminobezidin (DAB)
Dimethylformamid
Eindeckmittel Entellan
Eindeckmittel Immunomount
Glutaraldehyd

Levamisol

Methanol

Mayer's Hamalaun
Naphthol-AS-Bl-phosphat
Neufuchsin

Poly-L-Lysin Lésung

Trizma Base
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Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstad

Fa. Amersham, England

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Sigma Chemicals, Stuisp USA
Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Shandon, Wiesbaden

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Sigma Chemicals, St. Louis, USA
Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Sigma Chemicals|.&tis, USA
Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Sigma Diagnostics

Fa. Sigma Chemicals, St. LouisAUS



Trypsin
Xylol
ABC Komplex (Avidin-Biotin,

Komponente A, Komponente B)

2.1.3. Sonstige Materialien

Filme: Agfapan 25 (schwarz-weil3)

Kodak Ektachrome 64T
(Farbfilm fir Diapositive)

2.1.4. Antikorper

2.1.4.1. Normalserum

Normales Pferdeserum

2.1.4.2. Priméare Antikorper

Adipophilin (AP 125)

Perilipin 2

TIP47
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Fa.Sigma Chemicals, St. Louis, USA

Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Vector, Burlingagm CA, USA

Agfa-Gevaert, eéruisen
Kodak, Stuttgart

Fa. Vector, Burlingame, G3A

Monoklonaler Maus-Antikap
(lgG1) gegen Adipophilin,
Dr. Hans Heid, DKFZ Heidelberg
Antikérper vom Meerschweinchen
gegen Perilipin A und B, Dr. Hans
Heid, DKFZ Heidelberg

Antikdrper vom Meerschweinchen
gegen TIP47, Dr. Hans Heid,
DKFZ Heidelberg



CD68 Monoklonaler Maus-Antikorper
(IgG3) gegen CD 68 (Makropha-
gen), DakoCytomation, Hamburg

2.1.4.3. Sekundare Antikorper

Biotinylierte Anti-Maus-IgG (H+L) Antikorper vorferd, Fa.

Antikorper Vector, Burlingame, CA,
USA

Biotinylierte Anti-Meerschweinchen- Antikorper valer Ziege Fa.

lgG Antikorker Antikorper, Vector,
Burlingame, CA, USA

Goldgekoppelter Anti-Maus IgG1 Goldprobenreagenz,

Antikorper gekoppelt mit 1nm
Goldpartikel, Fa. Amersham,
Freiburg

Alkalische Phosphatase-konjugierter Antikorper den Ziege,

Anti-Maus IgG3 Antikorper Caltag, Burlingame, CA,
USA

2.2. Methoden

2.2.1. Gewebeaufbereitung

In dem Zeitraum von 1980 bis 1999 wurden operattn@nmene Liposarkome
zur histologischen Untersuchung in die Pathologiacimstitute der Universitét
Marburg und der Universitat Halle-Wittenberg eirmsdt. Das eingesandte
Material wurde in 10 % Formalin, je nach GroRe #2Stunden fixiert. Formalin
ist ein Fixiermittel, das zur Polymerisation (Veineng) von Eiweildmolekilen

fuhrt. Es fixiert ohne starke Schrumpfung, hat leoxerende Eigenschaften und
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hartet das Gewebe ausreichend. Zahlreiche Enzynigasgn, alkalische
Phosphatase) bleiben in verdinntem Formalin al@irend kann sich die
Bildung von Formalinpigment auf nachfolgende Fadmm auswirken. Das
Formalinpigment entsteht aus der Verbindung vorgeiwmstenem Hamoglobin
und Formalin zu einem unregelmafig verteilten, @lbrvaunen, doppel-
brechenden Niederschlag. Nach der Fixierung dwetldas Material zur Ent-
wasserung eine aufsteigende Alkoholreihe, ansdié®rfolgte eine ein- bis
zweistiindige Toluol- oder Xylol-Behandlung. Das warbehandelte Material
wurde nun in flissiges Paraffin eingebettet. DieaRimblockchen besitzen eine
lange Haltbarkeit und lassen sich gut aufbewahren.

Ebenso wurde mit allen anderen Geweben verfahierindliese Untersuchung

mit einbezogen wurden.

2.2.2. Herstellung der Paraffinschnitte

Die ausgewahlten Blocke werden mit Hilfe eines Benimikrotoms bearbeitet.
Es werden von jedem ausgewahlten Fall 10 Schnidemn hergestellt. Die
Schnitte werden auf Objekttrager aufgebracht, diee mit einer Poly-L-Lysin-
Losung bestrichen wurden. AnschlieRend werden thiekitrager 1 Stunde lang
bei 60 °C im Brutschrank inkubiert. Nach diesen lBedungsschritten kann
man die Schnitte farben oder bei RaumtemperatuermagZur Diagnose-
sicherung wurde ein Schnitt mit HE gefarbt. Die wendete Farbemethode

befindet sich im Anhang.

2.2.3. ABC-Methode am Paraffinschnitt

Die gewonnenen Paraffinschnitte werden zunachgtaeafiniert. Dann erfolgt
30 min eine Blockierung der endogenen PeroxidaseliHO,. Die Schnitte
werden einem Citratpuffer in speziellen Plastikkiee der Mikrowellen-
behandlung fiir 3 mal 5 Minuten unterzogen. Danaetden die Schnitte in TBS

Puffer gespilt. Bei bestimmten primaren Antikorp€@D68) erfolgt statt der
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Mikrowellenbehandlung eine Enzymandauung mit 0,1 T®%psin (Trypsin-
ierung) bei 37 °C. Die Reaktion wird durch Spulem Agua dest. gestoppt. Die
weitere Bearbeitung der Schnitte erfolgt in Seqadfassetten, wo zunachst mit
PBS Puffer gespult wird. Danach wird das Normalsemaufgetragen und 20
Minuten inkubiert. Anschlieend wird der Primar&itper aufgetragen, ohne
das Normalserum zu entfernen. Inkubiert wird 1 8eutang bei 37 °C. Es wird
mit PBS Puffer gespilt und der Sekundarantikdrperl:100 Verdinnung in
PBS, wird aufgetragen. Nach 30 Minuten wird wiedat PBS gespult. Die
Schnitte werden daraufhin mit dem ABC-Komplex fOrNinuten inkubiert und
anschlieRend wieder gespdilt. Die Farbreaktion gtrfolit DAB in 5 Minuten.
Hierdurch ergibt sich eine charakteristische bral@bung an denjenigen
Strukturen, an denen der primare Antikdrper mizdsehen Epitopen reagiert
hat. Um die Gewebestruktur des Préaparates beinfaigehden Mikroskopieren
zu erkennen, wird der Schnitt mit Hamalaun gegeiref Fir einige Minuten
wird gewassert und mit Aqua dest. gespult. Die Sthwerden nun wieder mit
Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe entwasserd mit Entellan eingedeckt.

Die genauen Ansatze der einzelnen Puffer sind itmaAg aufgefuhrt.

2.2.4. Doppelfarbung mit Goldmarkierung und Alkeher Phosphatase

Die Paraffinschnitte werden in einer absteigendéwlolreihe entparaffiniert.
Danach erfolgt eine 30 minitige Blockierung deragehen Peroxidase. Je nach
Primarantikdrper schlief3t sich eine Mikrowellenbadiang in Citrat-Puffer oder
eine Enzymandauung mit 0,1 % Trypsin 15 Minutenglam. Die Schnitte
werden zur weiteren Bearbeitung mit Coverplates Sequenza-Kassetten
eingespannt. Es folgt nun das Auftragen des 1. &&ntikorpers (AP 125) und
die einstiindige Inkubation bei 37 °C im Brutschrafds schliel3t sich die
Goldmarkierung mit dem 1. Sekundarantikorper anvémiegenden Fall wurde
der goldgekoppelte Anti-Maus 1gG1 Antikdrper, 1:10@t PBS verdinnt, eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach SpuluitgPBS erfolgt das Auf-
tragen des 2. Primarantikdrpers (CD68). Nach es8tande bei 37 °C im Brut-
schrank wird mit PBS gespult. Der Schnitt wird nomt dem 2. Sekundar-
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antikorper versetzt. In diesem Fall wurden Alkdlisdhosphatase - konjugierte
Anti-Maus 1gG3 Antikorper, 1:50 in PBS verdunntrwendet. Die Inkubation
erfolgt bei Raumtemperatur eine Stunde lang. Wiederde mit PBS gespuilt
und mit gepuffertem Glutaraldehyd (2 % in PBS) tixadrt. Nach noch-
maligem Spulen erfolgt die farbige Darstellung geezifischen Bindung des 1.
und 2. Primarantikorpers Uber die jeweilige farblMarkierung des Sekundar-
antikorpers. Der 1. Primarantikérper wird durch eeiBilberverstarkung der
kolloidalen Goldpartikel 15 Minuten lang bei 22 ¥€hwarz angefarbt. Nach
einer Spulung mit PBS erfolgt die Entwicklung ddkalischen Phosphatase des
2. Sekundarantikorpers mit Neufuchsin und Naph#&®iBl-phosphat 30
Minuten lang bei 37 °C zu einem roten FarbstoffsémlieRend wird mit Aqua
dest. grindlich gespult. Die Gegenfarbung erfolgtMayer's Hamalaun (1:5 in
Aqua dest. verdiunnt) und Blauen in Leitungswas&sngedeckt wird mit
Immunomount, einem wassrigen Eindeckmittel.

Die Ansatze der verwendeten Puffer finden sich infn&@ng.

2.2.5. Mikroskopieren und Fotografieren

Die hergestellten Praparate werden mit einem Lidtvyekop der Firma Zeiss
mikroskopiert. Es werden die Objektive 4, 10, 25 di® benutzt. So kann man
sich einerseits einen Gesamtiuberblick verschafiedererseits jede Zelle genau

beurteilen.

Die fotografische Dokumentation erfolgt mit Hilfeines Fotomikroskops
Olympus AH3. Die Aufnahmen werden Uberwiegend netr @bjektivver-

groRerung 20 und der nachvergro3erten Fotolinse Hergestellt. Die Farb-
diapositive wurden entwickelt und mit einem Medi®ocanner gescannt, Bild-
dateien wurden generiert und Uber einen HighscRE&mmittels eines Tinten-

stahldruckers Farbausdrucke hergestellt.
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2.2.6. Auswertung der immunhistochemischen Prégara

Immunhistochemisch untersucht wurden 87 Liposarkoaws dem Patho-
logischen Institut Marburg und 16 nicht-lipomatd&eichteilsarkome aus dem
Pathologischen Institut Halle-Wittenberg. Der higtthologische Befund des
jeweiligen Praparates war bekannt. Die Gruppe értsipomatdsen Weichteil-
sarkome beinhaltet Fibrosarkome, maligne fibrosstibliytome, Rhabdomyo-
sarkome und Leiomyosarkome. Unterteilt wurden dposarkome in die 5 Sub-
typen, myxoide, rundzellige, hochdifferenzierte,differenzierte und pleo-
morphe Liposarkome. In dem Subtyp der myxoiden &gshome wurde eine
zusatzliche Unterteilung in rein myxoide und in gsrht myxoid-rundzellige
Liposarkome vorgenommen, die im Ergebnisteil abeind Bertcksichtigung
fand. Ebenfalls wurden die hochdifferenzierten lsgdome unterteilt in lipom-
ahnlich und sklerosierende Liposarkome, zu denamiem Unterpunkt Stellung
genommen wurde. In der Auswertung wurden die eirezeMalignitatsgrade G1
bis G3 nicht systematisch berlcksichtigt, da detedung in die Subtypen die
grofdte Bedeutung zukommt. Es wurde ebenfalls riehiicksichtigt, ob es sich
bei den Praparaten um einen Primé&rtumor, ein Reader eine Metastase

handelte.

Die Analyse der Normalgewebe und der pathologisehanderten Gewebe

erfolgte nach dem Kriterium einer positiven Reaktiio spezifischen Zellen.

Die immunhistochemische Auswertung der Sarkomelgtgoanhand mehrerer
definierter Parameter, die in tabellarischer Fotmaznmengestellt wurden. Das
Vorkommen des jeweiligen Antikérpers wurde in Foder Haufigkeit festge-
halten. Es wurden 5 Intervalle aufgestellt. Einategs Ergebnis erhielt die Zif-
fer 0. Die positiven Ergebnisse unterteilen sich iBereiche. Die Ziffer 1 wurde
fur 0,1 bis 5 % positive Tumorzellen im Praparatwendet. 5,1 bis 50 % posi-
tiver Zellen erhielt die Ziffer 2, 50,1 bis 80 %edZiffer 3 und 80,1 bis 100 %
dargestellter Zellen die Ziffer 4. Die jeweilige ttkeit der positiven Zellen
wurde geschatzt. Dabei wurden nur vitale Tumorlsesibericksichtigt und

regressive oder nekrotisch veranderte Anteile actdessen. Ebenso wurde die
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Farbeintensitat nicht mit in die Auswertung einlgeao. Ein weiteres Kriterium
der Auswertung war die Verteilung der positiv reagnden Tumorzellen im
Praparat, es wurde unterschieden zwischen fokalérhomogener Verteilung.
Das Zutreffen des jeweiligen Zustandes ergab dierZL, traf der Zustand nicht

zu, wurde die Ziffer 0 vergeben.

Berucksichtigt wurde auch die Zellform der jeweglig dargestellten Zellen.
Unterschieden wurde zwischen kugeligen und spiddeifjen Zellen. Traf eine
Zellform nicht zu, ergab das die Ziffer 0. Waremeeioder beide Zellformen
vorhanden, wurde nach seltenem (Ziffer 1) und fogufi (Ziffer 2) Vorkommen

der Zellen im Praparat differenziert.

Um das morphologischen Bild der Farbung zu erfagsaemnden die Vakuolen-
groRe und die Vakuolenzahl bestimmt. Die Vakuolemd&n in 3 verschiedene
GroRRen eingeteilt. GroRe Vakuolen galten als soletenn sie einen Durch-
messer > 7,5m (Vergleichsgrof3e: Erythrozyt) hatten. Kleine Valan sollten
< 7,5€§M sein, aber noch ein sichtbares Lumen aufweisariii2r hinaus
wurden mikrovakuolare Einschliisse abgegrenzt, diegen so klein, dass man
kein sichtbares Lumen mehr erkennen konnte. Daskdvomen der ver-
schiedenen Vakuolengro3en wurde mit Ziffern dokumeetn O fir nicht vor-
handen, 1 fur geringes und 2 fur haufiges Vorkomnee Kategorie Vakuolen-
zahl beinhaltet mono- und plurivakuolare Zellenllete mit einer Vakuole
(unabhangig von der GroRe) galten als monovakuoh@r mit mehr als einer
Vakuole als plurivakuolar. Dokumentiert wurden degebnisse mit dem be-
kannten Ziffernsystem, 0 fur nicht zutreffend, 1 §eringes und 2 fir haufiges
Vorkommen. Auch diese Auswertungsergebnisse wudlenh Schatzung er-

mittelt.

Alle ermittelten Ergebnisse wurden zweimal kontestl und durch Frau I.
Riedel (Assistenzarztin des Institutes fur Pathieldgarburg) tberprift, und in
zahlreichen (insbesondere auch den unklaren) Falemle Professor Dr. R.
Moll, Leiter des Institutes fur Pathologie, Univégis Marburg bei der

mikroskopischen Auswertung hinzugezogen. Die imebBrgsteil aufgefihrten
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Tabellen sind eine Zusammenfassung der ermitt®tdmdaten. Die ausfuhrliche

tabellarische Auswertung findet sich im Anhang.

In der Auswertung der Ergebnisse wurden vorrangigrtVauf die Kriterien
Haufigkeit, Vakuolengréf3e und Vakuolenzahl geléds Kriterium zur Diffe-
renzierung gilt die Haufigkeit der dargestellterl@® Dabei wird angenommen,
dass ein relevanter Unterschied ermittelt werdennk@n den Bereichen

.negativ’, ,weniger als 50 %" und ,mehr als 50 %rgestellter Zellen®.

2.2.7. Statistische Methoden

Das Vorkommen der jeweiligen Antikdrper wurden istegch untersucht mit
Hilfe des Kruskal-Wallis Test und teilweise ergamtemit dem Normalen
Score-Test? Die Berechnungen erfolgten freundlicherweise dutern Dr. G.

Himmelmann, Mitarbeiter des Institutes fur Mediziche Biometrie, Universitat

Marburg.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der Adipophilinfarbung

3.1.1. Vorkommen in Normalgeweben und patholdyiseranderten Geweben

In die immunhistochemische Untersuchung von humaNemmalgewebe wurden
folgende Gewebearten mit einbezogen: Haut, Sam&smblaktierendes Mamma-
drisengewebe, Nebenniere, Hoden, Leber, Plazentagdwebe, reifes Fettge-
webe, braunes Fettgewebe, Skelettmuskulatur uncemiewebe (Tabelle 1). Im
Hautpréparat fanden sich in der Basalschicht detefmis und der auf3eren Haar-
wurzelscheide fur Adipophilin positive basale bzverinuklear gelegene Mikro-
vakuolen. Die Sebozyten der Talgdriisen wurden liEgenstark angefarbt, das
Zytoplasma war ausgefullt mit kleinen Vakuolen ukikrovakuolen. Dagegen
waren die ekkrinen Schwei3driisen negativ, ebens® aagrenzende reife
subkutane Fettgewebe (Abb. 1A). Die Untersuchung bleaunen Fettgewebes
ergab winzige positive Vesikel in einigen Zellen.m | laktierenden
Mammadriusengewebe wurden positive mikrovakuolamsdhliisse im apikalen
Teil des Zytoplasmas der sekretorischen Azinuszetlekumentiert. Die nicht
sekretorischen Epithelzellen des duktalen Systearemnegativ. Unerwartet zeigte
sich im reifen Fettgewebe der Brust eine relativks positive Adipophilinreaktion
in Form von grofRen und kleinen Vakuolen. In derbkag der Nebennierenrinde
wurde eine starke, aber ziemlich heterogene Zysopdalarstellung in den meisten
Zellen der Zona fasciculata ermittelt. Die Zellear @ona glomerulosa stellten sich
weniger deutlich dar. Das Nebennierenmark war eitigenegativ (Abb. 1B). Die
Analyse von humanem Hodengewebe ergab eine stagke$sion in den tubuléren
Sertoli-Zellen, in Form von Zytoplasmavakuolen umékrovakuolaren Vesikeln.
Uberraschenderweise zeigten die interstitiellendigeZellen nur eine geringe Ex-
pression. In der normalen Samenblase stellte sashEpithel Uberwiegend basal
sehr kréftig dar. Im Hirngewebe konnte kein Adipiipkpositives Ergebnis er-

hoben werden. Heterogene mikrovakuolare Einschiissden in den Hepatozyten
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der Leber, der Skelettmuskulatur und in den Nierenli dokumentiert. Die Unter-
suchung einer Plazenta ergab eine Adipophilinespgsasn dem Amnionepithel.

In die immunhistochemische Analyse von pathologisaéranderten, nicht-
tumordésen Geweben wurden arteriosklerotisch verémd&efalle, entzindete
Rektumschleimhaut, hyperplastische Nebenschildduiissemehrere Praparate mit
xanthogranulomattser Cholezystitis einbezogen (l&aldg. In der Untersuchung
der hochgradig arteriosklerotischen Arterien faiwh ®ine starke Expression von
Adipophilin in der pathologisch verbreiterten Ininder Gefalwand. Das morpho-
logische Bild bestand vorwiegend aus kleinen unkrovakuolaren Einschlissen
im Zytoplasma der fibroblastéaren Intimazellen. &r thtima eingelagerte Schaum-
zellen waren ebenfalls positiv dargestellt. In Aelipophilinfarbung der Rektum-
schleimhaut mit Muziphagen, als Zeichen einer ahgehen Entzindung, konnten
in diesen Zellen positive mikrovakuolare Einsch&istokumentiert werden. Sie
waren im Bereich der Schleimhautoberflache positivgder Basis dagegen negativ.
Das Darmepithel zeigte wiederum eine positive lgaBarbung. In der Analyse der
hyperplastischen Nebenschilddrise mit regelreddtechmischung von hellen und
oxyphilen Zellen und wenig Fettgewebe fanden sietinge Mengen von mikro-
vakuolaren Adipophilin-positiven Vesikeln in dendekrinen Zellen. In den Préa-
paraten mit xanthogranulomattser Cholezystitis konein einheitliches Bild
dokumentiert werden. Fast alle Makrophagen, sovebélkleinen, als auch die

Schaumzellen waren durchgehend positiv (Abb. 2A).

Untersucht wurde ferner ein Talgdrisenkarzinom emer starken Expression in

den tumords veranderten Drusen (Abb. 2B) (Tabglle 1

.t" \ “9
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Abbildung 1: Bild A: Reifes Fettgewebe zeigt keine Adlpophlllnreaktlon

Bild B: Eine ausgepréagte Adipophilinreaktion in allen Biehierenrindenzellen.
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Abbildung 2: Bild A: Xanthogranulomattse Cholezystitis mit einer delkén
Adipophilinreaktion besonders in SchaumzellBild B: Talgdrisenkarzinom mit

einer stark positiven Adipophilinreaktion in deniBenzellen.

Positive Adipophilinreaktion Negative Adipophilinreaktion
Braunes Fettgewebe Subkutanes Fettgewebe
Fettgewebe der Mamma Schweil3driisen
Epidermis, Wurzelscheide, Talgdriisen der Duktale Epithelzellen laktierender Mamma
Haut
Talgdrisenkarzinom Nebennierenmark
Azinuszellen der laktierenden Mamma Hirn

Nebennierenrinde

Leber (Hepatozyten)

Nierentubuli

Rektumschleimhaut mit Muziphagen

Darmepithel

Nebenschilddriise

Amnionepithel der Plazenta

Samenblasenepithel

Sertoli-Zellen

Leydig-Zellen

Skelettmuskulatur

Arteriosklerotisch veranderte GefalSintima

Makrophagen und Schaumzellen

Tabelle 1: Adipophilinreaktion in Normalgeweben und pathologisch ver-

anderten Geweben

3.1.2. Vorkommen in Liposarkomen und nicht-liponsaié Weichteiltumoren
Das Vorkommen von Adipophilin wurde in 87 Fallen b6& Patienten von Lipo-
sarkomen und in 16 Fallen bei ebenso vielen Patembit nicht-lipomatésen
Weichteilsarkomen untersucht (Diagramm 1). In dewtedsuchung der Lipo-

sarkome ergab sich in 58 Fallen (66 %) ein postikzegebnis mit 0,1 bis 50 %
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dargestellter Zellen. Die nicht-lipomatésen Weidbtgkome zeigten in 13 Féllen
(81 %) ein positives Farbeergebnis in diesem Blréidipophilin-positive Zellen,

die mehr als 50 % aller Tumorzellen einnahmen, warei 24 Fallen (28 %) der
Liposarkomen und bei den nicht-lipomatésen Weitsaekomen in 1 Fall (6 %) zu
finden. Ein negatives Ergebnis wurde in 5 Falle®dp6der Liposarkome und in 2

Féllen (13 %) der nicht-lipomatdésen Weichteiltunroeemittelt.

Vorkommen von Adipophilin

w
o

N
(&)

N
o

Fallzahl
=
o

=
o

ol
|

0

negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%

Haufigkeit
- Liposarkome

- nicht-lipomatése Weichteiltumore

negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% | 80,1-100%

Liposarkome n=87 5 (6%) 29 (33%) 29 (33%) 14 (16%) 10 (12%)

nicht-lipomatdse

] . 2 (13%) 5 (31%) 8 (50%) 1 (6%) 0
Weichteiltumoren n=16

Diagramm 1: Vorkommen von Adipophilin in Liposarkomen und nicht-

lipomatdsen Weichteiltumoren

Die statistische Auswertung durch das InstitutMi@dizinische Biometrie ergab:

KRUSKAL-WALLIS TEST
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 3.815

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadratt®ilung mit 1 df)
Pr { Statistik .GE. 3.815}=  0.0508

Exakter p-Wert und Punktwahrscheinlichkeit:
Pr { Statistik .GE. 3.815}=  0.0569
Pr { Statistik .EQ. 3.815}=  0.0136
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Ergebnis: Bei einem vorab festgesetzten Fehler 1. Art vphak 0.05 lasst
sich kein Unterschied sichern. Zur Erganzung wisd\odell eine
unwahrscheinliche Normalverteilung bei den zugruiretgenden
Beurteilungsdaten angenommen; es ergibt sich dgesrfide Ergebnis:

NORMALER SCORE TEST
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 3.755

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadratt®ilung mitl df)
Pr { Statistik .GE. 3.755}=  0.0527

Exakter p-Wert und Punktwahrscheinlichkeit:
Pr { Statistik .GE. 3.755}=  0.0688
Pr { Statistik .EQ. 3.755}=  0.0136

Ergebnis: Bei einem vorab festgesetzten Fehler 1. Art vphak 0.05 lasst
sich kein Unterschied zwischen Liposarkomen unttdipomatdsen
Weichteiltumoren sichern.

Histologisch klassifiziert man die Liposarkome inyaide, rundzellige, hoch-
differenzierte, dedifferenzierte und pleomorphedsarkome. Immunhistochemisch
wurden 44 myxoide, 3 rundzellige, 20 hochdifferenta, 4 dedifferenzierte und 16

pleomorphe Liposarkome untersucht (Diagramm 2).

In der Adipophilinfarbung der myxoiden Liposarkomegte sich, dass in 23 Fallen
(53 %) mehr als 50 % der Zellen im Praparat posviaven (Abb. 3A-D). Weniger

als 50 % positiver Zellen fanden sich in 16 Prajesrd36 %). 5 Falle (11 %) der
myxoiden Liposarkome zeigten ein negatives Farlsdsmg. Die rundzelligen Lipo-

sarkome zeigten ein anderes Farbeverhalten miggriausgepragter Adipophilin-
expression, bei allerdings kleiner Fallzahl von nkB82 Fallen (67 %) waren bis
5% der Zellen positiv und ein Fall (33 %) zeigte hu 50 % dargestellter Zellen
(Abb. 3E). Kein Préparat zeigte ein negatives Emngebder mehr als 50 % positive
Zellen. Ahnlich verhielt es sich mit den hochdiéfazierten Liposarkomen. Alle
untersuchten 20 Falle waren Adipophilin-positiv,bgoin 12 Praparaten (60 %) bis
zu 5 % der Zellen dargestellt waren und in 8 Falienzu 50 % der Zellen positiv
erschienen (Abb. 3F). In der Analyse der Ergebntdsededifferenzierten Lipo-

sarkome konnte ein Fall (25 %) mit bis zu 5 % pesitZellen und 3 Falle mit bis

zu 50 % dargestellter Zellen dokumentiert werdere Dntersuchung der pleo-

morphen Liposarkome ergab in 15 Fallen (94 %) édgophilindarstellung mit
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bis zu 50 % positiver Zellen, in einem Fall (6 %@ren mehr als 50 % der Zellen

dargestellt (Abb. 3G, H). Kein Fall war negativ.

Vorkommen von Adipophilin
14
12 1 ]
10 1
=5 |
g 1
S 6
. i
, ,
0 i } }
negativ 01-5% 51-50% 50,1 - 80 % 80,1 - 100 %
Haufigkeit
I:I myxoide Ls - rundzellige Ls - hochdifferenzierte Ls
|:| dedifferenzierte Ls - pleomorphe Ls
negativ 0,1-5% 5,1-50% | 50,1-80% | 80,1-100%
myxoide Ls n=44 | 5 (11%) 7 (16%) 9 (20%) 13 (30%) | 10 (23%)
rundzellige Ls n=3 0 2 (67%) 1 (33%) 0 0
hochdiff. Ls n=20 0 12 (60%) 8 (40%) 0 0
dedifferenzierte Ls n=4 0 1 (25%) 3 (75%) 0 0
pleomorphe Ls n=16 0 7 (44%) 8 (50%) 1 (6%) 0

Diagramm 2: Vorkommen von Adipophilin in Liposarkomen Ls=Liposarkome

In der statistischen Analyse ergab sich:

KRUSKAL-WALLIS TEST [Die 5 Reihen zeigen eine idesthe Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 14.41

Asymptotischer p-Wert: (basiert auf Chi-Quadrattedung mit 4 df)
Pr { Statistic .GE. 14.41}=  0.0061

Monte Carlo Schatzung des p-Wertes:
Pr { Statistik .GE. 14.41}=  0.0035
99,00 % Konfidenzintervall = 0.0020, 0.0050)

Ergebnis: Es ergab sich ein Unterschied zwischen den eiamdliposarkomtypen.
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Abbildung 3: Bild A-D: Myxoide Liposarkome mit einer positiven Adipophil
reaktion in mehr als 50 % der Tumorzellen mit vewénd mikrovakuolaren Ein-
schlissenBild E: Rundzelliges Liposarkom mit bis zu 50 % Adipopfhipositiven

Tumorzellen, mit mikrovakuoléaren EinschlissBild F: Hochdifferenziertes Lipo-
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sarkom mit einer positiven Adipophilinreaktion imstzu 50 % der Tumorzellen,
mit vorwiegend kleinen und grof3en Vakuolen. Mancbéa die Adipophilin-posi-
tiven plurivakuolaren LipoblasterBild G: Pleomorphes Liposarkom, mit kleinen
und grof3en Adipophilin-positiven Vakuoldsild H: Pleomorphes Liposarkom, mit
vorwiegend mikrovakuolaren Einschlissen und vesdinkleinen Vakuolen, die
mit Adipophilin dargestellt wurden. In der Mitte gieBildes findet sich eine
normale, von Tumorgewebe umschlossene Fettzebleehlienfalls mit Adipophilin

positiv reagiert.

Vorkommen von Adipophilin

S

Fallzahl
w
i

0 1 i i 1
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80%
Haufigkeit

|:| lipom-&hnlich - sklerosierend

80,1-100%

negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% | 80,1-100%
lipom-ahnlich n=8 0 5 (62%) 3 (37%) 0 0
sklerosierend n=12 0 7 (58%) 5 (42%) 0 0

Diagramm 3: Vorkommen von Adipophilin in lipom-&hnlichen und

sklerosierenden hochdifferenzierten Liposarkomen

Man kann die Gruppe der hochdifferenzierten Lipkgare unterteilen in die
lipom-ahnliche Form, die einem gutartigen Lipomrs&hnlich ist und die sklero-
sierende Form, die ein ungeordneteres morphologgs&ild zeigt. Immunhisto-
chemisch wurden 8 hochdifferenzierte lipom-ahnlichl 12 hochdifferenzierte
sklerosierende Liposarkome untersucht. Alle Prapargigen ein positives Er-

gebnis im Intervall bis 50 % dargestellter Zell®er Haufigkeitsgipfel flr beide
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Untergruppen lag im Bereich bis zu 5 % positivellede Das Farbeverhalten der

beiden Untergruppen fur Adipophilin war somit abhl{Diagramm 3).

In die immunhistochemische Untersuchung der nigurhatosen Weichteil-
sarkome wurden 6 maligne fibrése Histiozytome, Brésarkome, 4 Rhabdomyo-
sarkome und ein Leiomyosarkom einbezogen. Das Brgeler malignen fibrosen
Histiozytome konnte flr alle 6 Falle im Bereich voyfi % bis zu 50 % positiver
Zellen festgehalten werden. In der Untersuchung-d@osarkome ergab sich, dass
in 3 Fallen (60 %) bis zu 50 % der Zellen positiaren, in 2 Fallen (40 %) war das
Farbeergebnis negativ. Die Analyse der Rhabdomkosse zeigte in 3 Praparaten
(75 %) positive Zellen bis 50 % des Schnittes umetinem Fall mehr als 50 %
positiver Zellen. In der Farbung des Leiomyosarkamagen bis 50 % der Zellen

mit Adipophilin positiv dargestellt (Diagramm 4).

Vorkommen von Adipophilin
4
3
=
P!
&
1
0 t t t
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
|:| Fibrosarkome |:| Rhabdomyosarkome
- MFH - Leiomyosarkom
negativ 0,1-5% | 5,1-50% | 50,1-80% | 80,1-100%
Fibrosarkome n=5 | 2(40%) |1 (20%) | 2 (40%) 0 0
Rhabdomyosarkome n=4 0 0 3(75%) | 1 (25%) 0
MFH n=6 0 3 (50%) | 3 (50%) 0 0
Leiomyosarkom n=1 0 1 (100%) 0 0 0

Diagramm 4: Vorkommen von Adipophilin in nicht-lipo matésen Weichteil-

sarkomen MFH= Maligne fibrése Histiozytome
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Ermittelte Ergebnisse der statistischen Untersughun

KRUSKAL-WALLIS TEST [Die 4 Reihen zeigen eine idesthe Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 5.071

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadratt®ilung mit 3 df)
Pr { Statistik .GE. 5071}= 0466

Ergebnis: Die untersuchten Entitaten der nicht-lipomatdsezidMeilsarkome
zeigen keine signifikanten Unterschiede zueingrdles kann mit der geringen
Fallzahl zusammenhangen

Abbildung 4: Bild A: Rhabdomyosarkom mit einem Adipophilinvorkommen in
mehr als 50 % der Zellen mit mikrovakuolaren Eigssen und kleinen Vakuolen.
Bild B: Fibrosarkom mit winzigen mikrovakuolaren Einsclsks in bis zu 50 %
der Tumorzellen (Pfeile)Bild C:. Malignes fibréses Histiozytom mit mikro-
vakuolaren Einschlissen in bis zu 5 % der TumaerelPfeile).Bild D: Leiomyo-
sarkom mit bis zu 5 % Adipophilin-positiver Tumoltea mit mikrovakuolaren

Einschliussen (Pfeil).
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3.1.3. Das morphologische Bild der Adipophilinfamigun Liposarkomen und

nicht-lipomatdsen Weichteiltumoren

Die Beschreibung des morphologischen Bildes erolgit Hilfe der Vakuolen-

groRe und der Vakuolenzahl in den Adipophilin-pgsit Praparaten. Je nach
Differenzierungsgrad der einzelnen Tumoren untensiedm sich auch der
Differenzierungsgrad der Lipoblasten und damit @Giel3e und die Anzahl der

enthaltenen Lipidvakuolen.

3.1.3.1. VakuolengréiRe in der Adipophilinfarbung

Es wurden 7 verschiedene Kategorien mit Bezug suf>d63e der in den Tumor-

zellen vorhandenen Adipophilin-positiven Vakuolestellt:

1. Tumorgewebe mit Zellen, die nur grof3e Vakuolen &iteh,

2. Tumorgewebe, in denen Zellen mit grol3en Vakuoled dellen mit kleinen
Vakuolen vorhanden waren,

3. Tumorzellen mit grol3en Vakuolen und Tumorzellen mmikrovakuolaren
Einschlissen,

4. Tumorzellen mit grof3en Vakuolen, Tumorzellen mieikkn Vakuolen und
Tumorzellen mit mikrovakuoléaren Einschlissen,

5. nur Tumorzellen mit kleinen Vakuolen,

6. Tumorzellen mit kleinen Vakuolen und Tumorzellent rmikrovakuolaren
Einschlissen und

7. nur Tumorzellen mit mikrovakuolaren Einschliissen.

Die Auswertung (Tabelle 2) ergab, dass sich mitpaghilin in Liposarkomen alle
VakuolengroRen darstellen, wobei die Uberwiegenéérkkit Tumorgeweben ent-
sprach, in denen Zellen mit grof3en Vakuolen nebate@ mit kleinen Vakuolen,
als auch Zellen mit mikrovakuolaren Einschlissernanden waren (Kategorie 4).
Dabei schlossen die Tumorzellen der Kategorie Lighdypische Lipoblasten ein.
So konnten in den Praparaten der myxoiden Liposaekan 23 Fallen alle drei

VakuolengréfRen dokumentiert werden (Kategorie 4lat/ viele Praparate (11
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Falle) konnten in der Kategorie mit kleinen Vakuoleind mikrovakuolaren
Einschliissen in den Tumorzellen (Kategorie 6) stfagerden. In der Gruppe der
hochdifferenzierten Liposarkome wurden 8 Praparaie allen Vakuolengré3en
ermittelt (Kategorie 4), aber auch 7 Praparatermitgrof3en Lipidvakuolen (Kate-
gorie 1). Die dedifferenzierten Liposarkome zeigte Praparaten alle Vakuolen-
groRen (Kategorie 4). In den 16 positiven pleomerphiposarkomen enthielten
die Halfte der Falle groRe und kleine Vakuolen somikrovakuolare Einschliisse
(Kategorie 4). In 6 Praparaten konnten kleine Véduaind mikrovakuolare Ein-
schlisse dokumentiert werden (Kategorie 6). Digo&hdte der rundzelligen Lipo-
sarkome verteilten sich auf 3 Kategorien, 1 Fall atien Vakuolengrof3en (Kate-
gorie 4), 1 Fall mit grof3en Vakuolen und mikrovakmen Adipophilin-positiven
Einschlissen (Kategorie 3) und 1 Fall mit nur mieakuolaren Einschlissen
(Kategorie 7) in den Tumorzellen. Préaparate miteZeldie nur kleine Adipophilin-

positive Vakuolen enthielten, konnten nicht dokutrerhwerden.

In der Untersuchung der nicht-lipomatésen Weictumibren zeigte sich, dass in
der Uberwiegenden Mehrheit kleine und mikrovakuel&inschlisse Uberwogen
(Kategorie 6). Aus der Tabelle 2 geht hervor, dhsKategorien 1, 2, 3 und 4 aus-
schlie3lich in Liposarkomen, nicht aber in niclpelmatésen Weichteiltumoren be-

obachtet werden konnten.

Kat.l | Kat.2 | Kat.3 | Kat.4 | Kat.5 | Kat.6 | Kat.7
myxoide Ls n=39 2 23 11 3
rundzellige Ls n=3 1 1 1
hochdifferenzierte Ls n=20 7 3 1 8 1
dedifferenzierte Ls n= 3 1
pleomorphe Ls n=16 1 1 8 6
MFH n=6 5 1
Rhabdomyosarkome n=4 4
Fibrosarkome n=5 3
Leiomyosarkome n=1 1

Tabelle 2: Vakuolengré3e in der Adipophilinfarbung

Ls=Liposarkome, MFH=Maligne fibrése HistiozytomeatKategorie, 1=nur grof3e, 2=grofRe und kleine,
3=grofRe und mikrovakuolare Einschliusse, 4=groflieinél und mikrovakuolére Einschliisse, 5=nur kleine,
6=kleine und mikrovakuolare Einschliisse, 7=nur owkkuolare Einschliisse
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3.1.3.2. Vakuolenzahl in der Adipophilinfarbung

In der Auswertung der Vakuolenzahl wurden 3 Kategoaufgestellt: 1. Praparate
mit nur monovakuolaren Zellen, 2. mit nur plurivakiren Zellen und 3. Praparate
mit mono- und plurivakuoléaren Zellen (Tabelle 3)erlKategorie mit nur mono-
vakuolaren Zellen konnten 7 hochdifferenzierte kigmkome zugeordnet werden
(Kategorie 1). Keine andere Untergruppe enthiefipBrate mit diesem morpho-
logischen Bild. In der Gruppe der myxoiden Liposarie zeigten die meisten Falle
sowohl monovakuolare als auch plurivakuolare Ze{leategorie 3). Bei den hoch-
differenzierten Liposarkomen uberwogen ebenfalls Eraparate mit mono- und
pulrivakoularen Zellen (Kategorie 3). Gleich vidtedparate mit mono- und pluri-
vakuolaren Zellen und mit nur plurivakuolaren Zelleanden sich in der Aus-
wertung der dedifferenzierten Liposarkome (Kateg@;j 3). In der Untersuchung
der pleomorphen Liposarkome konnten mehr Praparatenur plurivakuolaren

Zellen dokumentiert werden (Kategorie 2). Die rugltigen Liposarkome zeigten

vorwiegend mono- und plurivakuoléare Zellen (Kateg@).

Die Analyse der nicht-lipomatdosen Weichteiltumoexgab kein Praparat mit nur
monovakuolaren Zellen. Dagegen Uberwogen bei deligmea fibrosen Histio-

zytomen, den Rhabdomyosarkomen und den LeiomyosekdPraparate mit nur
plurivakuolaren Zellen (Kategorie 2). Allein die bFosarkome wiesen in allen

positiven Praparaten mono- und plurivakuolare zedlef (Kategorie 3).

Kat.l | Kat.2 | Kat.3

myxoide Ls n=39 17 22
rundzellige Ls n=3 1 2
hochdifferenzierte Ls n=20 7 1 12
dedifferenzierte Ls n=4 2 2
pleomorphe Ls n=16 10 6
MFH n=6 1
Rhabdomyosarkome n=4 3 1
Fibrosarkome n=5 3
Leiomyosarkome n=1 1

Tabelle 3: Vakuolenzahl in der Adipophilinfarbung
Ls=Liposarkome, MFH=Maligne fibrose HistiozytomeatKategorie, 1=nur monovakuolar,
2=nur plurivakuol&r, 3=mono- und plurivakuolare &ihliisse
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3.1.4. Ergebnis der Doppelfarbung mit Adipophilin und dsfakrophagenanti-

korper CD68 in Liposarkomen

Alle Liposarkome und nicht-lipomatésen Weichteikkane wurden mit dem
Makrophagenantikorper CD68 untersucht, um die imwé&® vorhandenen
Makrophagen zu identifizieren. In der Auswertungyieesich eine hohe Dichte von
Makrophagen in den verschiedenen Geweben, vor ailteler Umgebung von
Nekrosen. Im Vergleich von Adipophilin-positiven ll&é® und CD68-positiven
Makrophagen in parallelen Einzelfarbungen (ABC-Mel) wurden Gemeinsam-
keiten festgestellt. Um eine spezifische Aussage Yorkommen von Adipophilin
in Tumorzellen und in Makrophagen zu treffen, wurdeoppelfarbungen mit
Antikdrpern gegen Adipophilin und CD68 exemplarisoh einigen Liposarkomen
durchgefuhrt.

Die Ergebnisse der Einzel- und insbesondere derp&lizbung bewiesen ein-
deutig, dass Adipophilin nicht nur in Tumorzelleondern auch in Makrophagen
enthalten ist (Abb. 5A-C). Somit konnten viele Aaighilin-positive Zellen als

lipidspeichernde Makrophagen identifiziert werd@&esonders in regressiv ver-
andertem Tumorgewebe und in der Umgebung von Nekroahm die Anzahl der
Adipophilin-positiven Makrophagen zu. Aber im Raedkich von Nekrosen
wurden auch Adipophilin-positive Tumorzellen dethlihaufiger gefunden. Eine
Unterscheidung zwischen Tumorzellen und Makrophagegelig oder spindel-

zellig bzw. dendritisch) war aufgrund der Morphagwur zum Teil mdglich.

Ausgehend von dieser Erkenntnis wurde sich bei Huptauswertung auf die

nichtregressiven Areale abseits von Nekrosen kdrizen

38



Abbildung 5: Immunhistochemische Untersuchung mit AdipophilmdCD68 in
der Doppelfarbung. Adipophilin stellt sich schwa€@)68 rot darBild A: Hoch-
differenziertes Liposarkom mit Adipophilin-positiveMakrophagen (gleichzeitig
schwarze und rote Farbung); im unteren Bildabsthindet sich eine Adipophilin-
positive Tumorzelle mit groRer Lipidvakuol&ild B: Hochdifferenziertes Lipo-
sarkom mit Adipophilin - reagierenden Lipidvakuoléthwarz) in monovakuo-
laren Tumorzellen und einer plurivakuolaren TumbezélLipoblast), nur CD68-
positiven Makrophagen (rot) und Makrophagen, digpadhilin-positiv erscheinen
(rot und schwarz)Bild C: Rundzelliges Liposarkom mit zahlreichen Adipoptil
positiven kleinen runden Tumorzellen mit mikrovalkéren Einschliissen (schwarz)

und dazwischen gelegenen rot dargestellten Makggyha
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3.2. Ergebnisse der Perilipinfarbung

3.2.1. Vorkommen in Normalgeweben und patholdwscveréanderten

Geweben

In den immunhistochemischen Analysen der Normalgpeweurden Haut, reifes
Fettgewebe, braunes Fettgewebe, Hoden, PlazentzenNiere, Niere und lak-
tierende Mamma untersucht (Tabelle 4). Die Analysiéen Fettgewebes ergab,
dass sich alle Zellen mit dem Perilipinantikdrparsiellen lieRen, wobei sich die
Kontur der Fettvakuolen kraftig markierte (Abb. 6A)benso verhielt es sich im
braunen Fettgewebe, wo nahezu alle Vakuolen eirtiyes Ergebnis zeigten. Im

Hautpréaparat konnten neben dem subkutanen reiftigeleebe auch die Talg-
drisen mit dem Antikdrper gegen Perilipin dargéisteérden. Die Untersuchung
von Hodengewebe ergab nur eine schwache ReaktiaennLeydig-Zellen. Die

Sertoli-Zellen konnten mit Perilipin nicht angefévizerden. Ein negatives Ergebnis
wurde in der Untersuchung von Nebenniere (Abb. 6Bgzenta, Niere und

laktierendem Mammagewebe dokumentiert.

Untersucht wurde die Perilipinexpression in versdbenen pathologisch ver-
anderten Geweben, und zwar in arteriosklerotiscBeféRen, in Rektumschleim-
haut mit Muziphagen, in hyperplastischer Nebenddhnilse und in mehreren Pra-
paraten mit xanthogranulomatdser Cholezystitis €llab4). Ein positives Farbeer-
gebnis fand sich allein in den arteriosklerotise@randerten Gefalien, mit einer
geringen Expression in Form von mikrovakuolaren kigihen Vesikeln in Zellen

der verbreiterten Intima und in Schaumzellen. Im denderen aufgefuhrten
Geweben konnte mit Perilipin keine pathologischeul@ur dargestellt werden

(Abb. 7A). Das regelrechte Fettgewebe in den jegel Organen war jedoch

immer vollstandig positiv.

Immunhistochemisch wurde ebenfalls ein Talgdrisemkam untersucht. Dieses
zeigte nur eine geringe Expression (Abb. 7B). Digebnisse sind in Tabelle 4

Zusam mengefasst.
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Positive Perilipinreaktion Negative Perilipinreaktion
Talgdriisen Haut mit Anhangsgebilden (aulRer
Talgdrisen)
Braunes Fettgewebe Laktierendes Mammagewebe
Reifes Fettgewebe Nebenniere
Leydig-Zellen Sertoli-Zellen
Vereinzelt in arteriosklerotischen GefalRen |Plazenta
Niere
Rektumschleimhaut mit Muziphagen
Xanthogranulomatdse Cholezystitis

Tabelle 4: Vorkommen von Perilipin in Normalgewebenund pathologisch ver-

anderten Geweben

Abbildung 6: Bild A: Reifes Fettgewebe, alle Fettzellen stellen sighRarilipin
positiv dar.Bild B: Perilipin-negatives Nebennierengewebe mit eimegeschlos-

senen Fettvakuole eines Adipozyten, die sich poddrstellt.

Abbildung 7: Bild A: Xanthogranulomatdse Cholezystitis ohne Perilgaktion.
Bild B: Talgdriisenkarzinom mit wenigen kleinen Perilipositiven Lipidvakuolen

in einzelnen Tumorzellen.
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3.2.2.

Die immunhistochemische Untersuchung von PerilipiB87 Liposarkomen von 65
Patienten und in 16 Fallen von anderen nicht-lipigen Weichteilsarkomen von
ebenso vielen Patienten ergab einen deutlichenrgbtiied im Farberesultat (Dia-
gramm 5). In 39 Praparaten (45 %) der Liposarkoraeew bis zu 50 % der Zellen
Perilipin-positiv, mehr als 50 % positiver Zelleanflen sich in 23 Féllen (25 %).

Ein negatives Ergebnis wurde in 25 Praparaten (39dét untersuchten Lipo-

Vorkommen in Liposarkomen und nicht-lipons&® Weichteiltumoren

sarkome dokumentiert.

Im Vergleich dazu konnte in allen 16 nicht-liponsdgd Weichteilsarkomen nur ein

negatives Resultat ermittelt werden (Abb. 8A-D).

25

Vorkommen von Perilipin

Fallzahl
-
(6)]
|

=
o
|

;il | ]

negativ

0,1-5%

- Liposarkome

5,1-50%
Haufigkeit

50,1-80%

80,1-100%

- nicht-lipomattse Weichteiltumore

negativ 0,1-5% 5,1-50% | 50,1-80% | 80,1-100%
Liposarkome n=87 | 25 (29%) 15 (17%) 24 (28%) | 11 (12%) | 12 (13%)
nicht-lipomatdsen
Weichteiltumoren n=16 16 (100%) 0 0 0 0

Diagramm 5: Vorkommen von Perilipin

lipomatdsen Weichteilsarkomen
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Abbildung 8: Bild A: Fibrosarkom, die Perilipinreaktion fiel negatiusaBild B:

Rhabdomyosarkom ohne eine Perilipinreaktion in dammorzellen. Bild C:

Malignes fibroses Histiozytom, es findet sich keferilipinreaktion im Tumor-
gewebe.Bild D: Leiomyosarkom, in dem sich ebenfalls keine Rarilieaktion
findet.

Die Gruppe der immunhistochemisch untersuchten dagamme gliederte sich in
44 myxoide, 3 rundzellige, 20 hochdifferenzierté, dleomorphe und 4 dediffe-
renzierte Liposarkome auf (Diagramm 6).

Die Analyse der myxoiden Liposarkome mit PeriligiAbb. 9A-E) ergab eine
positive Farbung in 29 Fallen, wobei in 23 Pramaratc2 %) bis zu 50 % der
Zellen positiv waren, darunter als haufigster Riealsausfall mit 18 Fallen (41 %)
die Gruppe mit 5,1-50 % Haufigkeit. In 6 Praparafes %) wurden bis zu 80 %
positive Zellen ermittelt, in 15 Fallen (34 %) liefich ein negatives Ergebnis
dokumentieren. Die rundzelligen Liposarkome zeigienallen drei Fallen ein
negatives Farberesultat (Abb. 10A). Das Farbeeigahnden hochdifferenzierten
Liposarkomen sah wie folgt aus: Hier dominierterassanterweise - im Gegensatz

zu Adipophilin - eine ausgedehnte positive Reak(idbb. 10B). In 16 Praparaten

43



(80 %) waren uber 50 % der Zellen positiv dargéist¥lon diesen wiederum

zeigten 12 Falle (60 %) mehr als 80 % dargestééteen. In 3 Fallen (15 %) waren
weniger als 50 % aller Zellen positiv. Ein negasiResultat konnte nur in einem
Fall (5 %) ermittelt werden. Die Darstellung vonrifgn in dedifferenzierten

Liposarkomen fiel in 2 Fallen (50 %) positiv ausit fis zu 50 % dargestellter
Zellen. In 2 weiteren Praparaten ergab sich eirategs Ergebnis. Die Untersu-
chung der pleomorphen Liposarkome ergab eine pediérbung mit bis zu 50 %
positiver Zellen in 11 Fallen (69 %) (Abb. 10D), e spéarlich fokale Reaktionen
(E 5 % positive Zellen) im Vordergrund standen (9lé-& 56 %). Die positiven

Zellen konnten, auch wenn sie spéarlich waren, auigmorphologischer Kriterien
eindeutig als Tumorzellen identifiziert werden. allH6 %) zeigte eine stark
positive Reaktion mit mehr als 50 % positiver Zellén vier Fallen pleomorpher

Liposarkome (25 %) ergab sich eine negative ReaK#db. 10C).

Vorkommen von Perilipin
20
15
S
NIO
&
. —
0 | | |
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
I:I myxoide Ls - rundzellige Ls - hochdifferenzierte Ls
I:I dediff. Ls - pleomorphe Ls
negativ 0,1-5% 5,1-50% | 50,1-80% | 80,1-100%
myxoide Ls n=44 | 15 (34%) | 5 (11%) 18 (41%) 6 (14%) 0
rundzellige Ls n=3 3 (100%) 0 0 0 0
hochdifferenzierte Ls n=20 | 1  (5%) 0 3 (15%) | 4 (20%) 12 (60%)
dediff. Ls n=4 2 (50%) 1 (25%) 1 (25%) 0 0
pleomorphe Ls n=16 | 4 (25%) 9 (56%) 2 (13%) 1 (6%) 0

Diagramm 6: Vorkommen von Perilipin in Liposarkomen
Ls=Liposarkome, dediff. Ls= dedifferenzierte Lipdsame
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Statistische Ergebnisse :

KRUSKAL-WALLIS TEST [Die 5 Reihen zeigen eine idesthe Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 31.29

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadratt®ilung mit 4 df)
Pr { Statistik .GE. 31.29} =  0.0000

Monte Carlo Schatzung fur den p-Wert:
Pr { Statistik .GE. 31.29} =  0.0000
99.00% Konfidenzintervall = (0.0000, 0.0005)

Ergebnis: Die 5 Untergruppen der Liposarkome verhalten sagutlich
(,signifikant®) unterschiedlich.

Abbildung 9: Myxoide LiposarkomeBild A: Es findet sich eine Perilipinreaktion
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in 50 bis 80 % der Tumorzellen in kleinen und groR&kuolen, die Lipoblasten
entsprechenBild B: Perilipin-positive mikrovakuoléare Einschlliisse @inigen
Tumorzellen. Bild C: Eingeschlossene Perilipin-positive normale Fé#zén
Perilipin-negativem myxoiden Tumorgewelild D: Mikrovakuolare Einschlisse,
kleine und grofRe Vakuolen, die sich mit Perilipiarstellen, in bis zu 50 % der
Tumorzellen.Bild E: Randbetont eingelagerte Perilipin-positive norntaézellen

in myxoidem Tumorgewebe, das keine Reaktion mitliper zeigt.

Abbildung 10: Bild A: Rundzelliges Liposarkom ohne eine Perilipinreakiin den
Tumorzellen.Bild B: Hochdifferenziertes Liposarkom, kréaftige Darsialy mit
Perilipin in Lipoblasten mit kleinen und grof3en Valen. Bild C: Pleomorphes
Liposarkom mit zwei kleinen eingeschlossenen Lipkdwlen in Perilipin-
negativem pleomorphem Tumorgewelild D: Pleomorphes Liposarkom mit
einer positiven Perilipinreaktion in bis zu 50 %r deumorzellen mit mikro-

vakuolaren Einschlissen, kleinen und grof3en Vakuole

Wenn man die hochdifferenzierten Liposarkome ire iBubtypen auftrennt, ergab
die Untersuchung der 8 hochdifferenzierten lipomk@&hen Liposarkome nur

positive Resultate, mit einem Maximum im BereicleiBO % dargestellter Zellen.
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In der Auswertung der 12 hochdifferenzierten sldesenden Liposarkome zeigte
sich ebenfalls ein Maximum in diesem Bereich. Allegs wurden hier auch 3
Falle mit weniger als 50 % positiver Zellen und aggativer Fall ermittelt (Dia-

gramm 7).

Vorkommen von Perilipin

~

o

(&)

i

w

Fallzahl

i

..l
0 f f f

negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
I:I lipom-like - sklerosierend
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% | 80,1-100%
lipom-ahnlich n=8 0 0 0 2 (25%) 6 (75%)
sklerosierend n=12 1 (8%) 0 3 (25%) 2 (17%) 6 (50%)

Diagramm 7: Vorkommen von Perilipin in lipom-ahnlichen und

sklerosierenden hochdifferenzierten Liposarkomen

Die statistische Untersuchung ergab:

KRUSKAL-WALLIS TEST [Die 2 Reihen zeigen eine ide&sthe Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 3.137

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadratt®ilung mit 1 df)
Pr { Statistik .GE. 3.137 }=  0.0765

Ergebnis: Obwohl die Anteile ,negativ* und ,<= 50%" verschilien sind, ergibt
sich wegen der geringen Fallzahl keine signifikaregebnis.

Daher wurde die
Monte Carlo Schatzung des p-Wertes:

Pr { Statistik .GE. 3.137} = 0.1216

99.00% Konfidenzintervall = (0.1132, 0.1300)
berechnet, die ein signifikantes Konfidenzinteneadibt.
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DasErgebnis kann aufgrund der geringen Fallzahl kaum eindeggigannt
werden.

3.2.3. Das morphologische Bild der Perilipinfarbung

Das morphologische Bild der Perilipinfarbung wuraiehand der VakuolengroRRe
und der Vakuolenzahl charakterisiert. Je nach Baffeierungsgrad der einzelnen
Tumoren unterscheidet sich auch der Differenziesgragd der Lipoblasten und

damit die Gr63e und die Anzahl der enthaltenendvigkuolen.

3.2.3.1. Vakuolengrol3e in der Perilipinfarbung

Es wurden 7 verschiedene Kategorien im Bezug aef @rdl3e der in den

Tumorzellen vorhanden Perilipin-positiven Vakuokestellt:

1. Tumorgewebe mit Zellen, die nur grof3en Vakuolemaiten,

2. Tumorgewebe, in denen Zellen mit grol3en Vakuoled dellen mit kleinen
Vakuolen vorhanden waren,

3. Tumorzellen mit grol3en Vakuolen und Tumorzellen mmikrovakuolaren
Einschlissen,

4. Tumorzellen mit grof3en Vakuolen, Tumorzellen mieikkn Vakuolen und
Tumorzellen mit mikrovakuoléaren Einschlissen,

5. nur Tumorzellen mit kleinen Vakuolen,

6. Tumorzellen mit kleinen Vakuolen und Tumorzellent rmikrovakuolaren
Einschlissen und

7. nur Tumorzellen mit mikrovakuolaren Einschliissen.

Die Auswertung der Perilipinfarbung ergab, das$ sale Vakuolengrof3en mit
Perilipin darstellten (Tabelle 5). Im Gegensatz Adrpophilinfarbung zeigte sich
eine Uberwiegende Anzahl positiver Perilipinreakéio in Tumorarealen mit
Zellen, die grof3e und Zellen, die kleine Vakuolatheelten (Lipoblasten), wéahrend
Perilipin-positive mikrovakulare Einschlisse wemig@rkamen. In den 29 dar-

gestellten myxoiden Liposarkomen konnten Uberwidgétrdparate mit allen
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VakuolengréRen dokumentiert werden (Kategorie 4fplgt von Praparaten mit
gro3en und kleinen Vakuolen (Kategorie 2). In dandeelligen Liposarkomen
konnte kein positives Farbeergebnis flur Perilipiniedt werden. Dagegen zeigten
die hochdifferenzierten Liposarkome vorwiegend Brape mit Zellen, die nur
grof3e Vakuolen (Kategorie 1) oder grof3e und klafa&uolen enthielten (Kate-
gorie 2). Das gleiche Ergebnis wurde fur die dedé#hzierten Liposarkome er-
mittelt (Kategorie 1, 2), ebenso fur die pleomorphgosarkome (Kategorie 1, 2),
die allerdings auch gleich viele Praparate mitralMakuolengréf3en zeigten (Kate-
gorie 4). Praparate, die nur kleine Vakuolen, nikrovakuolare Einschliisse oder
nur grol3e Vakuolen und mikrovakuolare Einschllssthielten, konnten nicht

ermittelt werden.

Kat.1 Kat.2 Kat.3 Kat.4 Kat.5 Kat.6 Kat.7
myxoide Ls n=29 1 8 19 1
rundzellige Ls n=3
hochdifferenzierte Ls n=19 9 10
dedifferenzierte Ls n=2 1 1
pleomorphe Ls n=12 4 4 4

Tabelle 5: Vakuolengré3e in der Perilipinfarbung

Ls=Liposarkome, Kat.=Kategorie, 1=nur grol3e, 2=grafd kleine, 3=grof3e und mikrovakuolare Einsclajiss
4=grolRe, kleine und mikrovakuolare Einschliisse,us=kleine, 6=kleine und mikrovakuolare Einschlisse,
7=nur mikrovakuolére Einschlisse

3.2.3.2. Vakuolenzahl in der Perilipinfarbung

In der Auswertung der Vakuolenzahl wurden 3 Kategoerstellt (Tabelle 6):

1. Praparate mit nur monovakuolaren Zellen, 2. &wtp mit nur plurivakuoléren
Zellen und 3. Préaparate mit mono- und plurivakwenérzellen. Die Untersuchung
der einzelnen Untergruppen der Liposarkome ergatwiggend Préparate mit
mono- und plurivakuoldren Zellen (Kategorie 3). Adweithaufigste Kategorie

wurden Falle mit nur monovakuolaren Zellen regestr(Kategorie 1).
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Kat.l | Kat.2 | Kat.3
myxoide Ls n=29 2 1 26
rundzellige Ls n=3
hochdifferenzierte Ls n=19 5 14
dedifferenzierte Ls n=2 2
pleomorphe Ls n=12 3 9

Tabelle 6: Vakuolenzahl in der Perilipinfarbung
Ls=LiposarkomeKat.=Kategorie, 1=nur monovakuolar, 2=nur
plurivakuolar, 3=mono- und plurivakuolare Einsclsiéis

3.2.4.  Ergebnis der Doppelfarbung mit Perilipin und dem

Makrophagenantikorper CD68 in Liposarkomen

Die fur Adipophilin beschriebene Situation (siehapiel 3.1.4.) fand sich nicht in
der Untersuchung mit Perilipin. Hier wurde wederdar Einzel- noch in der
Doppelfarbung eine Uberlappung zwischen der Parilipnd der CD 68-Reaktion
nachgewiesen. Somit ergab sich kein Hinweis auk drerilipinexpression in

Makrophagen.

3.3. Ergebnisse der TIP47-Farbung

3.3.1. Vorkommen in Normalgeweben und pathologisaiinderten Geweben

In die immunhistochemische Untersuchung wurdereselettgewebe, Dinndarm,
Pankreasgewebe, Hirn, Nebenschilddriise, Hoden,, Mealtenniere, Plazenta und
laktierendes Mammagewebe einbezogen (Tabelle 7).den Antikorper TIP47
konnte keine Farbreaktion in reifem Fettgewebe, ridi@nm und Pankreas erzielt
werden. Im Hodengewebe waren die Leydig-Zellen sedmiabel positiv, die
Sertoli-Zellen teils gering positiv dargestellt.eDralgdrisen der Haut reagierten
positiv mit dem Antikdrper, ebenso einzelne Keratyten mit feingranularen
Einschlissen. Im Nebennierenpraparat zeigte siclden Rinde eine positive
Reaktion, mit Betonung der Zona fasciculata undaZoeticularis. Das Neben-
nierenmark war dagegen nicht dargestellt. Die WWokghiung der laktierenden
Mamma ergab ein positives Resultat, ebenso wieAdmionzellen einer reifen

Plazenta. Im Hirngewebe fand sich eine unklare Reak
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Untersucht wurde das Farbeverhalten des Antikorp#gd7 in arteriosklerotisch
veranderten Gefalien, in Rektumschleimhaut mit Mhagen, in normaler und
hyperplastischer Nebenschilddriise und in Praparatgnxanthogranulomatéser
Cholezystitis. Die Auswertung der arteriosklerdtiseranderten Gefal3e ergab nur
eine geringe mikrovakuolare Reaktion in den Intiglien. Die in die Rektum-
schleimhaut eingewanderten Muziphagen konnten niiR47 nicht dargestellt
werden. Die Analyse der normalen bzw. hyperplaséacNebenschilddrise ergab
eine malig starke bzw. homogen starke Reaktiondeim entzindlich-xantho-
granulomatts veranderten Arealen der Cholezydtitpsrate stellten sich Granulo-
zyten, Makrophagen und besonders Xanthomzellena{8ohellen) positiv dar
(Abb. 11A; Tabelle 7).

Immunhistochemisch wurde ebenfalls ein Talgdrisemam untersucht (Tabelle
7). Die Auswertung des Talgdrisenkarzinoms ergale giositive Reaktion in

peripher gelegenen Tumorzellen (Abb.11B).

Positive TIP47-Reaktion Negative TIP47-Reaktion
Talgdrusen der Haut Ubrige Anhangsgebilde der Haut
Acindse Zellen laktierender Mamma Braunes Fettgewebe
Duktale Epithelzellen laktierender Mamma Reifes Fettgewebe, subkutanes

Fettgewebe
Nebennierenrinde Nebennierenmark
Sertoli-Zellen Dinndarm
Leydig-Zellen Pankreas
Plazentare Amnionepithelzellen Muziphagen der Rektumschleimhaut
Normale und hyperplastische
Nebenschilddrise
Makrophagen, Schaumzellen
Granulozyten

Tabelle 7: Vorkommen von TIP47 in Normalgeweben undpathologisch ver-

anderten Geweben
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Abbildung 11: Bild A: Xanthogranulomatdse Cholezystitis mit diffuseP4T-
Reaktion.Bild B: Talgdriisenkarzinom mit einer kleinvakuoligen TIPReaktion

peripher in den lobuléren Tumorzellnestern lokatigin Tumorzellen.

3.3.2. Vorkommen in Liposarkomen

Die Auswertung der 87 Liposarkome zeigte, dassiRriparaten (52 %) bis zu

50 % der Zellen mit dem Antikorper reagierten. Dad@minierte aber eine spar-
liche fokale Reaktion in bis zu 5 % der Tumorzellen6 Fallen (7 %) fand sich
eine Expression in Uber 50 % der Zellen eines Paigm Negative Ergebnisse

wurden in 36 Liposarkomen (41 %) ermittelt (Diagrar@).

Vorkommen von TIP 47

40

Fallzahl

negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
- Liposarkome
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% | 80,1-100%
Liposarkome n=87 36 (41%) 28 (32%) 17 (20%) 6 (7%) 0

Diagramm 8: Vorkommen von TIP47 in Liposarkomen
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Die immunhistochemische Analyse mit dem AntikérdéP47 ergab in den 44
untersuchten myxoiden Liposarkomen in 26 Fallen ¥69ein Farbeergebnis mit
bis zu 50 % positiver Zellen je Praparat (Abb.12) berwiegen der sparlicheren
Reaktion (0,1-5%). In 4 Fallen (9 %) wurden mels 30 % positiver Zellen ver-
zeichnet. Ein negatives Ergebnis wurde in 14 Peipar(32 %) ermittelt. Die Aus-
wertung der rundzelligen Liposarkome ergab ein nsoteedliches Bild. Ein Fall
(33 %) war negativ, 2 Falle waren positiv, einet bis zu 50 %, der andere mit
mehr als 50% dargestellter Tumorzellen. Das Fadgadais der 20 untersuchten
hochdifferenzierten Liposarkome bestand aus 1®/4II5 %) mit einer negativen
Reaktion und 5 Fallen (25 %) mit bis zu 50 % dakgier Zellen je Préaparat. Die
Untersuchung der 4 dedifferenzierten Liposarkongalern 3 Fallen ein Ergebnis
mit bis zu 50 % positiver Zellen. In einem Fall kt& keine Farbung festgestellt
werden. In der Farbung der pleomorphen Liposarkanmnelen 10 Falle (63 %) mit
bis zu 50 % positiver Zellen ermittelt, ein Fall%g mit mehr als 50 % dargestellter
Zellen. Keine Darstellung des Antikorpers wurdebirPraparaten (31 %) doku-

mentiert (Diagramm 9).

Vorkommen von TIP 47

20

=
[¢)]

Fallzahl
=
o

negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80%
Haufigkeit

I:I myxoide Ls - rundzellige Ls

|:| dedifferenzierte Ls - pleomorphe Ls

80,1-100%

- hochdifferenzierte Ls

negativ 0,1-5% 5,1-50% | 50,1-80% | 80,1-100%
myxoide Ls n=44 | 14 (32%) | 16 (36%) | 10 (23%) 4 (9%) 0
rundzellige Ls n=3 1 (33%) | 1 (34%) 0 1 (33%) 0
hochdiffer. Ls n=20| 15(75%) | 4 (20%) 1 (5%) 0 0
dedifferenzierte Ls n=4 | 1 (25%) | 1 (25%) | 2 (50%) 0 0
pleomorphe Ls n=16 | 5 (31%) | 6 (38%) | 4 (25%) 1 (6%) 0

Diagramm 9: Vorkommen von TIP47 in den Untergruppender Liposarkome

Ls=Liposarkome
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Die statistische Analyse ergab:

KRUSKAL-WALLIS TEST [Die 5 Reihen zeigen eine idesthe Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 12.36

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadratt®ilung mit 4 df)
Pr { Statistik .GE. 12.36 } = 0.0149

Monte Carlo Schéatzung des p-Wertes:
Pr { Statistik .GE. 12.36 } = 0.0095
99.00% Konfidenzintervall = (0.0070, 0.0120)

Ergebnis: Die 5 Untergruppen der Liposarkome unterscheidgnis der
TIP47-Féarbung deutlich.

Abbildung 12: Myxoides Liposarkom mit TIP47-positiven mikrovakéeen Ein-

schliissen in bis zu 50 % der Tumorzellen.

In den 8 untersuchten hochdifferenzierten lipomk&hen Liposarkomen wurden 7
(87 %) mit einem negativen und ein Fall (13 %) g zu 50 % positiver Zellen
dokumentiert. Ebenfalls eine Uberwiegend negatieaki®on wurde bei den 12
untersuchten hochdifferenzierten sklerosierendgrodarkomen ermittelt, wobei

allerdings 4 Falle (33 %) eine spéarliche positiveaRion zeigten (Diagramm 10).
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Vorkommen von TIP 47

o

Fallzahl
~

negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
|:| lipom-like - sklerosierend
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% | 80,1-100%
lipom-ahnlich n=8 7 (88%) 0 1 (12%) 0 0
sklerosierend n=12| 8 (67%) 4 (33%) 0 0 0

Diagramm 10: Vorkommen von TIP47 in lipom-&hnlichenund

sklerosierenden hochdifferenzierten Liposarkomen

Die statistische Analyse ergab:

FISHER'S EXAKTER TEST
Die Statistik beruht auf der beobachteten 2 mahRelle (x):

P(X) = Hypergeometrische Probe der Tabelle ©.2554
FI(X) = Fisher Statistik

0.9972

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadreitt®ilung mit 1 df)
Zweiseitig: Pr{FI(X) .GE. 0.9972} =
Einseitig: 0.5 * Zweiseitig

0.328
= 0.1590

Exakter p-Wert und Punktwahrscheinlichkeit:
Zweiseitig: Pr{FI(X) .GE. 0.9972} = Pr{P(X) .LE.
Pr{FI(X) .EQ. 0.9972} = Pr{P(XEQ.

Einseitig: Der Wert in Reihe 1 und Spalte 1

y =7 min(Y) =3 max(Y) =8 mean(Y) =
Pr{Y.GE.7}=
Pr{Y .EQ.7}=

0.3065
0.2554

0.2554)=  0.6027
0.2554)=  0.2554
6.000 (Y 0.9733

Ergebnis: Hier kénnen nur die Angaben ,negativ* gegen ,positiv* beriicksichtigt werden.
Der Test erlaubt nicht, die Nullhypothese HO zu verwerfen.
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3.3.3. Das morphologische Bild der TIP47-Farbung

Je nach Differenzierungsgrad der einzelnen Tumardgerscheidet sich auch der
Differenzierungsgrad der Tumorzellen und damit @ie und die Anzahl der

enthaltenen Lipidvakuolen.

3.3.3.1. Vakuolengro3e in der TIP47- Farbung

Es wurden 7 verschiedene Kategorien mit Bezug aufGito3e der in den Lipo-

blasten vorhandenen TIP47-positiven Vakuolen dtstel

1. Tumorgewebe mit Zellen, die nur grof3en Vakuolemaiten,

2. Tumorgewebe, in denen Zellen mit gro3en Vakuoled dellen mit kleinen
Vakuolen vorhanden waren,

3. Tumorzellen mit groBen Vakuolen und Tumorzellen mmikrovakuolaren
Einschlissen,

4. Tumorzellen mit grof3en Vakuolen, Tumorzellen mieiken Vakuolen und
Tumorzellen mit mikrovakuolaren Einschliissen,

5. nur Tumorzellen mit kleinen Vakuolen,

6. Tumorzellen mit kleinen Vakuolen und Tumorzellent mikrovakuolaren
Einschlissen und

7. nur Tumorzellen mit mikrovakuolaren Einschliissen.

Die Auswertung ergab, dass sich mit TIP47 alle \Gdmgrol3en darstellen
(Tabelle 8). Die uberwiegende Mehrheit der mit TAPgositiv reagierenden
Vakuolen fand sich in Tumorarealen mit Zellen, #leine Vakuolen und mit
Zellen, die mikrovakuolare Einschliisse enthieltéatégorie 6). Die Analyse der
TIP47-positiven myxoiden Liposarkome ergab einel3gré\nzahl von Praparaten
mit kleinen Vakuolen und mikrovakuolaren Einschéis¢Kategorie 6). Viele Pra-
parate lie3en sich mit allen Vakuolengro3en dokurmeem (Kategorie 4), gefolgt
von Praparaten mit groRen und kleinen Vakuolen dg@atie 2). In rundzelligen
Liposarkomen waren TIP-positven Reaktionen in ldainund mikrovakuléren

(Kategorie 6), bzw. nur in mikrovakularen Einsclsigis festzustellen (Kategorie 7).
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In der Gruppe der hochdifferenzierten Liposarkomeren vorwiegend Préparate
mit allen Vakuolengréf3en (Kategorie 4) und mit gmolund kleinen Vakuolen
anzutreffen (Kategorie 2). Die Auswertung der dedénzierten Liposarkome
zeigte Praparate mit kleinen Vakuolen und mikrowdéaen Einschlissen
(Kategorie 6) oder nur mit mikrovakuolaren Einsdsién (Kategorie 7). Die Pra-

parate der pleomorphen Liposarkome ergab ein dledi€rgebnis (Kategorie 6, 7).

Kat.1 Kat.2 Kat.3 Kat.4 Kat.5 Kat.6 Kat.7
myxoide Ls n=30 1 5 8 13 2
rundzellige Ls n=2 1 1
hochdifferenzierte Ls n=5 3 2
dedifferenzierte Ls n=3 2 1
pleomorphe Ls n=11 1 2 5 3

Tabelle 8: Vakuolengréf3en in der TIP47-Farbung

Ls=Liposarkome, Kat.=Kategorie, 1=nur grol3e, 2=grafld kleine, 3=grof3e und mikrovakuolére Einsclajiss
4=grolRe, kleine und mikrovakuolédre Einschlisse,us=kleine, 6=kleine und mikrovakuolare Einschlisse,
7=nur mikrovakuolare Einschliisse

3.3.3.2.  Vakuolenzahl in der TIP47-Farbung

Die Vakuolenzahl konnte in 3 Kategorien eingeteitirden: 1. Praparate mit nur
monovakuolaren Zellen, 2. Préparate mit nur plkundéaren Zellen und 3.
Praparate mit mono- und plurivakuolaren Zellen @l&h9). Die Untersuchung
zeigte vorrangig Praparate mit nur plurivakuola#eilen oder mit mono- und
plurivakuolaren Zellen. In der Auswertung der myen, rundzelligen, de-
differenzierten und pleomorphen Liposarkome UbeewmoBraparate mit nur pluri-
vakuolaren Zellen (Kategorie 2). Allein in den hdidferenzierten Liposarkomen
konnten mehr Praparate mit mono- und plurivakuoléZellen ermittelt werden

(Kategorie 3).

Kat.1l | Kat.2 | Kat.3
myxoide Ls n=30 1 17 12
rundzellige Ls n=2 2
hochdifferenzierte Ls n=5 2 3
dedifferenzierte Ls n=3 3
pleomorphe Ls n=11 6 5

Tabelle 9: Vakuolenzahl in der TIP47-Farbung

Ls=Liposarkome, Kat.=Kategorie,1=nur monovakucamur pluri-
vakuolar, 3=mono-und plurivakuolare Einschlisse
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3.4. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin

3.4.1.  Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in Normgéweben und patho-

logisch veranderten Geweben

In Normalgeweben zeigten Adipophilin und Periligiberwiegend komplementéare
Verteilungsmuster, wobei Perilipin vorwiegend imttgewebe, Adipophilin vor-
wiegend in anderen Geweben exprimiert wurden. Nemige Gewebe wiesen eine
Koexpression beider Marker auf, insbesondere di8gen der Talgdrisen, die
durch Antikorper gegen beide Proteine kraftig mentkiwurden. Auch in den
Leydig-Zellen des Hodens wurden beide Molekile gawhesen, Adipophilin
jedoch nur schwach. Stark unterschiedlich reagi@aigegen das Fettgewebe: So-
wohl das braune als auch das reife subkutane Mettgewar deutlich positiv fur
Perilipin, jedoch negativ fur Adipophilin. Ledighcin reifem Fettgewebe be-
stimmter Organe, wie der Brust, konnte auch Adiflopmachgewiesen werden.
Laktierendes Mammagewebe dagegen zeigte eine \modiiirbung der sekre-
torischen Azinuszellen fir Adipophilin, aber keif®eaktion in der Perilipin-
farbung. Gleiches gilt fir eine Reihe anderer Zellad Gewebe, wie Sertoli-Zellen
des Hodens, der Plazenta, Skelettmuskulatur, NiedeNebenniere, Basalschicht
der Epidermis und der aul3eren Haarwurzelscheide:dié¢se Gewebearten zeigten

eine Reaktion fur Adipophilin, aber keine fur Pigi.

Untersuchung von arteriosklerotischen Gefal3en efgalbeide Antikorper ein
positives Resultat, wobei die Reaktion fur Adipdiphiwesentlich starker aus-
gefallen war. Ebenfalls Adipophilin-positiv warenuklphagen, Makrophagen und

Schaumzellen; in der Perilipinfarbung fielen digsdlen jedoch negativ aus.

Das untersuchte Talgdrisenkarzinom zeigte eine t@aknit Adipophilin, eine

Expression fur Perilipin konnte nur vereinzelt dolantiert werden.
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3.4.2.  Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in myxo&h Liposarkomen

Das mit dem Antikérper gegen Adipophilin dargeséeAntigen konnte in 39 Pra-
paraten (89 %) von 44 der myxoiden Liposarkome gefhiwerden. Von diesen 39
Fallen zeigten 23 (53 %) ein positives Ergebnidntarvall Gber 50 % dargestellter
Zellen. Das Verhalten des Antikorpers gegen Pamilymterschied sich erheblich
von dem des Adipophilins. Es konnten nur 29 positraparate (66 %) dokumen-
tiert werden, wobei sich 22 Falle (52 %) im Intéhas 50 % positiver Zellen be-
fanden. 15 Falle (34 %) waren dagegen negativ &riligin. Adipophilin zeigt
damit einen eher kontinuierlichen Anstieg vom negatt in den positiven Bereich,
mit einem Maximum im stark positiven Intervall. Bipmn hat dagegen eine deut-
liche Haufigkeitskonzentration im negativen Bereictd einen zweiten Konzentra-
tionspunkt im Intervall von 5,1 bis 50 % dargesezllZellen (Diagramm 11). Das
morphologische Bild der Farbungen &hnelt sich dege&s finden sich vorwie-
gend alle drei Vakuolengro3en, in der Adipophilibfing kommen zudem noch
kleine und mikrovakuolare Einschlisse und in deriliBmfarbung grof3e und
kleine Vakuolen gehauft vor. Der grof3te Anteil dellen zeigt mono- und pluri-

vakuolare Einschliisse.
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20

Myxoide Liposarkome

15

10

Fallzahl

il

negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
- Adipophilin |:| Perilipin
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% | 80,1-100%
Adipophilin n=44 | 5 (11%) 7 (16%) 9 (20%) 13 (30%) 10 (23%)
Perilipin n=44 | 15 (34%) 5 (11%) 18 (41%) 6 (14%) 0

Diagramm 11: Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in myxoiden Lipo-

sarkomen

Die statistische Untersuchung ergab:

KRUSKAL-WALLIS TEST [Die 2 Reihen zeigen eine ide&sthe Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 15.33

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadratt®ilung mit 1 df)
Pr { Statistik .GE. 15.33}=  0.0001

Monte Carlo Schatzung des p-Wertes:
Pr { Statistik .GE. 15.33}=  0.0004
99.00% Konfidenzintervall = (0.0000, 0.0009)

Ergebnis: Beide Reihen unterscheiden sich deutlich.

3.4.3. Vergleich von Adipophilin und Perilipin inmdzelligen Liposarkomen

Die Auswertung der Adipophilinfarbung ergab in all@ Praparaten ein positives
Ergebnis (Diagramm 12). Das morphologische Bildgtaeimono- und pluriva-

kuolare Zellen mit allen VakuolengroRen, grol3en undkrovakuolaren Ein-
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schliissen oder nur mikrovakuolaren Einschlissemge@en wurde in der Unter-

suchung von Perilipin in allen 3 Praparaten eiratiggs Resultat dokumentiert.

Rundzellige Liposarkome
4
3
=
K2
©
LL
1
O 1 1
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
- Adipophilin |:| Perilipin
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Adipophilin n=3 0 2 (75%) 1 (25%) 0 0
Perilipin  n=3 3 (100%) 0 0 0 0

Diagramm 12: Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in rundzelligen Lipo-

sarkomen

Eine statistische Untersuchung wurde aufgrund éengen Fallzahl nicht durch-

geflhrt.

3.4.3. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in hochd#fenzierten Lipo-

sarkomen

Die Ergebnisse der Adipophilinfarbung fielen allespiiv aus, wobei sich alle
Praparate im Intervall bis 50 % dargestellter Zekenzentrieren (Diagramm 13).
Der Antikorper gegen Perilipin zeigt ebenfalls indmeisten Praparaten (19 Falle,
95 %) ein positives Farbeergebnis, das jedoch ugitaisgepragter war und ein
Maximum im Bereich Uber 50 % positiver Zellen zeigdbamit ergibt sich auch bei

der Untersuchung der hochdifferenzierten Liposarkonit diesen Antikdrpern eine
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deutliche Differenz in dem Féarbeergebnis. Die molpgische Analyse der Adipo-
philinfarbung ergab ein Vorkommen sowohl von nuof$gn Vakuolen in einigen
Praparaten, als auch von allen drei Vakuolengraf®ener ahnlichen Anzahl von
Fallen. Mit Perilipin wurden dagegen nur grof3e ogeafde und kleine Vakuolen
dargestellt. Die Uberwiegende Anzahl der Tumorrefleigte in beiden Farbungen

sowohl mono-, als auch plurivakuolare Einschlisse.

Hochdifferenzierte Liposarkome
14

12

10 1
= 8 |
g 1
E 6 -
4 ||
2 |
A S ; ;
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
- Adipophilin |:| Perilipin
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% | 80,1-100%
Adipophilin n=20 0 12 (60%) 8 (40%) 0 0
Perilipin n=20 1 (5%) 0 3 (15%) 4 (20%) 12 (60%)

Diagramm 13: Vergleich von Adipophilin und Perilipin in hochdifferenzierten

Liposarkomen

Die statistischen Ergebnisse lauten:

KRUSKAL-WALLIS TEST [Die 2 Reihen zeigen eine idesthe Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 22.06

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadreitt®ilung mit 1 df)
Pr { Statistik .GE. 22.06 } =  0.0000

Monte Carlo Schéatzung des p-Wertes :
Pr { Statistik .GE. 22.06 } =  0.0000
99.00% Konfidenzintervall = (0.0000, 0.0005)

Ergebnis: Beide Reihen unterscheiden sich.
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3.4.5.  Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in dediffenzierten

Liposarkomen

Die Untersuchung der Adipophilinfarbung ergab ilemlvier Praparaten ein posi-
tives Ergebnis im Intervall bis 50 % dargesteldetlen mit allen Vakuolengréf3en
und sowohl mono-, als auch plurivakuolare Zellendér Auswertung der Perilipin-
farbung wurden 2 Félle im negativen Bereich undejésvzwei Praparate im posi-
tiven Intervall dokumentiert (Diagramm 14). Positargestellt waren grof3e und

kleine Vakuolen in mono- und plurivakuolaren Zellen

Dedifferenzierte Liposarkome

=
R
©
LL
1
0 : : : :
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
- Adipophilin |:| Perilipin
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Adipophilin n=4 0 1 (25%) 3 (75%) 0 0
Perilipin  n=4 2 (50%) 1 (25%) 1 (25%) 0 0

Diagramm 14: Vergleich von Adipophilin und Perilipin in dedifferenzierten

Liposarkomen

Aufgrund der geringen Fallzahl wurde auf eine staithe Untersuchung

verzichtet.
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3.4.6. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin ingnmorphen Liposarkomen

Das mit dem Antikorper Adipophilin darzustellendatdyen konnte in allen 16 Pra-
paraten ermittelt werden (Diagramm 15), wobei daxikhum mit 15 Fallen (94%)
im Intervall bis 50 % dargestellter Zellen lag. ergleich dazu ergab die
Perilipinfarbung nur 12 positiv dargestellte Prapar(75 %) mit einem Maximum
im gleichen Intervall wie Adipophilin. Adipophilipositiv dargestellt sind ent-
weder alle VakuolengroR3en oder kleine und mikrowddie Einschlisse in pluri-
vakuolaren Zellen bzw. in mono- und plurivakuola#len. Mit Perilipin wurden

vorwiegend mono- und plurivakuolare Zellen dargéstdie sowohl alle Vakuolen-

groRen aufwiesen, als auch nur grof3e oder grof3&laime Vakuolen.

10

Pleomorphe Liposarkome

o

Fallzahl
l
T

IN

negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
- Adipophilin |:| Perilipin
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% | 80,1-100%
Adipophilin n=16 0 7 (44%) 8 (50%) 1 (6%) 0
Perilipin - n=16 4 (25%) 9 (56%) 2 (13%) 1 (6%) 0

Diagramm 15: Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in pleomorphen Lipo-

sarkomen

In der statistischen Untersuchung wurde ermittelt:
KRUSKAL-WALLIS TEST [Die 2 Reihen zeigen eine idesthe Verteilung]

Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:

Die beobachtete Statistik = 2.768
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Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadratt®ilung mitl df)
Pr { Statistik .GE. 2.768 } =  0.0962

Ergebnis: Es konnte kein Unterschied zwischen den einzghhemmorphen
Liposarkomen ermittelt werden, zum Teil bedingtatiudie geringe Fallzahl.

3.4.7. Zweidimensionale Auswertung der Adipophilind Perilipinexpression

in myxoiden, hochdifferenzierten und pleomorphgmolsiarkomen

In Diagramm 16 wird eine zweidimensionale Auswegtadier Adipophilin- und der
Perilipinexpression fir verschiedene Liposarkomegesstellt. Es wurde jedem
einzelnen Fall der Liposarkomsubtypen der entsmmdé Adipophilinwert und
Perilipinwert zugeordnet. Jeder Fall entsprichteginPunkt. Die so erhaltenen
Profile der myxoiden, hochdifferenzierten und pleophen Liposarkome unter-
scheiden sich deutlich voneinander. Die Subklassenyxoiden Liposarkome kann
in 2 groRere Untergruppen unterteilt werden. Inatsten Untergruppe finden sich
9 Falle (20 %), die eine Adipophilinexpression is lu 50 % der Tumorzellen,
aber keine Perilipinexpression in dem entsprechentemorgewebe zeigt. Die
zweite Untergruppe besteht aus 14 Féllen (32 %gemsowohl fir Adipophilin als
auch fur Perilipin positive Reaktionen zu verzemhrsind. Dabei findet sich eine
Adipophilinexpression in mehr als 50 % der Tumdezel Die mit Perilipin positiv
reagierenden Zellen liegen dagegen im Bereich heis®,1 und 50 % aller Zellen
des Tumorgewebes. In der Gruppe der hochdiffereenid.iposarkome findet sich
die Uberwiegende Mehrheit der untersuchten FalleBeneich mit 80,1-100 %
positiv dargestellten Zellen fur Perilipin (12 FAII60 %) und einer positiven
Adipophilinreaktion in bis zu 50% der Tumorzellembei die Fraktion mit bis zu
5 % positiv dargestellter Zellen Uberwog. Die pleophen Liposarkome unter-
teilen sich in eine Gruppe, in der eine geringe rEéggion fur Adipophilin und
Perilipin (0,1-5 % positive Zellen in 6 Fallen, 3@ dokumentiert wurde und in
eine weitere Gruppe, die sich durch eine negatierlipinexpression, aber eine
positive Reaktion fur Adipophilin (4 Falle, 25 %) b5,1-50 % der Zellen aus-

zeichnet.
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Diagramm 16: Zweidimensionale Auswertung der Adipopilin- und Perilipin-

expression in myxoiden, hochdifferenzierten und plemorphen Liposarkomen

3.4.7. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in nichtiomatésen Weichteil-

tumoren

Es fanden sich in der Auswertung der Ergebnissdides Unterschiede zwischen
Adipophilin und Perilipin (Diagramm 17). Bei den lgaen fibrosen Histio-

zytomen, den Rhabdomyosarkomen und dem Leiomyosarkorde in allen Pra-
paraten eine positive Adipophilinreaktion ermittétlein in der Gruppe der Fibro-
sarkome waren 2 Félle mit einem negativen Ergebuniserzeichnen. Die Unter-

suchung der Perilipinfarbung ergab in allen 16 Brdien ein negatives Ergebnis.
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Nicht-lipomattse Weichteiltumoren

20
15 ]
_ 1
S 10
&
| l
= } l } } t }
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80%  80,1-100%
Haufigkeit
- Adipophilin |:| Perilipin
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Adipophilin n=16 2 5 8 1 0
Perilipin  n=16 16 0 0 0 0

Diagramm 17: Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in nicht-lipomatdsen
Weichteiltumoren
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4. Diskussion

Zur pathologischen Identifikation der Liposarkoménken neben dem mor-
phologischen Bild, also der histopathologischen ednichung mit Routine-
farbungen, weitere Untersuchungen herangezogeneweAls einfachste Metho-
de qilt dabei die histochemische Lipidfarbung miteen Sudanfarbstoff zur De-
monstration vorhandener Lipide. Da das Gewebe daloéit in Paraffin ein-
gebettet werden darf, kommt es bei dieser Methadgizschrankungen. Protein-
gebundene Glykosamine, die eine mucoide Matrixeijdsind flr viele Lipo-
sarkome charakterisiert und lassen sich zum BeispieAlcianblau darstellen.
Intrazellulares Glykogen ist ein PAS-positives Mtk welches in einigen Lipo-
sarkomen vorkommt. Jedoch ergeben weder die Al@anbnoch die PAS-
Farbung fur Liposarkome spezifische Befunde.

Zur immunhistochemischen Differenzierung tragenil&irper gegen Vimentin
und S-100-Proteffi bei, allerdings zeigen sich unterschiedlich intem$arbeer-
gebnisse, und schlecht differenzierte Liposarkomprimieren S-100-Protein
nicht. Darlber hinaus kommt Vimentin als mesenchgmalntermediar-
filamentprotein in nahezu allen anderen Weichtgisaen vot® und zeigt daher
keinerlei Spezifitat fir Liposarkome. Das in Lipdsamzellen oft exprimierte S-
100-Protein zeigt zwar ein eingeschrankteres Martgsmuster und damit eine
hohere Spezifitat, die aber nicht auf Liposarkoneschrankt ist, sondern auch
unter anderem Nervenscheidentumoren, maligne MelandKlarzellsarkome,
synoviale Sarkome und Chondrosarkome umfdssin neues lipidassoziierendes
Protein ist aP2, das in Praadipozyten in der sp®dipozytenentwicklung
exprimiert wird. Es wird auch in Lipoblasten undalen Fettzellen gefunden.
Untersuchungen an Weichteiltumoren ergaben posdiW2-Reaktionen in den
Lipoblasten aller Liposarkomsubtypen, in Lipoblasem und in Hibernomen.
Alle anderen nicht-lipomatésen Weichteiltumorengeem keine Reaktion. Eine
maogliche immunhistochemische Identifizierung derpdsarkome gegeniber
nicht-lipomatdsen Weichteilsarkome anhand der alg#dssion sollte in Zukunft
beriicksichtigt werdefi.’ Kiirzlich wurde eine starke konstitutive Expression
Stanniocalcin-1, einem Regulator der Kalzium- uhd$phathomoostase, in Fett-

gewebe beschrieben, welches in hochdifferenzidiifgmsarkomen ausgedehnt, in
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schlecht differenzierten Liposarkomen jedoch nuirksgh nachweisbar war (der
histologische Typ der Liposarkome wurde nicht sfogert). Dieses Protein ist

allerdings nicht adipozytenspezifisth.

Im Vergleich zu den histochemischen Methoden undidenunhistochemischen
Bestimmung von Vimentin und S-100-Protein geht siemunhistochemische
Untersuchung auf die lipidassozierten Proteine Apliplin und Perilipin einen

wesentlichen Schritt weiter, da es sich hier urden Standardimmunhistochemie
und mit optimaler morphologischer Qualitdt nachware Proteinantigene
handelt, welche spezifisch mit Lipidbildung verbendsind. In Weichteiltumoren
wurden Adipophilin und Perilipin im Rahmen der vegenden Arbeit erstmals
analysiert. Adipophilin akkumuliert vorwiegend mitipidtropfen in undiffe-

renzierten Adipozyten und anderen Zelltypen, wathrBerilipin das dominante
Protein an der Oberflache der Lipidvakuolen diffesierten Adipozyten und

steroidalen Zellen i€t

4.1. Adipophilin

Die Ergebnisse der hier untersuchten Normalgewdbem&n mit den Er-
gebnissen von friheren Untersuchurlieiiberein. In anderen, von uns unter-
suchten Normalgeweben, wie braunem Fettgewebe etBkeiskulatur, Neben-
schilddriise, Darmepithel und Amnionepithel der Btda konnten wir in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Adipophilinexgs®n aufzeigen. In den
Untersuchungen an pathologisch veranderten nichbtdsen Geweben, zum
Beispiel xanthogranulomattse Cholezystitis und Rakichleimhaut mit Muzi-
phagen, konnte eine Adipophilinexpression dokuneentwerden. Bestatigt
werden konnte das Vorkommen von Adipophilin in aosklerotisch veranderten
BlutgefaReri® Kleine und mikrovakuolére Einschliisse in den latmellen und in
die Intima eingelagerte Schaumzellen zeigten ewstige Adipophilinreaktion.
Ubereinstimmend mit Wang et al., 19%9stiitzen unsere Ergebnisse die These,

dass Adipophilin eine Schlusselrolle im Lipidmetedmus der Schaumzellen und
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in der Entwicklung von lipidreichen Arealen in artsklerotischen GefalBwanden

spielt.

In der Untersuchung mit dem Adipophilinantikorper Differenzierung zwischen
Liposarkomen und anderen Weichteiltumoren zeigth, glass der Uberwiegende
Anteil der Falle in beiden Gruppen positiv reagiend sich im Bereich bis zu
50% positiver Zellen befand. Mit Hilfe der statsstihen Untersuchung konnte kein
Unterschied zwischen den beiden Gruppen ermitteftiean. Somit kann mit Hilfe
der Adipophilinfarbung keine Differenzierung zwisch Liposarkomen und
anderen Weichteiltumoren vorgenommen werden. Auafgrder ermittelten Er-
gebnisse kann man aber die Vermutung aufstelless, dgenn mehr als 50 % der
Zellen positiv sind, es sich eher um ein (myxoidegpsarkom handelt als um
einen anderen Weichteiltumor.

Die Auswertung der einzelnen Untergruppen der lapk@me ergab einen deut-
lichen Unterschied bezuglich ihrer Adipophilinexgg®mn. Der Grol3teil der unter-
suchten Falle wurde im Bereich mit bis zu 50 % fposn Zellen dokumentiert.
Eine Ausnahme bilden die myxoiden Liposarkome,zili;n einen auch negative
Ergebnisse zeigten, insgesamt aber eine starkerpoptulinexpression auf-
weisen: 13 Falle (53 %) lagen im Bereich mit melsr 20 % positiver Zellen.
Damit grenzen sie sich deutlich von den anderewdagkomtypen ab. Auch die
Gruppe der pleomorphen Liposarkome zeigte eineh (Ba%) mit Gber 50 %
positiver Zellen. Diese Ergebnisse eignen sich désis als Differenzierungshilfe
bei morphologisch verwandten Typen. So kann uriiégden werden zwischen
myxoiden und rundzelligen Liposarkomen, wobei diadzelligen Liposarkome
als schlechter differenzierte Form der myxoidenos@rkome gelterf: Es kann
die Aussage getroffen werden, dass bei mehr al p0sitiver Zellen es sich eher
um ein myxoides als um ein rundzelliges Liposarkoamdelt. Allerdings sollte
aufgrund der geringen Fallzahl der rundzelligenosgrkome (3 Falle) diese
Aussage durch eine hohere Anzahl an rundzelligggodarkomen Uberprift
werden. Noch allgemeiner lasst sich aus den Ergséni ableiten, dass eine
Adipophilinexpression in mehr als 50 % der Tumdezefir ein myxoides Lipo-
sarkom und gegen alle anderen Liposarkomtypentgpiseehe Diagramm 2). Die

hochdifferenzierten Liposarkome lassen sich in rhp@&hnliche- und sklero-
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sierende hochdifferenzierte Liposarkome unterteiMit Hilfe der Adipophilin-

farbung lieBen sich jedoch keine Unterschiede zweiscden beiden Gruppen
herausarbeiten. Gleiches gilt fiir einen Vergleidn \hochdifferenzierten und
dedifferenzierten Liposarkomen, die nur einen ggm Unterschied bezuglich
Adipophilin zeigen. Dedifferenzierte Liposarkomenk@&n gehauft im Rahmen

von Rezidiven hochdifferenzierter Liposarkome varkoen.

Die Mehrheit der nicht-lipomatésen Weichteiltumomgte bis zu 50 % positive
Zellen in der Adipophilinfarbung. Die Adipophilinféung zeigt im Allgemeinen
keine Differenzierungsmoglichkeit zwischen den tsuehten Rhabdomyosar-
komen, Leiomyosarkomen, Fibrosarkomen und malidiedisen Histiozytomen.
Unterschiede ergaben sich in der Auswertung deros#skome und Rhabdo-
myosarkome. So konnten zwei Falle (40 %) der Fdémiasme mit einem
negativen Ergebnis ermittelt werden. Dies konntenedgliches Unterscheidungs-
kriterium zu den anderen Untergruppen darstelles.d@n Rhabdomyosarkomen
zeigte ein Fall (25 %) mehr als 50 % positive Zellauch dieses Ergebnis konnte
zu einer maglichen Differenzierung beitragen. Aufgt der geringen Fallzahl
kénnen diese Aussagen nur unter Vorbehalt angenonweeden und sollten in

einer grol3er angelegten Studie Uberpruft werden.

Die Auswertung des morphologischen Bildes der Agiplinfarbung ergab keine
Maoglichkeit zur Differenzierung. Allerdings konntedie Erkenntnisse von
Murphy und Vanc® untermauert werden, die zeigten, dass in der Fge der
Adipozytendifferenzierung entstehende Lipidtropfeon einem Adipophilin-
mantel umgeben sind. Dazu passt, dass in Liposakowor allem mikrova-
kuolédre Einschlisse und kleine Vakuolen, jedoch seiten grofRe Vakuolen
dargestellt werden. Die zellularen Einschlisse gind- und monovakuolar oder
nur plurivakuolar. Eine Ausnahme bilden die hocfedénzierten Liposarkome,
diese zeigen viele grol3e Adipophilin-positive Valamound auch monovakuolare
Einschlisse. Hier kbnnen auch typische plurivakeoldpoblasten positiv sein.
Eine Erklarungsmoglichkeit ware, dass die mit Adgipitin dargestellte

VakuolengroRe ein Malf3 fur die Differenzierung ist.
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Abschlielend kann gesagt werden, dass sich Adipophir sehr begrenzt zur
Unterscheidung von Weichteilsarkomen eignet. Déffeialdiagnostische Moég-
lichkeiten beziehen sich vorwiegend auf die myxnitlgposarkome bei Uber 50%
dargestellter Zellen, ein Befund, der zur Abgremgzsowohl gegen andere Lipo-
sarkomsubtypen als auch gegen nicht-lipomattse Méisarkome unterstitzend

herangezogen werden kénnte.

Die hier durchgefiihrten Serienfarbungen und Dogpelfingen mit dem Makro-
phagenantikorper CD68 und dem Antikdrper gegen égldin konnten die Er-
gebnisse von Wang et al., 19%%untermauern und erganzen. Adipophilin findet
sich nicht nur in Makrophagen und Schaumzellenarderiosklerotischen Blutge-
falen, sondern auch im Bereich nekrotischer Tunteitan Besonders der Rand-
saum dieser Areale war demarkiert von Adipophilasigven Makrophagen, aber
auch Tumorzellen in diesem Bereich zeigten einest@igtte Adipophilinex-
pression. Dies war unabhéngig vom Tumortyp, trad aowohl fir Liposarkome
als auch flr nicht-lipomatdse Weichteilsarkome Yiele der hier untersuchten
Tumoren zeigten eine Uberraschend grof3e AnzahMakrophagen auch in ihren
vitalen Tumoranteilen, die sich mit Adipophilin d&gllten. Kirzlich wurde
beschrieben, dass Adipophilin ein sensitiver Markiér den Lipidgehalt in
humanen Blutmonozyten iStwas mit dem vorliegenden Befund gut uber-
einstimmt. Diese Eigenschaft von Adipophilin soliei jeder Untersuchung stets
Berucksichtigung finden. Bei der vorliegenden Studiurde versucht, in der
Auswertung maglichst nur die Adipophilin-positiv@inmorzellen, nicht aber die
Adipophilin-positiven Makrophagen zu werten, was Emzelfallen zu Unge-

nauigkeiten flihren kdnnte.

Aus den Ergebnissen lasst sich in biologischer ielnsableiten, dass es in
Weichteiltumoren prinzipiell zwei Mdglichkeiten @n Adipophilinexpression

gibt. Die erste ist mit der lipomatosen Zelldiffergerung assoziiert und kdnnte
somit ein diagnostisches Kriterium fir Liposarkonstellen. Diese Form der
Adipophilinexpression wurde in myxoiden Liposarkoemigesonders augenfallig,
von denen einige Falle Adipophilin-positive Vesikelnahezu diffuser Verteilung

aufwiesen. Hieraus kann sich, wie oben aufgefigine diagnostische Relevanz

72



ergeben. In biologischer Hinsicht wiirde dies deipAghilinexpression in un-
differenzierten Adipozyten entsprect&rmdie durch multiple kleine bzw. Mikro-
vakuolen charakterisiert ist, im Gegensatz zu neifeivakuoléren Adipozyten. In
Bezug auf die Tumorpathologie sollte beachtet werdass sich der Begriff
zundifferenziert” hier nicht auf den Malignitatsgtasondern lediglich auf die
adipozytare Zellausreifung bezieht; myxoide Lip&sane weisen trotz oft
niedriger adipozytarer Zellreife (Armut an LipiduaMden) einen niedrigen Mali-

gnitatsgrad (also einen hohen Differenzierungsggatsprechend Grad 1) &lif.

Die zweite Mdglichkeit einer Expression von Adipdphin Weichteilsarkom-
zellen ist vom Zell- und Tumortyp offenbar unabhgngDie topographische
Beziehung zu regressiven Tumorarealen und zur Uorgeison Nekrosen spricht
daflr, dass es sich hier um ein allgemeinpathatbgs Phdnomen einer dege-
nerativen Zellverfettung handelt, wie es in zalshen epithelialen und mes-
enchymalen Zelltypen als Antwort auf unspezifischehadigungen beispiels-
weise hypoxischer oder toxischer Natur beobachiret \#xemplarisch ist hier die
Leberzellverfettung zu nennen, welche ebenfallseimér Adipophilinexpression

einhergeht?

Da sich hier also zwei voéllig verschiedene biologes Phanomene tberlagern, ist
der potentielle diagnostische Wert einer Adipopif@lirbung bei Weichteiltumoren
auf die wenigen oben aufgefiihrten Beispiele besétr&omplizierend tritt noch
die Adipophilinexpression in tumorinfiltrierenden akrophagen hinzu, welche

manchmal nur schwer von Tumorzellen zu unterschesdad.

4.2. Perilipin

Das Perilipinvorkommen beschrankt sich — im Gegengam Vorkommen von
Adipophilin - auf Adipozyten und steroidhaltige e12° Diese Erkenntnis konnte
hier mit der Untersuchung von verschiedenen nommaBeweben bestatigt
werden. Die immunhistochemischen Untersuchungegtereiaber, dass Perilipin

auch in den Intimazellen arteriosklerotischer Béfddge und in die Intima ein-
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gelagerten Schaumzellen exprimiert wird. In Ubesginmung damit wurde in
Zellen um Cholesterinansammlungen und in Schauerzedufgebrochener ar-
teriosklerotischer Beete eine relevante Expressmmohl von Perilipin-mRNA

als auch von Perilipinproteinen beschrieben.

Bislang sind in der Literatur keine Daten zur Rginlexpression in Tumoren
verfugbar. Wir konnten hier erstmals zeigen, dagsder Perilipinfarbung eine
Differenzierung zwischen Liposarkomen und anderaziciteiltumoren maoglich
ist. Liposarkome zeigen sowohl negative als auchitipe Ergebnisse. Die
anderen Weichteiltumoren sind alle negativ. FolgeAdissage kann getroffen
werden: Bei einer positiven Perilipinreaktion habh@s sich um ein Liposarkom.

Bei einem negativen Ergebnis kann ein Liposarkochtrausgeschlossen werden.

Auch die Analyse der einzelnen Liposarkomtypen tzdiutliche Unterschiede.

Die myxoiden Liposarkome zeigen positive und negattrgebnisse, die rund-
zelligen Liposarkome nur negative Ergebnisse. QaBtbigert werden kann, dass
hinsichtlich dieser Differentialdiagnose bei eipesitiven Reaktion ein myxoides
Liposarkom vorliegt, allerdings mit der Einschranguder geringen Fallzahl der
rundzelligen Liposarkome. Im Vergleich von hochelifinzierten zu allen anderen
Liposarkomtypen kann bei Uber 80 % positiver Zelen hochdifferenziertes

Liposarkom angenommen werden. In der UntersuchendJdtertypen der hoch-

differenzierten Liposarkome, der lipom-ahnlicher wler sklerosierenden, konnte
die Vermutung aufgestellt werden, dass bei einegatineen Ergebnis oder bei
weniger als 50 % dargestellter Zellen eher einrekierendes Liposarkom ange-

nommen werden kann.

Die ermittelten Ergebnisse lassen folgende Schig@&fongen zu: Eine negative
Perilipinfarbung ist unwahrscheinlich bei einem Indifferenzierten Liposarkom.
Ein positives Ergebnis findet sich nicht bei rurltigen Liposarkomen. Aufgrund
der geringen Fallzahl sollte dieses Ergebnis jeddrprift werden. Bei mehr als
50 % positiven Zellen handelt es sich wahrschédinlim ein hochdifferenziertes

oder myxoides Liposarkom, mit nur geringer Wahrsgdiehkeit um ein pleo-
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morphes Liposarkom. Sind mehr als 80 % der Zellmyekstellt, handelt es sich

um ein hochdifferenziertes Liposarkom.

Anlass zu Spekulationen gibt das Verhalten von félgdnzierten, pleomorphen
und myxoiden Liposarkomen, die fur Perilipin sowaolelgativ als auch in unter-
schiedlichem Ausmald positiv sein kdnnen. Da Parilidas vorherrschende

Protein in differenzierten Adipozyten i&t" 28

und diese weniger haufig in de-
differenzierten und pleomorphen Liposarkomen vorkwn, konnte es in be-
sagten Liposarkomtypen besser differenzierte Uygert, die Perilipin-positiv

sind, geben. Diese kdnnten aufgrund ihrer besssdifferenzierten Adipozyten

andere Eigenschaften haben und sich in ihrem kheis Bild unterscheiden.
Auch die myxoiden Liposarkome zeigen ein unerwagdireites Spektrum von
negativ bis stark positiven Reaktionen, dessendbesaicht deutlich zu erkennen
ist.

Das morphologische Bild von Perilipin zeigt vorweegl grof3e und kleine, mono-
und plurivakuolére Einschlisse und schliel3t danchadie die histopathologisch
charakteristischen plurivakuoléaren Lipoblasten dttwas anders sind die my-
xoiden Liposarkome gelagert, in denen Uberwiegdied drei Vakuolengrof3en

(also auch mikrovakuolare Einschlisse) dargesteill. Das Vorkommen dieser
Perilipin-positiven mikrovakuolaren Einschlisse drefers in myxoiden Lipo-

sarkomen gibt Anlass zu weiteren Untersuchungen.

Zusammenfassend zeigt die Perilipinexpression lediuhiste Spezifitat fur Lipo-

sarkome, die auch durch die durchgefuhrten sttistin Untersuchungen unter

mauert wird. Die Zahl von 16 untersuchten nichtfifatdsen Weichteiltumoren,
die ausnahmslos Perilipin-negativ waren, musste aioem praktischen dia-
gnostischen Einsatz dieser Marker allerdings nockimer zukinftigen umfang-
reichen Studie erhdht und dort der konstante negd@efund verifiziert werden.
Die hohe Spezifitat von Perilipin in Liposarkomet allerdings mit einer im Ver-
gleich zu Adipophilin geringeren Sensitivitat venolen. Ein negatives Ergebnis

schliel3t somit ein Liposarkom keineswegs aus.
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Besonders relevant erscheint dieser neue Liposarkoker bei den diagnostisch
oft problematischen pleomorphen Liposarkomen. Carfigste Reaktionsausfall
in diesen Tumoren war ein spéarlicher Expressioms{ddl % bis 5 % der Tumor-
zellen). Aufgrund der hohen Spezifitat von Pemliionnen aber auch derartige
sparliche und fokale Expressionen diagnostisctvagliesein. Fur einen maglichen
Einsatz in der pathologischen Routinediagnostikewshr wiinschenswert, wenn
ein monoklonaler Antikdrper gegen Perilipin zur fgung stehen wirde, was
bislang noch nicht der Fall ist. Ein mit Periliprergleichbarer Differenzierungs-
marker hochster Spezifitat, aber eingeschranktesifatat ist das fir urotheliale
Differenzierung spezifische Uroplakin fif: ** Auch hier kann bereits ein spér-
licher und fokaler Nachweis als ein starkes Argumim urotheliale Diffe-
renzierung, also ein primares oder metastatischeghélkarzinom, gewertet

werden.

4.3. TIP47

Das von Pfeffer et al., 1998 entdeckte Protein TIP47 mit einer starken Sequenz-
homologie zu Adipophilin wurde von Wolins et alQ® ** ebenfalls als lipid-
assoziiertes Protein postuliert. In Anlehnung asdiErkenntnisse konnte in den
durchgefuhrten Untersuchungen ein ahnliches Ergebmit TIP47 in ver-
schiedenen normalen und nicht-tumordsen Gewebeitteltmverden wie in der

Adipophilinfarbung.

Mit dem Antikérper gegen TIP47 wurden nur die Lipdome und nicht die
anderen nicht-lipomattsen Weichteilsarkome untértsuosgesamt zeichnen sich
die TIP47-Reaktionen in den Liposarkomen tUberwidgdurch eine negative oder
nur sparlich positive Reaktion aus; im Vergleich den beiden anderen lipid-
assoziierten Proteinen, Adipophilin und Perilipirzeigt TIP47 die geringste

Immunreaktivitat in Liposarkomen.

Zwischen den 5 Typen der Liposarkome gibt es Uokeesle. Das Ergebnis der

hochdifferenzierten Liposarkome hebt sich hervorl® Fallen (75 %) wurde ein

76



negatives Ergebnis ermittelt. Alle anderen Lipoeark zeigten auch negative
Ergebnisse, die aber nicht 33 % der jeweiligenzall Gberschritten. Die de-
differenzierten Liposarkome verhalten sich entgegeetzt zu den hochdiffe-
renzierten. Hier zeigen 75 % der Falle eine pasiReaktion, zwei Drittel dieser
sogar 5,1- 50 % positive Zellen. Aufgrund der ggeim Fallzahl konnte bei den
rundzelligen Liposarkomen keine Tendenz ausgemaefrden. Der Vergleich des
prozentualen Anteils von myxoiden und pleomorphé@posarkomen ergab ein
ahnlich verteiltes Bild. Um eine Bestatigung zuadtén, sollte die Anzahl der
pleomorphen Liposarkome der der myxoiden angegiickierden. Der Vergleich
zwischen lipom-ahnlichen und sklerosierenden hdtdrénzierten Liposarkomen

ergab keinen Unterschied.

Das morphologische Bild der TIP47-Farbung zeigtenli&hkeit mit der

Adipophilinfarbung, welches aufgrund der molekutargerwandtschaft nicht
Uberrascht. Vorherrschendes Erscheinungsbild sikdowakuolare Einschlisse
und kleine Vakuolen, die Ausnahme bilden die hoifbdinzierten Liposarkome
mit gro3en und kleinen Vakuolen. Die Vakuolen zerigerwiegend einen pluri-
vakuolaren Charakter; Ausnahmen sind hochdiffeestezi Liposarkome mit

mono- und plurivakuolaren Einschlissen.

Der hier verwendete Antikorper ist ein polyklonalkteerschweinchen-Anti-
korper, dessen Reaktionen nicht immer eindeutigkladausfielen. Die Qualitat
der Immunreaktion am Paraffinmaterial war bei TIRA7 Vergleich zu Adipo-

philin und Perilipin weniger stark und pragnant b&rgleichsweise hoherer
Hintergrundreaktion. Daher waren einige Praparatbweriger auswertbar,
obwohl es auch Praparate gab, die klar und eingleutszuwerten waren. Die
Etablierung eines monoklonalen Antikorpers gegeR4VI mit einer hdheren
Affinitat an paraffineingebettetem Material konnte der Zukunft zu besseren

Ergebnissen fuhren.
Zudem wurde von Barbero et al., 26@bstuliert, dass TIP47 doch kein Bestand-
teil von Lipidtropfen sei. Die starke Ahnlichkeitvischen Adipophilin und TIP47

bewirke demzufolge eine Kreuzreaktion, auf der Hisherigen Forschungs-
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ergebnisse wahrscheinlich beruhen. Barbero eR@0L beschreiben TIP47 als
ein Protein, dass den Mannose-6-Phosphat-Rezegoimwdlammazellen ver-
mittelt. Zwischenzeitlich konnte die AssoziationnvdlP47 mit Lipidtropfen aber
zweifelsfrei bewiesen werden, wobei aber auch é&iséche Form von TIP47

existiert?®

4.4. Vergleich von Adipophilin und Perilipin

In der statistischen Analyse zeigte sich, dass émhgdin und Perilipin sich in
ihrem Expressionsverhalten bei den myxoiden, rulligea und hochdiffe-
renzierten Liposarkomen unterscheiden. Bei denzeltiden Liposarkomen kann
aufgrund der geringen Fallzahl nicht von einem ageskraftigen Ergebnis
ausgegangen werden. Bei den pleomorphen und dediffierten Liposarkomen
konnte kein Unterschied im Adipophilin- und Peiitiperhalten festgestellt

werden, jedoch kénnte sich dieses Ergebnis ber aiiieeren Fallzahl &ndern.

Generell 1&sst sich hier aussagen, dass in Liposagk Adipophilin meist positiv
ausfallt, wobei eine besonders starke Expressiatemmyxoiden Liposarkomen
vorliegt. Bei Perilipin fallt dagegen ein signifiki@er negativer Anteil von Lipo-
sarkomen auf. Dennoch ist die Mehrzahl der Liposawd positiv fur Perilipin.
Die Gruppe der hochdifferenzierten Liposarkome fmeét sich dabei durch eine
besonders starke Expression von Perilipin aus. Haiehdifferenzierten Lipo-
sarkome stellen den einzigen Liposarkomsubtyp lagirdem die Expression von
Perilipin gegenuber der von Adipophilin Uberwie@tie tbrigen Liposarkom-
subtypen zeigen eine starkere Expression von Athibopim Vergleich zu
Perilipin. Bei der zweidimensionalen Auswertung téeu sich eine Cluster-
Bildungen in Bezug auf die myxoiden und pleomorplgrosarkome an. Die
nicht-lipomatdésen Weichteiltumoren sind fur Adipdwh Gberwiegend positiv,
fur Perilipin durchwegs negativ. Letzteres Protkimnte sich daher als histo-
pathologischer Marker zur differentialdiagnostisth@bgrenzung von Lipo-

sarkomen gegenuber den nicht-lipomatésen Weichedten eignen.

78



5. Zusammenfassung

Die Weichgewebstumoren leiten sich von nichtepi#theh, extraskeletalen,
mesenchymalen oder neuroektodermalen StruktureDetnentsprechend zeich-
nen sie sich durch ein vielfaltiges morphologiscizedibild aus. Die gréfite
Gruppe der Weichteilsarkome bilden die LiposarkoBie. treten vorwiegend im
Erwachsenenalter auf mit einem haufigen VorkomnmerRietroperitoneum und
an den unteren Extremitaten. Histologisch klagsifizman die Liposarkome in
myxoide, rundzellige, hochdifferenzierte, dediffezeerte und pleomorphe Lipo-
sarkome. Entscheidend fur die Diagnose und die é&xlgmg zu anderen Weich-
teiltumoren ist die Identifizierung von LipoblasteDie konventionelle Mikro-
skopie erlaubt haufig eine eindeutige Diagnosditsttmanchen Féllen jedoch an
Grenzen. Dazu zéhlen Liposarkome mit nur geringpidbildung, kleine (z.B.
Stanz-) Biopsien oder Biopsien mit nur sparlichderaiberwiegend nekrotischen
Liposarkomformationen. Spezielle Untersuchungsnughp wie histochemische
Lipidfarbungen oder immunhistochemische Untersugleanmit etablierten posi-
tiven Markern, wie S-100-Protein, oder mit muskiiyeischen Antigenen als
negative Marker sind hier auch nicht immer erfalgne zumal S-100-Protein
nicht liposarkomspezifisch ist. Daher ware einebktaung neuer immunhisto-
chemischer Marker, die spezifisch fir eine liporsat@elldifferenzierung sind,
von grofRem Interesse und potentieller Bedeutung di@ér Identifikation von

Liposarkomen und ihre Abgrenzung von anderen Weilsairkomen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den iomhistochemischen Reak-
tionsmustern von neuen Antikorpern gegen drei {gsdoziierte Proteine der
PAT-Familie. Adipophilin (auch ADRP genannt) ishdpProtein (52kD), das in
unreifen Adipozyten, aber auch in zahlreichen asletelltypen zu finden ist.
TIP47 ist ein dem Adipophilin sehr nahe stehendeseih (47kD), das ebenfalls
in verschiedenen Zellen angetroffen wird. Periliph2-62kD) lasst sich dagegen
nur in Adipozyten und steroidhaltigen Zellen findéfs gilt als das dominante
Protein an der Oberflache von Lipidvakuolen in erifAdipozyten. Untersucht
wurden in der vorliegenden Arbeit das Vorkommen u¥drhalten von

Adipophilin, Perilipin und TIP47 in menschlichen iMwalgeweben und in

79



bestimmten pathologisch veranderten Geweben. Splwkr der Arbeit ist das
Verhalten der genannten Antikorper in Liposarkomerd nicht-lipomatosen

Weichteiltumoren.

Untersucht wurden 87 Liposarkome und 16 anderet-fijppmatose Weichteil-
tumoren. Die Gruppe der Liposarkome unterteilté sic 44 myxoide, 3 rund-
zellige, 20 hochdifferenzierte, 16 pleomorphe urdkdifferenzierte Liposarkome.
Die anderen Weichteiltumoren gliederten sich in &igme fibrése Histiozytome,
5 Rhabdomyosarkome, 4 Fibrosarkome und ein Leioarkosn. Ziel war es,
Informationen Uber das Vorkommen der Antigene sawigliche Unterschiede
in den einzelnen Geweben zu erhalten, die moghetise diagnostisch relevant
sind. Die immunhistochemische Untersuchung erfotgiteder ABC-Methode an
formalinfixiertem, paraffineingebettetem MateridlVeiterhin wurden Doppel-

farbungen mit dem Makrophagenantikdrper CD68 ungbéghilin durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Adipophilinfarbung in Normalgbee bestatigen und
erweitern frihere Untersuchungen. Es findet sichzahlreichen Zelltypen,
besonders ausgepréagt in laktierendem Mammagewedalgdrisen und Neben-
nierenrindenzellen sowie in Makrophagen und Schallerz, im Allgemeinen

aber nicht im Fettgewebe. Liposarkome waren me&ef) - wenngleich in unter-
schiedlichem Ausmal - positiv flr Adipophilin, woldée myxoiden Liposarkome
eine besonders starke Expression zeigten. Auflasdiu Ebene stellten sich in
Liposarkomen mit dem Antikérper gegen Adipophilirorwiegend mikro-

vakuolare Einschlisse und kleine Vakuolen dar. @ anicht-lipomatdse Weich-
teiltumoren Uberwiegend (mittelstark) Adipophilingitiv waren (87 %), war ein
Unterschied zwischen Liposarkomen und anderen Hijpbmatosen Weichteil-
tumoren hinsichtlich Adipophilin nicht ermittelbaEine ausgedehnte Adipo-
philinexpression in mehr als 50 % der Tumorzellgmicht jedoch fir ein

(myxoides) Liposarkom.
Perilipin zeigte im Normalgewebe ein zu Adipophilimeitgehend komple-
mentares Farbemuster und war in UbereinstimmungleriLiteratur vorwiegend

in reifen Adipozyten (sowie in Talgdriisen und bmstiten steroidalen Zellen)

80



nachweisbar. Unter den Liposarkomen waren 62 K&lle%) Perilipin-positiv,
samtliche nicht-lipomatosen Weichteilsarkome wgeeloch negativ. Es liegt also
eine sehr hohe, statistisch untermauerte Spezifi¢ét Perilipinexpression flr
Liposarkome vor, bei einer allerdings nur mittelanhSensitivitat. Perilipin
kénnte sich somit als histopathologischer Marker differentialdiagnostischen
Abgrenzung von Liposarkomen gegeniber nicht-lip@set Weichteilsarkomen
eignen. Zwischen den einzelnen Liposarkomtypen dansich deutliche Unter-
schiede; die hochdifferenzierten Liposarkome zeigten starksten Expressions-
grad. Das zytomorphologische Bild zeigte vorwiegekigine und groR3e
Vakuolen. In der zweidimensionalen Auswertung maipophilin und Perilipin
deutete sich bei den myxoiden und pleomorphen kigkasnen eine Abgrenzung

von Untergruppen an.

In der Untersuchung mit TIP47 konnten ahnliche Bnjgse in Normalgeweben
und pathologisch veranderten nicht-tumorésen Gewebmittelt werden wie in
der Adipophilinfarbung. Bei den Liposarkomen famchamit TIP47 im Vergleich
zu den beiden anderen Proteinen eine deutlichggénReaktion mit Uberwiegen
eines negativen oder spéarlich positiven Reakticsfedlas. Die Reaktivitat des
verfigbaren polyklonalen TIP47-Antikérpers an Pfamathnitten war im Ver-

gleich zu den Antikérpern gegen Adipophilin undif@n weniger gut.

Somit konnte in der vorliegenden Studie erstmass\darkommen von drei neuen
lipidassozierten Antigenen in Liposarkomen und aedenicht-lipomatdsen
Weichgewebstumoren charakterisiert werden. BessniderPerilipin deuten die
Ergebnisse auf interessante diagnostische Pergpektiur besseren histopatho-
logischen Identifikation von Liposarkomen hin, dre weiterfilhrenden Unter-
suchungen zu validisieren sind. Besonders erstssimyn ware die Etablierung
eines spezifischen und fur die Immunhistochemieggeten monoklonalen Anti-

korpers gegen Perilipin.
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7. Anhang

7.1. Herstellung der Paraffinschnitte

HE-Farbung
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE): Schnitte in absteider Alkoholreihe
Entparaffinieren
Hamatoxylin 1 min
gut in HO spulen
Eosin 30 sek.
Spulen in HO
Aufsteigende Alkoholreihe zum
Entwassern
Spulen in Xylol
Eindecken mit Entellan

Farbelbésungen: Mayer-Hamalaan 1:5 verdunnt mit Aqua dest.
Eosin 1 % Stammlésung Eosin in Aqua
dest., zur Gebrauchslosung wird sie

pro Kivette mit 1-2 Tropfen

Eisessig versetzt

7.2. Ansatze der ABC-Methode am Paraffinschnitt

PBS (Phosphate buffered saline):

Herstellung von 1000 ml: 8¢ NacCl
0,2g KCI
1,16 g NAHPO,
02g BHPO,
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Mit Magnetrihrer in 1000 ml Aqua dest. auflésen phtdWert von 7,4
mit 1N NaOH oder 1-2N HCI einstellen.

Tris-HCI-Puffer:

Herstellung der Stammlésung 0,5 m: 60,57 g Trisdeerin 500 ml Aqua
dest. aufgeldost und mit 1IN HCI auf pH 7,4 eingdist®lit Aqua dest.
wird dann auf 1 Liter aufgefullt. Herstellung dee-Brauchslésung 0,05

m: Die Stamml6ésung wird 1:10 mit Aqua dest. verdiinn

10 mM Tri-Na-citrat-Dihydrat Puffer:
2,9410 g/l werden mit HCI auf pH 6 eingestellt.

Trypsinlésung (0,1 %)

300 mg Trypsin

300 mg CaGl

Die Substanzen werden in 300 ml 0,05 m Tris-HCfkét geldst und
mit 1n NaOH auf pH 7,8 eingestellt. Fir die Mikrdieabehandlung
muss diese Stammldsung noch 1:100 mit Tris-HCld?wérdinnt

werden auf eine 0,001 % LAsung.

Blockierung der endogenen Peroxidase

200 ml Methanol werden mit 6 ml 30 %®} versetzt

ABC-Komplex
1000m PBS
20 m Komponente A
20 m Komponente B
Der ABC-Komplex mul3 spatestes 30 min vor Gebraungesetzt

werden.
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DAB (3,3-Diaminobenzidin)
50 mg DAB in 50 ml 0,05 m Tris-HCI-Puffer I6sen (pt#). Durch
einen Papierfilter filtrieren. Kurz vor GebrauchaL0 % HO,

zusetzen.

7.3. Ansétze der Doppelfarbung mit Goldmarkierungd Alkalischer

Phosphatase

Substratansatz: 1. 75 ml Tris-Puffer
2. 200 mg Natriumnitrat werden in 3,75 ml Aqua
dest. gelost. Hinzu kommen 3@DNeufuchsin.
3. 40 mg Naphtol-AS-BI-phosphat wird in
1ml Dimethylformamid gel6st.
4. Hinzugegeben werden 90 mg Levamisol.
Es werden Ansatz 1. und 2. gemischt, 3. hinzugegebd gemischt und

4. hinzugegeben.

7.4. Einzelergebnisse der Adipophilinfarbung

7.4.1. Myxoide Liposarkome

Nr. Tumortyp |Haufigkeit| Verteilung Zellform | Vakuolengrof3e [Vakuolenzahl
hom fok nek [kug sp /den|groR3 klein mikro| mono pluri

1 |myx.Ls 1 0 1 0 1 2 0 1 2 0 2

2 |myx. Ls 0

3 |myx.Ls 3 0 1 0 1 2 1 1 2 1 2

4 |myx. Ls, G3 3 0 1 0 2 2 1 2 1 1 2

5 |Jmyx.Ls 1 0 1 0 2 0 0 2 1 0 2

6 |myx.Ls 3 0 1 0 1 2 1 2 1 1 2

7 |myx.Ls 2 0 1 0 0 2 0 1 2 0 2

8 |myx.Ls 2 0 1 0 1 2 1 2 2 1 2

9 |myx. Ls, Rez 1 0 1 0 0 2 1 0 2 1 2

10 [myx. Ls 2 0 1 0 11 1 2 2 1 2

11 |myx. Ls, G1 0

12 |myx. Ls 0

13 |myx. Ls, G1 0
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Nr. Tumortyp [HAaufigkeit| Verteilung Zellform | Vakuolengrol3e [Vakuolenzahl
hom fok nek [kug sp /den|groR3 klein mikro| mono pluri

14 |myx. Ls, Rez. 2 1 00 2 0 2 11 2 2
15 myx. Ls, G1 2 0 1 0 1 2 0 0 2 0 2
16 |myx.Ls, Rez 2 1 00 1 2 0 1 2 1 2
17 |myx. Ls, Rez 3 0 10 1 2 1 2 2 0 2
18 |diff. myx. Ls 4 0 10 2 1 2 2 2 0 2
19 |myx. Ls, Rez 3 0 10 1 2 0 1 2 0 2
20 |myx. Ls, Meta. 2 0 10 2 2 0 2 2 0 2
21 |myx. Ls, Meta. 4 0 1 0 1 2 2 2 2 1 2
22 |myx.Ls, Meta.| 3 0 10 1 2 2 2 2 1 2
23 |myx. Ls 4 0 1 0 2 1 2 21 1 2
24 |myx. Ls 3 1 00 1 2 1 1 2 0 2
25 |myx. Ls, G1 0

26 |myx. Ls 4 0 10 2 2 1 2 2 1 2
27 |myx. Ls 4 1 0 1 1 2 0 1 2 0 2
28 [myx. Ls, Rez. 4 1 00 1 2 1 2 2 1 2
29 |myx. Rez. G2 4 0 1 1 2 2 1 2 2 1 2
30 [myx. Ls, G1 4 1 01 1 2 1 2 2 1 2
31 |myx. Ls 3 0 1 1 2 1 1 2 2 1 2
32 |myx. Ls, Rez. 2 0 10 1 2 0 1 2 0 2
33 |myx. Ls 3 0 1 0 2 2 1 2 2 1 2
34 |myx. Ls 3 0 10 1 2 1 1 2 1 2
35 |myx. Ls 1 0 1 0 1 2 1 0 2 1 2
36 |myx. Ls, Rez. 1 0 10 2 2 0 1 2 0 2
37 |myx. Ls 4 0 1 0 1 2 1 2 1 11
38 |myx-rundz. Ls 3 0 1 0 2 2 0 1 2 0 2
39 |myx-rundz. Ls 1 0 1 0 0 2 0 0 2 0 2
40 |myx-rundz. Ls 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 2
41 |myx-rundz. Ls 2 1 0 0 1 1 0 1 2 0 2
42 |myx-rundz. Ls 3 0 1 0 1 2 2 21 1 2
43 |myx-rundz. Ls 4 0 1 0 2 2 1 2 1 0 2
44 |myx-rundz. Ls 3 0 1 1 1 2 1 1 2 1 2

Tab. 10: Einzelergebnisse der Adipophilinfarbung inmyxoiden Liposarkomen

myx. Ls=myxoide Liposarkome, myx- rundz. Ls=myxoididzellige Liposarkome, diff. myx.

Ls=differenziertes myxoides Liposarkom Rez.= Rezitleta=Metastase, G1=Grading 1,

G2=Grading 2, G3=Grading 3, hom=homogen, fok= fplkak=nekrotisch, kug=kugelférmig,

sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakéiglmono=monovakuolar, pluri=plurivakuolar,
Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen,2+50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive

Zellen, 4=80, 1-100% positive Zellen, VerteilunggRéiolenzahl, Vakuolengré3e: O=keine,

1=wenige, 2=viele
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7.4.2. Rundzellige Liposarkome
Nr. Tumortyp |Haufigkeit] Verteilung | Zellform | VakuolengréRe [Vakuolenzah
hom fok nek |kug sp/den|grof3 klein mikro || mono pluri
45 Jrundzelliges Ls 1 0 1 0 2 1 0 0 2 0 2
46 |rundzelliges Ls 1 0 1 0 2 0 1 0 2 1 2
47 Jrundzelliges Ls 2 0 1 0 2 1 1 1 2 1 2

Tab.11: Einzelergebnisse der Adipophilinfarbung inrundzelligen Liposar-

komen, Ls=Liposarkome, hom=homogen, fok=fokal, nek=nelsdij kug=kugelférmig,

sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakéiglmono=monovakuolar, pluri=plurivakuolar,
Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen,2+50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive

Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung,Kdalenzahl, VakuolengroRe: O=keine,

1=wenige, 2=viele

7.4.3.

Hochdifferenzierte Liposarkome

Nr.

Tumortyp

Haufigkeit

Verteilung

homo fok nek

Zellform
kug sp/den

Vakuolengrofle
grofi3 klein mikro

Vakuolenzahl
mono pluri

48

hochdiff. Ls, G1

o
[
o

0 1

0 2

0 2

49

gut diff., Rez.

50

hochdiff. Ls, G1

51

hochdiff. skl. Ls

52

gut diff., fibros.
Ls

e N
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53

gut diff., Ls, G1

54

hochdiff. Ls, G1

55

hochdiff. Ls, G1

56

hochdiff. skl.Ls

57

hochdiff. Ls, G1

58

gut diff. Ls, G1

59

reifes Ls

60

hochdiff.Ls,G2,
Rez
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61

hochdiff. Ls, G1

62

gut diff. Ls

63

hochdiff. Ls

64

hochdiff. Ls
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hochdiff. Ls
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hochdiff. Ls
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hochdiff. Ls, G1
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Tab

. 12: Einzelergebnisse der Adipophilinfarbung inhochdifferenzierten

Liposarkomen hochdiff. Ls=hochdifferenzierte Liposarkome, dlfs=differenziertes Lipo-

sarkom, hochdiff. skl. Ls=hochdifferenziertes skkerendes Liposarkom, diff. fibros. Ls=diffe-

renziertes fibrosierende Liposarkom, G1=Gradingam=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch,

kug=kugelférmig, sp/den=spindelférmig/dendritisaikro=mikrovakuoléar, mono=monovakuolar,

pluri=plurivakuolar, Haufigkeit: 0=negativ, 1=0,24bpositive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen,
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3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positivdlete Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolen-

gréRe: O=keine, 1=wenige, 2=viele

7.4.4. Dedifferenzierte Liposarkome
Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |Vakuolengrof3e |Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/denj|grof3 klein mikro| mono pluri
68 |dediffer. Ls 1 0 1 0 0 1 0 0 2 0 2
69 |dediffer. Ls 2 0 1 0 1 2 1 2 2 0 2
70 |dediffer. Ls 2 1 0 O 1 2 1 1 2 1 2
71 |dediffer. Ls 2 0 1 0 1 2 1 1 2 1 2

Tab. 13: Einzelergebnisse der Adipophilinfarbung indedifferenzierten Lipo-

sarkomen, dediffer. Ls=dedifferenziertes Liposarkohpm=homogen, fok=fokal,
nek=nekrotisch, kug=kugelférmig, sp/den=spindelfigrahendritisch, mikro=mikrovakuolar,
mono=monovakuolar, pluri=plurivakuolér, Haufigkedt=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-
50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen808:1-100% positive Zellen, Verteilung,

Vakuolenzahl, VakuolengréRe: O=keine, 1=wenige,i@ev

7.4.5. Pleomorphe Liposarkome

Nr. Vakuolenzahl

mono pluri
2 1

Zelleform
kug sp/den
2 0

Tumortyp  |Haufigkeit| Verteilung

hom fok nek
0 1 0

Vakuolengrole
grof3 klein mikro

2 2

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

83
84

85

Ls
Ls
Ls
Ls
Ls
Ls, Rez
Ls, Rez
Ls
Ls
Ls
Ls

Ls
Ls

Ls

pleo.
pleo.
pleo.
pleo.
pleo.
pleo.
pleo.
pleo.
pleo.
pleo.
pleo.

pleo.
pleo.

pleo.
86 |pleo. Ls
87 |pleo. Ls

Tab. 14: Einzelergebnisse der Adipophilinfarbungm pleomorphen Lipo-
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sarkomenpleo. Ls=pleomorphe Liposarkome, Rez.=Rezidiv, hbamogen, fok=fokal,
nek=nekrotisch, kug=kugelférmig, sp/den=spindelfigrarendritisch, mikro=mikrovakuolar,
mono=monovakuolar, pluri=plurivakuolér, Haufigkedt=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-
50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen808:1-100% positive Zellen, Verteilung,

Vakuolenzahl, VakuolengréRe: O=keine, 1=wenige,i@=v
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7.4.6. Nicht-lipomatése Weichteiltumoren

Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |Vakuolengrol3e [Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/den|grof3 klein mikro| mono pluri

1 Fibrosarkome 2 01 0|0 2 0 2 2 1 2

2 Fibrosarkome 1 01 0|1 2 0 2 2 1 2

3 Fibrosarkome 2 10 0|0 2 0 2 2 1 2

4 Fibrosarkome 0

5 Fibrosarkome 0

6 RMS 2 0 1 1|1 2 0o 2 2 0 2

7 RMS 2 0 1 1|2 2 0o 2 2 1 2

8 RMS 3 0 1 0|1 2 0o 2 2 0 2

9 RMS 2 0 1 0|1 2 0o 2 2 0 2
10 MFH 1 0 1 1|1 2 0 2 2 0 2
11 MFH 1 0 1 1|1 2 0 2 2 1 2
12 MFH 1 0 1 0|0 2 0 1 2 0 2
13 MFH 2 0 1 1|1 2 0 2 2 0 2
14 MFH 1 0 1 0|1 2 0 1 2 0 2
15 MFH 2 0 1 0|0 2 0 2 2 1 2
16 MFH 2 0 1 0|1 2 0 0 2 0 2
17 LMS 1 0 1 0|0 2 0 1 2 0 2

Tab. 15: Einzelergebnisse der Adipophilinfarbung innicht-lipomatdsen

Weichteiltumoren MFH=Malignes fibroses Histiozytom, RMS=Rhabdomydsan,
LMS=Leiomyosarkom, hom=homogen, fok=fokal, nek=misch, kug=kugelférmig,
sp/den=spindel-formig/dendritisch, mikro=mikrovakirp mono=monovakuolar,
pluri=plurivakuolar, Haufigkeit: 0=negativ, 1=0,24bpositive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen,
3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positivdete Verteilung, Vakuolenzahl,

Vakuolengrof3e: 0=kein, 1=wenige, 2=viele

7.5. Einzelergebnisse der Perilipinfarbung

7.5.1. Myxoide Liposarkome

Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung| Zellform |VakuolengréRRe |Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/den|grof3 klein mikro| mono pluri

1 |myx.Ls 0

2 |myx.Ls 0

3 |myx. Ls 2 0 1 0 2 1 2 21 1 2

4 |myx. Ls, G3 1 0 1 0 2 1 1 2 0 11

5 |myx. Ls 0

6 |myx.Ls 2 0 1 0 2 1 2 2 0 2 1

7 |myx.Ls 0

8 |myx.Ls 0

9 |myx. Ls, Rez. 2 0 1 0 2 1 2 21 2 2

10 |myx. Ls 2 0 1 0 2 1 2 21 1 2

11 |myx. Ls 3 1 0 O 0 2 1 2 2 1 2
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Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung| Zellform |VakuolengréfRe|Vakuolenzahl
hom fok nek |kug sp/den|grof? klein mikro| mono pluri

12 |myx. Ls 0

13 |myx. Ls, G1 0

14 |myx. Ls, Rez. 2 0 1 0 2 1 2 21 2 2
15 myx. Ls 0

16 [myx. Ls, Rez. 0

17 |myx. Ls, Rez. 2 0 1 0 2 0 2 2 0 2 2
18 [diff. myx. Ls 2 0 1 0 2 0 2 21 1 2
19 myx. Ls, Rez. 0

20 |myx. Ls, Meta 1 0 1 0 2 0 2 1 0 1 2
21 |myx. Ls, Meta 3 0 1 0 2 1 2 2 0 2 0
22 |myx. Ls, Meta 3 0 1 0 2 1 2 2 0 1 2
23 |myx. Ls 3 0 1 0 2 0 2 21 2 2
24 |myx. Ls 1 0 1 0 2 0 2 2 1 1 2
25 |myx. Ls, G1 0

26 |myx. Ls 2 0 1 1 2 0 2 2 1 1 2
27 |myx. Ls 2 0 1 0 2 1 1 2 1 1 2
28 |myx. Ls, Rez. 2 0 1 0 1 2 1 2 2 1 2
29 |myx. rundz. Rez. 2 0 1 1 2 1 2 20 1 2

G2

30 |myx. Ls G1 2 0 1 1 2 1 2 21 1 2
31 |myx. Ls 2 0 1 0 2 1 2 21 1 2
32 |myx. polym. Rez. 0

33 |myx. Ls 3 0 1 1 2 2 2 21 1 2
34 |myx. Ls 2 0 1 0 2 1 2 2 0 2 2
35 |myx. Ls 3 0 1 0 1 2 1 1 2 1 2
36 |myx. Ls, Rez. 2 1 0 O 0 2 0 1 2 0 2
37 |myx. Ls 2 0 1 0 2 2 2 2 2 1 2
38 |myxoid- rundz. Ls 0

39 |myxoid- rundz. Ls 0

40 [myxoid- rundz. Ls 0

41 |myxoid- rundz. Ls 1 0 1 0 1 1 1 2 1 1 2
42 |myxoid- rundz. Ls 2 1 0 O 2 1 2 1 0 2 1
43 |myxoid- rundz. Ls 1 0 1 0 2 0 2 0 0 2 0
44 |myxoid- rundz. Ls 2 0 1 0 2 1 2 2 1 1 2

Tab. 16: Einzelergebnis der Perilipinfarbung in myiden Liposarkomen

myx. Ls=myxoide Liposarkome, myx-rundz. Ls=myxoighdzellige Liposarkome, diff. myx.
Ls=differenziertes myxoides Liposarkom Rez.=Rezitileta=Metastase, G1=Grading 1,
G2=Grading 2, G3=Grading 3, hom=homogen, fok=fokek=nekrotisch, kug=kugelférmig,
sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakéiglmono=monovakuolar, pluri=plurivakuolar,
Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen,32+50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive
Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung,Kdalenzahl, VakuolengroRe: O=keine,

1=wenige, 2=viele
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7.5.2. Rundzellige Liposarkome

Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |Vakuolengrof3e [Vakuolenzahl
hom fok nek |kug sp/den|grof? klein mikro| mono pluri

45 Jrundzelliges Ls 0

46 |rundzelliges Ls 0

47 |rundzelliges Ls 0

Tab. 17:Einzelergebnisse der Perilipinfarbung in rundzelligen Liposarkomen
Ls=Liposarkom, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekidtikug=kugelférmig, sp/den=spindel-
formig/dendritisch, mikro=mikrovakuolar, mono=momwolar, pluri=plurivakuolar, Haufigkeit:
O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% pesiZellen, 3=50,1-80% positive Zellen,
4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolezad/akuolengréf3e: 0=keine, 1=wenige,

2=viele

7.5.3. Hochdifferenzierte Liposarkome

Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung Zellform|VakuolengréfRe |Vakuolenzahl
homo fok |kug sp/den|grof3 klein mikro| mono pluri
nek

48 |hochdiff. Ls, G1 0

49 |gut diff., Rez. 4 1 0 O 2 1 2 00 2 1
50 |hochdiff. Ls, G1 4 1 0 O 2 0 2 00 2 0
51 |hochdiff., skleros. 4 0 1 0 2 0 2 00 2 0

Ls

52 |gut diff., fibros. Ls 2 0 1 0 2 0 2 0 0 2 0
53 |gut diff., Ls, G1 3 0 1 0 2 0 2 10 2 1
54 |hochdiff. Ls, G1 4 0 1 0 2 0 2 10 2 1
55 |hochdiff. Ls, G1 2 0 1 0 2 0 2 20 2 2
56 |hochdiff. skleros. 4 0 1 0 2 0 2 1 0 2 1

Ls

57 |hochdiff. Ls, G1 3 0 1 0 2 0 2 1 0 2 0
58 |gut diff. Ls, G1 3 1 00 2 0 2 0 0 2 1
59 [reifes Ls 4 1 00 2 0 2 1 0 2 1
60 [hochdiff.Ls, G2, 4 0 1 0 2 0 2 2 0 2 2
Rez
61 |hochdiff.Ls, G1 2 0 1 0 2 0 2 2 0 2 1
62 |gut diff. Ls 4 1 00 2 0 2 1 0 2 1
63 |reifes hochdiff. Ls 4 1 0 O 2 0 2 00 2 1
64 |hochdiff. Ls 3 0 1 0 2 0 2 1 0 2 1
65 [hochdiff. Ls 4 0 1 0 2 0 2 0 0 2 1
66 [hochdiff. Ls 4 1 00 2 0 2 0 0 2 0
67 |hochdiff. Ls, G1 4 1 00 2 0 2 0 O 2 1

Tab. 18: Einzelergebnisse der Perilipinfarbung in bbchdifferenzierten Lipo-

sarkomen, hochdiff. Ls=hochdifferenzierte Liposarkome, dlfs=differenziertes Liposarkom,
hochdiff. skleros. Ls=hochdifferenziertes sklerosimles Liposarkom, diff. fibros. Ls=differen-
ziertes fibrosierendes Liposarkom, G1=Gradingl, Gizeling 2, G3=Grading 3, hom=homogen,
fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=kugelférmig, sp/depimdelférmig/dendritisch, mikro=mikro-

vakuolar, mono=monovakuolar, pluri=plurivakuolaguigkeit: 0O=negativ, 1=0,1-5% positive
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Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=50,1-80% pwsiZellen, 4=80,1-100% positive Zellen,

Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolengrdl3e: O=keinew&nige, 2=viele

7.5.4. Dedifferenzierte Liposarkome

Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |VakuolengréRle [Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/den|grofl3 klein mikro| mono pluri

68 |dediffer Ls 0

69 |dediffer Ls 1 0 1 0 2 0 2 0 0 2 0

70 |dediffer Ls 2 0 1 0 2 0 2 1 0 2 1

71 |dediffer Ls 0
Tab. 19: Einzelergebnisse der Perilipinfarbung in @differenzierten Lipo-

sarkomen, dediffer. Ls=dedifferenziertes Liposarkome, hom=bgen, fok=fokal, nek=nekro-

tisch, kug=kugelférmig, sp/den=spindelférmig/detidch, mikro=mikrovakuol&r, mono=monova-
kuolar, pluri=plurivakuolar, Haufigkeit: 0=negatit0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive
Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100%itdes Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Va-

kuolengréRRe: O=keine, 1=wenige, 2=viele

7.5.5. Pleomorphe Liposarkome
Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform [Vakuolengréf3e [Vakuolenzahl
hom fok nek | kug sp/den [groR3 klein mikro| mono pluri
72 |pleo. Ls 3 0 10 2 0 2 20 2 1
73 |pleo. Ls 1 0 1 0 2 1 2 2 1 1 2
74 |pleo. Ls 0
75 |pleo. Ls 2 0 1 0 1 2 1 1 2 1 2
76 |pleo. Ls 0
77 |pleo. Ls, Rez 1 0 1 0 2 0 2 00 2 0
78 |pleo. Ls, Rez 1 0 1 0 2 0 2 0 0 2 0
79 |pleo. Ls 1 0 10 2 0 1 2 0 1 2
80 [pleo. Ls 1 0 10 2 0 2 20 2 2
81 [pleo. Ls 1 0 10 2 0 2 20 1 2
82 [pleo. Ls 1 0 10 2 0 2 00 2 0
83 [pleo. Ls 1 0 10 2 0 2 00 2 1
84 |pleo. Ls 2 0 1 0 2 0 2 2 1 1 2
85 |pleo. Ls 0
86 [pleo. Ls 1 0 1 0 2 1 1 1 1 11
87 |pleo. Ls 0

Tab. 20: Einzelergebnisse der Perilipinfarbung in peomorphen Lipo-

sarkomenpleo. Ls=pleomorphe Liposarkome, Rez.=Rezidiv, hbamogen, fok=fokal,
nek=nekrotisch, kug=kugelférmig, sp/den=spindelfigrarendritisch, mikro=mikrovakuolar,
mono=monovakuolar, pluri=plurivakuolér, Haufigkedt=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-
50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen808=1-100% positive Zellen, Verteilung,

Vakuolenzahl, VakuolengréRe: O=keine, 1=wenige,i@ev
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7.5.6. Nicht-lipomatose Weichteiltumoren
Nr. Tumortyp Haufigkeit | Verteilung | Zellform |Vakuolengréf3e [Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/den|grof3 klein mikro| mono pluri
1 Fibrosarkom 0
2 Fibrosarkom 0
3 Fibrosarkom 0
4 Fibrosarkom 0
5 Fibrosarkom 0
6 RMS 0
7 RMS 0
8 RMS 0
9 RMS 0
10 MFH 0
11 MFH 0
12 MFH 0
13 MFH 0
14 MFH 0
15 MFH 0
16 MFH 0
17 LMS 0

Tab. 21: Einzelergebnisse der Perilipinfarbung in rcht-lipomatésen Weichteil-

tumoren, MFH=Malignes fibréses Histiozytom, RMS=Rhabdomyé&san, LMS=Leiomyo-

sarkom, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch,Fumelférmig, sp/den=spindelférmig/

dendritisch, mikro=mikrovakuolar, mono=monovakupf@uri=plurivakuolar, Haufigkeit:

O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% pesiZellen, 3=50,1-80% positive Zellen,

4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenizd/akuolengrol3e: 0=keine, 1=wenige,

2=viele
7.6. Einzelergebnisse der TIP 47-Féarbung
7.6.1. Myxoide Liposarkome
Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |Vakuolengréf3e|Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/den|grof3 klein mikro| mono pluri
1 |myx.Ls 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 2
2 |myx.Ls 2 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1
3 |myx.Ls 2 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1
4 |myx. Ls, G3 2 0 1 0 0 2 0 2 1 0 2
5 |myx. Ls 0
6 |myx.Ls 3 0 1 0 1 1 0 2 1 1 2
7 |myx.Ls 0
8 |myx.Ls 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1
9 |myx. Ls, Rez 1 0 1 0 1 0 1 10 1 1
10 |myx. Ls 1 0 1 0 1 0 1 10 0 1
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Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |VakuolengréfRe|Vakuolenzahl
hom fok nek |kug sp/den|grof? klein mikro| mono pluri

11 |myx. Ls 1 0 1 0 1 0 1 0 O 1 0
12 |myx. Ls 0

13 |myx. Ls, G1 0

14 |myx. Ls, Rez 1 0 1 0 0 2 1 1 2 0 2
15 |myx. Ls 0

16 |myx. Ls, Rez 0

17 |myx. Ls, Rez. 0

18 |diff. myx. Ls 0

19 |myx. Ls, Rez. 1 0 1 1 11 1 1 2 0 2
20 |myx. Ls, Meta 0

21 |myx. Ls, Meta 2 0 1 O 1 0 1 1 0 1 2
22 |myx. Ls, Meta 1 0 1 O 1 0 1 2 2 1 2
23 |myx. Ls 1 0 1 O 2 0 1 1 0 11
24 |myx. Ls 1 0 1 O 11 1 1 1 11
25 |myx. Ls, G1 0

26 |myx. Ls 2 0 1 0 11 0 1 2 0 2
27 |myx. Ls 0

28 |myx. Ls, Rez 1 0 1 0 11 0 1 1 0 2
29 |myx. rundz. 3 0 1 0 1 2 0 2 2 0 2

Rez.G2

30 |myx. Ls G1 2 0 1 0 11 0 2 1 1 2
31 |myx. Ls 2 0 1 0 0 2 0 1 2 0 2
32 |myx. polym. Rez. 0

33 |myx. Ls 1 0 1 O 11 1 1 2 1 2
34 |myx. Ls 3 1 0 O 1 2 1 1 2 1 2
35 |myx. Ls 1 0 1 O 11 0 1 1 0 1
36 |myx. Ls Rez. 2 0 1 O 11 1 2 1 1 2
37 |myx. Ls 1 0 1 O 11 0 1 1 0 1
38 |myxoid- rundz. Ls 1 0 1 0 11 0O 1 2 0 2
39 |myxoid- rundz. Ls 2 0 1 0 11 0 1 2 0 2
40 [myxoid- rundz. Ls 0

41 |myxoid- rundz. Ls 2 0 1 0 2 0 0 1 2 0 2
42 |myxoid- rundz. Ls 0

43 |myxoid- rundz. Ls 3 0 1 1 0 2 1 2 2 1 2
44 |myxoid- rundz. Ls 1 0 1 0 11 0 0 2 0 2

Tab. 22: Einzelergebnisse der TIP 47-Farbung in mysiden Liposarkomen

myx. Ls=myxoide Liposarkome, myx-rundz. Ls=myxoighdzellige Liposarkome, diff. myx.
Ls=differenziertes myxoides Liposarkom Rez.=Rezitileta=Metastase, G1=Grading 1,
G2=Grading 2, G3=Grading 3, hom=homogen, fok=fokek=nekrotisch, kug=kugelférmig,
sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakiiglmono=monovakuolar, pluri=pluri-
vakuolar, Haufigkeit: 0O=negativ, 1=0,1-5% posit&ellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=50,1-80%
positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Véueg, Vakuolenzahl, Vakuolengrof3e: 0=keine,

1=wenige, 2=viele
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7.6.2. Rundzellige Liposarkome

Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |VakuolengréfRe |Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/den|grof3 klein mikro| mono pluri

45 Jrundzelliges Ls 0

46 |rundzelliges Ls 1 0 1 0 11 0 1 2 0 2

47 Jrundzelliges Ls 3 0 1 0 2 0 0 0 2 0 2

Tab. 23: Einzelergebnisse der TIP47-Farbung in rungelligen Liposarkomen

Ls=Liposarkome, hom=homogen, fok=fokal, hek=nelaati kug=kugelférmig, sp/den=spindel-

formig/dendritisch, mikro=mikrovakuolar, mono=momwolar, pluri=plurivakuolar, Haufigkeit:
O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% pesiZellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=

80,1-100% positive Zellen, Verteilung, VakuolenzaldkuolengréRe: O=keine, 1=wenige, 2=viele

7.6.3.

Hochdifferenzierte Liposarkome

Nr.

Tumortyp

Haufigkeit

Verteilung
hom fok nek

Zellform
kug sp/den

Vakuolengrol3e
grof3 klein mikro

Vakuolenzah
| mono pluri

48

hochdiff. Ls, G1

49

gut diff., Rez.

50

hochdiff. Ls, G1

51

hochdiff., Ls, G1

52

gut diff., fibros. Ls

53

gut diff., Ls, G1

54

hochdiff. Ls, G1

55

hochdiff. Ls, G1

56

hochdiff. skleros.
Ls

O| Pr|O|O|O| O] O O] O

57

hochdiff. Ls, G1

58

gut diff. Ls, G1

59

reifes Ls

60

hochdiff.Ls, G2,
Rez

RN O] O

61

hochdiff. Ls, G1

62

gut diff. Ls

63

reifes hochdiff. Ls

64

hochdiff. Ls

65

hochdiff. Ls

66

hochdiff. Ls

O| Ol O| O|O|k

67

hochdiff. Ls, G1

[

0 10

10

1 10

0 1

Tab.

24: Einzelergebnisse der TIP47-Farbung in hodtfferenzierten Lipo-

sarkomen, hochdiff. Ls=hochdifferenzierte Liposarkome, difs=differenziertes Lipo-sarkom,

hochdiff. skleros. Ls=hochdifferenziertes sklerosigles Liposarkom, diff. fibros. Ls=diffe-

renziertes fibrosierendes Liposarkom, G1=GradinG2=Grading 2, G3=Grading 3,

hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=kugehfig, sp/den=spindelférmig/dendritisch,

mikro=mikrovakuolar, mono=monovakuolar, pluri=pkakuolar, Haufigkeit: 0=negativ, 1=0,1-5%
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positive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=5801% positive Zellen, 4=80,1-100% positive

Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolengrol3ekémne, 1=wenige, 2=viele

7.6.4. Dedifferenzierte Liposarkome

Nr. Tumortyp Haufigkei| Verteilung | Zellform |Vakuolengrof3e [Vakuolenzahl
t hom fok nek|kug sp/den|groR3 klein mikro| mono pluri

68 [(dediffer. Ls 2 0 1 0 0 2 0 1 2 0 2

69 [(dediffer. Ls 2 0 1 0 1 2 0 2 2 0 2

70 |dediffer. Ls 0

71 (dediffer. Ls 1 0 1 0 1 2 0 0 2 0 2

Tab. 25: Einzelergebnisse der TIP47-Farbung in defferenzierten Lipo-

sarkomen, dediffer. Ls=dedifferenzierte Liposarkom, hom=homogen, fokalp nek=nekro-

tisch, kug=kugelférmig, sp/den=spindelférmig/detidch, mikro=mikrovakuolar, mono=mono-
vakuolar, pluri=plurivakuolér, Haufigkeit: 0=negatil=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive
Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100%itiees Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl,

Vakuolengrol3e: 0=keine, 1=wenige, 2=viele

7.6.5. Pleomorphe Liposarkome

Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |VakuolengréfRe [Vakuolenzahl
hom fok nek [kug sp/den|grof3 klein mikro| mono pluri

72 |pleo. Ls 1 0 10 1 2 0 1 2 1

73 |pleo. Ls 1 0 1 0 11 1 2 1 1 2

74 |pleo. Ls 2 0 10 2 0 2 0 2 2 1

75 |pleo. Ls 1 0 1 0 1 0 0 1 2 0 2

76 |pleo. Ls 2 0 10 11 0 1 2 0 2

77 |pleo. Ls, Rez. 0

78 |pleo. Ls, Rez. 1 0 1 0 1 0 1 1 2

79 |pleo. Ls 2 0 0 1 0 1 2

80 [pleo. Ls 0

81 [pleo. Ls n.d.

82 [pleo. Ls 0

83 [pleo. Ls 0

84 |pleo. Ls 3 0 1 0 2 0 2 21 1 2

85 [pleo. Ls 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1

86 |pleo. Ls 1 0 1 0 0 2 0 0 2 0 2

87 |pleo. Ls 2 0 1 0 1 2 0 0 2 0 2

Tab. 26: Einzelergebnisse der TIP47-Farbung in plenorphen Liposarkomen
pleo. Ls=pleomorphe Liposarkome, Rez.=Rezidiv, hbamogen, fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=
kugelférmig, sp/den=spindelférmig/dendritisch, noikmikrovakuolar, mono=monovakuolar, pluri =
plurivakuolar, Haufigkeit: 0=negativ, 1=0,1-5% pos Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=50, 1-
80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellemriéilung, Vakuolenzahl, VakuolengréfZen:

O=keine, 1=wenige, 2=viele
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