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Though this be madness, yet there is method in‘t
Polonius, in Hamlet, Act II, Scene 2

Entia non sunt multiplicanda praeter necessitatem
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1 Einleitung
Neoplastische Transformationen gehören mit zu den häufigsten Todesursachen
beim Hund (u.v.a.: Cotchin 1959; Dobberstein 1953; Dorn et al. 1966; Eichelberg
and Seine 1996; Eskens 1983; Gutsche 1964; MacVean et al. 1978; Priester and
Mantel 1971; Priester and McKay 1980; Überreiter 1977). Trotz gestiegener Be-
deutung molekularbiologischer Methoden (z.B. Sothern Blot, Polymerase Chain
Reaction) in der Tumordiagnostik, stellt die morphologische Bestimmung der Hi-
stogenese und der Dignität von veränderten Zellen, Zellverbänden und Geweben
weiterhin den wesentlichen und zentralen Untersuchungsschritt im Befunden und
oft daraus folgend im Prognostizieren neoplastischer Prozesse dar. Bei gut diffe-
renzierten Geschwülsten kann in der Regel mit herkömmlichen Färbetechniken
der morphologische Beziehungsnachweis zum Ursprungsgewebe geführt werden.
Für eine beträchtliche Anzahl von Tumoren ist eine solche Zuordnung zuverläs-
sig möglich. Sie bereitet jedoch in solchen Fällen Probleme, wo Tumorzellen
weitgehend entdifferenziert sind, wo aberrante oder atypische Differenzierungs-
merkmale vorliegen oder wo simultan Merkmale verschiedener Gewebetypen
auftauchen, und somit die Zuordnung nicht eindeutig festzustellen ist. Solche Tu-
moren tauchen dann in den Befunden als Blastome, großzellige, kleinzellige,
spindelzellige oder pleomorphe Neoplasien ohne weitere Spezifikationen oder
manchmal auch noch als Retikulumzellsarkome auf. Weiterhin treten Zuord-
nungsprobleme auf, wenn Metastasen ohne Primärtumor gefunden werden. In
solchen Fällen kann versucht werden, mit Hilfe von Enzymhistochemie und/ oder
Elektronenmikroskopie nach gewebespezifischen Strukturen oder Gewebepro-
dukten zu suchen. Gerade bei Tumoren mit niedrigem Differenzierungsgrad miß-
lingt dies häufig, da im Rahmen des Differenzierungsverlustes offensichtlich zy-
toplasmatische Differenzierungsprodukte (zum Beispiel: Enzymmuster, Verhor-
nung von Plattenepithel oder Sekretion von Drüsen) desorganisiert werden.

In den letzten Jahren konnte in erster Linie an Geweben des Menschen gezeigt
werden, daß spezifische Strukturen des Zytoskeletts auch bei weitgehender Ent-
differenzierung weiterhin nachweisbar bleiben (Osborn and Weber 1983; Quinlan
et al. 1985). Dabei hat die Weiterentwicklung der Immunhistochemie, insbeson-
dere seit Einführung der monoklonalen Antikörpertechnik (Köhler and Milstein
1975) in Verbindung mit Differenzierungs- bzw. Funktionsmarkern des Zytoske-
letts, der morphologischen Diagnostik neue Anstöße gegeben, diesem Dilemma
zu entkommen. Der große Vorteil dieser Methoden besteht darin, daß spezifische
Marker auf der Basis der lichtmikroskopischen Morphologie in situ nachgewie-
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sen werden können (Lobeck 1991). In der Humanpathologie hat der histodiagno-
stische Nachweis von Zytoskelettbestandteilen, speziell von Intermediärfilamen-
ten, bereits eine sichere Grundlage (Altmannsberger 1988; Moll 1993), die beim
Hund so noch nicht besteht. Mit der vorliegenden Arbeit soll daher der Versuch
unternommen werden, an einem umfangreichen Tumormaterial die Verteilung
von Intermediärfilamenten in caninen Neoplasien mit Hilfe immunhistochemi-
scher und biochemischer Methoden zu untersuchen und zu klären, ob damit eine
histogenetische Tumorableitung routinemäßig möglich ist. Voraussetzung für ei-
nen erfolgreichen Nachweis solcher Strukturen beim Hund ist allerdings, daß ein
breites Spektrum von mit caninen Geweben kreuzreagierenden Antikörpern zur
Verfügung steht, das in der Lage ist, neoplastisch transformierte und unveränderte
Zellen zu erkennen, und das die eingesetzte Technik sicher und einfach
durchführbar sowie reproduzierbar ist. Unter diesen Voraussetzungen können mit
Hilfe der Immunhistochemie mit hoher Exaktheit und Treffsicherheit transfor-
mierte Zellen ihrem Ursprungsgewebe zugeordnet werden (Baumal et al. 1984;
Denk 1986; Fritz et al. 1985; Imam and Taylor 1985).

Ein – wenn auch ungenaues – Maß für den zunehmenden Stellenwert der Immun-
histochemie in der veterinärmedizinischen Tumordiagnostik ist der Anstieg der
Publikationen, die sich mit Neoplasien beim Hund mittels immunhistochemi-
scher Methoden beschäftigen. Literaturrecherchen in den Datenbänken der CAB
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(Commonwealth Agriculture Bureaux International, Wallingford [UK]) enthalten
auf den VetCD’s (Veterinary Science on CD-Rom, CAB International1 und in der
Literaturdatenbank Medline (National Library of Medicine)2 belegen dies ein-
deutig (Abbildung 1-1). Von 1976 bis einschließlich 1986 waren in den VetCD’s
lediglich 22 Quellen enthalten (Medline weist für diesen Zeitraum 40 Quellen
aus), die sich mit immunhistochemischen Nachweisverfahren bei caninen Neo-
plasien beschäftigten. Von 1987 bis einschließlich 1990 fanden sich bereits 44
Quellen (in Medline werden 54 ausgewiesen) und seit 1990 bis 1996 schon 123
Zitate (in Medline 216).

Bedeutsam als morphologische „Tumormarker” sind dabei neben den ubiquitär
vorkommenden Intermediärfilamenten auch Zellprodukte, Oberflächenantigene
oder Virusantigene. Adäquat dem Stellenwert der „Tumormarker” ist die nachfol-
gende Darstellung des Standes der Wissenschaft als ausführliches Review zu In-
termediärfilamenten und Immunhistochemie aufzufassen. Die Auswertung der
Literatur zu speziellen Problemen finden sich in den jeweiligen Ergebniskapiteln. 

Anliegen der vorliegenden Arbeit ist es somit, sich der Komplexität des Phäno-
mens „Krebs” des Hundes paradigmatisch zu nähern. Daher wurden zumeist re-
trospektiv unterschiedliche Tumorentitäten mit Hilfe traditioneller, biochemi-
scher und immunhistochemischer Techniken untersucht, einheitlich (re)klassifi-
ziert, Vorschläge zur Neoklassifizierung erarbeitet und versucht, für verschiedene
Organsysteme typische Exprimierungsprofile zu erarbeiten.

Die spezielle Diskussion der Ergebnisse erfolgt in den entsprechenden Ergebnis-
kapiteln; eine allgemeine (zusammenfassende) Diskussion wird im Kapitel 4 ge-
führt.
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2 Literaturübersicht

Im folgenden Kapitel wird zunächst ein aktueller Überblick über die Zusammen-
setzung des Zytoskeletts unter Hervorhebung der Intermediärfilamente gegeben.
Daran schließt sich eine Übersicht über „Tumormarker“ an. Die letzten beiden
Unterkapiteln beschäftigen sich mit Nachweismethoden – insbesondere mit der
Immunhistochemie sowie mit Gelelektrophorese und Immunblotting.
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2.1   Das Zytoskelett
Das Zytoskelett, der biochemisch schwer lösliche Bestandteil jeder Eukaryonten-
zelle, besteht aus einem hochgradig strukturiertem dreidimensionalen Protein-
netzwerk, das sich i.d.R. aus vier morphologisch und funktionell unterschiedli-
chen Fasernsystemen sowie interzellulären Zellverbindungen (Desmosomen,
Hemidesmosomen, Zonula adhaerens), Spectrinen und Kernlaminabestandteilen
zusammensetzt, die elektronenmikroskopisch und immunhistochemisch visuali-
sierbar sind (Schliwa 1986; Weber and Geisler 1985; Weber and Osborn 1982;
Weber and Osborn 1986). Das Fasernsystem der Zelle besteht entsprechend der
darstellbaren Struktur und Größe aus Mikrofilamenten, Mikrotubuli, Myo-
sinfilamente und Intermediärfilamente (Baden, Glodsmith, and Fleming 1973;
Luby-Phelps 1994; Schliwa 1986; Schliwa and J. 1981; Tezuka and Freedberg
1972). Nahezu alle Zellen enthalten Elemente dieser Zytoskelettkomponenten, al-
lerdings in unterschiedlicher Mengen und Zusammensetzungen: Muskelzellen
z.B. enthalten sehr viele Aktinfilamente, während Zellen mit Zilien, beispiels-
weise Bronchialepithel, viele Mikrotubuli enthalten.

Entsprechend ihrer Bedeutung als Differenzierungsmarker in der Tumordiagno-
stik werden im Folgenden nur die Intermediärfilamente ausführlicher bespro-
chen.

Mikrofilamente
Mikrofilamente sind etwa 6 nm im Durchmesser bei einem Molekulargewicht
von etwa 42.000 D. Das Hauptstrukturprotein der Mikrofilamente ist das fibril-
läre Aktin (F-Aktin), das in sieben Isoformen exprimiert wird, die in Röntgenbeu-
gungsbilder den Aufbau einer aus Monomeren bestehenden Helix zeigen (Amos
1985; Ishikawa, Bischoff, and Holtzer 1969; Lazarides and Hubbard 1976; Schli-
wa 1986). Diese Monomere sind globuläre Proteine (G-Aktin), die in Gegenwart
von ATP zu fibrillärem Aktin (F-Aktin) polymerisieren (Ishikawa, Bischoff, and
Holtzer 1969). Mikrofilamente liegen direkt unter der Zellmembran, wo sie sich
von intrazellulär an den gleichen Molekülen anheften wie die Intermediär-
substanz von extrazellulär. Daneben findet man sie zentral in Mikrovilli; sie ver-
binden Zellkern, Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum. Monomere
und Polymere des Aktins sind in viele Zellfunktionen involviert: Bewegung,
Zytokinese, Sekretion, Protein Sorting, mRNA-Lokalisierung, Signalübertragung
und vieles mehr (Carlier and Pantaloni 1994; Stossel 1993). Mikrofilament-as-
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soziierte Proteine, sogenannte Faktoren wie Sequestrierungs-, Verkappungs-,
Spaltungs-, Stabilisierungs-, Bündelungs-, Gelierungs-, Abstandsfaktoren u.a.,
regulieren die Funktionszustände des Aktins (Schliwa 1981; Stossel et al. 1985).
Darüber hinaus binden sich an das F-Aktin eine Vielzahl spezifischer Proteine
(u.a. der “Bewegungsfaktor” Myosin, Myosinkinase, Tropomyosin, Filamin, α-
Aktinin, Talin, Troponin, Calmodulin, Vinculin und Villin), die der räumlichen
Anordnung, der Stabilisierung der Zelle und des Nukleus, sowie der Zellbewe-
gung und der Kontraktion dienen; über dies sind die Mikrofilamente an der Mit-
ose beteiligt (Bulletin et al. 1988; Ishikawa, Bischoff, and Holtzer 1968; Laza-
rides and Hubbard 1976; Stossel et al. 1985). 

Myosin
Myosin ist ein fibrilläres Makromolekül in Muskelzellen von etwa 150 nm Län-
ge, einem Durchmesser von ca. 15-20 nm und ist das Produkt einer komplexen,
phylogenetisch stark konservierten Multigenfamilie und weist dementsprechende
Moleküldiversifizitäten auf (Silberstein et al. 1986; Swynghedauw 1986). Es ist
das größte kontraktile Element der Muskelzellen und kommt darüber hinaus auch
in anderen Zellen (Epithel, Myoepithel, Gehirngewebe) vor (Bandman 1985;
Stratcher 1983; Weber and Osborn 1986; Whalen 1985).

Biochemisch ist Myosin ein Hexamer, das aus zwei schweren Myosin-Ketten (je-
weils etwa 200.000 D) und vier leichten Myosin Ketten (jeweils ca. 18.000 bis
26.000 D) besteht, die Y-förmig angeordnet sind (Bandman 1985; Lowey and
Risby 1971). Die vier leichten Ketten bilden zusammen mit den N-terminalen
Enden der schweren Myosinketten globuläre Köpfe, die als Y-Arme herausragen,
während die C-terminalen Enden der schweren Ketten als alpha-helikaler
Schwanz den Stiel des Y bilden (Amos 1985; Bandman 1985; Elliot, Offer, and
Burridge 1976; Huxley 1971; Lowey and Risby 1971; Ruppel and Spudich 1995;
Stratcher 1983; Whalen 1985). Weitere Einzelheiten finden sich bei Stratcher
(1983).

Mikrotubuli
Mikrotubuli finden sich mit Ausnahme der Erythrozyten in allen Säugetierzellen.
Sie durchziehen als Strukturelemente arkadenförmig das Zytoplasma und neh-
men in Eukaryonten eine Vielzahl von Funktionen wahr: Sie sind an der Zellstatik
und -struktur, der Zellteilung, der Erhaltung der Zellhülle, Zilienbewegungen so-
wie am intrazellulärem Stofftransport beteiligt (Amos and Baker 1979; Gorbsky,
Sammak, and Borisy 1988; Mandelkow and Mandelkow 1994; Mandelkow et al.
1995; Schliwa 1986; Vale, Scholey, and Sheetz 1986). Mikrotubuli sind im Zyto-
plasma, ausgehend vom sogenannten Mikrotubulusorganisationszentrum (Brin-
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kley 1985; Joshi 1994; Kalt 1993), in Zentriolennähe und als spezifische Organel-
len in Zilien und Spermien zu finden (Gibbons 1981; Schliwa 1986; Schliwa and
Van Blerkom 1981). 

Das Hauptstrukturprotein der Mikrotubuli ist ein Globulin (Tubulin), das aus
zwei helikal angeordneten Polypetiden mit Molekulargewichten von jeweils etwa
50.000 D und 4 nm Durchmesser besteht, dem α- und β-Tubulin (Mandelkow et
al. 1995; Wade and Chretien 1993). γ-Tubulin, eine Komponente des Mikrotubu-
lusorganisationszentrums, wirkt als Nukleationspunkt bei der Bildung der Mikro-
tubuli (Joshi 1994; Shu and Joshi 1995; Zheng et al. 1995), an der auch zyto-
plasmatische Chaperonkomplexe – Homologon des mitchondralen Hitzeschock-
proteins – beteiligt sind (Yaffe et al. 1992). Während der Nukleation polymeri-
sieren Heterodimere aus α- und β-Tubulin in Gegenwart von GTP und Mg++ zu
ringförmigen Oligomeren aus, die zu Protofilamenten elongiert werden. Norma-
lerweise vereinigen sich 13 Protofilamente zu einem elektronenmikroskopisch
sichtbaren Hohlzylinder mit einem Durchmesser von ca. 25 nm und einem MG
von 110.000 D (Schliwa 1986; Weber and Osborn 1986; Weber, Pollack, and Bi-
bring 1975).

Zur Zeit sind eine Vielzahl verschiedener α- und β-Isoformen bekannt, die zum
Teil organ- und zellspezifisch sind (Lewis, Gu, and Cowan 1987; Mandelkow and
Mandelkow 1995). Beispielsweise kommt β1-Tubulin in hämato- und thrombo-
poetischen Zellen, β3 im Hoden und β4 im Nervensystem vor (Lewis, Gu, and
Cowan 1987; Little and Luduena 1985).

Intermediärfilamente (IF) 
Intermediärfilamente mit einem Durchmesser von 7-11 nm, liegen in ihrer Größe
zwischen (intermediär) Mikrotubuli und Mikrofilamenten. Erst Mitte der sechzi-
ger Jahre wurden diese Zellbestandteile zum erstenmal elektronenmikroskopisch
dargestellt und entsprechend ihrer Größe als 10 nm (100 Å) Filamente angespro-
chen (Biberfeld et al. 1965; Ishikawa, Bischoff, and Holtzer 1968; Sternlieb
1965). Sie bilden den un- bzw. schwerlöslichen Anteil eukaryonter Zellen, der bis
zu 50 % der Einzelzelle ausmachen kann. Ursprünglich wurden Intermediärfila-
mente als Varianten von Aktin oder Mikrotubuli angesehen; erst Ende der siebzi-
ger Jahre konnte gezeigt werden, daß sie neben Mikrotubli und Mikrofilamenten
die dritte Hauptkomponente des Zytoskeletts darstellen (Franke et al. 1978;
Hynes and Destree 1978; Lazarides 1980; Lazarides 1981; Lazarides 1982; La-
zarides and Hubbard 1976; Weber and Geisler 1982). IF sind aus fibrillären Pro-
teinmolekülen aufgebaut, wobei die eigentliche Funktion der Intermediär-
filamente immer noch unklar ist; sie nehmen wahrscheinlich neben Stabilisie-
rungsaufgaben auch Regulations- und Signalübertragungsaufgaben wahr (Aebi et
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al. 1988; Bauer and Traub 1995; Ishikawa, Bischoff, and Holtzer 1968; Ishikawa,
Bischoff, and Holtzer 1969; Janmey et al. 1991; Lazarides 1980; Lazarides 1982;
Traub et al. 1992; Traub and Shoeman 1994).

Mit Hilfe von rekombinanten DNA-Techniken sind die Nukleotide und dement-
sprechend die Aminosäurensequenzen von den meisten der heute bekannten IF
gesichert. Mehr als 40 in ihren Sequenzen sich ähnelnden Polypeptidstränge sind
am Aufbau der unterschiedlichen Intermediärfilamente beteiligt (Aebi et al. 1988;
Steinert 1985; Steinert and Roop 1988; Weber and Geisler 1985). Allen Interme-
diärfilamenten ist als Produkt einer komplexen Multigenfamilie eine stabförmige
Zentraldomäne gemeinsam. Diese hochkonservierte Struktur besteht aus i.d.R.
310-314 Aminosäuren in α−helikaler „coiled-coil” Konformation von etwa 47-50
nm Länge mit globulären Domänen variabler Länge am NH2-Ende (“Kopf”) und
COOH-Ende („Schwanz”). Die Zentraldomäne besteht dabei aus sich wiederho-
lenden heptadischen Aminosäuresequenzen (Conway and Parry 1988). Weiterhin
wird die Hauptdomäne, wie Abbildung 2.1-1 zeigt, durch drei nichthelikale kurze
Linker (L1, L2, L12) in vier unterschiedliche α−helikale „coiled-coil” Segmente
unterteilt (Geisler and Weber 1982; Steinert 1991; Steinert and Roop 1988; Weber
and Geisler 1984). Von diesem allen Intermediärfilamenten gemeinsamen Aufbau
scheinen lediglich die „schwanzlosen” Intermediärfilamente Zytokeratin 19, Fi-
lensin und Phakinin abzuweichen (Merdes, Gounari, and Georgatos 1993). Über
ihr N-terminales Kopfstück und ihr C-terminales Schwanzstück ist die Zentral-
domäne mit weiteren hypervariablen Polypeptiden von unterschiedlichen Längen
und Sequenzen verbunden, die wahrscheinlich aus der Filamentachse herausra-
gen und deren Zusammensetzung eine Unterteilung in sechs Subtypen (siehe Ta-
belle 2.1-1) ermöglichen (Aebi et al. 1988; Fuchs and Weber 1994; Geisler and
Weber 1986; Lazarides 1982; Osborn and Weber 1982; Steinert and Roop 1988;
Stewart 1993; Weber and Geisler 1985). 
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Abbildung 2.1-1
Schematische Darstellung der stabförmigen Zentraldomäne. Die α-helikale Zentraldomäne wird
begrenzt durch einen nichthelikalen NH2-Kopf und durch einen nichthelikalen C-terminalen
Schwanz. Die beiden Helixdomänen Helix 1 und 2 werden durch den Linker 1/2 unterteilt. Die
Linker L1 und L2 verbinden die Helices 1A und 1 B bzw. 2A und 2 B.



Die Sequenzhomologie der Zentraldomäne der IF-Subtypen schwankt, obwohl
ein Epitop allen IF gemeinsam ist (Pruss et al. 1981). So liegt die Sequenzidenti-
tät innerhalb der Subtypen I und II zwischen 25 % und 30 %, zwischen 60-90 %
beim III und nahe 100 % beim Subtyp IV (Geisler, Kaufmann, and Weber 1982;
Geisler, Kaufmann, and Weber 1985; Hanukoglu and Fuchs 1983; Steinert 1985;
Steinert et al. 1983). Der Subtyp VI zeigt zu den anderen IF eine Aminosäurei-
dentität zwischen 16-29 % (Lehndahl, Zimmermann, and McKay 1990). Filensin
(MG=100kD) und Phakinin (MG=47 kD) sind beide IF-Proteine, die als obligate
Heteropolymere in der Linse vorkommen, und im Verhältnis 1:3 polymerisieren
(Merdes, Gounari, and Georgatos 1993; Remington 1993).

Es wird allgemein angenommen, daß die nukleären Lamine die Progenitoren der
übrigen Intermediärfilamentklassen darstellen. Nach Genduplikation und Abspal-
tung von 6 heptadischen Wiederholungen entsteht aus Laminen der direkte IF-
Progenitor, der einerseits nach weiterer Genduplikation den Subtyp III und nach
Verlust von Intron-Exon-Strukturen neuronale IF bildet. Andererseits divergieren
aus dem Progenitor die Keratinsubtypen und formen die Mitglieder der jeweili-
gen Subtypen I und II (Franke 1987; Geisler et al. 1993; Geisler, Schünemann,
and Weber 1992; Zehner and Paterson 1985). 

Der Zusammenbau der Intermediärfilamente scheint entsprechend den biochemi-
schen Gesetzmäßigkeiten der Helixstruktur (Crick 1953; Pauling and Corey
1953) folgendermaßen abzulaufen (siehe auch Abbildung 2.1-2): Zwei Mono-
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Subtyp IF-Protein Zahl der
Polypep-
tide

MG in
kDa

Zelltyp

I Zytokeratine A (sauer) 17 40–70 Epithel
II Zytokeratine B (basisch)   13 52–68 Epithel
III Vimentin

Desmin
Gliafilamente (GFAP)   
Peripherin

Plasticin

1
1
1

2

1

54
52
53

57

53

Mesenchym
Muskulatur
Gliazellen, Astrozyten
Neuronale PNS u. ei -
nige ZNS-Zellen
Retinale Ganglion zellen

IV Neurofilamente  
(NF-L, NF-M, NF-H)
a-Internexin

3

1

68, 145,
200
66

ZNS- u. PNS Zellen

Neuronale ZNS-Zellen
V Nukleäre Lamine A, B1,

B2 und C
3 60, 67, 70 Zellkernmembran

VI Nestin 1 200 Neuroepitheliale
Stammzellen

unklar Filensin/Phakinin 1 110 Linse

Tabelle 2.1-1
Übersicht über die heute bekannten Subtypen der Intermediärfilamente und deren zellulärer

Hauptherkunft.



mere (parallel angeordnete, doppelsträngige α−helikale Peptidketten) bilden ein
„coiled coil” Dimer von 44 bis 46 nm Länge (Aebi et al. 1988; Geisler, Kauf-
mann, and Weber 1982; Geisler, Kaufmann, and Weber 1985; Geisler, Schüne-
mann, and Weber 1992; Geisler and Weber 1986; Hatzfeld and Franke 1985;
Quinlan et al. 1985; Steinert 1991; Steinert 1993a; Steinert 1993b). Dieser Pro-
zeß läuft spontan ohne exogene Energiezufuhr und ohne zusätzliche Kofaktoren
ab. Je zwei Dimere lagern sich parallel oder antiparallel zu einem Tetramer
(=Protofilament) von etwa 2-3 nm Durchmesser zusammen (Downing 1995;
Geisler and Weber 1982; Quinlan et al. 1985; Steinert 1991). Zwei wahrschein-
lich antiparallel und unterschiedlich versetzt gelagerte Protofilamente formen
mittels ionischer Interaktionen ein Oktamer (=Protofibrille) von 4-5 nm Durch-
messer aus (Aebi et al. 1988; Downing 1995; Geisler, Kaufmann, and Weber
1982; Geisler, Schünemann, and Weber 1992; Steinert 1993a; Steinert, Marekov,
and Parry 1993; Steinert, Steven, and Roop 1985). Die Protofibrillen wiederum
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Abbildung 2.1-2
Schema des Zusammenbaus der Intermediärfilamente: Die primäre strukturelle Einheit ist das coi-
led-coil Dimer zweier Polypeptidstränge (das N-terminale Ende wird als Kopf, das C-terminale
Ende als Schwanz bezeichnet). Durch antiparallele Aggregation wird ein Tetramer gebildet, das
durch End-zu-End-Anlagerung zum Oktamer wird. Acht Oktamere bilden schließlich ein Interme-
diärfilament.



kondensieren zu höheren Oligomeren, die schließlich zusammen zum Interme-
diärfilament polymerisieren (Aebi et al. 1988; Geisler, Kaufmann, and Weber
1982; Geisler, Schünemann, and Weber 1992; Geisler and Weber 1982; Heins et
al. 1993; Steinert 1993b; Steinert and Roop 1988; Steinert, Steven, and Roop
1985; Stewart 1993; Stewart, Quinlan, and Moir 1989). Während die Zentral-
domäne bei den nichtepithelialen Typen aus homopolymeren Filamenten gebildet
werden, bestehen die epithelialen und die linsenspezifischen IF aus obligatorisch
heteropolymeren Zentraldomänen, da jeweils ein Vertreter von I und II zum Zu-
sammenbau benötigt werden (Merdes, Gounari, and Georgatos 1993; Weber and
Geisler 1984; Weber and Geisler 1985).

Diese Befunde legen nahe, daß Intermediärfilamentproteine zwar aus mehr oder
weniger unterschiedlichen Polypetiden bestehen, insgesamt jedoch alle miteinan-
der verwandt sind und somit einer komplexen Multigenfamilie angehören. Als
gesichert scheint, daß Vimentin, Desmin, Peripherin und GFAP von jeweils ei-
nem Gen enkodiert werden, das dieselben Intron-Exon-Strukturen aufweist
(Bloemendal et al. 1985; Traub, Kuhn, and Grub 1993) während von Zytokera-
tingenen mehrere Kopien vorhanden sind (Fuchs et al. 1987). 

Intermediärfilamente treten in Form ihrer Subtypen mehr oder weniger streng ge-
webespezifisch auf (Tabelle 2.1-1), d.h. die unterschiedlichen Aminosäurense-
quenzen ihrer Proteinuntereinheiten werden differenzierungsspezifisch expri-
miert (Aebi et al. 1988; Gown and Vogel 1984; Gown and Vogel 1985; Osborn
and Weber 1982; Weber and Geisler 1984). Während der embryonalen Entwick-
lungsphase werden bereits sehr früh als erste Intermediärfilamente die Zytokera-
tine CK 8, CK 18, CK 19 exprimiert (Jackson et al. 1980; Jackson et al. 1981;
Santini et al. 1993). In nichtepithelialen Geweben wird oft initial Vimentin expri-
miert, danach erscheinen differenzierungspezifische IF und schließlich ver-
schwindet Vimentin wieder. So zum Beispiel bei der Entwicklung der Skelett-
muskulatur: Myoblasten exprimieren zunächst Vimentin, dann Nestin; bei der
weiteren Entwicklung wird Desmin nachweisbar und schließlich verschwinden
Vimentin und Nestin (Cary and Klymkowsky 1994a; Cary and Klymkowsky
1994b; Sejersen and Lehndahl 1993).

Da ihr Proteinmuster auch in malignen Transformationen weitgehend erhalten
bleibt (Hynes and Destree 1978; Moll 1993; Osborn and Weber 1982; Osborn and
Weber 1983; Quinlan et al. 1985), hat der immunhistochemische Nachweis von
Intermediärfilamenten eine besondere Bedeutung in der Tumordiagnostik erhal-
ten. Unter anderem wird es damit möglich, Eigenarten und Eigenschaften eines
bestimmten Tumors bestimmen zu können oder weitgehend entdifferenzierte Bla-
stome oder Metastasen einem Ursprungsgewebe zuordnen zu können (Altmanns-
berger et al. 1984; Altmannsberger et al. 1981; Gabbiani, Kapanci, and Franke
1981; Gown and Vogel 1985; Osborn and Weber 1983; Ramaekers et al. 1983c;
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Schlegel et al. 1980). Allerdings kann es im Verlauf der Transformation zu einer
Reduktion oder zu einer Neoexpression kommen. Diese Expressionsänderungen
laufen allerdings immer innerhalb eines bestimmten Differenzierungsspielraumes
ab (Arai et al. 1994; Fuchs and Green 1980; Lobeck et al. 1986; Miettinen et al.
1982; Moll, Hage, and Thoenes 1991; Stosiek, Kasper, and Moll 1992).

Franke et al. (1979b) fanden in Zellkulturen unterschiedlicher Spezies (Mensch,
Meerkatze, Rind, Hund, Kaninchen, Hamster, Ratte, Maus) eine weitgehend
übereinstimmende Exprimierung von Zytokeratinen und Vimentin. Ebenso kon-
nten Geisler und Weber (1981) am Beispiel Mensch, Schwein und Huhn zeigen,
daß die Gewebespezifität von Vimentin und Desmin größer ist als mögliche Spe-
ziesunterschiede.

(Zyto)keratine (CK) 
Als Keratine wurden ursprünglich die Hauptproteine des verhornenden Epithels
sowie epidermale Produkte wie Haare, Hornsubstanzen z.B. Nagel-, Klauen-,
Huf- oder Krallenhorn, Hörner oder Wolle bezeichnet, die als α-Helix oder in
Form von ß-Faltblättern vorliegen (Rudall 1952). Unter “preceratin” wurden die
Tonofilamente in nicht verhornenden Epidermiszellen verstanden (Matoltsy
1964). Als Zytokeratine bezeichnete man die nichtepidermalen Keratine (Franke
et al. 1978). Heute werden die Hauptbestandteile des Zytoskeletts epithelialer
Zellen in ihrer Gesamtheit synonym als Keratine oder Zytokeratine angespro-
chen.

Zytokeratinfilamente sind das Translationsprodukt einer äußerst heterogenen und
komplexen Multigenfamilie und bestehen aus unterschiedlichen Polypeptiden mit
Molekulargewichten zwischen etwa 40.000 und etwa 70.000 Dalton sowie iso-
elektrischen Punkten zwischen pH 5 und pH 8 (Fuchs and Weber 1994). Sie tre-
ten in (epithelialen) Zellen meistens paarweise auf und lassen sich entsprechend
ihren Ladungsverhältnissen (Eichner, Bonitz, and Sun 1984; Schiller, Franke, and
Geiger 1982), ihrer mRNA-Hybridisierung (Fuchs et al. 1981; Hanukoglu and
Fuchs 1983; Kim, Rheinwald, and Fuchs 1983), ihres Peptidmusters (Moll et al.
1982a; Schiller, Franke, and Geiger 1982), ihrer Aminosäurensequenz (Hanukog-
lu and Fuchs 1983; Steinert et al. 1983; Steinert and Roop 1988) und ihrer Im-
munreaktionen (Eichner, Bonitz, and Sun 1984; Heid, Moll, and Franke 1988a;
Heid, Moll, and Franke 1988b; Tseng et al. 1982) in zwei Unterfamilien einord-
nen:

• Die Subfamilie Typ I (sauer) enthält die Zytokeratine 9-20 mit Molekularge-
wichten zwischen 40 und 64 kDa bei isoelektrischen Punkten zwischen pH
4,8 und 6,1, sowie die Ha Keratine (z.B. Ha1-Ha4, Hax) der Haare und die
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• Subfamilie Typ II (neutral-basisch), die die Zytokeratine 1-8 sowie die Hb
Keratine (Hb1-Hb4, Hbx) der Haare enthält, mit Molekulargewichten zwi-
schen 54 und 70 kDa bei isoelektrischen Punkten zwischen pH 5,8 und 8,0
(Aebi et al. 1983; Altmannsberger et al. 1981; Eichner, Bonitz, and Sun 1984;
Franke et al. 1981; Fuchs et al. 1981; Heid, Moll, and Franke 1988a; Heid,
Werner, and Franke 1986; Kim, Rheinwald, and Fuchs 1983; Moll et al.
1982a; Schiller, Franke, and Geiger 1982; Sun et al. 1985; Tseng et al. 1982). 

Neben unterschiedlichen sogenannten „harten α-Keratinen”, die typisch für epi-
dermale Hornprodukte sind und die in verschiedenen Zungenpapillen sowie in ei-
nigen Retikulumzellen des Thymus vorkommen (Bowden et al. 1987; Heid, Moll,
and Franke 1988a; Heid, Moll, and Franke 1988b; Heid, Werner, and Franke
1986; Lynch et al. 1984; Rogers et al. 1996) sind etwa 20 unterschiedliche „wei-
che α-Keratine” bekannt: Moll et al. (1982a; 1987) haben mit Hilfe der zweidi-
mensionalen Polyacrylamid-Gelelektrophorese einen Katalog von 20 (humanen)
Zytokeratinen aufgestellt, indem sie die verschiedenen Keratine des Menschen
von 1-20 durchnummerierten und damit eine allgemein akzeptierte Einteilung
schufen. Ein ähnlicher Katalog ist für bovine Zytokeratine beschrieben (Quinlan
et al. 1985; Schiller, Franke, and Geiger 1982). Die Keratine 1-8 werden dem ba-
sisch-neutralen Typ II, die Keratine 9-20 dem sauren Typ I zugeordnet (Tabelle
2.1-2). Mischke und Wild (Mischke and Wild 1987; Wild and Mischke 1986) er-
weitern diesen Katalog zunächst um polymorphe Varianten (1a/1b; 4a/4b;
5a/5b;10a/10b/10c/ 10d) für Keratine des nicht-verhornenden Plattenepithels des
oberen Verdauungstraktes sowie der Epidermis, wobei heute zum Teil mehrere
Varianten der meisten Zytokeratine bekannt sind (Celis et al. 1994). Merdes et al.
(1993) beschrieben ein zusätzliches Mitglied der Zytokeratine, das “schwanz-
lose” Phakinin in der Linse: Phakinin ist ein 47 kD großes Zytokeratin, das wegen
seiner Sequenzhomologie von über 31% dem Typ I zugeordnet werden muß und
sich nur mit Filensin aber nicht mit Zytokeratinen von Typ I oder Typ II paart
(Merdes, Gounari, and Georgatos 1993; Remington 1993).

Der strukturelle Aufbau der CK’s gleicht prinzipiell dem aller IF’s (Abbildung
2.1-3). Gemeinsam ist allen Zytokeratinen als Mitglieder der Intermediärfila-
mente die zentral angeordnete stabartige α-helikale Domäne aus etwa 300 Ami-
nosäuren mit einem MG von 38.000 D; sie enthält in ihren hypervariablen Re-
gionen Glycin- und Serin-reiche Sequenzen (Quinlan et al. 1985; Steinert, Ste-
ven, and Roop 1985). 

Während denaturierte IF’s nichtepithelialer Herkunft in vitro in der Lage sind,
sich aus singulären Polypeptiden zu vollständigen IF’s zu renaturieren, benötigen
Keratine dazu ein jeweils saures CK-Polypeptid mit relativ kleinem MG (Se-
quenztyp I), das sich mit einem basisches CK-Polypeptid mit relativ größerem
MG (Sequenztyp II) paart. Das basische CK ist jeweils 7-10 kD größer als das
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sauere. Diese sauer-basische Paarung wird auch in vitro aufrechterhalten (Hatz-
feld and Franke 1985; Lee and Baden 1976; Steinert, Idler, and Zimmermann
1976; Sun et al. 1984; Sun et al. 1985). Erstaunlich ist die Tatsache, daß in vitro
auch Kombinationen von solchen sauren/ basischen CK-Polypeptiden möglich
sind, die in vivo nicht vorkommen: z.B. zwischen epidermalen und nichtepi-
dermalen CK’s. Es sind sogar heterologe Paarbildungen („promiscuity of cyto-
keratins”) möglich: z.B. kann das epidermale CK 9 vom Rind mit dem humanen
nichtepidermalen CK 8 typische Zytokeratin-Komplexe ausbilden (Hatzfeld and
Franke 1985). In vivo werden die Zytokeratine in gewebetypischen sauer/ ba-
sischen Kombinationen (Tabelle 2.1-2) exprimiert (Fuchs 1988; Moll et al.
1982b; Quinlan et al. 1985; Sun et al. 1984; Tseng et al. 1982). Eine Ausnahme
von dieser Regel zeigt das CK 19. Dieses Zytokeratin kann sich in vivo un-
spezifisch mit jedem basischen CK paaren. CK 19 fällt auch dadurch aus der
Reihe, daß es ein nur etwa 10 Aminosäuren langes COOH-Ende aufweist (Bader
et al. 1986). 

Während jeweils innerhalb der Subtypen I und II eine etwa 60 %ige Sequenzho-
mologie besteht, kann zwischen den Subtypen I und II nur eine von etwa 30 %
beobachtet werden (Fuchs et al. 1985; Hanukoglu and Fuchs 1983; Steinert 1985;
Steinert, Steven, and Roop 1985). 
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Abbildung 2.1-3

Dreidimensionales Modell der Zytokeratinfaser (Fuchs et al. 1987)



Grundzüge der Zytokeratinexpression
Die Expression der unterschiedlichen Zytokeratine ist einerseits mit dem Zelltyp
andererseits mit dem Differenzierungsgrad des jeweiligen Epithels korreliert.
Prinzipiell sind Plattenepithelkeratine von Zylinderepithelkeratinen zu unter-
scheiden.

• Die höhermolekularen Zytokeratine 1, 2, 4, 5, 6 vom Subtyp II und 9, 10, 11
(10b), 13, 14, 15, 16, 17 vom Subtyp I sind typisch für Plattenepithelien
(mehrschichtige Epithelien). In nahezu allen Plattenepithelien finden sich die
CK-Paare CK 5/14 oder 5/17 (Nelson and Sun 1983; Tseng et al. 1982), wes-
halb sie als Basis-CK der Plattenepithelien angesprochen werden können. CK
5/14 werden prinzipiell in der relativ undifferenzierten Basalschicht aller
mehrschichtigen Plattenepithelien sowie in Myoepithelzellen gefunden. In
mehrreihigen Epithelien wird zusätzlich CK 17 exprimiert. Die übrigen plat-
tenepitheltypischen CKs können als Differenzierungsmarker aufgefaßt wer-
den, die im Sinne eines Genswitches im Laufe der Differenzierung angeschal-
tet werden.

• Die niedrigermolekularen Zytokeratine 7, 8 des Subtyps II und 18, 19, 20 des
Subtyps I sind typisch für Zylinderepithelien (einfache, kubische Epit-
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Typ II basisch
MG (kDa)

CK-Nr. CK-Nr. Typ I sauer
MG (kDa)

Vorkommen

68 1 9 64 Epidermis und

65,5 2 10a/b 56,5 verhornendes

11 56 Plattenepithel
63 3 12 55 Cornea

59 4 13 54 Orales Plattenepithel

58/60 5a/b 14 50 /51  Grundkomponente Plattenepithel
15 50

56 6 16 48 Hyperproliferative Keratoyten

17 46 Myoepithel

54 7 Gangepithel (Bronchien, Urothel, Pankreas)
52,5 8 18 45 Grundkomponente Zylinderepithel

19 40 Magen-, Darm-, Bronchial-, Tubulusepithel
20 46 Urothel, Magen-, Darmepithel, Merkelzellen

Tabelle 2.1-2
Vereinfachte Klassifikation und Expression von humanen epithelialen Keratinpaaren (Bowden et
al. 1987; Cooper, Schermer, and Sun 1985; Franke et al. 1981; Hatzfeld and Franke 1985; Moll
1987; Moll et al. 1982a; Moll, Schiller, and Franke 1990; Sun et al. 1985)



helien), wobei das CK-Paar 8/18 als Basis-CK der einfachen Epithelien auf-
gefaßt werden kann.

• CK 3 und 12 kommen nur im Corneaepithel vor,

• während sich in mehrreihigen Epithelien (z.B. respiratorisches Epithel) Kom-
binationen aus beiden Gruppen finden (Cooper, Schermer, and Sun 1985;
Fuchs 1988; Moll et al. 1982b; Moll et al. 1987; Tseng et al. 1982).

In der Epidermis werden basal in den undifferenzierten Keratinozyten CK 5/14
exprimiert, direkt subrabasal werden die CK 1, 10 und 11 angeschaltet, CK 2 und
9 in höheren Stratum spinosum Schichten an einigen Stellen der menschlichen
Haut (Bowden et al. 1987; Collin et al. 1992; Fuchs and Green 1980; Mischke
and Wild 1987; Woodcock-Mitchell et al. 1989). In belasteten Hautbereichen
(z.B. Fußsohle) und bei Krankheiten, die mit Proliferation von Epidermiszellen
einhergehen (z.B. Keratosen, Ichthyosis, Verrucae aber auch bei Wundheilung
oder Basaliomen) werden die Keratinpaare 6 und 16 zusätzlich exprimiert (Mans-
bridge and Knapp 1987; Stoler et al. 1988; Sun et al. 1985; Weiss, Eichner, and
Sun 1984). CK 9 ist das typische CK in der Leistenhaut sowie in der Epidermis
von Handfläche und Fußsohle (Moll et al. 1982b; Quinlan et al. 1985; Sun et al.
1985). 

In Haarfollikel werden neben den „harten” Keratinen der Haare (Heid, Moll, and
Franke 1988a; Heid, Moll, and Franke 1988b; Heid, Werner, and Franke 1986;
Lynch et al. 1984; Rogers et al. 1996) die „weichen” Zytokeratine 5, 6, 14, 16 und
17 sowie das epidermisspezifische Paar 1/10 exprimiert (Bowden et al. 1987;
Moll et al. 1982b; Stark et al. 1990). 

Ähnliches zeigt sich am unverhornten Plattenepithel – z.B. Mukosaepithel von
Mundhöhle, Ösophagus, Zervix und Vagina – für das typischerweise als Rei-
fungsmarker CK 4/13 gefunden werden (Lobeck et al. 1989; Lobeck et al. 1986;
Moll et al. 1982b; Sun et al. 1985). Bei entzündlich-hyperplastischen Prozessen
werden CK 6 übermäßig stark und CK 8, 18, 19 zusätzlich exprimiert (Lobeck et
al. 1986; Wild, Lobeck, and Mischke 1987).

Die CK Nr. 1, 2, 10, 11,14 und 19 lassen sich auch in Zungenpapillen zusammen
mit „harten” Keratinen nachweisen (Heid, Moll, and Franke 1988a; Heid, Moll,
and Franke 1988b; Rentrop et al. 1986; Wong et al. 1994). In den nichtlymphoi-
den Stammzellen des Thymus inklusive den Hasallschen Körpern lassen sich
ebenso neben „harten” Keratinen die Zytokeratine 10, 11, 14, 14, 16 und 19 dar-
stellen (Heid, Moll, and Franke 1988a; Laster et al. 1986; Moll et al. 1982a).

Die Expressionsgruppe der zylinderepitheltypischen (einfachen) Zytokeratine
weist als ubiquitäres Basispaar CK 8/18 (Moll et al. 1982a) auf. Das Basispaar
CK 8/18 ist in parenchymatösen Epithelien wie Hepatozyten, Pankreasazinus-
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zellen, Nierentubuli das einzige CK-Paar. Additive Zytokeratine sind CK 7, das
luminal in mehrreihigen Epithelien (z.B. Bronchialepithel) und im Urothel ange-
schaltet wird, das relativ weit verbreitete CK 19 (Moll et al. 1982a; Tseng et al.
1982), das u.a. in duktalen und gastrointestinalen Epithelien und Urothel vor-
kommt, sowie CK 20, das in Darm- und Magenfoveolaepithel exprimiert wird
(Moll, Schiller, and Franke 1990; Moll et al. 1987). CK 19 kommt darüber hin-
aus auch in mehrreihigen Epithelien und sogar in Basalzellen unverhornter Plat-
tenepithelien vor. CK 20 wird daneben auch in Merkelzellen der Haut exprimiert
(Moll, Schiller, and Franke 1990).

Normale Hepatozyten des Menschen exprimieren die CK 8 und 18, Gallen-
gangszellen neben CK 8 und 18 noch CK 7 und 19 (Denk and Lackinger 1986;
Eyken and Desmet 1993; Eyken et al. 1987; Moll et al. 1982a). Leberzell-Karzi-
nome können allerdings zusätzlich oder ausschließlich CK 7 und/oder 19 expri-
mieren (Balaton et al. 1988; Eyken et al. 1988; Fischer et al. 1987; Lai et al.
1989).

Bronchialepithel enthält CK (4), 5, (6), 7, 8, 13, 14, 17, 18 und 19, die Alveo-
larepithelien CK 7, 8, 18 und 19, wobei CK 19 typisch für reife Alveolardeck-
zellen II ist (Blobel et al. 1984; Broers et al. 1989; Moll, Blobel, and Franke
1984; Moll et al. 1982a; Paine et al. 1995).

In der Mamma werden CK 5, 7, 8, 14, (15), 17, (18) und 19 exprimiert: Luminal
wird CK 8/18, basal werden CK5/14 und 5/17 gebildet (Altmannsberger et al.
1986; Altmannsberger et al. 1985a; Debus et al. 1984; Moll 1993; Moll et al.
1982a; Ramaekers et al. 1983b).

In den Nieren werden in den Tubulusepithelien die für einschichtige Epithelien
typischen CK 8/18 gefunden. In den Sammelrohren, den Henle‘schen Schleifen
und in den Bowman‘schen Epithelien werden CK 7 und 19 exprimiert. Entspre-
chend der  teilweise mesodermalen Herkunft wird Vimentin in viszeralen und pa-
rietalen Bowmann‘schen Epithelien koexprimiert (Gröne et al. 1987; Moll 1989;
Moll et al. 1988; Moll, Hage, and Thoenes 1991; Ramaekers et al. 1985; Vilafran-
ca, Wohlsein, and Trautwein 1994; Waldherr and Schwechheimer 1985).

Das Übergangsepithel besitzt ein komplexes Muster: Basispaare sind CK 8/18
sowie 7/19. Basal und intermediär können zusätzlich als Differenzierungsmarker
die plattenepitheltypischen CK 4, 5, 13 und 17 exprimiert werden, während in
den Deckzellen CK 4, 13 und 20 vorhanden sind (Achtstätter et al. 1985; Moll
1989; Moll 1993; Moll et al. 1988; Moll et al. 1982a).

Das metabolische Vitamin A-Derivat Retinsäure (Vitamin A1-Säure) spielt eine
bedeutende Rolle bei der Regulation der CK-Differenzierung: So kommt es in-
folge Vitamin A-Mangels zu einer Keratinisierung von Cornea-, Konjunktival-
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oder Ösophagusepithel, wobei die Paare CK1/2 und 10, die normalerweise weder
im Corneaepithel noch in unverhornten Epithelien vorkommen, exprimiert wer-
den (Barthelmy, Chouvet, and Cambazard 1986; Fuchs et al. 1987). Auch zeigen
Keratozyten in Zellkultur bei Zusatz von Retinsäure keine Verhornung (Yuspa
and Harris 1974), während Keratozyten ohne Retinsäure vermehrt Verhornung
zeigen (Eckert 1989; Fuchs and Green 1981). Dabei wird in einigen Zellinien die
Expression von CK 8, 18, 7 und 19 sowie CK 13 nach Zugabe von Retinsäure
verstärkt (Glass and Fuchs 1988; Kim et al. 1987; Kopan, Traska, and Fuchs
1987), während die Expression der differenzierungspezifischen Zytokeratine 1,
10, 5, 14, 6 und 16 unterdrückt wird (Eckert and Green 1984; Fuchs and Green
1981; Tomic et al. 1990). Retinsäure beeinflußt die Differenzierung und Proli-
feration unterschiedlicher Zelltypen über eine Anbindung und A k t i v i e r u n g
spezifischer Kernrezeptoren. Die Transkription spezifischer Gene wird wahr-
scheinlich direkt kontrolliert durch die Bindung der Kernrezeptoren an ihre Li-
ganden und an spezifische DNA-Erkennungselemente. Die Expression der Gene
für CK 5, 6, 14 und 16 kann bereits 6 h nach Retinsäurebehandlung beobachtet
werden (Stellmach, Leask, and Fuchs 1991; Tomic et al. 1990). Bisher konnte al-
lerdings noch keine direkte Interaktion zwischen dem Rezeptor und spezifischen
Keratinpromotoren nachgewiesen werden (Blumenberg, Connolly, and Freedberg
1992).

Das gewebetypische Zytokeratinmuster wird auch in den meisten Karzinomen
beibehalten und kann so zur Identifikation von Karzinomen unbekannter Her-
kunft herangezogen werden; wobei in Karzinomen in der Regel keine „spezifi-
sche” zusätzlichen Tumorzytokeratine exprimiert werden (Debus et al. 1984;
Desnoyers, Haines, and Searcy 1990; Moll 1987; Moll et al. 1992; Quinlan et al.
1985; Ramaekers et al. 1983b; Ramaekers et al. 1983c). 

Allerdings gibt es Hinweise auf ektopische Zytokeratinexpression in nichtepithe-
lialen Geweben und Neoplasien (Franke, Jahn, and Knapp 1989): z.B. in Myo-
kard und Myometrium (Huitfeldt and Brandtzaeg 1985), in malignen Melanomen
(Miettinen and Franssila 1989), in extrafollikulären Retikulumzellen (Franke and
Moll 1987) oder in der Muskulatur atherosklerotischer veränderter Gefäße (Jahn
et al. 1993). Außerdem läßt sich mit der PCR mRNA des Zytokeratinpaars 8 und
18 in peripheren mononukleären Zellen, Knochenmarkszellen und im Lymph-
knoten nachweisen (Traweek, Liu, and Battifora 1993). Jedoch enthalten diese
Zellen stets wesentlich größere Mengen ihres jeweils typischen Intermediärfila-
mentproteins, so daß in formalinfixierten und paraffineingebetteten Präparaten
der Nachweis von Zytokeratin negativ ausfällt (Jahn et al. 1987; Kasper et al.
1988). 
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Letztendlich sind Zytokeratine auch zur Charakterisierung von Zellkulturen ge-
eignet: Zum Beispiel zeigt die HeLa-Zellinie die für Epithelien untypische CK-
Paarung 7, 8, 17 und 18 (Quinlan et al. 1985).

Vimentin
In allen mesenchymalen (nichtmuskulären) Zellen, inklusive Makrophagen,
Lymphozyten, Chondrozyten, Kupffer-Zellen, Melanozyten (Franke et al. 1978),
Endothelien (Franke et al. 1979a), Linsenfasern (Ramaekers et al. 1980), Sertoli-
zellen (Franke, Grund, and Schmid 1979), Leydigzellen (Miettinen, Virtanen, and
Talerman 1985), Granulosazellen (Czernobilsky et al. 1985), Astrozyten, und
Ependymzellen (Schnitzer, Franke, and Schachner 1981) sowie Gefäßmuskulatur
(Altmannsberger et al. 1981; Gabbiani et al. 1981) ist Vimentin das Hauptinter-
mediärfilament.

Vimentin gehört zum Subtyp III der Intermediärfilamentproteine mit einem MG
von ca. 57.000 D (Lazarides 1982). In Zellkulturen exprimieren die meisten Zel-
len unabhängig von ihrer Herkunft nach einer gewissen Zeit Vimentin, zum Teil
zusammen mit ihren eigentlichen IF (Franke et al. 1982a; Franke et al. 1979b; La-
zarides 1982; Pieper et al. 1992; Si, Tsou, and Peacocke 1993). Die typische „Vi-
mentinzelle” ist der Fibroblast, wo Vimentin auch zuerst charakterisiert werden
konnte (Brown, Levinson, and Spudich 1976). 

Vimentin ist wahrscheinlich an intrazellulären Signalübertragungen beteiligt; es
bindet an Zellplasma- und Zellkernmembranen (Georgatos and Blobel 1987;
Wang 1985), ist an Mikrotubuli (Bloom, Luca, and Vallee 1985; Gyoeva and Gel-
fand 1991; Steinert and Roop 1988; Wang 1985), an Zentrosomen (Trevor, Mc-
Guire, and Leonova 1995) und an DNA und RNA (Kooijman et al. 1992) asso-
ziiert, wobei Vimentinfilamente dicht von 40S und 60S ribosomalen Untereinhei-
ten umhüllt sein können (Traub et al. 1992). In Fettzellen werden die einzelnen
Lipidtropfen von Vimentinfasern umhüllt (Franke, Hergt, and Grund 1987). 

Zusätzlich ist Vimentin in vielen nichtmesenchymalen Zellen das Hauptinterme-
diärfilament während der Embryogenese und Zellreifung und wird erst nach Ab-
schluß der Entwicklung oder Differenzierung durch das zelltypische IF ersetzt
(Bennett et al. 1978; Franke et al. 1982a; Lazarides 1981; Schnitzer, Franke, and
Schachner 1981); dabei wird die Expression von Vimentin auf der Transkriptions-
ebene und nicht während der Translation reguliert (Bloemendal et al. 1985; Pie-
per et al. 1992; Steinert and Roop 1988). Zehner und Paterson (Zehner and Pa-
terson 1985) konnten zeigen, daß das Vimentin-Gen als single Copy im haploi-
den Hühnergenom vorliegt und drei unterschiedliche mRNA Transkripte produ-
ziert. 
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Desmin
Lazarides und Hubbard (1976) konnten in glatten Muskelzellen einen schon län-
ger bekannten intermediären Bestandteil des Zytoskeletts (Cooke 1976) näher
charakterisieren, den sie Desmin nannten. Dieses Polypeptid ist das spezifische
IF in glatter, in quergestreifter sowie in Herzmuskulatur und hat ein MG von etwa
53.000 D (Bennett et al. 1979; Lazarides 1980; Osborn and Weber 1982; Small
and Sobieszek 1977; Steinert, Steven, and Roop 1985). In Purkinjefasern des
Reizleitungssystems kann ein modifiziertes Desminfilament von 55.000 D darge-
stellt werden (Thornell et al. 1985). Desminfasern verbinden die Myofibrillen mit
den Z-Streifen und binden diese sowohl an die Plasmamembran als auch andere
zytoplasmatischen Organellen, wobei durchschnittlich etwa 10 Desminfasern an
jedem Z-Streifen ansetzen (Lazarides 1980; Lazarides et al. 1982; Tokuyasu, Dut-
ton, and Singer 1983). Senkrecht zur Längsachse der Muskelzellen formt Desmin
ein Maschenwerk aus, wodurch die benachbarten Z-Streifen eine einheitliche
Orientierung bekommen und letztendlich so die Querstreifung ermöglicht wird
(Granger and Lazarides 1978; Lazarides and Hubbard 1976). Insgesamt scheint
Desmin am Aufbau der mechanischen Stabilität von Myofibrillen beteiligt zu sein
(Geiger 1987). Daneben konnte Desmin auch in extrafollikulären Retikulumzel-
len (Franke and Moll 1987) sowie in Mesothelzellen (Van Muijen, Ruiter, and
Warnaar 1987) nachgewiesen werden. Da während der Myogenese Desmin be-
reits sehr früh und bei der Entdifferenzierung in Richtung Myoblast noch länger
als Myoglobin exprimiert wird, ist Desmin ein sehr zuverlässiger Marker für
Muskelgewebe und deren Neoplasien (Altmannsberger 1988; Altmannsberger et
al. 1985b).

Gliafilamente (GFAP, glial fibrillary
acidic protein) 

GFAP wurde durch Eng et al. (1971) zuerst beschrieben, die es aus Plaques von
Multiple Sklerose-Patienten isolieren konnten. Es ist das Strukturprotein bestim-
mter Gliazellen mit einem speziesabhängigen Molekulargewicht zwischen
49.000 und 55.000 D und ist in Zellen des Nervensystems wie fibrillären und
protoplasmischen Astrozyten, ependymalen Tanyzytenfortsätzen sowie in Zellen
der Glia limitans oft gemeinsam mit Vimentin nachweisbar (Bignami and Dahl
1974; Bignami et al. 1972; Debus, Weber, and Osborn 1983; Eng, Vanderhae-
ghen, and Gerstl 1971; Ramaekers et al. 1983c; Shaw, Osborn, and Weber 1981;
Yen and Fields 1981). Darüber hinaus liegen Hinweise vor, daß GFAP unter an-
derem auch in Schwannzellen des peripheren Nervensystems (Achtstätter et al.
1986; Dahl et al. 1982; Yen and Fields 1981), in Satellitenzellen von Spinalgan-
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glien, in Hypophysenzellen (Höfler, Denk, and Walter 1984) aber auch in peri-
sinusoidalen Sternzellen der Leber (Gard, White, and Dutton 1985), in Linsenepi-
thelien (Skoff et al. 1983), Chondrozyten (Viale et al. 1988) sowie in Darmwand-
ganglien (Jessen and Mirsky 1980) vorkommen. Intrazellulär liegt GFAP sowohl
diffus verteilt im Zytoplasma als auch assoziiert mit anderen Gliafilamenten vor:
Offensichtlich wird in mindestens zwei voneinander unabhängigen Schritten zu-
nächst GFAP synthetisiert, das diffus im Zytoplasma auftritt (Schachner et al.
1977) und zumindest in vitro spontan aggregieren kann (Rueger et al. 1979),
sowie in weiteren genetisch determinierten Schritten zu Filamenten polymerisiert
(Eng and DeArmond 1983). GFAP scheint evolutionär stark konserviert zu sein,
so daß Antikörper gegen humanes GFAP bei vielen Spezies kreuzreagieren (Dahl
and Bignami 1976).

Läsionen des ZNS (Traumata, chronische Erkrankungen etc.) führen zu einer
Gliose und in den vermehrten und vergrößerten Astrozyten zu einer exzessiven
Vermehrung von GFAP (Eng et al. 1985). Ähnliches kann in den retinalen Mül-
ler-Stützzellen beobachtet werden: Läsionen der Retina führen zu einer GFAP-
Akkumulation in diesen spezifischen Gliazellen und ersetzen so das dort vorhan-
dene Vimentin (Bignami and Dahl 1974; Davidson, Nassie, and Kornegay 1990).

Dementsprechend sind Astrogliome GFAP-positiv und Oligodendrogliome und
Ependymome GFAP-negativ (Obermaier 1991).

Neuronale Intermediärfilamente
In Neuronen wurden bisher 6 zum Teil unterschiedliche Intermediärfilamente
nachgewiesen: Die Gruppe der insgesamt homologen Neurofilamente (NF), die
entsprechend ihres Molekulargewichts in NF-L (light, 68.000 D), in NF-M (me-
dium, 160.000 D) und NF-H (heavy, 200.000 D) unterteilt werden (Geisler, Pless-
mann, and Weber 1985), das α-Internexin (Fliegner, Ching, and Liem 1990), das
Peripherin (Portier, De Néchaud, and Gros 1983) und das Nestin (Lehndahl,
Zimmermann, and McKay 1990).

Neurofilamente finden sich als sogenannte NF-Tripletts mit einem Verhältnis von
6:2:1 (L:M:H) in den meisten myelinisierten Nervenfasern, in Ganglienzellen und
in Neuronen inkl. Phäochromozyten (Debus et al. 1982; Debus, Weber, and Os-
born 1983; Lee, H.L., and Schlaepfer 1982; Osborn et al. 1982; Portier 1992;
Shaw, Osborn, and Weber 1981; Shaw and Weber 1981; Yen and Fields 1981),
wobei die NF-L und NF-M integrale Filamentbestandteile sind, denen NF-H au-
ßen angelagert ist (Hirokawa, Glicksman, and Willard 1984). Neurofilamente
spielen wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Gestaltung und Erhaltung der
Axonstrukturen (Hirokawa, Glicksman, and Willard 1984; Xu, Dong, and Cleve-
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land 1994) und sind offensichtlich notwendig für das radiale Axonwachstum
(Friede 1970; Hoffman et al. 1987).

Obwohl NF als neuronenspezifisch gelten, konnten NF-M und NF-L in unreifen
Schwannzellen (Kelly et al. 1992; Roberson et al. 1992), NF-H in humanen T-
Zellen (Murphy et al. 1993) und in embryonalem Herzgewebe von Ratten (Sem-
ba, Asano, and Kato 1990) nachgewiesen werden.

α-Internexin ist gemeinsam mit NF-Untereinheiten in den meisten Neuronen von
ZNS und PNS zu finden (Fliegner et al. 1994; Xu, Dong, and Cleveland 1994),
wobei allerdings im PNS hauptsächlich NF zusammen mit Peripherin vertreten
sind (Goldstein, House, and Gainer 1991; Xu, Dong, and Cleveland 1994).

Peripherin (MG 58.000 D) wird vor allem in peripheren Neuronen nachgewiesen
und den Typ III Intermediärfilamenten zugeordnet (Goldstein, House, and Gainer
1991; Portier, De Néchaud, and Gros 1983).

Nestin (MG 200.000) konnte bislang nur in neuroepithelialen Stammzellen nach-
gewiesen werden (Lehndahl, Zimmermann, and McKay 1990).

Lamine 
Diese IF spielen bislang in der Typisierung von neoplastischen Geweben nur eine
nachgeordnete Rolle.

Lamine sind die Hauptstrukturproteine des Karyoskeletts. Sie bilden den soge-
nannten Kernlaminakomplex an der inneren Kernmembran (Aebi et al. 1988;
Bridger, Kill, and Hutchinson 1993; Franke 1987; Katsuma et al. 1987), der aus
einer filamentösem Lage von bis zu drei unterschiedlichen Polypeptiden (Lamin
A, B und C) aufgebaut ist. Lamin C ist die spliced Variante von Lamin A (Geor-
gatos, Meier, and Simos 1994; Lin and Worman 1993). Sequenzdaten basierend
auf cDNA der Lamine zeigen die große Ähnlichkeit zu den zytoplasmatischen IF
(Lin and Worman 1993). Die Zentraldomäne der Lamine zeigt eine etwa 28%ige
Aminosäurenhomologie mit Vimentin (Aebi et al. 1988).

Neben Beteiligung an der Kernform, bilden die Lamine ein Netzwerk für die Or-
ganisation des Interphase-Chromatins und sind Substrat für Proteinkinasen wäh-
rend der Mitose und in der Interphase (Bridger, Kill, and Hutchinson 1993; Fran-
ke 1987; Glass et al. 1993; Hennekes et al. 1993).

Koexpression von IF
Verschiedene Gewebe exprimieren bereits per se unterschiedliche IF in verschie-
den ausgeprägten Umfang, wobei es sich meistens um echte, intrazellulär getren-
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nte Filamentkompartimente handelt (Franke et al. 1978; Franke et al. 1982b). 

Zytokeratin und Vimentin
Im Laufe der Embryonalentwicklung wird speziell im Mesoderm das bereits früh
exprimierte Vimentin durch Zytokeratine ersetzt und dadurch noch für einige Zeit
postnatal koexprimiert (Franke et al. 1982a). Werden Epithelien in Zellkultur
überführt, beginnen sie schon bald zusätzlich Vimentin zu exprimieren (Franke et
al. 1979b; Kim et al. 1987; Lazarides 1982; Pieper et al. 1992; Si, Tsou, and Pea-
cocke 1993). Ähnliches kann bei Tumorzellen in pleuraler und abdominalen
Transsudaten beobachtet werden (Ramaekers et al. 1983a). Allgemein kann in
Epithelien bei Zellschädigungen (Gröne et al. 1987; Moll, Hage, and Thoenes
1991; Van Muijen, Ruiter, and Warnaar 1987), aber auch bei gesteigerter Prolife-
rationsrate (Domagala et al. 1990; Raymon and Leong 1989), Vimentin nachge-
wiesen werden.

Zytokeratine können zusammen mit Vimentin z.B. in fetalen Nieren- und Zun-
genepithelien (Van Muijen, Ruiter, and Warnaar 1987), bei Nephropathien im Tu-
bulusepithel (Vilafranca, Domingo, and Ferrer 1994), in Nierenzellkarzinomen
(Herman et al. 1983), in Epithelien des Rete testis und Epididymis (Dinges et al.
1991), in Prostatae (Nagle et al. 1991), in Endometriumsdrüsen (Azumi and Bat-
tifora 1987) sowie deren Karzinomen (McNutt et al. 1985), in Granulosazellen
und Rete ovarii humaner Ovarien sowie Ovarialkarzinomen (Czernobilsky et al.
1985; Dabbs, Geisinger, and Norris 1986), in Plattenepithelkarzinomen und un-
differenzierten Karzinomen des oberen Verdauungstraktes (Fischer et al. 1988),
in den intestinalen M-Zellen (Jepson et al. 1992), in Speicheldrüsenneoplasien
(Caselitz et al. 1984), in Chordomen (Miettinen et al. 1983), im Follikelepithel
der Schilddrüse und Schilddrüsenkarzinomen (Buley et al. 1987) gefunden wer-
den. In Mesothelzellen und in Mesotheliomen finden sich regelmäßig Zyto-
keratine (CK 5, 7, 8, 18, 19) und Vimentin (Blobel et al. 1985; Connell and
Rheinwald 1983; Czernobilsky et al. 1985; LaRocca and Rheinwald 1984; Van
Muijen, Ruiter, and Warnaar 1987), wobei zusätzlich auch vereinzelt Desmin
nachgewiesen werden kann (Mayall, Goddard, and Bibbs 1992; Van Muijen, Rui-
ter, and Warnaar 1987). Auch in einigen Lungenkarzinomen (Gatter et al. 1986)
und vereinzelt in maligen Tumoren unterschiedlicher Herkunft (Düe, Pickartz,
and Stein 1986) wurde eine mehrfache Koexpression von Vimentin, Neurofila-
ment und Desmin nachgewiesen. Während die Koexpression von Vimentin mit
anderen Typ-III- (Desmin, GFAP, Peripherin) oder Typ-IV-Intermediärfilamenten
(Neurofilamente) meist zur Ausbildung eines „Kopolymers” führen, werden bei
Koexpression von Zytokeratinen und Vimentin getrennte Netzwerke ausgebildet
(Lazarides 1982; Steinert and Roop 1988; Traub, Kuhn, and Grub 1993).
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Zytokeratin und GFAP
In Myoepithelien der Gld. parotis können neben Zytokeratinen auch GFAP gefun-
den werden (Achtstätter et al. 1986; Gould 1985), was andere Untersucher aller-
dings nicht bestätigen können (Burns, Dardick, and Parks 1988). Über ektopi-
sches Auftauchen von GFAP in Karzinomen des Mesoderms - wie Ovarial- und
Endometriumskarzinomen - wird vereinzelt berichtet (Moll et al. 1991), wobei in
diesen Fällen oftmals S-100-Protein zusätzlich exprimiert wird (Moll et al. 1991).

In exzidierten epiretinalen Membranen kann GFAP zusammen mit Zytokeratin
nachgewiesen werden (Vinores et al. 1992). 

Einige Autoren (Cosgrove et al. 1989; Ng and Lo 1989) berichten, daß GFAP zu-
sammen mit Zytokeratin in normalen und neoplastischen Astrozyten zu finden
sei. Allerdings postulieren Bacchi et al. (1995), daß dies nur „Immunreaktivitä-
ten” seien, die unter bestimmten Laborbedingungen auftauchen, da trotz immun-
histochemisch eindeutigen Befunden, im Western Blot kein Zytokeratin nachge-
wiesen werden kann. In einer großen angelegten Studie an Gefriermaterial konn-
ten Franke et al. (1991) zeigen, daß einige Zytokeratinantikörper mit GFAP
kreuzreagieren und das weiterhin unspezifische Bindungen des Brücken-
antikörpers an das Gewebe ebenso wie technische Probleme (kontaminierende
Bestandteile in der Antikörperkörperpräparation, besonders bei Aszites-Präpara-
tionen) für diese Kreuzreaktionen verantwortlich sind.

Zytokeratin und Neurofilament
Zytokeratine können zusammen mit Neurofilamenten in epithelialen neuroendo-
krinen Neoplasien der Nebenniere, der Hypophyse, der Langhansinseln, der Epi-
thelkörperchen, der Schilddrüse aber auch in Merkelzelltumoren der Haut nach-
gewiesen werden (Kasper 1992; Miettinen et al. 1985; Miettinen, Clark, and Vir-
tanen 1986; Miettinen et al. 1983; Moll et al. 1986; Ogawa et al. 1990).

Vimentin und GFAP
Die Koexpression dieser beiden Intermediärfilamente kann vor allem in Astrozy-
ten des ZNS (Zerebellum, Retina, Nervus opticus), in reaktiven Astrozyten
(Calvo, Carbonell, and Boya 1990; Schiffer et al. 1986; Schnitzer, Franke, and
Schachner 1981; Shaw, Osborn, and Weber 1981) und in Astrozytomen beobach-
tet werden (Herpers et al. 1986).

26

Literaturübersicht                                                   2.1 Zytoskelett



Verlust bzw. Fehlen und
Neoexpression von IF

Nur vereinzelten Zellen fehlen jegliche Intermediärfilamente: der Granularzell-
schicht im Kleinhirn, Oligodendrozyten (Shaw, Osborn, and Weber 1981; Shaw
and Weber 1981), Keimzellen oder Zellen in der frühen Embryonalphase (Jack-
son et al. 1980; Jackson et al. 1981).

Obwohl das Differenzierungsprogramm der Zellen auch in malignen Tranforma-
tionen weitgehend erhalten bleibt, sind beim Menschen vereinzelte Expressions-
verluste beschrieben worden: Zum Beispiel Verlust von CK 4 und 13 in Karzino-
men des Oropharynx, Verlust von CK 13 bei Urothelkarzinomen oder kompletter
Verlust von Intermediärfilamenten beim kleinzelligen Bronchialkarzinom (Lo-
beck et al. 1986; Moll, Hage, and Thoenes 1991). Häufiger ist allerdings das Ge-
genteil der Fall: Neoexpression von Intermediärfilamenten, die in unveränderten
Geweben nicht auftreten (Holck et al. 1993). Vor kurzem wurde darauf hingewie-
sen, daß die Malignität bestimmter Neoplasien mit dem Auftauchen bestimmter
Zytokeratine korreliert: Die Expression von einfachen Zytokeratinen scheint zu
verstärkter Zellbewegung und zu Gefäßeinbrüchen zu führen (Chu et al. 1993),
außerdem scheint die Bildung maligner Zellen forciert zu werden (Caulin et al.
1992); so scheint die Expression von CK 8 direkt mit der Malignität zu korrelie-
ren (Hembrough et al. 1996). Denkbar ist auch, daß das Anschalten bestimmter
Onkogene zu einer Aktivierung der Zytokeratinexpression führt (Pankov et al.
1994).
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2.2 Sonstige Marker
Neben den Intermediärfilamenten können weitere zelltypische oder organspezifi-
sche Strukturen, Produkte u. ä. als Tumormarker zur Charakterisierung von Ge-
weben herangezogen werden. Ganz allgemein sind Tumormarker krebs-assozi-
ierte Signalsubstanzen eines neoplastischen Geschehens,  die in oder auf Tumor-
zellen gebildet oder in ihrer Umgebung induziert werden. Die meisten dieser
Marker haben Protein-, Lipid- und/oder Kohlehydratcharakter und sind frei zir-
kulierend im Serum oder anderen Körperflüssigkeiten meßbar, wobei ihre Kon-
zentration als Summe aus Tumormarker-Expression, -Synthese, -Freisetzung, -
Katabolismus, -Exkretion, der Tumorblutversorgung, der Tumormasse und -Aus-
breitung resultiert. Sie werden herangezogen, um:

(a) Gesunde Probanden zu screenen,
(b) einen spezifischen Typ von Neoplasie zu diagnostizieren,
(c) Entwicklungsstadien von Tumoren zu bestimmen,
(d) prognostische Aussagen treffen zu können und/oder
(e) den Verlauf einer Therapie zu überwachen. 

Da einige dieser Marker auch im Gewebe immunhistochemisch nachweisbar
sind, werden die wichtigsten nachfolgend besprochen.

Tumorantigene
Tumorantigene sind in der Regel onkofetale Substanzen, die im Embryo oder Fe-
tus gebildet werden, postnatal verschwinden und bei bestimmten Neoplasien wie-
der nachweisbar sind:

Alpha-Fetoprotein (AFP)
Das AFP ist ein Glykoprotein von etwa 64 kD Molekulargewicht, das im Fetal-
stadium von Dottersackzellen, von Zellen im Darm und in der Leber produziert
wird und Sequenzähnlichkeiten mit Albumin aufweist (Gitlin and Boesman 1966;
Gitlin and Boesman 1967; Klöppel 1986). Seine physiologische Funktion ist un-
klar. Postnatal wird die AFP-Synthese zurückgefahren; serologisch erhöhtes Vor-
kommen wird in den meisten Fällen von Leberzellkarzinomen und Keimzelltu-
moren beobachtet. Allerdings können auch andere Ursachen eine Erhöhung der
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AFP-Konzentration bewirken (Shibata and Yamanaka 1988). Antikörper gegen
AFP können auch zur immunhistochemischen Abklärung primärer Leberzellkar-
zinome herangezogen werden (Hahn and Richardson 1995; Lowseth et al. 1991;
Mulas et al. 1995); allerdings gelingt beim Menschen der AFP-Nachweis in Le-
berzellkarzinomen zu sehr unterschiedlichen Prozentsätzen (Klöppel 1986).

Carcinoembryonales Antigen (CEA)
Das CEA war eines der ersten beschriebenen onkofetalen Antigene (Gold and
Freedman 1965). Es ist ein Glykoproteinkomplex von etwa 20 kD, das assoziiert
an der Plasmamembran von Tumorzellen vorkommt und ins Blut entlassen wird.
Ursprünglich wurde angenommen, daß das CEA nur in Colonkarzinomen vor-
komme. Später zeigte sich, daß außer Karzinomen des Magen-Darm-Traktes
auch Neoplasien von Pankreas, Mamma, Lunge und Schilddrüse, ebenso wie ent-
zündliche Veränderungen eine Exprimierung verursachen (Klöppel 1986; Lobeck
et al. 1987; Pflatz et al. 1987; Popper and Wirnsberger 1986; Schröder et al.
1986). Sein Haupteinsatzgebiet ist das Monitoring von Krebspatienten (American
Society of Clinical Oncology 1996). Auch beim Tier läßt sich CEA serologisch
(Berg and Rüsse 1994; Hassig et al. 1991) und immunhistochemisch (Ferrer et al.
1990; Mulas et al. 1995; Ribas et al. 1989) nachweisen. Der Einsatz in der Im-
munhistochemie ist allerdings umstritten, da die Antikörper gegen CEA mit einer
ganzen Gruppe von ähnlichen Glykoproteinen – Non-specific Cross-Reacting
Antigen – kreuzreagieren (Eveleigh 1974; Haskell et al. 1983; Kleist, Chavanel,
and Burtin 1972).

Prostatic specific antigen (PSA)
Das Prostata-spezifische Antigen ist ein Glykoprotein von 33–34 kD Molekular-
gewicht (Wang et al. 1979), das beim Menschen ausschließlich von Prostatazel-
len (orthologischen und pathologischen) gebildet wird und physiologischer Weise
im Ejakulat gelartige Proteine abbaut. Beim Hund ist das PSA serologisch nicht
und immunhistochemisch nur sehr schwach nachweisbar (Bell et al. 1995).

Karbohydrat-Tumormarker
In der Humanmedizin werden eine Vielzahl weiterer Tumormarker – serologisch
und immunhistochemisch – eingesetzt (American Society of Clinical Oncology
1996), die bisher allerdings kaum Einzug in die veterinärmedizinische Diagnostik
gefunden haben (Haines et al. 1989). Einige dieser Marker werden nachfolgend
kurz vorgestellt:
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CA19-9 (CA=Carbohydrate Antigen) wurde initial in Patienten mit kolorektalem
Karzinomen entdeckt (Koprowski et al. 1979); allerdings kann es auch in Neopla-
sien von Pankreas, Leber und Magen nachgewiesen werden (Atkinson et al.
1982). Der Antikörper gegen CA 19-9 reagiert mit einem Sialyderivat, einer Mo-
difizierung des menschlichen Lewisa-Blutgruppenantigens, das allerdings nicht
nur in Adenokarzinomen des Magen-Darm-Traktes, sondern auch des Pankreas
und anderen Karzinomen nachgewiesen werden kann (Atkinson et al. 1982; Ha-
komori and Kannagi 1983).

CA 15-3 ist ein Kohlenhydratantigen der Milchfettkügelchenmembranen des
Menschen und wird als Verlaufsparameter bei Mammakarzinomen eingesetzt
(Hilkens et al. 1984).

CA 125 ist ein Antigen, das auf über 80 % der nichtmuzinösen Ovarialkarzino-
men exprimiert wird. Daneben reagiert CA 125 unter anderem auch mit Tumoren
der Mamma, des Ovars, des Pankreas und der Lunge (Koelma et al. 1987).

Enzym-Marker
Neben Enzymen wie α-1-Chymotrypsin, α-1-Trypsin und Lysozyme (Murami-
dase) als typische Bestandteile von Blut- und Knochenmarkszellen (Fondevila et
al. 1989; Goranov 1978; Isaacson, Jones, and Judd 1979; Mason and Taylor 1975;
Moore 1986; Motoi, Stein, and Lennert 1980) sind Chymase und Tryptase typi-
sche Enzyme in Mastzellen (Caughey et al. 1987; Welle et al. 1995) und werden
ebenso wie Esterasen, Saure und Alkalische Phosphatasen oder Peroxidasen (Col-
batzky and Hermanns 1990; Grindem, Stevens, and Perman 1986; Jösten 1995;
Kuczka 1987), als Detektionssysteme für Neoplasien ausgehend von diesen Zel-
len eingesetzt. Allerdings limitieren hohe Ansprüche an die Probenpräparation
(Frische, Fixation), Verlust des Enzymbesatzes in entdifferenzierten Zellen sowie
heterogenes und nicht immer reproduzierbares Färbeverhalten den Einsatz (Grin-
dem 1996; Grindem, Stevens, and Perman 1986; Jain et al. 1988; Jain et al. 1991;
Madewell, Jain, and Munn 1991).

Neuronenspezifische Enolase (NSE)
Die Enolase ist ein Enzym (2-Phospho-D-Glyzerat-Hydrolase), das in der Glyko-
lyse eine Rolle spielt. Sie katalysiert die Umwandlung von 2-Phosphoglyzerat in
Phosphoenolpyruvat (Rider and Taylor 1974; Schmechel 1985). Das Enzym hat
ein Molekulargewicht von etwa 80. 000 D und kommt in verschiedenen Isofor-
men vor, die sich aus Dimeren von drei unterschiedlichen Untereinheiten (α, β,
γ) zusammensetzen (Heimoto et al. 1985). In vielen Geweben liegt die Enolase
als Homo- oder Heterodimer vor (Rider and Taylor 1974): Das αα-Isoenzym
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kommt ubiquitär im Körper vor, das αß-Isoenzym im Herzmuskel, das ßß-Isoen-
zym im Skelettmuskel und αα-, αγ- bzw. γγ-Varianten im ZNS (Heimoto et al.
1985; Schmechel 1985). Wegen ihrer starker Anreicherung im Gehirn, wurde die
γγ-Variante als Neuronen-spezifische Enolase angesehen (Schmechel 1985). NSE
kommt auch in reifen Neuronen und neuroendokrinen Zellen des APUD–Systems
(Schmechel, Marangos, and Brightman 1978), in Geschmacksrezeptoren (Takas-
haki et al. 1984) sowie in Merkelzellen der Haut (Vinores et al. 1984) vor.

Da NSE allerdings in glatten Muskelzellen, in Myoepithelien, in Lymphozyten
und Thrombozyten, in nahezu sämtlichen Gehirntumoren, in „APUDomen” wie
Karzinoiden, Paragangliomen, Inselzelltumoren oder medullären Schilddrüsen-
karzinomen ebenso nachweisbar ist wie in Karzinomen der Mamma und des
Ovars, ist seine Bedeutung als Tumormarker zugunsten „spezifischerer” Marker
zurückgedrängt worden (Hafner 1987; Heimoto et al. 1985; Hewicker and Traut-
wein 1991; Schröder et al. 1992; Schwechheimer 1986; Vos et al. 1993).

Plazentare Alkalische
Phosphatase (PLAP)

Die Plazentaren Alkalischen Phosphatasen sind eine Isoenzymfamilie der alkali-
schen Phosphatase. Sie sind nicht mit PSA verwandt. Die PLAP ist ein sensibler
Marker von Keimzellentumoren des Menschen, vor allem von Seminomen, und
wird seit den achtziger Jahren in der Diagnostik von Keimzelltumoren erfolgreich
eingesetzt (Hustin, Collette, and Franchimont 1987; Jacobson and Norgaard-Pe-
dersen 1984; Manivel et al. 1987). Caninen Hodentumoren ist die PLAP zwar
deutlich dem Intermediärfilamenttyping überlegen, färbt jedoch nicht alle Neo-
plasien zufriedenstellend (Schulze 1995).

Prostatic Acid Phosphatase (PAP)
Die PAP ist eine Saure Phosphatase, wird von normalen Drüsenzellen der Pro-
stata sezerniert und katalysiert die Hydrolyse von Phosphorsäuremonoestern (Au-
müller and Seitz 1985). Sie gilt als serologischer Marker, der regelmäßig bei
Prostataneoplasien erhöht beobachtet werden kann und ist nicht mit PSA ver-
wandt. Immunhistochemisch zeigt sie ein zuverlässiges, aber heterogenes Fär-
beergebnis; kann allerdings auch bei Inselzelltumoren nachgewiesen werden
(Vernon and Williams 1983). Beim Mammatumor der Frau kann sie als zusätzli-
ches Prognosekriterium eingesetzt werden (Yu et al. 1995). Beim Hund ist die
PAP zwar nachweisbar (Aumüller et al. 1990; Aumüller et al. 1987), scheint aber
keine suffiziente Differenzierung oder Prognoseerstellung zu ermöglichen (Bell
et al. 1995; McEntee, Isaacs, and Smith 1987).
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Matrix Metalloproteinasen (MMPs)
MMPs sind eine Enzymfamilie, die alle Komponeten der extrazellulären Matrix
remodellieren und auflösen können und bei Neoplasien überexprimiert werden
(Matrisian 1992). Unkontrollierte MMP-Aktivität scheint einen Gewebeschaden
zu induzieren, der es Tumorzellen erlaubt, in das umgebende Gewebe und in Ge-
fäße einzudringen. Zu den Matrix Metalloproteinasen gehören u.a. verschiedene
Kollagenasen, die fibrilläres Kollagen und Proteoglykane abbauen, sogenannte
Gelatinasen, die die Kollagentypen IV, V, VII,X und Elastin verdauen sowie so-
genannte Stromelysine und Matrilysine, deren Substrate Proteoglykane, Prokol-
lagene, Kollagene, Elastin, Fibronektin sind (Liotta, Thorgeirsson, and Garbisa
1982; Santavicca et al. 1995). Neben Fibroblasten kommen MMPs auch in Drü-
senepithelien (Saarialho Kere, Crouch, and Parks 1995) vor. Beim Hund sind Ma-
trix Metalloproteinasen bisher nur beim Mastzellentumor näher untersucht, wo-
bei Mastzellenchymase die MMPs aktiviert (Fang et al. 1996).

Hormonrezeptoren
Der Nachweis von Hormonrezeptoren wird in der Humanmedizin korreliert mit
Prognose und Therapierbarkeit von Neoplasien.

Östrogen- und Progesteronrezeptoren
Die Aussagekraft des Nachweises von Östrogen- und/oder Progesteronrezeptoren
in caninen Neoplasien muß in der Veterinärmedizin zur Zeit noch sehr kritisch be-
trachtet werden (Caselitz 1984; Donnay et al. 1995; Elling and Staimer 1981; Hü-
nerbein and Gutberlet 1997; Larsen and Grier 1989; Manzel 1995; Sartin et al.
1992). In der Humanmedizin scheint eine direkte Korrelation zwischen Hormon-
rezeptorexpression und Prognose sowie Ansprechen auf Hormontherapie zu be-
stehen (Ferrer Roca, Ramos, and Diaz Cardama 1995; Gordon 1995; Stierer et al.
1995)

Androgenrezeptoren
Seit kurzem stehen der Humanmedizin Antikörper gegen Androgenrezptoren zur
Verfügung, so daß hier eine Prognose und Therapierbarkeit ähnlich wie bei den
Östrogen- und Progesteronrezeptoren versucht wird (Ruizeveld de Winter et al.
1991). Die meisten Prostatakarzinome des Mannes (aber auch Hodenkarzinome,
Kolonkarzinome und auch Mammakarzinome) weisen Androgenrezeptoren auf,
deren Nachweis antihormonelle Therapien einschätzbar macht (Ruizeveld de
Winter et al. 1991). Erste (nichtimmunhistochemische) Nachweise am Hund
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(Mann et al. 1995) sind gelungen und zeigen Behandlungsperspektiven auf
(Juniewicz et al. 1993).

Tissue Polypeptide Antigen (TPA)
Das TPA ist einer der ersten überhaupt entdeckten Markern, die bei bestimmten
epithelialen Tumoren im Serum nachgewiesen werden konnten (Beham et al.
1986; Björklund and Björklund 1957). Neuere Untersuchungen konnten aller-
dings zeigen, daß es sich beim TPA um eine Mischung der Zytokeratine 8, 18 und
19 handelt (Weber et al. 1984). TPA fäbt immunhistochemisch dementsprechend
auch nur nicht-epidermale Epithelien (Moll 1987).

Epithelial Membrane Antigen (EMA)
Beim EMAhandelt es sich um eine Gruppe von Antikörpern, die gegen menschli-
che Milchfettkügelchenmembranen gerichtet ist (Heyderman, Steele, and Orme-
rod 1979). EMA-Antikörper markieren vor allem luminale Mammaepithelien;
andere Epithelien werden oft heterogen gefärbt (Moll 1986). Allerdings reagiert
das EMA auch mit Plasmozytome und T-Zell-Lymphome (Delsol et al. 1984),
weshalb es Zytokeratinen deutlich unterlegen ist (Pinkus, Etheridge, and O’Con-
nor 1986). Einige der in der Humanmedizin verwendeten Antikörper reagieren
offensichtlich beim Hund nicht (Magnol et al. 1985)

Chromogranin
Chromogranine (Banks and Helle 1965)sind sauere sekretorische Proteine, die in
den Sekretgranula von normalen und neoplastischen Zellen des sogenannten dif-
fusen neuroendokrinen Systems (Pearse 1977) nachgewiesen werden können.
Heute sind drei verschiedene Chromogranine bekannt: Chromogranin A (MG =
48 kD), Chromogranin B (MG = 76 kD), auch Sekretogranin I bezeichnet und
Chromogranin C (MG 67 kD), auch Sekretogranin II genannt (Cetin 1992; Lloyd
et al. 1988). Tumoren des neuroendokrinen Systems wie Paragangliome inkl.
Phaeochromozytome, medulläre Schilddrüsenkarzinome, aber auch Karzinoide,
enthalten Chromogranine (Lloyd et al. 1988; Schröder et al. 1992). 

S-100 Protein
S-100 ist ein saures, relativ kleines, thermolabiles Protein mit einem Molekular-
gewicht zwischen 10. 000 und 25. 000 D, das in mindestens 8 Isoformen vorliegt
(Donato 1991; Emoto et al. 1992) und bei allen Säugetieren vorzukommt (Moore
1982). Die genaue Funktion von S-100 ist bis heute nicht geklärt. Bekannt ist, daß
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S-100 Kalzium binden kann und den Disassembly von Mikrotubuli induziert.
Moore (Moore 1965; Moore and McGregor 1965) beschrieb erstmals dieses Pro-
tein, von dem er annahm, daß es typisch für Nervengewebe sei, da er es haupt-
sächlich in Gliazellen lokalisieren konnte. Wegen seiner Löslichkeit in
100%igem Ammoniumsulfat bei neutralem pH, wurde es als S-100 Protein be-
zeichnet (Hydén and McEwen 1966; Moore 1965; Moore and McGregor 1965).
Isobe et al. (1978) konnten zeigen, daß S-100 eine Mischung von zwei ähnlichen
Proteinen – S-100a mit einer α- und einer ß-Untereinheit und S100b mit einer ß-
,ß-Untereinheit – ist, wobei die α-Einheit 93 und die ß-Einheit 91 Aminosäuren
enthält. 

S-100 ist in einer Vielzahl von Geweben und Zellen nachgewiesen worden: In
Melanozyten, Langerhans Zellen (Haut), Chondrozyten, Naevi, Myoepithelzellen
(Schweiß-, Speicheldrüsen und Mamma), Lipozyten, Hypophyse, Peyersche Plat-
ten, sowie in Uferzellen, Sinusmakrophagen, interdigitierenden und in dentriti-
schen Retikulumzellen der Lymphknoten (Clark et al. 1982; Cocchia, Michetti,
and Donato 1981; Donhuijsen, Metz, and Leder 1988; Gaynor, Irie, and Morton
1980; Gillet, Bobrow, and Millis 1990; Höfler, Walter, and Denk 1984; Kahn et
al. 1983; Kato, Suzuki, and Nakajima 1983; Moller and Hellmén 1994; Nakaji-
ma et al. 1982a; Nakajima et al. 1982b; Nakajima, Yamaguchi, and Takahashi
1980; Nakamura, Becker, and Marks 1983; Sandusky, Carlton, and Wightman
1985; Stefansson, Wollmann, and Jerkovic 1982; Stefansson, Wollmann, and
Moore 1982; Sugimura et al. 1990; Takahashi, Fujita, and Okabe 1991; Takahas-
hi et al. 1984). 

Anhand von DNA-Sequenzanalysen ist heute eine relativ große Familie S-100
ähnlicher Proteine bekannt: u.a. p11, CF (cystic fibrosis)–Antigen, Calcyclin,
18A2, 42A, 42C und p9ka (Kligman and Hilt 1988). Daher sind Untersuchungen,
die mit polyklonalen S-100-Antikörper durchgeführt wurden, mit Vorbehalt zu
interpretieren, da bei vielen Antikörpern nicht geklärt ist, ob sie nur mit S-100
reagieren oder auch mit den anderen Proteinen. 

Von Willebrand Faktor (Factor VIII
related Antigen)

Der von Willebrand Faktor (vWF), ehemals: Faktor VIII assoziiertes Antigen, ist
ein komplexes adhäsives Glykoproteinpolymer mit einem heterogenen MG zwi-
schen 0,5 und 20 x 106 D, das von Endothelzellen (Jaffe, Hoyer, and Nachman
1973) und Megakaryozyten (Nachman, Levine, and Jaffe 1977) synthetisiert
wird. Im Körper ist der vWF
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(a) nichtkonvalent an Faktor VIII gebunden im Plasma zu finden (Foster and
Girma 1989), 

(b) extrazellulär an Basalmembranen und 

(c) intrazellulär in Weibel-Palade-Granula von Endothelzellen (Wagner, Olm-
stedt, and Marder 1982) und Thrombozyten zu finden (Foster and Girma
1989). 

Seine physiologische Bedeutung liegt in der Unterstützung der intravaskulären,
zellulären Blutgerinnung (Foster and Girma 1989). Einerseits indem inaktive
Thrombozyten über bestimmte Oberflächenrezeptoren an geschädigte Gefäßare-
ale gebunden werden und andererseits indem aktivierte Thrombozyten mit den
Kollagenfibrillen der Endothelzellen verbunden werden (Jaffe, Hoyer, and Nach-
man 1973; Meyer and Girma 1993; Roth 1992; Wagner 1990). 

Wegen seiner Konzentration in Endothelzellen kann der vWF immunhistoche-
misch als Marker für Endothelien (Mukai, Rosai, and Burdorf 1980) und für Neo-
plasien endothelialem Ursprungs (Beust et al. 1988) eingesetzt werden. Die Pro-
gnose maligner Transformationen hängt wesentlich von einer Metastasierung ab,
wobei die vaskuläre bzw. die lymphatische Invasion einer Neoplasie den Haupt-
mechanismus bei der Ausstreuung von Tumorzellen bildet. Allerdings ist der Ein-
bruch von Tumorzellen in kleine Gefäße und Kapillaren in Routineschnitten oft
schwierig nachzuweisen bzw. gegen ein Einwachsen von Geschwulstzapfen in
Gewebespalten zu differenzieren. In vielen Untersuchungen konnte gezeigt wer-
den, daß der Nachweis von vWF geeignet ist, einen Gefäßeinbruch von Tu-
morzellen darzustellen (Gutberlet and Rudolph 1994; Martin, Perez-Reyes, and
Mendelsohn 1987).
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2.3  Immunhistochemie (IHC)
Die Immunhistochemie hat sich in den letzten Jahren zu einer unersetzbaren hi-
stologischen Technik im Rahmen des „decision-making process” bei der Tumor-
diagnostik entwickelt (Altmannsberger 1988; Baumal et al. 1984; Denk 1986;
Ducatelle, Hoorens, and Maenhout 1986; Erlandson 1984; Fritz et al. 1985; Gat-
ter et al. 1985; Landes et al. 1990; Leong 1993; Sandusky, Carlton, and Wight-
man 1986). Das Prinzip der Immunhistochemie beruht darauf, mit Hilfe von An-
tikörpern1 gewebliche (Immun-HISTO-Chemie) oder zelluläre (Immun-ZYTO-
Chemie) Antigene, die exogenen (z.B. Viren) oder endogenen Ursprungs sein
können (eutope Antigene z.B. Zytoskelettbestandteile oder ektope Antigene wie
z.B. CAE), morphologisch zuordenbar im histologischen oder zytologischen Prä-
parat zu visualisieren. Dieses Sichtbarmachen einer stattgefundenen Reaktion ge-
schieht mit Hilfe von verschiedenen Markern, die unmittelbar oder mittelbar über
Antikörper das Antigen darstellen: Fluorochrommarker, die durch Anregung von
UV-Licht zum Fluoreszieren2 gebracht werden, oder Markern wie Enzymen, Bio-
tin-Avidin, Isotopen oder Partikel (Erythrozyten, Latex, Ferritin, Gold, Silber),
die nach Zugabe von Substraten oder aufgrund spezieller Eigenschaften sichtbar
werden.

Theoretische Prinzipien der Im -
munhistochemie

Bei der Immunhistochemie unterscheidet man neben den eingesetzten Markern
prinzipiell direkte von indirekten Techniken (Tabelle 2.3-1). Die ersten Versuche
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1 Die zum Nachweis bestimmter Antigene eingesetzten Antikörper werden üblicherweise nach
dem Antigen benannt (z.B. anti-Desmin). Bei bestimmten Antigenen, die unterschiedliche Vari-
anten haben wie zum Beispiel die Zytokeratine, wird das genaue Antigen benannt.; zum Beispiel
anti-Zytokeratin 8/18. Es hat sich dabei eingebügert den Präfix “anti” wegzulassen, um statt kor-
rekt von z.B. anti-Vimentin nur von Vimentin zu sprechen, oder es wird nur der eingesetzte Klon
genannt (z.B. AE1 oder KL1).
2 Unter Fluoreszenz wird eine charakteristische Leuchterscheinung von Stoffen verstanden, die
zeitgleich bei der Bestrahlung mit einer bestimmten Anregungswellenlänge auftritt; bei der
Immunfluoreszenz wird durch Anregung mit UV-Licht eine Emission von langwelligeren Strah-
lung im sichtbaren Bereich ausgelöst.



mit Hilfe von markierten Antikörpern Antigene in Geweben nachzuweisen wur-
den bereits in den 30iger Jahren unternommen.

Insbesondere die Arbeiten von Reiner (1930) und Heidelberger et al. (1933) mit
Hilfe von Azofarbstoffen Antikörper zu markieren waren dabei bahnbrechend,
gerieten allerdings wegen der äußerst geringen Sensitivität wieder in Vergessen-
heit.

Bei den direkten Techniken (Einschrittechnik) ist der spezifische gegen das zu
suchende Antigen gerichtete Antikörper (Primärantikörper) direkt mit einem
„Label” konjungiert, das nach der Antigen-Antiköper-Reaktion visualisiert wird
(Abbildung 2.3-1).

Bei den indirekten Techniken, auch Sandwichtechniken genannt, werden unmar-
kierte Primärantikörper verwendet, die in einem oder mehreren Schritten mit se-
kundären oder tertiären „labeled” Antikörpern versetzt werden.
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Abbildung 2.3-1
Prinzip der Einschrittechnik: Der markierte, spezi-
fisch gegen das Antigen gerichtete Antikörper bindet
an das Antigen. Der Marker reagiert mit seinem
nachfolgend zugegebenen Substrat zu einem Farb-
produkt und lokalisiert so das Antigen

Antigen

Primärer AK
mit Marker

Markersubstanzen Direkte Methode Indirekte Methode
Fluorochrome Direkte Immunfluoreszenz Indirekte Immunfluoreszenz
Partikel Gold, Silber, Ferritin, Iso -

tope, Latex, Biotin, Erythro -
zyten

Gold, Silber, Ferritin, Isotope,
Latex, Biotin, Erythrozyten, Im-
mungold/-silber, Avidin-Biotin-
Ferritin

Enzyme Meerrettichperoxidase, al ka-
lische Phosphatase, Gluko-
seoxidase, ß-Galak tosidase

wie direkte Methode

Enzym-Immun -
komplexe

Peroxidase-anti-Peroxidase
(PAP), alkalische Phospha-
tase-anti-alkali sche Phospha-
tase (APAAP)

(Strept)Avidin-Bio-
tin mit En zymen

labeled Avidin-Biotin (LAB) Avidin-Biotin-Complex (ABC),
labeled Avidin-Biotin (LAB),
bridged Avidin-Biotin (BRAB);
Catalyzed Signal Amplifikation
(CSA)

Enzym-Dextran-
Polymer

Enhanced Polymer One -
Step Staining (EPOS)

EnVision™-2-Schritt-Technik

Tabelle 2.3-1
Übersicht über immunhistochemische Methodik



Der einfachste Fall einer indirekten Methode ist die Zweischritttechnik (Abbil-
dung 2.3-2): Der unmarkierte Primärantikörper reagiert mit dem Antigen. Mar-
kierte Sekundärantikörper (Konjugate) bzw. markiertes Staphylokokken-Protein
A (Biberfeld 1975; Dubois-Dalcq, McFarland, and McFarlin 1977; Notani, Par-
sons, and Erlandsen 1979) oder markiertes Streptokokken-Protein G (Hsu, Raine,
and Fanger 1981b), die an das Fc-Fragment des unmarkierten Primärantikörpers
binden können, werden aufgetragen und können nach spezifischer Reaktion ihrer
Marker visualisiert werden.

Da sich mehrere Sekundärantikörper an den Primärantikörper binden, wird die
Reaktion im Vergleich zur 1-Schritt-Technik verstärkt.

Eine Variation dieser indirekten Technik ist die „Enzyme-Labeled Antigen Me-
thod”: Der unmarkierte Primärantikörper wird im Überschuß aufgetragen, so daß
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Primärer AK

Sekundärer
AK gegen

primären AK

Tertiärer AK
gegen

sekundären AK

Antigen

Abbildung 2.3-3
Prinzip der Dreischritttechnik: Nach der Bin-
dung des unkonjugierten Primärantikörpers
(z.B. aus der Maus) an das Antigen, wird ein
markierter Sekundärantikörper (z.B. aus Ka-
ninchen) gerichtet gegen Maus, und schließ-
lich ein konjugierte Tertiärantikörper (z.B. aus
Ziege) gerichtet gegen Kaninchen

Abbildung 2.3-2
Indirekte Technik: Der unmarkierte, spezifisch gegen
das Antigen gerichtete Antikörper reagiert mit dem
Antigen. Der konjugierte Sekundärantikörper ist ge-
gen den Primärantikörper gerichtet und kann nach
seiner Bindung visualisiert werden.

Antigen

Primärer AK

Sekundärer
AK mit
Marker



lediglich eine Valenz an das Antigen bindet. Dann wird das markerkonjugierte
Antigen zugegeben, das von der freien Valenz des Primärantikörpers gebunden
(Falini et al. 1982) und visualisiert wird.

Eine weitere Verstärkung der Reaktion wird durch Dreischritttechniken erzielt:
Nach Inkubation mit unmarkiertem Primärantikörper und nachfolgend mit mar-
kiertem Sekundärantikörper, wird ein dritter markierter Antikörper, der gegen den
Sekundärantikörper gerichtet ist, aufgetragen (Abbildung 2.3-3). 

Eine Variation der Dreischrittechnik ist die Brückentechnik: Ein unmarkierter
Brückenantikörper verbindet den Primärantikörper mit einem Markierungskom-
plex, der je nach Methode (siehe weiter hinten) unterschiedlich zusammengesetzt
sein kann (Abbildung 2.3-4).

Da bei der Ankoppelung der Marker an Antikörper die Avidität der Immunglobu-
line und die Enzymreaktion verändert werden, wurden schon relativ früh unmar-
kierte Antikörpertechniken („unlabeled antibody methods”) als Brückentech-
nik erprobt (Mason et al. 1969; Sternberger 1969). Dabei werden nach dem Auf-
tragen von Primär- und Sekundärantikörper lösliche Enzym-anti-Enzymanti-
körper eingesetzt. Primärantikörper und anti-Enzymantikörper stammen aus der-
selben Spezies und der Sekundärantikörper, der gegen diese Spezies-IgG gerich-
tet ist, verbindet als Brückenantikörper beide.

Schließlich läßt sich durch Einsatz von Mehrfachtechniken die Nachweisemp-
findlichkeit weiter verstärken, indem z.B Sekundär- und/oder Tertiärantikörper
wiederholt aufgetragen werden.
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Primärer AK

Sekundärer
AK gegen

primären AK

Antigen

"Brücken-
Antikörper"

Markierungskomplex

Abbildung 2.3-4

Prinzip der Brückentechnik: Der
unmarkierte Primärantikörper
wird über einen Brückenantikör-
per mit einem Markierungskom-
plex verbunden.



Neben der Vorgehensweise (direkte oder indirekte Methoden) spielen für den
Einsatz dieser Methoden unterschiedliche Markersysteme und Markierungskom-
plexe eine Rolle.

Markersubstanzen und -systeme
Der Nachweis einer stattgefundenen Reaktion kann entweder mit Markern, die
direkt an die Antikörper gekoppelt sind (konjungierte Methode oder „labeled me-
thods”) oder mittels Enzymkomplexen, die nicht an Antikörper gebunden sind
(unkonjungierte Methode oder „unlabeled methods”) erfolgen. Die direkten
Techniken und die Zweischritt- bzw. Dreischrittechniken sind immer sogenannte
„labeled methods”, während die Brückenmethoden „unlabeled methods” sind.
Als Konjungate werden die markierten Antikörper bezeichnet.

Fluorochrome
Bereits Hopkins et al. (1933), Fieser et al. (1939) und Creech et al. (1941) ver-
suchten sich darin, Fluorochrome an Antikörper zu koppeln; scheiterten aller-
dings, da die verwendeten Substanzen die Antikörper zerstörten. Die eigentliche
Geschichte der Immunhistochemie beginnt mit den Arbeiten der Gruppe um
Coons (Coons et al. 1942; Coons, Creech, and R.N. 1941; Coons and Kaplan
1950) und Fagraeus (1948), denen es schließlich gelang, fluoreszierende Farb-
stoffe an Antikörper zu binden, wobei als differenzierendes Fluorochrom 1950
Fluoreszein-Isozyanat eingeführt wurde (Coons and Kaplan 1950). Seit 1958
werden Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC) (Marshall, Eveland, and C.W. 1958)
oder Tetramethyl-Rhodamin-Isothiozyanat (TRITC) (Hiramoto, Engel, and Pres-
sman 1958) als wichtigste Fluorochrome zum Markieren von Antikörpern auch
heute noch verwendet. Die Gruppe um Coons führte bereits 1954 auch eine indi-
rekte Technik ein (Weller and Coons 1954).

Enzyme
Als Antikörperlabel dienen bei diesen Verfahren besipielsweise Peroxidase aus
der Wurzel des Meerrettich (Avrameas 1969; Avrameas and Uriel 1966; Nakane
and Pierce 1967), Glukoseoxidase aus Aspergillus niger (Clark, Down, and Pri-
mus 1982; Kuhlmann and Avrameas 1971), Beta-Galaktosidase aus E. coli, Bio-
tin-Avidin (Guesdon, Ternynck, and Avrameas 1979) oder Alkalische Phosphata -
se aus Kälberdarm (Cordell et al. 1984; Mason et al. 1969).
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Meerrettich-Peroxidase
Die Periode der Immunperoxidasetechniken beginnt 1966/67 damit, daß sowohl
Avrameas und Uriel (1966) als auch Nakane und Pierce (1967) unabhängig von-
einander das Enzym Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase= HRP)
als Markersubstanz anstelle von Fluorochromen inaugurieren.

Die Meerrettichperoxidase (HRP) ist ein Chromoproteid aus der Gruppe der Oxi-
doreduktasen (MG ca. 40.000 D) mit FeIII in Häm-Bindung (Hämatin) als pro-
sthetische Gruppe (Neumüller 1973). Das Enzym regiert mit seinem spezifischem
Substrat H2O2 und oxidiert dabei seine hämoprosthetische Gruppe. Es entsteht zu-
nächst ein Primärkomplex aus HRPund H2O2. Bei Anwesenheit eines Elektronen-
donors bildet sich ein zweiter Komplex, wobei ein Charge-Transfer von der
hämoprosthetische Gruppe zum Peroxid stattfindet, das damit zu Wasser redu-
ziert wird. Im dritten Schritt wird substratunabhängig der Donor oxidiert, die
HRP wird regeneriert und der Komplex dissoziiert (Sternberger 1979). Als Elek-
tronen-Donoren können u.a. die in Tabelle 2.3-2 aufgeführten Chromogene, meist
Amine, eingesetzt werden:

Als häufigste Chromogene für die HRP haben sich DAB und AEC durchgesetzt,
wobei DAB im Gegensatz zu AEC unlöslich in organischen Lösungsmitteln ist.

Da DAB nach seiner Oxidation polymerisiert, kann die Reaktion mit Hilfe von
Imidazol und/oder nachfolgender Zugabe von Goldchlorid mit Silbersulfit, Osmi-
umtetroxid, Tyramiden, NiCl2, CoCl2 oder CuSO4 verstärkt werden (De Jong et al.
1985; Hsu and Soban 1982; Hunyady et al. 1996; Johansson and Backmann 1983;
Sternberger 1979; Trojanowski, Obrocka, and Lee 1983).
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Chromogene Farbe des Reaktions-
produktes

3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) (Graham
and Karnovsky 1966)

braun

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) (Graham, Lundholm, and
Karnovsky 1965)

rot

Tetramethyl-Benzidin (TMB) (Mesulam 1982) blau
3,3'5,5'-Tetramethyl-Benzidin (TMB) (Mesulam, 1982) braun
4-Chloro-1-Naphthol (CN) (Nakane 1968) blau-violett
m-Phenylendiamin (MPD) (Porstmann, Porstmann, and

Nugel 1981)
braun

o-Phenylendiamine (OPD) (Porstmann, Porstmann, and
Nugel 1981)

braun

p-Phenylendiamin-Pyrokatechol (HYR, Hanker-Yates-Rea-
genz) (Hanker, Yates, and Matz 1977)

blauschwarz

2,2-Azinodi(ethylbenzthiazoline)sulfonat grün

Tabelle 2.3-2
Chromogene für die Meerrettichperoxidase



Alkalische Phosphatase
Ein weiteres oft eingesetztes Markerenzym ist die Alkalische Phosphatase (AP).
Alkalische Phosphatasen (Orthophosphor- m o n o - e s t e r-phosphohydrolase) sind
Zink enthaltende Hydrolasen mit MG zwischen 100 und 200 kD, die Phosphor-
säureester unter alkalischen Bedingungen (pH ≥ 8) hydrolysieren, indem sie P-O-
Bindungen aufbrechen (Neumüller 1973). Als Substrate für die AP eignen sich
organische Phosphate wie 4-Nitrophenylphosphat, Naphtol-Anilid-Säure-phos-
phate und dergleichen, wobei nach Abspaltung des Phosphatrests das Substrat mit
einem stabilisierten Diazoniumsalz zu einem wasserunlöslichem Azofarbstoff ge-
koppelt wird (Bergmayer 1974; Fernley 1971). Zur Koppelung können verschie-
dene Diazoniumsalze benutzt werden (Tabelle 2.3-3).

Glukoseoxidase (GOX)
Glukoseoxidase ist ein Enzym des Pilzes Aspergillus niger, das in Säugetierge-
weben nicht vorkommt (Clark, Down, and Primus 1982; Kuhlmann and Avra-
meas 1971). Als Chromogene für die GOX werden Tetrazoliumsalze (blau) mit
Phenazin-Methosulfat als Elektronendonator eingesetzt (Clark, Down, and Pri-
mus 1982; Suffin, Muck, and Young 1979). Immunhistochemische Verfahren mit
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Tabelle 2.3-3
Substrate und Chromogene für die Alkalische Phosphatase

Substrat Chromogen Farbe

Naphtol AS-BI -
Phosphat

Fastred (Ponder and Wilkinson 1981)
Neufuchsin (Cordell et al. 1984)

rot
rot

Naphtol AS-MX -
Phosphat

Fastblue (Mason and Sammons 1978)
Fastred (Cordell et al. 1984)
Variaminblau (De Jong et al. 1985)

blau
rot
blau-violett

Naphtol AS-Phos-
phat

Fastred-Violett (Yam, Khansur, and
Tavassoli 1988)
Fastblue (Janckila, Yam, and Li 1985)

rot-violett

blau
Naphtol AS-GR -
Phosphat

Variaminblau (Fritz et al. 1985) blaugrün

Naphtol AS-TR-
Phosphat

Neufuchsin (Malik and Daymon 1982) rot

Nitroblau-Tetra-
zolium

5-Bromo-4-Chlorid-3-Indoyl-Phosphat (De
Jong et al. 1985)

dunkelblau

Tetra-Nitroblau-
Tetrazolium

5-Bromo-4-Chlorid-3-Indoyl-Phosphat (De
Jong et al. 1985)

schwarz

Menadiol-Diphos-
phat

Fastred, Fastblue (Dikow, Gossrau, and
Frank 1990)

rot, blau



GOX haben sich allerdings nicht durchgesetzt, da sie nur mit hohen Antikörper-
konzentraten arbeiten; allenfalls für Doppelfärbungen wird die Immunkomplex-
methode Glukoseoxidase-anti-Glukoseoxidase mitverwendet (Clark, Down, and
Primus 1982).

Avidin-Biotin-Systeme
Die Avidin-Biotin-Systeme wurden von Guesdon et al. (1979) eingeführt. Grund-
lage ist die außergewöhnliche hohe Affinität zwischen dem Glykoprotein Avidin
(MG ca. 68.000 D), das im Eiweiß des Hühnereis gefunden wird, oder dem
Streptavidin aus Streptomyces avidinii, ein tetrameres Avidinanalogon mit einem
Molekulargewicht von 60.000 D (Cartun and Pedersen 1989; Shi et al. 1992), ei-
nerseits und Biotin (MG ca. 244 D; =Vitamin H; =Coenzym R) andererseits. Avi-
din bzw. Streptavidin vermag vier Moleküle Biotin physikalisch mit einer
Dissoziationskonstante von 10-15 l/Mol (Green 1975) zu binden. Biotin kann che-
misch schonend (Guesdon, Ternynck, and Avrameas 1979) an verschiedene Pro-
teine konjungiert werden: an Enzyme, Lektine, ans Fc-Fragment von Immunglo-
bulinen usw. Weiterhin kann Avidin schonend mit Peroxidase oder Alkalischer
Phosphatase gekoppelt werden. Die Visualisierung eines Antigens erfolgt somit
nichtimmunologisch über die Bindung von Biotin mit Avidin. Weit verbreitet sind
die ABC-Methode („avidin-biotin-complex”), die mit einem freien Avidin-Bio-
tin-Komplex arbeitet (siehe auch Seite 78 ff.) und die LAB-Technik („labeled avi-
din-biotin-technique”), bei der ein biotinilierter Sekundärantikörper und peroxi-
dase bzw. phosphatase-markiertes Avidin zur Visualisierung benutzt wird.

Dextranpolymer-Techniken
Eine anderen Weg gehen die Dextranpolymer-Techniken: Basierend auf einem
wasserlöslichen Dextranpolymer, an das bis zu 100 Markerenzyme (Peroxidase
oder Alkalische Phosphatase) gekoppelt sind (Abbildung 2.3-5), werden erheb-
lich mehr Visualisierungssignale pro Antigen möglich als bei bei den „klassi-
schen” Techniken (Chilosi et al. 1994; Heras, Roach, and Key 1995). Da zudem
das Dextranpolymer weniger unspezifische Bindungen einnimmt, sind diese Me-
thoden deutlich sensitiver. Dextrantechniken werden zur Zeit nur von einem Her-
steller angeboten und können als direkte und indirekte Methoden eingesetzt wer-
den. Bei der direkten Methode sind zusätzlich primäre Antikörper an das Dex-
tranpolymer gekoppelt.
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Immunfärbetechniken
Alle immunhistochemischen Techniken haben letztendlich zum Ziel, mit mög-
lichst wenig Unspezifität ein Maximum an Antigen zu detektieren. Die zur Zeit
wichtigsten Detektionssysteme werden nachfolgend besprochen.

Immunfluoreszenz (IF)
Die IF ist eine „labeled method” und wird in der Regel als direkte oder als indi-
rekte Zweischrittmethode angewendet. Eingesetzt wird die IF allerdings auch se-
quentiell, mit Doppelmarkierungen oder in der sogenannten Hapten-Sandwich-
Methode (siehe dazu auch: Kawamura 1969; Sternberger 1979).

Die Vorteile der Immunfluoreszenz liegen in der hohen Auflösung und der relativ
schnellen Durchführbarkeit. Die Nachteile liegen im apparativen Aufwand (Fluo-
reszenzmikroskop mit Quecksilber-Hochdrucklampe, abdunkelbare Räume),
schlechter Darstellung der Morphologie trotz möglicher Gegenfärbungen mit
Methyl-Grün, Evan’s Blue, mit Lissamin-Rhodamin versetztes Rinderalbumin
oder Hoechst Dye (Schenk and Charukian 1974), der schlechteren Asservierbar-
keit und der nur mit Einschränkung an formalin-fixierten Paraffinmaterial vor-
nehmbaren Untersuchung.

Die Enzym-Komplex- und die Avidin-Biotin-Verfahren haben zwar eine gerin-
gere Auflösung als die IF, sind aber in der Regel sensitiver (De Jong et al. 1985).
Außerdem kann formalin-fixiertes Paraffinmaterial, das gerade bei retrospektiven
Untersuchungen das Hauptmaterial darstellt, verwendet werden. Darüber hinaus
sind die gefärbten Präparate mit normalen Lichtmikroskopen auswertbar, über
Jahre hinweg archivierbar und stellen, da mit Hämalaun oder Hämatoxilin gegen-

76

Literaturübersicht                                      2.3 Immunhistochemie

Antigen

Dextranpolymer

EnzymmoleküleAntikörper

Abbildung 2.3-5
Prinzip der Dextran-Technik: Ein Dextranpolymer, an das Enzymmoleküle und Primärantikörper
gekoppelt sind, bindet über den Primärantikörper das Antigen.



gefärbt werden kann, die Morphologie in für Pathologen „gewohnter” Art und
Weise dar.

Die Peroxidase anti-Peroxidase-
Methode (PAP)

Die älteste unkonjungierte Methode ist das Enzym-Komplex-Verfahren Peroxida-
se anti-Peroxidase (PAP), das durch Sternberger et al. (1970) eingeführt wurde.
Der äußerst stabile PAP-Komplex besteht wahrscheinlich aus drei Peroxidasemo-
lekülen und zwei Antiperoxidase-Antikörper, die über einen Brückenantikörper
mit dem Primärantikörper verbunden werden (Abbildung 2.3-6).

Die PAP-Methode ist allerdings besonders empfindlich für den „Bigbee”-Effekt:
Hohe Antigenkonzentration im untersuchten Gewebe oder zu hohe Primäranti-
körperkonzentrationen verursachen falsch negative Färbeergebnisse (Bigbee, Ko-
sek, and Eng 1977): Wenn zu viele Primärantikörper mit einer Valenz an das Ge-
webeantigen gebunden werden, können die freien Valenzen der Primärantikörper
stöchiometrisch die Brückenantikörper vollständig besetzen, so daß dieser keine
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Primärer AK

Antigen

PAP-Komplex:
3 Peroxidasemolekülen
und 2 Antikörper gegen

dieses Enzym

Brücken-
antikörper

Abbildung 2.3-6
PAP-Methode: Primärantikörper
und anti-Peroxidase-Antikörper
stammen aus einer Tierart; der
Brückenantikörper ist spezifisch
gegen Immunglobuline dieser
Spezies gerichtet und verbindet
somit beide. Die Bindung wird
durch Reaktion der Peroxidase
mit einer Substrat-Chromogen-
reaktion sichtbar gemacht.



Bindungskapazität für die anti-Peroxidase-Antikörper hat. Beziehungsweise: bei
zu vielen Primärantikörpern (im Vergleich zum Antigen) können sich diese bei
der Antigenerkennung gegenseitig sterisch behindern.

Die Alkalische Phosphatase anti-
Alkalische Phosphatase-
Methode (APAAP)

Bereits Avrameas und Mitarbeiter (1969; 1966) versuchten eine direkte Koppe-
lung von Alkalischer Phosphatase (AP) an Antikörper zu erreichen, erzielten al-
lerdings nur eine sehr geringe Spezifität. Mason und Sammons (1978) setzten
eine Zweischrittmethode ein, um doppelte immunenzymatische Markierung ge-
meinsam mit der PAP-Methode zu ermöglichen. Sie verwendeten dabei polyklo-
nale Ziegen- und Kaninchenantikörper.

Erst mit der Entwicklung monoklonaler Antikörper gegen die Alkalische Phos-
phatase (Cordell et al. 1984) wurde es möglich, die Alkalische Phosphatase in lös-
lichen Enzymkomplexen zur Detektion von monoklonalen Primärantikörpern
einzusetzen. Jetzt erst gelang es monoklonale Primärantikörper über einen anti-
Maus-Brückenantikörper mit dem monoklonalen APAAP-Komplex (Komplex
aus AP aus Kälberdarm und anti-AP-Antikörper aus der Maus) zu verbinden. Be-
dingt durch die hohe Spezifität und damit Selektivität der anti-AP-Immunglobu-
line, entstehen APAAP-Komplexe hoher Reinheit. Den schematischen Ablauf der

78

Literaturübersicht                                      2.3 Immunhistochemie

Primärer AK
(A)

Antigen

APAAP-Komplex:
2 Moleküle alkal.
Phosphatase u.

1 dagegen
gerichteter AK

(C)

Brückenantikörper
(B)

Abbildung 2.3-7
APAAP-Methode:
A) Das Gewebeantigen wird durch den

unlabelled monoklonalen Primäran-
tikörper gebunden. 

B) Der unmarkierte Brückenantikörper
(Kaninchen anti-Maus-Antikörper)
wird zugegeben. 

C) Im letzten Schritt wird der APAAP-
Komplex zugegeben. Der Brücken-
antikörper muß im Überschuß zuge-
geben werden, so daß eines seiner
Fab-Fragmente den Primäranti-
körper und das andere den APAAP-
Komplex bindet.



APAAP-Methode zeigt Abbildung 2.3-7. Zur Verstärkung der Reaktion können
Brückenantikörper und APAAP-Komplex wiederholt aufgetragen werden.

Werden allerdings polyklonale Primärantikörper eingesetzt (z.B. Kaninchen-
IgG), muß nach der Inkubation des Primärantikörpers ein Zwischenschritt einge-
führt werden: die „Mousification”. Dabei wird ein Maus-Antikörper, der gegen
Immunglobuline des Primärantikörpers gerichtet ist (beim Beispiel: Maus anti-
Kaninchen), benutzt. Abbildung 2.3-8 verdeutlicht den Vorgang der „Mousifi-
cation”. Diese Modifikation ist ohne Verlust der Sensitivität durchführbar.

Avidin-Biotin-Complex-Methode
(ABC-Methode)

Die Avidin-Biotin-Complex Methode (Hsu, Raine, and Fanger 1981a; Hsu,
Raine, and Fanger 1981b) ist eine der am häufigsten eingesetzten indirekten Me-
thoden. Sie ist erheblich sensitiver als die ursprünglich von Guesdon et al. (1979)
vorgestellte Biotin-Avidin-Methode und wird meist als indirekte Brückentechnik
angewendet. Dabei dient ein biotinilierter Sekundärantikörper als Brücke zwi-
schen dem Primärantikörper und einem Komplex aus Avidin und biotiniliertem
Enzym (Abbildung 2.3-9). Die besten Färbeergebnisse werden mit einem Avi-
din:Biotinenzymkonjungat-Verhältnis von 4:1 erzielt, wie es die meisten kom-
merziellen Färbekits enthalten. Als Enzymlabel des final zugesetzten Biotins wer-
den hauptsächlich Meerrettichperoxidase, aber auch Alkalische Phosphatase ein-
gesetzt.
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Primärer AK
aus Kaninchen

Antigen

APAAP-Komplex

Brückenantikörper:
Kaninchen-Anti-Maus

Mousification-AK:
Maus-Anti-Kaninchen

Abbildung 2.3-8
Prinzip der “Mousification”
bei der APAAP: Der Primär-
antikörper aus Kaninchen
wird durch einen Maus anti-
Kaninchen-Antikörper für den
Brückenantikörper (Kanin-
chen anti-Maus) “erkennbar”.



Eine zusätzliche Optimierung bietet die ABC-Methode in ihrer Variante Strept-
avidin-Biotin-Complex Methode: Durch Ersatz des Avidins durch Streptavidin,
ein tetrameres 60.000 D schweres Avidinanalogon aus Streptomyces avidinii, das
direkt mit Peroxidase oder Alkalischer Phosphatase gekoppelt ist (LAB: Labeled
Avidin-Biotin) werden viele der Probleme mit unspezifischer Färbung der Origi-
nalmethode umgangen (Cartun and Pedersen 1989): Dadurch daß Streptavidin im
Gegensatz zum Avidin keine Kohlenhydratreste enthält, die an lektinartige Gewe-
besubstanzen binden, werden unspezifische Färbungen vermieden. 

Eine nochmalige Steigerung der Sensitivität läßt sich durch eine Kombination der
ABC-Methode mit der Immunperoxidase-Technik erzielen (Bobrow et al. 1989)
– die sogenannte CSA-Methode (Catalyzed Signal Amplification): Nach Applika-
tion einer normalen ABC-Methode wird ein biotiniliertes Phenol (z.B. Tyramin)
zugegeben, das mit der gebunden Peroxidase reagiert und so die Anzahl reaktiver
Biotin-Moleküle vergrößert. Abschließend wird ein Streptavidin-Peroxidase-
Konjungat zugegeben, das an die freien Biotin-Moleküle bindet und nach Zuga-
be von DAB/H2O2-Substrat visualisiert wird.
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Primärer AK

Antigen

Biotin

Peroxidase

Avidin

Biotinilierter
Brückenant ikörper

Avidin-Biotin-
Komplex

Abbildung 2.3-9
ABC-Methode: Nach Inkubation des Primärantikörpers, wird zunächst ein biotinilierter Sekun-
därantikörper und schließlich ein Gemisch aus Avidin sowie Biotin-Enzymkonjungate zuge-
setzt. Der primäre Antikörper ist unkonjungiert; nach seiner Bindung ans Antigen wird er mit
Hilfe eines gegen den Primärantikörper gerichteten biotinilierten Brückenantikörpers mit
einem Komplex aus Avidin und Biotin- Enzym verbunden.



Enhanced Polymer One-Step
Staining (EPOS) und EnVision™-
System

Die EPOS-Technik ist ein relativ neues Verfahren, das bereits als direkte Technik
Ergebnisse bringt, die den der ABC- oder APAAP-Methoden mindestens ent-
spricht (Bobrow et al. 1989; Rott and Velkavrh 1997). Das zu untersuchende Ge-
webe wird direkt mit einem Dextranpolymerkonjungat inkubiert. An das Dextran-
grundgerüst sind neben den primären Antikörpern auch die Enzymmoleküle
(HRP oder AP) gekoppelt. Da das Dextranpolymer bis zu 500 Enzymmoleküle
und etwa 10-50 Antikörper enthält, ergibt sich bereits dadurch ein hochsensitives
Konjungat. Nachteil ist jedoch, daß bisherige Antikörper nicht mehr eingesetzt
werden können (Tsutsumi, Serizawa, and Kawai 1995).

In Erweiterung dieser Technik wurde ein Zweischritt-System (EnVision™, Dako
GmbH, Hamburg) eingeführt (Heras, Roach, and Key 1995; Van der Loos, Na-
ruko, and Becker 1996), das wie herkömmliche indirekte Methoden eingesetzt
wird: Nach Inkubation des Gewebes mit dem spezifischen Antikörper, wird ein
Dextranpolymerkonjungat zugegeben. Dabei sind an dieses Dextrangerüst so-
wohl die Sekundärantikörper (Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Antikörper) als
auch die Enzymmoleküle (HRP oder AP) gekoppelt. Vorteile dabei sind, daß her-
kömmliche Antikörper weiter verwendet werden können und zwar sowohl mono-
als auch polyklonale Antikörper.

Methodik und Rahmenbedingungen
der Immunhistochemie

So einfach die Methoden sind, müssen doch einige Rahmenbedingungen beach-
tet werden, um Hintergrundreaktivitäten, falsch positive und/oder falsch negati-
ve Ergebnisse zu vermeiden. Davon handeln die nächsten Abschnitte.
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Gewebebehandlung für die Immun -
histochemie

Gewebefixation

Zur optimalen Darstellung von morphologischen Details und einer immunhisto-
chemischen Reaktivität, müssen die zu untersuchenden Proben optimal fixiert
werden (Brandtzaeg 1982). 

“Fixieren.... bedeutet die Unterbrechung und Fest-
legung (nach Art einer Momentaufnahme) der komple-
xen intra- und supravitalen Stoffwechselprozesse,
der Strukturen, die sie ermöglichen, und die Ver-
hinderung der postmortalen Zerfallserscheinungen”
(Böck 1989).

Gefrierschnitte

Ursprünglich beruhen alle immunhistochemischen Techniken auf dem Einsatz
von meist unfixierten Gefrierschnitten, in denen die Antigenität des Untersu-
chungsmaterials nicht durch Fixierung und Einbettung beeinträchtigt ist. Die zu
untersuchende Probe soll dabei schnell und schonend tiefgefroren werden, even-
tuell durch Gefriersubstitution fixiert und dann am Kryostaten geschnitten wer-
den. Vorteile der Gefrierschnittechnik bringen neben dem Antigenitätserhalt, die
Schnelligkeit des Verfahrens. Allerdings gibt es auch eine Vielzahl von Gründen,
die den Einsatz von nativen Gefrierschnitten fraglich oder unmöglich machen:
Retrospektive Untersuchungen beispielsweise sind meist von formalinfixiertem
und paraffineingebettetem Material abhängig. Weiterhin ist die lichtmikroskopi-
sche Feinauflösung von Gefrierschnitten oft erheblich schlechter als bei fixiertem
Material. Dazu kommt, daß lösliche Antigene während des Gefriervorganges in
die Umgebung diffundieren können, und dann falsch lokalisiert und nicht mehr
nachgewiesen werden können. Das wird vor allem bei intranukleären und intra-
zytoplasmatischen Antigenen mit niedrigem Molekulargewicht (Brandtzaeg
1982; Riederer et al. 1993; Taylor and Shi 1994) aber auch bei S-100-Protein (ei-
gene Beobachtung) gesehen. Ferner bleiben endogene Fc-Rezeptoren und en-
dogenes Biotin durch den Gefriervorgang erhalten, an die die eingesetzten Anti-
körper bzw.Avidin-Komplexe binden und falsch positive Ergebnisse verursachen
(Itoh, Miura, and Suzuki 1977; Taylor and Shi 1994).

Trotzdem bleiben Gefrierschnitte für den Nachweis einer Vielzahl von Antigenen,
wie zum Beispiel für bestimmte Zytokeratine oder für bestimmte CD-Antigene,
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weiterhin conditio sine quam non. Um allerdings der Ausbildung von Eis-
kristallen und dem Leidenfrostschen Phänomen vorzubeugen, sollten die Proben
sofort nach Entnahme in einer Kühlflüssigkeit wie Isopentan oder Freon in flüs-
sigem Stickstoff schocktiefgefroren werden (Johnson, Holborow, and Dorling
1978). Um die Morphologie möglichst optimal am Gefrierschnitt darzustellen, ist
eine Fixierung oftmals nicht zu umgehen. Dabei empfiehlt sich die von Stein et
al. (1985) vorgeschlagene Methode: Nach einer 5-10 minütigen Fixerung in kal-
tem Aceton werden mit dem Kryostaten übliche Schnitte angefertigt, die bei
Raumtemperatur 10 min. in Aceton weiterfixiert werden und vor dem Färben
mindestens 2 Stunden luftgetrocknet werden. Optimal soll eine Art Gefrier-
trocknung der Gewebe bei -45 °C und 10-2 torr zur Fixation labiler Oberflächen-
antigene sein, die sich wegen des apparativen Aufwands allerdings nicht
durchsetzen konnte (Stein et al. 1984; Stein et al. 1985)

Formaldehydfixierung

Formaldehyd wurde bereits 1893 (Blum 1893) als Fixierungsmittel für Gewebe
eingeführt. Formaldehyd (HCHO) ist ein flüchtiges Gas, das wassergelöst als
37 % bis 40 % w/v Formalin kommerziell erhältlich ist. Üblicherweise wird da-
von eine 10%ige Verdünnung hergestellt, die entsprechend 4 % Formaldehyd ent-
hält. Formaldehyd polymerisiert in wässriger Lösung leicht zu Polyoxymethylen
und wird spontan zu Ameisensäure oxidiert. Durch Neutralisation mit Kalzium-
karbonat oder Einmischung eines Phosphatpuffers wird das Formalin auf
pH = 7,0 eingestellt und damit die Oxidation weitgehend vermindert. Bei neu-
tralem pH enthält die Lösung überwiegend Methylenglycol [HCHO + H2O →
CH2(OH)2]. Formalin entfaltet seine konservierende Wirkung hauptsächlich über
Reaktionen mit basischen Aminosäuren in Proteinen, die in Quervernetzungen in-
nerhalb und zwischen Polypeptidketten enden: Methylenglycol penetriert leicht
ins Gewebe, bindet sich an Proteine und wird zu Formaldehyd dehydriert. Form-
aldehyd reagiert direkt mit Polypeptiketten und führt zur Ausbildung von me-
thylenartigen Quervernetzungen zwischen Amido- und Aminogruppen, alkoholi-
schen Hydroxylgruppen und aromatischen Ringstrukturen. Disulfidreste werden
zu Sulfhydrylgruppen reduziert, die wiederum unter Einwirkung von Formalde-
hyd quervernetzende Methylenbindungen ausbilden (Baker 1958; Fox et al. 1985;
Mason and O’Leary 1991). Der Vorteil der Formalinfixierung ist, daß Sekundär-
strukturen weitgehend erhalten bleiben (Mason and O’Leary 1991). Allerdings
werden bestimmte Epitope nach der Formalinbehandlung von einigen Antikör-
pern nicht mehr erkannt. Dies ist auch eine Funktion der zeitlichen Einwirkung
von Formalin: Je länger (> 24 h), desto schlechter die Immunreaktivität (Leong
and Gilham 1989). Dieser Vorgang ist allerdings zumindest teilweise wieder re-
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versibel, da viele Antigene durch die Methylenbrücken nicht zerstört, sondern le-
diglich für den Antikörper „maskiert” werden.

Mikrowellenfixierung
Über Mikrowellenbehandlung zur Gewebefixierung in der Pathologie wurde be-
reits 1970 berichtet (Mayers 1970). Dabei kann Formalinbehandlung (0,5-1%ig)
mit der Mikrowellenbestrahlung kombiniert werden (Kaysers, Lübcke, and
Strauch 1987; Leong, Daymon, and Milios 1985). Allerdings können Mikrowel-
len Gewebe mit mehr als 4 cm Dicke nicht durchdringen; daher ist es notwendig,
daß die zu behandelnden Gewebe nicht dicker als 3 cm sind, wobei Blöcke unter
1 cm Dicke am besten fixiert werden. Leong et al. (1988) verglichen die immun-
histochemischen Färbungen von 23 Antigenen in formalinfixierten und mikro-
wellenbehandelten Geweben, und stellten mit Ausnahme von S-100 bei allen
Antigenen eine Überlegenheit der Mikrowelle fest. Allerdings mußten Zytokera-
tine und Desmin weiterhin enzymvorbehandelt werden. Trotz dieser sehr positiv
klingenden Ergebnisse sind weitere Studien nötig, um diese Methode zu stan-
dardisieren (Taylor and Shi 1994).

Weitere Fixationsmethoden
Neben den oben aufgeführten Methoden werden von verschiedenen Autoren wei-
tere Fixierungstechniken vorgeschlagen: Außer der sogenannten AMEX-Metho-
de (aceton-methyl benzoate-xylene), bei der die Proben in eiskaltem Azeton (bei
-20 °C) fixieren (Sato et al. 1986), werden vereinzelt sublimathaltige Fixativa wie
B5, eine Formalin und Quecksilberchlorid enthaltende Lösung, oder Zenkersche
Lösung eingesetzt (Taylor and Shi 1994). Für den Nachweis spezifischer Anti-
gene werden darüber hinaus pikrinsäurehaltige Reagentien vorgeschlagen: 
Z.B. gelten Bouin´sche Lösung, deren Modifaktionen aber auch das Carnoysche
Gemisch (Alkohol-Eisessig-Chloroform) als überlegen für den Nachweis von
Neuropeptiden und biogenen Aminen (Miller 1972; Somogyi and Takagi 1982).

Die in der Frühzeit der Immunhistochemie oft eingesetzte Fixierung in kaltem
Ethanol (Sainte-Marie 1962), konnte sich wegen dem schlechten Erhalt der Mor-
phologie nicht durchsetzen.

Entkalkung

Etliche Untersuchungen bestätigen, daß Entkalkungslösungen, die neutrales
EDTA, 10%ige Ameisensäure und 10%ige azidische Säure sogar nach 7 wöchi-
ger Entkalkung die Immunreaktivität kaum beeinträchtigen (Athanasou et al.
1987; Matthews and Mason 1984; Mukai, Yoshimura, and Anzai 1986).
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„Demaskieren” formalinfixierter Proben

Die unterschiedlichen Arten der Vorbehandlung formalinfixierter Schnitte zielen
darauf, maskierte Epitope durch Dissoziation der Methylenbrücken Antikörpern
wieder zugänglich zu machen.

Enzymatische Vorbehandlung

Mit als Erste konnten Huang et al. (1976) zeigen, daß enzymatische Vorbehand-
lungen in der Lage sind, maskierte Epitope freizulegen. Üblicherweise werden
Pepsin, Ficin, Trypsin und/oder Pronase zum Vorverdauen eingesetzt.

Pepsin (MG 34.500) gehört seiner Wirkung nach zu den Peptidylpeptidhydrola-
sen (Endopeptidasen) und spaltet zentrale Peptidbindungen in Proteinen und Pep-
tiden bei L-Konfiguration beiderseits der Spaltstellen. Bezüglich der Aminosäu-
renreste werden unspezifisch aromatische Reste (Phenylalanin, Tyrosin) bevor-
zugt. In vivo wird diese Protease in Form seines inaktiven Proenzyms Pepsinogen
von den Hauptzellen der Magenmukosa synthetisiert und intrazellulär als Zymo-
gengranula gespeichert. Sein Temperaturoptimum liegt bei 37 °C, sein pH-Opti-
mum zwischen 1,5 und 2,0 (Neumüller 1973).

Ficin ist eine Hydrolase mit für die Immunhistochemie milden digestiven Eigen-
schaften, die ursprünglich aus südamerikanischen Ficus-Arten (Feigen) gewon-
nen wurde, üblicherweise in der Lebensmittelindustrie (Bierherstellung; nicht in
Deutschland!) eingesetzt wird und deren Wirkungsoptimum bei pH 5,0 bis 5,5
liegt (Kortt, Hinds, and Zerner 1974).

Trypsin wird in vivo im Duodenum aus Trypsinogen durch Aktivierung mit Ca2+

und einer Enteropeptidase (Enterokinase) oder durch Autokatalyse gebildet. Als
Endopeptidase spaltet Trypsin bevorzugt an der Carboxylseite von Lysin- und
Argininresten. Sein Wirkungsoptimum liegt bei pH = 7-9 und 37 °C (Neumüller
1973).

Als Pronase werden Staphylococcus-Proteasen bezeichnet, die bevorzugt an der
Carboxylseite von Aspartat- und Glutamatresten Proteine spalten.

Die Dauer und die Konzentration der Enzyme hängt von vielen Faktoren ab: Ne-
ben der Dauer der Fixierung (je länger fixiert, desto länger Verdauen), ist die Art
des Antigens, des Antikörpers und letztendlich auch die Herstellungscharge des
Enzyms entscheidend und muß in jedem Fall neu ausgetestet werden (Battifora
and Kopinski 1986; Cattoretti et al. 1993).
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Antigen-Retrieval-Systeme

Bereits Fraenkel-Conrat et al. (1947) und Fraenkel-Conrat und Olcott (1948)
konnten zeigen, daß die formalintypische Proteinquervernetzung bei Temperatu-
ren um 120 °C oder in Anwesenheit hoher Alkalikonzentrationen verändert wird.
Darüber hinaus berichteten Banks et al. (1979), daß Entparaffinieren und Refixie-
ren in Zink-Formalin verbesserte immunhistochemische Färbungen ergibt. Auch
alkalische Hydrolyse in NaOH (Shi et al. 1992) oder Vorbehandlung mit Amei-
sensäure (Kitamoto et al. 1987) sollen die Quervernetzungen aufheben.

Das führte einerseits zu der Entwicklung sogenannter Antigen-Retrieval-Metho-
den, bei denen formalinfixierte Schnitte in bestimmten (Metall-)Salzlösungen er-
hitzt werden (Boon and Kok 1989)(Boon and Kok 1989), um maskierte Epitope
freizulegen. Darüber hinaus bieten verschiedene Firmen sogenannte „Antigen-
Retrieval-Lösungen” oder „Enhancer” an, die meistens aus Metallsalzlösungen
bestehen und mit und ohne Erhitzen eingesetzt werden können. 

Sowohl Cattoretti et al. (1993) als auch Pileri et al. (1997) konnten allerdings zei-
gen, daß die Darstellung maskierter Epitope auch von den verwendeten Antikör-
pern abhängt: Somit sind antikörperabhängig entweder enzymatische und/oder
hitzevermittelte Vorbehandlungen mit unterschiedlichen Lösungen (Metallsalzlö-
sungen, organische und karboxylhaltige Lösungen) notwendig, um eine optimale
Antigendarstellung am formalinfixierten und paraffineingebetteten Material zu
ermöglichen.

Mikrowellenvorbehandlung

Die Mikrowellenvorbehandlung formalinfixierter Proben ermöglicht in sehr vie-
len Fällen die Demaskierung unterschiedlicher Antigen (Cattoretti et al. 1993;
Cattoretti and Suurmeijer 1995; Pileri et al. 1997; Shi et al. 1992; Shi, Key, and
Kalra 1991). Die durch die Mikrowelleneinstrahlung induzierte Beschleunigung
der Molekularbewegung der Wassermoleküle führt bei stochastischen Zusam-
menstössen mit benachbarten Molekülen zu einer Übertragung der Rotations-
energie, die in Wärme umgewandelt wird (Boon and Kok 1989; Cattoretti and Su-
urmeijer 1995). Im Gegensatz zu üblichen Kochvorgängen, die einem großen
Temperaturgradienten folgen, geschieht die Erwärmung bei der Mikrowellenbe-
handlung sehr schnell und gleichmäßig. In Anwesenheit von Salzen oder protein-
denaturierenden Substanzen, ermöglicht die Gewebeerhitzung ein Aufbrechen
quervernetzer Proteinstrukturen (Cattoretti et al. 1993; Pileri et al. 1997). Das
steht im völligen Gegensatz zu den bisherigen Ansichten, daß Erhitzen zu einem
Antigenverlust führe; zum Beispiel bei (Naish 1989). Wichtig bei der Mikrowel-
lenbehandlung ist, daß die Schnitte nicht austrocken dürfen. Das wird erreicht, in-
dem die Schnitte in destilliertem Wasser oder unterschiedlichen Pufferlösungen
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(1 mM EDTA–NaOH, 0,01 M Zitrat-, 0,1 M Tris-HCl-, gesättigter Harnstoff-Puf-
fer) im Mikrowellenherd gekocht werden (Boon and Kok 1989; Cattoretti et al.
1993; Pileri et al. 1997). Catoretti et al. (1993) und Pileri et al. (1997) haben in
groß angelegten Studien unterschiedliche Puffersysteme und Antikörper unter-
sucht und optimale Verbindungen festgestellt (Tabelle 2.3-4).

Dampfdruckbehandlung

Die Wirksamkeit der Vorbehandlung formalinfixierter Schnitte mit unter Druck
stehendem Dampf (Autoklave, Dampfkochtopf) beruht – ähnlich wie die Mikro-
wellenbehandlung – auf der schonenden und raschen Zufuhr von Wärme, die in
der Lage ist, verdeckte Epitope durch Aufbrechen und Hydrolyse formalinindu-
zierter Methylenbrücken frei zu machen, wobei als Retrieval-Lösungen die unter
„Mikrowellenvorbehandlung” genannten eingesetzt werden (Bankfalvi et al.
1994; Norton, Jordan, and Yeomans 1994; Pileri et al. 1997; Shi, Key, and Kalra
1991; Shin et al. 1991). 

Letztendlich gibt es zwischen Mikrowellen- und Dampfdruckbehandlung nur mi-
nimale Qualitätsunterschiede, so daß die jeweilige Applikation (Mikrowelle oder
Dampfdruck) eher von lokalen Gewohnheiten und Gegebenheiten abhängt (Pile-
ri et al. 1997).
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Tabelle 2.3-4
Optimale Vorbehandlungkombinationen für Immunhistochemie an formalinfixiertem Material; Aus-
wahl aus: Cottoretti et al. (1993) und Pileri et al. (1997)

Antikörper Vorbehandlung

Chromogranin A, Gastrin, Glukagon, Pankreatisches
Polypeptide, Somatostatin

keine

IgG, Von Willebrand Fak tor, Lysozyme Enzyme
Vielzahl von CD-Antigenen, Desmin, GFAP, Neuro fila-

ment, NSE, MNF 116 (Zytokeratin); poly klonale IgA,
IgM IgG, k und l light chains.

Mikrowelle mit Citrat puf-
fer

a-smooth muscle Aktin, p53, S-100, Vimentin, Zyto -
keratine

Mikrowelle mit gesät tigter
Harnstofflösung

34ßE12 (Zytokeratin), Lysozym, IgG, IgM Mikrowelle mit Tris-HCl
MNF 116, 35ßH11, Vimentin, Desmin, Neurofila ment,

Ki67, Thyreoglobulin
Mikrowelle mit EDTA -

NaOH



Objektträgervorbehandlung und Adhäsiva

Für optimale, reproduzierbare Ergebnisse sind auch die Objektträger zu optimie-
ren. So ist es selbstverständlich, daß bei Einsatz der Immunfluoreszenz, Objekt-
träger keine Eigenfluoreszenz aufweisen dürfen.

Bedingt durch die zum Teil rüden Vorbehandlungen (Proteolyse, Hitze), sowie
durch die häufigen Wasch- und Inkubationsvorgänge im Ablauf einer immunhi-
stochemischen Färbung, schwimmen Gewebeschnitte leicht von den Objektträ-
gern (OT) ab. Um dies zu verhindern, sollten die OT mit Adhäsiva vorbehandelt
werden. Die Tabelle 2.3-5 listet übliche Adhäsiva auf. Die Tabelle gibt die Rei-
henfolge der Eignung (unserer Erfahrung nach) wieder: Gelatine- und Ei-
weißpräparate haben die schlechtesten, Silane die besten Adhäsionseigenschaf-
ten.

Gebrauchsverdünnung der Seren
Ziel der Färbung ist, bei optimaler Antigendarstellung geringste unspezifische
Hintergrundfärbung zu erhalten. Für die meisten Antikörper werden Empfehlun-
gen der Hersteller für bestimmte Färbemethoden mitgeteilt, die dann noch fein
abgestimmt werden müssen. Die bei uns eingesetzte APAAP-Methode haben wir
in einem Großversuch über Schachbrett-Titration soweit optimiert und standardi-
siert, daß wir lediglich die Verdünnung des Primärantikörpers einstellen müssen.
In den meisten Fällen reicht es aus, von der Herstellerempfehlung ausgehend, die
vorgehende und nachfolgende Verdünnungstufe innerhalb einer geometrischen
Folge auszutesten. Fehlen Herstellerangaben wird die optimale Verdünnung über
Schachbrett-Titration festgelegt (Boenisch 1989a; Bourne 1983; Sternberger
1979; Taylor and Tandon 1994).
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Tabelle 2.3-5
Objektträger-Adhäsiva für die Immunhistochemie

Adhäsivum Quelle
Chromalaun-Gelatine (Pappas, 1971)
Eiweiß-Glyzerin (Bourne, 1983)
Hühnerweißpräparationen (Marhous, 1980)
Poly-L-Lysin (Huang et al., 1983)
Elmar’s Glue (Bourne, 1983; Walter et al., 1988)
Pritt®-Kleber (eigene Ergebnisse)
Silane (Maples, 1985)



Zeiten, Temperaturen und pH
Die meisten angebotenen Testkits für unterschiedliche immunhistochemische
Färbetechniken empfehlen 30-minütige Inkubationszeiten bei Raumtemperatur.
Bei Färbetechniken, die leicht zu Hintergrundreaktivitäten führen wie beispiels-
weise die PAP- oder die ABC-Technik, empfiehlt sich eine verlängerte Inkubati-
onszeit von 12-18 Stunden bei 4 °C (Taylor and Shi 1994; Walter, Dohse, and Ru-
dolph 1989).

Unspezifische Färbung
Endogene Enzymaktivitäten können bei Enzym-Marker-Systemen Quellen un-
spezifischer Reaktionen sein. So sind von den Alkalischen Phosphatasen (AP)
mehrere Isoenzyme bekannt, die in Darmmukosa, Niere, Knochen, Leber, Lunge,
Muskulatur oder Pankreas angesiedelt sind (Fernley 1971; Milne and Doxey
1986; Moss 1974). Allerdings sind unterschiedliche Substanzen in Konzentratio-
nen zwischen 10 mM und 100 mM in der Lage, zumindest nicht-intestinale AP
zu hemmen: Levamisol, Glycin, Cystein, Methionin, EDTA, Alloxan, sowie
CN–, F– und Cu++ (Bergmayer 1974; Borgers and Thone 1975; Cordell et al.
1984; Ponder and Wilkinson 1981). Am besten geeignet erscheint Levamisol, das
in 1 mM Konzentration die nicht-intestinale AP vollständig hemmt, das intesti-
nale Isoenzym allerdings nur unvollständig, wobei ein Absenken des pH unter 8,0
den Hemmeffekt verstärkt (Cordell et al. 1984; Ponder and Wilkinson 1981).

Probleme bei den Avidin-Biotin-Methoden bereiten endogene Peroxidasen, die
Pseudoperoxidasereaktivität von Hämoglobin (Straus 1980; Streefkerk 1972) so-
wie unspezifische nichtimmunologische Bindungsphänomene des Avidin, wie
zum Beispiel die Bindung an Plasma- und/oder Mastzellen sowie an endogen
vorhandenes Biotin (Bolon, Calderwood, and Mays 1988; Bussolati and Gugliot-
ta 1983; Denk 1986; Schauer 1992; Straus 1980; Taylor 1983; Tharp et al. 1985;
Wood and Warnke 1981). 

Präinkubation mit H2O2 in Methanol kann endogene Peroxidasen (Straus 1971)
und die Pseudoperoxidase-Aktivität von Hämoglobin (Streefkerk 1972) hemmen,
Präinkubation mit Avidin und Biotin verhindert die Bindung des Avidin-Peroxi-
dase-Komplexes an endogenes Biotin (Wood and Warnke 1981). Die Zugabe von
0,01 M Imidazol hemmt die Pseudoperoxidase-Aktivität des Hämoglobins und
verstärkt zusätzlich die Oxidationsrate des DAB (Straus 1980). Sogenannte ex-
oder intrinsische Pigmente wie Formalinpigment, Sublimatniederschläge, Mela-
nin, Hämosiderin oder Gallenpigment können unter Umständen als positive
Reaktionen fehlinterpretiert werden (Walter, Dohse, and Rudolph 1989).
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Speziell bei polyklonalen Antikörpern kann eine zum Teil hochgradige unspezifi-
sche Hintergrundreaktivität beobachtet werden. Ursachen sind häufig unspezifi-
sche Bindungen von Serumbestandteilen mit Gewebestrukturen infolge von elek-
trostatischen und/oder hydrophoben/hydrophilen Wechselwirkungen (z.B. an
Kollagene oder lektinartige Membranbestandteile). Durch Präinkubation mit
nichtimmunogenem Serum und/oder durch Erhöhung der Salzkonzentration im
Puffer kann versucht werden, dies zu verhindern (Taylor and Tandon 1994; Wood
and Warnke 1981). 

In Gefrierschnitten können durch die Diffusion löslicher Antigene falsch lokali-
sierte oder negative Ergebnisse (Wachsmuth 1976) und durch den Erhalt von Fc-
Rezeptoren in der Probe falsch positive Ergebnisse erzielt werden (Itoh, Miura,
and Suzuki 1977).

Weitere Quellen unspezifischer Färbungen sind Anwesenheit von Triton X-100
im Puffer (Satoh et al. 1992), Kontaminationen der Primär- und Sekundärantikör-
per sowie ungewollte Kreuzreaktionen. Zum Teil können auch mitotische Zellen
und nekrotisches Gewebe Antikörper absorbieren und so zu falsch positiven
Reaktionen führen (Leong 1993; Pelstring et al. 1991).

Kontrollen
Um falsch positive oder falsch negative Ergebnisse auszuschließen, sind immu-
nologische und methodische Kontrollen, die bei jedem neuen Ansatz mitgeführt
werden müssen, eine conditio sine qua non (Bourne 1983; Leong 1993; Naish
1989; Taylor and Tandon 1994; Walter, Dohse, and Rudolph 1989).

Als Positivkontrolle wird eine mit der zu untersuchenden Probe gleichartig vor-
behandelten Probe, die das nachzuweisende Antigen sicher enthält, eingesetzt; als
Negativkontrolle eine Probe, die das fragliche Antigen sicher nicht enthält. 

Methodische Kontrollen sollen Kreuzreaktivitäten zwischen dem eingesetzten
Antikörper, Färbematerialien etc. und Gewebebestandteilen ausschließen. Dies
wird durch wechselweise Substitution des Primärantikörpers, des Brückenanti-
körpers und des Färbekomplexes durch Puffer bzw. nichtimmunogenes Serum er-
reicht. Idealerweise sollten Absorptionskontrollen mitlaufen: Dazu wird der Pri-
märantikörper mit dem gereinigten Antigen absorbiert und damit dann der Schnitt
inkubiert. Da allerdings die wenigsten Hersteller gereinigte Antigene kommerzi-
ell anbieten, und eine mögliche Verunreinigung des Antigens auch entsprechende
falsche Bindung der Antikörper absorbieren würde, werden solche Kontrollen nur
sehr selten durchgeführt. Sinnvoller ist der Ersatz des Primärantikörpers durch
ein nichtimmunogenes Serum aus der gleiches Spezies, aus der der Pri-
märantikörper kommt, da dadurch falsch positive Reaktionen sicher festgestellt
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werden können (Boenisch 1989b; Denk 1986; Sternberger 1979; Taylor and Tan-
don 1994; Walter, Dohse, and Rudolph 1989).

Um eine Überfixierung durch zu lange oder zu stark konzentrierte Formalinbe-
handlung auszuschließen, empfiehlt sich prinzipiell eine immunhistochemische
Färbung von Vimentin durchzuführen. Vimentin als typisches Intermediärfila-
ment des Mesenchym findet sich in nahezu allen Organsystemen des Körpers und
kann daher als interne „Überfixierungs-Kontrolle” eingesetzt werden: Färbt sich
Vimentin nicht an, ist erfahrungsgemäß auch jeder andere Antigen-Nachweis ne-
gativ (Azumi and Battifora 1987; Battifora 1991; Urban and Hewicker-Trautwein
1994).

Standardisierung der Methode
Besondere Sorgfalt ist bei der Immunhistochemie auf die Reproduzierbarkeit der
einzelnen Ergebnisse zu richten: Unter der (idealen) Vorbedingung, daß die Pro-
benbehandlung (Fixation, Entkalkung etc.) bei allen Proben gleich ist, entstehen
inkonstante Variablen bei der Durchführung der Methode selbst. In einem Färbe-
ansatz von beispielsweise 30 Schnitten, kann der zeitliche Unterschied zwischen
Beschickung des ersten und letzten Schnittes mit Primärantikörper, Brücke, Puf-
fer usw. im ungünstigem Fall jeweils über 5 min. betragen. Bei einer Inkubations-
zeit von 30 Minuten sind das jeweils ca. 16 % zeitlicher Unterschied zwischen er-
sten und letztem Schnitt. Durch das eilige Beschicken der Objekträger kann mehr
oder weniger Reagent auf den Schnitt gelangen oder das Objekt wird nur unvoll-
ständig bedeckt. Zusätzlich kann ein unterschiedlich ausgeprägtes Verdunsten er-
folgen, was wiederum nicht reproduzierbar ist. Abhilfe könnte nur eine erhebli-
che Reduktion der Schnitte pro Färbeansatz auf beispielsweise maximal 5 Schnit-
te schaffen. Dadurch würde eine größer angelegte Untersuchung allerdings über-
proportional viel Zeit kosten, wobei Variationen zwischen den jeweiligen Ansät-
zen immer noch bedeutsam sein können. 

Diesem Dilemma ist nur durch den Einsatz (halb)automatisierter Färbesysteme
mit Standardprotokollen zumindest teilweise zu entgehen (Briganti et al. 1988;
Taylor and Tandon 1994). Zur Zeit werden von unterschiedlichen Herstellern
semi- und vollautomatische immunhistochemische Färbeautomaten angeboten,
die auf unterschiedlichen Prinzipien beruhen und zwischen wenigen Tausend und
mehreren zehntausend Mark kosten.

Eine der finanziell günstigeren Lösungen wird in unserem Haus eingesetzt: Die
semiautomatische Immunfärbestation Sequenza™ (Fa. Shandon). Dieses System
beruht auf dem Einsatz von Mikroreaktionskammern, den Coverplates© (Abbil-
dung 2.3-10). Jeweils ein Schnitt wird auf ein Coverplate montiert, wobei ein ka-
pillarer Reaktionsraum von 100 µl zwischen Objektträgeroberfläche und Cover-
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plate entsteht. Die Objektträger mit Coverplates werden senkrecht in spezielle
Kassetten aufgestellt und mittels der Halteklammer fixiert.

Die Reaktionskammer ist unten offen und hat oben eine Einfüllöffnung mit einem
Fassungsvermögen von 2 ml. Die Einfüllöffnung wird mit 2 ml Puffer beschickt,
der durch den Spalt der Reaktionskammer via Schwerkraft nach unten fließt und
unten austritt. Lediglich die letzten 80 µl werden durch die Oberflächenspannung
im Reaktionsraum zurückgehalten. Durch Beschicken von 100 µl Reagenz wird
der Puffer nach unten verdrängt, und im Spalt bleiben final 80 µl Reagenz stehen.
Nach der Inkubation verdrängt die nachfolgende Zugabe von 2 ml Puffer wie-
derum das Reagenz; es bleiben 80 µl Puffer im Spalt stehen. Dieses Prozedere
wird entsprechend dem Protokoll wiederholt. Das Beschicken mit 2 ml Puffer
führt in der Reaktionskammer zu einem Verhältnis von etwa 20:1 (Puffer: Rea-
genz); das entspricht etwa 20 Waschvorgängen. Somit wird jeder Objektträger
vollständig bedeckt. Der Mikroreaktionsraum verhindert sowohl Verdunsten als
auch andere physikalische Beeinflussungen sowie prozonenartige Phänomene.
Die Anordnung der Coverplates ermöglicht es, 50 Schnitte innerhalb von 1 min
gleichmäßig zu beschicken. 
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Abbildung 2.3-10
Schematische Darstellung der Coverplates© (Shandon, Frankfurt/Main). Modifizierte Darstellung
aus dem Bedienungshandbuch.
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2.4 Proteinanalyse

SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese (SDS-PAGE)

Als biochemische Analysemethode hat der konsequente Einsatz der Elektropho-
rese für die Proteinanalyse von Tumoren bedeutende Fortschritte ermöglicht.
Speziell für die Analyse der Zytokeratinverteilung (Achtstaetter et al. 1986; Moll
1993) in normalen und neoplastisch veränderten Geweben hat sich die ein- und
zweidimensionale Gelelektrophorese als wertvoll erwiesen. 

Proteinkomponenten aus Geweben lassen sich auf Basis ihrer Molekülgröße mit
Hilfe der Natriumdodecylsulfat (engl., Sodium Dodecyl Sulfate; SDS) Elektro-
phorese auftrennen (Laemmli 1970; Shapiro, Viñuela, and Maizel 1967). Dazu
wird die untersuchende Probe in SDS gelöst. SDS als anionisches Detergenz
überdeckt die Eigenladung von Proteinen, so daß anionische Mizellen mit kon-
stanter Ladung entstehen, wodurch Protein-Protein- und Lipid-Protein-Wechsel-
wirkungen unterbunden werden; zusätzlich wird die Tertiär- und Sekundärstruk-
tur der Proteinmoleküle durch Aufspalten der Wasserstoffbrücken aufgelöst (Sha-
piro, Viñuela, and Maizel 1967). Dadurch wird es möglich, beinahe alle Proteine
zu lösen, wobei SDS-behandelte Moleküle eine hohe elektrophoretische Mo-
bilität aufweisen und einheitlich zur Anode wandern (Westermeier 1990). Stö-
rende Schwefelbrücken zwischen Cystein-Resten werden durch Zugabe von
reduzierenden Thiolverbindungen wie 2-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol
aufgespalten (Lane 1978). Zur Bestimmung der Laufdauer wird Bromphenolblau
dem Probenpuffer zugegeben. Das SDS-Probengemisch wird zusammen mit
Markerproteinen, deren Molekulargewichte bekannt sind, auf ein Polyacryl-
amidgel (PAGE) aufgebracht und im elektrischen Feld aufgetrennt. Poly-
acrylamid-Gele sind chemisch und mechanisch stabile Trägermedien, die durch
chemische Kopolymerisation von Acrylamidmonomeren mit N,N`-Methylenbis-
acrylamid als Vernetzer entstehen (Andrews 1986). Da SDS die Proteinladungen
bindet, wird die Probe ihrer Masse entsprechend aufgetrennt. Nach dem Gellauf
können die aufgetrennten Banden eingefärbt (z.B. mit Coomassie Blue), ihr
Molekulargewicht anhand der Laufstrecke bestimmt oder zum Immunblot über-
führt werden. Die Molekulargewichtsbestimmung wird vielfach mit sogenannten
Gel-Readern vollautomatisch vorgenommen. Wo diese Fehlen, kann auch mittels
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halblogarithmischen Papier (Shapiro, Viñuela, and Maizel 1967) oder ent-
sprechenden Templates in Tabellenkalkulationsprogrammen das Molekularge-
wicht annähernd bestimmt werden. Dazu werden zunächst die relativen Mobi-
litäten (Rf-Werte) der Markerproteine durch Quotientenbildung der von den Mar-
kerproteinen im Gel zurückgelegten Strecke und der Bromphenolblau-Front er-
mittelt. Auf halblogarithmischen Papier wird der Logarithmus der Molekularge-
wichte der Markerproteine gegen die Rf-Werte aufgetragen; durch Verbinden der
Schnittpunkte entsteht eine Standardkurve, mit deren Hilfe die Molekular-
gewichte der zu bestimmenden Proteine angenähert abgelesen werden können
(siehe Abbildung 2.4-1).

Bei der zweidimensionalen Elektrophorese werden Proben zunächst entweder in
der IEF (isoelektrische Fokusierung) (O’Farrel 1975) oder mit dem NEPHG
(nonequilibrium pH gradient) (O’Farrel, Goodman, and O’Farrel 1977) aufge-
trennt (1. Dimension); als zweite Dimension folgt dann ein SDS-PAGE. Als Er-
gebnis der Auftrennung erhält man Fleckenmuster, die nach pI und Molekurge-
wicht getrennt sind. Dadurch gewinnt man erhebliche höher aufgelöste Protein-
trennungen. Zur weiteren Identifizierung der aufgetrennten Proteine kann das
Laufgut des Gels immungeblotet werden. Auf diese Art und Weise gelang es Moll
und Mitarbeitern, den Katalog der humanen Zytokeratine aufzustellen (Moll et al.
1982; Moll et al. 1987).
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Abbildung 2.4-1
Beispiel einer mit Microsoft Excel erstellten Standardkurve für ein SDS-Gel
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Proteinblotting
Die im Gel aufgetrennten Proteine können wie schon erwähnt durch eine Mole-
kulargewichtserrechnung annähernd bestimmt werden. Eine genauere Identifizie-
rung wird möglich, wenn nach dem Auftrennen der Proteinproben im SDS-PAGE
oder in der 2D-Elektrophorese diese auf eine feste Phase übertragen werden (Re-
nart, Reiser, and Stark 1979) und spezifisch mittels Immunfärbung bestimmt wer-
den = Immunblot (Beisiegel 1986; Gershoni and Palade 1982; Gershoni and Pa-
lade 1983; Towbin and Gordon 1984). Dieser Protein-Transfer beruht auf Me-
thoden, die ursprünglich für DNA-Fragmentanalysen eingeführt wurden: Sou-
thern (1975) entwickelte eine Vorgehensweise um in Gel aufgetrennte DNA-
Fragmente auf Nitrocellulose-Membranen zu übertragen, die als „Southern Blot”
bekannt wurde. Die auf einer ähnlichen Methode beruhenden Analyse von RNA-
Fragmenten wurde in Analogie „Northern Blot” genannt (Alwine et al. 1979).
Um diese „geographischen” Bezeichnungen zu komplementieren, wurde der Pro-
teintransfer auf Nitrozellulose-Membranen „Western Blot” genannt (Burnette
1981).

Die einfachste (allerdings langwierige) Methode, Proteine von einem Gel auf eine
Membran zu übertragen, ist die mittels Diffusion (Bowen et al. 1980). Effektiver
und schneller geht es mit dem Kapillarblotting (Southern 1975) oder dem Vaku-
um-Blotting (Peferoen, Huybrechts, and De Loof 1982). Für Transfers aus Poly-
acrylamidgelen haben sich fast ausschließlich sogenannte Elektroblots (elektro-
phoretische Transfers) durchgesetzt (Burnette 1981; Stott 1989; Towbin, Staeh-
lin, and Gordon 1979): Neben dem Tankblotten in Tris-Glycin-Puffer mit basi-
schem pH (Stott, McLearie, and Marsden 1985) werden häufig die schnelleren
Semidry-Blot-Systeme eingesetzt (Gibson 1981; Towbin, Staehlin, and Gordon
1979). Die Proteine werden dabei auf Membranen, meist Nitrocellulose, ge-
blottet. Nitrocellulosemembrane binden auf Grund von Wasserstoffbrücken und
hydrophoben Wechselwirkungen bis zu 80 µg Protein/cm2 (Gershoni and Palade
1982; Gershoni and Palade 1983). Daneben werden noch kationische (seltener
anodische oder neutrale) Nylonmembranen oder Polyvinylidendiflorid-Membra-
nen (PVDF) mit höheren Proteinbindungskapazitäten (bis 500 µg/cm2) eingesetzt
(Gershoni and Palade 1982; Matsudaira 1987; Stott 1989).

Färbung der Nitrocellulosemembran
Als allgemeine und unspezifische Proteinnachweismethoden sind Färbungen mit
Amidoschwarz (Batteiger, Newhall, and Jones 1982), Fast Green (Reinhardt and
Malamud 1982) und Ponceau Rot (Salinovich and Montelaro 1986) üblich.
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Immunblotting
Der spezifische Nachweis aufgetrennter und auf Membranen transferierter Pro-
teine wird immunologisch mittels spezifischer Antikörper vorgenommen (An-
drews 1986; Beisiegel 1986). Da Blotmembranen nach dem Transfer von Protei-
nen immer noch freie Proteinbindungsstellen aufweisen, müssen diese zunächst
mit nicht an der Nachweisreaktion beteiligten makromolekularen Substanzen
blockiert werden (Stott 1989; Towbin and Gordon 1984). Dazu werden neben
proteinhaltigen Blockierungsreagentien wie 2-20 % Rinderserumalbumin (Bur-
nette 1981; Gershoni and Palade 1982; Towbin, Staehlin, and Gordon 1979),
unter anderen Gelatine (Renart, Reiser, and Stark 1979), Casein (Ramirez et al.
1983), fetales Kälberserum (Aubertin et al. 1983), oder Magermilchpulver (John-
son et al. 1984) sowie proteinfreie Substanzen wie Tween 20 (Batteiger, Newhall,
and Jones 1982; Blake et al. 1984) eingesetzt. Der spezifische Nachweis ist im
Prinzip eine indirekte immunhistochemische Methode: Nach Inkubation mit spe-
zifischen Primärantikörpern wird mit enzym- oder biotingekoppelten Sekundär-
Antikörpern und angeschlossener Substratreaktion eine mögliche Bindung visua-
lisiert (Blake et al. 1984; Stott 1989).
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3 Insgesamt benutztes
Material und eingesetzte
Methoden

Grundlage der gesamten Arbeit ist das Paraffin-Archiv der Sektionsfälle und Ein-
zeleinsendungen des Instituts für Veterinär-Pathologie, Standort Düppel, der Frei-
en Universität Berlin ab dem Jahr 1980 bis 1997. Partiell wurde bei einzelnen
Fragestellungen frisch gewonnenes, tiefgefrorenes Material aus dem gleichen
Zeitraum verwendet.

Paraffinmaterial
Das Paraffinmaterial war hauptsächlich formalinfixiert. Bei einigen Fragestellun-
gen wurden parallele Fixationen in Somogyi-Takagi-Fixationsgemisch (Somogyi
and Takagi 1982), sowie in Bouin´scher Lösung oder neutral gepuffertem Forma-
lin nach Lillie (Böck 1989) vorgenommen. Institutsüblich wird zur Fixation
4%iges Formalin (1 Teil 37%iges Formaldehyd abgesättigt mit Calciumcarbonat
und 6 Teilen Aqua dest.) verwendet. Die Fixationszeiten waren in den meisten
Fällen nicht bekannt. Seit 1991 wird zumindest versucht, die Fixationszeiten
nicht länger als 36 Stunden dauern zu lassen.

Die Einbettung erfolgte bis 1986 in einem Entwässerungsautomaten der Fa. Jung
über 24 Stunden, seither über einen vollautomatischen Unterdruckautomaten mit
anschließender Einbettung in Paraplast.

Das Schneiden der Präparate erfolgte an einem Tetrander-Schlittenmikrotom.
Nach dem Trimmen der Blöcke wurden ca. 5 µm dicke Schnitte hergestellt, im
30 °C warmen Wasserbad gestreckt und auf Adhäsivobjekträger aufgezogen. Als
Adhäsiva wurden benutzt: Poly-L-Lysin (Huang et al. 1983), Elmar’s Glue (Wal-
ter, Dohse, and Rudolph 1989), Pritt©-Bastelkleber, kommerzielle vorbeschich-
tete Objektträger (Histosafe-Adhäsions-Objektträger; # E 4000; Fa. Camon,
Wiesbaden) und 3-Aminopropyltriethoxy-Silane (# A-3468; Fa. Sigma, Deisen-
hofen).
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Gefriermaterial
Einige der Proben wurden sofort nach der Entnahme

1
schocktiefgefroren: entwe-

der in Isopentan (n-Methylbutan), das in flüssigem Stickstoff auf ca. -140 °C vor-
gekühlt wurde oder direkt in flüssigem Stickstoff (Rickert and Maliniak 1989).
Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung in luftdicht verschlossenen
Kunststoffröhrchen im Tiefkühlschrank bei -80 °C aufbewahrt.

Zur histologischen und immunhistochemischen Färbung wurden auf einem Ge-
friermikrotom (Cyrocut, Fa. Jung) ca. 5-10 µm dicke Schnitte hergestellt, die
nach dem Lufttrocknen in Aceton (15 Minuten, 4 °C) fixiert und dann erneut luft-
getrocknet wurden.

Elektronenmikroskopie
Sofort nach der Probenentnahme wurden die Gewebe in 4%igem Glutaraldehyd
in 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer (pH 7,3) mehrere Stunden immersionsfixiert,
mit 0,1 M Na-Cacodylatpuffer (pH 7,3) bei 4 °C für 1 Stunde gespült, danach 2
Stunden in Osmiumtetroxyd nachfixiert und mit Uranylacetat für weitere 2 Stun-
den kontrastiert. Anschließend wurden die Proben in einer aufsteigenden Alko-
holreihe entwässert und in Epon für die Elektronenmikroskopie eingebettet. Mit
dem Ultracut der Fa. Reichert-Jung wurden Ultradünnschnitte hergestellt und im
LKB Ultrostainer mit Uranylacetat und Bleizitrat nachkontrastiert. Die elektro-
nenoptischen Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Elektronenmikroskop EM 10
A hergestellt.

Immunhistochemie2

Neben der Avidin-Biotin-Complex- (ABC)Peroxidase-Methode (Hsu, Raine, and
Fanger 1981) wurde hauptsächlich die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-
Phosphatase-(APAAP)Methode (Cordell et al. 1984) eingesetzt. Die genaue La-
boranleitung ist im Anhang A wiedergegeben. 
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Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
Für die vorliegende Untersuchung wurde die eindimensionale Natrium-Dodecyl-
sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach dem Laemmli-Stan-
dard (Laemmli 1970) durchgeführt

3
. Die entsprechenden Protokolle finden sich

im Anhang B.

Das Fotografieren der gefärbten Gele erfolgte zu Beginn der Untersuchungen mit
Gelbfilter auf Polaroid-Film oder auf einem Leitz-Reprovit-Gerät mit Agfa-Pan-
25-Kleinbildfilm. Von den Negativen wurden Abzüge angefertigt, die mit einem
Hewlett Packard-Scanner digitalisiert wurden. Später zeigte sich, daß das direkte
Digitalisieren der Gele deutlich bessere Ergebnisse ermöglichte: Dazu wurden
die Gele zwischen zwei Klarsichtfolien gepackt und dann gescannt.

Immunblot (Western Blot)
Die im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden im Semidry-Verfahren auf
Nitrozellulosemembranen transferiert, die Gesamtproteine mit Ponceau-S rot ge-
färbt und nach dem Entfärben in einem indirektem Verfahren immunologisch
analysiert (Towbin, Staehlin, and Gordon 1979). Die genaue Arbeitsanleitung fin-
det sich im Anhang B. 

Die mit Ponceau-S gefärbten Membranen wurden entweder mit einem Leitz-Re-
provit-Gerät auf Agfa-Pan-25 fotografiert und die Abzüge eingescannt oder eben-
so wie die immungefärbten Membranen direkt eingescannt.

Hard- und Software
An Computer-Hardware standen für diese Untersuchung folgende Geräte zur
Verfügung: Ein Intel 486-Rechner, ein Apple Macintosh 660 AV (68040, 20 MB
RAM, 1,4 GB Festplatte, Apple quadro-speed CD-ROM-Laufwerk, 17”-Apple-
Monitor), ein Hewlett Packard-Scanner II, ein Apple Laserwriter 4/600 und ein
Diabelichter Polaroid CI-3000.

An Software wurde eingesetzt: Lotus-Symphony ver. 2 und dBase III auf dem In-
telrechner unter MSDOS 6.0. Auf dem Apple Macintosh kamen folgende Pro-
gramme zum Einsatz: Microsoft Word 5.1 (Textverarbeitung), Microsoft Excel
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4.0 (Tabellenkalkulation), Claris FileMaker 4.0 (Datenbankverwaltung), Hewlett
Packard Deskscan II Version 2.1 (Scanprogramm), Adope Photoshop 4.01 (Bild-
bearbeitung), NIH-Image 1.6 (Bildanalyse), StatView 4.5 (Statistik) und Micro-
soft Powerpoint 4.0 (Präsentation).

Image Analyse
Die Analyse der digitalisierten Bildern erfolgte anhand der Methoden, wie sie
beispielsweise Russ (1995) sowie Marchevsky and Bartels (1994) ausführlich
darstellen.

Ad Zitation
Die Zitationsordnung hält sich an die Konventionen von The Chicago Manual of
Style (1982); die bereits veröffentlichten Teile dieser Schrift an die Konventionen
der jeweiligen Zeitschriften.

In der Habilitationsschrift werden die Quellen ungekürzt wiedergegeben; in den
bereits veröffentlichten Teilen orientieren sich die vorgenommenen Abkürzungen
der Zeitschriftentitel vornehmlich an List of journals indexed in Index medicus
(1995–1997. Washington: National Library of Medicine) und im Bedarfsfall auch
an Serial Sources for the BIOSIS Previews Databases (1995–1997. Philadelphia:
Biological Abstracts, Inc.).

Umlaute wie ä, ö, ü in den Quellenangaben – vor allem in deutschsprachiger Zeit-
schriften – werden prinzipiell als solche zitiert.

Die retrospektiven Literaturrecherchen erfolgten online über die Dokumentati-
onsstelle für Veterinärmedizin der FU Berlin am Deutschen Institut für medizini-
sche Dokumentation und Information (DIMDI) Köln; primär wurde die Literatur-
datenbank Medline (National Library of Medicine, Bethesda [USA]), zusätzlich
auch die Literaturdatenbank CAB Vet Science (Commonwealth Agriculture
Bureaux International, Wallingford [UK]), abgefragt. Daneben wurden CD-
ROM-Recherchen in MedLine (National Library of Medicine) sowie in VetCD
und BeastCD (CAB International) mit Hilfe des Programms MacSpirs Version
2.4 (Silver-Platter Information Retrieval System for the Apple Macintosh; Copy-
right by SilverPlatter International N.V) vorgenommen. Aktuelle Recherchen er-
folgten über CURRENT CONTENTS ON DISCETTE LifeScience und über
FOCUS ON Veterinary Science and Medicine (Institute for Scientific Informa-
tion, Philadelphia [USA]).
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4 Ergebnisse

Dieses Kapitel besteht aus fünf Unterkapiteln, in denen kumulativ die zum größ -
ten Teil noch unveröffentlichten Resultate der Untersuchungen vorgestellt wer -
den:

• Zunächst wird anhand einer umfangreichen Auswertung des Sektions -
guts die besondere Bedeutung von Neoplasien als Todesursachen beim
Hund dargestellt und versucht epidemiologische Rahmendaten des Phä -
nomens „Krebs beim Hund“ zu erheben.

• Das nächste Unterkapitel verdeutlicht exemplarisch an Herztumoren
den Einsatz verschiedener Marker in der Tumordiagnostik.

• Daran schließen sich Untersuchungen zur Haut an, die in drei Unterka -
piteln dargestellt werden: Einmal eine Untersuchung zum Zytokeratin -
besatz der Epidermis, weiterhin eine Untersuchung zum Zytokeratinpro -
fil von Tumoren der Haut und  schließlich der Versuch Papillomaviren
in Hauttumoren nachzuweisen.

• Der Komplex „Mammatumor“ wird anhand eines Intermediärfilament-
Typings und – als Konsequenz des Typings – anhand der immunhisto -
chemischen Suche nach okkulten Metastasen in Lymphknoten abgehan -
delt.

• Das letzte Unterkapitel beschäftigt sich mit einem Zytokeratin-Typing
von Lebertumoren.

Zum jeweiligen Thema werden Stand der Wissenschaft, Material und Methoden
sowie Diskussion und Literaturverzeichnis aufgeführt.

Der Stand der Wissenschaft zum Gesamtkomplex ist im Kapitel 2 dargestellt.

4 Ergebnisse
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4.1 Neoplasien bei sezierten
Hunden in Berlin (West)

– Versuch einer
epidemiologischen Analyse

Einleitung
Da Hunde die gleichen Umweltbedingungen mit dem Menschen teilen, ist es für
eine onkologische Komparatistik epidemiologisch bedeutsam, genaue Daten
über das Vorkommen und Verhalten von spontanen Neoplasien bei Tieren zur
Verfügung zu haben (MacEwen 1990; Misdorp 1996; Thrusfield 1988).

Ausführliche allgemeine Übersichten über Tumorhäufigkeiten bei Hunden ge-
ben beispielsweise Eskens (1983), Kusch (1985) und Misdorp (1990); ein Über-
blick über ältere Literaturstellen findet sich u.a. bei Cotchin (1972), Dobberstein
(1953) und Überreiter (1977).

Ein Hauptproblem statistischer Auswertungen von Sektionsdaten ist ungelöst:
Die Grundzusammensetzung der lokalen Hundepopulation (Anzahl, Rasse, Al-
ter, Geschlecht) ist nicht bekannt und außer der Anzahl der bei den Finanzäm-

Ergebnisse 4.1 Häufigkeit von Neoplasien
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Im Text vorkommende Abkürzungen:

K = Krebs n.b. = nicht bestimmt
oK = kein Krebs m = männlich
OR = Odds Ratio mk = männlich kastriert
VB = 95%iger Vertrauensbereich w = weiblich
MW = Mittelwert wk = weiblich kastriert
StAbw = Standardabweichung ZW = Zwitter
o.A. = ohne Angabe J. = Jahre



tern gemeldeten Tiere existieren keine darüber hinausgehenden Daten. Ledig-
lich aus den 60er Jahren liegen grundlegende Untersuchungen an definierten
Basispopulationen vor, die eine lokospezifische Inzidenzrate von 1.077
Krebsfällen/ 100.000 Hunden/Jahr in Alameda und Contra Costa Counties in
Californien (USA) feststellten (Dorn et al. 1966; Dorn et al. 1968a; Dorn et al.
1968b). Eine weitere Untersuchung an einer definierten Population liegt aus den
70er Jahren aus Oklahoma (USA) vor, die eine Inzidenzrate von 1.126 Krebs-
fälle/100.000 Hunde/Jahr feststellten (MacVean et al. 1978). Das Fehlen solcher
Grundkenntnisse (nicht nur) in Deutschland bedeutet, daß für epidemiologische
Untersuchungen üblicherweise ein selektives und kein repräsentatives Unter-
suchungsmaterial vorliegt (Saracci 1993; Stünzi 1970). Totzdem können aus
Sektionsstatistiken Tendenzen und Trends ableitet werden (Krook 1954; Kusch
1985; Stünzi 1970). Daher wurde in dieser Untersuchung versucht, das kom-
plette Sektionsgut an Hunden des Instituts für Veterinär-Pathologie der Freien
Universität Berlin der Jahre 1980 bis 1996 als eine Fall-Kontroll-Studie aufzu-
fassen und retrospektiv das Risiko an einer Neoplasie zu sterben über die Bil-
dung der Odds Ratio indirekt zu schätzen.

Material und Methoden
Quelle der Daten waren die Sektions- und Bioptattagebücher und das formalin-
fixierte und paraffineingebettete Material des Instituts für Veterinär-Pathologie
der Freien Universität Berlin. Einsender der toten Hunde waren neben den Tier-
kliniken der Freien Universität praktische Tierärzte aus Berlin (West); vereinzelt
kamen auch Tiere von privaten Hundehaltern zur Sektion. Ausgeschlossen wur-
den Hunde, die nicht aus Berlin (West) stammten.

Die Einträge in den Sektionstagebüchern lagen bis 1988 nur schriftlich vor. Von
1988 bis 1995 wurden die Fälle routinemäßig in einer selbst programmierten
Datenbank des integrierten Softwarepakets „Lotus Symphony Ver. 2.0®” (Wal-
ter and Ernst 1990) erfaßt. Seit 1995 werden die Sektionsdaten in einer Daten-
bank des Programms „Filemaker Pro 3.0 für Mactintosh®” erfaßt. Die Fälle
zwischen 1980 und 1988 wurden zunächst in eine Datenbank des relationalen
Datenbankprogramms „dBASE III plus®” eingegeben und 1995 nach „Filema-
ker Pro 3.0” konvertiert und weiterverarbeitet. Maßgebend für die Aufnahme in
die Datenbank war, daß die pathologisch-anatomische und -histologische
Hauptdiagnose unabhängig vom Vorbericht oder der Art des Todes (gestorben
oder getötet) „Neoplasie” lautete. Zur Untersuchung der Evidenz von Haut-
tumoren wurden zusätzlich die Biopsiefälle der Jahre 1981 bis 1996 herangezo-
gen und analog zur Vorgehensweise bei den Sektionen in eine Filemaker-Daten-
bank überführt. Die Auswertungen erfolgten mit Hilfe der Programme „Stat-
View 4.5”, „Excel 4.0” und „Filemaker Pro 4.0”.
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Erläuterungen zur Datenbank, zur Ein-
gabe der Daten und zur Nomen-
klatur

Die Rassenbezeichnungen wurden entsprechend der Nomenklatur von Wilcox
und Walkowicz (Wilcox and Walkowicz 1993) vereinheitlicht.

Als Geschlechtsbezeichnungen wurden „m”, „mk”, „w”, „wk” und „Zwitter”
gewählt.

Die Altersangaben wurde in Jahren, bzw. in dezimale Jahresbruchteile (z. B. 6
Monate = 0,5 Jahre) umgerechnet.

Da eine Vielzahl von Untersuchern abwechselnd die Sektionsfälle bearbeiteten,
gabe es bei den Diagnosen naturgemäß keine einheitliche Nomenklatur. Daher
wurden stichprobenmäßig paraffin eingebettete Proben nachuntersucht, teilwei-
se weitergehend untersucht, verifiziert und – wo notwendig – reklassifiziert.
Weiterhin wurden seltene oder zweifelhafte Tumordiagnosen immunhistoche-
misch überprüft und zum Teil korrigiert.

Die Klassifikation wurde weitgehenst der Who (1974; 1976) angelehnt bzw. der
Moultons (1990a) angenähert. Weiterhin wurden Neoplasien der Mamma nach
einem in Anlehnung an die WHO (Gutberlet 1994; Hampe and Misdorp 1974)
erarbeiteten Klassifikationsmuster eingeordnet: alle Tumoren, die Strukturen
aufweisen, die eine Differenzierung zu Drüsenepithel erkennen lassen, also alle
Neoplasien mit papillären, tubulären oder alveolären Strukturen, wurden je nach
Dignität als Adenom oder Adenokarzinom bezeichnet. Fast ausschließlich oder
ausschließlich solides Wachstum des epithelialen Gewebes führte zur Diagnose
eines soliden Karzinoms. Lagen überwiegend anaplastische epitheliale Zellen
vor, bestand ein anaplastisches Karzinom. Bei Beteiligung von Myoepithel, das
keine eigenen Malignitätskriterien aufwies, wurde die Neoplasie als komplex
bezeichnet. Lagen maligne epitheliale und mesenchymale Komponenten vor,
wurde der Tumor als Karzinosarkom angesprochen.

Für die Klassifikation von Neoplasien des lymphatischen System wurden die
Begriffe „Leukose” bzw. „Lymphosarkom” fallengelassen zu Gunsten des Ter-
minus „Malignes Lymphom” (Parodi, Dargent, and Crespeau 1988). Diese Neo-
plasien wurden bisher entsprechend der WHO-Klassifikation (Jarett and
Mackey 1974) hauptsächlich auf der Basis ihrer anatomischen Lokalisation und
ihres histologischen Erscheinungsbildes klassifiziert. Neuere Erkenntnisse der
Lymphozytenentwicklung und die Verfügbarkeit von Antikörpern gegen canine
lymphozytäre Oberflächenantigene (Cobbold and Metcalfe 1994) führen dazu,
daß die Nomenklatur erheblich weiter immunologisch diversifiziert werden
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kann (Greenlee et al. 1990; Majzoub 1997; Parodi, Dargent, and Crespeau
1988). Somit kann in gewissem Umfang Vergleichbarkeit mit humanpatholo-
gischen Entitäten (Harris et al. 1994) hergestellt werden. 

Da in in der Fachliteratur der WHO-konforme Terminus „Malignes Haemangio-
endotheliom (Angiosarkom)” (Weiss 1974) nur selten benutzt wird, wurde zur
Vereinfachung auch in dieser Arbeit der Begriff „Hämangiosarkom” benutzt.
Bei Neoplasien des Skeletts wurde die überarbeitete WHO-Klassifikation
(Slayter et al. 1994) herangezogen.

Die Lokalisation der Neoplasien und eventuellen Metastasen wurden mit einem
einheitlichen Organschlüssel versehen.

Zwischen dem 1.1.1980 und dem 31.12.1996 wurden 11.387 Hunde seziert; in
10.576 Fällen war das Alter bekannt und in 286 Fällen war das Geschlecht nicht
dokumentiert. Neoplasien hatten 2.967 Tiere, wovon bei 141 Tieren nur noch
Metastasen vorhanden waren und der Primärtumor fehlte. Zahlendifferenzen in
den nachfolgenden Tabellen ergeben sich durch fehlende Angaben bezüglich
Rasse, Geschlecht und/oder Alter, sowie dem Vorliegen mehrerer Tumorarten
und -lokalisationen bei einigen Tieren.

Die Abschätzung von Risikofaktoren (Rasse, Alter, Geschlecht) wurde mit Hilfe
der Auswertung von 2 x 2 Kontingenztafeln vorgenommen. Die erwartete Häu-
figkeit innerhalb der Kontingenztafel wurde als Produkt von Zeilen und Spa-
ltensumme dividiert durch die Gesamtanzahl errechnet (siehe Tabelle 4.1-1):

Erwartete Häufigkeit=

Für die Bewertung von Risikofaktoren für die Ausbildung von Neoplasien wur-
de als Schätzwert die „Odds Ratio (OR)” (Gart 1970; Sachs 1992) gewählt. Als
Referenzpopulation wurden alle sezierten Hunde, die den zu untersuchenden

H1 ⋅ V1

N
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Neoplasie ohne Neoplasie Summe
Risikofaktor a b H1 (a+b)
Ohne Risikofaktor c d H2 (c+d)
Summe V1 (a+c) V2 (b+d) N (a+b+c+d)

Tabelle 4.1.1
Schematische Darstellung der Vierfeldertafel, auf der die Berechnungen der Odds Ratio beru-
hen; a = Anzahl der Hunde mit Neoplasien innerhalb einer Gruppe mit einem bestimmten Risiko-
faktor; b = Anzahl der Hunde ohne Neoplasie innerhalb einer Gruppe mit einem bestimmten Risi-
kofaktor; c = Anzahl der Hunde mit Neoplasie, die nicht zu der Gruppe mit dem bestimmten Risi-
kofaktor gehören; d = Anzahl der Hunde ohne Neoplasie, die nicht zu der Gruppe mit dem be-
stimmten Risikofaktor gehören; V1 = Anzahl der Hunde mit Neoplasien; V2 = Anzahl der Hunde
ohne Neoplasien; H1 = Anzahl der Hunde innerhalb einer Gruppe mit einem bestimmten Risiko-
faktor; H2= Anzahl der Hunde, die nicht zu der Gruppe mit einem bestimmten Risikofaktor gehö-
ren; N = Gesamtzahl aller sezierten Hunde.



Risikofaktor nicht aufwiesen, des gleichen Beobachtungszeitraumes herangezo-
gen.

Die Odds Ratio errechnet sich nach folgender Formel:

OR kann beliebige Werte ≥ 0 annehmen. OR = 1 bedeutet, daß kein Einfluß des
Risikofaktors auf Ausbildung einer Neoplasie evident ist. Werte > 1 deuten auf
einen Zusammenhang zwischen Risikofaktor und Ausbildung einer Neoplasie
hin.

Ob ein Riskofaktor statistisch signifikant ist, läßt sich über den χ2-Test nach
Mantel und Haenszel (1963; 1959) errechnen:

Die Ergebnisse wurden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von α=0,05 über-
prüft, wobei gilt, daß auf dem 5%-Niveau ein echter Risikofaktor vorliegt, wenn
χ2 > 3,841 ist (Sachs 1992). Schließt der approximierte 95%-Vertrauensbereich,
der wie folgt errechnet wird

,

einen Werts von > 1 ein, gilt ein Risikofaktor als ausgewiesen.

Zusätzlich wurden bei den Auswertungen der Risiken für eine bestimmte Neo-
plasie, auch Rassen mit besonders hohen Anteilen aufgeführt, auch wenn der
Chi-Quadrat-Test unter 3,841 lag.

Ergebnisse und Diskussion

Häufigkeit von Neoplasien bei Hun-
den im Sektionsgut

Im Untersuchungszeitraum kamen etwa 1 % der in Berlin (West) finanzamtlich
gemeldeten Hunde zur Sektion. Bei etwa einem Viertel (genau: bei 26,06 %)
der untersuchten Hunde waren Neoplasien die direkte (natürlicher Tod) oder in-
direkte (Euthanasie durch Tierarzt) Todesursache (siehe Tabelle 4.1-2).

Betrachtet man die relativen Zahlen der Todesursachenstatistik für Menschen in

VB95% = OR(1±1 , 9 6 / χ 2 )

χ 2 = (N −1)(a ⋅d − b ⋅c)2

(a+ b)(c + d )(a + c)(b + d)

OR = a ⋅d
b ⋅c
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Jahr K (n) K (%) oK (n) oK (%) Summe
Hunde in
Berlin

(West)2

davon
seziert

(%)

1980 184 21,78 661 78,22 845 98.639 0,86
1981 159 21,03 597 78,97 756 86.770 0,87
1982 132 18,75 572 81,25 704 85.598 0,82
1983 175 25,66 507 74,34 682 83.588 0,82
1984 163 24,11 513 75,89 676 80.549 0,84

1985 210 27,89 543 72,11 753 78.686 0,96
1986 193 25,70 558 74,30 751 76.527 0,98
1987 178 27,34 473 72,66 651 74.991 0,87
1988 174 24,96 523 75,04 697 73.433 0,95
1989 209 27,36 555 72,64 764 71.323 1,07
1990 206 28,89 507 71,11 713 69.530 1,03

1991 226 35,87 404 64,13 630 68.501 0,92
1992 220 31,93 469 68,07 689 65.421 1,05
1993 211 27,12 567 72,88 778 65.389 1,19
1994 133 24,68 406 75,32 539 64.703 0,83
1995 96 24,55 295 75,45 391 – –
1996 98 26,63 270 73,37 368 – –

Summe 2.967 26,06 8420 73,94 11.387

Tabelle 4.1-2
Prävalenz von Neoplasien als Todesursache im Sektionsgut und Anteil der sezierten
Hunde an der in Berlin (West) gemeldeten Hundepopulation1 zwischen 1980 u. 1996

1 Quelle: Statistisches Landesamt Berlin.
2 Angaben für Berlin (West) nur bis einschließlich 1994 erhältlich.

Jahr Gesamt Krebs Prozent Gestorb. Krebs Prozent Gestorb. Krebs Prozent
n n Krebs Männer Männer Krebs/

M
Frauen Frauen Krebs/

F
1980 714.117 164.236 23,00 348.015 81.556 23,43 366.102 82.680 22,58
1981 722.192 165.923 22,97 349.080 82.305 23,58 373.112 83.618 22,41
1982 715.857 166.886 23,31 344.275 82.737 24,03 371.582 84.149 22,65
1983 718.337 167.987 23,39 343.800 83.280 24,22 374.537 84.707 22,62
1984 696.118 165.962 23,84 332.990 82.283 24,71 363.128 83.679 23,04
1985 704.296 168.767 23,96 334.382 83.908 25,09 369.914 84.859 22,94
1986 701.832 168.714 24,04 330.206 83.403 25,26 371.626 85.311 22,96
1987 687.419 171.497 24,95 324.629 85.094 26,21 362.790 86.403 23,82
1988 687.516 174.253 25,35 322.939 86.746 26,86 364.577 87.507 24,00
1989 697.730 175.348 25,13 326.008 87.657 26,89 371.722 87.691 23,59
1990 713.335 171.552 24,05 330.439 86.251 26,10 382.896 85.301 22,28
1991 707.818 172.461 24,37 329.424 86.594 26,29 379.394 85.867 22,63
1992 695.268 173.708 24,98 322.903 87.538 27,11 372.365 86.170 23,14

1993* 897.270 213.748 23,82 415.874 107.820 25,93 481.396 105.928 22,00
1994 884.661 212.391 24,01 409.375 107.266 26,20 475.286 105.125 22,12
1995 884.588 212.913 24,07 385.984 108.334 28,07 459.237 104.579 22,77

Tabelle 4.1-3
Krebs als Todesursache bei Menschen in der Bundesrepublik Deutschland zwischen 1980 und

1995

* vor 1993 betreffen die Zahlen nur die “alte” Bundesrepublik Deutschland



der „alten” Bundesrepublik (Tabelle 4.1-3) ergibt sich für Neoplasien als Todes-
ursache ein ähnlicher relativer Anteil (Statistisches Bundesamt 1981-1996) von
etwa 25 %.

In der Literatur findet sich eine Vielzahl unterschiedlicher Mitteilungen zum
Vorkommen von Neoplasien bei Hunden, die allerdings nur beschränkt mitein-
ander vergleichbar sind: Verschiedene Untersucher (Bronson 1982; Cotchin
1972; Eskens 1983; Frese 1985; Geisel et al. 1990; Geisenberger 1990; Kusch
1985) benutzen reine Sektionsstatistiken, zeigen relative Verteilungen auf und
übertragen ihre Ergebnisse z. T. auf alle Hunde. Andere Untersucher (Bastianel-
lo 1983; Brodey 1970b; Brouwer et al. 1995; Cohen et al. 1974; Dorn et al.
1968b; Dutton and Moore 1987; Eichelberg and Seine 1996; MacVean et al.
1978; Priester and Mantel 1971; Priester and McKay 1980; Rostami et al. 1994;
Überreiter 1977) greifen auf Datenmaterial von Klinikpatienten, aus Biopsie-
sammlungen, von Zuchtverbänden und auf eine meist weniger genau definierte
Referenzpopulation zurück. Bei solchen Untersuchungen ist allerdings zu be-
rücksichtigen, daß klinische Untersuchungen und bioptische Tumor-Statistiken
zur Clusterbildung für Haut-, Mamma- und Hodentumore führen (Brodey
1970b; Eskens 1983; Wagstaff, Goyings, and Langham 1967), so daß zur Zeit
nur Sektionsstatistiken – wie bereits Krook (1954) postulierte – einen wenn
auch ungenauen Hinweis auf das Vorkommen von Neoplasien ermöglichen.

Der in dieser Arbeit vorgestellte Anteil an sezierten Hunden von etwa 1 % an
der Gesamthundepopulation in Berlin (West) ist sicherlich nicht repräsentativ,
da verschiedene selektiv wirksame Faktoren, auf die u.v.a. schon von Sandersle-
ben, Schäffer und Weisse (1973), Überreiter (1977), Stünzi (1970; 1972) sowie
Stünzi und Lott-Stolz (1965) hingewiesen haben und die auch bei Eskens
(1983) und Kusch (1985) diskutiert werden, einen Einfluß auf die Zusammen-
setzung des Untersuchungsmaterials haben: Neben geographische Besonderhei-
ten – z.B. höhere Anteile von Tumoren des Geschlechtsapparates in bestimmten
Gebieten (Chiti and Amber 1992; Phangcho, Dutta, and Mukit 1990; Rostami et
al. 1994) – spielen Bereitschaft und ökonomische Situation der Einsender, For-
schungsschwerpunkte an den Instituten eine Rolle. Bender, Dorn und Schneider
(1983) weisen beispielsweise daraufhin, daß Hunde, bei denen bereits in der
Vergangenheit ein Tumor diagnostiziert wurde, von den Besitzern öfters dem
Tierarzt vorgestellt werden, häufiger bioptisch überwacht werden und eher zur
Sektion gelangen als andere Hunde. Trotz dieser Einschränkungen ist die hohe
Übereinstimmung der relativen Anteile von Neoplasien bei Hunden – z. B. bei
Eichelberg und Seine (1996) 27,3 %, bei Eskens (1983) 20,4 % – und bei Men-
schen (24,09 %) erstaunlich. Auch alterskorrigierte Vergleiche zwischen Hund
und Mensch kommen zu ähnlichen Ergebnissen: Eine Inzidenz von 300 Krebs-
fällen/100.000 Individuen/Jahr beim Menschen und 213 Fälle/100.000 Indivi-
duen/ Jahr beim Hund (Schneider, Dorn, and Klauber 1968).
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Diese Übereinstimmungen sind sicher zufällig, lassen jedoch einen Trend ver-
muten, so daß sich spontane Neoplasien beim Hund als Modell für onkologi-
sche Fragestellungen beim Menschen empfehlen (Albert, Benjamin, and Shukla
1994; Brodey 1979; Dobberstein 1957; Garbe 1988; Hahn et al. 1994; Hamilton
1974; Misdorp 1996; Schneider 1970; Strandberg and Goodman 1974; Thrus-
field 1988). Die Prävalenz von 26,06 % Neoplasien im Berliner Sektionsgut
zeigt eine mehr oder weniger ähnliche Übereinstimmung mit Eichelberg et al.
(1996) oder Eskens (1983), während sie zum Teil deutlich höher als bei Geisel
et al. (1990)1 mit 17,3 % , bei Kusch (Kusch 1985) mit 16,59 % oder bei von
Sandersleben et al. (von Sandersleben, Schäffer, and Weisse 1973) mit 16,9 %
ausfällt. Das liegt zum Teil auch daran, daß die zuletzt erwähnten Untersucher
alle benignen Neoplasien und Neoplasien des ZNS‘ von der Untersuchung aus-
geschlossen haben. Mit Ausnahme von Überreiter (1977) (33,4 %) weisen rein
klinisch orientierte Untersuchungen deutlich kleinere Inzidenzraten aus (Cohen
et al. 1974; Dorn et al. 1968b; Kurzman and Gilbertson 1986; MacVean et al.
1978).

Alter
Eine Übersicht über die Alters-
verteilung der sezierten Tiere ge-
ben die Abbildung 4.1-1 sowie die
Tabellen 4.1-4, 4.1-5 und 4.1-6:
Tiere mit Neoplasien waren mit
einem Durchschnittsalter von 10,29
Jahren deutlich älter als die Gruppe
ohne Neoplasien mit durch-
schnittlich 5,19 Jahren. 

Dies gilt nicht nur für alle unter-
suchten Hunde insgesamt, sondern
auch für die unterschiedliche Ras-
sen (Tabelle 4.1-6). Die Odds Ratio
liegt in den Gruppen ab dem 7. bis
zum 18. Lebensjahr über 1. Ab
dem 18. Lebensjahr wird das
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Abbildung 4.1-1
Boxplot: Altersverteilung der Hunde mit (Krebs)

und ohne Neubildungen (oK)

1Zum Münchener Datenmaterial von Geisel et al. (1990), Kusch (1985) und Geisenberger (Gei-
senberger 1990) ist zu bemerken, daß es sich überschneidet: Kusch berichtet über das Vorkom-
men von Neoplasien zwischen 1970 und 1984, Geisel et al. ergänzen um die Jahre 1950-1983,
sowie 1984 bis 1989; Geisenberger wiederum berichtet über die Jahre 1951 bis 1969; zusätzlich
sind in diesen Untersuchungen ZNS-Tumoren nicht berücksichtigt.



Krebsrisiko allerdings wie-
der deutlich geringer. Nicht
erstaunlich ist, daß spontane
Neoplasien mit dem Alter
korrelieren und somit eher
bei älteren Tieren (Ø 10,29
Jahre) als bei jüngeren be-
fundet werden können.
Ähnliches berichten bei-
spielsweise Bronson (1982)
(Ø 9,8 Jahre), Cohen et al.
(1974) (Ø 9,1 Jahre), Dutton
und Moore (1987) (Ø 8,2
Jahre), Eskens (1983) (Ø 8,8
Jahre), Geisel et al. (1990)
(Ø 9,7 Jahre) oder Kusch
(1985) (Ø 9,44 Jahre). Ent-
sprechend steigt ab dem 7.
Lebensjahr die Odds Ratio
und damit das Risiko für

Ausbildung von Neoplasien deutlich über 1. Es entspricht prinzipiell den Ergeb-
nissen anderer Untersucher (Albert, Benjamin, and Shukla 1994; Bronson 1982;
Cohen et al. 1974; Kosugi 1973; Priester and Mantel 1971; Priester and McKay
1980; Rahko 1968), daß Neoplasien vorwiegend ältere Hunde betreffen, wenn
auch im Berliner Sektionsgut das Durchschnittsalter höher liegt als in anderen
Studien.

Die Tatsache, daß in hohem Alter das Krebsrisiko wieder sinkt, ist ein Phäno-
men, daß auch in der Humanmedizin beobachtet werden kann (Smith 1996).
Das niedrige Durchschnittsalter von 5,19 Jahren der Hunde ohne Krebs ist auf
die hohe Jungtiersterblichkeit (in der Altersklasse von 0-1 Jahren finden sich
25 % der sezierten Hunde) vor allem durch Infektionskrankheiten zurückzu-
führen (Ebel 1984; Eichelberg and Seine 1996; Suter 1977; Walter and Kirch-
hoff 1995).

Geschlecht
Tabelle 4.1-7 zeigt den relativen Anteil von Hunden mit Neoplasien bei den
unterschiedlichen Geschlechtern. Das Verhältnis von männlichen zu weiblichen
Tieren betrug bei allen sezierten Tieren 1,21, bei Hunden ohne Neoplasien 1,28
und bei denen mit Geschwülsten 1,04. Das relative Risiko an Geschwülsten zu
erkranken, lag mit OR=1,23 bei weiblichen Hunden höher als bei Rüden.
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ohne Krebs Krebs
Anzahl 7852 2904
fehlende Werte 568 63
Mittelwert (J.) 5,188 10,288
Standardabweichung 4,875 3,027
Minimum (J.) 0,0001 0,4167
Maximum (J.) 22 20
Varianz 23,76882 9,16424
Modalwert 8 10
Perzentilen

10 0,1667 6
25 0,3333 9
50 4 10
75 9 12
90 12 14

Tabelle 4.1-4
Deskriptive Altersverteilung der sezierten Hunde
(n=10.756) im Sektionsgut des Instituts für Vete-

rinär-Pathologie der Freien Universität Berlin
(1980–1996)



Obwohl das Verhältnis von Rüden zu Hündinnen bei Tieren mit Neoplasien mit
1,04 nahezu gleich ist, zeichnen sich bei der Odds Ratio (OR) mit 1,23 für Hün-
dinnen höhere Werte ab als für Rüden mit 0,88. Auch dieses Ergebnis ist in
Übereinstimmung mit anderen Untersuchern (Cohen et al. 1974; Eskens 1983;
Kosugi 1973; Kusch 1985; Priester and Mantel 1971; Priester and McKay 1980;
Rahko 1968; von Sandersleben, Schäffer, and Weisse 1973). Der relativ hohe
Anteil an Mammatumoren bei weiblichen Tieren ist dabei für die Verschiebung
verantwortlich (Bender, Dorn, and Schneider 1984; Kusch 1985). Die höhere
OR für kastrierte Tiere ist allerdings erstaunlich. Eine mögliche Erklärung dafür
– außer lokalen Gewohnheiten – könnte mit der sorgfältigeren Überwachung
der Tiere durch die Besitzer zusammenhängen, da häufig Kastrationen nach
Neoplasien (beispielsweise nach Perianaltumoren bei Rüden; frühe Ovariohy-
sterektomie bei Mammatumoren) durchgeführt werden (Brouwer et al. 1995).
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Von (≥)
bis (<)
Jahre

K (n) K (%) o K (n) o K
(%)

n, insg. %,
insg.

K/oK VB ≤ OR ≥ VB

0 – 1 8 0,28 2697 34,4 2.705 25,15 0,003 0,007 0,005 0,004
1 – 2 20 0,69 441 5,62 461 4,29 0,045 0,17 0,117 0,08
2 – 3 16 0,55 289 3,68 305 2,84 0,055 0,224 0,145 0,094
3 – 4 35 1,21 327 4,16 362 3,37 0,107 0,391 0,281 0,202
4 – 5 51 1,76 313 3,99 364 3,38 0,163 0,576 0,431 0,322
5 – 6 75 2,58 276 3,52 351 3,26 0,272 0,942 0,728 0,563
6 – 7 114 3,93 349 4,44 463 4,3 0,327  Chi-Quadrat < 3,841
7 – 8 167 5,75 361 4,6 528 4,91 0,463 1,049 1,266 1,528
8 – 9 238 8,2 494 6,29 732 6,81 0,482 1,133 1,33 1,562

9 – 10 304 10,47 411 5,23 715 6,65 0,74 1,819 2,117 2,464
10 – 11 452 15,56 470 5,99 922 8,57 0,962 2,536 2,895 3,304
11 – 12 347 11,95 361 4,6 708 6,58 0,961 2,427 2,816 3,267
12 – 13 397 13,67 358 4,56 755 7,02 1,109 2,873 3,315 3,825
13 – 14 306 10,54 286 3,64 592 5,5 1,07 2,655 3,116 3,657
14 – 15 192 6,61 200 2,55 392 3,64 0,96 2,228 2,709 3,294
15 – 16 109 3,75 115 1,46 224 2,08 0,948 2,031 2,624 3,39
16 – 17 49 1,69 64 0,82 113 1,05 0,766 1,448 2,089 3,014
17 – 18 19 0,65 24 0,31 43 0,4 0,792 1,192 2,148 3,872
18 – 19 3 0,1 11 0,14 14 0,13 0,273 2,63 0,737 0,206
19 – 20 1 0,03 2 0,03 3 0,03 0,5  Chi-Quadrat < 3,841
20 – 21 1 0,03 0 0 1 0,01 0  Chi-Quadrat < 3,841
21 – 22 0 0 2 0,03 2 0,02 0  Chi-Quadrat < 3,841
22 – 23 0 0 1 0,01 1 0,01 0  Chi-Quadrat < 3,841

Summe 2.904 100 7.852 100 10.756 100

Bei 631 Tieren fehlten die Altersangaben

Tabelle 4.1-5
Relativer Anteil (%) und Odds Ratio (OR) für Neoplasien in unterschiedlichen Altersgruppen
von Hunden im Sektionsmaterial des Instituts für Veterinär-Pathologie der Freien Universität

Berlin (1980—1996



Sensibilisierte Besitzer werden öfter beim Tierarzt vorstellig, sind eventuell
eher an einer postmortalen Abklärung interessiert und verzerren dadurch das
Bild (Bender 1981; Bender, Dorn, and Schneider 1983).
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Rasse n,
insg.

MW ±StAbw n, OK MW ±StAbw n, K MW ±StAbw

Afghane 93 6,93 4,799 59 5,162 4,962 34 9,998 2,379
Basset 59 9,093 3,765 41 8,402 4,068 18 10,667 2,376
Beagle 124 5,745 5,152 97 4,339 4,796 27 10,796 2,603
Bernhardiner 52 5,147 3,768 44 4,514 3,609 8 8,625 2,669
Bobtail 16 8,094 3,652 71 4,212 4,357 87 4,926 4,479
Boxer 438 7,132 4,016 222 5,012 4,191 216 9,312 2,304
alle Bulldoggenarten 44 4,744 4,889 36 4,166 5,027 8 7,344 3,319
Chihuahua 105 3,301 4,117 96 2,881 4,018 9 7,778 1,986
Chow Chow 50 4,568 4,69 42 3,557 4,056 8 9,875 4,39
Cocker Spaniel 617 8,02 4,975 395 6,18 5,09 222 11,293 2,444
Collie 115 7,867 4,275 82 7,008 4,53 33 10,003 2,566
Dalmatiner 57 8,836 4,617 38 7,754 4,754 19 11 3,528
Dobermann 108 5,041 3,902 86 4,493 3,91 22 7,182 3,111
alle Doggenarten 89 5,254 3,582 73 4,799 3,541 16 7,328 3,08
DSH 1684 6,009 4,424 1211 4,708 4,307 473 9,34 2,602
Golden Retriever 46 2,78 3,774 37 1,646 2,931 9 7,444 3,321
Hovawart 59 6,889 3,993 40 5,861 4,152 19 9,053 2,592
Malteser 49 2,023 2,935 48 1,878 2,782 1 9
Mix 2187 6,463 5,297 1538 4,727 5,055 649 10,577 3,153
Neufundländer 48 4,53 4,219 44 4,249 4,298 4 7,625 0,479
Pekingese 109 6,507 5,094 98 5,89 4,911 11 12 3,066
alle Pudelarten 882 9,391 4,826 596 8,211 5,161 286 11,85 2,72
Rottweiler 292 3,657 3,95 228 2,373 3,19 64 8,232 2,856
alle Schnauzerarten 256 7,302 4,516 164 5,862 4,549 92 9,87 3,111
Sennenhund, Berner 40 6,436 3,241 20 6,1 3,555 20 6,771 2,948
alle Setterarten 116 6,994 4,813 76 5,38 4,904 40 10,063 2,704
Shi-Tzu 66 4,612 5,051 56 3,489 4,487 10 10,9 3,071
Spitz 41 8,335 4,596 32 7,461 4,803 9 11,444 1,509
alle Teckelarten 1097 8,057 4,96 855 7,084 5,033 242 11,495 2,631
alle Terrierrassen 1131 5,046 5,103 950 3,956 4,677 181 10,766 2,993
Terrier, Airedale- 54 8,284 4,227 33 7,01 4,497 21 10,286 2,849
Terrier, Bull- 108 3,88 4,686 94 2,979 4,106 14 9,929 3,852
Terrier, Fox- 97 7,81 5,111 65 5,913 4,949 32 11,661 2,734
Terrier, Pitbull- 37 1,806 2,442 33 1,268 1,763 4 6,25 2,986
Terrier, Scotch- 41 6,596 4,919 25 4,197 4,523 16 10,344 2,688
Terrier, Yorkshire- 551 4,42 4,933 501 3,789 4,628 50 10,74 3,129

Tabelle 4.1-6
Rassenabhängige Mittelwerte des Lebensalter von Hunden mit und ohne Neoplasien

(1980–1996)



Rassenprävalenzen für Neoplasien
Die Tabelle 4.1-8 gibt einen Überblick über die relativen Prävalenzen von Neo-
plasien bei den häufigsten Rassen im Sektionsgut, sowie über statistische
Schätzwerte.

Mit OR > 2 zeigen auf dem 5 %igen Wahrscheinlichkeitsniveau Boxer und Ber-
ner Sennenhund deutlich, mit OR zwischen < 2 und < 1 Airedaleterrier, Cocker
Spaniel, Afghane, Schnauzer, Pudel und auch Mischlingsrassen weniger deut-
lich ein signifikantes Risiko für die Ausbildung von Neoplasien an. Fast die
Hälfte (49 %) aller sezierter Boxer hatten eine oder mehrer Geschwülste. 

Damit ist der Boxer die Rasse mit dem höchsten Risiko für Neoplasienausbil-
dung. Das entspricht einer Vielzahl von Mitteilungen in der Literatur (Bender
1981; Cohen et al. 1974; Eskens 1983; Geisel et al. 1990; Howard and Nielsen
1965; Kusch 1985; Priester and McKay 1980; Rahko 1968; Stünzi and Lott-
Stolz 1965). 

Ein erhöhtes Krebsrisiko für Airedaleterrier wird auch von einer Vielzahl von
Untersuchern beschrieben (Eskens 1983; Kosugi 1973; Kusch 1985; Priester
and McKay 1980; Rahko 1968) beschrieben, während beim Deutschen Schäfer-
hund und beim Pudel unterschiedliche Aufassungen bestehen (Eskens 1983;
Kosugi 1973; Kusch 1985). Eine allgemeine Disposition von Mischlingsrassen
und Schnauzern wird lediglich noch von Gutsche (1964) angenommen. Das im
Berliner Untersuchungsgut festgestellte Krebsrisiko für Afghanen und Cocker
Spaniel bestätigt die Arbeit von Priester und McKay (1980).

Der Risikofaktor Rasse zeigt bei Malteser, Chihuahua, Neufundländer, verschie-
denen Terrierschlägen, Pekingesen, Teckeln und anderen sogar einen „Nutzen”
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Tabelle 4.1-7
Geschlechtsverteilung der sezierten Hunde und geschätztes Risiko (RR) im Sektionsgut des In-

stituts für Veterinär-Pathologie der Freien Universität Berlin (1980—1996)

K % oK % Summe % VB ≤ OR ≥ VB
 m 1.433 48,64 4.477 54,9 5.910 53,24 0,846 0,778 0,715
 mk 70 2,38 104 1,28 174 1,57 1,394 1,884 2,546
m, total 1.503 51,02 4.581 56,17 6.084 54,81 0,884 0,813 0,747
 w 1.304 44,26 3.368 41,3 4.672 42,09 1,037 1,129 1,229
 wk 139 4,72 201 2,46 340 3,06 1,578 1,96 2,435
w, total 1.443 48,98 3.569 43,76 5.012 45,15 1,134 1,234 1,343
 Zw 0 0 5 0,06 5 0,05 n.b. n.b. n.b.
Summe 2.946 100 8.155 100 11.101 100

Bei 286 Tieren (21 K, 265 oK) war das Geschlecht nicht dokumentiert



an, da diese Rassen signifikant weniger Neoplasien entwickelt haben. Das ist in
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Rasse K oK n VB≤ OR ≥VB
Boxer 221 230 451 2,389 2,866 3,439
Sennenhund, Berner 20 22 42 1,443 2,591 4,651
Schnauzer, Mittel- 20 29 49 1,121 1,964 3,441
Pudel, Klein- 39 58 97 1,286 1,92 2,867
Terrier, Scotch- 16 25 41 0,98 1,821 3,385
Terrier, Airedale- 22 35 57 1,056 1,79 3,034
Cocker Spaniel 230 413 643 1,38 1,629 1,922
Afghane 34 62 96 1,03 1,563 2,372
alle Schnauzerschläge 94 177 271 1,184 1,524 1,961
Schnauzer, Riesen- 35 66 101 1,004 1,511 2,275
alle Pudelschläge 292 622 914 1,184 1,369 1,583
Mix 661 1689 2350 1,032 1,142 1,264
Deutscher Schäferhund 482 1289 1771 0,957 1,073 1,203
Teckel 246 883 1129 0,666 0,772 0,895
Rottweiler 66 261 327 0,542 0,711 0,934
alle Bulldoggenschläge 9 39 48 0,318 0,654 1,344
Shi-Tzu 11 59 70 0,279 0,527 0,994
Bernhardiner 8 46 54 0,235 0,492 1,028
Chow Chow 8 50 58 0,219 0,453 0,938
Terrier, Bul l- 13 81 94 0,256 0,453 0,803
Pekingese 12 101 113 0,188 0,334 0,592
Terrier, Pitbull- 4 38 42 0,113 0,298 0,786
Terrier, West-Highland-White- 12 114 126 0,169 0,296 0,519
Terrier, Yorkshire- 52 543 595 0,198 0,259 0,339
Neufundländer 4 44 48 0,099 0,257 0,665
Chihuahua 9 106 115 0,128 0,239 0,447
Malteser 1 51 52 0,013 0,055 0,23
alle Terrierschläge 294 937 1231  Chi-Quadrat < 3,841
alle Setterschläge 41 81 122  Chi-Quadrat < 3,841
Collie 33 84 117  Chi-Quadrat < 3,841
Terrier, Fox- 32 66 98  Chi-Quadrat < 3,841
Beagle 28 113 141  Chi-Quadrat < 3,841
Dobermann 25 92 117  Chi-Quadrat < 3,841
Pudel, Zwerg- 21 77 98  Chi-Quadrat < 3,841
Dalmatiner 19 38 57  Chi-Quadrat < 3,841
Hovawart 19 41 60  Chi-Quadrat < 3,841
Schnauzer, Zwerg- 19 49 68  Chi-Quadrat < 3,841
Basset 18 43 61  Chi-Quadrat < 3,841
Dogge 17 76 93  Chi-Quadrat < 3,841
Bobtail 16 73 89  Chi-Quadrat < 3,841
Golden Retriever 10 42 52  Chi-Quadrat < 3,841
alle Spitzschläge 9 33 42  Chi-Quadrat < 3,841

Tabelle 4.1-8
Rassenabhängiges Relatives Risiko für Neoplasien (OR ≥ 1 = Risiko besteht)



Übereinstimmung mit etlichen Untersuchern (Eskens 1983; Kusch 1985; Prie-
ster and McKay 1980).

Insgesamt gesehen gibt es nur für wenige Rassen (z.B. Boxer, Airedaleterrier,
Chihuahuha) übereinstimmende Auffassungen zum Vorhandensein beziehungs-
weise Fehlen einer Disposition. Offensichtlich führen örtliche und zeitliche Be-
sonderheiten in den Zusammensetzungen der Hundepopulationen zu einer spe-
ziellen Clusterbildung, die das Gesamtbild entsprechend verzerrt.

Unabhängig von dieser Betrachtung zum allgemeinen Krebsrisiko von Ge-
schlecht, Alter und Rassen werden sich im folgenden bei den Organkapiteln
noch Verschiebungen in der Rassendisposition zeigen.

Organverteilung der Neoplasien
Betrachtet man die Organsysteme, die Neoplasien aufweisen (Primärtumoren
und Metastasen) ergab sich folgendes Bild: In der Leber, dem Atmungstrakt,
dem lymphohämatopoetischen System und im Harnapparat kamen Neoplasien
am häufigsten vor (Tabelle 4.1-9). In Lunge, Leber und Niere spielten Metasta-
sen, unter anderem bedingt durch die Filterfunktionen dieser Organe für Tumor-
emboli, eine größere Rolle als Primärtumore (Priester and McKay 1980; von
Dewitz 1987).
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Tabelle 4.1-9
Häufigkeit von Tumoren (inkl. Metastasen) in unterschiedlichen Organsystemen bei 2.967

Tumorträgern (bei 141 Tieren waren nur Metastasen vorhanden; Mehrfachnennungen möglich)

Organsystem autochthone
Tumoren

Meta-
stasen

Σ % % aller
Obduktio-

nen

Lymphohämatopoetisches System 728 458 1186 39,97 10,42
Mamma 409 4 413 13,92 3,63
Endokrinum 312 32 344 11,59 3,02
Verdauungstrakt 290 8 298 10,04 2,62
Binde- u. Stützgewebe 220 106 326 10,99 2,86
Geschlechtsorgane, männlich 204 16 220 7,41 1,93
Haut u. Anhangsorgane (ohne Mamma) 180 15 195 6,57 1,71
Atmungstrakt 143 700 843 28,41 7,40
ZNS 90 79 169 5,70 1,48
Geschlechtsorgane, weiblich 90 15 105 3,54 0,92
Leber, Gallengang u. -blase 83 703 786 26,49 6,90
Harntrakt 77 268 345 11,63 3,03



Lymphohämatopoetisches System
Tumore des blutbildenden Systems kamen hauptsächlich (primär?) multipel vor
(Tabelle 4.1-10). Neben Hämangiosarkomen, die vor allem die Milz befielen,
und Malignen Lymphomen (siehe auch Tabelle 4.1-51) waren häufig Karzinom-
Metastasen in Lymphknoten zu finden. Bedingt durch die hohe Zahl von Meta-
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Tabelle 4.1-10
Neoplasien des lymphohämatopoetischen Systems bei 1.152 Tumorträgern (Mehrfach-

nennungen)

n %
% aller

Obduktionen
Solitäre Tumore 150  100 1,32

Knochenmark 4  2,67 0,04
Myeloische Leukose 2 – 0,02
Malignes Lymphom 1 – 0,01
Karzinommetastase 1 – 0,01
Milz 73 48,67 0,64
Hämangiosarkom 56 – 0,49
Malignes Lymphom 15 – 0,13
Fibrosarkom 2 – 0,02
Lymphknoten 40 26,67 0,35
Malignes Lymphom 31 – 0,27
Karzinommetastase 7 – 0,06
Mastzellentumor 2 – 0,02
Tonsille 21 14 0,18
Plattenepithel-Ca 14 – 0,12
Malignes Lymphom 3 – 0,03
Plasmazellentumor 1 – 0,01
Melanom 3 – 0,03
Thymus 12 8 0,11
Malignes Lymphom 11 – 0,1
Thymom 1 – 0,01

Multiples Vorkommen 1036 100 9,1
Sarkom 313 30,21 2,75
Hämangiosarkom 264 – 2,32
Fibrosarkom 34 – 0,3
Osteosarkom 11 – 0,1
Liposarkom 2 – 0,02
Chondrosarkom 2 – 0,02
Karzinom 353 34,07 3,1
aus Mamma 165 – 1,45
Sonstige Herkunft 188 – 1,65
Malignes Lymphom 275 26,54 2,42
Melanom 34 3,28 0,3
Blastom 22 2,12 0,19
Myeloische Leukose 20 1,93 0,18
Plasmazellentumor 17 1,64 0,15
Thymom 2 0,19 0,02



stasen in diesem Organsystem, überwiegend Karzinomen, ergab sich insgesamt
ein Anteil von 39,97 % an allen Tumorträgern. Der Anteil autochthoner Ge-
schwülste (n=728) in Organen des lymphohämatopoetischen Systems (6,39 %
Anteil Sektionsgut, 24,54 % Anteil an allen Tumorträgern) ist in unserem Sekti-
onsgut ähnlich dem in anderen Untersuchungen (Eskens 1983; Kusch 1985;
Priester and McKay 1980). Neben möglichen Organtropismen spielen bei der
Metastasierung in das lymphohämatopoetische System dessen Filterwirkung für
Tumoremboli eine Rolle (Fajardo 1994; Poste and Fidler 1980; von Dewitz
1987).
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Tabelle 4.1-11
Rassenrisiko für Ausbildung solitärer Neoplasien des lympho-hämatopoetischen Systems, korri-

giert um Metastasen

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Sennenhund, Berner 3 2,11 0,6 2,061 5,860 16,659
Deutsch Kurzhaar 2 1,41 0,4 1,495 5,410 19,574
Boxer 26 18,31 5,9 3,618 5,334 7,864
Bulldogge, Franz. 2 1,41 0,5 1,162 4,325 16,091
Hovawart 3 2,11 0,8 1,354 4,003 11,833
Afghane 4 2,82 1,3 1,276 3,319 8,636
Mix 34 23,94 31  Chi-Quadrat < 3,841
DSH 30 21,13 23,3  Chi-Quadrat < 3,841
Cocker Spaniel 13 9,15 8,5  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 13 9,15 14,9  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 12 8,45
Summe 142 99,99

Tabelle 4.1-12
Alters- und Geschlechtsverteilung bei Hunden mit solitären Neoplasien des lympho-hämatopoeti-

schen Systems

Altersgruppen in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 6 4,08 Geschlecht n %

2 4 7 4,76 m 94 63,51
4 6 10 6,8 mk 4 2,7
6 8 15 10,2 w 47 31,76
8 10 27 18,37 wk 3 2,03

10 12 37 25,17 Summe 148 100

12 14 31 21,09
14 16 10 6,8
16 18 4 2,72

Summe 147 100



Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % zeigten Berner Sennenhund, Bo-
xer, Deutsch Kurzhaar, Französische Bulldogge, Hovawart und Afghane im
Berliner Sektionsgut ein besonders hohes Risiko, primäre Tumore des lympho-
hämatopoetischen Systems auszubilden (Tabelle 4.1-11). Das stimmt zuminde-
stens was den Boxer betrifft mit anderen Untersuchern überein, die außer dem
Boxer noch Basset, Bernhardiner, Scotch-Terrier, Bulldogge und Airedale-Ter-
rier ein hohes Risiko für diese Tumoren zuweisen (Capurro, Buracco, and Rossi
1992; Couto 1985; Dorn, Taylor, and Hibbard 1967; Onion 1984; Priester and
McKay 1980; Rallis et al. 1992).

Bei einem Altersdurchschnitt von 9,362 ± 3,653 Jahren sind in den Altersgrup-
pen zwischen 10 und 14 Jahren etwa die Hälfte aller betroffenen Hunde zu fin-
den (Tabelle 4.1-12). Damit treten diese Tumore in früheren Lebensalter auf als
andere Tumore, wobei Rüden deutlich öfter lympho-hämatopoetische Neopla-
sien zu entwickeln scheinen (Tabelle 4.1-12). Ähnliches berichten auch (Maj-
zoub 1997; Parodi, Dargent, and Crespeau 1988; Priester and McKay 1980;
Valli et al. 1981).

Atmungstrakt
Im nasopharyngealen Raum und in der Trachea gehörten Neoplasien zu den
Seltenheiten (Tabelle 4.1-13). In Bronchien und Lunge waren mehr Metastasen
als autochthonen Neoplasien zu sehen. Dabei waren Mammakarzinom-Meta-
stasen „Spitzenreiter”. Unter den primären Tumoren spielten vor allem die
Bronchio-alveoläre Adenokarzinome eine große Rolle (muzinöse Typen und Ty-
pen ohne Muzinbildung), wobei die sogenannten Epidermoid-Karzinome, die
plattenepithelartige Strukturen und teilweise auch Pseudolumina ausbilden kön-
nen, weniger häufig auftraten. Adenokarzinome der Bronchialdrüsen waren sel-
ten. Praktisch keine Rolle spielten Riesenzell-Karzinome.

Im Berliner Sektionsgut ist der Atmungstrakt wegen des hohen Aufkommens
von Metastasen (Weiss 1984) das zweithäufigste von Neoplasien betroffene Or-
gansystem.

Die Nasenhöhle mit ihren konsekutiven Sinus war mit 0,37 % aller Tumorfälle
(entsprechend 0,10 % aller sezierten Hunde) nur sehr gering betroffen. Die von
Hänichen und Schiefer (1968) mutmaßte besondere Bevorzugung der Nasen-
höhle für Neoplasien beim Hund konnte in Berlin ebensowenig wie in Gießen
(Eskens 1983) oder München (Kusch 1985) verifiziert werden. Neoplasien der
Nasen- und Nebenhöhlen waren zumeist Adenokarzinome, was mit Angaben
des Schriftums übereinstimmt (Evans et al. 1989; Hayes, Wilson, and Fraumeni
1982; Norris 1979; Patnaik 1989; Patnaik et al. 1984). Neuroepitheliale Neubil-
dung in der Nasenhöhle gehörten nicht nur im Berliner Sektionsgut zu extremen
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Raritäten beim Hund (Mattix et al. 1994; Schwartz-Porsche et al. 1992; Seeliger
and Welzien 1992).

Primäre Karzinome der Lunge (n=131) waren bei 1,15 % der obduzierten Hun-
de zu finden (4,42 % aller Tumore). Dies ist mit den etwa 1% von Brodey
(1970b) und von Brodey und Craig (1965) vergleichbar. Dahme (1968), Eskens
(1983) und Kusch (1985) weisen dagegen nur eine Inzidenz zwischen 0,25 und
0,6 % nach. Als primäre Tumoren der Lunge kommen hauptsächlich Adenokar-
zinomen vor (Brodey and Craig 1965; Miles 1988; Miles et al. 1990; Ogilvie et
al. 1989; Prange et al. 1988; Stünzi 1973; Taylor et al. 1979). Die in der Litera-
tur mitgeteilte hohe Inzidenz für Adenokarzinome (Evans et al. 1989; Hayes,
Wilson, and Fraumeni 1982; Madewell et al. 1976) und die niedrigere für Sar-
kome (Geisel 1980; Patnaik 1989; Patnaik et al. 1984) bestätigt unsere Ergeb-
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Tabelle 4.1-13
Neoplasien des Atmungsapparates bei 780 Tumorträgern

n % % Gesamt-
material

Nasenhöhle 11 100 0,10
Adenokarzinom 8 72,73 0,07
Fibrosarkom 1 9,09 0,01
Anaesthesiom 1 9,09 0,01
Osteosarkom 1 9,09 0,01
Pharanyx 2 100 0,02
Melanom 1 50 0,01
Plattenepithelkarzinom 1 50 0,01
Trachea 3 100 0,03
Adeno-CA der Schilddrüse 3 100 0,03
Bronchien/Lunge 827 100 7,26
Adeno-Ca Lunge/Bronchien 128 15,48 1,12
Solitäres Hämangiosarkom 2 0,24 0,02
Solitäres Malignes Lymphom 1 0,12 0,01
Mammakarzinom-Metastasen 215 26,00 1,89
Sonstige Karzinom-Metastasen 149 18,02 1,31
Hämangiosarkom 162 19,59 1,42
Malignes Lymphom 45 5,44 0,40
Fibrosarkom 34 4,11 0,30
Osteosarkom 26 3,14 0,23
Blastome 15 1,81 0,13
Mastzellentumor 8 0,97 0,07
Chondrosarkom 5 0,60 0,04
Mesotheliom 4 0,48 0,04
Myeloische Leukose 3 0,36 0,03
Sonstige 30 3,63 0,26



nisse. Von den insgesamt 827 in der Lunge gefundenen Neoplasien waren al-
lerdings 84,2 % (n=696) Metastasen, von denen wiederum 215 von Mammakar-
zinomen abstammten (das sind 30,9 % aller Metastasen in der Lunge). Dieses
Ergebnis bestätigt, daß entsprechend ihrem Kapillarbett die Lunge eines der
bedeutesten Metastasenorgane ist (Miles et al. 1990; Prange et al. 1988; Reif
and Cohen 1971; Rosenbruch and Klein 1980; von Dewitz 1987).

Rein rechnerisch scheinen nur Terrierschläge ein erhöhtes Risiko für primäre
Lungentumore aufzuweisen (Tabelle 4.1-14), während andere Untersucher eine
deutliche Disposition des Boxers postulieren (Brodey and Craig 1965; Kusch
1985).
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Tabelle 4.1-14
Rassenrisiko für Ausbildung primärer Lungentumore

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Terrier, alle 6 4,69 13,8 0,89 0,403 0,182
Mix 29 22,66 26,4  Chi-Quadrat < 3,841
DSH 21 16,41 19,9  Chi-Quadrat < 3,841
Pudel 13 10,16 10,3  Chi-Quadrat < 3,841
Cocker Spaniel 9 7,03 7,2  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 8 6,25 12,7  Chi-Quadrat < 3,841
Boxer 5 3,91 5,1  Chi-Quadrat < 3,841
Schnauzer, alle 5 3,91 3  Chi-Quadrat < 3,841
Rottweiler 4 3,13 3,7  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 28 21,88
Summe 128 100

Tabelle 4.1-15
Altersgruppen und Geschlechtsverteilung der Hunde mit primären Lungentumoren

Altersgruppe in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 3 2,54 Geschlecht n %

2 4 1 0,85 m 37 30,83
4 6 2 1,69 mk 2 1,67
6 8 10 8,47 w 71 59,17
8 10 20 16,95 wk 10 8,33

10 12 33 27,97 Summe 120 100

12 14 28 23,73
14 16 17 14,41
16 18 4 3,39

Summe 118 100



Die von primären Lungentumoren betroffenen Tiere hatten ein Durchschnitts-
alter von 10,576 ± 3,149 Jahre, wobei über 50 % der Tumore in der Alters-
gruppe zwischen 10 und 14 Jahren lagen (Tabelle 4.1-15). Damit traten im Ber-
liner Sektionsgut Tumore bei jüngeren Tieren auf als bei anderen Untersuchern
(Eskens 1983; Hahn, Muggenburg, and Griffith 1996; Kusch 1985). Weibliche
Tiere waren wie in anderen Untersuchungen (Kusch 1985; Nielsen and Horava
1960) insgesamt in der Überzahl (Tabelle 4.1-15); lediglich Prange et al. (1988)
sehen ein höheres Risiko für männliche Tiere. 

Leber und Gallenblase
Entsprechend ihrer Filterfunktion ist die Leber ähnlich wie Lunge und lympho-
hämatopoetisches System häufig von Metastasen betroffen (Tabelle 4.1-16). Ne-
ben primär multiplen oder metastasierten Hämangiosarkomen und Malignen
Lymphomen sind in der Leber Karzinom-Metastasen und dabei wiederum sol-
che der Mamma bedeutsam. Als autochthone Tumore konnten hepatozelluläre
Adenokarzinome, cholangiäre Adenokarzinome, Mischtumoren aus beiden vor-
stehenden Neoplasien und Adenokarzinome der Gallenblase beobachtet werden;
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Tabelle 4.1-16
Neoplasien von Leber und Gallenwegen bei 782 Tumorträgern

n % % aller
Obduktionen

Solitäre Tumore 111 100 0,97
Hepatozelluläres Karzinom 43 38,74 0,38
Gallengangsadenokarzinom 31 27,93 0,27
Gallenblasen-Adenokarzinom 7 6,31 0,06
Hepatoz. u. cholangiäres Adenokarzinom 2 1,80 0,02
Solitäres Hämangiosarkom 23 20,72 0,20
Malignes Lymphom 3 2,70 0,03
Komplexes Sarkom 2 1,80 0,02
Metastasen/primär multipel 675 100 5,93
Hämangiosarkom 228 33,78 2,00
Karzinom-Metastase 196 29,04 1,72
Malignes Lymphom 162 24,00 1,42
Fibrosarkom 35 5,19 0,31
Myeloische Leukose 16 2,37 0,14
Blastom 14 2,07 0,12
Komplexes Sarkom 9 1,33 0,08
Insulinom 6 0,89 0,05
Melanom 5 0,74 0,04
Erythrose 3 0,44 0,03
Maligne Histiozytose 1 0,15 0,01



diese wurden bei 0,73 % aller sezierter Hunde und bei 2,8 % aller Tumorträger
festgestellt. Dieses Ergebnis bestätigt die Erhebungen von Bastianello (1983),
Patnaik et al. (1980; 1981a; 1981b) und Kusch (1985), zeigt aber eine geringere
Prävalenz als bei Eskens (1983) und bei von Sandersleben (1973) berichtet
wird.

Ein Rassenrisko scheint für Pudel, Cocker Spaniel und Teckel zu bestehen,
während Terrier signifikant „unempfindlich” für Leberkarzinome zu sein schei-
nen (Tabelle 4.1-17). Während die meisten Untersucher keiner Rasse eine Prä-

dominanz zuordnen können, berichtet Kusch (1985) ebenso über eine deutliche
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Tabelle 4.1-18
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit hepatozellulären und cholangiären Adenokarzi-

nomen (n=83).

Altersgruppen (J.)
Von (≥) bis (<) n %

0 2 0 0 Geschlecht n %

2 4 1 1,25 m 27 33,33
4 6 1 1,25 mk 2 2,47
6 8 8 10 w 46 56,79
8 10 9 11,25 wk 6 7,41

10 12 22 27,5 Summe 81 100

12 14 25 31,25
14 16 9 11,25
16 18 5 6,25

Summe 80 100

Tabelle 4.1-17
Rassenrisiko für hepatozelluläre, cholangiäre und Gallengangs-Adenokarzinomen

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Pudel 14 16,87 6,7 1,338 2,346 4,114
Cocker Spaniel 9 10,84 4,7 1,035 2,047 4,049
Teckel 15 18,07 8,2 1,163 2,018 3,502
Terrier 3 3,61 9 0,104 0,308 0,915
Mix 15 18,07 17,1  Chi-Quadrat < 3,841
DSH 12 14,46 12,9  Chi-Quadrat < 3,841
Boxer 4 4,82 3,3  Chi-Quadrat < 3,841
Beagle 2 2,41 1  Chi-Quadrat < 3,841
Collie 2 2,41 0,9  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 7 8,43
Summe 83 100



Ergebnisse 4.1 Häufigkeit von Neoplasien

136

Bevorzugung des Pudels.

Das Durchschnittsalter der Hunde mit hepatozellulären, cholangiären und Gal-
lenblasen-Adenokarzinomen betrug 11,163 ± 2,767 Jahre, wobei in der Alters-
gruppe zwischen 10 und 14 Jahren über 50 % der betroffenen Tiere anzutreffen
waren. Weibliche Tiere waren deutlich häufiger betroffen als Rüden (Tabelle
4.1-18). Das Durchschnittsalter stimmt mit den Angaben Patnaiks et al. (Patnaik
et al. 1981a; 1981b) überein, während Kusch (1985) jüngere Tiere sah.

Tabelle 4.1-19
Neoplasien der Haut im Sektionsgut und Anhangsorgane (ohne Mamma) bei 195 Tumorträgern

n % % aller
Obduktionen

Haut 153 100 1,34
Mastzellentumor 34 22,22 0,30
Fibrosarkom 29 18,95 0,25
Adenokarzinom 23 15,03 0,20
Malignes Lymphom 15 9,80 0,13
Hämangiosarkom 12 7,84 0,11
Melanom 11 7,19 0,10
Plattenepithelkarzinom 11 7,19 0,10
Chondrosarkom 3 1,96 0,03
Komplexes Sarkom 3 1,96 0,03
Liposarkom 3 1,96 0,03
Maligne Histiozytose 2 1,31 0,02
Osteosarkom 2 1,31 0,02
Plasmozytom 2 1,31 0,02
Trichokarzinom 2 1,31 0,02
Basalzellentumor 1 0,65 0,01
Zehe 20 100 0,18
Plattenepithelkarzinom 11 55,00 0,10
Melanom 5 25,00 0,04
Fibrosarkom 2 10,00 0,02
Osteosarkom 1 5,00 0,01
Hämangiosarkom 1 5,00 0,01
Perianalgebiet 22 100 0,19
Adenokarzinom hepatoider Drüsen 17 77,27 0,15
Analbeutelkarzinom 2 9,09 0,02
Fibrosarkom 2 9,09 0,02
Melanom 1 4,55 0,01



Haut und Hautanhangsorgane
In diesen Kompartimenten standen im Sektionsgut eindeutig die Neoplasien der
Mamma (n = 413) vor denen der Haut (n = 153), des perianalen Bereichs (n =
22) oder der Zehe (n = 20) im Vordergrund (Tabelle 4.1-19 und Tabelle 4.1-20).
Zusammengefaßt waren damit 20,49 % aller beobachteten Tumore (Mamma:
13,9 %; Haut, Perianalbereich und Zehe: 6,6 % ) der Haut und deren Anhangs-
organen zuzuordnen; das entspricht einem Anteil von 5,34 % an allen sezierten
Hunden.

Betrachtet man nur die Haut ohne Anhangsorgane so waren (bei n=153 Sektio-
nen) 64,71 % der Neoplasien mesenchymaler, 28,1 % epithelialer und 7,19 %
neuroektodermaler Herkunft. Schließt man die Neoplasien der Zehen und des
Perianalbereichs ein, verändern sich die Verhältnisse in Richtung epithelial: es
waren dann 53,9 % mesenchymaler, 35,9 % epithelialer und 10,3 % neuroekto-
dermaler Herkunft.

Im Vergleich mit der Literatur ähnelt das Berliner Ergebnis für „reine” Hauttu-
moren (Anteil von 1,34 % am Sektionsgut; 5,16 % aller Tumorträger) den Er-
gebnissen von Eskens (1983), Frese, Eskens und Frank (1982) und Weiße
(1967).

Betrachtet man das Rassenrisiko getrennt für Haut, Zehe und Perianalbereich
ergaben sich folgende Befunde (Tabelle 4.1-20, Tabelle 4.1-21, Tabelle 4.1-22):
Während in der Haut Riesenschnauzer, Boxer und Cocker Spaniel die Rassen
mit dem höchsten Risiko für Neoplasien zu sein scheinen, ist im Perianalbereich
nur eine Disposition für Cocker Spaniel und bei Tumoren der Zehe eine für Rie-
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Tabelle 4.1-20
Rassenrisiko für Neoplasien der Haut (ohne Perianal- und Zehenbereich)

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Schnauzer, Riesen- 4 2,61 1,4 1,178 3,082 8,063
Boxer 13 8,50 6,1 1,307 2,289 4,009
Cocker Spaniel 18 11,76 8,6 1,393 2,263 3,675
Terrier, insgesamt 5 3,27 16,5 0,636 0,276 0,12
Mix 35 22,88 31,6  Chi-Quadrat < 3,841
DSH 20 13,07 23,8  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 16 10,46 15,2  Chi-Quadrat < 3,841
Pudel 13 8,50 12,3  Chi-Quadrat < 3,841
Beagle 3 1,96 1,9  Chi-Quadrat < 3,841
Rottweiler 3 1,96 4,4  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 23 15,03
Summe 153 100



senschnauzer und Pudel festzustellen. 

Die in Berlin feststellbare Disposition des Boxers für Hauttumoren, wird durch
die Ergebnisse von vielen Untersuchern bestätigt (Cohen et al. 1974; Er and
Sutton 1989; Eskens 1983; Kusch 1985). Das errechnete Risiko für Neoplasien
der Zehen bei Riesenschnauzer und Pudel spiegelt die Ergebnisse von Frese,
Frank und Eskens (1983) wieder, während Brewer et al. (1993) den Golden Re-
triever als gefährdete Rasse beschrieben. Daß bei Cocker Spaniel deutlich mehr
Perianaldrüsentumore auftreten können, haben bereits Nielsen und Aftosmis
(1964) festgestellt.

Die Altersverteilungen für Neoplasien der Haut (Tabelle 4.1-23), der Zehen (Ta-
belle 4.1-24) und des Perianalbereichs (Tabelle 4.1-25) zeigten, daß mehr Peri-
analtumoren (Ø 12,000 ± 2,737 Jahre) bei älteren Hunden beobachtet werden
können als Tumoren der Haut (Ø 10,858 ± 2,979 Jahre) oder der Zehe (Ø10,211
± 2,936 Jahre). Diese Tendenz findet sich gleichermaßen bei anderen Untersu-
chern, auch wenn die Altersdurchschnitte in Berlin höher liegen (Brodey 1970b;
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Tabelle 4.1-22
Rassenrisiko für Ausbildung von Neoplasien des Perianalbereichs

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Cocker Spaniel 6 27,27 1,2 2,778 6,316 14,359
DSH 3 13,64 3,4  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 3 13,64 2,2  Chi-Quadrat < 3,841
Mix 2 9,09 4,5  Chi-Quadrat < 3,841
Pudel 2 9,09 1,8  Chi-Quadrat < 3,841
Terrier 2 9,09 2,4  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 4 18,18
Summe 22 100

Tabelle 4.1-21
Rassenrisiko für Ausbildung von Neoplasien der Zehen

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Schnauzer, Riesen- 5 25 0,2 20,958 39,135 73,077
Pudel 4 20 1,6 1,007 2,873 8,200
DSH 4 20 3,1  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 2 10 2  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 5 25
Summe 20 100



Eskens 1983; Goldschmidt and Shofer 1992; Kusch 1985).

Im Berliner Material schien keine Geschlechtsdisposition für Hauttumoren vor-
handen zu sein, jedoch dominierten bei Zehen- und Perianaltumoren eindeutig
Rüden. Im Gegensatz dazu wird eine Geschlechtsdispostion von Tumoren der
Zehe in der Literatur verneint (Brewer et al. 1993; Carpenter et al. 1991; Frese,
Frank, and Eskens 1983), während über einen Zusammenhang zwischen männ-
lichem Geschlecht und Ausbildung von Perianaltumoren in vielen Untersu-
chungen berichtet wird (Brodey 1970b; Er and Sutton 1989; Hayes and Wilson
1977; Kusch 1985; Nielsen and Aftosmis 1964; Priester 1973; Priester and
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Tabelle 4.1-24
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit Neoplasien der Zehen

Altersgruppen in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 0 0 Geschlecht n %

2 4 0 0 m 16 80
4 6 0 0 mk 1 5
6 8 5 26,32 w 2 10
8 10 1 5,26 wk 1 5

10 12 7 36,84 Summe 20 100

12 14 4 21,05
14 16 1 5,26
16 18 1 5,26

Summe 19 100

Tabelle 4.1-23
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit Neoplasien der Haut (ohne Zehen- und

Perianalbereich)

Altersgruppen in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 3 2,03 Geschlecht n %

2 4 1 0,68 m 72 47,06
4 6 3 2,03 mk 5 3,27
6 8 10 6,76 w 69 45,1
8 10 26 17,57 wk 7 4,58

10 12 40 27,03 Summe 153 100

12 14 41 27,7
14 16 17 11,49
16 18 7 4,73

Summe 148 100
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Tabelle 4.1-26
Neoplasien der Mamma im Sektionsgut bei 413 Tumorträgerinnen (Metastasen mit Mehrfachnen-

nungen)

n % % aller Ob-
duktionen

Mammatumore 413 100 3,63
Adenokarzinom 229 55,45 2,01
Komplexes Adenokarzinom 82 19,85 0,72
Solides Karzinom 65 15,74 0,57
Anaplastisches Karzinom 17 4,12 0,15
Karzinosarkom 15 3,63 0,13
Malignes Lymphom 2 0,48 0,02
Mastzellentumor 2 0,48 0,02
Myoepithelkarzinom 1 0,24 0,01
davon mit Metastasierung 280 67,8 2,46
Metastasen in: n % von 280

Hunden
Lunge 208 74,29 1,83
Lymphknoten 157 56,07 1,38
Leber 56 20,00 0,49
Milz 32 11,43 0,28
Niere 22 7,86 0,19
Haut 17 6,07 0,15
Pleura 16 5,71 0,14
Gehirn 15 5,36 0,13
Herz 14 5,00 0,12
Muskulatur 7 2,50 0,06
Peritoneum 7 2,50 0,06
Knochen 6 2,14 0,05
Mediastinum 6 2,14 0,05
Nebennieren 6 2,14 0,05
Uterus 4 1,43 0,04
Wirbelsäule 3 1,07 0,03
Harnblase 1 0,36 0,01
Hypophyse 1 0,36 0,01

Tabelle 4.1-25
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit Neoplasien des Perianalbereichs

Altersgruppen in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 0 0 Geschlecht n %

2 4 0 0 m 15 68,18
4 6 0 0 mk 1 4,55
6 8 1 4,55 w 5 22,73
8 10 3 13,64 wk 1 4,55

10 12 5 22,73 Summe 22 100

12 14 9 40,91
14 16 1 4,55
16 18 3 13,64

Summe 22 100



McKay 1980; Rosenberg et al. 1991; Wilson and Hayes 1979).

Die Häufigkeit von Mammatumoren im Berliner Sektionsgut lag mit einem An-
teil von 3,63 % (13,92 % aller Tumoren) ähnlich hoch wie bei Kusch (1985)
und übertrifft damit die Angaben anderer Untersucher (Bastianello 1983; Es-
kens 1983; Ferguson 1985; Sasco 1991; von Sandersleben, Schäffer, and Weisse
1973). Bei Mammatumoren (Tabelle 4.1-26) sind im Sektionsgut Adenokarzino-
me die häufigsten Entitäten (55,45 % aller Mammatumoren). Komplexe Adeno-
karzinome (19,85 %) und solide Karzinome (15,74 %) werden seltener beob-
achtet. Bei 280 Tieren (67,8 %) wurden Metastasen beobachtet, die nur bei 98
Tieren (35 % aller Tiere mit Metastasen) als Einzelmetastasen auftraten: aus-
schließlich in der Lunge bei 55, allein im Lymphknoten bei 40 und allein in der
Leber bei 3 Tieren. Ansonsten wurden Metastasierungen in mehreren Organe
beobachtet, wobei bei 74,29 % dieser Tiere Metastasen in der Lunge und bei
56,07 % Metastasen in den regionären Lymphknoten zu finden waren. Metasta-
sen in Leber, Milz und Nieren waren bei 39,92 % aller Tumorträger zu finden,
und bei 36,78 % der Tiere saßen Metastasen in Haut, Pleura, Gehirn, Herz,
Muskulatur, Peritoneum, Knochen, Mediastinum, Nebennieren, Uterus, Wir-
belsäule, Harnblase und/oder Hypophyse. Die beobachtete hohe Metastasie-
rungsrate bei Mammatumoren bestätigt die Untersuchung von Dewitz (1987).
Über eine hohe Anzahl von Tieren mit Lungenmetastasen wird beispielsweise
auch von Yamagani et al. (1996b) sowie von Fidler and Brodey (1967) be-
richtet. Letztere schließen daraus auf einen venösen Metastasierungsweg; un-
berücksicht bleiben bei diesen Überlegungen allerdings nicht untersuchte Lym-
phknoten und Lymphknoten mit okkulten Metastasen (Busch 1993; Raymond
and Leong 1989).
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Tabelle 4.1-27
Rassenrisiko für Ausbildung von Mammatumoren im Sektionsgut (n=413)

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Cocker Spaniel 55 13,32 23,3 2,042 2,714 3,607
Terrier, Airedale- 5 1,21 2,1 1,057 2,574 6,266
Pudel, insgesamt 58 14,04 33,2 1,457 1,931 2,558
Mix 115 27,85 85,2 1,212 1,509 1,878
DSH 40 9,69 64,2 0,414 0,573 0,794
Terrier, Yorkshire- 8 1,94 21,6 0,179 0,35 0,686
Rottweiler 2 0,48 11,9 0,047 0,159 0,537
Teckel 51 12,35 40,9  Chi-Quadrat < 3,841
Boxer 16 3,87 16,4  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 63 15,25
Summe 413 100



Ein deutlich hohes Risiko für Mammatumoren war beim Cocker Spaniel, Aire-
dale-Terrier, Pudel und bei Mischlingsrassen zu beobachten, während der Deut-
sche Schäferhund, ebenso wie Yorkshire-Terrier und Rottweiler ein deutlich ge-
ringeres Risiko aufwiesen (Tabelle 4.1-27). Die mutmaßliche Disposition des
Teckels für Mammatumore (Eskens 1983; Kusch 1985; von Bomhard and Drei-
ack 1977; von Sandersleben, Schäffer, and Weisse 1973) konnte in Berlin nicht
verifiziert werden. Die festgestellte Disposition von Cocker Spaniel, Airedale-
terrier und Pudel bestätigt vergleichbare Literaturangaben (Frese 1985; Kusch
1985; MacVean et al. 1978; Zaninovic and Simcic 1994).

61,37 % aller Fälle fanden sich in der Altersgruppe von 10 bis 12 Jahren, bei ei-
nem Altersdurchschnittswert von 10,567±3,149 Jahren. Die weitaus meistens
Fälle betrafen intakte Hündinnen, in lediglich 7,02 % waren kastrierte Hündin-
nen betroffen (Tabelle 4.1-28). Die Alters- und Geschlechtsverteilung bestätigt
Ergebnisse der Literatur (Boldizsár et al. 1992; Eskens 1983; Fidler and Brodey
1967; Frese 1985; Kurzman and Gilbertson 1986; Kusch 1985; Moulton 1990b;
von Bomhard and Dreiack 1977; Zaninovic and Simcic 1994). Die geringe Zahl
an kastrierten Hündinnen läßt an einen ovariellen Einfluß bei der Tumorgenese
denken (Donnay, Rauis, and Verstegen 1994; Misdorp 1988; Yamagami et al.
1996a).

Anders als bei den sezierten Hunden spielten bei den Bioptaten Neoplasien der
Haut die Hauptrolle (Tabelle 4.1-29): 5.456 Biopsien von 8.618 Hunden wiesen
Neoplasien auf (63,3 %), wobei 2.462 Hunde Hauttumoren (45,12 % aller Tu-
more, 28,57 % aller Biopsien) und 1.962 Hunde Mammatumoren (35,96 % aller
Tumore, 22,77 % aller Biopsien) aufwiesen. Dabei dominierten bei den Hauttu-
moren epitheliale Neoplasien mit 67,57 % die mesenchymalen (26,51 %), wäh-
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Tabelle 4.1-28
Alters- und Geschlechtsverteilung bei Mammatumoren im Sektionsgut (n=413)

Altersgruppen in J.

Von (≥) bis (<) n % Geschlecht n %

0 2 2 0,49 w 384 92,98
2 4 0 0 wk 29 7,02
4 6 3 0,73 Summe 413 100

6 8 19 4,65
8 10 44 10,76

10 12 109 26,65
12 14 142 34,72
14 16 75 18,34
16 18 15 3,67

Summe 409 100,01



rend von neuroektodermalen Neoplasien nur Melanome diagnostiziert wurden
(5,93 %). Von mesenchymalen Tumoren waren hauptsächlich Histiozytome,
Mastzellentumore und Fibrosarkome zu beobachten; bei den epithelialen stan-
den die Tumoren hepatoider Drüsen an der Spitze (11,86 %) gefolgt von Talg -
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Tabelle 4.1-29
Neoplasien der Haut im Bioptatgut (1980–1995)

n % %
Mesenchymale Neoplasien 1.983 38,5 100
Histiozytom 553 10,74 27,9
Mastzellentumor 493 9,58 24,9
Fibrosarkom 325 6,31 16,4
Lipom 203 3,94 10,2
Hämangiom 89 1,73 4,49
Hämangiosarkom 79 1,53 3,98
Fibrom 70 1,36 3,53
Sonstiges Sarkom 56 1,09 2,82
Liposarkom 32 0,62 1,61
Malignes Lymphom 32 0,62 1,61
Blastom 21 0,41 1,06
Myxosarkom 12 0,23 0,61
Stickersarkom 8 0,16 0,4
Osteosarkom 8 0,16 0,4
Neurofibrom 2 0,04 0,1
Epitheliale Neoplasien 2.653 51,5 100
Tumor hepatoider Drüsen 608 11,81 22,9
davon:  Adenom hepatoider Drüsen 582 11,31 21,9

Adenokarzinom hepatoider Drüsen 26 0,51 0,98
Basalzellentumor 514 9,98 19,4
Talgdrüsentumor 384 7,46 14,5
davon:  Talgdrüsenadenom 371 7,21 14

Talgdrüsenadenokarzinom 13 0,25 0,49
Haarfollikeltumor 317 6,16 12
davon:  Trichoepitheliom 194 3,77 7,31

Nekrotisierendes u. verkalkendes Epitheliom (E. Malherbe) 123 2,39 4,64
Plattenepithelkarzinom 310 6,02 11,7
Intrakutan verhornendes Epitheliom 243 4,72 9,16
Papillom 182 3,54 6,86
Schweißdrüsentumor 89 1,73 3,35
davon:  Zystadenom apokriner Schweißdrüsen 29 0,56 1,09

Solides Karzinom 23 0,45 0,87
Tubuläres Karzinom 14 0,27 0,53
Papilläres Syringadenom 13 0,25 0,49
Papilläres Karzinom 9 0,17 0,34
Spiradenom 1 0,02 0,04

Adenokarzinom des Analbeutels 6 0,12 0,23
Neuroektodermale Neoplasien 512 9,95 100
Melanom 512 9,95 100
Summe 5.148 100



drüsentumoren (6,95 %). Danach kamen Basalzellentumore (5,79 %), Plat -
tenepithelkarzinome (5,44 % und Haarfollikeltumore (4,81 %). Erst danach
waren intrakutan verhornende Epitheliome (3,67 %) und Papillome (2,21 %) zu
finden.

Da die Haut und deren Adnexen als eines der größten Organsysteme der visuel-
len Inspektion von Tierarzt und Tierbesitzer am einfachsten zugänglich ist, zäh-
len Neoplasien der Haut und deren Anhangsgebilden mit zu den am frühesten
und am häufigsten diagnostizierten Geschwülste in Klinik- und Biopsiestatisti-
ken (Bostock 1986; Brodey 1970b; Cohen et al. 1974; Dorn et al. 1966; Gold-
schmidt and Shofer 1992; MacVean et al. 1978); in Sektionsstatistiken dominie-
ren meist andere Neoplasien (Bastianello 1983; Eskens 1983; Kusch 1985; Se-
delmeier and Weiss 1963; von Sandersleben, Schäffer, and Weisse 1973). In den
schon erwähnten Untersuchungen aus Alameda und Contra Costa Counties in
Californien war die Inzidenz allerdings höher als im Berliner Biopsiegut und
betrafen 67,6% aller Neoplasiefälle die Haut (Dorn et al. 1966; Dorn et al.
1968a; Dorn et al. 1968b), in der Untersuchung von Goldschmidt and Shofer
(1992) waren es 45 %.

An mesenchymalen Hauttumoren fanden sich im Berliner Biopsiematerial be-
vorzugt Histiozytome, Mastzellentumore und Fibrosarkome, während bei Gold-
schmidt and Shofer (1992) die Reihung Histiozytom, Mastzellentumor und Li-
pom war. An epithelialen Neoplasien konnten in Berlin Adenome hepatoider
Drüsen, Basalzelltumoren und Talgdrüsenadenome am häufigsten beobachtet
werden, während Goldschmidt und Shofer (1992) Adenome hepatoider Drüsen,
Talgdrüsenadenome und Trichoepitheliome an erster Stelle sahen. Bastianello
(1983) wiederum sieht in ihrem Untersuchungsgut die Reihung Basalzellentu-
more, Plattenepithelkarzinome, Adenome hepatoider Drüsen und Melanome.

Harntrakt
Neoplasien der Harnorgane waren nur selten zu sehen (Tabelle 4.1-30). Der An-
teil der Tumore der Harnorgane (inkl. Metastasen) von 3,03 % (n=345) am
Sektionsgut zeigte eine niedrige Inzidenz; für primäre Tumore der Harnblase
(n=37) und der Niere (n=40) ergab sich ein Anteil von 0,68 % am Sektionsgut
(2,6 % am Tumormaterial); dies liegt innerhalb der Ergebnisse (0,3-1,5 %) an-
derer Untersucher (Baskin and De Paoli 1977; Dorn et al. 1968a; Kusch 1985;
Lucke and Kelly 1976).

In der Harnblase kamen am häufigsten Übergangszell-Karzinome (Urothelkar-
zinome) vor, die teilweise papillär aufgebaut waren aber auch Plattenepithel-
und Drüsenelemente aufwiesen; dies entspricht den Ergebnissen etlicher
Untersuchungen (Brearley, Cooper, and Wedderburn 1986; Burnie and Weaver
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Tabelle 4.1-30
Neoplasien von Harnblase und Nieren bei 330 Tumorträgern

n % % aller
Obduktionen

Harnblase, insgesamt 53 100 0,47

Urothelkarzinom 22 41,51 0,19
Adenokarzinom 7 13,21 0,06
Papillom 3 5,66 0,03
Entdifferenziertes Karzinom 2 3,77 0,02
Fibrosarkom 1 1,89 0,01
Entdifferenziertes Sarkom 1 1,89 0,01
Hämangiosarkom 1 1,89 0,01

Summe Harnblase 37 69,81 0,32

Metastasen/primär multipel
Prostatakarzinom 7 13,21 0,06
Malignes Lymphom 5 9,43 0,04
Hämangiosarkom 2 3,77 0,02
Fibrosarkom 2 3,77 0,02

Summe Metastasen 16 30,19 0,14

Niere, insgesamt 292 100 2,56

Nierenzellkarzinom 21 7,19 0,18
Nephroblastom 5 1,71 0,04
Solitäres Hämangiosarkom 5 1,71 0,04
Urothelkarzinom 3 1,03 0,03
Malignes Lymphom 3 1,03 0,03
Adenom 2 0,68 0,02
Fibrosarkom 1 0,34 0,01

Summe Niere 40 13,7 0,35

Metastasen/primär multipel
Malignes Lymphom 67 22,95 0,59
Hämangiosarkom 63 21,58 0,55
Mammakarzinom 25 8,56 0,22
Leber-/Gallengangskarzinom 19 6,51 0,17
Lungenadenokarzinom 13 4,45 0,11
Fibrosarkom 12 4,11 0,11
Melanom 11 3,77 0,10
Nebennierenadenokarzinom 11 3,77 0,10
Prostatakarzinom 6 2,05 0,05
Plasmazellentumor 5 1,71 0,04
Mastzellentumor 5 1,71 0,04
Osteosarkom 5 1,71 0,04
Leiomyosarkom 4 1,37 0,04
Übergangsepithelkarzinom 2 0,68 0,02
Paragangliom (Phäochromozytom) 2 0,68 0,02
Plattenepithelkarzinom 1 0,34 0,01
Malignes Histiozytom 1 0,34 0,01

Summe Metastasen 252 86,3 2,21



1983; Crow 1985; Krawiec 1991; Norris et al. 1992; Schwarz and Willer 1989;
Valli et al. 1995).

In der Niere wurden eigenständige Tumore (meistens Nierenzell-Karzinome,
die papillär/tubulär aufgebaut sind, und weniger häufig Nephroblastome) eher
selten beobachtet; eine große Rolle spielten in der Niere allerdings wieder
systemische Neoplasien wie Maligne Lymphome oder Hämangiosarkome sowie
Metastasen von Karzinomen. Das ist in Übereinstimmung mit Literaturmit-
teilungen (Baskin and De Paoli 1977; Bastianello 1983; Hayes and Fraumeni
1977; Klein et al. 1988; Kusch 1985).

In Übereinstimmung mit Kusch (1985) scheint nur der Deutsche Schäferhund
ein erhöhtes Risiko für Nierentumore zu tragen (Tabelle 4.1-31). Hayes und
Fraumeni (1977) sowie Klein et al. (1988) verneinen allerdings prinzipiell eine
Rassendisposition.
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Tabelle 4.1-32
Alters- und Geschlechtsverteilung bei solitären Nierentumoren im Sektionsgut

Altersgruppen in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 0 0 Geschlecht n %

2 4 0 0 m 22 57,89
4 6 3 8,33 mk 1 2,63
6 8 3 8,33 w 13 34,21
8 10 10 27,78 wk 2 5,26

10 12 8 22,22 Summe 38 100

12 14 10 27,78
14 16 2 5,56
16 18 0 0

Summe 36 100

Tabelle 4.1-31
Rassenrisiko für solitäre Nierentumore im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

DSH 11 27,5 6,2 1,046 2,066 4,082
Mix 11 27,5 8,3  Chi-Quadrat < 3,841
Pudel 5 12,5 3,2  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 3 7,5 4  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 10 25
Summe 40



Die Tiere mit primären/solitären Nierentumoren wiesen mit 10,0 ± 2,586 Jahren
einen etwas niedrigeren Altersdurchschnitt als alle Hunde mit Neoplasien auf,
wobei vornehmlich männliche Tiere betroffen waren (Tabelle 4.1-32). Über eine
Überrepräsentation von Rüden bei Nierentumoren wird vielfach berichtet (Bas-
kin and De Paoli 1977; Hayes and Fraumeni 1977; Klein et al. 1988; Nielsen
and Moulton 1990). Lediglich Norris et al. (1992) können trotz leichter Domi-
nanz von Rüden in ihrem Klinikmaterial keine Disposition ausmachen, während
Kusch (1985) und auch Wilson et al. (1979) nur bei Tumoren der harnableiten-
den Wege eine eindeutige Disposition der Hündinnen postulieren.

Männliche Geschlechtsorgane
Im männlichen Geschlechtstrakt (Tabelle 4.1-33) standen Neoplasien der Keim-
drüsen mengenmäßig vor den Prostata- und Penistumoren. Mit 137 Fällen hat-
ten 1,2 % aller sezierten Hunde (2,25 % aller sezierten Rüden) Hodentumore.

Damit hatten diese Tumo-
ren einen Anteil 4,62 %
an allen Neoplasien und
9,12 % an allen Neoplasi-
en von Rüden. Die Anzahl
der Fälle in unserem Un-
tersuchungsgut stimmt so-
mit weitgehend überein
mit Angaben anderer
Untersucher (Bastianello
1983; Kusch 1985; Rei-
finger 1988). Allerdings
konnte ein Vorkommen
von 15 % (Prange et al.
1986) in unseren Untersu-
chungsgut nicht bestätigt
werden. Am häufigsten
wurden Leydigzelltumore
und Seminome beob-
achtet, weniger häufig
Sertolizelltumore, selten
Kombinationstumore oder
andere Neoplasien. Über
die Prävalenz der haupt-
sächlich vorkommenden
parenchymatösen
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n % % aller
Obduktionen

Hoden 137 100 1,2
Leydig 47 34,31 0,41
Seminom 44 32,12 0,39
Sertoli 27 19,71 0,24
Malignes Lymphom 5 3,65 0,04
Seminom und Leydig 4 2,92 0,04
Embyonales Karzinom 3 2,19 0,03
Leydig und Sertoli 1 0,73 0,01
Seminom und Sertoli 2 1,46 0,02
Seminom/Leydig/Sertoli 2 1,46 0,02
Hämangiosarkom 1 0,73 0,01
Melanom 1 0,73 0,01
Prostata 64 100 0,56
Adenokarzinom 49 76,56 0,43
Fibrosarkom 2 3,13 0,02
Hämangiosarkom 3 4,69 0,03
Malignes Lymphom 2 3,13 0,02
Melanom 2 3,13 0,02
Leiomyom 2 3,13 0,02
Fibrom 1 1,56 0,01
Blastom 3 4,69 0,03
Penis 19 100 0,17
Plattenepithelkarzinom 9 47,37 0,08
Hämangiosarkom 4 21,05 0,04
Stickersarkom 3 15,79 0,03
Melanom 1 5,26 0,01
Malignes Lymphom 1 5,26 0,01
Fibrosarkom 1 5,26 0,01

Tabelle 4.1-33
Neoplasien des männlichen Geschlechtsapparates bei 206

Tumorträgern



Hodentumoren des Hundes – das Seminom, der Sertolizelltumor und Leydig-
zelltumor – gibt es unterschiedliche Angaben: Während Hayes und Pendergrass
(1976) von etwa gleichen Häufigkeiten ausgehen, sehen andere Untersucher
hauptsächlich Seminome und Sertolizelltumore (Nieto, Pizarro, and Fontaine
1989; Prange et al. 1986; Priester and McKay 1980; Reifinger 1988). Bastia-
nello (1983) konnte in ihrem Untersuchungsgut vornehmlich Sertolizelltumoren
ausmachen, wogegen bei uns Leiydigzelltumore die Hauptdiagnosen waren.
Kombinationstumore waren bei uns ähnlich selten wie bei Reifinger (1988) zu
finden.

Prostatatumoren – vornehmlich Adenokarzinome – waren in unserem Sekti-
onsgut extrem selten: Ihr Anteil am Sektionsgut betrug 0,56 %, entsprechend
2,16 % an allen Tumoren, 1,05 % an allen sezierten Rüden, resp. 4,26 % an al-
len männlichen Tumorträgern. Diese Häufigkeit liegt über den 0,24 % bei Ba-
stianello (1983), den 0,18 % von Eskens (Eskens 1983), den 0,44 % von Kusch
(1985), den 0,34 % bei von Sandersleben et al. (1973) oder den 0,31 % bei
Stünzi und Lott-Stolz (1965).

Penisneoplasien waren ebenso selten (n=19): 0,17% der sezierten Hunde,
0,31 % der sezierten Rüden, 0,64 % der beobachteten Neoplasien und 1,26 %
der Rüden mit Neoplasien). Im Berliner Untersuchungsgut kamen hauptsächlich
Plattenepithelkarzinome (n=9) vor. Übertragbare venerische Tumore (auch Stic-
ker-Sarkome genannt) waren lediglich 3 vorhanden. Sticker-Sarkome sind typi-
sche Beispiele für geographische Clusterbildung, da sie in bestimmten Ge-
genden enzootisch vorkommen und dort einen Hauptteil aller caniner Neoplasi-
en stellen können (Bastianello 1983; Batamuzi, Kassuku, and Agger 1992; Ndi-
ritu 1979; Phangcho, Dutta, and Mukit 1990; Rostami et al. 1994).
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Tabelle 4.1-34
Rassenrisiko für Hodentumore im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Terrier, Fox- 5 3,65 1,2 1,972 4,544 10,468
Boxer 13 9,49 5,4 1,481 2,588 4,523
Teckel 6 4,38 13,6 0,914 0,413 0,187
Basset 4 2,92 14,8 0,616 0,246 0,098
Mix 27 19,71 28,3  Chi-Quadrat < 3,841
DSH 22 16,06 21,3  Chi-Quadrat < 3,841
Pudel 17 12,41 11  Chi-Quadrat < 3,841
Cocker Spaniel 11 8,03 7,7  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 32 23,36
Summe 137 100



Statistisch gesehen sind im Berliner Sektionsgut Foxterrier und Boxer mit ei-
nem hohen Risiko für Hodentumore behaftet, während Teckel und Basset deut-
lich geringere Risiken aufweisen (Tabelle 4.1-34). Eine Dispostion der Boxer
wird in der Literatur allgemein angenommen (Cohen et al. 1974; Kusch 1985;
Reifinger 1988); allerdings meint Reifinger (1988), daß Foxterrier ein deutlich
geringeres Risiko ausweisen.

Hodentumorträger waren im Durchschnitt 11,304 ± 2,831 Jahre alt; bei 4 ka-
strierten Rüden wurden Seminommetastasen festgestellt (Tabelle 4.1-35). Das
im Vergleich zu Literaturangaben hohe Durchschnittsalter steht im Zusammen-
hang mit dem bei uns zu beobachteten hohen Anteil von Leydigzelltumoren, die
vornehmlich bei alten Hunden auftreten (Lipowitz et al. 1973; Nieto, Pizarro,

and Fontaine 1989; Reifinger 1988).

Weibliche Geschlechtsorgane
Insgesamt 98 Hündinnen – das entspricht: 0,86 % aller sezierten Hunde, 3,3 %
Anteil an allen Neoplasien, 1,96 % aller sezierter Hündinnen und 6,79 % aller
Hündinnen mit Krebs – hatten insgesamt 105 Neoplasien des weiblichen Ge-
schlechtsapparates (Tabelle 4.1-36). Dabei waren mehr Ovarialtumore und
Karzinome des ovariellen Oberflächenepithels (0,38 % im Sektionsgut, 1,45 %
aller Tumore, 0,86 % aller sezierten Hündinnen und 2,98 % aller Hündinnen mit
Neoplasien) als Uterus- (0,31 % im Sektionsgut, 1,18 % aller Tumore, 0,7 %
aller sezierten Hündinnen und 2,43 % aller Hündinnen mit Neoplasien) und
Vaginalneoplasien (0,24 % im Sektionsgut, 0,91 % aller Tumore, 0,54 % aller
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Tabelle 4.1-35
Alters- und Geschlechtsverteilung von Hodentumoren im Sektionsgut

Altersgruppen in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 0 0 Geschlecht n %

2 4 1 0,78 m 133 97,08
4 6 1 0,78 mk 4 2,92
6 8 9 7,03 Summe 137

8 10 12 9,38
10 12 28 21,88
12 14 44 34,38
14 16 29 22,66
16 18 4 3,13

Summe 128 100

Die 4 kastrierten Rüden hatten Seminom-Metastasen



sezierten Hündinnen und 1,87 % aller Hündinnen mit Neoplasien) zu beobach-
ten. Im Gegensatz zum Ovar dominierten in Uterus und Vagina die mesenchy-
malen Neoplasien.

Im Berliner Sektionsgut sind damit Neoplasien des weiblichen Genitals unge-
fähr doppelt so häufig wie in anderen Untersuchungen (Bastianello 1983; Kusch
1985; von Sandersleben, Schäff e r, and Weisse 1973; Weiße 1967).

Die Tatsache, daß epitheliale Ovartumoren häufiger beobachtet wurden als
gonadale oder mesenchymale Tumoren, steht in Einklang mit Literaturmit-
teilungen (Hayes and Young 1978; Patnaik and Greenlee 1987). Bastianello
(1983) allerdings sieht in ihrem Material eindeutig Granulosazelltumore als
häufigste Entität.
In verschiedenen Veröffentlichungen wird betont, daß uterine Neoplasien sehr
selten sind (Brodey and Roszel 1967; Elsinghorst, Timmermans, and Hendriks
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Tabelle 4.1-36
Neoplasien des weiblichen Geschlechtsapparates bei 98 Tumorträgerinnen (Mehrfachnennun-

gen)

n % % aller
Obduktionen

Ovar 43 100 0,38
Adenokarzinom 24 55,81 0,21
Granulosazelltumor 9 20,93 0,08
Hämangiosarkom 5 11,63 0,04
Dysgerminom 2 4,65 0,02
Thekom 1 2,33 0,01
Fibrosarkom 1 2,33 0,01
Blastom 1 2,33 0,01
Uterus 35 100 0,31
Leiomyosarkom 12 34,29 0,11
Adenokarzinom 10 28,57 0,09
Fibrosarkom 5 14,29 0,04
Hämangiosarkom 5 14,29 0,04
Blastom 2 5,71 0,02
Chorioepitheliom 1 2,86 0,01
Vagina 27 100 0,24
Leiomyom 15 55,56 0,13
Fibrosarkom 3 11,11 0,03
Plattenepithelkarzinom 3 11,11 0,03
Papillom 2 7,41 0,02
Malignes Lymphom 2 7,41 0,02
Hämangiosarkom 1 3,7 0,01
Melanom 1 3,7 0,01



1984; Kusch 1985; Vos 1988); ebenso wie im Berliner Material sehen Brodey
and Roszel (Brodey and Roszel 1967) mehr mesenchymale Neoplasien als epi-
theliale im Uterus.

Dies gilt prinzipiell auch für vaginale Neoplasien, bei denen eine Häufung me-
senchymaler Tumoren vorzuliegen scheint (Bastianello 1983; Brodey and Ros-
zel 1967; Kydd and Burnie 1986; Thacher and Bradley 1983). Allerdings wur-
den im Berliner Sektionsgut auch keine Sticker-Sarkome bei Hündinnen ge-
funden. 

Kuvasz, Airedale-Terrier, Berner Sennenhund, Cocker Spaniel und Pudel schie-
nen deutlich höhere Risiken für die Ausbildung von Neoplasien aufzuweisen
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Tabelle 4.1-38
Alters- und Geschlechtsverteilung bei Neoplasien des weiblichen Geschlechtsapparate

Altersgruppen in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 1 1,05 Geschlecht n %

2 4 1 1,05 w 95 91,35
4 6 1 1,05 wk 9 8,65
6 8 3 3,16 Summe 104 100

8 10 15 15,79
10 12 25 26,32
12 14 34 35,79
14 16 10 10,53
16 18 5 5,26

Summe 95 100

Tabelle 4.1-37
Rassenrisiko für Neoplasien des weiblichen Geschlechtsapparates im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR  ≥ VB

Kuvasz 2 1,82 0,2 4,106 12,867 40,32
Terrier, Airedale- 3 2,73 0,5 2,178 6,115 17,171
Sennenhund, Berner 2 1,82 0,4 1,525 5,457 19,533
Cocker Spaniel 16 14,55 5,9 1,831 3,055 5,096
Pudel 19 17,27 8,4 1,581 2,564 4,159
Mix 17 15,45 21,7  Chi-Quadrat < 3,841
DSH 14 12,73 16,3  Chi-Quadrat < 3,841
Boxer 7 6,36 4,2  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 7 6,36 10,4
Übrige Rassen 23 20,91
Summe 110 100



(Tabelle 4.1-37). In der Literatur werden außer von Hayes and Young (1978),
die eine Disposition für Pointerrassen und Englischen Bulldog feststellen, nur
noch von Brodey and Roszel (1967), die den Boxer für disponiert halten, Ver-
mutungen über Rassenrisiken geäußert.

Das Durchschnittsalter der Hündinnen mit Neoplasien des weiblichen Ge-
schlechtsapparates betrug 11,332 ± 2,669 Jahre, wobei in der Altersgruppe zwi-
schen 10. und 12. Lebensjahr die meisten Tumorträgerinnen zu finden waren
(Tabelle 4.1-38). Damit liegt der Altersdurchschnitt der betroffenen Hündinnen
über dem Durchschnitt aller Tumorträger und ist auch höher als in vergleichba-
ren Untersuchungen (Brodey and Roszel 1967; Kusch 1985; Patnaik and Green-
lee 1987).

91,35 % der Tumorträgerinnen waren intakte Hündinnen, 8,65 % kastriert (Ta-
belle 4.1-38). Da von den 27 Hündinnen mit vaginalen Neubildungen nur 4 ka-
striert waren, könnte das ein Hinweis darauf sein, daß Tumoren des Ge-
schlechtsapparates hormonabhängig sind und daher bei kastrierten Tieren selte-
ner auftreten (Bender, Dorn, and Schneider 1984; Thacher and Bradley 1983).

Tumore des Endokrinums
Im Endokrinum wurden insgesamt 343 Neoplasien (ohne gonadale Neubildun-
gen) bei 337 Tumortträgern festgestellt (Tabelle 4.1-39). Das bedeutet, daß
2,96 % aller sezierten Hunde und 11,36 % aller Tumorträger betroffen waren.
Das ist erheblich mehr als die 1,95 % Tumorträger bei Bastianello (1983).

Hypophysäre epitheliale Herdbildungen, die expansiv wachsend zu Druckatro-
phie führten und Kapselbildungen erkennen lassen, wurden als Adenome be-
zeichnet; invasives Wachstum entlang des Hypophysenstiels in Gehirn und 3.
Ventrikel wurde als Malignitätskriterium aufgefasst und entsprechend als Ade-
nokarzinom bezeichnet. Die meisten hypophysären Neubildungen fanden sich –
wie erwartet (Capen, Martin, and Koestner 1967; Etreby et al. 1980; Halmi et
al. 1981; Nothelfer 1993) – in der Pars distalis und seltener in der Pars inter-
medialis. Von 78 Neoplasien hypophysären Ursprungs waren 72 Adenome und
6 Adenokarzinome. Damit hatten 0,68 % aller sezierten Hunde (2,63 % aller
Tumorträger) primäre (Leifer, Peterson, and Matus 1986) Hypophysentumoren.
Das sind deutlich mehr als die 0,31 % bei Brodey (1970b), oder die 0,11 % bei
von Sandersleben, Schäffer und Weisse (1973), aber erheblich geringer als die
19 % bei Willeberg und Priester (1982).

Von den 60 Adenokarzinome der Schilddrüse (relativer Anteil am Sektionsgut:
0,53 %), meist mit papillärem oder solidem Wachstum, zeigten 20 Infiltration in
die Umgebung, Gefäßeinbruch und Metastasierung in die Lunge. Während in
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den 50er Jahren Schilddrüsentumore des Hundes zu den häufigsten Neoplasiear-
ten zählte (Dobberstein 1953), ist offensichtlich auch durch Jodsubstitution in
den Futtermitteln, die Inzidenz von Schilddrüsentumoren stark rückläufig (Es-
kens 1983; Kusch 1985; Scarlett 1994).

Die 21 Inselzelltumoren (Anteil am Sektionsgut = 0,18 %) wiesen in allen Fäl-
len insulinhaltige Zellen auf, 8 Fälle zusätzlich Somatostatin, 2 Fälle Pankrea-
tisches Polypeptid und 1 Fall zusätzlich Glukagon. Ähnliches ist aus der Litera-
tur bekannt (Bestetti and Rossi 1985; Moore, Dayal, and Shelton 1985; O’Brien
et al. 1987; Otto 1992). Tumoren des Inselapparates gehören zu den seltenen
Neoplasien beim Hund (Pospischil and Gerbig 1982; Priester 1974). Sie sind in
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Tabelle 4.1-39
Neoplasien des Endokrinums (ohne Gonaden) bei 337 Tumorträger

n % % aller
Obduktionen

Hypophyse 83 100 0,73
Adenom 72 86,75 0,63
Adenokarzinom 6 7,23 0,05
Meningeom 2 2,41 0,03
Hämangiosarkom 1 1,20 0,01
Malignes Lymphom 1 1,20 0,01

Metastase in Hypophyse 1 1,20 0,01
Adenokarzinom Mamma 1 1,20 0,01

Schilddrüse 62 100 0,54
Adenokarzinom 60 96,77 0,53

davon 20 mit Metastasen in
Lunge; je 2 in Trachea, Öso-
phagus und Herz

Hämangiosarkom 2 3,23 0,02
Endokriner Pankreas 21 100 0,18
Inselzelltumor 21 100 0,18
Nebenniere 178 100 1,56
Adenom der Rinde 88 49,44 0,77
Adenokarzinom der Rinde 36 20,22 0,32

davon 30 mit Metastase in Leber
Paragangliom 25 14,04 0,22

Metastasen in Nebenniere 29 16,29 0,25
Karzinom-Metastasen 15 8,43 0,13
Malignes Lymphom 3 1,69 0,03
Melanom 2 1,12 0,02
Hämangiosarkom 5 2,81 0,04
Mastzellentumor 2 1,12 0,02
Sarkom-Metastase 2 1,12 0,02



nahezu allen Fällen Insulin-positiv, seltener wird zusätzlich Somatostatin, Pan-
kreatisches Polypeptid und/oder Glukagon exprimiert. Diese Tendenz bestätigt
die Ergebnisse anderer Untersucher (Bestetti and Rossi 1985; Hawkins et al.
1987; O’Brien et al. 1987; Otto 1992). 

In der Nebennierenrinde wurden zumeist Adenome (n=88) und seltener Ade-
nokarzinome (n=36) beobachtet, die meist von der Zona fasciculata oder reticu-
laris ausgingen. Die meisten Adenokarzinome (n=30) waren ins Gefäßsystem
eingebrochen und bildeten Metastasen in der Leber. Die insgesamt 124 Neben-
nierenrindentumoren hatten ein Anteil von 1,09 % am Sektionsgut und bildeten
4,18 % aller festgestellter Neoplasien. Damit liegen im Berliner Sektionsgut Tu-
moren der Nebennierenrinde im Bereich der von Willeberg und Priester (1982)
mitgeteilten (klinischen) Häufigkeiten, aber erheblich höher als beispielsweise
bei Bastianello (1983).

Neben 25 Paragangliomen (Phäochromozytome) des Nebenierenmarks wurden
in 29 Fällen (16,29 %) Metastasen in die Nebennieren beobachtet. Nebennieren-
markstumoren hatten somit einen Anteil von 0,22 % am Sektionsgutes und von
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Tabelle 4.1-40
Rassenrisiko für primäre Neoplasien des Endokrinums im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Pudel, Groß- 2 0,65 0,2 4,148 14,379 49,84
Eurasier 2 0,65 0,3 2,495 8,985 32,359
Schnauzer, Mittel- 6 1,94 1,3 2,334 5,065 10,99
Terrier, Fox- 10 3,23 2,7 2,258 4,163 7,674
Pudel, Zwerg- 7 2,26 2,7 1,325 2,789 5,872
Boxer 30 9,68 12,3 1,866 2,712 3,941
Pudel, insgesamt 56 18,1 24,9 1,971 2,626 3,499
Schnauzer, insgesamt 16 5,16 7,4 1,396 2,31 3,823
DSH 22 7,1 48,2 0,267 0,407 0,621
Terrier, Yorkshire- 5 1,61 16,2 0,126 0,291 0,671
Rottweiler 2 0,65 8,9 0,061 0,215 0,763
Mix 58 18,7 64  Chi-Quadrat < 3,841
Terrier, insgesamt 31 10 33,5  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 28 9,03 30,7  Chi-Quadrat < 3,841
Cocker Spaniel 21 6,77 17,5  Chi-Quadrat < 3,841
Beagle 5 1,61 3,8  Chi-Quadrat < 3,841
Collie 5 1,61 3,2  Chi-Quadrat < 3,841
Pudel, Klein- 5 1,61 2,6  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 102 32,9
Summe* 310 100

* Korrigierte Zahlen: Nur Primärtumore; Mehrfachnennungen deletiert.



0,84 % bei den Tumorträgern; auch das ist erheblich höher als die 0,24 % Anteil
an den Tumorträgern bei Bastianello (1983).

Hohe Risiken für endokrine Neoplasien zeigten vor allem Pudel- und Schnau-
zerschläge, sowie Boxer und Eurasier. Deutscher Schäferhund, Yorkshire-Ter-
rier und Rottweiler schienen nicht gefährdet zu sein (Tabelle 4.1-40). In der Li-
teratur scheint dabei Übereinstimmung für eine Disposition von Pudel und
Boxer zu bestehen (Capen, Martin, and Koestner 1967; Hayes and Fraumeni
1975; Nothelfer and Weinhold 1992; Stünzi and Lott-Stolz 1965). Willeberg
und Priester (1982) sehen ein Risiko bei Boxern für Hypophysentumoren und
bei Teckeln für Nebennierenrindentumoren.

Bei einem relativ hohen Durchschnittsalter von 11,2 ± 2,617 Jahren waren zwi-
schen 10. und 12. Lebensjahr die meisten Tiere betroffen (Tabelle 4.1-40).
Weibliche Tiere schienen leicht bevorzugt betroffen zu sein (Tabelle 4.1-41); ein
Tatbestand auf den auch andere Untersucher (Kusch 1985; Willeberg and Prie-
ster 1982) aufmerksam machen.

Neoplasien des Binde- und Stütz -
gewebes

Im Knochen standen Osteosarkome im Vordergrund (Tabelle 4.1-42). Bei diesen
Tumoren ist zwischen zentralem, peripheren und Gelenksvarianten zu unter-
scheiden (Slayter et al. 1994). Weitere Unterschiede sind eine produktive Va-
riante mit Ausbildung von Osteoid und eine nonproduktive Form. Ebenso be-
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Tabelle 4.1-41
Alters- und Geschlechtsverteilung bei Neoplasien des Endokrinums im Sektionsgut

Altersgruppen in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 1 0,326 Geschlecht n %

2 4 3 0,977 m 130 42,07
4 6 5 1,629 mk 15 4,85
6 8 11 3,583 w 146 47,25
8 10 54 17,59 wk 18 5,83

10 12 84 27,362 Summe 309 100

12 14 84 27,362
14 16 57 18,567
16 18 8 2,606

Summe 307 100



deutsam ist die Anwesenheit von Riesenzellen; der früher geläufige Ausdruck
„osteoklastisches Sarkom” wurde fallen gelassen wurde, da sowohl Osteokla-
sten als auch fusionierte Tumorriesenzellen das Bild prägen (Jösten 1995). Nur
bei 2 % aller sezierten Hunde (7,68 % aller Tumorträger) wurden in unserem
Sektionsgut Neoplasien im Knochen (n=228) gefunden. Betrachtet man aus-
schließlich die Osteosarkome (n=94) so nehmen diese einen Anteile von 0,83 %
an allen sezierten Hunden (3,17 % an Tumorträgern) ein; ähnliche Anteile wer-
den auch von anderen Untersuchern mitgeteilt (Eskens 1983). Deutliche höhere
Anteile (2,6 %) werden von Schulz (1958) berichtet, während Kusch (1985) nur
0,7 % feststellen konnten. Metastasen, vornehmlich Karzinommetastasen, ma-
chen immerhin 24,12 % aller Knochentumoren aus; ein in der Veterinärmedizin
oft vernachlässigtes, aber beschriebenes Phänomen (Durham and Dietze 1986;
Goedegebuure 1979; Russel and Walker 1983; von Dewitz 1987).

Außer Karzinommetastasen (n=10) waren mit jeweils n=9 Plasmazellentumore
zusammen mit Hä-
mangiosarkomen
im Berliner
Sektionsgut die
häufigsten Tumo-
ren der Wirbelsäu-
le. Das Vorkommen
von Plasmazellen-
tumore in Knochen
und Wirbelsäule
wird als relativ sel-
tenes Ereignis be-
schrieben (Breuer
et al. 1993; Matus
and Leifer 1985;
Osborne et al.
1968) .

Neben Karzinom-
metastasen – meist
regionär infiltrie-
rend – kamen in
der Muskulatur
außer Fi-
brosarkomen
(n=15) nur noch
Hämangiosarkome
(n=9) und Maligne
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Tabelle 4.1-42
Tumore des Binde- und Stützgewebes bei 305 Tumorträgern

n % % aller
Obduktionen

Knochen 228 100 2
Osteosarkom 94 41,23 0,83
Karzinom-Metastasen 55 24,12 0,48
Fibrosarkom 35 15,35 0,31
Chondrosarkom 17 7,46 0,15
Komplexes Sarkom 12 5,26 0,11
Synoviasarkom 5 2,19 0,04
Melanom 5 2,19 0,04
Plasmozytom 3 1,32 0,03
Malignes Lymphom 2 0,88 0,02
Wirbelsäule 47 100 0,41
Karzinom-Metastasen 10 21,28 0,09
Plasmozytom 9 19,15 0,08
Hämangiosarkom 9 19,15 0,08
Osteosarkom 7 14,89 0,06
Chondrosarkom 5 10,64 0,04
Fibrosarkom 4 8,51 0,04
Malignes Lymphom 2 4,26 0,02
Liposarkom 1 2,13 0,01
Muskulatur 51 100 0,45
Karzinommetastase 21 41,18 0,18
Fibrosarkom 15 29,41 0,13
Hämangiosarkom 9 17,65 0,08
Malignes Lymphom 5 9,8 0,04
Rhabdomyosarkom 1 1,96 0,01



Lymphome (n=5) vor; autochtone Tumoren (n=1) – Rhabdomyosarkome – wur-
den nicht nur in Berlin extrem selten beobachtet (Kim et al. 1996; Krotje, Ware,
and Niyo 1990; Madewell et al. 1988; Mulas et al. 1994; Rivera and Carlton
1992; Sarnelli, Grassi, and Romagnoli 1994; Vechten et al. 1990; Weinstein,
Carpenter, and Schunk 1989).

Barsoi, Berner Sennenhund, Rottweiler, Dobermann und Bobtail schienen deut-
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Tabelle 4.1-44
Geschlechts- und Altersverteilung (Jahre) der Hunde mit Neoplasien des Stütz- und Binde-

gewebes

Altersgruppen in J.

Von (≥) bis (<) n % Geschlecht n %
0 2 7 2,33 m 170 56,48
2 4 6 2 mk 10 3,32
4 6 20 6,67 w 104 34,55
6 8 46 15,33 wk 17 5,65
8 10 70 23,33 Summe 301 100

10 12 76 25,33
12 14 55 18,33
14 16 20 6,67

Summe 300 100

Tabelle 4.1-43
Rassenrisiken für Neoplasien des Binde- und Stützapparates im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR
≥ VB

Barsoi 4 1,18 0,7 2,72 6,91 17,557
Sennenhund, Berner 5 1,47 1,3 1,881 4,441 10,483
Rottweiler 26 7,65 9,8 1,988 2,956 4,396
Dobermann 9 2,65 3,5 1,423 2,754 5,331
Bobtail 6 1,76 2,7 1,055 2,373 5,336
Mix 48 14,12 70,2 0,459 0,624 0,848
Teckel 20 5,88 33,7 0,357 0,56 0,878
Pudel 14 4,12 27,3 0,285 0,484 0,821
Terrier 11 3,24 36,8 0,153 0,269 0,473
DSH 52 15,29 52,9  Chi-Quadrat < 3,841
Cocker Spaniel 24 7,06 19,2  Chi-Quadrat < 3,841
Boxer 17 5 13,5  Chi-Quadrat < 3,841
Schnauzer 10 2,94 8,1  Chi-Quadrat < 3,841
Collie 7 2,06 3,5  Chi-Quadrat < 3,841
Setter 7 2,06 3,6  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 80 23,53 –
Summe 340 100



lich erhöhte Risiken für Tumore des Binde- und Stützgewebes zu tragen, wäh-
rend Pudel, Teckel, Mischlingshundeund Terrierschläge nicht anfällig waren
(Tabelle 4.1-43). Das entspricht der allgemein angenommenen Disposition der
großen Hunderasse für ossäre Neoplasien (Jongeward 1985; Knecht and Priester
1978; Kuntscher 1979; Misdorp and Hart 1979; Tjalma 1966).

Das Durchschnittsalter der Tumorträger betrug 9,234 ± 3,063 Jahre, wobei in
den Altergruppen zwischen 8 und 12 Jahren nahezu 50 % der Hunde zu finden
waren. Rüden waren deutlich häufiger betroffen als Hündinnen (Tabelle 4.1-44);
dieser Fakt wird auch in der Literatur betont (Misdorp and Hart 1979).

Verdauungstrakt
Mit 290 autochthonen Neoplasien (ohne Neoplasien der Tonsillen, die bei den
lymphohämatopoetischen Organen aufgeführt werden) war der Verdaungstrakt
die vierthäufigste Organlokalisation im Berliner Sektionsgut (Tabelle 4.1-45).
Bei der Auswertung haben wir uns der Auffassung Hoyts und Withrows (1984)
angeschlossen, die Plattenepithelkarzinome der Tonsillen als eigenständige Ent-
itäten anzusehen, und in Konsequenz dem lymphohämatopoetischen System zu-
geordnet. Epuliden, die bei Biopsien eine große Rolle spielen, waren im Sek-
tionsgut nicht vertreten. 

In der Maulhöhle waren an primären Tumoren vornehmlich Melanome, mesen-
chymale Neoplasien und Plattenepithelkarzinome anzutreffen, die bei immerhin
3 % aller Tumorträger (n=89) auftraten. Diese Häufigkeit und die aufgetretenen
Tumortypen entsprechen Literaturangaben (Brodey 1970a; Dorn and Priester
1976; Hoyt and Withrow 1984; Martin 1977; Todoroff and Brodey 1979; Vos
and van der Gaag 1987). 

Die Zunge war in nur insgesamt 7 Fällen betroffen (3 Plattenepithelkarzinome,
2 Fibrosarkome, 1 Malignes Lymphom und 1 Melanom). Bei Auswertung von
57 Fällen von Zungentumoren sehen Beck et al. (1986) 47,37 % Plattenepithel-
karzinome, 12,28 % Melanome und 8,77 % Mastzellentumore. Granularzelltu-
more (Beck et al. 1986; Geyer et al. 1992; Van der Gaag, Walvoort, and Van der
Gaag 1983) konnten in Berlin nicht gesehen werden.

Noch seltener fanden sich primäre Neoplasien des Ösophagus (n=4), häufiger
waren sogar regionäre Metastasen (n=5) in den Ösophagus zu finden. Als häu-
figste primäre Tumortypen des Ösophagus werden Sarkome, inklusive Fibrosar-
kome und Osteosarkome, beschrieben (Hayden and Nielsen 1973; Wilson, Hol-
scher, and Laney 1991), wobei seltener Karzinome (Carb and Goodman 1973;
McCaw, Pratt, and Walshaw 1980), gelegentlich jedoch Karzinommetastasen
(Ridgway and Suter 1979), beobachtet werden. Fibrosarkome, die metaplastisch
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in osteogene Sarkome transformiert werden, sind häufig Folge einer Infektion
mit Spirocera lupi, so daß in Gegenden, in denen dieser Helminth enzootisch
vorkommt, auch entsprechende Neoplasien der Speiseröhre häufiger beobachtet
werden (Bailey 1979; Ivoghli 1978). 

Mit 79 Fällen war der
Magen das am zweit-
häufigsten betroffene
Kompartiment des Ver-
dauungstraktes: Es domi-
nierten Adenokarzinome
(n=45) vor Malignen
Lymphomen (n=18) und
Leiomyosarkomen
(n=16). Damit traten bei
0,69 % der sezierten
Hunde (2,66 % der Tu-
morträger) Magentumore
auf. Das sind doppelt so-
viele Fälle wie bei Lan-
des und von Sandersle-
ben (1985) ähnelt aber
den 0,54 % bei Patnaik,
Hurvitz und Johnson
(1977). Neben Adeno-
karzinomen (Fonda,
Gualtieri, and Scanziani
1989; Kolbjornsen,
Press, and Landsverk
1994; Landes and von
Sandersleben 1985;
Scanziani et al. 1991)
und Tumoren der glatten
Muskulatur (Culbertson,
Branam, and Rosenblatt
1983; Kapatkin et al.
1992; Krauser 1985;
Pfeil and Loupal 1984),
werden Maligne Lym-
phome (Brunnert et al.
1992; Couto et al. 1989;
Steinberg et al. 1995;
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Tabelle 4.1-45
Neoplasien des Verdauungstrakt bei 308 Tumorträgern im

Sektionsgut

n % % aller
Obduktionen

Maulhöhle 92 100 0,81
Melanom 40 43,48 0,35
Fibrosarkom 15 16,3 0,13
Plattenepithelkarzinom 14 15,22 0,12
Malignes Lymphom 8 8,7 0,07
Komplexes Sarkom 5 5,43 0,04
Mastzellentumor 4 4,35 0,04
Osteosarkom 3 3,26 0,03
Adenokarzinom 2 2,17 0,02
Ameloblastom 1 1,09 0,01
Zunge 7 100 0,06
Plattenepithelkarzinom 3 42,86 0,03
Fibrosarkom 2 28,57 0,02
Malignes Lymphom 1 14,29 0,01
Melanom 1 14,29 0,01
Ösophagus 9 100 0,08
Fibrosarkom 2 22,22 0,02
Leiomyofibrom 2 22,22 0,02
Schilddrüsenkarzinom 2 22,22 0,02
Plattenepithelkarzinom 1 11,11 0,01
Bronchialkarzinom 1 11,11 0,01
Adenokarzinom 1 11,11 0,01
Magen 79 100 0,69
Adenokarzinom 45 56,96 0,4
Leiomyosarkom 16 20,25 0,14
Malignes Lymphom 18 22,78 0,16
Darm ohne Lokali-
sationsangaben

13 100 0,11

Malignes Lymphom 11 84,62 0,1
Adenokarzinom 2 15,38 0,02
Dünndarm 63 100 0,55
Malignes Lymphom 27 42,86 0,24
Adenokarzinom 26 41,27 0,23
Hämangiosarkom 7 11,11 0,06
Leiomysarkom 2 3,17 0,02
Maligne Histiozytose 1 1,59 0,01
Dickdarm 35 100 0,31
Adenokarzinom 17 48,57 0,15
Hämangiosarkom 9 25,71 0,08
Malignes Lymphom 8 22,86 0,07
Maligne Histiozytose 1 2,86 0,01



Weaver 1976) beobachtet.

Im Dünndarm fanden sich 63 primäre Neoplasien: 27 Maligne Lymphome und
26 Adenokarzinome. Beide Tumortypen gelten als häufige Dünndarmtumoren
des Hundes (Couto et al. 1989; Gibbs and Pearson 1986; Head and Else 1981;
Van der Gaag, Happe, and Van der Gaag 1989b; Van der Gaag, Happe, and Van
der Gaag 1990; Weaver 1976).

Der Dickdarm wies in unsererm Untersuchungsgut weniger Neoplasien auf als
der Dünndarm: zumeist Adenokarzinome (n=17), daneben aber auch Hämangio-
sarkome (n=9), Maligne Lymphome (n=8) und einen Fall einer Malignen
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Tabelle 4.1-47
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit Neoplasien des Verdaungstraktes im Sektions-

gut (ohne Tonsillen)

Altersgruppen in J.
Von (≥) bis (<) n %

0 2 7 2,29 Geschlecht n %

2 4 10 3,27 m 180 57,88
4 6 12 3,92 mk 8 2,57
6 8 41 13,40 w 111 35,69
8 10 49 16,01 wk 12 3,86

10 12 72 23,53 Summe 311 100

12 14 71 23,20
14 16 39 12,75
16 18 5 1,63

Summe 306 100

Tabelle 4.1-46
Rassenrisiko für Neoplasien des Verdaungstraktes im Sektionsgut (ohne Tonsillen)

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Pudel 41 13,1 25,1 1,265 1,761 2,452
Boxer 20 6,39 12,4 1,066 1,686 2,666
Cocker Spaniel 27 8,63 17,7 1,075 1,603 2,39
DSH 33 10,54 48,7 0,909 0,633 0,441
Terrier 14 4,47 33,8 0,637 0,379 0,225
Mix 77 24,6 64,6  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 35 11,18 31  Chi-Quadrat < 3,841
Schnauzer 12 3,83 7,4  Chi-Quadrat < 3,841
Rottweiler 8 2,56 9
Übrige Rassen 46 14,7
Summe 313



Histiozytose auf.

Auch in der Literatur werden deutlich mehr Adenokarzinome als Maligne Lym-
phome beschrieben (Landes and von Sandersleben 1985; Patnaik, Hurvitz, and
Johnson 1977; Pfeil and Loupal 1984; Van der Gaag, Happe, and Van der Gaag
1989a). Neoplasien der gatten Muskulatur des Dickdarms werden insgesamt
sehr selten beobachtet (Kapatkin et al. 1992; Mcpherron 1992). 

Insgesamt waren in Magen und Dünndarm weitaus mehr Neoplasien nachzu-
weisen als im Dickdarm (Tabelle 4.1-45); einschränkend ist zu bemerken, daß
in 15 Fällen die genaue Darmzuordnung auch histologisch nicht mehr abklärbar
war. Während zum Teil der Dickdarm als Prädelektionstelle gesehen wird (Ma-
gunna and Mehring 1966; Patnaik, Hurvitz, and Johnson 1977; Pfeil and Loupal
1984), berichten andere Untersucher über eine Bevorzugung des Dünndarms
(Estrada et al. 1983; Hayden and Nielsen 1973; Pfeil and Loupal 1984) oder ein
gleichhäufiges Vorkommen von Neoplasien (Birchard, Couto, and Johnson
1986). Das numerische Übergewicht von Adenokarzinomen im gesamten
Magen-Darmtrakt wird auch in der Literatur beschrieben (Hayden and Nielsen
1973; Pfeil and Loupal 1984); über ein häufigeres Auftreten von Malignen
Lymphomen wird jedoch seltener berichtet (Gibbs and Pearson 1986; Head and
Else 1981).

Pudel, Boxer und Cocker Spaniel waren in unserem Untersuchungsgut dis-
poniert für Neoplasien des Verdauungstraktes (Tabelle 4.1-46). Eine Dispostion
der Pudel vermutet auch Kusch (1985) in ihrem Material. Collie und Schäfer-
hund scheinen nach anderen Angaben (Patnaik, Hurvitz, and Johnson 1977) ver-
mehrt an Neoplasien des Magen und Darmes zu erkranken.

Das Durchschnittsalter der betroffenen Hunde betrug 9,977 ± 3,422 Jahre, wo-
bei nahezu 50 % der Fälle in der Altersgruppe zwischen 10 und 14 Jahren zu
finden waren (Tabelle 4.1-47). Rüden waren deutlich häufiger betroffen als
Hündinnen (Tabelle 4.1-47), was auch andere Untersucher feststellten (Hayden
and Nielsen 1973; Patnaik, Hurvitz, and Johnson 1977; Pfeil and Loupal 1984).

Ergebnisse 4.1 Häufigkeit von Neoplasien

161

2Einschränkend ist zu bemerken, daß nicht alle Gehirntumore unseres Sektionsgutes in dieser Un-
tersuchung auftauchen: Gehirne epileptischer Hund aus der Klinik und Poliklinik für Kleine Hau-
stiere der FU Berlin wurden im Rahmen eines Epilepsieforschungsprogrammes an das Institut für
Tierpathologie (Lehrstuhl für Allgemeine Pathologie und Neuropathologie) der Ludwig-Maximi-
lians-Universität München gesandt. Wieviele Gehirntumoren darunter waren, war nicht zu
recherchieren.



ZNS-Tumore
1,33 % aller sezierten Tiere (n=152) hatten Gehirntumore2 (Tabelle 4.1-48). Al-
lerdings waren davon 46,7 % (n=71) Metastasen. Neben Neoplasien ausgehend
von der Neuroglia (Astrozytom, Oligodentrogliom, Gliome, Gliablastom), wurden
Tumore des Ependyms und der Plexus chorioideus gefunden; am häufigsten kon-
nten Tumoren der Leptomeninx, Meningeome, gefunden werden.

In der Literatur gibt es unterschiedliche Angaben zum Vorkommen der typi-
schen Gehirntumorarten: Während einige Untersucher (Hayes, Priester Jr, and
Pendergrass 1975; Luginbühl, Fankhauser, and McGrath 1968; Vandevelde,
Fankhauser, and Luginbühl 1985) hauptsächlich neurogliale Tumore sehen, wer-
den in anderen Untersuchungen Meningeome (Bastianello 1983; Foster, Carril-
lo, and Patnaik 1988; Ribas et al. 1991) als häufigste Tumoren angesehen.
Ependymome scheinen insgesamt eine eher seltenere Entität zu sein (Baum-
gärtner and Peixoto 1987; Luginbühl, Fankhauser, and McGrath 1968; Vande-

velde, Fankhauser, and
Luginbühl 1985). Nur
sporadisch wird in der
Literatur von primären
ZNS-Lymphomen be-
richtet (Couto et al.
1984; Vandevelde, Fat-
zer, and Fankhauser
1981). Gehirnmetastasen
werden in der Literatur
seltener als in unserem
Untersuchungsgut ge-
sehen (Fenner 1990; Lu-
ginbühl 1963; Moore et
al. 1996).

Französische Bulldogge
und Boxer waren die ein-
zigen Rassen für die sta-
tistisch im Berliner Un-
tersuchungsgut ein Risi-
ko vorlag (Tabelle 4.1-
49); die meisten Gehirn-
tumore (n = 22) waren
bei Boxern zu finden. In
verschiedenen Mitteilun-
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Tabelle 4.1-48
ZNS-Tumore bei 162 Tumorträgern

n % % aller
Obduktionen

Gehirn-Tumore 81 100 0,71
Ependymom 10 12,35 0,09
Plexus-Papillom 3 3,70 0,03
Astrozytom 6 7,41 0,05
Oligodendrogliom 7 8,64 0,06
Glioblastom 14 17,28 0,12
Gliom 9 11,11 0,08
Meningeom 32 39,51 0,28
Metastasen ins Gehirn 71 100 0,62
Karzinom (davon 18 aus
Mamma)

31 43,66 0,27

Hämangiosarkom 25 35,21 0,22
Fibrosarkom 2 2,82 0,02
Osteosarkom 2 2,82 0,02
Melanom 5 7,04 0,04
Malignes Lymphom 6 8,45 0,05
Rückenmark (RM) 9 100 0,08
Meningeom 5 55,56 0,04
Schwannom 2 22,22 0,02
Komplexes Sarkom 2 22,22 0,02
Metastasen ins RM 8 100 0,07
Karzinom 2 25 0,02
Malignes Lymphom 2 25 0,02
Blastom 1 12,50 0,01
Hämangiosarkom 1 12,50 0,01
Plasmozytom 1 12,50 0,01
Melanom 1 12,50 0,01



gen gelten brachyozephale Rassen wie Boxer, Bostonterrier oder Englische
Bulldogge als disponiert (Fischer 1967; Hayes, Priester Jr, and Pendergrass
1975; Jacob 1959; Luginbühl, Fankhauser, and McGrath 1968; Palmer 1976).

An Gehirntumoren erkrankte Hunde zeigten einen Altersdurchschnitt von 9,405
± 2,912 Jahren, wobei über 50 % der Tiere in der Altersgruppe zwischen 8 und
12 Jahre zu finden war, bei einem leichten Überwiegen von männlichen Tieren
(Tabelle 4.1-50). Meningeale Tumoren scheinen eher bei jüngeren Hunden zu
entstehen als neurogliale (Foster, Carrillo, and Patnaik 1988; Hayes, Priester Jr,
and Pendergrass 1975; Palmer 1976; Patnaik, Kay, and Hurvitz 1986).

Neoplasiearten
In Tabelle 4.1-51 sind die beobachteten Neoplasien nach ihrer Herkunft summa-
risch aufgeführt.

Demnach sind Karzinome die häufigste Tumorart im Sektionsgut. Mesenchy-
male Neoplasien (ohne Maligne Lymphome) werden seltener beobachtet. Als
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Tabelle 4.1-50
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit primären Gehirntumoren im Sektionsgut

Altersgruppen in J.

Von (≥) bis (<) n % Geschlecht n %

0 2 1 1,27 m 42 53,16
2 4 0 0 w 36 45,57
4 6 7 8,86 wk 1 1,27
6 8 12 15,19 Summe 79 100

8 10 19 24,05
10 12 22 27,85
12 14 12 15,19
14 16 4 5,06
16 18 2 2,53

Summe 79 100

Tabelle 4.1-49
Rassenrisko für primäre Tumore des Gehirns im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Bulldogge, Franz. 3 3,7 0,3 4,864 12,386 31,539
Boxer 22 27,16 3,2 6,276 9,454 14,242
Mix 15 18,52 16,7  Chi-Quadrat < 3,841
DSH 14 17,28 12,6  Chi-Quadrat < 3,841
Pudel, insgesamt 10 12,35 6,5  Chi-Quadrat < 3,841
Terrier, Yorkshire- 3 3,7 4,2  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 14 14,81
Summe 81 100



häufigste Einzeldiagnose wurde 535mal das Hämangiosarkom diagnostizert.
Maligne Lymphome (inklusive 22 Plasmazellentumore) sind die dritthäufigste
Entität. Die Dominanz epithelialer Tumoren ist auch in der Literatur allgemein
akzeptiert (z.B. MacVean et al. 1978).

Hunde mit Karzinomen wurden im Durchschnitt 10,916 ± 2,876 Jahre alt, wo-
bei über 50 % der Tumorträger in der Altersgruppe 10 bis 12 Jahre war (Tabelle
4.1-53). Weibliche Tiere hatten deutlich mehr Karzinome als männliche Tiere
(Tabelle 4.1-53).

Deutlich überhöhte Risiken für Sarkome wiesen Barsoi, Boxer, Schäferhund
und Afghane auf (Tabelle 4.1-54). Die Sarkomträger wiesen einen Altersdurch-
schnitt von 9,895 ± 2,857 Jahren auf, wobei über 50 % der Tumorträger in der
Altersklasse zwischen 8 und 12 Jahre zu finden waren (Tabelle 4.1-55). Rüden

waren von Sar-
komen deutlich
häufiger be-
troffen als Hün-
dinnen (Tabelle
4.1-55).

Für das Häman-
giosarkom als
häufigste Ein-
zeldiagnose tru-
gen insbe-
sondere Barsoi,
Afghane, Deut-
scher Schäfer-
hund und Boxer
ein hohes Risi-
ko (Tabelle 4.1-
56). Kein Risiko
war für Pudel,
Teckel und Ter-
rier auszuma-
chen. Die Dis-
position des
Deutschen
Schäferhundes
für Hämangios-
arkome ist viel-
fach dokumen-
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Tabelle 4.1-52
Rassenrisiko für Ausbildung von Karzinomen im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Pul i 3 0,26 0,6 2,427 9,072 33,909
Deutsch Kurzhaar 8 0,71 3 1,538 3,307 7,109
Cocker Spaniel 113 9,97 64 1,649 2,033 2,506
Setter 21 1,85 12,1 1,191 1,898 3,025
Pudel 140 12,36 90,9 1,429 1,727 2,087
Boxer 58 5,12 44,9 1,021 1,354 1,795
DSH 140 12,36 176,2 0,62 0,745 0,896
Terrier 78 6,88 122,5 0,462 0,584 0,739
Dobermann 5 0,44 11,6 0,168 0,401 0,956
Chihuahua 4 0,35 11,4 0,126 0,324 0,836
Rottweiler 11 0,97 32,5 0,174 0,308 0,546
Pekingese 2 0,18 11,2 0,048 0,162 0,55
Übrige Rassen 550 48,54
Summe 1133 99,99

Tabelle 4.1-51
Histomorphologische Herkunft der Tumoren im Sektionsgut bei 2.967

Tumorträgern (Mehrfachnennungen)

n % % aller
Obduktionen

Karzinom 1.133 38,19 9,95
Sarkom 783 26,39 6,88
davon: 535 Hämangiosarkome   4,70
Malignes Lymphom 410 13,82 3,60
Neuronale Neoplasien 81 2,73 0,71
Melanom 69 2,33 0,61
Blastom 50 1,69 0,44



tiert (Brown,
Patnaik, and
MacEwen 1985;
Frey and Betts
1977; Kleine,
Zook, and Mun-
son 1970; Oksa-
nen 1978; Pear-
son and Head
1976; Prymak et
al. 1988b; Sre-
bernik and Ap-
pleby 1991).

Auch die Alters-
verteilung und die Geschlechtsdipostion der Rüden (Tabelle 4.1-57) bestätigt
Ergebnisse anderer Untersucher (Frey and Betts 1977; Kleine, Zook, and Mun-
son 1970; Kusch 1985; Prymak et al. 1988a; Srebernik and Appleby 1991).

Die dritthäufigste Tumorentität im Sektionsgut war das Maligne Lymphom mit
einem Anteil von 13,8 % an allen Tumoren und 3,6 % an allen sezierten Hun-
den. Deutlich erhöhtes Risiko für Maligne Lymphome waren beim Berner Sen-
nenhund, beim Hovawart, bei allen Schnauzerschlägen, beim Boxer und bei
Mischlingshunden festzustellen, während Terrier-, Teckel- und Pudelschläge,
sowie deutlich auch Yorkshire-Terrier statistisch gesehen nicht anfällig sind (Ta-
belle 4.1-58). Aus der Literatur bekannt sind mutmaßliche Dispositionen von
Bull-Mastiff, Rottweiler, Airedale-Terrier, Boxer, Deutscher Schäferhund, Bas-
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Tabelle 4.1-54
Rassenrisiko für Ausbildung von Sarkomen

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Barsoi 7 0,89 1,6 2,726 5,969 13,068
Boxer 67 8,56 31 1,917 2,49 3,235
DSH 213 27,2 121,8 1,844 2,17 2,554
Afghane 12 1,53 6,6 1,072 1,949 3,545
Pudel, insgesamt 43 5,49 62,8 0,474 0,649 0,888
Teckel 46 5,87 77,6 0,407 0,549 0,741
Terrier, insgesamt 30 3,83 84,6 0,22 0,312 0,443
Terrier, Yorkshire 8 1,02 40,9 0,095 0,176 0,328
Mix 158 20,18 161,6  Chi-Quadrat < 3,841
Teckel 45 5,75 44,2  Chi-Quadrat < 3,840
Übrige Rassen 154 19,67
Summe 783 100

Tabelle 4.1-53
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit Karzinomen im Sekti-

onsgut

Altersgruppen in J.

Von (≥) bis (<) n % Geschlecht n %

0 2 14 1,25 m 357 31,76
2 4 6 0,54 mk 27 2,4
4 6 21 1,88 w 671 59,7
6 8 89 7,95 wk 69 6,14
8 10 164 14,66 Summe 1124 100

10 12 303 27,08
12 14 337 30,12
14 16 145 12,96
16 18 37 3,31
18 20 3 0,27

Summe 1119 100



set, Bernhardiner und Scottish Terrier (Bäckgren 1965; Couto 1985; Kusch
1985; Majzoub 1997; Onion 1984; Priester and McKay 1980; Teske et al.
1994).

Hunde mit Malignen Lymphomen wiesen einen relativ niedrigen Altersdurch-
schnitt von 8,322 ± 3,599 Jahren auf, wobei 56 % der Tumore in die Altersgrup-
pen zwischen 6 und 12 Jahren fielen (Tabelle 4.1-59), bei leichter Akzentuie-
rung von Rüden. Die Tatsache, daß Maligne Lymphome eher bei jüngeren Hun-
den beobachtet werden kann, ist vielfach dokumentiert, wobei meist eine Ge-
schlechtsdisposition verneint wird (Bäckgren 1965; Greenlee et al. 1990; Haga
et al. 1988; Schneider 1983; Teske 1994a; Teske 1994b; Van Pelt and Connor
1968); einige Untersucher sehen allerdings gehäuft Rüden (Capurro, Buracco,
and Rossi 1992; Couto 1985; MacEwen et al. 1987; Parodi, Dargent, and Cres-
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Tabelle 4.1-56
Rassenrisiko für Hämangiosarkome im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Barsoi 3 0,56 1,1 0,961 3,054 9,702
Afghane 12 2,24 4,5 1,642 2,941 5,268
DSH 172 32,15 83,2 2,285 2,742 3,29
Boxer 47 8,79 21,2 1,836 2,491 3,38
Pudel 27 5,05 42,9 0,405 0,597 0,881
Teckel 33 6,17 53 0,411 0,585 0,833
Terrier 22 4,11 57,8 0,227 0,342 0,516
Mix 122 22,8 110,4  Chi-Quadrat < 3,841
Cocker Spaniel 21 3,93 30,2  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 76 14,21
Summe 535 100

Tabelle 4.1-55
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit Sarkomen im Sektionsgut

Altersgruppen in J.

Von (≥) bis (<) n % Geschlecht n %

0 2 9 1,17 m 476 61,26
2 4 9 1,17 mk 17 2,19
4 6 35 4,56 w 260 33,46
6 8 88 11,46 wk 24 3,09
8 10 174 22,66 Summe 777 100

10 12 227 29,56
12 14 157 20,44
14 16 57 7,42
16 18 12 1,56

Summe 768 100



peau 1988).

Vierthäufigste Neoplasieart waren Melanome mit einem Anteil von 2,33 % an
allen Tumoren und 0,61 % an allen sezierten Hunden. Insbesondere die Rassen
Riesen-Schnauzer, Pekingese, Scotch-Terrier, Zwerg-Schnauzer, Teckel und
Cocker Spaniel tragen offensichtlich ein erhöhtes Risiko für die Ausbildung von
Melanomen, während beim Deutschen Schäferhund nur ein negativer Zusam-
menhang zwischen Rasse und dieser Tumorart vorliegt (Tabelle 4.1-60).

Hunde mit Melanomen wurden durchschnittlich 11,470 ± 2,816 Jahre alt, wobei
nahezu 50 % der Fälle in den Altersgruppen zwischen 10. und 14. Jahr auftraten
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Tabelle 4.1-58
Rassenrisiko für Maligne Lymphome im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Sennenhund, Berner 4 0,98 1,5 1,054 2,836 7,63
Hovawart 5 1,22 2,2 1,006 2,452 5,977
Schnauzer, insgesamt 18 4,39 9,8 1,204 1,946 3,144
Boxer 26 6,34 16,2 1,122 1,681 2,519
Mix 110 26,83 84,6 1,145 1,43 1,786
Terrier, insgesamt 28 6,83 44,3 0,406 0,596 0,875
Teckel 25 6,1 40,7 0,388 0,581 0,87
Pudel 19 4,63 32,9 0,346 0,547 0,866
Terrier, Yorkshire- 11 2,68 21,4 0,272 0,491 0,887
DSH 62 15,12 63,8  Chi-Quadrat < 3,841
Cocker Spaniel 27 6,59 23,2  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 75 18,29
Summe 410 100

Tabelle 4.1-57
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit Hämangiosarkomen im Sektionsgut

Altersgruppen in J.

Von (≥) bis (<) n % Geschlecht n %

0 2 16 3,04 m 331 62,1
2 4 7 1,33 mk 8 1,5
4 6 15 2,85 w 183 34,33
6 8 53 10,06 wk 11 2,06
8 10 131 24,86 Total 533 100

10 12 154 29,22
12 14 102 19,35
14 16 40 7,59
16 18 9 1,71

Summe 527 100



(Tabelle 4.1-61). Melanome konnten am häufigsten bei Rüden beobachtet wer-
den (Tabelle 4.1-61).

Abschließende Betrachtung
Obwohl in dieser Untersuchung eine Vielzahl von Daten zu möglichen Rassen-,
Alters- und Geschlechtsdispositionen erhoben werden konnten, wäre eine Ver-
allgemeinerung dieser Ergebnisse unzulässig. Denn: Auch statistisch abgesi-
cherte veterinärmedizinische epidemiologische Untersuchungen zu Neoplasien
sind wegen fehlender allgemeiner Zensusdaten mit sehr großen Fehlern behaftet
und ermöglichen somit im engeren Sinne keine allgemeingültigen Aussagen
über das Vorkommen von Neoplasien bei Hunden. Letztendlich ist es das Feh-
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Tabelle 4.1-60
Rasserisiko für Ausbildung von Melanomen im Sektionsgut

Rasse n % erwartete
Häufigkeit

VB ≤ OR ≥ VB

Schnauzer, Riesen- 7 10,14 0,6 7,253 13,481 25,057
Pekingese 6 8,7 0,7 4,974 9,979 20,022
Terrier, Scotch- 2 2,9 0,2 2,609 8,633 28,564
Schnauzer, Zwerg- 2 2,9 0,4 1,413 5,089 18,331
Teckel 18 26,09 6,8 1,945 3,243 5,408
Cocker Spaniel 9 13,04 3,9 1,28 2,528 4,994
DSH 2 2,9 10,7 0,047 0,161 0,551
Mix 11 15,94 14,2  Chi-Quadrat < 3,841
Übrige Rassen 12 17,39
Summe 69 100

Tabelle 4.1-59
Alters- und Geschlechtsverteilung der Hunde mit Malignen Lymphomen

Altersgruppen in J.

Von (≥) bis (<) n % Geschlecht n %

0 2 13 3,27 m 225 55,56
2 4 33 8,31 mk 13 3,21
4 6 50 12,59 w 155 38,27
6 8 59 14,86 wk 12 2,96
8 10 76 19,14 Summe 405 100

10 12 88 22,17
12 14 56 14,11
14 16 17 4,28
16 18 5 1,26

Summe 397 100



len von amtlichen oder nur halbamtlichen Todesursachenstatistiken sowie von
Tumorzentren die allgemeingültige epidemiologische Aussagen verhindern. Für
reine Sektionsstatistiken kommt zusätzlich die nicht abschätzbare Gefahr durch
nicht-randomisierte Fallauswahl, verursacht durch Unterschiede im Einsende-
verhalten von Besitzern und einsendenden Tierärzten, welches abhängig ist vom
Kenntnisstand der Einzelnen, sowie von Unterschieden zwischen Stadt- und
Landbevölkerung, erschwerend hinzu. Zusätzlich beeinflussen allgemeine so-
zioökonomische Bedingungen und Grundeinstellungen zum Tier die Zusam-
mensetzung des Sektionsmaterials und damit die Tumorstatistik in unbekanntem
Ausmaß (Merlo, Capurro, and Cavanna 1995; Saracci 1993; Stünzi 1970; Stün-
zi 1972; Stünzi and Lott-Stolz 1965; von Sandersleben, Schäffer, and Weisse
1973). Trotzdem wurde in dieser Untersuchung versucht, Minimalforderungen
nach größtmöglichster Vergleichbarkeit von Sektionsstatistiken zu erfüllen (nur
Sektionsmaterial wurde bewertet, Alters- Rassen- und Geschlechtsverteilungen
wurden erhoben und eine einheitliche Nomenklatur wurde eingesetzt), welche
unter anderen Dobberstein (1953; 1957) und Stünzi (1972; 1965) als Voraus-
setzungen ansahen, um überhaupt relevante Aussagen zur Problematik der Neo-
plasien treffen zu können. Problematisch bei dieser wie bei allen retrospektiven
Untersuchungen über größere Zeiträume ist, daß in der Vergangenheit unvoll-
ständige Dokumentation und unterschiedliche Auffassungen und Bewertungen
der Neoplasien (Veress et al. 1993) vorlagen, die Fehler implizierten, die auch
nach Durchsicht, Überarbeitung und Reklassifizierung der Fälle nicht vollstän-
dig vermieden werden konnten. 

Mit der Errechnung der Odds Ratio wurde ein objektivierbares Kriterium zur
Abschätzung von Risikofaktoren (Rassen-, Alters- und Geschlechtsdispositi-
onen) eingeführt, womit zumindest direkte Vergleiche zum Beispiel mit den Er-
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Tabelle 4.1-61
Alters- und Geschlechtsverteilung bei Hunden mit Melanomen

Altersgruppen in J.

Von (≥) bis (<) n % Geschlecht n %

0 2 0 0 m 42 60,87
2 4 0 0 mk 2 2,9
4 6 0 0 w 21 30,43
6 8 7 10,14 wk 4 5,8
8 10 12 17,39 Summe 69 100

10 12 14 20,29
12 14 20 28,99
14 16 11 15,94
16 18 5 7,25

Summe 69 100



gebnissen von Priester und MacKay (Priester and McKay 1980) möglich wer-
den. 

Jedoch können aufgrund der schon hinreichend erwähnten limitierenden Fak-
toren die Ergebnisse dieser Untersuchung nur Hinweise auf Tendenzen geben,
die allerdings in vielen Details in Übereinstimmung mit den Ergebnissen in der
Literatur stehen.

Die notwendige Abklärung von darüber hinausgehenden Risikofaktoren, wie
zum Beispiel Umweltfaktoren, erfordern intensive anamnestische Erhebungen,
die noch mehr von Referenzdaten abhängen als die hier untersuchten Faktoren
(Misdorp 1996). Um die Aussagekraft derartiger Untersuchungen zu erhöhen,
werden weitere vergleichbare statistische Evaluierungen benötigt, wobei ein
umfassenderes Bild durch Verknüpfung von Klinik-, Sektions- und Biopsiestati-
stiken entstehen könnte. In Konsequenz bleibt nur, dringend die Einführung ei-
nes zentralen Tumorregisters für spontane Neoplasien zu fordern, wie es für
Versuchstiere bereits besteht (Mohr et al. 1980), und sich mit anderen europäi-
schen Ländern abzusprechen, wo solche Rahmenbedingungen teilweise bereits
erfüllt sind (Arnesen, Gamlem, and Nordstoga 1990; Brouwer et al. 1995;
Merlo, Capurro, and Cavanna 1995; Nordstoga et al. 1995). Nur so kann die
sich erst entwickelnde veterinärmedizinische Onkologie in Europa auf eine brei-
te und sichere Basis gestellt werden.
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4.2 Systemische, metastati-
sche, eu- und heterotope
Tumore des Herzens bei
sezierten Hunden

Die nachfolgende Untersuchung wurde bereits veröffentlicht. Es folgt das Re -
print der unter dem Titel „Systemic, metastatic, eu- and heterope tumours of the
heart in necropsied dogs“ im Journal of Veterinary Medicin A, 43: 31-45
(1996) erschienenen Arbeit.
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4.3 Epidermis und
Hauttumore

Das Unterkapitel 4.3 besteht aus drei in sich abgeschlossenen Arbeiten, die sich
mit der Zytokeratinzusammensetzung der orthologischen Epidermis, mit dem
Zytokeratinbesatz von Hauttumoren und mit dem Nachweis von Papillomavirus -
antigen in Hauttumoren beschäftigen.
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4.3.1 Zytokeratine in der Epi-
        dermis des Hundes

Zytokeratin-Polymorphismus und regulärer Nachweis
von CK 6 in normaler Epidermis

Einleitung
Zytokeratine (CK) sind Bestandteile des Intermediärfilamentnetzes epithelialer
Zellen und können bis zu 85 % des Gesamteiweißbestandes von Keratinozyten
ausmachen (Fuchs 1995). Beim Menschen sind zur Zeit 20 verschiedene Zyto-
keratine (ohne Haarkeratine) bekannt (Moll 1993), die eine bemerkenswert epi-
thelgewebespezifische Exprimierung aufweisen (Moll et al. 1982). Obwohl be-
reits in vielen Untersuchungen immunhistochemisch Zytokeratine in caninen
Hautproben (meist Neoplasien) dargestellt wurden (Andreasen, Mahaffey, and
Duncan 1988; Cardona et al. 1989; Ferrer et al. 1990; Rabanal et al. 1989), feh-
len grundlegende Untersuchungen zur Zytokeratinzusammensetzung der cani-
nen Haut. Bei der Epidermis des Menschen konnte gezeigt werden, daß der
Moll’sche Zytokeratin-Katalog (Moll et al. 1982; Moll, Schiller, and Franke
1990) um polymorphe, individuelle Variationen ergänzt werden muß (Celis et
al. 1994; Korge et al. 1992; Lobeck et al. 1989; Mischke and Wild 1987). Da in
Anbetracht der Vielzahl unterschiedlicher Rassen auch beim Hund ein CK-
Polymorphismus angenommen werden muß, wurde in dieser Studie das Z y t o-
keratinvorkommen in Hautproben unterschiedlicher Hunderassen untersucht.

Material & Methoden
Hautproben (jeweils etwa 2x2 cm groß) aus der seitlichen Brustwand von unterschiedlichen,
hautgesunden Rassen (5 Deutsche Schäferhunde, 5 Boxer, 5 Cocker Spaniel, 5 Yorkshire Terri-
er, 5 Mischlinge) wurden bei der Sektion – spätestens jedoch 18 Stunden post mortem – gewon-
nen. Die Proben wurden geteilt, wobei eine Hälfte unmittelbar nach Entnahme nativ für die Zy-
tokeratinpräparation der Epidermis benutzt wurde. In der anderen Hälfte wurden – nach einer
Fixierung in 4%igem Formalin für 24 Stunden – die Epidermis und Adnexen im-
munhistochemisch weiter untersucht.
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Zytokeratin-Präparation und -Separation

Nach Einbringen der Hautproben in ein Wasserbad von 60 °C für 5 Minuten wurde die Epider-
mis mit einem Skalpellrücken abgepellt. Aus diesem Material wurde die Zytokeratinextraktion
nach der von Achtstaetter et al. (Achtstaetter et al. 1986) beschriebenen Methode vorge-
nommen: 0,5 g des abgepellten Materials wurden mechanisch weiter zerkleinert und in 2 ml
Homogenisierungspuffer (96 mM NaCl, 8 mM KH2PO4, 5,6 mM Na2HPO2•2H2O, 1,5 mM
KCl, 10 mM EDTA und 0,1 mM DTT) mittels eines Homogenisators (Potter, Fa. Braun,
Melsungen) bei 1.500 rpm 3 Minuten lang homogenisiert. Das Homogenisat wurde in 100 µl
Aliquots aufgeteilt und die Zytokeratinfraktion in einer Extraktionslösung (10 mM Tris-HCl,
140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1,5 M KCl, 5 mM DTT und 1 % Triton X-100) bei 4°C für 30
min herausgelöst. Nach einer Zentrifugation mit 10.000 g bei 4 °C für 3x 15 min wurde der
Überstand verworfen und das Pellet in einer Gelelektrophorese aufgetrennt. Die eindimen-
sionale Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) wurde nach
der Standardmethode von Laemmli (Laemmli 1970) durchgeführt. Ein 12,5%iges Gel, gegossen
aus Acrylamid und Bisacrylamid in einem Verhältnis von 200:1, wurde dazu eingesetzt. Jeder
Gel-Lauf wurde im doppelten Ansatz durchgeführt, wobei jeweils 5 Proben und ein Moleku-
largewichtsmarkergemisch (Dalton Marker VII-L; Fa. Sigma, Deisenhofen) aufgebracht wur-
den. Nach dem Elektrophoreselauf wurde ein Gel mit Coomassie Blue gefärbt und mehrere
Stunden entfärbt. Nach dem Entfärben wurde das Gel zwischen zwei Klarsichtsfolien gelegt
und mit einem Scanner (Scanjet II cx, Fa. Hewlett Packard) digitalisiert. Die aufgetrennten Pro-
teine des zweiten (ungefärbten) Gels wurden auf eine Nitrocellulose-Membran (Millipore Fil-
ters, Typ HA mit 0,45 µm Porengröße) in einer Blotkammer elektrotransferiert (Towbin, Staeh-
lin, and Gordon 1979). Zur Kontrolle des Proteintransfers wurden die Membranen mit
0,5%igem Ponceau-S gefärbt, die Banden als Streifen ausgeschnitten und in Aqua dest. wieder
entfärbt. Zum spezifischen Zytokeratinnachweis wurden die Membranstreifen bei Raumtempe-
ratur zunächst 2x 30 min mit 3% BSAin TRIS-HCl Puffer inkubiert, um unspezifische Protein-
bindungsstellen zu blockieren. Nach dreimaligem Waschen in einem Waschpuffer (TRIS-HCl
mit 1% Tween 20) wurden die Membranstreifen mit den Antikörpern (Tab. 4.3.1-1) für 18 h bei
4 °C inkubiert. Nach einem Waschvorgang wurde ein Anti-Maus-Konjungat aus der Ziege, das
mit Alkalischer Phosphatase markiert ist (# M 30008, Fa. Medac, Hamburg) in einer Verdün-
nung von 1:1000 bei 37 °C für 120 min zugegeben. Nach einer weiteren Waschung wurde die
Visualisierungsreaktion mit 0,6 mg/ml Fast Red Salz/0,4 mg/ml Naphtol AS-MX Phosphat/
TRIS-HCl Puffer (0,2 M, ph 8,0) bei 37 °C für 30 min durchgeführt und die Membranstreifen
abschließend in Aqua dest. gewaschen. Nach dem Trocknen wurden die Ergebnisse mit einem
HPScanjet II cx digitalisiert. 

Die digitalisierten Ergebnisse wurden auf einem Macintosh-Computer (Quadra 660 AV) mit
Hilfe des Public Domain-Programms NIH Image (entwickelt vom U.S. National Institutes of
Health, erhältlich im Internet bei http://rsb.info.nih. gov/-nih-image/) ausgewertet.

Antikörper

Zum Einsatz kamen 13 monoklonale Antikörper (mAk‘s) gegen verschiedene Zytokeratine:
AE1, AE3, KL1, CAM 5.2, LP34, CK 7, CK 10, CK 13, CK 14, CK17, CK 18, CK19, and CK
20. Details dieser mAk´s sind in der Tabelle 4.3.1-1 aufgeführt.

Immunhistochemie

Für die Immunhistochemie kam eine leicht modifizierte Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische
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Phosphatase (APAAP)-Technik (Cordell et al. 1984) zum Einsatz. Die APAAP-Reagenzien wur-
den dem APAAP-Kit (# ADS 101) der Fa. Dianova, Hamburg, entnommen. Entparaffinierte,
etwa 5 µm dicke Schnitte wurden in einem Mikrowellenherd erhitzt (2 x 5 mins. bei 600W in
10mM Zitratpuffer, pH 6,0). Nach dreimaligem Spülen in TRIS-Puffer, wurden die Schnitte auf
Coverplates® (Fa. Shandon, Frankfurt/ Main) montiert und die folgenden Reaktionen in der
semiautomatisierten Färbestation Sequenza® (Fa. Shandon, Frankfurt/Main) vorgenommen. Für
30 min wurden bei Raumtemperatur die Schnitte mit in RPMI verdünnten primären Antikörpern
(Tabelle 4.3.1-1) inkubiert. Nach einem Waschvorgang mit TRIS-Puffer wurde der sekundäre
Antikörper (1:100 verdünnt in RPMI mit Zusatz von 5 % normalem Hundeserum) für 30 min
zugesetzt. Nach einem weiteren Waschvorgang wurde der APAAP-Komplex für 30 min zuge-
setzt. Nach einem zusätzlichen Waschvorgang wurde eine Reaktion mit Hilfe der
Substrat–(Naphthol-AS-MX-Phosphat gelöst in N,N,Dimethylformamide unter Zusatz von 1M
Levamisole) -Fast Red Lösung (Sigma, Deisenhofen) visualisiert. Als Negativkontrollen wurden
Konsekutivschnitte herangezogen, bei denen der primäre Antikörper durch ein nichtimmuno-
genes Mausserum (Dianova) ersetzt wurde.

Die Immunreaktionen wurden semiquantitativ ausgewertet: Der relative Anteil von im-
munreaktiven Zellen wurde mikroskopisch in 10 Gesichtsfeldern bei 250facher Vergrößerung
bestimmt und wie folgt „gescored”:

• [—]: keine immunrektive Zellen,

• [1+]: ≤ 10 % immunreaktive Zellen 

• [2+]: 11-50 % immunreaktive Zellen 

• [3+]: 51-75 % immunreaktive Zellen oder

• [4+]: ≥ 75 % immunreaktive Zellen.

• a blaßrosafarbene Färbeintensität

• b leuchtend rosarote Färbeintensität

• c kräftige, leuchtend-rote Färbeintensität.

Eine [1+] Färbung wurde als insuffizient gewertet.

Ergebnisse
In allen untersuchten 25 Hautproben konnten mittels SDS-PAGE 5 Banden
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Antikörper Spezifität Verdünnung
APAAP

Verdünnung
Western Blot

Bezugsquelle

AE1 CK 10,14,16,19 1:400 1:1000 ICN
AE3 CK 1, 5, 8 1:400 1:1000 ICN
KL1 CK 10/11 1:100 1:1500 Immunotech
CAM 5.2 CK 8/18 ready to use 1:10 Becton Dickinson
LP 34 CK 6, 18 1:100 1:1500 Dako
Ks 7.18 CK 7 1:50 1:1000 Progen
DE-K10 CK 10 1:100 1:1500 Dako
AE 8 CK 13 1:10 1:200 BioGenex
LL002 CK 14 1:20 1:200 Serotec
E3 CK 17 1:20 1:400 Dako
Ks 18.04 CK 18 1:20 1:400 Progen
Ks 19.1 CK 19 1:10 1:200 Progen
CK 20 CK 20 1:10 1:100 PD Dr. R. Moll, Mainz

Tabelle 4.3.1-1
Monoklonale Antikörper für APAAP und Western Blot



identifiziert werden, deren Molekulargewicht jeweils etwa 67, 58, 56, 50 und
48 kD betrug (Abbildung 4.3.1-1). Dem Molekulargewicht nach entspricht dies
den Zytokeratinen CK 1, CK 5, CK 6 (bzw. CK 10/11 ), CK 14 und CK 16 des
menschlichen Zytokeratinkatalogs (Moll et al. 1982). Geringgradig unterschied-
liche Laufweiten bei CK1 und CK 5 scheinen auf interindividuelle Variationen
hinzudeuten. Bei einigen Individuen konnte ein Doppelpeak bei CK1 und/oder
CK 10/11 festgestellt werden (Abbildung 4.3.1-2). Insgesamt konnte bei 2
Deutschen Schäferhunden, 4 Boxern, 1 Cocker Spaniel, 4 Yorkshire Terrier und
bei 4 Mischlingen ein Doppelpeak bei CK 1 und/oder bei CK 10 entdeckt wer-
den (Tabelle 4.3.1-2).

Zusätzlich waren in allen SDS-Gelen eine große Bande von (wahrscheinlich)
Fillagrin sowie drei Histonen-Banden sichtbar (Abbildung 4.3.1-1). Bei einem
Boxer tauchte eine zusätzliche Bande unklarer Herkunft auf, die mit den einge-
setzten Antikörpern nicht immunreaktiv war.

Im Western Blot konnten mit folgenden eingesetzten Antikörpern distinkte
Zytokeratine – in Analogie zum Zytokeratinkatalog des Menschens (Moll et al.
1982) – nachgewiesen werden:

• AE1 erkannte CK 10, 14, 16, 
• AE3 erkannte CK 1, 5, 
• KL 1 erkannte CK 10/11, 
• LP 34 erkannte CK 6 und
• LL002 erkannte CK14.

Die Kombination AE1/AE3 empfahl sich dabei als Panzytokeratinmarker für
die Epidermis, um alle CK-Banden zu färben. Da im SDS-PAGE die CK 6 und
CK 10/11 gleich weit laufen, konnte die Anwesenheit von CK 6 bzw. CK 10
erst im Western Blot nach der Färbung mit LP 34 bzw. KL1 nachgewiesen wer-
den (Abbildung 4.3.1-3).

Auch in der immunhistochemischen Färbung ergaben nur 5 der eingesetzten
Antikörper zufriedenstellende Resultate: 

• AE1 mit einer [4+]c–Reaktion (Abbildung 4.3.1-4),
• KL1 mit einer [4+]c–Reaktion,
• LL002 mit einer [4+]a–Reaktion (Abbildung 4.3.1-5),
• LP 34 mit einer [4+]c–Reaktion (Abbildung 4.3.1-6) und 
• AE 3 mit einer [3+]a–Reaktion. 

Diese Antikörper reagierten in der Epidermis mit folgenden Reaktionen (siehe
auch Tabelle 4.3.1-3): LL002 (CK 14; Abbildung 4.3.1-5) färbte nur die Basal-
zellschicht, basale und suprabasale Zellen wurden von LP 34 (CK 6/18; Abbil-
dung 4.3.1-6) und AE3 markiert, während KL1 (CK 10/11) und AE1 (Abbil-
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dung 4.3.1-5) nur in den suprabasalen Zellen immunreaktiv war.

Diskussion
Die Zytokeratinzusammensetzung der Epidermis des Hundes scheint nicht zu-
letzt durch die Vielzahl von Rassen, die bereits morphologisch Unterschiede in
der Epidermis aufweisen (Schwarz et al. 1979), einem ähnlichen Polymorphis-
mus zu unterliegen wie er beim Menschen beschrieben wird (Celis et al. 1994;
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Rasse n CK 1a/1b CK 10a/10b CK 1a/b & 10a/b
Deut. Schäferhund 5 0 0 2
Boxer 5 3 1 0
Cocker Spaniel 5 1 0 1
Yorkshire Terrier 5 3 1 0
Mischling 5 3 1 1
Summe 25 10 3 4

Tabelle 4.3.1-2
Auswertung der Densito-Plots: Polymorphe Zytokeratine

Abbildung 4.3.1-1
SDS-Page der normalen Epidermis mit Densito-Blots (von NIH-Image generiert). a) Dichte-Plot der
Markerproteine, b) SDS-Page in 4 verschiedenen Konzentrationen, c) Dichte-Plot der Epidermis-
proteine. Die mit der Hilfe der Plots errechneten Molekulargewichte (kD) in c) entsprechen von
oben nach unten den Zytokeratinen 1, 5, 6 (bzw. 10/11), 14 und 16. 12,5 % Gel, Coomassie-Blue.
M=Markerproteine.
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Abbildung 4.3.1-2
Polymorphismus der Zytokeratine der Epidermis: a) Variation in CK 1 mit Doppelpeak (*CK
1a/b), b) Variation in CK 10 mit Doppelpeak (**CK 10a/b) und c) Variation in CK 1 und CK 10
(CK 1a/b und CK a/b). 12,5 % SDS-Page; Coomassie-Blue

a

b

c

Abbildung 4.3.1-3
Nachweis der Anwesenheit der Zytokeratine 6 und 10: a) SDS-Page der Epidermis. Western Blot
markiert mit b) KL1 (CK 10/11) sowie c) LP 34 (CK 6/18).

a

b

c

Antikörper Basal Suprabasal
AE1 – +
AE3 + +
KL1 – +
CAM 5.2 – –
LP 34 + +
CK 7 – –
CK 10 – –
CK 13 – –
CK 14 + –
CK 17 – –
CK 18 – –
CK 19 – –
CK 20 – –

Tabelle 4.3.1-3
Immunhistochemische Reaktivität der Epidermis
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Abbildung 4.3.1-4
Immunhistochemische Darstellung
der Basalzellen der Epidermis.
CK14, APAAP

Abbildung 4.3.1-6
Immunhistochemisches Färbever-
halten von LP 34: Alle Zellschichten
der Epidermis werden markiert.
APAAP

Abbildung 4.3.1-5
Immunhistochemisches Färbever-
halten von AE1: Färbung der supra-
basalen Epidermiszellen. AE1,
APAAP



Korge et al. 1992; Mischke and Wild 1987; Wild and Mischke 1986). Wie die
Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten, waren im eindimensionalen SDS-
PAGE zumindest für die Zytokeratine 1 und 10 polymorphe Varianten bei allen
untersuchten Rassenschlägen zu beobachten.

Der reguläre Nachweis von CK 6 in unveränderter Epidermis aller untersuchten
Hunde ist allerdings überraschend, da dies beim Menschen so nicht beobachtet
werden kann. Bei der Epidermis des Menschen ist die CK-Expression durch
eine klare Trennung in basales und suprabasales Kompartiment gekennzeichnet:
Basal werden die CK 5, 14 und 15 und suprabasal CK 1 und 10 gefunden (Moll
1993). Erst bei hyperproliferativen Hautprozessen oder in belasteten Hautberei-
chen wie der Fußsohle tauchen zusätzlich CK 6 und 16 auf (Moll and Moll
1985; Stoler et al. 1988; Weiss, Eichner, and Sun 1984), was wahrscheinlich mit
einer reduzierten Expression von CK 1 und CK10 zusammenhängt (Stoler et al.
1988). Keratinozyten in besonders belasteter Epidermis benötigen offensichtlich
einen zusätzlichen Stabilisierungsfaktor; und das ist wahrscheinlich die funktio-
nelle Aufgabe von CK 6 and CK 16 (Jiang et al. 1993). Die Epidermis des Hun-
des weist etwa 3-6 Layer auf und ist damit etwa 3fach dünner als die des Men-
schen (Schwarz et al. 1979). Da die Haut des Hundes allerdings gleichartigen
Belastungen wie die Haut des Menschen ausgesetzt ist, muß die Zytokeratin-
Ausstattung des Hundes offensichtlich dem Rechnung tragen: Den Ergebnissen
dieser Studie nach scheinen beim Hund basal CK 1, CK 5, CK 6 und CK 14 ex-
primiert zu werden, die suprabasal durch CK 4, 10/11, 14 und wahrscheinlich
15/16 ergänzt werden. Da im SDS-PAGE die CK 6 and CK 10 gleich weit lau-
fen, konnte die Anwesenheit von CK 6 erst im Western Blot nach der Färbung
mit LP 34 nachgewiesen werden.

Ein ähnlich überraschendes Verhalten konnte für den Antikörper AE1 festge-
stellt werden: Beim Hund ist AE1 nur suprabasal reaktiv, beim Menschen nur
basal. Erst unter Belastungen verändert sich beim Menschen die Expression:
AE1 wird basal nicht mehr dargestellt, taucht dafür suprabasal auf; zusätzlich
wird CK 6 neoexprimiert (Watanabe et al. 1991). 

Damit scheint die Epidermis des Hundes komplexer als die des Menschen zu
sein und erreicht – obwohl sie dünner ist – wahrscheinlich so eine vergleichbare
Festigkeit. Methodisch bleibt festzuhalten, daß am Paraffinschnitt die mAk’s
LL002, AE3 und LP 34 die Basalzellschicht der Epidermis färben, während die
suprabasalen Schichten von AE1, KL1, AE3 und LP 34 visualisiert werden. So-
wohl LP 34 als auch die Kombination AE1/AE3 empfehlen sich somit als Pan-
Epidermismarker.

Bei der bei einem Boxer beobachteten zusätzlichen Zytokeratinbande könnte es
sich um ein Degradationsprodukt eines Zytokeratins handeln, dessen Epitope
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von den eingesetzten Antikörpern nicht erkannt wird (Celis et al. 1994).

Diese Untersuchung ist ein erster Schritt zu einem caninen Zytokeratinkatalog.
Zur endgültigen Erstellung sind allerdings weiterführende Untersuchungen und
Methoden nötig: Neben dem Einsatz einer zweidimensionalen SDS-Elektropho-
rese, könnte durch Nachweis von spezifischer mRNA ein Katalog erstellt wer-
den, obwohl Gensequenzen für canine Intermediärfilamente zur Zeit nicht be-
kannt sind wie Internet-Recherchen gezeigt haben: Nachforschungen beim Eu -
ropean Molecular Biology Laboratory (http://www.embl-heidelberg.de/) blie-
ben ebenso erfolglos wie beim Dog-Genom-Project
(http://mendel.berkeley.edu/ dog.html).
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4.3.2 Das Zytokeratinprofil
caniner epithelialer
Hauttumoren

Einleitung
Neoplasien der Haut gehören wahrscheinlich zu den häufigsten Geschwülsten
bei Hunden: In den wenigen Untersuchungen, die auf eine definierte Hundepo-
pulation zurückgreifen konnten, wurden Prävalenzen von nahezu 70 % festge-
stellt und eine Inzidenzrate von über 1.000 Fällen/100.000 Hunden/Jahr postu-
liert (Dorn et al. 1966; Dorn et al. 1968a; Dorn et al. 1968b; MacVean et al.
1978; Strafuss 1985). Trotz dieser Häufigkeit wurden seit dem Tumor-Projekt
der WHO aus den 70er Jahren (Weiss and Frese 1974; Weiss, Frese, and Ru-
dolph 1977) insgesamt relativ wenig grundlegende Arbeiten zu Hauttumoren
des Hundes publiziert. Aus diesem Grund wird mit dieser Arbeit der Versuch
unternommen, Basisdaten zur Expression von Intermediärfilamenten, insbeson-
dere Zytokeratinen, in neoplastisch veränderter Haut des Hundes zu gewinnen,
um folgende Fragen beantworten zu können:

• Gibt es beim Hund eine hauttypische Expression von Zytoke-
ratinen und

• kann durch eine detaillierte Analyse des Zytokeratinmusters
ein “Typing” für verschiedene Hauttumoren ermöglicht wer-
den?

Das Expressionsmuster der Zytokeratine empfiehlt sich deshalb, da die Zytoke-
ratinexpression zumindest beim Menschen eine bemerkenswert eindeutige Ge-
webespezifität aufweist, die auch bei neoplastischer Transformationen beibehal-
ten wird (Moll 1993; Moll et al. 1982a).
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Material & Methoden

Hautproben
Aus dem Biopsiegut des Instituts für Veterinär-Pathologie der Freien Universität Berlin wurden
neben Proben unveränderter Haut, epidermale Tumoren (25 Basalzelltumore, 25 Plattenepithel-
karzinome, 25 intrakutan verhornende Epitheliome, 25 Papillome, 25 Fälle von entzündlich-hy-
perplastischen Tumoren), Haarfollikeltumore (25 Trichoepitheliome, 25 Epitheliomas malher-
be), Tumore der Talgdrüsen (10 Adenome, 10 Karzinome), 10 Tumore der hepatoiden Drüsen,
Tumore der Schweißdrüsen (10 Adenome, 5 Karzinome) und 10 Karzinome der Analbeuteldrü-
sen, die alle einheitlich entsprechend der WHO-Klassifiktion (Weiss and Frese 1974; Weiss,
Frese, and Rudolph 1977) (re)klassifiziert wurden, immunhistochemisch untersucht. Alle Pro-
ben waren in 4%igem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet und wurden zunächst mit Hä-
matoxilin & Eosin (HE) gefärbt.

Immunhistochemie
1

Zur immunhistochemische Untersuchung der Proben wurde eine modifizierte APAAP (Alkaline
Phosphatase Anti-Alkaline Phosphatase)-Methode (Cordell et al. 1984) eingesetzt, die wie folgt
durchgeführt wurde: Entparaffinierte Schnitte von etwa 5 µm Dicke wurden entweder in einem
Mikrowellenherd (2x5 min bei 600 W in 10 mM Zitratpuffer bei pH von 6,0) erhitzt oder mit
Protease (Pronase E, Sigma P-6911: 0,1 % bei 37 °C für 5 min) vorbehandelt. Anschließend
wurden die Schnitte dreimal in TRIS-Puffer gewaschen und auf Coverplates

©
(Shandon, Frank-

furt/Main) montiert. Die primären Antikörper gegen Zytokeratine (Tabelle 4.3.2-1) wurden in
RPMI-Puffer verdünnt und für 30 min bei Raumtemperatur in die Coverplates eingebracht.
Nach Waschen mit TRIS-Puffer wurde der sekundäre Antikörper (Dianova ADS 101) für 30
min bei Raumtemperatur aufgebracht, nach weiterer TRIS-Pufferwaschung für 30 min der
APAAP-Komplex (Dianova ADS 101). Nach einem letztmaligen Waschvorgang wurde eine
stattgefundene Reaktion mit Substrat (Naphthol-AS-MX-Phosphat in N,N,-Dimethylforamide) –
Fast Red Lösung, die zur Blockade endogener Enzymaktivität 1 M Levamisole enthält, vi-
sualisiert. Als Positivkontrolle diente in der Vorversuchsphase Haut vom Menschen
(freundlicherweise vom Institut für Pathologie, Benjamin-Franklin-Klinikum der FU Berlin,
Leiter Prof. H. Stein, zur Verfügung gestellt). Negativkontrolle waren Konsekutivschnitte aus
dem gleichen Block wie die zu untersuchende Probe, die anstelle des Primärserums mit einem
nichtimmunogenen Mausserum (Dianova) inkubiert wurden. Die gesamte Prozedur wurde in
dem Immunfärbecenter Sequenza© (Shandon) vorgenommen.

Die Immunreaktionen wurden semiquantitativ ausgewertet, wobei der relative Anteil immunre-
aktiver Zellen an den (normalen oder neoplastischen) Epithelzellen bei 250facher Vergrößerung
wie folgt bewertet wurde:

• [—]: keine immunreaktive Zellen,
• [1+]: ≤ 10 % immunreaktive Zellen 
• [2+]: 11-50 % immunreaktive Zellen 
• [3+]: 51-75 % immunreaktive Zellen oder
• [4+]: ≥ 75 % immunreaktive Zellen.
• a blaßrosafarbene Färbeintensität
• b leuchtend rosarote Färbeintensität
• c kräftige, leuchtend-rote Färbeintensität.

Eine [1+] Färbung wurde als insuffizient gewertet.
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Ergebnisse

Immunhistochemie orthologischer
Haut

Im vorherigen Kapitel 4.3.1 wurde bereits die immunhistochemische Reaktivität
der Epidermis dargestellt, die durch die Reaktivität adnexaler Strukturen hier er-
gänzt wird. 

Weder innere Haarwurzelscheide, Haarfollikel noch das Haar selbst konnten mit
den eingesetzten Antikörpern gefärbt werden. Lediglich die Haarmedulla zeigte
variabel eine Anfärbbarkeit mit AE1 und LP34 mit [3+]c– und [4+]c–Reakti-
onen. Die äußere Wurzelscheide verhielt sich immunhistochemisch ähnlich wie
die Epidermis: Die äußerste Zellschicht reagierte nur mit AE3, LL002 und LP 34
in [+]-Quantität (Qualität jeweils c, außer bei AE3, wo eine a-Reaktion vorlag).
Die inneren Zellschichten reagierten mit AE1 [4+]c, AE3 [4+]a, KL1 [4+]c und
LP34 [4+]c.

Die Basalzellen der Talgdrüsen konnten mit LP34 bei einer [4+]c –Reaktion dar-
gestellt werden. Mit AE1 und AE3 konnten [2+]c– bzw. [2+]a–Reaktionen mit
LL002 [4]a–Ergebnisse erzielt werden. Die Klarzellen der Talgdrüsen reagierten
nur mit LP34 in einer [4+]c–Reaktion. Die hepatoiden Drüsen (Perianaldrüsen)
als modifizierte Talgdrüsen reagierten ähnlich: Alle Drüsenanteile waren mit
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Antikörper Spezifität Verdünnung

APAAP

Bezugsquelle

AE1 CK 10,14,16,19 1:400 ICN
AE3 CK 1, 5, 8 1:400 ICN
KL1 CK 10/11 1:100 Immunotech
CAM 5.2 CK 8/18 ready to use Becton Dickinson
LP 34 CK 6, 18 1:100 Dako
Ks 7.18 CK 7 1:50 Progen
DE-K10 CK 10 1:100 Dako
AE 8 CK 13 1:10 BioGenex
LL002 CK 14 1:20 Serotec
E3 CK 17 1:20 Dako
Ks 18.04 CK 18 1:20 Progen
Ks 19.1 CK 19 1:10 Progen
CK 20 CK 20 1:10 PD Dr. R. Moll, Mainz

Tabelle 4.3.2-1
Benutzte monoklonale Antikörper gegen Zytokeratine



LP34 [4+]c–reaktiv, mit LL002 [4]a–reaktiv, während AE3 die Reservezellen
[4+]c und die eigentlichen hepaotiden Zellen [4+]a färbte.

Das Myopepithel der paratrichialen Schweißdrüsen war mit LP34 in einer [4+]c-
Reaktion darstellbar. Sekretorisches Epithel und Gangepithelien reagierten mit
AE1, CAM 5.2 und Ks 19.1 [4+]c, mit AE3 [4+]a und mit Ks18.04 in [3+]b. Ent-
sprechend ihrer Schweißdrüsenherkunft reagierten Analbeuteldrüsen immunhi-
stochemisch gleichartig.

Immunhistochemie pathologisch
veränderter Haut

In allen 25 Fällen mit hyperplastischer und entzündlich veränderter Epider-
mis waren gleichartige Ergebnisse wie bei der unveränderter Epidermis (siehe
Kapitel 3.2.4.1) zu beobachten: Ausschließlich basal reagierte nur LL002 (CK
14) in einer [4+]a-Reaktion, basal und suprabasal reagierten LP34 (CK 6/16) in
einer [4+]c – und AE3 in einer [4+]a –Reaktion, nur suprabasal reagierten AE1
sowie KL1 (CK 10/11) mit [4+]c. AE1 reagierte allerdings in 5 Fällen nur mit
[2+]c und in 4 Fällen gar nicht. Die gleichen 4 Fälle waren auch weder mit
LL002, KL1, AE3 noch mit LP34 anfärbbar.

Gleichartige Färbemuster zeigten die untersuchten Papillome; 3 Fälle färbten
nicht, in 5 Fällen waren AE1 und AE3 nur als [2+]c bzw.  [2+]a markierbar und
in 2 Fällen reagierten LL002, KL1 und AE1 in  [2+]c-Quantität.

Bei den 25 untersuchten Plattenepithelkarzinomen konnten unabhängig vom
Differenzierungsgrad folgende Reaktivitäten festgestellt werden:

Die basalen Zellen intrakutan verhornender Epitheliome färbten sich mit
LL002, AE3  und LP34. Fokale Herde mit weitergehenden Differenzierungen
konnten in 16 Fällen zusätzlich mit AE1 und KL1 markiert werden. In den zen-
tralen Hohlräumen konnte die Anwesenheit von „Soft-Keratin” durch die Anfärb-
barkeit mit LP34, AE1 oder KL1 in allen Fällen verifiziert werden.

Reaktivität LP34 AE1 KL1
[4+] 19 21 20
[3+] 4 1 1
[2+] 1 0 1

negativ 1 3 3
Summe 25 25 25
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Alle Varianten von Basalzelltumoren zeigten ein gleiches Färbeverhalten: Die
dominierenden Basalzellen waren mit LP34 , LL002 und AE3 markierbar; foka-
le Differenzierungen färbten sich zusätzlich mit AE1 und KL1 (jeweils in einer
[1+]-Reaktivität). Im einzelnen ergab sich folgendes Ergebnis:

Bei den Trichoepitheliomen sah das Färbeergebnis wie folgt aus:

LP34, LL002, AE1 und AE3 waren negativ in 5 Fällen,
LP34 und LL002 waren [4+] in 15 Fällen,
LP34 war [4+] in 2 Fällen,
LL002 war [3+] in 1 Fall und
LP34 und LL002 waren [2+] 2 Fällen.

Vereinzelte Abschnitte zeigten weitergehende Differenzierungen, angezeigt durch
Reaktion mit AE1, AE3 und LP34. Die Hornzysten färbten entsprechend ihrer
Hartkeratinzusammensetzung nicht.

Pilomatrixoma (Epithelioma malherbe) konnten mit keinem der eingesetzten
Antikörper markiert werde. Selbst Zysteninhalt war bis auf gelegentliche Anfärb-
keit einzelner Areale immunhistochemisch negativ.

In Adenomen der Schweißdrüsentumoren ließen sich folgende Immunreaktio-
nen bestimmen: Die äußeren Zellagen reagierten in 8 Fällen mit LP34 [4]c und in
2 Fällen [3]c; sie waren alle CAM5.2 negativ. Die inneren Zellen waren in 8 Fäl-
len mit CAM 5.2 [4+]c und in 2 Fällen mit [2+]c anfärbbar; mit AE1 reagierten
5 Fälle mit [4+]c, 3 Fälle mit [3+]c und 2 Fälle mit [2+]c. Ks 18.04 war in 6 Fäl-
len [3+]a-reaktiv, in einem Fall [2+]a-reaktiv und dreimal negativ. Ks 19.1 färb-
te gleichmäßig alle Anteile von 8 Fällen mit [3]c; in 2 Fällen konnte ledigliche
eine [2+]c-Reaktivität beobachtet werden. Die fünf Karzinome färbten sich in 5
Fällen mit CAM 5.2. [4+]c, mit AE1 dreimal [4+]c und zweimal [2+]c, mit Ks
18.04 sowie mit Ks 19.1 zweimal [4+]c, zweimal [2+]c und einmal gar nicht.

Reaktivität LP34 LL002 AE1 AE3 KL1
[4+] 17 15 0 0 0
[3+] 0 1 0 1 0
[2+] 1 1 0 1 0
[1+] 2 2 2 17 4

negativ 5 6 23 6 21
Summe 25 25 25 25 25

Reaktivität LP34 LL002 AE3 AE1 KL1
[4+] 17 21 12 0 0
[3+] 6 3 9 0 0
[2+] 1 0 2 0 0
[1+] 0 0 0 16 16

negativ 1 1 2 9 9
Summe 25 25 25 25 25
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Adenome und Karzinome der Talgdrüsen exprimierten LP34 und LL002 in fol-
gender Art und Weise:

Neoplasien der hepatoiden Drüsen reagierten mit LP34 (Adenome: achtmal mit
[4+]c und zweimal mit [2+]c; Karzinome: achtmal mit [3+]c und zweimal mit
[2+]c) sowie mit LL002 (Adenome: sechsmal in [4+]c, einmal mit [3+]c und drei-
mal in [2+]c; Karzinome: einmal mit [4+]c, achtmal mit [3+]c und einmal mit
[2+]c. Reservezellen waren zusätzlich in allen Fällen mit AE3 in [3]c-Quantität
darstellbar.

Die untersuchten Analdrüsenkarzinome reagierten mit AE1, CAM 5.2, LP34,
Ks 18.04 und Ks 19.1 folgendermaßen:

Zusammenfassend stellt sich das qualitative Färbemuster der eingesetzten Anti-
körper wie in Tabelle 4.3.2-2 aufgeführt dar.

Diskussion
In etlichen Untersuchungen konnte prinzipiell gezeigt werden, daß Antikörper ge-
gen humane Zytokeratine auch beim Hund eingesetzt werden können (z.B.: An-
dreasen, Mahaffey, and Duncan 1988; Cardona et al. 1989; Rabanal et al. 1989).
Dabei wurden allerdings zumeist Breitspektrumantikörper und weniger Antikör-
per gegen einzelne Zytokeratine oder Zytokeratinpaare eingesetzt.

In dieser Untersuchung konnte mit mehreren zum Teil sich in ihrer Spezifität
überlappenden kommerziellen Antikörper gezeigt werden, daß ein Zytokeratin-
Typing möglich ist (siehe Tabelle 4.3.2-2). Durch die sich ergänzenden Reaktivi-
täten von LP 34 (CK 6/18), CAM 5.2. (CK 8/18) und Ks18.04 (CK 18) zeigte
sich, daß LP34 beim Hund außer bei Schweißdrüsen und deren Neoplasien, wo

Reaktivität AE1 CAM 5.2. LP34 Ks 18.04 Ks 19,1
[4+] 1 2 4 0 3
[3+] 5 6 3 3 6
[2+] 2 0 3 4 1

negativ 2 2 0 3 0
S u m m e 10 10 10 10 10

Reaktivität LP34
(Ca)

LL002
(Ca)

[4+] 6 (5) 6 (7)
[3+] 3 (4) 0 (0)
[2+] 0 (1) 4 (1)

negativ 1 (0) 0 (2)
S u m m e 10 (10) 10 (10)
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Abbildung 4.3.2-1
Adnexale Strukturen der Dermis: Hy-
perplastische Talgdrüsen und
Schweißdrüsen. LP 34, APAAP

Abbildung 4.3.2-3
Basaliom:  Deutliche Immunreaktion
der aller Tumorzellen. LL002, APAAP

Abbildung 4.3.2-4
Pilomatrixom: Bis auf Zystenanteile
keine Immunreaktivität. LP 34, APAAP

Abbildung 4.3.2-2
Papillom: Alle epithelialen Anteilen
reagieren mit LP 34, APAAP
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Abbildung 4.3.2-5
Trichoepitheliom: Basaloide Variante.
LP 34, APAAP

Abbildung 4.3.2-7
Schweißdrüsenkarzinom: Reaktivität
mit Ks 19.1, APAAP

Abbildung 4.3.2-8
Schweißdrüsenkarzinom: Reaktivität
mit  LP 34, APAAP

Abbildung 4.3.2-6
Trichoepitheliom: Haarmatrix-Variante.
LP 34, APAAP



auch die CK 18-Komponente des Antikörpers mitreagierte, nur CK 6 erkannte.
LP 34 erwies sich zudem als „Panmarker” für die Epidermis und deren Adnexen;
außer Haarmatrixzellen und bei den Trichoepitheliomen, die der Haarmatrix ent-
stammen, werden alle epithelialen Strukturen von LP 34 gefärbt.

Das typische Reaktionsmuster der Basaliome (AE1 negativ und LL002 positiv),
das allerdings auch in der Haarmatrix und bei Trichoepitheliomen gefunden
wurde, unterstützt die Vermutung, daß die Basalzellen dem Haarfollikelepithel
abstammen (Akiyama et al. 1995; Cotsarelis, Sun, and Lavker 1990; Polakowska
1994; Yang, Lavker, and Sun 1993). CK 17, das beim Menschen biochemisch aus
Zellen der Haarmatrix und aus Basaliomen isoliert werden konnte (Moll et al.
1982b), läßt sich in Geweben des Menschen immunhistochemisch auch nur im
Haarfollikelepithel und in Basaliomen nachweisen; nicht jedoch in den Basalzel-
len der  intakten Epidermis (Markey et al. 1992). Leider reagiert der von uns ein-
gesetzte Antikörper gegen CK 17 (E3) nicht beim Hund.

Hyperplasien der Epidermis betreffen ebenso wie Papillome in der Regel basale
und suprabasale Keratinozyten und weisen daher auch die typischen Zytokeratine
dieser Zellen auf: CK6, CK 10 und CK 14.
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Abbildung 4.3.2-9
Talgdrüsenadenom: Reaktivität mit
LP 34, APAAP

Abbildung 4.3.2-10
Adenom hepatoider Drüsen: Reakti-
vität mit  LP 34, APAAP



Plattenepithelkarzinome exprimieren entsprechend ihrer Herkunft kein CK 14,
aber CK 6 und CK 10. Bis auf CK 6 entspricht dies der Reaktivität beim Men-
schen (Moll et al. 1982a).

Die Zytokeratine 8 und 18 als Basiszytokeratine von Drüsen- und Gangepithelien
ließen sich mittels des Antikörpers CAM 5.2. nur in Schweißdrüsen, deren Aus-
führungsgängen sowie in davon abstammenden Neoplasien nachweisen. Der
Doppelreihigkeit von Zellen, die bei manchen Schweißdrüsentumoren (v.a. bei
Spiradenomen) beobachtet werden kann, liegt wahrscheinlich eine differenzierte
Entwicklung der Tumorzellen zugrunde: Die äußere Zelllage läßt sich auf Grund
ihrer LP34-Reaktivität und CAM5.2-Negativität auf das Myoepithel zurückfüh-
ren, während die innere Zellage (CAM 5.2. und AE1-positiv) sich aus Drüsenepi-
thelien entwickel. Der Antikörper Ks 19.1 ist zusammen mit CAM 5.2 als siche-
rer Marker für drüsige Differenzierung anzusprechen.

Die Situation bei den vom Haarapparat ausgehenden Neoplasien ist etwas komp-
lizierter: Haarmatrixzellen waren mit keinem der eingesetzten Antikörper im-
munreaktiv; im Falle der Trichoepitheliome liegen möglicherweise zwei Varian-
ten vor. Eine eher  basaloid sich differenzierende Variante, deren Tumorzellen mit
LLOO2 und LP34 färbten, und eine Haarmatrixvariante, deren Basalzellen mit
den eingesetzten Antikörpern nicht anfärbbar war und somit eher der äußeren
Wurzelscheide entsprechen. Eine solche Differenzierung dürfte allerdings im
„diagnostischen Alltag” unwesentlich sein, da Trichoepitheliome in der Regel
keine hohen „diagnostischen Ansprüche“ stellen, obwohl über bösartige Varian-
ten berichtet wird (Scott and Anderson 1991; Sells and Conroy 1976).

Insgesamt zeigte sich, daß ein Tumor-Typing beim Hund prinzipiell möglich ist;
jedoch reagierten etliche Neoplasien immunhistochemisch gleichartig (Tabelle
4.3.2.-2), so daß auch weiterhin die routinemäßige HE-Färbung an erster Stellen
stehen sollte. In Zweifelsfällen allerdings, kann die zusätzliche immunhistoche-
mische Färbung Klarheit ergeben.
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4.3.3 Epitheliale Neoplasien
des Hundes von Haut, 
kutaner Schleimhaut und
Übergangsepithel:

Eine Immunlokalisierungsstudie
von Papillomavirus-Antigen

Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden bereits veröffentlicht. Nachfolgend
das Reprint aus Journal of Veterinary Medicine A 44: 115-123 (1997).
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4.4 Zytokeratine der Mamma

Maligne Neoplasien der Mamma sind mit die häufigsten Todesursachen (siehe
auch Kapitel 4.1) beim Hund (Albert, Benjamin, and Shukla 1994; Cotchin
1972).

Dementsprechend bedeutsam ist es, prognostische Kriterien für die Diagnostik
von Mammatumoren zu erstellen. Zum jetztigen Zeitpunkt scheint neben dem
Nachweis eines Gefäßeinbruches (Gutberlet and Rudolph 1996), die Fest -
stellung einer Metastasierung das diagnostische sicherste Kriterium für ma -
lignes Tumorverhalten zu sein, da der Nachweis von Hormonrezeptoren bei der
Hündin nicht die in ihn gesetzte Hoffnung erfüllt hat (Hünerbein and Gutberlet
1997).

Um eine Metastase ihrem Ausgangsgewebe (hier: Mamma) eindeutig zuordnen
zu können, müßte ein distinktes Zytokeratinmuster der Muttergeschwulst vor -
handen und bekannt sein.

In Kapitel 4.4.1 wird daher – mittels Immunblot und Immunhistochemie – ein
Zytokeratin-Typing von unveränderter Mamma und von Mammatumoren ver -
sucht. Als unmittelbare Konsequenz aus den dadurch gewonnen Erkenntnissen
wird in Kapitel 4.4.2 versucht, mit Hilfe der Immhistochemie, Mikrometastasen
und Tumorzellemboli in Lymphknoten der Mamma zu finden.
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4.4.1 Biochemische und
immunhistochemische
Charakterisierung von
Zytokeratinen in
normalen und
neoplastischen caninen
Mammageweben

Diese Untersuchung ist bereits im European Journal of Veterinary Pathology 1
(3): 105-111 (1995) veröffentlicht worden.
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4.4.2 Detektion okkulter
Metastasen von
Karzinomen der
Mamma in
Lymphknoten1

Einleitung
Mammatumoren gehören zu den häufigsten Neoplasien der alternden Hündin
(Ferguson 1985; MacVean et al. 1978) mit einer Prävalenz von bis zu 50% (Ba-
stianello 1983; Fidler, Abt, and Brodey 1967; Mialot and Lagadic 1990; Simon
et al. 1996; von Sandersleben, Schäffer, and Weisse 1973), wobei in definierten
Hunde-Populationen die geschätzte jährliche Erkrankungsrate für maligne
Mammatumoren zwischen 198,8 und 278,2 Fälle pro 100.000 Individuen be-
trägt (zum Vergleich: Katze: 25,4, Mensch: 81,1 Fälle/ 100000) (Dorn and
Schneider 1976; Dorn et al. 1968a; Dorn et al. 1968b; MacVean et al. 1978;
Schneider 1970). Nicht nur für die Humanmedizin gilt, daß die weitaus meisten
Tumorpatienten nicht an der Primärgeschwulst selbst, sondern an den Meta-
stasen sterben (Fidler and Hart 1982; Liotta 1986; Liotta 1992; Liotta, Steeg,
and Stetler-Stevenson 1991; Weiss et al. 1981), wobei es einen signifikanten
Nachteil hinsichtlich der Überlebensrate bei Frauen mit (Mikro-)Metastasen
gibt ((Ludwig) Breast Cancer Study Group 1990; Clayton and Hopkins 1993).
Nach 4-5 Jahren leben von „metastasenpositiven” Frauen nur noch knapp 50 %.
Um okkulte Metastasen sicher ansprechen zu können, wurde in einem Konsen-
sus-Workshop auf der internationalen Konferenz des National Institute of
Health (Bethesda, U.S.A.) im Juni 1992 die Färbung von Lymphknotenexzida-
ten mit monoklonalen Antikörpern gegen Zytokeratine empfohlen (Pantel, Ko-
prowski, and Riethmüller 1993).

Beim Hund ist dies nicht immer so klar einschätz– und nachweisbar. Zwar
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metastasieren bei der Hündin invasive wachsende Karzinome auch häufig
(Allen and Mahaffey 1989; Bostock 1986; Yamagami et al. 1996), und folge-
dessen müßte eine Metastasierung lebensverkürzend sein, doch gehen die Mei-
nungen über die Bedeutung von Metastasen für die Prognose auseinander:
Während einerseits Metastasen in den regionären Lymphknoten der Mamma
ebensowenig Einfluß auf die Überlebensrate wie eine Lymphangiosis carci-
nomatosa haben sollen (Misdorp and Hart 1976; Misdorp and Hart 1979a; Mis-
dorp and Hart 1979b; Owen 1979) konstatieren andere Untersucher eine
schlechte Prognose für Tiere mit Metastasen (Allen and Mahaffey 1989; Gil-
bertson et al. 1983; Hellmén et al. 1993; Yamagami et al. 1996). 

Das Vorliegen von Mikrometastasen, die mit konventioneller bildgebender Dia-
gnostik und Tumormarkern nicht erkannt werden können, bezeichnet man als
minimale residuale Krebserkrankung (MRK). Probleme stellen Differenzierung
und Definition von Mikro- und Makrometastasen sowie Tumorzellemboli dar
(Galea et al. 1991). Dies wurde beispielhaft anläßlich eines Rundtischge-
spräches auf der 68. Jahresversammlung der Deutschen Gesellschaft für Patho-
logie in Berlin (1984) klar: Während verschiedene Pathologen wie Bässler,
Doerr, Hübner, Lennert oder Ronay (Georgii 1984) schon einzelne Tumorzellen
als Mikrometastase bezeichneten – eine Ansicht die beispielsweise auch Stosiek
et al. (1991) teilen – verneinten andere dies [z.B. Schauer (Georgii 1984)]. Die
Gründe für die Befürwortung liegen in der prognostischen Bedeutung (Georgii
1984), da eine Tumorzelle im Sinusraum des Lymphknotens einem Einbruch
gleichkomme und daher als Metastase angesehen werden muß. Um für die Vete-
rinärmedizin Basisdaten zu erhalten, sollen in dieser Untersuchung einerseits
die Häufigkeit okkulter Metastasen festgestellt werden und andererseits ein
Methodenvergleich zwischen H.E.-Schnitten und immunhistochemischen Kon-
sekutivschnitten von Lymphknoten durchgeführt werden, wobei der mono-
klonale Antikörper AE1, der gegen die Zytokeratine 14, 15, 16 und 19 gerichtet
ist (siehe dazu auch Kapitel 4.3), zum Einsatz gelangen soll.

Material und Methoden
Für die Untersuchung wurden 77 canine Mammagewebe mit je einem regionären Lymphknoten
aus dem Bioptat-Archiv des Institutes für Veterinär–Pathologie der Freien Universität Berlin
verwendet. Die Gewebe gelangten zwischen September 1988 und Januar 1992 zur routinemäßi-
gen Untersuchung, waren in der Regel in 10%igem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.
Rasse, Alter und Geschlecht dieser Tiere wurden erfaßt. In 77 der inguinalen Lymphknoten, die
von 76 Tieren stammten (ein Tier wurde zweimal operiert), waren bei der Erstbefundung routi-
nehistologisch keine Metastasen entdeckt worden. Von den Lymphknoten wurden 3 Ebenen im
Abstand von jeweils etwa 300 µm geschnitten. Von jeder dieser Ebenen wurden 4 Serienschnitte
mit einer Dicke von ca. 2 µm auf silanbeschichtete Objekträger aufgezogen, wobei ein Schnitt
für die Negativkontrolle eingesetzt wurde und einer als Reserve diente. Aus jeder Ebene wurden
ein Hämatoxilin-Eosin (HE) sowie ein immunhistochemischer gefärbter Schnitt hergestellt. Für
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die immunhistochemischen Untersuchungen wurde der monoklonale Antikörper AE1 (siehe Ka-
pitel 4.4.1)  in einer Verdünnung von 1:600 nach Vorbehandlung der Schnitte mit 0,1% Pronase
eingesetzt. AE1 ist gegen die sauren Zytokeratine 14, 15, 16 und 19 des Menschen gerichtet
(Kainz et al. 1993) und zeigt beim Hund eine weitgehende Kreuzreaktion (siehe Kapitel 4.4.1).
Der Nachweis einer Reaktion erfolgte mit einer leicht modifizerten APAAP-Technik (Cordell et
al. 1984). Von den 77 entsprechenden Mammatumoren wurden ebenso, sofern sie nicht im glei-
chen Paraffinblock mit dem Lymphknoten eingebettet waren (in 19 Fällen), jeweils ein HE- und
ein AE1-gefärbter Schnitt angefertigt.

Auswertungkriterien

Eine Zelle wurde als AE1–positiv befundet, wenn das immunreaktive Zytoplasma direkten Kon-

takt mit einem Zellkern aufwies und mit anderen Zellen in einer Schnittebene lag.

Ein Tumorzellverband lag vor, wenn alle involvierten Zellen untereinander in unmittelbarem

Kontakt standen und in einer Schnittebene lagen.

Semiquantitativ wurde die Größe der Metastasen in den Lymphknoten folgendermaßen unter-

teilt:

• Eine Tumorzelle oder ein Zellverband von zwei Tumorzellen wurde als I+, 

• ein Zellverband von 3 – 50 Tumorzellen wurde als II+, 

• ein Zellverband von 51 – 250 Tumorzellen wurde als III+ und

• ein Zellverband von mehr als 251 Tumorzellen wurde als IV+.

• Zytokeratinpositive Makrophagen wurden als M angesprochen.

I+ sind Tumorzellemboli, II+, III+ und IV+ Mikrometastasen. 

Die Lokalisationen der Tumorzellemboli und Mikrometastasen in den Lymphknoten wurden in

ihren anatomisch–histologischen Funktionseinheiten quantitativ erfaßt:

Der „Sinusraum” mit seinem Rand-, Intermediär- und Marksinus, das „Parenchym” mit Kortex,
Parakortex und Mark. Weiterhin wurden Tumorzellemboli in Gefäßen außerhalb des Lymphkno-
tens vermerkt. Tumorzellen, die sich keinem dieser oben genannten Bereiche zuordnen ließen,
entweder aufgrund fortgeschrittener Veränderung des Lymphknotengewebes, oder da nur ein
Teil eines Lymphknotens eingesandt wurde, wurden als „NZ” (nicht zuordenbar) aufgeführt.

Ein Lymphknoten wurde dann als mikrometastasenpositiv befundet, wenn er mindestens in
einer seiner drei Schnittebenen Metastasen der Größe II+ aufwies. Ausgenommen waren po-
sitive Reaktionen in Gefäßen und zytokeratinpositive Makrophagen (M).

Ein Lymphknoten wurde als metastasenfrei angesehen, wenn er keine markierten Zellen außer
zytokeratinpositiven Makrophagen, nur in den Blutgefäßen positiv markierte Tumorzellen, egal
welcher Größe, nur Tumorzellemboli der Größe I+, unabhängig von ihrer Anzahl, enthielt. 

Die 77 HE–gefärbten Lymphknotenschnitte wurden in drei Ebenen ohne Angabe ihrer
Eingangsnummer neu befundet. Diese Befunde wurden mit dem immunhistochemischen Er-
gebnis nach folgenden Kriterien verglichen:

Als übereinstimmend wurde der Vergleich gewertet, wenn histologische und immunhisto-
chemische Befunde positiv bzw. negativ in identischen Lymphknotenbereichen waren.

Als nicht übereinstimmend galt der Vergleich, wenn histologischer und immunhistochemischer
Befund zwar positiv waren, jedoch unterschiedliche Lymphknotenbereiche erkannt wurden,
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sowie wenn histologische oder immunhistochemische Befunde nicht korrespondierten.

Ergebnisse

Rassenverteilung
Die Rassenverteilung und das Durchschnittsalter der untersuchten Tiere gibt Ta-
belle 4.4.2-1 wieder. Von 4 Tieren, zwei Teckel und je ein Terrier und Cocker-
Spaniel lagen keine Altersangaben vor.

Von den 76 Patienten waren sechs (7,9 %) Hündinnen kastriert, weitere fünf
wurden zum Zeitpunkt der Mammaoperation ovariohysterektomiert.

Mammatumore
Die untersuchten Mammatumore bestanden aus 59 Adenokarzinomen, 36 Karzi-
nomen, zwei Plattenepithelkarzinomen und einem Fibrosarkom, wobei in 19
Fällen ein Adenokarzinom mit einem Karzinom, in zwei Fällen ein Adenokarzi-
nom mit einem Plattenepithelkarzinom und in einem Fall ein Karzinosarkom
(Adenokarzinom und Fibrosarkom) zusammen vorlagen. Eine myoepitheliale
Beteiligung war bei insgesamt 33 Tumoren zu beobachten.

Die 59 Adenokarzinome gliederten sich in 43 einfache und in 16 komplexe Tu-
moren auf. 13 der 43 einfachen und drei der 16 komplexen Karzinomen zeigten
zystisches Wachstum.

Die 36 soliden Karzinome teilten sich gleichermaßen in 18 einfache und 18
komplexe Karzinome auf. Die Epithelien aller 77 untersuchten Mammakarzino-
men, die als immunhistochemische Positivkontrolle mitgefärbt wurden, reagier-
ten einheitlich positiv; die Negativkontrollen reagierten nicht.

Lymphknoten
In 66 der 77 untersuchten Lymphknoten konnten immunhistochemisch zyto-
keratinpositive Reaktionen nachgewiesen werden: 53 (68,8 %) Lymphknoten
enthielten Tumorzellemboli und Mikrometastasen (I+, II+, III+, IV+), 12
(15,6 %) nur Tumorzellemboli (I+), 11 (14,3 %) keine Tumorzellen und einer
(1,3 %) ausschließlich immunreaktive Makrophagen.

Von den jeweiligen drei Ebenen der 77 Lymphknoten reagierten insgesamt 151
(65,4 %) zytokeratinpositiv, d.h. in ihnen war mindestens eine Tumorzelle ent-
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halten. Von den 151 Schnitten waren in 55 (36,4 % der zytokeratinpositiven,
23,8 % aller angefertigten Schnitte) nur Tumorzellemboli (I+), in 93 (61,6 %
der zytokeratinpositiven, 40,3 % aller angefertigten Schnitte) Mikrometastasen
(II+, III+, IV+) und in drei (1,3 % aller zytokeratinpositiven) positiv reagieren-
de Makrophagen zu beobachten. 

In den 65 positiven Lymphknoten befanden sich insgesamt 530 Mikrometa-
stasen, an denen II+ mit 480 (90,6 %) den größten Anteil aufwies, gefolgt von
III+ mit 44 (8,3 %) und IV+ mit 6 (1,1 %). Zwei Lymphknoten fielen durch
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Rang Rasse Anzahl (n)

[Alter unbekannt]

Mittelwert Alter

(Jahre)

1 Mix,
–Dt. Schäferhund-Mix
–Pudel-Mix
–Collie-Mix
–o. A.

18
4
1
1

12

10,2
10,3
13,5
10,0
—

2 Terrier:
–Yorkshire–T.
–Foxterrier
–Bedlington–T.
–West–Highland–T.
–Tibet–T.
–Stafford–T.
–Scotchterrier

13
5
3
1
1
1
1

[1]

9,0
9,4

11,9
11,0
10,0
5,0
5,0
—

3 Teckel 11 [2] 8,5
4 Cocker–Spaniel 7 [1] 9,0
5 Dt. Schäferhund 5 9,0
6 Pudel 4 9,8
6 Boxer 4 5,5
8 Windspiel 2 10,3
8 Dt.Langhaar 2 11,5
8 Beagle 2 8,8
8 Pinscher :

–Pinscher
–Dobermann

2
1
1

10,5
15,0
6,0

12 Zwergschnauzer 1 13,5
12 Shi–Tsu 1 11,5
12 Briard 1 9,0
12 Hovawart 1 8,0
12 Husky 1 5,0
12 Chihuahua 1 5,0

Summe 76 9,2

Tabelle 4.4.2-1
Rassenverteilung und Alter



ihre hohe Anzahl an positiven Markierungen auf. Sie stellten allein 56,5 % aller
positiven Markierungen bzw. 51,9 % aller Metastasen. Ohne diese beiden Aus-
reißer hätten sich in den übrigen 63 Lymphknoten die jeweiligen Anteile von
II+, III+ und IV+ an allen Metastasen nur geringfügig (II+: von 90,6 % auf
87,6 %; III+: von 8,3 % auf 10,5 %; IV+: von 1,1 % auf 1,9 %) verschoben. 

Die zytokeratinpositiven Reaktionen verteilten sich wie folgt: Der Kortex war
bei 51, der Randsinus bei 35, das Mark bei 24, der Intermediärsinus bei 23, der
Parakortex bei 20 und der Marksinus nur bei 12 Lymphknoten betroffen. Die
Auswertung aller positiven Reaktionen ergab, daß der Kortex mit 486 (35,8 %)
die meisten Markierungen aufwies, gefolgt vom Randsinus mit 296 (21,8 %),
Intermediärsinus mit 263 (19,4 %), Parakortex mit 148 (10,8 %), Mark mit 117
(8,6 %) und die Marksinus mit 49 (3,6 %) Markierungen. Der Sinusbereich
(44,8 %) und das Parenchym (55,2 %) waren beinahe gleichmäßig von allen po-
sitiven Markierungen betroffen. Die Tumorzellemboli der Größe I+ wurden im
Kortex mit 285 (21 %) Markierungen am häufigsten angetroffen, gefolgt von I+
im Randsinus mit 196 (14,4 %) und II+ im Kortex mit 170 (12,5 %) Reaktio-
nen. Aufgeteilt nach dem Umfang der Markierungen ergab sich folgendes (siehe
Tabelle 4.4.2-2):

Tumorzellemboli der Größe I+ wurden am häufigsten im Intermediärsinus mit
durchschnittlich 6,6, gefolgt vom Kortex und Randsinus mit je 5,7 Reaktionen
pro Lymphknoten, festgestellt. Der Sinusraum war stärker betroffen als das Pa-
renchym (5,1 zu 4,4 Reaktionen).

Die meisten Mikrometastasen der Größe II+ wurden im Intermediärsinus und
Kortex festgestellt (Abb. 4.4.2-3) mit 4,7 bzw. 3,4 Markierungen pro Lymph-
knoten. Der Randsinus beinhaltete im Verhältnis weniger Reaktionen als bei I
und wies, wie auch der Parakortex, 2,7 Reaktionen pro Lymphknoten auf. Der
Sinusraum war somit am stärksten vertreten, doch war der Abstand zum Paren-
chym gering (2,8 zu 2,6). 

Mikrometastasen der Größe III+ konnten am häufigsten im Kortex (0,5 pro
Lymphknoten) nachgewiesen werden (Abb. 4.4.2-1 und -2). Der Marksinus, der
bei I und II am wenigsten betroffen war, folgte an zweiter Stelle mit 0,3 Re-
aktionen. Das Parenchym war stärker in das Metastasengeschehen involviert als
der Sinusraum (0,3 zu 0,2 Reaktionen pro Lymphknoten).

Bei Mikrometastasen der Größe IV+ gewann das Parenchym weiter an Bedeu-
tung: Es wies 0,2 gegenüber dem Sinusraum mit 0,07 Reaktionen pro Lymph-
knoten auf. Der Parakortex war am stärksten betroffen mit durchschnittlich 0,3
Markierungen.

Beim Vergleich der Zahlenwerte mit und ohne Ausreißer fiel auf, daß der Inter-
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mediärsinus (bei I+ und II+) ohne die Ausreißer an Bedeutung verliert. Dadurch
verteilten sich schon kleine, bis zu 50 Tumorzellen umfassende Mikrometasta-
sen (II+), gleichmäßiger über den ganzen Lymphknoten. Das jeweilige Verhält-
nis von Sinusraum und Parenchym blieb davon jedoch unberührt. 

47 positive Markierungen in den Lymphknoten konnten keiner Funktionseinheit
zugeordnet werden, da entweder der Lymphknoten stark verändert oder nur ein
Teil eines Lymphknotens zur Befundung vorlag. 37 Reaktionen waren Tumor-
zellemboli (I+), 10 Mikrometastasen (8 II+; 2 III+).

In Gefäßen der unmittelbaren Lymphknotenperipherie (Abb. 4.4.2-4) wurden
137 Tumorzellemboli gefunden, die bei der Befundung der Lymphknoten unbe-
rücksichtigt blieben. Von den Größen I+ und II+ lagen fast gleich viele (69 bzw.
64), von III+ nur vier Reaktionen vor.

Diese geschilderten Verteilungsmuster lassen folgende Schlußfolgerungen zu:

a) Je größer die Tumorzellansammlungen, desto
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Bereich Anzahl der I+–

Reaktionen/ LK

Anzahl der II+–

Reaktionen/ LK

Anzahl der betroffe nen

LK (n)

Randsinus 5,7 (3,1)* 2,7 (2,3)* 34 (32)
Intermediärsinus 6,6 (1,5) 4,7 (1,2) 23 (21)
Marksinus 3,1 (0,2) 1,1 (1,0) 11 ( 9)
Kortex  5,7 (2,9) 3,4 (1,4) 50 (48)
Parakortex 4,6 (2,4) 2,7 (0,8) 19 (17)
Mark 3,0 (1,4) 1,7 (1,0) 23 (21)
Sinusraum 5,1 (1,6) 2,8 (1,5)
Parenchym 4,4 (2,2) 2,6 (1,1)
Bereich Anzahl der III+–

Reaktionen/LK
Anzahl der IV+–
Reaktionen/ LK

Anzahl der betroffe nen
LK (n)

Randsinus 0,2 (0,2)* 0,03 ( – )* 34 (32)
Intermediärsinus 0,1 (0,0) 0,1 ( – ) 23 (21)
Marksinus 0,3 (0,3)  — 11 ( 9)
Kortex 0,5 (0,4) 0,1 ( – ) 50 (48)
Parakortex 0,2 (0,2) 0,3 ( – ) 19 (17)
Mark 0,2 (0,2) 0,2 ( – ) 23 (21)
Sinusraum 0,2 (0,2) 0,07 ( – )
Parenchym 0,3 (0,3) 0,2 ( – )

Tabelle 4.4.2-2
Durchschnittliche Anzahl von positiven Reaktionen in den verschiedenen Bereichen eines Lym-

phknotens [LK]

I+: 1 Tumorzelle oder ein Zellverband von 2 Tumorzellen; II+: Zellverband von 3 – 50
Tumorzellen; III+: Zellverband von 51 – 250 Tumorzellen; IV+: Zellverband von mehr
als 251 Tumorzellen; ( )*: In Klammern die Werte ohne die beiden Ausreißer; n: Ge-
samtzahl
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Abbildung 4.4.2-1
Mikrometastase der Größe III+ am
Übergang Intermediärsinus Cortex;
AE1, APAAP

Abbildung 4.4.2-2
Wie Abb. 4.4.2-1: Pseudocolor-Dar-
stellung

Abbildung 4.4.2-3
Mikrometastase der Größe II im Rand-
sinus; AE1, APAAP

Abbildung 4.4.2-4
Tumorzellemboli in einem Gefäß in
der Lymphknotenumgebung (Angiosis
carcinomatosa); AE1, APAAP. Pseudo-
color-Darstellung



gleichmäßiger sind Mikrometastasen auf die einzelnen Funktionsbe-
reiche verteilt,

stärker ist der Marksinus betroffen,

stärker ist das Parenchym in das Geschehen involviert, besonders bei
III+ und IV+, bei denen es durchschnittlich mehr Markierungen pro
Lymphknoten als der Sinusraum aufwies.

b) Tumorzellen gelangen nach Ankunft im Lymphknoten zunächst vermehrt in
den Sinusraum. Nachdem sie an Umfang zugenommen bzw. sich zu Mi-
krometastasen entwickelten, lassen sich diese vermehrt im Parenchym fin-
den.

Metastasierungsmuster
Insgesamt metastasierten in die Lymphknoten:

Invasive Karzinome:

• 66,6 % der einfachen soliden Karzinomen
• 81,5 % der einfachen Adenokarzinomen
• 57,2 % der Karzinomen, die sowohl einem einfachen soliden

Anteil als auch einem einfachen adenokarzinomätösen Anteil
aufwiesen.

Expansive Karzinome:

• 45,5 % aller komplexen Adenokarzinomen
• 70 % der komplexen soliden Karzinomen
• 1/1 Karzinom mit sowohl einem komplexen soliden als auch

einem komplexen adenokarzinomatösen Anteil.
Karzinome mit invasiven und expansiven Anteilen:

• 50 % der Karzinome mit einem einfachen soliden und einem
komplexen adenokarzinomatösen Anteil.

• 71,4 % der Karzinomen mit einem soliden komplexen und
einem einfachen adenokarzinomatösen Anteil.

• 50 % Karzinomen mit einem einfachen adenokarzinomatösen
Anteil und einem Plattenepithelkarzinom.

Karzinosarkom

• Ein Tumor mit fibrosarkomatösen und adenokarzinomatösen
Anteilen, metastasierte nicht.

Insgesamt metastasierten somit 59,1 % aller expansiven (komplexe Karzinome
und Adenokarzinome) und 72,1 % aller invasiven Karzinome (einfache Karzi-
nome, Adenokarzinome).

Es ist nicht festzustellen, sofern der Mammatumor zwei verschiedene Karzi-
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nomqualitäten aufwies, von welchem der beiden Karzinome die Geschwulst-
zellabsiedelung im Lymphknoten ausgeht. In Tabelle 4.4.2-3 wurde von der
Möglichkeit ausgegangen, daß beide Karzinomanteile zu gleichen Teilen meta-
stasiert hatten. In diesem Fall erhöhte sich die Zahl der metastasierenden Karzi-
nome bei den expansiven von 59,1 % auf 60 % und verringerte sich bei den in-
vasiven von 72,1 % auf 67,3 %.

Vergleich zwischen H.E.– und
immunhistochemischer Färbung

Bei der H.E.-Nachuntersuchung der 77 Lymphknoten in drei Schnittebenen
wurden 49 Mikrometastasen entdeckt; davon wurden 17 als sicher und 32 als
verdächtig angesprochen. 28 Lymphknoten wurden als metastasenfrei angese-
hen.Verglichen mit dem Ergebnis der immunhistochemischen Befunde, 53 me-
tastasenpositive und 24 metastasennegative Lymphknoten, scheinen die Ergeb-
nisse sehr ähnlich. Doch bei der Verifizierung der H.E.– mit den jeweils ent-
sprechenden immunhistochemischen Schnitten ergibt sich ein differenzierendes
Bild (Tabelle 4.4.2-4): 

Von den 53 immunhistochemisch positiv verifizierten Lymphknoten waren 37
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Karzinomtyp Anzahl LK–MIME + LK–MIME –

Adenokarzinome
einfach 22 15 6  
komplex 10  7 3  
tubulär  3   2 1
tubulär–komplex  3  – 3
papillär  2  2 –
papillär–zystisch  3  3 –
papillär–zystisch–komplex  1 – 1
tubulär–papillär  2  2 –
tubulär–papillär–zystisch  3  2 1
zystisch  7  6 1
zystisch–komplex  2  1 1
Karzinome
solide–einfach 18 11 7
solide–komplex 18 13 5
Plattenepithelkarzinom  2  1 1
Karzinosarkom  1 – 1

Tabelle 4.4.2-3
Metastasierungsverhalten der Karzinomtypen

LK–MIME: Lymphknotenmikrometastase; +: positiv; –: negativ



(69,8 %) in der HE-Färbung auch positiv (16 Mikrometastasen, 21 Verdachts-
fälle), jedoch nur in 22 (41,5 %) Fällen befanden sich die Mikrometastasen in
identischen Lymphknotenlokalisationen (11 Mikrometastasen, 11 Verdachtsfäl-
le); allerdings wurden 14 Mikrometastasen der Größe II+ erkannt (5 sicher, 9
verdächtig).

16 Mikrometastasen wurden überhaupt nicht erkannt. Von 17 in der H.E.-Fär-
bung sicher angesprochenen Mikrometastasen waren 16 immunhistochemisch
positiv, wovon sich 11 in identischen Lymphknotenlokalisationen befanden. Von
32 Verdachtsfällen in der H.E.-Färbung waren 21 immunhistochemisch verifi-
zierbar, davon 11 in identischen Lokalisationen, 5 stellten sich immunhistoche-
misch als Tumorzellemboli dar, davon nur 1 Fall mit identischer Lokalisation
und 6 Fälle waren immunhistochemisch negativ. Von 28 HE-negativen Fällen
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HE n IHC n Lokalisation

Unter-

schiedl.

Gleich

MIME 17
IHC+ 16 5 11
IHC— 1

Verdacht 32
IHC+ 21 10 11
IHC— (Emboli) 5 4 1
IHC— 6

Negativ 28
IHC+ 16
IHC— (Emboli) 7
IHC— 5

Summe 77 77 19 23

IHC n HE n

Emboli 12
HE— 7
Verdacht 5 4 1

negativ 12
HE— 5
MIME 1
Verdacht 6

positiv 53
MIME 16 5 11
Verdacht 21 10 11
HE— 16

Summe 77 77 19 23

Tabelle 4.4.2-4
Vergleich der immunhistochemischen Befunde mit den HE-Befunden

MIME=Mikrometastase; IHC=Immunhistochemie; HE=Hämatoxilin-Eosin; n=Anzahl



wiesen 16 Mikrometastasen und 7 Tumorzellemboli auf. Positive Reaktionen
der Größe I+ allerdings wurden in keiner HE–Färbung erkannt.

Diskussion
Die Rassenverteilung in der vorliegenden Untersuchung deckt sich in etwa mit
den Ergebnissen vergleichbarer Literatur: Auch in unserem Untersuchungsgut
scheinen Terrier und Teckel überdurchschnittlich oft an Mammatumoren zu er-
kranken. Allerdings übertrafen Mischlinge Terrier und Teckel um 8 – 9 % und
waren zumindest in dieser Untersuchung häufiger anzutreffen als in vergleich-
baren Studien (u.v.a. Boldizsár et al. 1992; Bostock 1986; Dorn and Schneider
1976; Else and Hannant 1979; Eskens 1983; Mitchell et al. 1974; von Bomhard
and Dreiack 1977; von Sandersleben 1958), wobei im Berliner Sektionsgut
Cocker Spaniel, Airedale-Terrier, Pudel und Mischlinge am häufigsten von
Mammatumoren betroffen waren (siehe Kapitel 3.2.1). Das Gesamtdurchschnitts-
alter, mit dem die Hündinnen an Mammakarzinomen erkrankten, lag bei 9,2
Jahren und somit in dem Rahmen, der in der Literatur beschrieben ist (Boldizsár
et al. 1992; Brodey, Goldschmidr, and Roszel 1983; Eskens 1983; Kurzman and
Gilbertson 1986; Simon et al. 1996; von Bomhard and Dreiack 1977); im Berli-
ner Sektionsgut konnte allerdings ein höherer Altersdurchschnitt von 10,6 Jah-
ren festgestellt werden (siehe Kapitel 3.2.1).

85,7 % der bei der Erstuntersuchung als metastasenfrei befundeten 77 Lymph-
knoten waren immunhistochemisch dennoch positiv, d.h. in ihnen war minde-
stens eine zytokeratinpositive Zelle enthalten. Immerhin 68,8 % der 77 Lymph-
knoten enthielten Mikrometastasen der Größe II+, III+ und IV+, 15,6 % Tumor-
zellemboli der Größe I+, 1,3 % ausschließlich Zytokeratin–positvie Makro-
phagen und nur 14,3% in keiner der drei Schnittebenen eine positive Reaktion.
Die Tatsache, daß sorgfältiges Mikroskopieren, am besten von Serienschnit t e n ,
bereits eine hohe Tr e fferquote sichert (Natsugoe, Aiko, and Shimazu 1991), konn-
te auch in dieser Untersuchung in 49 (63,6 %) Fällen bestätigt werden. Aller-
dings wurden auch Tumorzellen in Regionen vermutet, in denen der immunhi-
stochemische Schnitt keine aufwies (26 Fälle), unabhängig ob letzterer positiv
oder negativ befundet wurde. 16 Fälle wurden ohne Auffälligkeiten negativ ge-
wertet, in denen immunhistochemisch Mikrometastasen enthalten waren. In 23
Fällen (41,6 %) stimmte die Diagnose beider Methoden überein. Allerdings
waren in nur 11 (14,3 %) H.E.–gefärbten Lymphknoten eine sichere Diagnostik
möglich: Bei diesen Zellverbänden handelte es sich in 5 Fällen um Zell-
verbände mit 3-50 Tumorzellen (Größe II+) und in 6 Fällen um mehr als 51 Tu-
morzellen (Größe III+ und IV+). In den übrigen Lymphknoten konnte lediglich
ein Verdacht ausgesprochen werden. Schon Lennert (Georgii 1984) betonte, daß
bei den Tumorzellen im H.E.–Schnitt die Verwechslungsgefahr mit Makro-
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phagen sehr groß sei, weshalb im Zweifelsfall Ergebnisse immunhistochemisch
verifiziert werden sollten. Damit erweist sich die Entnahme eines einzelnen
Schnittes eines Lymphknotens als weniger erfolgreich: Daß in den zunächst als
metastasenfreien diagnostizierten Lymphknoten doch Metastasen bei der er-
neuten H.E.-Untersuchung befundet werden konnten, liegt mit Sicherheit an der
weiteren gezielten Aufarbeitung des Materials. So muß für veterinärmedizini-
sche Belange Ansichten (Galea et al. 1991) widersprochen werden, die einen ein-
zelnen Lymphknotenschnitt bei der histopathologischen Untersuchung für
ausreichend halten. Der Wert von seriellen Lymphknotenauswertungen ((Lud-
wig) Breast Cancer Study Group 1990; Gusterson and Ott 1990; Wilkinson and
Hause 1974) kann nur betont werden. In vergleichbaren Studien beim Men-
schen konnten lediglich bei etwa 10–30 % der untersuchten Frauen immunhi-
stochemisch okkulte Metastasen diagnostiziert werden (Apostolikas, Petraki,
and Agnantis 1989; Galea et al. 1991; Kainz et al. 1993; Nasser et al. 1993;
Raymond and Leong 1989; Ronay, Tomesch, and Tulusan 1989). Diese Zahlen
beziehen sich allerdings auf Personen und nicht auf Lymphknoten, da beim
Mensch pro Fall mindestens drei Lymphknoten untersucht werden. Da eine ok-
kulte Metastase in einem Lymphknoten pro Patientin ausreicht, um einen posi-
tiven Befund zu erhalten, sind die Zahlen okkulter Metastasen in den einzelnen
Lymphknoten möglicherweise viel höher.

Tumorzellemboli und kleinere Mikrometastasen finden sich am häufigsten im
Sinusraum. Wobei festzuhalten ist, daß je größer die Tumorzellansammlungen
waren, desto gleichmäßiger verteilten sich die Metastasen im ganzen Lymph-
knoten, und desto stärker war das Parenchym betroffen. Vergleichbares wird für
den Menschen berichtet (Grundmann 1984; Liotta 1992; Natsugoe, Aiko, and
Shimazu 1991; Wallace, Josephson, and Hollenberg 1980).

Erstaunlicherweise scheinen invasive und expansive Karzinome annähernd
gleich häufig zu metastasieren, wobei invasive Adenokarzinome häufiger meta-
stasierten als invasive solide Karzinome (81,5 % zu 66,6 %). Das spiegelt sich
auch bei Tumoren wieder, die sowohl einen invasiven als auch einen expansi-
ven Anteil aufwiesen. Karzinome mit einem invasiven adenokarzinomatösen
Anteil metastasierten weitaus mehr als Karzinome, deren adenokarzinomatöser
Anteil expansiv wuchs (83,3 % zu 50 %). Bei den expansiven Karzinomen ist
das Verhältnis genau umgekehrt. Hier fanden sich in Lymphknoten von expansi-
ven Adenokarzinomen seltener Tumorzellen als in denen von expansiven soli-
den Karzinomen. Diese Metastasierungshäufigkeit wird nicht nur in der human-
medizinischen Literatur expansiven Karzinomen weitgehendst abgesprochen
(Bostock 1986; Fidler, Gerstein, and Hart 1978; Fidler and Hart 1982; Gilbert-
son et al. 1983; Liotta 1986; Liotta 1992; Misdorp and Hart 1976; Misdorp and
Hart 1979a), obgleich diese Befunde nicht immunhistochemisch evaluiert wor-
den sind. In Anbetracht der Tatsache, daß mehr als 60 Prozent aller Karzinome

Ergebnisse 4.4.2 Okkulte Metastasen in Lymphknoten

260



der vorliegenden Untersuchung metastasiert hatten – nicht einberechnet die
14,3 % der Lymphknoten, die Reaktionen der Größe I+ zeigten – muß einer
sorgfältigen Lymphknotendiagnostik des Hundes mehr Gewichtung beigemes-
sen werden. Auffassung, die Lymphknotenmetastasen einen erheblichen Einfluß
auf erneutes Tumorwachstum und auf eine geringe Überlebenszeit zuordnen
(Bostock 1986; Gilbertson et al. 1983; von Sandersleben 1968; Yamagami et al.
1996), kann daher voll zugestimmt werden, da auch in der humanmedizinischen
Literatur kein Zweifel darüber herrscht, daß Patientinnen mit metastasennega-
tiven Lymphknoten wesentlich bessere Überlebenschancen aufweisen ((Ludwig)
Breast Cancer Study Group 1990; Clayton and Hopkins 1993; Fisher et al.
1983). 

Der prognostische Wert des immunhistochemischen Nachweises von Tu m o r z e l-
lemboli und kleineren okkulten Mikrometastasen wird allerdings häufig bezwei-
felt (Kainz et al. 1993; Mittra and MacRae 1991; Nasser et al. 1993; Sartin et al.
1992). Da zum Zeitpunkt der klinischen Vorstellung eines Patienten die Mög-
lichkeit besteht, daß bereits Metastasen vorhanden sind (Kohn 1993), muß jeder
Hinweis – und sei es nur ein Tumorzellembolus – sehr ernst genommen werden.
Allerdings könnten andere Kriterien als okkulte Lymphknotenmetastasen
prognostisch bedeutsamer sein, wie zum Beispiel peritumorale Gefäßeinbrüche
(Gutberlet and Rudolph 1994; Nasser et al. 1993) oder Proliferationsrate und
DNA-Polyploidie (Bratulic et al. 1996; Hellmén et al. 1993; Perez Alenza et al.
1995). Bis zur endgültigen Abklärung der prognostischen Relevanz von Ge-
schwulstzellemboli und Mikrometastasen in regionären Lymphknoten beim
Mammakarzinom ist jedoch unbedingt festzuhalten, daß bereits eine ohne gro-
ßen Aufwand zu realisierende Lymphknotenuntersuchung an Serienschnitten
eine erhebliche Steigerung der Erkennungsrate bedeutet (Nasser et al. 1993;
Natsugoe, Aiko, and Shimazu 1991), die nur durch eine immunhistochemische
Verifizierung übertroffen werden kann.
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4.5 Zytokeratine caniner
primärer Leberkarzinome

Einleitung
Primäre Neoplasien der Leber werden beim Hund nur selten gesehen (Bastia-
nello 1983; Geisel et al. 1990; Geisenberger 1990; Hammer and Sikkema 1995;
Hayes, Morin, and Rubenstein 1983; Kusch 1985; Patnaik, Hurvitz, and Lieber-
man 1980; Patnaik et al. 1981a; Patnaik et al. 1981c; Trigo et al. 1982; von
Sandersleben, Schäffer, and Weisse 1973); ihre Inzidenz in definierten Popula-
tionen liegt mit 1,6 Fällen pro 100.000 Hunden (MacVean et al. 1978) ausge-
sprochen niedrig. In der Regel bereiten diese Neoplasien keine diagnostischen
Probleme; einige dieser Tumoren können allerdings aufgrund ihres pleo-
morphen Erscheinungsbildes (Patnaik et al. 1981a; Patnaik et al. 1981b; Patnaik
et al. 1981c) diagnostische Schwierigkeiten bereiten. Um typische Leberkarzi-
nom-Merkmale festzustellen, soll mit dieser Arbeit versucht werden, ein
Zytokeratinmuster für hepatogene Karzinome zu erstellen. Beim Menschen gilt,
daß Hepatozyten das Zytokeratinpaar 8/18, das Gallengangsepithel die Zytoke-
ratine 8/18 und 7/19 exprimieren (Moll et al. 1982; Stosiek, Karsten, and Kas-
per 1987). Zusätzlich wird bei der Ratte Zytokeratin 20 in cholangiären Epithe-
lien gefunden (Moll, Schiller, and Franke 1990). Da das onkofetale Antigen α-
Fetoprotein (AFP) als spezifischer Marker für hepatozelluläre Neoplasien gilt
(Gitlin and Boesman 1967; Martin de las Mulas et al. 1995), wurde zusätzlich
die Expression von AFP ermittelt.

Material und Methoden
Leberproben von 10 lebergesunden, unmittelbar nach der Euthanasie sezierten Hunden wurden
einer SDS-Polyacrylamidgelanalyse mit anschließendem Immunblot unterzogen: 2 Boxer
(weibl./ 2,5 Jahre; männl./4 Jahre), 2 Deutsche Schäferhunde (weibl./3 Jahre; männl./adult, 2
Cockerspaniel (weibl./4 Jahre; männl./3 Jahre), 2 Yorkshire-Terrier (weibl./6 Jahre; männl./1,5
Jahre), und 2 Bastarden (weibl./adult; männl./7 Jahre). Nach der Entnahme einer würfelför-
migen Probe von einer Kantenlänge etwa 1 cm aus dem Leberparenchym (ohne Kapselanteile)
wurden diese zunächst tiefgefroren und dann daraus analog den Anweisungen von Achtstaetter
et al. (1986) die Zytokeratinfraktion gewonnen: Das aufbereitete Material wurde im doppelten
Ansatz einer eindimensionalen Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE) nach der Standardmethode von Laemmli (1970) unterzogen. Dazu wurde ein
12,5%iges Gel, gegossen aus Acrylamid und Bisacrylamid in einem Verhältnis von 200:1, ein-
gesetzt. Bei jedem Gel-Lauf wurden jeweils 5 Proben und ein Molekulargewichtsmarker-
gemisch (Dalton Marker VII-L; Fa. Sigma, Deisenhofen) aufgebracht. Ein Gel wurde jeweils
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mit Coomassie Blue gefärbt, mehrere Stunden entfärbt und anschließend mit einem Scanner
(Scanjet II cx, Fa. Hewlett Packard) digitalisiert. Die aufgetrennten Proteine des zweiten (unge-
färbten) Gels wurden auf eine Nitrocellulose-Membran (Millipore Filters, Typ HAmit 0,45 µm
Porengröße) in einer Blotkammer elektrotransferiert (Towbin, Staehlin, and Gordon 1979). Zum
spezifischen Zytokeratinnachweis wurden die Membranstreifen bei Raumtemperatur zunächst
mit 3% BSAin TRIS-HCl Puffer inkubiert, mehrmals gewaschen und mit den Antikörpern (Ta-
belle 4.5-1) für 18 h bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde ein Anti-Maus-Konjugat aus der
Ziege, das mit Alkalischer Phosphatase markiert ist (# M 30008, Fa. Medac, Ham-
burg)zugegeben und die Visualisierungsreaktion mit 0,6 mg/ml Fast Red Salz/0,4 mg/ml Naph-
tol AS-MX Phosphat/ TRIS-HCl Puffer (0,2 M, ph 8,0) durchgeführt. Nach dem Trocknen wur-
den die Ergebnisse mit einem HP Scanjet II cx digitalisiert. Die digitalisierten Ergebnisse wur-
den auf einem Macintosh-Computer (Quadra 660 AV) mit Hilfe des Public Domain-Programms
NIH Image (entwickelt vom U.S. National Institutes of Health, erhältlich im Internet bei
http://rsb.info.nih.gov/-nih-image/) ausgewertet.

Zweiunddreissig hepatogene Karzinome (15 hepatozelluläre Karzinome, 15 cholangiäre Karzi-
nome und zwei gemischtzellige Karzinome [hepatozellulär und cholangiär]) aus dem Obdukti-
onsgut des Instituts für Veterinär-Pathologie der FU Berlin aus den Jahren 1980 bis 1997 wur-
den untersucht. Die Proben waren routinemäßig in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet
worden. Die Immunhistochemie wurde mit einer breiten Palette von Antikörpern (Tabelle 4.5-1)
als leicht modifizierte APAAP-Technik (Cordell et al. 1984) durchgeführt. Die APAAP-Reagen-
zien entstammten einem APAAP-Kit (# ADS 101; Dianova, Hamburg). Entparaffinierte, etwa
5 µm dicke Schnitte wurden in einem Mikrowellenherd erhitzt (2 x 5 min. bei 600 W in 10mM
Zitratpuffer, pH 6,0) und nach Spülen in TRIS-Puffer auf Coverplates® (Fa. Shandon, Frankfurt/
Main) montiert. Bei Raumtemperatur wurden die Schnitte mit den in RPMI verdünnten primä-
ren Antikörpern inkubiert, anschließend der sekundäre Antikörper (1:100 verdünnt in RPMI mit
Zusatz von 5 % normalen Hundeserum) aufgebracht und nach Zusatz des APAAP-Komplexes
mit Hilfe der Substrat-(Naphthol-AS-MX-Phosphat gelöst in N,N, Dimethylformamide unter
Zusatz von 1M Levamisole)-Fast Red Lösung (Sigma, Deisenhofen) visualisiert. Im Falle des
polyklonalen α-Fetoproteins wurde nach dem ersten Antikörper zusätzlich ein Mouse-Anti-Rab-
bit-Antikörper aufgetragen („Mousification”). Als Negativkontrollen wurden Konsekutivschnitte
herangezogen, bei denen der primäre Antikörper durch ein nichtimmunogenes Mausserum
(Control IgG; Dianova, Hamburg), im Falle des AFP durch ein nichtimmunogenes
Kaninchenserum (Rabbit Immunglobulin Fraktion; Dako, Hamburg), ersetzt wurden.

Die Immunreaktionen wurden semiquantitativ ausgewertet: Der relative Anteil von im-
munreaktiven Zellen wurde mikroskopisch in 10 Gesichtsfeldern bei 250facher Vergrößerung
bestimmt und wie folgt „gescored”:

• [—]: keine immunreaktive Zellen,
• [1+]: ≤ 10 % immunreaktive Zellen 
• [2+]: 11–50 % immunreaktive Zellen 
• [3+]: 51–75 % immunreaktive Zellen oder
• [4+]: ≥ 75 % immunreaktive Zellen.
• a blaßrosafarbene Färbeintensität
• b leuchtend rosarote Färbeintensität
• c kräftige, leuchtend-rote Färbeintensität.

Eine [1+] Färbung wurde als insuffizient gewertet.

Ergebnisse
Im SDS-PAGE und im Western Blot lassen sich in allen Proben die Zytokerati-
ne 8, 18, 7 und 19 nachweisen (Abbildung 4.5-1).

Die immunhistochemischen Ergebnisse faßt Tabelle 4.5-2 zusammen.

Nur 53,3 % aller hepatozellulärer Karzinome, unabhängig von ihrem morpholo-

Ergebnisse 4.5 Leberkarzinome

267



gischem Erscheinungsbild, exprimierten CAM 5.2 (Zytokeratinpaar 8/18) in
[4+]c-Quantität (Abbildung 4.5-2), während es in 80 % aller cholangiären
Karzinomen nachweisbar war. Überraschenderweise gab es bei der Reaktivität
der unveränderten Hepatozyten eine azinär unterschiedliche Anfärbbarkeit:
Zone I zeigte eine [4+]c–Reaktion, während im übrigen Azinus eine [4+]a–Re-
aktion festgestellt werden konnte. Die Gallengänge und deren Neoplasien rea-
gierten einheitlich [4+]c.

AE1 war in allen untersuchten Gallengangskarzinomen (Abbildung 4.5-3) und
in allen gemischtzelligen Karzinomen in Form einer [4+]c–Reaktion präsent,
während es nur in 13,3 % der Leberzellkarzinome als [2+]c immunreaktiv war.

CK 7 (Ks 7.18) war nur bei einem, CK 19 (Ks 19.1) bei 4 (26,7 %) Gallen-
gangskarzinomen mit jeweils [3+]c-Reaktionen nachweisbar.

AE3 reagierte insgesamt in 26,7 % aller Leberzellkarzinomen; zweimal mit
einer [2+]c– und zweimal mit einer [3+]c–Färbung. Bei einem cholangiären
Karzinom konnte AE3 als [2+]c-Reaktion nachgewiesen werden.

KL1, E3 und CK 20 reagierten in keinem Fall.

AFP konnte in 46,7 % aller hepatozellulären Karzinome in unterschiedlichen
Quantitäten gefunden werden: Einmal eine [3+]c-, und sechsmal eine [2+]c-
Reaktion (Abbildung 4.5-4).

In Kombination ergaben sich folgende Färbungen:

Hepatozelluläre Karzinome: 1 CAM 5.2. und AE1 positiv
1 CAM 5.2, AE1 und AE3 positiv
3 CAM 5.2 und AE3 positiv
3 CAM 5.2 und AFP positiv
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Antikörper Spezifität Verdünnung
APAAP

Verdünnung
Western Blot

Bezugsquelle

AE1 CK 10,14,16,19 1:400 1:1000 ICN
AE3 CK 1, 5, 8 1:400 1:1000 ICN
KL1 CK 10/11 1:100 1:1500 Immunotech
CAM 5.2 CK 8/18 ready to use 1:10 Becton Dickinson
Ks 7.18 CK 7 1:50 1:1000 Progen
E3 CK 17 1:20 1:400 Dako
Ks 19.1 CK 19 1:10 1:200 Progen
CK 20 CK 20 1:10 1:100 PD Dr. R. Moll, Mainz
Rabbit Anti
α-1-Feto-
protein

α-1-Fetoprotein 1:300 — Dako

Tabelle 4.5-1
Antikörper für APAAP und Western Blot



4 nur AFP positiv
3 negativ

Cholangiäre Karzinome: 5 nur AE1 positiv
1 CAM 5.2, AE1 und AE3 positiv
5 CAM 5.2 und AE1 positiv
1 CAM 5.2, Ks 7.18, Ks 19.1 und AE1 positiv
3 CAM 5.2, Ks 19.1 und AE1 positiv

Kombinationstumore: 2 nur AE1

Diskussion
Mit Hilfe von SDS-PAGE und Western Blot konnte gezeigt werden, daß der Le-
berbesatz an Zytokeratinen beim Hund dem des Menschen (Moll et al. 1982)
entspricht. Allerdings war nicht in allen untersuchten Karzinomen diese Zyto-
keratinausstattung immunhistochemisch weiterhin nachweisbar.

Zytokeratin 8/18 als typisches Zytokeratinpaar von Leber und Gallengängen
war häufiger in Gallengängen als in Leberzellen darstellbar. Offensichtlich hat
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Antikörper Hepatozelluläre Ca

n=15

Cholangiäre Ca

n=15

Gemischtzellige Ca

n=2

AE1 2/15 15/15 2/2
AE3 4/15 1/15 0/2
KL1 0/20 0/15 0/2
CAM 5.2 8/15 10/15 0/2
Ks 7.18 0/15 1/15 0/2
E3 0/15 0/15 0/2
Ks 19.1 0/15 4/15 0/2
CK 20 0/15 0/15 0/2
AFP 7/15 0/15 0/2

Tabelle 4.5-2
Ergebnisse der APAAP-Färbungen

Abbildung 4.5-1
SDS-PAGE und Western Blot von nor-
maler Leber. Laufrichtung war von
rechts nach links. Dargestellt von
oben nach untern: CK 19, CK 7, CK
8/18,Gel. Im Immunblot von CK 19
taucht unterhalb der Hauptbande eine
Nebenbande auf; die wahrscheinlich
ein Degradierungsprodukt von CK 19
ist.



die Formalinfixierung – trotz Mikrowellenvorbehandlung – dabei einen Teil der
Anfärbbarkeit verhindert. Da Gallengänge einen deutlich dichteren Besatz an
Intermediärfilamenten aufweisen (Chedid, Spellberg, and De Beer 1974; Stern-
lieb 1965), reagieren diese daher auch häufiger.

Die intensivere Anfärbbarkeit der Zone I-Hepatozyten mit CAM 5.2. (CK 8/18)
wird bereits in der Erstbeschreibung des Antikörpers erwähnt (Makin, Bobrow,
and Bodmer 1984) und tritt besonders deutlich in formalinfixierten Proben auf.
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Abbildung 4.5-2
Hepatozelluläres Karzinom. CAM 5.2.
(CK 8/18), APAAP

Abbildung 4.5-3
Intrahepatisches cholangiäres Karzi-
nom. AE1, APAAP

Abbildung 4.5-4
Leberzellkarzinom. α–Fetoprotein,
APAAP



Als ausgesprochen konstanter Marker für Karzinome mit cholangiären Charak-
ter erwies sich AE1; das gilt auch für entsprechende Neoplasien beim Menschen
(Johnson et al. 1988). Mit AE1 gelang es alle cholangiären Entartungen sicher
zu markieren. Daher empfiehlt sich in Zweifelsfällen (beispielsweise: pseudo-
glanduläres hepatozelluläres Karzinom vs. Cholangiokarzinom) AE1 zur Diffe-
rentialdiagnosenfindung einzusetzten. Problematisch bleibt allerdings, daß Kar-
zinommetastasen in die Leber (beispielsweise von Mammatumoren) auch AE1
positiv sind. 

α-Fetoprotein (AFP), das physiologischerweise nur während der Embryonalent-
wicklung der Leber exprimiert wird (Gitlin and Boesman 1966), zeigt bei mali-
gner Entartung eine Neoexpression, die es als Marker für hepatozelluläre Neo-
plasien interessant macht (Wu and Sell 1990), zumal AFP auch serologisch bei
Hunden nachgewiesen werden kann (Hahn and Richardson 1995; Lowseth et al.
1991; Shibata and Yamanaka 1988). Allerdings reagierten in dieser Untersu-
chung nur 46,7 % aller Leberzellkarzinomen mit dem AFP-Antikörper. Das sind
zwar deutlich mehr als die 27,3 %, die Martin de las Mulas et al. (1995) berich-
ten, reicht aber nicht aus, um AFP als sensitiven und sicheren Marker einzuset-
zen. Auch in der humanmedizinischen Literatur wird AFP als nichtsensitiver
Marker betrachtet (Hurliman and Gardiol 1991), wobei der Prozentsatz der Re-
aktivität bei Leberzelltumoren des Menschen von 2 % (Ferrandez-Izquierdo and
Llombart-Bosch 1987) bis zu 70 % (Kojiro et al. 1981) reicht. Da AFP aber
auch in anderen Neoplasien beim Menschen (z.B. Dottersacktumoren, Neoplasi-
en des Gastrointestinaltraktes) exprimiert werden kann, wird seine Eigenschaft
als genereller (serologischer) Tumormarker zwar betont, aber als nicht eindeutig
leberspezifisch bewertet (Lamerz 1997). Beim Hund kann die Kombination
CAM 5.2. und AFP in vielen Fällen ein eindeutiges Ergebnis erbringen. Zumin-
dest in dieser Untersuchung waren alle hepatozellulären Neoplasien mit einem
und/oder beiden Antikörpern markierbar.

Letztendlich bleibt festzuhalten, daß es zwar gelingt, immunhistochemisch he-
patozelluläre von cholangiären Neoplasien zu differenzieren, daß es aber in
Zweifelsfällen unmöglich erscheint nur aufgrund der Immunreaktionen, Karzi-
nommetastasen von cholangiären Neoplasien zu differenzieren.
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5 Diskussion
Zur Diskussion der Einzelergebnisse sei auf die Kapitel 4.1 bis 4.5 verwiesen.
Im Folgenden soll Gemeinsames zusammenfassend kurz dargestellt und dis-
kutiert werden.

Neoplasien stellen – zumindest aus der Sicht des Pathologen – mit die häufigste
Todesursache beim Hund (siehe Kapitel 4.1) dar, wobei die Frage nach Ursa-
chen bislang ungeklärt bleibt. Die prädisponierende Rolle von Papillomaviren
für verschiedene Karzinomen, speziell solcher der Haut und Schleimhäute,
scheint in der Humanonkologie gesichert zu sein (z.B.: Rohwedder et al. 1997;
Sugerman and Shillitoe 1997; zur Hausen 1996); beim Hund liegen nur unzurei-
chende Verdachtsmomente über die Rolle der Papillomaviren vor (siehe Kapitel
4.3.3).

Die Tatsache, daß etwa ein Viertel aller Hundesektionen zur Diagnose „Neopla-
sie” kommt,  macht überdeutlich, daß Etablierung und Ausbau einer veterinär-
medizinischen Onkologie dringend notwendig ist. Eine elementare Vorausset-
zung für eine erfolgreiche veterinärmedizinische Onkologie wäre allerdings,
daß spezifische Therapieprotokolle für distinkte Tumorentitäten zur Verfügung
stehen. Das setzt wiederum voraus, daß der Pathologe eine definitive Diagnose
zu erstellen vermag. Bei schätzungsweise 80 % aller diagnostischen Tumorein-
sendungen dürfte die Erstellung einer definitiven Diagnose keine Probleme be-
reiten. Bei etwa 10-15 % aller Einsendungen ist allerdings Diskussionsbedarf
vorhanden und etwa 1-5 % aller Fälle sind nicht endgültig abklärbar. Für diese
20 % „Problemfälle” kann ein immunhistochemisches Tumortyping diagnosti-
sche Hilfestellung leisten.

Problematischer ist, daß die Intermediärfilamente zwar phylogenetisch weit ge-
streut vorkommen, aber dennoch speziesspezifische Unterschiede aufweisen
können. Insbesondere konnte in dieser Arbeit am Beispiel von Mamma und
Leber des Hundes gezeigt werden, daß auf der Intermediärfilamentebene
(proteinbiochemisch betrachtet) ein naher Verwandtschaftsgrad zum Menschen
besteht. Diese Tatsachen sollten spontane Neoplasien des Hundes als Modellfall
für gleichartige Tumorentitäten beim Menschen für Onkologen interessant ma-
chen, und somit ein interdisziplinäres Zusammenarbeiten von human- und vete-
rinärmedizinischen Onkologen forcieren.
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Aber – und auch das zeigten unsere Untersuchungen – existieren einige epider-
male „Besonderheiten“ beim Hund. Neben offensichtlich weit verbreiteten Zy-
tokeratin-Polymorphismen in der caninen Epidermis überrascht die Expression
von Zytokeratins 6 (siehe Kapitel 4.3.1). Vergleiche mit anderen Spezies (Pferd,
Katze, Huhn, Mensch; eigene nicht publizierte Beobachtungen) bestätigen diese
doch unerwartete Reaktivität: Zytokeratin 6, immunhistochemisch verifiziert
durch LP 34-Reaktivität bei gleichzeitiger negativer Reaktion von Ks 18.04
(CK 18) und CAM 5.2. (CK 8/18), läßt sich nur beim Hund in unveränderter
Epidermis nachweisen. Bei Pferd, Katze, Huhn und Mensch ist dies nicht der
Fall; lediglich Zellen der äußeren Wurzelscheide (resp. des Federbalgs) expri-
mieren bei diesen Spezies CK 6.

Ein Hauptziel dieser Schrift bestand auch darin, durch den Einsatz immunhisto-
chemischer und biochemischer Methoden mit Hilfe kommerziell erhältlicher
Antikörper, ein möglichst detailliertes Bild der Expressionsmuster caniner epi-
thelialer Neoplasien zu erhalten, das für unklare Tumorfälle einen routinemäßi-
gen Einsatz in der Diagnostik erlauben soll. Die Frage, ob es beim Hund hinrei-
chend charakteristische Expressionprofile für bestimmte Karzinomarten gebe,
ist allerdings auch nach Abschluß dieser Untersuchungen, nicht eindeutig zu be-
antworten: Mit den eingesetzten Antikörpern ließ sich zwar für bestimmte Tu-
moren ein bestimmtes Zytokeratin-Profil erstellen, doch waren diese Profile in-
sofern nicht eindeutig, da distinkte Expressionen in mehreren Karzinomarten
nachgewiesen werden konnten.  Obwohl es also nicht gelang, jeder Karzino-
mentität ein ganz bestimmtes Zytokeratinmuster zuzuordnen, ergeben sich
durch den Einsatz von Zytokeratin-Antikörpern dennoch einige Vorteile:

• Der Nachweis von Gesamt-Zytokeratin (beispielsweise durch die Kom-
bination der Antikörper AE1/AE3) ermöglicht es, undifferenzierte Neo-
plasien als epithelial zu erkennen.

• Breitspektrum-Antikörper wie AE1 sind hilfreich beim Nachweis von
Karzinomen, die nur als Fragmente bei Feinnadelpunktionen, in Ausstri-
chen oder als Tumorzellemboli oder Mikrometastasen in Lymphknoten
vorkommen. AE1 fehlt lediglich in Basaliomen, in Pilomatrixomen, in
Tumoren der hepatoiden Drüsen und in einigen Trichoepitheliomen.

• Für die Differentialdiagnostik von Hauttumoren lassen sich mehr oder
weniger eindeutige Zytokeratinmuster heranziehen: 

Schweißdrüsen-Neoplasien (inkl. Analdrüsen-Neoplasien), exprimie-
ren immer CK 8 und CK 18 (Antikörper CAM 5.2) und CK 19, wobei
Mammatumore überraschenderweise diese Zytokeratine nur sehr inkon-
sistent exprimieren.
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Talgdrüsentumore sind hauptsächlich LP34- und LL002-positiv, in-
konsistent auch AE1-positiv. In Tumoren der hepatoiden Drüsen las-
sen sich neben LP34 und LL002 zusätzlich AE3 nachweisen.

Basalzellentumore zeigen folgende Reaktivitäten: AE1- und KL1-ne-
gativ, AE3-, LP34- und LL002-positiv.

Trichoepitheliome verhalten sich immunhistochemisch AE3-, LL002-
und LP34-positiv sowie KL1-negativ (bzw. AE1-, AE3- und LP34 posi-
tiv, KL1-negativ) hingegen sind keratotische oder baso-squamöse Ba-
salzellentumore immunhistochemisch AE1– und KL1-negativ, AE3-,
LP34- und LL002-positiv.

Intrakutan verhornende Epitheliome reagieren AE3-negativ, AE1-,
KL1-, LP34- und LL002-positiv.

Bei Pilomatrixomen reagieren keine der eingesetzten Antikörper.

Nicht ganz sicher lassen sich Leber-Neoplasien immunhistochemisch
ansprechen, obwohl alle vom Gallengang ausgehende Neoplasien sich
mit AE1 und weniger konsistent mit CAM 5.2. markieren lassen. Für Le-
berzell-Karzinome erscheint immer ein Einsatz von AFP empfehlens-
wert, obwohl nur etwa die Hälfte der Tumore immunreaktiv ist.

Perspektiven

Wünschswert wäre es, eine Früherkennung von Karzinomen bereits serologisch
durchführen zu können. Dies ist prinzipiell sicher möglich, da bereits in Früh-
stadien von Karzinomen serologisch Zytokeratinfragmenten nachzuweisen sind.
In der Humanonkologie wird das beispielsweise mit dem Tissue Polypetide An-
tigen (TPA), das aus Fragmenten zylinderepitheltypischer Zytokeratinen besteht
(Moll 1987), bereits praktiziert. Bekannt ist weiterhin, daß der Level von Frag-
menten von CK 19 im Serum mit dem Differenzierungsgrad von Neoplasien
des Gastrointestinaltraktes, des Uterus, der Cervix und der Ovarien (Sakahara et
al. 1994) sowie mit dem von Plattenepithelkarzinomen der Lunge (Stieber et al.
1993) korreliert; allerdings werden Frühstadien noch nicht erkannt. Mit spezifi-
scheren Antikörpern gegen Zytokeratinen wird es vielleicht auch möglich wer-
den, serologisch das Vorkommen von bestimmten Karzinomen zu diagnostizie-
ren.

Sind nun die Möglichkeiten der Zytokeratindiagnostik beim Hund ausgeschöpft?
Sicherlich nicht: Zunächst bleibt die „Suche” nach kreuzreagierenden Antikör-
pern weiterhin geboten, um ein genaueres Typing beim Hund zu ermöglichen.
Bedauerlicherweise reagieren bereits erhältliche Antikörper gegen distinkte Zy-
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tokeratine des Menschen beim Hund nicht: Weder CK 17, noch einer der drei
paraffingängigen Antikörper gegen CK 20 (von Prof. R. Moll freundlicherweise
zur Verfügung gestellt) zeigten Kreuzreaktivitäten beim Hund. 

Weiterhin besteht die Möglichkeit, daß es – auch beim Hund – mehr Zytokerati-
ne geben könnte als bislang bekannt ist: Unbekannte CK’s mit ähnlichen Mole-
k u l a rgewichten, die mit ein- oder zweidimensionaler Elektrophorese nicht aufge-
trennt werden, sind durchaus denkbar. Die Erfahrungen mit der Entdeckung von
CK 20 (Moll, Schiller, and Franke 1990) oder von CK 2p (Collin et al. 1992)
beim Menschen haben gezeigt, daß es durchaus noch CK’s geben kann, die sich
„versteckt” halten.

Insgesamt gesehen wird die Routinehistologie – aufbauend auf der H.E.-Fär-
bung – weiterhin zusammen mit exakten klinischen Vorberichten der erste (und
wichtigste) Schritt im Befunden sein. Doch – und das haben die Untersuchun-
gen dieser Schrift gezeigt –  stehen mit zur Zeit erhältlichen Antikörpern gegen
Intermediärfilamenten zusätzliche, sichere und schnelle Hilfsmittel für diagno-
stische Zweifelsfälle zur Verfügung. Auch aus finanziellen Gründen (ein mit
APAAP gefärbter Schnitt kostet in der Herstellung ohne Personalkosten und je
nach Antikörper etwa 7.- bis 15.- DM) wird ein Zytokeratintyping auf die er-
wähnten Zweifelsfälle und auf gesonderte wissenschaftliche Fragestellungen be-
grenzt bleiben müssen. Mit dem Entstehen und der Weiterentwicklung erfolgrei-
cher Therapieprotokolle für die Tumorbehandlung beim Hund wird allerdings
ein zweifelsfreies Diagnostizieren mit Hilfe der Intermediärfilamente in den
nächsten Jahren eine deutlich wichtigere Rolle spielen. Um dies zu ermögli-
chen, möge diese Schrift einen Beitrag leisten.  
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Arbeitsanleitungen für Immunhistochemie

Apparate, Ausrüstung, Chemikalien

Formalin, neutral gepuffert
Formalin (37-40% w/v Formaldehyd)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 ml
Dinatriumphosphat, wasserfrei  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .6,5 g
Natriummonophosphat  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .4,0 g
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1000 ml

Bouin´sche Lösung
Gesättigte Pinkrinsäure (1,2% w/v) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .75 ml
Formalin (40% w/v Formaldehyd) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .25 ml
Eisessig . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 ml
gesättigte Pikrinsäure=1,17g/100 ml Aqua dest.

B5 Stammlösung
Quecksilberchlorid  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .12,0 g
Natriumacetat  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2,5 g
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .200 ml

B5 gebrauchsfertige Lösung
B5 Stammlösung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20 ml
Formalin (40% w/v Formaldehyd) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2 ml

Poly-L-Lysin 0,1 % 
Poly-L-Lysin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 mg 
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml
Auftropfen, ausstreichen und trocknen lassen
Gebrauchslösung 4 Wochen haltbar

Silane
3-Aminopropyltriethoxysilane  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .12 ml
Azeton  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .588 ml
OT in frische Lösung einstellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 min
In Azeton waschen  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2x
Trocknen im Wärmeschrank bei 50 °C  . . . . . . . . . . . . . . . . . .über Nacht
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Mikrotom
Wasserbad
Trockenplattte
Wärmeschrank
Mikrowellenherd
Autoklav
Feuchte Kammer
Immunfärbecenter Sequenza™ (Fa. Shandon,
Frankfurt)
Coverplates™ (Fa. Shandon, Frankfurt)
Waage
Magnetrührer
Schüttler
Objektträger (OT)

Färbeküvetten
Färbegestelle
Mikroliter-Pipetten (0,1-10 µl; 10-100 µl;
100-1000 µl)
Xylol
Azeton
Ethanol (100%)
Aqua dest.
10N NaOH
Konz. HCl
Deckgläschen
Kanadabalsam
Kaiser´s Glyceringelatine



TBS: 0,05 M Tris Based Saline, pH 7,4 - 7,6
Trizma Base  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .4,50 g
Trizma HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .34,25 g
NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .43,90 g
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 5000 ml

PBS: 0,01 M Phosphate Buffered Saline, pH  7.40
NaCl  0,89% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .36 g
NaH2PO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .7,4 g
KH2PO4  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2,15 g
Aqua dest  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 5000 ml

RPMI-Verdünnungspuffer 1 (für Primärantikörper und APAAP-Komplex)
RPMI 1640  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50 ml
inaktiviertes Fetales Kälberserum (FCS)  . . . . . . . . . . . . . . . . .5 ml
Na-Azid  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50 mg
pH mit konz. Trizma-HCl und Trizma-Base auf 7,4 bis 7,6 einstellen

RPMI-Verdünnungspuffer 2 (für Brückenantikörper und “Mousification”)
RPMI 10640  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50 ml
inaktiviertes gepooltes Hundeserum  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml
Na-Azid  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50 mg
pH mit konz. Trizma-HCl und Trizma-Base auf 7,4 bis 7,6 einstellen

0,1 % Pronase
Protease XXV (E) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 mg
TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml

0,05 % Saponin
Saponin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 mg
TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml

0,01 M Zitratpuffer, pH 6,0
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .900 ml
2 N NaOH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .13 ml
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1.000 ml

1M Levamisole
Levamisole  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2,408 mg
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 µl

Levamisole-Stammlösung (ABC)
Levamisole  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .24,1 mg
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 ml

2% Bovines Serum Albumin (BSA)
BSA  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2g
PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 ml

3%ige H2O2-Methanollösung 

30 % H2O2  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20 ml
Methanol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .180 ml
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Primärer Antikörper
Wird mit RPMI-Verdünnungspuffer 1 (APAAP) oder PBS (ABC) verdünnt. 
Bei ABC ggf. in 2% BSAverdünnen. 
Nach dem Ansetzen bei 1000 U/min. 2 min. lang zentrifugieren. 

Brückenantikörper (APAAP) 1:100
Gegen Maus-Immunglobulin gerichteter Kaninchen-Antikörper; wird mit RPMI-Verdünnungs-
puffer 2 verdünnt. Nach dem Ansetzen bei 1000 U/min 2 min lang zentrifugieren.

“Mousification”-Antikörper (APAAP) 1:200
Falls der primäre Antikörper kein Maus-Immunglobulin ist, wird er mit einem Maus-Antikörper
gerichtet gegen den Primärantikörper inkubiert. Wird mit RPMI-Verdünnungspuffer 2 verdünnt.
Nach dem Ansetzen bei 1000 U/min 2 min lang zentrifugieren.

Sekundärer Antikörper (ABC)
Biotinilierter Antikörper, der gegen den primärer Antikörper gerichtet ist. Wird mit PBS ver-
dünnt.

Alkalische Phosphatase anti-Alkalische Phosphatase-Komplex 1:100
Wird mit RPMI-Verdünnungspuffer 1 verdünnt. Nach dem Ansetzen bei 1000 U/min 2 min.
lang zentrifugieren.

Substrat/Fast Red-Gemisch
NDT-Stammlösung
Naphtol-AS-MX-Phosphat  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .200 mg
N,N-Dimethylformamid (DMF)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20 ml
TBS, pH 8,2  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .980 ml
Naphtol-AS-MX Phosphat in DMF lösen, dann mit TBS auffüllen.
Die Lösung ist im Kühlschrank mindestens 4 Wochen lagerbar.
NDT-Stammlösung  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 ml
1M Levamisole  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100  µl
Fast-Red-TR Salz  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 mg
Levamisole wird unmittelbar vor Gebrauch hinzugefügt, Fast-Red Salz gelöst und alles filtriert.

0,2 M 2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol (AMPD)
AMPD  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .21,028 g
Aqu. bidest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1000 ml

0,05 M TRIS-Entwicklungspuffer, pH 9,75
Trizma-Base  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .4,9 g
Trizma-HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1,5 g
NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .8,8 g
Aqu. bidest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1000 ml
pH mit konz. Trizma-Base und -HCl einstellen

5 %ige Neufuchsin-Stammlösung
Neufuchsin  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 g
2N HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 100 ml

4 %ige Natriumnitritlösung:
Natriumnitrit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .40 mg
Aqu. dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1 ml
Immer frisch ansetzen
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Substrat/hexazotiertes Astraneufuchsingemisch
a) 5 %ige Neufuchsin-Lösung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,5 m
4 %ige Natriumnitrit  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1,25 ml
beides für 1 min. unterm Abzug auf dem Schüttler reagieren lassen, dann in b)  geben
b) Tris-Entwicklungspuffer  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .175 ml
Levamisole  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 mg
0,2 M AMPD  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .62,5 ml
in c) geben
c) Naphtol-AS-BI-Phosphat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .125 mg
N,N-Dimethylformamid (DMF)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1,5 ml
pH auf 8,7 einstellen und in Küvette filtrieren

AEC-Stammlösung
AEC  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20 mg
DMF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2,5 ml

0,1 M Na-Acetat
Na-Acetat  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .6,81 g
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 500 ml

0,1 N Eisessig
Eisessig . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2,88 ml
Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 500 ml

0,1 M Acetat-Puffer pH 5,1
0,1 M Na-Acetat  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .79 ml
0,1 N Eisessig . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .21 ml
AEC-Substratlösung
AEC-Stammlösung  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2 ml
0,1 M Acetatpuffer  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .28 ml
H2O2 (30 %ig) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50 µl
Erst AEC und Acetatpuffer mischen, dann H2O2 zugeben. Falls ein Präzipitat auftritt, vor Gebrauch filtrieren

DAB-Substrat-Lösung
PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50 ml
DAB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .8 mg
H2O2 (30 %ig) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .40 µl
oder
TBS oder PBS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20 ml
DAB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 mg
H2O2 (30 %ig) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 µl
DAB zunächst in TBS oder PBS lösen, dann H2O2 zugeben. Falls ein Präzipitat auftritt, vor Ge-
brauch filtrieren.

ABC-PO-Substratlösung (Vectastain Kit)
Reagenz 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 µl
TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5ml
Levamisole-Stammlösung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20 µl
mischen, dann
Reagenz 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 µl
mischen, dann
Reagenz 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .200 µl

mischen
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Avidin-Biotin-Complex
Reagenz A (Avidin DH)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 µl
TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml
mischen, dann:
Reagenz B (biotinilierte Meerrettich-Peroxidase)  . . . . . . . . . .100 µl
nochmals mischen

ABC-Alkalische Phosphatase-Komplex (ABC-AP)
Reagenz A (Avidin DH)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 µl
TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml
mischen, dann
Reagenz B (biotinilierte Alkalische Phosphatase H)  . . . . . . . .100 µl
nochmals mischen

10% Normalserum (ABC)
Deaktiviertes Serum  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 ml
PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .45 ml
Serum aus der Spezies, aus der der sekundäre Antikörper stammt. Deaktivieren durch 56 °C Wasserbad für
30 min.

Alkalische Phosphatase anti-Alkalische Phosphatase-Methode (APAAP)
1. Etwa 3-5 µm dicke Schnitte schneiden, auf beschichtete OT aufziehen und im Brutschrank

trocknen bei 40 °C  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .über Nacht
oder bei 60 °C für  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min. 

2. Entparaffinieren: 
Xylol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .15 min.
Azeton  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 min.
Azeton/TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 min.
TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 min.
Falls keine Vorbehandlung notwendig ist, weiter mit Schritt 4

3. Vorbehandlung:
0,05 %iges Saponin für Kernantigene  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min. 
oder
Pronase E bei 37 °C  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 min. 
oder
Mikrowellenbehandlung (MWO=microwave oven): 
in 0,01 M Zitratpuffer bei 600 W  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2x 5 min
bzw.
bei Zytokeratinnachweisen in 6 M Harnstoff bei 600 W.  . . . . . . .2x5 min.
Die zu behandelnden Schnitte werden zur Mikrowellenbehandlung in eine Kunstoffküvette (Sigma)
überführt. Die Küvette wird mit Puffer aufgefüllt und verschlossen. Um reproduzierbare Ergebnisse zu
erzielen, ist die Küvette immer vollständig mit Objektträgern zu füllen. 
Nach den ersten 5 min. MWO-Behandlung wird verdampfter Puffer mit Aqua dest. aufgefüllt.

Nach MWO-Behandlung die Schnitte abkühlen  . . . . . . . . . . . . . .20-30 min.
dann in TBS überführen.
oder
Autoklavenbehandlung: 
Die zu behandelden OTwerden in Citratpuffer in einer verschlossenen und mit Aluminiumfolie umwickelten
Kunstoffküvette (Sigma).
Bei 120 °C erhitzt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .15 min.
Abkühlen  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20-30 min.
In TBS überführen
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Die immunhistochemische Färbung erfolgt in dem “Immunfärbecenter Sequenza™” (Shandon, Frank-
furt). Dazu werden die entparaffinierten Probenobjektträger auf zum Sequenza™ dazugehörenden Co-
verplates® montiert. Dabei entsteht ein kapillärer Spalt zwischen Objektträger und Coverplate® mit
einem Volumen von 80 µl. In diesem Spalt hält sich das eingebrachte Reagenz und wird nach Zugabe
von weiterer Flüssigkeit nach unten verdrängt. Die Coverplates® werden senkrecht in spezielle In-
kubationskammern verbracht. Die Waschvorgänge werden mit jeweils 2 ml Waschpuffer pro Coverpla-
te® durchgeführt. 
Bei “manueller” Färbung in einer feuchten Kammer werden nach jedem Waschen die Objektträger um
den Schnitt herum mit Fließpapier abgetrocknet und Waschpuffer von den Präparaten abgesaugt,
wobei der Schnitt selbst feucht bleiben muß.

4. Inkubation mit Primärantikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min.
5. Waschen in TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min.

Sofern Primärantikörper aus der Maus, weiter mit Schritt 7
6. Bei Einsatz von Primärantikörpern, die nicht aus der Maus stammen, erfolgt eine “Mousifi-

cation”:
Falls Primärantikörper aus Kaninchen
Mouse-anti-Rabbit 1:200  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min.
Falls Primärantikörper aus Ratte
Mouse-anti-Rat 1:200 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min.

7. Brückenantikörper 1:100 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min.
8. Waschen in TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min.
9. APAAP-Komplex 1:100  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min.
10. Waschen in TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min.
11. Wiederholen der Schritte 7. bis 10.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 15 min.
12. Überführen der OT aus den Coverplates in eine Färbeküvette und Inkubation im Substrat-

Chromogen-Gemisch auf dem Schüttler  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min.
13. Waschen in TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .mehrmals
14. Hämalaun konzentriert  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 min.
15. Bläuen in Wasser  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 min.
16. Eindecken in Kaisers Glyceringelatine  und im Brutschrank bei 60 °C lagern bis die Feuch-

tigkeit verdampft ist

ABC-Methode
1. Etwa 3-5 µm dicke Schnitte schneiden, auf beschichtete OT aufziehen und im Brutschrank

trocknen bei 40 °C  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .über Nacht
oder bei 60 °C für  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min. 

2. Entparaffinieren: 
4x Xylol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 5 min.
4x 100% Ethanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 3 min.
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .3 min.
Falls keine Vorbehandlung notwendig, weiter mit Schritt 4

3. Vorbehandlung:
Saponin 0,05 % in TBS für Kernantigene  . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min. 
oder
Pronase E bei 37 °C  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 min. 
oder
Mikrowellenbehandlung (MWO=microwave oven): 
in 0,01 M Zitratpuffer . bei 600 W  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2x 5 min
bzw.
bei Zytokeratinnachweisen in 6 M Harnstoff bei 600 W.  . . . . . . .2x5 min.
Die zu behandelnden Schnitte werden zur Mikrowellenbehandlung in eine Kunstoffküvette (Sigma) überführt. Die
Küvette wird mit Puffer aufgefüllt und verschlossen. Um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, ist die Küvette
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immer vollständig mit Objektträgern zu füllen.
Nach den ersten 5 min. MWO-Behandlung wird verdampfter Puffer mit Aqua dest. aufge-
füllt.
Nach MWO-Behandlung die Schnitte abkühlen  . . . . . . . . . . . . . .20-30 min.
dann in TBS überführen.
oder
Autoklaven-Behandlung:
Die zu behandelden OTwerden in Citratpuffer in einer verschlossenen und mit Aluminiumfolie umwickelten
Kunstoffküvette (Sigma)
Bei 120 °C erhitzt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .15 min.
Abkühlen  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20-30 min.
2x Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 2min.
3x 100% Ethanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 3 min.

4. Unterdrückung endogener Peroxidasen mit
3% H2O2-Methanol   . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min.

5. 3x Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 3 min.

6. OT auf Coverplates® montierten. Oder “manuelle” Färbung in einer feuchten Kammer.
7. Inkubation in 10%igem Normalserum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .45 min.

Oder: Bei hohen unspezifischen Färbeergebnisse bei 4 °C  . . . . . .über Nacht 
8. Primärantikörper, bei Raumtemperatur  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min

Oder: Bei hohen unspezifischen Färbeergebnisse bei 4 °C  . . . . . .2-1 h
9. PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min
10. 10% Normalserum  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .15 min
11. PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min
12. Sekundärer Antikörper (biotin. AK)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min
13. PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min
14. ABC-Komplex  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min
15. PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min

DAB-Reaktion
16. DAB-Lösung  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10-25 min

oder bei hohen unspezifischen Färbeergebnissen: Schnitte in Küvette überführen und im
Eisbad DAB-Reaktion unter Lichtabschluß . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min

17. Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min
18. In Küvette: Gegenfärben mit konzentrierten Hämatoxilin  . . . . . . .45 sec
19. Wässern in Leitungswasser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min
20. Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .3 min
21. 4x 100% Ethanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 3 min.
22. 4x Xylol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 3 min.
23. Eindecken in Kanadabalsam

AEC-Reaktion:
ABC bis Schritt 15
16. Schnitte in feuchte Kammer überführen und bei ca. 50 °C weiterbehandeln
17. AEC-Lösung auftropfen  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .7 min
18. AEC-Überschuß entfernen und frische AEC-Lösung auftropfen  . .7 min
19. In Aqua dest. spülen, Überschuß entfernen und OT um den histologischen Schnitt herum

mit Filterpapier trocknen
20. Eindecken in Glycerin-Gelatine und im Brutschrank bei 60 °C lagern, bis die Feuchtigkeit

verdampft ist.
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ABC-AP Methode

ABC-Methode bis Schritt 13, wobei Schritt 4. (Hemmung endogener Peroxidasen) entfällt
14 ABC-AP-Komplex  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .45 min.
15. TBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min.
16. AP-Substrat  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min.
17. Aqua dest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min.
18. Aus Coverplates in Küvette mit Leitungswasser überführen
19. Konz. Hämatoxilin  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 min.
20. Wässern in Leitungswasser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 min.
21. 4x 100% Ethanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 3 min.
22. 4x Xylol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 3 min.
23. Eindecken in Kanadabalsam

Peroxidase-Antiperoxidase Methode (PAP)

Schritte 1-11 wie ABC-Methode
12. Schwein-anti-Kaninchen-Antikörper (1:100) . . . . . . . . . . . . . . . . .30 min
13. PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min
14. Meerrettichperoxidase-Kaninchen-Antiperoxidase-Komplex . . . . .30 min

weiter wie bei der ABC-Methode mit Schritt 15
Bemerkung: Als 10%iges Normalserum zum Blockieren unspezifischer Bindungen wird 10%iges
Schweinenormalserum in PBS benutzt.

Indirekte Peroxidase-Methode (IP)
Für Kryo-Schnitte:  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Für Paraffinschnitte:
30 min. Lufttrocknen  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .4x Xylol für je 5 min
30 min Azeton-Fixierung  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2x Aceton für 2 min.
danach

1. 3x PBS für je  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min
2. Unterdrückung endogener Peroxidasen mit 3% H2O2-Methanol  . .30 min
3. 2x PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .je 5 min.
4. Normal goat 1:15  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 min.
5. Primär-AK (rabbit-anti-x) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .40-60 min.
6. 3x PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min
7. Anti-Rabbit-Konjugat (Goat-anti-rabbit) 1:200  . . . . . . . . . . . . . . .30-40 min
8. 3x PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 min.

wie ABC-Methode ab Schritt 16
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Arbeitsanleitung für SDS-PAGE und WESTERN BLOT

Apparate, Ausrüstung, Chemikalien

Lösungen für Gewebeaufbereitung

Puffer 1: PBS: pH 7,4
NaCl  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .140 mM 8,18 g
KCl  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2,68 mM 0,2 g
Na2HPO4•2H2O  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .8,1 mM 1,44 g
KH2PO4  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1,47 mM 0,26 g
Aqua bidest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ad 1 l

Puffer 2: Homogenisierungspuffer, pH 6,8
NaCl  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .96 mM 5,6 g
KH2PO4  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .8 mM 1,39 g
Na2HPO2•2H2O  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5,6 mM 1 g ad
KCl  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1,5 mM 0,11 g
EDTA  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 mM 3,722 g
DTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,1 mM 0,02 g
Aqua bidest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ad 1 l

Puffer 3: Extraktionspuffer pH 7,6
Tris-HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 mM 1,58 g 0,79 g
NaCl  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .140 mM 8,18 g 4,09 g
EDTA  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 mM 1,86 g 0,93 g
KCl  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1,5 M 111,84 g 55,92 g
Triton X-100  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,5% (w/v)
DTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 mM 0,77 g 0,385 g
Aqua bidest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ad 1 l ad 500 ml

Lösungen und Reagenzien für SDS-PAGE

Probenpuffer, pH 6,8
Tris (Sigma, T 1503)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1,51 g
Glycerol (Sigma, G 7757)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20,0 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .35 ml
mit konz. HCl  pH auf 6,8 einstellen
SDS (Sigma, L5750)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .4,0 g
2-ME (Sigma, M 6250)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10,0 ml
Bromphenolblau . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2 mg
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 100 ml
Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung
Acrylamid, reinst (Serva, # 10675) . . . . . . . . . . . . . . . .30 g
N,N'-Methylenbisacrylamid, reinst (Serva, # 29195)  . .0,8 g
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 100 ml
bei 4 °C im Dunkeln bis zu 2 Wochen haltbar

Anhang B: Protokolle: SDS-PAGE und Immunblot

B—1

Homogenisator (Potter, Braun; Ultra-Turrax)
Ultrazentrifuge
Elektrophoresekammer
Stromversorger
Blotkammer
Magnetrührer
Färbeschalen

Saugflasche
Mikroliter-Pipetten
Waage
Wägeschälchen
Aqua dest. und bidest.
Handschuhe



Trenngelpuffer, pH 8,8
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  . . . . . . . . . . . . . . .181,5g
Aqua dest . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 500 ml
pH 8,8 mit rauchender HCl einstellen

Sammelgelpuffer, pH 6,8
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  . . . . . . . . . . . . . . .29,9 g
Aqua dest . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 500 ml
pH 6,8 mit rauchender HCl einstellen

20 % (w/v) SDS-Lösung
Natriumdodecylsulfat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20,0 g
Aqua dest . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 100 ml

10 % (v/v) TEMED-Lösung
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin  . . . . . . . . . . . . . .0,1 ml
Aqua dest . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1 ml
vor Gebrauch frisch herstellen

10 % (w/v) Ammoniumpersulfat-Lösung
Ammoniumpersulfat p.A. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 mg
Aqua dest . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1 ml
vor Gebrauch frisch herstellen

Dithiothreitol 1 M (DTT)
Dithiothreitol, reinst (Serva) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .96 mg
Aqua dest . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 0,5 ml

Elektrodenpuffer, pH 8,3
Tris  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .6,05 g
Glycin  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .28,8 g
20 % SDS-Lösung (= 2g) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 2.000 ml

Coomassie-Färbelösung
Coomasie Brillant Blau R 250  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,48 g
Methanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50,0 ml
Eisessig  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 ml

Coomassie-Entfärbelösung
Methanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50 ml
Eisessig  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .75 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1.000 ml

Destain I
Ethanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .450 ml
Eisessig  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 ml
Aqua bidest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .450 ml

Destain II
Ethanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .50 ml
Eisessig  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .75 ml
Aqua bidest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .875 ml
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Reagenzien und Lösungen für den Tankblot

Elektrotransferpuffer, Stammlösung
Tris  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .60,6 g
Glycin  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .281,6 g
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 5.000 ml

Elektrotransferpuffer, Gebrauchslösung
Stammlösung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .200 ml
Methanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .200 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1.000 ml

Proteinfixierlösung
Eisessig  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 ml
Isopropanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .250 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1.000 ml

Fixierungslösung
0,25 ml Glutaraldehyd  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 100 ml PBS
Ponceau S-Färbelösung
Eisessig  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 µl
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 ml
Ponceau S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .500 mg

Blockierungslösung, 3% BSA
Bovines Serumalbumin, Fraktion V  . . . . . . . . . . . . . . .3 mg
PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml

Waschlösung
0,9 %NaCl und 0,1 % Tween 20  . . . . . . . . . . . . . . . . .in Aqua dest

Antikörperverdünnung
in PBS, pH 7,4, mit Zusatz von 1 % Tween 20

Konjungatpuffer-Lösung
Tris-HCl-Puffer 50 mM, pH 8,0 mit 1 % Tween 20
Substratpuffer-Lösung
Tris-HCl-Puffer 0,2 M, pH 8,0
2 mM MgCl2⋅6H2O

Substrat
Naphtol AS-MX Phosphat  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .4 mg
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml
Fast Red TR-Salz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .60 mg
Substratpuffer  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 ml
unmittelbar vor Gebrauch in jeweils der Hälfte des benötigten Endvolumens ansetzen, mischen
und filtrieren

Reagenzien und Lösungen für den Semidry-Blot

Anodenpuffer I
Tris  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .36,3 g
Methanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .200 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1000 ml
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Anodenpuffer II
Tris  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .3,03 g
Methanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .200 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1000 ml
Kathodenpuffer
6-Aminohexansäure (ε-Aminocapronsäure)  . . . . . . . . .2,6 g
SDS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,05 g
Methanol  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 500 ml

Tris Based Saline (TBS)
Tris  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .6,057 g
NaCl  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2,922 g
MgCl2  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,508 g
Aqua bidest. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 500 ml

Konjungat
Goat Anti-Mouse IgG (H+L) konjungiert mit AP (#M 30008; Medac, Hamburg)

Substratstammlösung 1
BCIP (5-Bromo-4 -Chloro-3-Indolyl-Phosphat)  . . . . . .50 mg
Dimethylformamid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1 ml

Substratstammlösung 2
NBT (Nitro-Blue-Tetrazolium) . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2 mg 
50% Dimethylformamid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 1 ml

Substratlösung
Substratstammlösung 1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100 µl
Substratstammlösung 2  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .500 µl
TBS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 100 ml

Stoppbad
EDTA (MW 368,4)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .3,684 g
PBS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .ad 500 ml

Gel-Herstellung
Die Gele werden in einem Gießstand hergestellt. Dazu wird aus zwei mit Alkohol gereinigten speziellen Glas-
platten (18x16 cm) mit seitlichen und unten eingelegten 1,5 mm dicken Abstandhaltern (Spacern) eine Gel-
kammer hergestellt. Auf ebener Fläche werden Glasplatten, Spacer und Klammern bündig ausgerichtet und
die Klammern festgeschraubt. Mittels Exzenterschrauben wird die Gelkammer im Gießstand fixiert. Mit hei-
ßer 1% (w/v) Agaroselösung werden die Ränder abgedichtet. 
Für ein 12,5 % SDS-Trenngel werden folgende Lösungen in einer Saugflasche gemischt:
12,5 %-Trenngel, Ansatz für zwei 18x16 cm Gele bzw. zwei 13x7,4 cm Gele
Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung  . . . . . . . . . . . . . . . . .33,3 ml 20,85 ml
Trenngelpuffer, pH 8,8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .40,0 ml 25,04 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5,2 ml 3,26 ml
Mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe wird der Ansatz entgast, dann:
20 % SDS-Lösung  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,40 ml 0,25 ml
10 % TEMED-Lösung  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,40 ml 0,25 ml
10 % Ammoniumpersulfat-Lösung . . . . . . . . . . . . . . . .0,56 ml 0,35 ml
Nach gründlicher Mischung wird die Gellösung unter Vermeidung von Luftblasen sofort in die
Gelkammer eingefüllt und mit ca. 1 ml wassergesättigtem Butanol, ersatzweise Aqua bidest.,
überschichtet. Dies verhindert eine Störung der Polymerisation durch eindiffundierenden Sauer-
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stoff und sorgt für eine glatte Oberfläche des Trenngels. Nach etwa 30-60 min. ist das Gel aus-
polymerisiert.

Für das Sammelgel werden folgende Lösungen in der Saugflasche gemischt:

3 %-Sammelgel
Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung  . . . . . . . . . . . . . . . . .1,3 ml 1,05 ml
Sammelgelpuffer, pH 6,8  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .6,0 ml 4,84 ml
Aqua dest.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .4,7 ml 3,79 ml

Die Lösung wird am Wasserstrahlvakuum entgast, dann:

20 % SDS-Lösung  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,1 ml 0,08 ml
10 % TEMED-Lösung  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,1 ml 0,08 ml
10 % Ammoniumpersulfat-Lösung . . . . . . . . . . . . . . . .0,1 ml 0,08 ml

Die Sammelgellösung wird gründlich gemischt. Das Butanol bzw. das Aqua dest. wird vom Trenngel abge-
gossen und mit Filterpapapier vollständig entfernt. Nach Einsatz der Probenkämme (Slotformer), wird das 3
% Sammelgel bis zum oberen Rand der Gelkammer auf das Trenngel dazugegeben. Nach dem
Auspolymerisieren werden je zwei Gele in eine Trennkammer eingesetzt. 

Gewebeaufbereitung für Zytokeratindarstellung:
1. Nach Probenentnahme Gewebe in eiskaltem TRIS waschen, um Blut zu entfernen. 

Hautprobe 5 min. in 60 °C heißes Wasserbad einbringen. Anschließend die Epidermis ab-
pellen, in flüssigem Stickstoff tieffrieren und bei -80 °C aufbewahren.
Kubus von etwa 1 cm3 aus Organen gewinnen, in flüssigem Stickstoff tieffrieren und bei -
80 °C aufbewahren.
Das tiefgefrorene Gewebe wird mit einem Skalpell zerkleinert und je 500 mg mit 10 ml
Puffer 2 in einem Homogenisator (Potter-Elvehjem, Braun) 3 min bei maximaler Ge-
schwindigkeit (1.500 rpm)  homogenisiert. 
Derbe Gewebe werden zuvor mit einem Ultra-Turrax Homogenisator (Typ TP 18/10) bei
20.000 U/min. zerkleinert.

2. Das Homogenisat wird durch 4 Lagen Gaze bzw. durch einen Metallfilter mit einer
Maschengröße von ~ 1 mm filtriert.

3. Aus je dem Filtrat wird die Zytokeratinfraktion mit der 10fachen Menge Puffer 3 für 30
min. bei 4 °C (Magnetrührer) extrahiert.

4. Nochmals homogenisieren
5. Zentrifugation bei 10.000 g für 20 min bei 4 °C. Überstand verwerfen.
6. Das Pellet in ca. 5 ml Puffer 3 mit Hilfe des Homogenisators resuspendieren.
7. Extrahieren der Zytokeratinfraktion in 3fachem Volumen des Puffers 3 für 30 min. bei 4 °C

(Magnetrührer)
8. Zentrifugation bei 10.000 g für 20 min bei 4 °C in einer ”Sorvall RC-5B refrigerated

superspeed centrifuge” mit dem Rotor SS 34 (Fa. DuPont). Überstand verwerfen.
9. Die wasserunlösliche Fraktion wird mit Probenpuffer im Verhältnis 1:5  bei 95 °C 5 min

gekocht, abgekühlt und jeweils 20 µl in die Gelslots eingefüllt.

SDS-PAGE
Oberer und unterer Pufferbehälter der Trennkammer werden jeweils mit 2 l Elektroden-
puffer gefüllt und die Slotformer entfernt.

1. Die 20 Gelslots werden alternierend mit 10 µl des ”Prestained SDS-PAGE Standards Low
Range” (Serva) sowie jeweils mit 10 bzw. 18 µl der zu untersuchenden  Proben gefüllt, der
Deckel aufgesetzt und die Kühlschläuche angeschlossen.

2. Die Elektrophorese wird bei Raumtemperatur durchgeführt: Zunächst ohne Pro-
benbeschickung für 15 min. 500 V und 150 mA.. Nach der Probenbeschickung 500 V und
100 mA bis die Lauffront das Trenngel erreicht.
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Dann für etwa 12 h mit 500V und 150 mA. (Stromquelle: ”Bio-Rad‘s model 200/2.0, con-
stant voltage power supply”). Der Elektrophoreselauf wird beendet, wenn die Bromphenol-
blau-Lösung den unteren Gelrand erreicht.

3. Nicht zum Blotten vorgesehene Gele werden direkt im Anschluß an die Elektrophorese für
1 h in Coomassie-Färbelösung geschüttelt und danach mehrere Stunden in der Entfärber-
lösung bewegt, bis sich das Gel entfärbt hat und die Proteinbanden gut sichtbar werden.

Western Blot

Tankblotverfahren
1. Nach dem Elektrophoreselauf werden die Sammelgele mit einem Skalpell abgetrennt und

entfernt. Die Trenngele für 30-60 min im Transferpuffer äquilibriert.
2. Die Transfermembranen werden auf Gelgröße zurechtgeschnitten und mit Filterpapier in

den Transferpuffer eingebracht.
3. Herstellung des „Gel-Transfer-Sandwich”: Das Gel wird auf der Kathodenseite (schwarz)

des Gelhalters auf einen Scotch-brit”-Schwamm und mit Transferpuffer getränktem Filter-
papier gelegt. Die feuchte Nitrozellulose wird blasenfrei auf das Gel aufgebracht. Es folgen
wiederum getränktes Filterpapier, Scotch-brit-Schwamm und die Anodenseite (rot) des
Gelhalters. Das fertige Sandwich wird senkrecht in den mit 3 l Transferpuffer gefüllten
Puffertank eingesetzt. 

4. Transfer bei 100 mA über Nacht in einer Kühlzelle (4 °C). 
5. NC-Membranen zwischen Filterpapier trocknen und bis zu Weiterverarbeitung bei 4 °C im

Dunkeln aufbewahren
6. Reversible Färbung der NC-Membranen mit Ponceau S zur Überprüfung des Protein-

Transfers, ggf. dokumentieren. 5 min Färben, 5 min den Hintergrund in Aqua dest. bewe-
gend entfärben. Vollständige Entfärbung der Banden durch Inkubation der NC-Folie in
0,2 M NaOH oder 0,2 M KOH. Durch die Alkalibehandlung wird die Antigen-Reaktivität
verstärkt 

7. NC-Membranen in Streifen schneiden
8. Blockierung freier Bindungsstellen in 3 % BSA-PBS für 1 h auf dem Schüttler.
9. Waschpuffer für 10 min. auf dem Schüttler
10. Inkubation mit den Antikörpern für 12 h bei 4 °C auf dem Schüttler
11. Waschpuffer für 10 min. auf dem Schüttler
12. Inkubation des anti-Spezies-spezifischen Konjugats (Ziege-anti-Mouse-IgG konjugiert mit

AP, Dianova), 1:1000 für 1h bei RT
13. Waschpuffer 3x 10 min
14. Substratinkubation für 30 min bei RT im Dunkeln
15. Waschen und anschließend zwischen Filterpapier trocknen.

Semidryblot
1. Nach dem Elektrophoreselauf werden die Sammelgele mit einem Skalpell abgetrennt und

entfernt
2. Anodenplatte der Transferkammer mit Aqua dest. befeuchten; überschüssiges Wasser mit

saugfähigem Papier entfernen
3. Benötigte Filterpapiere (9 + 3 für Anode, 3 + 6 für Kathode) und NC-Folie auf Gelgröße

zurechtschneiden
4. Anodenpuffer I in Schale geben, 9 Filterpapiere durchtränken und unter Vermeidung von

Luftblasen auf Anodenplatte legen. Anodenpuffer I in Flasche zurückgießen
5. Drei Filterpapiere in Anodenpuffer II tränken und auf die vorhandenen 9 auflegen.
6. NC-Folie in absolutem Methanol tränken, 5 min. in Aqua bidest und 2-10 min in Anoden-

puffer II tränken. Dann auf den Stapel auflegen
7. SDS-Gel in Kathodenpuffer für 5 min äquilibrieren 
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8. Gel auf die Blotfolie auflegen. Anodenpuffer II weggießen
9. Mit Parafilmstreifen Anodenpapierstapel vom aufzulegenden Kathodenpapierstapel isolie-

ren.
10. Kathodenpuffer in Schale gießen, 3 und 6 Filterpapiere darin tränken und auf Gel auflegen.

Mit Handroller Luftblasen entfernen
11. Kathodenplatte mit Aqua dest. abwischen und auf Stapel aufsetzen.
12. Sicherheitsdeckel auflegen und Kabel an Stromquelle anschließen
13. Blotten bei ca. 0,8 bis 1,0 mA/cm2 für 1 h 30 min.
14. Stromquelle abschalten, Sicherheitsdeckel und Kathodenplatte abnehmen und Stapel aus-

einandernehmen.
15. Blockieren in PBS mit 0,5% Tween 20 für 60 min. Zweimal Wechseln
16. Inkubation mit Primärantikörper über 12 h auf dem Schüttler. Primärantikörper wird in

PBS mit 0,5% Tween 20 und 1% BSAverdünnt.
17. 3xWaschen in PBS/0,5% Tween 20, je 5 min.
18. Konjugat-Inkubation. Konjugatverdünnung in PBS/0,5% Tween 20 für 2 h auf dem Schütt-

ler
19. 3xWaschen in PBS/0,5% Tween 20, je 5 min.
20. Tris-Salzpuffer, 1min.
21. Substratinkubation unter Lichtabschluß, 10-30 min. bei 37 °C; Sichtkontrolle
22. Stoppbad, 5 min.
23. Zwischen Filterpapier trocknen

Anhang B: Protokolle: SDS-PAGE und Immunblot

B—7



EINGESETZTE ANTIKÖRPER
Antikörper Spezies Klon Antigen Quelle
AE1 M AE1 40, 48 und 50 kD ICN
AE3 M AE3 58, 65, 67, 86 kD ICN
AE8 M AE8 CK 13 DCS (Biogenex), 
Alpha-1 Fetoprotein K humanes Fetoprotein Dako
Anti von Willebrand Factor K Von Willebrand Faktor Dako
Anti-Bovine Papillomavirus K Genusspezifisches Strukturantigen Dako
Anti-Cytokeratin AE1/AE3 M AE1 und AE3 Saure & basische CK Boehringer
Anti-Cytokeratin Peptide 18 M CY-90 CK 18 Sigma
Anti-Cytokeratin Peptide 7 M LDS-68 CK 7 Sigma
Anti-Cytokeratin Peptide 8 M M20 CK 8 Sigma
Anti-Cytokeratin M CAM 5.2 CK 8, 18 Becton Dickinson
Anti-Cytokeratin No.13 M Ks 13.1 CK 13 (14, 17) Boehringer
Anti-Cytokeratin No.4 M 215 B8 CK 4 Boehringer
Anti-Cytokeratin No.7 M Ks 7.18 CK 7 Boehringer
Anti-Cytokeratin Nr. 19 M 170.2.14 CK 19 Boehringer
Anti-Dog-IgG (H+L) K Dianova
Anti-goat IgG, biotiniliert K Camon
Anti-Human Cytokeratin M LP34 CK 6 CK 18 Dako
Anti-Human Neuron-Specific BBS/NC
Enolase (NSE) M /VI-H14 humane gamma-Enolase Dako

Anti-human Cytokeratin M MNF116 CK 5, 6, 8, 10, 17, 18,  (19) Dako
Anti-Keratin, wide spectrum
screening K 52, 56, 58 (60, 51, 48) kD Dako
Anti-Neuron- Specific
Enolase (NSE) K Säugetier NSE Dianova

anti-human Cytokeratin 14 M MCA890 CK 14 Serotec (Camon)
anti-human Pankr.Polypept. K PP Dako
CD 3 K CD3 Dako
Chromogranin A K Humanes Chromogranin A Dako
Control IgG M Nichtimmunogenes Kontrollserum Dianova
Cytokeratin 19 M RCK108 CK 19 Dako
Cytokeratin 19 M Ks 19.1 CK 19 Progen
Cytokeratin gp 56 kD M KL1 56 kD (CK 10/11) Immunotech
Desmin M D33 Desmin Dako
Fibrin neotope on beta-chain M Fibrin Loxo
GFAP K GFAP, Rind Dako
GFAP M 6F-2 GFAP Dako
Glucagon K Glucagon Dako
Insulin Ms Schweine-Insulin Dako
Keratin NCL-5D3 M NCL-5D3 CK 8, 18, 19 Euro-Diagnostica
Keratin RCK 105 M RCK 105 CK 7 Euro-Diagnostica
Mab Chromogranin M LK2H10 humanes Chromogranin A Dako
Mab to Cytokeratin 1, 10/11 M K8.60 CK 1, 10/11 Dako
Mab to Cytokeratin 17 M Ks 17.E3 CK 17 Dako
Mab to Cytokeratin 17 M Ks 17.E3 CK 17 Progen
Mab to Cytokeratin 17 M Ks 17.E3 CK 17 Sigma
Mab to Cytokeratin 18 M Ks 18.04 CK 18 Progen
Mab to Cytokeratin 19 M Ks 19.1 CK 19 Progen
Mab to Cytokeratin 8 M CK 8 DCS (Biogenex)
Mab to Actin M asm-1 α-smooth-muscle isoform of actin Progen
Maus Normal Serum Dianova
Mouse Anti-Rabbit IgG (H+L) M Schwere Ketten, IgG des Kaninchens Dianova
Mouse Anti-Rat IgG (H*L) M Schwere Ketten, IgG der Ratte Dianova
Mouse IgG (Fab spec.) M Sigma
Neurofilament M 2F11 NF 200kD und 70 kD Dako
Normal Rabbit Serum K Nichtimmunogenes Kontrollserum Dianova
Normal Dog Serum Nichtimmunogenes Kontrollserum Dianova
PanCytokeratin M lu-5 CK 1-19 DCS (Biogenex)
PLAP K Plazent. Alkal. Phosphatase Dako
Protein A, biotinylated Camon
Rabbit Ig Fraction K Nichtimmunogenes Kontrollserum Dako
Rabbit Anti-Human IgA K alpha-Chains Dako
Rabbit Anti-Human IgG K gamma-Chains Dako
Rabbit Anti-Human IgM K Mu-Chains Dako
Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L) K Brückenantikörper Dako
S-100 K S-100 A und B Dianova
Thyroglobulin K Humanes Thyreoglobulin Dako
Vimentin M V9 Vimentin (ger. aus Linse Schwein) Dako
Vimentin M V3250 Vimentin (Fibroblasten Zellkultur) Dianova
Vimentin M VIM 3B4 Vimentin (ger. aus Linse Rind) Progen

M=monoklonal (Maus); K=polyklonal (Kaninchen); Ms=Polyklonal (Meerschwein)
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Hersteller und Vertreiber von in dieser Schrift eingesetzten Antikörpern

Firma Adresse Telefon Fax
Becton Dickinson 69126 Heidelberg 0 62 21 – 30 53 95 30 52 16
DCS (Biogenex) 22397 Hamburg 040 – 607 67 00 607 67 0 60
Boehringer MA 68298 Mannheim 06 21 – 75 90 7 59 85 09
Camon 65205 Wiesbaden 06 11 – 70 28 46 71 37 82
DAKO 22047 Hamburg 040 – 6 96 94 70 6 96 27 41
Dianova 20354 Hamburg 040 – 45 06 70 45 06 73 90
Euro-Diagnostica NL-Apeldorn 00 31 – 55 – 42 24 33 425 017
ICN 53340 Meckenheim 0 56 51 – 92 10 92 11 51
Immunotech 20095 Hamburg 040 – 32 21 80 32 39 69
LD Labor Diagn. 46359 Heiden/Westf. 0 28 67 – 9 90 70 99 07 19
Loxo 69215 Dossenheim 062 21 – 86 02 24 86 01 79
Progen 69120 Heidelberg 0 62 21 – 8 27 80 82 78 23
Sigma 82039 Deisenhofen 01 30 – 51 55 0130 – 64 90
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95%-VB 95%-Vertrauensbereich
ABC Avidin-Biotin-Complex
AEC 3-Amino-9-ethylcarbazol
AFP α-Fetoprotein
Ag Antigen
AK Antikörper
AP Alkalische Phosphatase
APAAP Alkalische Phosphatase-antialkalische Phosphatase
BPV Bovines Papillomavirus
BSA Bovines Serumalbumin
Ca Karzinom
CD Clusters of Differentiation
CEA Karzino-embryonales Antigen
CK Zytokeratin
D Dalton
DAB Diaminobenzidin
DSH Deutscher Schäferhund
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetrat
EMA Epithelial Membrane Antigen
EPOS Enhanced Polymer One-Step Staining
FCS Fetales Kälberserum
FITC Fluorescinisothiocyanat
GFAP SauresGliafaserprotein
HRP Meerrettich-Peroxidase
IF Immunfluoreszenz
Ig Immunglobulin
J. Jahr(e)
K. Krebs
k.A. Keine Angabe
kD Kilodalton
LAB Labeled Avidin Biotin
M Molar
m Männlich
mAK Monoklonaler Antikörper
MG Molekulargewicht
min Minute

mk Männlich, kastriert
ML Malignes Lymphom
MW Mittelwert
n, N Anzahl
n.b. Nicht bestimmt
n.u. Nicht untersucht
NC Nitrocellulose
NCA Non-specific cross-reacting antigen
NF Neurofilament
NSE Neuronenspezifische Enolase
o.A. Ohne Angabe
o.K. Ohne Krebs
OR Odds Ratio
PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese
PAP Peroxidase-Antiperoxidase
PAP Prostatic Acid Phosphatase
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung
pI Isolelektrischer Punkt
PLAP Plazentare Alkalische Phosphatase
PO Peroxidase
PSA Prostataspezifisches Antigen
PSA Prostatic specific antigen
RPMI Royal Park Memorial Institute
Sa Sarkom
SDS Sodiumdodecylsulfat
StAbw Standardabweichung
TBS Tris-gepufferte Salzlösung
TEMED N,N,N‘,N‘–Tetramethylethylendiamin
TPA Tissue Polypeptide Antigen
TRAP Tatrat-resistente Alkalische Phosphatase
TRIS 2-Amino-2-(hydroxy-methyl)propan-1-3-diol
vWF von Willebrand Faktor
w Weiblich
wk Weiblich, kastriert
ZNS Zentralnervensystem
ZW Zwitter
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Zum Schluß

Was lange währt, wird gut … sagt der Volksmund. Nun, angesichts der Tatsa-
che, daß die Erstellung dieser Habilitationsschrift etwa 7 Jahre dauerte, sollte
sie auch gut sein. Ist sie das? Dies zu beurteilen überlasse ich lieber anderen
Sachkundigen.
Natürlich ist solch eine Schrift nicht nur das Ergebnis einsamer Genialität des
Verfassers, sondern vielmehr die Summe der Arbeit einer Vielzahl mittel- und
unmittelbar Beteiligter. Daher sei diesen Beteiligten an dieser Stelle herzlichst
gedankt:
An erster Stelle möchte ich da meinen Lehrer und Förderer Univ.-Prof. Dr. Ro-
land Rudolph nennen, der all die Jahre durch seinen freundlichen Optimismus,
seine fachliche Kompetenz und durch seine unvergleichbare Menschenfreund-
lichkeit mich motivierte und ermutigte.
Auch Susanne Hahn, die mich nicht nur „histologisch“ betreute, trug wesentlich
zum Gelingen bei.
Meinen „pathologischen Freunden“ Dr. Andreas Kirchhoff und Dr. Matthias
Wölm sei für ihre aufbauende Freundschaft gedankt; das gilt auch für Dr. Moni-
ka Welle und Dr. Anja Sterner-Kock.
Weiterhin zu danken habe ich Frau Dr. Sonja Kling, Dr. Katrin Schwegler und
Dr. Gabi Baatz für fachliche und freundschaftliche Unterstützung.
Den Kollegen Appel, Bartels, Fuchs, Haider und Weiler danke ich für vielfälti-
ge, klärende und befruchtende Diskussionen.
Natürlich danke ich auch den MTA`s, die in vielerlei Hinsicht die «backbone»
des Instituts darstellten und darstellen: Frau Ansorge, Frau Buschenhagen, Frau
Dauer, Frau Eckardt-Funke, Frau G. Hahn, Frau Harder, Frau Ilgmann,  Frau
Irmer und Frau Nehrig.
Ebenso zu erwähnen sind natürlich auch die Präparatoren des Instituts: Ines
Krause, Dieter Nehrig, Werner Schultz und Bernd Waclawiak.
Frau Hanni Reichardt verdanke ich auch mehr als den Kaffee, den ich regelmä-
ßig schnorrte.
Besonders erwähnen möchte ich auch Christiane Kastner-Walter und natürlich
meine Mutter, Alwine Walter, die unter großen Opfern mir die Ausbildung er-
möglichte und immer zu mir hielt.
Nicht vergessen möchte meinen Freund Ilhami, dessen abendlicher Tee und des-
sen nächtliche Gesprächsbereitschaft mir die letzten Jahre erleichterte.
Ganz zum Schluß habe ich auch Lucie dafür zu danken, daß sie geduldig oft auf
ihren Vater verzichtete, weil er wieder einmal im Institut blieb oder am Compu-
ter hing; vielleicht bleibt Katharina dies erspart.



Curriculum vitae

Priv.-Doz. Dr.med.vet. Jakob Walter
geboren am 06. November 1953 in Landstuhl/Pfalz
verheiratet, 2 Töchter (11 Jahre, 1 Jahr)

Berufliche Erfahrungen

Seit 1991 Wissenschaftlicher Assistentam Institut für Veterinär-Pathologie der 
FU Berlin (Univ.-Prof. Dr. R. Rudolph zugeordnet).

1989–1991 Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut für Veterinär-Pathologie 
der FU Berlin.

1987–1989 Wissenschaftlicher Mitarbeiter, zuletzt 
Abteilungsleiter Experimentalmedizin, am Laser-Medizin-Zen-
trum GmbH, Berlin.

Studium & Promotion

1979–1984 Veterinärmedizin an der Freien Universität Berlin;

in dieser Zeit:

Beschäftigung als Studentische Hilfskraft am Institut für Vet.-Anato-
mie, -Histologie und -Embryologie der FU Berlin (1981–1983) und

Hospitant in den Berliner Kleintierpraxen Dr. V. Robl und Dr. K. Hertl 
(ab 1981–1987).

1985–1987 22. Januar 1985 Abschluß der Tierärztlichen Prüfung mit dem Gesamt
ergebnis „gut“.

28. Januar 1985: Approbation als Tierarzt .

Doktorant und NaFöG-Stipendiat am Institut für Veterinär-Pathologie
der FU Berlin.

Daneben:

Freier Mitarbeiter in der Kleintierpraxis Dr. V. Robl, Berlin;

mehrere Vertretungen in der Großtierpraxis Dr. G. Bollwin, Bad Wimp-
fen.

20. November 1987: Promotion zum Doktor der Veterinärmedizin mit „magna cum 
laude“ (Thema: Morphologische und immunhistochemische Untersu
chungen zur Antigenlokalisation bei der Felinen Infektiösen Peritonitis 
unter Verwendung monoklonaler Antikörper).

Schul- und Berufsausbildung

1976–1979 Ausbildung zum Druckvorlagenhersteller Fachrichtung Reprofoto-
grafie bei der Klambt-Druck GmbH, Speyer.

Abschluß: Gehilfenprüfung und nachfolgende Beschäftigung bei 
Klambt-Druck GmbH, Speyer und im Druckhaus Tempelhof GmbH, 
Berlin.

1975– 1976 Studium der Germanistik, Publizistik und Soziologie an der Johannes 
Gutenberg-Universität, Mainz (WS, SS).

1968–1975 Staatl. Aufbaugymnasium f. Jungen in Speyer/Rhein.

21. Mai 1975: Allgemeine Hochschulreife.



Qualifizierungen

06. Janaur 1999: Zuerkennung der Lehrbefähigung und -befugnisdurch den Fachbe-
reich Veterinärmedizin der FU Berlin (Habilitation).

1997 Januar 1997: Bestallung als Prüfer für die Fächer Allgemeine Patho-
logie und Spezielle Pathologische Anatomie und Histologiedurch 
die Senatsverwaltung für Gesundheit und Soziales Berlin.

September 1997: Diplomate of the European College of Veterinary 
Pathologists.

1994 Anerkennung als Fachtierarzt für Pathologie durch die Tierärztekam-
mer Berlin.

1988–1992 Ehrenamtlichen Richter der Kammer für Heilberufe bei dem Verwal-
tungsgericht Berlin.

EDV-Beauftragter des Instituts; Röntgenschutzbeauftragter; Laser-
schutzbeauftragter.

Mitgliedschaft in wissenschaftlichen Organisationen

• European College of Veterinary Pathologists.

• European Society of Veterinary Pathology.

• Charles Louis Davis Foundation for the Advancement of Veterinary and Comparative Pa-
thology.

• Deutsche Veterinärmedizinische Gesellschaft (Fachgruppe Pathologie).

• Deutsche Veterinärmedizinische Gesellschaft (Fachgruppe Epidemiologie).

• Gesellschaft der Freunde und Förderer der Veterinärmedizin an der Freien Universität Ber-
lin e.V.

• Deutsche Gesellschaft für Photographie, Sektion Medizin und Wissenschaft.

Berlin, Januar 1999
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