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1. Einleituung

Fettgewebe ist eine spezielle Art des Bindegewebes. Es tritt an zahlreichen
unterschiedlichen Stellen im Korper auf. Man unterscheidet univakuoldres
(weiBles) und multivakuoldres (braunes) Fettgewebe. Das Fettgewebe des
Erwachsenen ist iiberwiegend univakuoldr. Die Lipide stellen sich hier
histologisch als grofler Fetttropfen im Zytoplasma der Adipozyten dar. Diese
Fettvakuole ist von keiner zusitzlichen Membran umschlossen. Elektronen-
mikroskopisch zeigt sich jedoch eine 10 nm breite Hiille aus Vimentin-
filamenten an der Lipid-Zytoplasmagrenze.* ' Neben dem groBen Fetttropfen
kommen im Zytoplasma noch kleine, nur mit dem Elektronenmikroskop
sichtbare Fettvakuolen vor. Das univakuoldre Fettgewebe ist reich vasku-
larisiert und innerviert. Die Fettzellen des multivakuoldren Fettgewebes sind
lappchenformig angeordnet und gegeniiber dem univakuolidren Fettgewebe mit
einem dichteren Gefifinetz ausgestattet.® Die einzelnen Zellen enthalten
zahlreiche Fetttropfen unterschiedlicher Grofe und viele Mitochondrien. Das
braune Fettgewebe ist nur an wenigen Korperstellen zu finden und wird nach
der Geburt nicht mehr gebildet. Fettzellen gehen wahrscheinlich aus einer
pluripotenten mesenchymalen Stammzelle (Adipoblast) hervor, die meist in der
Umgebung von GefidBlen liegt. Wihrend der Entwicklung zur reifen Fettzelle
erfolgt zunidchst eine Umwandlung zum frithen Adipozyten. Unter hor-
monellem Einfluss geht er in die reife Adipozytenzelle iiber, die sich nicht

mehr teilt.'®

Gutartige Tumoren des Fettgewebes, Lipome, entstehen aus reifem Fettgewebe.
Sie bilden solide Geschwiilste der Haut und der Subkutis mit typischer
Lippchenstruktur und kapselartiger Begrenzung. Bei der Entstehung der Lipo-
sarkome nimmt man an, dass diese sich aus undifferenzierten mesenchymalen
perivaskuldren Reservezellen entwickeln. Liposarkome sind mit 10-20% die
hiiufigsten malignen Weichteiltumoren des Erwachsenen.” Gehiuft treten sie an
den Extremitidten und im Retroperitoneum auf. Aufgrund ihrer Lage werden sie
oft erst spit erkannt. Die eingelagerten Lipide sind - wie auch bei den Lipomen

- nicht metabolisch verwertbar. Die Liposarkomentstehung aus vorbestehenden



Lipomen ist extrem selten. Die radiologische Auffindung des Tumors ist
abhingig von der Histologie und Zusammensetzung des Tumors. Gut differen-
zierte Liposarkome lassen sich radiologisch gut skizzieren, wihrend schlecht

differenzierte sich weniger gut definieren lassen.

Die histologische Untersuchung sollte mit Sorgfalt durchgefiihrt und eine
moglichst genaue Diagnose gestellt werden, da die Differenzierung ein ver-
lassliches Maf fiir die Klinik und Therapiemethode darstellt. Die Differen-
zierung bzw. das Grading der Liposarkome stellt ein MaB fiir die Aggressivitit,
Rezidivhiufigkeit und Metastasierungstendenz und somit letztlich die Prognose
dar. Die Parameter, die den Differenzierungs- bzw. Malignitdtsgrad bestimmen,
umfassen die Tumordifferenzierung (Grad der Ahnlichkeit zum Normal-
gewebe), die Mitoserate und die Nekrosehdufigkeit. Es gibt allerdings kein ein-
heitliches Graduierungssystem fiir Weichteilsarkome, sondern es existieren
unterschiedliche Gradingsysteme, die aber jeweils prognostisch evaluiert
wurden und somit alle ihren Stellenwert besitzen (Ubersicht bei Weiss und
Goldblum, 2001).*° Allgemein wird ein dreistufiges Gradingschema (Grad 1 =
gut differenziert, Grad 2 = méBig differenziert, Grad 3 = schlecht differenziert)
angewandt. Im Fall der Liposarkome kommt noch die Besonderheit hinzu, dass
der histologische Liposarkomtyp den Malignitidtsgrad wesentlich mitbestimmt.
So entsprechen definitionsgemél reine hochdifferenzierte und myxoide Lipo-
sarkome stets dem Differenzierungsgrad 1. Rundzellige Liposarkome konnen
Grad 2 oder Grad 3 entsprechen, pleomorphe Liposarkome sind fast immer

Grad 3.4

Histologisch klassifiziert man die Liposarkome in myxoide, rundzellige, hoch-
differenzierte, dedifferenzierte und pleomorphe Liposarkome. Die myxoiden
Liposarkome bilden mit 45-55% den groften Anteil der Liposarkome. Dieser
Tumor ist aus drei Hauptkomponenten zusammengesetzt: proliferierte Lipo-
blasten in unterschiedlichen Stadien der Differenzierung, fein verzweigte
Kapillaren und myxoide Matrix. Eine enge Verbindung zu den myxoiden
Liposarkomen zeigen die rundzelligen Liposarkome. Thr Hauptcharakteristikum

ist die extensive Proliferation von kleinen, gleichférmigen runden Zellen mit



vesikuliren Kernen.* Neue zytogenetische und molekularbiologische Studien
haben gezeigt, dass myxoide und rundzellige Liposarkome in biologischer
Hinsicht eine einheitliche Tumorentitit darstellen, bei der das reine myxoide
Liposarkom am gut differenzierten, das reine rundzellige Liposarkom am
schlecht differenzierten Ende eines gemeinsamen Spektrums angesiedelt ist.
Die Zusammengehorigkeit dieser beiden histologischen Typen begriindet sich
vor allem durch den konstanten zytogenetischen Befund einer reziproken
Translokation zwischen Chromosom 12 und Chromosom 16, nidmlich der
Translokation t (12; 16) (ql3; pl1), die zu der Fusion zweier Gene fiihrt
(CHOP-Gen auf Chromosom 12 und 7LS-Gen auf Chromosom 16), so dass ein
chimires Protein exprimiert wird.*” *' Ein Anteil von mehr als 5% rundzelliger
Tumorzellen in einem myxoiden Liposarkom bedeutet ein erhohtes Risiko fiir

Metastasen und kann sich entscheidend auf die Uberlebensrate auswirken.>*

Bei den hochdifferenzierten Liposarkomen unterscheidet man 3 Subtypen:
lipom-dhnliche, inflammatorische und sklerosierende Liposarkome, wobei die
lipom-dhnliche Untergruppe die hdufigste Form in dieser Gruppe ausmacht.

Typisch ist die geringe Malignitidt mit Rezidiven, aber meist ohne Metastasen.

Charakteristisch fiir die dedifferenzierten Liposarkomen ist ein Nebeneinander
von gut differenzierten und schlecht differenzierten, nicht lipidhaltigen Arealen

und das Auftreten von Metastasen oder Rezidiven.

Die Gruppe der pleomorphen Liposarkome bezieht zwei Formen ein, beide
zeigen Wucherungen extrem pleomorpher Zellen, inklusive bizarrer Riesen-
zellen. Beide unterscheiden sich hinsichtlich ihres intrazelluldiren Lipid-
materials. Die erste, schlechter differenzierte Form, die 5-10% der Lipo-
sarkome ausmacht, ist durch das weitgehende Fehlen von multi- oder uni-
vakuoldren Lipoblasten gekennzeichnet und macht die Abgrenzung zum
malignen fibrosen Histiozytom fast unmdglich. Die zweite Form besteht aus
zahlreichen unsystematisch angeordneten Riesenzellen mit irreguliar geformten

Kernen und multiplen, traubenférmig angeordneten Lipidvakuolen (pleo-



morphe Lipoblasten). Die Mitoserate ist im Vergleich zu anderen Liposarkom-

typen extrem erhoht.*

Das grofite Problem in der histologischen Diagnose der Liposarkome ist die
Identifikation der Lipoblasten. Besonders ihr eindeutiges Erkennen und ihre
Abgrenzung von anderen vakuolisierten Zellen in mesenchymalen Tumoren ist
von Bedeutung. Generell variieren Lipoblasten betrdchtlich in GroBSe und
Gestalt und konnen groBe AusmaBe erreichen mit multipler Gestalt und
irreguldren hyperchromatischen Kernen, konnen aber auch als kleine
eosinophile granulierte Zellen erscheinen. Betont werden muss, dass
vakuolisierte Zellen in den verschiedenen auch nicht lipomatdsen Sarkomen
sehr verbreitet sind, speziell in degenerierten Tumoren oder solchen mit

eingelagerten Mucin oder Glycogen.*

Liposarkome gehoren zu der iibergeordneten Gruppe der Weichteilgewebs-
tumoren. Zu den Weichteilgewebstumoren zdhlen nach der WHO-Definition
alle mesenchymalen Tumoren, die zwischen Skelettsystem und Haut gelegen
sind, mit Ausnahme der Tumoren des lymphatischen Systems bzw. retikulo-
endothelialen Systems und des Stiitzgewebes spezieller Organe. Sie konnen
vom Fettgewebe, fibrosen Bindegewebe, Muskelgewebe, dem Gefi3system
und synovialen Gewebe ausgehen bzw. in diese Gewebetypen differenzieren;
die malignen Formen reprédsentieren die verschiedenen Sarkome (zu Lipo-
sarkomen siehe oben). Die malignen fibrésen Histiozytome sind die hdufigsten
Sarkome mit primitiven mesenchymalen bzw. fibroblastdren Zellen mit typisch
wirbeligem Zellmuster sowie Riesenzellen. Hiufig liegt eine primér multi-
fokale Ausbreitung vor. Das Leiomyosarkom ist ein maligner Tumor mit Diffe-
renzierung der Zellen entsprechend der glatten Muskulatur. Das der Skelett-
muskelzelle entsprechende Sarkom ist das Rhabdomyosarkom. Es ist vor-
wiegend ein maligner Tumor des Kindes und jugendlichen Alters und zeigt
embryonale und alveolédre Subtypen, die unterschiedliche Prognosen aufweisen.
Das Fibrosarkom ist ein seltener Tumor mit biindelféormig geordneten fibro-
blastendhnlichen Zellen mit unterschiedlicher Kollagenbildung, Zellatypie und

mitotischer Aktivitit. Weiterhin zdhlen zu den Weichteilsarkomen Angio-



sarkome, maligne periphere Nervenscheidentumoren, Neuroepitheliome und

! 40
synoviale Sarkome.

Da die Differenzierung zwischen Liposarkomen und anderen Weichteiltumoren
bzw. die Differenzierung zwischen den Liposarkomtypen oft schwierig ist,
benutzt man verschiedene Methoden zur Unterstiitzung der Diagnosefindung.
Moglichkeiten bieten unter anderem der DNA-Index und die immunhisto-
chemischen Bestimmungen von Proliferationsmarkern, zum Beispiel Ki-67 und
die Bestimmung von p53-Mutationen *° oder die Bewertung mit Hilfe der
Silberfiarbung fiir die sogenannte ,,nucleolus organizer region®, weiterhin die
Expression von Onkoproteinen, zum Beispiel p53, p-Glycoprotein und c-myc.
Zur Klassifizierung von Sarkomen eignen sich Differenzierungsmarker, zum
Beispiel Desmin und die glattmuskuldre Isoform von Aktin fiir myogene
Sarkome (Leio- und Rhabdomyosarkom) und S100-Protein fiir neurogene
Sarkome (maligne periphere Nervenscheidentumoren). Wegen der einfachen
und schnellen Durchfithrung der immunhistochemischen Bestimmungen
konnen diese Methoden zum Teil bereits als Routineuntersuchungen gelten."
Bei Liposarkomen kommt der Bestimmung von S100-Protein eine gewisse
Wertigkeit zu, da diese in hochdifferenzierten Liposarkomzellen und in Lipo-
blasten exprimiert wird 10, allerdings ist es kein spezifischer Marker, sondern
wird auch, wie erwihnt, in neurogenen Sarkomen, ferner in malignen
Melanomen sowie einer Reihe weiterer Tumoren nachgewiesen.lo’ 40 Marker,
die fiir lipogene Sarkome spezifisch sind, sind hingegen noch nicht eingefiihrt

worden.

Anfang der 90er Jahre des 20. Jahrhunderts wurden zwei neue Proteine
entdeckt, die mit Lipidtropfen assoziieren. Adipophilin und Perilipin gehoren
zu einer Familie von Proteinen, die in enger Verbindung mit der Peripherie von
Lipidvakuolen in verschiedenen Zelltypen stehen. Adipophilin, ein 52 kD
grofes Protein, wurde zunichst bezeichnet als ,,adipose differentiation-related
protein® (ADRP, jetzt ADFP genannt) und galt als erster Marker der Adipo-
zytendifferenzierung.16 Nukleotidanalysen ergaben einen cDNA-Klon be-

stehend aus 1841 Nukleotiden, entsprechend 450 Aminosiuren.”’ Adipophilin



konnte in spiteren Untersuchungen in einer Vielzahl von Zellen nachgewiesen
werden, zum Beispiel in verschiedenen Kulturzellen, in laktierendem Mamma-
gewebe, Sertoli-Zellen, Nebennierenrinde und anderen, wihrend es in reifem

univakuolédren Fettgewebe fehlt."*

Perilipin A, B und C (42-62 kD) zeigen eine Verwandtschaft zu Adipophilin,
reflektieren aber eher die reife Fettzelle und sind ein cAMP abhingiges
Proteinkinasesubstrat. Die Isoformen A und B des Perilipin unterscheiden sich
in der Anzahl ihrer Aminosiuren und der Anzahl der A-Kinase-Sequenzen.'
Die Details im Aufbau Perilipin C sind noch relativ unbekannt, Unterschiede
zu Perilipin A scheinen im N- und C- terminalen Ende vorzuliegen.** Perilipin

A wird sowohl in Adipozyten als auch in steroidalen Zellen gefunden20’ 21

Perilipin B nur in Adipozyten und Perilipin C nur in steroidalen Zellen.> "3

In der frithen Phase der Adipozytendifferenzierung entstehen Lipidtropfen,
manchmal noch eingehiillt in endoplasmatischem Retikulum.”® Nach
Braseaemle et al. (1997) 7 kommt Adipophilin wahrscheinlich in allen lipid-
akkumulierenden Zellen vor. Wihrend der Differenzierung der Adipozyten
wird Adipophilin durch Perilipin als dominantes Protein an der Oberfliche der
Lipidtropfen ersetzt. Dieser Prozess dauert 3 Tage, in dieser Phase finden sich
beide Proteine gleichzeitig an einem Lipidtropfen.” Adipophilin und Perilipin A
und B haben zwei sich gleichende Regionen. Das N-terminale Ende von
Perilipin dhnelt dem des Adipophilin."> Analysen von Perilipin A ergaben 3
Regionen mit hydrophoben und 5 Abschnitte mit hydrophilen Eigenschaften.
Ahnlich verhilt es sich mit Adipophilin, welches 2 hydrophobe und 3 hydro-

phile Areale aufweist.*”

Perilipin bedeckt mindestens 15-20% der Lipidtropfenoberfliche und erfiillt
hier einige Funktionen. Es spielt eine Rolle in der Lipidtropfenbiosynthese, es
stabilisiert die Vakuolen und schiitzt vor der Lipolyse. Hormonelle Aktivierung
durch Adrenalin fiihrt zur Phosphorylierung von Perilipin, dies fiihrt zu einer
Umverteilung an der Lipidoberfliche und damit zur Mobilisierung von Triacyl-

glycerol. Perilipin spielt wahrscheinlich keine Rolle in der Lipidtropfen-

10



fusion.”® Vielmehr fand man hier Ansitze im Zusammenhang mit dem
Intermediérfilamentenprotein Vimentin.'? Wihrend sich Perilipin aber direkt an
der Oberfliche von Lipidtropfen findet, konnte Vimentin nur in der un-
mittelbaren Umgebung der Lipidvakuolen ermittelt werden.’ In un-
differenzierten Adipozyten findet man ein ausgeprigtes Vimentinnetz, wihrend
sich in reifen Adipozyten die Vimentinfaseranzahl deutlich verringert. Dies
spielt moglicherweise eine Rolle in der Lipidverschmelzung.” Die Expression
der beiden Proteine, Adipophilin und Perilipin wird durch das Vorhandensein
von Lipiden reguliert.”* Allerdings konnte experimentell eine Stimulation der
Adipophilinexpression mit Cyclooxygenasehemmer nachgewiesen werden.*
Der Anteil des vorhandenen Adipophilin und Perilipin steht in Zusammenhang
mit der vorhandenen mRNA und der Effizienz der Ribosomen. Von der
vorhandenen mRNA kann nicht auf die Menge von synthetisierten Proteinen
geschlossen werden. Nach gegenwirtigem Informationsstand geht man davon
aus, dass Adipophilin und Perilipin direkt an der Zytosolseite der entstandenen
Lipide gebildet werden.?? Von Brasaemle et al., 1997,7 wurde postuliert, dass
beide Proteine an freien Ribosomen synthetisiert werden, da man sie nicht am
endoplasmatischen Retikulum nachweisen konnte, welches die Lipide syn-

thetisiert.?

Die Aufgaben von Adipophilin und Perilipin sind noch nicht ganz klar.
Angenommen wird, dass Adipophilin zur Entwicklung der Lipidvakuolen bei-
triagt. Das nicht phosphorylierte Perilipin stellt dagegen eine Barriere dar, die
die Triacylglyceride vor intrazelluldren Lipasen schiitzt und somit ein Inhibitor
der Lipolyse ist.> *" #* Experimentell wurde ermittelt, dass eine verminderte
Perilipinexpression Voraussetzung fiir eine induzierte Lipolyse durch den
Tumornekrosefaktor-alpha ist.” Die funktionelle Bedeutung von Perilipin
wurde in einem Knockout-Maus-Modell untersucht. Tiere ohne Perilipin
konsumierten mehr Nahrung, hatten aber trotzdem ein normales Korpergewicht
mit einem geringeren Anteil an Fettgewebe und einer Zunahme an Muskel-
masse.”® Die Aktivitit der Lipolyse war extrem gesteigert, ebenso bestand die

Tendenz zur Entwicklung einer Glukoseintoleranz und einer peripheren

11



Insulinresistenz.>’ Die Akkumulation von Lipidtropfen in Nicht-Fettgwebe

korreliert mit dem Grad der Insulinresistenz in dem jeweiligen Gewebe. ™

Wang et al. (1999) 3% untersuchten arteriosklerotische Lisionen auf Adipo-
philin-mRNA-Expression. Diese Genexpression ist wahrscheinlich assoziiert
mit der Lipidakkumulation in den Schaumzellen. Dabei konnte Adipophilin
eine Schliisselrolle in der Entwicklung von lipidreichen arteriosklerotischen
Lidsionen spielen. In PCR- und Protein-Analysen an arteriosklerotisch
verdnderten Plaques von Blutgefilen konnte sowohl Perilipin-mRNA als auch
das Perilipinprotein nachgewiesen werden."' Nach Faber et al. (2001) !! findet
sich eine Perilipinexpression vorwiegend in rupturierten Plaques, aber nicht in
stabilen Plaques, um Cholesterinansammlungen und in Schaumzellen der
arteriosklerotischen Gefafintima. In histologisch unverianderten GefaBwinden

konnte keine Perilipinexpression dokumentiert werden.

Jedoch bleiben immer noch wichtige Fragen unbeantwortet. So weifl man nicht,
ob das sich entfaltende Adipophilin der Promotor fiir Lipidablagerungen ist
oder diese nur reflektiert. Ebenso kann man nur iiber die Mechanismen
spekulieren, mit denen Adipophilin und Perilipin zu den Lipiden gelangen,
iiber deren Ummantelung und iiber die zeitliche Beziehung zwischen Lipid-

vakuolenentstehung und den Erwerb ihres Proteinmantels.?

Durch Pfeffer et al. wurde 1998 *° ein weiteres Protein entdeckt, das soge-
nannte TIP47 (tail-interacting protein; 47kD) oder auch ppl7. Zu 40 % ist es
identisch mit Adipophilin. Es wurde als Transportprotein beschrieben, ein-
gebunden in die Beforderung von Mannose-6-phosphat-Rezeptoren zwischen
Endosomen und Golgi-Apparat. Perilipin A, Adipophilin und TIP47 zeigen
eine starke Sequenzhomologie in ihrer N-terminalen Region.”* ** Aufgrund der
Ahnlichkeit in der Gensequenz und der Genstruktur der drei Proteine kann man
von einem gemeinsamen Ursprungsgen alusgehen.23 Adipophilin und TIP47
stehen sich n#her als Adipophilin und Perilipin. Nach den neuesten Er-
kenntnissen ist TIP47 ebenfalls ein lipidassoziiertes Protein, das mit der Zu-

nahme der Lipidvakuolengréfe in engem Zusammenhang steht. Im Gegensatz
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zu Adipophilin und Perilipin steht es jedoch nicht nur in Verbindung mit
Lipidtropfen, sondern kann sowohl in Assoziation mit Lipidtropfen als auch in
geldster Form vorkommen.*® Gefunden wurde es in Zytosolanteilen von HeLa-
Zellen und MA 10 Leydig-Zellen im Kulturmedium. Dort zeigte sich, dass die
Gesamtmenge an TIP47 konstant blieb, aber bestimmte Mengen von der
Zytosolfraktion in die Lipidvakuolenfraktion wechseln.*? Dies spielt eine Rolle
in der Lipidtropfenmobilitit, z. B. zwischen endoplasmatischem Retikulum und

anderen Zellorganellen innerhalb der Zelle.”

Perilipin, Adipophilin und TIP 47 werden zu einer Proteinfamilie zusammen-
gefasst, der Familie der PAT-Proteine. Experimentell konnte in neuesten
Untersuchungen gezeigt werden, dass sie sich in ihrer Funktion kompensieren
konnen. Die Funktion von Perilipin konnte in Miuseadipozyten ohne Perilipin
durch Adipophilin {ibernommen werden. Méusefibroblasten ohne Adipophilin
zeigten eine kompensatorischer Expression von TIP 47. Dieses Phdnomen
reflektiert die Anpassungsfdhigkeit der Zelle und ihre Moglichkeit der Lipid-

speicherung.” %

Die vorliegende Arbeit untersucht zunichst das Vorkommen von Adipophilin,
Perilipin und TIP47 in verschiedenen Normalgeweben und einigen patho-
logisch veridnderten Geweben. Hauptanliegen der Arbeit ist jedoch, das Ver-
halten der genannten lipidassozierten Proteine in Weichteiltumoren, speziell in
Liposarkomen, zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden neue spezifische
Antikorper, die in einer Kooperation mit dem Deutschen Krebsforschungs-
zentrum Heidelberg (Dr. Hans Heid) erhalten und zum Teil auch charakterisiert
wurden, hier erstmals systematisch an menschlichem Tumorgewebe in immun-
histochemischer Methodik eingesetzt. Ziel ist es, Informationen iiber das
charakteristische Expressionsverhalten der Proteine in den jeweiligen Geweben
zu erhalten. Weiterhin sollen mogliche Unterschiede zwischen Liposarkomen
und anderen Weichteiltumoren bzw. zwischen den einzelnen Liposarkomtypen
ermittelt werden. Die Fragestellung lautet, ob mit den Antikdrpern - einzeln
oder in Kombination - eine Abgrenzung der Liposarkome gegeniiber anderen

Weichteiltumoren bzw. eine Unterscheidung der verschiedenen Liposarkom-
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typen moglich ist. Abgesehen von den - nicht sehr sensitiven und morpho-
logischen oft unbefriedigenden - histochemischen Fettfirbungsmethoden, zum
Beispiel der Sudanrot-Firbung, stehen bislang noch keine fiir die lipogene
Differenzierung spezifischen Untersuchungsverfahren zur Verfiigung.
Spezifische Bestimmungen lipidassozierter Proteine auf der Basis der Immun-
histochemie, die an Routine-Paraffinschnitten durchgefiihrt werden kann und
auch die Morphologie sehr gut erhilt, konnten so die histopathologische
Diagnose von Weichteiltumoren und speziell von Liposarkomen wesentlich

unterstitzen oder erleichtern.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Gerite
Schlittenmikrotom

Beheizbares Wasserbad

Magnetriihrgerit/Heizplatte

pH-Meter

Heidolph Vortexer
Mikrowellen-Ofen

Waage

Eppendorf Pipetten

Sequenza-Kassetten

Brutschrank

Mikroskope

Fotomikroskop

Scanner

Farb-Tintenstrahldrucker

15

Leica, Modell Jung SM 2000R, Fa.
Leica Instruments GmbH, Nussloch
Typ1052, Fa. Gesellschaft fiir Labor-
technik mbH, Burgwede

Typ RCT, Fa. IKA Labortechnik,
Staufen

CG 840, Fa. Schott-Gerite GmbH,
Hofheim

Reax 2000

Modell NN-E 558, Panasonic,
Winsbergring

Typ L 610-D, Fa. Sartorius GmbH,
Gottingen

Reference, Fa. Eppendorf-Netheler-
Hinz GmbH, Hamburg

Coverplates VE-25, Fa. Shandon
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



2.1.2. Chemikalien

2.1.2.1.

NaCl

KCl

NaOH IN

Na,HPO,2H,0

HCI IN

KH,PO,4

CaCl,

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

Wasserstoffperoxid

2.1.2.2.

Aceton

Athanol

Diaminobezidin (DAB)
Dimethylformamid
Eindeckmittel Entellan
Eindeckmittel Immunomount
Glutaraldehyd

Levamisol

Methanol

Mayer's Himalaun
Naphthol-AS-BI-phosphat
Neufuchsin

Poly-L-Lysin Losung

Trizma Base

Organische Chemikalien

Anorganische Chemikalien
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Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Amersham, England

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Chemicals, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Shandon, Wiesbaden

Merck, Darmstadt

Sigma Chemicals, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Chemicals, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Sigma Diagnostics

Sigma Chemicals, St. Louis, USA



Trypsin
Xylol
ABC Komplex (Avidin-Biotin,

Komponente A, Komponente B)

2.1.3. Sonstige Materialien

Filme: Agfapan 25 (schwarz-weif3)

Kodak Ektachrome 64T
(Farbfilm fiir Diapositive)

2.1.4. Antikorper

2.1.4.1. Normalserum

Normales Pferdeserum

2.1.4.2. Primire Antikorper

Adipophilin (AP 125)

Perilipin 2

TIP47
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Fa.Sigma Chemicals, St. Louis, USA

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

Agfa-Gevaert, Leverkusen
Kodak, Stuttgart

Fa. Vector, Burlingame, CA, USA

Monoklonaler Maus-Antikorper
(IgG1) gegen Adipophilin,

Dr. Hans Heid, DKFZ Heidelberg
Antikorper vom Meerschweinchen
gegen Perilipin A und B, Dr. Hans
Heid, DKFZ Heidelberg
Antikorper 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. Sekunddre Antikorper

Biotinylierte Anti-Maus-IgG (H+L)
Antikorper

Biotinylierte Anti-Meerschweinchen-

IgG Antikorker
Goldgekoppelter Anti-Maus IgG1

Antikorper

Alkalische Phosphatase-konjugierter
Anti-Maus IgG3 Antikorper

Antikorper vom Pferd, Fa.
Vector, Burlingame, CA,
USA

Antikorper von der Ziege Fa.
Antikorper, Vector,
Burlingame, CA, USA
Goldprobenreagenz,
gekoppelt mit 1nm
Goldpartikel, Fa. Amersham,
Freiburg

Antikorper von der Ziege,

Caltag, Burlingame, CA,

USA

2.2. Methoden

2.2.1. Gewebeaufbereitung

In dem Zeitraum von 1980 bis 1999 wurden operativ entnommene Liposarkome
zur histologischen Untersuchung in die Pathologischen Institute der Universitit
Marburg und der Universitit Halle-Wittenberg eingesandt. Das eingesandte
Material wurde in 10 % Formalin, je nach Grofle 12-14 Stunden fixiert. Formalin
ist ein Fixiermittel, das zur Polymerisation (Vernetzung) von Eiweilmolekiilen

fiihrt. Es fixiert ohne starke Schrumpfung, hat konservierende Eigenschaften und
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hiartet das Gewebe ausreichend. Zahlreiche Enzyme (Lipasen, alkalische
Phosphatase) bleiben in verdiinntem Formalin aktiv. Storend kann sich die
Bildung von Formalinpigment auf nachfolgende Firbungen auswirken. Das
Formalinpigment entsteht aus der Verbindung von ausgetretenem Hadmoglobin
und Formalin zu einem unregelmélig verteilten, dunkelbraunen, doppel-
brechenden Niederschlag. Nach der Fixierung durchlief das Material zur Ent-
wisserung eine aufsteigende Alkoholreihe, anschlieend erfolgte eine ein- bis
zweistiindige Toluol- oder Xylol-Behandlung. Das so vorbehandelte Material
wurde nun in fliissiges Paraffin eingebettet. Die Paraffinblockchen besitzen eine
lange Haltbarkeit und lassen sich gut aufbewahren.

Ebenso wurde mit allen anderen Geweben verfahren, die in diese Untersuchung

mit einbezogen wurden.

2.2.2. Herstellung der Paraffinschnitte

Die ausgewihlten Blocke werden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms bearbeitet.
Es werden von jedem ausgewdhlten Fall 10 Schnitte a 4 um hergestellt. Die
Schnitte werden auf Objekttrager aufgebracht, die zuvor mit einer Poly-L-Lysin-
Losung bestrichen wurden. Anschlieend werden die Objekttriger 1 Stunde lang
bei 60 °C im Brutschrank inkubiert. Nach diesen Bearbeitungsschritten kann
man die Schnitte fiarben oder bei Raumtemperatur lagern. Zur Diagnose-
sicherung wurde ein Schnitt mit HE gefidrbt. Die verwendete Fiarbemethode

befindet sich im Anhang.

2.2.3. ABC-Methode am Paraffinschnitt

Die gewonnenen Paraffinschnitte werden zunichst entparaffiniert. Dann erfolgt
30 min eine Blockierung der endogenen Peroxidase mittels H>O,. Die Schnitte
werden einem Citratpuffer in speziellen Plastikkiivetten der Mikrowellen-
behandlung fiir 3 mal 5 Minuten unterzogen. Danach werden die Schnitte in TBS

Puffer gespiilt. Bei bestimmten primédren Antikorpern (CD68) erfolgt statt der
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Mikrowellenbehandlung eine Enzymandauung mit 0,1 % Trypsin (Trypsin-
ierung) bei 37 °C. Die Reaktion wird durch Spiilen mit Aqua dest. gestoppt. Die
weitere Bearbeitung der Schnitte erfolgt in Sequenza-Kassetten, wo zunédchst mit
PBS Puffer gespiilt wird. Danach wird das Normalserum aufgetragen und 20
Minuten inkubiert. AnschlieBend wird der Primérantikdrper aufgetragen, ohne
das Normalserum zu entfernen. Inkubiert wird 1 Stunde lang bei 37 °C. Es wird
mit PBS Puffer gespiilt und der Sekundirantikorper, in 1:100 Verdiinnung in
PBS, wird aufgetragen. Nach 30 Minuten wird wieder mit PBS gespiilt. Die
Schnitte werden daraufhin mit dem ABC-Komplex fiir 30 Minuten inkubiert und
anschlieBend wieder gespiilt. Die Farbreaktion erfolgt mit DAB in 5 Minuten.
Hierdurch ergibt sich eine charakteristische braune Firbung an denjenigen
Strukturen, an denen der primére Antikorper mit spezifischen Epitopen reagiert
hat. Um die Gewebestruktur des Priparates beim nachfolgenden Mikroskopieren
zu erkennen, wird der Schnitt mit Himalaun gegengefirbt. Fiir einige Minuten
wird gewissert und mit Aqua dest. gespiilt. Die Schnitte werden nun wieder mit
Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe entwiéssert und mit Entellan eingedeckt.

Die genauen Ansitze der einzelnen Puffer sind im Anhang aufgefiihrt.

2.2.4. Doppelfiarbung mit Goldmarkierung und Alkalischer Phosphatase

Die Paraffinschnitte werden in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert.
Danach erfolgt eine 30 miniitige Blockierung der endogenen Peroxidase. Je nach
Primérantikorper schlie3t sich eine Mikrowellenbehandlung in Citrat-Puffer oder
eine Enzymandauung mit 0,1 % Trypsin 15 Minuten lang an. Die Schnitte
werden zur weiteren Bearbeitung mit Coverplates in Sequenza-Kassetten
eingespannt. Es folgt nun das Auftragen des 1. Primirantikorpers (AP 125) und
die einstiindige Inkubation bei 37 °C im Brutschrank. Es schlieBt sich die
Goldmarkierung mit dem 1. Sekundérantikérper an. Im vorliegenden Fall wurde
der goldgekoppelte Anti-Maus IgG1 Antikorper, 1:100 mit PBS verdiinnt, eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Spiilung mit PBS erfolgt das Auf-
tragen des 2. Primérantikorpers (CD68). Nach einer Stunde bei 37 °C im Brut-

schrank wird mit PBS gespiilt. Der Schnitt wird nun mit dem 2. Sekundir-
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antikorper versetzt. In diesem Fall wurden Alkalische Phosphatase - konjugierte
Anti-Maus IgG3 Antikorper, 1:50 in PBS verdiinnt, verwendet. Die Inkubation
erfolgt bei Raumtemperatur eine Stunde lang. Wieder wurde mit PBS gespiilt
und mit gepuffertem Glutaraldehyd (2 % in PBS) nachfixiert. Nach noch-
maligem Spiilen erfolgt die farbige Darstellung der spezifischen Bindung des 1.
und 2. Primérantikorpers iiber die jeweilige farbige Markierung des Sekundir-
antikorpers. Der 1. Primérantikorper wird durch eine Silberverstirkung der
kolloidalen Goldpartikel 15 Minuten lang bei 22 °C schwarz angefédrbt. Nach
einer Spiillung mit PBS erfolgt die Entwicklung der Alkalischen Phosphatase des
2. Sekundirantikorpers mit Neufuchsin und Naphthol-AS-BI-phosphat 30
Minuten lang bei 37 °C zu einem roten Farbstoff. AnschlieBend wird mit Aqua
dest. griindlich gespiilt. Die Gegenfirbung erfolgt mit Mayer's Hamalaun (1:5 in
Aqua dest. verdiinnt) und Blduen in Leitungswasser. Eingedeckt wird mit
Immunomount, einem wissrigen Eindeckmittel.

Die Ansitze der verwendeten Puffer finden sich im Anhang.

2.2.5. Mikroskopieren und Fotografieren

Die hergestellten Pridparate werden mit einem Lichtmikroskop der Firma Zeiss
mikroskopiert. Es werden die Objektive 4, 10, 25 und 40 benutzt. So kann man
sich einerseits einen Gesamtiiberblick verschaffen, andererseits jede Zelle genau

beurteilen.

Die fotografische Dokumentation erfolgt mit Hilfe eines Fotomikroskops
Olympus AH3. Die Aufnahmen werden iiberwiegend mit der Objektivver-
groerung 20 und der nachvergroBerten Fotolinse 5 X hergestellt. Die Farb-
diapositive wurden entwickelt und mit einem Medion-Scanner gescannt, Bild-
dateien wurden generiert und iiber einen Highscreen PC mittels eines Tinten-

stahldruckers Farbausdrucke hergestellt.
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2.2.6. Auswertung der immunhistochemischen Priparate

Immunhistochemisch untersucht wurden 87 Liposarkome aus dem Patho-
logischen Institut Marburg und 16 nicht-lipomatdse Weichteilsarkome aus dem
Pathologischen Institut Halle-Wittenberg. Der histopathologische Befund des
jeweiligen Priparates war bekannt. Die Gruppe der nicht-lipomatésen Weichteil-
sarkome beinhaltet Fibrosarkome, maligne fibrose Histiozytome, Rhabdomyo-
sarkome und Leiomyosarkome. Unterteilt wurden die Liposarkome in die 5 Sub-
typen, myxoide, rundzellige, hochdifferenzierte, dedifferenzierte und pleo-
morphe Liposarkome. In dem Subtyp der myxoiden Liposarkome wurde eine
zusitzliche Unterteilung in rein myxoide und in gemischt myxoid-rundzellige
Liposarkome vorgenommen, die im Ergebnisteil aber keine Beriicksichtigung
fand. Ebenfalls wurden die hochdifferenzierten Liposarkome unterteilt in lipom-
dhnlich und sklerosierende Liposarkome, zu denen in einem Unterpunkt Stellung
genommen wurde. In der Auswertung wurden die einzelnen Malignititsgrade G1
bis G3 nicht systematisch beriicksichtigt, da der Einteilung in die Subtypen die
grofite Bedeutung zukommt. Es wurde ebenfalls nicht beriicksichtigt, ob es sich
bei den Priparaten um einen Primidrtumor, ein Rezidiv oder eine Metastase

handelte.

Die Analyse der Normalgewebe und der pathologisch verdnderten Gewebe

erfolgte nach dem Kriterium einer positiven Reaktion in spezifischen Zellen.

Die immunhistochemische Auswertung der Sarkome erfolgte anhand mehrerer
definierter Parameter, die in tabellarischer Form zusammengestellt wurden. Das
Vorkommen des jeweiligen Antikdrpers wurde in Form der Haufigkeit festge-
halten. Es wurden 5 Intervalle aufgestellt. Ein negatives Ergebnis erhielt die Zif-
fer 0. Die positiven Ergebnisse unterteilen sich in 4 Bereiche. Die Ziffer 1 wurde
fiir 0,1 bis 5 % positive Tumorzellen im Préaparat verwendet. 5,1 bis 50 % posi-
tiver Zellen erhielt die Ziffer 2, 50,1 bis 80 % die Ziffer 3 und 80,1 bis 100 %
dargestellter Zellen die Ziffer 4. Die jeweilige Haufigkeit der positiven Zellen
wurde geschitzt. Dabei wurden nur vitale Tumorbereiche beriicksichtigt und

regressive oder nekrotisch veridnderte Anteile ausgeschlossen. Ebenso wurde die
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Farbeintensitidt nicht mit in die Auswertung einbezogen. Ein weiteres Kriterium
der Auswertung war die Verteilung der positiv reagierenden Tumorzellen im
Préparat, es wurde unterschieden zwischen fokaler und homogener Verteilung.
Das Zutreffen des jeweiligen Zustandes ergab die Ziffer 1, traf der Zustand nicht

zu, wurde die Ziffer 0 vergeben.

Beriicksichtigt wurde auch die Zellform der jeweiligen dargestellten Zellen.
Unterschieden wurde zwischen kugeligen und spindelformigen Zellen. Traf eine
Zellform nicht zu, ergab das die Ziffer 0. Waren eine oder beide Zellformen
vorhanden, wurde nach seltenem (Ziffer 1) und hiufigem (Ziffer 2) Vorkommen

der Zellen im Priparat differenziert.

Um das morphologischen Bild der Firbung zu erfassen, wurden die Vakuolen-
groBe und die Vakuolenzahl bestimmt. Die Vakuolen wurden in 3 verschiedene
GroBlen eingeteilt. Grole Vakuolen galten als solche, wenn sie einen Durch-
messer > 7,5 um (Vergleichsgrofle: Erythrozyt) hatten. Kleine Vakuolen sollten
< 7,5um sein, aber noch ein sichtbares Lumen aufweisen. Dariiber hinaus
wurden mikrovakuolédre Einschliisse abgegrenzt, diese waren so klein, dass man
kein sichtbares Lumen mehr erkennen konnte. Das Vorkommen der ver-
schiedenen Vakuolengroen wurde mit Ziffern dokumentiert, O fiir nicht vor-
handen, 1 fiir geringes und 2 fiir hdufiges Vorkommen. Die Kategorie Vakuolen-
zahl beinhaltet mono- und plurivakuolidre Zellen. Zellen mit einer Vakuole
(unabhéngig von der Grofle) galten als monovakuoldr und mit mehr als einer
Vakuole als plurivakuolidr. Dokumentiert wurden die Ergebnisse mit dem be-
kannten Ziffernsystem, O fiir nicht zutreffend, 1 fiir geringes und 2 fiir haufiges
Vorkommen. Auch diese Auswertungsergebnisse wurden durch Schitzung er-

mittelt.

Alle ermittelten Ergebnisse wurden zweimal kontrolliert und durch Frau L
Riedel (Assistenzirztin des Institutes fiir Pathologie Marburg) tiberpriift, und in
zahlreichen (insbesondere auch den unklaren) Fillen wurde Professor Dr. R.
Moll, Leiter des Institutes fiir Pathologie, Universitit Marburg bei der

mikroskopischen Auswertung hinzugezogen. Die im Ergebnisteil aufgefiihrten
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Tabellen sind eine Zusammenfassung der ermittelten Rohdaten. Die ausfiihrliche

tabellarische Auswertung findet sich im Anhang.

In der Auswertung der Ergebnisse wurden vorrangig Wert auf die Kriterien
Haufigkeit, Vakuolengrofle und Vakuolenzahl gelegt. Als Kriterium zur Diffe-
renzierung gilt die Haufigkeit der dargestellten Zellen. Dabei wird angenommen,
dass ein relevanter Unterschied ermittelt werden kann in den Bereichen

»hegativ®,  weniger als 50 %* und ,,mehr als 50 % dargestellter Zellen®.

2.2.7. Statistische Methoden

Das Vorkommen der jeweiligen Antikorper wurden statistisch untersucht mit
Hilfe des Kruskal-Wallis Test und teilweise erginzend mit dem Normalen
Score-Test."”” Die Berechnungen erfolgten freundlicherweise durch Herrn Dr. G.
Himmelmann, Mitarbeiter des Institutes fiir Medizinische Biometrie, Universitit

Marburg.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der Adipophilinfirbung

3.1.1. Vorkommen in Normalgeweben und pathologisch verdnderten Geweben

In die immunhistochemische Untersuchung von humanem Normalgewebe wurden
folgende Gewebearten mit einbezogen: Haut, Samenblase, laktierendes Mamma-
driisengewebe, Nebenniere, Hoden, Leber, Plazenta, Hirngewebe, reifes Fettge-
webe, braunes Fettgewebe, Skelettmuskulatur und Nierengewebe (Tabelle 1). Im
Hautpréparat fanden sich in der Basalschicht der Epidermis und der dulleren Haar-
wurzelscheide fiir Adipophilin positive basale bzw. perinukledr gelegene Mikro-
vakuolen. Die Sebozyten der Talgdriisen wurden besonders stark angefirbt, das
Zytoplasma war ausgefiillt mit kleinen Vakuolen und Mikrovakuolen. Dagegen
waren die ekkrinen Schweilldriisen negativ, ebenso das angrenzende reife
subkutane Fettgewebe (Abb. 1A). Die Untersuchung des braunen Fettgewebes
ergab winzige positive Vesikel in einigen Zellen. Im laktierenden
Mammadriisengewebe wurden positive mikrovakuolire Einschliisse im apikalen
Teil des Zytoplasmas der sekretorischen Azinuszellen dokumentiert. Die nicht
sekretorischen Epithelzellen des duktalen Systems waren negativ. Unerwartet zeigte
sich im reifen Fettgewebe der Brust eine relativ starke positive Adipophilinreaktion
in Form von groBen und kleinen Vakuolen. In der Fiarbung der Nebennierenrinde
wurde eine starke, aber ziemlich heterogene Zytoplasmadarstellung in den meisten
Zellen der Zona fasciculata ermittelt. Die Zellen der Zona glomerulosa stellten sich
weniger deutlich dar. Das Nebennierenmark war eindeutig negativ (Abb. 1B). Die
Analyse von humanem Hodengewebe ergab eine starke Expression in den tubulédren
Sertoli-Zellen, in Form von Zytoplasmavakuolen und mikrovakuolidren Vesikeln.
Uberraschenderweise zeigten die interstitiellen Leydig-Zellen nur eine geringe Ex-
pression. In der normalen Samenblase stellte sich das Epithel iiberwiegend basal
sehr kriftig dar. Im Hirngewebe konnte kein Adipophilin-positives Ergebnis er-

hoben werden. Heterogene mikrovakuolire Einschliisse wurden in den Hepatozyten
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der Leber, der Skelettmuskulatur und in den Nierentubuli dokumentiert. Die Unter-
suchung einer Plazenta ergab eine Adipophilinexpression in dem Amnionepithel.

In die immunhistochemische Analyse von pathologisch verdnderten, nicht-
tumordsen Geweben wurden arteriosklerotisch verdnderte Gefdlle, entziindete
Rektumschleimhaut, hyperplastische Nebenschilddriise und mehrere Praparate mit
xanthogranulomatdser Cholezystitis einbezogen (Tabelle 1). In der Untersuchung
der hochgradig arteriosklerotischen Arterien fand sich eine starke Expression von
Adipophilin in der pathologisch verbreiterten Intima der Gefawand. Das morpho-
logische Bild bestand vorwiegend aus kleinen und mikrovakuoldren Einschliissen
im Zytoplasma der fibroblastdren Intimazellen. In der Intima eingelagerte Schaum-
zellen waren ebenfalls positiv dargestellt. In der Adipophilinfirbung der Rektum-
schleimhaut mit Muziphagen, als Zeichen einer abgelaufenen Entziindung, konnten
in diesen Zellen positive mikrovakuolidre Einschliisse dokumentiert werden. Sie
waren im Bereich der Schleimhautoberfldche positiv, an der Basis dagegen negativ.
Das Darmepithel zeigte wiederum eine positive basale Farbung. In der Analyse der
hyperplastischen Nebenschilddriise mit regelrechter Durchmischung von hellen und
oxyphilen Zellen und wenig Fettgewebe fanden sich geringe Mengen von mikro-
vakuolidren Adipophilin-positiven Vesikeln in den endokrinen Zellen. In den Pri-
paraten mit xanthogranulomatdser Cholezystitis konnte ein einheitliches Bild
dokumentiert werden. Fast alle Makrophagen, sowohl die kleinen, als auch die

Schaumzellen waren durchgehend positiv (Abb. 2A).

Untersucht wurde ferner ein Talgdriisenkarzinom mit einer starken Expression in

den tumor6s verdnderten Driisen (Abb. 2B) (Tabelle 1).

I A
G

L ;
Abbildung 1: Bild A: Reifes Fettgewebe zeigt keine Adipophilinreaktion.

Bild B: Eine ausgeprigte Adipophilinreaktion in allen Nebennierenrindenzellen.
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Abbildung 2: Bild A: Xanthogranulomatése Cholezystitis mit einer deutlichen
Adipophilinreaktion besonders in Schaumzellen. Bild B: Talgdriisenkarzinom mit

einer stark positiven Adipophilinreaktion in den Driisenzellen.

Positive Adipophilinreaktion Negative Adipophilinreaktion
Braunes Fettgewebe Subkutanes Fettgewebe
Fettgewebe der Mamma SchweiB3drisen
Epidermis, Wurzelscheide, Talgdrisen der Duktale Epithelzellen laktierender Mamma
Haut
Talgdriisenkarzinom Nebennierenmark
Azinuszellen der laktierenden Mamma Hirn
Nebennierenrinde
Leber (Hepatozyten)
Nierentubuli
Rektumschleimhaut mit Muziphagen
Darmepithel

Nebenschilddrise

Amnionepithel der Plazenta

Samenblasenepithel

Sertoli-Zellen

Leydig-Zellen

Skelettmuskulatur

Arteriosklerotisch veranderte GefaBintima

Makrophagen und Schaumzellen

Tabelle 1: Adipophilinreaktion in Normalgeweben und pathologisch ver-

dnderten Geweben

3.1.2. Vorkommen in Liposarkomen und nicht-lipomatdsen Weichteiltumoren

Das Vorkommen von Adipophilin wurde in 87 Féllen bei 65 Patienten von Lipo-
sarkomen und in 16 Fillen bei ebenso vielen Patienten mit nicht-lipomatdsen
Weichteilsarkomen untersucht (Diagramm 1). In der Untersuchung der Lipo-

sarkome ergab sich in 58 Fillen (66 %) ein positives Ergebnis mit 0,1 bis 50 %
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dargestellter Zellen. Die nicht-lipomatdosen Weichteilsarkome zeigten in 13 Fillen
(81 %) ein positives Fiarbeergebnis in diesem Bereich. Adipophilin-positive Zellen,
die mehr als 50 % aller Tumorzellen einnahmen, waren bei 24 Fillen (28 %) der
Liposarkomen und bei den nicht-lipomatdsen Weichteilsarkomen in 1 Fall (6 %) zu
finden. Ein negatives Ergebnis wurde in 5 Féllen (6 %) der Liposarkome und in 2

Fillen (13 %) der nicht-lipomatésen Weichteiltumoren ermittelt.

Vorkommen von Adipophilin

30
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Fallzahl

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-

lipomatésen Weichteiltumoren

Die statistische Auswertung durch das Institut fiir Medizinische Biometrie ergab:

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

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadrat Verteilung 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 von alpha = 0.05 ldsst
sich kein Unterschied sichern. Zur Ergdnzung wird als Modell eine
unwahrscheinliche Normalverteilung bei den zugrunde liegenden
Beurteilungsdaten angenommen; es ergibt sich das folgende Ergebnis:

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

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadrat Verteilung 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 von alpha = 0.05 ldsst
sich kein Unterschied zwischen Liposarkomen und nicht-lipomatosen
Weichteiltumoren sichern.

Histologisch klassifiziert man die Liposarkome in myxoide, rundzellige, hoch-
differenzierte, dedifferenzierte und pleomorphe Liposarkome. Immunhistochemisch
wurden 44 myxoide, 3 rundzellige, 20 hochdifferenzierte, 4 dedifferenzierte und 16

pleomorphe Liposarkome untersucht (Diagramm 2).

In der Adipophilinfarbung der myxoiden Liposarkome zeigte sich, dass in 23 Fillen
(53 %) mehr als 50 % der Zellen im Préparat positiv waren (Abb. 3A-D). Weniger
als 50 % positiver Zellen fanden sich in 16 Priparaten (36 %). 5 Fille (11 %) der
myxoiden Liposarkome zeigten ein negatives Féirbeergebnis. Die rundzelligen Lipo-
sarkome zeigten ein anderes Farbeverhalten mit geringer ausgeprigter Adipophilin-
expression, bei allerdings kleiner Fallzahl von n=3. In 2 Fillen (67 %) waren bis
5% der Zellen positiv und ein Fall (33 %) zeigte bis zu 50 % dargestellter Zellen
(Abb. 3E). Kein Priparat zeigte ein negatives Ergebnis oder mehr als 50 % positive
Zellen. Ahnlich verhielt es sich mit den hochdifferenzierten Liposarkomen. Alle
untersuchten 20 Fille waren Adipophilin-positiv, wobei in 12 Préaparaten (60 %) bis
zu 5 % der Zellen dargestellt waren und in 8 Féllen bis zu 50 % der Zellen positiv
erschienen (Abb. 3F). In der Analyse der Ergebnisse der dedifferenzierten Lipo-
sarkome konnte ein Fall (25 %) mit bis zu 5 % positiver Zellen und 3 Félle mit bis
zu 50 % dargestellter Zellen dokumentiert werden. Die Untersuchung der pleo-

morphen Liposarkome ergab in 15 Fillen (94 %) eine Adipophilindarstellung mit

29



bis zu 50 % positiver Zellen, in einem Fall (6 %) waren mehr als 50 % der Zellen

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

Vorkommen von Adipophilin
14
12 1 ]
10 1
< 8 1
8 1
s 6
. i
, 1
0 Il : :
negativ 0,1-5% 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 identische Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 14.41

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

Monte Carlo Schitzung 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 einzelnen Liposarkomtypen.
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Abbildung 3: Bild A-D: Myxoide Liposarkome mit einer positiven Adipophilin-
reaktion in mehr als 50 % der Tumorzellen mit vorwiegend mikrovakuolédren Ein-
schliissen. Bild E: Rundzelliges Liposarkom mit bis zu 50 % Adipophilin-positiven

Tumorzellen, mit mikrovakuolédren Einschliissen. Bild F: Hochdifferenziertes Lipo-
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sarkom mit einer positiven Adipophilinreaktion in bis zu 50 % der Tumorzellen,
mit vorwiegend kleinen und groflen Vakuolen. Man beachte die Adipophilin-posi-
tiven plurivakuoldren Lipoblasten. Bild G: Pleomorphes Liposarkom, mit kleinen
und groBen Adipophilin-positiven Vakuolen. Bild H: Pleomorphes Liposarkom, mit
vorwiegend mikrovakuoldren Einschliissen und vereinzelt kleinen Vakuolen, die
mit Adipophilin dargestellt wurden. In der Mitte des Bildes findet sich eine
normale, von Tumorgewebe umschlossene Fettzelle, die ebenfalls mit Adipophilin

positiv reagiert.

Vorkommen von Adipophilin
7
6
5
=4
g 1
&3
2
1
0 : : : ;
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
|:| lipom-ahnlich - sklerosierend
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% | 80,1-100%
lipom-ghnlich 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-dhnlichen und

sklerosierenden hochdifferenzierten Liposarkomen

Man kann die Gruppe der hochdifferenzierten Liposarkome unterteilen in die
lipom-dhnliche Form, die einem gutartigen Lipom sehr dhnlich ist und die sklero-
sierende Form, die ein ungeordneteres morphologisches Bild zeigt. Immunbhisto-
chemisch wurden 8 hochdifferenzierte lipom-dhnliche und 12 hochdifferenzierte
sklerosierende Liposarkome untersucht. Alle Priparate zeigen ein positives Er-

gebnis im Intervall bis 50 % dargestellter Zellen. Der Haufigkeitsgipfel fiir beide
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Untergruppen lag im Bereich bis zu 5 % positiver Zellen. Das Farbeverhalten der

beiden Untergruppen fiir Adipophilin war somit dhnlich (Diagramm 3).

In die immunhistochemische Untersuchung der nicht-lipomatdosen Weichteil-
sarkome wurden 6 maligne fibrose Histiozytome, 5 Fibrosarkome, 4 Rhabdomyo-
sarkome und ein Leiomyosarkom einbezogen. Das Ergebnis der malignen fibrésen
Histiozytome konnte fiir alle 6 Félle im Bereich von 0,1 % bis zu 50 % positiver
Zellen festgehalten werden. In der Untersuchung der Fibrosarkome ergab sich, dass
in 3 Fillen (60 %) bis zu 50 % der Zellen positiv waren, in 2 Fillen (40 %) war das
Farbeergebnis negativ. Die Analyse der Rhabdomyosarkome zeigte in 3 Priparaten
(75 %) positive Zellen bis 50 % des Schnittes und in einem Fall mehr als 50 %
positiver Zellen. In der Fiarbung des Leiomyosarkoms waren bis 50 % der Zellen

mit Adipophilin positiv dargestellt (Diagramm 4).

Vorkommen von Adipophilin
4
3
=
So
i
1
0 : ! !
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-lipomatosen Weichteil-

sarkomen MFH= Maligne fibrose Histiozytome
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Ermittelte Ergebnisse der statistischen Untersuchung:

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

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadrat Verteilung mit 3 df)
Pr { Statistik .GE. 5071} = 0.1666

Ergebnis: Die untersuchten Entitédten der nicht-lipomatdsen Weichteilsarkome
zeigen keine signifikanten Unterschiede zueinander; dies kann mit der geringen
Fallzahl zusammenhéngen.

Abbildung 4: Bild A: Rhabdomyosarkom mit einem Adipophilinvorkommen in

mehr als 50 % der Zellen mit mikrovakuolédren Einschliissen und kleinen Vakuolen.
Bild B: Fibrosarkom mit winzigen mikrovakuolidren Einschliissen in bis zu 50 %
der Tumorzellen (Pfeile). Bild C: Malignes fibroses Histiozytom mit mikro-
vakuoldren Einschliissen in bis zu 5 % der Tumorzellen (Pfeile). Bild D: Leiomyo-
sarkom mit bis zu 5 % Adipophilin-positiver Tumorzellen mit mikrovakuolidren

Einschliissen (Pfeil).
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3.1.3. Das morphologische Bild der Adipophilinfarbung in Liposarkomen und

nicht-lipomatdsen Weichteiltumoren

Die Beschreibung des morphologischen Bildes erfolgte mit Hilfe der Vakuolen-
groe und der Vakuolenzahl in den Adipophilin-positiven Prédparaten. Je nach
Differenzierungsgrad der einzelnen Tumoren unterscheiden sich auch der
Differenzierungsgrad der Lipoblasten und damit die Groe und die Anzahl der

enthaltenen Lipidvakuolen.

3.1.3.1. Vakuolengrof3e in der Adipophilinfarbung

Es wurden 7 verschiedene Kategorien mit Bezug auf die GroBe der in den Tumor-

zellen vorhandenen Adipophilin-positiven Vakuolen erstellt:

1. Tumorgewebe mit Zellen, die nur groe Vakuolen enthalten,

2. Tumorgewebe, in denen Zellen mit groBen Vakuolen und Zellen mit kleinen
Vakuolen vorhanden waren,

3. Tumorzellen mit groBen Vakuolen und Tumorzellen mit mikrovakuoliren
Einschliissen,

4. Tumorzellen mit groen Vakuolen, Tumorzellen mit kleinen Vakuolen und
Tumorzellen mit mikrovakuoliaren Einschlussen,

5. nur Tumorzellen mit kleinen Vakuolen,

6. Tumorzellen mit kleinen Vakuolen und Tumorzellen mit mikrovakuolidren
Einschliissen und

7. nur Tumorzellen mit mikrovakuolidren Einschliissen.

Die Auswertung (Tabelle 2) ergab, dass sich mit Adipophilin in Liposarkomen alle
VakuolengréBen darstellen, wobei die tiberwiegende Mehrheit Tumorgeweben ent-
sprach, in denen Zellen mit grolen Vakuolen neben Zellen mit kleinen Vakuolen,
als auch Zellen mit mikrovakuolédren Einschliissen vorhanden waren (Kategorie 4).
Dabei schlossen die Tumorzellen der Kategorie 1-4 auch typische Lipoblasten ein.
So konnten in den Pridparaten der myxoiden Liposarkome in 23 Fillen alle drei

Vakuolengroen dokumentiert werden (Kategorie 4). Relativ viele Priparate (11
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Félle) konnten in der Kategorie mit kleinen Vakuolen und mikrovakuolidren
Einschliissen in den Tumorzellen (Kategorie 6) erfasst werden. In der Gruppe der
hochdifferenzierten Liposarkome wurden 8 Pridparate mit allen VakuolengroBen
ermittelt (Kategorie 4), aber auch 7 Priparate mit nur groBen Lipidvakuolen (Kate-
gorie 1). Die dedifferenzierten Liposarkome zeigten in 3 Priparaten alle Vakuolen-
grofen (Kategorie 4). In den 16 positiven pleomorphen Liposarkomen enthielten
die Hilfte der Fille gro3e und kleine Vakuolen sowie mikrovakuolédre Einschliisse
(Kategorie 4). In 6 Priparaten konnten kleine Vakuolen und mikrovakuolire Ein-
schliisse dokumentiert werden (Kategorie 6). Die Priparate der rundzelligen Lipo-
sarkome verteilten sich auf 3 Kategorien, 1 Fall mit allen Vakuolengroen (Kate-
gorie 4), 1 Fall mit groen Vakuolen und mikrovakuoldren Adipophilin-positiven
Einschliissen (Kategorie 3) und 1 Fall mit nur mikrovakuoldren Einschliissen
(Kategorie 7) in den Tumorzellen. Priaparate mit Zellen, die nur kleine Adipophilin-

positive Vakuolen enthielten, konnten nicht dokumentiert werden.

In der Untersuchung der nicht-lipomatésen Weichteiltumoren zeigte sich, dass in
der iiberwiegenden Mehrheit kleine und mikrovakuoldre Einschliisse iiberwogen
(Kategorie 6). Aus der Tabelle 2 geht hervor, dass die Kategorien 1, 2, 3 und 4 aus-
schlieBlich in Liposarkomen, nicht aber in nicht-lipomatésen Weichteiltumoren be-

obachtet werden konnten.

Kat.1 | 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=4 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: Vakuolengrofie in der Adipophilinfirbung

Ls=Liposarkome, MFH=Maligne fibrose Histiozytome, Kat.=Kategorie, 1=nur groBe, 2=grofe und kleine,
3=groBe und mikrovakuolidre Einschliisse, 4=grofle, kleine und mikrovakuolidre Einschliisse, S=nur kleine,
6=kleine und mikrovakuolire Einschliisse, 7=nur mikrovakuoldre Einschliisse
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3.1.3.2.  Vakuolenzahl in der Adipophilinfirbung

In der Auswertung der Vakuolenzahl wurden 3 Kategorien aufgestellt: 1. Priparate
mit nur monovakuolédren Zellen, 2. mit nur plurivakuolidren Zellen und 3. Priparate
mit mono- und plurivakuoldren Zellen (Tabelle 3). Der Kategorie mit nur mono-
vakuoldren Zellen konnten 7 hochdifferenzierte Liposarkome zugeordnet werden
(Kategorie 1). Keine andere Untergruppe enthielt Priparate mit diesem morpho-
logischen Bild. In der Gruppe der myxoiden Liposarkome zeigten die meisten Fille
sowohl monovakuolire als auch plurivakuolédre Zellen (Kategorie 3). Bei den hoch-
differenzierten Liposarkomen iiberwogen ebenfalls die Pridparate mit mono- und
pulrivakouldren Zellen (Kategorie 3). Gleich viele Priaparate mit mono- und pluri-
vakuoldren Zellen und mit nur plurivakuoldren Zellen fanden sich in der Aus-
wertung der dedifferenzierten Liposarkome (Kategorie 2, 3). In der Untersuchung
der pleomorphen Liposarkome konnten mehr Priparate mit nur plurivakuoliren
Zellen dokumentiert werden (Kategorie 2). Die rundzelligen Liposarkome zeigten

vorwiegend mono- und plurivakuolire Zellen (Kategorie 3).

Die Analyse der nicht-lipomatdsen Weichteiltumoren ergab kein Préparat mit nur
monovakuoldren Zellen. Dagegen iiberwogen bei den malignen fibrosen Histio-
zytomen, den Rhabdomyosarkomen und den Leiomyosarkomen Prédparate mit nur
plurivakuoldaren Zellen (Kategorie 2). Allein die Fibrosarkome wiesen in allen

positiven Priparaten mono- und plurivakuolidre Zellen auf (Kategorie 3).

Kat.1 | 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 5 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 Histiozytome, Kat.=Kategorie, 1=nur monovakuolr,
2=nur plurivakuolir, 3=mono- und plurivakuoldre Einschliisse
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3.1.4. Ergebnis der Doppelfirbung mit Adipophilin und dem Makrophagenanti-
korper CD68 in Liposarkomen

Alle Liposarkome und nicht-lipomatdsen Weichteilsarkome wurden mit dem
Makrophagenantikorper CD68 untersucht, um die im Gewebe vorhandenen
Makrophagen zu identifizieren. In der Auswertung zeigte sich eine hohe Dichte von
Makrophagen in den verschiedenen Geweben, vor allem in der Umgebung von
Nekrosen. Im Vergleich von Adipophilin-positiven Zellen und CD68-positiven
Makrophagen in parallelen Einzelfarbungen (ABC-Methode) wurden Gemeinsam-
keiten festgestellt. Um eine spezifische Aussage zum Vorkommen von Adipophilin
in Tumorzellen und in Makrophagen zu treffen, wurden Doppelfarbungen mit
Antikorpern gegen Adipophilin und CD68 exemplarisch an einigen Liposarkomen
durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Einzel- und insbesondere der Doppelfarbung bewiesen ein-
deutig, dass Adipophilin nicht nur in Tumorzellen, sondern auch in Makrophagen
enthalten ist (Abb. 5SA-C). Somit konnten viele Adipophilin-positive Zellen als
lipidspeichernde Makrophagen identifiziert werden. Besonders in regressiv ver-
dndertem Tumorgewebe und in der Umgebung von Nekrosen nahm die Anzahl der
Adipophilin-positiven Makrophagen zu. Aber im Randbereich von Nekrosen
wurden auch Adipophilin-positive Tumorzellen deutlich haufiger gefunden. Eine
Unterscheidung zwischen Tumorzellen und Makrophagen (kugelig oder spindel-
zellig bzw. dendritisch) war aufgrund der Morphologie nur zum Teil moglich.
Ausgehend von dieser Erkenntnis wurde sich bei der Hauptauswertung auf die

nichtregressiven Areale abseits von Nekrosen konzentriert.
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Abbildung 5: Immunhistochemische Untersuchung mit Adipophilin und CD68 in
der Doppelfarbung. Adipophilin stellt sich schwarz, CD68 rot dar. Bild A: Hoch-
differenziertes Liposarkom mit Adipophilin-positiven Makrophagen (gleichzeitig
schwarze und rote Fiarbung); im unteren Bildabschnitt findet sich eine Adipophilin-
positive Tumorzelle mit groBer Lipidvakuole. Bild B: Hochdifferenziertes Lipo-
sarkom mit Adipophilin - reagierenden Lipidvakuolen (schwarz) in monovakuo-
laren Tumorzellen und einer plurivakuoldren Tumorzelle (Lipoblast), nur CD68-
positiven Makrophagen (rot) und Makrophagen, die Adipophilin-positiv erscheinen
(rot und schwarz). Bild C: Rundzelliges Liposarkom mit zahlreichen Adipophilin-
positiven kleinen runden Tumorzellen mit mikrovakuolédren Einschliissen (schwarz)

und dazwischen gelegenen rot dargestellten Makrophagen.
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3.2. Ergebnisse der Perilipinfarbung

3.2.1. Vorkommen in Normalgeweben und pathologischen veridnderten

Geweben

In den immunhistochemischen Analysen der Normalgewebe wurden Haut, reifes
Fettgewebe, braunes Fettgewebe, Hoden, Plazenta, Nebenniere, Niere und lak-
tierende Mamma untersucht (Tabelle 4). Die Analyse reifen Fettgewebes ergab,
dass sich alle Zellen mit dem Perilipinantikorper darstellen lieBen, wobei sich die
Kontur der Fettvakuolen kriftig markierte (Abb. 6A). Ebenso verhielt es sich im
braunen Fettgewebe, wo nahezu alle Vakuolen ein positives Ergebnis zeigten. Im
Hautpriparat konnten neben dem subkutanen reifen Fettgewebe auch die Talg-
driisen mit dem Antikdrper gegen Perilipin dargestellt werden. Die Untersuchung
von Hodengewebe ergab nur eine schwache Reaktion in den Leydig-Zellen. Die
Sertoli-Zellen konnten mit Perilipin nicht angefirbt werden. Ein negatives Ergebnis
wurde in der Untersuchung von Nebenniere (Abb. 6B), Plazenta, Niere und

laktierendem Mammagewebe dokumentiert.

Untersucht wurde die Perilipinexpression in verschiedenen pathologisch ver-
dnderten Geweben, und zwar in arteriosklerotischen GefidBen, in Rektumschleim-
haut mit Muziphagen, in hyperplastischer Nebenschilddriise und in mehreren Pri-
paraten mit xanthogranulomatoser Cholezystitis (Tabelle 4). Ein positives Farbeer-
gebnis fand sich allein in den arteriosklerotisch verdnderten Gefidfen, mit einer
geringen Expression in Form von mikrovakuoldren und kleinen Vesikeln in Zellen
der verbreiterten Intima und in Schaumzellen. In den anderen aufgefiihrten
Geweben konnte mit Perilipin keine pathologische Struktur dargestellt werden
(Abb. 7A). Das regelrechte Fettgewebe in den jeweiligen Organen war jedoch

immer vollstindig positiv.

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

zusammengefasst.
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Positive Perilipinreaktion

Negative Perilipinreaktion

Talgdrisen

Haut mit Anhangsgebilden (auBer
Talgdriisen)

Braunes Fettgewebe

Laktierendes Mammagewebe

Reifes Fettgewebe

Nebenniere

Leydig-Zellen Sertoli-Zellen
Vereinzelt in arteriosklerotischen GefaBen Plazenta
Niere

Rektumschleimhaut mit Muziphagen

Xanthogranulomattse Cholezystitis

Tabelle 4: Vorkommen von Perilipin in Normalgeweben und pathologisch ver-

idnderten Geweben

Abbildung 6: Bild A: Reifes Fettgewebe, alle Fettzellen stellen sich mit Perilipin

positiv dar. Bild B: Perilipin-negatives Nebennierengewebe mit einer eingeschlos-

senen Fettvakuole eines Adipozyten, die sich positiv darstellt.

Abbildung 7: Bild A: Xanthogranulomatose Cholezystitis ohne Perilipinreaktion.

Bild B: Talgdriisenkarzinom mit wenigen kleinen Perilipin-positiven Lipidvakuolen

in einzelnen Tumorzellen.
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3.2.2. Vorkommen in Liposarkomen und nicht-lipomatésen Weichteiltumoren

Die immunhistochemische Untersuchung von Perilipin in 87 Liposarkomen von 65
Patienten und in 16 Fillen von anderen nicht-lipomatdsen Weichteilsarkomen von
ebenso vielen Patienten ergab einen deutlichen Unterschied im Farberesultat (Dia-
gramm 5). In 39 Préparaten (45 %) der Liposarkome waren bis zu 50 % der Zellen
Perilipin-positiv, mehr als 50 % positiver Zellen fanden sich in 23 Féllen (25 %).
Ein negatives Ergebnis wurde in 25 Priparaten (29 %) der untersuchten Lipo-

sarkome dokumentiert.

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

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

Vorkommen von Perilipin
25
20
15—
<
o]
N
kS
%10 —
5 —
0+ | | | |
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80% 80,1-100%
Haufigkeit
- Liposarkome - nicht-lipomatdse 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 5
Weichteiltumoren n=16 16 (100%) 0 0 0 0

Diagramm 5: Vorkommen von Perilipin in Liposarkomen und nicht-

lipomatosen Weichteilsarkomen
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Abbildung 8: Bild A: Fibrosarkom, die Perilipinreaktion fiel negativ aus. Bild B:
Rhabdomyosarkom ohne eine Perilipinreaktion in den Tumorzellen. Bild C:
Malignes fibroses Histiozytom, es findet sich keine Perilipinreaktion im Tumor-
gewebe. Bild D: Leiomyosarkom, in dem sich ebenfalls keine Perilipinreaktion

findet.

Die Gruppe der immunhistochemisch untersuchten Liposarkome gliederte sich in
44 myxoide, 3 rundzellige, 20 hochdifferenzierte, 16 pleomorphe und 4 dediffe-

renzierte Liposarkome auf (Diagramm 6).

Die Analyse der myxoiden Liposarkome mit Perilipin (Abb. 9A-E) ergab eine
positive Firbung in 29 Fillen, wobei in 23 Priparaten (52 %) bis zu 50 % der
Zellen positiv waren, darunter als hdufigster Reaktionsausfall mit 18 Féllen (41 %)
die Gruppe mit 5,1-50 % Haufigkeit. In 6 Priparaten (14 %) wurden bis zu 80 %
positive Zellen ermittelt, in 15 Fillen (34 %) liel sich ein negatives Ergebnis
dokumentieren. Die rundzelligen Liposarkome zeigten in allen drei Fillen ein
negatives Fiarberesultat (Abb. 10A). Das Firbeergebnis in den hochdifferenzierten
Liposarkomen sah wie folgt aus: Hier dominierte interessanterweise - im Gegensatz

zu Adipophilin - eine ausgedehnte positive Reaktion (Abb. 10B). In 16 Priparaten
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(80 %) waren iiber 50 % der Zellen positiv dargestellt. Von diesen wiederum
zeigten 12 Fille (60 %) mehr als 80 % dargestellte Zellen. In 3 Fillen (15 %) waren
weniger als 50 % aller Zellen positiv. Ein negatives Resultat konnte nur in einem
Fall (5 %) ermittelt werden. Die Darstellung von Perilipin in dedifferenzierten
Liposarkomen fiel in 2 Fillen (50 %) positiv aus, mit bis zu 50 % dargestellter
Zellen. In 2 weiteren Priparaten ergab sich ein negatives Ergebnis. Die Untersu-
chung der pleomorphen Liposarkome ergab eine positive Farbung mit bis zu 50 %
positiver Zellen in 11 Fillen (69 %) (Abb. 10D), wobei spérlich fokale Reaktionen
(£'5 % positive Zellen) im Vordergrund standen (9 Fille = 56 %). Die positiven
Zellen konnten, auch wenn sie spirlich waren, aufgrund morphologischer Kriterien
eindeutig als Tumorzellen identifiziert werden. 1 Fall (6 %) zeigte eine stark
positive Reaktion mit mehr als 50 % positiver Zellen. In vier Féllen pleomorpher

Liposarkome (25 %) ergab sich eine negative Reaktion (Abb. 10C).

Vorkommen von Perilipin
20
15
=
Sio
&
6 _
0 } f f
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 (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 Liposarkome
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Statistische Ergebnisse :

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

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

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

Ergebnis: Die 5 Untergruppen der Liposarkome verhalten sich deutlich
(;,signifikant*) unterschiedlich.

Abbildung 9: Myxoide Liposarkome. Bild A: Es findet sich eine Perilipinreaktion
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in 50 bis 80 % der Tumorzellen in kleinen und groen Vakuolen, die Lipoblasten
entsprechen. Bild B: Perilipin-positive mikrovakuolidre Einschliisse in einigen
Tumorzellen. Bild C: Eingeschlossene Perilipin-positive normale Fettzelle in
Perilipin-negativem myxoiden Tumorgewebe. Bild D: Mikrovakuolére Einschliisse,
kleine und groBe Vakuolen, die sich mit Perilipin darstellen, in bis zu 50 % der
Tumorzellen. Bild E: Randbetont eingelagerte Perilipin-positive normale Fettzellen

in myxoidem Tumorgewebe, das keine Reaktion mit Perilipin zeigt.

Abbildung 10: Bild A: Rundzelliges Liposarkom ohne eine Perilipinreaktion in den

Tumorzellen. Bild B: Hochdifferenziertes Liposarkom, kriftige Darstellung mit
Perilipin in Lipoblasten mit kleinen und groen Vakuolen. Bild C: Pleomorphes
Liposarkom mit zwei kleinen eingeschlossenen Lipidvakuolen in Perilipin-
negativem pleomorphem Tumorgewebe. Bild D: Pleomorphes Liposarkom mit
einer positiven Perilipinreaktion in bis zu 50 % der Tumorzellen mit mikro-

vakuolidren Einschliissen, kleinen und groBBen Vakuolen.

Wenn man die hochdifferenzierten Liposarkome in ihre Subtypen auftrennt, ergab
die Untersuchung der 8 hochdifferenzierten lipom-dhnlichen Liposarkome nur

positive Resultate, mit einem Maximum im Bereich iiber 80 % dargestellter Zellen.
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In der Auswertung der 12 hochdifferenzierten sklerosierenden Liposarkome zeigte
sich ebenfalls ein Maximum in diesem Bereich. Allerdings wurden hier auch 3

Félle mit weniger als 50 % positiver Zellen und ein negativer Fall ermittelt (Dia-

gramm 7).
Vorkommen von Perilipin
7
6
5
<4
Iy
©3
2
1 P
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-dhnlichen und

sklerosierenden hochdifferenzierten Liposarkomen

Die statistische Untersuchung ergab:

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

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

Ergebnis: Obwohl die Anteile ,,negativ‘‘ und ,,<= 50%* verschieden sind, ergibt
sich wegen der geringen Fallzahl keine signifikantes Ergebnis.

Daher wurde die
Monte Carlo Schitzung des p-Wertes:

Pr { Statistik .GE. 3.137 } = 0.1216

99.00% Konfidenzintervall = (0.1132, 0.1300)
berechnet, die ein signifikantes Konfidenzintervall ergibt.
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Das Ergebnis kann aufgrund der geringen Fallzahl kaum eindeutig genannt
werden.

3.2.3. Das morphologische Bild der Perilipinfarbung

Das morphologische Bild der Perilipinfarbung wurde anhand der Vakuolengrofie

und der Vakuolenzahl charakterisiert. Je nach Differenzierungsgrad der einzelnen

Tumoren unterscheidet sich auch der Differenzierungsgrad der Lipoblasten und

damit die GroBe und die Anzahl der enthaltenen Lipidvakuolen.

3.2.3.1. Vakuolengrofle in der Perilipinfirbung

Es wurden 7 verschiedene Kategorien im Bezug auf die GroBe der in den

Tumorzellen vorhanden Perilipin-positiven Vakuolen erstellt:

1.
2.

Tumorgewebe mit Zellen, die nur groen Vakuolen enthalten,

Tumorgewebe, in denen Zellen mit groen Vakuolen und Zellen mit kleinen
Vakuolen vorhanden waren,

Tumorzellen mit groBen Vakuolen und Tumorzellen mit mikrovakuolédren
Einschliissen,

Tumorzellen mit groBen Vakuolen, Tumorzellen mit kleinen Vakuolen und
Tumorzellen mit mikrovakuoliaren Einschlussen,

nur Tumorzellen mit kleinen Vakuolen,

Tumorzellen mit kleinen Vakuolen und Tumorzellen mit mikrovakuolédren
Einschliissen und

nur Tumorzellen mit mikrovakuoldren Einschliissen.

Die Auswertung der Perilipinfarbung ergab, dass sich alle Vakuolengrofen mit

Perilipin darstellten (Tabelle 5). Im Gegensatz zur Adipophilinfirbung zeigte sich

eine iiberwiegende Anzahl positiver Perilipinreaktionen in Tumorarealen mit

Zellen, die groB3e und Zellen, die kleine Vakuolen enthielten (Lipoblasten), wihrend

Perilipin-positive mikrovakulidre Einschliisse weniger vorkamen. In den 29 dar-

gestellten myxoiden Liposarkomen konnten iiberwiegend Prédparate mit allen
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Vakuolengroen dokumentiert werden (Kategorie 4), gefolgt von Pridparaten mit
groBen und kleinen Vakuolen (Kategorie 2). In den rundzelligen Liposarkomen
konnte kein positives Farbeergebnis fiir Perilipin erzielt werden. Dagegen zeigten
die hochdifferenzierten Liposarkome vorwiegend Priparate mit Zellen, die nur
grofle Vakuolen (Kategorie 1) oder grofle und kleine Vakuolen enthielten (Kate-
gorie 2). Das gleiche Ergebnis wurde fiir die dedifferenzierten Liposarkome er-
mittelt (Kategorie 1, 2), ebenso fiir die pleomorphen Liposarkome (Kategorie 1, 2),
die allerdings auch gleich viele Prédparate mit allen VakuolengréBen zeigten (Kate-
gorie 4). Priaparate, die nur kleine Vakuolen, nur mikrovakuoldre Einschliisse oder
nur grofle Vakuolen und mikrovakuolire Einschliisse enthielten, 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: VakuolengrofBe in der Perilipinfirbung

Ls=Liposarkome, Kat.=Kategorie, 1=nur groBe, 2=grofle und kleine, 3=grofle und mikrovakuolire Einschliisse,
4=grofle, kleine und mikrovakuolidre Einschliisse, S=nur kleine, 6=kleine und mikrovakuolidre Einschliisse,
7=nur mikrovakuolére Einschliisse

3.2.3.2. Vakuolenzahl in der Perilipinfirbung

In der Auswertung der Vakuolenzahl wurden 3 Kategorien erstellt (Tabelle 6):

1. Prédparate mit nur monovakuolidren Zellen, 2. Priparate mit nur plurivakuolédren
Zellen und 3. Priparate mit mono- und plurivakuoldren Zellen. Die Untersuchung
der einzelnen Untergruppen der Liposarkome ergab vorwiegend Préparate mit
mono- und plurivakuoldren Zellen (Kategorie 3). Als zweithédufigste Kategorie

wurden Fille mit nur monovakuolidren Zellen registriert (Kategorie 1).
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Kat.1 | 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=Liposarkome, Kat.=Kategorie, 1=nur monovakuolr, 2=nur
plurivakuoldr, 3=mono- und plurivakuolire Einschliisse

3.2.4. Ergebnis der Doppelfiarbung mit Perilipin und dem
Makrophagenantikérper CD68 in Liposarkomen

Die fiir Adipophilin beschriebene Situation (siche Kapitel 3.1.4.) fand sich nicht in
der Untersuchung mit Perilipin. Hier wurde weder in der Einzel- noch in der
Doppelfirbung eine Uberlappung zwischen der Perilipin- und der CD 68-Reaktion

nachgewiesen. Somit ergab sich kein Hinweis auf eine Perilipinexpression in

Makrophagen.
3.3. Ergebnisse der TIP47-Firbung
3.3.1. Vorkommen in Normalgeweben und pathologisch veridnderten Geweben

In die immunhistochemische Untersuchung wurden reifes Fettgewebe, Diinndarm,
Pankreasgewebe, Hirn, Nebenschilddriise, Hoden, Haut, Nebenniere, Plazenta und
laktierendes Mammagewebe einbezogen (Tabelle 7). Mit dem Antikorper TIP47
konnte keine Farbreaktion in reifem Fettgewebe, Diinndarm und Pankreas erzielt
werden. Im Hodengewebe waren die Leydig-Zellen sehr variabel positiv, die
Sertoli-Zellen teils gering positiv dargestellt. Die Talgdriisen der Haut reagierten
positiv. mit dem Antikorper, ebenso einzelne Keratinozyten mit feingranulédren
Einschliissen. Im Nebennierenprédparat zeigte sich in der Rinde eine positive
Reaktion, mit Betonung der Zona fasciculata und Zona reticularis. Das Neben-
nierenmark war dagegen nicht dargestellt. Die Untersuchung der laktierenden
Mamma ergab ein positives Resultat, ebenso wie die Amnionzellen einer reifen

Plazenta. Im Hirngewebe fand sich eine unklare Reaktion.
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Untersucht wurde das Firbeverhalten des Antikorpers TIP47 in arteriosklerotisch
verdanderten Gefden, in Rektumschleimhaut mit Muziphagen, in normaler und
hyperplastischer Nebenschilddriise und in Pridparaten mit xanthogranulomatoser
Cholezystitis. Die Auswertung der arteriosklerotisch verdnderten Gefdlle ergab nur
eine geringe mikrovakuoldre Reaktion in den Intimazellen. Die in die Rektum-
schleimhaut eingewanderten Muziphagen konnten mit TIP47 nicht dargestellt
werden. Die Analyse der normalen bzw. hyperplastischen Nebenschilddriise ergab
eine miBig starke bzw. homogen starke Reaktion. In den entziindlich-xantho-
granulomatos verdnderten Arealen der Cholezystitispriaparate stellten sich Granulo-
zyten, Makrophagen und besonders Xanthomzellen (Schaumzellen) positiv dar

(Abb. 11A; Tabelle 7).

Immunhistochemisch wurde ebenfalls ein Talgdriisenkarzinom untersucht (Tabelle
7). Die Auswertung des Talgdriisenkarzinoms ergab eine positive Reaktion in

peripher gelegenen Tumorzellen (Abb.11B).

Positive TIP47-Reaktion Negative TIP47-Reaktion
Talgdrisen 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 und pathologisch ver-

dnderten Geweben
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Abbildung 11: Bild A: Xanthogranulomatése Cholezystitis mit diffuser TIP47-
Reaktion. Bild B: Talgdriisenkarzinom mit einer kleinvakuoligen TIP47-Reaktion

peripher in den lobuldren Tumorzellnestern lokalisierten Tumorzellen.

3.3.2. Vorkommen in Liposarkomen

Die Auswertung der 87 Liposarkome zeigte, dass in 45 Priparaten (52 %) bis zu

50 % der Zellen mit dem Antikorper reagierten. Dabei dominierte aber eine spir-
liche fokale Reaktion in bis zu 5 % der Tumorzellen. In 6 Fillen (7 %) fand sich
eine Expression in iiber 50 % der Zellen eines Priparates. Negative Ergebnisse

wurden in 36 Liposarkomen (41 %) ermittelt (Diagramm 8).

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 Antikorper TIP47 ergab in den 44
untersuchten myxoiden Liposarkomen in 26 Fillen (59 %) ein Férbeergebnis mit
bis zu 50 % positiver Zellen je Priparat (Abb.12) mit Uberwiegen der spirlicheren
Reaktion (0,1-5%). In 4 Fillen (9 %) wurden mehr als 50 % positiver Zellen ver-
zeichnet. Ein negatives Ergebnis wurde in 14 Priparaten (32 %) ermittelt. Die Aus-
wertung der rundzelligen Liposarkome ergab ein unterschiedliches Bild. Ein Fall
(33 %) war negativ, 2 Fille waren positiv, einer mit bis zu 50 %, der andere mit
mehr als 50% dargestellter Tumorzellen. Das Firbeergebnis der 20 untersuchten
hochdifferenzierten Liposarkome bestand aus 15 Fillen (75 %) mit einer negativen
Reaktion und 5 Fillen (25 %) mit bis zu 50 % dargestellter Zellen je Préparat. Die
Untersuchung der 4 dedifferenzierten Liposarkome ergab in 3 Fillen ein Ergebnis
mit bis zu 50 % positiver Zellen. In einem Fall konnte keine Firbung festgestellt
werden. In der Firbung der pleomorphen Liposarkome wurden 10 Fille (63 %) mit
bis zu 50 % positiver Zellen ermittelt, ein Fall (6 %) mit mehr als 50 % dargestellter
Zellen. Keine Darstellung des Antikorpers wurde in 5 Priparaten (31 %) doku-

mentiert (Diagramm 9).

Vorkommen von TIP 47
20
15 — ]
= 1
10
i
5
negativ 0,1-5% 5,1-50% 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 | 14 (32%) | 16 (36%) | 10 (23%) 4 (9%) 0
rundzellige Ls n=3 1 (83%) | 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 (81%) | 6 (38%) | 4 (25%) 1 (6%) 0

Diagramm 9: Vorkommen von TIP47 in den Untergruppen der Liposarkome

Ls=Liposarkome
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Die statistische Analyse ergab:

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

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

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

Ergebnis: Die 5 Untergruppen der Liposarkome unterscheiden sich in der
TIP47-Féarbung deutlich.

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

schliissen in bis zu 50 % der Tumorzellen.

In den 8 untersuchten hochdifferenzierten lipom-dhnlichen Liposarkomen wurden 7
(87 %) mit einem negativen und ein Fall (13 %) mit bis zu 50 % positiver Zellen
dokumentiert. Ebenfalls eine iiberwiegend negative Reaktion wurde bei den 12
untersuchten hochdifferenzierten sklerosierenden Liposarkomen ermittelt, wobei

allerdings 4 Fille (33 %) eine spirliche positive Reaktion zeigten (Diagramm 10).
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Vorkommen von TIP 47

8
6
§
84
2
0 } } f
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-&hnlich 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-ihnlichen und

sklerosierenden hochdifferenzierten Liposarkomen

Die statistische Analyse ergab:

FISHER'S EXAKTER TEST

Die Statistik beruht auf der beobachteten 2 mal 2 Tabelle (x):
P(X) = Hypergeometrische Probe der Tabelle =  0.2554
FI(X) = Fisher Statistik = 09972

Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadrat Verteilung mit 1 df)
Zweiseitig: Pr{FI(X) .GE. 0.9972} = 0.3180
Einseitig: 0.5 * Zweiseitig = 0.1590

Exakter p-Wert und Punktwahrscheinlichkeit:

Zweiseitig: Pr{FI(X) .GE. 0.9972} = Pr{P(X) .LE.  0.2554}=  0.6027
Pr{FI(X) .EQ. 0.9972} =Pr{P(X) .EQ. 0.2554}=  0.2554
Einseitig: Der Wert in Reihe 1 und Spalte 1
y =7 min(Y) =3 max(Y) =8 mean(Y) = 6.000 std(Y)=  0.9733
Pr{Y.GE.7}=  0.3065
Pr{Y.EQ.7}= 0.2554

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 Tumoren unterscheidet sich auch der
Differenzierungsgrad der Tumorzellen und damit die GroBe und die Anzahl der

enthaltenen Lipidvakuolen.

3.3.3.1. Vakuolengrofle in der TIP47- Fiarbung

Es wurden 7 verschiedene Kategorien mit Bezug auf die Grée der in den Lipo-

blasten vorhandenen TIP47-positiven Vakuolen erstellt:

1. Tumorgewebe mit Zellen, die nur groen Vakuolen enthalten,

2. Tumorgewebe, in denen Zellen mit groBen Vakuolen und Zellen mit kleinen
Vakuolen vorhanden waren,

3. Tumorzellen mit groBen Vakuolen und Tumorzellen mit mikrovakuoldren
Einschliissen,

4. Tumorzellen mit groen Vakuolen, Tumorzellen mit kleinen Vakuolen und
Tumorzellen mit mikrovakuolidren Einschliissen,

5. nur Tumorzellen mit kleinen Vakuolen,

6. Tumorzellen mit kleinen Vakuolen und Tumorzellen mit mikrovakuoliren
Einschliissen und

7. nur Tumorzellen mit mikrovakuoldren Einschliissen.

Die Auswertung ergab, dass sich mit TIP47 alle VakuolengroBen darstellen
(Tabelle 8). Die iiberwiegende Mehrheit der mit TIP47 positiv reagierenden
Vakuolen fand sich in Tumorarealen mit Zellen, die kleine Vakuolen und mit
Zellen, die mikrovakuoldre Einschliisse enthielten (Kategorie 6). Die Analyse der
TIP47-positiven myxoiden Liposarkome ergab eine grole Anzahl von Priparaten
mit kleinen Vakuolen und mikrovakuoldren Einschliissen (Kategorie 6). Viele Pri-
parate lieBen sich mit allen VakuolengrofSen dokumentieren (Kategorie 4), gefolgt
von Préparaten mit grolen und kleinen Vakuolen (Kategorie 2). In rundzelligen
Liposarkomen waren TIP-positven Reaktionen in kleinen und mikrovakulédren

(Kategorie 6), bzw. nur in mikrovakuldren Einschliissen festzustellen (Kategorie 7).
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In der Gruppe der hochdifferenzierten Liposarkome waren vorwiegend Priparate
mit allen Vakuolengrofen (Kategorie 4) und mit groen und kleinen Vakuolen
anzutreffen (Kategorie 2). Die Auswertung der dedifferenzierten Liposarkome
zeigte Priparate mit kleinen Vakuolen und mikrovakuoldren Einschliissen
(Kategorie 6) oder nur mit mikrovakuoldren Einschliissen (Kategorie 7). Die Pra-

parate der pleomorphen Liposarkome ergab ein @hnliches Ergebnis (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: Vakuolengrofien in der TIP47-Firbung

Ls=Liposarkome, Kat.=Kategorie, 1=nur grofle, 2=grofie und kleine, 3=grofle und mikrovakuolire Einschliisse,
4=groBe, kleine und mikrovakuolire Einschliisse, 5=nur kleine, 6=kleine und mikrovakuoldre Einschliisse,
7=nur mikrovakuolidre Einschliisse

3.3.3.2. Vakuolenzahl in der TIP47-Farbung

Die Vakuolenzahl konnte in 3 Kategorien eingeteilt werden: 1. Préparate mit nur
monovakuoldren Zellen, 2. Priparate mit nur plurivakuoldren Zellen und 3.
Praparate mit mono- und plurivakuoldren Zellen (Tabelle 9). Die Untersuchung
zeigte vorrangig Prdparate mit nur plurivakuoldren Zellen oder mit mono- und
plurivakuoldren Zellen. In der Auswertung der myxoiden, rundzelligen, de-
differenzierten und pleomorphen Liposarkome iiberwogen Priparate mit nur pluri-
vakuoldren Zellen (Kategorie 2). Allein in den hochdifferenzierten Liposarkomen

konnten mehr Priparate mit mono- und plurivakuoldren Zellen ermittelt werden

(Kategorie 3).

Kat.1 | 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-Fiarbung

Ls=Liposarkome, Kat.=Kategorie,1=nur monovakuolir, 2=nur pluri-
vakuoldr, 3=mono-und plurivakuolire Einschliisse
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34. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin

34.1. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in Normalgeweben und patho-

logisch veridnderten Geweben

In Normalgeweben zeigten Adipophilin und Perilipin iiberwiegend komplementire
Verteilungsmuster, wobei Perilipin vorwiegend im Fettgewebe, Adipophilin vor-
wiegend in anderen Geweben exprimiert wurden. Nur wenige Gewebe wiesen eine
Koexpression beider Marker auf, insbesondere die Sebozyten der Talgdriisen, die
durch Antikorper gegen beide Proteine kriftig markiert wurden. Auch in den
Leydig-Zellen des Hodens wurden beide Molekiile nachgewiesen, Adipophilin
jedoch nur schwach. Stark unterschiedlich reagierte dagegen das Fettgewebe: So-
wohl das braune als auch das reife subkutane Fettgewebe war deutlich positiv fiir
Perilipin, jedoch negativ fiir Adipophilin. Lediglich in reifem Fettgewebe be-
stimmter Organe, wie der Brust, konnte auch Adipophilin nachgewiesen werden.
Laktierendes Mammagewebe dagegen zeigte eine positive Fidrbung der sekre-
torischen Azinuszellen fiir Adipophilin, aber keine Reaktion in der Perilipin-
farbung. Gleiches gilt fiir eine Reihe anderer Zellen und Gewebe, wie Sertoli-Zellen
des Hodens, der Plazenta, Skelettmuskulatur, Niere und Nebenniere, Basalschicht
der Epidermis und der duBeren Haarwurzelscheide: Alle diese Gewebearten zeigten

eine Reaktion fiir Adipophilin, aber keine fiir Perilipin.

Untersuchung von arteriosklerotischen Gefdalen ergab fiir beide Antikorper ein
positives Resultat, wobei die Reaktion fiir Adipophilin wesentlich stirker aus-
gefallen war. Ebenfalls Adipophilin-positiv waren Muziphagen, Makrophagen und

Schaumzellen; in der Perilipinfarbung fielen diese Zellen jedoch negativ aus.

Das untersuchte Talgdriisenkarzinom zeigte eine Reaktion mit Adipophilin, eine

Expression fiir Perilipin konnte nur vereinzelt dokumentiert werden.
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34.2. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in myxoiden Liposarkomen

Das mit dem Antikorper gegen Adipophilin dargestellte Antigen konnte in 39 Pri-
paraten (89 %) von 44 der myxoiden Liposarkome ermittelt werden. Von diesen 39
Fillen zeigten 23 (53 %) ein positives Ergebnis im Intervall iiber 50 % dargestellter
Zellen. Das Verhalten des Antikorpers gegen Perilipin unterschied sich erheblich
von dem des Adipophilins. Es konnten nur 29 positive Priparate (66 %) dokumen-
tiert werden, wobei sich 22 Fille (52 %) im Intervall bis 50 % positiver Zellen be-
fanden. 15 Fille (34 %) waren dagegen negativ fiir Perilipin. Adipophilin zeigt
damit einen eher kontinuierlichen Anstieg vom negativen in den positiven Bereich,
mit einem Maximum im stark positiven Intervall. Perilipin hat dagegen eine deut-
liche Hiufigkeitskonzentration im negativen Bereich und einen zweiten Konzentra-
tionspunkt im Intervall von 5,1 bis 50 % dargestellter Zellen (Diagramm 11). Das
morphologische Bild der Firbungen &dhnelt sich dagegen. Es finden sich vorwie-
gend alle drei VakuolengroBen, in der Adipophilinfairbung kommen zudem noch
kleine und mikrovakuoldre Einschliisse und in der Perilipinfirbung groBe und
kleine Vakuolen gehduft vor. Der grofite Anteil der Zellen zeigt mono- und pluri-

vakuolire Einschliisse.
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Myxoide Liposarkome
20
15
_
K10
i
5 _|
0_] : - - 3
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 identische Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 15.33

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

Monte Carlo Schitzung 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 in rundzelligen Liposarkomen

Die Auswertung der Adipophilinfarbung ergab in allen 3 Priparaten ein positives
Ergebnis (Diagramm 12). Das morphologische Bild zeigte mono- und pluriva-

kuoldare Zellen mit allen Vakuolengrofen, groBlen und mikrovakuoldaren Ein-
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schliissen oder nur mikrovakuoldren Einschliissen. Dagegen wurde in der Unter-

suchung von Perilipin in allen 3 Priparaten ein negatives Resultat dokumentiert.

Rundzellige Liposarkome
4
3
g2
&
]
0 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 der geringen Fallzahl nicht durch-

gefiihrt.

3.4.3. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in hochdifferenzierten Lipo-

sarkomen

Die Ergebnisse der Adipophilinfirbung fielen alle positiv aus, wobei sich alle
Priparate im Intervall bis 50 % dargestellter Zellen konzentrieren (Diagramm 13).
Der Antikorper gegen Perilipin zeigt ebenfalls in den meisten Priparaten (19 Fille,
95 %) ein positives Firbeergebnis, das jedoch weitaus ausgeprédgter war und ein
Maximum im Bereich iiber 50 % positiver Zellen zeigte. Damit ergibt sich auch bei

der Untersuchung der hochdifferenzierten Liposarkome mit diesen Antikdrpern eine
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deutliche Differenz in dem Férbeergebnis. Die morphologische Analyse der Adipo-
philinfarbung ergab ein Vorkommen sowohl von nur grolen Vakuolen in einigen
Préparaten, als auch von allen drei Vakuolengréen in einer dhnlichen Anzahl von
Fillen. Mit Perilipin wurden dagegen nur grofle oder gro3e und kleine Vakuolen
dargestellt. Die iiberwiegende Anzahl der Tumorzellen zeigte in beiden Farbungen

sowohl mono-, als auch plurivakuolédre Einschliisse.

Hochdifferenzierte Liposarkome
14
12
10 -
= 8 -
] 1
L 6 -
4 _-—
2 —
0 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=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 identische Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 22.06

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

Monte Carlo Schitzung 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.

Liposarkomen

Die Untersuchung der Adipophilinfarbung ergab in allen vier Préaparaten ein posi-
tives Ergebnis im Intervall bis 50 % dargestellter Zellen mit allen Vakuolengré3en
und sowohl mono-, als auch plurivakuolére Zellen. In der Auswertung der Perilipin-
farbung wurden 2 Fille im negativen Bereich und jeweils zwei Priparate im posi-

tiven Intervall dokumentiert (Diagramm 14). Positiv dargestellt waren groffe und

kleine Vakuolen in mono- und plurivakuolédren Zellen.

Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in dedifferenzierten

Dedifferenzierte Liposarkome
4
3
%
&
’
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 statistische Untersuchung

verzichtet.
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3.4.6. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in pleomorphen Liposarkomen

Das mit dem Antikorper Adipophilin darzustellende Antigen konnte in allen 16 Pra-
paraten ermittelt werden (Diagramm 15), wobei das Maximum mit 15 Fillen (94%)
im Intervall bis 50 % dargestellter Zellen lag. Im Vergleich dazu ergab die
Perilipinfarbung nur 12 positiv dargestellte Praparate (75 %) mit einem Maximum
im gleichen Intervall wie Adipophilin. Adipophilin-positiv dargestellt sind ent-
weder alle Vakuolengroflen oder kleine und mikrovakuolédre Einschliisse in pluri-
vakuoldren Zellen bzw. in mono- und plurivakuoldren Zellen. Mit Perilipin wurden
vorwiegend mono- und plurivakuolidre Zellen dargestellt, die sowohl alle Vakuolen-

grofen aufwiesen, als auch nur groB3e oder grof3e und kleine Vakuolen.

Pleomorphe Liposarkome
10
8
_6
<
g |
©
L g
2
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=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 identische Verteilung]
Die Statistik beruht auf beobachteten Daten:
Die beobachtete Statistik = 2.768
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Asymptotischer p-Wert: (basierend auf Chi-Quadrat Verteilung mitl df)
Pr { Statistik .GE. 2.768 } =  0.0962

Ergebnis: Es konnte kein Unterschied zwischen den einzelnen pleomorphen
Liposarkomen ermittelt werden, zum Teil bedingt durch die geringe Fallzahl.

34.7. Zweidimensionale Auswertung der Adipophilin- und Perilipinexpression

in myxoiden, hochdifferenzierten und pleomorphen Liposarkomen

In Diagramm 16 wird eine zweidimensionale Auswertung der Adipophilin- und der
Perilipinexpression fiir verschiedene Liposarkome dargestellt. Es wurde jedem
einzelnen Fall der Liposarkomsubtypen der entsprechende Adipophilinwert und
Perilipinwert zugeordnet. Jeder Fall entspricht einem Punkt. Die so erhaltenen
Profile der myxoiden, hochdifferenzierten und pleomorphen Liposarkome unter-
scheiden sich deutlich voneinander. Die Subklasse der myxoiden Liposarkome kann
in 2 groBere Untergruppen unterteilt werden. In der ersten Untergruppe finden sich
9 Fille (20 %), die eine Adipophilinexpression in bis zu 50 % der Tumorzellen,
aber keine Perilipinexpression in dem entsprechenden Tumorgewebe zeigt. Die
zweite Untergruppe besteht aus 14 Féllen (32 %), in den sowohl fiir Adipophilin als
auch fiir Perilipin positive Reaktionen zu verzeichnen sind. Dabei findet sich eine
Adipophilinexpression in mehr als 50 % der Tumorzellen. Die mit Perilipin positiv
reagierenden Zellen liegen dagegen im Bereich zwischen 5,1 und 50 % aller Zellen
des Tumorgewebes. In der Gruppe der hochdifferenzierten Liposarkome findet sich
die iiberwiegende Mehrheit der untersuchten Fille im Bereich mit 80,1-100 %
positiv dargestellten Zellen fiir Perilipin (12 Fille, 60 %) und einer positiven
Adipophilinreaktion in bis zu 50% der Tumorzellen, wobei die Fraktion mit bis zu
5 % positiv dargestellter Zellen iiberwog. Die pleomorphen Liposarkome unter-
teilen sich in eine Gruppe, in der eine geringe Expression fiir Adipophilin und
Perilipin (0,1-5 % positive Zellen in 6 Fillen, 37 %) dokumentiert wurde und in
eine weitere Gruppe, die sich durch eine negative Perilipinexpression, aber eine
positive Reaktion fiir Adipophilin (4 Fille, 25 %) in 5,1-50 % der Zellen aus-

zeichnet.
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Perilipin
20,1-1005% b .?
o:: : myxoide
Lipozarkome
.
902,1-80% . . hachdifferenzisrts
. . Liposarkome
* .
5,1-50%, . . pleomarphe
. * Liposarkome
* .
. : .
0,1-50% oe
& *e
.o
negativ
.
negativ 0,1-50% 5,1-500 50,1809  80,1-1000%
Adipophilin

Diagramm 16: Zweidimensionale Auswertung der Adipophilin- und Perilipin-

expression in myxoiden, hochdifferenzierten und pleomorphen Liposarkomen

3.4.7. Vergleich von Adipophilin mit Perilipin in nicht-lipomatosen Weichteil-

tumoren

Es fanden sich in der Auswertung der Ergebnisse deutliche Unterschiede zwischen
Adipophilin und Perilipin (Diagramm 17). Bei den malignen fibrosen Histio-
zytomen, den Rhabdomyosarkomen und dem Leiomyosarkom wurde in allen Pri-
paraten eine positive Adipophilinreaktion ermittelt. Allein in der Gruppe der Fibro-
sarkome waren 2 Fille mit einem negativen Ergebnis zu verzeichnen. Die Unter-

suchung der Perilipinfarbung ergab in allen 16 Priparaten ein negatives Ergebnis.
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Nicht-lipomatdse Weichteiltumoren

20
15 ]
_ 1
S 10
&L
| l
= } l } } t }
negativ 0,1-5% 5,1-50% 50,1-80%  80,1-100%
Haufigkeit
I 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-lipomatosen
Weichteiltumoren

67




4. Diskussion

Zur pathologischen Identifikation der Liposarkome konnen neben dem mor-
phologischen Bild, also der histopathologischen Untersuchung mit Routine-
farbungen, weitere Untersuchungen herangezogen werden. Als einfachste Metho-
de gilt dabei die histochemische Lipidfiarbung mit einem Sudanfarbstoff zur De-
monstration vorhandener Lipide. Da das Gewebe dabei nicht in Paraffin ein-
gebettet werden darf, kommt es bei dieser Methode zu Einschrinkungen. Protein-
gebundene Glykosamine, die eine mucoide Matrix bilden, sind fiir viele Lipo-
sarkome charakterisiert und lassen sich zum Beispiel mit Alcianblau darstellen.
Intrazelluldres Glykogen ist ein PAS-positives Material, welches in einigen Lipo-
sarkomen vorkommt. Jedoch ergeben weder die Alcianblau- noch die PAS-
Farbung fiir Liposarkome spezifische Befunde.

Zur immunhistochemischen Differenzierung tragen Antikorper gegen Vimentin
und S-100-Protein'® bei, allerdings zeigen sich unterschiedlich intensive Firbeer-
gebnisse, und schlecht differenzierte Liposarkome exprimieren S-100-Protein
nicht. Dariiber hinaus kommt Vimentin als mesenchymales Intermediir-
filamentprotein in nahezu allen anderen Weichteilsarkomen vor'? und zeigt daher
keinerlei Spezifitit fiir Liposarkome. Das in Liposarkomzellen oft exprimierte S-
100-Protein zeigt zwar ein eingeschrinkteres Verteilungsmuster und damit eine
hohere Spezifitit, die aber nicht auf Liposarkome beschrinkt ist, sondern auch
unter anderem Nervenscheidentumoren, maligne Melanome, Klarzellsarkome,
synoviale Sarkome und Chondrosarkome umfasst.** Ein neues lipidassoziierendes
Protein ist aP2, das in Prdadipozyten in der spiten Adipozytenentwicklung
exprimiert wird. Es wird auch in Lipoblasten und fetalen Fettzellen gefunden.
Untersuchungen an Weichteiltumoren ergaben positive aP2-Reaktionen in den
Lipoblasten aller Liposarkomsubtypen, in Lipoblastomen und in Hibernomen.
Alle anderen nicht-lipomatdsen Weichteiltumoren zeigten keine Reaktion. Eine
mogliche immunhistochemische Identifizierung der Liposarkome gegeniiber
nicht-lipomatdsen Weichteilsarkome anhand der aP2-Expression sollte in Zukunft
beriicksichtigt werden.” '’ Kiirzlich wurde eine starke konstitutive Expression von
Stanniocalcin-1, einem Regulator der Kalzium- und Phosphathomdostase, in Fett-

gewebe beschrieben, welches in hochdifferenzierten Liposarkomen ausgedehnt, in
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schlecht differenzierten Liposarkomen jedoch nur spérlich nachweisbar war (der
histologische Typ der Liposarkome wurde nicht spezifiziert). Dieses Protein ist

allerdings nicht adipozytenspezifisch.**

Im Vergleich zu den histochemischen Methoden und der immunhistochemischen
Bestimmung von Vimentin und S-100-Protein geht die immunhistochemische
Untersuchung auf die lipidassozierten Proteine Adipophilin und Perilipin einen
wesentlichen Schritt weiter, da es sich hier um in der Standardimmunhistochemie
und mit optimaler morphologischer Qualitit nachweisbare Proteinantigene
handelt, welche spezifisch mit Lipidbildung verbunden sind. In Weichteiltumoren
wurden Adipophilin und Perilipin im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals
analysiert. Adipophilin akkumuliert vorwiegend mit Lipidtropfen in undiffe-
renzierten Adipozyten und anderen Zelltypen, wihrend Perilipin das dominante
Protein an der Oberfliche der Lipidvakuolen differenzierten Adipozyten und

steroidalen Zellen ist.*®

4.1. Adipophilin

Die Ergebnisse der hier untersuchten Normalgewebe stimmen mit den Er-
gebnissen von fritheren Untersuchungen'* iiberein. In anderen, von uns unter-
suchten Normalgeweben, wie braunem Fettgewebe, Skelettmuskulatur, Neben-
schilddriise, Darmepithel und Amnionepithel der Plazenta konnten wir in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Adipophilinexpression aufzeigen. In den
Untersuchungen an pathologisch veridnderten nicht-tumordsen Geweben, zum
Beispiel xanthogranulomatdse Cholezystitis und Rektumschleimhaut mit Muzi-
phagen, konnte eine Adipophilinexpression dokumentiert werden. Bestétigt
werden konnte das Vorkommen von Adipophilin in arteriosklerotisch verdanderten
BlutgefiBen.*” Kleine und mikrovakuolire Einschliisse in den Intimazellen und in
die Intima eingelagerte Schaumzellen zeigten eine positive Adipophilinreaktion.
Ubereinstimmend mit Wang et al., 1999 39 stiitzen unsere Ergebnisse die These,

dass Adipophilin eine Schliisselrolle im Lipidmetabolismus der Schaumzellen und
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in der Entwicklung von lipidreichen Arealen in arteriosklerotischen Gefi3wénden

spielt.

In der Untersuchung mit dem Adipophilinantikdrper zur Differenzierung zwischen
Liposarkomen und anderen Weichteiltumoren zeigte sich, dass der iiberwiegende
Anteil der Fille in beiden Gruppen positiv reagiert und sich im Bereich bis zu
50% positiver Zellen befand. Mit Hilfe der statistischen Untersuchung konnte kein
Unterschied zwischen den beiden Gruppen ermittelt werden. Somit kann mit Hilfe
der Adipophilinfarbung keine Differenzierung zwischen Liposarkomen und
anderen Weichteiltumoren vorgenommen werden. Aufgrund der ermittelten Er-
gebnisse kann man aber die Vermutung aufstellen, dass, wenn mehr als 50 % der
Zellen positiv sind, es sich eher um ein (myxoides) Liposarkom handelt als um
einen anderen Weichteiltumor.

Die Auswertung der einzelnen Untergruppen der Liposarkome ergab einen deut-
lichen Unterschied beziiglich ihrer Adipophilinexpression. Der Grofteil der unter-
suchten Fille wurde im Bereich mit bis zu 50 % positiven Zellen dokumentiert.
Eine Ausnahme bilden die myxoiden Liposarkome, die zum einen auch negative
Ergebnisse zeigten, insgesamt aber eine stdrkere Adipophilinexpression auf-
weisen: 13 Fille (53 %) lagen im Bereich mit mehr als 50 % positiver Zellen.
Damit grenzen sie sich deutlich von den anderen Liposarkomtypen ab. Auch die
Gruppe der pleomorphen Liposarkome zeigte einen Fall (6 %) mit iiber 50 %
positiver Zellen. Diese Ergebnisse eignen sich besonders als Differenzierungshilfe
bei morphologisch verwandten Typen. So kann unterschieden werden zwischen
myxoiden und rundzelligen Liposarkomen, wobei die rundzelligen Liposarkome
als schlechter differenzierte Form der myxoiden Liposarkome gelten.** Es kann
die Aussage getroffen werden, dass bei mehr als 50 % positiver Zellen es sich eher
um ein myxoides als um ein rundzelliges Liposarkom handelt. Allerdings sollte
aufgrund der geringen Fallzahl der rundzelligen Liposarkome (3 Fille) diese
Aussage durch eine hohere Anzahl an rundzelligen Liposarkomen iiberpriift
werden. Noch allgemeiner ldsst sich aus den Ergebnissen ableiten, dass eine
Adipophilinexpression in mehr als 50 % der Tumorzellen fiir ein myxoides Lipo-
sarkom und gegen alle anderen Liposarkomtypen spricht (siche Diagramm 2). Die

hochdifferenzierten Liposarkome lassen sich in lipom-dhnliche- und sklero-
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sierende hochdifferenzierte Liposarkome unterteilen. Mit Hilfe der Adipophilin-
farbung lieBen sich jedoch keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
herausarbeiten. Gleiches gilt fiir einen Vergleich von hochdifferenzierten und
dedifferenzierten Liposarkomen, die nur einen geringen Unterschied beziiglich
Adipophilin zeigen. Dedifferenzierte Liposarkome konnen gehduft im Rahmen

von Rezidiven hochdifferenzierter Liposarkome vorkommen.

Die Mehrheit der nicht-lipomatdsen Weichteiltumoren zeigte bis zu 50 % positive
Zellen in der Adipophilinfarbung. Die Adipophilinfarbung zeigt im Allgemeinen
keine Differenzierungsmoglichkeit zwischen den untersuchten Rhabdomyosar-
komen, Leiomyosarkomen, Fibrosarkomen und malignen fibrésen Histiozytomen.
Unterschiede ergaben sich in der Auswertung der Fibrosarkome und Rhabdo-
myosarkome. So konnten zwei Fille (40 %) der Fibrosarkome mit einem
negativen Ergebnis ermittelt werden. Dies konnte ein mogliches Unterscheidungs-
kriterium zu den anderen Untergruppen darstellen. Bei den Rhabdomyosarkomen
zeigte ein Fall (25 %) mehr als 50 % positive Zellen. Auch dieses Ergebnis konnte
zu einer moglichen Differenzierung beitragen. Aufgrund der geringen Fallzahl
konnen diese Aussagen nur unter Vorbehalt angenommen werden und sollten in

einer grofler angelegten Studie iiberpriift werden.

Die Auswertung des morphologischen Bildes der Adipophilinfarbung ergab keine
Moglichkeit zur Differenzierung. Allerdings konnten die Erkenntnisse von
Murphy und Vance®® untermauert werden, die zeigten, dass in der Frithphase der
Adipozytendifferenzierung entstehende Lipidtropfen von einem Adipophilin-
mantel umgeben sind. Dazu passt, dass in Liposarkomen vor allem mikrova-
kuolidre Einschliisse und kleine Vakuolen, jedoch nur selten groe Vakuolen
dargestellt werden. Die zelluldren Einschliisse sind pluri- und monovakuolédr oder
nur plurivakuoldr. Eine Ausnahme bilden die hochdifferenzierten Liposarkome,
diese zeigen viele groB3e Adipophilin-positive Vakuolen und auch monovakuolire
Einschliisse. Hier konnen auch typische plurivakuolire Lipoblasten positiv sein.
Eine Erklarungsmoglichkeit wire, dass die mit Adipophilin dargestellte

VakuolengroBe ein MaB fiir die Differenzierung ist.
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Abschliefend kann gesagt werden, dass sich Adipophilin nur sehr begrenzt zur
Unterscheidung von Weichteilsarkomen eignet. Differentialdiagnostische Mog-
lichkeiten beziehen sich vorwiegend auf die myxoiden Liposarkome bei iiber 50%
dargestellter Zellen, ein Befund, der zur Abgrenzung sowohl gegen andere Lipo-
sarkomsubtypen als auch gegen nicht-lipomatdse Weichteilsarkome unterstiitzend

herangezogen werden konnte.

Die hier durchgefiihrten Serienfirbungen und Doppelfirbungen mit dem Makro-
phagenantikorper CD68 und dem Antikorper gegen Adipophilin konnten die Er-
gebnisse von Wang et al., 1999 3% untermauern und ergianzen. Adipophilin findet
sich nicht nur in Makrophagen und Schaumzellen von arteriosklerotischen Blutge-
faBBen, sondern auch im Bereich nekrotischer Tumoranteile. Besonders der Rand-
saum dieser Areale war demarkiert von Adipophilin-positiven Makrophagen, aber
auch Tumorzellen in diesem Bereich zeigten eine verstidrkte Adipophilinex-
pression. Dies war unabhédngig vom Tumortyp, traf also sowohl fiir Liposarkome
als auch fiir nicht-lipomatdse Weichteilsarkome zu. Viele der hier untersuchten
Tumoren zeigten eine iiberraschend grofle Anzahl von Makrophagen auch in ihren
vitalen Tumoranteilen, die sich mit Adipophilin darstellten. Kiirzlich wurde
beschrieben, dass Adipophilin ein sensitiver Marker fiir den Lipidgehalt in
humanen Blutmonozyten ist,” was mit dem vorliegenden Befund gut iiber-
einstimmt. Diese Eigenschaft von Adipophilin sollte bei jeder Untersuchung stets
Beriicksichtigung finden. Bei der vorliegenden Studie wurde versucht, in der
Auswertung moglichst nur die Adipophilin-positiven Tumorzellen, nicht aber die
Adipophilin-positiven Makrophagen zu werten, was in Einzelfdllen zu Unge-

nauigkeiten fithren konnte.

Aus den Ergebnissen lédsst sich in biologischer Hinsicht ableiten, dass es in
Weichteiltumoren prinzipiell zwei Moglichkeiten einer Adipophilinexpression
gibt. Die erste ist mit der lipomatosen Zelldifferenzierung assoziiert und konnte
somit ein diagnostisches Kriterium fiir Liposarkome darstellen. Diese Form der
Adipophilinexpression wurde in myxoiden Liposarkomen besonders augenfillig,
von denen einige Fille Adipophilin-positive Vesikel in nahezu diffuser Verteilung

aufwiesen. Hieraus kann sich, wie oben aufgefiihrt, eine diagnostische Relevanz
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ergeben. In biologischer Hinsicht wiirde dies der Adipophilinexpression in un-
differenzierten Adipozyten entsprechen,”® die durch multiple kleine bzw. Mikro-
vakuolen charakterisiert ist, im Gegensatz zu reifen univakuoldren Adipozyten. In
Bezug auf die Tumorpathologie sollte beachtet werden, dass sich der Begriff
,undifferenziert” hier nicht auf den Malignitdtsgrad, sondern lediglich auf die
adipozytidre Zellausreifung bezieht; myxoide Liposarkome weisen trotz oft
niedriger adipozytirer Zellreife (Armut an Lipidvakuolen) einen niedrigen Mali-

gnititsgrad (also einen hohen Differenzierungsgrad, entsprechend Grad 1) auf.*’

Die zweite Moglichkeit einer Expression von Adipophilin in Weichteilsarkom-
zellen ist vom Zell- und Tumortyp offenbar unabhingig. Die topographische
Beziehung zu regressiven Tumorarealen und zur Umgebung von Nekrosen spricht
dafiir, dass es sich hier um ein allgemeinpathologisches Phinomen einer dege-
nerativen Zellverfettung handelt, wie es in zahlreichen epithelialen und mes-
enchymalen Zelltypen als Antwort auf unspezifische Schiddigungen beispiels-
weise hypoxischer oder toxischer Natur beobachtet wird. Exemplarisch ist hier die
Leberzellverfettung zu nennen, welche ebenfalls mit einer Adipophilinexpression

einhergeht.'*

Da sich hier also zwei vollig verschiedene biologische Phanomene iiberlagern, ist
der potentielle diagnostische Wert einer Adipophilinfarbung bei Weichteiltumoren
auf die wenigen oben aufgefiihrten Beispiele beschrinkt. Komplizierend tritt noch
die Adipophilinexpression in tumorinfiltrierenden Makrophagen hinzu, welche

manchmal nur schwer von Tumorzellen zu unterscheiden sind.

4.2. Perilipin

Das Perilipinvorkommen beschréankt sich — im Gegensatz zum Vorkommen von
Adipophilin - auf Adipozyten und steroidhaltige Zellen.” Diese Erkenntnis konnte
hier mit der Untersuchung von verschiedenen normalen Geweben bestitigt
werden. Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigten aber, dass Perilipin

auch in den Intimazellen arteriosklerotischer Blutgefdfe und in die Intima ein-
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gelagerten Schaumzellen exprimiert wird. In Ubereinstimmung damit wurde in
Zellen um Cholesterinansammlungen und in Schaumzellen aufgebrochener ar-
teriosklerotischer Beete eine relevante Expression sowohl von Perilipin-mRNA

e . . 11
als auch von Perilipinproteinen beschrieben.

Bislang sind in der Literatur keine Daten zur Perilipinexpression in Tumoren
verfiigbar. Wir konnten hier erstmals zeigen, dass mit der Perilipinfarbung eine
Differenzierung zwischen Liposarkomen und anderen Weichteiltumoren moglich
ist. Liposarkome zeigen sowohl negative als auch positive Ergebnisse. Die
anderen Weichteiltumoren sind alle negativ. Folgende Aussage kann getroffen
werden: Bei einer positiven Perilipinreaktion handelt es sich um ein Liposarkom.

Bei einem negativen Ergebnis kann ein Liposarkom nicht ausgeschlossen werden.

Auch die Analyse der einzelnen Liposarkomtypen zeigt deutliche Unterschiede.
Die myxoiden Liposarkome zeigen positive und negative Ergebnisse, die rund-
zelligen Liposarkome nur negative Ergebnisse. GeschluBfolgert werden kann, dass
hinsichtlich dieser Differentialdiagnose bei einer positiven Reaktion ein myxoides
Liposarkom vorliegt, allerdings mit der Einschrinkung der geringen Fallzahl der
rundzelligen Liposarkome. Im Vergleich von hochdifferenzierten zu allen anderen
Liposarkomtypen kann bei iiber 80 % positiver Zellen ein hochdifferenziertes
Liposarkom angenommen werden. In der Untersuchung der Untertypen der hoch-
differenzierten Liposarkome, der lipom-@hnlichen und der sklerosierenden, konnte
die Vermutung aufgestellt werden, dass bei einem negativen Ergebnis oder bei
weniger als 50 % dargestellter Zellen eher ein sklerosierendes Liposarkom ange-

nommen werden kann.

Die ermittelten Ergebnisse lassen folgende Schlufifolgerungen zu: Eine negative
Perilipinfarbung ist unwahrscheinlich bei einem hochdifferenzierten Liposarkom.
Ein positives Ergebnis findet sich nicht bei rundzelligen Liposarkomen. Aufgrund
der geringen Fallzahl sollte dieses Ergebnis jedoch tiberpriift werden. Bei mehr als
50 % positiven Zellen handelt es sich wahrscheinlich um ein hochdifferenziertes

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

um ein hochdifferenziertes Liposarkom.

Anlass zu Spekulationen gibt das Verhalten von dedifferenzierten, pleomorphen
und myxoiden Liposarkomen, die fiir Perilipin sowohl negativ als auch in unter-
schiedlichem Ausmall positiv sein konnen. Da Perilipin das vorherrschende

Protein in differenzierten Adipozyten ist * 7 %

und diese weniger hidufig in de-
differenzierten und pleomorphen Liposarkomen vorkommen, konnte es in be-
sagten Liposarkomtypen besser differenzierte Untertypen, die Perilipin-positiv
sind, geben. Diese konnten aufgrund ihrer besser ausdifferenzierten Adipozyten
andere Eigenschaften haben und sich in ihrem klinischen Bild unterscheiden.
Auch die myxoiden Liposarkome zeigen ein unerwartetes breites Spektrum von
negativ bis stark positiven Reaktionen, dessen Ursache nicht deutlich zu erkennen
ist.

Das morphologische Bild von Perilipin zeigt vorwiegend grof3e und kleine, mono-
und plurivakuolire Einschliisse und schliet damit auch die die histopathologisch
charakteristischen plurivakuoldren Lipoblasten ein. Etwas anders sind die my-
xoiden Liposarkome gelagert, in denen iiberwiegend alle drei Vakuolengroflen
(also auch mikrovakuolidre Einschliisse) dargestellt sind. Das Vorkommen dieser

Perilipin-positiven mikrovakuoldren Einschliisse besonders in myxoiden Lipo-

sarkomen gibt Anlass zu weiteren Untersuchungen.

Zusammenfassend zeigt die Perilipinexpression eine hochste Spezifitit fiir Lipo-
sarkome, die auch durch die durchgefiihrten statistischen Untersuchungen unter-
mauert wird. Die Zahl von 16 untersuchten nicht-lipomatésen Weichteiltumoren,
die ausnahmslos Perilipin-negativ waren, miisste vor einem praktischen dia-
gnostischen Einsatz dieser Marker allerdings noch in einer zukiinftigen umfang-
reichen Studie erhoht und dort der konstante negative Befund verifiziert werden.
Die hohe Spezifitidt von Perilipin in Liposarkomen ist allerdings mit einer im Ver-
gleich zu Adipophilin geringeren Sensitivitit verbunden. Ein negatives Ergebnis

schlieft somit ein Liposarkom keineswegs aus.
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Besonders relevant erscheint dieser neue Liposarkommarker bei den diagnostisch
oft problematischen pleomorphen Liposarkomen. Der hiufigste Reaktionsausfall
in diesen Tumoren war ein spirlicher Expressionsgrad (0,1 % bis 5 % der Tumor-
zellen). Aufgrund der hohen Spezifitidt von Perilipin konnen aber auch derartige
sparliche und fokale Expressionen diagnostisch relevant sein. Fiir einen moglichen
Einsatz in der pathologischen Routinediagnostik wire sehr wiinschenswert, wenn
ein monoklonaler Antikorper gegen Perilipin zur Verfiigung stehen wiirde, was
bislang noch nicht der Fall ist. Ein mit Perilipin vergleichbarer Differenzierungs-
marker hochster Spezifitit, aber eingeschrinkter Sensitivitét ist das fiir urotheliale
Differenzierung spezifische Uroplakin IIL?” *' Auch hier kann bereits ein spir-
licher und fokaler Nachweis als ein starkes Argument fiir urotheliale Diffe-
renzierung, also ein primidres oder metastatisches Urothelkarzinom, gewertet

werden.

4.3. TIP47

Das von Pfeffer et al., 1998 39 entdeckte Protein TIP47 mit einer starken Sequenz-
homologie zu Adipophilin wurde von Wolins et al., 2001 ** ebenfalls als lipid-
assoziiertes Protein postuliert. In Anlehnung an diese Erkenntnisse konnte in den
durchgefiihrten Untersuchungen ein &hnliches Ergebnis mit TIP47 in ver-
schiedenen normalen und nicht-tumorésen Geweben ermittelt werden wie in der

Adipophilinfarbung.

Mit dem Antikorper gegen TIP47 wurden nur die Liposarkome und nicht die
anderen nicht-lipomatosen Weichteilsarkome untersucht. Insgesamt zeichnen sich
die TIP47-Reaktionen in den Liposarkomen iiberwiegend durch eine negative oder
nur spérlich positive Reaktion aus; im Vergleich zu den beiden anderen lipid-
assoziierten Proteinen, Adipophilin und Perilipin, zeigt TIP47 die geringste

Immunreaktivitét in Liposarkomen.

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

hochdifferenzierten Liposarkome hebt sich hervor. In 15 Fillen (75 %) wurde ein
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negatives Ergebnis ermittelt. Alle anderen Liposarkome zeigten auch negative
Ergebnisse, die aber nicht 33 % der jeweiligen Fallzahl iiberschritten. Die de-
differenzierten Liposarkome verhalten sich entgegengesetzt zu den hochdiffe-
renzierten. Hier zeigen 75 % der Fille eine positive Reaktion, zwei Drittel dieser
sogar 5,1- 50 % positive Zellen. Aufgrund der geringen Fallzahl konnte bei den
rundzelligen Liposarkomen keine Tendenz ausgemacht werden. Der Vergleich des
prozentualen Anteils von myxoiden und pleomorphen Liposarkomen ergab ein
dhnlich verteiltes Bild. Um eine Bestitigung zu erhalten, sollte die Anzahl der
pleomorphen Liposarkome der der myxoiden angeglichen werden. Der Vergleich
zwischen lipom-dhnlichen und sklerosierenden hochdifferenzierten Liposarkomen

ergab keinen Unterschied.

Das morphologische Bild der TIP47-Firbung zeigte Ahnlichkeit mit der
Adipophilinfarbung, welches aufgrund der molekularen Verwandtschaft nicht
iberrascht. Vorherrschendes Erscheinungsbild sind mikrovakuolédre Einschliisse
und kleine Vakuolen, die Ausnahme bilden die hochdifferenzierten Liposarkome
mit grofen und kleinen Vakuolen. Die Vakuolen zeigen vorwiegend einen pluri-
vakuoldren Charakter; Ausnahmen sind hochdifferenzierte Liposarkome mit

mono- und plurivakuoldren Einschliissen.

Der hier verwendete Antikorper ist ein polyklonaler Meerschweinchen-Anti-
korper, dessen Reaktionen nicht immer eindeutig und klar ausfielen. Die Qualitéit
der Immunreaktion am Paraffinmaterial war bei TIP47 im Vergleich zu Adipo-
philin und Perilipin weniger stark und prignant bei vergleichsweise hoherer
Hintergrundreaktion. Daher waren einige Pridparate schwieriger auswertbar,
obwohl es auch Priparate gab, die klar und eindeutig auszuwerten waren. Die
Etablierung eines monoklonalen Antikorpers gegen TIP47 mit einer hoheren
Affinitdt an paraffineingebettetem Material konnte in der Zukunft zu besseren

Ergebnissen fiihren.
Zudem wurde von Barbero et al., 2001" postuliert, dass TIP47 doch kein Bestand-
teil von Lipidtropfen sei. Die starke Ahnlichkeit zwischen Adipophilin und TIP47

bewirke demzufolge eine Kreuzreaktion, auf der die bisherigen Forschungs-
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ergebnisse wahrscheinlich beruhen. Barbero et al., 2001" beschreiben TIP47 als
ein Protein, dass den Mannose-6-Phosphat-Rezeptorweg in Mammazellen ver-
mittelt. Zwischenzeitlich konnte die Assoziation von TIP47 mit Lipidtropfen aber
zweifelsfrei bewiesen werden, wobei aber auch eine 16sliche Form von TIP47

existiert.”?

4.4. Vergleich von Adipophilin und Perilipin

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

werden, jedoch konnte sich dieses Ergebnis bei einer hoheren Fallzahl dndern.

Generell ldsst sich hier aussagen, dass in Liposarkomen Adipophilin meist positiv
ausfillt, wobei eine besonders starke Expression in den myxoiden Liposarkomen
vorliegt. Bei Perilipin féllt dagegen ein signifikanter negativer Anteil von Lipo-
sarkomen auf. Dennoch ist die Mehrzahl der Liposarkome positiv fiir Perilipin.
Die Gruppe der hochdifferenzierten Liposarkome zeichnet sich dabei durch eine
besonders starke Expression von Perilipin aus. Die hochdifferenzierten Lipo-
sarkome stellen den einzigen Liposarkomsubtyp dar, bei dem die Expression von
Perilipin gegeniiber der von Adipophilin iiberwiegt. Die iibrigen Liposarkom-
subtypen zeigen eine stirkere Expression von Adipophilin im Vergleich zu
Perilipin. Bei der zweidimensionalen Auswertung deuten sich eine Cluster-
Bildungen in Bezug auf die myxoiden und pleomorphen Liposarkome an. Die
nicht-lipomatésen Weichteiltumoren sind fiir Adipophilin iiberwiegend positiv,
fiir Perilipin durchwegs negativ. Letzteres Protein konnte sich daher als histo-
pathologischer Marker zur differentialdiagnostischen Abgrenzung von Lipo-

sarkomen gegeniiber den nicht-lipomatésen Weichteiltumoren eignen.
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5. Zusammenfassung

Die Weichgewebstumoren leiten sich von nichtepithelialen, extraskeletalen,
mesenchymalen oder neuroektodermalen Strukturen ab. Dementsprechend zeich-
nen sie sich durch ein vielfiltiges morphologisches Zellbild aus. Die grofite
Gruppe der Weichteilsarkome bilden die Liposarkome. Sie treten vorwiegend im
Erwachsenenalter auf mit einem hiufigen Vorkommen im Retroperitoneum und
an den unteren Extremititen. Histologisch klassifiziert man die Liposarkome in
myxoide, rundzellige, hochdifferenzierte, dedifferenzierte und pleomorphe Lipo-
sarkome. Entscheidend fiir die Diagnose und die Abgrenzung zu anderen Weich-
teiltumoren ist die Identifizierung von Lipoblasten. Die konventionelle Mikro-
skopie erlaubt hédufig eine eindeutige Diagnose, stof8t in manchen Féllen jedoch an
Grenzen. Dazu zédhlen Liposarkome mit nur geringer Lipidbildung, kleine (z.B.
Stanz-) Biopsien oder Biopsien mit nur spérlichen oder iiberwiegend nekrotischen
Liposarkomformationen. Spezielle Untersuchungsmethoden, wie histochemische
Lipidfarbungen oder immunhistochemische Untersuchungen mit etablierten posi-
tiven Markern, wie S-100-Protein, oder mit muskelzelltypischen Antigenen als
negative Marker sind hier auch nicht immer erfolgreich, zumal S-100-Protein
nicht liposarkomspezifisch ist. Daher wire eine Etablierung neuer immunhisto-
chemischer Marker, die spezifisch fiir eine lipomatdse Zelldifferenzierung sind,
von groBem Interesse und potentieller Bedeutung fiir die Identifikation von

Liposarkomen und ihre Abgrenzung von anderen Weichteilsarkomen.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit den immunhistochemischen Reak-
tionsmustern von neuen Antikorpern gegen drei lipid-assoziierte Proteine der
PAT-Familie. Adipophilin (auch ADRP genannt) ist ein Protein (52kD), das in
unreifen Adipozyten, aber auch in zahlreichen anderen Zelltypen zu finden ist.
TIP47 ist ein dem Adipophilin sehr nahe stehendes Protein (47kD), das ebenfalls
in verschiedenen Zellen angetroffen wird. Perilipin (42-62kD) lésst sich dagegen
nur in Adipozyten und steroidhaltigen Zellen finden. Es gilt als das dominante
Protein an der Oberfliche von Lipidvakuolen in reifen Adipozyten. Untersucht
wurden in der vorliegenden Arbeit das Vorkommen und Verhalten von

Adipophilin, Perilipin und TIP47 in menschlichen Normalgeweben und in
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bestimmten pathologisch verdnderten Geweben. Schwerpunkt der Arbeit ist das
Verhalten der genannten Antikorper in Liposarkomen und nicht-lipomatdsen

Weichteiltumoren.

Untersucht wurden 87 Liposarkome und 16 andere nicht-lipomatose Weichteil-
tumoren. Die Gruppe der Liposarkome unterteilte sich in 44 myxoide, 3 rund-
zellige, 20 hochdifferenzierte, 16 pleomorphe und 4 dedifferenzierte Liposarkome.
Die anderen Weichteiltumoren gliederten sich in 6 maligne fibrése Histiozytome,
5 Rhabdomyosarkome, 4 Fibrosarkome und ein Leiomyosarkom. Ziel war es,
Informationen iiber das Vorkommen der Antigene sowie mdogliche Unterschiede
in den einzelnen Geweben zu erhalten, die moglicherweise diagnostisch relevant
sind. Die immunhistochemische Untersuchung erfolgte mit der ABC-Methode an
formalinfixiertem, paraffineingebettetem Material. Weiterhin wurden Doppel-

farbungen mit dem Makrophagenantikorper CD68 und Adipophilin durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Adipophilinfirbung in Normalgeweben bestitigen und
erweitern frithere Untersuchungen. Es findet sich in zahlreichen Zelltypen,
besonders ausgeprigt in laktierendem Mammagewebe, in Talgdriisen und Neben-
nierenrindenzellen sowie in Makrophagen und Schaumzellen, im Allgemeinen
aber nicht im Fettgewebe. Liposarkome waren meist (94 %) - wenngleich in unter-
schiedlichem Ausmal - positiv fiir Adipophilin, wobei die myxoiden Liposarkome
eine besonders starke Expression zeigten. Auf zelluldrer Ebene stellten sich in
Liposarkomen mit dem Antikorper gegen Adipophilin vorwiegend mikro-
vakuolire Einschliisse und kleine Vakuolen dar. Da auch nicht-lipomatose Weich-
teiltumoren iiberwiegend (mittelstark) Adipophilin-positiv waren (87 %), war ein
Unterschied zwischen Liposarkomen und anderen nicht-lipomatdsen Weichteil-
tumoren hinsichtlich Adipophilin nicht ermittelbar. Eine ausgedehnte Adipo-
philinexpression in mehr als 50 % der Tumorzellen spricht jedoch fiir ein

(myxoides) Liposarkom.

Perilipin zeigte im Normalgewebe ein zu Adipophilin weitgehend komple-
mentires Firbemuster und war in Ubereinstimmung mit der Literatur vorwiegend

in reifen Adipozyten (sowie in Talgdriisen und bestimmten steroidalen Zellen)
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nachweisbar. Unter den Liposarkomen waren 62 Fille (71 %) Perilipin-positiv,
sdamtliche nicht-lipomatosen Weichteilsarkome waren jedoch negativ. Es liegt also
eine sehr hohe, statistisch untermauerte Spezifitit der Perilipinexpression fiir
Liposarkome vor, bei einer allerdings nur mittelhohen Sensitivitit. Perilipin
konnte sich somit als histopathologischer Marker zur differentialdiagnostischen
Abgrenzung von Liposarkomen gegeniiber nicht-lipomatdsen Weichteilsarkomen
eignen. Zwischen den einzelnen Liposarkomtypen fanden sich deutliche Unter-
schiede; die hochdifferenzierten Liposarkome zeigten den stirksten Expressions-
grad. Das zytomorphologische Bild zeigte vorwiegend kleine und grof3e
Vakuolen. In der zweidimensionalen Auswertung mit Adipophilin und Perilipin
deutete sich bei den myxoiden und pleomorphen Liposarkomen eine Abgrenzung

von Untergruppen an.

In der Untersuchung mit TIP47 konnten @hnliche Ergebnisse in Normalgeweben
und pathologisch veridnderten nicht-tumorosen Geweben ermittelt werden wie in
der Adipophilinfarbung. Bei den Liposarkomen fand sich mit TIP47 im Vergleich
zu den beiden anderen Proteinen eine deutlich geringere Reaktion mit Uberwiegen
eines negativen oder spirlich positiven Reaktionsausfalles. Die Reaktivitit des
verfiigbaren polyklonalen TIP47-Antikorpers an Paraffinschnitten war im Ver-

gleich zu den Antikorpern gegen Adipophilin und Perilipin weniger gut.

Somit konnte in der vorliegenden Studie erstmals das Vorkommen von drei neuen
lipidassozierten Antigenen in Liposarkomen und anderen nicht-lipomatdsen
Weichgewebstumoren charakterisiert werden. Besonders fiir Perilipin deuten die
Ergebnisse auf interessante diagnostische Perspektiven zur besseren histopatho-
logischen Identifikation von Liposarkomen hin, die in weiterfithrenden Unter-
suchungen zu validisieren sind. Besonders erstrebenswert wire die Etablierung
eines spezifischen und fiir die Imnmunhistochemie geeigneten monoklonalen Anti-

korpers gegen Perilipin.

81



6. Literaturverzeichnis

1. Barbero P., Buell E., Zulley S., Pfeffer S. R., TIP47 is not a component of lipid
droplets. J Biol Chem, 2001, 276: 24348-24351

2. Bennett J. H., Shousha S., Puddle B., Athanasou N. A., Inmunohistochemical
identification of tumours of adipocytic differentiation using an antibody

to aP2 protein. J Clin Pathol, 1995, 48: 950-954

3. Blanchette-Mackie E. J., Dwyer N. K., Barber T., Coxey R. A., Takeda T.,
Rondinone C. M., Theodorakis J. L., Greenberg A. S., Londos C., Perilipin

is located on the surface layer of intracellular lipid droplets in

adipocytes. J Lipid Res, 1995, 36:1211-1226

4. Bloom and Fawcett, A textbook of histology, 12 th edition, 1994, Chapman &
Hall, New York, Kap. 6, pp170-181

5. Bocker W., Denk H., Heitz Ph. U., Pathologie. Urban & Schwarzenberg, 1997,
Miinchen, pp 907-908

6. Brasaemle D. L., Barber T., Kimmel A. R., Londos C., Post-translational
regulation of perilipin expression. Stabilization by stored intracellular

neutral lipids. J Biol Chem, 1997, 272: 9378-9387

7. Brasaemle D. L., Barber T., Wolins N. E., Serrero G., Blanchette-Mackie E. J.,
Londos C., Adipose differentiation-related protein is an ubiquitously

expressed lipid storage droplet-associated protein. J Lipid Res, 1997,
38:2249-2263

8. Brasaemle D. L., Rubin B., Harten 1. A., Gruia-Gray J., Kimmel A. R., Londos
C., Perilipin A increases triacylglycerol storage by decreasing rate of

triacylglycerol hydrolysis. J Biol Chem, 2000, 275: 38486-38493

82



9. Buechler Ch., Ritter M., Duong Ch. Q., Orso E., Kapinsky M., Schmitz G.,
Adipophilin is a sensitive marker for lipid loading in human blood

monocytes. Biochim Biophys Acta, 2001,1532: 97-104

10. Cerilli L. A., Wick M. R., Immunohistology of soft tissue and osseous
neoplasms. In: Dabbs DJ: Diagnostic immunohistochemistry, Elsevier,

Philadelphia, 2002, pp 59-112

11. Faber B. C., Cleutjens K. B., Niessen R. L., Aarts P. L., Boon W., Greenberg A.
S., Kitslaar P. J., Tordoir J. H., Daecmen M. J., Identification of genes

potentially involved in rupture of human atherosclerotic plaques. Circ

Res, 2001, 89: 547-554

12. Franke W. W., Hergt M., Grund C., Rearrangement of the vimentin
cytoskeleton during adipose conversion: formation of an intermediate

filament cage around lipid globules. Cell, 1987, 49: 131-141

13. Greenberg A. S., Egan J. J., Wek S. A., Moos M. C. Jr., Londos C., Kimmel A.
R., Isolation of cDNAs for perilipin A and B: sequence and expression

of lipid droplet-associated proteins of adipocytes. Proc Natl Acad Sci
USA, 1993, 90: 12035-12039

14. Heid H. W., Moll R., Schwetlick I., Rackwitz H.-R., Keenan Th. W,
Adipophilin is a specific marker of lipid accumulation in diverse cell

types and diseases. Cell Tissue Res, 1998, 294: 309-321

15. Holzhausen H. J., Kiigler D., Graduierung von malignen Weichgewebs-
tumoren.Historische Entwicklung und aktueller Stand. Pathologe, 1999,

20: 217-223

83



16.

17.

17.

19.

20.

21.

22.

23.

Jiang H. P., Serrero G., Isolation and characterization of a full-length cDNA
for an adipose differentiation-related protein. Proc Natl Acad Sci USA,
1992, 89: 7856-7860

Joyner C. J., Triffitt J., Puddle B., Athanasou N. A., Development of a
monoclonal antibody to the aP2 protein to identify adipocyte precursors
in tumours of adipose differentiation. Pathol Res Pract, 1999,

195: 461-466

Junqueira L. C., Carneiro J., Histologie, Zytologie, Histologie und
mikroskopische Anatomie des Menschen, unter Beriicksichtigung der

Histophysiologie. Springer-Verlag, Berlin, 4. Auflage, 1996, pp 172-180

Kruskal W. H. and Wallis W. A., Use of ranks in one-criterion variance

analysis. ] Am Stat Assoc, 1952, 47: 583-621

Londos C., Brasaemle D. L., Gruia-Gray J., Servetnick D. A., Schultz C. J.,
Levin D. M., Kimmel A. R., Perilipin: unique proteins associated with

intra-cellular neutral lipid droplets in adipocytes and steroidogenic

cells. Biochem Soc Trans, 1995, 23: 611-615

Londos C., Brasaemle D. L., Schultz C. J., Adler-Wailes D. C., Levin D. M.,
Kimmel A. R., Rondinone C. M., On the control of lipolysis in
adipocytes. Ann NY Acad Sci, 1999, 892: 155-168

Londos C., Brasaemle D. L., Schultz C. J., Segrest J. P., Kimmel A. R.,
Perilipin, ADRP, and other proteins that associate with intracellular
neutral lipid droplets in animal cells. Semin Cell Dev Biol, 1999,

10: 51-58

Londos C., Sztalryd C., Tansey J. T., Kimmel A. R., Role of PAT proteins in
lipid metabolism. Biochimie 87, 2005, 45-49

84



24. Lu X., Gruia-Gray J., Copeland N. G., Gilbert D. J., Jenkins N. A., Londos C.,
Kimmel A. R., The murine perilipin gene: the lipid droplet-associated
perilipins derive from tissue-specific, mRNA splice variants and define

a gene family of ancient origin. Mamm Genome, 2001, 12: 741-749

25. Martin S., Parton R. G., Lipid droplets: a unified view of a dynamic
organelle. Mol Cell Biol, 2006, 373-378

26. Martinez-Botas J., Anderson J. B., Tessier D., Lapillonne A., Chang B. H.,
Quast M. J., Gorenstein D., Chen K. H., Chan L., Absence of perilipin

results in leanness and reverses obesity in Lepr(db/db) mice. Nat Genet,

2000, 26: 474-479

27. Moll R., Wu X. R., Lin J. H., Sun T. T., Uroplakins, specific membrane
proteins of urothelial umbrella cells, as histological markers of
metastatic transitional cell carcinomas. Am J Pathol, 1995,

147: 1383-1397

28. Murphy D. J., Vance J., Mechanisms of lipid-body formation. Trends
Biochem Sci, 1999, 24: 109-115

29. Nielsen R. L., Andersen M. H., Mabhout P., Berglund L., Petersen T. E.,
Rasmussen J. T., Isolation of adipophilin and butyrophilin from bovine

milk and characterization of a cDNA encoding adipophilin. J Dairy Sci,

1999, 82: 2543-2549

30. Pfeffer S. R., Diaz E., TIP 47: a cargo selection device for mannose 6-

phosphate receptor trafficking. Cell, 1998, 93: 433-443

85



31. Riedel I., Czernobilsky B., Lifschitz-Mercer B., Roth L. M., Wu X. R., Sun T.
T., Moll R., Brenner tumors but not transitional cell carcinomas of the
ovary show urothelial differentiation: immunohistochemical staining of

urothelial markers, incuding cytokeratins and uroplakins. Virchows

Arch, 2001, 438: 181-191

32. Serlachius M., Andersson L. C., Upregulated expression of stanniocalcin-1

during adipogenesis. Exp Cell Res, 2004, 296: 256-264

33. Servetnick D. A., Brasaemle D. L., Gruia-Gray J., Kimmel A. R., Wolff J.,
Londos C., Perilipins are associated with cholesteryl ester droplets in

steroidogenic adrenal cortical and Leydig cells. J Biol Chem, 1995,

270: 16970-16973

34. Smith T. A., Easley K. A., Goldblum J. R., Myxoid/round cell liposarcoma of
the extremities. A clinicopathologic study of 29 cases with particular
attention to extent of round cell liposarcoma. Am J Surg Pathol, 1996,

20: 171-180

35. Souza S. C., de Vargas L. M., Yamamoto M. T., Lien P., Franciosa M. D., Moss
L. G., Greenberg A. S., Overexpression of perilipin A and B blocks the

ability of tumor necrosis factor alpha to increase lipolysis in 3T3-L.1

adipocytes. J Biol Chem, 1998, 273: 24665-24669

36. Sztalryd C., Bell M., Lu X., Mertz P., Hickenbottom S., Chang B. H., Chan L.,
Kimmel A. R., Londos C., Functional compensation for adipose
differentiation-related protein (ADFP) by Tip-47 in an ADFP null
embryonic cell line. J Biol Chem, 2006, 281: 34341-34348

86



37. Tansey J. T., Sztalryd C., Gruia-Gray J., Roush D. L., Zee J. V., Gavrilova O.,
Reitman M. L., Deng C. X., Li C., Kimmel A. R., Londos C., Perilipin
ablation results in a lean mouse with aberrant adipocyte lipolysis,

enhanced leptin production, and resistance to diet-induced obesity. Proc

Natl Acad Sci USA, 2001, 98: 6494-6499

38. Taubert H., Wiirl P., Meye A., Berger D., Thamm B., Neumann K., Hinze R.,
Schmidt H., Rath F. W., Molecular and immunohistochenical p53 status
in liposarcoma and malignant fibrous histiocytoma. Identification of

seven new mutations for soft tissue sarcomas. Cancer, 1995,

76: 1187-1196

39. Wang X., Reape Th. J., Li W., Rayner K., Webb Ch. L., Burnand K. G., Lysko
P. G., Induced expression of adipophilin mRNA in human macrophages
stimulated with oxidized low-density lipoprotein and in atherosclerotic

lesion. FEBS Lett, 1999, 462: 145-150

40. Weiss S. W., Goldblum J. R., Enzinger and Weiss's Soft Tissue Tumors,
Mosby, 4 th edition, 2001, pp 1-1622

41. Willeke F., Ridder R., Mechtersheimer G., Schwarzbach M., Duwe A., Weitz
J., Lehnert T., Herfarth C., von Knebel Doeberitz M., Analysis of FUS-
CHOP fusion transcripts in different types of soft tissue liposarcoma

and their diagnostic implications. Clin Cancer Res, 1998, 4: 1779-1784

42. Wolins N. E., Rubin B., Brasaemle D. L., TIP 47 associates with lipid
droplets. J Biol Chem, 2001, 276: 5101-5108

44. Ye H., Serrero G., Stimulation of adipose differentiation related protein

(ADRP) expression by ibuprofen and indomethacin in adipocyte

precursors and in adipocytes. Biochem J, 1998, 330: 803-809

87



7. Anhang

7.1. Herstellung der Paraffinschnitte

HE-Firbung
Héamatoxylin-Eosin-Farbung (HE): Schnitte in absteigender Alkoholreihe
Entparaffinieren
Héamatoxylin 1 min
gut in H,O spiilen
Eosin 30 sek.
Spiilen in H,O
Aufsteigende Alkoholreihe zum
Entwissern
Spiilen in Xylol

Eindecken mit Entellan
Farbelosungen: Mayer-Hamalaun & 1:5 verdiinnt mit Aqua dest.
Eosin 1 % Stammlosung Eosin in Aqua
dest., zur Gebrauchslosung wird sie
pro Kiivette mit 1-2 Tropfen
Eisessig versetzt

7.2. Ansitze der ABC-Methode am Paraffinschnitt

PBS (Phosphate buffered saline):

Herstellung von 1000 ml: 8g Na(Cl
0,2g KCIl
1,16 g Na,HPO,
0,2g K;HPO,
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Mit Magnetriihrer in 1000 ml Aqua dest. auflosen und pH-Wert von 7,4
mit 1N NaOH oder 1-2N HCI einstellen.

Tris-HCl-Puffer:

Herstellung der Stammlosung 0,5 m: 60,57 g Tris werden in 500 ml Aqua
dest. aufgelost und mit 1IN HCI auf pH 7.4 eingestellt. Mit Aqua dest.
wird dann auf 1 Liter aufgefiillt. Herstellung der Ge-brauchslosung 0,05

m: Die Stammldsung wird 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt.

10 mM Tri-Na-citrat-Dihydrat Puffer:
2,9410 g/1 werden mit HCI auf pH 6 eingestellt.

Trypsinlosung (0,1 %)

300 mg Trypsin

300 mg CaCl,

Die Substanzen werden in 300 ml 0,05 m Tris-HCI-Puffer gelost und
mit In NaOH auf pH 7,8 eingestellt. Fiir die Mikrowellenbehandlung
muss diese Stammldsung noch 1:100 mit Tris-HCI Puffer verdiinnt

werden auf eine 0,001 % Losung.

Blockierung der endogenen Peroxidase

200 ml Methanol werden mit 6 ml 30 % H,O, versetzt.

ABC-Komplex
1000 ul  PBS
20 wl Komponente A
20 wl Komponente B
Der ABC-Komplex muf} spétestes 30 min vor Gebrauch angesetzt

werden.
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DAB (3,3-Diaminobenzidin)
50 mg DAB in 50 ml 0,05 m Tris-HCI-Puffer 16sen (pH 7,4). Durch
einen Papierfilter filtrieren. Kurz vor Gebrauch 50 ul 10 % H,0,

zusetzen.

7.3. Ansitze der Doppelfirbung mit Goldmarkierung und Alkalischer
Phosphatase

Substratansatz: 1. 75 ml Tris-Puffer
2. 200 mg Natriumnitrat werden in 3,75 ml Aqua
dest. gelost. Hinzu kommen 300 pl Neufuchsin.
3. 40 mg Naphtol-AS-BI-phosphat wird in
Iml Dimethylformamid gelost.
4. Hinzugegeben werden 90 mg Levamisol.
Es werden Ansatz 1. und 2. gemischt, 3. hinzugegeben und gemischt und

4. hinzugegeben.

7.4. Einzelergebnisse der Adipophilinfarbung

7.4.1. Myxoide Liposarkome

Nr. Tumortyp [Haufigkeit| Verteilung Zellform | VakuolengréBe |Vakuolenzahl
hom fok nek |kug sp /den|groB 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 11 2 1 2

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

5 |myx. 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 1 1 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

Haufigkeit

Verteilung
hom fok nek

Zellform
kug sp /den

VakuolengrdBe
groB klein mikro

Vakuolenzahl
mono pluri

14

myx. Ls, Rez.

0 0

2 0

2 1

2 2

15

myx. Ls , G1

16

myx. Ls, Rez

17

myx. Ls, Rez

18

diff. myx. Ls

19

myx. Ls, Rez

20

myx.

Ls, Meta.

21

myx.

Ls, Meta.

22

myx.

Ls, Meta.

23

myx. Ls

24

myx. Ls
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Tab. 10: Einzelergebnisse der Adipophilinfirbung in myxoiden Liposarkomen

myx. Ls=myxoide Liposarkome, myx- rundz. Ls=myxoid-rundzellige Liposarkome, diff. myx.

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

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

sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolir, pluri=plurivakuolar,

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

Zellen, 4=80, 1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, VakuolengroBe: O=keine,

1=wenige, 2=viele
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7.4.2. Rundzellige Liposarkome
Nr. Tumortyp  [Haufigkeitl Verteilung | Zellform | VakuolengréBe |Vakuolenzah
hom fok nek |kug sp/den|groB klein mikro | I 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 rundzelliges Ls 2 0 1 0 2 1 1 1 2 1 2

Tab.11: Einzelergebnisse der Adipophilinfirbung in rundzelligen Liposar-

komen, Ls=Liposarkome, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=kugelformig,
sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolir, pluri=plurivakuolar,
Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive
Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolengrofie: O=keine,

1=wenige, 2=viele

7.4.3. Hochdifferenzierte Liposarkome
Nr. Tumortyp  |Haufigkeit| Verteilung | Zellform |VakuolengrdBe |Vakuolenzahl
homo fok nek|kug sp/den|groB klein mikro| mono pluri
48 |hochdiff. Ls, G1 1 0 1 0 0o 1 0 0 2 0 2
49 |gut diff., Rez. 2 0 1 0 1 2 1 0 2 1 2
50 |hochdiff. Ls, G1 1 0 1 0 2 0 2 00 2 0
51 |hochdiff. skl. Ls 1 0 1 0 2 0 2 00 2 0
52 [(gut diff., fibros. 1 0 1 0 2 1 2 1 2 1 1
Ls
53 |gut diff., Ls, G1 1 0 1 0 2 0 2 0 0 2 0
54 |hochdiff. Ls, G1 1 0 1 0 2 1 2 1 0 2 1
55 |hochdiff. Ls, G1 2 0 1 0 1 2 1 1 2 1 2
56 |hochdiff. skl.Ls 1 0O 1 0 2 1 2 1 0 2 0
57 |hochdiff. Ls, G1 2 0 1 0 2 0 2 1 1 2 1
58 |gut diff. Ls, G1 2 0 1 0 2 1 2 2 0 1 2
59 Jreifes Ls 2 0 1 0 2 0 2 1 1 1 1
60 |hochdiff.Ls,G2, 2 0 1 0 2 2 1 1 2 1 2
Rez
61 |hochdiff. Ls, G1 2 0 1 0 1 2 1 2 2 1 2
62 |gut diff. Ls 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 2
63 |hochdiff. Ls 1 0O 1 0 2 0 2 00 1 1
64 |hochdiff. Ls 1 0O 1 0 2 1 2 00 2 0
65 |hochdiff. Ls 1 0O 1 0 2 0 1 0 O 2 0
66 [hochdiff. Ls 1 0O 1 0 1 0 1 0 O 1 0
67 |hochdiff. Ls, G1 2 0 1 0 1 2 1 2 1 1 2

Tab. 12: Einzelergebnisse der Adipophilinfirbung in hochdifferenzierten

Liposarkomen hochdiff. Ls=hochdifferenzierte Liposarkome, diff. Ls=differenziertes Lipo-
sarkom, hochdiff. skl. Ls=hochdifferenziertes sklerosierendes Liposarkom, diff. fibros. Ls=diffe-
renziertes fibrosierende Liposarkom, G1=Grading 1, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch,
kug=kugelformig, sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolir,

pluri=plurivakuolir, Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen,
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3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolen-

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

7.4.4. Dedifferenzierte Liposarkome
Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |VakuolengréBe |Vakuolenzahl
hom fok neklkug sp/den|groB 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 0 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 Adipophilinfirbung in dedifferenzierten Lipo-
sarkomen, dediffer. Ls=dedifferenziertes Liposarkom, hom=homogen, fok=fokal,
nek=nekrotisch, kug=kugelformig, sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakuolir,
mono=monovakuolir, pluri=plurivakuoldr, Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-
50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung,

Vakuolenzahl, VakuolengréBe: O=keine, 1=wenige, 2=viele

7.4.5. Pleomorphe Liposarkome

Nr. Tumortyp  |Haufigkeit| Verteilung | Zelleform | VakuolengrdBe | Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/den|groB klein mikro| mono pluri

0 0 [2 0 2 2 2 1

72 |pleo. Ls
73 ppleo. Ls
74 [pleo. Ls
75 |pleo. Ls
76 [pleo. Ls
77 lpleo. Ls, Rez
78 [pleo. Ls, Rez
79 |pleo. Ls
80 |pleo. Ls
81 |pleo. Ls
82 |pleo. Ls

83 |pleo. Ls
84 |pleo. Ls

85 |pleo. Ls
86 |pleo. Ls
87 |pleo. Ls 1

Tab. 14: Einzelergebnisse der Adipophilinfirbung in pleomorphen Lipo-
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sarkomen pleo. Ls=pleomorphe Liposarkome, Rez.=Rezidiv, hom=homogen, fok=fokal,
nek=nekrotisch, kug=kugelformig, sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakuolir,
mono=monovakuolir, pluri=plurivakuoldr, Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-
50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung,

Vakuolenzahl, VakuolengréBe: O=keine, 1=wenige, 2=viel
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7.4.6.

Nicht-lipomatdse Weichteiltumoren

Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |VakuolengréBe [Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/den|groB 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 01 1|1 2 0 2 2 0 2

7 RMS 2 01 1|2 2 0 2 2 1 2

8 RMS 3 01 0|1 2 0 2 2 0 2

9 RMS 2 01 0|1 2 0 2 2 0 2
10 MFH 1 01 1|1 2 0 2 2 0 2
11 MFH 1 01 1|1 2 0 2 2 1 2
12 MFH 1 01 0|0 2 0 1 2 0 2
13 MFH 2 01 1|1 2 0 2 2 0 2
14 MFH 1 01 0|1 2 0o 1 2 0 2
15 MFH 2 0 1 0|0 2 0 2 2 1 2
16 MFH 2 01 0|1 2 0 0 2 0 2
17 LMS 1 01 0|0 2 0 1 2 0 2

Tab. 15: Einzelergebnisse der Adipophilinfirbung in nicht-lipomatésen

Weichteiltumoren MFH=Malignes fibroses Histiozytom, RMS=Rhabdomyosarkom,

LMS=Leiomyosarkom, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=kugelformig,

sp/den=spindel-formig/dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolir,

pluri=plurivakuolir, Héaufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen,

3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl,

Vakuolengrofie: O=kein, 1=wenige, 2=viele

7.5. Einzelergebnisse der Perilipinfarbung

7.5.1. Myxoide Liposarkome

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

1 Jmyx. Ls 0

2 |myx.Ls 0

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

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

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 2 1 2 2

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

11 Jmyx. Ls 3 1 0 0 0 2 1 2 2 1 2
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Nr.

Tumortyp

Haufigkeit

Verteilung
hom fok nek

Zellform
kug sp/den

VakuolengrdBe
groB klein mikro

Vakuolenzahl
mono pluri

12

myx. Ls

13

myx. Ls , G1

14

myx. Ls , Rez.

15

myx. Ls

16

myx. Ls , Rez.

17

myx. Ls , Rez.

18

diff. myx. Ls
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19

myx. Ls , Rez.

20

myx. Ls, Meta

21

myx. Ls, Meta
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myx. Ls, Meta
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myx. Ls
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myx. Ls
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myx. Ls
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Tab. 16: Einzelergebnis der Perilipinfirbung in myxoiden Liposarkomen

myx. Ls=myxoide Liposarkome, myx-rundz. Ls=myxoid-rundzellige Liposarkome, diff. myx.

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

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

sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolir, pluri=plurivakuolar,

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

Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolengrofie: O=keine,

1=wenige, 2=viele
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7.5.2. Rundzellige Liposarkome
Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |VakuolengréBe |Vakuolenzahl
hom fok nek |kug sp/den|groB klein mikro| mono pluri
45 [rundzelliges Ls 0
46 [rundzelliges Ls 0
47 Jrundzelliges Ls 0

Tab.

17:Einzelergebnisse der Perilipinfarbung in rundzelligen Liposarkomen

Ls=Liposarkom, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=kugelférmig, sp/den=spindel-

formig/dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolér, pluri=plurivakuolir, Haufigkeit:

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

4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolengrofle: O=keine, 1=wenige,

2=viele
7.5.3. Hochdifferenzierte Liposarkome
Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung Zellform|VakuolengréBe | Vakuolenzahl
homo fok |kug sp/den(groB klein mikro] mono pluri
nek

48 |hochdiff. Ls, G1 0

49 |gut diff., Rez. 4 1 0 0 2 1 2 00 2 1

50 |hochdiff. Ls, G1 4 1 0 0 2 0 2 00 2 0

51 |hochdiff., skleros. 4 0 1 0 2 0 2 0 0 2 0
Ls

52 |(gut diff., fibros. Ls 2 0 1 0 2 0 2 00 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. 4 010 2 0 2 10 2 1
Ls

57 |hochdiff. Ls, G1 3 0 1 0 2 0 2 10 2 0

58 |gut diff. Ls, G1 3 1 0 0 2 0 2 00 2 1

59 Jreifes Ls 4 1 0 0 2 0 2 10 2 1

60 |hochdiff.Ls, G2, 4 0 10 2 0 2 20 2 2
Rez

61 |hochdiff.Ls, G1 2 0 1 0 2 0 2 20 2 1

62 |gut diff. Ls 4 1 0 0 2 0 2 10 2 1

63 |reifes hochdiff. Ls 4 1 0 0 2 0 2 00 2 1

64 |hochdiff. Ls 3 0 1 0 2 0 2 10 2 1

65 |hochdiff. Ls 4 0 1 0 2 0 2 00 2 1

66 |hochdiff. Ls 4 1 0 0 2 0 2 00 2 0

67 |hochdiff. Ls, G1 4 1 0 0 2 0 2 00 2 1

Tab. 18: Einzelergebnisse der Perilipinfirbung in hochdifferenzierten Lipo-

sarkomen, hochdiff. Ls=hochdifferenzierte Liposarkome, diff. Ls=differenziertes Liposarkom,

hochdiff. skleros. Ls=hochdifferenziertes sklerosierendes Liposarkom, diff. fibros. Ls=differen-

ziertes fibrosierendes Liposarkom, G1=Gradingl, G2=Grading 2, G3=Grading 3, hom=homogen,

fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=kugelformig, sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikro-

vakuolédr, mono=monovakuolir, pluri=plurivakuolér, Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive
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Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen,

Verteilung, Vakuolenzahl, VakuolengroBe: O=keine, 1=wenige, 2=viele

7.5.4. Dedifferenzierte Liposarkome

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

68 |dediffer Ls 0

69 |dediffer Ls 1 0 1 0 2 0 2 00 2 0

70 |dediffer Ls 2 0 1 0 2 0 2 10 2 1

71 |dediffer Ls 0

Tab. 19: Einzelergebnisse der Perilipinfarbung in dedifferenzierten Lipo-

sarkomen, dediffer. Ls=dedifferenziertes Liposarkome, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekro-
tisch, kug=kugelférmig, sp/den=spindelformig/dendritisch, mikro=mikrovakuolidr, mono=monova-
kuolir, pluri=plurivakuoldr, Hiufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive
Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Va-

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

7.5.5. Pleomorphe Liposarkome

Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform |VakuolengrdBe [Vakuolenzahl
hom fok nek [kug sp/den|grofB klein mikro| mono pluri
72 |pleo. Ls 3 01 0 (2 0 2 20 2 1
73 |pleo. Ls 1 01 0 (2 1 2 2 1 1 2
74 [pleo. Ls 0
75 |pleo. Ls 2 0 10 1 2 11 2 1 2
76 |pleo. Ls 0
77 [pleo. Ls, Rez 1 01 0 (2 0 2 00 20
78 |pleo. Ls, Rez 1 0 1 0 2 0 2 0 0 2 0
79 Ipleo. Ls 1 01 0 (2 0 1 2 0 1 2
80 [pleo. Ls 1 01 0 (2 0 2 20 2 2
81 |pleo. Ls 1 01 0 (2 0 2 20 1 2
82 [pleo. Ls 1 01 0 (2 0 2 00 20
83 [|pleo. Ls 1 01 0 2 0 2 0 0 2 1
84 [pleo. Ls 2 01 0 (2 0 2 2 1 1 2
85 |pleo. Ls 0
86 [pleo. Ls 1 01 0 (2 1 1 1 1 1 1
87 |pleo. Ls 0

Tab. 20: Einzelergebnisse der Perilipinfirbung in pleomorphen Lipo-

sarkomen pleo. Ls=pleomorphe Liposarkome, Rez.=Rezidiv, hom=homogen, fok=fokal,
nek=nekrotisch, kug=kugelformig, sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakuolr,
mono=monovakuolir, pluri=plurivakuoldr, Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-
50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=80, 1-100% positive Zellen, Verteilung,

Vakuolenzahl, VakuolengréBe: O=keine, 1=wenige, 2=viele
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7.5.6 .  Nicht-lipomatose Weichteiltumoren
Nr. Tumortyp Haufigkeit | Verteilung | Zellform | VakuolengréBe [Vakuolenzahl
hom fok nek|kug sp/den|groB 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 Perilipinfirbung in nicht-lipomatésen Weichteil-

tumoren, MFH=Malignes fibroses Histiozytom, RMS=Rhabdomyosarkom, LMS=Leiomyo-

sarkom, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=kugelférmig, sp/den=spindelformig/

dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolir, pluri=plurivakuolir, Haufigkeit:

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

4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolengrofe: O=keine, 1=wenige,

2=viele
7.6. Einzelergebnisse der TIP 47-Fiarbung
7.6.1. Myxoide Liposarkome
Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform [VakuolengrdBe|Vakuolenzahl
hom fok nek |kug sp/den|groB klein mikro| mono pluri
1 Jmyx. Ls 1 010 1 1 0 0 1 0 2
2 |myx.Ls 2 010 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 2 010 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 1 010 1 0 0 0 1 0 1
9 |myx. Ls, Rez 1 010 1 0 1 1 0 1 1
10 |myx. Ls 1 010 1 0 1 1 0 0 1
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Nr. Tumortyp Haufigkeit| Verteilung | Zellform [VakuolengrdBe|Vakuolenzahl
hom fok nek |kug sp/den|groB klein mikro| mono pluri

11 |myx. Ls 1 0 1 0 1 0 1 0 0 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 o 1 1 1 1 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 0O 1 O 1 0 1 2 2 1 2
23 |myx. Ls 1 0 1 0 2 0 1 1 0 1 1
24 |myx. Ls 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1
25 |myx. Ls, G1 0

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

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

Rez.G2

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

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

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

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

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

myx. Ls=myxoide Liposarkome, myx-rundz. Ls=myxoid-rundzellige Liposarkome, diff. myx.

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

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

sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolir, pluri=pluri-

vakuoldr, Hiufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=50,1-80%

positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolengrofie: O=keine,

1=wenige, 2=viele
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7.6.2.

Rundzellige Liposarkome

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

45 |rundzelliges Ls 0

46 |rundzelliges Ls 1 01 0 1 1 0o 1 2 0 2

47 |rundzelliges Ls 3 0 1 0 2 0 0 0 2 0 2

Tab.

23: Einzelergebnisse der TIP47-Fiarbung in rundzelligen Liposarkomen

Ls=Liposarkome, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=kugelférmig, sp/den=spindel-

formig/dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolér, pluri=plurivakuolir, Haufigkeit:

O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=

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

7.6.3.

Hochdifferenzierte Liposarkome

Nr.

Tumortyp

Haufigkeit

Verteilung
hom fok nek

Zellform
kug sp/den

VakuolengréBe
groB klein mikro

Vakuolenzah
I 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 =»|O|O|O| O| O O| O

57

hochdiff. Ls, G1

58

gut diff. Ls, G1

59

reifes Ls

60

hochdiff.Ls, G2,
Rez

=N O] ©

61

hochdiff. Ls, G1

62

gut diff. Ls

63

reifes hochdiff. Ls

64

hochdiff. Ls

65

hochdiff. Ls

66

hochdiff. Ls

67

hochdiff. Ls, G1

| Oo|Oo| o Oo|Oo|—=

010

1 0

11 0

0 1

Tab. 24: Einzelergebnisse der TIP47-Fiarbung in hochdifferenzierten Lipo-

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

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

renziertes fibrosierendes Liposarkom, G1=Grading 1, G2=Grading 2, G3=Grading 3,

hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=kugel-férmig, sp/den=spindelformig/dendritisch,

mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolir, pluri=plurivakuolér, Hiufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5%
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positive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive

Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolengrofe: O=keine, 1=wenige, 2=viele

7.6.4. Dedifferenzierte Liposarkome

Nr. Tumortyp Haufigkei| Verteilung | Zellform |VakuolengréBe [Vakuolenzahl
t hom fok nek|kug sp/den|grof3 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-Fiarbung in dedifferenzierten Lipo-

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

tisch, kug=kugelformig, sp/den=spindelformig/dendritisch, mikro=mikrovakuolédr, mono=mono-

vakuoldr, pluri=plurivakuolir, Hiufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive
Zellen, 3=50,1-80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl,

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

7.6.5. Pleomorphe Liposarkome

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

72 |pleo. Ls 1 0 10 1 2 01 2 1 2

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

74 Ipleo. Ls 2 0 10 20 2 0 2 2 1

75 |pleo. Ls 1 0 10 1 0 0o 1 2 0 2

76 |pleo. Ls 2 0 10 1 1 01 2 0 2

77 Ipleo. Ls, Rez. 0

78 |pleo. Ls, Rez. 1 01 0 1 o 1 1 2

79 Ipleo. Ls 2 0 10 1 1 0o 1 1 1 2

80 [pleo. Ls 0

81 [pleo. Ls n.d.

82 Ipleo. Ls 0

83 [pleo. Ls 0

84 |pleo. Ls 3 0 10 2 0 2 2 1 1 2

85 |pleo. Ls 1 0 10 0 1 0 0 1 0 1

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

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

Tab. 26: Einzelergebnisse der TIP47-Firbung in pleomorphen Liposarkomen

pleo. Ls=pleomorphe Liposarkome, Rez.=Rezidiv, hom=homogen, fok=fokal, nek=nekrotisch, kug=

kugelformig, sp/den=spindelférmig/dendritisch, mikro=mikrovakuoldr, mono=monovakuolir, pluri =

plurivakuoldr, Haufigkeit: O=negativ, 1=0,1-5% positive Zellen, 2=5,1-50% positive Zellen, 3=50, 1-

80% positive Zellen, 4=80,1-100% positive Zellen, Verteilung, Vakuolenzahl, Vakuolengrof3en:

O=keine, 1=wenige, 2=viele
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