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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1. MATERIAL

3.1.1. Patientengut

Zur Zusammenstellung der Fille, welche mammaire basaloide Verdnderungen zeigen, diente
das Archiv des Instituts fiir Veterinir-Pathologie der Freien Universitit Berlin, in welchem
alle, in den letzten Jahrzehnten eingesandten Tumoren in Form von Paraffinblockchen
archiviert sind. Zudem werden Fille aus der aktuellen Routinediagnostik miteinbezogen.
Einsender sind neben der Klinik und Poliklinik fiir kleine Haustiere der Freien Universitit
Berlin auch praktizierende Tierdrzte der Stadt Berlin und weiterer Bundeslidnder. Die Proben
stammen aus den Jahren 1994-2004.

Zunichst wurden Gewebeproben von 220 eingesandten Fillen in der HE- Fiarbung beurteilt.
AnschlieBend wurden von diesen 50 Gewebeproben ausgewidhlt und den
immunhistochemischen Firbungen mittels 5 verschiedenen Antikdrpern sowie der PAS-
Farbung unterzogen. In der vorliegenden Studie werden 22 Gewebeproben von diesen
untersuchten Gewebeverdanderungen repriasentativ in 154 Firbungen dargestellt.

Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen an den nach WEISS und FRESE (1974)
klassifizierten Basalzelltumoren wird ebenfalls auf das Archiv des Instituts fiir Veterinér-
Pathologie zugegriffen. Die Gewebeproben entstammen den Jahren 1995 und 1996.

Fir die Testung des humanen Antikérpers p63 wurden =zusitzlich 10 Proben aus
Mammaleisten und der Haut verschiedener Hiindinnen in der Sektionshalle der Veterinir-
Pathologie der FU-Berlin entnommen. Die humanen Proben zur Kontrolle der
Immunreaktivitit des Antikorpers p63 wurden von der Humanpathologie der Charité
Universitiatsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, zur Verfiigung gestellt.

3.1.1.1. Ubersicht der E- und S- Fille

Auflistung der E-Fille, welche basaloide Proliferationen und Neoplasien in der Mamma

aufweisen
E- Nr. Rasse Geschlecht | Alter
(Jahre)
1994 605-94 Dackel w 10
2428-94 Westhighland-Terrier 0.A. 0.A.
1995 726-95 DSH w 9
1521-95 Tibet-Terrier w 4
1996 1979-96 Beagle w 6
2809-96 Deutsch-Langhaar w 11
2853-96 Beagle w 8
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- Fortsetzung - Auflistung der E-Fille, welche basaloide Proliferationen und Neoplasien in

der Mamma aufweisen

1997 540- 97 Rauhaardackel w 14
913-97 Mischling w 8,5
2001 684- 01 Beagle-Mischling w 11
2002 1451- 02 Cairn Terrier 4 12
1902- 02 Golden Retriever-Mix w 7
2951- 02 Cocker-Mix w 10
2003 177- 03 Dobermann w 8
533-03 Dackel-Mix W 10
561- 03 Dobermann w 11
1698- 03 Fox terrier-Mix w 10
2754- 03 Boxer w 6
2761- 03 Deutscher Schiferhund w 12
2004 2735- 04 Terrier-Mischling w 9

Auflistung der E- Fille fiir die p63-Testung an caninen nach WEISS und FRESE (1974)
klassifizierten Basalzelltumoren

E- Nr. Rasse Geschlecht |Alter |Lokalisation
1995 438-95 DSH W Unterkiefer
1294- 95 0.A. w 3 Lefze
1688- 95 Mix w 11 Hals
2015-95 | DSH-Mix m 7 Kopf
2404- 95 | Hovawart-Mix m 8 Kopf
2600- 95 | Mix m 0.A. |Rumpf
3017- 95 Pudel-Mix m 0.A. |0.A.
1996 |2336-96 Bobtail m 0.A. |Schwanz
2514-96 | Westhighland-Terrier m 8 Hintergliedmalle

3.1.2. Testgewebe

Als Testgewebe fiir die immunhistochemischen Vorversuche fiir den Mikrofilamentmarker
HHF35 wurde caniner Diinndarm verwendet, fiir den Zellkernmarker p63 canine Haut und
canines pathologisch unverdndertes Mammagewebe sowie humanes Prostatagewebe genutzt.
Die jeweils erstgenannten Gewebearten fanden im Anschluss als Positiv- und
Negativkontrollen Verwendung. Als zusitzliche interne Kontrollen dienten bei HHF35 die
glatten Muskelzellen der im Gewebe enthaltenen Blutgefile und bei dem Antikorper p63
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Myoepithelzellen im nicht neoplastisch entarteten Mamagewebe, sowie die Basalzellen der
Haut, wenn diese bei der eingeschnittenen Tumorprobe mit erhalten war. Fiir den Intermediér-
filamentmarker CK 14 wurden ebenfalls canine Basalzelltumoren als Positiv- und
Negativkontrolle benutzt. Fiir die Antikorper AE1 und LP34 lief canine Haut als Kontrolle
mit und als interne Kontrollen diente ebenfalls in der Gewebeprobe enthaltene Haut.

3.1.3. Reagenzien, Geriite und Materialien

3.1.3.1. Antikorper

In den verschiedenen immunhistochemischen Untersuchungen kommen folgende Antikorper
zum Einsatz.

3.1.3.1.1. Zytokeratinantikorper
AK Clon Zellspezifitit Methode | Ver- Hersteller
diinnung (Bestellnr.)
LP34 | LP34 - Zytokeratine 5, 6 BSA 1:140 DAKO
- in Gefrierschnitten auch M 0717)
Zytokeratin 18
AEl1 AEl1 - die sauren Zytokeratine 10, | BSA 1:50 Zymed, SF
14, 15,16, 19 (18-0153)
CK14 | LL002 - Zytokeratin 14 BSA 1:8 Biogenex
(146M)
Literatur:

LP34: LANE et al. (1985); PERKINS et al. (1992);: THOONEN (1990)

AE1:COOPER und SUN (1985) ; GRIFFEY et al. (1993); SORENSON et al. (1987); SAN-
DUNSKY (1991); BUSCH und RUDOLPH (1995); WALTER (1998)

CK14: IVANYI et al. (1992); KRUGER et al. (1999) ; THOONEN (1990); VOS et al. (1993a, c) ;
WALTER (1995); GRIFFEY et al. (1993); DE LOS MONTEROS (2002): DE LAS MULAS et al.
(2002)

3.1.3.1.2. Mikrofilamentmarker
AK Clon Zellspezifitit Methode Ver- Hersteller
diinnung | (Bestellnr.)

Anti- HHF35 |- ound y- Aktin Iso- BSA 1:50 DAKO
Muskel- typen aus Skelett-, (M0635)
Aktin Herz- und glatten

Muskelzellen
Literatur:

HHF3S: GOTTLIEB et al. (1990); TSUKADA et al. (1987)
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3.1.3.1.3. Zellkernmarker
AK Clon Zellspezifitit Methode Ver- Hersteller
diinnung | (Bestellnr.)
p 63 Clone 4A4 |u.a. Basalzellen der BSA 1:25 DAKO
Epidermis und Cyto-
Myoepithelien in der mation
Mamma (Code-
Nr.M7247)

Literatur:

P63: GAMA et al. (2003); REIS-FILHO und SCHMITT (2002); BARBARESCHI et al. (2001);
MILLS et al. (1999); YANG et al. (1999)

3.1.3.2. Technische Geriite und Reagenzien

Die zur Anfertigung der histologischen Schnitte dienenden und die fiir die unterschiedlichen

Farbungen benotigten Gerdte und Reagenzien sind in den beiden folgenden Tabellen

aufgefiihrt.

Ubersicht der Reagenzien

Substanz Hersteller (Bestellnummer)
Aqua dest. Im Institut hergestellt |-

Aqua bidest. Im Institut hergestellt |-

Zitronensdure Merck 2440500
Chloralhydrat Merck 3597425

EDTA Merck 8421

Eosin Merck 1345

Ethanol BfB Eg Nr. 200-578-6
Hématoxylin Merck 115938

HCL Merck UN 1789
Hyper-Mount Shandon 9999120
(chemisches Eindeckmedium)

Label AK (LP34, AEl, CK14, | Biogenex QA900-9L

HHEF 35)

Label AK (p63) DAKO K0679
Levamisole Sigma N9756

Link AK (LP34, AE1, CK14, Biogenex QA900-9L

HHEF 35)




Fortsetzung: Ubersicht der Reagenzien

Substanz Hersteller (Bestellnummer)
Link AK (p63) DAKO K 0679
Kalialaun Merck 150847901
Kaliumpyrosulfid Merck 9023826
Kaliumjodid Merck 7314613
Naphtol-AS-BI-Posphat Sigma N 2250
Natriumbisulfid Merck 12968428
NaCl Merck 20603400
Natriumcitrat Merck 6448
Natriumnitrit Merck 6549
Neufuchsin Chroma -
N,N-Dimethylformamid Merck 3053
Perjodsiure Merck 6243703424
Protease Sigma P6911
Schiffs Reagenz Merck 87140332
Target Retrieval Solution DAKO S1699
Trizma base Sigma T-1503
Xylol Merck 6025
Ubersicht der technischen Geriite und Materialien
Gerite und Materialien Geritetyp(Bestellnr.) Hersteller
Cover plates 72110013 Shandon
Mikrowelle HMT 830A Bosch
Objekttriger (adhésive) Star frost Engelbrecht
Objekttriger Superfrost (0794882) Langenbrinck
Schlittenmikrotom Tetrandermikrotom 207010  [R. Jung
Sequenza (73300003) Shandon
3.2. METHODIK

3.2.1. Herstellungsverfahren der benotigten Reagenzien

a.) Herstellung der Trisgepufferten Kochsalzlosung , TBS-Puffer, ph 7,6

(Tris Based Saline Puffer)

100 ml Stammldsung wird auf 1000 ml mit Aqua destillata aufgefiillt.
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Herstellung der Stammlésung- (10 x TBS pH 7,6 (0,5 M Tris, 8% NaCl), 1000 ml)

Tris 60,57 g

NaCl 80,00 g in etwa 800 ml Aqua destillata 16sen

Der pH-Wert von 7,6 wird anschlieBend mit 37%iger HCL eingestellt. AnschlieBend wird die
Losung mit Aqua destillata auf 1000 ml aufgefiillt

b.) Herstellung der Trisgepufferten Kochsalzlésung, TBS-Puffers ph: 8,7
(Tris Based Saline Puffer)

6,1 g Tris in ca. 900 ml Aqua destillata 16sen und mit 1 molarer HCL auf pH 8,7 einstellen.
Anschliefend mit Aqua destillata auf 1000 ml aufiillen.

c.) Herstellung der Protease-Vorverdauungslosung 0,1%

Protease 10 mg
TBS-Puffer (ph 7,6) 10 ml

Herstellung des Reagenz nach Erwidrmung des Puffers auf 37°C. Die Inkubation erfolgt
ebenfalls im Brutschrank bei der gleichen Temperatur.

d.) Herstellung des 10M Citratpuffers, ph 6.0 fiir die Mikrowellen-Vorbehandlung

9 ml 0,1 M Zitronensdure und 41 ml 0,1 M Natriumcitrat mit 450 ml Aqua dest. auf 500 ml
auffiillen und mischen.

e.) Herstellung der Verdiinnung der Target Retrieval-Losung zur Mikrowellenvorbehandlung

Die Verdiinnung erfolgt mit Aqua bidest. im Verhiltnis 1:10

Target Retrieval-Losung: 50 ml
Aqua bidest. : 500 ml

f.) Herstellung der Verdiinnunglosungen der primiren Antikorper:

Die Zytokeratinantikorper wurden in den Verdiinnungen 1:140 (LP34), 1:50 (AE1) und 1:8
(CK14) angewendet. Der Kernproteinmarker p63 in der Verdiinnung 1:25. Allen diente TBS -
Puffer, ph 7,6 als Verdiinnungsmedium.

Der Mikrofilamentmarker HHF35 wurde in einem 0,08 mol/l EDTA enthaltenem Puffer
verdiinnt (1:50), um die nichtspezifische Hintergrundaktivitét zu reduzieren.



66

g.) Herstellung des 0,08mol/l EDTA Puffers:

EDTA (IM) 0,744 ¢
TBS 25 ml
Das Reagenz muss auf dem Riittler gut gemischt und immer frisch angesetzt werden.

h.) Herstellung der 5 % -Neufuchsinlosung

5 g Neufuchsin wird in 100 ml 2-molarer HCL gelost

1.) Herstellung der Entwicklungslosung (Neufuchsin-Substrat-Losung) fiir die AntikOrper
LP34, AE1, CK14 und HHF35 (Losung fiir 2 Kiivetten)

e Reagenz A:

Natriumnitrit: 0,1g
Aqua dest.: 2,5 ml

Gemisch muss mindestens 1 min stehen gelassen werden.
e Reagenz B (Chromogen)

Reagenz A (frisch angesetzt): 500 ul
Neufuchsin, 5% : 200 ul

Pipettierung in ein Eppendorfgefdl. Dieses muss ebenfalls 1 min stehen gelassen
werden

e Reagenz C (Substrat)

Naphtol-AS-BI-Phosphat: 50 mg
N, N-Dimethylformamid: 600 ul

e Reagenz D

Levamisol: 0,042 g
TBS-Puffer (ph 8,7): 100 ml

Im Standzylinder ansetzen.

Zu Reagenz D (Puffer-Levamisole-Gemisch) wird nun zuerst Reagenz B, danach Reagenz C
hinzugegeben. Nach Mischung wird die gesamte Losung in zwei Kiivetten gefiltert.
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j.) Herstellung der Substrat-Chromogen-Losung des DAKO LSAB®+Kitts fiir den Anti-
korper p 63

Die folgend aufgefiihrten Losungen sind bereits fertig im Testkitt enthalten und miissen kurz
vor ihrer Anwendung im unten aufgefiihrten Verhéltnis gemischt werden. 1 ml dieser Losung
reicht fiir 4-7 Priparate.

Puffer-Substrat (ph 7,5)-Losung (mit Hydrogenperoxid): 1 ml

Chromogen-Losung (3,3’-diaminobenzidine): 1 Tropfen

k.) SO,-haltiges Wasser

- die Losung muss immer frisch angesetzt werden -
Leitungswasser: 200 ml

10% KzSzO5 : 10 ml

HCL: 10 ml

1.) Herstellung von Meyers Himalaun aus Himatoxylin

- 1 g Hamatoxylin in 1000 ml Aqua destillata 16sen

- 200 mg Natriumjodit (NaJO3) und 50 g Kalialaun in der Himatoxylinlosung unter Schiitteln
losen; die so erhaltene Losung soll blauviolett sein

- 50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronensdure werden zugegeben; nun schldgt der Farbton nach
rotviolett um

3.2.2. Schnittanfertigung

3.2.2.1. Gewebeaufbereitung

Fiir die Vorversuche des Antikorpers HHF35 und fiir die Vorversuche und die Testung des
Kernmarkers p63 wird fiir erstgenannten caniner Diinndarm benoétigt, fiir zweitgenannten
physiologisch unverédndertes canines Mammagewebe. In der Sektionshalle werden die Proben
entnommen und fiir mindestens 24 Stunden und hochstens 48 Stunden in Formalin fixiert.
AnschlieBend werden sie in Kapseln eingeschnitten, welche wieder ins Formalin gelegt
werden. Danach kommen die Kapseln in den Tissue Tek Vip. Dort kommen sie fiir 1 Stunde
und 40 min bei 40 °C in 10 %-iges Formalin. Anschlieend werden sie eine Stunde bei 40 °C
zur Entfernung des Formalins gewiéssert. Es folgt eine Dehydrierung zur Vorbereitung auf die
Paraffineinbettung bei 40°C: 1.) Ethanol 70 %, 1 Stunde; 2.) Ethanol 80 %, 1 Stunde; 3.)
Ethanol 96 % zweimal 1 Stunde; 4.) Ethanol 100%, ebenfalls zweimal 1 Stunde; und 5.)
Xylol, zweimal 1 Stunde. Im Anschluss werden sie in fliissigem Paraffin (Temperatur 63°C)
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eingebettet, das folgend aushirtet. Diese Paraffinblocke werden wie unter 3.2.1.2. beschrieben
weiter verwendet.

3.2.2.2. Herstellung der Paraffinschnitte

Von den zu untersuchenden, in Paraffin eingebetteten Tumorgewebeproben (den in der
Sektionshalle entnommenen Proben und 120 Mammagewebsfillen), werden mittels eines
Mikrotoms ca 4-5 um dicke Schnitte hergestellt (pro Probe 8 Stiick) und auf mit 3-
Aminopropyltriethoxysilan beschichtete Objekttriger aufgezogen. Diese werden erst auf einer
Wiirmeplatte luft- und im Anschluss fiir 24-36 h im Brutschrank bei 37 ° C hitzegetrocknet.
Nach einer Entparaffinierung mit anschlieBender Rehydrierung und einer Spiilung in Aqua
destillata, konnen diese histologischen Schnitte nun zur Fidrbung und fiir die
Immunhistochemie verwendet werden.

3.2.3. HE-Routinefirbung

Alle Gewebeproben werden zunichst histologisch in der HE-Fidrbung beurteilt. Da auf iiber
die Hilfte der 220 zu beurteilenden mammiren Gewebeproben ein Zugriff auf die
archivierten HE-Féarbungen nicht méglich war, wurden von diesen 140 Féllen, sowie von den
in der Sektionshalle entnommenen Testproben zunichst Paraffinschnitte hergestellt und diese
folgend der HE-Firbung unterzogen.

FARBEPROTOKOLL
(HE-FARBUNG)

1. Entparaffinierung und Rehydierung der Schnitte:
e 2x 10minin Xylol;
e 2x 2minin 100% Alkohol
e 2x2minin96% Alkohol
e 1 x2minin 70 % Alkohol

2. Spiilung in Leitungswasser

3. Héidmalaun nach Meyer: fiir 6 Minuten

4. Bléduen in Leitungswasser fiir 15 Minuten

5. Eosin: 2 Minuten
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Fortsetzung: Firbeprotokoll - HE-Féarbung -

6. Dehydrierung der Schnitte:
e 1 x2minin 70 % Alkohol
e 2x2minin 96% Alkohol
e 2x2minin 100% Alkohol

7. Eindecken der Schnitte aus dem Xylol heraus

3.2.4. PAS - (= Periodic Acid-Schiff) Farbung

Die PAS-Reaktion ist eine zytochemische Reaktion, die zur Darstellung der Basalmembran
eingesetzt werden kann. Kohlenhydrate werden durch Perjodsdure oxidiert, und die
entstandenen Aldehydgruppen ergeben mit fuchsinschwefliger Sdure (Schiff’sches Reagenz)
eine charakteristische Fiarbung.

FARBEPROTOKOLL
(PAS-FARBUNG)

1. Entparaffinierung und Rehydierung der Schnitte:
e 2x 10 min in Xylol
e 2 x2minin 100% Alkohol
e 2x2minin 96% Alkohol
e 1x2minin 70% Alkohol

2. 2% Natriumbisulfit: 15 min

3. Aqua destillata, 3 x wechseln: 10 min

4. 0,5-1% Perjodséure: 15 min

5. Aqua destillata, 3 x wechseln: 10 min

6. Schiff“sche Reagenz: 25 min

7. SO,- haltiges Wasser: 2 x wechseln, 5 min

8. Kernfiarbung mit Himatoxylin
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Fortsetzung: Firbeprotokoll - PAS-Firbung

9. Spiilung in flieBendem Wasser

10. Dehydrierung der Schnitte:
e [x2minin 70 % Alkohol
e 2x2minin 96% Alkohol
e 2x2minin 100% Alkohol

11. Eindecken der Schnitte aus dem Xylol heraus

3.2.5. Immunbhistochemische Aufarbeitung

Bei den Immunfirbungen erfolgt eine Antigendarstellung mit dem Biotin-Streptavidin-
Amplifikations-(B-SA)-Nachweissystem. Durchgefiihrt werden die immunhistochemischen
Farbungen, mit Ausnahme des AK p63, welcher in der feuchten Kammer gefirbt wird, in den
Inkubationskammern des Immunfirbecenters Sequenza " der Firma Shandon. Hierzu werden
die Schnittpriparate in die zum Sequenza gehorenden Coverplates® eingelegt und in die
Kammern senkrecht eingestellt. Dabei entsteht ein kapillirer Spalt zwischen dem
Objekttrager und dem Coverplate® mit einem Volumen von 100ul. In diesem Spalt hilt sich
das aufpipettierte Reagenz und wird erst nach Zugabe von weiterer Fliissigkeit nach unten
verdridngt. In der feuchten Kammer wird auf den waagrecht in der Kammer liegenden Schnitt
das Reagenz direkt aufpipettiert und anschlieend bei geschlossenem System inkubiert.

3.2.5.1. Vorversuche

Vorversuche mussten fiir die Antikorper HHF35 und p63 durchgefiihrt werden. Die jeweils
optimalen Antigendemaskierungsverfahren und Verdiinnungsstufen wurden von SCHOEPE
(2001) fiir die Antikorper LP34, AE1 und CK14 ermittelt.

Der Antikorper HHF35 wurde beziiglich seiner Eignung  fiir canines Gewebe an
Hundediinndarm und caninem Mammagewebe in den Verdiinnungsstufen 1:25 und 1:50
getestet. Die Proben wurden in der Sektionshalle entnommen. Der eingeschnittene Darm
wurde im Quer- und Lingsschnitt gefdarbt. Da sich zeigte, dass ohne ein
Demaskierungsverfahren gute Firbeergebnisse erzielt wurden, gelangten fiir diesen
Antikorper keine Vorbehandlungsmethoden zum Einsatz.

Vorversuche fiir die p63 Testung wurden an caniner Haut und caniner Mamma durchgefiihrt.
Zur Gewdihrleistung der Spezifitit des Antikorpers lief parallel humanes Prostatagewebe mit.
Es wurden die Verdiinnungsstufen 1:3, 1:5, 1:15, 1:25 und 1:50 und zusitzlich zwei
verschiedene Andauungsverfahren sowie zwei unterschiedliche Pufferarten ausgetestet.
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1. Andauung der Schnitte mittels Protease, gelost in TBS (ph7,6), 15-20 min bei 37°C

2. Andauung der Schnitte in Citratpuffer (ph 6,0) in der Mikrowelle, 3 x 5 min bei 600 Watt

3. Andauung der Schnitte in Target Retrieval-Puffer (ph 6,0) in der Mikrowelle, 3 x 5 min bei
600 Watt

3.2.5.2. Hauptversuche

In den Hauptversuchen an den mammairen Gewebeverdnderungen wurden von jedem
Fall folgende Farbungen angefertigt:

HE-Firbung

PAS-Férbung

Immunhistochemische Farbung unter Verwendung des AK LP34
Immunhistochemische Fiarbung unter Verwendung des AK AE1
Immunhistochemische Firbung unter Verwendung des AK CK14
Immunhistochemische Farbung unter Verwendung des AK HHF35

NN s v =

Immunhistochemische Farbung unter Verwendung des AK p63

Fir den Eignungstest des humanen Kernproteinmarkers p63 wurden die
Gewebeproben zunidchst einer HE-Firbung unterzogen und folgend mit dem
Antikorper p63 gefirbt.

Fir die Beurteilung der nach WEISS und FRESE (1974) klassifizierten
Basalzelltumoren bzw. nach GOLDSCHMIDT et al. (1998) als Trichoblastome
reklassifizierten Neoplasien wurden von diesen einerseits HE-Farbungen und auch
p63-Firbungen angefertigt. Zusitzlich erfolgte eine AE1-Firbung an caniner Haut,
um die Untersuchungen von SCHNEIDER (2002), welche die Grunglage der
Reklassifizierung bilden, evaluieren zu kénnen.

In den immunhistochemischen Fiarbungen mit den Antikorpern LP34, AE1, CK14 und
HHF35 wurden Label- und Link-AK des TestKIT von Biogenex (QA900-9L), als
Substrat Naphtol-AS-BI-phosphat und als Chromogen Neufuchsin verwendet.

Fir den AK p63 kommt das DAKO LSAB®+Kit, Peroxidase zum FEinsatz, welches
Hydrogenperoxid als Substrat und DAB (3,3’-diaminobenzidin) enthidlt (s. Kap.
3.2.1.24.2)).
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3.2.5.3. Uberblick der Antigendemaskierungsverfahren

Antikorper Demaskierungsverfahren

LP34 e Proteolytische Vorbehandlung mit Proteinase
e Inkubation in der Proteinase - Gebrauchslosung
(Herstellung s. 3.2.4.6.c.) fiir 15-20 min im Brutschrank

bei 37°C
Antikorper Demaskierungsverfahren
AE1 e Proteolytische Vorbehandlung mit Proteinase
e s.LP34
Antikorper Demaskierungsverfahren
CK14 e Hitzebehandlung im Mikrowellengerit mittels 10 mM

Citratpuffers (ph 6,0)

e 1. 10 M Citratpuffer (ph 6,0) erstmal ohne Schnitte bei
750 Watt fiir 4 min erhitzen
2. Schnitte in verschlossener Schiissel 2 x 5 min bei 600
Watt erhitzen
3. 15 min bei Raumtemperatur in der Schiissel bei
geoffneten Deckel abkiihlen lassen

Antikorper Demaskierungsverfahren

HHF35 e cine Vorbehandlung ist nicht erforderlich

Antikorper Demaskierungsverfahren

p 63 e Hitzebehandlung im Mikrowellengerit mittels Target

Retrieval — Puffers (ph 6,0)

e Verfahren der Hitzeeinstellungen wie beim Antikorper
CK14; die Target Retrieval-Lsg. wird mit Aqua bidest.
im Verhiltnis 1:10 verdiinnt und dann verwendet
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3.2.5.4. Farbeprotokolle fiir die Immunhistochemie
3.2.5.4.1. Farbeprotokoll fiir die Marker LP34, AE1, CK14 und HHF35

Immunhistochemische Firbeanleitung fiir das BS-A-System modifiziert nach der

Gebrauchsanleitung fiir das Super Sensitiv Nachweissysteme, Biogenex, Hamburg

Dieses Verfahren kam bei den immunhistochemischen Fiarbungen mittels der Antikorper
LP34, AE1, CK14 und HHF35 zur Anwendung. (-Modifizierte Schritte sind kursiv gedruckt-)

1. Entparaffinieren der Schnitte:

e 2x 10 min in Xylol
2. Rehydrierung der Schnitte

e 2 x2minin 100% Alkohol

e 2x2minin 96% Alkohol

e 1 x2minin 70 % Alkohol
3. Spiilung der Schnitte in Aqua destillata
4. Waschen in TBS — Puffer (ph 7,6)

e 5 min
5.Vorbehandlung der Prdparate( s. Kap.3.2.2.2.3.)
6.Waschung in TBS-Puffer (ph 7,6)

e S5 min

Einlegen der Schnitte in die Coverplates® und Montage in die Inkubationskammern des

" ™
Immunfirbecenters Sequenza .

7. Waschen in TBS-Puffer (ph 7,6)

e 5min
8. Aufpipettierung des Primérantikorpers (100 ul pro Schnitt-mit Ausnahm der negativ

Kontrolle)

e 60 min Inkubation bei Raumtemperatur (20-24°C)
9. Waschen mit TBS-Puffer (ph 7,6)

e 3x5min
10. Inkubation mit Link-Antikorper (2 Tropfen pro Schnitt)

e 20 min Inkubation bei Raumtemperatur
11. Waschen mit TBS—Puffer (ph 7,6)

e 3x5min
12. Inkubation mit Label-Enzym

¢ 20 min bei Raumtemperatur
13. Spiilung mit TBS—Puffer (ph 7,6)

e S min
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Demontage der Coverplates® aus den Inkubationskammern des Immunféarbecenters
Sequenza™™, Entfernung der Schnitte aus den Coverplates®.

14. Waschen der Priparate in TBS-Puffer, ph7,6 in einer Kiivette:
e 5 min
15. Inkubation der Schnitte in der Entwicklungslosung (Neufuchsin-Substrat) s.
Kap.3.2.2.6.h.)
¢ je nach Intensitét der Farbung bis 30 min
16. Spiilung mit TBS - Puffer, ph7,6 oder normalem Leitungswasser
17. Gegenfirbung, bzw. Kernfdarbung mit Hamatoxylin
e ]0sec
18. Nachbliiuen in Leitungswasser
19. Dehydrierung mittels Durchlaufen der aufsteigenden Alkoholreihe
e 2x2minin70% Alk
e 2Xx2minin96% Alk
e 2x2minin 100% Alk
20. Xylol
21. Eindecken der Schnitte aus dem Xylol heraus mit Hypermount (chemisches
Eindeckmedium)

3.2.5.4.2. Farbeprotokoll fiir den Kernmarker p63

Immunhistochemische Firbeanleitung fiir das BS-A-System zur Nutzung des Antikorpers p63

1. Entparaffinieren der Schnitte
e 2 x 10 min in Xylol
2. Rehydierung der Schnitte
e 2x2minin 100 % Alkohol
e 2x2minin 96 % Alkohol
e 1x2minin 70 % Alkohol
3. Spiilung der Schnitte in Aqua destillata
4. Waschen in TBS-Puffer (ph 7,6)
e 5 min
5.Vorbehandlung: s. Kap. 3.2.2.3.
6.Waschung in TBS-Puffer (ph 7,6)

e 2XxX3min

Die Préiparate werden rund um das aufgezogene Gewebe trocken gewischt und in die feuchten
Kammern eingelegt.
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7. Inkubation mit 3% Hydrogen Peroxide
e 5 min
8. Waschen mit TBS-Puffer (ph 7,6 ) und 3 min ins Pufferbad

Die Priparate werden rund um das aufgezogene Gewebe trocken gewischt und wieder in die
feuchten Kammern eingelegt.

9. Inkubation mit Primérantikorper

¢ 30 min bei Raumtemperatur
10. Waschen mit TBS-Puffer (ph 7,6) und 3 min ins Pufferbad

Die Priparate werden rund um das aufgezogene Gewebe trocken gewischt und wieder in die
feuchten Kammern eingelegt.

11. Inkubation mit Link-AK

¢ 30 min bei Raumtemperatur
12. Waschen mit TBS-Puffer (ph 7,6) und 3 min ins Pufferbad

Die Priparate werden rund um das aufgezogene Gewebe trocken gewischt und wieder in die
feuchten Kammern eingelegt.

13. Inkubation mit Label-AK
¢ 30 min bei Raumtemperatur
14. Waschen mit TBS-Puffer (ph 7,6) und 3 min ins Pufferbad

Die Priparate werden rund um das aufgezogene Gewebe trocken gewischt und wieder in die
feuchten Kammern eingelegt.

15. Inkubation mit der Substrat-Chromogen Solution
e bis 8§ min

16. Waschen mit destilliertem Wasser

17. Gegenfarbung mit Hidmatoxylin

18. Bléduen in Leitungswasser

19. aufsteigende Alkoholreihe

20. Eindecken aus dem Xylol heraus

3.2.5.5. Kontrollen

Um Fehler bei der immunhistochemischen Firbetechnik auszuschliefen, bzw. zu erkennen,
laufen bei jedem Firbevorgang eine Positiv- und eine Negativkontrolle mit.
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3.2.5.5.1. Positivkontrolle

Die Positivkontrolle ist ein histologischer Schnitt, der das jeweilige Antigen sicher im
Gewebe aufweist. Somit ist ein moglicherweise filschlich negatives oder positives
Féarbeergebnis, hervorgerufen durch Fehler in der Vorgehensweise der Farbetechnik,
ausgeschlossen.

3.2.5.5.2. Negativkontrolle

Der als Negativkontrolle mitgefiihrte Schnitt weist ebenfalls ein durch den Antikorper
markierbares Antigen auf, wird aber nicht mit dem Primédrantikdrper, sondern mit TBS -
puffer inkubiert. Das Gewebe dieser Schnitte darf sich bei einer korrekt durchgefiihrten
Methodik nicht anfirben.

3.2.6. Auswertungskriterien und -methodik

3.2.6.1. Auswertung der Untersuchungen beziiglich der Immunreaktivitit des Anti-
Human p63-Proteins im caninen dermalen und mamméren Gewebe

Die caninen dermalen und mammiren Gewebeproben wurden zunichst in der HE-Firbung
auf pathologisch-anatomische Veridnderungen untersucht.

In den Immunhistochemischen Firbungen wurde der positiv reagierende Zelltyp, die
Intensitidt der Anfirbung und die Verteilungsmuster der Firbung im Geamtbild beurteilt.

Im Anschluss daran werden die Resultate der Auswertung in ihrer Bedeutung betrachtet.

3.2.6.2. Auswertung der Untersuchungen an den mammiren basaloiden Gewebever-
dnderungen

3.2.6.2.1. Beurteilung der HE-Firbung

Die Féarbung mit Himatoxylin-Eosin bewirkt eine blaue Fiarbung der Kerne und eine rotliche
Anfirbung des Zytoplasmas der Zellen. Es ist eine unspezifische Fiarbung, d.h. alle Zellen des
Priiparates werden angefirbt. Sie dient als Ubersichtsfirbung um histologische Schnitte von
den zu untersuchenden Gewebeproben untersuchen zu konnen.

Zunichst wurden 220 Gewebeproben in der HE-Firbung beurteilt. Ausgesucht wurden Fille,
die proliferative oder neoplastische basaloide Gewebeverinderungen aufweisen.
Grundlegende Kriterien sind einerseits die basaloide Zellmorphologie sowie andererseits die
spezielle Gewebetextur der Veridnderungen. Die weitgehend monomorphen Zellen sind in
Nestern, Knoten oder Stringen angeordnet, wobei die zentralen Zellen driisige oder squamdose
Differenzierung zeigen oder solide Strukturen formieren und die peripheren Zellen
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charakteristisch in palisadenartiger Form angeordnet sind. Die zu beobachtenden Binder,
meist zweireihig, formieren sich aus ebenfalls palisadenartig angeordneten Zellen, die
perpendikulédr zur Ausbreitung der Bandstruktur stehen.

Zunidchst wird anhand der HE-Fidrbung das histomorphologische Erscheinungsbild der
ausgesuchten Fille ermittelt und beschreibend dargestellt. Das Vorhandensein, bzw. der
Ausprigungsgrad histomorphologischer Kriterien (Kapselbildung, bindegewebige Septierung,
keratotische Differenzierungen und Nekrosen im Tumorgewebe) werden semiquantitativ
beurteilt und in einer tabellarischen Ubersicht gezeigt.

Die Besprechung der untersuchten Fille erfolgt im Ergebnisteil zur besseren Ubersicht
anhand ihrer FEinteilung in solitir und multiple vorkommende basaloide mammire
Verinderungen.

Mittels der erarbeiteten histologischen Merkmale der verschiedenen basaloiden mamméren
Gewebeverdnderungen werden diese nach den Empfehlungen der WHO den verschiedenen
Tumortypen zugeteilt.

Des Weiteren erfolgte eine histopathologische Befundung der gesamten Gewebeprobe.
3.2.6.2.2. Beurteilung der PAS - (= Periodic Acid-Schiff) Farbung

Die PAS-Reaktion wird in der vorliegenden Studie zur Darstellung der Basalmembran
(Membrana basalis) genutzt. Diese ist PAS-positiv und besteht histochemisch aus einer
,Matrix* aus polymerisierten Polysaccharid-Proteinkomplexen.

Eingesetzt wird diese Fiarbung, um die Lokalisation und die Ausrichtung der Zellen darstellen
zu konnen. Zudem kann die Integritit der Basalmembran, bzw. das Durchbrechen ihrer durch
neoplastisch entartete Driisen-, bzw. Myoepithelzellen beurteilt werden.

3.2.6.2.3. Beurteilung der immunhistochemischen Firbereaktionen

Durch den Einsatz der fiinf Antikdrper unterschiedlicher Spezifitit wird der Immunphdnotyp
der basaloiden, die tumordsen mammairen Verdnderungen bildenden Zellen ermittelt. Durch
die Erstellung dieses immunhistochemischen Profils soll eine Grundlage geschaffen werden,
diese basaloiden Veridnderungen im Mammaparenchym der Hiindin durch die Kenntnis ihrer
Histogenese korrekt klassifizieren zu konnen.

Die Einzelfallauswertung der verschiedenen Immunfarbungen erfolgt fiir jeden Antikorper
unter Beriicksichtigung der dargestellten Zellart, der Intensitit der Anfdrbung, der
Verteilungsmuster und der Homogenitdt der Farbung im Gesamtbild und im Falle der
basalen/myoepithelialen Marker auch der Zellmorphologie.
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e Die Beurteilung der Intensitit der Anfirbung erfolgt semiquantitativ wie folgend
dargestellt:

1. Anfidrbung starker Intensitit |+++

2. Anfiarbung moderater ++
Intensitét

3. Anfédrbung schwacher +
Intensitét

4. keine Anfirbung -

Des Weiteren werden Intensitdtsunterschiede bei Betrachtung des Gesamtbildes
mitberiicksichtigt, d.h. gleichméBige, homogene Fiarbungen unterscheiden sich von Fillen, die
ein wechselhaftes Gesamtbild durch Bereiche unterschiedlicher Intensititen aufweisen.

e Als beschreibende Beurteilungskriterien bei Tumorproben, in denen sich nicht immer
alle Zellen gleichméBig durch den jeweils verwendeten Antikorper anfirbten, werden
folgende  Termini zur Darstellung der  Verteilungsmuster — durch  die

immunhistochemische Reaktion genutzt:

1. verstreut liegende Einzelzellen

2. Anfirbung einzelner fokaler Herde im
Préiparat

3. Anféarbung multipler fokaler Herde
im Préparat

4. (multiple) groBBere herdformige
Areale

5. diffuse Anféarbung der Zellen im
Préparat
(der AK-Spezifitit entsprechend)

In den immunhistochemischen Firbungen mittels der Antikorper LP34 und HHF35 werden
neben der Befunderhebung an den basaloiden Gewebeverinderungen noch das in 12 der Fille
enthaltene, pathologisch unveridnderte Mammagewebe in seiner Immunreaktivitit mit dem
jeweiligen Antikorper beurteilt.
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3.2.6.2.4. Vergleichende Darstellung der Myoepithel-/Basalzellmarker und erzielte
Resultate bzw. erweiterte diagnostische Moglichleiten durch den Einsatz dieser Marker

Eine vergleichende Darstellung der immunhistologischen Befunde der Myoepithel-
/Basalzellmarker erfolgt in Bezug auf ihre Spezifitdt und Sensitivitit.

Ebenso werden die durch den Einsatz dieser Marker erzielten Ergebnisse bzw. geschaffenen
Moglichkeiten einer spezifischeren Diagnostik aufgezeigt.

3.2.6.2.5. Gegeniiberstellung der Diagnostik mittels HE- und immunhistochemischen
Firbungen

Die Befundungen erfolgten in allen Farbungen gemif3 der Empfehlung der WHO nach der
zurzeit giiltigen histologischen Klassifikation der Mammatumoren des Hundes, iiberarbeitet
von MISDORP et al. (1999). Die Diagnostik mittels HE-Féarbung und jene nach Einbeziehung
der immunhistologischen Befunde werden sich gegeniiber- und die Differenzen dargestellt.
Durch die Anwendung verschiedener Antikorper unterschiedlicher Spezifitit konnen alle den
Tumor bildenden Zellen identifiziert und den entsprechenden Zelltypen zugeordnet werden.
Somit ist durch den Einsatz der Immunfarbungen eine hochst sichere und verldBliche
Diagnostik der vorliegenden Tumortypen moglich, kontrir zur alleinigen Befundung in der
HE-Férbung, die auf deskriptive histologische Kriterien limitiert ist.

3.2.6.2.6. Bedeutung der immunhistochemischen Befunde fiir die Klassifizierung der
basaloiden mammiiren Gewebeverinderungen und Empfehlungen zur Erweiterung der
WHO-KIlassifikation

Basierend auf den ermittelten immunhistochemischen Resultaten werden die Differenzen
sowie die diesen zu Grunde liegenden Ursachen zwischen der HE- und der
immunhistochemischen Diagnostik aufgezeigt und Vorschlige zur Modifizierung der
Beschreibung einzelner Tumortypen und zur Klassifizierung des basaloiden Adenoms im
Rahmen der WHO-Klassifikation dargestellt.

3.2.6.3. Auswertung der Untersuchungen an den zugehorigen Lymphknoten

Die zur Verfiigung stehenden Lymphknoten werden zunichst in der HE-Firbung befundet.
Folgend kommen immunhistochemische Farbungen zum Einsatz.

BUSCH und RUDOPLH (1995) etablierten zum Nachweis okkulter Mikrometastasen in den
regiondren Lymphknoten die immunhistochemische Fiarbemethode mittels des Antikorpers
AE1 zur zuverlédssigen neuen Routinediagnostik. Aus verschiedenen Zytokeratinantikdrpern,
die in der Humanmedizin eingesetzt werden, ermittelten sie den polyclonalen Antikorper AE1
als an Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Gewebeproben als zuverlissig
arbeitenden Marker. Wihrend in der HE-Firbung einzelne Karzinomzellemboli hiufig nur
vermutet werden konnen, oder gar iibersehen werden, erlaubt die immunhistochemische
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Féarbung sichere Aussagen (BUSCH und RUDOPLH 1995). So zeigten sie, dass in 84,4% der
von ihnen untersuchten Lymphknoten okkulte Tumorzellemboli und/oder Mikrometastasen
immunhistochemisch nachweisbar waren, die im HE-gefiarbten Prdparat nicht sicher zu
erkennen waren.

Bei den immunhistochemischen Fiarbungen kamen neben dem Antikdrper AE1 auch die
Antikorper LP34, CK14, HHF35 und p63 vergleichend zum Einsatz.

3.2.6.4. Auswertung der Untersuchungen an den urspriinglich nach WEISS und FRESE
(1974) als Basalzelltumoren klassifizierten Neoplasien

Zunichst wurden Neoplasien ausgesucht, die anhand ihres histomorphologischen
Erscheinungsbildes in der HE-Farbung nach WEISS und FRESE (1974), SANDERSLEBEN
(1967), SCHAFER (1967), SEDLMEIER et al. (1967), WEISS et al. (1977),
SANDERSLEBEN (1989), PULLEY und STANNARD (1990), DAHME und WEISS (1999)
als Basalzelltumoren zu befunden sind. Diese Tumoren werden folgend, anhand der von
GOLDSCHMIDT et al. (1998) novellierten WHO-Klassifikation epithelialer und
melanotischer Tumoren der Haut, in der eine ausschlieBliche Reklassifizierung dieser
Neoplasien als Trichoblastome vorgenommen wurde, neu diagnostiziert. AnschlieBend
werden die neu zu diagnostizierenden Tumortypen kurz dargestellt.

Die Beurteilung der immunhistochemischen Firbung mittels des Antikorpers p63 erfolgte
analog wie unter Punkt 3.2.6.2.3. aufgefiihrt.

3.2.6.5. Auswertung der immunhistochemischen Firbungen caniner Haut mittels des
Antikorpers AE1

In den der Reklassifizierung zugrunde liegenden immunhistochemischen Untersuchungen
(SCHNEIDER 2002) kam der Antikorper AE1 zum Einsatz. Es wurde von SCHNEIDER
(2002) zunichst die Immunreaktivitit der caninen Epidermis und der Haarfollikel mit diesem
Antikorper ausgetestet, als Grundlage zur Bewertung der immunhistochemischen Ergebnisse,
die sie anhand dieses Markers an den Trichoblastomen erzielte.

In der vorliegenden Studie fiel bei der Auswertung der AEIl-gefdarbten mammaéren
Gewebeverinderungen in 8 Fillen, die ebenfalls canine Haut in der Gewebeprobe enthielten,
eine -von den negativen Ergebnissen SCHNEIDERs (2002) abweichende- positive Immun-
reaktivitdt der caninen Epidermis auf. Daher wird folgend die canine Epidermis in diesen 8
Féllen, sowie an 4 weiteren, in der Sektionshalle entnommenen und AEI-gefirbten
Hautproben, beurteilt.

In der Auswertung werden die angefidrbten Strukturen, die positiv reagierenden Zelltypen und
die Intensitét der Anfirbung beschrieben.
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3.3. ERGEBNISSE

Zunichst erfolgt eine Darstellung der Ergebnisse der Vorversuche und die Beurteilung der
verwendeten Positiv- und Negativkontrollen. Der anschlieBende Teil ist in 3 Abschnitte
untergliedert:

e Abschnitt I gibt die Testergebnisse der immunhistochemischen Fiarbungen mittels des
humanen Kernproteinantikorpers Anti-Human p63 Protein wieder, die in Hinblick auf
seine Eignung im caninem Gewebe durchgefiihrt wurden.

e Im II. Abschnitt sind die Ergebnisse der Untersuchungen an den basaloiden
Proliferationen und Neoplasien der Mamma, -einschlieBlich der zugehorigen
Lymphknoten aufgefiihrt.

e Abschnitt III gibt die Resultate der immunhistochemischen Untersuchungen mittels
des Antikorpers p63 an den nach WEISS und FRESE (1974) als Basalzelltumoren
bezeichneten Neoplasien wieder. Zusitzlich werden die Resultate der
immunhistochemischen Féarbungen mittels des Antikorpers AEl an caniner Haut
dargestellt, um die immunhistochemischen Untersuchungen, die der Reklassifizierung
dieser Tumoren als Trichoblastome als Grundlage dienten, zu ergidnzen und evaluieren
zu konnen.

3.3.1. Ergebnisse der Vorversuche der immunhistochemischen Firbungen und die
Beurteilung der verwendeten Positiv- und Negativkontrollen

3.3.1.1. Ergebnisse der Vorversuche der immunhistochemischen Fiarbungen

In den Vorversuchen ergab sich fiir den HHF35, dass keine Vorbehandlung erforderlich und
die geeignetste Verdiinnungsstufe 1:50 ist.

Fir den Antikorper p63 stellte sich heraus, dass eine zweimalige filinfminiitige
Hitzebehandlung im Mikrowellengerit in Target Retrieval Puffer (ph:6,0) bei 600 Watt und
anschlieender 15-miniitiger Abkiihlung bei Raumtemperatur in einer Verdiinnungsstufe von
1:25 die geeignetste Vorverdauungsmethode ist.

Diese Vorbehandlungen und Verdiinnungsstufen kamen, ebenso wie die unter Punkt
aufgefiihrten fiir die Antikorper LP34, AE1 und CK14, in den Hauptversuchen zum Einsatz.

3.3.1.2. Beurteilung der verwendeten Positiv- und Negativkontrollen

Die bei jedem Firbevorgang mitlaufenden Positivkontrollen wiesen stets das nachzuweisende
Antigen auf, so dass die einwandfreie Anwendung der Firbetechnik bestitigt war.
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Die Negativkontrollen firbten sich erwartungsgemif nicht an, womit die Reaktionsspezifitit
der jeweiligen Antikorper gewihrleistet war.

Abschnitt I

3.3.2. Untersuchungsergebnisse des Testes mit dem Anti-Human p63-Protein im
Hinblick auf seine Eignung in caninem Gewebe

3.3.2.1. HE-Firbung

Die zur Untersuchung ausgewihlten Proben weisen in der Beurteilung der HE-Firbung keine
pathologisch-anatomischen Veridnderungen auf.

3.3.2.2. Immunbhistologische Ergebnisse

3.3.2.2.1. Immunhistochemische Befunde der p63-Firbungen an
caniner Haut

In allen untersuchten Gewebeproben stellt der Antikorper p63 regelmiBig und homogen
folgende Strukturen der Haut und ihrer Anhangsorgane  deutlich und mit starker
Farbeintensitit dar:

1. Kubische, ovale und vereinzelt prismatische Zellkerne der germinativen Schicht der
Epidermis, dem Stratum basale

2. Runde und ovale Zellkerne der dufleren epithelialen Wurzelscheide der Haare

3.3.2.2.2. Immunhistochemische Befunde der p63 Firbungen an caninem pathologisch
unverinderten Mammagewebe

Es ist eine homogene, regelméfige Anfirbung der Nuklei der Myoepithelien von starker
Intensitit in allen der untersuchten Gewebeproben des physiologischen Mammaparenchyms
zu beobachten. Dem glandulédren und duktalen Epithel direkt anliegend, werden die flachen,
kubischen und teils auch rundlichen Kerne sehr gut dargestellt.

Durch das nukledre Firbeprofil ist eine deutliche Darstellung dieser Zellen moglich. Die sich
in ihrer Zellmorphologie als verzweigt darstellenden Myoepithelien konnten durch einen
Marker mit zytoplasmatischen Firbeprofil zwar in ihrer Einheit, jedoch nicht, wie mit dem
Zellkernmarker p63, individuell als Einzelzelle erkannt werden.
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3.3.2.2.3. Zusammenfassende Beurteilung der immunhistochemischen Firbeergebnisse
des humanen Antikorpers p63 im untersuchten caninem Gewebe

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der monoclonale Antikorper, Anti-Human p63
Protein, in der durchgefiihrten Studie eine ausgesprochen gute antigene Reaktivitdt im
caninem Gewebe zeigt und sich durch eine hohe Spezifitit und eine hohe Sensitivitit
auszeichnet, die sich in der durchweg homogenen Anfiarbung im Gesamtbild und in den
starken Intensititen der Anfiarbung duflert, welche in allen Proben zu verzeichnen ist.
Basalzellen des Stratum basale der Epidermis und epidermaler Differenzierungsprodukte,
sowie die basalen/myoepithelialen Zellen im caninem Mammaparenchym reagieren
zuverldssig mit diesem humanen Antikdrper und zeigen eine starke Intensitdt bei ihrer
Anfirbung.

Abschnitt I1

3.3.3. Ergebnisse der Untersuchungen an den basaloiden Neoplasien und Proliferationen
im Mammaparenchym der Hiindin

3.3.3.1. Nationale

3.3.3.1.1. Altersverteilung

Die Tiere sind im Durchschnitt 9,3 Jahre alt, wobei die Altersangabe bei einem Tier fehlte.
Der jiingste Patient (Tibet-Terrier, weiblich) ist 4 Jahre alt, der ilteste (Rauhaardackel,
weiblich) 14 Jahre.

3.3.3.1.2. Geschlechtsverteilung

Im Untersuchungskollektiv stammen 20 Gewebeproben von weiblichen Tieren. Bei einem
Tier fehlte die Geschlechtsangabe. Es liegen leider keine Angaben dariiber vor, ob diese
Tiere kastriert oder einer hormonellen Behandlung unterzogen wurden.

3.3.3.1.3. Rasseverteilung

Das Patientengut beinhaltet neben Mischlingen insgesamt 8 Rassen. Die verschiedenen

Rassen sowie ihre Vorkommenshéufigkeit in der Studie sind aus der nachfolgenden Tabelle
ersichtlich.



Im Untersuchungsgut vorkommende Rassen

Rang Rasse n davon

1 Mix 7 |1 Beagle-Mix

1 Cocker-Mix

1 Dackel-Mix

1 Foxterrier-Mix

1 Golden Retriver-
Mix

1 Terrier-Mix

1 Mischling-ohne

weitere Angabe

2 Terrier 3 |1 Cairn Terrier
1 Tibet-Terrier
1 Westhighlandterrier

3 Dackel 2 | 1 Rauhhaardackel
1 Dackel ohne
weiteren Angaben

Beagle 2

DSH 2

Dobermann 2
4 Boxer 1

Deutsch-Langhaar 1

Summe: 20

n=Anzahl der Tiere
3.3.3.2. HE-Diagnostik
3.3.3.2.1. HE-Diagnostik der basaloiden Gewebeverinderungen
3.3.3.2.1.1. Ermittlung der histomorphologischen Erscheinungsbilder

Anzumerken ist, dass die in dieser Studie untersuchten basaloiden Verdnderungen von
multifokal auftretenden Proliferationen unterschiedlicher Stadien bis zu solitdren profunden
Tumoren reichen. In den folgend aufgefiihrten Tabellen ist fiir jeden Fall sein
histomorphologisches Erscheinungsbild in der HE- Firbung beschrieben.
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Ubersicht des histomorphologischen Erscheinungsbildes in der HE- Fiirbung unter

1.)

Beriicksichtigung ihres solitiren- bzw. multiplen Vorkommenes

1. Darstellung der 14 Fille mit solitdr vorkommenden basaloiden Neoplasien

Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

01

605-
94

- keine Verbindung zur dariiber liegenden Haut zeigend, liegt der Tumor,
durch eine zarte bindegewebige Kapsel begrenzt, in der Subkutis und ist teils
von Mammagewebe umgeben bzw. nimmt von dort seinen Ursprung;

- der Tumor besteht aus mehreren Teilknoten, die durch bindegewebige Septen
begrenzt sind;

- das Stroma weist oft leere Spalten auf, was in einigen Arealen den Eindruck
eines mikrozystischen Geschehens verleiht, bzw. den Eindruck falscher
Lumina vermittelt;

- die peripheren basaloiden Zellen sind palisadenartig angeordnet, wihrend die
zentralen Zellen squamose, keratotische (s.Abb.2) und teils auch driisige
Differenzierung, also tubulédre Strukturen zeigen;

- ebenfalls sind in einigen Teilknoten solide Strukturen ausgebildet, die sich
einerseits in bandartigen Strukturen (palisadenartig angeordnete Zellen
doppelreihig) zeigen und sich anderseits als lumenfiillend darstellen;

- Zellatypien als Abweichungen vom uniformen basaloiden Zellbild sind in
einigen kleinen soliden Anteilen zu beobachten;

- im Gesamtbild zeigt sich der Tumor in groBen Arealen von gut differenzierter
tubulédrer Struktur mit palisadenartig angeordneten peripheren Zellen, und die
neoplastischen Zellen zeichnen sich durch ihr basaloides, monomorphes Er-
scheinungsbild, keine Mitosen aufweisend, aus (s. Abb. 1);

- angrenzend zum fokalem Areal, in welchem solide Strukturen mit
Zellpleomorphien zu beobachten sind, zeigt sich ein infiltratives Wachstum in

die umgebende Kapsel.

2.)

Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

03

726-
95

- der Tumor liegt mitten im Mammagewebe, zeigt keine Verbindung zur
dariiberliegenden Haut und besteht aus mehreren Teilknoten, die durch
deutlich ausgeprigte bindegewebige Kapseln vom Mammagewebe
abgegrenzt sind;

- die Teilknoten zeigen solide Formationen, die sich in grolen Arealen aus
bandartigen Formationen (palisadenartige Anordnung der Tumorzellen)

zusammensetzten (s.Abb. 5 und 6);
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(03) | (726- | - auffillig ist die starke Bindegewebsproliferation, angrenzend zur Neoplasie;
95) - vereinzelt sind zentrale Nekrosen in einigen der Teilknoten zu beobachten;
- die neoplastischen Zellen besitzen eine basaloide, uniforme Zellmorphologie,
vereinzelt sind Zellatypien zu sehen;
- infiltratives Wachstum ist zu beobachten.
3)
Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.
Nr. | Nr. Tumorstruktur
04 1521- | - diffus vermehrte basaloide Zellen, vereinzelt sind Lumina zu beobachten;
95 - Spaltbildungen im sehr gering ausgebildeten Stroma und im neoplastischen
Gewebe;
- infiltratives Wachstum.
4.)
Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.
Nr. | Nr. Tumorstruktur
05 1979- | - in der Peripherie palisadenartige Anordnung der basaloiden Zellen,
96 wihrend die zentralen Zellen driisige, aber groftenteils keratotische
Differenzierung zeigen;
- durch lumenfiillende Proliferation sind solide Bezirke entstanden;
- Spaltenbildung im Stroma;
- in einem Bereich ist ein infiltratives Wachstum in die umgebende Kapsel zu
beobachten.
5.)
Fall | E-Nr. | Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.
Nr. Tumorstruktur
06 2809- | - der Tumor dieser Gewebeprobe liegt im Mammagewebe, zeigt
96 keine Verbindung zur dariiber liegenden Haut und setzt sich aus

multiplen Einzelknoten zusammen;

- es sind palisadenartige Anordnungen der peripheren Zellen zu sehen, die
teils auch "Binder" formieren;

- zentrale Zellen zeigen zum einen driisige Differenzierung, aber zum
groBten Teil keratotische Differenzierung, wobei sich in vielen Bezirken
keratotische zystische Hohlrdume gebildet haben.

- ebenfalls sind in einem Areal vereinzelt Zysten mit eosinophilen amorphen
Material (Cholesterinkristalle);

- infiltratives Wachstum ist zu beobachten.
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Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

07

2853-
96

- der Tumor zeigt drei ineinander flieBende Areale:

- in einem Areal sind basaloide Driisenhyperplasien zu beobachten;

- im anschlieBendem sind Differenzierungen, die an das Bild des papilldren
Hidradenom des Menschen erinnern (bandartige Strukturen zeigen sich
durch doppelreihige Anordnung palisadenartig formierter basaloider
Zellen; s.Abb.7);

- im nun anschlieBenden Areal zeigen die peripheren Zellen palisadenartige
Anordnung, die zentralen Zellen driisige (tubuldre) Differenzierungen; in
kleinen Arealen sind auch solide Strukturen durch lumenfiillende
Proliferation des Driisenepithels gebildet worden, welche Zellpleomorphien
in Form von Anisozytose, -nukleose, vakuolisierte Zytoplasmen und auch
prominente Nukleoli zeigen;

- im Bereich des zuletzt beschriebenen Areals ist infiltratives Wachstum in
die Kapsel zu beobachten.

7.)

Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

08

540-97

- der Tumor liegt im Mammaparenchym und zeigt keine Verbindung zur
Haut;

- er ist von einer unterschiedlich stark ausgeprigten Kapsel zum Mamma-
gewebe und der dariiberliegenden Haut abgegrenzt;

- Zellnester basaloider Zellen sind durch ein stark ausgeprigtes Bindegewebe
voneinander getrennt (s. Abb. 8)

- infiltratives Wachstum in die umgebene Kapsel ist zu beobachten.

8.)

Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

09

913-97

- die Neoplasie ist durch eine zarte Kapsel vom umliegenden Mammagewebe
abgegrenzt und zeigt eine Driisendifferenzierung unter Ausbildung
tubulédrer Strukturen, mit palisadenartig angeordneten peripheren Zellen;

- das Gesamtbild erinnert an die Struktur eines papilldr-zystischen
Syringadenoms;

- vereinzelt sind auch durch intraluminale epitheliale Proliferationen solide
Strukturen ausgebildet worden;

- der liberwiegende Anteil der neoplastischen Zellen ist von basaloider
Morphologie, jedoch sind auch in Bereichen solider Struktur
Zellpleomorphien zu beobachten;
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09) | (913- - in einer Lokalisation ist ein infiltratives Wachstum in die Kapsel zu
97) beobachten (s. Abb. 9).
9.)
Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.
Nr. | Nr. Tumorstruktur
10 684-01 | - durch eine Kapsel gut abgegrenzter Tumor, der im Inneren durch Binde-
gewebssepten unterteilt ist;

- innerhalb der "Lédppchen‘ sind multifokale solide Strukturen ausgebildet,
deren basaloide periphere Zellen palisadenartig angeordnet sind; nur in
fokalen Bereichen fehlt diese periphere palisadenartige Anordnung, und es
sind vereinzelt Zellpleomorphien in diesen Arealen zu beobachten;

- multifokal sind keratotische kleine Herde erkennbar, im Stroma sind leere
Spalten zu beobachten;

- beginnende Infiltration in die Kapsel.

10.)

Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Nr. | Nr. Tumorstruktur

11 684-01 | - durch eine zarte Kapsel abgegrenzt, weist der Tumor in allen Arealen
Driisendifferenzierung der basaloiden Zellen auf, teils sind die Lumina
erweitert;

- die peripheren basaloiden Zellen sind palisadenartig angeordnet.

11./12.)

Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Nr. | Nr. Tumorstruktur

19/ | 2754- | - es wurden zwei Tumoren (mit einem Durchmesser 2,5 mm) eingeschickt:
20 03 beide sind durch eine Kapsel deutlich abgegrenzt und zeigen sich

multinodulér;

- beide Neoplasien bestehen aus uniformen basaloiden Zellen, die zentral
driisige und keratotische Differenzierungen und in der Peripherie eine
palisadenartige Anordnung zeigen;

- wihrend die Neoplasie (Fall 19) ein infiltratives Wachstum in die umge-
bende Kapsel zeigt (s. Abb. 14), ist dies beim zweiten Tumor (Fall 20) nicht
zu beobachten;

- zudem zeigt Fall 19 in kleinen Arealen eine Differenzierungsabnahme in
Form von Zellpleomorphien.
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Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

21

2761-
03

- multilobuldrer Tumor, der streckenweise durch eine dicke und an einzelnen
Bereichen durch eine diinne Kapsel begrenzt ist;

- bindegewebige Stringe im Inneren verleihen ihm ein lobuliertes Aussehen;

- das Gesamtbild zeigt basaloide Zellen, welche in weiten Teilen bandartige
Strukturen durch eine doppelreihige, palisadenartige Anordnung haben (s.
Abb. 15)

- in einigen Lobuli ist eine Driisendifferenzierung zu sehen;

- keratotische Herde sind in vielen Lobuli zu beobachten;

- in mehreren Bezirken sind leere Lumina und Spalten zwischen den band-
artigen Strukturen zu sehen;

- durch Lumenproliferationen sind in vielen Lobuli solide Formationen ent-
standen, wobei in fokalen Herden eine Differenzierungsabnahme
feststellbar ist; die zentralen Zellen zeigen bereits Abweichungen in ihrer
Zellmorphologie, in Form von Anisozytosen, -nukleosen, vakuolisierten
Zytoplasmen, prominenten Nukleoli, bzw. vereinzelt weisen auch Zellkerne
mehrere Nukleoli auf;

- einige der Lappchen zeigen Nekrosen;

- infiltratives Wachstum in die Kapsel ist zu beobachten.

14.)

Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

22

2735-
03

- durch eine zarte dullere Kapsel vom umgebenen Mammagewebe abge-
grenztes, in sich aber multifokal erscheinendes Adenom (durch Septen
kompartiert);

- es besteht aus basaloiden Zellen, in der Peripherie palisadenartig ange-
ordnet, wihrend die zentralen Zellen zum Teil driisig differenzieren, teils
lumenfiillend solide Strukturen bilden und sich teils auch - analog eines
Syringadenoms - differenzieren (s. Abb. 17 und 18)
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Histomorphologische Kriterien der solitiiren Neoplasien im Uberblick

Fall |E- Keratotische Kapsel** Binde- Nekrosen
Nr. |Nr. Anteile* gewebssepten®* im Tumorge-
webe®#**
01 |605-94 ++ ++ + +
03 |726-95 - ++ ++ +
04 |1521- - - - -
95
05 |1979- + + - -
96
06 |2809- +++ + ++ -
96
07 |2853- - + + -
96
08 |540-97 - + - ++ ++ -
09 |913-97 + + - -
10 1684-01 + + + -
11 684-01 - + + -
19 |2754- ++ ++ + -
03
20 |2754- ++ ++ - +++ + -
03
21 |2761- +++ + - +++ +++ + - ++
03
22 12735 - + + - ++ -
03
Legende:
+ ++ +++
% | keine Kleine fokale | multifokal multiple
keratotischen | Herde kleine und keratotische
Anteile groBere Differenzierungen

keratotische
Herde

mit Zystenbildung

*k nicht schwach moderat stark
ausgebildet ausgebildet ausgebildet ausgebildet
#*% | picht vereinzelt multifokal
ausgebildet fokale nekrotische
Nekrosen Areale
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I1. Darstellung der 8 Fille mit multipel auftretenden basaloiden Proliferationen und

1.)

Neoplasien

Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

02

2428-
94

- mehrere multifokale lobulidre, das Lumen ausfiillende solide Proliferationen
uniformer Zellen basaloiden Phénotyps, die weder Atypien noch
Mitosefiguren aufweisen;

- in extralobuldren Géngen bilden Proliferationen basaloider, uniformer
Zellen solide Strukturen (s. Abb. 4), die durch die palisadenartige
Anordnung der Zellen bandartige Strukturen zeigen; Spaltbildungen
innerhalb der soliden Proliferationen sind zu beobachten (s. Abb. 3).

2.)

Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

12

1451-
02

- im Gesamtbild zeigt sich eine ausgeprigte primidre Multiplizitit in Form
von vielen multifokal ausgebildeten Tumoren variierender Grofe;

- die groBeren Tumoren weisen unterschiedlich stark ausgeprigte zentrale
Nekrosen auf, erscheinen in ihrem Wachstum invasiv und zeigen eine
Tendenz, untereinander zu konfluieren; sie sind iiberwiegend von solider
Struktur; verstreut sind duflerst vereinzelt Lumina im Tumorgewebe
ausgebildet; die den Tumor formierenden Zellen sind von basaloider
Morphologie, multifokal sind jedoch auch Anisonukleosen, prominente,
bzw. multiple Nukleoli sowie Hyper- und Hyopochromatosen zu
beobachten;

- im umgebenden Mammagewebe sind multifokal au3erordentlich viele
unterschiedliche Stadien der Neoplasieentwicklung zu beobachten;
verschiedene Groflen aufweisend, zeigen sie ebenfalls Konfluations-
tendenzen, vereinzelt auch schon Nekrosen; sie wirken invasiv;

- das gesamte Mammagewebe erscheint unter ausgeprégter Proliferations-
neigung zu stehen;

- Zellpleomorphismus zeigt sich in einigen der Neoplasien in Form von An-
isozytosen, -nukleosen, vakuolisierten Zytoplasmen, prominenten Nukleoli
und Hypo- und Hyperchromatosen;

- das an sie angrenzende Bindegewebe ist hyperplastisch (s. Abb. 10 und 11).

3.)

Fall
Nr.

Nr.

Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.

Tumorstruktur

13

1902-
02

- multifokale intraluminale epitheliale Proliferationen in den extralobuliren
Giéngen unter Ausbildung solider Strukturen, welche ausgeprigte
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(13) | 02 bandartige Formationen durch doppelreihig, palisadenartig angeordnete
(1902) | basaloide Zellen aufweisen; multifokale Spaltbildungen in den Pro-
liferationen vermitteln den Eindruck falscher Lumina (s. Abb. 12)
- die Zellen sind basaloid und uniform, nur in vereinzelten Proliferationen
sind in kleinen Arealen Abweichungen im Zellbild zu erkennen;
- sehr vereinzelt sind lobulire epitheliale basaloide Proliferationen zu
beobachten;
- das umgebende Mammaparenchym zeigt zudem sekretorische Aktivitiit.
4.)
Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.
Nr. | Nr. Tumorstruktur
14 2951- | - es sind multifokale Proliferationen basaloider uniformer Zellen in die
02 Lumina von Alveolen und kleinen Tubuli und vereinzelt in extralobulédre
Ginge zu beobachten;
- die peripheren Zellen sind palisadenartig angeordnet;
- die ins Lumen proliferierten Zellen zeigen oftmals bandartige
Formationen durch doppelreihige, palisadenartig angeordnete
basaloide Zellen.
5.)
Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.
Nr. | Nr. Tumorstruktur
15 177- - einige multifokale basaloide intraluminale Proliferationen im angrenzenden
03 Gewebe zum Adenokarzinom;
- die solide Struktur weist vereinzelt Spaltbildungen auf; bandartige
Formationen durch doppelreihige, palisadenartig angeordnete basaloide
Zellen sind ebenfalls zu beobachten;
- es zeigen sich Abweichungen von der uniformen Zellmorphologie:
Anisonukleosen, Hyper- und Hypochromatosen, prominente und multiple
Nukleoli sowie Anisozytosen.
6.)
Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.
Nr. | Nr. Tumorstruktur
16 533- - multifokale alveoldre und tubulidre Proliferationen basaloider Zell-
03 morpholgie, teils bandartige, teils solide Strukturen formierend, sind im

angrenzenden Gewebe zu einem Adenokarzinom, welches Knorpel-
strukturen aufweist, zu beobachten.
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7.)
Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.
Nr. | Nr. Tumorstruktur
17 561- - multifokale lobulidre und duktale basaloide Proliferationen, die solide
03 Strukturen, teils mit Spaltbildung und auch bandartige Strukturen durch
palisadenartig angeordnete Zellen formieren;
- an einigen der Gewebeveridnderungen sind in kleinen Arealen
die Zellkerne hyperchromatisch und zeigen auch prominente
Nukleoli.
8.)
Fall | E- Histomorphologisches Erscheinungsbild, Differenzierungen, bzw.
Nr. | Nr. Tumorstruktur
18 1698- | - lobulédre und vor allem duktale basaloide Proliferationen, teils lumen-
03 fiillend, teils bandartige Strukturen aufweisend, sind im angrenzenden

Mammagewebe zum ausgebildeten umfangreicheren Adenokarzinom zu
sehen;

- die basaloiden Zellen zeigen sich uniform, mit ovoiden Zellkernen, um-
geben von wenig Zytoplasma und zeigen keine Mitosefiguren;

- vereinzelt sind lumentfiillende alveoldre Lumenproliferationen zu beo-
bachten, an denen Zellgrenzen nicht zu differenzieren sind und in ihrer
Zellmorphologie von der basaloiden Uniformitit teils abweichen;

- in einzelnen extralobuldren Géingen sind in sehr vereinzelten Arealen Zell-
pleomorphien zu beobachten.

Histomorphologische Kriterien der multiple vorkommenden Neoplasien im Uberblick

Fall | E- Keratotische Kapsel** Binde- Nekrosen
Nr. | Nr. Anteile* gewebssepten®* Im Tumor-
gewebe®**
2 2428- - - - -
94
12 [ 1451- - - - +++
02
13 |1902- - - - -
02
14 |2951- - - - -
02
15 |177-03 - - - -
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Fortsetzung: Histomorphologische Kriterien der multiple vorkommenden Neoplasien im
Uberblick

Fall | E- Keratotische Kapsel** Binde- Nekrosen
Nr. | Nr. Anteile* gewebssepten®* Im Tumor-
gewebe®**
16 |533-03 - - - -
17 |561-03 - - - -
18 | 1698- - - - -
03
Legende:
+ ++ +++
* keine kleine fokale multifokal multiple keratotische
keratotischen Herde kleine und Differenzierungen mit
Anteile grofere Zystenbildung
keratotische
Herde
*ok nicht schwach moderat stark
ausgebildet ausge-bildet ausgebildet ausgebildet
#4% | nicht vereinzelt multifokal multifokale
ausgebildet fokale nekrotische ausgeprigte Nekrosen
Nekrosen Areale

3.3.3.2.1.2. Klassifizierung der basaloiden mammiiren Gewebeverinderungen

Anhand der ermittelten deskriptiven histologischen Merkmale konnen nach den
Empfehlungen der WHO-Klassifikation verschiedene Tumortypen unterschiedlicher Dignitiit
diagnostiziert werden, die eine Ubereinstimmung in ihrer basaloiden Zellmorphologie und
histologischen Gewebetextur aufwiesen.

Zwanzig Gewebeproben sind als Neoplasien oder Hyperplasien des Mammaparenchyms zu
beurteilen. Das Untersuchungskollektiv umfafit 2 basaloide Adenome, ein komplexes
Adenom, 3 Karzinoma in situ Verdnderungen, 3 tubulopapillire Karzinome, 5
adenosquamose Karzinome, ein squamoses und ein solides Karzinom, sowie in 6
Gewebeproben enthaltene, multifokal auftretende, epitheliale und duktale Hyperplasien.

2 der untersuchten Gewebeproben sind als in das Mammaparenchym eingewachsene

Basalzellkarzinome der Haut zu befunden.

Die Diagnosen der einzelnen untersuchten Gewebeproben sind der nachfolgenden Tabelle zu
entnehmen.
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Fall Diagnostik der basaloiden mammiiren Gewebeverinderungen in
Nr. der HE-Féirbung
01 e Adenosquamdses Karzinom
02 e Epitheliale und duktale Hyperplasien
03 e Basalzellkarzinome vom infiltrativen Typ
04 e Tubulopapillires Karzinom
05 e Adenosquamdoses Karzinom
06 e Adenosquamdoses Karzinom
07 e Tubulopapillires Karzinom
08 e Basalzellkarzinome vom clear cell Typ
09 e Papillar-zystisches Karzinom
10 e Squamoses Karzinom
11 e Basaloides Adenom
12 e Solide Karzinome und nicht infiltrierende Karzinoma (in situ)
13 e Epitheliale und duktale Hyperplasien
14 e Epitheliale und duktale Hyperplasien
15 e Nicht infiltrierende Karzinoma (in situ)
16 e Epitheliale und duktale Hyperplasien
17 e Nicht infiltrierende Karzinome (in situ) und epitheliale und
duktale Hyperplasien
18 e Epitheliale und duktale Hyperplasien
19 e Adenosquamdses Karzinom
20 e Basaloides Adenom
21 e Adenosquamdoses Karzinom
22 e Einfaches Adenom
3.3.3.2.2. HE-Diagnostik der gesamten Gewebeproben

Neben den basaloiden Gewebeverdnderungen sind in 11 von 22 untersuchten Fillen
Adenokarzinome verschiedener Entwicklungsstufen zu befunden.
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Ubersicht der neben den basaloiden Gewebeverinderungen in den Fillen zu

diagnostizierenden Neoplasien und Gewebeveriinderungen

Fall | E -Nr. HE-Befund
Nr.
02 2428- | - mehrere Adenokarzinome mit Nekrosen, Blutungen und infiltrativem
94 Wachstum
05 1979- | - es liegen sowohl verschiedene friihe Entwicklungsformen zu Adeno-
96 karzinomen, als auch Karzinoma in situ Stadien vor
06 2809- | - einer der drei eingesandten Tumoren stellt ein hohermalignes Adeno-
96 karzinom der Mamma dar, aus multiplen Einzelknoten bestehend, die von

myoepithelialer Hyperplasie und Sklerosierungstendenz begleitet sind;
- infiltratives Wachstum ist zu beobachten, sowie Nekrosen und eine
unspezifische Begleitentziindung

07 2853- | - multiple Driisenhyperplasien mit Stadien der Karzinoma in situ
96 - Sklerosierungen
- chronische Mastitis und Galaktophoritis

09 913-97 | - als Karzinoma in situ zu befundene multiple friithe Proliferationsstadien
des Driisenepithels;

- im Rahmen einer chronischen, fibrosierenden Entziindung und Abfluf3-
behinderungen besteht eine Tendenz zur Zystenbildung.

10/ | 684-01 | - kleine Adenokarzinome;

11 - Zysten und Fibrosierungen:
13 1902- | - in einem Areal befinden sich mehrere Adenokarzinome mit Tendenz zur
02 Ausbildung von Knorpelstrukturen

- in der Peripherie finden sich die basaloiden duktalen Hyperplasien

14 2951- | - diffuse Fifbosierungstendenz
02 - Zysten

15 177-03 | - multiple Adenokarzinome bilden eine umfangreiche Neoplasie
- in der Peripherie der Neoplasie finden sich die basaloiden Gewebe-
verdnderungen

16 533-03 | - von seiner Umgebung gut abgegrenztes Adenokarzinom, welches in
weiten Teilen Knorpelgewebesstrukturen aufweist
- in der Peripherie der Neoplasie finden sich die basaloiden Gewebe-

verdnderungen
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Fortsetzung: Ubersicht der neben den basaloiden Gewebeverinderungen in den Fillen zu

diagnostizierenden Neoplasien und Gewebeverinderungen

Fall | E -Nr. HE-Befund
Nr.
17 561-03 | - mehrere Adenokarzinome, welche teils Knorpelstrukturen ausgebildet
haben
- Myoepitheliome
- Zysten
- in der Peripherie der Neoplasie finden sich die basaloiden Gewebe-
verdnderungen
18 1698- | - umfangreiches, durch eine bindegewebige Kapsel begrenztes Adeno-
03 karzinom, welches iiberwiegend Bereiche mit Knorpelstrukturen aufweist

und in einigen Bereichen angrenzend eine assoziierte Hyperplasie des
Myoepithels aufweist

- in der Peripherie der Neoplasie finden sich die basaloiden Gewebever-
dnderungen

22 2735- | - Zysten und Fibrosierungstendenz
04

In 8 Fillen (05, 09, 10, 11, 16, 17, 18 und 19) sind die in der vorangehenden Tabelle
beschriebenen Befunde in der gleichen Gewebeprobe zu diagnostizieren. In einem Fall (Fall
06) kann anhand des Begleitschreibens vermutetet werden, dass das Adenosquamose
Karzinom und das Adenokarzinom dem gleichen Mammakomplex entstammen. In 2 Fillen
(Fall 02 und 07) ist im Begleitschreiben nicht angegeben, ob die beiden eingesandten Proben
dem gleichen oder verschiedenen Mammakomplexen entstammen.

3.3.3.3. Beurteilung der PAS-Féirbung

Zundchst kann mittels der PAS-Fiarbung in den Verdnderungen der Fille 11, 20, 22 die
Anordnung der peripheren Zellen gegen eine diinne Basalmembranen deutlich dargestellt
werden.

In insgesamt 8 Fillen (11, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 22) ist die Basalmembran in allen Bereichen
in ihrer Kontinuitit dargestellt. Diskontinuierlich an Bereichen des infiltrativen Wachstums
zeigt sie sich in 10 der Fille (01, 03, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 19, 21), wihrend in 2 Fillen (04,
12) durch die PAS-Farbung iiberwiegend fehlende Basalmembranen gezeigt werden. Im Fall
02 sind an den basaloiden Proliferationen der extralobuliren Ginge weitgehend
Basalmembranen in der PAS-Féarbung dargestellt, die jedoch an den lobulédren Proliferationen
zumeist fehlen. Ebenfalls ist im Fall 17 {iberwiegend keine deutliche PAS-Reaktion an den
basaloiden Proliferationen zu beobachten.
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3.3.3.4. Beurteilung der immunhistochemisch gefirbten Gewebeproben

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Antikorper der immunhistologischen
Farbung dargestellt.

3.3.3.4.1. Befunde der mit dem Antikorper AE1 gefirbten Gewebeproben

Der Antikorper AE1 ist im Mammaparenchym ein panepithelialer Marker, welcher durch den
Nachweis der sauren Zytokeratine 10, 14, 15, 16 und 19 zur Identifikation und Differenzier-
ung epithelialen Gewebes genutzt wird. Somit gibt er einen ersten Hinweis auf epitheliales
Ursprungsgewebe.

Der Breitspektrum-AK reagierte mit den basalen und luminalen epithelialen Zellen. Dies hatte
eine panepitheliale Anfirbung der epithelialen Anteile zur Folge. Die Einzelfallauswertung
mit Darstellung der Verteilungsmuster und der Anfirbungsintenstitét ist dem Punkt 8.1. im
Anhang zu entnehmen.

Zusammenfassende Darstellung der immunhistochemischen Befunde der AEl-

Farbungen an den solitir und multipel vorkommenden basaloiden Proliferationen und

Neoplasien unter Beriicksichticung des Verteilungsmusters und der Intensitiat der
Anfirbung

Anzahl der Firbeprofil
Fille AE1

22 Fille | zeigen eine positive Firbereaktion der basalen / myoepithelialen,
suprabasalen und luminalen Zellen ;

davon weisen
20 Fille |eine gleichmiBiges, homogenes Fibeprofil, starker Intensitét auf;

wihrend
ein Fall |eine stirkere Intensitét in der Anfirbung der suprabasalen und basalen
Zellen zeigt;

und
ein Fall | zwar ebenfalls eine positive Reaktion dieser Zellen zeigt, jedoch

nur in multiplen fokalen Herden.

Die Tabelle zeigt, dass in 21 Fillen eine homogene Anfirbung erfolgte, nur in einem Fall
(Fall 03) waren die Immunreaktionen auf multiple fokale Herde beschrinkt. Ahnliches ist fiir
die Intensitdt der Anfirbung zu beobachten, die in 21 Fillen als starke Anfiarbung zu
beurteilen ist, wihrend ein Fall (Fall 04) eine starke Anfirbung der luminalen Zellen, im
Gegensatz zu den moderat gefirbten basalen/myoepithelialen Zellen, zeigt.



99

Durch den Einsatz des Antikorpers AE1 konnte in allen Féllen der Nachweis des epithelialen
Ursprungs der basaloiden Proliferationen und Hyperplasien des caninen Mammaparenchyms
demonstriert werden.

3.3.3.4.2. Befunde der mit dem Antikorper L.P34 gefirbten Gewebeproben

Der Antikorper LP34 dient der Markierung der Zytokeratine 5, 6 und 18. Sein zellulédres
Farbemuster ist in einer intensiven Rotfiarbung des Zytoplasmas sichtbar.

Es konnte gezeigt werden, dass der Antikorper LP34 auch an Paraffinschnitten einen
Nachweis des Zytokeratins CK 18 erbringt und nicht nur, wie bekannt, an Gefrierschnitten.
Ersichtlich ist dies aus der Anfarbung der adluminalen Zellen, welche dieses Zytokeratin im
Gegensatz zu den basalen Zellen enthalten.

Die Einzelfallauswertung ist dem Punkt 8.2. im Anhang zu entnehmen.

Zusammenfassende Darstellung der immunhistochemischen Befunde der LP34-

Fiarbungen an den solitdr und multipel vorkommenden basaloiden Proliferationen und

Neoplasien unter Beriicksichticung des Verteilungsmusters und der Intensitiat der
Anfirbung

Anzahl der Firbeprofil
Fille LP 34
12 Fille zeigen eine positive Reaktion der basalen, suprabasalen und

luminalen Zellen;

davon weisen 6 Fille | eine gleichmiBige, homogene Anfarbung im Gesamtbild auf;

wihrend 3 Fille | eine intensivere Anfarbung der basalen/myoepithelialen Zellen
zeigen (basalzellbetontes Gesamtbild);

in einem Fall | sind die luminalen Zellen mit stdrkerer Intensitéit geférbt,
wodurch driisig differenzierte Strukturen gut zu identifizieren sind;
des Weiteren zeigen gro3e Areale positive Reaktionen;

ein Fall | hat ein wechselhaftes Gesamtbild, durch moderat und stark
angefirbte Bereiche;

in einem Fall | erfolgte eine Anfirbung multifokaler Areale, in denen entweder

basale oder basale, suprabasale und luminale Zellen geférbt sind.




100

Fortsetzung: Zusammenfassende Darstellung der Resultate des Antikorpers L.P34

6 Fille | zeigen eine positive Reaktion der basalen/myoepithelialen Zellen;

davon weisen 3 Fille | eine homogene basale Anfirbung auf;

wihrend in 3 Fillen | zusitzliche folgend aufgefiihrte Anfarbungen zu verzeichnen sind:

1. eine diffuse Anfirbung von Einzelzellen im Tumor,

2. eine Anfdrbung fokaler Herde, in denen sich alle Tumorzellen
positiv darstellen

3. eine Anfidrbung suprabasaler und luminaler Zellen in fokalen
Herden.

4 Fille | zeigen diffuse Anfirbung aller Tumorzellen.

Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass in 12 Fillen, also in mehr als der Hilfte der
untersuchten Fille der Antikorper LP34 die Zytokeratine 5 und 18 nachwies. In 6 Fillen
markierte er nur das Zytokeratin 5. Eine positive Reaktion aller den Tumor bildenden Zellen
zeigte sich in 4 Fillen.

Die basalen Zellen wurden in 11 Fillen mit starker, in 9 mit moderater und in 2 Fillen mit
schwacher Intensitit gefdarbt. Im Vergleich betrachtet, erfolgte die Anfirbung der
suprabasalen und luminalen Zellen weitgehend im dhnlichen Bereich: in 8 Fillen erfolgte ein
starke, in 10 eine moderate und nur in einem Fall ein schwache Intensitéit der Anfirbung.

Zusitzliche Beurteilung der Immunreaktivitit des physiologischen, d.h. pathologisch

unveridndertem Mammaparenchyms mit dem Antikorper LP34

In 11 der untersuchten Fille konnte zusétzlich das ebenfalls in der Gewebeprobe enthaltene
pathologisch unveridnderte Mammagewebe in seiner Immunreaktivitit mit dem Antikorper
LP 34 beurteilt werden. Bei Betrachtung der LP34 Immunreaktivitdt des unverdnderten
Mammagewebes zeigt sich ein dhnliches Bild. In 5 Fillen konnte ein alleiniger Nachweis des
Zytokeratins 5 beobachtet werden (d.h. nur eine auf die basalen Zellen beschrinkte
Reaktion), wihrend in 6 Fillen durch die Markierung der Zytokeratine 5 und 18 das basale
und luminale Epithel in der Farbung dargestellt wurde.

3.3.3.4.3.Befunde der mit dem Antikorper CK14 gefirbten Gewebeproben

Mittels des eingesetzten monoclonalen Antikorpers wird das Zytokeratin 14, ein saures
Zytokeratin, Typ I, im Zytoplasma der Basalzellen der Haut und der Myoepithelzellen
markiert (s. Abb. 13), wodurch dieser Antikorper in der Erforschung der Histogenese einge-
setzt werden kann.
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Die detaillierte Beschreibung der immunhistologisch positiv dargestellten Strukturen und die
sich daraus ergebenen Verteilungsmuster sowie die Intensititen der Anfarbungen der
einzelnen Gewebeproben sind in den im Anhang unter Punkt 8.3. aufgefiihrten Tabellen
ersichtlich.

Zusammenfassende Darstellung der immunhistochemischen Befunde der CK 14-

Farbungen an den solitir und multipel vorkommenden basaloiden Proliferationen und

Neoplasien unter Beriicksichticung des Verteilungsmusters und der Intensitiat der
Anfirbung

Anzahl der Firbeprofil
Fille CK14

9 Fille | zeigen eine charakteristische Zeichnung durch die einheitliche
Anfirbung der basaloiden Basal-/Myoepithelzellen;

davon weist 1 Fall | eine homogene Anfirbung der basaloiden Basal-/Myoepithelzellen
auf; die myoepithelialen Schichten scheinen vollstindig an den
basaloiden Proliferationen ausgebildet zu sein (Fall 16);

wihrend 8 Fille | neben der basalen Fiarbung zusitzlich noch weitere Verteilungsmuster
zeigen:
1. verstreut reagieren neoplastische Einzelzellen in den soliden
Anteilen positiv (Fall 11)
2. vereinzelt fokale positive Herde (Fall 20, 21)
3. einzelne fokale positive Herde und in fokalen Herden zeigen
sich auch vereinzelt Suprabasalzellschichten positiv (Fall 01)
4. multiple positive Herde (Fall 03, 22)
5. Anfirbung der Suprabasalzellen und multifokale positive
Herde (Fall 06)
6. Anfirbung groBerer Areale (Fall 04)

1 Fall | zeigt ein zweigeteiltes Erscheinungsbild: in einem Teil des Tumors
sind die Basal-/Myoepithelzellen in basaloider, in der anderen Hilfte
in spindelformiger Zellmorphologie dargestellt (Fall 07);

1 Fall | weist positive Reaktionen der basal lokalisierten und die Lumina
auskleidenden Zellen auf, in teils basaloider aber auch spindel-
Jormiger Morphologie und zeigt zusétzlich fokale positive Herde
(Fall 22);

6 Fille | zeigen eine homogene Anfirbung der flachen, spindelformig
basalen, myoepithelialen Zellen;

1 Fall | weist eine homogene Anfiarbung der spindelformigen und auch der

kubischen basalen, myoepithelialen Zellen auf (Fall 15);
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Fortsetzung: Zusammenfassende Darstellung der Resultate des Antikorpers CK14

in einem Fall | sind teils vollstindige Schichten spindelformiger Myoepithelien an
den Proliferationen der extralobuldren Ginge zu beobachten, aber an
einigen ist die Myoepithelschicht nur abschnittsweise ausgebildet; an
den intralobulédren Proliferationen fehlt sie weitgehend (Fall 02)

in einem Fall | erscheint eine Schicht spindelformiger Myoepithelien nur sehr
vereinzelt an einigen Verdnderungen ausgebildet zu sein (Fall 17)

2 Fille | weisen eine Anfirbung aller neoplastischen basaloiden Zellen auf
(Fall 8, 12))

Als positiv dargestellte Zellart reprisentierten sich in 20 Fillen die basal lokalisierten, d.h.
sich direkt iiber der Basalmembran befindenden Zellen des Mammagewebes, die Basal-, bzw.
Myoepithelzellen. In 2 Fillen (Fall 08,12) war eine Zuordnung aufgrund ihrer Lokalisation in
der histologischen Struktur nicht moglich, da sich alle neoplastischen Zellen positiv
darstellten. In einem Fall scheint zusitzlich zur basalen Anfirbung auch eine Anfirbung der
lumenauskleidenden Zellen zu bestehen.

Mittels des zytoplasmatischen Antikorpers ist in 11 Fillen eine basaloide Morphologie der
basalen/myoepithelialen Zellen darstellbar. In 9 Fillen zeigen sich die Zellen spindelformig,
wihrend 2 Fille Zellen von spindelformiger und basaloider Gestalt haben und ein Fall neben
spindelformigen auch kubische Zellformen aufweist.

Die multiplen basaloiden Veridnderungen betrachtend, sind 2 Fille in ihrem Ergebnis
eindeutig abweichend. Im Fall 16 sind myoepitheliale Schichten an den Verdnderungen nur
sehr vereinzelt darstellbar. Im Fall 02 sind an den extralobuldren Hyperplasien neben
vollstdndigen Myoepithelschichten auch einige von ihnen nur abschnittsweise ausgebildet,
und an den intralobuldren Veridnderungen fehlen die Myoepithelschichten weitgehend.

Des Weiteren sind in 5 Féllen (01, 06, 19, 20, 21) positiv dargestellte keratinisierte Zellen zu
beobachten, die mit starker Intensitit angefirbt wurden (s. Abb. 2).

Auffillig ist die insgesamt relativ schwache Anfirbung dieses Antikorpers. In 15 Fillen ist
eine schwache Intensitiit zu verzeichnen, in 3 Fillen eine moderate und in einem einzigen Fall
eine starke Anfirbung. In 2 Fillen wechseln sich Bereiche schwacher und moderater
Intensitét ab und in einem Fall Bereiche moderater und starker Anfarbungen.

3.3.3.4.4. Befunde der mit dem Kernproteinmarker p63 gefirbten Gewebeproben
Die durch diesen AK markierten Zellen zeigen ein nukleires Farbemuster, d.h. positiv

reagierende Zellen weisen eine deutliche hellbraune Kernfiarbung auf.
Die Auswertung der Einzelfille ist dem Punkt 8.4. im Anhang zu entnehmen.
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Darstellung der immunhistochemischen Befunde der p63-

Farbungen an den solitir vorkommenden basaloiden Proliferationen und Neoplasien

unter Beriicksichtigung des Verteilungsmusters und der Intensitiit der Anfiarbung

Anzahl der Firbeprofil
Fille p63
7 Falle zeigen eine Anfarbung der Zellkerne der basalen/ myoepithelialen

Zellen mit basaloider Zellmorphologie;

davon weist

1 Fall

ausschlieBlich eine Anfédrbung der basal lokalisierten basaloiden
Zellen auf (Fall 10);

wihrend

6 Fille

noch zusitzlich weitere Verteilungsmuster in der Firbung zeigen:

1. einzelne fokale positive Herde, und in fokalen Herden zeigen
sich auch vereinzelt Suprabasalzellschichten positiv (Fall 01);

2. groBe Areale zeigen sich positiv mit Ausnahme der
lumenauskleidenden Zellen (Fall 04);

3. 1in fast allen Bereichen Anfarbung der mehrreihigen
Bandstrukturen, sowie multifokal positive Herde, vereinzelt
aber auch Areale positiver Zellen (Fall 06);

4. sehr vereinzelt positive Herde (Fall 19 und 20);

5. multiple positive Herde sowie multiple Bereiche, in denen
sich mehrreihig Zellen positiv darstellen und dadurch
bandartige Strukturen formieren (Fall 21);

2 Fille

zeigen eine homogene Anfirbung derZellkerne aller basaloiden
Tumorzellen (Fall 03,08; s. Abb. 5,6 und 8);

1 Fall

zeigt ein zweigeteiltes Erscheinungsbild, d.h. in einem Teil des
solitdren Tumors sind einheitlich die runden Zellkerne der basaloiden
Basal-/Myoepithelzellen in, in der anderen Hélfte sind die Zellkerne
in spindelformiger Form dargestellt (Fall 07);

1 Fall

zeigt eine Anfirbung der Zellkerne der basalen aber auch
lumenauskleidenden Zellen und in fokalen Herden auch suprabasalen
Zellen; in einigen Arealen weisen diese basaloiden Zellen runde
Zellkerne, in anderen zeigen sich Zellen mit spindelformigen
Zellkernen;

zusitzlich zeigen sich fokale positive Herde (Fall 22).

3 Fille

zeigen eine einheitliche Anfiarbung flacher, spindelformiger
Zellkerne der basalen, myoepithelialen Zellen.
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Zusammenfassende Darstellung der immunhistochemischen Befunde der p63-

Farbungen an den multipel vorkommenden basaloiden Proliferationen und Neoplasien

unter Beriicksichtigung des Verteilungsmusters und der Intensitiit der Anfiarbung

Anzahl der Firbeprofil
Fille p63

6 Fille | zeigen eine Anfidrbung flacher, spindelformiger Zellkerne der
basalen, myoepithelialen Zellen;

davon weisen 4 Fille | eine kontinuierlich ausgebildete myoepitheliale Schicht auf (Fall
13,14,16, 18);

in 1 Fall | zeigen die Proliferationen der extralobuldren Ginge ebenfalls
weitgehend eine vollstindige myoepitheliale Schicht; diese Schicht
ist jedoch an einigen wenigen dieser Verdnderungen nur
streckenweise nachweisbar; an den intralobuldren Hyperplasien fehlt
sie in der liberwiegenden Anzahl der Verdanderungen (Fall 02);

1 Fall | weist an den groBeren Tumoren vereinzelt positiv reagierende
Einzelzellen auf, und an den kleinen Neoplasien sind vereinzelt
unvollstindige Myoepithelschichten zu beobachten (Fall 12);

1 Fall | demonstriert die Anfarbung spindelformiger und kubischer
Zellkerne der basalen, myoepithelialen Zellen; vollstindig
ausgebildete Myoepithelschichten sind zu beobachten (Fall 15);

in einem Fall | erfolgte eine Anfarbung basaloider Zellkerne der myoepithel-
1alen/basalen Zellen; an einigen der proliferativen Verdnderungen
sind nur abschnittsweise Myoepithelschichten zu beobachten, an

anderen fehlen die myoepithelialen Schichten vollstiandig (Fall 17).

Der Antikorper zeigt spezifisch eine p63-Expression im Zellkern der basalen/myoepithelialen
Zellen. Es erfolgte durchweg eine homogene Anfdarbung. Die Intensitit der Anfirbung der
einzelnen Fille erfolgte in 10 der Fille stark, in 8 Féllen moderat und lediglich in 3 Fillen
schwach. Ein Fall wies ein wechselhaftes Gesamtbild mit stark und moderat geférbten
Bereichen auf.

In mehr als der Hilfte der untersuchten Fille (12) konnte die basaloide Morphologie der
basalen/myoepithelialen Zellen gezeigt werden. Eine spindelformige Erscheinung war in 9
Fillen, und ein kubisches Erscheinungsbild war in einem Fall zu beobachten. In zwei der
untersuchten Neoplasien stellte die p63-Fiarbung die gleichzeitige Auspriagung des basaloiden
und spindelférmigen Phinotyps der basalen/myoepithelialen Zellen in derselben Neoplasie
dar.

Die Resultate der Immunfidrbungen an den solitdren Neoplasien zeigen in 5 der Fille eine
ausschlieBliche Anfiarbung der basal lokalisierten Zellen, wihrend in 6 Fillen zusitzliche
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Verteilungsmuster in der Anfarbung zu beobachten sind. Eine homogene Anfédrbung aller
Zellkerne der neoplastischen Zellen zeigt sich in 2 Fillen, wihrend in einem Fall neben
basalen auch suprabasale und lumenauskleidende Zellen positiv reagieren.

Durch sein deutliches, nukledres Farbemuster sind die Myoepithelschichten der multipel
auftretenden Verdnderungen exzellent zu beurteilen. So konnen in 4 Fillen der epithelialen
und duktalen Hyperplasien und in 2 Fillen der Karzinoma in situ vollstdndig ausgebildete
myoepitheliale Schichten demonstriert werden. In 2 Fillen, die epitheliale und duktale
Hyperplasien aufweisen, kann die Myoepithelschicht an den Verinderungen nur
abschnittsweise dargestellt werden, bzw. ihr Fehlen gezeigt werden. Im Fall 12 zeigen sich
an den groBeren Tumoren Einzelzellen positiv, und vereinzelt sind unvollstindige
Myoepithelschichten an den kleineren Veridnderungen zu beobachten.

3.3.3.4.5. Befunde der mit dem Antikorper HHF35 gefiirbten Gewebeproben

Der Antikorper HHF35 dient der qualitativen Identifizierung von Muskelaktin in normalem
und neoplastisch veridndertem Gewebe. Sein zelluldres Fiarbemuster ist zytoplasmatisch, d.h.
positiv reagierende Myoepithelien prisentieren nach der immunhistochemischen Firbung ein
rotes Zytoplasma.

Die Einzelfallauswertung ist im Anhang dem Punkt 8.5. entnehmbar.

Es ist festzustellen, dass nur in 3 Fillen positiv reagierende Myoepithelzellen durch die
Rotfirbung ihres Zytoplasmas nachweisbar sind. In allen 22 Fillen zeigten jedoch die
mitlaufenden Positivkontrollen, sowie die im Gewebe enthaltenen Blutgefille, als interne
Kontrolle fungierend, eine deutliche positive Reaktion der glatten Muskelzellen.

Im Stroma und in Kapseln enthaltene Myofibroblasten waren in 6 Fillen mit dem Antikorper
HHF35 deutlich darstellbar.

Im Keratinisierungsprozess begriffene Zellen wurden in 2 der Fille (01, 06) positiv dargestellt
(s. Abb. 26)

Beurteilung des  pathologisch unveridnderten Mammagewebes in der Peripherie der

basaloiden Verinderungen

In 12 Fillen enthielt die untersuchte Gewebeprobe physiologisches, d.h. pathologisch
unveridndertes Mammagewebe. Obwohl in allen untersuchten Gewebeproben sich Blutgefilie
mittels positiver Reaktion ihrer glatten Muskelzellen gut anférbten, waren in nur 2 der
untersuchten Gewebeproben Myoepithel um alveoldre und duktale Strukturen darstellbar, und
in einem weiteren Fall erfolgte eine unregelméBige, wenig homogene Firbung der
myoepithelialen Zellen.
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3.3.3.5. Vergleichende Darstellung der immunhistologischen Befunde der Basal-/
Myoepitelzellmarker: CK14, p63 und HHF35

Alle drei myoepithelialen Marker stellen {ibereinstimmend im Fall 11, 14 und 15 die
basalen/myoepithelialen Zellen als spindelférmige und auch teils kubische Zellen dar.

Der Antikorper HHF35, nur in eben genannten Fillen positive Ergebnisse aufweisend, firbte
als einziger der drei Antikorper ebenfalls Myofibroblasten im Stroma und in den Kapseln der
Tumore, die durch ihre negative Reaktion mit den Antikérpern CK14 und p63 als solche
differenziert werden konnten.

Keratinisierte Zellen wurden von HHF35 und CK14 iibereinstimmend in den Féllen 01 und
06 positiv dargestellt, wihrend der Antikorper CK14 in drei weiteren Fillen (19, 20, 21)
keratinisierte Zellen markierte. Der Antikorper p63 firbte ausschlieBlich die Zellkerne der
myoepithelialen/basalen Zellen.

Der Zytokeratinantikorper CK14 und der Kernproteinmarker p63 zeigen zwar in vielen der
untersuchten Gewebeproben &dhnliche Ergebnisse, jedoch sind deutliche Differenzen zu
erkennen. Wihrend CK14 im Fall 03, 04 und 21 multiple positive Herde zeigt, farbt der
Antikorper p63 im Fall 03 alle Zellkerne der basaloiden neoplastischen Zellen an, im Fall 04
sind weitaus grofere Areale positiv reagierender Zellen zu sehen, und im Fall 21 sind
zusitzlich zu den multiplen Herden ebenfalls multiple Bereiche zu beobachten, in denen sich
mehrreihig Zellen positiv darstellen und dadurch bandartige Strukturen formieren.

In den 7 Fillen (02, 13, 14, 15, 16,17 und 18) der multiple auftretenden Proliferationen ist die
myoepitheliale Schicht in der CK 14 Firbung teils schwierig zu beurteilen. Die Anfiarbung
des schmalen, oft ausgezogenen Zytoplasmas, sowie die durchweg schwache Anfirbung
durch den Antikorper CK14 bereiten der Differenzierung Probleme. Im Gegensatz dazu stellt
der Antikorper p63 die Zellkerne der Myoepithelien deutlich dar und zeigt somit in 5 Fillen
(13, 14, 15, 16, 18) ihre Kontinuitdt und in 2 Fillen Diskontinuititen bzw. das deutliche
Fehlen der myoepithelialen Schicht (02, 17).

Durch den Einsatz des Antikorpers CK14 und p63 kann in 2 der untersuchten Gewebeproben
(Fall 10 und 12) eine Neoexpression des Zytokeratins 14 durch maligne entartete
Driisenepithelien differenziert werden. Dadurch kann im Fall 12 die Diagnose des Vorliegens
eines Myoepithelkarzinoms ausgeschlossen werden. In der Gewebeprobe des Falls 12 zeigen
die neoplastischen Zellen eine einheitlich positive Reaktion mit dem Antikdrper CK14. Durch
den Kernproteinmarker p63 konnen an den groBeren Tumoren Einzelzellen und an den
multifokalen kleineren Neoplasien vereinzelt unvollstindige basale/myoepitheliale Schichten
dargestellt werden. Im Fall 10 ist die Neoexpression in im Tumor verstreut liegenden Zellen
zu beobachten.
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Im Vergleich der Intensititen der Anfidrbbarkeit zeigt sich, dass p63 in 19 Fillen mit starker
bis moderater Intensitdt anfirbt, wihrend CK14 dies nur in insgesamt 5 Fillen zeigt. Der
Antikorper CK 14 férbt in 15 Fillen nur mit schwacher Intensitit, p63 dies hingegen in nur
dreien. In zwei Fillen fiarbte der Antikorper CK14 mit schwacher bis moderater Intensitit.
Der Antikorper HHF35 férbt 2 seiner positiven Fiélle mit moderater und den dritten mit
starker Intensitit.

3.3.3.6. Durch den Einsatz der Basal-/Myoepithelzell-Marker erzielte Ergebnisse

3.3.3.6.1. Morphologische Darstellung der Basal-/Myoepithelzellen

Die Antikorper CK 14, p63 und HHF35 wurden mit dem Ziel eingesetzt, die Zellart der
untersuchten proliferativen und neoplastischen Verdnderungen zu identifizieren und
histogenetisch zuordnen zu konnen. Mit den Fiarbungen konnen zunichst durch die positiv
reagierenden Zellen Aussagen iiber die Morphologie der basalen/myoepithelialen Zellen
getroffen werden. So sind drei Phéanotypen zu beobachten:

1. ein basaloides, epitheloides Erscheinungsbild
2. ldngliche, spindelférmige Zellen und
3. vereinzelt kubische Zellformen

Das basaloide Erscheinungsbild lidsst die myoepithelialen-/ basalen Zellen in der HE-Féarbung
wie Driisenepithelien erscheinen. Dies wurde in 12 der Fille anhand der Immunfirbungen
verifiziert.

Die kubische Form zeigte sich nur in einem Fall (15).

3.3.3.6.2. Befundung einer Hyper- bzw. Neoplasie der basalen/myoepithelialen- Zellen
mit basaloider Zellmorphologie

Des Weiteren sind aufgrund der positiven Darstellung dieser Zellart Hyper- bzw. Neoplasien
der myoepithelialen/basalen Zellen diagnostizierbar, die in der routineméBigen HE-Féarbung
aufgrund des basaloiden, epithelzellihnlichen Erscheinungsbildes nicht zu differenzieren sind.
Diese hyper- bzw. iliberwiegend neoplastischen Myoepithel-/Basalzellen tragen also mit
unterschiedlich groen Anteilen zum Erscheinungsbild bzw. zum Ausmal} der untersuchten
Veridnderungen im Mammaparenchym bei.

Anhand der immunhistologischen Ergebnisse sind somit 3 der untersuchten Fille als eine
ausschlieBlich aus entarteten Basal-/Myoepithelzellen bestehende Neoplasie zu befunden (s.
Abb. 5, 6 und 8)

In 3 Fillen wird deutlich, dass die neoplastisch entarteten Myoepithel-/ Basalzellen einen
groBen Anteil der untersuchten Tumoren darstellen (s. Abb. 16, 20-24).
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Eine gleichzeitige Hyperplasie der Myoepithel-/Basalzellen, und zwar in basaloider

Phinotypie, ist in einem Fall zu beobachten.

Die Neoplasien
bestehen nur aus
entarteten

Neoplastische Basal-
/Myoepithelzellen
stellen einen

Assoziierte Hyperplasie
der
basalen/myoepithelialen

Basal-/Myoepithelzellen groBen Anteil der Zellen mit basaloider
Neoplasie dar Zellmorphologie
Fall 03 Fall 06 Fall 01
(E.- 726- 95) (E.-2809- 96) (E.- 605- 94)
Fall 04 Fall 21
(E.- 1521- 95) (E.-2761-03)
Fall 08 Fall 22
(E.-540- 97) (E.-2735-04)

So ist durch die angewandten Immunfédrbungen eine Differenzierung der Diagnosen und die

Bestimmung des Vorliegens von einfachen oder komplexen Neoplasien moglich.

3.3.3.6.3. Beurteilung von Myoepithelschichten an mamméren Gewebeverinderungen

Mittels immunhistochemischer Darstellung der basalen/myoepithelialen Zellen ist das
Vorhandensein von Myoepithelschichten und ihre Vollstindigkeit beurteilbar. Dies
ermoglichte die differenzierte Diagnostik in 6 der untersuchten Fille.

3.3.3.6.4. Beurteilung des Phiinomens der Neoexpression in mammiiren Verinderungen

Durch den Einsatz von myoepithelialen Markern mit unterschiedlichen antigenen
Angriffspunkten an der basalen/myoepithelialen Zelle kann anhand des Ergebnisses der
Immunfirbungen eine spezifische Diagnostik erfolgen. Eine Neoexpression des
myoepithelialen Zytokeratins 14 durch neoplastisch entartete Driisenepithelien kann, wie sie

im Fall 10 und 12 vorlag, differenziert werden.

3.3.3.7. Befundung aller immunhistochemisch gefirbten Gewebeproben im Vergleich
zur HE-Féirbung

Alle HE- Schnitte der untersuchten basaloiden Gewebeverinderungen wurden mit den
immunhistologisch gefirbten Pridparaten verglichen und ausgewertet.
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1. Vergleichende Diagnostik der solitir vorkommenden Neoplasien

Fall | E.-Nr. Diagnostik in der Diagnose unter Beriicksichtigung
Nr. HE-Firbung der immunhistochemischen
Farbungen
01 605-94 Adenosquamoses Karzinom e Adenosquaméses Karzinom
vom einfachen Typ;
assoziierte myo-
epitheliale Hyperplasie
03 726-95 Basalzellkarzinom e Basalzellkarzinom vom
vom infiltrativem Typ infiltrativem Typ
04 1521- Tubuldres Adenokarzinom e Myoepithelkarzinom
95
05 1979- Adenosquamdses Karzinom e Adenosquamoses Karzinom
96 vom einfachem Typ
06 2809- Adnosquamdses Karzinom e Adenosquamoses Karzinom
96 vom komplexen Typ
07 2853- Tubulédres Adenokarzinom e Tubuldres Adenokarzinom
08 540-97 Basalzellkarzinom vom e Die Diagnose eines Basalzell-
Clear-cell-Typ karzinoms vom Clear-cell-
Typ sowie die eines
Myoepithelkarzinoms kommt
in Betracht
09 913-97 Papilldr-zystisches e Papilléar-zystisches
Adenokarzinom Adenokarzinom vom
einfachen Typ
10 | 684-01 Adenosquaméses Karzinom e Adenosquaméses Karzinom
vom einfachen Typ
11 684-01 Basaloides Adenom e Basaloides Adenom
19 2754- Adenosquamdses Karzinom e Adenosquamoses Karzinom
03 vom einfachen Typ
20 2754- Basaloides Adenom e Basaloides Adenom
03
21 2761- Adenosquaméses Karzinom e Adenosquamoses Karzinom
03 vom kompelexen Typ
22 2735- Multifokales einfaches e Multifokales komplexes
04 Adenom Adenom
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II. Vergleichende Diagnostik der multipel vorkommenden Neoplasien

Fall | E.-Nr. Diagnostik in der Diagnose unter Beriicksichtigung
Nr. HE-Farbung der immunhistochemischen
Farbungen
02 | 2428- Multifokale regulire e Multifokale regulire
94 epitheliale Hyperplasien epitheliale Hyperplasien;
aufgrund der weitgehend
fehlenden begrenzenden
Myoepithelschichten kann
eine mogliche Invasivitit
vermutet werden
Multifokale regulédre duktale e Multifokale regulédre duktale
Hyperplasien Hyperplasien; einige wenige
der duktalen hyperplasien
weisen nur abschnittsweise
eine myoepitheliale Schicht
auf, was die Moglichkeit
einer Entwicklung invasiver
Eigenschaften hinweisen
konnte
12 1451- Multiple solide Adeno- e Multiple solide Adeno-
02 karzinome; die karzinome vom einfachem
groflerenTumoren zeigen Typ
aufgrund von Diffusions-
insuffizienzen ausgedehnte
zentrale Nekrosen
(Komedokarzinome);
Karzinoma in situ e Invasive solide Karzinome
13 1902- Regulére duktale e Regulire duktale epitheliale
02 Hyperplasien Hyperplasien
14 2951- Regulire epitheliale und e Regulire epitheliale und
02 vereinzelt duktale vereinzelt duktale
Hyperplasien Hyperplasien
15 177-03 Karzinoma in situ e Karzinoma in situ
16 533-03 Regulire epitheliale und e Regulire epitheliale und

vereinzelt duktale
Hyperplasien

vereinzelt regulire duktale
Hyperplasien




111

Fortsetzung: II. Vergleichende Diagnostik der multipel vorkommenden Neoplasien

Fall | E.-Nr. Diagnostik in der Diagnose unter Beriicksichtigung
Nr. HE-Firbung der immunhistochemischen
Farbungen
17 561-03 e Regulire epitheliale und e Regulire epitheliale und
duktale Hyperplasien duktale Hyperplasien;die

Moglichkeit einer Invasivitit
ist fiir dieVerdanderungen zu
vermuten, die fehlende oder
nur abschnittsweise
ausgebildete Myoepithel-
schichten zeigen

e Karzinoma in situ e Karzinoma in situ
18 1698- e Regulire epitheliale und e Regulire epitheliale und
03 duktale Hyperplasien; duktale Hyperplasien;
e Karzinoma in situ e Karzinoma in situ

Bei vergleichender Betrachtung der Diagnostik anhand der HE-Fédrbung und der unter
Einbeziehung der immunhistochemischen Resultate ist Folgendes festzustellen:

1. Die untersuchten basaloiden Adenome (Fall 11 und 20) zeigen sich vom einfachen Typ.

2. Die in der HE-Féarbung als einfaches Adenom diagnostizierte Neoplasie ist durch die
Immunfirbungen als komplexer Tumor zu befunden.

3. Die in der HE-Firbung in 3 Fillen gestellte Diagnose des Karzinoma in situ wird durch die
p63 Férbung in 2 der Fille (15 und 17) verifiziert, und im Fall 12 wird anhand der Resultate
dieser Fiarbung das Vorliegen invasiver Karzinome, die das in situ Stadium bereits hinter sich
gelassen haben, gezeigt.

4. Das tubulidre Karzinom im Fall 07 sowie das papilldr-zystische des Falles 09 sind vom
einfachen Typ. Die in der HE-Firbung getroffene Diagnose des Vorliegens eines tubuldren
Karzinoms im Fall 04 wird durch die Immunfirbungen deutlich widerlegt. Die Neoplasie
stellt ein hoch infiltrativ wachsendes Myoepithelkarzinom dar. Die in der HE-Firbung
vereinzelt zu erkennenden driisigen Strukturen stellen die Uberreste der verdringten
Driisenendstiicke dar. Der Ausgang der entarteten basalen/myoepithelialen Zellen von der
Basis der residualen luminalen Strukturen wird in den verschiedenen Féarbungen deutlich.
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5. Die Diagnose des soliden Karzinoms im Fall 12, das sich durch eine ausgeprigte priméire
Multiplizitdt und Konfluationstendenzen der einzelnen Tumoren unter Ausbildung von
Komedokarzinomen auszeichnete, wird durch den Einsatz der Immunhistochemie bestitigt.

6. Von den in der HE-Féarbung als adenosquamdse Karzinome zu befundenen Neoplasien
zeigten sich 2 der untersuchten Fille dem komplexen (Fall 06 und 21), und die restlichen drei
dem einfachen Typ zugehorig (Fall 01, 05, 20). Im Fall O1 ist eine assoziierte myoepitheliale
Hyperplasie in den Immunfidrbungen ersichtlich. Das squamdse Karzinom im Fall 10 zeigte
sich in den Immunfidrbungen ebenfalls vom einfachen Typ (Fall 10).

7. In 2 Fillen kann eine eindeutige Diagnose der Neoplasien anhand der Immunfirbungen
nicht gestellt werden. Es handelt sich um die in der HE-Firbung diagnostizierten
Basalzellkarzinome (Fall 03 und 08). Die Resultate der Immunfidrbungen lassen die Diagnose
eines Basalzellkarzinoms, aber auch eines Myoepithelkarzinoms zu. Im Fall 03 konnte
aufgrund des histologischen Bildes erstgenannte Diagnose vermutet werden.

8. Die anhand der HE-geféarbten Schnitte gestellten Diagnosen der epithelialen und duktalen
Hyperplasien sind in 4 Féllen (13, 14, 16, 18) durch die p63-Fédrbung bestitigt worden. Jedoch
konnten in 2 Féllen (02 und 17) fehlende und nur noch abschnittsweise ausgebildete
myoepitheliale Schichten gezeigt werden. In der iiberwiegenden Anzahl sind an den duktalen
Hyperplasien die Myoepithelschichten in der p63-Firbung darstellbar, an einigen wenigen
sowie am iliberwiegenden Anteil der epithelialen Hyperplasien, also intralobulédren
Verinderungen, fehlen sie. Die Moglichkeit der Invasivitit der Verdnderungen ist aufgrund
dessen zu vermuten.

3.3.3.8. Bedeutung der Resultate fiir die WHO-Klassifizierung

Allgemein betrachtet birgt die dargestellte mogliche basaloide, epithelzelldhnliche
Morphologie der basalen/myoepithelialen Zellen Probleme fiir die Diagnostik anhand HE-
gefdrbter Gewebeproben, da eigentliche basale/myoepitheliale Zellen fdlschlicherweise als
entartete Driisenepithelien beurteilt werden konnten.

In der vorliegenden Studie konnte dies in einigen Féllen anhand der immunhistochemischen
Resultate gezeigt werden:

1. Im Fall 04 wurde die Diagnose in der HE-Farbung widerlegt, da anstelle des vermuteten
tubuldren Karzinoms ein Myoepithelkarzinom vorliegt.

2. Im Fall 22 konnte die komplexe Natur des Adenoms gezeigt werden.

3. In den Féllen der adenosquamdsen Karzinome wurde durch die Immunféarbungen in zweien
der Fille die Zugehorigkeit zum komplexen Typ enthiillt.

4. Im Fall O1 konnte durch die angewendeten AntikOrper eine assoziierte Hyperplasie gezeigt
werden.
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Somit ist nahezu in fast einem Drittel der Fille der mammidren Neoplasien eine
Mitbeteiligung des Myoepithels in Form einer Hyper- oder Neoplasie vorhanden, die in der
HE-Férbung nicht zu vermuten war, jedoch fiir prognostische Aspekte Relevanz besitzt.

Aufgrund der ermittelten Erkenntnisse dieser Studie werden folgende Vorschlige zur
Modifizierung der WHO-Klassifikation aufgefiihrt.

1. Basaloide Adenome

Die Ergebnisse der Untersuchungen an den basaloiden Adenomen befiirworten die Fiihrung
dieser Tumoren als eine eigene Kategorie innerhalb der mamméren Adenome. Sie
unterscheiden sich von den einfachen Adenomen durch ihre spezielle histologische
Gewebetextur, aber auch durch die in dieser Studie ermittelte Histogenese, die ausschlielich
auf Driisenepithelien zuriickzufiihren zu sein scheint. Die Definition der einfachen Adenome
schliet benigne Neoplasien der myoepithelialen Zellen, die Myoepitheliome, mit ein.

2. Komplexe Adenome

Die in dieser Studie ermittelte auBergewohnliche Morphologie des komplexen Adenoms
weicht von der Beschreibung dieses Tumortyps in der WHO-KIlassifikation in der Form ab,
dass die myoepitheliale Komponente sich in basaloider, epitheloider Morphologie zeigt. Die
Beobachtung des Vorkommens dieser Struktur sollte in der Klassifikation Erwidhnung finden.

3. Adenosquamdose Karzinome

Die Moglichkeit des Vorkommens dieser Tumoren als komplexe Neoplasien sollte in die
Beschreibung dieses Tumortyps der Klassifizierung mit aufgenommen werden.

Ebenfalls ist das Vorkommen einer speziellen Variante dieses Tumortyps, welcher in seiner
Morphologie an die Charakteristika der basaloiden Adenome erinnert, sich jedoch durch sein
infiltratives Wachstum von diesen unterscheidet, erwdhnenswert.
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3.3.4. Ergebnisse der untersuchten zugehorigen Lymphknoten

In 2 der untersuchten Fille (Fall 05/E.- 1979- 96; Fall Nr. 09/E.-913-97;) wurde der
zugehorige, tributire Lymphknoten mit entnommen und eingeschickt und stand so der
Untersuchung zur Verfiigung.

3.3.4.1. Befundung der Lymphknoten in der HE- Firbung

Fall E.-Nr. Histologischer Befund in der HE-Firbung
Nr.
05 [1979-96 - Der innen liegende Lymphknoten zeigt Rindenhyperplasie

und relativ geringe Markreaktion als Abwehrsteigerung (im
Mammagewebe ist teilweise eine untergeordnete,
unspezifische Begleitentziindung zu beobachten)

- Metastasierung ist nicht nachweisbar

09 [913-97 - Zwei Lymphknoten sind hyperplastisch und weisen
Sinuszellproliferation mit Erythrophagozytose und
Hiémosiderose auf

- Metastasenbildung ist nicht nachweisbar

3.3.4.2. Immunbhistologische Befunde der Lymphknoten

Das Lymphknotengewebe wurde analog der mammaéren Veridnderungen mit den Markern LP
34, AE 1, CK 14, HHF 35 und p63 immunhistologisch untersucht.

In keinem der vorliegenden Lymphknoten wurden durch die 5 verschiedenen angewandten
Farbungen neoplastische Zellen detektiert.

Somit ist in keinem der beiden Fille eine Metastasierung neoplastischer Zellen in die
tributdren Lymphknoten nachzuweisen.

3.3.4.3. Vergleich der Befundung in der HE- und der immunhistologischen Firbung
In beiden untersuchten Gewebeproben konnte die in der HE-Firbung gestellte Diagnose einer

Metastasenfreiheit der zugehorigen Lymphknoten durch die immunhistologischen Fiarbungen
bestitigt werden.
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Abschnitt 111

3.3.5. Ergebnisse der Untersuchungen an den nach WEISS und FRESE (1974) als
Basalzelltumoren befundeten Neoplasien

3.3.5.1. Befundung in der HE-Fiarbung

Die ehemals nach SANDERSLEBEN (1967), SCHAFER (1967), SEDLMEIER et al. (1967),
WEISS und FRESE (1974), WEISS et al. (1977), SANDERSLEBEN (1989), PULLEY und
STANNARD (1990), DAHME und WEISS (1999) als Basalzelltumoren klassifizierten
Neoplasien werden anhand ihres histomorphologischen Erscheinungsbildes in der HE-
Farbung nach der von GOLDSCHMIDT et al. (1998) novellierten WHO-Klassifizierung
epithelialer und melanotischer Tumoren der Haut beurteilt und wie in folgender Tabelle
dargestellt diagnostiziert.

Fall E.-Nr. Befund anhand des histomorphologischen
Nr. Erscheinungsbildes in der HE-Féarbung

01 438-95 Basalzellkarzinom vom infiltrativem Typ (bandartige und medusoide
Wuchsform; eine Verbindung zur Epidermis ist nicht feststellbar)

02 1294-95 | Basalzellkarzinom vom infiltrativem Typ (Tumorinseln, aber auch
Strange und Binder werden formiert)

03 1698-95 | Trichoblastom der medusoiden Wuchsform (infiltratives Wachstum ist
zu beobachten)

04 1785-95 | Basosquamdses Karzinom

05 2015- 95 | Basalzellkarzinom vom infiltrativem Typ (Tumorinseln, aber auch
Striange und Binder werden formiert)

06 2404- 95 | Trichoblastom der medusoiden Wuchsform (bandartige Formation sind
in einigen Arealen ebenfalls ausgebildet; infiltratives Wachstum ist zu
beobachten)

07 2600- 95 | Basosquamoses Karzinom

08 3017- 95 | Trichoblastom der medusoiden Wuchsform

09 2336- 96 | Trichoblastom vom Granularzelltyp

10 2514- 96 | Trichoblastom der medusoiden Wuchsform
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In der Diagnostik an HE-gefidrbten Prédparaten sind die ehemalig als Basalzelltumoren
befundeten Neoplasien anhand der novellierten Klassifikation verschiedenen Tumortypen
zuzuordnen. Als Basalzellkarzinome vom infiltrativem Typ zeigen sich 3 der untersuchten
Fille, wihrend 2 als basosquamdse Karzinome und 5 Fille den Trichoblastomen zuzuordnen
sind. Bei den Trichoblastomen sind zwei verschiedene Subtypen zu beobachten: In einem Fall
ist der Granularzelltyp, in den restlichen 4 Fillen der medusoide Subtyp vertreten. Zwei der
medusoiden Trichoblastome zeigen infiltratives Wachstum, sind aber, aufgrund der fehlenden
Kategorie fiir infiltrative Tumoren mit medusoider Gewebetextur, als Trichoblastome zu
diagnostizieren.

3.3.5.2. Immunhistochemische Befunde der p63-Fiarbung

Die Einzelfallauswertung der durch den Antikorper dargstellten Zellen, die Verteilungsmuster
sowie die Intensititen der Anfidrbung ist den im Anhang unter Punkt 8.6. aufgefiihrten
Tabellen zu entnehmen.

Der Antikorper p63 zeigt eine sehr gute Reaktivitat mit den Zellkernen der neoplastischen
Zellen der untersuchten Trichoblastome, Basalzellkarzinome und basosquamodsen Karzinome.
(s. Abb. 27).

In allen 10 Féllen férbte er zuverldssig alle den Tumor bildenden neoplastischen Zellen an.
Die Intensitdat der Anfirbung zeigt ebenfalls gute Ergebnisse. 6 Fille zeigen im Gesamtbild
eine Anfarbung starker Intensitit. In einem Fall wechseln sich groe Bereiche starker
Anfirbung mit kleinen Arealen moderater Intensitit ab. Ein weiterer Fall zeigt gro3e Bereiche
mit moderater und kleine Areale stirkerer Intensitit. Zwei der untersuchten Fille zeigen eine
moderate Anfiarbung.

3.3.5.3. Bedeutung der Immunhistochemischen Befunde

Diese immunhistochemischen Resultate stellen den Nachweis einer p63-Expression in
neoplastisch verdnderten Basalzellen dar. Die entarteten Vorldauferzellen konnen durch den
Einsatz dieses Markers mit groer Sicherheit immunhistochemisch dargestellt werden. Somit
zeigt sich der verwendetete Antikorper fiir den Einsatz an unveridndertem, aber auch
neoplastisch entartetem caninen Gewebe als geeignet.

Eine definitive ausschlieBliche Zuordnung des Ursprungs dieser Neoplasien zu den Strukturen
der Haarfollikel oder des Stratum basale der Epidermis kann aufgrund der Spezifitit des
Markers nicht erfolgen. Wie dem Punkt 3.3.2.3.1. entnehmbar, zeigen die Basalzellen der
Epidermis sowie die Zellen der dufleren epithelialen Wurzelscheide des Haares eine positive
Immunreaktivitdt. Somit ist ein Ursprung der ehemalig als Basalzelltumoren bezeichneten
Neoplasien, basierend auf den vorliegenden immunhistochemischen Ergebnissen, von den
Zellen des Stratum basale der Epidermis, als auch von den Zellen der @ufleren epithelialen
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Waurzelscheide des Haares moglich, wobei letztgenannte Struktur nach LIEBICH (1993) die
Fortsetzung des Stratums germinativums der Epidermis darstellt.

3.3.6. Ergebnisse der Anfirbungen der caninen Haut mittels des Antikorpers AE1

Die einzelnen Ergebnisse der Auswertung der Anfirbbarkeit caniner Haut mit ihren
Hautorganen mit dem Antikorper AEI sind in tabellarischer Form dem Punkt 8.7. des
Anhangs entnehmbar.

In allen der 12 untersuchten Gewebeproben konnte das Stratum basale der Epidermis mit dem
Antikorper AE1 dargestellt werden. Es erfolgte eine homogene Anfirbung der Basalzellen.
In 6 Gewebeproben zeigte sich eine starke bis moderate Intensitdt der Anfarbung, wihrend 4
Fille wechselnde Bereiche moderater und schwacher Intensitédt und nur 2 Félle eine schwache
Intensitit der Fiarbung aufwiesen.

Die suprabasalen Zellen konnten kontinuierlich in 9 Fillen dargestellt werden. In einem Fall
(F16) zeigen sich fokal einzelne suprabasale Zellen positiv.

Das sekretorische Epithel der Schweilldriisen konnte in 10 der untersuchten Gewebeproben
hinsichtlich seiner Reaktion mit dem Antikorper AE1 beurteilt werden: In 9 der untersuchten
Fille zeigte sich eine deutlich starke Anfirbung und in einem weiteren Fall eine moderate
Intensitit der Farbung.

Immunhistochemische Befunde der Haarfollikel mit dem Antikorper AE1 konnten in 10 der
untersuchten Gewebeproben erhoben werden. Die dul3ere epitheliale Wurzelscheide stellt sich
in 9 der untersuchten Fille, dhnlich dem sekretorischen Epithel der Schweil3driisen,
auBerordentlich deutlich mit starker Intensitit angefirbt dar. In einem Fall ist eine moderate
Anfirbung zu verzeichnen.
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3.7.7. BILDTEIL

)

Abb. 1: - Fall 01 -
(HE-Firbung, 400-fache Vergroerung)

Es ist die palisadenartige Anordnung der peripheren basaloiden Zellen(kleine Pfeile),
Reste eines keratotischen Herdes (groBer Pfeil) und solide Formationen der luminalen Zellen
zu beobachten. Da diese Neoplasie in anderen Arealen deutliche Kriterien der Malignitit
erfiillt, wird sie in ihrer Gesamtheit als Adenosquamoses Karzinom befundet.

Abb.2 : - Fall 01 - (CK14-Farbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroflerung)
Im keratotischen Herd ist die positive Immunreaktivitét der keratinisierten Zellen mit dem
Antikorper CK14 zu sehen.
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Abb. 3: - Fall 02 -
(HE-Firbung, 400-fache Vergréerung)
Duktale Hyperplasie. Palisadenartig aufgereihte basaloide Zellen formieren Bédnder;
Spaltbildung im hyperplastischen Gewebe ist zu beobachten (weille Pfeile).

Abb. 4: - Fall 02-
(LP34 Farbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroferung)
Duktale Hyperplasie. Alle hyperplastischen Zellen der duktalen Proliferation
zeigen eine positive Immunreaktivitdt mit dem Antikorper LP34
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Abb.5: - Fall 03-
(p63-Fiarbung, BSA-Methode, 200-fache Vergroferung)
In allen neoplastischen Zellen ist eine p63-Expression nachzuweisen. Dieser Befund lédsst die
Diagnose eines Myoepithelkarzinoms oder eines ins Mammaparenchym gewachsenen
Basalzellkarzinoms zu.

J

Abb. 6: - Fall 03 —
(p63-Farbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroferung)
Ausschnitt aus Abbildung 5: Die neoplastischen basaloiden Zellen formieren Bénder durch
ihre palisadenartige Anordnung (weille Pfeile).
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Abb. 7 : - Fall 07- (p63-Farbung, BSA-Methode, 400-fache VergroBerung)
Eine p63-Expression ist in den basalen/myoepithelialen Zellen nachzuweisen. Dieses Areal
des Tumors zeigt die palisadenartige Anordnung von Myo-/und Driisenepithelzellen, die in
der HE-Firbung als bandartige Strukturen auffallen.

Abb. 7: - Fall 08 -
(p63-Farbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroferung)
Eine desmoplastische Antwort des Stromas auf den invasiven Tumor ist erkennbar.
Alle basaloiden Tumorzellen zeigen eine positive Immunreaktion mit dem Antikorper p63.
Auch hier kommt differentialdiagnostisch ein Myoepithelkarzinom oder Basalzellkarzinom in
Betracht.
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Abb. 9: - Fall 09 - (HE-Firbung, 100-fache VergroBerung)
Papillér-zystisches Karzinom.

Abb. 10: - Fall 12 - (HE-Firbung, 100-fache Vergroferung)

Ausgeprigte primére Multiplizitit in Form von multifokal ausgebildeten Tumoren
variierender Grofle, wobei die groBBeren Tumoren zentrale Nekrosen aufgrund von
Diffusionsinsuffizienzen aufweisen (Komedokarzinome); die multifokalen friihen Formen der
Tumorentwicklung scheinen invasiv und ebenfalls konfluierend.

Eine reaktive Bindegewebshyperplasie ist erkennbar.
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Abb11:- Fall 12- ( AE1-Firbung, BSA-Methode, 200-fache Vergroerung)
Die positive Immunreaktivitit der basaloiden neoplastischen Zellen zeigt sich in der deutlich
roten Anfirbung des Zytoplasmas.

Abb. 12: - Fall 13 -
(HE-Firbung, 400-fache Vergréerung)
Das Bild zeigt einen Ausschnitt einer duktalen Hyperplasie mit den typischen bandartigen
Formationen, die durch palisadenartige Anordnung der basaloiden Zellen entstehen.
Spaltbildungen, die den Eindruck falscher Lumina vermitteln, sind ebenfalls zu beobachten.
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Abb.13: - Fall 16 -
(CK14-Firbung, BSA-Methode, 400-fache VergroBerung)
Durch die Reaktion der basalen/myoepithelialen Zellen mit dem AK CK14 erfolgt eine zarte
Anfirbung des Zytoplasmas dieser Zellen.

Abb. 14: - Fall 19 — (HE-Firbung, 200-fache VergroBerung)
Adenosquamoses Karzinom: Solide Strukturen (diinne schwarze Pfeile), infiltratives
Wachstum in die Kapsel (schwarzer dicker Pfeil) und in einzelnen Bereichen ist noch die
palisadenartige Anordnung der basaloiden Zellen zu sehen (weille Pfeile). Multifokal sind
keratotische Herde und sehr vereinzelt sind Lumendifferenzierungen zu sehen.
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Abb. 15: - Fall 21-
(HE-Farbung, 400-fache Vergroflerung)
Das Bild zeigt die auffilligen bandartigen Formationen, aber auch die Ausbildung solider
Strukturen und ein infiltratives Wachstum.

Abb. 16: - Fall 21 -
(p63-Firbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroflerung)
Die p63-Firbung zeigt den in der HE-Férbung nicht zu vermutenden basaloiden Phénotyp des
entarteten Myoepithels.
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Abb. 17: - Fall 22 -
(HE-Firbung, 25-fache Vergroferung)
Gesamtbild des multifokalen Adenoms.

Abb. 18: - Fall 22- (HE-Firbung, 400-fache Vergroerung)
Lumendifferenzierungen und palisadenartige Anordnungen der
peripheren Zellen sind zu beobachten.
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Abb.19: - Fall 22 -
(AE1-Farbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroferung)
Das Bild zeigt die positive Reaktivitit der basalen,
suprabasalen und luminalen basaloiden Zellen mit dem Antikorper AE1.

Abb. 20: - Fall 22 -
(p63-Fiarbung, BSA-Methode, 200-fache Vergroerung)
Die Immunfirbung représentiert den iiberraschenden Nachweis einer p63-Expression in den
basalen und in den luminalen Zellen.
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Abb. 21: - Fall 22 - (p63-Féarbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroerung)

Abb. 22: - Fall 22 - (p63-Farbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroerung)

Abb.23: - Fall 22 - (p63-Fiarbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroflerung)

Abb. 21; Abb. 22; Abb.23: Neben basalen und lumenauskleidenden Zellen zeigen lokalisiert
ebenfalls suprabasale Zellen eine positive Immunreaktivitit, so dass der Eindruck von
,.Zellbriicken* zwischen der basalen und luminalen Zellschicht entsteht. In Abb. 25 ist eine
direkte Verbindung zwischen basalen und Lumina formierenden Zellen zu beobachten.
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Abb.24: - Fall 22 -
(p63-Farbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroferung)
Dieser Ausschnitt zeigt das Areal des Tumors, in dem durch den Nachweis der p63-
Expression der neoplastischen Zellen solide erscheinende Strukturen zu beobachten sind.

Abb.25: E-Nr. 2514-96
(p63-Féarbung, BSA-Methode, ca. 200-fache VergroBlerung)
Trichoblastom vom medusoiden Subtyp.
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Abb. 26: - Fall 01- (HHF35-Firbung, BSA-Methode, 400-fache Vergroferung)
Die im Keratinisierungsprozess begriffenen Zellen zeigen erstaunlicherweise eine positive
Immunreaktivitit mit dem Antikdrper HHF35.





