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De aan- of afwezigheid van lymfevaten in uveamelanomen met extraoculaire extensie
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Summary 

Introduction:  Uveal melanoma (UM) is a common tumor in the eye. The uvea is with 82% the most frequent site of origin of ocular melanomas in the western world and has an incidence of 4 to 5 per million in the Netherlands. Uveal melanoma arises from melanocytes located in the uveal tract of the eye. The tumor can be classified into three categories: namely consisting of spindle cells, epithelioid cells   and mixed cell type. The tumor can occur in the iris (5%), ciliary body (23%) or the choroid (72%).
     The eye is mainly devoid of lymphatic vessels, except for the conjunctiva and the limbus of the cornea. The lymphatic vessels in the conjunctiva contribute to the ocular homeostasis and play an important role in ocular disorders. Generally there will be no lymphatic vessels inside both the eyes and in uveal melanomas, but a recent study described that lymphatic vessels may be present in uveal melanomas, especially in the choroid surrounding the tumor. The phenomenon that lymphatic vessels are absent in healthy eyes and uveal melanomas has therefore become a point of discussion and further research is important to explain the presence, origin, and development of any lymphatic vessels in the eye. Purpose: The main aim of this study is to show whether lymphatic vessels are absent or present in uveal melanomas with extraocular extension. In addition, it will be examined which cells or ocular structures are stained for the lymphatic markers which also have been used in previous studies.                   Methods: This study consisted of 14 patients with uveal melanomas with extraocular extension. The FFPE material from all 14 patients was retrieved from the archives of the department of pathology of the Erasmus MC. Sections of 4µm were cut and stained using immunohistochemistry. After the optimization, consecutive sections were stained for Lyve-1, Prox-1, D2-40, CD31 and CD34. The three lymphatic markers Lyve-1, Prox-1 and D2-40 were compared with the endothelial markers CD31 and CD34 to determine the presence or absence of lymphatic vessels in uveal melanomas.                     Results: In all uveal melanomas with extraocular extension, 14/14 (100%), no lymphatic vessels are observed in both the tumor and in the choroid with the lymphatic markers Prox-1 and D2-40. Some macrophages are Lyve-1, Prox-1 and D2-40 positive in the choroid, ciliary body and sclera, but all vascular structures were negative for Prox-1 and D2-40. Lyve-1 positive vascular structures were detected in 3 of 14 (21%) malignant melanomas of the choroid with extraocular extension. One Lyve-1 positive vascular structure was found anterior in the eye. By contrast, the Lyve-1 positive vascular structures were negative with Prox-1 and D2-40, but positive with CD31 and CD34. There was no co-expression of Lyve-1, Prox-1 and D2-40 as would be expected in lymphatic vessels. 
       Conclusions: This study has shown that there are no lymphatic vessels present in uveal melanomas with extraocular extension. Future studies to investigate lymphatics with both multiple and proliferation markers and possibly molecular research may help to study lymphatics in uveal melanomas.
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Afkortingen 
AEC

3-Amino-9-Ethylcarbazole
AF

Alkalische Fosfatase

AJCC

American Joint Comité on Cancer

AK

Anti Konijn

AM

Anti Muis

CC

Cell Conditioning

cDNA

complementair Desoxyribonucleïnezuur
DNA

Desoxyribonucleïnezuur
ECM

Extracellulaire matrix

FFPE

Formalin Fixed Paraffin Embedded

HA

Hyaluronan

HE

Hematoxyline Eosine

HIER

Heat Induced Epitope Retrieval

HRP

Horse Radisch Peroxidase

HSC

Hematopoietische stamcellen

KDR

Kinase insert Domain Receptor

LEC

Lymfatische endotheel cellen

LCS

Liquid Coverslip

LYVE-1

Lymphatic Vessel Endothelial Receptor 1

mRNA

messenger Ribonucleïnezuur

miRNA

micro Ribonucleïnezuur
MSC

Multipotente mesenchymale stromale cellen

PCR

Polymerase Chain Reaction

PDPN

Podoplanine

PIER

Proteolytic Induced Epitope Retrieval

Prox-1

Prospero homebox 1

RT-qPCR

Reverse Transcriptase Quantitive Polymerase Chain

Rcf

Relative centrifugal force
RNA

Ribonucleïnezuur

Rpm 

Revolutions per minute
RTU

Ready to use

siRNA

small interfering Ribonucleïnezuur

ST

Standaard


UM

Uveamelanoom

UMgt

UltraMap geit
UV

Ultraviolet

VEGF-c en -D
Vascular Endothelial Factor-C and -D
VEGFR2

Vascular Endothelial Factor Receptor 2 (Flk-1)
VEGFR3

Vascular Endothelial Factor Receptor 3 (Flt-4)

Inleiding 
Anatomie van het oog
Het oog is een belangrijk zintuig dat signalen uit de omgeving ontvangt en vervolgens doorgeeft aan de hersenen. Lichtstralen uit de omgeving gaan door het hoornvlies en de pupil heen en komen vervolgens aan bij de lens. Vanaf de lens worden de lichtstralen geprojecteerd op het netvlies. Het verkleinde en omgekeerde beeld op het netvlies wordt door de hersenen omgekeerd en vergroot op ware grootte.1
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Het oog bevindt zich in de oogkas (orbita) en bestaat uit verschillende lagen: de tunica fibrosa, tunica vasculosa en de tunica nervosa. De tunica fibrosa zorgt voor de stevigheid van het oog en bestaat uit de heldere anterieure cornea die overgaat in de ondoorzichtige sclera. De cornea werkt als lens en zorgt voor de breking van de lichtstralen. De tunica vasculosa, de uvea, bestaat uit de choroidea, het corpus ciliare en de iris.  De choroidea, het vaatvlies, is rijk gevasculariseerd met bloedvaten. Deze laag bevat losmatig bindweefsel en is rijk aan fibroblasten, macrofagen en melanocyten. Het corpus ciliare bevindt zich anterieur in het oog en bevat de gladde ciliairspier die belangrijk is voor de accommodatie van het oog. De iris bepaalt de kleur van het oog en bevindt zich anterieur tussen de cornea en de lens en regelt de hoeveelheid licht die door de pupil in het oog komt. De tunica nervosa is opgebouwd uit zenuwweefsel, de retina en het retinaal pigment epitheel. De retina vormt de binnenbekleding en bevat de fotoreceptoren, de staafjes en kegeltjes. Deze fotoreceptoren zetten lichtstralen (fotonen) om in elektrische signalen die doorgegeven worden aan de hersenen. In het centrum van de retina bevindt zich de gele vlek, de macula lutea. Op de macula lutea komen alle lichtstralen samen en deze vormt het brandpunt van de ooglens waar de kleinste details waargenomen worden. Het corpus vitreum, het glasachtig lichaam, vult de ruimte tussen de lens en de retina.1,2,3  Zie figuur 1.  




Normaal gesproken komen er in en rond het oog, behalve in de conjunctiva, geen lymfevaten voor. De lymfevaten in de conjunctiva dragen bij aan de oculaire homeostase en spelen een belangrijke rol in oogaandoeningen zoals ontstekingen en tumormetastasen.4 Over het algemeen komen er geen lymfevaten voor in de choroidea, maar in een recente studie is beschreven dat er wel lymfevaten aanwezig zijn in de choroidea van ogen met uveamelanomen.5 Die resultaten zijn verkregen met behulp van podoplanine, een marker sensitief voor lymfevaten. Een andere studie beweert met Lyve-1 en podoplanine als specifieke markers, dat er alleen lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen met extraoculaire extensie.6 Er is echter ook een eerdere studie waarin geen lymfevaten in uveamelanomen konden worden aangetoond, vooral gebaseerd op een kleuring van CD31, CD34 en PAL-E in vaatstructuren in de tumor.7
Doel en hypothese
Dit onderzoek is uitgevoerd omdat de aan- of afwezigheid van lymfevaten in uveamelanomen een discussieerbaar punt blijft binnen de literatuur. Over het algemeen is bekend dat er geen lymfevaten aanwezig zijn in gezonde ogen, maar is diverse artikelen worden lymfevaten beschreven in uveamelanomen en met name in de choroidea. Uveamelanomen metastaseren voornamelijk hematogeen, via de bloedbaan. Indien er toch lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen, is het mogelijk dat uveamelanomen ook kunnen metastaseren via de lymfeklieren wat invloed heeft op de algehele prognose van patiënten. De aanwezigheid van lymfevaten in uveamelanomen kan dan dienen als een prognostische factor. Daarentegen komt het zeer zeldzaam voor dat uveamelanomen metastaseren via de lymfeklieren. 
Het voornaamste doel van het onderzoek is daarom om aan te tonen of er wel of geen lymfevaten aanwezig zijn in ogen met uveamelanomen. Daarnaast wordt er onderzocht welke cellen er exact aankleuren met een panel van specifieke markers voor lymfevaten, aangezien de lymfevat specifieke markers in eerdere studies in meerdere structuren tot expressie komen dan alleen in lymfevaten.5,6 Geen enkele immunohistochemische marker is op zich zelf voldoende specifiek voor lymfevat endotheel, daarvoor is er een panel gebruikt. In dit onderzoek wordt er voornamelijk gekeken naar uveamelanomen met extraoculaire extensie, waarbij de tumoren door de sclera heen zijn gegroeid. 
De hypothese is dat er zich geen lymfevaten bevinden in de choroidea van zowel gezonde ogen als in ogen met uveamelanomen. De recent beschreven lymfevat-achtige structuren die aankleuren met lymfevat specifieke markers zijn ook wel geduid als tumorcellen die gedifferentieerd zijn tot endotheelcellen, waardoor het lijkt alsof er lymfevaten aankleuren.7 Onze hypothese wordt gesteund door een eerdere publicatie naar de aanwezigheid van lymfevaten in uveamelanomen.7 De lymfevat specifieke markers Lyve-1, Prox-1 en D2-40  kleuren positieve macrofagen aan in de choroidea en sclera.8,9 De lymfevat-achtige  structuren die aangetoond zijn in de choroidea zouden ook gevormd kunnen zijn uit de Lyve-1 of Prox-1 positieve macrofagen die het vermogen zouden hebben om zich te differentiëren tot lymfatisch endotheel.8 






            
In de sclera en in de rest van het oog komen normaal gesproken geen lymfevaten voor, met uitzondering van de conjunctiva en de limbus. De lymfevaten buiten het oog stoppen met groeien bij het naderen van de sclera. De buitenste laag van de sclera, de episclera, bevat een netwerk van bloedvaten dat omgeven is met Lyve-1 positieve macrofagen. Een intacte sclera lijkt te dienen als natuurlijke barrière tegen invasie van lymfevaten van buitenaf. Maar bij beschadiging door bijvoorbeeld een trauma of bij extraoculaire extensie van een uveamelanoom, hebben lymfevaten de mogelijkheid om door de sclera heen te groeien.9 Maligne uveamelanomen met extraoculaire extensie hebben dan, althans in theorie,  toegang tot conjunctivale lymfevaten die zich voorin het oog bevinden. In dit onderzoek zal daarom met extra aandacht gekeken worden naar uveamelanomen met extraoculaire extensie die zich voorin het oog bevinden. Achterin het oog, in de choroidea en de orbita, zijn van nature geen lymfevaten aanwezig waar nieuwe lymfevaten uit gevormd kunnen worden.4,5,6 
Uveamelanomen
Wanneer in het oog een tumor ontstaat, zijn dat bij volwassenen voornamelijk uveamelanomen. In de uvea bevinden zich de gepigmenteerde melanocyten, uit deze cellen kan een uveamelanoom ontstaan.10 Een uveamelanoom kan zich voordoen in de iris (5%), corpus ciliare (23%) of in de choroidea (72%). Melanomen van de iris zijn zeldzaam, deze tumor is kleiner en vaak goedaardig vergeleken met melanomen van het corpus ciliare en de choroidea.11 Wanneer een uveamelanoom wordt gediagnosticeerd, heeft minder dan 4% van de patiënten detecteerbare metastasen ontwikkeld. Over het algemeen ontwikkelt de helft van alle patiënten metastasen wat uiteindelijk leidt tot de dood vanwege gebrek aan effectieve behandelingen van gemetastaseerde ziekte. Een uveamelanoom verspreidt zich hematogeen, dus via bloedvaten. De meest voorkomende plaats voor metastasering is naar de lever, gevolgd door de longen en botten.12 Regionale lymfekliermetastasen die ontstaan uit uveamelanomen zijn zeer zeldzaam.43 
Incidentie 
De uvea is met 82% de meest voorkomende plaats van oorsprong van oculaire melanomen in de westerse wereld, terwijl conjunctivamelanomen veel minder vaak voorkomen. De incidentie van uvea- en conjunctivale melanomen in de VS is respectievelijk 4,9 en 0,4 per miljoen. De incidentie in Europa van uveamelanomen varieert van 2 per miljoen in Spanje en Italië tot 4 tot 5 per miljoen in Frankrijk, Nederland, Zwitserland en Duitsland. In Noorwegen en Denemarken is de incidentie het hoogst met >8 per miljoen. De 5-jaarsoverleving varieert van 69% tot 81,6% en 10-jaarsoverleving varieert van 57% tot 62%. Na ontdekking van metastasen, sterft 80% van de patiënten binnen 1 jaar en 92% binnen 2 jaar. De meeste patiënten met uveamelanomen hebben een leeftijd tussen de 50 en 80 jaar.11,12 
Etiologie
Uveamelanomen komen bij mannen en vrouwen evenveel voor. Verschillende fenotypes, zoals blauwe of grijze ogen en een blanke huid zouden een rol kunnen spelen in het sneller ontstaan van uveamelanomen. Dit zou kunnen verklaren waarom een Kaukasische populatie 150x meer de kans heeft op het ontwikkelen van uveamelanomen dan Afrikanen.11 Er wordt over het algemeen aangenomen dat uveamelanomen  mogelijk veroorzaakt worden door UV-straling. Vergeleken met de choroidea en het corpus cilliare, wordt de iris het meest blootgesteld aan UV licht, maar of UV licht uveamelanomen veroorzaakt is nog niet duidelijk bewezen. Uveamelanomen kunnen ook optreden als onderdeel van familiaire syndromen, zoals xeroderma pigmentosa, Li-Fraumeni syndroom en familiale borstkanker en eierstokkanker. 11,13 
Morfologie 
Een melanoom ontwikkelt zich uit melanocyten. Een uveamelanoon kan histologisch in drie categorieën worden ingedeeld, namelijk bestaande uit spoelvormige cellen, epitheliode cellen en uit een combinatie van deze twee cellen, mixed cell type. Spoelvormige cellen hebben langwerpige kernen die kleine eosinofiele nucleoi bevatten, de cellen groeien langzaam en kan worden geassocieerd met een betere prognose. Epitheloide cellen zijn polygonaal en bevatten pleiomorfe kernen die ook eosinofiele nucleoi kunnen bevatten. De mixed cell type is een combinatie van spoelvormige en epitheloid cellen en bevat minstens 10% van beide type cellen. Zie figuur 2. Over het algemeen is bekend dat de aanwezigheid van epitheloide cellen resulteert in een slechtere prognose. 11
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Prognostische factoren 11,12,14
Verschillende factoren kunnen een rol spelen bij een slechtere prognose. Bekende klinische prognostische factoren van uveamelanomen zijn leeftijd van patiënt op het moment van diagnose, locatie en grootte van de tumor, aanwezigheid van extracellulaire matrixpatronen, epithelioide cellen en extraoculaire extensie. Oudere patiënten hebben meestal een slechtere prognose. Het is van belang dat een uveamelanoom vroeg opgespoord wordt, aangezien de toename in grootte van de tumor en het doorbreken van membraan van Bruch de kans op metastasen vergroot. Daarnaast is de aanwezigheid van mitotische figuren een belangrijke maligniteitsgraad en een bekende risicofactor voor metastase. 
Stadiering/gradering 15
The American Joint Comité on Cancer (AJCC) heeft een stadiering systeem ontworpen voor onder andere uveamelanomen. In dit systeem (TNM) is de grootte van de primaire tumor (T), de aanwezigheid of afwezigheid van lymfekliermetastasen (N) en de aanwezigheid of afwezigheid van metastasen op afstand (M) van belang. Voor posterieure uveamelanomen, T is gebaseerd op de basale tumor afmeting en de dikte, wat in 4 klassen onderverdeeld kan worden (T1,T2, T3 en T4). Zie tabel 1. Daarnaast kan er gekeken worden naar de aanwezigheid van extraoculaire extensie en specifieke betrokkenheid van het corpus ciliare. Zie tabel 2. De regionale lymfeklieren worden beoordeeld met NX (niet te beoordelen), N0 (lymfekliermetastasen afwezig) en N1 (lymfekliermetastasen aanwezig). Op dezelfde manier wordt de aanwezigheid van metastasen beoordeeld met MX, M0 en M1. M1 (verre metastasen op afstand) kan verder onderverdeeld worden in M1a voor metastase ≤3 cm, M1b voor 3,1-8,0 cm en M1c voor metastase ≥8 cm. Het risico op uitzaaiingen wordt aangeduid met stadium I-IV. Zie tabel 3.
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De histologische graad kan onderverdeeld worden in: GX (kan niet worden beoordeeld, G1 (aanwezigheid van >90% spoelvormige cellen), G2 (aanwezigheid van zowel spoelvormige als epithelioid cellen) en G3 (aanwezigheid van >90% epithelioide cellen). 

Het onderzoek
Het doel van het onderzoek is om aan te tonen of er wel of geen lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen en in welke andere cellen en structuren in het oog de specifieke markers voor lymfevaten exact tot expressie komen. Om dit te onderzoeken wordt immunohistochemie toegepast. Met behulp van een combinatie van de specifieke lymfevat markers: Lyve-1, Prox-1 en podoplanine,  en de algemene endotheelmarkers: CD31 en CD34 wordt gehoopt de aan- of afwezigheid van lymfevaten aan te tonen. Hierbij kan er met dit panel onderscheid gemaakt worden tussen lymfevaten en bloedvaten in uveamelanomen, met name in de choroidea. Alleen vaten die positief kleuren voor alle drie de lymfevat specifieke markers en negatief voor CD34 kunnen als lymfevaten worden geclassificeerd. Elke toegepaste marker wordt nader toegelicht. 
Prox-1

Prox-1 is een prospero homebox protein 1, een transcriptiefactor. Prox-1 speelt een belangrijke rol in de embryonale ontwikkeling van onder andere het centrale zenuwstelsel, hart, lymfestelsel, de lens, retina, lever en pancreas. Daarnaast dient Prox-1 als tumorsuppressor in hematologische maligniteiten, slokdarmkanker en pancreaskanker. Over het algemeen blijft de rol van Prox-1 bij maligniteiten controversieel.20  In dit onderzoek wordt prox-1 toegepast als specifieke marker voor lymfevaten. Prox-1 komt tot expressie in de kernen van lymfatische endotheelcellen. 
Lyve-1
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Lyve-1 (Lymfatic Vessel Endothelial Receptor 1) is een transmembraan receptor voor de extracellulaire matrix (ECM) glycosaminoglycan hyalyronan (HA) en een homoloog van CD44. De primaire functie van lymfevaten is het transporteren van lymfe via de lymfeknopen terug naar de bloedbaan, maar ook de opname en afbraak van opgeloste macromoleculen in de milt en lymfeklieren. Een dergelijk macromolecuul is HA. Lyve-1 speelt een belangrijke rol in de HA transport en omzet, en bij het bevorderen van HA lokalisatie op het oppervlak van lymfatisch endotheel.  HA komt in overvloed voor in de huid en bindweefsel en speelt een rol in celmigratie, ontsteking en tumormetastasen. De afbraak van HA vindt voornamelijk plaats in de lymfeklier, waarna het getransporteerd wordt via afferente lymfevaten. Zie figuur 3. De afbraak van HA in de lymfeklieren is interessant, omdat het pro-inflammatoire eigenschappen bevat waaronder de inductie van angiogenese en de stimulatie van chemokine productie via NFkB activering.16 
Lyve-1 wordt vaak toegepast als specifieke marker voor lymfoïde weefsels. Een recente studie toonde aan dat Lyve-1 een belangrijke receptor is voor HA op lymfatische endotheelcellen (LEC).17 Uit onderzoek is gebleken dat Lyve-1 alleen tot expressie komt in lymfatisch endotheel, op zowel de luminale als abluminale oppervlakken van lymfatisch endotheel en niet in endotheel van bloedvaten.18 De specificiteit van Lyve-1 antilichamen wordt ook gebruikt als een marker voor lymfangiogenese in kankermodellen. Hoewel het nog onduidelijk is hoeveel lymfangiogenese bijdraagt aan metastasen, Lyve-1 en andere specifieke markers helpen mee met het identificeren van lymfevat invasie van tumorcellen, wat kan leiden tot lymfeklier metastasen en van invloed is op de algehele prognose.19 
Podoplanine 
Podoplanine (PDPN) is een mucine-type transmembraan eiwit dat voornamelijk tot expressie komt in lymfatisch endotheel, mesotheel en stromacellen. PDPN speelt een belangrijke rol in de ontwikkeling van het hart, longen en het lymfestelsel. Het eiwit heeft meerdere functies waaronder de regulering van orgaanontwikkeling, celmotiliteit en het ontstaan van tumoren en metastasen. Het is bekend dat lymfevaten een belangrijke rol spelen in de weefselhomeostase en het transport van immuuncellen, maar het is tevens ook het eerste kanaal voor kwaadaardige tumorcelmetastasen naar de lymfeknopen. PDPN, het mucine-type transmembraan eiwit, komt sensitief tot expressie in lymfatische endotheelcellen, maar ook is aangetoond dat PDPN een target gen is van homeobox gen  Prox-1, een gen dat de ontwikkeling van lymfatische voorlopers uit embryonale aders controleert.21  
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Ondanks dat er al veel bekend is over de expressie van dit eiwit, is er weinig bekend over de fysiologische functie van PDPN.  Wel is bekend dat PDPN bindt aan het C-type lectin receptor CLEC-2, die sterk tot expressie komt in bloedplaatjes en immuuncellen. Betrokkenheid van PDPN door CLEC-2 op bloedplaatjes, leidt tot bloedplaatsjesaggregatie, dit proces is belangrijk voor de handhaving van normale lymfevaten. Zie figuur 4.  Genetisch verlies van de PDPN receptor CLEC-2 op de bloedplaatjes leidt tot het niet kunnen binden van PDPN en kan embryonale lymfatische afwijkingen veroorzaken.22,23,24 In dit onderzoek wordt PDPN toegepast als sensitieve marker voor lymfevaten. Naast dat PDPN de membranen  van lymfatische endotheelcellen aankleurt, zal ook het stroma kunnen aankleuren. 30
CD31

CD31 is een transmembraan glycoproteïne, ook wel aangeduid als PECAM-1, bloedplaatjes endotheel adhesiemolecuul-1. CD31 komt tot expressie op het oppervlak van monocyten, bloedplaatjes, macrofagen en neutrofielen. Daarnaast speelt CD31 tijdens ontstekingen een rol tussen de hechting van  endotheelcellen en ontstekingscellen, het is een belangrijk bestanddeel van de endotheliale intercellulaire junctions. Het eiwit is betrokken bij leukocytenmigratie, angiogenese en integrine activering.25  Endotheelcellen hebben verschillende functies en spelen een belangrijke rol bij de controle van coagulatie, trombolyse, permeabiliteit, ontstekingen, weefselherstel en angiogenese. Binnen de immunohistochemie wordt CD31 voornamelijk gebruikt om endotheelcellen aan te kleuren in histologische weefselcoupes. CD31 komt tot expressie in endotheelcellen van zowel lymfevaten als in bloedvaten. 25 

CD34
Hematopoietic progenitor cell antigen CD34, afgekort als CD34  is een transmembraan glycoproteïne, aanwezig op endotheelcellen, stamcellen en voorlopercellen. CD34 wordt vaak toegepast voor onderzoek naar leukemie en vasculaire tumoren. Het is een adhesie molecuul en speelt een rol in de vroege hemotopoiese, het zorgt voor de aanhechting van stamcellen aan de  extracellulaire matrix van het beenmerg of direct aan stromale cellen. CD34 wordt voornamelijk beschouwd als marker voor hematopoietische stamcellen (HSC) en hematopoietische voorlopercellen, maar komt ook tot expressie op verschillende nonhematopoietische cellen zoals: vasculaire endotheelcellen, multipotente mesenchymale stromale cellen (MSC) en embryonale fibroblasten.25 CD34 speelt dus voornamelijk een rol in cel adhesie en regulatie van celdifferentiatie en proliferatie. Lymfocyten vertonen namelijk L-selectine-gemedieerde adhesie aan CD34 oppervlakte eiwitten in vasculaire endotheelcellen.26 
Binnen de immunohistochemie wordt CD34 voornamelijk toegepast als endotheel marker. CD34 komt alleen tot expressie in endotheelcellen van bloedvaten en niet in endotheelcellen van lymfevaten.  In tabel 4 wordt een overzicht weergegeven in welke vaatstructuren de verschillende markers tot expressie komen.
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	Lymfevaten
	Bloedvaten
	Zenuwtakjes
	Opmerking 

	Lyve-1
	X
	-
	- 
	Membraankleuring

	Prox-1
	X
	-
	- 
	Kernkleuring

	D2-40
	X
	-
	X 
	Membraankleuring

	CD31
	X 
	X
	X
	Alle vaatstructuren positief

	CD34
	-
	X
	X
	Bloedvaten en stroma positief 


Principe en achtergrond van technieken
Immunohistochemie
In dit onderzoek wordt er gewerkt met uveamelanomen met extraoculair extensie, die dus door de sclera heen zijn gegroeid. Dit onderzoek bevat een cohort van 14 patiënten die in het Erasmus MC en het oogziekenhuis gediagnosticeerd zijn met een uveamelanoom met extraoculaire extensie.  Wanneer er namelijk lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen, zijn ze waarschijnlijk gevormd uit lymfevaten van buitenaf. 
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Immunohistochemie wordt toegepast om bepaalde antigenen aan te tonen. De paraffinecoupes werden 4µm dik gesneden, gestrekt in een waterbad van 42°C en vervolgens overnacht op een strekplaat van 38℃ om er zeker van te zijn dat de coupes op de objectglaasjes blijven zitten tijdens de kleuring. Vervolgens kunnen de coupes gekleurd worden met het specifieke antilichaam. In dit onderzoek wordt de indirecte immunohistochemische methoden toegepast. Zie figuur 5. Het Erasmus MC gebruikt voor deze methode de Ventana BenchMark ULTRA en DISCOVERY kleurmachines. De [image: image30.jpg]


BenchMark kleurmachines deparaffineren en behandelen de coupes voor met een antigen retrieval en zorgt voor de incubatie van het primaire antilichaam waarna het tegengekleurd wordt. De coupes worden gedeparaffineert met een oplossing genaamd EZ Prep (Ventana Medical Systems, Inc.) en voorbehandeld met Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) in een Cell Conditioning oplossing (CC) om de gevormde crosslinks na fixatie te verbreken. 
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EZ Prep is een schoonmaakmiddel en zorgt voor het deparaffineren van het weefsel. Door het opwarmen van de glaasjes, smelt de paraffine waarna EZ Prep helpt bij de afgifte van de gesmolten paraffine.31 Er zijn twee CC oplossingen: namelijk CC1, een tris buffer met een licht basische pH van 8,5 en CC2, een citraat buffer met een zure pH van 6. Afhankelijk van de voor het antigeen benodigde voorbehandeling kan CC1 of CC2 toegepast worden.29,32 Vervolgens kunnen de primaire antilichamen op de coupes gepipetteerd worden. De coupes worden volledig bedekt met een voorverdunde oplossing, Liquid Coverslip (LCS). LCS zorgt voor een barrière  tussen de buffer en de lucht die verdamping tijdens de kleuring voorkomt.33 Het systeem van de BenchMark ULTRA kan alleen gebruikt worden met detectiekits UltraView en OptiView in combinatie met primaire antilichamen die opgewekt zijn in muizen of konijnen. Het secundaire antilichaam wat toegepast wordt in de UltraView is een multimeer.  Dit is een serum van drie geitenantilichamen gericht tegen twee soorten muizenantilichamen     (IgG en IgM) en één soort konijnen-antilichaam (IgG).27 Zie figuur 6A. Voor het OptiView detectiesysteem is het secundaire antilichaam anders dan van de UltraView. Er is namelijk één amplificatie antilichaam met covalent gebonden HQ haptenen. 
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Dit zijn eiwitten waartegen het secundaire antilichaam gericht is. De HQ haptenen zorgen voor meerdere bindingsplaatsen dan de amplificatie antilichamen van de UltraView, hierdoor is de OptiView gevoeliger dan de UltraView.  Zie figuur 7. Afhankelijk van het primaire antilichaam en het detectiesysteem kan een multimeer secundair antilichaam toegepast worden of één amplificatie antilichaam met covalent gebonden HQ-haptenen voor een verhoogde kleuringsintensiteit. 
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Er is ook een mogelijkheid om een amplificatiestap toe te passen tussen het primaire en secundaire antilichaam. Een amplificatiestap zorgt voor meer bindingsplaatsen. Dit kan door twee verschillende antilichamen, konijn-anti-muis en muis-anti-konijn, toe te voegen. Wanneer het primaire antilichaam opgewekt is in een muis, wordt eerst het konijn-anti-muis amplificatie antilichaam toegevoegd en vervolgens het muis-anti-konijn amplificatie antilichaam. Als het primaire antilichaam opgewekt is in een konijn, is de volgorde andersom. Het secundaire antilichaam bindt dan aan het amplificatie antilichaam. Wanneer deze extra amplificatiestap te intens is, kan de amplificatiestap weggelaten worden.27 Zie figuur 6B. 
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Binnen de immunohistochemie wordt er voor de detectie gebruik gemaakt van enzym-substraat reacties. Het chromogeen wat gebruikt wordt voor de kleuringen in dit onderzoek is Fast red A en Fast red B en het substraat is naptholfosfaat. Zie figuur 8. Het enzym alkalische fosfatase (AF) hydrolyseert naptholfosfaat (substraat) esters tot phenol verbindingen en fosfaat. De phenol verbindingen binden aan het chromogeen waardoor er een verkleuring ontstaat.28 
Omdat het oog en vooral de choroidea veel melanocyten bevat die een bruin pigment hebben, wordt een rode detectie toegepast in plaats van een bruine detectie. Zo kan er beter onderscheid gemaakt worden tussen de melanocyten en de aangekleurde cellen met de specifieke markers.
Experimenteel 
Verzamelen en snijden samples
In dit onderzoek is gewerkt met uveamelanomen met extraoculaire extensie. In de database van het Erasmus Medisch Centrum waren 44 casussen bekend met uveamelanomen met extraoculaire extensie. De selectie van uveamelanomen met extraoculaire extensie was eerder uitgezocht door J. Hermans. In het archief van het Erasmus Medisch Centrum zijn 14 van de 44 samples van uveamelanomen met extraoculaire extensie gevonden die zijn meegenomen in dit onderzoek. Dit onderzoek bevatte daarom een cohort van 14 uveamelanomen met extraoculaire extensie. 

De immunohistochemische kleuringen zijn geoptimaliseerd op uveamelanomen zonder extraoculaire extensie. De uveamelanomen zonder extraoculaire extensie werden niet meegenomen in dit onderzoek. Omdat de samples van de 14 uveamelanomen met extraoculaire extensie dateerden uit 2000 tot 2015, werd de optimalisatie uitgevoerd op testmateriaal uit 2000 om de samples uit 2000 als betrouwbaar te kunnen beschouwen. Het testmateriaal, de uveamelanomen zonder extraoculaire extensie, werd gekleurd en beoordeeld op de specificiteit van de antilichamen. 
Vervolgens werden van de 14 samples van uveamelanomen met extraoculaire extensie linten gesneden. Met behulp van een microtoom met speciale oogblokkenhouden (Microm HM355S, Thermo Scientfic) werden van de uveamelanomen 4µm dikke coupes gesneden. De coupes werden gestrekt in een waterbad van 42°C en vervolgens overnacht op een strekplaat van 38°C. De coupes werden achtereenvolgend op de objectglaasjes geplakt.
Immunohistochemie 

Na overnacht op de strekplaat, werden de coupes gedeparaffineerd met behulp van EZ Prep. Vervolgens werden de coupes, afhankelijk van het toegepaste antilichaam, voorbehandeld met Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) in een CC1 buffer voor 32 of 64 minuten bij 95°C en voor 16 of 32 minuten geïncubeerd met het primaire antilichaam. De voorbehandelingstijd en de incubatietijd van het primaire antilichaam en de detectiestap is afhankelijk van het toegepaste antilichaam, de voorbehandelingstijden en de incubatietijden zijn voor ieder antilichaam weergegeven in tabel 5. 
Met behulp van de Ventana BenchMark ULTRA en DISCOVERY kleurmachines (Ventana Medical Systems, Inc.) werden de coupes gekleurd met Prox-1 (Konijn anti-prox1, Clone: D2J6J; Cell signaling Technology), Lyve-1 (Geit anti-Lyve-1, polyclonaal; R&D Systems), D2-40 (Muis anti-D240, Ready to use, Clone: D2-40; Cell Marque), CD31 (Muis anti-CD31, Ready to use, Clone: JC70; Cell Marque) en CD34 (Muis anti-CD34, Ready to use, Clone: QBend/10; Ventana). De optimale condities voor Prox-1 en Lyve-1 werden bepaald, de optimale condities voor D2-40, CD31 en CD34 waren reeds bepaald door de afdeling immunohistochemie en Ready to Use, met standaard concentratie, geleverd (RTU). In tabel 5 worden de optimale condities voor elk antilichaam weergegeven. In bijlage 1 worden alle toegepaste protocollen weergegeven. 
Voor alle kleuringen werd als positieve controle lymfoïd tonsilweefsel meegenomen, daarnaast bevond zich in de coupe een interne positieve controle: de limbus, een gebied met bestaande lymfevaten. 
Prox-1, CD31 en CD34

Vervolgens werden de coupes voor Prox-1, CD31 en CD34 voor 32 minuten gekleurd in de Ventana BenchMark ULTRA kleurmachine met behulp van detectiekit UltraView (Ventana Medical Systems, Inc. Catalog# 760-501, AF: red detection). De optimale concentratie voor Prox-1 was 1:1500, CD31 en CD34 werden RTU geleverd. Het secundaire antilichaam wat toegepast werd in de UltraView, is gelabeld met het enzym Alkalische Fosfatase (AF). In de UltraView detectiekit bevond zich naast het AF gelabelde secundaire antilichaam ook het substraat Naptholfosfaat en chromogeen Fast Red. Na de incubatie van het secundaire antilichaam werden de coupes voor Prox-1, CD31 en CD34 in de Ventana Kleurmachine gespoeld met een reactie buffer, 8 minuten tegengekleurd met Hematoxylin II (Ventana Medical Systems,  Catalog# 790-2208), gedehydreerd en afgedekt met pertex (Ventana Medical Systems, Inc.). 
D2-40
De coupes voor D2-40 werden voor 32 minuten gekleurd in de Ventana BenchMark ULTRA kleurmachine met behulp van detectiekit OptiView (Ventana Medical Systems, Inc. Catalog# 760-502, AF: red detection). D2-40 werd RTU geleverd, de optimale concentratie is reeds bepaald door Ventana Medical Systems. Het secundaire antilichaam wat toegepast werd in de OptiView, is gelabeld met het enzym Alkalische Fosfatase. In de OptiView detectiekit bevond zich naast het AF gelabelde secundaire antilichaam ook het substraat Naptholfosfaat en het chromogeen Fast Red. Na de incubatie van het secundaire antilichaam werden de coupes voor D2-40 in de ventana kleurmachine gespoeld met een reactie buffer, 8 minuten tegengekleurd met Hematoxylin II (Ventana Medical Systems, Inc. Catalog# 790-2208), gedehydreerd en afgedekt met Pertex (Ventana Medical Systems, Inc.).
Lyve-1
De coupes voor Lyve-1 werden gekleurd in de Ventana BenchMark DISCOVERY kleurmachine met behulp van detectiekit OmniMap (Ventana Medical Systems, Inc. Catalog# 760-500, HRP). De optimale concentratie voor Lyve-1 was 1:1000. Het secundaire antilichaam wat toegepast werd in de OmniMap, is gelabeld met het enzym Horse Radisch Peroxidase (HRP). Na incubatie van het secundaire antilichaam in de DISCOVERY kleurmachine, werd de Lyve-1 kleuring handmatig verder afgemaakt. De coupes werden gespoeld met 1x PBS en 50 minuten geïncubeerd in een oplossing van 200ml 0,2M Natriumacetaat, 2ml AEC (Sigma Catalog# A5754-10G) en 200µl H2O2. De coupes werden vervolgens gespoeld met 1x PBS, 1 minuut tegengekleurd met Hematoxylin II (Ventana Medical Systems, Inc. Catalog# 790-2208), gespoeld met Tween20 (Sigma Catalog# P5927) en afgedekt met Imsol Mount (Klinipath Catalog# 7275-0500). 
Met behulp van 3 specifieke lymfevatmarkers: Lyve-1, Prox-1 en D2-40, en de endotheelmarkers CD31 en CD34 werd de aan- of afwezigheid van lymfevaten in uveamelanomen aangetoond. Lymfevaten waren aanwezig wanneer zowel Lyve-1, Prox-1, D2-40 en CD31 positief waren en CD34 negatief.
Tabel 5. Overzicht toegepaste protocollen voor elk antilichaam. 

	Antigen
	Gastheer
	Voorbehandeling
	Primair antilichaam
	Detectiestap

	Prox-1
	Konijn
	CC1, HIER, 64min, 95°C
	32 minuten, 1:1500
	32 minuten UltraView

	Lyve-1
	Geit
	CC1, HIER, 64min, 95°C
	32 minuten, 1:1000
	± 50 minuten OmniMap

	D2-40
	Muis
	CC1, HIER, 32min, 95°C
	16 minuten, RTU
	32 minuten OptiView

	CD31
	Muis
	CC1, HIER, 64min, 95°C
	32 minuten, RTU
	32 minuten UltraView

	CD34
	Muis
	CC1, HIER, 64min, 95°C
	32 minuten, RTU
	32 minuten UltraView


Resultaten 

Optimalisatie 

De uveamelanoom samples met extraoculaire extensie werden gekleurd met Lyve-1, Prox-1, D2-40, CD31 en CD34. Voordat de samples gekleurd konden worden, werden de specifieke lymfevat markers Lyve-1 en Prox-1 geoptimaliseerd. De optimale condities voor D2-40, CD31 en CD34 waren al reeds bepaald. Zie tabel 5.
Uit de optimalisatie is gebleken dat Lyve-1 specifiek de membranen van endotheelcellen in lymfevaten aankleurt, maar in enkele andere cellen zoals macrofagen in de choroidea, corpus ciliare, sclera en de tumor komt Lyve-1 ook tot expressie. Prox-1 kleurt specifiek de kernen van endotheelcellen in lymfevaten aan, maar in andere structuren zoals de inner nucleair layer in de retina en in enkele kernen in de nervus opticus en het lensepitheel komt Prox-1 ook tot expressie. Ook worden macrofagen in de choroidea, corpus ciliaire en de tumor aangekleurd met Prox-1. Intraoculaire bloedvaten worden met beide markers niet aangekleurd. In tabel 6 wordt een overzicht weergegeven in welke cellen de verschillende markers tot expressie komen. In figuur 9 wordt de limbus weergegeven, het overgangsgebied tussen de cornea en de conjunctiva. In dit gebied bevinden zich enkele lymfevaten in het stroma, waarin Lyve-1 en Prox-1 tot expressie komen. De bloedvaten zijn negatief met zowel Lyve-1 als Prox-1.
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D2-40, CD31 en CD34 waren reeds geoptimaliseerd door de afdeling immunohistochemie. Uit de resultaten bleek dat D2-40 niet alleen de lymfevaten aankleurt, maar ook tot expressie komt in andere structuren zoals het kanaal van Schlemm en het stroma in het trabekelsysteem en de gehele retina. D2-40 kleurt het stroma rond de tumor en in de choroidea aan, maar daarnaast worden ook D2-40 positieve macrofagen waargenomen in diverse gebieden zoals de choroidea, sclera, het corpus ciliaire, en de tumor.

      






                   
                    CD31 is een algemene endotheelmarker, die in verschillende vaatstructuren zoals bloedvaten, lymfevaten en het kanaal van schlemm tot expressie komt. CD34 kleurt specifiek de bloedvaten aan, maar ook in het stroma van de choroidea, sclera en de cornea komt deze endotheelmarker tot expressie. In figuur 10 worden D2-40, CD31 en CD34 weergegeven. D2-40 komt tot expressie in lymfevaten in de limbus, CD31 kleurt zowel de lymfevaten als de bloedvaten aan en CD34 komt in dit gebied voornamelijk tot expressie in het stroma.  In tabel 6 wordt een overzicht weergegeven in welke structuren D2-40, CD31 en CD34 tot expressie komen. Zie bijlage 2 voor een overzicht van de aankleuringen in diverse gebieden met D2-40 .
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Nadat de markers zijn geoptimaliseerd, konden de uveamelanoom samples met extraoculaire extensie gekleurd worden. Met behulp van dit panel met specifieke lymfevat markers en endotheelmarkers kan met meer zekerheid geconcludeerd worden of er wel of geen lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen met extraoculaire extensie. In dit onderzoek wordt dus gebruik gemaakt van drie markers die elk alleen lymfevaten en niet bloedvaten aankleuren en een marker die specifiek tot expressie komt in bloedvaten en niet in lymfevaten wat van belang is voor de betrouwbaarheid van de resultaten.
In eerste instantie werd er gewerkt met een ander Lyve-1 (Muis anti-Lyve-1, Clone: 537028; R&D Systems) en Prox-1 (Muis anti-Prox-1, Clone: 4G10; Millipore)  antilichaam, maar na alle toegepaste condities bleken beide markers niet geschikt. In bijlage 3 worden alle toegepaste condities weergegeven. Lyve-1 bleek niet specifiek en kwam zowel tot expressie in bloedvaten als lymfevaten en Prox-1 bleek niet geschikt voor paraffinemateriaal, maar voor vriesmateriaal. De twee nieuwe antilichamen (anti-prox1, Clone: D2J6J; Cell signaling Technology en Geit anti-Lyve-1, polyclonaal; R&D Systems) zijn geoptimaliseerd zoals hier besproken en worden toegepast in dit onderzoek. Lyve-1 bleek een geiten-antilichaam te zijn en kan alleen gebruikt worden in de Ventana BenchMark Discovery kleurmachine met detectiekit OmniMap, waar geen rode detectiekit voor te verkrijgen is. Om een oranje detectie te krijgen in plaats van een bruine, is het antilichaam verder geoptimaliseerd. De optimale conditie is net als hierboven beschreven HIER 64 min bij 95°C en incubatie primaire antilichaam 1:1000 voor 32 minuten. Na de incubatie van het secundaire antilichaam in de DISCOVERY kleurmachine, is de Lyve-1 kleuring handmatig verder afgemaakt. De coupes werden gekleurd met behulp van een oplossing van 200ml 0,2M Natriumacetaat, 2ml AEC en 200µl H2O2. In figuur 11 wordt Lyve-1 met oranje aankleuring weergegeven . 
Immunohistochemie 
Om onze hypothese te testen dat er geen lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen met extraoculaire extensie, wordt er ook naar de locatie van de tumor gekeken. Wanneer de tumor zich voorin  het oog bevindt, is de kans op aanwezige lymfevaten groter dan achterin het oog vanwege de in de conjunctiva aanwezige lymfevaten. 
In geen van de uveamelanomen, 14/14 (100%), met extraoculaire extensie waren Prox-1 positieve lymfevaten detecteerbaar in zowel de tumor als in de choroidea. Met Lyve-1 kleurde in 3/14 (21%) uveamelanomen een enkel vat positief aan. Aangezien Prox-1 negatief is in alle uveamelanomen, werden de coupes met de Lyve-1 positieve vaatstructuren vergeleken met de algemene endotheelmarker CD31, bloedvatenmarker CD34 en D2-40. Alle positieve controles waren positief, zowel de lymfevaten in het tonsil weefsel als de interne positieve controle in de conjunctiva en de limbus. De coupes zijn achtereenvolgend gekleurd. Zie tabel 7 voor een overzicht. De positieve vaatstructuren worden vervolgens verder uitgelicht. Lymfevaten worden gedetecteerd wanneer zowel Lyve-1, Prox-1, D2-40 en CD31 alle vier tot expressie komen en CD34 negatief is. Wanneer niet alle lymfevat specifieke markers tot expressie komen, zal het geen lymfevat zijn, maar een bloedvat dat wordt aangekleurd.  
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	In de choroidea een Lyve-1 positief vat.

	3 
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	+
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	-
	Anterieur in ‘t oog
	In de retina een Lyve-1 positief vat.


Lyve-1 positieve vaten in de tumor
Een Lyve-1 positief vat bevond zich in de tumor, equator gelegen. Het vat was volledig positief met Lyve-1, maar toonde geen expressie van de specifieke lymfevat markers Prox-1 en D2-40. Met de algemene endotheelmarker CD31 en specifieke bloedvatenmarker CD34 werd het vat wel aangekleurd. Zie figuur 12 en tabel 7. Aangezien van de drie specifieke lymfevat markers alleen Lyve-1 tot expressie komt en CD34 ook positief is, zal het geen lymfevat zijn die aangekleurd wordt, maar een bloedvat.  
            In hetzelfde oog kwam Lyve-1 focaal tot expressie in een ander vat. Dit vat bevond zich ook in de tumor. Ondanks dat een klein deel van het vat werd aangekleurd, waren Prox-1 en D2-40 negatief. De algemene endotheelmarker CD31 en bloedvatenmarker CD34 waren positief. Ook hier wordt een bloedvat aangekleurd en geen lymfevat. Zie figuur 13 en tabel 7. Enkele Lyve-1 positieve macrofagen werden gedetecteerd in de tumor en in de choroidea. Daarnaast zijn de positieve controles in alle kleuringen positief. Prox-1, Lyve-1 en D2-40 kleurde specifiek de lymfevaten aan in het tonsilweefsel, CD31 kwam tot expressie in zowel bloedvaten als lymfevaten en CD34 kleurde specifiek de bloedvaten aan. 










  


         
       



Lyve-1 positief vat in de choroidea
In één casus kwam Lyve-1 tot expressie in een enkel vat in de choroidea, posterieur gelegen in het oog, vlakbij de nervus opticus. Het positieve Lyve-1 vat bevindt zich aan de rand van de choroidea, in de choriocappilaris. In dit gebied bevindt zich niet de tumor en komen geen bestaande lymfevaten voor waar eventueel nieuwe lymfevaten uit gevormd kunnen worden. Wanneer de Lyve-1 positieve aankleuring vergeleken wordt met de andere specifieke lymfevat markers en endotheelmarkers, is te zien dat zowel Prox-1 als D2-40 niet tot expressie komen in hetzelfde gebied. Daarentegen zijn de algemene endotheelmarker CD31 en bloedvatenmarker CD34 wel positief. 
Aangezien ook in deze casus alleen Lyve-1 tot expressie komt en zowel CD31 als CD34 hetzelfde vat aankleuren, zal het Lyve-1 positieve vat geen lymfevat zijn, maar een bloedvat. Ook in dit gebied worden Lyve-1, D2-40 en CD31  positieve macrofagen waargenomen. De bloedvaten die worden aangekleurd met CD31 en CD34, zijn negatief met Lyve-1, Prox-1 en D2-40. Zie figuur 14 en tabel 7. 
Daarnaast zijn de positieve controles, zowel de lymfevaten in het tonsilweefsel als de lymfevaten in de limbus, in alle kleuringen positief. Prox-1, Lyve-1 en D2-40 kleurde specifiek de lymfevaten aan, CD31 kwam tot expressie in zowel bloedvaten als lymfevaten en CD34 kleurde specifiek de bloedvaten aan. Linksboven in de figuren wordt de positieve controle voor elke kleuring weergegeven.
            





Lyve-1 positief vat in de retina
Eerder werd al beschreven dat ook naar de locatie van de tumor gekeken wordt. De kans op aanwezige lymfevaten is namelijk groter wanneer de tumor zich anterieur in het oog bevindt. In 3 van de 14 uveamelanomen werd een vat aangekleurd met de specifieke lymfevat marker Lyve-1, zoals aangegeven in tabel 7. In 1 van die 3 uveamelanomen bevond de tumor zich anterieur in het oog, die door de sclera heen is gegroeid in de buurt van de conjunctiva. 
Het Lyve-1 positieve vat bevindt zich in de retina, aan de rand in de tumor. De lymfevat specifieke markers Prox-1 en D2-40 kwamen in hetzelfde gebied niet tot expressie. Zie figuur 15. CD31 was positief, maar het vat bevindt zich niet meer in de coupe waarin CD34 voor aankleurt. De coupe is niet te beoordelen, maar aangezien alleen Lyve-1 tot expressie komt en CD31 hetzelfde vat aankleurt, is dit geen lymfevat maar een bloedvat. Daarbij is de kans dat lymfevaten aanwezig zijn in de retina erg klein. In figuur 15C is duidelijk te zien dat D2-40 geheel tot expressie komt in de retina en enkele Lyve-1, D2-40 en CD31 positieve macrofagen worden waargenomen in de tumor. 
Daarnaast zijn de positieve controles, zowel de lymfevaten in het tonsilweefsel als de lymfevaten in de limbus, in alle kleuringen positief. Prox-1, Lyve-1 en D2-40 kleurde specifiek de lymfevaten aan, CD31 kwam tot expressie in zowel bloedvaten als lymfevaten en CD34 kleurde specifiek de bloedvaten aan. Linksboven in de figuren wordt de positieve controle voor elke kleuring weergegeven.
            






Tumor met extraoculaire extensie in de buurt van de conjunctiva
Aangezien de hypothese is dat uveamelanomen met extraoculaire extensie, in theorie, toegang hebben tot de conjunctivale lymfevaten anterieur gelegen in het oog, zal verder gekeken worden naar de locatie van de tumor en de aanwezige lymfevaten in de conjunctiva. De aangetoonde lymfevaten in de tumor of in de choroidea in eerder beschreven studies zouden gevormd kunnen zijn uit de aanwezige lymfevaten in de conjunctiva. Daarentegen tonen onze resultaten geen nieuw gevormde lymfevaten aan in het gebied waar de tumor door de sclera heen is gegroeid in de buurt van de conjunctiva. Er is geen ingroei van lymfevaten in het deel van de tumor dat in het gebied van de conjunctiva is gegroeid. In figuur 16 kleuren de lymfevaten in de conjunctiva positief met Lyve-1 en Prox-1, in hetzelfde gebied bevindt zich de tumor die door de sclera heen is gegroeid, zie sterretje. De lymfevaten blijven beperkt tot de conjunctiva.
  

Betrouwbaarheid resultaten
Aangezien alle positieve controles positief zijn voor elke kleuring, zijn de resultaten verkregen met dit panel met specifieke lymfevat markers: Lyve-1, Prox-1 en D2-40, algemene endotheelmarker: CD31 en specifieke bloedvatenmarker: CD34  betrouwbaar genoeg om de aan- of afwezigheid van lymfevaten in uveamelanomen met extraoculaire extensie aan te tonen. De coupes zijn achtereenvolgend op de objectglaasje geplakt en gekleurd zodat de positieve vaatstructuren goed met elkaar vergeleken konden worden. Lymfevaten zijn aanwezig wanneer zowel Lyve-1, Prox-1, D2-40 en CD31 positief zijn en CD34 negatief. Aangezien in eerdere studies minder complete panels met specifieke lymfevat markers werden toegepast, zijn de resultaten verkregen in deze studies betrouwbaarder dan de resultaten die zijn verkregen in eerder uitgevoerde studies.5,6,7,8,9 Er is geen mogelijkheid om statistiek toe te passen aangezien het cohort van 14 uveamelanomen te klein is en de positiviteit van de specifieke markers minimaal is. 
Discussie 
In dit onderzoek worden immunohistochemische kleuringen voor Lyve-1, Prox-1, D2-40, CD31 en CD34 toegepast om te onderzoeken of er wel of geen lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen met extraoculaire extensie. Naar aanleiding van eerdere studies waarin lymfevaten worden beschreven in de choroidea en het corpus ciliare met de lymfevat-specifieke markers D2-40 en Lyve-1, is een nieuw, meer compleet panel van lymfevat specifieke markers toegepast.5,6 Onze hypothese is dat er geen lymfevaten aanwezig zijn in zowel uvemelanomen met als zonder extraoculaire extensie. Om dit aan te tonen hebben wij een panel van 3 specifieke lymfevat markers in plaats van 1 of 2 zoals in eerder verschenen artikelen, met zowel een kernkleuring als een membraankleuring. Daarnaast bestaat ons panel uit een algemene endotheelmarker CD31 en een specifieke bloedvatenmarker CD34, om beter onderscheid te kunnen maken tussen bloedvaten, lymfevaten en macrofagen. CD31 is positief in het endotheel van zowel bloed- als lymfevaten en CD34 komt tot expressie in alle vaatstructuren, behalve in lymfevaten en is daarom ook onderscheidend. Alle 14 uveamelanomen met extraoculaire extensie zijn achtereenvolgend gekleurd met de verschillende markers.  
De aanwezige lymfevaten in eerder beschreven studies
Khan et al

In een artikel van Khan et al worden in uveamelanomen met en zonder extraoculaire extensie D2-40 positieve  lymfevaten aangetoond in het corpus ciliare en de choroidea.5 Uit onze resultaten is gebleken dat naast de lymfevaten in de conjunctiva, ook het gehele trabekelsysteen en het stroma van de choroidea en het corpus ciliare aankleuren met D2-40. Zie bijlage 2. Het trabekelsysteem bevindt zich in de kamerhoek en vormt een zeef voor het kamerwater, waarna dit terecht komt in het kanaal van Schlemm die ook aankleurt met D2-40.35,36  Via dit systeem wordt het kamerwater afgevoerd naar de bloedbaan. Het lijkt erop dat de endotheelcellen in het trabekelsysteem bepaalde karakteristieken hebben van zowel lymfatische endotheelcellen als van endotheel in bloedvaten, waardoor het trabekelsysteem in bijna alle 14 uveamelanomen aangekleurd wordt met D2-40. Aangezien het een stromale aankleuring lijkt, kan het zijn dat naast endotheel en stroma ook de fibroblasten in dit gebied aankleuren. Daarnaast worden in dit gebied diverse bloedvaten aangekleurd met CD31 en CD34, maar met de lymfevat-specifieke markers Lyve-1 en Prox-1 worden geen positieve cellen waargenomen die kunnen duiden op nieuw gevormde lymfevaten. 
De tumor die Khan et al beschrijft bevond zich daarnaast posterieur in het oog, de kans op aanwezige lymfevaten is dan klein aangezien er geen bestaande lymfevaten aanwezig zijn achterin het oog waar eventueel nieuwe lymfevaten uit gevormd kunnen worden. De lymfevaten die Khan et al beschrijft in de choroidea en het corpus ciliare  zijn op basis van onze bevindingen mogelijk abusievelijk beschouwd als lymfevaten, maar is waarschijnlijk het stroma  van het trabekelsysteem, de choroidea en het corpus ciliare wat aangekleurd wordt.  







             

Daarnaast blijkt uit onze eigen resultaten dat D2-40 niet alleen specifiek de lymfevaten aankleurt, maar ook andere cellen zoals macrofagen in zowel de tumor als in diverse andere structuren. In al onze resultaten zijn geen D2-40 positieve vaatstructuren waargenomen. Khan et al kan met alleen D2-40 als sensitieve lymfevatmarker niet concluderen dat er lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen met en zonder extraoculaire extentie. 
Heindle et al

Heindle et al beweert dat er zowel intraoculaire als extraoculaire lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen met extraoculaire extensie met behulp van kleuringen voor D2-40 en Lyve-1.6 Onze hypothese is dat er zich geen lymfevaten bevinden in uveamelanomen met en zonder extraoculaire extensie. Indien er toch lymfevaten aanwezig zijn, zijn deze gevormd uit bestaande lymfevaten die zich voorin het oog in de conjunctiva bevinden. Heindle et al toonde Lyve-1 en D2-40 positieve lymfevaten aan die zich intraoculair voorin het oog bevonden aan de rand van de tumor en extraoculair in de tumor. Het zou kunnen dat intraoculaire lymfevaten inderdaad aangetrokken of gevormd kunnen worden uit bestaande lymfevaten in de conjunctiva wanneer de sclera beschadigd is door trauma of door extraoculaire extensie. Er ontstaat dan een mogelijke route voor lymfevaten om via de sclera binnen te dringen.6 
Onze resultaten tonen in 3 van de 14 uveamelanomen met extraoculaire extensie Lyve-1 positieve vaatstructuren. De Lyve-1 positieve vaatstructuren werden daarnaast ook aangekleurd met CD31 en CD34. Zie tabel 7. 1 van de 3 Lyve-1 positieve vaatstructuren bevond zich in de tumor, voorin het oog, maar in hetzelfde vat kwamen Prox-1 en D2-40 niet tot expressie. CD31 kwam tot expressie in hetzelfde vat, maar het vat bevond zich niet meer in de coupe, waarin CD34 voor aankleurt. Zie figuur 15. Aangezien in alle drie de Lyve-1 positieve vaatstructuren de specifieke lymfevat makers Prox-1 en D2-40 niet tot expressie komen en CD31 en CD34 wel positief zijn in dezelfde vaatstructuren, kan met alleen Lyve-1 als lymfevat specifieke marker niet geconcludeerd dat er lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen met extraoculaire extensie. Lymfvaten bevinden zich in uveamelanomen, wanneer zowel Lyve-1, Prox-1 D2-40 en CD31 positief zijn en CD34 negatief. 
In het gebied waar de tumor door de sclera naar buiten is gegroeid, werden daarnaast geen Lyve-1 en Prox-1 positieve vaatstructuren waargenomen in de tumor. In hetzelfde gebied kwam zowel Lyve-1 als Prox-1 tot expressie in de lymfevaten in de conjunctiva, maar de lymfevaten bleven beperkt tot de conjunctiva. Zie figuur 16. In verschillende studies werd beschreven dat macrofagen het vermogen hebben om zich te differentiëren tot lymfatisch endotheel. Omdat uit onze resultaten blijkt dat er geen intratumorale lymfevaten aankleuren in het gebied waar de tumor door de sclera naar buiten is gegroeid, zouden de intra-oculaire Lyve-1 positieve lymfevat-achtige structuren die we in de studie hebben gevonden inderdaad macrofagen kunnen zijn die gedifferentieerd zijn tot lymfatisch endotheel.8,37,38 Mogelijk zijn alle Lyve-1 positieve vaatstructuren bekleed met endotheelcellen die zijn gedifferentieerd uit Lyve-1 positieve macrofagen. In diverse studies worden namelijk Lyve-1 positieve macrofagen beschreven en ook onze resultaten laten Lyve-1 positieve macrofagen zien in zowel de tumor als in de sclera, choroidea en het corpus ciliare. 7,8,9,38  
Een andere verklaring zou kunnen zijn dat focaal in de bloedvaten van ogen met een uveamelanoom de endotheelcellen Lyve-1 aberrant tot expressie brengen, bijvoorbeeld door signaalstoffen die door de tumor of macrofagen in de tumor worden geproduceerd.
Heindle et al maakt in zijn onderzoek gebruik van lichtmicroscopie en fluorescentiemicroscopie. De resultaten verkregen met lichtmicroscopie laten geen duidelijke vaatstructuren zien met zowel Lyve-1 als D2-40. Ook hier lijkt het stroma en enkele positieve cellen aan te kleuren. Met de fluorescentiemicroscoop beschrijft Heindle et al diverse D2-40 positieve vaatstructuren in de choroidea, maar uit onze resultaten blijkt dat D2-40 niet specifiek genoeg is omdat D2-40 ook in diverse andere structuren tot expressie komt. Het lijkt erop dat ook hier het stroma of Lyve-1 en D2-40 positieve macrofagen aankleuren die abusievelijk zijn beschouwd als lymfevaten. 
Birke et al 

Onze bevindingen suggereren dat er geen lymfevaten aanwezig zijn in de choroidea van uveamelanomen met en zonder extraoculaire extensie. De aanwezigheid van lymfevaten in het oog, verwijst naar een concept waar wordt beschreven dat haarvaten een netwerk vormen door het weefsel, die samenkomen in grotere lymfevaten en uiteindelijk de lymfeknoop betreden.38 Echter, onze resultaten detecteerde geen haarvaten of een netwerk van haarvaten met zowel Lyve-1, Prox-1 en D2-40. Ondanks dat er enkele vaatstructuren aankleurden met alleen Lyve-1, kwamen de vaten niet in één punt samen of vormde geen grotere verbindingen in de periferie. Deze bevinding komt deels overeen met de gedachten van Birke et al, die beschrijft dat er geen lymfevaten aanwezig zijn in gezonde ogen.7,39 
Birke et al toonde geen positieve vaatstructuren aan anterieur in het oog met Lyve-1, Prox-1 en D2-40. Prox-1 en D2-40 komen in het gehele oog niet tot expressie in de vaatstructuren, maar Lyve-1, Prox-1 en D2-40 positieve macrofagen zijn waargenomen in de sclera, choroidea en corpus ciliare. Met zowel lichtmicroscopie als elektronenmicroscopie komt D2-40 tot expressie in het gehele trabekelsysteem. Ondanks dat Birke et al gebruik maakt van diverse technieken zoals: fluorescentiemicroscopie, lichtmicroscopie, elektronenmicroscopie en diverse lymfevat-specifieke markers: Lyve-1, Prox-1 en D2-40 worden geen lymfevaten aangetoond anterieur in het oog.39 Zowel onze resultaten als de resultaten van Birke et al laten zien dat Lyve-1, Prox-1, D2-40 en CD31 positieve macrofagen aanwezig zijn in diverse structuren in het oog en dat D2-40 inderdaad het stroma van het trabekelsysteem aankleurt, met name de trabekelcellen, maar geen vaatstructuren. 
Overeenkomend met de resultaten van Birke et al, geen lymfevat-achtige structuren positief in gezonde ogen met de specifieke markers voor lymfevaten. Echter, uit de resultaten van Birke et al is wel gebleken dat D2-40 een functie kan hebben in het vormen van een chemokine die antigen presenterende cellen vanuit de iris kan begeleiden in de richting van de voorste oogkamer en het trabekelsysteem waar de afvoer plaatsvindt. Het anterieure oppervlak van de iris, het voorste gedeelte waar de uveasclerale afvoer plaatsvindt, en het trabekelsysteem  zouden de functie van lymfevaten in het oog kunnen vervullen. Verder onderzoek is van belang om de functie van D2-40 te onderzoeken. 38
Omdat in dit onderzoek gewerkt is met 3 specifieke lymfevat markers en een specifieke bloedvaten marker, kan op basis van immunohistochemie geconcludeerd worden dat er geen lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen met extraoculaire extensie. De specifieke lymfevat markers komen in zowel gezonde ogen als uveamelanomen in meerdere structuren en cellen tot expressie, die in eerdere beschreven studies abusievelijk als lymfevaten werden beschouwd. 5,8 Verder onderzoek naar de mogelijke aanwezigheid lymfevaten in uveamelanomen is essentieel. Om de resultaten verder te valideren, kunnen immunohistochemische kleuringen mogelijk gecombineerd worden met moleculair onderzoek. 

Conclusie 

Er bevinden zich geen lymfevaten in uveamelanomen met en zonder extraoculaire extensie. Er worden geen vaatstructuren aangekleurd met zowel Lyve-1, Prox-1 en D2-40. Met alleen Lyve-1 als lymfevat specifieke marker kan niet geconcludeerd worden dat lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen met extraoculaire extensie. Er kan pas geconcludeerd worden dat lymfevaten aanwezig zijn in uveamelanomen, wanneer Lyve-1, Prox-1, D2-40 en CD31 alle vier positief zijn in hetzelfde vat en CD34 negatief. Ondanks dat in dit onderzoek een panel met 3 specifieke lymfevat markers is toegepast, is verder onderzoek van belang om de aanwezigheid van lymfevaten in uveamelanomen aan te tonen. 

De eerder beschreven bevindingen van Khan et al en Heindle et al zijn niet voldoende onderbouwd. Uit onze resultaten is gebleken dat Lyve-1 en D2-40 naast lymfevaten ook in diverse andere structuren en cellen tot expressie komen in zowel gezonde ogen als in uveamelanomen. Ondanks het feit dat de resultaten van Heindle et al duidelijke vaatstructuren aantoonde met Lyve-1 in uveamelanomen met extraoculaire extensie, komen zijn resultaten niet overeen met onze resultaten en is verder onderzoek van belang.
Aanbeveling voor toekomstige onderzoeken
Uit dit onderzoek is gebleken dat er geen lymfevaten aantoonbaar zijn in uveamelanomen met extraoculaire extensie. De resultaten kwamen overheen met onze hypothese, maar waren tegenstrijdig met diverse eerder beschreven artikelen waar wel lymfevaten zijn beschreven in uveamelanomen.5,6 Het fenomeen dat lymfevaten afwezig zijn in gezonde ogen en in uveamelanomen blijft een discussieerbaar punt en verder onderzoek is van belang om het ontstaan, het verloop en de aanwezigheid van eventuele lymfevaten in ogen te verklaren. 
VEGF-C en D
Sinds de laatste jaren is er veel interesse in tumoronderzoek waarbij de uitgroei van lymfevaten, lymfangiogenese, de eerste stap is in metastasering via lymfevaten in diverse tumoren. Lymfangiogenese  ontstaat door binding van de lymfangiogene groeifactoren vascular endothelial growth factor-C en D (VEGF-C en -D) aan de specifieke lymfatisch vasculair endotheel receptor 3, VEGFR3. VEGF-C en D kunnen worden vrijgegeven door een verscheidenheid aan tumorcellen, maar ook door macrofagen.6 In een recente artikel is een co-expressie van VEGF-C en VEGFR3 geïdentificeerd in uveamelanomen wat de lymfangiogenese kan induceren en eventueel de aanwezigheid van lymfevaten kan verklaren.7 In hetzelfde artikel konden echter geen lymfevaten in de tumoren worden aangetoond.. 
VEGF-C en -D expressie werd waargenomen in tumorcellen, die naast hemangiogenese ook lymfangiogenese kan induceren. VEFG-C en -D kunnen namelijk naast VEGFR3 ook aan kinase insert domein receptor (KDR) binden, waardoor lymfangiogenese geïnduceerd wordt. KDR is beter bekend als vasculair endothel receptor 2, VEGFR2.7 Expressie van VEGFR2 en VEGFR3 in uveamelanomen kan wellicht relevant zijn voor het verduidelijken van het vaatstelsel in uveamelanomen en kan het ontstaan van metastasen en de aan- of afwezigheid van lymfevaten verhelderen. VEGF-C en -D zijn beide een ligand voor de receptoren VEGFR2 (Flk-1) en VEGFR3 (Flt-4) en kunnen verder onderzocht worden in uveamelanomen op moleculair en immunohistochemisch niveau.40 
Ligand en receptor aantonen in gebied waar de tumor zich bevindt in de buurt van de conjunctiva 
In dit onderzoek bevond één tumor zich voorin het oog die door de sclera heen naar buiten is gegroeid. Het extraoculaire gedeelte van de tumor bevond zich in een gebied waar zich ook de conjunctiva bevond met bestaande lymfevaten. Uit dit onderzoek is gebleken dat er geen nieuw gevormde lymfevaten aanwezig zijn in het gebied waar de tumor door de sclera heen naar buiten is gegroeid. 
Ondanks dat er geen nieuw gevormde lymfevaten aanwezig zijn, kan in dit gebied wel onderzocht worden of er een co-expressie van de liganden: VEGF-C of -D en bijbehorende receptoren: VEGFR2 of -3 aanwezig is. Wanneer zowel de ligand als de receptor aanwezig zijn, wordt lymfangiogenese geïnduceerd wat erop kan duiden dat op langer termijn toch lymfevaten gevormd worden. 
Op dit moment worden er geen lymfevaten aangetoond in uveamelanomen met extraoculaire extensie met behulp van de specifieke lymfevat markers. Wanneer de aan- of afwezigheid van de liganden: VEGF-C en D en de specifieke receptoren: VEGFR-2 en -3 aangetoond kan worden op zowel eiwit niveau als op moleculair niveau, kan met nog meer zekerheid aangetoond worden of lymfevaten aan- of afwezig zijn wat invloed heeft op de algehele prognose van patiënten. 

Om dit uit te voeren, kunnen immunohistochemische kleuringen met anti-VEGF-C en -D, anti-Flk1 en anti-Flt-4 uitgevoerd worden op paraffinecoupes. De coupes worden 4µm dik gesneden en gekleurd met het desbetreffende antilichaam om de expressie van Flk-1 en Flt-4 te bepalen. Naast immunohistochemische kleuringen kan ook de mRNA expressie van VEGF-C en D, Flk-1 en Flt-4 in uveamelanomen bepaald worden. De tumor wordt uit de paraffinecoupes geschraapt met een scalpel en in een microcentrifuge epje gedaan. Uit elk sample moet het RNA worden bepaald. 
Om het mRNA te bepalen, moet een reverse transcriptase real time qPCR uitgevoerd worden om het mRNA om te zetten in cDNA. Het cDNA wordt vervolgens gebruikt als template voor de qPCR reactie, waarna de hoeveelheid mRNA gemeten kan worden in de tumor.41 De resultaten van de immunohistochemische kleuringen en de mRNA bepaling kunnen met elkaar vergeleken worden om meer duidelijkheid te krijgen over de aan- of afwezigheid van lymfevaten in uveamelanomen. 
HE-gekleurde coupes ontkleuren 
Voor meer betrouwbaardere resultaten is het daarnaast belangrijk om het cohort te vergroten van uveamelanomen waarbij de tumor zich voorin het oog bevindt in het corpus ciliare en door de sclera tot in de conjunctiva is gegroeid. 
Dit kan gedaan worden door eventueel bestaande HE-coupes van zulke tumoren te ontkleuren en opnieuw aan te kleuren met behulp van immunohistochemie. De casussen waarbij de tumor zich voorin het oog bevindt en door de sclera heen naar buiten zijn gegroeird, zijn vaak alleen beschikbaar in bestaande HE-gekleurde coupes en niet meer in bestaande paraffineblokken. De paraffineblokken met de desbetreffende casussen bestaan niet meer aangezien vroeger de blokken geheel opgesneden werden, terwijl nu het snijden van coupes tot het minimum is beperkt. De casussen die essentieel zijn, zijn dus alleen beschikbaar als HE-kleurde coupes. 
Wanneer de bestaande HE-gekleurde coupes ontkleurt kunnen worden, zouden de coupes opnieuw aangekleurd worden met behulp van immunohistochemie. Op deze manier kan het cohort van 14 uveamelanomen vergroot worden. Daarnaast kan het een optie zijn om de desbetreffende casussen te zoeken in de database van bijvoorbeeld het Oogziekenhuis in Rotterdam, tot nu toe is alleen gezocht in de database van het Erasmus Medisch Centrum.
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Bijlage 1. Toegepaste protocollen
Samenvatting Protocol

Procedure: U UltraView Red (v1.02.0018)

BenchMark Ultra IHC/ISH Staining Module

Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Protocol Nr. 


Protocol Naam

           Datum aanmaken
       µ73

     

  Lyve-1 Rood


     08-10-2015

1. Verwarmen [Geselcteerd]

2. Glaasje opwarmen tot [75 Graden C], en Incubatie voor [8 minuten] (verwarmen)

3. Deparaffineren [Geselecteerd]

4. Glaasje opwarmen tot [72 Graden C] van Mediumtemperaturen (Deparaffineren)

5. Cell Conditioning [Geselecteerd]

6. ULTRA Conditioner #1 [Geselecteerd]

7. Glaasje opwarmen tot [97 Graden C], en Incubatie voor 8 Minuten (Cell Conditioner #1)

8. 20 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

9. 36 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

10. Antilichaam [Geselecteerd]

11.  Voeg toe één druppel van [Podoplanin/D2-40] (Antilichaam), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [0 Uur 32 Min]

12.  Amplificatie [Geselecteerd]

13.  Muisantilichaam verst. [Geselecteerd]

14.  UltraWash [Geselecteerd]
15.  Protocol gestopt

Handmatig verder
16. Glaasjes spoelen met reactie buffer en 1x PBS

17. 200ml 0,2M natrium acetaat, 2ml AEC en 200µl H2O2 bij elkaar pipetteren en vervolgens 60minuten laten incuberen op de glaasjes.

18. Na incubatie glaasjes afdekken
Samenvatting Protocol
Procedure: U UltraView Red (v1.02.0018)

BenchMark Ultra IHC/ISH Staining Module

Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Protocol Nr. 


Protocol Naam

           Datum aanmaken
     1060

     

 Prox1- RD Re


     16-03-2016

1. Verwarmen [Geselcteerd]

2. Glaasje opwarmen tot [75 Graden C], en Incubatie voor [8 minuten] (verwarmen)

3. Deparaffineren [Geselecteerd]

4. Glaasje opwarmen tot [72 Graden C] van Mediumtemperaturen (Deparaffineren)

5. Cell Conditioning [Geselecteerd]

6. ULTRA Conditioner #1 [Geselecteerd]

7. Glaasje opwarmen tot [97 Graden C], en Incubatie voor 8 Minuten (Cell Conditioner #1)

8. 20 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

9. 36 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

10. 52 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

11. 64 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

12. Antilichaam [Geselecteerd]

13. Voeg toe één druppel van [PREPKIT 13] (Antilichaam), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [0 Uur 32 Min]

14. Amplificatie [Geselecteerd]

15. Konijnantilichaam verst. [Geselecteerd]

16. UltraWash [Geselecteerd]

17. Tegenkleuring [Geselecteerd]

18. Voeg toe één druppel van [ HEMATOXYLIN II] (Tegenkleuring), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [ 8 Minuten]

19. Extra tegenkleuring [Geselecteerd]

20. Voeg toe één druppel van [BLUING REAGENT] (Extra Tegenkleuring), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [4 Minuten] 

Samenvatting Protocol

Procedure: U UltraView Red (v1.02.0018)

BenchMark Ultra IHC/ISH Staining Module

Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Protocol Nr. 


Protocol Naam

           Datum aanmaken
       639

     

  D2-40 Rood


     08-10-2015

1. Verwarmen [Geselcteerd]

2. Glaasje opwarmen tot [75 Graden C], en Incubatie voor [8 minuten] (verwarmen)

3. Deparaffineren [Geselecteerd]

4. Glaasje opwarmen tot [72 Graden C] van Mediumtemperaturen (Deparaffineren)

5. Cell Conditioning [Geselecteerd]

6. ULTRA Conditioner #1 [Geselecteerd]

7. Glaasje opwarmen tot [97 Graden C], en Incubatie voor 8 Minuten (Cell Conditioner #1)

8. 20 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

9. 36 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

10. Antilichaam [Geselecteerd]

11. Voeg toe één druppel van [Podoplanin/D2-40] (Antilichaam), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [0 Uur 16 Min]

12. Amplificatie [Geselecteerd]

13. Muisantilichaam verst. [Geselecteerd]

14. UltraWash [Geselecteerd]

15. Tegenkleuring [Geselecteerd]

16. Voeg toe één druppel van [ HEMATOXYLIN II] (Tegenkleuring), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [ 8 Minuten]

17. Extra tegenkleuring [Geselecteerd]

18. Voeg toe één druppel van [BLUING REAGENT] (Extra Tegenkleuring), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [4 Minuten] 

Samenvatting Protocol
Procedure: U UltraView Red (v1.02.0018)

BenchMark Ultra IHC/ISH Staining Module

Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Protocol Nr. 


Protocol Naam

           Datum aanmaken
       502

     

     CD31 RD



     21-09-2015

1. Verwarmen [Geselcteerd]

2. Glaasje opwarmen tot [75 Graden C], en Incubatie voor [8 minuten] (verwarmen)

3. Deparaffineren [Geselecteerd]

4. Glaasje opwarmen tot [72 Graden C] van Mediumtemperaturen (Deparaffineren)

5. Cell Conditioning [Geselecteerd]

6. ULTRA Conditioner #1 [Geselecteerd]

7. Glaasje opwarmen tot [97 Graden C], en Incubatie voor 8 Minuten (Cell Conditioner #1)

8. 20 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

9. 36 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

10. 52 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

11. 64 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

12. Antilichaam [Geselecteerd]

13. Voeg toe één druppel van [CD31 (JC70)] (Antilichaam), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [0 Uur 16 Min]

14. Amplificatie [Geselecteerd]

15. Muisantilichaam verst. [Geselecteerd]

16. UltraWash [Geselecteerd]

17. Tegenkleuring [Geselecteerd]

18. Voeg toe één druppel van [ HEMATOXYLIN II] (Tegenkleuring), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [ 8 Minuten]

19. Extra tegenkleuring [Geselecteerd]

20. Voeg toe één druppel van [BLUING REAGENT] (Extra Tegenkleuring), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [4 Minuten] 

Samenvatting Protocol

Procedure: U UltraView Red (v1.02.0018)

BenchMark Ultra IHC/ISH Staining Module

Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Protocol Nr. 


Protocol Naam

           Datum aanmaken
       501

     

     CD34 RD



     18-06-2014
1. Verwarmen [Geselcteerd]

2. Glaasje opwarmen tot [75 Graden C], en Incubatie voor [8 minuten] (verwarmen)

3. Deparaffineren [Geselecteerd]

4. Glaasje opwarmen tot [72 Graden C] van Mediumtemperaturen (Deparaffineren)

5. Cell Conditioning [Geselecteerd]

6. ULTRA Conditioner #1 [Geselecteerd]

7. Glaasje opwarmen tot [97 Graden C], en Incubatie voor 8 Minuten (Cell Conditioner #1)

8. 20 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

9. 36 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

10. 52 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

11. 64 minuten ULTRA CC1 [Geselecteerd]

12. Antilichaam [Geselecteerd]

13. Voeg toe één druppel van [CD34 (QBend10)] (Antilichaam), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [0 Uur 32 Min]

14. Amplificatie [Geselecteerd]

15. Muisantilichaam verst. [Geselecteerd]

16. UltraWash [Geselecteerd]

17. Tegenkleuring [Geselecteerd]

18. Voeg toe één druppel van [ HEMATOXYLIN II] (Tegenkleuring), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [ 8 Minuten]

19. Extra tegenkleuring [Geselecteerd]

20. Voeg toe één druppel van [BLUING REAGENT] (Extra Tegenkleuring), Voeg Coverslip toe, en Incubeer voor [4 Minuten] 

Bijlage 2. Aspecifieke aankleuringen
D2-40 (Muis anti-D240, Ready to use, Clone: D2-40; Cell Marque)
  
Lyve-1 (Muis anti-Lyve-1, Clone: 537028; R&D Systems)
    
Prox-1 (Muis anti-Prox-1, Clone: 4G10; Millipore)
Bijlage 3. Toegepaste condities 
Lyve-1 

Tabel 8. Toegepaste condities voor Lyve-1.  
	Protocolnummer / verdunning
	Protocol
	Expressie

	µ37       1:50
	CC1/60/UMgt/32/HRP
	Expressie te sterk

	µ37       1:100
	CC1/60/UMgt/32/HRP
	Expressie te sterk

	µ37       1:200
	CC1/60/UMgt/32/HRP
	Expressie te sterk

	µ37       1:400
	CC1/60/UMgt/32/HRP
	Expressie te sterk

	µ37       1:800
	CC1/60/UMgt/32/HRP
	Expressie te sterk

	µ37       1:1000
	CC1/60/UMgt/32/HRP
	Lymfevaten specifiek, expressie iets te sterk

	µ37       1:1500
	CC1/60/UMgt/32/HRP
	Lymfevaten specifiek, expressie iets te licht

	µ37       1:2000
	CC1/60/UMgt/32/HRP
	Expressie te licht


CC1 is de standaard voorbehandeling: heat induced epitope retrieval (HIER). Met protocol µ37  worden de coupes 60 minuten voorbehandeld met CC1 bij 95°C. Primaire antilichaam wordt 32 minuten geïncubeerd bij 36°C. UMgt is detectiekit UltraMap gericht tegen geit, gelabeld met HRP (Horse Radisch Peroxidase). Met protocol µ37 worden de coupes 32 minuten geïncubeerd met UMgt-HRP.
Optimale conditie: 1:1000    CC1/60/UMgt/32/HRP

Prox-1

Tabel 9. Toegepaste condities voor Prox-1
	Protocolnummer / verdunning
	Protocol
	Expressie

	U999     1:500
	CC1/ST/AK/32/AF
	Expressie te sterk

	U999     1:1000
	CC1/ST/AK/32/AF
	Expressie goed

	U999     1:1500
	CC1/ST/AK/32/AF
	Expressie goed, lymfevaten specifiek en achtergrondkleuring bijna weg

	U999     1:2000
	CC1/ST/AK/32/AF
	Expressie te licht

	U999     1:3000
	CC1/ST/AK/32/AF
	Expressie te licht


CC1 is de standaard voorbehandeling: heat induced epitope retrieval (HIER). Met protocol U999  worden de coupes 64 minuten (ST)  voorbehandeld met CC1 bij 95°C. Het primaire antilichaam wordt 60 minuten geïncubeerd bij 36°C. AK is anti-konijn. Met protocol U999 worden de coupes 32 minuten geïncubeerd met secundair antilichaam  anti-konijn, gelabeld met AF (Alkalische Fosfatase).
Optimale conditie: 1:1500   CC1/ST/AK/32/AF

Niet werkende Lyve-1

Tabel 10. Toegepaste condities voor niet werkende Lyve-1
	Protocolnummer / verdunning
	Protocol
	Expressie

	U998     1:200
	CC1/ST/AM/32/AF
	Expressie te sterk. Kleurt alle vaatstructuren aan

	U998     1:500
	CC1/ST/AM/32/AF
	Expressie goed. Kleurt alle vaatstructuren aan

	U998     1:1000
	CC1/ST/AM/32/AF
	Expressie te licht. Kleurt alle vaatstructuren aan

	U998     1:2000
	CC1/ST/AM/32/AF
	Expressie te licht. Kleurt alle vaatstructuren aan

	U1049   1:500
	AM/32/AF
	Expressie te licht. Kleurt alle vaatstructuren aan

	U1031   1:500
	CC2/ST/AM/32/AF
	Expressie te licht. Kleurt alle vaatstructuren aan


CC1 is de standaard voorbehandeling: heat induced epitope retrieval (HIER). Met protocol U998  worden de coupes 64 minuten (ST)  voorbehandeld met CC1 bij 95°C. Het primaire antilichaam wordt 32 minuten geïncubeerd bij 36°C. AM is anti-muis. Met protocol U998 worden de coupes 32 minuten geïncubeerd met secundair antilichaam  anti-muis, gelabeld met AF (Alkalische Fosfatase).
Met protocol 1049 worden de coupes niet voorbehandeld met een antigen retrieval. Het primaire antilichaam wordt 32 minuten geïncubeerd bij 36°C. AM is anti-muis. Met protocol U1049 worden de coupes 32 minuten geïncubeerd met secundair antilichaam  anti-muis, gelabeld met AF (Alkalische Fosfatase).

CC2 is een agressievere voorbehandeling dan CC1. Met protocol U1031 worden de coupes 64 minuten (ST) voorbehandeld met CC1 bij 95°C. Verder is het protocol hetzelfde als U998. 
Niet werkende Prox-1

Tabel 11. Toegepaste condities voor niet werkende Prox-1
	Protocolnummer / verdunning
	Protocol
	Expressie

	U998     1:50
	CC1/ST/AM/32/AF
	Geen expressie

	U1049   1:50
	AM/32/AF
	Geen expressie

	U1031   1:50
	CC2/ST/AM/32/AF
	Geen expressie

	U997     1:50
	P1/4/AM/32/HRP
	Geen expressie


Voor protocol U998, U1049, U1031, zie hierboven. Met protocol U997 wordt een andere voorbehandeling toegepast dan HIER, namelijk Proteolytic Induced Epitope Retrieval (PIER). De coupes worden 4 minuten geïncubeerd met P1. 
Bijlage 4. RNA isolatie

RNA isolatie

Naast het onderzoek naar lymfevaten in uveamelanomen, werd er ook DNA en RNA geïsoleerd uit conjunctivamelanomen. Uit het totale RNA werd het microRNA (MiRNA) bepaald. MiRNA is een onlangs ontdekte klasse van niet coderende RNA’s van 20 tot 25 nucleotiden lang die een rol spelen in de  regulatie van gen expressie. MiRNA behoort samen met small interfering RNA (siRNA) tot de interferentie RNA’s. Oftewel een proces dat genexpressie remt, door het afbreken of blokkeren van mRNA-moleculen voordat de translatie plaats heeft gevonden. MiRNA is complementair aan een stukje sequentie van een mRNA. Door op deze plaats een dubbele streng met het mRNA te vormen, wordt de translatie van het mRNA tegengehouden. MiRNA is ook betrokken bij sommige typen kankers, door een gebrek of toename van een bepaald MiRNA. MiRNA kan de concentratie van bepaalde eiwitten in de cel bepalen, waardoor kanker kan ontstaan door een onderdrukking van antitumorgenen of een gebrek aan onderdrukking van oncogenen zoals: RAS en p53 die een belangrijke rol spelen in de regulatie van apoptose en het reguleren van de celcyclus. Wanneer de functie van deze eiwitten wordt geremd, kan de cel zich ongeremd gaan delen waardoor uiteindelijk een tumor kan ontstaan. 

Methode RNA isolatie met paraffinecoupes

Voordat het tumorweefsel uit paraffinecoupes geschraapt kon worden, werden de coupes gedeparaffineerd en gedroogd aan de lucht. Het tumorweefsel werd weggeschraapt met een scalpel en gehomogeniseerd in 300µl TRI reagent. Vervolgens werd 300µl 100% ethanol aan het TRI reagent toegevoegd en gemixt. Het mengsel werd overgebracht in een Zymo-Spin Column met verzamelbuis en 30 seconden gecentrifugeerd bij 16.000xg. 400µl Direct-Zol RNA PreWash werd toegevoegd en opnieuw 30 seconden gecentrifugeerd bij 16.000xg. Nadat het vloeistof uit de verzamelbuis weggegooid was, werd deze wasstap herhaald. Daarna werd 700µl RNA Wash buffer toegevoegd en voor 2 minuten gecentrifugeerd bij 16.000xg. De wasbuffer werd verwijderd en de column overbracht naar een RNA-free buis. Voor het elueren werd 15µl DNase/RNase-Free water toegevoegd aan de buis en opnieuw voor 30 seconde gecentrifugeerd bij 16.000xg. Als laatste kon de totale opbrengst van het RNA gemeten worden met de nanodrop. 







                
Voordat de RNA opbrengst gemeten kon worden, werd de sensor van de nanodrop schoongemaakt met demiwater en gekozen voor nucleic acid. Er werd 1 µl demiwater op de sensor gepipetteerd en gekozen voor 40-RNA. Voor het blanco stellen werd 1µl DNase/RNase-Free water gebruikt waarna de RNA absorptie gemeten kon worden door 1µl per sample op de sensor te pipetteren. 
Methode losse microRNA validatie
Om te bepalen of MiRNA aanwezig is in de totale RNA opbrengst, is een losse micro-RNA validatie uitgevoerd. Voor de losse miRNA validatie is als controle uit een uveamelanoom de totale RNA opbrengst bepaald om vervolgens te bepalen of het MiRNA aanwezig. Een RT-PCR met MiRNA specifieke primers, RNU48, werd uitgevoerd zodat het totale RNA omgezet wordt in cDNA. Vervolgens werd een specifieke qPCR uitgevoerd om opbrengst van het miRNA te bepalen. RNU48 komt voor in zowel gezonde cellen als in tumorcellen.
Voor een losse micro-RNA validatie werd een cDNA mastermix gemaakt. Voor n=1 werd 0,15µl dNTP,      1µl Multiscribe RT-enzyme, 1µl 10x RT buffer, 0,19µl RNase-inhibitor, 2µl 5x RT-primer en 2,32µl demiwater bij elkaar gepipetteerd. De mastermix werd in de cDNA plaat gepipetteerd met 3,34µl verdund totRNA. De plaat werd gecentrifugeert en 5minuten geïncubeerd op ijs. Vervolgens werd er een RT-qPCR mastermix gemaakt. Voor n=1 werd 7µl demiwater, 10µl 2x Taqman Universal PCR-mix NO-UNG en 1µl 20x primer/probe-mix bij elkaar gepipetteerd. De PCR mastermix werd in de qRT PCR plaat gepipetteerd, waarna er 2µl cDNA toegevoegd werd.
Bijlage 5. Bloedbuizen oogheelkunde

Van de patiënten die gediagnosticeerd zijn met een uveamelanoom, wordt om de zoveel tijd drie buisjes bloed afgenomen. Het plasma en de buffy coat worden gescheiden uit het bloed voor eventuele toekomstige onderzoeken op de afdeling oogheelkunde. Na het centrifugeren ontstaat er bovenin de buis een heldere vloerstof, het plasma. Onderin de buis bevindt zich een rode vloeistof die voor het grootste deel uit rode bloedcellen bestaat. Tussen deze twee vloeistoffen bevindt zich de buffy coat, een dunne laag wat bestaat uit leukocyten en trombocyten. 

Methode bloedbuizen 
Meestal worden er drie buizen met bloed per patiënt ontvangen. Voor de bloedbuizen en epjes werd de centrifuge ingesteld op 4 graden. Per patiënt werden twee van de drie bloedbuizen gewikkeld in een tissue, in een 50ml buis geplaatst en 10 minuten gecentrifugeerd bij 3500 rcf. Vervolgens werd in de oogmelanomendatabase onder het kopje Fracties de stickers uitgeprint. EL voor volbloed, BC voor buffycoat en CTPL voor Circulair Tumor Plasma, waar uiteindelijk het DNA en RNA uit geïsoleerd wordt. Per patiënt werd van beide buizen plasma overgebracht in een 1,5ml epje met daarop de patiëntengegevens. De epjes met plasma werden vervolgens nogmaals gecentrifugeerd gedurende 10 minuten bij 13.300 rpm. Het supernatant werd overgepipetteerd in schone 1,5ml epjes en geplaatst in de -80graden vriezer, dit betreft de fractie CTPL (Circulair Tumor Plasma). Vervolgens werd per patiënt 7ml GTC-oplossing 4M en 49ul B-mercaptoethanol 14,3M samengevoegd waarin per patiënt de buffycoat van beide bloedbuizen werd overgebracht. De buizen met de buffycoat werden geplaatst in de -20 graden vriezer. De overige inhoud van de bloedbuizen werd weggegooid. De inhoud van de niet gecentrifugeerde bloedbuis werd overgebracht in een 50ml buis met patiënten gegevens. 

Figuur 1. Anatomie van het oog.3
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Figuur 2. De drie type melanomen weergegeven. A: melanoom bestaand uit spoelvormige cellen met langgerekte kernen (HE, 400x) , B: melanoom bestaand uit epitheloid cellen met grote pleomorfe kernen en eosinofiele nucleoi (HE, 400x), C: melanoom bestaand uit spoelvormige cellen en epitheloid cellen (HE, 625x).11 





Tabel 1. Tumor (T) classificatie van uveamelanomen. Gebaseerd op tumordikte en basale tumor afmeting.





Tabel 2. Classificatie eventuele betrokkenheid corpus cilaire/ met of zonder extraoculaire extensie.





Tabel 3. Stadiering systeem voor uveamelanomen. T: tumor grootte en dikte, N: betrokkenheid lymfeklieren, M: metastasen op afstand. 





Figuur 3. De hyaluronan (HA) receptor Lyve-1 komt tot expressie op het oppervlak van lymfatische endotheel cellen. Daarnaast  transportert het HA naar de lumen van lymfevaten. Naast Lyve-1 is CD44 ook een transmenbraan receptor voor HA.42 





Figuur 4. PDPN bindt aan CLEC-2 op het oppervlak van bloedplaatjes wat leidt tot bloedplaatjesaggregatie.23 





Tabel 4. Overzicht in welke vaatstructuren de verschillende markers tot expressie komen. Lyve-1, Prox-1 en D2-40 komen alleen tot expressie in lymfevaten. CD31 kleurt alle vaatstructuren aan en CD34 komt alleen tot expressie in bloedvaten en kleurt het stroma aan in diverse structuren.





Figuur 5. Indirecte kleuring methoden. Een Ongelabeld primair antilichaam reageert met antigenen in het weefsel. Het Alkalische Fosfatase  geconjugeerde secundair antilichaam bindt aan het primaire antilichaaam.27





Figuur 6. A:  Schematische weergave detectiesysteem   UltraView. Secundaire antilichaam is een multimeer, waar HRP of AF aan gelabeld is. B: Mogelijke amplificatiestap, primair antilichaam is opgewekt in een muis, eerste amplificatie antilichaam is konijn-anti-muis en vervolgens amplificatie antilichaam muis-anti-konijn waar het secundaire antilichaam aan bindt.
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Figuur 7. Schematische weergave detectiesysteem OptiView. Het primaire antilichaam bindt aan een antigen in het weefsel. Aan het primaire antilichaam bindt het secundaire antilichaam met covalent gebonden HQ- haptenen (OptiView HQ Universal linker), vervolgens bindt het HRP multimeer aan de HQ haptenen.








Figuur 8. UltraView Alkalische Fosfatase rode detectie, Ventana Medical, Inc. Substraat Naptholfosfaat, chromogeen Fast Red. 34





Tabel 6. Overzicht in welke cellen de verschillende markers Lyve-1, Prox-1, D2-40, CD31 en CD34 tot expressie komen. Naast dat Lyve-1, Prox-1 en D2-40 specifiek tot expressie komen in lymfevaten, worden ook andere cellen aankleurt. 





Prox-1, 100x vergroot





 Lyve-1, 100x vergroot





Figuur 9: De limbus weergegeven. A: Lymfevaten aangekleurd, zie zwarte pijlen, met lymfevat specifieke marker Lyve-1. Bloedvaten zijn negatief, zie witte pijl. B: Lymfevaten aangekleurd met lymfevat specifieke kernkleuring Prox-1. Zwarte pijlen geven de aangekleurde lymfevaten aan, die overeenkomen met de vaten waarin  Lyve-1 tot expressie komt. Bloedvaten negatief, zie witte pijl. 





Figuur 10. De limbus. D2-40: Lymfevaten worden aangekleurd, zie zwarte pijlen. Bloedvaten zijn negatief, zie witte pijl. CD31: Deze algemene endotheelmaker komt in zowel lymfevaten als bloedvaten tot expressie, lymfevaten aangegeven met zwarte pijlen, bloedvat aangegeven met witte pijl. CD34: Het stroma kleurt positief en enkele bloedvaten. De lymfevaten zijn negatief.    





 D2-40, 100x vergroot





 CD31, 100x vergroot





CD34, 100x vergroot











Figuur 11. De lymfevaten positief met Lyve-1, zie pijlen. 100x vergroot.





Tabel 7. Overzicht van de 3 uveamelanomen waar mogelijk een lymfevat aangekleurd is. In één uveamelanoom kwamen twee vaten tot expressie (1 en 1.1). Per marker wordt aangegeven of het tot expressie kwam, daarnaast wordt de locatie van de tumor weergegeven.





C





A





B





Lyve-1, 200x vergroot





 D2-40, 200x vergroot





Prox-1, 200x vergroot





Lyve-1, 400x  vergroot
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CD34, 200x vergroot





CD31, 200x vergroot





Figuur 12. A: Lyve-1 positief vat in de tumor, zie pijlen. B en C: Geen positieve aankleuring in hetzelfde vat met  Prox-1 en D2-40. C: D2-40 kleurde enkele macrofagen positief aan in de tumor en komt geheel tot expressie in de retina, zie witte pijl. D en E: CD31 en CD34 zijn beide positief, zie pijlen. F: Lyve-1 positief vat 400x vergoot, Lyve-1 positieve aankleuring beter zichtbaar.  Alle positieve controles linksboven in de figuren zijn positief. 
































D2-40, 200x vergroot





Prox-1, 200x vergroot





Lyve-1, 200x vergroot
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Figuur 13. A: Lyve-1 komt focaal tot expressie in het vat, zie pijl. B en C: Prox-1 en D2-40 zijn beide negatief in hetzelfde gebied, zie pijlen. D en E: Zowel CD31 als CD34 zijn duidelijk positief in het vat. Alle positieve controles linksboven in de figuren zijn positief, lymfevaten worden aangekleurd met Prox-1, Lyve-1, D2-40 en CD31. CD34 kleurt specifiek de bloedvaten aan.  





CD34, 200x vergroot
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D2-40, 200x vergroot
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Prox-1, 200x vergroot





Lyve-1, 200x vergroot
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CD34, 200x vergroot





CD31, 200x vergroot





Figuur 14. A: Lyve-1 positief vat in de choriocappilaris, zie pijl. B en C: Geen positieve aankleuring in hetzelfde vat met Prox-1 en D2-40. D en E: Met zowel CD31 als CD34 kleurt het vat wel positief,  zie pijlen. Diverse andere bloedvaten in de choroidea kleuren aan met CD31 en CD34. Alle positieve controles linksboven in de figuren zijn positief, lymfevaten worden aangekleurd met Prox-1, Lyve-1, D2-40 en CD31. CD34 kleurt specifiek de bloedvaten aan.  
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Prox-1, 200x vergroot
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D2-40, 200x vergroot
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 CD34, 200x vergroot





 CD31, 200x vergroot





Figuur 15. A: Lyve-1 positief vat aan de rand van de tumor, zie pijl. B en C: Geen positieve aankleuring met Prox-1 en D2-40 rond het vat, zie pijlen. C: De retina aan de rand van de tumor geheel positief en enkele macrofagen in de tumor. D: Vat positief met CD31. E: Vat NB met CD34, vat bevindt zich niet meer in de coupe. Alle positieve controles linksboven in de figuren zijn positief, lymfevaten worden aangekleurd met Prox-1, Lyve-1, D2-40 en CD31. CD34 kleurt specifiek de bloedvaten aan.  


 





Figuur 16. A: Lyve-1 positieve lymfevaten in de conjunctiva, zie pijl. Tumor door de sclera heen gegroeid, zie ster. B: Prox-1 positieve kernen in lymfevaten, zie pijl. Ook hier is de tumor door de sclera heen gegroeid, zie ster. In beide plaatjes geen nieuw gevormde lymfevaten waarneembaar rond de tumor, alleen in de conjunctiva komen  zowel Lyve-1 als Prox-1 tot expressie in de lymfevaten. 
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Lyve-1, 100x vergroot





Prox-1, 100x vergroot





Figuur 19. D2-40, specifieke lymfevat marker. Gehele retina aangekleurd met D2-40, 100x vergroot.





Figuur 17. D2-40, specifieke lymfevat marker. Macrofagen in de choroidea in de omgeving van de tumor positief. 50x vergroot.





Figuur 18. D2-40, specifieke lymfevat marker. Stroma van iris en trabekelsysteem positief,  50x vergroot.





Figuur 22. Lyve-1, specifieke lymfevat marker. Bloedvaten positief. 200x vergroot.








Figuur 20. Lyve-1, specifieke lymfevat marker. Bloedvaten positief. 200x vergroot.








Figuur 21. Lyve-1, specifieke lymfevat marker. Bloedvaten positief. 100x vergroot.








Figuur x. Lyve-1, specifieke lymfevat marker. Bloedvaten komen ook tot expressie. 200x vergroot.





Figuur 23. Prox-1, specifieke lymfevat marker. Geen aankleuring. 100x vergroot.





Figuur 24. Prox-1, specifieke lymfevat marker. Geen aankleuring. 50x vergroot.








Figuur 25. Prox-1, specifieke lymfevat marker. Geen aankleuring. 100x vergroot.








Figuur 26. Bloedbuis,  schematisch weergave 
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