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1. EINLEITUNG

Auf dem Gebiet der Mammatumoren lag der Forschungsschwerpunkt in der
Veterindrmedizin bis vor einiger Zeit bei der Untersuchung des biologischen
Verhaltens caniner Neoplasien (Busch, 1993; Gutberlet, 1994; Walter, 1999)
Seit einigen Jahren riicken jedoch auch die Mammatumoren der Katze immer
mehr in den Mittelpunkt des Interesses (Itoh et al., 1996; Hahn und Adams,
1997; Kessler und von Bomhard, 1997; Simon und Nolte, 1997; Vollmerhaus
et. al., 1997; Muleya et. al., 1998).

Obwonhl die Inzidenzrate feliner Mammatumoren im Vergleich zum Hund etwa
10 Mal geringer ist, stellt sie als dritthdufigste Neoplasieform doch einen nicht
unerheblichen Anteil am Krankheitsgeschehen der Katze dar (Misdorp und
Weijer, 1980).

Daher ist es wichtig, eingehendere Untersuchungen auf diesem Gebiet
anzustellen, um die bisherigen Kenntnisse zu erweitern und zu vervollstandigen
und eventuell genauere Aussagen Uber Ursachen, Krankheitsverlauf und
Prognose machen zu kénnen.

Dabei ist es zum einen interessant festzustellen, inwieweit die Untersuchungen
und Ergebnisse, die bisher beim Hund durchgefthrt wurden, sich auf die Katze
Ubertragen lassen.

Zum anderen stellt die Katze ein interessantes Modell zur Erforschung von
Therapieformen in der Humanmedizin dar, da sich die Tumoren in ihrer
Wauchsform und dem Wachstumsverhalten sehr &hneln (Hayden und Nielsen,
1971; Weijer, 1979; Misdorp und Weijer, 1980)

Ziel dieser Arbeit ist ein Beitrag zur Erforschung des biologischen Verhaltens
feliner Mammatumoren, indem zunachst die Tumoren Klassifiziert werden und
anschlieend die regiondren Lymphknoten auf das Vorhandensein von
Metastasen untersucht werden, sowie bei positivem Ergebnis deren Wuchsform
bestimmt und eine Beziehung zum Priméartumor hergestellt wird.

Um die Fehlerquote beim Auffinden der Metastasen moéglichst gering zu halten,
soll, wie bereits an Mammatumoren von Mensch und Hund etabliert, eine
immunhistochemische Farbemethode gefunden werden, die Tumorzellen im
Primartumor, als auch im Lymphknotengewebe sicher anfarbt und diese auf
ihre Wichtigkeit bezuglich der Routinediagnostik hin geprift werden.



2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Feline Mammatumoren
2.1.1. Vorkommen

Mammatumoren bilden nach den Hauttumoren und den Lymphosarkomen die
dritthdufigste Neoplasieform der Katze (Misdorp und Weijer, 1980; Couto,
1989; Deligant et al., 1995).

Ihr Vorkommen betrdgt 12% aller malignen Tumore, sowie 17% aller
Neoplasien bei weiblichen Katzen. Die Inzidenzrate feliner Mammatumoren
betragt bei einer groflangelegten 3-jahrigen Studie in Alameda County 12,8 pro
100.000 Katzen, bei den weiblichen Katzen sind es 25,4 pro 100.000 (Dorn et
al., 1968).

Eine Rassendisposition fur Siamkatzen kann seit einer Studie von Kessler und
von Bomhard (1997) als erwiesen angesehen werden. Sie untersuchten 2386
Falle von Mammatumoren (ber einen Zeitraum von 6 Jahren und verglichen die
Ergebnisse mit einer Referenzpopulation von 29270 Katzen. Dabei stellte sich
heraus, da Siamkatzen ausschlieRlich maligne Tumore zeigten, hingegen der
Anteil maligner Tumore bei den europdischen Hauskatzen 92% und bei den
Perserkatzen 83,3% betrug. Auch beim Vorhandensein von Lymphangiosis
carcinomatosa liegt die Siamkatze mit 35,4% vor der europdischen Hauskatze
mit 24,8% und der Perserkatze mit 17,3% an der Spitze. Diese Ergebnisse
bestétigen die bereits beschriebene Rassedisposition der Siamkatze von Hayes et
al. (1981). Das gleichzeitig von Hayes et al. (1981) beschriebene friihere
Auftreten von Mammatumoren bei dieser Rasse konnte von Kessler und von
Bombhard (1997) nicht bestatigt werden, die keine signifikanten Unterschiede im
Durchschnittsalter aller betroffenen Rassen feststellen konnten.

Das Durchschnittsalter, in dem Katzen am hdufigsten an Mammatumoren
erkranken, wird nahezu ubereinstimmend mit 10 Jahren angegeben (Schmidt
und Langham, 1967; Dorn et al., 1968; Weijer et al., 1972; Tomlinson et al.,
1984; Hayes und Mooney, 1985; Frese et al., 1989; Kessler und von Bombhard,
1997). Das hochste Vorkommen lag in der Altersgruppe zwischen 10 und 14
Jahren (Hayden und Nielsen, 1971).

Allerdings ist die Zeitspanne, in der ein Auftreten dieser Neoplasien beobachtet
wurde, mit 9 Monaten bis 19 Jahren sehr weit gefalt (Weijer et al., 1972).

Bei der Verteilung der Tumoren auf die unterschiedlichen Mammarkomplexe
sowie die beiden Geséugeleisten bestehen verschiedene Meinungen.

Brodey (1969) findet, dal? alle Gesdugekomplexe gleichermalen betroffen seien,
Hayden und Nielsen (1971) hingegen sehen im vorderen Gesdugepaar ein
gehéuftes Auftreten. Bei Weijer et al.. (1972) und Weijer und Hart (1983)
waren der 1. und 2. abdominaler Komplex deutlich unterreprésentiert.



Multiples Vorkommen liegt laut Hayes und Mooney (1985) bei Katzen bei 60%.
Nach den Untersuchungen dieser Autoren sind 86 % der Mammatumoren
maligne und 14% benigne. Auch hier sind Hayden und Nielsen (1971) aufgrund
der Ergebnisse ihrer Studie anderer Meinung, da 68% der von ihnen
untersuchten Tiere lediglich eine betroffende Drise aufweisen. Weijer et al.
(1972) untersuchten 142 Katzen und fanden bei 97 gleichfalls nur eine
betroffene Druse (68,3%).

Eine eindeutige Disposition besteht fir weibliche Katzen (Schmidt und
Langham, 1967; Stiinzi, 1967; MacVean et al., 1978; Frese et al., 1989; Kessler
und von Bomhard, 1997).

2.1.2. Beeinflussende Faktoren

Die Kastration wird von einigen Autoren als bedeutender Faktor zur
Verringerung des Gesdugekrebsrisikos gesehen (Dorn et al., 1968; Misdorp et
al., 1992). Dorn et al. (1968) stellen in der von ihnen untersuchten Population
ein siebenmal hoheres Risiko bei unkastrierten Katzen fest Mammatumoren zu
entwickeln, als bei kastrierten Katzen. Misdorp et al. (1992) sehen eine
Reduzierung des Risikos um 65% nach Kastration. Auch Kessler und von
Bomhard (1997) bestatigen eine Préadisposition sexuell intakter weiblicher Tiere.
Die Ursache fir dieses Phanomen wurde noch nicht eindeutig geklart,
vermutlich spielen endogene Hormone, die im Ovar gebildet werden, eine Rolle.
Das erhOhte Auftreten von Mammatumoren nach Gabe von Gestagenen zur
Oestrusverhutung, das ebenfalls von Misdorp et al. (1992) beobachtet wurde,
unterstitzt die These, daR Hormone bei der Enstehung von Mammtumoren eine
Rolle spielen. Sie entdeckten in ihrer Studie ein um 280% erhdhtes Risiko bei
regelmaRiger Gabe von Gestagenen.

2.1.3. Biologisches Verhalten

Laut Gabbert (1984) ist die Invasion eines Tumors in das angrenzende Gewebe
und dessen Gefélie der erste und entscheidende Schritt zur Metastasierung.
Feline Mammatumoren wachsen haufig infiltrativ, sie enthalten oft ausgepragte
Nekrosen und sind von Lymphozyten und Plasmazellen infiltriert (Weijer et al.,
1972). Sie wachsen in den meisten Fallen sehr schnell und metastasieren am
haufigsten in die regionaren Lymphknoten und die Lunge (Uberreiter, 1968b;
Hayden und Nielsen, 1971). Die Metastasierungsrate ist gemal der
Literaturmitteilungen jedoch groflen Schwankungen unterworfen und reicht
von 24 metastastasierten Féllen bei einer Gesamtzahl von 24 Fallen (100%)
(Misdorp, 1964) bis zu einem metastasierten Fall bei einer Anzahl von 21 Fallen
(Nielsen, 1952).



2.1.4. Klassifikation

Hampe und Misdorp (1974) haben fir die Weltgesundheitsorganisation eine
Klassifikation erarbeitet, die auch heute noch als grundlegend fiir die Einteilung
der Mammatumoren der Katze gilt.

Darin werden die Karzinome wie folgt eingeteilt:

1. KARZINOME
A. Adenokarzinome B. solide Karzinome
- tubular - einfach
- einfach - komplex
- komplex C. Spindelzellkarzinome
- papillar - einfach
- einfach - komplex
- komplex D. Anaplastische Karzinome
- papillar-zystisch E. MuzinGse Karzinome
- einfach F. Plattenepithelkarzinome
- komplex

2. KARZINOSARKOME

Tubuldre und papillare Adenokarzinome treten bei der Katze weitaus am
haufigsten auf (> 90%), gefolgt von soliden Karzinomen (Cotchin, 1957;
Uberreiter, 1968a; Hayden und Nielsen, 1971; Weijer et al., 1972; Tomlinson et
al., 1984; Kessler und von Bomhardt, 1997). Mischtumore, wie sie beim Hund
h&ufiger auftreten, werden bei der Katze nicht (Hayden und Nielsen, 1971) oder
nur sehr selten gesehen (Tomlinson et al., 1984).

2.1.5. Metastasierungslokalisation und Haufigkeit

Feline Mammatumoren metastasieren am hdaufigsten in die Lunge und in die
regionaren Lymphknoten. Die Metastasierungsrate betrdgt bei Hayden und
Nielsen (1971) 31%, wobei die Lunge mit 35% den ersten, die regiondren
Lymphknoten mit 17,6% den zweiten Rang belegen. Gefolgt werden diese
Lokalisationen von der Leber mit 11,7% und der Milz mit 5,8%.

Weijer et al. (1972) untersuchten 170 Katzen mit Mammatumoren, wobei 129
Obduktionsfélle und 41 Einzeleinsendungen vorlagen, bei letzteren konnte
lediglich der Primartumor untersucht werden.

Von den 129 obduzierten Katzen konnten in 120 Fallen Metastasen
nachgewiesen werden. Das entspricht einer Metastasierungsrate von 93% und
stimmt mit der Meinung von Kraft und Danckert (1997) Uberein, die eine
Metastasierungsneigung feliner Mammmatumoren von 80-90 % angeben.



Bei den von Metastasen bevorzugt betroffenen Organen teilen sich Lunge und
Lymphknoten den ersten Platz, gefolgt von Pleura und Leber.

In  einer Studie wvon Weijer und Hart (1983) wurde eine
Metastasierungshaufigkeit von 65% angegeben, wobei die Lymphknoten hier zu
27% betroffen waren.

Geppert et al. (1984) untersuchten in einer humanmedizinischen Studie 231
Falle von Mammakarzinomen bei der Frau und stellten fest, dal? die GroRe des
Primértumors einen hochsignifikanten Einflull auf die Lymphknotenmetasta-
sierung hat. Bei Tumoren Uber 2 cm waren bei 75 % der Patientinnen die
Lymphknoten befallen, gegentuiber 27 % bei den Tumoren unter 2cm Grél3e.
Die Zahl der Lymphknoten bei der Frau ist im Gegensatz zu Hund und Katze im
Axillarbereich sehr hoch. Meist sind mehrere Lymphknoten von der
Metastasierung betroffen.

Waren mehr als 3 Lymphknoten befallen, wurden signifikant hdufiger tGber 12
Lymphknoten nachgewiesen, als bei Féllen mit weniger als 3 befallenen
Lymphknoten und solchen ohne Metastasen.

Aulerdem beobachteten Geppert et al. (1984) in ihrer Studie, dall sehr kleine
Lymphknoten und solche mit fortgeschrittener Fettgewebsatrophie signifikant
h&ufiger bei metastasenfreien Féllen nachgewiesen wurden und diese auch
seltener als grofRere Lymphknoten von Karzinomen befallen waren.

2.1.6. Bedeutung des Metastasierungsverhaltens fir Therapie und
Prognose

Lymphknotenmetastasen gehdren zu den ersten Anzeichen der Generalisation
einer Geschwulstkrankheit (Grundmann, 1984).

Das Vorhandensein von tumor-positiven Lymphknoten stellt eine deutliche
Verschlechterung der Prognose in Bezug auf die Uberlebensrate von erkrankten
Katzen dar (Weijer und Hart, 1983).

Dagegen besteht fir Katzen, die nach Entdeckung der Krankheit einer radikalen
Mastektomie unterzogen wurden, d.h. Entfernung aller 4 Einzelkomplexe einer
Leiste plus inguinaler Lymphknoten unabhé&ngig von der Lokalisation des
Tumors innerhalb dieser Leiste, laut MacEwen et al. (1984) eine deutlich
niedrigere Rickfallrate.

Aufgrund des raschen, infiltrativen Wachstums und der h&ufig auftretenden
Penetration der Lymphgefdle empfehlen Weijer et al. (1972) eine
Radikalextirpation aller Komplexe einer Mammaleiste als Operationsmethode der
Wahl.

Vollmerhaus et al. (1997) empfehlen, bedingt durch die individuellen
Unterschiede im LymphabfluR der einzelnen Komplexe bei einer Mastektomie,
die Entfernung aller Lymphknoten, die am Rande der Milchdrise liegen, d.h.
nicht nur des Inguinallymphknotens, wie von MacEwen et al. (1984) gefordert
wird.



Da jedoch den Lymphknoten auch eine bedeutende Funktion in der Filterung
und Beseitigung von Tumorzellen zukommt, fuhrt Straw (1997) an seinem
Institut keine prophylaktische Entfernung von Lymphknoten mehr durch,
sondern nur, wenn diese makroskopische verandert sind.

Seit neuestem versucht man in der Humanmedizin mit Hilfe der Szintigraphie
sogenannte "Wachterlymphknoten™ aufzuspiren und zu entfernen. Diese
Lymphknoten sind dem Tumor direkt nachgeschaltet. Enthélt der so entfernte
Lymphknoten Metastasen, so ist eventuell eine genauere Aussage in bezug auf
die Prognose moglich (Mac Masters et al., 1998). Eine noch laufende Studie an
der Universtatsklinik in Kiel unter der Leitung von Dr. Ostertag soll zeigen, ob
die fur die Patientinnen mit sehr unangenehmen Folgen behaftete radikale
Lymphonodoektomie aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse in weiterer
Zukunft unterbleiben kann (Ostertag, 1999).

2.2. Die Milchdruse der Katze und ihre lymphatische Entsorgung

Die Milchdriise der Katze besteht aus 4 Mammakomplexen in jeder der zwei
Milchleisten. Aufgrund ihrer Lokalisation werden die Komplexe als

- T1, erster thorakaler Komplex

- T2, zweiter thorakaler Komplex

- Al, erster abdominaler Komplex

- A2, zweiter abdominaler Komplex

bezeichnet.

In einer aktuellen Studie Uber die regiondren Lymphknoten des Gesduges der
Hauskatze von Vollmerhaus et al. (1997), wurden zur Darstellung der afferenten
Lymphgefae subkutan bzw. intramammar Farblésungen (Berliner Blau,
Tusche, Tinte) injiziert, zur Darstellung der efferenten Bahnen erfolgte die
Injektion direkt in die Lymphknoten.

Dabei wurden folgenden Ergebnisse gewonnen:

An der Lymphdrainage des Gesduges der Katze ist eine Kette von Lymphknoten
beteiligt, die cranial, lateral und kaudal beider Gesaugeleisten zu finden ist.

Sie besteht von cranial nach caudal gesehen aus dem inkonstanten Ln. axillaris
primae costae und den konstant vorkommenden Lnn. axillaris proprius, axillaris
accessorii (Lc. axillare), die ihre Lymphe in den Venenwinkel entlassen und den
Lnn. epigastrici caudales und inguinales supf. (Lc. inguinofemorale), die die
Lymphe in Richtung Korperhdhle zum Lc. iliosacrale weiterleiten.

Demnach kann eine kraniale und eine kaudale FlieRRrichtung unterschieden
werden, wobei die Grenze innerhalb der Mammarkomplexe variabel ist.

Sie liegt entweder zwischen T1 und T2, zwischen T2 und Al oder zwischen
Alund A2,



2.3. Definition und Diagnostik von Metastasen in der Humanmedizin

Die Entdeckung auch kleinster Metastasen in den regiondaren Lymphknoten und
ihre Bedeutung in bezug auf die Prognose spielt in der Humanmedizin nach wie
vor eine grol3e Rolle.

Auch beim Hund wurde der Nachweis von Mikrometastasen und ihr
prognostischer Wert untersucht und die Relevanz fir Prognose und Therapie
bewiesen (Busch und Rudolph, 1995).

Die Problematik beim Nachweis solcher Kleinstmetastasen, die oft nur aus
einzelnen Zellen bestehen, besteht zum einen in der Identifizierung der
Tumorzellen. Da in der Routinediagnostik die H.E. Farbung bevorzugt wird,
kénnen Tumorzellen allein anhand ihrer GrofRe und Kernmorpholgie, sowie
eventuell der Kern-Plasma-Relation erkannt werden.

Um eine Tumorzelle im H.E. Schnitt zu erkennen, muf3 sie sich zum anderen
erst einmal in der Schnittebene befinden.

Bei einer angenommenen Schnittdicke von 2 um heit das, daf} ein
Lymphknoten, egal welcher GroRe, komplett histologisch aufgeschnitten
werden miRte, um eine 1-zellige Mikrometastase zu finden.

Dies bedeutet jedoch einen nicht zu bewaltigenden Zeitaufwand, da so bei einer
durchschnittlichen LymphknotengréRe von 1 cm 5000 Schnitte anzufertigen
und auszuwerten waren.

Deshalb beschéaftigen sich in der Humanmedizin viele Studien mit der
Verbesserung der Diagnostik von Mikrometastasen durch neuere Methoden
oder erhodhte Schnittzahlen (Rosen et al., 1981; Fisher et al., 1983; Wells et al.,
1984; Bosse und Schmitz, 1985; Bussolati et al., 1986; Trojani et al., 1987a;
Trojani et al., 1987b; Friedmann et al., 1988; Apostolikas et al., 1989; Ronay et
al., 1989; Group, 1990; Galea et al., 1991; Stosiek et al., 1991; Chen et al.,
1993; Tsuchiya et al., 1996).

Nach Wilkinson und Hause (1974) liegt die Wahrscheinlichkeit, eine Metastase
von 1mm Durchmesser in einem Lymphknoten von 3 mm Durchmesser zu
finden, bei 100%, wenn man einen Zentral- und 2 Peripherschnitte anfertigt. Die
Wabhrscheinlichkeit sinkt mit zunehmender GrolRe des Lymphknotens und steigt
mit zunehmender GroRe der Metastase.

In den oben genannten Studien wurden die Metastasen als Mikrometastasen
oder okkulte Metastasen bezeichnet, die in der Routinediagnostik nicht erkannt
wurden.



2.3.1. Prognostische Bedeutung von Metastasen

Ab wann einer Metastase im Lymphknoten eine prognostische Bedeutung
zukommt, ist nicht eindeutig geklart.

Fisher et al. (1983) setzten die Risikogrenze fiir Mikrometastasen bei 3mm und
mehr als 3 befallenen Lymphknoten fir die Frau fest. )

Einige Autoren sehen einen deutlichen Unterschied in der Uberlebens- und
Rezidivrate bei Patientinnen mit metastasenfreien Lymphknoten und solchen mit
okkulten Mikrometastasen (Bussolati et al., 1986; Trojani et al., 1987a; Trojani
et al., 1987b; de Mascarel, 1992)

Andere hingegen sehen keine Bedeutung in dem Vorhandensein von
Mikrometastasen (Pickren, 1961; Fisher, 1978; Fisher, 1978; Tsuchiya et al.,
1996).

2.4. Intermediarfilamente

Intermediarfilamente stellen Bestandteile des Zytoskeletts dar. Sie bestehen aus
einer zentralen, bei allen Intermediérfilamenten (bereinstimmenden
Aminosduresequenz, die von unterschiedlichen Kopf- und Schwanzstiicken
flankiert wird. Dadurch lassen sich diese Polypeptide, wie in Tabelle 1
dargestellt, in 5 Gruppen unterteilen (Steinert et al., 1985):

Tabelle 1: Subtypen der Intermediarfilamente

Gruppe VVorkommen MG

Desmin Muskel 52 kd

Vimentin mesenchymale Zellen 53 kd

Neurofilamente neuronale Zellen 65 kd, 105 kd, 135 kd
Gliafilamente Astroglia 50 kd

Zytokeratine epitheliale Zellen 40 - 70 kd

MG: Molekulargewicht; kd: Kilodalton

Diese Bestandteile des Zellskeletts bilden in den Zellen, in denen sie vorkommen,
Antigene, die wiederum von geeignteten Antikdrpern  besetzt und somit
"erkannt" werden kdénnen.

Dieses Prinzip macht sich die Immunhistochemie zu nutze, um die Herkunft
einer Zelle bestimmen zu kénnen.

Da es sich bei Mammagewebe um Zellen epithelialen Ursprungs handelt, sind
die Zytokeratine im weiteren von Bedeutung und sollen daher eingehender
besprochen werden.



2.4.1. Zytokeratine

Die Zytokeratine lassen sich weiter unterteilen in basische Zytokeratine,
bestehend aus 8 Proteinen mit einem Molekulargewicht von 54 - 70 kd (CK 1-
9) und saure Zytokeratine, bestehend aus 12 Proteinen mit einem
Molekulargewicht von 40 - 64 kd (CK 10-19) (Cooper et al., 1985; Moll, 1986).
Durch diese Vielzahl von Proteinen ist es mdglich, einzelne epitheliale Gewebe
noch weiter zu differenzieren, da jedes Gewebe sein eigenes Zytokeratinmuster
exprimiert.

Dabei treten basische und saure Zytokeratine in Kombinationen mit etwa dem
gleichen Molekulargewicht auf (Moll, 1986).

Ist das Zytokeratinmuster eines Gewebes bekannt, kann bei Gewebe
unbekannter Herkunft, wie z. B. bei gering differenzierten Tumoren, deren
Herkunft mit Hilfe der Immunhistochemie bestimmt werden (Altmannsberger et
al., 1981a; Osborn und Weber, 1982; Erlandson, 1984; Osborn, 1984; Quinlan
et al., 1984; Moll, 1986; Lobeck, 1990)

2.4.1.1. Zytokeratine in neoplastisch verandertem Gewebe

Das Zytokeratinmuster eines Gewebes wird auch in entdifferenzierten Zellen
nahezu vollstandig beibehalten.

Dadurch ist es mdglich, auch in stark neoplastisch verédnderten Geweben, wie
Metastasen, dieses Muster nachzuweisen und so die Herkunft dieser Metastasen
zu bestimmen (Osborn und Weber, 1983; Erlandson, 1984; Virtanen et al.,
1984; Altmannsberger, 1988; Lobeck, 1990).

2.4.1.2. Zytokeratine bei der Katze

Wohingegen das Zytokeratinmuster der Mamma beim Mensch weitestgehend
bekannt ist (Altmannsberger et al., 1981a; Altmannsberger et al., 1981b; Osborn
und Weber, 1983; Miettinen et al., 1984; Altmannsberger et al., 1985;
Altmannsberger, 1988), gibt es bei der Katze bisher nur wenige Untersuchungen
zu diesem Thema (Moore et al., 1989; Ivanyi et al., 1992; Ivanyi et al., 1993).
Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dall die Mamma der Katze
hauptsachlich Zytokeratine mit geringem Molekulargewicht exprimiert.

Ivanyi et al. (1992) untersuchten sowohl Mammagewebe gesunder Katzen als
auch  Karzinomzellinien  feliner Mammakarzinome in  vitro  mit
cytokeratinspezifischen Antikorpern und verglichen die Ergebnisse mit denen
von Epithelien des Menschen. Bei der Katze wurden in normalem
Mammagewebe das Gangepithel und die Driisenendstiicke von Antikorpern
angeféarbt, die die Cytokeratine 7, 18, 5 und 8, sowie 6 und18 enthielten.

In den Karzinomzellinien féarbten die Antikérper mit Cytokeratin 4, 14 und 17, 7,
18, 19, 5 und 8 sowie Vimentin. Aus den genannten Untersuchungen geht
hervor, dal bei der Katze hauptséchlich die sauren Zytokeratine - hier noch



insbesondere CK 18/19 - von Bedeutung sind. Im Vergleich mit den
Ergebnissen der Epithelien des Menschen stellten sie fest, dal} die Cytokeratine
von beiden Spezies durch die gleichen Antikérper erkannt werden, was die
Ahnlichkeit der Epitope beweist. Auch das Verteilungsmuster der Cytokeratine
in den einzelnen Geweben ist vergleichbar.

2.4.1.3. Zytokeratin - Antikorper

Mittlerweile sind aus der Humanmedizin eine groBe Anzahl Antikorper
erhéltlich. Dabei unterscheidet man zwischen spezifischen, monoklonalen
Antikorpern, die nur einen einzigen Zytokeratintyp identifizieren und
sogenannten "Breitspektrum " Antikérpern, die eine ganze Gruppe von
Zytokeratinantikorpern enthalten (Muijen et al., 1984; Gown und Vogel, 1985;
Lobeck, 1990).

2.4.1.4. EinfluR der Gewebsfixation und der Vorbehandlung der Gewebe
auf die Zytokeratinantigene

Die Immunreaktivitit der Zytokerantinantigene wird am besten in
Gefrierschnitten bewahrt, die zuvor in Alkohol fixiert und in Paraffin eingebettet
wurden.

Die in der Routinediagnostik tbliche Gewebefixation durch Formalin hingegen
scheint die Proteine mit zunehmender Dauer der Fixation erheblich zu schadigen
(Battifora, 1988; Miettinen, 1989). Daher empfiehlt sich eine VVorbehandlung der
Schnitte, um die Antigene zu demaskieren. Die Vorverdauung durch Enzyme
hat sich hierbei als wertvolles Mittel erwiesen. Es stehen verschiedene Trypsine
(Curran und Gregory, 1977; Pinkus et al., 1985), Pepsin (Miettinen, 1989) oder
Pronase (Battifora und Kopinski, 1986) zur Verfiigung. Die Einwirkzeit der
Verdauungsenzyme hangt von der vorangegangenen Dauer der Fixation ab, die
allerdings bei Einsendungen oder Archivmaterial nicht mehr zu bestimmen ist.
Die Angaben in der Literatur reichen von 10 min. bis zu 2 Stunden.

Der Mechanismus, mit dem die Antigene durch die VVorverdauung demaskiert
werden, beruht auf dem Aufbrechen von Disulfid-Briicken, die sich unter dem
Einflu® von Formalin bilden, und somit die Tertidrstruktur der Proteine
verandern (Walter, 1999).

2.5. Immunhistochemische Farbeverfahren
Zur immunhistochemischen Darstellung von Zytokeratinen in epithelialen

Geweben stehen heute verschiedene immunhistochemische Farbeverfahren zur
Verfugung.
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Die ABC-Methode und die APAAP- Methode sind dabei seit langerem bekannt
und etabliert (Cordell et al., 1984; Denk, 1986; Boenisch, 1989; Duhm, 1990;
Davidoff et al., 1991).

Allen Methoden liegt das Prinzip der Antigen-Antikorperbindung zu Grunde. Die
Methode ist um so sensitiver, je starker die Affinitdt von Link- und Enzym-
Antikorper-Komplex ist und wie viele Bindungsstellen wiederum der Komplex
den Enzym-Chromogenmolekdilen bietet.

Im allgemeinen betragt die Bindungsaffinitat 108 M-1.
Bei dem Biotin-Streptavidin amplifizierten System, einer neueren Methode in der
Immunhistochemie ist die Bindungsaffinitdt zwischen Streptavidin und Biotin

um Uber 1 Million héher, namlich 1015 M-1 und stellt somit die starkste aller
bekannten nichtkovalenten Bindungen dar (Chaiet und Wolf, 1964).

Gegentber Avidin besitzt Streptavidin den Vorteil, keine Carboanhydrate zu
enthalten, die unspezifisch an Lectin-dhnliche Substanzen binden kénnen, die im
normalen Geweben gefunden werden (Woods und Warnke, 1981; Naritoku und
Taylor, 1982).

Eine weitere Problematik stellt die durch die Biotinylierung veranderte
Rezeptorqualitat des Link-Antikorpers dar. Im BSA System ist es jedoch
gelungen, die Biotinmolekile an den Link-Antikorper zu binden, ohne dal’ die
Affinitat des Rezeptors beeintrachigt wurde.

Die unspezifischen Bindungseffekte, die bei der Verwendung von Avidin hdufig
auftraten, werden beim Streptavidin minimiert, da dieses seinen isoelektrischen
Punkt in der Nahe des Neutralpunktes hat und daher nicht wie das Avidin
positiv geladen vorliegt.

Die oben genannten Zusammenhdnge werden in Schema 1, Seite 12
verdeutlicht:
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Schema 1: BSA-Methode

Tumorzelle

|

Primar-
antikorper

Biotin Biotin

Alk. Phosphatase
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN
3.1. MATERIAL
3.1.1. Patientengut

Zur Verfligung standen 334 Mammagewebe von 277 Katzen aus dem Archiv
des Instituts fir Veterindr-Pathologie der Freien Universitat Berlin.

Die Félle wurden anhand der routinemaRigen mittels H. E. gefarbten Schnitte
mikroskopisch auf das VVorhandensein von Lymphknoten untersucht.

Dabei enthielten 35 Proben, die von 1992 - 1996 zur Einzeleinsendung gelangt
waren, sowie 15 Proben, die innerhalb der routinemaRigen Untersuchung im
Rahmen der Sektionen von 1987 - 1996 entnommen wurden, jeweils
mindestens einen Lymphknoten oder Lymphgewebe. Die Gesamtzahl der
vorhandenen Lymphknoten betrug 54, dartber hinaus wurde sechs Mal wurde
ausschlieBlich Lymphgewebe gefunden.

Die Proben waren in Paraffin eingebettet und wurden je nach Zustand
umgebettet.

Aus jeder Probe wurde ein histologischer Schnitt mit einer Dicke von 4 pm
entnommen und zur erneuten Kilassifizierung mit Hamatoxylin und Eosin
gefarbt.

Bei allen Tieren wurde in der zum Zeitpunkt der Einsendung bzw. Sektion
durchgefiihrten Routinehistologie ein Mammakarzinom befundet. Von den
untersuchten Féllen waren bei 15 Féllen keine Lymphknotenmetastasen
nachgewiesen worden.

Fir die Vorversuche wurden 5 Katzen (S 860/97, S 866/97, S 890/97, S
895/97, S 931/97) mit unverandertem Mammagewebe, sowie 2 Katzen (S
1123/97, S 1255/97) mit Mammakarzinom und metastasenpositiven
Lymphknoten ausgewabhlt.
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3.1.2. Gerate und Materialien

3.1.2.1. Antikorper

Innerhalb der VVorversuche wurden die in Tabelle 2 aufgelisteten Antikorper auf

ihre Eignung zur Darstellung von Mammagewebe bzw. Tumor

Lymphknotenmetastasen getestet und ausgewertet.

Tabelle 2: Antikodrper

Antikorper | Bezugs- | Methode | Bestell- Spezifitét Verdinnung
guelle nummer
AE1 Zymed APAAP [ 18-0153 |saure 1:50, 1:100
S.F. CK-Anteile
(Ausnahme:
CK12,17,18)
AE1l Biogenex | BSA AMO754 unverdinnt
M
AEl Zymed BSA S.0. 1:500,
S.F. 1:1000,
CK 8/18/19 | Biogenex | APAAP | AM1315 |CK 8/18/19 |unverdinnt
M
CK 8/18/19 | Biogenex | BSA S.0. unverdunnt
Literatur:

AEL1 Antikorper : (Cooper et al., 1985; Sorenson et al., 1987; Sandusky, 1991;

Walter, 1999)

CK (8/18/19) : (Makin et al., 1984; Bartek et al., 1991; Galea et al., 1991;

Sandusky, 1991; Walter, 1999)
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3.1.2.2. Technische Gerate und Reagenzien

Die zur Anfertigung der histologischen Schnitte und Farbungen bendtigten

Reagenzien und Geréte sind nachstehend in Tabelle 3 aufgefihrt.

Tabelle 3: Gerate und Materialien

Geréate und Materialien | Hersteller Bestellnummer
Objekttrager Langenbrinck 100236
Sequenza Shandon -
Cover Plates Shandon 72110013
Kaiser's Gyceringelatine | Meck 9242
Héamatoxylin Chroma 5B535
Eosin Merck 15935
Silan Sigma A 3648
Xylol Merck 108685
Aceton Merck 100013
Trizma-Base Sigma T1508
Trizma-HCL Sigma T3253
NaCl Merck 6404
Agua destillata hergestellt im Institut

RPMI 1640 Seromed 1215
Fetales Kélberserum Seromed 0-113
Natriumazid Merck 6688
Link-Antikorper Biogenex Testkit 745622
Label-Antikorper " "
Pronase Sigma P 6911
N,N-Dimethylformamid | Sigma D4254
1 M Levamisole Sigma L 9756
Fast-Red-TR Salz Sigma F 2768
Naphtol-AS-MX- Sigma N 4875

Phosphat
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3.2. METHODE
3.2.1. Schnittanfertigung
3.2.1.1 Vorversuch

Aus den fir die Vorversuche ausgewahlten Proben wurden je Katze aus einer
Schnittstufe 30 Serienschnitte mit einer Dicke von 4 um entnommen, auf Silan-
beschichtete Objekttrager aufgezogen und eine Nacht im Brutschrank bei 37°C
getrocknet.

3.2.1.2. Hauptversuch

Den in Paraffin eingebetteten Lymphknoten wurden in Abstdnden von 150 pm
jeweils 4 Serienschnitte mit einer Dicke von 2 um entnommen. Dabei dienten 2
Schnitte als Reserve.

Es wurden in den meisten Féllen 3 Ebenen geschnitten, bei 14 Féllen waren es
aufgrund des geringen Durchmessers der Proben nur 2 Ebenen, bei zwei Fallen
nur eine Ebene.

Von den entsprechenden Mammatumoren wurden jeweils 4 Schnitte mit einer
Dicke von 2 pm angefertigt, sofern sie nicht in einem Paraffinblock mit den
Lymphknoten eingebettet waren.

Alle Schnitte wurden auf Silan-beschichtete Objekttrager aufgezogen und uber
Nacht im Brutschrank bei 37°C getrocknet.

3.2.2. Histologische Aufarbeitung
3.2.2.1. Lymphknoten

Von den seriellen Lymphknotenschnitten der Hauptversuche wurden je Ebene
ein Schnitt mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt.

Diese Schnitte dienten zum Vergleich der methodisch begriindeten
Aussagekraft mit der immunhistochemischen Féarbung.

3.2.2.2. Mammakarzinom
Falls der Primértumor nicht mit dem Lymphknoten in einen Paraffinblock
eingebettet war, wurde ein Schnitt mit Hamatoxylin Eosin geféarbt und diente zur

Klassifizierung in Anlehnung an die WHO-KIassifikation (Hampe und Misdorp,
1974).
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3.2.3. Immunhistochemische Aufarbeitung
3.2.3.1. Vorversuche

Im Rahmen der Vorversuche wurde zundchst unverandertes Mammagewebe
von zwel der zur Verfiigung stehenden Sektionskatzen mit den in Tabelle 2, S.
14 angegebenen Antikorpern immunhistochemisch angefarbt.

Dabei wurden drei verschiedene Vorverdauungsverfahren (Protease,
Mikrowelle, Harnstoff), sowie die Verdinnungsstufen unverdiinnt (Biogenex
AK),1:50, 1:100 (Zymed S.F. AK) mit der APAAP und der BSA Methode
ausgetestet.

Aufgrund der Ergebnisse wurden die Gewebeproben aller Vorversuchstiere
nach einer Protease Vorverdauung mit dem Antikorper AE1 in den
Verdunnungen 1:500 und 1:1000 angefarbt.

Anschliefend wurde das Tumorgewebe, sowie die Lymphknoten der Katzen S
856/97 und S 1059/97 nach Protease Vorverdauung mit dem Antikorper AEL
(Zymed S.F.) in der Verdinnung 1:1000 gefarbt.

3.2.3.1.1. Herstellungsverfahren der benétigten Materialien und
Reagenzien gemal Walter (1999)

- Herstellung Citratpuffer
Zitronensaure Monohydrat 2,19
NaOH (bis pH 6,0) 13 ml
auf 1000 ml mit Aqua demineralisata aufftllen

- Herstellung Silan-beschichteter Objekttrager

3-Aminopropyltriethoxysilane 12 ml
Aceton 588 ml
Objekttrager in frische Losung einstellen 1 min

In Azeton waschen 2 X
Trocknen im Warmeschrank bei 50°C tber Nacht

- Herstellung des Tris Based Saline Puffers

Trizma Base 45¢g
Trizma HCL 33,09
NaCl 439¢g
Agua dest. 5000 mi

mit Trizma Base und Trizma HCL auf pH 7,4 - 7,6 einstellen.

- Herstellung der Protease-Vorverdauungslésung 0,1%
Protease XXV 10,0 mg
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TBS Puffer 10,0 ml

- Herstellung des RPMI Verdunnungspuffers 1 (fir primdren Antikorper)

RPMI 1640 50,0 ml
fetales Kalberserum 5,0 ml
Na-Azid 50,0 mg

- Herstellung der priméren Antikérperverdiinnung

Fur den Hauptversuch wurde der Zytokeratinantikbrper AELl in einer
Verdinnung von 1:1000 verwendet. Als Verdiinnungsmedium diente der RPMI
1 Verdlnnungspuffer

- Herstellung der Fast Red L&sung:

TBS-Puffer, auf pH 8,2 eingestellt 98,0 ml
Naphtol-AS-MX-Phosphat 20,0 mg
N,N Dimethylformamid (DMF) 2,0 ml

Naphtol-AS-MX-Phosphat in DMF l6sen, dann mit TBS auffullen.
Levamisole, 1M (2,408mg) in Aqua dest. gel6st 100,0 ni
Fast Red TR Salz 100,0 mg

Unmittelbar vor Gebrauch wird Levamilsole hinzugefiigt, Fast Red Salz gelost,
dann die Losung in eine Kuvette filtrieren.

- Herstellung der Hdmalaun-Férbel6sung nach Mayer:

Héamatoxylin 10¢g
Na-Jodat 0,29
Aluminium-Kalium-Sulfat 50,0 g
Chloralhydrat 50,09
Citronenséaure DAB 6 10g
Gereinigtes Wasser der lonenaust. 1000,0 g

- Herstellung des Ammoniakwassers:
Ammoniak 25%ig 1mi
Agua dest. auf 1000 ml
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3.2.3.1.2. Austestung der Vorverdauungsmethoden

a) Vorverdauung der Schnitte in Citratpuffer 2x5 min. in der Mikrowelle
bei 600 W

b) Vorverdauung der Schnitte in 6 M Harnstofflésung 2x5 min. in der
Mikrowelle bei 600 W

¢) Vorverdauung der Schnitte 10 min mit Protease bei 37°C im
Brutschrank.

bei a) und b) anschlieBend jeweils Abkiihlung der Schnitte um 10 min.
3.2.3.1.3. Farbeanleitung der APAAP Methode
gemaRl Walter (1999)
3.2.3.2. Hauptversuche
Im Hauptversuch wurde ein Schnitt aus jeder Ebene mit Hamytoxylin/Eosin
gefarbt, der zweite Schnitt mit dem Antikérper AEL in der Verdinnung 1:1000
nach einer Protease VVorverdauung mit einer modifizierten BSA Methode.
3.2.3.2.1. Immunhistochemische Farbeanleitung BSA System modifiziert
nach Gebrauchsanleitung flir Super Sensitive Nachweissysteme,
Biogenex, Hamburg (die modifizierten Anteile sind kursiv gedruckt)
- Entparaffinisierung der Schnitte

20 min in Xylol

15 min in Aceton 100%

15 min in Aceton/TBS
- Spllung 2 mal 10 min in TBS Puffer

- Vorverdauung der Schnitte 10 min mit Pronase bei 37°C im
Brutschrank.

- Spilen mit TBS Puffer.
- Auflegen der Schnitte auf die Cover plates und einlegen in den Sequenza
- Spilen mit TBS Puffer.

- Inkubation mit Priméarantikorper 30 min. (100 pl pro Schnitt)
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- Spilen mit TBS Puffer 3x5 min.

- Inkubation mit Link-Antikdrper 20 min (100 pl pro Schnitt).
- Spilen mit TBS Puffer 3x5 min.

- Inkubation mit Label-Antikorper 20 min (100 pl pro Schnitt).
- Spilen mit TBS Puffer 2x5 min.

- Entfernung der Schnitte aus dem Sequenza.

- Spilen mit TBS Puffer.

- Inkubation mit der Fast-Red Losung 30 min auf dem Schuttler.
- Spilen mit TBS Puffer.

- Gegenfarbung mit Hamalaun 30 sec.

- Waschen mit Leitungswasser 10 min.

- Kurz eintauchen in Ammoniakwasser.

- Spllen mit Leitungswasser.

- Eindeckeln mit Gycerin-Gelatine.

3.2.3.3. Kontrollen

3.2.3.3.1. Positivkontrolle

Um die richtige Anwendung der immunhistochemischen Féarbemethode zu
uberprifen, wurde in jedem Férbedurchgang das dem Lymphknoten zugehorige
Mammatumorgewebe mitgefarbt. Gleichzeitig diente dieser Schnitt dazu, bei
metastasennegativen Lymphknoten zu kontrollieren, ob der Primértumor
zytokeratin-positiv war, d.h. im Falle einer Nichtanfarbbarkeit des Priméartumors
wére ein metastasennegativer Lymphknoten besonders kritisch zu beurteilen

gewesen.
Dies war allerdings bei keinem der Primartumoren der Fall.
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3.2.3.3.2. Negativkontrolle

Als Negativkontrolle diente ein Schnitt mit unverdndertem Mammagewebe der
Katze, das statt mit dem Primarantikérper AE1 mit 100 pl TBS Puffer inkubiert
wurde. Ansonsten durchlief der Schnitt alle unter Kap. 2.3.2.1. S.19 + 20
angegebenen Farbeschritte. Das Gewebe dieser Schnitte durfte sich nicht
anfarben.

3.2.4. Auswertungskriterien bei der Befundung immunhistochemisch
gefarbter Lymphknoten

Eine Zelle wurde als positiv befundet, wenn das Zytoplasma den Zellkern
vollkommen umschloR und der Zellkern innerhalb der Schnittebene lag.

Die Grolle der Metastasen wurde anhand der Zellanzahl in 5 verschiedene
Gruppen eingeteilt. Dabei wurden die Zellen gezahlt, die untereinander Kontakt
hatten und in einer Schnittebene lagen.

Im Laufe der Auswertung stellte sich folgende Einteilung als sinnvoll heraus:

1-20 Zellen
> 20 - 200 Zellen
> 200 - 20.000 Zellen
> 20.000 - 40.000 Zellen
> 40.000 Zellen

Bei mehr als einer Metastase innerhalb eines Lymphknotens muRten die Zellenin
allen vorhandenen Schnittebenenen isoliert vorliegen.

Metastasen mit (ber 20.000 Zellen, bei denen alle Lokalisationen des
Lymphknotens betroffen waren, wurden als "Makrometastasen™ bezeichnet, alle
ubrigen Metastasen als "Mikrometastasen".

Bei der Feststellung des Metastasierungsverhaltens der Karzinomtypen ging
metastasenpositives Lymphgewebe ebenfalls in die Bewertung mit ein.

Als Tumorzellemboli wurden Einzelzellen oder Zellverbdnde ohne Stroma
bezeichnet, die innerhalb von Gefédllen im Lymphknoten oder in zufiihrenden
Gefallen lagen und dort keinerlei Wandhaftung aufwiesen.
Fur die Bestimmung der Lokalisation der Metastasen wurden die morphologisch
abgrenzbaren Funktionseinheiten des Lymphknotens gewahlt:

- das LymphgefaRsystem mit Randsinus, Intermedidrsinus,

Marksinus
- das Parenchym mit Kortex, Parakortex und Mark
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Bei mehr als 5 Metastasen in mehr als 3 verschiedenen Lokalisationen wurde
der Terminus "diffus von Metastasen durchsetzt" gewahit.

Zur Bestimmung der Morphologie der Metastasen wurden der Typ (s. Kap.
2.1.4. S.4), die Invasivitat des Wachstums, das Vorhandensein von Blutungen,
sowie Nekrosen vermerkt.

Als metastasenpositiv. wurde ein Lymphknoten bezeichnet, wenn er
mindenstens in einer der vorhandenen Schnittebenen eine Metastase gleich
welcher Grolie aufwies.

Als metastasenfrei wurde ein Lymphknoten bezeichnet, wenn er Kkeine
markierten Tumorzellen oder ausschlielich Tumorzellemboli enthielt.

3.25. Kiriterien zur Bewertung des Differenzierungsgrades der
Metastasen im Vergleich zum Primartumor

- besser differenziert war eine Metastase, wenn sie im Gegensatz zum
Primdrtumor kein infiltratives Wachstum aufwies, der Primdrtumor als solides
Karzinom eingestuft worden war, die Metastase jedoch als Adenokarzinom oder
aber Klassifikation und Wuchsform (bereinstimmend waren, die Metastase im
Gegensatz zum Primartumor jedoch keine Regeression zeigte.

- gleich differenziert war die Metastase, wenn Tumortyp und weitere
morphologische Kriterien tbereinstimmten.

- schlechter differenziert war die Metastase, wenn der Primartumor als
Adenokarzinom eingestuft wurde, die Metastase jedoch als solides Karzinom,
und wenn sie, anders als der Primartumor, Regression oder infiltratives
Wachstum zeigte.

3.2.6. Kriterien zur Bewertung des Methodenvergleichs zwischen HE- und
Immunfarbung

Die seriellen H.E. Schnitte wurden anhand eines Blindversuches befundet, d.h.
dem Untersucher waren weder die Eingangsnummer, noch der
immunhistochemische Befund bekannt.

Die so erhobenen Befunde wurden mit den Ergebnissen der
immunhistochemischen Untersuchung verglichen.

Als Ubereinstimmend wurden die Befunde gewertet, wenn

- der histologische Befund und der immunhistochemische Befund positiv waren
und die Metastasen in den gleichen Lokalisationen auftraten.
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- der histologische Befund und der immunhistochemische Befund negativ
waren.

Als nicht Ubereinstimmend wurden die Befunde gewertet, wenn
- der histologische Befund negativ, der immunhistochemische Befund positiv,
- der histologische Befund positiv, der immunhistochemische Befund negativ,

- der histologische Befund positiv, der immunhistochemische Befund ebenfalls
positiv, aber in unterschiedlichen Lokalisationen war.
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3.3. ERGEBNISSE
3.3.1.Nationale
3.3.1.1. Geschlechtsverteilung

Bei den untersuchten Tieren handelt es sich ausschlielflich um weibliche Katzen.
Von insgesamt 50 Tieren waren 14 (28%) kastriert.

3.3.1.2. Altersverteilung

Die Tiere waren im Durchschnitt 12,1 Jahre alt. Dabei waren eine Perserkatze
sowie eine Burma Katze mit jeweils 6 Jahren die jungsten Patienten. Bei 3
Katzen fehlte die Altersangabe.

3.3.1.3. Rassenverteilung

Das Patientengut bestand zu 87,5 % aus Européischen Hauskatzen. Des
weiteren waren 2 Perserkatzen, 1 Burmakatze, 1 Perser-Mix und ein
Karthauser-Mix vertreten. Bei 7 Katzen war die Rasse nicht zu ermitteln.

3.3.2. Histologische Befunde an der Mamma

3.3.2.1. Histologische Diagnosen S-Falle

Nr. S-Nr. HE-Befund

01 319/87 | Multilobul&res, durch schmale bindegewebige Strange
septiertes, Uberwiegend solide bis papillar und infiltrativ
wachsendes Adenokarzinom der Mamma. Ausgeprégte
Lymphangiosis carcinomatosa, Nekrose und periphere
Lymphozytenansammlung.

02 1083/ Infiltrativ wachsendes alveolares Adenokarzinom mit
87 Nekrosen und peripherer Lymphozytenansammlung.
03 1832/ | Weitgehend solide wachsendes, mit nur wenig
89 bindegewebigem Stroma versehenes, zentral tGberwiegend

nekrotisierendes Karzinom, das in einigen Abschnitten
alveolére Differenzierungstendenz aufweist.
Infiltratives Wachstum sowie periphere
Lymphozytenansammlung.

04 2056/ Primar multiples papillares Adenokarzinom mit soliden
90 Anteilen, infiltratives Wachstum, teilweise Kapselbildung,
Lymphangiosis carcinomatosa.
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05 42/92 Solide Karzinome der Mamma.
Ausgepréagte Nekrose in inneren Bezirken der Tumoren,
Begleitentziindung, infiltratives Wachstum durch die
Kapsel und Einbriche in Blutgefalie.
06 425/92 | Hochmalignes infiltrativ wachsendes Adenocarcinom der
Mamma mit Uberwiegend tubularem, teilweise solidem
Wachstum. Abschnittsweise ist der Tumor aufgrund
seiner Nekroseneigungen als Komedo-Karzinom
ansprechbar.
07 1911/ Papillares Adenokarzinom mit soliden Anteilen, Nekrose,
92 infiltratives Wachstum und periphere
Lymphozytenansammlung.
08 1955/ Metastasierendes, infiltrativ wachsendes Karzinom der
92 Mamma, tberwiegend solide, teilweise papillaren Typs mit
friher Nekroseneigung.
09 298/93 | Es wurde kein Primartumor gefunden.
10 206/95 | Solides Karzinom mit Fibrosierung, infiltrativem
Wachstum, Nekrotisierungstendenz, Kapselbildung und
-durchbriichen, Blutungen, Hdmosiderose und
Begleitentziindung. Gleichzeitig intaktes und
hyperplastisches Mammagewebe vorhanden.
11 368/95 | Multinodulares weitgehend solides Karzinom mit
infiltrativem Wachstum.
12 1465/ Es wurde kein eigentlicher Prim&rtumor gefunden.
95
13 559/96 | Papillare Adenokarzinome priméar multipler Genese,
infitrativ, Invasion des Coriums, Lymphangiosis, teilweise
solide Anteile mit Kernatypien, kleinere
Lymphozytenansammlungen in den Randbezirken und im
Fettgewebe.
14 716/96 | Solides Karzinom der Mamma mit multiplen,
konfluierenden Nekrosen und infiltrativem \Wachstum.
15 1370/ Tubuldres Adenokarzinom mit infitrativem Wachstum,
96 keine Kapselbildung, diffuse Lymphozyteninfiltration.
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3.3.2.2. Histologische Diagnosen E-Falle:

Nr. E-Nr. HE-Befund
01 701/ Solides Karzinom mit Nekrosen, infiltrativem Wachstum,
92 Blutungen und peripherer Lymphozytenansammlung.
02 1119/ | Tubuldres Adenokarzinom mit soliden
92 Wachstumstendenzen. Teilweise fehlende Kapselbildung
und infiltratives Wachstum, Lymphangiosis
carcinomatosa.
03 1958/ | Tubuléres Adenokarcinom mit papill&r-zystischen und
92 soliden Anteilen, primar multipel, infiltratives
Wachstum in Muskulatur und Corium, besonders in
Lymphgefale, Begleitentziindung und Blutungen.
04 2832/ | Papillar-zystisches Adenokarzinom der Mamma mit
92 soliden Anteilen, Nekrosen, infiltrativem Wachstum und
peripherer Lymphozytenansammlung.

05 2950/ | Tubuléres Adenokarzinom mit soliden Anteilen auf

92 multifokaler Grundlage. Infiltratives Wachstum durch die
Kapsel in mehreren Bereichen, insbesondere auch
Infiltration in das Korium und durch das Plattenepithel mit
Ulcusbildung, periphere Lymphozytenansammlung.

06 25/93 Papillar-zystisches Adenokazinom von einer starken
bindegewebigen Kapsel umgeben mit zentraler Nekrose.
Im Randbereich findet sich eine Begleitentziindung.

07 233/93 | Multifokales, papillar-zystisches Adenokarzinom mit
soliden Anteilen, Begleitentzindung und infiltrativem
Wachstum.

08 390/93 | Papillares Adenokarzinom mit wenigen Zysten,
Lymphozyteninfiltrate in der Umgebung des Tumors,
infiltratives Wachstum, in einigen Bereichen fehlende
Kapselbildung.

09 531/93 | Solides Karzinom mit infiltrativem Wachstum.

10 949/93 | Papillar-zystisches Adenokarzinom primar multipler
Genese mit fortgeschrittener Vernarbungstendenz,
infiltrativem Wachstum und chronischer
Begleitentziindung. Sekundare Zystenbildungen infolge von
AbfluRbehinderungen.

11 1284/ | Tubuldres Adenokarzinom mit soliden Anteilen, Infiltration

93 des Koriums, ausgepréagte Nekroseneigung, geringgradige

Lymphozyteninfiltration in der Peripherie des Tumors.
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12

1363/
93

Tubul&res Adenokarzinom multifokale Genese,
Lymphozytenansammlung in Randbereiches des Tumors,
ausgedehnte Nekrosen, infiltratives Wachstum, teilweise
fehlende Kapselbildung, Lymphangiosis carcinomatosa.

13

1409/
93

Tubuléres Adenokarzinom mit wenigen papillaren Anteilen
und ausgedehnter und friiher Nekroseneigung. Infiltratives
Wachstum und chronische Begleitentziindung,
Lymphangiosis carcinomatosa, sowohl im Bereich des
Koriumgewebes der Haut als auch in der Tiefe zwischen
eigentlichem Mammagewebe und der Muskulatur. In
einem Seitenbereich Einbruch in eine Vene.

14

1651/
93

Papillar-zystisches Adenokarzinom mit soliden Anteilen in
der Zystenkapsel, Lymphozytenansammlungen in der
Peripherie, primér multipel, ausgepragte
Vernarbungstendenz, Blutungen und Nekrosen.

15

129/94

Multiple, papillar-zystische Adenokarzinome, infiltratives
Wachstum, wobei multiple atypische Krebszellen innerhalb
von Stromaspalten liegen und den Eindruck einer
Lymphangiosis carcinomatosa ergeben. Nekroseneigung
und ausgepragte Begleitentziindung.

16

1592/
94

Nur Lymphknoten, Mammaleisten vor 1 Jahr entfernt.

17

2163/
94

Solides Karzinom, Kernatypien, invasives Wachstum auch
in die Muskulatur, Nekrosen.

18

2680/
94

Alveoldre Adenokarzinome mit soliden Anteilen und
ausgedehnten Nekrosen, weiterhin multiple frihe
Karzinomentwicklungen in weiteren Mammal&ppchen;
infiltratives Wachstum und periphere
Lymphozytenansammlung.

19

381/95

Tubul&res Adenokarzinom mit Lymphangiosis
carcinomatosa

20

526/95

Solides Karzinom mit schneller Nekroseneigung,
ausgepragtem infiltrativen Wachstum mit Lymphangiosis
carcinomatosa.

Gleichzeitiges Vorhandensein eines
Plattenepithelkarzinoms.

21

676/95

Multiple solide Karzinome mit infiltrativem Wachstum,
Nekrosen und peripherer Lymphozytenaggregation.

22

710/95

Papillares Adenokarzinom mit soliden
Wachstumstendenzen, einzelnen groRRen Zysten,
infiltrativem Wachstum, Nekrosen und chronischer
Begleitentziindung, sowie Lymphangiosis carcinomatosa.
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23 841/95 | Papillar-zystische Adenokarzinome primér multipler
Genese, infiltratives Wachstum, kleinere
Lymphozytenansammlungen, Lymphangiosis
carcinomatosa.

24 995/95 | Papillar-zystische Adenokarzinome multipler Genese,
infiltratives Wachstum,

Lymphozytenansammlungen und Nekroseneigung.
25 1254/ | Alveoléres Adenokarzinom.
95
26 1863/ | Solides Karzinom mit papillaren Anteilen, Nekroseneigung,
95 Blutungen und Fibrosierungen.
27 2002/ | Tubuléres Adenokarzinom, ausgesprochen infiltratives
95 Wachstum, keine Begrenzung gegentiber dem umliegenden
Driisengewebe.
28 2129/ | AusschlieBlich Lymphknoten eingesandt.
95
29 2820/ | Alveoldres Adenokarzinom mit peripher abnehmendem
95 Differenzierungsgrad und solidem Wachstum, diinne
Kapselbildung und Lymphozyteninfiltration.

30 115/96 | Papillar-zystisches Adenokarzinom, stark infiltratives
Wachstum, Nekrosen, einige Bezirke mit friher
Karzinombildung bzw. Driisenhyperplasie.

31 273/96 | Primér multiple, solide Karzinome mit infiltrativem
Wachstum, Invasion des Koriums und Ulzerationen der
Haut. Ausgepréagte Nekroseneigung,
Lymphozyteninfiltration, Lymphangiosis
carcinomatosa.

32 713/96 | Multiple, tubuldare Adenokarzinome mit ausgepragt
infiltrativem Wachstum, Invasion des Koriums, kaum
Kapselbildung erkennbar, Nekrosen,
Lymphozytenansammlung in der Umgebung des Tumors,
Lymphangiosis carcinomatosa.

33 737/96 | Multiple, alveolére Adenokarzinome mit Lymphangiosis
carcinomatosa sowie ausgedehnten Nekrosen, infiltrativem
Wachstum und peripherer Lymphozytenansammlung.

34 1708/ | Multiple, tubuldare Adenokarzinome mit soliden Anteilen,

96 invasives und infiltratives Wachstum, Nekrosen,
Blutungen, Lymphozyteninfiltration.
35 2159/ Alveolares Adenokarzinom mit soliden Anteilen,
96 infiltrativem Wachstum und peripherer

Lymphozytenansammlung.
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3.3.2.3. Klassifikation

Bei der Klassifikation der Tumore wurden 72% einfache Adenokarzinome und

28% einfache solide Karzinome gefunden.

Bei den Adenokarzinomen waren 12 Félle (24 %) vom tubulédren Typ, 11 Falle
(22 %) vom papillar-zystischen Typ, 6 Félle (12 %) vom alveoldren Typ und 3
Falle (6 %) vom papillaren Typ. Bei 4 Fallen (8%) konnte kein Primartumor

gefunden werden (siehe Graphik 1).

Graphik 1: Qualitative Aufteilung der n=50 Félle mit Karzinomen

8% kein PT
24% tubular

12% alveolar

6% papillar

28% solide
22% papillar-
zystisch

PT: Primartumor

3.3.2.4. Metastasierungsverhalten der Karzinomtypen

Die soliden Karzinome zeigten zusammen mit den tubuldren Adenokarzinomen
uber 2/3 der Makrometastasen, aber auch insgesamt sechs metastasenfreie
Lymphknoten. Die alveoldren und die papillar-zystischen Adenokarzinome
zeigten zusammen 12 von 18 metastasenfreie Lymphknoten und nur 4

Makrometastasen.

Eine Ubersicht aller Ergebnisse ist in Tabelle 4 und in Graphik 2, Seite 30,

dargestellt.
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Tabelle 4: Metastasierungsverhalten der Karzinomtypen

Mamma Lymphknoten

Makromet. Mikromet. LG - Met. met.fr. LK
solide K. 11 1 1 2
tub. AdKa 7 1 1 4
pap. AdKa 1 1 1 -
alv. AdKa 1 - - 4
pap.-zyst. A. | 3 1 - 8

AdKa : Adenokarzinom; tub.: tubuldr; pap.: papillar; alv.: alveol&r; pap.-zyst.:

papillar-zystisch;  A.:  Adenokarzinom; K.. Karzinom; Makromet.:
Makrometastase; Mikromet.: Mikrometastase; LG - Met.:
Lymphgewebemetastase; met.fr. LK: metastasenfreie Lymphknoten
Graphik 2: Metastasierungsverhalten der Karzinomtypen
16 -
14 - —
12_ l_
104 _ met.fr. LK
8 7 M G- Vet
61 — oV - °
41 _l ‘_ Mikromet.
2]
0- 4-4./ B Makromet.
solide  tub. pap. alv. pap.-
K. AdCa AdCa AdCa zyst.
AdCa

AdKa : Adenokarzinom; tub.: tubuldr; pap.: papillar; alv.: alveol&r; pap.-zyst.:

papillar-zystisch;  A.:  Adenokarzinom; K.. Karzinom; Makromet.:
Makrometastase; Mikromet.: Mikrometastase; LG - Met.:
Lymphgewebemetastase; met.fr. LK: metastasenfreie Lymphknoten

3.3.2.5. Morphologie der Primartumore

An morphologischen Kriterien wurden die Nekroseneigung, infiltratives

Wachstum, das VVorhandensein von soliden Anteilen bei den Adenokarzinomen,
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sowie die Lymphozytenansammlung peripher oder innerhalb des Tumors
bestimmt.

Dabei ergaben sich folgenden Ergebnisse:

Nekroseneigung zeigten 30 Falle (65,2 %)

infiltratives Wachtum 37 Félle (80,4 %)

solide Anteile 18 Félle ( 54,5 %) von 72 % Adenokarzinomen
Lymphozytenansammlung 34 Félle (74 %)

3.3.3. Lymphknoten
3.3.3.1. Zusammenfassung der Einzelbefunde der Lymphknoten S-Félle

Von den 15 Fallen wurden bei einem Fall ausschlieBlich Lymphgewebe
festgestellt, bei 11 Féllen wurde ein Lymphknoten, bei drei Fallen zwei
Lymphknoten gefunden. Von den 14 Fallen mit Lymphknoten war bei einem
Fall der Lymphknoten metastasenfrei beurteilt worden. Bei dem Lymphgewebe
waren drei Félle metastasenfrei und einer metastasenpositiv.

Tumorzellemboli wurden in der H.E. Farbung bei zwei Féllen gefunden.

Bei neun Féllen traten Metastasen in allen Lokalisationen auf, bei einem Fall nur
in Kortex und Randsinus und bei einem weiteren Fall nur in Kortex, Parakortex,
Randsinus und Intermedidrsinus.

Auflistung der Ergebnisse s. Anhang, S. 48-50
3.3.3.2. Zusammenfassung Einzelbefunde der Lymphknoten E-Falle

Von den 35 E-Féllen zeigten finf Falle ausschlieRlich Lymphgewebe. 25 Félle
enthielten einen Lymphknoten, drei Félle zwei Lymphknoten, ein Fall drei
Lymphknoten und ein Fall vier Lymphknoten.

14 Félle wurden metastasenfrei befundet, von den insgesamt funf Fallen mit
Lymphgewebe wurden vier metastasenfrei befundet.

Tumorzellemboli wurde in drei Fallen gefunden.

Bei 14 Féllen traten die Metastasen in allen Lokalisationen auf, in einem Fall nur
im Kortex.

Auflistung der Ergebnisse s. Anhang, S. 50-55
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3.3.4. Immunhistochemische Befunde an Mamma und
Lymphknoten/Lymphgewebe

3.3.4.1. Ergebnisse der VVorversuche

Der CK-Antikorper 8/18/19 farbte das Mammagewebe bei der Katze auch in
unverdinnter Form und nach verschiedenen Vorbehandlungen der Schnitte nur
teilweise und wenn, sehr blal} an.

Der Antikorper AE1 hingegen farbte die Drisenepithelien in den Verdiinnungen
1:50 und 1:100 (Zymed S.F.) sowie unverdinnt (Biogenex) sowohl im
Mammagewebe, als auch im Lymphknoten sehr intensiv, eine
Hintergrundfarbung war kaum vorhanden.

Aufgrund dieses Ergebnisses und den von Busch (1993) gewonnenen
Erkenntnissen, wurde der Antikérper der Firma Zymed S.F. in weiteren
Versuchen auf 1: 500 und schlieRlich auf 1:1000 verdiinnt, wobei die Farbung
der Epithelien ausgezeichnet blieb, die Hintergrundfarbung verschwand.

Zur Vorbehandlung wurden 3 verschiedene Methoden getestet (s. Kap.
3.2.3.1.2., S. 19), von denen sich die Vorverdauung mit Pronase als die beste
herausstellte.

Die unterschiedlichen Methoden brachten zwar gleich gute férberische
Ergebnisse, jedoch waren bei der Vorbehandlung durch Pronase keine Verluste
durch "Abschwimmen" der Schnitte vom Objekttrager aufgetreten, wie es bei
der Mikrowellenvorverdauung mit Citratpuffer und mit Harnstoff zu tber 50 %
der Fall war. Weitere Modifikationen der von der Firma Biogenex
ubernommenen Farbeanleitung zur Verbesserung des Farbeergebnisses, sind
dem Kapitel 3.2.3.2.1., S. 19 zu entnehmen.

Beim Vergleich der beiden Methoden war die BSA Methode der APAPP
Methode durch die leichtere Handhabung der Reagenzien, vor allem aber durch
die hohere Sensitivitat (berlegen, die eine Verdinnung des Zymed Antik6rpers
auf 1:1000 erlaubte, bei gleicher Qualitat der Farbung, die sich bei der APAAP
Methode bei 1:100 zeigte.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Antikérper AE 1 der Firma Zymed in der
Verdiunnung 1:1000 ausgewahlt, die Schnitte wurden mit Pronase vorverdaut
und mit der BSA Methode und den Reagenzien der Firma Biogenex geféarbt.

3.3.4.2. Immunhistochemische Befunde der Kontrollen
Die Positivkontrollen stammten von Mammagewebe des Hundes, sie reagierten
einheitlich positiv.

Die Negativkontrollen (ebenfalls Mammagewebe des Hundes) wurden nicht
markiert.
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3.3.4.3. Immunhistochemische Lymphknotenbefunde der Hauptversuche
3.3.4.3.1. Auswertung der Félle und Entdeckung von Lymphgewebe

Bei der Durchsicht der Primartumore wurde Gewebe entdeckt, das einem
Lymphknoten &hnelt, jedoch nicht die typische Lymphknotenanatomie aufweist.
Das Gewebe liegt in Nachbarschaft zum Tumorgewebe, von diesem jedoch
deutlich durch Fettgewebe getrennt und dadurch ohne Verbindung zum Tumor
selbst. Ein Aufbau aus Mark und Rindenregion, sowie LymphgefaRsystem fehit,
es kénnen jedoch Geféallanschnitte innerhalb des Gewebes gefunden werden (s.
Abb. 1 S. 56)

In 9 von 50 Féllen (18%) wurde derartiges Gewebe gefunden, dabei stellte sich
bei 5 Fallen heraus, daR es sich hier ausschlieRlich um Lymphgewebe und nicht
um Lymphknoten handelt.

- von den 9 Fallen (18%) waren 7 Félle (78%) metastasenfreli

- bei den metastasenpositiven Lymphgeweben war in einem Fall
ausschliel3lich Lymphgewebe vorhanden, in einem Fall
gleichzeitig ein metastasenpositiver Lymphknoten

Bei den restlichen Fallen handelte es sich um die Einsendung bzw.
Probenentnahme von einem oder mehreren Lymphknoten pro Fall.

- es waren bei insgesamt 45 Féllen 30 Félle (66,7 %)
metastasenpositiv

- 14 Faélle (31 %) von 45 wiesen zusatzlichTumorzellemboli auf

- in einem Fall von 45 wies der Lymphknoten ausschlief3lich
Tumorzellemboli auf

3.3.4.3.2. Metastasen/Emboli Lymphknoten Schnittebenen

Es wurden insgesamt 141 Schnittebenen angefertigt. Nur in einem Fall wurde
eine Mikrometastase erst in der dritten angefertigten Ebene erkannt.

In allen Ubrigen Fallen waren entweder alle Ebenen ohne Metastasen oder
metastasenpositiv.

Abweichungen in der Beurteilung bestanden lediglich in der genauen
Lokalisation der Metastasen.

Bei den Tumorzellemboli waren von den 141 Schnittebenen 25 positiv.
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3.3.4.3.3. Metastasen/Emboli Lymphknoten

Insgesamt wurden bei 45 Fallen mit Lymphknotenproben 54 Lymphknoten
untersucht.

- 36 Lymphknoten von insgesamt 54 waren metastasenpositiv (66,7 %)
- 14 Lymphknoten von 54 enthielten zusatzlich Tumorzellemboli (25,9 %)
- 1 Lymphknoten von 54 enthielt ausschlieRlich Tumorzellemboli (1,8 %)

3.3.4.3.4. MetastasengrofRe

Bei der Metastasengréfie dominierte deutlich die Gruppe mit "> 40.000 Zellen"
mit 14 von insgesamt 30 Fallen. Die kleineren Metastasen von "- 20" und "20 -

200 Zellen " waren nur mit jeweils einem Fall vertreten.

Die MetasengroflRe verteilte sich weiter wie in Tabelle 4 aufgefiihrt und in

Graphik 3 dargestellt:

Tabelle 4: MetastasengrofRe

-20 Zellen |20 - 200|> 200 ~-[> 20.000 -|> 40.000]diffus
Zellen 20.000 40.000 Zellen verteilt

Zellen Zellen
1 Fall 1 Fall 3 Falle 6 Falle 14 Félle 5 Falle

Graphik 3: Metastasengrofle

17%

47%

3% 3%

10%

20%

H vis 20 zellen

] > 20 bis 200 zellen

E > 200 - 20.000 zellen

] > 20.000 bis 40.000

Zellen

M > 20.000 zellen

. diffus verteilt
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3.3.4.3.5. Lokalisation der Metastastasen

Es ergab sich, dal in 25 Féllen (86%) alle Lokalisationen des Lymphknotens
betroffen waren. Bei den ubrigen 5 Féllen (14 %) waren bei 2 Fallen nur
Kortex, Parakortex, Randsinus und Intermedidrsinus betroffen, bei 3 Féllen war
nur der Kortex betroffen.

Bei den 2 Féllen handelte es sich um Lymphknoten, die diffus von kleineren
Einzelmetastasen durchsetzt waren.

Bei den restlichen Féllen, bei denen die Metastase nur den Kortex betraf, war in
einem Fall die Metastase bis 20 Zellen groB, in einem weiteren 20 - 200 und im
dritten Fall 200 - 20.000 Zellen groR.

3.3.4.3.6. Differenzierungsgrad der Metastasen

Der Differenzierungsgrad der Metastasen wurde in Beziehung zum Primartumor
gesetzt.

Aufgrund des auf S. 21 genannten Auswertungsschemas fanden sich in 12
Fallen gleicher Differenzierungsgrad von Metastase und Primartumor, in 13
Fallen war die Metastase schlechter differenziert als der Primértumor und in 3
Fallen war sie besser differenziert als der Priméartumor.

3.3.4.3.7. Regressionsneigung der Metastasen

Bei den morphologischen Kriterien wurde die Nekroseneigung der Metastasen
zur Bestimmung der Regressionsneigung der Metastase im Vergleich zum
Primértumor gesondert ausgewertet:

geringere Regressionsneigung bestand bei 6 Féllen,

eine starkere Regressionsneigung der Metastase trat in keinem Fall auf.

3.3.5. Vergleich der immunhistochemischen Methode mit der H.E.
Farbung bei der Entdeckung von Metastasen und Tumorzellemboli

Von den untersuchten 54 untersuchten Lymphknoten waren in der H.E.
Befundung 35 positiv, 19 als metastasenfrei befundet worden.

Bei der immunhistochemischen Farbung wurden 36 Lymphknoten positiv
beurteilt und 18 negativ.

Bei dem einen abweichenden Fall handelte es sich um eine Mikrometastase, die
erst in der 3. Schnittebene der immunhistochemischen Ebene sichtbar wurde,
aber in der H.E. Farbung der entsprechenden Ebene nicht erkannt worden war
(s. Abb. 2, S. 57).

35



Es wurde kein Fall in der H.E. Farbung als positiv beurteilt, der sich dann in der
Immunfarbung als negativ herausstellte.

Bei den Tumorzellemboli wurden 2 Lymphknoten Gbereinstimmend positiv
beurteilt, bei 8 Lymphknoten hingegen wurden die Tumorzellemboli in der H.E.
Farbung nicht erkannt.
2 Lymphknoten waren in der H.E. Féarbung falsch positiv beurteilt worden; in
der Immunfarbung war zu sehen, da es sich bei den Zellen nicht um
Tumorzellen handelte.

3.3.6. Sektionsergebnisse

Die Auswertung der Sektionsergebnisse im Hinblick auf die Lokalisation
vorhandener Metastasen ergab folgendes:

ausschliel3lich Lungenmetastasen: 2 Félle,

davon ein metastasenfreier Lymphknoten und einmal metastasenfreies
Lymphgewebe

Lungen- und Lymphknotenmetastasen: 9 Falle

Lungen-, Lymphknoten- und zusétzliche Organmetastasen: 4 Falle
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4. DISKUSSION

Bei den in dieser Arbeit untersuchten 50 Tieren handelt es sich ausschliellich
um weibliche Tiere. 14 von ihnen waren Kastriert (28%). Diese Angaben sind
jedoch aufgrund der nicht immer verlasslich ausgeftllten Begleitschreiben der
Einsendungen vorsichtig zu interpretieren.

Das Durchschnittsalter der erkrankten Katzen lag bei 12,1 Jahren. Somit findet
sich eine Ubereinstimmung mit Hayden und Nielsen (1971), die die hochste
Inzindenzrate in der Altersgruppe von 10 - 14 Jahren sehen.

In unserem Fall bestand das Patientengut groRtenteils aus Europdischen
Hauskatzen (87,5 %). Siamkatzen, die von Hayes et al. (1981) und von Kessler
und von Bomhard (1997) als prédisponierte Rasse gesehen werden, waren in
dieser Arbeit nicht vertreten.

Besonders im Fall der Rassendisposition sind die oben aufgefiinrten Ergebnisse
aufgrund der geringen Anzahl der untersuchten Félle nur eingeschrénkt
aussagekréaftig. Die im AbschluB befindliche Dissertation von Annette Rathmann
am Institut fiir Veterinar-Pathologie der FU Berlin, die mit einer Anzahl von 277
Fallen feline Mammatumoren auf Geféaleinbriiche untersucht, wird hier
sicherlich weitere Aussagen zulassen.

Bei der Klassifikation der Mammatumoren standen erwartungsgemaR die
Karzinome im Vordergrund.

Anders als beim Hund spielen benigne Mammatumoren, wie komplexe Adenome
oder benigne Mischtumoren, bei der Katze kaum eine Rolle.

Die Fibroadenomatose, eine Besonderheit der Katze, die beim Hund nicht
bekannt ist, ging aufgrund ihrer Zugehdrigkeit zu den Dysplasien nicht in diese
Studie ein.

Es wurden bei der Kilassifikation der Primartumore der vorliegenden
Untersuchung ausschliel3lich Adenokarzinome (72%) und solide Karzinome
(28%) gefunden. In 4 Fallen konnte trotz Vorhandenseins eines
metastasenpositiven Lymphknotens kein Primartumor ermittelt werden. Dieser
war entweder bereits in einer friheren Operation entfernt worden, oder der
Priméartumor wurde nicht mit dem Lymphknoten zusammen zur Untersuchung
eingesandt.

Bei der vorliegenden Arbeit wurden bei den Adenokarzinomen mit abnehmender
Haufigkeit tubulére, papillar-zystische, alveoldre und papillare Wuchsformen
ermittelt.

Bei der Katze fehlten in dieser Untersuchung jedoch komplexe Adenokarzinome,
wie sie beim Hund relativ haufig sind, v6llig. Auch bei den soliden Karzinomen
konnten keine komplexen Tumore gesehen werden.
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Ebenso von untergeordneter Bedeutung sind bei der Katze die Sarkome und die
malignen Mammamischtumoren.

Das Verteilungsspektrum der bosartigen Mammatumoren entspricht bei der
Katze demnach wesentlich mehr demjenigen des Menschen als dem des Hundes
(Misdorp und Weijer, 1980)

Bei der Morphologie der Primartumore waren in Ubereinstimmung mit der
Literatur eine deutlich Nekroseneigung sowie infiltratives Wachstum und
periphere Lymphozytenansammlung in Gber 65% der Falle vorhanden (Weijer et
al., 1972). Bei den Adenokarzinomen zeigten 54,5% solide
Wachstumstendenzen, was insgesamt die Malignitdt dieser Tumore
unterstreicht.

Fir die Untersuchung der Lymphknoten auf das VVorhandensein von Metastasen
gab es bisher fir die Katze keine Mdoglichkeit, die ein sicheres, selektives
Anfarben der Tumorzellen im Lymphknoten ermdglichte.

Die Vorversuche zur Ermittlung einer solchen Methode ergaben, daB die
Immunhistochemische Farbung mit dem Antikdrper AEL1 in Verbindung mit
einer modifizierten BSA-Methode zum ersten Mal bei der Katze eine solche
Mdglichkeit bietet.

Mit dieser Methode wurden alle vorhandenen Tumorzellen sicher angefarbt,
Unterschiede in der Intensitdat der Farbreaktion mogen durch unglnstige
Fixationsmethoden und Lagerungszeit bedingt sein, die bei Archivmaterial
bekanntermalien ein Rolle spielen.

Der Antikorper CK 8/18/19 hingegen farbte unter allen Bedingungen nur sehr
unzureichend. Die Ergebnisse von Ivanyi et al. (1992), die mehrere Antikorper
an Mammakarzinomzelllinien der Katze getestet haben, lassen sich somit nicht
bestatigen. Allerdings spielen auch hier, wie oben erwahnt, die unterschiedlichen
Fixations-, Vorbereitungs- und Farbemethoden eine Rolle.

Bei der Auswertung der Lymphknotenpraparate fiel zunédchst auf, dall im
Gegensatz zu den Ergebnissen beim Hund (Busch, 1993), eine groRe Anzahl
von Makrometastasen vorlag. Diese Lymphknoten waren sogar haufig in der
Routinediagnostik nicht als solche erkannt worden, da sie nur noch in den
Randgebieten Lymphknotengewebe zeigten und ansonsten vollig von
Metastasen zerstort waren (s. Abb. 3, S.58). Im Gegenzug war die Zahl der
metastasenfreien Lymphknoten mit 34 % recht hoch.

Setzt man nun die Ergebnisse der Auswertungen der Primdrtumore mit denen
der  Lymphknoten in  Beziehung, so ergibt sich  folgendes
Metastasierungsverhalten der einzelnen Karzinomtypen:

Solide Karzinome, die auch zu 100 % infiltrativ wachsen, zeigten fast
ausschliellich Makrometastasen in den betroffenen Lymphknoten, jedoch auch
2 (bei 13 soliden K.) metastasenfreie Lymphknoten. Da die Zeit zwischen dem
ersten Auftreten der Primartumore und der operativen Entfernung des Tumors
und der Lymphknoten nicht bekannt ist, ist es jedoch schwierig zu sagen,
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inwieweit dieses Zeitintervall bei spat operierten Tieren zur Ausbildung der
Makrometastasen beigetragen hat. Es ist jedoch eher anzunehmen, daR die
soliden Karzinome durch ihr aggressives Wachstum sehr schnell metastasieren
und die Zeit, in der ausschliellich Mikrometastasen und Tumorzellemboli
auftreten, relativ kurz ist. Da die Anzahl der Makrometastasen ein Zeichen fir
die Malignitét ist folgen die tubuldren Adenokarzinome vor den papillaren. Die
groRte Anzahl metastasenfreie Lymphknoten stellten die papillar-zystischen
Adenokarzinome vor den alveolaren, die jedoch in geringerer Anzahl vorkamen.
Da auch infiltratives Wachstum und Nekroseneigung bei den alveoléren
Adenokarzinomen in geringerem Ausmal vorkam, kann man annehmen, daf es
sich bei dieser Wuchsform um die am wenigsten maligne handelt. Interessant
sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse von Annette Rathmann, bei denen
sich bei der Untersuchung der Lymphangiosis karzinomatosa ein éhnliches Bild
abzeichnet (Rathmann, 1998).

Wie bereits oben erwahnt, waren uberdurchschnittlich viele Metastasen mit
uber 40.000 Zellen vorhanden, die sich in allen Fallen ber alle Lokalisationen
des Lymphknotens erstreckten und daher als Makrometastasen bezeichnet
wurden. Ebenfalls zu dieser Gruppe zahlten die Lymphknoten, in denen diffus
uber den gesamten Lymphknotenschnitt verteilt einzelne Metastasen von
unterschiedlicher Groéf3e vorlagen.

Diese Ergebnisse lassen den Schluf? zu, dall Tumore vom soliden und tubuldren
Typ am héaufigsten metastasieren und wenn sie das tun, sehr schnell
Makrometastasen entstehen, die eine weitere Ausbreitung des Tumors z. B. in
die Lunge sehr wahrscheinlich erscheinen lassen. Diese Aussage wird
unterstiitzt durch die Auswertung der Sektionsfélle, bei denen in 11 von 15
Fallen Lungenmetastasen auftraten, dabei entfielen 9 der 11 Falle auf die Gruppe
der soliden Karzinome und tubuldren Adenokarzinome.

Tumore vom alveoldren Typ metastasasieren am wenigsten haufig.

Es finden sich entweder Makrometastasen oder die Lymphknoten sind
metastasenfrei. Zwischenstufen mit ausschliellich Tumorzellemboli und
Mikrometastasen, wie sie beim Hund sehr h&ufig vorkommen (Busch, 1993),
findet man bei der Katze wahrscheinlich nur fiir eine sehr kurze Zeit.

Bei den metastasenfreien Lymphknoten hingegen 148t die Wuchsform der
Primartumore, die ja fast ausschlielich infiltrativ wachsen und teilweise auch
hochstmalignen Karzinomtypen angehoren, den SchluR zu, daR hier die
Tumorzellen den Lymphknoten "Ubersprungen” haben und sich bereits in
anderen Organen, wie zum Beispiel der Lunge, angesiedelt haben. Laut
Grundmann (1984) ist die Filtrationsleistung des Lymphknotens fr
Tumorzellen sehr gering und die Metastasierung im Lymphknoten ein im
Vergleich zur zirkulierenden Krebszellzahl seltenes Phanomen. Bei den
Sektionsfallen &3t sich diese These bestatigen, denn sowohl der Fall mit
metastasenfreiem Lymphgewebe, als auch der einzige Fall mit einem
metastasenfreien Lymphknoten wiesen Lungenmetastasen auf.
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Leider ist in der Retrospekive eine weitergehende Aufarbeitung der Daten der
Einsendungen in diesem Punkt nicht moglich.

Bei der Untersuchung des Differenzierungsgrades der Metastasen waren die
Metastasen erwartungsgemal in fast allen Féllen gleich oder schlechter
differenziert, als der Primdrtumor. Dies &Rt sich dadurch erklaren, dal die
Tumorzellen, die in den Lymphknoten gelangen und dort durch Weiterteilung
Metastasen bilden, zundchst im WVergleich zu den (Ubrigen Zellen des
Primartumors entdifferenzieren. Dadurch sind sie in der Lage, sich aus dem
Tumorzellverband zu l6sen, und erlangen die Fahigkeit zur aktiven Lokomotion,
die die Voraussetzung zur Invasion des Wirtsgewebes und der Gefélie darstellt
(Gabbert, 1984). Gelangen diese Zellen nun auf diesem Wege in die regiondren
Lymphknoten und bilden dort Metastasen, sind diese in den meisten Féllen
gleich oder schlechter differenziert als der urspriungliche Priméartumor. Wachst
der Primartumor jedoch schneller als die Metastase, so kann es auch dazu
kommen, da der Primdrtumor zum Zeitpunkt der Probenentnahme bereits
schlechter differenziert ist, als die Metastase. Dies war in dieser Untersuchung
jedoch nur bei einer sehr geringen Anzahl Tiere der Fall.

Die Auswertung der Regressionsneigung der Metastasen, bei denen in keinem
Fall eine stérkere Regressionsneigung der Metastase gegenuber dem
Primartumor nachzuweisen war, zeigte, dal} die Metastasen trotz geringerer
Differenzierung nicht gleichermafen zur Regression neigen.

Im Vergleich der immunhistochemischen Methode mit der Routinediagnostik
zur Auffindung von Metastasen im Lymphknoten, lassen die bisher genannten
Ergebnisse bereits vermuten, dal die immunhistochemische Methode der H.E.
Farbung bei der Katze in den hier untersuchten Féllen nicht tberlegen ist.

Bei der Grole der vorhandenen Metastasen ist es nicht verwunderlich, dal3 diese
bereits in der H.E. Farbung als solche erkannt wurden. Lediglich das noch
vorhandene Lymphgewebe trat bei der Immunférbung durch den Farbkontrast
zur Metastase deutlicher hervor, so daR der Nachweis eines noch vorhandenen
Lymphknotenrestes teilweise erst eindeutig in der Immunférbung gelang.

Bei den metastasenfreien Lymphknoten wurde nur in einem Fall eine
Mikrometastase entdeckt , die in der Routinediagnostik nicht erkannt wurde.
Dies war jedoch auch die einzige Mikrometastase aus unter 20 Zellen bestehend,
die in dieser Studie vorkam.

Bei den Tumorzellemboli war das Ergebnis erwartungsgeméald anders. Die
abweichende Beurteilung ist auf die Anzahl der Zellen zurlckzufihren.
Einzelzellen oder kleinere Zellverbande heben sich durch die Immunféarbung
deutlich von der Umgebung ab und koénnen so sicherer erkannt werden. Aber
auch im umgekehrten Fall kann eine Zelle, die sich in der Immunfarbung bei
sonst einheitlich starker Anfarbung nicht farbt, als Tumorzelle ausgeschlossen
werden.
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Insgesamt ist die Bedeutung der Tumorzellemboli bei der Katze jedoch gering,
traten doch nur in einem Fall ausschlieBlich Tumorzellemboli im Lymphknoten
auf, die fir die Prognose von Bedeutung sein konnten. In allen brigen Féllen
waren sie zusatzlich zu einer Metastase vorhanden und daher diagnostisch von
untergeordneter Bedeutung.

Ungewohnlich war bei der Durchsicht des Archivmaterials die Entdeckung von
Lymphaggregaten in der Umgebung eines Tumors.

Es handelt sich dabei um lymphknotendhnliche Strukturen, die aus
Ansammlungen von Lymphozyten bestehen und sich im tumorperipheren
Fettgewebe befinden, jedoch ohne Verbindung zum Tumor selbst. Sie sind von
Geféallen durchzogen, besitzen jedoch nicht die typische Lymphknotenstruktur
von Rand- , Intermediér- und Marksinus. Auch die Bildung von Keimzentren
konnte  nicht  Dbeobachtet  werden.  Auffallend war, daB die
Lymphozytenaggregate keine regelméfiige Form aufwiesen, sondern haufig von
Fettgewebszellen durchsetzt waren.

In der Literatur wurde dieses Phdnomen von Geppert et al. (1984) beschrieben.
Diese Studie wurde an Patientinnen mit Brustkrebs durchgefiihrt, bei denen eine
Lymphonodektomie der Axillarlymphknoten stattgefunden hatte. Wie beim
Mensch Ublich wurden durchschnittlich 12 Lymphknoten pro Fall entfernt. Bei
der Katze gibt es laut VVollmerhaus et al. (1997) je Seite nur einen Ln. axillaris
proprius, sowie einen bis zwei Lnn. axillares accessorii. Auch bei den
Inguinallymphknoten wurde bei der Katze nur ein Ln. inguinalis superficialis
gefunden. Es ist daher unwahrscheinlich, dal} es sich in der vorliegenden
Untersuchung um konstant vorkommendes Lymphgewebe in den erwahnten
Gebieten handelt.

Geppert et al. (1984) beobachteten, daR mit zunehmendem Lymphknotenbefall
hé&ufiger tberdurchschnittlich viele Lymphknoten nachgewiesen wurden, als beli
Fallen mit weniger befallenen Lymphknoten. Die Lymphknoten metastasierter
Karzinomfélle waren groer als die von metastasenfreien Fallen. Sehr kleine
Lymphknoten und solche mit fortgeschrittener Fettgewebsatrophie wurden
héufiger bei den metastasenfreien Fallen nachgewiesen, und sie wiesen
hochsignifikant seltener als grélRere Lymphknoten Metastasen auf. Besonders in
diesem Punkt lieRen sich die Ergebnisse von Geppert et al. (1984) in unserer
Untersuchung bestétigen.

Es ist daher moglich, dall im Gegensatz zum Hund bei der Katze eine ahnliche
Situation vorliegt, wie beim Mensch, ndmlich daR eventuell mit zunehmender
Stimulation des Immunsystems durch die Einschwemmung von Tumorzellen,
neue Lymphknoten bzw. dhnliches Gewebe gebildet werden konnen. Dies
wirde durch die Tatsache unterstitzt, dal in den kleinen, von Fettgewebe
durchzogenen Lympaggregaten weniger hdufig Metastasen nachgewiesen
werden  konnten.  Sollten  sich  diese erst im  Laufe des
Metastasierungsgeschehens bilden, so wére es verstandlich, wenn sie zuletzt
von Metastasen befallen wiirden. Somit kénnte dem Nachweis von Metastasen
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in diesen Kkleinen Lymphansammlungen eine besondere prognostische
unginstige Bedeutung zukommen.

Eine weitere Untersuchung dieses Themenkomplexes wére unter Einbeziehung
postoperativer, bzw. den Krankheitsverlauf betreffender Daten wiinschenswert,
da ein Bezug auf die Prognose sehr interessant ware. Aufgrund der relativ
geringeren Inzidenzrate feliner Mammatumoren wird dies jedoch entsprechend
zeiterfordernd sein.

42



5. ZUSAMMENFASSUNG

Immunhistochemischer  Nachweis von  Tumormetastasen  feliner
Mammakarzinome in den regiondren Lymphknoten

In der Forschung auf dem Gebiet der Mammatumoren trat die Katze gegentber
dem Hund lange Zeit in den Hintergrund. Dem lag wohl unter anderem die
geringere Inzidenzrate und demnach die schwierigere Verfligbarkeit von
umfangreichem Probenmaterial zu Grunde.

Daher sollte mit Hilfe einer retrospektive Studie das biologische Verhaltenfeliner
Mammatumoren genauer untersucht werden und gleichzeitig auch fir die Katze
ein geeigneter Antikérper zum immunhistochemischen Nachweis von
Tumorzellen in Primdrtumor und Lymphknoten gefunden werden, wie er in der
Routinediagnostik beim Hund bereits eingesetzt wird.

Fur diese Untersuchung standen zur Austestung der Antikorper zwei Katzen mit
Mammatumoren und metastasenpositiven Lymphknoten zur Verfligung, die im
April 1997 zur Sektion in das Institut fur Veterinar-Pathologie der Freien
Universitat Berlin gebracht wurden.

An ihnen wurde erstmalig bei der Katze durch verschiedene Testreihen ermittelt,
dal® der Antikorper AE1 der Firma Zymed, wenn er mittels einer modifizierten
BSA-Methode angewendet wird, ein sicheres und intensives Anfarben von
Tumorzellen sowohl im Priméartumor, als auch im Lymphknoten ermdglicht.

Es handelt sich hierbei um einen Zytokeratinantikorper, der die Gruppe der
sauren Zytokeratine erfasst und bereits mit Erfolg in der Routinediagnostik beim
caninen Mammakarzinom eingesetzt wird.

Als Grundlage fir die Farbung diente die Gebrauchsanleitung fir Super
Sensitive Nachweissysteme der Firma Biogenex, Hamburg.

Abweichend zu den dort angegebenen Schritten wurden die Schnitte nach der
Entparaffinisierung durch Xylol und Aceton 10 Minuten mit dem Enzym
Protease bei 37°C im Brutschrank vorverdaut und anschlieRend auf Cover
plates aufgebracht und in den Sequenza verbracht (Walter 1999). Dort erfolgte
eine Inkubation mit dem zuvor ausgetesteten PrimdrantikOrper AE1l in der
Verdinnung 1:1000, dem Link-Antikorper und dem Label-Antikorper. Die
Einwirkzeit des Primérantikérpers wurde dabei gegentiber der des Link- und des
Label-Antikérpers um 10 Minuten auf 30 Minuten verlangert. Die
Sichtbarmachung des Antigen-Antikdrperkomplexes gelang, ebenfalls nicht wie
von der Firma empfohlen, am besten durch eine dreiBigmindtige Inkubation mit
einer Fast-Red LOsung nach Walter (1999).

Die Gegenfarbung wurde, statt wie angegeben, mit Hamalaun

und nicht mit Hamatoxylin durchgefiihrt.

Als Material fir diese retrospektive Studie stand Archivmaterial der letzten 10
Jahre aus dem Institut fir Veterinar-Pathologie der Freien Universitat Berlin zur
Verfugung. Nachdem dies durchgesehen und teilweise wieder aufbereitet
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worden war, blieben von 277 Katzen mit Mammatumoren 35 Falle, die von
1992 - 1996 zur Tumor-Einsendung gelangt waren und 15 Falle, bei denen von
1987 - 1996 Gewebeproben im Rahmen von Sektionen entnommen worden
waren. Bei diesen insgesamt 50 Fallen wurde sowohl Tumorgewebe als auch
Lymphknoten entdeckt. Insgesamt wurden bei 54 Lymphknoten je nach Grol3e
aus bis zu 3 Ebenen jeweils 2 Serienschnitte entnommen.

Um einen Vergleich der immunhistochemischen Methode mit der Gblichen
Routinediagnostik aufgrund von H.E. Schnitten zu ermdglichen, wurde jeweils
ein Schnitt jeder Ebene mit dem Antikérper AE 1 (Verdinnung 1:1000) mittels
der modifizierten BSA-Methode, der zweite, in Serie entnommene Schnitt, mit
H.E. gefarbt.

Bei der Klassifikation der Tumore wurden 72% einfache Adenokarzinome und
28% einfache solide Karzinome gefunden.

Bei der Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte ergab sich ein
Anteil von 66 % metastasenpositiven Fallen, 31% dieser Falle wiesen zuséatzlich
Tumorzellemboli auf. Nur ein einziger Fall wies ausschlief3lich Tumorzellemboli
auf.

Die Bestimmung der MetastasengroRRe zeigte, dal3 die gréfite Gruppe mit 47%
von den Metastasen aus "> 40.000 Zellen™ gebildet wurde. Es folgte die Gruppe
mit "20.000 - 40.000 Zellen" mit 20%, die Félle, bei denen im Lymphknoten
mehrere kleine Metastasen "diffus verteilt" waren, mit 17% und die Gruppe von
"> 200 - 20.000 Zellen" mit 10%. Nur jeweils 1 Fall (3%) entfiel auf die
Gruppen "bis 20" und "20 - 200 Zellen".

Das Metastasierungsverhalten der Karzinomtypen lait erkennen, da® die meisten
Makrometastasen bei den soliden Karzinomen vorkommen.

Bei den Adenokarzinomen zeigten die Tumore vom tubuléren Typ die grofite
Anzahl Makrometastasen, die meisten metastasenfreien Lymphknoten finden
sich bei den papillar-zystischen Adenokarzinomen.

Der Differenzierungsgrad der Metastasen war zu nahezu gleichen Teilen
geringer bzw. Gibereinstimmend mit dem Primartumor. Nur in drei von 28 Féllen
war die Metastase besser differenziert als der Primartumor.

Interessant war das bei der Durchsicht der Mammatumoren auf das
Vorhandensein von Lymphknoten entdeckte Lymphgewebe. Es zeigte keine
typischen Lymphknotenstrukturen, wurde jedoch von Geféalien durchzogen und
lag durch Fettgewebe von dem Primartumor getrennt, jedoch trotzdem in seiner
Umgebung.

Dieses Gewebe wurde in 18% der Félle entdeckt, in 10% der Falle wurde
ausschlie8lich Lymphgewebe und kein Lymphknoten gefunden. In zwei Fallen
wiesen diese Lymphgewebe auch Metastasen auf.
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Bei dem Vergleich der beiden Farbemethoden wurde deutlich, dall nur in einem
Fall in der H.E. Féarbung eine Mikrometastase aufgrund ihres geringen
Durchmessers nicht erkannt worden war und somit eine Fehldiagnose gestellt
wurde. Bei den Tumorzellemboli war das Verhéltnis nicht erkannte zu
Ubereinstimmend positiv beurteilte Lymphknoten 8:2. Da jedoch die
Tumorzellemboli fast ausschlief3lich in Kombination mit Metastasen auftraten,
war dies flr die Gesamtbeurteilung des Falles ohne Belang.

Somit laBt sich sagen, daR der Zytokeratin-AntikOrper AE1 die
Mammakarzinomzellen bei der Katze auch im Lymphknoten zuverlassig anfarbt,
und die modifizierte BSA- Methode hinsichtlich der Sensitivitdt der APAAP
Methode Uberlegen ist.

Insgesamt gesehen ist die immunhistochemische Methode der H.E. Farbung bei
den vorliegend untersuchten Fallen jedoch nur bedingt tberlegen, da die bei der
Katze zum Operationszeitpunkt bzw. Sektionszeitpunkt fast ausschlieBlich
aufgetretenen Makrometastasen miihelos in der H.E. Farbung erkannt wurden.
Die bei der Hindin vorkommende groRe Anzahl an Tumorzellemboli und
Mikrometastasen ohne gleichzeitige Anwesenheit von Makrometastasen gibt es
bei der Katze in dem vorliegenden Einsendegut nicht.
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6. SUMMARY

Immunocytochemical detection of tumor metastases in the regionary
lymph nodes in feline mammary carcinoma

Concerning the investigation of mammary tumors the cat was for a long time of
minor importance than the dog. Among other things the reason for it was
probably the lower incidence rate and therefore the difficulty in gaining
extensive test material.

By help of a retrospective study the biological behaviour of feline mammary
carcinoma was now to be investigated more exactly. Another aim of the study
was to find an adequate antibody for the immunocytochemical detection of
tumor cells in the primary tumor as it is already used in the routine diagnostic in
the dog.

The tissue used for testing the antibody belonged to two cats with mammary
tumors and metastases-positive lymph nodes which were sent to the institute
for veterinary pathology of the Free University of Berlin for dissection in April
1997. Varying tests on these tissues showed for the first time in the cat that the
incubation with antibody AE1 (Zymed) prior to staining with a modified BSA
method give best results in sensitivity and intensity in the primary tumor as well
as in the lymph node.

This antibody reacts with the group of acid cytoceratins and is already used
successfully in the routine diagnosic of canine mammary carcinoma.

Basis for the staining was the instruction guide for super sensitive detections
systems of Biogenex, Hamburg.

Divergend to the recommend staining steps the slides were cleared of paraffin
with Xylol and Aceton for 10 minutes, predigested with Protease at 37 °C and
applied to cover plates in the sequenza (Walter 1999). After this the slides were
incubated with the primary antibody AE1 (dilution 1:1000), the link- and the
label antibody. The incubation time of the primary antibody was prolonged for
10 minutes up to 30 minutes compared to the link- and label antibody.

The staining of the antigen-antibody-complex was best after incubation with an
own Fast Red solution (see p. 18 (Walter 1999)). The counterstaining was
carried out with h&malaun and not as recommended with hdamatoxylin.

For the retrospective study archive material of the past ten years from the
institute for veterinary pathology of the Freie Universitat Berlin was examined
and reembedded in paraffin. Out of 277 cases with mammary tumors 35
samples were submitted for examination from 1991 - 1996 and 15 samples
were taken from dissections from 1986 - 1996 contained tumor tissue as well
as lymph nodes. Depending on the individual size of each of the entire 58 lymph
nodes two serial sections each were taken from up to 3 levels of every node.
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To compare the results of the immunocytochemical method with those of the
routine diagnostic based on H.E. staining efficiently, the first section of every
level was stained with the antibody AE 1 by means of the BSA method, the
second section was stained with H.E..

At the classification of the tumors 72% simple adenocarcinomas and 28%
simple solid carcinomas were found.

In 66% of the immunocytochemically stained cases lymph node metastases
were detected, in 31% of the cases the lymph nodes contained tumor cell
emboli. Only one single case showed tumor cell embolism exclusively .

The determination of the size of metastases showed, that in most cases (47%)
metastases with "> 40,000 cells" were present, followed by the group of
20,000 - 40,000 cells" (20%), the cases in which metastases were "diffusely
distributed" (17%) and the group of " > 200 - 20,000 cells™ with 10%. One case
(3%) only showed "-20 cells" and one "20-200 cells".

Comparing the metastasizing behaviour of different types of carcinoma,
macrometastases mostly derived from solid carcinomas. Of the
adenocarcinomas, the tubular type presented most macrometastases, the
greatest number of metastases-free lymph nodes were found in the papillary
cystic adenocarcinomas.

The discovery of lymphatic tissue during the examination of the mammary
tumors was very interesting. It did not show typical lymph node structures but
was penetrated by vessels and surrounded by fatty tissue.

This lymphatic tissue was found in 18% of all cases, in 10% of all cases had
exclusively lymphatic tissue and no lymph node was present. 78% of these
lymphatic tissue were free of metastases.

Comparing the two staining methods only one micrometastasis was not
revealed in the H.E. staining. Concerning tumor cell embolism the relation
between "false negative" and "correctly judged" lymph nodes was 8:2. As tumor
cell embolism was found almost exclusively in combination with metastases,
these results were not important for the judgement of the whole case.

Detection of mammary carcinoma cells in lymph nodes of the cat by the
antibody AEL is reliable. The modified BSA method is superior to the APAAP
method.

In conclusion immunocytochemical method is not superior to the H.E. staining
in the current cases, as, at the time of operation, most cats are suffering from
macrometastases that can easily be detected by H.E. staining. The high
incidence of tumor cell emboli and micrometastases in dogs is not found in the
cat.
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I1. Bildteil

Abb. 1: Lymphgewebe in der Umgebung eines Tumors (H.E. Féarbung,
100 fache Vergrolierung).



Abb. 2. Mikrometastase im Cortex eines Lymphknotens (Immunhistochemische
Farbung unter Verwendung des Antikorpers AE1, modifizierte BSA-Methode,
Gegenfarbung mit Hamalaun, 400 fache VergrolRerung).



Abb. 3: Makrometastase - das Lymphknotengewebe wurde beinahe vollstandig
zerstort  (Immunhistochemische Farbung unter VerwetedungAntikorpers
AE1l, modifizierte BSA-Methode, Gegenfarbung mit Hamalaun, 25 fache
Vergrolierung).



I11. Abklrzungsverzeichnis

Alle Abkilirzungen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, werden im folgenden

alphabetisch aufgelistet:

A.
Abb.:
Adka:
AK:

alv.
APAAP:

BSA:

CK:

diff.:
E-Falle:
ENR:
HCL:
H.E.:
Immun.:
K.:

Kap.:

kd:

Lc.:

LG:

LK:

Ln.:

Lnn.:
Met.:
met.frei:
Mikromet.:
Makromet.:
MG:

ul:

pum:

NaCl:
pap.:
pap.-zyst.:
PT:

RPMI-Puffer:

S-Falle:
SNR:
s.S.:
TBS:

Adenokarzinom

Abbildung
Adenokarzinom
Antikorper
alveolar

Alkalische - Phosphatase - Anti-Alkalische -

Phosphatase
Biotin-Streptavidin
Cytokeratin
differenziert
Einsendungs-Félle
Einsendungsnummer
Hydrochlorid
H&matoxylin Eosin
Immunfarbung
Karzinome
Kapitel
kilodalton
Lymphocentrum
Lymphgewebe
Lymphknoten
Lymphonodus
Lymphonoduli
Metastase(n)
metastasenfrei
Mikrometastase
Makrometastase
Molekulargewicht
microliter
micrometer
Natriumchlorid
papillar
papillar-zystisch
Primartumor
Royal-Park-Memoria-Institute-Puffer
Sektionsfalle
Sektionsnummer
siehe Seite
Tri-buffer-saline



tub.: tubular
WHO: World Health Organisation
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