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,Diese Sammlungen sind es, die es als Quellen der Forschung neu zu fokussieren gilt.
Die in ihnen verborgenen Moglichkeiten sollten dringend fiir die Lehre, zum Nutzen der
Offentlichkeit und zur Profilbildung der Universititen wiederentdeckt werden. Vor allem

aber, und dies scheint nicht allen Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern sofort
einzuleuchten: Die Sammlungen bergen immer noch einen ungeheuren Wissensschatz,
den es auch heute noch zu heben gilt: sie sind von héchstem Nutzen fiir die Forschung.“

Ernst Seidl in [81], Seite 27
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1 Einleitung

1.1 Pathologische Sammlungen in Deutschland
1.1.1 Besonderheiten von Universitatssammlungen im Allgemeinen

Laut dem zwischen 2004 - 2009 von der Deutschen Forschungsgesellschaft (DFG) gefor-
derte Projekt ,,Universitdtsmuseen und -sammlungen in Deutschland® gelten als Univer-

sitdatssammlung

- --| alle aktuell oder ehemals zu einer wissenschaftlichen, theologischen
und kiinstlerischen Hochschule gehérenden Sammlungen mit gegenstandli-

chen und audio-visuellen Objekten.“ [3].

Im Unterschied zu klassischen Museen dienen die Objekte in Universitdtssammlungen
vornehmlich der Lehre und Forschung und weniger der offentlichen Présentation [54].
Universitdtssammlungen haben in der Entstehung und Profilbildung eines Fachgebietes
oft eine ganz entscheidende Rolle gespielt [96], da die zusammengetragenen Objekte z. B.
nicht nur der Ausbildung von Nachwuchswissenschaftlern dienten, sondern auch bei der
Systematisierung und Klassifizierung des entsprechenden Fachgebietes einen mafigebli-
chen Anteil hatten [52,54]. Die folgende Arbeit entstand in der pathologisch-anatomischen
Lehrsammlung der Universitdtsmedizin Rostock: Eine zu Lehr- und Forschungszwecken
gegriindete Sammlung von pathologischen Feucht- und Trockenpréaparaten menschlicher
Herkunft.

1.1.2 Historischer Kontext pathologischer Sammlungen

Symptome eines Patienten auf innere organische Verdnderungen zuriickzufiihren, ist
ein relativ junger Ansatz in der Medizin. Seit Hippokrates (ca. 400 v. Chr.) wurden
Krankheit und Gesundheit durch die Vier-Sifte-Lehre erklirt (Humoralpathologie)®. Die
organbasierte Pathologie ist im Vergleich dazu eine junge medizinische Fachrichtung.
Erst Anfang des 18. Jahrhunderts wurden in Europa Lehrstiihle fiir Pathologie und pa-
thologische Anatomie gegriindet?. Im Griechenland zu Zeiten Hippokrates’ und Galens

war das Sezieren von menschlichen Kérpern verboten. Anatomische Kenntnisse gewann

'Nach dieser fiihrt ein Ungleichgewicht der im Koérper verteilten Séfte Blut, schwarze Galle, gelbe Galle
und Schleim zu Krankheit [91].

2U. a.: 1828 Griindung des ersten britischen Lehrstuhls fiir pathologische Anatomie in London unter
Robert Carswell, 1835 Griindung des ersten franzésischen Lehrstuhls fiir pathologische Anatomie un-
ter Jean Cruveilhier und 1849 Griindung des ersten deutschen Lehrstuhls fiir Pathologie in Wiirzburg
unter Rudolph Virchow [32,58].
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man aus der Behandlung von offenen Frakturen und durch Tiersektionen [32]. Erst im
13. / 14. Jahrhundert wurden, zuerst in Italien, Sektionen an offentlichen Universita-
ten zur Ausbildung von Arzten und zur Verbrechensaufklirung erlaubt und die Praxis
des Sezierens breitete sich langsam {iber ganz Europa aus [32]. In Deutschland fanden
wahrscheinlich um 1500 die ersten Sektionen statt [37]. Obwohl das 16. Jahrhundert oft
als Zeitalter der Anatomie bezeichnet wird, war es nicht weniger auch ein Zeitalter der
aufkommenden Organpathologie, da bei anatomischen Sektionen auch organische Veran-
derungen gefunden wurden [53].

Zum Ende des 16. Jahrhunderts entstand der Wunsch nach einer Aufbewahrung beson-
ders eindrucksvoller Sektionsfunde, woraufhin sogenannte Wunderkammern und
Kuriositdten- Kabinette sowie auch die ersten anatomisch-pathologischen Sammlungen zu
Studienzwecken gegriindet wurden [41,95|. Die Sammler konzentrierten sich dabei mehr
auf das Absonderliche und Eigentiimliche als auf eine umfassende Darstellung verschie-
dener Krankheiten [41, 53], da in den Besuchern dieser 6ffentlichen Kabinette vor allem
die Bewunderung iiber die Bandbreite von Gottes Schépfung hervorgerufen werden soll-
te [41]. Am Ende des 16. Jahrhunderts waren die meisten anatomischen Préparate in
diesen Sammlungen und Kabinetten Trockenpraparate. Dies d&nderte sich mit der im 17.
Jahrhundert aufkommenden Praxis, menschliche Organe durch Verwendung von Alkohol
haltbar zu machen [37,41]. Begriindet in der mit pathologisch-anatomischen Préapara-
ten verbundenen Gotteshuldigung und basierend auf dem Gedanken, dass Schonheit und
Asthetik der Lehre forderlich seien, wurden an menschliche Priparate nicht nur wissen-
schaftlich beschreibende, sondern auch kiinstlerische Anspriiche gestellt. Viele Schaupra-
parate waren daher allegorisierend und &sthetisch arrangiert [41,58|.

Trotz der verbreiteten Sektionspraxis war die Relevanz der Anatomie und Organpatho-
logie im Gegensatz zur Humoralpathologie weiterhin gering. Dies lag vor allem an der
Unféhigkeit, Erkrankungen der inneren Organe zu Lebzeiten zu diagnostizieren und zu
therapieren [32]. Jedoch begann man im frithen 18. Jahrhundert verstarkt, ante mortem
gestellte Diagnosen mit post mortem gefundenen Organverianderungen zu korrelieren [59].
Schlielich konnten im frithen 19. Jahrhundert durch die Erfindung der Auskultation und
Perkussion auch Verdnderungen der inneren Organe zu Lebzeiten diagnostiziert wer-
den [84]. Anatomisch-pathologische Priaparate wurden zu Studienzwecken unerlésslich.
So entstanden europaweit grofse medizinische Sammlungen sowie anatomische Theater
zu Ausbildungszwecken®. Diese Entwicklungen fithrten zu einem wahren Boom an pa-

thologischen Praparaten [41], welche ihre kiinstlerischen Aspekte zu Gunsten einer mehr

3U.a.: 1713 Bau des anatomischen Theaters in Berlin [58], 1766 Le Musée Fragonard in Maisons-Alfort
(bei Paris) [6], 1799 Collection of John Hunter in London [7].
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niichtern-funktionalen Betrachtung mit dem Ziel der unverzerrten Lehre zunehmend ver-
loren [58]. In der zweiten Hélfte des 19. Jahrhunderts beherbergten pathologische Uni-
versitidtssammlungen in Deutschland durchschnittlich ca. 5000 - 6000 Priparate?.

Eine Ausnahme davon war die von Rudolph Virchow geschaffene Sammlung des patho-
logischen Institutes in Berlin, welche 1890 etwa 19 000 Priaparate umfasste [58]. 1893
erkannte Ferdinand Blum die fixierende Wirkung von Formaldehyd [13,36] und wenig
spater entwickelte Johann Carl Kaiserling (ein Assistent von R. Virchow in Berlin) seine
farberhaltende Préaparationsmethode mit einem Mix aus Formalin-basierter Fixierlosung
und anschliefiender Verbringung des Préparates in eine Ethanol-haltige Konservierungs-
l6sung [13, 58|. Bis in die 1930er Jahre hinein erlebten pathologische Sammlungen ei-
ne Bliitezeit, da nun auch vermehrt histologische Schnitte und Gefrierpraparate in die
Sammlungen aufgenommen wurden [13|. Der zweite Weltkrieg bildete mit den europa-
weit grofen Verlusten an pathologischen Sammlungsbestinden einen tiefen Einschnitt?.
Zusatzlich dazu nahm das Interesse der Universitdten an pathologischen Sammlungen
seit den 1950er Jahren mit dem Aufkommen neuer Bildgebungs- und Lehrmethoden im-
mer mehr ab. Daher beschriankt sich die aktuelle Sammlungsarbeit an Instituten, die
noch Sammlungen beherbergen, meist auf ein Erhalten der vorhandenen Bestdnde ohne

nennenswerte Neuanschaffungen [13].

1.1.3 Aktuelle Situation pathologischer Sammlungen

Heute beherbergen laut einer bundesweiten Umfrage der Deutschen Gesellschaft fiir Pa-
thologie (DGP) im Jahr 2014 von den insgesamt 35 universitdren pathologischen In-
stituten in Deutschland noch 16 eine Sammlung. Unter diesen stellt die pathologisch-
anatomische Lehrsammlung der Universitdtsmedizin Rostock mit ihren iiber 1000 Feucht-
und Trockenpriparaten eine der umfangreicheren Kollektionen dar [52]. Ahnlich wie
die meisten Universitdtssammlungen fiihren auch pathologische Sammlungen haufig ein
Schattendasein®. An vielen medizinischen Fakultiten fehlt es an finanziellen und per-
sonellen Kapazitdten, um die Sammlungen aus den Kellern und von den Dachbdden
in konservatorisch angemessene Réaumlichkeiten zu iiberfithren. Weiterhin fehlen Inven-
tarisierungsstrukturen, so dass oft kein Uberblick iiber eventuell vorhandene Bestinde
herrscht. Von den oben erwihnten 16 pathologischen Sammlungen hatten im Jahr 2014

nur 40 % eine digitale Erfassung ihrer Objekte begonnen [52]. Zudem existiert meist

4U.a.: in Breslau um 1840: 6160, in Wiirzburg um 1840: 3000, in Leipzig 1871: 8000 [58].

5So wurden z.B. groke Teile der Hunterian Collection in London im Mai 1941 wihrend des deutschen
Bomberangriffes (,,The Blitz*) zerstort [7].

5In musealen Fachkreisen tragen universitdre Sammlungen daher auch den Namen Cinderella Collecti-
ons [97].
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keine universitatsweite Sammlungsordnung [81], auf die sich interessierte Mitarbeiter be-
rufen kénnen’. Wie die meisten universitiren Sammlungen werden auch pathologische
Sammlungen oft nur aufgrund des speziellen Interesses einzelner Wissenschaftler erhal-
ten [4]. Auch sind Sammlungen finanziell vom universitiren Tagesgeschéft abhéngig, so
dass eine kontinuierliche Sammlungsarbeit in vielen Féllen erschwert ist [95]. Ursache fiir
diese stiefmiitterliche Behandlung pathologischer Sammlungen ist vielfach ein fehlendes
Bewusstsein fiir ihr Potential hinsichtlich eines modernen Einsatzes in Lehr- und For-
schungsprojekten. Gliicklicherweise wird dieses Potential in den letzten Jahren starker
erkannt. Diese Entwicklung fiihrte unter anderem zur Bildung der AG ,Sammlungsbe-
zogene wissenschaftliche Forschung in Deutschland® des Wissenschaftsrates® sowie zur
Etablierung der ,Koordinierungsstelle fiir wissenschaftliche Universitdtssammlungen in
Deutschland“?. Unter Pathologen und anderen Medizinern reift das Interesse an den
facheigenen Sammlungen. So setzt sich z. B. speziell die Deutsche Gesellschaft fiir Patho-
logie (DGP) fiir eine stérkere Vernetzung und Forderung von pathologischen Sammlungen
ein, um deren ,Sichtbarkeit und Wertschiatzung* zu verbessern und das ,brachliegende
Potential zu evaluieren und dies eventuell sogar im Rahmen koordinierter Drittmittelan-

triage zu nutzen.“ [52]

1.1.4 Alter Kram, der Arbeit macht — Sind Sammlungen heute nur noch Ballast

und kein Gewinn?

Stindige Verdnderung ist nétig zur Erhaltung des Alten. Die in pathologischen
Sammlungen enthaltenen Objekte sind ebenso handwerklich und wissenschaftlich wert-
voll wie konservatorisch widerspenstig. Der Erhalt einer pathologischen Sammlung ist
daher mit viel Arbeit verbunden [13]. Eine Sammlung zu erhalten bedeutet dabei nicht,
sie lediglich zu konservieren [92|. Ganz im Gegenteil muss gerade eine alte Sammlung mit
der Zeit gehen, um bestehen zu kénnen. Ohne eine sténdige Anpassung der Sammlung
an aktuelle Lehr- und Forschungsmethoden wird sie von Studierenden, Wissenschaftlern

und Arzten nicht angenommen werden. Sie lduft Gefahr, ihre Existenzberechtigung zu

"Eine Hilfestellung dabei bieten einige kiirzlich publizierte nationale und internationale Empfehlun-
gen wie u. a. (1) ,Empfehlungen zu wissenschaftlichen Sammlungen als Forschungsinfrastrukturen*
des Wissenschaftsrates [4], (2) ,Minimum Requirements for Preservation and Access of Recent He-
ritage of Science (RHS)* [8], (3) ,,UMAC Resolution on Protection of University Collections* des
UMA (University Museums And Collections Committee) [10], (4) ,,Empfehlungen zum Umgang mit
menschlichen Uberresten in Museen und Sammlungen® des Deutschen Museumsbundes [5] (5) ,,Emp-
fehlungen zum Umgang mit Pridparaten aus menschlichem Gewebe in Sammlungen, Museen und
offentlichen Réumen“ publiziert im Deutschen Arzteblatt [“2003]

8Die Arbeit dieser AG fruchtete 2011 unter anderem in den ,Empfehlungen zu wissenschaftlichen Samm-
lungen als Forschungsinfrastrukturen® [4].

“Internetpriisenz erreichbar unter http://wissenschaftliche-sammlungen.de/de/[Stand 15.09.2015]

12
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verlieren und schlieflich im dynamischen Universitatsgeschehen vor dem Hintergrund
endlicher finanzieller und personeller Ressourcen verloren zu gehen. Eine aktiv gefiihrte
pathologische Sammlung muss daher einer standigen Veranderung unterliegen, indem die
Sammlungsverantwortlichen auf wissenschaftliche Entwicklungen, wechselnde Interessen-
gebiete der jeweiligen Nutzer, (eventuell altersgeschwiichten) Zustand der Objekte und
gesellschaftspolitisch-ethische Bedenken reagieren. Es gilt Wege zu finden, die Existenz-
berechtigung einer Sammlung immer wieder aufs Neue kritisch zu hinterfragen und vor

allem ,realistisch zu begriinden® [4].

Potential und Nutzen einer aktiven Arbeit mit der Sammlung. Pathologische Samm-
lungen sind als Universititssammlungen Teil unseres wissenschaftlichen Erbes [54]. Eine
aktive Pflege ist jedoch nicht nur aus geschichtswissenschaftlichen Griinden erstrebens-
wert. In pathologisch-anatomischen Sammlungen soll der Tod dem Leben dienen indem
die hier verwahrten Préparate in der Ausbildung medizinischer Berufe, in der medizi-
nischer Bildung der Offentlichkeit sowie als Forschungsobjekte genutzt werden [24]. Die
pathologische Lehre ist auf plastische Beispiele vielmehr als auf gedruckte Abbildungen
angewiesen, da Pathologie und Anatomie ,begreifbare Féacher sind, in denen ein Sinn
fiir dreidimensionale Strukturen im menschlichen Korper entwickelt werden muss [16].
Gerade vor dem Hintergrund stetig sinkender Obduktionszahlen'® kénnen alte Pripara-
te, wie sie in pathologischen Sammlungen in grofer Zahl enthalten sind, daher wieder an
Relevanz gewinnen. Weiterhin miissen diese unwiederbringlichen Zeugen unserer medi-
zinischen Geschichte als Forschungspool fiir die aktuelle sowie fiir spéatere Generationen
erhalten bleiben [96]. Pathologische Sammlungen haben dabei einen entscheidenden Vor-
teil: Sie enthalten sowohl Praparate mit Krankheitsauspragungen, die heutzutage selten
geworden sind, wie auch Beispiele von heute duferst relevanten Erkrankungen und kénnen
daher sowohl in medizinhistorischen wie auch in aktuellen Fragestellungen Anwendung
finden.

Zusatzlich zum fachlichen Nutzen kann sich die aktive Forderung einer Sammlung auch
fiir das entsprechende Institut und die Universitdt im Allgemeinen lohnen. Sammlungen
eignen sich erstaunlich gut fiir Offentlichkeitsarbeit und kénnen bei geschicktem Einsatz
erheblich die Aufenwirkung und Reputation einer Universitat stérken [81]. Weiterhin
bieten sich Sammlungen hervorragend als Initiations- und Verbindungsglied fiir inter-

universitdre Kooperationen auf nationaler und internationaler Ebene an [81].

9Giehe z. B. [78] oder [23].
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1.2 Die Pathologisch-anatomische Lehrsammlung der Universitatsmedizin
Rostock

1.2.1 Geschichte der Rostocker Sammlung

Die Universitat Rostock wurde am 12.11.1419 gegriindet und ist damit einer der &ltesten
Universitdten Deutschlands. 1865 wurde Theodor Ackermann der erste Lehrstuhlinha-
ber am damaligen Institut fiir pathologische Anatomie und experimentelle Pathologie.
Mafgeblich geférdert durch die Professoren A. Thierfelder, E. Schwalbe und W. Fischer
entstand in den folgenden Jahrzehnten die pathologische Lehrsammlung des Institutes.
Einen besonderen Beitrag leistete dabei Ernst Schwalbe, von 1908 - 1920 Ordinarius am
Institut fiir Pathologie, mit der Zusammenstellung seiner bekannten ,Mifsbildungssamm-
lung“ fiir das Studium und Erforschen der Teratologie. Im zweiten Weltkrieg erlebte
Rostock 1942 schwere Bombardements durch die Royal Air Force, von denen das Insti-
tutsgebiude und die Sammlungsbestinde jedoch zum grofiten Teil verschont blieben [64].
Ab 1960 kiimmerten sich die Préaparatoren Ute Naumann und Heinz Kriiger um die pa-
thologische Sammlung und konnten sie am 1. Oktober 1963 dem damaligen Institutsdi-
rektor Walter Fischer fiir die Lehre iibergeben. Bis ca. 1980 erfuhr die Sammlung eine
stdndige Erweiterung mit neuen Préparaten. Im Zuge von Umbaumafnahmen wurde
die Ausstellungsfliche 1992 auf die Halfte reduziert. 1993 iibernahm der medizinische
Fachpraparator Frank Schreiber zusammen mit den Sektionsassistenten Enrico Sebrant-
ke und Wolf-Dieter Schreiber die Sammlung. Aufgrund der minimierten Fléache erfolgte
eine Neu-Konzeption der Sammlungsbestéinde, so dass die Sammlung seit dem Winter-
semester 1993/1994 in einem verkleinerten Ausmafs wieder fiir die Lehre genutzt werden
konnte [77].

1.2.2 Aktuelle Ausstattung

Heute verfiigt die pathologisch-anatomische Lehrsammlung der Universitat Rostock iiber
ca. 1000 Feucht- und Trockenpréparate. Sie ist dabei eine Sammlung ohne speziellen
Schwerpunkt. Etwa 300 Praparate sind aktuell im Ausstellungsraum fiir Studenten im
Rahmen des pathologischen Lehrseminars einsehbar. Die Sammlung dient vornehmlich
der Ausbildung von Medizinstudenten und Studenten der medizinischen Biotechnologie
und ist nicht fiir die Offentlichkeit zuginglich. Die aktuelle Sammlungsarbeit umfasst
zwei Ziele: verstirkte Integration in die medizinische Lehre sowie Offnung der Sammlung

fiir aktuelle Forschungsfragen.
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1.3 Anwendbarkeit moderner pathologischer Labormethoden an alten
Praparaten

1.3.1 Einfluss von Fixier- und Konservierungslosungen auf histologische und

molekulare Gewebsstrukturen

Zur Herstellung eines Organpréparates kamen (und kommen) in pathologischen Samm-
lungen verschiedene Fixier- und Konservierungsfliissigkeiten zum Einsatz, welche die
Anwendbarkeit moderner pathologischer Labormethoden an alten Sammlungspréipara-
ten einschrianken konnen. Die Fixierung dient dem Erhalt der natiirlichen Gestalt eines
Organs durch Unterbrechung der Autolyse [87]. Die anschliefende Konservierung dient
dem Schutz gegen mikrobiologischen Befall, Austrocknung und mechanische Zerstorung
des Préaparates. Friiher zielte die Erhaltung rein auf die makroskopische Form eines Or-
gans ab, jedoch miissen heute auch histologische und molekulare Strukturen erhalten
bleiben [87]. Fixier- und Konservierungsfliissigkeit konnen identisch sein, sind es jedoch
meistens nicht [87]. Seit der Entdeckung seiner fixierenden Eigenschaften durch Ferdi-
nand Blum 1893 [13] ist Formaldehyd bei Weitem das gingigste Fixierungsmittel [87]. Die

meisten Konservierungsfliissigkeiten sind hingegen Glycerol- oder Ethanol-basiert [87].

Formaldehyd (oder Formalin) ist in Wasser gelostes Formaldehydgas oder Methanal und
fithrt durch eigenen Einbau zur Ausbildung von Quervernetzungen (cross-links), vorran-
gig zwischen Proteinen, aber auch zwischen Nukleinsduren und Proteinen [38,99|. Durch
Addition von Formaldehyd an freie Amino- und Iminoreste werden die Nukleinsauren zu-
erst relativ schnell reversibel hydroxymethyliert [21,31,46,85], was zum sukzessiven Aus-
einanderweichen der komplementiaren DNA-Striange fithrt [21]. In einem zweiten, lang-
sameren Schritt kommt es dann zu einer irreversiblen Quervernetzung, indem iiber die
hydroxymethylierten Bereiche irreversible Methylenbriicken zwischen verschiedenen Mo-
lekiilen ausgebildet werden [31,46, 85]. Auferdem kann Formaldehyd durch Triggerung
der Hydrolyse zur Spaltung von Phosphodiester-Bindungen oder zur Abspaltung von
DNA-Basen fithren. Dadurch wird die DNA fragmentiert und es entstehen apurinische
oder apyrimidinische Bereiche [31,85]. Weiterhin fithrt Formalin zu einer Deaminierung
der DNA-Basen, wobei hier besonders Cytosin betroffen ist. Diese Deaminierung trans-
formiert Cytosin zu Uracil, welches anders als die originale Base Cytosin mit Adenin
anstatt mit Guanin paart [45]. Die Amplifizierung dieser quervernetzten, apurinischen
/ apyrimidinischen oder deaminierten Bereiche durch die Tag-Polymerase kann unter
PCR-Bedingungen zum Einbau von artifiziellen Mutationen fithren, wobei Raten von

bis zu einer artifiziellen Mutation auf 500 Basen erreicht werden kénnen [85,102|. Eine
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Ubersicht iiber die beschriebenen Effekte zeigt Abb. 19 im Anhang.

Durch Quervernetzung von Proteinen erhélt Formaldehyd die mikroskopische Struktur
eines Organs in der Regel sehr gut [99], fiihrt im Gegenzug aber zu einer Maskierung
und Zerstorung von antigenen Bindungsstellen fiir die Immunhistologie. Diese kénnen
zwar zum Teil durch enzymatische oder thermische Vorbehandlung wieder demaskiert
werden, sind allerdings teilweise auch irreversibel beschadigt [57,61,99]. Verschiedene
Gruppen konnten zeigen, dass eine verldngerte Verweildauer der Gewebe in Formalin zu
falsch-negativen immunhistologischen Ergebnissen fithren kann [56,61,98,99].

Ethanol fiihrt {iber Dehydrierung des Gewebes, und damit verbundener Umstrukturie-
rung der Wasserstoffbriickenbindungen, zu einer Protein- und DNA-Ausflockung. Diese
ist zum Teil durch rehydrierende Mafnahmen wieder reversibel [85,87,99], zum Teil je-
doch auch irreversibel. Daher kénnen die besonders in der Immunhistologie bendtigten
antigenen Bindungsstrukturen in ihrer Tertiarstruktur zerstort und auch durch demas-
kierende Mafnahmen (enzymatisch oder heat-induced epitope retrieval, HIER) nicht wie-
dergewinnbar sein [99]. Die makroskopische Struktur der Organe wird meist — abgesehen
von einer stattfindenden Schrumpfung — gut erhalten, wohingegen die mikroskopische
Struktur oft zerstort ist [87,99].

Probleme bei der Fixierung ganzer Organe. Grofe Organe werden, im Gegensatz zu
histologischen Blocken, meist heterogen fixiert. Dies liegt an der Zeit, die ein Fixiermittel
benétigt um das gesamte Organ zu penetrieren. Periphere Bereiche des Organs werden
naturgeméf schneller vom Fixiermittel erreicht als zentrale Regionen, welche bis zum
Vordringen des Fixiermittels weiter autolytischen Prozessen unterliegen [98]. Auferdem
kann es zu einem Mix aus verschiedenen Fixierungsarten innerhalb eines Praparates kom-
men, wenn das Organ in eine z. B. Ethanol-basierte Konservierungsfliissigkeit iiberfiihrt
wird, obwohl zentrale Bereiche noch nicht ausreichend lange mit Formalin durchtrankt
waren [57,99]. Die Dauer zwischen Todeszeitpunkt (oder Organentnahme bei Operati-
onspraparaten) und Beginn der Fixierung hat entscheidenden Einfluss auf die Qualitét
der DNA und der mikroskopischen Strukturen. Bereits nach 10 min Anoxie setzt ei-
ne enzymatische Degradation von Proteinen und Nukleinsduren ein [85]. Eine zwei- bis
sechsstiindige Verzogerung des Fixierungsbeginns kann zu einem 30 - 50 %igen Verlust an
mitotischen Strukturen, wie sie in der histologischen Beurteilung von Tumorpréparaten
benotigt werden, fithren [85]. Auch ziehen autolytische Prozesse einen Verlust von anti-
genen Bindungsstellen nach sich, so dass ein verzogerter Fixierbeginn in falsch-negativen
immunhistologischen Farbeergebnissen miinden kann [57,61,98|.

Die Qualitdt der DNA aus alten Museumspraparaten hingt neben der Zeit vor der Fi-
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xierung und der Grofe und Art des Organs noch von weiteren Faktoren, wie dem pH-
Wert der Fixierlosung, der Fixierdauer, der Temperatur wihrend der Fixierung und der
Dauer der Aufbewahrung, ab [38]. Da sich diese duferen Umstidnde zwischen den pa-
thologischen Sammlungen und sogar innerhalb einer Sammlung abhéngig vom jeweiligen
Entstehungszeitpunkt des Praparates stark unterscheiden kénnen, ist der Vergleich von
DNA-Extraktionsmethoden und histologischen Untersuchungen in alten Museumsprépa-

raten oft schwierig [38].

1.3.2 Bisherige molekulargenetische, histologische und immunhistologische
Untersuchungen an alten Priparaten

Bereits 1926 verifizierte Herbert Fox die originale Diagnose von alten Sammlungsprépa-
raten mit histologischen Methoden. Er untersuchte die originalen Praparate von 1832,
an denen Thomas Hodgkin zum ersten Mal das spéter nach ihm benannte Hodgkin-
Lymphom beschrieb. Zu diesem Zeitpunkt waren diese Praparate bereits rund 80 Jahre
in Alkohol und danach nochmal gute 10 Jahre in Formalin gelagert worden [68|. Es zeigte
sich, dass lediglich die Praparate von zwei der drei Patienten von Hodgkin tatséchlich
in die heutige histologisch definierte Gruppe der Hodgkin-Lymphome gehéren (Nachweis
von Reed-Sternberg-Zellen). Nach Fox litt der dritte Patient an einem Lymphosarco-
ma, welches heute in die Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome eingruppiert wird |[88].
Diese Ergebnisse wurden rund 70 Jahre spéater durch erneute histologische sowie auch
immunhistologische Untersuchungen an diesen Praparaten durch Poston bestéatigt. Dabei
fand sich in allen Praparaten eine immunhistologische Positivitét fiir Leu-M1-Antikorper,
wohingegen die tibrigen verwendeten Antikérper (PD7/27 und CAMb5.2) negative Far-
bungen erzielten [68]. Tsutsumi untersuchte 2003 die selben Préaparate und konnte mittels
Immunhistologie eine fokale Positivitat fiir CD15 in Reed-Sternberg-Zellen sowie durch
in-situ Hybridisierung EBBR-1 (Epstein-Barr virus-related small nuclear RNA) in diesen
iiber 170 Jahre alten Préparaten nachweisen [90].

Verschiedene Gruppen haben sich bisher der Untersuchung von alten Amyloidose-Prapa-
raten gewidmet. Mittels histologischer sowie molekulargenetischer Methoden wurden Ge-
webeschnitte der ersten, von Alois Alzheimer beschriebenen Patienten (Auguste D. und
Johann F.) re-untersucht. Die Qualitét der Schnitte liefs eine Verifizierung der Diagnose
anhand typischer Amyloid-Plaques und Neurofibrillenbiindel zu. Ebenso wurde mittels
Proteinase K-Verdau und Phenol-Chloroform-Fallung amplifizierbare DNA gewonnen,
anhand derer der Apolipoprotein E-Genotyp sowie Mutationen im amyloid precursor

protein untersucht werden konnte [40, 63]. Am Berliner Medizinhistorischen Museum
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der Charité wurde von 23 kompletten Amyloidose-Préparaten histologisch und immun-
histologisch die Diagnose verifiziert. Lediglich im &ltesten Praparat von 1866 war eine
histologische Bestatigung der Diagnose nicht mehr moéglich. Der Zustand der iibrigen 22
Praparate, erstellt zwischen 1897 und 1987, lies jedoch sowohl eine histologische Verifi-
zierung mittels Kongorot-Farbung als auch eine immunhistologische Zuordnung zu den
Amyloid-Typen AA-Amyloid oder AL-Amyloid zu. Jedoch betonen die Autoren, dass die
immunbhistologischen Schnitte eine starkere Hintergrundfarbung als iiblich aufwiesen [72].
Auch Westermark et al. gelangen erfolgreiche Amyloid-Nachweise in drei, zwischen 65 und
83 Jahre alten Museumspréparaten mittels Peroxidase-Antiperoxidase-Methode [100].

Ebenfalls histologisch néherten sich Sedivy und Patzak elf Préaparaten mit Pankreas-
Pathologien aus der Collectio Rokitansky in Wien. Wahrend ihre immunhistologischen
Untersuchungen durchgéngig ohne Farbeerfolg blieben, waren sie aufgrund der mikro-
skopischen Struktur in der Lage, fiir alle Préparate eine moderne Diagnose zu stellen.
Dabei gelang ihnen u. a. der Nachweis, dass neuroendokrine und solid-pseudpapillére
Pankreastumore bereits lange vor ihrer histologischen Entdeckung unter anderen Dia-

gnosen Eingang in pathologische Sammlungen fanden (siehe dazu auch Kapitel 4.3.1 auf
S. 71) [80].

Molekulargenetische Untersuchungen an Formalin-fixierten Préparaten sind bisher le-
diglich in kleiner Zahl durchgefiihrt worden. Hauptaugenmerk wurde bisher auf die Un-
tersuchung von Formalin-fixierten und anschlieffend in Paraffin eingebetteten Geweben
gelegt und weniger auf komplette, Formalin-fixierte Organe (siehe z. B. [28,33, 35, 38,
40,65, 73,82]). Verschiedene molekulargenetische Bemiithungen wurden zudem an paleo-
pathologischen Praparaten (Mumien, Trockenpriparate) getitigt, welche jedoch nicht
Formalin-fixiert waren (siehe z. B. [18,25]). Weiterhin beschéftigen sich die meisten Stu-
dien vor allem mit der Extraktion von DNA, jedoch nicht mit weiterfiihrenden moleku-

largenetischen Analysen. Diese Analysen erfordern

e die Isolation von ausreichend groffen Mengen an DNA,

e eine entsprechende Mindestléinge der DNA-Fragmente, abhéngig von der Lénge des

jeweils angestrebten PCR-Produktes sowie

e cine moglichst geringe Verunreinigung durch Proteine.

Verschiedene Versuche zeigten bisher vor allem, dass sich aus Formalin-fixierten Gewe-

ben mit géngigen Methoden jedoch meist nur geringe Mengen von fragmentierter DNA
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isolieren lassen [12, 20, 28, 48, 71|. Diese Tatsache ist auf die oben beschriebenen Ver-
anderungen der DNA durch Formalin-induzierte Quervernetzungen und Hydrolyse zu-
riickzufiihren. Die geringe Qualitdt der isolierten DNA kann den Erfolg weitergehender
Untersuchungen erheblich beeintrachtigen [34, 38, 104]. Allerdings wurden bereits ver-
schiedene Methoden zur Gewinnung moglichst grofser Mengen an amplifizierbarer DNA
aus Formalin-fixierten Geweben vorgestellt. Gangige DN A-Isolierungsprotokolle wurden
dabei entsprechend hinsichtlich einer hoheren Konzentration der Proteinase K [33], ei-
ner verdnderten Verdau-Dauer [38| oder einer erhthten Verdau-Temperatur |33, 38, 74|
modifiziert. Eine verlangerte Verdau-Dauer erwies sich dabei als besonders geeignet, um

amplifizierbare DNA aus bis zu 50 Jahre alten Sammlungspriaparaten zu isolieren [66].

1.3.3 Einschridnkungen bei der Arbeit mit pathologischen Sammlungsobjekten

Natiirlich unterliegt jede moderne Lehre und Forschung an alten Samlungspréparaten

auch Einschréankungen. Drei davon seien hier insbesondere aufgefiihrt:

(1) collection bias (,Sammlungsfehler")

In pathologischen Sammlungen wird zusammengetragen, was das Patientengut hergibt.
Daher kénnen auch mehrere Organe vom gleichen Patienten in einer Sammlung vertreten
sein. Zudem finden Objekte Eingang in die Sammlung, die vor allem spannend und nicht
unbedingt typisch sind. Aus diesen Griinden gibt eine pathologische Sammlung kein ex-

aktes Abbild der Pravalenz einer Krankheit oder einer Erregers in fritheren Populationen.

(2) Kontamination der Sammlungspréparate

Diese Einschrinkung ist besonders relevant, wenn man an alten Sammlungspraparaten
Erregernachweise durchfithrt. Auch wenn wéihrend der molekulargenetischen Untersu-
chungen mit der gebotenen Reinheit gearbeitet wird, kann eine vorherige Kontamina-
tion der Praparate wahrend der zum Teil Jahrzehnte-langen Lagerungszeit nicht aus-
geschlossen werden. Daher sollten Erregernachweise immer in der Zusammenschau aller
Befunde bewertet werden. Eine Unterscheidung zwischen originaler Erreger-DNA und
kontaminierter DNA kann durch die Sequenzierung der amplifizierten DNA gelingen,
da Jahrzehnte-alte DNA ein typisches Degradierungsmuster zeigt [39]. Jedoch ist auch
hier kritisch anzumerken, dass dies nur zwischen einer relativ jungen Kontamination und
dem &lteren, ,echten Erreger unterscheiden wiirde. Hat die Kontamination bereits vor
Jahrzehnten stattgefunden, ist auch durch Sequenzierungsmethoden keine abschliefsende

Aussage mehr moglich [18].
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(3) Falsche Sequenzen nach Amplifizierung von degradierter DNA.
Die in Kapitel 1.3.1 beschriebenen Effekte von Formalin und Ethanol auf DNA kénnen

wahrend der PCR zum Einbau von artifiziellen Mutationen fithren. Diese Mutationen

sind insbesondere in der Arbeit mit alten Sammlungspriaparaten ein Problem, da hier
lediglich geringe Mengen von DNA isoliert und untersucht werden kénnen. Daher kon-
nen Einbaufehler zu Beginn der PCR schnell zu einer fast 100 %igen Abweichung aller
Amplifikationssequenzen von der originalen Sequenz fiithren. Dieses Problem kann um-
gangen werden, indem alle Amplifikationen und die danach folgenden Untersuchungen
mindestens einmal wiederholt werden. Artifizielle Mutationen zu Beginn der PCR ent-
stehen zuféllig und es ist duferst unwahrscheinlich, dass die gleiche artifizielle Mutation
in zwei verschiedenen Durchgéngen detektierbar ist. Die Deaminierung von Cytosin zu
Uracil fithrt zu G/C — A/T Substitutionen aufgrund der unterschiedlichen Basenpaa-
rung von Cytosin und Uracil. Durch den Einbau von Uracil werden die degradierten
DNA-Strénge sensibel fiir den Verdau durch Uracil-N-Glycosylase (UNG). Durch einen
der PCR vorgeschalteten UNG-Verdau lassen sich die G/C — A/T Substitutionen daher
deutlich reduzieren [30].

1.4 Fragestellung und Ziel der Studie

Neben den zu l6senden infrastrukturellen Problemen, miissen auch die fachlichen Voraus-
setzungen geschaffen werden, um einen modernen Einsatz einer pathologischen Samm-
lung in Lehre und Forschung zu ermoglichen. In diesem Zusammenhang wurden zwei

Fragestellungen mit der vorliegenden Arbeit angegangen.

Histologische Verifizierung der Originaldiagnose. Es besteht der Verdacht, dass einige
der originalen Diagnosen nicht mehr den heutigen Standards entsprechen. Die Rostocker
Sammlung stammt aus einer Zeit, in der pathologische Diagnosen oft makroskopisch
und ohne histologische Untersuchungen gestellt wurden. Aufgrund der fehlenden mikro-
skopischen Verifizierung der makroskopischen Verdachtsdiagnose kénnen den damaligen
Pathologen Fehler nach heutigem Verstandnis unterlaufen sein. Auch existiert heute zum
Teil eine andere Krankheitsterminologie als zu Beginn des 20. Jahrhunderts. Sollen die
Préaparate aber heutigen Medizinstudenten als Lehrbeispiele dienen sowie zur Beantwor-
tung aktueller Forschungsfragen herangezogen werden, muss man sich zuerst sicher sein,
mit welcher Krankheit man es eigentlich zu tun hat. Daher erfordert der Einsatz der

Praparate in Lehre und Forschung eine vorherige Verifizierung der originalen Diagnose

20



1 Einleitung

mittels moderner histologischer und eventuell auch immunhistologischer Methoden. In-
wieweit dies in einer zufriedenstellenden Qualitdt mit den alten Geweben moglich ist,

soll in dieser Arbeit gezeigt werden.

Eignung langzeit-konservierter Gewebe fiir molekulargenetische Untersuchungen. In
der heutigen pathologischen Diagnostik und Forschung sind molekulargenetische Metho-
den ein essentieller Bestandteil. Um eine pathologische Sammlung den aktuellen Frage-
stellungen zu 6ffnen, muss zuerst gekldrt werden, ob sich die langzeit-konservierten Gewe-
be fiir eine molekulargenetische Untersuchung noch eignen. Daher wird in dieser Arbeit
die Extrahierbarkeit, Amplifizierbarkeit und Sequenzierbarkeit von humaner, bakterieller

und viraler DNA aus alten Feuchtpriparaten untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien
2.1.1 Verwendete Priparate.

Als Grundlage fiir diese Arbeiten dienten humane Feuchtpréparate der pathologisch-
anatomischen Lehrsammlung der Universitdtsmedizin Rostock. Grundsétzlich wurden in
die Studie Vertreter der folgenden Krankheiten aufgenommen: Bronchialkarzinom, Ko-
lonkarzinom, Melanom, Gliom, Plattenepithelkarzinome des Mundraumes und des Geni-
tale (mdannlich und weiblich), Tuberkulose. Zusétzlich wurde ein mindestens mafig guter
Zustand des Préaparates gefordert. Die zu zeigende Pathologie musste makroskopisch ein-
deutig zu erkennen sein. Zeichen von Schimmel oder Vertrocknung waren ein definitives
Ausschlusskriterium. Anhand dieser Kriterien konnten 44 Préiparate in die Studie aufge-

nommen werden.

Die Angaben zum Alter und zum Geschlecht der Praparate waren unvollsténdig. Die je-
weilige Fixierungslosung konnte fiir kein Praparat zuriickverfolgt und chemischen Analy-
sen der Originallésung konnten nicht durchgefiihrt werden. Aufgrund der eigenen Samm-
lungsgeschichte ist es allerdings wahrscheinlich, dass auch die Praparate mit unbekanntem
Entstehungsdatum nach 1900 gefertigt wurden. Aufgrund dessen ist eine Fixierung und
Konservierung der Gewebe mit den géngigen Fixierungs- und Konservierungsmethoden
des letzten Jahrhundert in Deutschland wahrscheinlich (auf Formalin- und / oder Alko-
holbasis). Tabelle 1 zeigt die verwendeten Préparate mit entsprechenden Angaben, wie
sie in der Sammlung gefiihrt werden. Soweit bekannt, handelt es sich bei dem &ltesten in

der Studie verwendeten Préaparat um ein Oberkieferkarzinom von 1902.

Nr. Originale Bezeichnung Organ Entitat FZ
1 Nn28 Nebennieren mit Metastasen eines Nebenniere Bronchial-Ca -
Bronchialkarzinoms
2 Lul76 Bronchialkarzinom Lunge Bronchial-Ca -
Lul70 Bronchialkarzinom und chronische Lunge Bronchial-Ca, 1927
Pneumonie
4 Nn23 Metastase eines Bronchialkarzinoms Nebenniere Bronchial-Ca 1934
5 Hel46 Metastase eines Bronchialkarzinoms Herz Bronchial-Ca -
6 Da236 Karzinom des Colon transversum Kolon Kolon-Ca 1923
7  Da274 Stenosierendes Kolonkarzinom Kolon Kolon-Ca -
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8  ZNS33 Glioblastoma multiforme Gehirn Gliom —
9 ZNS270  Glioblastoma multiforme Gehirn Gliom -
10 ZNS212  Stiftgliom Riickenmark  Gliom -
11 Dal83 Metastase eines Melanosarkoms Kolon Melanom —
12 Ht60 Melanosarkom des Fufsriickens Haut Melanom -
13  Ht13 Kutanes Melanom Haut Melanom 1964
14 HT9Db Melanomalignom Haut Melanom -
15 WGt45 Melanosarkom-Metastasen Uterus Melanom -
16 Ht15b Malignes Melanom Haut Melanom 1940
17  Ht3 Melanosarkom Haut Melanom -
18 Htlba Melanosarkom Haut Melanom 1925
19 Ht32 Melanosarkom am Ohr Haut Melanom 1924
20 WGt151 Zervixkarzinom Zervix uteri Zervix-Ca 1932
21 mGt26 Peniskarzinom Penis Penis-Ca 1924
22  Mu28 Lippenkarzinom Lippe Karzinom 1937
23 Mu7 Oberkieferkarzinom Kiefer Karzinom 1902
24 Md40 Karzinom des Zungengrundes Mundboden  Karzinom -
25  Mul7 Karzinom der Lippe Lippe Karzinom -
26 Mul0 Kieferkarzinom Kiefer Karzinom -
27  Mu37 Lippenkarzinom Lippe Karzinom -
28 Mu3l Zungenkarzinom Zunge Karzinom -
29 mGt103  Peniskarzinom Penis Penis-Ca -
30 mGtIl Peniskarzinom Penis Penis-Ca 1937
31 Ni34 Nierentuberkulose Niere Tuberkulose —
32 Mil33 Miliartuberkulose der Milz Milz Tuberkulose -
33 Ke3 Tuberkulose im Kehlkopf Kehlkopf Tuberkulose —
34  Thy3 Tuberkulose im Thymus Thymus Tuberkulose -
35 Gf122 Thrombose der Vv. iliacae et V. cava  Geféle Tuberkulose -
inf. bei Lymphknotentuberkulose
36 Lu7.2 Késige Pneumonie und Aussaat Lunge Tuberkulose -
beim Kind
37 Lul24 Tuberkulose-Empyem Lunge Tuberkulose 1923
38 Lul4bs Steinhauerlunge /  Oberlappen- Lunge Tuberkulose —
Tuberkulose
39 Lu30/10 Tuberkulose Lunge Tuberkulose -
40 Kn322 Ausgedehnte késige Tuberkulose der  Knochen Tuberkulose —

Wirbelsaule
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41 wGt200  Tuberkulose des Uterus und der Va- inneres Tuberkulose -
gina weibl. Geni-
tale
42 Lul80 Groftknotige Miliartuberkulose Lunge Tuberkulose -
43 Ni250 Késige Tuberkulose des Nierenpa- Niere Tuberkulose -
renchyms
44  Lu217 Kavernos-zirrhotische Tuberkulose Lunge Tuberkulose -

Tabelle 1: Fiir die Studie verwendete Préparate und sammlungsinterne Angaben.
(FZ ... Fixierzeitpunkt, Ca ... Karzinom)

2.1.2 Verwendete Antikorper fiir die immunhistologischen Farbungen.

Die fiir die immunhistologischen Farbungen verwendeten Antikérper gegen TTF-1, GFAP,
Zytokeratin AE1/AE3, Vimentin und CD56 sowie die entsprechenden Reaktionsbedin-
gungen zeigt Tabelle 2.

Antik('irper‘ Klon ‘ Typ ‘ Hersteller | Code Verdiinnung‘ Kontrolle Inkubation

Vimentin V9 Ms IgG; | DAKO, MO0725 1:500 Blinddarm 30 min, RT
Germany

TTF-1 8G7G3/1 | Ms IgGy | DAKO, M3575 1:100 Lungentumor| 30 min, RT
Germany

CD56 1B6 Ms IgG; | Novacastra, | RTU- 1:50 Tonsille 15 min, 25°C
Newcastle CD56-

1B6

Zytokeratin | AE1/AE3 | Ms IgG; | DAKO, M3515 | 1:500 Ureter 30 min, RT

AE1/AE3 Germany

GFAP - Rb IgG | DAKO, 70334 1:10.000 Gehirn 30 min, RT
Germany

Tabelle 2: Angaben zu den fiir die immunhistologischen Farbungen genutzten Antikor-
pern. (Ms ...Maus, Rb ...Kaninchen, RT ... Raumtemperatur)

2.1.3 Verwendete Chemikalien und Substanzen

Methode Name Herstellerfirma
JORES-II Herbeta, Berlin
. ) 4% Formalin Apotheke Unimedizin Rostock
Préparation .
Bienenwachs Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe
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Kolophonium Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe
. TissueTek®) Sakura Finetek Europe B.V.
Kryostatschnitte . .
Stickstoff Linde AG, Deutschland
. Rotihistol Carl Roth GmbH + Co.KG,
Entparaffinierung
Karlsruhe
Ethanol Apotheke Unimedizin Rostock
Tris-Puffer Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe
EDTA Carl Roth GmbH + Co.KG,
Isolierung der DNA Karlsruhe
Tween20 Carl Roth GmbH + Co.KG,

Proteinase K
NaCl

Phenol-Chloroform-
Isoamyl-alkohol

Karlsruhe
Roche Life Science, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co.KG,

Karlsruhe

PCR

Natriumacetat Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe
PCR-Primer MWG-Biotech, Ebersberg

5x PCR Puffer
MyTaq Polymerase

Bioline, Luckenwalde

Bioline, Luckenwalde

Gel-Elekrophorese

TAE-Puffer

Agarose

Midori Green

DNA-loading dye
100bp gene ruler

selbst angesetzt

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe

Biozym Scientific GmbH, Hes-
sisch Oldendorf

Thermo Scientific, Darmstadt

Thermo Scientific, Darmstadt

Aufreinigung  der
PCR-Produkte

alkalische Phosphatase

Exonuklease

Thermo Scientific, Darmstadt

Thermo Scientific, Darmstadt

Sanger-Sequenzierung

5x PCR Puffer
MyTaq Polymerase
BigDye

BDX64
SAM-Solution

Xterminator
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Bioline, Luckenwalde

Bioline, Luckenwalde

Applied Biosystems, Darmstadt
NimaGen B.V., Niederlande
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt



2 Material und Methoden

HiDi™ Formamid

‘ Applied Biosystems, Darmstadt

MGMT-Promotor-
Methylierung

Epitect Bisulfite Kit
SensiFast Probe Kit

mit CpG Methylase (M.
Sssl) behandelte humane
DNA

Qiagen, Hilden
Bioline, Darmstadt

Thermo Scientific, Darmstadt

HPV-Untersuchung

HPV Type 3.5 LCD-Array
Kit

Chipron GmbH, Berlin

UNG Reaktionspuffer

New England Biolabs GmbH,

UNG-Verd
ereatt UNG Frankfurt / Main
Mykobakterien- MYCO Direct 1.7 LCD- | Chipron GmbH, Berlin
Untersuchung Array Kit
Objekttrager Instrumedics Inc, Hackensack,
H&E-Férbung NJ, USA
Hémalaun Sigma-Aldrich, Buchs
Eosin Merck KgaA, Darmstadt
Xylol Grimm MED Logistik GmbH,
Torgelow
) . Karbolfuchsin Merck KgaA, Darmstadt
Ziehl-Neelsen-Farbung
HCL EMSURE®), Merck KgaA,
Darmstadt
. Kernechtrot Waldeck GmbH & Co. KG,
Gram-Farbung .
Miinster
Kristallviolett-Losung Merck KgaA, Darmstadt
Lugol’scher Losung Merck KgaA, Darmstadt
. . Objekttrager Instrumedics Inc, Hackensack,
Immunhistologie
NJ, USA
Diamonobenzidin DAKO, Germany

EnVisionTM FLEX, High
pH, (Link)

DAKO, Germany

2.2 Methoden

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien.

Eine schematische Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte zeigt Abb. 1. Im folgenden

Kapitel werden die Ablaufe innerhalb der einzelnen Arbeitsschritte detailiert beschrieben.
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Im weiteren Text werden folgende Krankheitsentitdten als “‘Tumorpraparate” zusammen-
gefasst: Bronchialkarzinom, Kolonkarzinom, Melanom und Gliom. In die als “Infektions-
praparate” bezeichnete Gruppe fallen sowohl Tuberkulose-Préaparate als auch Plattene-
pithelkarzinome der Mundhéhle und Genitalregion, da diese auf ihre Assoziation mit

Humanen Papillomaviren (HPV) untersucht wurden.

[ Tumorpriparate ] [ Infektionspréparate ]
Bron.chlal- Ko.lon— [ Melanome ] [ Gliome ] Platter}eplthel— Tuberkulose
Karzinome Karzinome Karzinome

Aufbereitung des Praparates Al et Jcrles LE82 ELE
Entnahme v0n+Gewebeb16cken ataaliler e
Gewebeblocken
[ Anfertigung von Kryostatschnitten ] [ Einbettung in Paraffin ]

[ DNA-Isolierung ]

Histologie
DNA- (H&E,
Auftauen der Isolierung Gram, Ziehl-
( Kryostatschnitte l Neelsen)

[ Einbettung in Paraffin j

[ Histologie (H&E) j

Mutationsanalyse mittels Real-
PCR und -Sequenzierung Time-PCR

Rlierchtial Tolkosi Gliome — Plattfanepithel- Tuberkulosie

. . Melanome Karzinome — — Nachweis
Karzinome Karzinome BRAF MGMT- Nachwei Lobak
N EGFR = KRAS — Methylierung achwels von von myxobak-

HPV-DNA terieller DNA

Abbildung 1: Schematische Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte.
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2.2.1 Aufbereitung von alten Praparaten und Probengewinnung.

Das Praparat wurde aus dem urspriinglichen Glas entnommen und wahrend der Reini-
gung des Glases und der Fertigung eines neuen Rahmens in langsam fliekendem Wasser
flir max. 4 Stunden aufbewahrt. Zur Fertigung des Rahmens diente 1 mm starkes Plexi-
glas, in welches zur Befestigung des Prapartes mithilfe eines Drehmels kleine Locher an
entsprechende Stellen gebohrt wurden.

Die Gewebsprobe wurde an einer wenig sichtbaren, aber fiir die jeweilige Krankheitsen-
titdt moglichst reprisentativen Stelle entweder mit einer Biopsienadel (Biopsiegrofe ca.
1 mm x 8 mm) oder mit dem Skalpell (Biopsiegrofe ca. 5 x 5 x 5 mm) entnommen. Die
Gewebsproben wurden nach Entnahme in Eppendorfrohrchen in 4 % Formalin zwischen-
gelagert.

Nach Gewebeentnahme wurden die Praparate an den vorbereiteten Plexiglasrahmen ge-
naht und in das Originalglas zuriickverbracht. Als Konservierungslosung diente JORES T1-
Konservierungslosung.

Die Glaser wurden mithilfe einer erwéirmten Bienenwachs-Kolophonium-Masse nach Anders-

Griinewald und Wechsler verschlossen [14].

1. Herstellung der Verschlussmasse
e Bienenwachs und Kolophonium im Wérmeschrank langsam auf 130 °C erhitzen

e Durchmischung der beiden heifsen Fliissigkeiten in einem Verhéltnis von Bie-

nenwachs:Kolophonium 3:1

e Verteilen des Gemisches auf kleinere Glaser

2. Verschliefsen der Glaser
e Erwiarmen der Verschlussmasse im Wasserbad
e Reinigung der Deckel und Auflagerander mit 96 % Ethanol
e Erwdrmen der Deckel im Brutschrank bei 130 °C fiir 10 min

e Verteilen der Verschlussmasse auf die Auflagerénder der Gléser mittels diin-

nem Pinsel
e Auflegen der warmen Deckel

e Beschweren der Deckel mit kleinen Gewichten fiir ca. 15 min bis zum Aushéar-

ten der Verschlussmasse
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Um ein sauberes und anschauliches Bild der fertigen Praparate zu erreichen, wurde die
Verschlusskante zwischen Glas und Deckel in einem letzten Schritt mit schwarzer Acryl-
farbe verkleidet. Die Verkleidung mit Acrylfarbe sowie das Anbringen neuer Etiketten

erfolgte teilweise erst nach Fertigstellung der schriftlichen Arbeit.

2.2.2 Histologische Farbungen

Paraffinschnitte & 4 pm wurden auf klebebeschichtete Objekttrager aufgezogen und
nach den unten genannten Protokollen gefarbt. Zu jedem Préparat wurde ein H&E-
Schnitt (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) und von den Tuberkulosepriparaten zuséitzlich je

ein Schnitt nach Ziehl-Neelsen- und Gram-Farbung angefertigt.

1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

e Schnitt 5 min in Hamalaun inkubieren
e Bliduen in warmen Wasser

e Inkubation fiir 2 min in Eosin

e 2 x Spiilen in Wasser

e Schnitt in aufsteigender Alkoholreihe (70 % — 80 % — 90 % — 100 %)

entwassern
e in Xylol verbringen

e zum Schluss mittels eines Deckglases eindecken

2. Farbung nach Ziehl-Neelsen

e Schnitt in Aqua dest. wissern und gut abtropfen

e iiber der Flamme eines Spiritusbrenners erhitzen

e Karbolfuchsin auftropfen

e Schnitt 2 — 3 mal durch Flamme ziehen (nicht kochen!)

e in HCL-Alkohol (70 ml 100 % Ethanol + 15 ml Aqua dest. + 15 ml 1 N HCL)

verbringen, bis der Schnitt fast farblos ist
e spiilen in Aqua dest.
e 5 min in Hadmalaun inkubieren

e Schnitt in aufsteigender Alkoholreihe (70 % — 80 % — 90 % — 100 %)

entwassern
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in Xylol verbringen

zum Schluss mittels eines Deckglases eindecken

3. Gram-Farbung

10 — 15 min in Kernechtrot inkubieren

Spiilen mit Aqua dest.

Inkubation fiir 5 — 8 min in konzentrierter Kristallviolett-Losung
griindlich wéssern

Inkubation fiir 1 min in Lugol’scher Losung

Spiilen mit Aqua dest.

10 s in HCL-Alkohol verbringen (70 ml 100 % Ethanol + 15 ml Aqua dest. +
15 ml 1 N HCL)

kurz wassern
kurz spiilen mit 70 % Ethanol

Differenzieren in frisch angesetztem, 90 % Ethanol (dabei miissen die Schnitte

eine rosa Féarbung unter komplettem Verlust des blauen Farbtons annehmen)
kurz spiilen in 100 % Ethanol
kurz mit Xylol spiilen

zum Schluss mittels eines Deckglases eindecken

2.2.3 Immunbhistologische Verfahren

Zur Herstellung immunhistologischer Farbungen wurden zuerst Paraffinschnitte &4 4 ym

auf klebebeschichtete Objekttriager aufgezogen. Die Farbeprozedur fand mithilfe eines
Autostainers (EnVisionTM FLEX, High pH, (Link), DAKO, Germany) auf Basis der
jeweiligen Herstellerprotokolle mit Antikorpern gegen Vimentin, Zytokeratin AE1/AES3,
CD56, GFAP und TTF-1 statt. In jedem Farbedurchlauf lief eine Positivkontrolle mit.
Dabei handelte es sich um bekannt positive Gewebsschnitte aus dem Bestand des Insti-
tutes. Die priméren Antikérper wurden mit DAKO Antibody Diluent (Code-Nr S 0809)
verdiinnt. Alle Angaben zu den entsprechenden Antikérpern siehe Tabelle 2 in Kapitel

2.1.2. Als Chromogen fiir alle Farbungen wurde Diamonobenzidin verwendet.
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Probenvorbereitung und hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER). Vor jeder Fér-
bung wurden die Schnitte mit der vom Hersteller empfohlenen 3-in-1-Technik entparaf-

finiert, rehydriert und anschlieffend hitzeinduziert epitopdemaskiert.

e Verdiinnung der EnVision”™ FLEX Target Retrieval Solution mit destilliertem
Wasser im Verhaltnis 1:50

e Erhitzen der Lésung im Tank des PT Link auf 65 °C

e Inkubation der paraffineingebetteten Gewebeschnitte in der vorerwarmten Arbeits-
16sung bei 97 °C fiir 20 min

e Abkiihlen der Lésung mit den sich darin befindenden Gewebeschnitten auf 65 °C
und Entnehmen der Autostainer-Gestelle mit den Objekttragern aus dem PT Link-
Tank

e Inkubation fiir ca. 5 min in einem Tank mit EnVision”” FLEX Wash Buffer (20x)

bei Raumtemperatur

e Beginn der jeweiligen Farbeprozeduren

Farbeprozedur. Nach der Probenvorbereitung und hitzeinduzierten Epitopdemaskie-
rung in 3-in-1-Technik wurden die Schnitte mit den jeweiligen priméren Antikérpern
inkubiert (Inkubationsbedingungen siche Tabelle 2).

Zur Detektierung diente Dako EnVision?’™ FLEX/HRP Detection Reagent (SM802),
bestehend aus einem Dextrane-Backbone, an welches mehrere Peroxidase-Molekiile und
sekundére Antikorper gekoppelt sind. Als Substratsystem diente ein Zwei-Komponenten-
System aus EnVision?” FLEX DAB + Chromogen (DM827) (konzentrierte Diami-
nobenzidinlésung) und wasserstoffperoxidhaltigem EnVision”™ FLEX Substrate Buffer
(SM803). Das verwendete Substratsystem fithrte zu einer braunen Férbung am Ort des
Zielantigen. Zur Kontrastanhebung wurden die Zellkerne mit EnVision”™ FLEX Hema-

toxylin blau angeférbt.

Auswertung der Immunbhistologie. Die Auswertung der immunhistologischen Schnitte
erfolgte mithilfe von Frau OA Dr. Anette Obliers und Herr Prof. Erbersdobler anhand
des immunoreactive score (IRS) nach Remmele und Stegner |[70]. In die Bewertung flossen
die Anzahl der gefiarbten Zellen in Prozent und die Intensitit der Farbung wie in Tabelle
4 gezeigt ein. Gebildet wurde der IRS schlieflich als Produkt der vorher ermittelten

Einzelwerte.
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% der positiven Zellen Intensitiat der Farbung
0% — 0 keine Farbreaktion - 0
<10 % — 1 milde Farbreaktion — 1
10-50% — 2 moderate Farbreaktion — 2
51-80 % — 3 intensive Farbreaktion — 3
>80 % — 4

Immunoreactive Score (IRS)

0-1 — negativ
2-3 — mild

4-8 — moderat
9-12 — stark positiv

Tabelle 4: Bildung des IRS nach Remmele und Stegner [70].

2.2.4 DNA-Isolierung

Fiir die Tumorpréparate erfolgte die DNA-Isolierung aus vorher angefertigten Kryo-

statschnitten, fiir die Infektionspréparate aus vorher eingebetteten Paraffinschnitten.

Anfertigung von Kryostatschnitten.

e Aufbringen der Biopsien mit einer sterilen Pinzette auf entsprechende Metallblécke

Einbetten der Biopsien in TissueTek®)

Schockfrieren in fliissigem Stickstoff bei -196 °C

Schneiden von 60 Schnitten & 10 um von jedem Gefrierblock

Uberfiihren der Schnitte in ein 1,5 ml-Eppendorfréhrchen

Anfertigung von Paraffinschnitten. Von den potentiell HPV-assoziierten Tumoren so-
wie von Biopsien der Tuberkulose-Préparate erfolgte die direkte Anfertigung von Par-
affinblocken nach Standard-Labormethoden. Aus diesen Paraffinblocken konnten direkt
Schnitte sowohl fiir die Histologie als auch fiir die Isolierung von DNA gewonnen werden.
Die entnommenen Biopsien aus den Tumorpraparaten wurden erst nach Anfertigung von

Kryostatschnitten in Paraffin eingebettet.

32



2 Material und Methoden

Entparaffinierung. Vor Isolierung der DNA musste das Gewebe der Infektionspriparate

entparaffiniert werden. Dafiir wurden 20 Paraffinschnitte & 10 pm verwendet.

e Erhitzen der Paraffinschnitte in einem Eppendorfréhrchen im Heizblock fiir 10 min
bei 80,5 °C

e Zugabe von 1 ml Rotihistol

e Vortexen und 5-miniitige Zentrifugation

e Verwerfen des Uberstandes

e Zugabe von 1 ml 100 % Ethanol

e Vortexen und 5-miniitige Zentrifugation

e Verwerfen des Uberstandes und Wiederholen des Ethanol-Schrittes

e Verdampfen des restlichen Fliissigkeit bei 60 °C im Heizblock (bei gedffnetem
Eppendorf-Rohrchen)

Isolierung der DNA. Die DNA-Isolierung erfolgte aus den Kryostatschnitten wie aus
dem entparaffiniertem Gewebe der Infektionspraparate auf gleiche Weise. In einem ersten

Schritt wurde ein Verdaupuffer wie folgt frisch angesetzt:

500 pul  Tris-Puffer
+ 10ul EDTA
+ 250 pl  Tween20
— auf 50 ml mit sterilem H5O auffiillen

50 ml

Tabelle 5: Verdaupuffer

Fiir die DNA-Isolierung wurden dann (1) 60 Kryostatschnitte & 10 gm der Tumorprapara-
te und (2) 20 Paraffinschnitte & 10 pm der Infektionspréparate nach folgendem Protokoll

verarbeitet.

e Inkubation des Gewebes mit 40 ul Proteinase K (in einer Konzentration von 20 mg/ml)
und 400 pl Verdaupuffer (siehe Tabelle 5) fiir insgesamt 72 h bei 56 °C — nach
36 h Zugabe von 20 pl frischer Proteinase K (20 mg/ml)
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kurze Zentrifugation und Uberfithrung des Uberstandes in ein neues Eppendorf-
Rohrchen

Inkubation in 5 M NaCl bei 60 °C fiir 4 h zum Losen der Formalin-induzierten
DNA-Quervernetzungen

5-miniitige Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes
Zugabe von 1 V Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol

Vortexen fiir 30 s und 5-miniitige Zentrifugation

vorsichtiges Abnehmen des weifen Uberstandes (Proteinschicht)

Wiederholen der Zentrifugation und Abnehmen des Uberstandes bis sich keine Pro-
teinschicht mehr bildet

Danach erfolgte die Gewinnung der DNA mittels einer Ethanolféllung.

Zugabe von 2,5 V 100% Ethanol und %V 3 M Natriumacetat (pH 4,8 — 5,2)
Inkubation bei -20 °C {iber Nacht

Zentrifugation bei 4 °C fiir 30 min und Verwerfen des Uberstandes

Zugabe von 200 ul eisgekiihltem 70 % Ethanol

Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und Verwerfen des Uberstandes
Trocknen des zuriickbleibenden Pellets

Aufnehmen des Pellets in 30 ul Wasser

Vortexen

Vollstandiges Losen der DNA wéhrend einer 5-miniitigen Inkubation bei 60 °C

Nun konnte in einem letzten Schritt die DNA-Konzentration und die DNA-Reinheit als
260nm /280 nm Absorptionsquotient am Photometer (Nanodrop) in 2 ul DNA-Losung

gemessen werden. Die DNA-Lésung wurde in 1,5 ml-Eppendorfréhrchen im Kiihlschrank
bei 4 °C aufbewahrt.
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2.2.5 Mutationsanalysen

Die Mutationsanalysen fiir die Gene EGFR (Bronchialkarzonime), KRAS (Kolonkarzi-
nome) und BRAF (Melanome) erfolgten mittels Sanger-Sequenzierung nach vorangegan-
gener Amplifizierung. Sowohl die Amplifizierung als auch die Sequenzierung wurde zur

Verifizierung der Ergebnisse jeweils einmal wiederholt.

PCR-Protokoll. Jeweils 25 ul einer Reaktionslosung wurden fiir einen PCR-Durchgang

in folgender Zusammensetzung hergestellt:

0,2 ul  MyTaq Polymerase

+ bSul 5x PCR Puffer
+ 1 uM  entsprechende Primer-Substanz
+ 75 ng vorher isolierte DNA des jeweiligen Tumorpréiparates
— mit HyO auffiillen
25 pl
Gen Exon Primer-Sequenz Temp.  Produkt-

[Cl  grée [bp]

18 5-GCATGGTGAGGGCTGAGGTGA-3’ 61 934
5-CCCCACCAGACCATGAGAGGC-3’

19 5-TGCCAGTTAACGTCTTCCTTCTCTC-3’ 61 158
5-CCACACAGCAAAGCCACACTGA-¥

20 5-CCACCATGCGAAGCCACACTGA-3 61 9268
5-TCCTTATCTCCCCTCCCCGTATCTC-3’

91 5-AGCTTCTTCCCATGATGATCTGTCC-3’ 61 9264
5-GGCAGCCTGGTCCCTGGTGTC-3’

EGFR

,  5-GTACTGGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAA-3" o -
5-TCAAAGAATGGTCCTGCACC-3’

5-CTTTGGAGCAGGAACAATGTCT-3'
KRAS 3 5 TACACAAAGAAAGCCCTCCCO-3' 58 270

4 5-TGGACAGGTTTTGAAAGATATTTG-3’ 58 381
5-ATTAAGAAGCAATGCCCTCTCAAG-3’

5 TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA.3
BRAF 15 5. CTTTCTAGTAACTCAGCAGC.-3’ 60 251

Tabelle 6: Angaben zZu den verwendeten PCR-Primern. (Temp.
... Hybridisierungstemperatur)

Nach einer kurzen Zentrifugation der Reaktionslosung erfolgte die PCR nach unten auf-

gezeigtem Protokoll.
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= Start bei 95 °C fiir 10 min
<> Schmelzen der DNA bei 94 °C fiir 30 s
<> Primerhybridisierung fiir 30 s 35 Zyklen
<> FElongation bei 72 °C fiir 45 s

— nochmalige Elongation bei 72 °C fiir 10 min

— Lagerung im Thermocycler bei 4 °C

Die Temperaturen fiir den Schritt der Primerhybridisierung variierten in Abhéngigkeit
der genutzten Primer und sind aus Tabelle 6 ersichtlich. Da bei den ersten Probedurch-
ldufen lediglich ein schwaches Signal in der anschliefenden Gelelektrophorese detektiert
werden konnte, wurde nach jeder PCR eine Reamplifizierung nach gleichem Protokoll
mit 1 ul PCR-Produkt aus dem ersten Durchlauf durchgefiihrt.

Gel-Elektrophorese. Von den 25 ]l PCR-Produkt wurden 10 pl fiir die Gel-Elektrophorese

verwendet.

Herstellung eines Agarose-Gels:

e 2 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer
e Aufkochen
e Zugabe von 6 ul Midori Green und Mischen auf dem Schiittler

e Gieflen des Gels in Gelkammer und Aushérten fiir 30 min
Gelelektrophorese:
e Pipettieren von 10 ul DNA-Marker (100 bp gene ruler) in die erste Tasche

e Vorlegen von 1 ul DNA loading dye in ein leeres Eppendorfrohrchen

e Zugabe von 10 ul PCR-~-Produkt und sorgféltiges Mischen durch mehrmaliges Hoch-

und Runterpipettieren

e Pipettieren von 10 ul dieses Gemisches jeweils in eine Tasche
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e Elektrophorese in DNA-Laufrichtung fiir ca. 30 min bei 90 V und 0,28 A

Unter UV-Licht konnten die mit Hilfe des Midori Green-Farbstoffes im Agarose-Gel an-
gefarbten DNA-Fragmente sichtbar gemacht werden.

Aufreinigung der PCR-Produkte. Um eine méglichst fehlerfreie Sequenzierung zu er-
reichen, wurden nach Durchfithrung der PCR die entstandenen freien Enden der PCR-
Produkte zunéchst beseitigt. Am 5’-Ende erfolgte dies durch eine alkalische Phosphatase,

am 3’-Ende mit Hilfe einer Exonuklease I.

e Zugabe von 3 ul alkalischer Phosphatase und 1,5 ul Exonuklease I
e Inkubation fiir 15 min bei 37 °C

e Inaktivierung der Enzyme bei 85 °C fiir 15 min

Sanger-Sequenzierung Verwendet wurde sowohl fiir KRAS, BRAF als auch fiir EGFR
das BigDye Terminator v1.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Darmstadt, Ger-
many).

Zuerst wurde unter der Steril-Bank ein Mastermix folgender Zusammensetzung herge-
stellt:

+ 0,875 pul BDX64
+ 1,54l 5x BD Puffer
+ 0,125 pl  BigDye
+ 5,5 ul H>0
8 ul

Je 8 ul dieses Mastermix wurden in einem Eppendorfrohrchen mit je 1 ul des Vorwérts-
oder Riickwéartsprimer des zu sequenzierenden Gens (siehe Tabelle 6) sowie mit 1 ul des
jeweiligen PCR-Produktes gemischt.

Die Sequenzierung wurde wie folgt durchgefiihrt:

= Start bei 96 °C fiir 1 min
<> Schmelzen der DNA bei 96 °C fiir 10 s
<> Primerhybridisierung bei 50 °C fiir 5 s 25 Zyklen
<> FElongation bei 60 °C fiir 4 min
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Danach erfolgte die Aufreinigung der Sequenzierungs-Produkte nach folgendem Proto-
koll:

e Uberfithren von 10 ul Sequenzierungsprodukt in eine 96Well-Platte
e Vermischen mit 45 ul SAM-Solution sowie 10 pl XTerminator
e Schiitteln der Platte auf einem passenden Schiittler fiir 30 min bei 2300 U/min

e Zentrifugation der gesamten Platte auf einer passenden Zentrifuge fiir 2 min

Danach konnten die so vorbereiteten Sequenzierungs-Produkte im 3500 genetic analyzer
(Applied Biosystems, Darmstadt) analysiert und mit einer Referenz-Sequenz unter Ein-
satz der SeqScape(®) Software v2.7 (Applied Biosystems, Darmstadt) verglichen werden
(siehe Tabelle 7).

Gen ‘ Referenzsequenz

KRAS | Genbank GI: ENSG00000133703
BRAF | Genbank GI: ENSG00000157764
EGFR | Genbank GI: ENSG00000146648

Tabelle 7: Referenzsequenzen.

2.2.6 MGMT-Promotormethylierung im Gliom

Die Bestimmung des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus erfolgte in den Gliom-Prépa-
raten ZNS33, ZNS212 und ZNS270 mittels Methy-Light-Technik. Die folgenden Untersu-
chungen wurden zur Verifizierung der Ergebnisse mit der isolierten DNA jeweils einmal

wiederholt.

Bisulfitreaktion. Die Konvertierung der DNA erfolgte mittels des Epitect Bisulfite Kit
(Qiagen, Hilden, Germany). Die Vorbereitungen der einzelnen Reagenzien wurden nach

Herstellerangaben wie folgt durchgefiihrt:

e Losen eines vom Hersteller bereitgestellten Aliquot Bisulfit Mix in 800 1 RNAse-

freiem Wasser durch starkes Vortexen (eventuell Losen bei 60 °C)

e Zusammenstellung des Reaktionsmixes in einem 200 ul-Eppendorf-Réhrchen wie

unten aufgefiihrt
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1-40 pul isolierte DNA (1 — 500 ng)
bis 40 ul auffilllen mit RNAse-freiem Wasser
+ 8 uM Bisulfit-Mix
+ 15 ul DNA Protect Buffer
140 pl

Ein Farbumschlag des griinen DNA Protect Buffer zu blau nach Zugabe von Bisulfit-Mix
zeigt dabei ein korrektes Durchmischen sowie das Erreichen des optimalen pH-Wertes an.

Die Bisulfit-Reaktion erfolgte danach im Thermo-Cycler nach folgendem Protokoll:

e Denaturierung bei 95 °C fiir 5 min

e Inkubation bei 60 °C fiir 25 min

Denaturierung bei 95 °C fiir 5 min

Inkubation bei 60 °C fiir 85 min

e Denaturierung bei 95 °C fiir 5 min

e Inkubation bei 60 °C fir 175 min

Das Reaktionsprodukt konnte im Thermocycler bei 20 °C gelagert werden. Danach wur-
den folgende Schritte durchgefiihrt:

e kurze Zentrifugation der Eppendorf-Réhrchen

e Uberfiihrung des gesamten Inhaltes in ein sauberes 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen
e Zugabe von 560 pl Puffer “BL”

e kurze Zentrifugation

e Uberfiihrung der Fliissigkeit auf eine vorbereitete EpiTect spin-Séule und Auffan-
gen des Durchflusses in einem Sammelréhrchen wiahrend einer 1-miniitigen Zentri-

fugation
e Verwerfen des Durchflusses

e Zugabe von 500 pl Puffer “BW” auf die Sdule und erneutes Auffangen des Durch-

flusses wihrend einer 1-miniitigen Zentrifugation in einem Sammelréhrchen

e Verwerfen des Durchflusses
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e Inkubation der Sdule in 500 ul des Puffers “BD” fiir 15 min bei Raumtemperatur

mit geschlossenem Deckel
e l-miniitige Zentrifugation und Verwerfen des Durchschlages

e zweimaliges Reinigen der Saule in 500 pl Puffer “BW” mit jeweils 1-miniitiger Zen-

trifugation und Verwerfen des Durchflusses
e Uberfithrung der Siule in ein sauberes 2 ml-Sammelréhrchen
e Zentrifugation fiir 5 min
e Uberfithrung der Séule in ein sauberes 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen

e Ablosung der DNA von der Sdulenmembran mittels 20 ul Puffer “EB” und 1-miniitiger
Zentrifugation. Der Puffer muss dabei vorsichtig direkt iiber die Mitte der Membran

pipettiert werden.

e Zentrifugation fiir 1 min und Wiederholen der Elution

Die geloste DNA konnte kurzzeitig bei 2 — 8 °C aufbewahrt und ansonsten bei -20 °C

gelagert werden.

Real-Time-PCR. Nach Konvertierung der DNA folgte die eigentliche Messung des vor-
herigen Methylierungsstatus mittels real-time PCR unter Zuhilfenahme des SensiFast
Probe Kit (Bioline, Luckenwalde, Germany). Eine mit CpG Methylase (M. Sssl) behan-
delte, humane DNA diente als Positivkontrolle, da sie nach Inkubation mit der Methylase
als voll-methyliert angesehen werden kann. Das Kollagenase-Gen 2A1 (Col2A1) wurde
als endogene Kontrolle verwendet. Die Primersequenzen sowie die Sondensequenz zeigt
Tabelle 8.

Primer ‘ Sequenz

MGMT-1 (vorwérts) 5- GCGTTTCGACGTTCGTAGGT-3’
MGMT-2 (riickwérts) 5-CACTCTTCCGAAAACGAAACG-3’
MGMT-3 (Sonde) 5-6FAM-CGCAAACGATACGCACCGCGA -TMR-3’

Tabelle 8: Sequenz zum Nachweis des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus.
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Nach Herstellen des folgenden Mastermixes:

10 pl  2x SensiFAST Probe Hi-ROX Mix (1x)

+ 0,8 pul 10 uM Vorwérts-Primer (400 nM)
+ 0,8 pul 10 uM Riickwérts-Primer (400 nM)
+ 0,2pl 10 pM Sonde (100 nM)
+ 4,5yl DNA-Template (0,7 pul DNA verdiinnt mit 3,8 ul H20)
+ 3, 7ul HyO
20 pl

erfolgte die Durchfithrung der real-time PCR im StepOne Plus System (Applied Biosys-

tems).

= Start bei 95 °C fiir 10 min
< Schmelzen der DNA bei 95 °C fiur 10 s
+ Primerhybridisierung und Elongation fiir 20 s 40 Zyklen
bei 60 °C

— Lagerung im Thermocycler bei 4 °C

Die Berechnung des methylierten Referenzwertes in Prozent (percentage of methylated

reference, PMR) erfolgte wie folgt:

MGMT—Promotor—Gen (Probe)

PMR(PTObe) — COL2A1—Gen

MGA/évTO_LI;Z)ﬁ O(EZZ_GG" (Sssl — behandelte DN A)

-100%

Ab einem PMR > 4 % wurden die Proben als positiv methyliert gewertet.

2.2.7 DNA-basierte Bestimmung von HPV-Typen

Die Untersuchung der oropharyngealen und genitalen Karzinome auf HPV erfolgte mit-
tels des HPV Type 3.5 LCD-Array Kit von Chipron GmbH, Berlin. Die zur Amplifikation
genutzten Primer-Paare generierten ca. 450 bp und ca. 125 bp lange DNA-Fragmente,
welche mit einer Sonde markiert wurden. Diese Sonden-markierten PCR-Fragmente hy-
bridisierten an den entsprechenden Sequenzen eines DNA-Arrays und wurden Enzym-
vermittelt durch eine blaue Farbung sichtbar gemacht. Sowohl die Amplifizierung als
auch die Hybridisierung wurde zur Verifizierung der Ergebnisse jeweils einmal wieder-

holt. Vor der Amplifizierung erfolgte ein UNG-Verdau der isolierten DNA nach folgendem
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Protokoll:

e Zugabe von einem Aliqout des UNG Reaktionspuffers (UDG reaction buffer) sowie
einer Einheit UNG direkt zur isolierten DNA

e Inkubation bei 37 °C fiir 30 min

Die auf diese Weise vorbehandelte DNA wurde dann direkt amplifiziert.

Amplifikation. Genutzt wurden die vom Hersteller bereitgestellten Primer-Paare im
Primer Mix A: My 11/09 (ca. 450 bp) als auch im Primer Mix B: 125 (ca. 125 bp). Die
Amplifikation begann mit der Herstellung zweier Mastermixe nach folgender Zusammen-

setzung:

Primer-Mix A Primer-Mix B

12.5 pl 12.5 pl Puffer (10 x, incl. 20 mM M gCjs)
5.0 pl 5.0 pl dNTP Mix (jeweils 10 mM)

5.0 ul 10.0 wl Primer Mix A oder B

1.5 ul 1.5 ul Taq-Polymerase (5 U/ul)

91.0 86.0 1l H>0

115 pl 115 pl

Jeweils 2 pul DNA-Template wurden mit 23 pl eines jeden Mastermixes versetzt und im

Thermocycler nach folgendem Protokoll amplifiziert:

= Start bei 96 °C fiir 3 min
> Schmelzen der DNA bei 94 °C fiir 1 min
<> Primerhybridisierung fiir 1,5 min bei 45 °C 42 Zyklen
<> FElongation bei 72 °C fiir 1,5 min

— nochmalige Elongation bei 72 °C fiir 3 min

— Lagerung im Thermocycler bei 4 °C

Nach der ersten Amplifikation erfolgte eine Reamplifikation mit 2 ul PCR-Protokoll als
DNA-Template. Danach wurde zur Auftrennung der Reamplifikationsprodukte eine Gel-
elektrophorese wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben durchgefiihrt.
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DNA-Array. Die vom Hersteller bereitgestellten LCD-Chips enthielten 8 Arrays mit
jeweils 2 Hybridisierungsstellen fiir jeden HPV-Typ (genauer Aufbau siehe Abbildung 2).
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" “ T @EEEEEEE0)

Abbildung 2:

Aufbau eines LCD-Chips mit 8 Arrays und vergrdferte Darstellung eines
DNA-Arrays zur HPV-Typen-Bestimmung (Exemplarisch Positivitat fiir
HPV Typ-16 auf Array 4).

Die Hybridisierung und Férbung auf dem LCD-Chip erfolgte geméfs den Hersteller-

Angaben in folgenden Schritten:

1. Hybridisierung

Erwérmen eines Wasserbades auf 35 °C
Pipetieren von jeweils einem Tropfen Wasser in jede Ecke der Feuchtekammer

Herstellen des Hybridisierungsmixes wie in Tabelle 9 und vorsichtiges Mischen
durch Auf- und Abpipettieren

Uberfiihren des LCD-Chips in die bereitgestellte Feuchtekammer

Vorsichtiges Pipettieren von jeweils 24 ul des Hybridisierungsmixes auf jedes
der 8 Arrays pro LCD-Chip (ohne, dass die Pipettenspitze das Array direkt
beriihrt)

Zugabe von 5 ul entsprechendem PCR-Produkt aus PCR A und 5 ul entspre-
chendem PCR-Produkt aus PCR B in jedes der 8 Arrays

Schlieffen der Feuchtekammer

Auflegen der Feuchtekammer auf das erwidrmte Wasserbad und Inkubation fiir
30 min bei 35 °C
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In der Zwischenzeit: Vorbereiten von drei Waschbadern mit jeweils 300 ml

Waschlosung des Herstellers

Herausnehmen des LCD-Chips aus der Feuchtekammer und Eintauchen des
LCD-Chips in Waschkammer 1 fiir ca. 10 s, danach in Waschkammer 2 fiir ca.
10 s

Inkubation des LCD-Chips in Waschkammer 3 fiir 1 min und anschlieffendes
Abtropfen

Trocknen des LCD-Chips in der vom Hersteller bereitgestellten Zentrifuge

durch Zentrifugation fiir ca. 15 s

2. Markierung

Herstellen des Markierungsmixes wie in Tabelle 9 und anschliefsendes Vortexen

Vorsichtiges Pipettieren von 30 pl des Markierungsmixes auf jedes Array (oh-

ne, dass die Pipettenspitze das Array direkt beriihrt)
Inkubation des LCD-Chips bei Raumteperatur fiir 5 min

Austauschen der Waschlosung in allen drei Waschbiddern und Wiederholen
des Wasch-Prozederes mit anschlieflendem Trocknen des LCD-Chips wie im

Hybridisierungs-Schritt

3. Farbung

Uberfiihren von 300 ul Férbelosung (stain solution) fiir 8 Arrays in ein neues

Reaktionsgefifs (Vermeidung von Kontamination der Farbungslosung)

Vorsichtiges Pipettieren von 30 ul Farbungslosung auf jedes Array (ohne, dass
die Pipettenspitze das Array direkt beriihrt)

Inkubation bei Raumtemperatur fiir max. 3 min bis sich Typen-spezifische
Spots deutlich abheben

Spiilen des LCD-Chips in der dritten Waschkammer aus dem Markierungs-
Schritt

Trocknen des LCD-Chips in der vom Hersteller bereitgestellten Zentrifuge

durch Zentrifugation fiir ca. 15 s
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Hybridisierungsmix Markierungsmix

270 pl  Dilution Buffer
220 pl  Hybridisierungspuffer “A” | 30 ul  Modulator
20 I Modulator 2 ul  LABEL

240 pl 302 pl

Tabelle 9: Zusammenstellung des Hybridisierungs- und Markierungsmixes fiir 8 Arrays.

Danach konnten die LCD-Chips im Analyse-Gerét ausgelesen und anschliefsend mehrere

Monate im Dunkeln gelagert werden.

2.2.8 Nachweis mykobakterieller DNA

Die Identifikation von Mykobakterien erfolgte mittels des MYCO Direct 1.7 LCD-Array
Kit von Chipron GmbH, Berlin. Nach Herstellung biotinylierter PCR-Produkte erfolgte
die Hybridisierung dieser PCR-Produkte an Genus-spezifische Féngersonden auf dem
DNA-Array. Daraufhin konnten gebundene PCR-Produkte Enzym-vermittelt sichtbar
gemacht werden. Sowohl die Amplifizierung, Hybridisierung als auch die Sequenzierung
des penA-Gens wurde zur Verifizierung der Ergebnisse jeweils einmal wiederholt. Vor der
Amplifizierung erfolgte ein UNG-Verdau der isolierten DNA nach oben beschriebenen
Protokoll (siehe Seite 42). Die auf diese Weise vorbehandelte DNA wurde dann direkt

amplifiziert. Genutzt wurden zwei verschiedene Primer-Sets (siche Tabelle 10):

| Genus-Mix | MTUB-Mix
Zielregion rRNA Spacer-Region des | Element IS6110 des
Genus “Mycobacteria” “MTUB”™Komplex
Grofke des PCR-Produkts ‘ 225 — 265 bp ‘ 126 bp

Tabelle 10: Ubersicht iiber die zur Bestimmung mykobakterieller DNA genutzten Primer-
Sets.

PCR-Protokoll. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt.

e Herstellen der Mastermixe fiir insgesamt 4 Reaktionen wie unten aufgefiihrt
o Aufteilen des Mastermixes in 4 Aliquots a 23 ul

e Hinzufiigen von jeweils 2 ul DNA-Template zu jedem Aliquot
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(A) Genus-Mix (B) MTUB-Mix

12.5 pl 12.5 pl Puffer (10 x, incl. 20 mM M ¢gCjs)
5.0 pl 5.0 pl ANTP Mix (jeweils 10 mM)

5.0 pl 5.0 pl Primer Mix A oder B

1.5 pl 1.5 ul Taq-Polymerase (5 U/ul)

91.0 91.0 H>0

115 pul 115 pul

Anschlieftend erfolgte die Amplifikation nach folgendem Protokoll:

= Start bei 96 °C fiir 3 min
> Schmelzen der DNA bei 94 °C fiir 20 s
> Primerhybridisierung fiir 30 s bei 58 °C 35 Zyklen
<> FElongation bei 72 °C fiir 30 s

— nochmalige Elongation bei 72 °C fiir 3 min

— Lagerung im Thermocycler bei 4 °C

Nach der ersten Amplifikation erfolgte immer sofort eine Reamplifikation mit 2 ul PCR-
Produkt. Danach wurde zur Auftrennung der Reamplifikationsprodukte eine Gelelektro-

phorese wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben durchgefiihrt.

DNA-Array. Die Hybridisierung und Farbung auf dem LCD-Chip erfolgte geméft den
Hersteller-Angaben in derselben Art und Weise wie im Kapitel 2.2.7 zur Bestimmung
von HPV-Typen beschrieben. Jedoch wurde pro LCD-Chip mit nur vier anstatt acht
DNA-Arrays gearbeitet. Daher ergaben sich zur Herstellung des Hybridisierungs- und

Markierungsmix folgende Mengenangaben:

Hybridisierungsmix Markierungsmix

135 pul  Verteilungspuffer
110 pl  Hybridisierungspuffer “A” | 15 ugl ~ Modulator
10 1 Modulator 1 ul  LABEL

120 pl 151 pl

Danach konnten die LCD-Chips im Analyse-Gerét ausgelesen und anschlieftend mehrere

Monate im Dunkeln gelagert werden.
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Sequenzierung des pcnA-Gens. Im Fall einer positiven Hybridisierungsreaktion fiir
den MTUB-Komplex, bestimmten wir die Sequenz im pcnA-Gen der entsprechenden
Probe. Dies diente der Differenzierung von M.bovis gegeniiber anderen Vertretern des
MTUB-Komplexes. Die verwendeten PCR~ und Sequenzierungsprimer wurden mithilfe

der Pyromark Assay Design 2.0 Software (Qiagen, Hilden), wie in Tabelle 11 angegeben,

designt.
Primer Sequenz
Vorwértsprimer: 5-GCAACCAAGGACTTCCACATC-3’
Riickwértsprimer: 5- ACGAGGAATAGTCCGGTGTGC-3’

Sequenzierungsprimer: 5’-ATCGACCCGGGTGAC-3’

Tabelle 11: PCR- und Sequenzierungsprimer fiir die Untersuchung des pcnA-Gens.

Mit diesen Primern erfolgte dann eine Pyrosequenzierung im PyroMark Q24 Instrument
(Oiagen, Hilden) anhand der Herstellervorgaben (siche dazu [11]). Im ersten Amplifizie-
rungsschritt nutzen wir 50 ng DNA in 25 ul PCR-Ansatz. Danach erfolgte die eigentliche
Pyrosequenzierung mit 10 ul PCR-Produkt.

2.2.9 Statistik

Zur statistischen Auswertung der DNA-Menge und -Reinheit von Tumor- und Infektions-
praparaten wurde ein T-Test fiir unverbundene Stichproben verwendet. Die Berechnung
erfolgte in SPSS.

Die dargestellten Graphiken wurden, wenn nicht anders vermerkt, von der Autorin selbst
in R (ggplot2) oder mithilfe von TikZ (IATEX-basiert) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Verwendete Priparate

Insgesamt 44 Feuchtpraparate fanden Einzug in diese Arbeit. Dabei waren Lungen- und
Hautpréaparate am héufigsten vertreten. Die genaue Aufschliisselung unterteilt nach ein-

zelnen Krankheitsentitdten und verschiedenen Organen zeigt Abbildung 3.

I Zunge (2)

| Lippe (3
I mannliches Genitale (3)

I weibliches Genitale (3)

Knochen (3)

I Thymus (1)

Tuberkulose (14)

Karzinom der Mund- und
Genitalregion (11)

Kehlkopf (1) Melanom (9)
Milz (1) I Gliom (3)
I Niere (2)

I Kolonkarzinom (2)

Haeufigkeit der Organe [%0]

Haut (7)

Bronchialkarzinom (5)

Haeufigkeit der Krankheitsentitaet [%0]

Lunge (8)

Herz (1)
Kolon (3)

| ZNS (3)
Nebenniere (2)

(A) (B)

Abbildung 3: Haufigkeiten der einzelnen (A) Organ- und (B) Krankheitsentitaten inner-
halb der verwendeten Feuchtpraparate. [Entitét (absolute Anzahl)]

3.2 Makroskopische Aufarbeitung der Praparate

Die originalen Museumsgliaser wurden nach griindlicher Reinigung beibehalten, um eine
moglichst originalgetreue Darstellung der Praparate vor dem Hintergrund ihrer medizin-

historischer Bedeutung zu erreichen. Die alten, schwarzen Hintergrundrahmen wurden
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durchgéngig durch neue, durchsichtige Plexiglasrahmen ersetzt. Dies erm6glicht dem Be-
trachter einen 360-Blick auf das Priaparat. Weiterhin erfolgte — wo moglich — eine Anfri-
schung der Praparat-Schnittflichen. Dadurch wurde im Zusammenspiel mit der farbauf-
frischenden Wirkung der verwendeten Jores II-Konservierungslosung eine moglichst phy-
siologische Farbgebung des Préparates wiederhergestellt. Eine Farbauffrischung konnte

bereits nach 24 Stunden beobachtet werden. Neue Etiketten ersetzten die alten, teils in

Stitterlinschrift handgeschriebenen, Beschriftungstafeln.

|
€ = om—

Da236 vorher Da236 nachher ZNS33 vorher ZNS33 nachher

Gf12 vorher GI12 nachher Mu31 vorher Mu31 nachher

Abbildung 4: Ausgewihlte Priaparate vor und nach der préparatorischen Aufarbeitung.
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Das Verschliefsen der Gléser erfolgte nach einem Vorschlag von Anders-Griinewald und
Wechsler mit Bienenwachs und Kolofonium, um ein nachfolgendes Offnen der Gliser
fiir spétere Untersuchungen im Vergleich zur heute oft verwendeten Verschlussmetho-
de mit Silikon zu erleichtern. Sechs Glasdeckel der insgesamt 44 verschlossenen Gléser
zersprangen aufgrund der erhéhten Temperaturen im Brutschrank und mussten ersetzt
werden. Fiinf Gldser waren nach erstmaligem Verschlieffen noch undicht und mussten
erneut verschlossen werden. Sonst ergaben sich keine Probleme. Langzeitdaten fiir die
Verschlusssicherheit dieser Methoden konnten noch nicht erhoben werden.

Exemplarisch zeigt Abb. 4 das Ergebnis einiger Préparate-Aufarbeitungen an verschie-

denen, fiir diese Studie verwendeten Prédparaten.

3.3 (Immun-)Histologische Untersuchungen und Validierung der Diagnose

Von allen Préaparaten wurden H&E geférbte Paraffinschnitte zur Validierung der Dia-
gnose angefertigt. Die Qualitdt der histologischen Féarbungen variierte. Sie war jedoch
in allen Schnitten mindestens ausreichend gut, um die Diagnose fundiert iiberpriifen zu

konnen.

3.3.1 Histologische Untersuchung der Tumorpriparate.

Anhand des mikroskopischen Bildes mussten drei der insgesamt 19 Tumorpriaparate mit
einer neuen Diagnose versehen werden.

Dabei handelte es sich zum einen um die Praparate Nn28 und Lul76. Diese waren ur-
spriinglich als Bronchialkarzinome gekennzeichnet worden, zeigten jedoch ein eindeutig
spindelzelliges Fischgratenmuster mit wenig kleinzelligen Anteilen und ohne Atypien.
Dieses histologische Muster ldsst sich besser mit einem Sarkom als mit einem Karzinom

in Einklang bringen. Exemplarische Ausschnitte beider Schnitte zeigt Abb. 5.
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Lul76, 20x Lul76, 40x

Nn28, 20x Nn28, 40x

(B)

Abbildung 5: H&E Schnitte der Praparate (A) Lul76 und (B) Nn28 in jeweils 20- und
40-facher Vergrofserung.

Zum anderen zeigte das Priaparat Ht32, Originaldiagnose malignes Melanom, keine aty-
pischen Melanozyten. Dafiir fanden sich jedoch atypische epitheliale Tumorzellen und
Hornperlen sowie eine aufgehobene Struktur der Epidermis. Daher musste dieses Pra-
parat zum Plattenepithelkarzinom umdiagnostiziert werden. Histologische Ausschnitte
zeigt Abb. 6.
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Ht32, 10x
Abbildung 6: H&E Schnitte des Priaparates Ht32 in 10- und 20-facher Vergréferung.

Im H&E-Schnitt des Praparates Da274 fanden sich keine Tumorzellen sondern lediglich
gesundes Darmgewebe. In allen anderen Tumorpraparaten konnte die originale Diagnose

anhand des histologischen Bildes bestétigt werden.

3.3.2 Histologische Untersuchungen der Infektionspriparate

H&E-Farbungen. Fast alle 25 Infektionspriparate zeigten eine gute Qualitiat der H&E-
Schnitte, so dass eine Uberpriifung der Originaldiagnose ohne Weiteres moglich war. Le-
diglich das Tuberkulosepriaparat wGt200 war histologisch schlecht erhalten.

Fiir zehn der elf Plattenepithelkarzinome der Oropharyngeal- und Genitalregion besta-
tigte sich die Originaldiagnose. Im Préparat wGt151 fanden sich keine Tumorzellen, so
dass die Richtigkeit der originalen Diagnose nicht iiberpriift werden konnte.

Die meisten Tuberkulose-Priaparate préasentierten sich histologisch durch ein fiir die Tu-
berkulose typisches Bild mit entsprechenden verkdsenden Granulomen und Langerhans’schen

Riesenzellen. Einige Beispiele zeigt die Abb. 7.
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Mil33, 4x Mil33, 20x

Lul80, 4x Lul80, 20x

Thy3, 10x

(©)

Abbildung 7: H&E Schnitte der Tuberkulosepriparate (A) Mil33, (B) Lul80 und (C)
Thy3 in den jeweils angegebenen Vergréfserungen.
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3 Ergebnisse

Jedoch konnte die Diagnose Tuberkulose in zwei Préparaten nicht einwandfrei bestatigt
werden. Dabei handelte es sich zum einen um das Lungenpraparat Lu30/10, welches kei-
nerlei Granulome oder Riesenzellen aufwies. Dafiir fand sich normales, allerdings massiv
blutgestautes, Lungengewebe (siehe Abb. 8). Zum anderen war das Wirbelsdulenpréaparat
Kn322 frei von Granulomen und Riesenzellen, zeigte jedoch das Erscheinungsbild einer

unspezifischen, chronisch-lymphozytiaren Entziindung (siche Abb. 8).

Kn322, 20x

Abbildung 8: H&E Schnitte der Tuberkulosepraparate (A) Lu30/10 und (B) Kn322 in
jeweils 10- und 20-facher Vergroferung.

Das Nierenpraparat Ni250 wies neben einem Tuberkulose-typischen Bild noch Merkmale

einer bakteriellen Pyelonephritis, gekennzeichnet durch eine massive Ansammlung von
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3 Ergebnisse

Granulozyten im Tubulussystem, auf. Daher liegt hier der Verdacht einer Misch- bzw.
Superinfektion einer tuberkulésen Niere mit weiteren bakteriellen Erregern nahe (siehe
Abb. 9).

Ni250, 10x Ni250, 40x

Abbildung 9: H&E Schnitte des Tuberkulosepraparate Ni250 in 10- und 40-facher Ver-
groferung.

Ziehl-Neelsen- und Gram-Farbungen. Weder die durchgefiihrten Ziehl-Neelsen- noch
die Gram-Farbungen zeigten sich ergiebig im Hinblick auf die Detektion von Bakterien.
In keinem Préparat konnten sdurefeste oder Gram-positive Stdbchen nachgewiesen wer-
den. Eine Positivkontrolle konnte jeweils aufgrund fehlenden Materials im Institut nicht

durchgefiihrt werden.

3.3.3 Immunhistologische Untersuchungsergebnisse

An sechs Tumorpréaparaten wurden nach heutigen Standards immunhistologische Unter-
suchungen entsprechend der urspriinglichen Tumorklasse durchgefiihrt. Die detaillierten
Ergebnisse lassen sich der Tabelle 12 entnehmen. Nur drei von insgesamt zwolf durchge-

fiihrten Farbungen zeigten eine positive Antigenitét fiir den jeweiligen Antikorper.

Dabei handelte es sich zum einen um zwei Farbungen mit Antikorpern gegen Vimentin
in den Praparaten Nn28 und Lul76. Davon préasentierte das Praparat Lul76 etwa 51
~ 80 % moderat positiv gefiarbte Zellen, woraus sich ein IRS von insgesamt 6 Punkten
errechnete. Eine leichtgradige Antigenitiat war auch im Praparat Nn28 mit ca. 10 — 50 %
mild angeférbter Zellen und einem IRS von 2 Punkten zu beobachten (siehe Abb. 10).
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3 Ergebnisse

Nr. Antikdrper positive Score | Intensitit | Score | IRS | Bedeutung
Zellen [%]
Nn28 Vimentin 10-50 2 mild 1 2 mild
" AE1/AE3 0 0 - 0 0 negativ
Vimentin 51-80 3 moderat 2 6 moderat
Lul76 AE1/AE3 0 0 - 0 0 negativ
TTF-1 0 0 - 0 0 negativ
TTF-1 0 0 - 0 0 negativ
Held6 | oy 56 0 0 . 0 0 negativ
TTF-1 0 0 - 0 0 negativ
Lul®0 1 Ap1/AES 0 0 - 0 0 negativ
TTF-1 0 0 - 0 0 negativ
Nn23 | AE1/AES 0 0 ] 0 0 negativ
ZNS212 | GFAP | > 80 | 4 | moderat | 2 | 8 | moderat

Tabelle 12: Ergebnisse der immunhistologischen Fiarbungen im Uberblick.

Lul76, 4x Lul76, 20x

Nn28, 4x Nn28, 40x

(B)

Abbildung 10: Immunhistologische Féi,rbun5g%n gegen Vimentin in den Praparaten (A)
Lul76 und (B) Nn28 in den jeweils angegebenen Vergroferungen.



3 Ergebnisse

Die stérkste immunhistologische Anfarbbarkeit fand sich mit Antikérpern gegen GFAP
im Gliom-Praparat ZNS212 mit einem IRS von 8 Punkten. Dieser ergab sich aufgrund
der grofen Anzahl (iiber 80 %) an moderat gefarbten Zellen (siche Abb. 11).

ZNS212, 4x ZNS212, 20x

Abbildung 11: Immunhistologische Farbung gegen GFAP im Praparat ZNS212 in 4- und
20-facher Vergroferung.

Keine der Farbungen fiir Zytokeratin AE1/AE3, TTF-1 oder CD56 erbrachte ein posi-
tives Ergebnis. In allen immunhistologischen Schnitten konnte zudem eine stérkere Hin-
tergrundfarbung als in frischem Gewebe iiblich beobachtet werden.

3.3.4 Validierung der Diagnose

Die urspriingliche Bezeichnung des Praparates konnte in den meisten Féllen beibehalten
werden. Lediglich fiir drei Préparate wurde eine Neudiagnostizierung nach histologischer

Untersuchung notwendig.

e Nn28: Nebenniere mit Metastasen eines Brochialkarzinoms — Nebenniere mit Me-

tastasen eines Lungensarkoms
e Lul76: Bronchialkarzinom — Lungensarkom

e Ht32: Melanosarkom am Ohr — Plattenepithelkarzinom am Ohr
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3 Ergebnisse

3.4 Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchungen
3.4.1 DNA-Isolierung

Menge und Reinheit der gewonnenen DNA. Von insgesamt 44 Praparaten erfolgte die
Isolierung der DNA mittels Proteinase K-Verdau und Phenol-Chloroform-Extraktion mit
Ethanol-Féllung. Dabei wurde die DNA der 19 Tumorpréparate aus Kryostatschnitten
und die DNA der 25 Infektionspréparate aus Paraffinschnitten gewonnen. Aus allen Pra-
paraten konnte DNA isoliert werden. Eine Ubersicht iiber die gewonnene Gesamt-DNA-
Menge der Probe und die DNA-Reinheit aufgeteilt nach Tumor- bzw. Infektionspréipa-
raten gibt Abb. 12, die genauen Ergebnisse sind in den Tabellen 15 und 16 verzeichnet.
Die gewonnenen Gesamt-DNA-Mengen unterschieden sich nicht-signifikant zwischen den
Praparateklassen (durchschnittliche DNA-Menge der Tumorpréiparate: 6,27 ug + 5,53
pug und der Infektionspraparate: 4,11 ug + 5,67 pug, p = 0,212). Jedoch war der Unter-
schied in der Reinheit der isolierten DNA zwischen den Tumor- und Infektionspréparaten
signifikant mit einer qualitativ hochwertigeren Reinheit der aus Paraffinschnitten gewon-
nenen DNA der Infektionspriparate (durchschnittliche DNA-Reinheit [gemessen mittels
des Absorbtionsquotient bei 260/280 nm| der Tumorpraparate: 1.45 + 0.11 und der In-
fektionspraparate: 1.63 £+ 0.25, p = 0,008).

25 —_—
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0 Tumor Infektion Tumor Infektion
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Abbildung 12: Boxplots der (A) DNA-Menge und (B) DNA-Reinheit aus den Tumor-
bzw. Infektionspraparaten.

Eine hohe Menge an DNA bedeutete nicht automatisch auch eine hohe Reinheit des
gewonnenen Erbmaterials. Im Gegenteil zeigte sich bei den Infektionspridparaten eine

eher abnehmende Reinheit der DNA mit steigender Menge. Jedoch konnte weder bei den
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3 Ergebnisse

Tumor- noch bei den Infektionspraparaten eine deutliche Korrelation zwischen DNA-
Menge und -Reinheit gesehen werden. Der entsprechend Korrelationskoeffizient betrug

fiir die Tumorpraparate -0,04 und fiir die Infektionspraparate -0,2 (siehe Abb. 13).

N
o
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B €
c f=
o o 2.00
K175 2
3 175 :
= 150 =
2 2150 R .
= £ .
& 125 & 195
< <
8 8
1003 5 10 15 20 10035 5 10 15 20
DNA-Menge [ug] DNA-Menge [ug]
KF = -0,04 KF = -0,2
(A) (B)

Abbildung 13: Bezichung zwischen DNA-Menge und -Reinheit der (A) Tumor- und
(B) Infektionspraparate. (blaue Linie ...lineare Regressionsgerade, KF
... Korrelationskoeffizient)

Abhangigkeit der Menge und Qualitdt der DNA vom Priparatealter. Von nur 7/19
Tumor- und 6/25 Infektionspréparaten war das Entstehungsjahr iiberhaupt bekannt. Un-
ter Betrachtung lediglich dieser Praparate zeigte sich keine Abhéngigkeit zwischen dem
Fixierzeitpunkt des Priaparates und der Hohe der isolierten DNA-Menge. Der entspre-
chende Korrelationsfaktor betrug fiir die Tumorpraparate -0,07 und fiir die Infektionspra-
parate -0,03. Im Hinblick auf die Beziehung zwischen DNA-Reinheit und Fixierzeitpunkt
prasentierten sich fir die zwei verschiedenen Préparateklassen gegenlaufige Trends. Fiir
die Tumorpréparate zeigte sich: Je frither der Fixierzeitpunkt, umso niedriger der Absorp-
tionskoeffizient der isolierten DNA. Dies verhielt sich fiir die Infektionspraparate genau
andersherum. Der jeweilige Korrelationsfaktor errechnete sich fiir die Tumorpriparate
mit 0,59 und fiir die Infektionspriaparate mit -0,44. Einen Uberblick gibt Abb. 14.

3.4.2 Amplifizierbarkeit der gewonnenen DNA

Detaillierte Angaben iiber die Amplifizierbarkeit der isolierten DNA zeigt die Tabelle 13.
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Abbildung 14: DNA-Menge und -Reinheit der (A) Tumor- und (B) Infektionsprépara-
te in Abhéngigkeit vom Fixierzeitpunkt mit Angabe des jeweiligen Kor-
relationsfaktores KF. (blaue Linie ...lineare Regressionsgerade; nur fiir
Préaparate mit bekanntem Fixierzeitpunkt angegeben)

Klasse ‘ Probenanzahl ‘ davon amplifizierbar ‘ Lange der DNA-Sequenzen
Tumorpréiparate
EGFR 5 4 234 bp - 268 bp
KRAS 2 2 255 bp - 381 bp
BRAF 10 9 251 bp
MGMT 3 0 -
Infektionspraparate
Tuberkulose-Praparate 14 13 126 bp - 265 bp
HPV-Praparate 11 10 125 bp - 450 bp

Tabelle 13: Erfolgsrate der DNA-Amplifizierung nach Préaparateklassen.
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Tumorpraparate. Pro Tumorerkrankung wurde jeweils ein Gen auf seine Amplifizier-
barkeit und mogliche Mutationen in der Sequenz iiberpriift. Lediglich fiir das Préapa-
rat Nn23 wurden zwei verschiedene Gene (EGFR und BRAF) untersucht, da es zwar
als Metastase eines Bronchialkarzinoms gekennzeichnet war, jedoch auch eine auffillig
schwarze Farbung &hnlich der eines Melanoms aufwies. Insgesamt zeigte sich eine Ampli-
fizierbarkeit des EGFR~Gens in 4/5 Préparaten, des KRAS-Gens in 2/2 Préparaten und
des BRAF-Gens in 9/10 Féllen. Die DNA von keinem der drei auf MGMT-Promotor-
Methylierung getesteten Gliom-Préparate war mit den verwendeten Methoden amplifi-
zierbar. Damit ergab sich eine Gesamterfolgsquote innerhalb der Tumorpriaparate von
75 % mit 15/20 amplifizierbaren DNA-Proben.

Infektionspraparate. Die DNA aus insgesamt 23/25 Infektionspréparaten lies sich mit
den verwendeten Methoden amplifizieren. Lediglich die DNA der Préaparate Mu31 und
Ni34 konnte nicht weiterverwendetet werden. Die Erfolgsquote innerhalb der Infektions-

praparate lag damit bei ca. 92 %.

3.4.3 Ergebnisse der Mutationsanalysen

EGFR im Bronchialkarzinom. Insgesamt fiinf Préparate wurden aufgrund ihrer origi-
nalen Bezeichnung als Bronchialkarzinom auf das EGFR-Gen Exon 18-21 getestet. Die
entstandenen PCR-Fragmente der vier Exons waren zwischen 158 bp und 268 bp lang.
Lediglich die DNA des Préparates Hel46, Metastase eines Bronchialkarzinoms im Herz-
muskel, war nicht amplifizierbar. Von den anderen vier Préparaten zeigte keines in der

Sanger-Sequenzierung eine Mutation. Alle Sequenzen entsprachen damit dem Wildtyp.

KRAS im Kolonkarzinom. Von beiden auf KRAS Exon 2-4 getesteten Kolonkarzinom-
Praparaten lies sich die gewonnene DNA amplifizieren und sequenzieren. Die entstande-
nen PCR-Fragmente hatten eine Lange zwischen 255 bp und 381 bp.

Interessanterweise zeigte das Praparat Da236 von 1923 eine Punktmutation an der Stel-
le 96 mit Substitution von Guanin durch Adenin (sieche Abb. 15). Das Originaltriplett
G-G-T wurde so zu G-A-T veréndert. Dies ruft eine Substitution von Glycin (G) durch
Asparaginsdure (D) an Position 12 hervor und wird damit als G12D Mutation klassifi-
ziert.

Die Sequenz des zweiten Praparat Da274 entsprach dem Wildtyp.
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BRAF im Melanom. Zechn als Melanom gekennzeichnete Priaparate wurden auf das
BRAF-Gen Exon 15 getestet. Das entsprechende PCR-Fragment hatte eine Lange von
251 bp. Von insgesamt neun Préparaten war die isolierte DNA amplifizierbar. Die Se-
quenz von sieben Préparaten entsprach dabei dem Wildtyp.

Im Praparat Ht13 wurde ein Austausch der Base Thymin durch Adenosin sichtbar. Diese
Substitution fithrt zu einer Anderung des Codon 600 von G-T-G zu G-A-G, was wiederum
den Austausch der Aminosiure Valin (V) mit Glutamat (E) hervorruft. Diese Mutation
kann daher als V600E bezeichnet werden (siche Abb. 15). Eine weitere V600E-Mutation
konnte im Préaparat Ht9b ebenfalls durch die Substitution von Thymin durch Adenosin

gefunden werden.

G C T G R T G G C G
1 1

(A) (B

Abbildung 15: Elektropherogramm des (A) KRAS-Gens im Praparat Da236 (G12D) und
(B) des BRAF-Gens im Priparat Ht13 (V600E).

)

Untersuchung der MGMT-Promotormethylierung im Gliom. In allen drei geteste-
ten Gliom-Praparaten lies sich weder das MGMT-Gen noch das als endogene Kontrol-
le verwendete COL2A1-Gen amplifizieren. Somit war eine Untersuchung des MGMT-
Promotor-Methylierungsstatus nicht méglich. Das Versagen der Methode in unseren drei
Praparaten kann nicht auf technische Fehler zuriickgefiihrt werden, da die Amplifikation
des MGMT- als auch des COL2A1-Gens in der mitgefiihrten Positivkontrolle einwandfrei

funktionierte.

3.4.4 Nachweis viraler DNA des Humanen Papillomavirus

Insgesamt elf verschiedene Praparate wurden mit Hilfe des HPV Type 3.5 LCD-Array Kit
auf das Vorhandensein von viraler DNA des humanen Papillomavirus getestet. Getestet

wurden Plattenepithelkarzinome der Oropharyngeal- bzw. Genitalregion aufgrund deren
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moglicher pathogenetischer Assoziation mit HPV. Die DNA von zehn dieser Préparate
war mit den verwendeten Primern unter Entstehung von ca. 450 bp und ca. 125 bp lan-
gen PCR-Fragmenten amplifizierbar. Die Amplifikation der DNA des Préparates Mu31
gelang nicht.

Von den verbleibenden zehn Préparaten zeigten acht eine positive Hybridisierung auf
den entsprechenden Array-Hybridisierungsstellen fiir HPV Typ-16. Die Félle Mu7 und
MulO présentierten dabei lediglich ein schwaches Signal, welches jedoch noch als posi-
tiv gewertet werden konnte. Andere HPV-Typen aufser HPV Typ-16 konnten in keinem
Priaparat nachgewiesen werden. Die Préparate Mul7 und Mu37 zeigten generell keine
Positivitat fiir HPV. In der Tabelle 16 sind die Ergebnisse im Detail verzeichnet. Alle
Reaktionen konnen als verwertbar angesehen werden, da die vom Hersteller bereitgestell-
ten drei Kontrollpunkte pro Array jeweils positiv wurden. Abb. 16 zeigt beispielhaft die
LCD-Arrays der Préaparate Mu7, Mu28 und Md40.

Hinsichtlich der Lokalisation des Karzinoms konnten in der verwendeten Gruppe oro-
pharyngeale von genitalen Tumoren unterschieden werden. Die Assoziation der genitalen
Karzinome (n=4) mit HPV betrug 100 %, die der oropharyngealen (n—6) Neoplasien
66,7 %.

Sample ID: Mu7 Sample ID: Mu28 Sample ID: Md40
® @ e ’ @ ® L
) - -‘ /’ 5]
1
@ @ @

Abbildung 16: Ergebnisse der HPV LCD-Arrays fiir die Praparate Mu7, Mu28 und Md40.

3.4.5 Nachweis mykobakterieller DNA

Die Untersuchung der DNA aus den Tuberkulose-Praparaten erfolgte mittels Hybridisie-
rung auf MYCO Direct 1.7 LCD-Arrays. Fiir 13 der 14 getesteten Tuberkulose-Préparate
konnten vorher DNA-Fragmente mit einer Lange von 126 bp bzw. 225 - 265 bp ampli-
fiziert werden. Lediglich die DNA des Praparates Ni34 ergab keine PCR-Produkte. In

allen amplifizierbaren Proben konnte mykobakterielle DNA nachgewiesen werden. Dabei
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handelte es sich entweder um DNA des Mycobacterium tuberculosis-Komplexes (MTUB),
Mycobacterium avium-Komplexes (MAC) oder Mycobacterium other than tuberculosis-
Komplexes (MOT). MTUB konnte viermal detektiert werden, davon zweimal in Kombi-
nation mit MOT. Zusétzlich dazu wurde MOT noch in acht weiteren Préaparaten nach-
gewiesen. MAC fand sich nur im Priparat Ke3. Eine Ubersicht gibt Tabelle 14.

Praparat ‘ DNA amplifizierbar ‘ Mykobakterium-Spezies

Lu7.2 + MOT
Lu30/10 + MOT
Lul24 + MTUB
Lul45 + MTUB, MOT
Lul80 + MOT
Lu2l7 + MTUB
Kn322 + MOT
Ni34 ; -
Ni250 + MOT
Mil33 + MOT
Thy3 + MOT
Ke3 n MAC
Gf122 + MTUB, MOT
wGt200 + MOT

Tabelle 14: Ubersicht iiber Spezies-Zuordnung der isolierten mykobakteriellen DNA.

Wie bei den HPV-Arrays konnen auch hier alle Reaktionen als verwertbar angesehen
werden, da die vom Hersteller bereitgestellten drei Kontrollpunkte pro Array jeweils

positiv wurden (Beispiel-Arrays siehe Abb. 17).
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Abbildung 17: Ergebnisse der MYCO Direct 1.7 LCD-Arrays fiir die Préaparate Lu7.2,
Lul24 und Ni250.
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Sequenzierung des pncA Gens. Vier unserer Tuberkulose-Préparate (Lul24, Lul45,
Lu217 und Gf122) kamen aufgrund ihrer Positivitat fiir den MTUB-Komplex fiir die
Sequenzierung des pcnA-Gens in Frage. Dabei war fiir die Prédparate Lul24, Lu2l17
and Gf122 die PCR erfolgreich. Die DNA des Praparates Lul45 konnte im PyroMark-
Instrument nicht amplifiziert werden. In keiner der drei amplifizierbaren Proben zeigte
sich die fragliche Mutation im Nukleotid 169 (C>G). Somit konnte M. bovis fiir diese

drei Praparate ausgeschlossen werden.

3.5 Ubersicht iiber die Untersuchungsergebnisse

Eine detailierte Ubersicht iiber die Untersuchungsergebnisse getrennt nach Tumor- und

Infektionspréaparaten zeigen die Tabellen 15 und 16.
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Molekulargenetische Ergebnisse der Tumorpriaparate

Nr. Originale Bezeichnung ‘ DNA-Menge [ug] ‘ A260/A280 ‘ Gen ‘ Amplif. ‘ Sequenz. ‘ Immun. ‘ IRS ‘ Validierte Diagnose
Neb ) it Metast - Vi ti
1 | Nn28 ¢ enmerer.z m ) crastasen et 3,81 1,56 EGFR + wt Hmentn Metastase eines Lungensarkom
nes Bronchialkarzinoms AE1/AE3
Vimentin
2 | Lul76 Bronchialkarzinom 2,73 1,48 EGFR + wt AE1/AE3 Lungensarkom
TTF-1
B hialkarzi hroni- TTF-1
3 | Lutp | Dronchialkarzinom und chroni 5,78 1,44 EGFR + wt Bronchial-Ca
sche Pneumonie AE1/AE3
Metastase eines Bronchialkarzi- EGFR + wt TTF-1
4 | Nn23 1,53 1,31 i ial-
n oms BRAF n wt AE1/AE3 Metastase eines Bronchial-Ca
Metastase eines Bronchialkarzi- TTF-1
5 | Hel46 o ronchatiar 2,15 1,51 EGFR - - Metastase eines Bronchial-Ca
noms CD56
6 | Da236 Karzinom des Colon transver- 11,97 1,54 KRAS + G12D Kolon-Ca
sum
7 | Da274 Stenosierendes Kolonkarzinom 6,78 1,38 KRAS + wt Kolon-Ca
8 | ZNS33 Glioblastoma multiforme 22,77 1,31 MGMT - - Glioblastom
9 | ZNS270 | Glioblastoma multiforme 2,39 1,44 MGMT - - Glioblastom
10 | ZNS212 | Stiftgliom 1,81 1,37 MGMT - - GFAP Pilozystisches Astrozytom
11 | Dal83 Metastase eines Melanosarkoms 6,95 1,35 BRAF + wt Metastase eines malignen Me-
lanoms
12 | Ht60 Melanosarkom des Fufsriickens 11,45 1,63 BRAF + wt malignes Melanom
13 | Ht13 Kutanes Melanom 5,5 1,67 BRAF + V600E malignes Melanom
14 | HT9b Melanomalignom 10,09 1,44 BRAF + V600E malignes Melanom
15 | WGt45 | Melanosarkom-Metastasen 3,41 1,21 BRAF - - Metastase eines malignen Me-
lanoms
16 | Ht15b Malignes Melanom 3,07 1,51 BRAF + wt malignes Melanom



17 | Ht3 Melanosarkom 13,23 1,48 BRAF + wt malignes Melanom
18 | Htlba Melanosarkom 0,25 1,51 BRAF + wt malignes Melanom
19 | Ht32 Melanosarkom am Ohr 3,55 1,43 BRAF + wt Plattenepithelkarzinom
Tabelle 15: Ergebnisse der molekulargenetischen, histologischen und immunhistologischen Untersuchungen an den Tumorpréiparaten. Kursiv hervorgehoben wurden
die neu-validierten geénderten Diagnosen. (Ca ...Karzinom, A260/A280 ... DNA-Reinheit, Amplif.. ... Amplifizierbarkeit, Sequenz. ... Sequenzierung,
Immun. ...Immunhistologie)
Molekulargenetische Ergebnisse der Infektionspraparate
Nr. Originale Bezeichnung ‘ DNA-Menge [ug] ‘ A260/A280 ‘ Untersucht auf ... | Amplif. | Nachweis von ...
1 | WGt151 | Zervixkarzinom 2,19 1,12 HPV + HPV Typ-16
2 | mGt26 Peniskarzinom 22,63 1,44 HPV + HPV Typ-16
3 | Mu28 Lippenkarzinom 0,17 1,13 HPV + HPV Typ-16
4 | Mu7 Oberkieferkarzinom 1,94 1,53 HPV + HPV Typ-16 (schwach)
5 | Md40 Karzinom des Zungengrundes 1,8 1,47 HPV -+ HPV Typ-16
6 | Mul7 Karzinom der Lippe 6,22 1,53 HPV + -
7 | Mul0 Kieferkarzinom 0,98 1,52 HPV + HPV Typ-16 (schwach)
8 | Mu37 Lippenkarzinom 2,79 1,54 HPV + -
9 | Mu3l Zungenkarzinom 3,3 1,49 HPV - -
10 | mGt103 | Peniskarzinom 21,15 1,66 HPV + HPV Typ-16
11 | mGt91 Peniskarzinom 5,98 1,56 HPV + HPV Typ-16
12 | Ni34 Nierentuberkulose 1,25 1,92 Mykobakterien - -
13 | Mil33 Miliartuberkulose der Milz 7,14 1,36 Mykobakterien + MOT
14 | Ke3 Tuberkulose im Kehlkopf 1,01 2,09 Mykobakterien + MAC
15 | Thy3 Tuberkulose im Thymus 1,79 1,75 Mykobakterien + MOT
16 | Gf122 Thrombose der Vv. iliacae et V. cava inf. 1,09 1,95 Mykobakterien + MTUB, MOT
bei Lymphknotentuberkulose
17 | Lu7.2 Kaésige Pneumonie und Aussaat beim 4,13 1,5 Mykobakterien -+ MOT
Kind
18 | Lul24 Tuberkulose-Empyem 4,43 1,7 Mykobakterien + MTUB




19 | Lul4b Steinhauerlunge / Oberlappen- 0,98 1.95 Mykobakterien + MOT, MTUB
Tuberkulose

20 | Lu30/10 | Tuberkulose 1,81 1,72 Mykobakterien -+ MOT

21 | Kn322 Ausgedehnte kiisige Tuberkulose der Wir- 1,41 1,7 Mykobakterien + MOT
belsaule

22 | wGt200 | Tuberkulose des Uterus und der Vagina 1,09 1,61 Mykobakterien + MOT

23 | Lul80 Grofsknotige Miliartuberkulose 41 1,56 Mykobakterien -+ MOT

24 | Ni250 Kasige Tuberkulose des Nierenparenchyms 0,14 2,15 Mykobakterien + MOT

25 | Lu217 Kavernos-zirrhotische Tuberkulose 3,25 1,69 Mykobakterien -+ MTUB

Tabelle 16: Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchungen an den Infektionspraparaten. (A260/A280 ...DNA-Reinheit, Amplif.

... Amplifizierbarkeit)
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Da nur noch weniger als 20 pathologische Universitdtssammlungen in Deutschland exis-
tieren [52], ist die aktive Erhaltung der verbliebenen Sammlungen zu Lehr- und For-
schungszwecken sowie aus wissenschaftshistorischen Griinden erstrebenswert. Die vorlie-
gende Arbeit zeigt, dass die Offnung dieses groken Fundus an menschlichem Material fiir
histologische und molekulargenetische Untersuchungen einen realistischen Weg darstellt,

die Existenzberichtigung solcher Sammlungen in der heutigen Zeit zu begriinden.

4.1 Ausgewihlte Priparate und Krankheitsentititen

In die vorliegende Studie wurden 44 Praparate der Klassen ,,Tumorpréparate” und ,In-
fektionspraparate aufgenommen. Anhand der Auswahl der Préparate wird deutlich,
dass der Bestand einer pathologischen Sammlung einen Bogen von historisch relevan-

ten Krankheiten zu aktuell weit verbreiteten Pathologien spannen kann'!,

Herz- & Kreislauferkr. 9.85 Chron. isch. Herzkrank. 8.4
Altersschwaeche 8.76 Lungen- & Bronchialkrebs | 7
Pneumonie 8.69 Herzinfarkt 6.4

(¢ Tuberkulose > 8.45 Herzinsuffizienz
Brechdurchfall — 8.1 COPD

0 10 0
Anteil [%] Anteil [%)]

3.8

3.6

(A) (B)

Abbildung 18: Die fiinf hdufigsten Todesursachen 1916 (A) und 2014 (B) unter Ménnern
in Deutschland im Vergleich (rot markiert ... Vertreter dieser Entitét fan-
den Eingang in diese Arbeit), nach (A) [9], S. 478f. und (B) [2].

Innerhalb der letzten 100 Jahre wurden Infektionskrankheiten als haufige Todesursache
immer mehr durch Tumorleiden abgelost (siehe Abb. 18). So stehen maligne Erkran-
kungen heute an zweiter Stelle der haufigsten Todesursachen in Deutschland [19]. Drei

der héufig zum Tode fithrenden Krebserkrankungen fanden Eingang in diese Arbeit!2.

"Diese Aussage bezieht sich auf die gesellschaftliche Relevanz von Krankheitsentitéiten in der Region
der Sammlung. In anderen Regionen der Erde konnen selbstverstandlich andere Verbreitungsmuster
vorliegen.

2Die zehn hiufigsten Krebs-Todesursachen nach Prim#rorgan sind: | Lunge & Bronchien (19,5 %)

)

Mamma (7,7 %), | Kolon (7,3 %) |, Pankreas (7,2 %), ohne Lokalisationsangabe (4,2 %), Leber &
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Wie aus Abb. 18 ersichtlich, finden sich in dieser Studie jeweils Vertreter der haufigs-
ten Todesursachen von Méannern in Deutschland im Jahre 1916 (Tuberkulose) und 2014
(Lungen- und Bronchialkrebs). Es wird deutlich, dass in einer pathologischen Samm-
lung, auch wenn sie aus der ersten Halfte des vorherigen Jahrhunderts stammt, aktuell
relevante Erkrankungen erforscht werden kénnen. Ebenfalls eignet sich eine historische
Sammlung zur Exploration der heute seltener gewordenen Pathologien wie der Tuber-
kulose, da sie aufgrund ihres Entstehungszeitraumes weit mehr Préparate in spéteren

Krankheitsstadien, als gliicklicherweise heutzutage tiblich, enthélt.

4.2 Makroskopische Bearbeitung der Praparate

Die Restauration der verwendeten pathologischen Feuchtpriaparate erfolgte unter der
Mafgabe, sie wieder einer fachlichen Offentlichkeit zugénglich zu machen. Bei der Auf-
arbeitung historischer Praparate muss eine Balance zwischen FErhalt des historischen
Zeugnisses und Anpassen des Prdparates an moderne Standards gefunden werden. Aus-
driickliches Ziel dieser Arbeit war es, die alten Préparate nach modernen medizinischen
und asthetischen Standards aufzuarbeiten, um den Studierenden und Forschern den Um-
gang mit ihnen zu erleichtern. Dazu wurden die alten Gléser beibehalten, die schwarzen
Rahmen jedoch durch durchsichtige Plexisglasscheiben ersetzt. Weiterhin ersetzen nun
gedruckte Schilder die alten (teils handschriftlichen und fiir in Siitterlinschrift Ungeiibte

schwer lesbare) Beschriftungen.

4.2.1 Auswirkungen der Biopsieentnahme auf den Gesamteindruck

Die Zahl der Praparate in pathologischen Sammlungen ist endlich und diese sind oft
nicht mehr zu ersetzen'®. Daher sollte die Forschung an Sammlungspriparaten bedacht
erfolgen, um moglichst viel Material fiir kommende Generationen zu erhalten. Aufser-
dem darf durch die Biopsieentnahme das duféere Erscheinungsbild des Préparates nicht
zerstort werden. Daher erfolgte die Entnahme an nicht direkt ersichtlichen Stellen, die
die entsprechende Pathologie trotzdem erfassen. Bei diesem Vorgehen besteht jedoch die
Gefahr, eine nicht-reprasentative Stelle des Prédparates zu treffen und so eventuell in
der Histologie falsch-negative Ergebnisse zu erzielen. Dies konnte eine Erklarung fiir die

fehlenden Tumorzellen in den Praparaten wGt151 und Da274 sein.

intrahepatische Gallenwege (3,3 %), Rektum (3,3 %), und Harnblase (2,5 %) [2].
Vertreter der rot-markierten Entitéten fanden Eingang in diese Arbeit.

137um einen, weil sich aufgrund des medizinischen Fortschritts bestimmte Krankheitsstadien nur noch
sehr selten ausbilden, zum anderen aufgrund der riickldufigen Sektions- und Préaparationskultur.
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4.3 (Immun-)histologische Diagnoseverifizierung
4.3.1 Notwendigkeit der Diagnoseverifizierung

Am Anfang von Forschung und Lehre mit alten Sammlungspréparaten muss die histo-
logische Diagnoseverifizierung stehen, damit die weitere Arbeit mit dem Praparat nicht
auf einer heute unhaltbaren Grundannahme fufst. Von den hier untersuchten 44 Préipa-
raten mussten drei aufgrund der Histologie in ihrer Diagnose abgeéndert werden. Dies
entspricht einer Quote von rund 7 % und zeigt die Dringlichkeit der vorhergehenden
Diagnoseverifizierung. Auch andere Autoren konnten zeigen, dass Praparate in patholo-
gischen Sammlungen in der Mehrzahl der Fille zwar nach heutigen Standards ,richtig”
klassifiziert sind. Jedoch finden sich in nicht zu vernachléssigender Zahl immer wieder
einzelne Praparate mit abweichenden Bezeichnungen.

Dies fiel schon 1926 Herbert Fox sowie seinem Nachfolger Poston bei ihren Untersu-
chungen an originalen Lymphom-Préparaten von Thomas Hodgkin auf (siehe dazu auch
Kapitel 1.3.2 auf Seite 17) [68,88]. Deren Befunde sind exemplarisch fiir den Fortgang der
Medizin und die Notwendigkeit, Diagnosen an aktuelle Standards anzupassen. Als Hodg-
kin 1832 seine Préparate vorstellte, verzichtete er auf histologische Untersuchungen [44].
Auch als 1865 der Name Hodgkin’sche Krankheit von Samuel Wilks vorgeschlagen wur-
de, wurden keine histologischen Untersuchungen angefertigt [101]. Die Unterscheidung
in Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphom wurde mikroskopisch erst zu Beginn des 20.
Jahrhunderts durch Reed und Sternberg eingefiihrt [69,86], so dass eine Einordnung in
diese Klassen vorher nicht moglich war und damit von den heutigen Nutzern einer Samm-
lung nachtréglich getroffen werden muss. Sedivy und Patzak untersuchten elf Pankreas-
Préparate mittels H&E-Farbung und konnten vier Préparaten neue Diagnosen zuordnen.
Dies entspricht einer Quote von sogar 36 %4

In Zusammenschau mit unseren Befunden verdeutlichen diese Beispiele die Notwendig-
keit, abweichend diagnostizierte Préparate bei einer ersten histologischen Sichtung zu
finden und umzubenennen. Nur so kénnen nachfolgende Schritte gezielt und korrekt
ausgefiihrt werden und es ist weiterhin eine nach heutigem Wissen korrekte Lehre fiir

Studenten moglich.

“In zwei Fallen (MN 1937 und MN 1943) handelte es sich um duktale Adenocarcinome, wobei die
originalen Diagnosen eine nicht-maligne Pathologie ausgaben (Originale Diagnosen lauteten MN 1937:
Hydrops ductus Wirsinguani und MN 1943: Cystadenoma pancreatis). In zwei weiteren Fillen hielten
die Autoren einen neuroendokrinen Tumor (MN 3494, Originale Diagnose: Carcinoma solidum capitis
pancreatis subsequente hydrope ductus Wirsungiani) sowie einen solid-pseudpapilldren Pankreastumor
(MN 2757, Originale Diagnose: Carcinoma scirrhosum capitis pancreatis) fiiv die wahrscheinlichste
Diagnose. Beide Pathologien waren zum Zeitpunkt der Praparatherstellung noch nicht beschrieben
[80].
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4.3.2 Durchfiihrbarkeit histologischer Farbungen

H&E-Schnitte. Histologische Untersuchungen im H&E-Schnitt konnten in dieser Stu-
die in einer guten Qualitat durchgefiithrt werden. Lediglich die mikroskopische Struktur
des Préaparates wGt200 war schlecht bis gar nicht erhalten. Von diesem Préparat ist der
Entstehungszeitraum nicht bekannt. Es zeigte sich jedoch auch bei den Préaparaten mit
bekannten Fixierzeitpunkten keine Korrelation zwischen Alter der Préaparate und Quali-
tat der histologischen Schnitte. Unsere Beobachtungen iiber die erstaunlich gut erhaltene
mikroskopische Struktur der alten Sammlungspraparate teilen auch Rocken et al. Ledig-
lich das &lteste ihrer 23 Amyloidose-Préiparate wies schlecht erhaltene Gewebe- und Zell-
grenzen auf [72]. Auch Poston bestétigt die durchgéngig zufriedenstellende Qualitit der
H&E-Schnitte in den Hodgkin-Praparaten aus der ersten Hélfte des 19. Jahrhunderts |68].
Die Einschéatzung, dass Sammlungspréparate sehr gut mittels H&E-Farbung histologisch
beurteilt werden konnen, teilen auch Sedivy und Patzak. In ihren elf Pankreas-Préparaten
im Alter von 109 - 188 Jahren stellten sie lediglich leichte autolytische Verédnderungen
sowie Abschuppungen des Endothels fest. Abgesehen davon war die organische Struktur
gut erhalten [80]. Interessanterweise fanden Barne et al. in Préparaten der Hunterian
Collection in London aus dem 18. Jahrhundert ebenfalls eine gut erhaltene histologische
Struktur, obwohl diese Préparate wahrscheinlich ausschliefslich in Ethanol und nicht in
Formalin gelagert worden waren [17].

Unsere Untersuchungen sowie die beispielhaft erwédhnten Studien ermutigen, alte Samm-
lungspréaparate mittels H&E-Farbung histologisch zu untersuchen. Es kann im Vorhinein
davon ausgegangen werden, dass in einem Grofsteil der Préparate die mikroskopische
Struktur eine Beurteilung in zufriedenstellendem Ausmafs erlauben wird und die Miihe
der histologischen Aufarbeitung im Hinblick auf die Diagnoseverifizierung daher lohnend

ist.

Ziehl-Neelsen- und Gram-Farbungen. In keinem der untersuchten Tuberkulose-Prapa-
rate liefen sich mit diesen histologischen Farbungen Mykobakterien darstellen. Dies kann

mehrere Ursachen haben:

e Die Biopsien enthielten keine Bakterien (eventuell wurde mit der Biopsie eine nicht-

repriasentative Stelle getroffen, siehe dazu auch Kapitel 4.2.1 auf S. 70).

e Die Integritdt und damit die Anfarbbarkeit der Bakterien ist durch die Fixier- und

Lagerungsbedingungen zerstort worden.

Obwohl die Ziehl-Neelsen-Farbung speziell zur Anfarbung von séurefesten Stdbchen ent-
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wickelt wurde, stellt sie — insbesondere verglichen mit molekulargenetischen Methoden
— keine zuverlissige Nachweismethode fiir Mykobakterien dar!®. Noch schwieriger ist
das Anfiarben von Mykobakterien mit der Gram-Farbung, da die verwendeten Farbstoffe
nur schwer durch die mit Mykolsduren angereicherte Zellwand der Mykobakterien drin-
gen [89]. Jedoch erfordern beide Féarbungen eine erhaltene Integritdt der Zellwand, da
sonst die Farbstoffe nicht im Bakterium bleiben und dieses sich folglich nicht darstellen
lasst. Da sich molekulargenetisch mykobakterielle DNA nachweisen liefs und auferdem
histologisch in fast allen Préparaten Tuberkulose-typische Strukturen zu finden waren,
ist ein reines Fehlen von Bakterien nicht anzunehmen (siehe dazu Kapitel 3.4.5 auf S. 63).
Somit ist es wahrscheinlicher, dass die Zellwand der vorhandenen Mykobakterien durch
die genutzten Fixier- und Konservierungslosungen sowie die lange Lagerungsdauer zer-
stort wurde und sich diese daher durch die ohnehin schon zu falsch-negativen Ergebnissen
neigenden Farbemethoden nicht mehr darstellen liefsen. Dafiir spricht auch die allgemein
anerkannte tuberkulozide Eigenschaft von Formalin, welches fiir die in vitro Desinfektion
gegen Mykobakterien eingesetzt werden kann [51]. Obwohl die bakterizide Effektivitét

t16 wird von einigen Au-

von Formalin gegeniiber Mykobakterien noch immer unklar is
toren bereits eine Lagerung des tuberkulosen Materials in 10 % Formalin iiber 24 h als
ausreichend zur Abtétung der Bakterien angesehen [42]. Daher scheint bei einer Lagerung
von mehreren Jahrzehnten in Formalin- und Ethanol-haltigen Losungen ein vollstéandiges
Absterben und konsekutives Zersetzen der Bakterien wahrscheinlich.

Diese Annahme wird auch durch Ergebnisse von Walker und Baron unterstiitzt. Sie
untersuchten ventrikuldre und Gsophageale Ulcera-Préaparate aus dem 18. Jhr. mittels
H&E-Farbung auf Helicobacter-dhnliche Organismen. Obwohl alle Praparate histologisch
auffillig gut erhalten waren, lieffen sich in keinem der Préparate Helicobacter-dhnliche
Organismen darstellen [93]. Aufgrund der negativen Férbeergebnisse sowie bereits pu-
blizierter Beobachtungen von Kappel et al., wonach Mykobakterien nach einer Lagerung

von drei Tagen in Formalin nicht mehr anziichtbar waren, verzichteten wir auf eine Kul-

tivierung von Mykobakterien aus den alten Sammlungspréparaten [51].

4.3.3 Durchfiihrbarkeit immunbhistologischer Farbungen

Im Gegensatz zu den histologischen Farbungen brachten die immunhistologischen Unter-

suchungen nur einen geringen Erkenntnisgewinn. Lediglich die Farbungen gegen Vimen-

5Siche dazu z. B. Zink et al. 2004: Von den 20 Proben (Formalin-fixierte und Paraffin-eingebettete
Gewebeblocke), in welchem sich molekulargenetisch Mycobacterium-complex-DNA nachweisen lieR,
zeigten nur acht positive Farbeergebnisse in der Ziehl-Neelsen-Féarbung [106].

!6Giehe dazu die Literaturrecherche von Kappel et al. [51].
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tin und GFAP erbrachten tiberhaupt positive Ergebnisse. Dies steht im Einklang mit
mehreren Arbeiten, die zeigten, dass antigene Bindungsstellen empfindlich gegeniiber
den iiblichen Fixier- und Konservierungsmitteln Formalin und Ethanol sind. Eine Lage-
rung in diesen Substanzen von wenigen Wochen kann bereits zu falsch-negativen immun-
histologischen Ergebnissen fiihren [61,98,99]. Problematisch fiir die immunhistologische
Untersuchung alter Sammlungspréaparate ist aufserdem die Verdnderung der antigenen
Bindungsstellen durch autolytische Prozesse bei verzogert einsetzender Fixierung [57].
Zusatzlich stellten wir bei unseren positiven Schnitten eine deutlichere Hintergrundfér-
bung als bei immunhistologischen Schnitten aus frischen Préparaten fest.

Diese Beobachtung ist konsistent mit Aussagen von Rocken et al. und deren immun-
histologischen Untersuchungen an alten Amyloidose-Praparaten. Dort konnte bei den
untersuchten Farbungen u. A. gegen AA-Amyloid eine Positivitdt in 19 von 23 Prépa-
raten detektiert werden [72|. Die hohe Erfolgsquote immunhistologischer Farbungen in
alten Sammlungspréaparaten bei Rocken et al. steht im Gegensatz zu weniger ermutigen-
den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. Poston detektierte in seinen Untersuchungen
an den originalen Hodgkin-Praparaten lediglich eine Positivitat fiir Farbungen mit Leu-
M1-Antikoérpern, nicht jedoch fiir PD7/27- und CAMS5.2-Antikorper. Er schloss, dass
Kohlenhydrat-haltige antigene Bindungsstellen (wie die antigene Struktur fiir den Leu-
M1-Antikorper) unempfindlicher gegeniiber Fixierungsmitteln und Lagerungsbedingun-
gen sind als eiweifthaltige Strukturen (wie die antigenen Bindungsstellen der anderen
von ihm getesteten Antikorper) [68]. Allerdings kann die Zusammensetzung des Anti-
gens nicht der einzige Einflussfaktor auf die Haltbarkeit antigener Strukturen in alten
Sammlungspriaparaten sein, da z. B. GFAP eine proteinhaltige Struktur ist und trotz-
dem hervorragende Farbeergebnisse in unserer Studie sowie auch bei Lyck et al. lieferte.
Lyk et al. untersuchten Gewebe von unterschiedlich lange in Formalin gelagerten Ge-
hirnen mit 29 verschiedenen Antikorpern. 20 Antikorper zeigten in Geweben, welche 24
h in Formalin gelagert wurden, eine positive Reaktion, aber in 10 Jahre in Formalin
gelagerten Proben negative Farbungen. Konsistent zu unseren Ergebnissen erwies sich
jedoch GFAP als ein besonders robuster immunhistologischer Marker, welcher auch nach
10 Jahren noch ein Férbeergebnis von 3/4 erbrachte [56]. Sowohl Lyck et al., Rocken
et al. als auch wir nutzten im Gegensatz zu Poston vorgeschaltete antigene Riickgewin-
nungsverfahren (antigene retrieval methods), um die Ausbeute der immunhistologischen
Farbungen zu erhéhen. Diese Verfahren, wie die in dieser Studie verwendete hitzeinduzier-
te Epitopdemaskierung (HIER), tragen besonders zur Wiederherstellung der Sekundér-

und Tertifirstruktur nach Quervernetzung der Proteine beil!” und scheinen daher eine

"Siehe dazu z.B. [1].
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sinnvolle Mafsnahme vor der immunhistologischen Farbung archivierter Gewebe zu sein.
Insgesamt lasst sich jedoch feststellen, dass bisher keine Methodik besteht, alte patho-
logische Feuchtpriaparate unter zuverlassigem Ausschluss falsch-negativer Ergebnisse im-
munhistologisch zu untersuchen. Zusétzlich sind auch falsch-positive Farbeergebnisse auf-
grund der stirker ausgeprigten Hintergrundfarbung eine Gefahr. Damit ist die Aussa-
gekraft immunhistologischer Untersuchungen in pathologischen Feuchtpriaparaten zum

jetzigen Zeitpunkt begrenzt.

4.4 Erfolg der molekulargenetischen Untersuchungen
4.4.1 Isolierbarkeit von amplifizierbarer DNA

Aus allen 44 Préparaten konnte mittels Proteinase K-Verdau und Phenolchloroform-
/Ethanolféllung DNA isoliert werden. Die isolierte DNA wies meist Reinheits-Werte un-
terhalb des optimalen Bereichs von 1,8 - 2,0 (A260/A280) auf, so dass von einer deut-
lichen Verunreinigung der DNA mit Eiweiflen ausgegangen werden kann. Dies kann mit
grofter Wahrscheinlichkeit auf die Formalin-induzierten Quervernetzungen zwischen DNA
und Proteinen zuriickgefiihrt werden. Dabei unterschied sich die DNA der Tumorprépa-
rate, welche aus Kryoschnitten extrahiert wurde, hinsichtlich der Menge nicht von der
aus Paraffinschnitten isolierten DNA der Infektionspraparate. Allerdings zeigte sich ein
signifikanter Unterschied beziiglich der Reinheit, mit einer besseren Qualitit der aus

Paraffinschnitten gewonnenen DNA der Infektionspraparate.

Abhangigkeit der DNA-Menge und -Reinheit vom Priparatealter. Es lief sich keine
Korrelation zwischen Praparatealter und DNA-Menge oder -Reinheit feststellen. Dies gilt
allerdings mit der Einschrinkung, dass lediglich fiir rund 37 % der Tumor- und 25 % der
Infektionspréaparate das Alter bekannt war. Weiterhin wiesen beide Gruppen sowohl fiir
DNA-Menge als auch fiir die Reinheit eine grofe Standardabweichung auf, so dass die

Aussagekraft dieser Daten insgesamt gering ist.

Amplifizierbarkeit der isolierten DNA. Interessanter und bedeutungsvoller als die pure
Menge an DNA ist die Amplifizierbarkeit, da diese fiir weiterfiihrende Untersuchungen
unerlésslich ist. Die durch Formalin herbeigefiihrte Quervernetzung und Degradierung der
DNA schrankt ihre Amplifizierbarkeit erheblich ein. Gilbert et al. wiesen darauf hin, dass
die erhdhte Zufuhr von thermaler Energie (entweder mittels verlangerter Inkubationsdau-
er oder hoheren Temperaturen) zu einem verstirkten Aufbrechen von Quervernetzungen

fiihrt und somit die Menge an amplifizierbarerer DNA erhohen kann. Allerdings fiihren
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Temperaturen iiber 85 °C zu einer verstiarkten Fragmentierung der DNA [38]. Daher
entschieden wir uns fiir eine verlangerte Verdau-Dauer iiber insgesamt 72 h bei 56 °C,
dhnlich einem erfolgreichen Protokoll von Paireder et al. [66]. Es zeigte sich, dass mit
unserer Methodik die Vervielfialtigung von DNA-Sequenzen zwischen 125 bp - 450 bp in
38 von 45 Féllen gelang (siehe Tabelle 13 in Kapitel 3.4.2). Da sich in den Testdurchlau-
fen vor Beginn der eigentlichen Studie oftmals nach dem ersten PCR-Durchgang meist
nur schwache Banden in der Gelelektropheorese darstellten, entschieden wir uns generell,
eine verschachtelte PCR mit zwei Durchgéngen durchzufiihren. Dieses Verfahren erwies
sich als erfolgreich in der Herstellung von ausreichenden Mengen an PCR-Produkt.

Allerdings wurde im Falle der MGMT-Methylierungsuntersuchungen an den ZNS-Prépa-
raten keine Reamplifizierung durchgefiihrt. Dies konnte eine Ursache fiir die erfolglose
Amplifizierung der DNA aller drei ZNS-Praparate sein. Jedoch ist fraglich, ob eine Re-
amplifizierung an den Gliom-Préparaten zum Erfolg gefiihrt hiatte. Gehirn- und Riicken-
marksgewebe ist aufgrund seines hohen Fettgehaltes besonders empfindlich gegeniiber
einer Fixierung mit Formalin. ZNS-Préparate aus alten Sammlungen sind daher fiir mo-
lekulargenetische Untersuchungen nur schwer verwertbar. Beispielsweise konnten Ferrer
et al. zeigen, dass sich Punktmutationen, Tripletvervielfaltigungen oder Deletionen in Ge-
hirngewebe, welches mehrere Jahre in ungepuffertem Formalin gelagert wurde, nahezu
unmoglich noch detektieren lassen [35]. Jedoch konnten Savioz et al. aus bis zu 46 Jah-
re alten, Formalin-gelagerten Gehirnen amplifizierbare DNA isolieren. Dies gelang ihnen
mit einer besonders schonenden Agarose-Plug-Technik, welche eine weitere Degradierung
der DNA withrend des Isolierungsvorganges vermeidet [75]. Auch Hassani et al. konnten
amplifizierbare humane sowie virale DNA aus bis zu 22 Jahre alten Gehirnpraparaten
gewinnen. Dies gelang ihnen unter Verwendung hoher Proteinase K-Mengen sowie einer
Verdau-Dauer von 68 h. Zusétzlich fiihrten sie eine 6-10malige Waschung der Proben in
PBS vor der Inkubation mit Proteinase K durch, um die Gewebe so weit wie moglich von
Formalin zu befreien [43|. Allerdings fiihrten auch sie, ebenso wie Savioz et al., nach der
PCR keine weiterfithrenden Untersuchungen durch, so dass die Eignung von DNA aus

Hirngewebe fiir umfassende molekulargenetische Methoden weiterhin fraglich erscheint.

Vergleich zu vorhergehenden Studien. Einen Uberblick iiber bisher durchgefiihrte
DNA-Isolierungsmethoden an alten Sammlungspréparaten zeigt Tabelle 17. In der Zu-
sammenschau mit unseren Ergebnissen ldsst sich feststellen, dass amplifizierbare DNA
aus Sammlungspraparaten des 20. Jahrhunderts mittels Proteinase K-Verdau und Phenol-
chloroform-Féllung sicher isoliert werden kann. Dabei erhélt man in der Regel - verglichen

mit Frischproben - zwar geringere Mengen an fragmenierter und leichtgradig verunrei-
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nigter DNA| welche sich jedoch gut in einer verschachtelten PCR, vervielfaltigen lésst.
Eine verlangerte Verdau-Dauer, mindestens jedoch 24 h, sowie eine leicht erhdhte Inku-
bationstemperatur wirken sich dabei positiv auf die DNA-Isolierung aus.

Neben der hier verwendeten manuellen Phenol-Chloroform-Extraktion mit Ethanolfal-
lung kénnen auch verschiedene kommerziell verfiighare DNA-Extraktionskits zur DNA-
Isolierung aus Formalin-fixiertem Gewebe genutzt werden. Diese Kits isolieren DNA aus
Formalin-fixierten Proben in unterschiedlicher Quantitdt und Qualitdt, werden jedoch
vor allem zur DNA-Isolierung aus nur kurzfristig in Formalin fixierten und anschliefsend

in Paraffin eingebetteten Patientenproben verendet [49].

Methode Alter Ablauf DNA-Menge [ug] Reinheit Ampl.
[Jahre] [A260/A280]
. Gewebemenge: 800 ug Prote-
Eigene 50- 112 | 60 Schnitte & inase K, 72h, Dhenolchloroform | o5 | o 7, 1,55 + 0,22 +
[47] 5 / Ethanol
10 pm 56 °C
1951: 2,4 £+ 0,9 1951: 1,5 £ 0,2
Paireder - P 1934: 1,4 1934: 1,7
2013 Gewebemenge: 3 5pg rote- Phenolchloroform 1914: 1,2 + 0,3 1914: 1,6 + 0,1
(CTAB 62-200 | 100mg inase K, 72h,  ‘mipanel 1893: 1893: — +
V7) [66] 65°C 1850: 1850: —
1820: 1820: —
100 png Pro-
Barnes Gewebemenge: teinase K, Phenolchloroform . .
2000 [17] | = 200 20 mg 24h, keine / Isopropanol keine Angabe keine Angabe +
Temp.-Angabe
Gewebemenge: 200 ng Prote-
Santos 19 5 Schnitte &  inase K, 24h, 1 penolchloroform |\, 1,55 +
2008 [73] 10 pim 55°C / Isopropanol
. 1000 pug Prote-
Hassani Gewebemenge: . Phenolchloroform . .
2015 [43] 2-22 500 mg ;rgaosce K, 68h, / Ethanol keine Angabe keine Angabe +
Gewebemenge: e 1954: 23,2 1,2
Savioz 200 mg (in 250-500 pg Auswaschung 1960: 45,12 4 25,32 | 1,33 4+ 0,21
3 - 46 Proteinase K der DNA aus =+
1997 [75] Agarose einge- 241, 50°C ’ Agarose-Gel 1975: 15,1 + 10,98 1,35 £ 0,19
bettet) ’ g 1993: 26 1,4
(1) Ubli-
he Phenol-
Ferrer ¢ (2) DNeasy® (3) QIAmp DNA . .
2007 [35] 10 - 20 ]Cahtl}?;gicl)fm/ Tissue Micro keine Angabe keine Angabe (+)
Isolierung

Tabelle 17: Ubersicht iiber vorherige molekulargenetische Untersuchungen an alten
Sammlungspraparaten.

Mogliche Kontamination durch eigene DNA. Alle Versuche wurden in einem mole-
kulargenetischen Arbeitslabor unter Beachtung iiblicher Vorsichtsmafnahmen (steriles
Werkzeug, Handschuhe etc.) durchgefiithrt, um eine Eigenkontamination zu vermeiden.
Wenn es der Versuchsaufbau zuliefs, fithrten wir die Versuche unter der Sterilbank durch.
Aufserdem fand die Aufarbeitung der Proben rdumlich getrennt von der PCR statt. Zu-
séitzlich lief in jeder PCR eine Negativkontrolle mit.
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4.4.2 Ergebnisse der Mutationsanalysen

Alle Mutationsanalysen wurden in zweifacher Ausfithrung durchgefiihrt und ein Ergeb-
nis wurde erst in diese Studie aufgenommen, wenn es in beiden Durchldufen sicher zu
detektieren war. Dieses Vorgehen war angezeigt, da zum einen keine Positivkontrollen in
Form von frischem Tumorgewebe durchgefiihrt wurden und zum anderen, um Formalin-
induzierte Sequenzfehler auszuschliefsen.

Von den insgesamt 15 amplifizierbaren DNA-Proben der Tumorpréparate konnte in allen
Fillen eine Sanger-Sequenzierung durchgefithrt werden.

Von den vier amplifizierbaren Praparaten, welche auf EGFR getestet wurden, zeigten
alle die Wildtyp-Sequenz.

Interessanterweise lief sich in einem der beiden Kolonkarzinome (Da236) die Mutation
KRASGI2D detektieren. KRAS-Mutationen fithren heute zu einem verminderten Anspre-
chen auf eine Therapie mit anti-EGFR-Antikérpern wie Cetuximab. In rund einem Drit-
tel aller KRAS-mutierten Kolonkarzinome findet man heute diese G12D-Mutation [26].
Grofsere Stichproben wéren nétig, um die Préavalenz dieser Mutation in fritheren Popula-
tionen verldsslich zu untersuchen und z. B. der Frage nachzugehen, ob diese Mutationen
als Reaktion auf neu eingefiihrte Therapien heute haufiger auftreten.

Auch in zwei der auf BRAF getesteten Melanom-Préaparaten fanden sich Mutationen.
In beiden Féllen (HT13 und Ht9) handelte es sich um die auch heute weit verbreitete
BRAFV60FE_Mutation. 37 - 50 % aller Melanome sind heutzutage im BRAF-Gen mutiert.
80 - 90 % dieser mutierten Tumore tragen dabei die BRAFY69%E_Mutation [55]. In der in
dieser Studie getesteten Stichprobe von neun amplifizierbaren Melanomen lag die Rate an
mutierten Melanomen mit 22 % deutlich darunter. Auch hier sind weitere Untersuchun-
gen notig, um eine abschliekende Aussage iiber die Haufigkeit von BRAF-Mutationen in

Melanomen im 20. Jahrhundert tatigen zu kénnen.

4.4.3 Ergebnisse der Erregernachweise

Alle Erregernachweise wurden in zweifacher Ausfiihrung durchgefiihrt und ein Ergeb-
nis wurde erst in diese Studie aufgenommen, wenn es in beiden Durchldufen sicher zu
detektieren war. Alle Hybridisierungs- und Sequenzierungergebnisse kénnen daher als
echt angesehen werden, da sie zum einen reproduzierbar waren und zum anderen nach

vorgeschaltetem UNG-Verdau detektiert wurden.

HPV. Von zehn der elf auf HPV getesteten Préparate liefs sich amplifizierbare DNA

isolieren. Davon waren alle vier genitalen Karzinome positiv flir HPV-Typ 16, ebenso
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wie vier der sechs oro-pharyngealen Karzinome. Neben HPV-Typ 16 konnten keine an-
deren HPV-Typen detektiert werden. Daher ist eine Kontamination der Praparate mit
HPV-DNA wihrend ihrer Lagerungszeit unwahrscheinlich, da diese verschiedene HPV-
Typen erwarten liese.

Der Nachweis des Karzinom-induzierenden HPV-Typ 16 in den genitalen Karzinomen
passt zur heute etablierten Theorie, dass HPV hauptverantwortlich in der Atiologie die-
ser Tumore ist [22]. Allerdings konnte auch in 66,7 % der oro-pharyngealen Tumore
HPV-DNA des Typ 16 detektiert werden. Humane Papillomaviren wurden erst in den
1970er Jahren entdeckt. Daher fehlen verlédssliche Daten iiber ihre Prévalenz in Kopf-
Hals-Tumoren in der ersten Hailfte des 20. Jahrhundert [107]. In einer schwedischen Stu-
die konnte in den 1970er Jahren eine HPV-Prévalenz in Kopf-Hals-Tumoren von 23 %
gefunden werden. Diese stieg bis in die 2000er Jahre auf bis zu 93 % an. Daher ist unsere
Quote von 66,7 % in Praparaten aus der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts bemerkens-
wert. Kopf-Hals-Tumore wurden im 20. Jahrhundert &tiologisch vor allem auf Alkohol
und Rauchen zuriickgefiihrt [67]. Erst seit einigen Jahren werden, auch aufgrund geén-
derter Sexualpraktiken, fiir die Entstehung dieser Karzinom-Gruppe verstarkt humane
Papillomaviren verantwortlich gemacht. Allerdings entstammten alle unsere Kopf-Hals-
Tumore der oro-pharyngealen Region, welche generell anfélliger fiir HPV als laryngeale
und hypopharyngeale Bereiche ist [27]. Daher weisen diese Karzinome im Allgemeinen
eine hohere HPV-Préivalenz als die Gesamtheit der Kopf-Hals-Karzinome auf [60]. Eine
generelle Aussage liber die HVP-Prévalenz in genitalen und oro-pharyngealen Karzino-
men in fritheren Populationen kann allein aus unseren Daten aufgrund der relativ kleinen
Stichprobe und des collection bias nicht getroffen werden. Jedoch sind unsere Befunde
interessant und regen zu einer weiteren Untersuchung auf HPV-DNA in Sammlungspra-

paraten an.

Mykobakterien. Aus 14 Tuberkulose-Praparaten liefs sich in 13 Féllen amplifizierbare
DNA isolieren. Vier unserer Proben (31 %) reagierten positiv fiir den MTUB-Komplex.
Dieser MTUB-Komplex erfasst verschiedene Spezies, unter anderem M. tuberculosis und
M. bovis'®. Klinisch ist eine Unterscheidung zwischen Infektionen mit beiden Bakterien
nicht moglich, jedoch lassen sie sich molekulargenetisch mithilfe der Sequenz im pcnA-
Gen differenzieren [83]. Das pncA-Gen codiert fiir das Enzym Pyrazinamidase, welches

das Antibiotikum Pyrazinamid in die eigentlich wirksame Variante Pyrazincarbonsiu-

BOb es sich bei diesen beiden Varianten um verschiedene Vertreter derselben Spezies oder zwei ei-
genstiandige Spezies handelt, ist immer wieder Gegenstand von Diskussionen und bis heute nicht
abschliefend geklirt [62].
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re umwandelt [105]. Klinisch kénnen Mutationen im pcnA-Gen in einer verminderten
Ansprechrate auf Pyrazinamid imponieren [105]. Weiterhin wird die Sequenz im pcnA-
Gen im klinisch-diagnostischen Alltag haufig zur molekulargenetischen Differenzierung
zwischen M. bovis und M. tuberculosis genutzt, da nur M. bovis im Nukleotid 169 die
Punktmutation C>G besitzt [83]. Fir 75 % der fraglichen Proben konnten mithilfe der
Sequenz im pcnA-Gen M. bovis ausgeschlossen werden. Zwar ist dies noch kein abschlie-
fender Beweis fiir das Vorliegen von DNA von M. tuberculosis, da der MTUB-Komplex
neben M. tuberculosis und M. bovis noch weitere Vertreter enthélt!?. Jedoch ist M. tuber-
culosis darunter der haufigste humanpathogene Vertreter [83|. Dies macht M. tuberculosis
gerade auch vor dem Hintergrund der fiir Tuberkulose typischen mikroskopischen und
makroskopischen Befunde sehr wahrscheinlich.

Das Praparat Ke3 zeigte als einziges eine positive Hybridisierung fiir den MAC-Komplex.
Vertreter des MAC-Komplexes losen in der Regel pulmonale Erkrankungen aus [76]. Je-
doch finden sich in der Literatur auch Falle von MAC-Infektionen des oberen Respirati-
onstraktes, inklusive speziell des Kehlkopfes (z. B. [94]).

Im deutlich groferen Teil unserer Tuberkulose-Préaparate fanden wir eine Positivitat fir
den MOT-Komplex, welcher mehr als 120 verschiedene Mykobakterien abdeckt [15]. In
zwei Préparaten (Lul4b und Gf122) fand sich eine Koinzidenz von MTUB und MOT.
Dieses parallele Auftreten ist nicht selten. Damaraju et al. fanden z. B. in 11 % ihrer
Patienten mit Lungentuberkulose eine parallele Besiedlung mit Vertretern des MOT-
Komplexes [29].

Die Uberlegenheit von MOT gegeniiber MTUB ist jedoch iiberraschend, da die typische
Tuberkulose des Menschen durch M. tuberculosis ausgelost wird und Vertreter des MOT-
Komplexes nicht zu Tuberkulose fithren. Jedoch kénnen diese Erreger in aller Regel Aus-
16ser fiir chronische Erkrankungen sein, welche der Tuberkulose sowohl makroskopisch als
auch mikroskopisch &hneln (z. B. indem sie auch verkésende Granulome mit Riesenzellen
auspréigen) [103]. Auch klinisch kénnen durch Vertreter des MOT-Komplexes ausgeloste
Infektionen #hnlich einer Tuberkulose verlaufen?’. Die iiberraschend hohe Privalenz von
MOT in unseren Proben muss vor dem Hintergrund zweier Einschriankungen in der Arbeit
mit pathologischen Sammlungsobjekten diskutiert werden: (1) collection bias (,,Samm-
lungsfehler”) und (2) Kontamination (siche dazu auch Kapitel 1.3.3 auf Seite 19). Da
zu keinem der MOT positiven Préaparate weitere Angaben bekannt waren, ist es durch-

aus denkbar, dass die vorhandenen Organe nicht von verschiedenen Patienten stammen.

19u. a. die Spezies M. africanun, M. microti, M.canettii and M. pinnipedi [83]

20Gie befallen vornehmlich Lunge, Haut, Weichteile und Knochen, kénnen jedoch in allen Organen des
Korpers auftreten. Auferdem fithren sie zu Schwiche, Gewichtsverlust, Nachtschweifs und bei Befall
der Lunge auch zu (blutigem) chronischen Husten [50].
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2L mit multiplem

Es ist moglich, dass sie zum Beispiel zwei verschiedenen Verstorbenen
Organbefall entnommen wurden. Dies wiirde erkldren, warum die eigentlich selteneren,
durch MOT ausgelésten Erkrankungen in unserer Stichprobe so iiberdurchschnittlich
héufig anzutreffen waren. Zum anderen muss aber jeder Erregernachweis in pathologi-
schen Préaparaten auch auf die Méglichkeit einer Kontamination tiberpriift werden. Da alle
Arbeiten in entsprechend angelegten Laboren und unter moglichst sterilen Bedingungen
durchgefiihrt wurden sowie aufgrund der mitgefiihrten Negativkontrollen, ist eine Konta-
mination wiahrend der molekulargenetischen Untersuchungen unwahrscheinlich. Vertreter
des MOT-Komplexes sind in unserer Umgebung jedoch allgegenwiéirtig [15] und eine Kon-
tamination mit ihnen wihrend der Lagerungszeit der Praparate ist durchaus denkbar und
nicht auszuschlieffen. Weiterhin sollte bedacht werden, dass auch heutzutage der blofe
Nachweis von MOT nicht mit einer tatsdchlichen durch MOT-ausgelosten Erkrankung
gleichzusetzen ist [50]. Tatséchlich detektieren heute viele Labore in westlichen Landern
eine weit hohere Inzidenz von Vertretern des MOT-Komplexes als des MTUB-Komplexes
fest. Jedoch liegt nur in 50 % dieser Félle eine wirkliche Infektion durch MOT-Vertreter
vor [50]. Allein durch unsere LCD Chip-Daten ist eine Unterscheidung zwischen einer
nachtréglichen Kontamination und einem ,echten” Erreger im Falle der MOT-positiven
Praparate nicht zu treffen. Dies zeigt umso deutlicher, dass die Untersuchungen an alten
Sammlungspréparaten mehrgleisig und die Diagnostik in Zusammenschau der verschie-

denen Befunde erfolgen sollte.

4.5 Schlussfolgerungen

Pathologische Sammlungen erlauben uns, die medizinischen Folgen fritherer Lebensum-
stdnde mit anderen Umwelt- und kulturellen Einfliissen zu studieren. Dieses Erforschen
historischer Gegebenheiten mit modernen Mitteln ist sonst eher naturwissenschaftlichen
Disziplinen wie z. B. der Archéologie vorbehalten. Dabei kann das Forschen in patholo-
gischen Sammlungen im Sinne einer Kénopathologie (griech.: kawrdg, kainos - neu) von
der Paleopathologie (griech.: Ilaawos, palaios - alt), welche sich mit friihzeitlichen pa-
thologischen Verdnderungen z. B. an Mumien befasst, abgegrenzt werden [79]. Allerdings
ist die Forschung in alten Sammlungsbestéinden mit einigen Problemen behaftet. Diese
stellen keinen Hinderungsgrund fiir moderne Forschung dar, der Wissenschaftler sollte

sich ihrer aber bewusst sein.

21Es muss sich im mindestens zwei Verstorbene gehandelt haben, da zwei komplette Lungen vorliegen.
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Zum einen muss in einer pathologischen Sammlung mit einem gewissen Anteil an falsch
klassifizierten Praparaten gerechnet werden. Eine histologische Diagnoseverifizierung ist
daher vor jedem néchsten Arbeitsschritt unerldsslich.

Zum anderen stellt der Inhalt einer pathologischen Sammlung keinen reprisentativen
Querschnitt durch damalige Krankheitshéufigkeiten dar. Daher konnen seltene Krankhei-
ten, verglichen mit den tatséchlichen Préavalenzen zur damaligen Zeit, in einer Sammlung
viel zu stark vertreten sein. Dass wir z. B. in unserer Studie zweimal auf ein Lungensarkom
oder mehrfach auf Vertreter des MOT-Komplexes stiefen, kann der Tatsache geschuldet
sein, dass wir vielleicht mehrere Organe von einem Individuum haben und es nicht wis-
sen. Dies ist auch dem Umstand geschuldet, dass Informationen {iber Entstehung und
Vorgeschichte der Praparate zum grofsten Teil nicht mehr auffindbar sind.

Zum Schluss sollte man beim Arbeiten mit pathologischen Feuchtpréaparaten immer be-
denken, dass es sich nicht nur um medizinische Praparate, sondern auch um historische
Zeugnisse handelt. Ein sorgfaltiger Umgang mit diesen endlichen Ressourcen und ein

angemessener Respekt vor der Geschichte dieser Préparate ist daher immer geboten.
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5.1 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie wurde an 44 Préaparaten der Pathologisch-anatomischen Lehr-
sammlung der Universitdtsmedizin Rostock durchgefiihrt. Ungeféhr seit dem 18. Jahr-
hundert wurden pathologische Universitdtssammlungen im Unterschied zu klassischen
Museen fiir Forschung und Ausbildung der Studenten konzipiert. Auch heute sind patho-
logische Préparate fiir die Lehre noch wertvoll, da in den begreifbaren klinischen Fachern
wie Pathologie und Anatomie ein Sinn fiir dreidimensionale Strukturen des menschlichen
Korpers ausgebildet werden muss. Fiir die Forschung ist der Bestand an menschlichen
Praparaten in pathologischen Sammlungen interessant, da sich hier sowohl Krankhei-
ten vergangener Populationen sowie auch pathologische Befunde von heutiger Relevanz
finden lassen. Die Sammlungen haben zusétzlich einen wissenschaftshistorischen Wert,
da sie zur Ausbildung der heute giiltigen pathologischen Klassifikationen entscheidend
beigetragen haben. Jedoch ist dieser historische Wert nicht allein ausreichend, damit
pathologische Sammlungen auf Dauer bestehen kénnen. Um im universitdaren Alltag wei-
terhin eine Existenzberechtigung zu haben, miissen sie permanent an neue Bediirfnisse
ihres fachlichen Publikums angepasst und modernen wissenschaftlichen Fragestellungen
zuganglich gemacht werden. Ziel dieser Studie war es daher, langjahrig gelagerte Feucht-
praparate auf ihre Eignung fiir moderne pathologische Untersuchungsmethoden zu testen.
Bei der Verwendung einer pathologischen Sammlung fiir aktuelle Forschung und Lehre
ergeben sich u. a. zwei Schwierigkeiten: (1) Gefahr einer inkorrekten Klassifizierung der
Préaparate nach heutigen Mafstaben durch die damaligen Pathologen und (2) Verdnde-
rung der histologischen und molekularen Strukturen durch die langjéhrige Lagerung in
Fixier- und Konservierungsmitteln wie z. B. Formalin und Ethanol, was moderne patho-
logische Untersuchungsmethoden eventuell erschwert. Besonders Formalin fithrt zu z. T.
irreversiblen Quervernetzungen zwischen Proteinen und DNA. Daher lassen sich aus lange
in Formalin gelagerten Geweben vornehmlich nur geringe Mengen an fragmentierter DNA
isolieren. Aufferdem kann Formalin zur Maskierung von antigen Bindungsstellen fiihren,
weshalb immunhistologische Untersuchungen zu falsch-negativen Ergebnissen neigen. Als
mogliche Losungsansitze dieser Probleme wurden (1) in dieser Studie zuerst eine histolo-
gische Diagnoseverifizierung durchgefiihrt sowie (2) ein verlangerter Proteinase K-Verdau
der DNA-Isolierung, ein UNG-Verdau der Amplifizierung sowie eine Hitze-induzierte Epi-
topdemaskierung den immunhistologischen Farbungen vorgeschaltet.

Die verwendeten 44 Feuchtpréparate gliederten sich in 19 , Tumorpréaparate (Lungenkar-

ziome, Kolonkarzinome, Gliome und Melanome) sowie 25 ,Infektionspréparate (11 po-
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tentiell HPV-assoziierte Plattenepithelkarzinome und 14 Tuberkulose-Préparate). Die
Préaparate entstanden, sofern bekannt, zwischen 1902 und 1964. An allen Préparaten
fand eine histologische Diagnoseverifizierung anhand von H&E-Schnitte statt. Von aus-
gewahlten Tumorpraparaten konnten zusétzlich immunhistologische Schnitte und von al-
len Tuberkulose-Préaparaten auferdem Ziehl-Neelsen- und Gram-Farbungen angefertigt
werden. An den Tumorpraparaten wurden Mutationsanalysen und an den Infektionspréa-
paraten molekulargenetische Erregernachweise durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu den qualitativ guten H&E-Schnitten erbrachten die immunhistologi-
schen Féarbungen eher méfige Farbeergebnisse. Durchweg negativ waren die bakteriellen
Farbungen. Aus allen Praparaten lieff sich DNA isolieren, die in 86 % der Falle am-
plifizierbar war. Interessanterweise fanden wir in einem Kolon-Karzinom die Mutation
KRASG2P sowie in zwei Melanom-Préparaten die BRAFV60E Mutation. 100 % der ge-
nitalen Plattenepithelkarzinome zeigten eine positive Hybridisierung fiir HPV Typ 16.
66,7 % der oro-pharyngealen Karzinome waren ebenfalls positiv fiir diesen HPV-Typ.
In rund einem Drittel der Tuberkulose-Praparate fanden wir DNA von M. tuberculosis
und gut 75 % unserer Préaparate zeigten eine positive Hybridisierungsreaktion fiir den
mycobacteria-other-than-tuberculosis (MOT)-Komplex.

In dieser Studie wird deutlich, dass alte pathologische Sammlungen auch heute noch
groftes Potential bergen. Es konnte gezeigt werden, dass moderne pathologische Untersu-
chungsmethoden an bis zu 100 Jahre alten Feuchtpraparaten durchfiihrbar sind. Durch
die Offnung pathologischer Sammlungen fiir moderne Untersuchungsmethoden werden
enorme Bestdnde an menschlichen Material fiir neue Forschungsfragen nutzbar. Zusétz-
lich ergeben sich neue Wege, alten pathologischen Sammlungen eine realistische Daseins-

berechtigung im heutigen Universitatsgeschehen zu sichern.
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5.2 Thesen

1.

Pathologische Sammlungen beherbergen einen enormen Bestand an menschlichen
Praparaten, welche nicht nur Krankheiten aus vergangenen Zeiten, sondern auch
hoch-aktuelle pathologische Befunde in zum Teil heutzutage nur noch wenig ge-
sehenen Stadien abbilden. Sie sind daher nicht nur von wissenschaftshistorischem

Wert, sondern sind auch fiir aktuelle Forschung und Lehre enorm relevant.

. Geschaffen primér fiir Forschung und Lehre, hatten pathologische Sammlungen ihre

Bliitezeit zu Beginn des 20. Jahrhunderts. Jedoch sind sie heute vielfach ungepflegt,

vergessen und ungenutzt, da ihr Potential oft nicht erkannt wird.

. Die Daseinsberechtigung einer pathologischen Sammlung kann nicht allein in ihrem

wissenschaftshistorischen Wert begriinden werden. Um bestehen zu kénnen, muss
eine Sammlung lebendig bleiben und sich sténdig einem neuen Publikum sowie mo-
dernen ethischen Bedenken und wissenschaftlichen Fragestellungen anpassen und

offnen.

. Grundvoraussetzung fiir das Arbeiten mit alten Sammlungspraparaten ist die vor-

hergehende Diagnoseverifizierung, da immer die Gefahr einer nach heutigen Mafs-

stdben inkorrekten Diagnosestellung durch die alten Pathologen besteht.

. Das Gewebe alter Sammlungspréparate kann sowohl histologisch als auch immun-

histologisch qualitativ zufriedenstellend untersucht werden, um fiir aktuelle For-

schung interessant zu sein und eine einfache Diagnoseverifizierung zu ermoglichen.

. Molekulargenetische Untersuchungen sind an alten Sammlungspréiparaten ebenfalls

moglich, jedoch kann die lange Lagerungsdauer in z. B. Formalin oder Ethanol die

Isolierung von amplifizierbarer DNA erschweren.

Es lasst sich sowohl humane als auch bakterielle und virale DNA aus den alten
Geweben in solch einer ausreichenden Qualitit gewinnen, dass sie sich fiir weiter-
fiihrende Untersuchungen wie Mutationsanalysen und molekulargenetische Erre-

gernachweise nutzen lasst.

. Wéihrend der Arbeit mit alten pathologischen Sammlungspréparaten sollte beson-

ders auf folgende Probleme geachtet werden: (1) collection bias, (2) vorangegangene
Kontamination wiahrend der Lagerung der Priaparate sowie (3) artifizielle Mutatio-

nen nach der Amplifizierung. Um dadurch hervorgerufenen Fehler zu minimieren,
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sollten entsprechende Mafsnahmen, z. B. sammlungsiibergreifende Studien, zusam-
menfassendes Befunden verschiedener Untersuchungen sowie Wiederholungen po-

sitiver Mutationsanalysen, ergriffen werden.

9. Das Gewebe alter Sammlungspraparate kann sowohl histologisch als auch moleku-
largenetisch qualitativ zufriedenstellend untersucht werden, um fiir aktuelle For-
schung interessant zu sein und eine einfache Diagnoseverifizierung zu ermoglichen.
Daher kénnen pathologische Sammlungen auch heute noch in aktuelle Lehr- und

Forschungsfragen eingebunden werden.

5.3 Abbildungen der Praparate

Gezeigt werden alle fiir die Studie verwendeten Préparate im Zustand nach der prépara-

torischen Aufarbeitung bis zum Mérz 2015.
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5 Anhang

5.4 Effekte von Formalin auf DNA

1) Reversible Separation beider DNA-Striange durch Hydroxymethylierung

07 N; (¢} OH
(o)
)K/[\> ®
HN)\N N o
®

Hydroxymethylierung von Amino- und Iminogruppen nach transienter Offnung der DNA-Stréinge

— Schwiichung der Wasserstoffbriickenbindungen durch Auseinanderweichen der DNA-Stringe
— Freigabe weiterer reaktiver Gruppen und weitere Hydroxymethylierung

— Schrittweise Separation beider DNA-Striange

2) Irreversible Quervernetzung durch Bildung von Methylenbriicken
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(0) Hydroxymethylierung durch Addition von Formaldehyd an Amino- und Iminogruppen
(@ Bildung einer Methylenbriicke zwischen zwei Molekiilen

() die Vernetzung kann zwischen zwei DNA-Strangen (Briickenbildung zwischen zwei Basen), zwei Proteinen (Briicken-
bildung zwischen Aminosiureresten) oder zwischen DNA-Stringen und Proteinen erfolgen

3) Verlust von Basen durch Hydrolyse der N-|4) Fragmentierung der DNA durch Hydrolyse der

glykosidischen Bindungen Phosphodlesterblndungen
\ /0
0 [
H3C H3C,
NH NH
N~ 0 N7 O NHp
- H0 \ /0 o & X0
NH — cf SN ) 0o o
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/L getriggert
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5) Einbau von artifiziellen Mutationen
e withrend der PCR baut die Polymerase artefizielle Mutationen in basenlose bzw. vernetzte Bereiche ein

e vorhergehende Behandlung mit Formalin kann zu einer artefiziellen Mutation pro 500 Basen fithren

AAAL AAAL
| AT A

RN RN
AN DN \

e die Relevanz dieser Mutationen hangt von der Anfangsanzahl der DNA-Templates vor der PCR ab

(x) bei wenigen Templates fallen die artifiziell mutierten Bereiche bei nachfolgenden Konsensussequenzbildung stark ins
Gewicht

bei vielen Templates finden die artifiziell mutierten Bereiche keinen Eingang in die Konsensussequenz

Abbildung 19: Effekte von Formaldehyd auf DNA.
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