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Abkilirzungsverzeichnis

ABC Avidin-Biotin-Komplex

AEC Aminoethylcarbazol

AJCC American Joint Committee on Cancer
BSA bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

CK Zytokeratin (bei spezifischen Zytokeratinen)®
DAB Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
Des Desmin?

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FNA Feinnadelaspiration

HE Hamatoxylin-Eosin-Farbung

histo. histologische Diagnostik"

HNS Normalserum vom Hund"

HRP Horse radish peroxidase”

immun. immunhistologische Diagnostik"
Intens. Intensitat"

kDa kilodalton

kleinzell. kleinzellig"

Lys Lysozym"

mAK monoklonaler Antikérper

Max. Maximum®

Med. Median"

Min. Minimum®

ul Mikroliter

ml Milliliter

Mr relatives Molekulargewicht

n Gesamtzahl

NaCl Natriumchlorid



NaH2PO4 Natriumhydrogen-Monohydrat
NasHPO4 di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
n.d. nicht durchgefiihrt"

pAK polyklonaler Antikérper

PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlésung
S. Seite

SABC Streptavidin-Biotin-Komplex

Tris. Tri-Hydroxymethyl-Aminomethan
UICC International Union against cancer
V. a. Verdacht auf

Vim Vimentin 2

VWF von Willebrand-Faktor?

z. B. zum Beispiel

+ geringgradige Farbintensitat"

++ mittelgradige Farbintensitat"

+H+ hochgradige Farbintensitat"

"in Tabellen

2 Da die Antikdrper oft nach dem von ihnen detektierten Epitop bezeichnet werden,
wurden zur Verdeutlichung die Bezeichnungen der Antikérper in dieser Arbeit kursiv

geschrieben.






Einleitung

1 Einleitung

Die zytologische Diagnostik hat in den letzten Jahren erheblich an Bedeutung in der
Kleintieronkologie gewonnen (MEYER, 1996; MEINKOTH und COWELL, 2002). Dies
beruht einerseits auf der wenig aufwendigen und minimal invasiven
Materialgewinnung mittels Feinnadelaspiration als auch in der raschen
Diagnosestellung (STOCKHAUS und TESKE, 2001; MEINKOTH und COWELL,
2002). Limitiert wird die zytologische Tumordiagnostik, welche sich nur auf die
morphologischen Kriterien der einzelnen Zellen stitzen kann, durch die
diagnostische Unsicherheit insbesondere bei undifferenzierten Tumoren oder bei
Metastasen unbekannten Ursprungs (CLEE et al. 1982; DROESE et al., 1984;
PALMER et al., 2001). Daher wurden beim Menschen (MOLL et al., 1982; DENK et
al., 1983; VAN MUIJEN et al., 1984) als auch beim Tier (CARDONA et al., 1989;
MOORE et al., 1989; SANDUSKY et al., 1991; ESPINOSA DE LOS MONTEROQOS et
al., 1999) immunhistochemische Farbungen an histologischen Proben angewendet
und etabliert. Das Grundprinzip der immunzytochemischen Farbemethoden beruht
auf der Uberwiegenden Konservierung der zellspezifischen Antigene auch in
neoplastisch veranderten Zellen, welche durch die spezifische Antigen-Antikdrper-
Reaktion bestimmt werden und damit eine Einordnung der Tumorzellen hinsichtlich
ihres Ursprungsgewebes erlauben (BANNASCH et a., 1982; MOLL et al., 1982;
RAMAEKERS et al., 1990; MOLL, 1993). Die Einsatzgebiete der
immunhistologischen  Technik beim  Menschen sind insbesondere die
Charakterisierung undifferenzierter Tumoren, Detektion von Metastasen in
Lymphknoten, Knochenmark und anderen Organen (GATTER et al., 1985; GALEA et
al., 1991; STOSIEK et al.,, 1991; VOGEL et al., 1999). Die Etablierung der
immunzytochemischen Farbemethoden an zytologischem Material hat in der
Humanmedizin schnell Anschluss an die Immunhistologie gefunden (WALTS und
SAID, 1983; ALTMANNSBERGER et al., 1984; RAMAEKERS et al., 1984; HASTKA
et al., 1997). In der Veterindrmedizin haben bisher immunzytochemische Techniken
in der Histopathologie klinische Relevanz erlangt (CARDONA et al., 1989; MOORE
et al., 1989; SANDUSKY et al., 1991; ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999).
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Hier wurden Antikérper gegen spezifische humane Antigene an caninen
Probenmaterial adaptiert. Inre Anwendbarkeit an zytologischem Material vom Hund
wurde in vereinzelten Darstellungen gezeigt (ANDRAESEN et al. 1988a; FOURNEL-
FLEURY et al., 1994) und lassen daher ihre moégliche Anwendbarkeit auch an
zytologischen Praparaten erwarten.

Ziel der vorliegenden Studie war es die Antikérper an zytologische Praparate vom
Hund zu adaptieren und daraufhin ihre Anwendbarkeit an zytologischem caninen
Tumormaterial zu Gberprifen. Weiterhin soll die Anwendbarkeit der Immunférbungen
fur die Erkennung exfoliierter Tumorzellen in Kdérperhdhlenerglissen untersucht
werden. Des Weiteren soll die Sensitivitdt der immunzytologischen Detektion von
Lymphknotenmetastasen von Hunden mit maligner epithelialer Neoplasie im

Vergleich zur konventionellen Zytologie erarbeitet werden.
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2 Literaturibersicht

2.1 Zytologie

2.1.1 Zytologische Tumordiagnostik

Die zytologische Diagnostik von Tumoren hat mit dem wachsenden Interesse in der
Kleintieronkologie erheblich an Bedeutung gewonnen (MEYER, 1996; MEINKOTH
und COWELL, 2002). Die Vorteile der Zytologie liegen in der wenig invasiven
Materialgewinnung (MEINKOTH und COWELL, 2002), den geringen instrumentellen
Voraussetzungen und der raschen Diagnosestellung (STOCKHAUS und TESKE,
2001). Da sich die zytologische Diagnostik auf die morphologischen Kriterien der
einzelnen Zellen stitzt, ist in vielen Fallen nur eine grobe Tumorklassifikation
maoglich. Die Richtigkeit der zytologischen Tumorklassifikation beim Menschen wird je
nach Organsystem und Methode der Materialgewinnung mit 50 - 98 % angegeben
(CLEE et al., 1982; NG und HORAK, 1983; DROESE et al., 1984; BARRIOS et al.,
1989; PALMER et al., 2001). Die Richtigkeit der zytologischen Subklassifikation von
Tumoren zeigt ahnliche Schwankungen in ihrer diagnostischen Richtigkeit (CLEE et
al. 1982; DROESE et al., 1984; PALMER et al., 2001). Wahrend es beim Menschen
eine Vielzahl von Studien bezlglich der diagnostischen Zuverlassigkeit der
zytologischen Methode gibt, sind beim Tier nur vereinzelt Studien zu diesem Thema
erschienen. In der Studie von EICH et al. (2000) wurden intraoperativ
Feinnadelaspirationen von 65 caninen und 30 felinen abdominalen
Umfangsvermehrungen zytologisch untersucht. Die Richtigkeit der zytologischen
verglichen mit den histopathologischen Diagnosen lag bei 83 %. Nach Ausschluss
aller nicht neoplastischen Veranderungen konnten EICH et al. (2000) eine
diagnostische Richtigkeit der zytologischen Methode von 87 % ermitteln. Ahnliche
Ergebnisse erhielt die Arbeitsgruppe um MENARD et al. (1986), in deren
Untersuchungen die zytologische Methode an 102 Feinnadelaspirationen maligner
Tumoren des Hundes und der Katze untersucht wurden. Beim Hund konnte eine
diagnostische Richtigkeit von 71 % bei der zytologischen Erfassung der Malignitat
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festgestellt werden. Die weitere Subklassifizierung des Tumors hinsichtlich des
zellularen Ursprungs wies eine diagnostische Richtigkeit von 72 % beim Hund auf
(MENARD et al., 1986).

2.1.2 Zytologische Einteilung der Tumoren anhand tumorspezifischer Kriterien

Die grobe zytologische Einteilung von Tumoren geschieht nach spezifischen
morphologischen Zellkriterien (Tab. 1) in vier groBe Gruppen: epitheliale Tumoren,
mesenchymale Tumoren, Rundzelltumoren und anaplastische, nicht weiter
differenzierbare Tumoren (MEINKOTH und COWELL, 2002; BAKER und LUMSDEN,
2000).

Tab. 1: Zytologische Charakteristika der verschiedenen Tumortypen (nach COWELL,
TYLER und MEINKOTH, 1998)

Tumortyp epithelial mesenchymal Rundzell

ZellgréBe groB klein-mittel klein-mittel

Zellform rund-polygonal spindelférmig rund
sternférmig

Zellularitat hoch meistens gering hoch

Erscheinungsbild Q
schematisch o ﬁ% <= @
EAR
x < | 970

Zellverbande +++ - bis + -

- = keine Zellverbande; += geringgradige Neigung zur Zellverbandbildung; +++= hochgradige
Neigung zur Zellverbandbildung

2.1.2.1 Epitheliale Tumoren

Ein typisches zytologisches Kriterium ist die Zell-zu-Zell Adhasion der epithelialen
Zellen. Daher liegen sie zumeist in engen Verbanden oder Zellklumpen mit gut
abgegrenzten Zellgrenzen vor (MEINKOTH und COWELL, 2002). Die Zellen sind je
nach Ausdifferenzierung mittelgroB bis sehr groB (TAKAHASHI, 1987).

18



Literaturubersicht

Typischerweise ist ihre Gestalt je nach Ursprungsepithel rund, saulenférmig oder
polygonal (BAKER und LUMSDEN, 2000). Das Zytoplasma ist zumeist basophil. Die
Zellkerne sind rund bis oval (RASKIN und MEYER, 2001). Zytologische Praparate
von epithelialen Tumoren weisen eine hohe Zellularitdt auf (ALLEN und PRASSE,
1986).

2.1.2.2 Mesenchymale Tumoren

Aufgrund ihrer geringen Exfoliationsneigung sind zytologische Praparate von
mesenchymalen Tumoren in der Regel zellarm (ALLEN und PRASSE, 1986). Die
Zellen liegen einzeln oder in kleineren Zellverbédnden vor. lhrer Zellform ist in
Abhangigkeit von dem Differenzierungsgrad oval, stern- oder spindelférmig (RASKIN
und MEYER, 2001). Im Gegensatz zu den epithelialen Zellen sind die
mesenchymalen Zellen kleiner und ihre Zellgrenzen sind nur undeutlich abgegrenzt
(RASKIN und MEYER, 2001). Die Zellkerne der mesenchymalen Zellen zeigen in der
Regel runde, elliptische oder spindelige Formen (MEINKOTH und COWELL, 2002).
Ein weiteres Charakteristikum mesenchymaler Zellen ist die Produktion von
extrazellularer Matrix. Im zytologischen Préparat ist sie als eosinophiles Material in
variabler Menge zwischen den Zellen zu sehen (MEINKOTH und COWELL, 2002).

2.1.2.3 Rundzelltumoren

Die Gruppe der Rundzelltumoren ist eine heterogene Tumorgruppe, welche dem
morphologischen Kriterium "Rundzelle” entspricht (MEINKOTH und COWELL, 2002).
In diese Gruppe gehdéren insbesondere die mobilen Zellen hamatologischen
Ursprungs. Rundzelltumoren weisen eine hohe Zellularitat im zytologischen Praparat
auf (MEINKOTH und COWELL, 2002). Zell- und Kernform sind in der Regel rund. Die
Zellgr6Be variiert von klein bis mittelgroB (RASKIN und MEYER, 2001). Die
Zellgrenzen sind deutlich abgegrenzt (MEINKOTH und COWELL, 2002).
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2.1.2.4 Nicht differenzierbare Tumoren

Teilweise sind Tumorzellen soweit entdifferenziert, dass sie wegen fehlender
morphologischer Kriterien nicht in eine der drei Tumorgruppen eingeteilt werden
kénnen (ALLEMAN und BAIN, 2000).

2.2 Immunzytochemie

2.2.1 Etablierung immunzytochemischer Farbemethoden

Ende der 70-er bis Anfang der 80-er Jahre gelang es einer Vielzahl von
Arbeitsgruppen, den molekularen Aufbau des Zytoskeletts zu charakterisieren
(FRANKE et al., 1978a; FRANKE et al.,, 1978b, HYNES und DESTREE, 1978;
LAZARIDES, 1980; LAZARIDES, 1982). Mit diesen Erkenntnissen wurde in den
verschiedenen Zelltypen die zellspezifische Intermedidrfilamentexpression zunachst
an normalen humanen Zellen untersucht, klassifiziert und die Methode an
paraffineingebettetes humanes Material adaptiert (ALTMANNSBERGER et al., 1981;
MOLL et al, 1982; TSENG et al.,, 1982). Die Madglichkeit der spezifischen
Zellerkennung mittels immunzytochemischer Methoden wurde beim Menschen rasch
an neoplastisch veranderten Geweben angewendet (BANNASCH et al., 1982; MOLL
et al., 1982; DENK et al., 1983; DEBUS et al., 1984; VAN MUIJEN et al., 1984;
COOPER et al., 1985), womit es dann auch mdglich war, Metastasen in
Lymphknoten, Knochenmark und in anderen Organen zu detektieren (GALEA et al.,
1991; STOSIEK et al, 1991; VOGEL et al., 1999). Die Etablierung
immunzytochemischer Verfahren haben in der Routinezytologie in der
Humanmedizin schnell Anschluss an die Immunhistologie gefunden (WALTS und
SAID, 1983; ALTMANNSBERGER et al., 1984; RAMAEKERS et al., 1984;
DALQUEN, 1986; HASTKA et al., 1997). In der Veterindrmedizin haben bisher
immunzytochemische Techniken allerdings nur im Bereich der Histopathologie
klinische Relevanz erlangt (CARDONA et al, 1989; MOORE et al.,, 1989;
DESNOYERS et al., 1990; SANDUSKY et al., 1991). In diesen Studien wurden
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monoklonale Antikérper gegen spezifische humane Antigene an canines
Probenmaterial adaptiert. Ihre  Anwendbarkeit bei  immunhistologischen
Untersuchungen des Hundes lassen, wie vereinzelte Darstellungen
immunzytologischer Farbungen (ANDRAESEN et al., 1988a; FOURNEL-FEURY et
al., 1994) zeigen, ihre mégliche Anwendung auch an zytologischen Praparate

erwarten.

2.2.2 Anwendung zur Charakterisierung von Tumoren

Mittels der immunzytochemischen Untersuchung werden beim Menschen in der
Histopathologie als auch in der Zytologie in erster Linie undifferenzierte Tumoren
hinsichtlich ihres Ursprungsgewebes charakterisiert (ALTMANNSBERGER et al.,
1984; GATTER et al., 1984; GATTER et al., 1985; MYGIND et al., 1988; BAARS et
al.,, 1994; HAMMAR; 1998; TOT; 1999). Dies betrifft Tumoren die histopathologisch
oder zytologisch nicht mit ausreichender Sicherheit bestimmt werden kénnen oder
Organmetastasen, insbesondere bei unbekanntem Primartumor (GATTER et al.,
1984; GATTER et al, 1985). Das Grundprinzip der immunzytochemischen
Farbemethoden beruht auf der Uberwiegenden Konservierung der zellspezifischen
Antigene auch in neoplastisch veranderten Zellen, welche durch die spezifische
Antigen-Antikdrper-Reaktion bestimmt werden und damit eine Einordnung der
Tumorzellen hinsichtlich ihres Ursprungsgewebes erlauben (BANNASCH et al.,
1982; MOLL et al., 1982; RAMAEKERS et al., 1990; MOLL, 1993). MOLL (1993)
zeigte in seinen Untersuchungen an menschlichen Epithelien und davon
ausgehenden Neoplasien epithelspezifische Zytokeratinexpressionen von so
genannten Leitzytokeratinen, welche selbst auch bei maligner Entartung und
Tumorprogression lange erhalten bleiben. Allerdings konnte MOLL (1993) in
verschiedenen neoplastisch veranderten epithelialen Tumoren des Menschen mit
abnehmender histopathomorphologischer Differenzierung auch eine Reduktion der
fur den Epitheltyp spezifischen Zytokeratine oder ein Zugewinn von neuen
Zytokeratinen, welche im Normalgewebe untypisch waren, nachweisen. Daneben

kommt es besonders bei Zellen mesodermaler Herkunft, aber auch im geringeren
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MaBe bei epithelialen Zellen ento- bzw. ektodermaler Herkunft zur Koexpression von
Vimentin, das ansonsten vor allem in mesenchymalen Zellen exprimiert wird (MOLL,
1991a). Daher wird davon ausgegangen, dass es zu einer Freigabe von im
Normalzustand nicht aktiven Intermediarfilament-Proteinen in der neoplastisch
veranderten Zelle kommt (MOLL, 1991a). Diese Expressionsédnderungen sind jedoch
auf einen gewissen Spielraum beschrankt, der jeweils eng an den jeweiligen
Epitheltyp gekoppelt ist, so dass fir die Variationsbreite der Expression eine
genetische Basis anzunehmen ist (MOLL, 1993). Die Variabilitdt der
Intermediarfilament-Expression ist aber nicht nur auf endogene Vorgange begrenzt,
sondern es wird angenommen, dass auch epigenetische Faktoren bzw. Faktoren der
Mikroumgebung Einfluss nehmen, welche die Intermediarfilament-Expression
regulieren kénnen (STEINERT und ROOP, 1988).

Far viele der monoklonalen Antikdrper gegen die verschiedenen Zytokeratine und flr
einige spezifische zellassoziierte Tumormarker existieren beim Hund &hnliche
Reaktivitatsmuster wie beim Menschen, so dass von einer Kreuzreaktivitat
ausgegangen werden kann (TSENG et al., 1982). Somit konnten auch beim Hund
undifferenzierte Tumoren, Tumoren mit histopathologisch unsicherem Befund, als
auch Metastasen unklaren Ursprungs immunhistologisch charakterisiert werden
(CARDONA et al.,, 1989; CARPENTER et al.,, 1991; SPANGLER et al., 1994;
RAMOS-VARA et al., 2000; JUOPPERI et al., 2003).

2.2.3 Anwendung zur Differenzierung Zellen mesothelialer und epithelialer
Herkunft in Kérperhéhlenerglissen

Die Differenzierung zwischen exfoliierten Zellen ausgehend von reaktivem Mesothel,
malignen Mesotheliomen oder Adenokarzinomen sind in der Humanmedizin und in
der Veterinarmedizin seit langem eine diagnostische Herausforderung
(HIRSCHBERGER, 1995; KITAZUME et al., 2000). Die Erkennung von Tumorzellen
in herkdbmmlich gefarbten Praparaten gestaltet sich schwierig, da im Rahmen von
Entziindungsvorgéngen reaktive Mesothelzellen regelmansig zahlreiche
Malignitatskriterien aufweisen (THRALL, 1983; HIRSCHBERGER, 1995; KITAZUME
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et al., 2000). Obgleich das Mesothel morphologisch ein echtes Epithel mit
Desmosomen, Zytokeratinfilamenten und Basalmembran ist, stehen dieses und die
malignen Mesotheliome doch unter den mesodermal abgeleiteten Epithelien und
Tumoren dem Mesenchym relativ am nachsten (MOLL, 1993). Dies wird nicht nur
durch die gleichzeitige Expression von Vimentin und Zytokeratin in Mesothelzellen
gekennzeichnet (LAROCCA und RHEINWALD, 1984; MAYALL et al., 1992). In der
Zellkultur konnte unter Einsatz von Wachstumsfaktoren ein reversibler Abfall der
Zytokeratinexpression und ein deutlicher Anstieg der Vimentinexpression beobachtet
werden (SCHMITT-GRAFF und PFITZER, 1986), welches den biphasischen
Charakter der Mesothelzelle aus mesenchymaler Herkunft, epithelialer
Differenzierung und Pluripotenz dieses Zelltypus erklart (STOSIEK und
GOERTCHEN, 1986).

Neben Zellen mesenchymaler Herkunft zeigen auch einige epitheliale Zellen,
insbesondere bei neoplastischer Entartung, eine Koexpression von Vimentin. Dieses
Phanomen trifft besonders auf Karzinome der Prostata, der Lunge, des
Plattenepithels und der Schilddrise zu (MOLL, 1993). Diese Ergebnisse beim
Menschen zeigen, dass eine Differenzierung zwischen Zellen mesothelialer Herkunft
und Zellen rein epithelialer Herkunft - im engeren Sinne die exfoliierten
Karzinomzellen im Kérperhdhlenerguss - mittels Antikdrper gegen Zytokeratin und
Vimentin nur mit Vorsicht vorzunehmen ist (SCHMITT-GRAFF und PFITZER, 1986).

Neben der Expression von Zytokeratin und Vimentin konnte gezeigt werden, dass
normales und reaktiv verandertes Mesothel eine konstante und Mesotheliome eine
heterogene Expression von Desmin aufweisen (STOSIEK und GOERTCHEN, 1986;
MOLL, 1993; HURLIMANN, 1994). Die Differenzierung zwischen reaktiven Mesothel-
und Karzinomzellen konnten HURLIMANN (1994) mit Desmin durchfihren. GARCIA-
PRATS et al. (1998) konnte eine deutliche immunhistologische Reaktion mit dem
Antikérper gegen Desmin in 18 von 40 malignen Mesotheliomen des Menschen
feststellen. Aufgrund der heterogenen Desminexpression von malignen
Mesotheliomen, ist deren Differenzierung von Karzinomzellen mittels des Antikdrpers
gegen Desmin nicht sicher mdglich (HURLIMANN, 1994). Hinsichtlich dieser

Problematik wurden beim Menschen eine Reihe von diversen zellspezifischen
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Antikdrpern zur Differenzierung zwischen Karzinomzellen und Mesothel- bzw.
Mesotheliomzellen generiert (LATZA et al., 1990; SHEIBANI et al., 1991; DUEMEK
und HJERPE, 1994; EDWARDS und OATES, 1995; DOGLIONI et al., 1996;
BROCKSTEDT et al., 2000; KITAZUME et al,, 2000; CARELLA et al., 2001;
ROBERTS et al, 2001). Da jedoch jeder einzelne Marker, insbesondere die
Mesotheliommarker haufig eine geringe Spezifitat und auch Sensitivitat aufweisen,
wird von vielen Arbeitsgruppen der Einsatz eines Antikérperpanels, welcher mehrere
spezifische Antikérper flir Adenokarzinome und Mesotheliome beinhaltet, empfohlen,
um diagnostische Licken zu umgehen (DEJMEK und HJERPE, 1994; GARCIA-
PRATS et al., 1998; BROCKSTEDT et al., 2000; CARELLA et al., 2001; ROBERTS
et al., 2001).

Beim Hund konnte analog zum Menschen in vereinzelten Studien oder Fallberichten
die Koexpression von Vimentin und Zytokeratin in normalem Mesothel als auch in
Mesotheliomen dargestellt werden (SCHONING et al.,, 1992; LIU et al.,, 1994).
Hinsichtlich der Desminexpression von mesothelialen Zellen beim Hund gibt es
bisher keine systematischen Arbeiten. Auch Studien zur Anwendung von humanen
Tumorzell-assoziierten Markern zur Differenzierung zwischen Mesothel, Mesotheliom
und Karzinom beim Hund lassen sich bisher der zugénglichen Literatur nicht
entnehmen. Die Arbeitsgruppe um LIU et al. (1994) hat einen spezifischen Antikdrper
gegen canine Mesotheliome generiert, der allerdings nicht kommerziell erhaltlich ist.
Dieser spezifische Antikdrper (monoklonaler Antikérper 3B5) markierte beim Hund
normale Mesothelien, reaktive Mesothelzellen sowie epitheliale, sarkomatoide und
biphasische Mesotheliome. Zur Uberpriifung der Spezifitit wurden in dieser Studie
diverse mesenchymale und epitheliale canine Tumoren mit 3B5 immunhistologisch
aufbereitet. Hierbei zeigte sich allerdings, dass auch bei den mesenchymalen
Tumoren 30 % eine Anfarbung mit 3B5 aufwiesen, wobei insbesondere die caninen
Hamangiosarkome eine positive Reaktion zeigten. Der Antikdrper 3B5 zeigte auch
bei 24 % der caninen epithelialen Tumoren eine positive Reaktion (LIU et al., 1994).
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2.2.4 Anwendung zur Detektion von Lymphknotenmetastasen

Die Erfassung des Status der regiondren Lymphknoten innerhalb des klinischen
Stagings eines Tumorpatienten ist in der Onkologie ein wichtiges Kriterium im
Hinblick auf die Prognose und fir die Einleitung der geeigneten Therapie fir den
jeweiligen Patienten (VIALE et al., 1999; WONG et al., 2001). Beim Menschen sind
hierzu, insbesondere zu dem haufig auftretenden, schnell lymphogen
metastasierenden Mammakarzinom, viele Arbeiten erschienen, welche sich mit der
Uberpriifung der Sensitivitdt der immunzytochemischen Methode zur Detektion von
Lymphknotenmetastasen an verschieden aufbereitetes Probenmaterial befassten
(WELLS et al. 1984; TROJANI et al., 1987; VIALE et al., 1999; LIU, et al., 2000;
WONG et al., 2001; COHEN et al., 2002; KARSTEN und STOSIEK, 2002).

Mitte der 80-er Jahre des letzten Jahrhunderts erschienen die ersten
immunhistologischen Studien zur Detektion von Lymphknotenmetastasen (WELLS et
al., 1984; TROJANI et al., 1987). WELLS et al. (1984) konnten mit dem Antikdrper
gegen Zytokeratin in Axillarlymphknoten von Patientinnen, die an einem lobularen
Mammakarzinom erkrankt waren, in vier von zwdlf Lymphknoten Tumorzellen
nachweisen, welche in der konventionellen histopathologischen Farbung
metastasenfrei beurteilt wurden. In den nach konventioneller Farbung
metastasenfreien 33 Lymphknoten von Patientinnen mit duktalen Mammakarzinom
konnten in drei Lymphknoten immunhistologisch Metastasen nachgewiesen werden.
In aktuelleren Studien mit gréBeren Fallzahlen wurde die immunhistologische
Detektion von  Lymphknotenmetastasen  genauer untersucht und als
Routineverfahren etabliert (CZERNIECKI et al., 1999; LIU et al., 2000; WONG et al.,
2001; COHEN et al., 2002).

Im Gegensatz zur Aussage von VIALE et al. (1999), dass die immunhistochemische
Untersuchung  von Lymphknotengefrierschnitten  von Patientinnen mit
Mammakarzinom keine Verbesserung der diagnostischen Sensitivitat im Vergleich zu
konventionellen histopathologischen Farbungen erreicht, berichten eine Vielzahl von
anderen Arbeitsgruppen Uber eine erhebliche Verbesserung der Detektion von

Lymphknotenmetastasen mittels der Immunhistologie (GIULIANO et. al., 1996;
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CZERNIEKI et al., 1999; PENDAS et al.,1999; LIU et al., 2000; REINTGEN et al.,
2000; WONG et al., 2001). In der Studie von WONG et al. (2001) wurden
Lymphknotenbiopsien von Patientinnen mit Mammakarzinom mittels konventioneller
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) und immunhistochemischer Farbung vergleichend
untersucht. Von 869 in der HE-Farbung negativ beurteilten Lymphknoten konnten
mittels immunhistochemischer Farbung in 58 Lymphknoten (6,7 %) Mikrometastasen
detektiert werden. Bei sechs dieser 58 Patienten mit immunhistologisch
nachgewiesenen Mikrometastasen konnte daraufhin auch in den weiter axillar
gelegenen Lymphknoten eine Metastasierung nachgewiesen werden. Ahnliche
Ergebnisse erhielt auch die Arbeitsgruppe um PENDAS et al. (1999). Hier konnte
mittels immuhistochemischer Untersuchungen der Lymphknoten in 10,6 % der mittels
HE-Farbung negativen Lymphknoten der Nachweis von Mikrometastasen geflhrt
werden. Die Angaben hinsichtlich des Zugewinns an Sensitivitdt durch die
immunhistochemische Untersuchung von Lymphknoten variiert (absolut) zwischen 8
und 41 % (GIULIANO et. al., 1996; DOWLATSHAHI et al., 1997; TURNER et al.,
1997; GIULIANO und KELEMEN, 1998; CZERNIEKI et al., 1999; DOWLATSHAHI et
al., 1999; KU, 1999; PENDAS et al., 1999; SCHREIBER et al., 1999; TURNER et al.,
1999; VAN DER WALL, 1999; VAN DIEST et al., 1999; TENG et al., 2000; HSUEH et
al., 2000; LIU et al., 2000; REINTGEN et al., 2000, COHEN et al., 2002).

In anderen Untersuchungen sollte die immunhistologische Farbung, welche je nach
verwendetem Farbesystem bis zu 24 Stunden dauert, verkirzt werden, um innerhalb
der Operation eine Diagnose zu erhalten (RICHTER et al., 1999; KARSTEN und
STOSIEK, 2002). KARSTEN und STOSIEK (2002) stellten eine immunhistologische
Schnellfarbung mit Antizytokeratin an Gefrierschnitten vor, welche in 10 Minuten
durchzuflhren ist.

In den letzten Jahren wurde beim Menschen vermehrt die Metastasendiagnostik
basierend auf der zytologischen Untersuchung von Lymphknotenpréaparaten
beschrieben, welche durch die Abklatschtechnik hergestellt wurden (LEE et al., 2002;
SALEM et al., 2001). Grundgedanke war auch hier die Etablierung einer schnellen
Technik zur intraoperativen Diagnosestellung (LEE et al., 2002). In vielen Studien

konnte nachgewiesen werden, dass die Sensitivitait der zytologischen
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Abklatschtechnik vergleichbar ist mit derjenigen der Gefrierschnittmethode (TURNER
und GUILIANO, 1998; DIXON et al., 1999; KU, 1999; VAN DIEST et al., 1999;
ANASTASIADIS et al.,, 2000; MOTOMURA et al.,, 2000). Der Vorteil der
zytologischen  Untersuchung von  Abklatschpraparaten  gegenlber  der
Gefrierschnittmethode besteht in der schnelleren Probenaufbereitung verschiedener
Lymphknotenebenen bei gleichzeitiger Schonung des Lymphknotengewebes zur
weiteren histopathologischen Untersuchung (LEE et al., 2002). Fasst man die
verschiedenen Literaturangaben zusammen (Tab. 2), so wird die Sensitivitat der
zytologischen Diagnostik im direkten Vergleich mit den histopathologischen und zum
Teil immunhistologischen Befunden mit 30 — 100 %, die Spezifitat zwischen 91 — 100
% und der negative pradiktive Wert mit 74 — 99 % angegeben (RUBIO et al., 1998;
KU, 1999; VAN DIEST, 1999; MOTOMURA, 2000; CSERNI et al., 2001; LEE, et al.
2002).

Tab. 2: Literaturlberblick  Gber die  zytologische  Detektion  von
Lymphknotenmetastasen in Abklatschpraparaten von Frauen mit Mammakarzinom*

Studie Anzahl der Sensitivitat Spezifitat negativ
Lymphknoten (%) (%) pradiktiver Wert

(%)

RUBIO et al., 1998 124 100 99 91

KU et al., 1999 381 30 100 88

VAN DIEST et al., 1999 74 63 100 74

MOTOMURA et al., 2000 153 96 91 99

CSERNI et al., 2001 72 83 100 86

LEE et al., 2002 155 56 100 91

*Als Referenzuntersuchung diente ein mit Hamatoxylin-Eosin gefarbter histologischer Schnitt des
Lymphknotens. In der Studie von VAN DIEST et al. (1999) dienten mehrere Schnittebenen als auch
eine immunhistologische Farbung des Lymphknotens als Referenzuntersuchung

Auch an zytologischen Lymphknotenpraparaten wurde beim Menschen die Detektion
von Metastasen mittels immunzytochemischer Methoden untersucht (RAMAEKERS
et al.,, 1984; AIHARA et al.,, 2003; SALEM et al., 2002). Schon 1984 zeigten
RAMAEKERS et al. an sechs durch Feinnadelaspiration gewonnenen zytologischen
Lymphknotenpraparaten, welche histopathologisch gesichert Metastasen von einem

malignen epithelialen Tumor aufwiesen, die immunzytologische Detektion der
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Metastasen mittels eines Antikdrpers gegen Zytokeratin. In der Arbeit von AIHARA et
al. (2003) wurde die immunzytologische Untersuchung von insgesamt 205
Lymphknoten von Patientinnen mit Mammakarzinom mit konventionell gefarbten
zytologischen Praparaten verglichen. Als Referenzuntersuchung diente die
histopathologische Untersuchung von HE-gefarbten Praparaten. Die Sensitivitat der
zytologischen Untersuchung wurde mit 84 %, die der immunzytologischen mit 86 %
angegeben. SALEM et al. (2001) stellten in ihrer Arbeit eine verkirzte
immunzytologische Farbung vor, welche auch im Rahmen einer Operation
angewendet werden kann. Weitere Studien mit gréBeren Fallzahlen zur Uberpriifung
der Reproduzierbarkeit und Richtigkeit der immunzytologischen
Lymphknotenuntersuchung beim Menschen lassen sich der zugénglichen Literatur
nicht entnehmen.

Beim Hund gibt es kaum systematische Untersuchungen zur histopathologischen
oder zytologischen Detektion von Lymphknotenmetastasen bei Tumorpatienten.
Nach EinfGhrung  der  immunhistochemischen =~ Nachweismethode  von
Lymphknotenmetastasen beim Menschen, wurde diese Methode an histologischem
Schnittmaterial von Lymphknoten, welche von HulOndinnen, die an einem
Mammakarzinom erkrankt waren, angewendet (BUSCH und RUDOLPH, 1995).
Hierzu wurden 77 Lymphknoten, die im HE-Schnitt als metastasenfrei beurteilt
worden sind, immunhistologisch aufgearbeitet. Immunhstologisch konnten in 69 %
der untersuchten Lymphknoten eine Mikrometastasierung und in 16 % der
Lymphknoten Tumorzellemboli nachgewiesen werden. Diese Zahlen weisen auch
beim Hund auf den wertvollen Einsatz immunhistochemischer Methoden bei
negativem oder unsicherem Befund im HE-Schnitt hin (BUSCH und RUDOLPH,
1995).

Die Tatsache, dass in immunzytochemisch gefarbten Praparaten auch Zellen nicht-
epithelialer Herkunft mit dem Antikérper gegen Zytokeratin reagieren (DOMAGALA et
al., 1992; BUSCH und RUDOLPH, 1995, LINDEN und ZARBO, 2001), erfordert eine
besonders  sorgfaltige = Befundung unter gleichzeitiger = Berlcksichtigung
zytomorphologischer Kriterien. Diese Problematik wurde von DOMAGALA et al.
(1992) und LINDEN und ZARBO (2001) hinsichtlich positiver Reaktionen von
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fibroblastischen Retikulumzellen in reaktiv-hyperplastisch verédnderten Lymphknoten
mit dem Antikdrper gegen Zytokeratin beschrieben. BUSCH und RUDOLPH (1995)
berichten in ihren histopathologischen Untersuchungen beim Hund von
Makrophagen, die Zytokeratin-positives Material phagozytiert haben und damit eine
Metastasierung vortaduschen kénnen. Aufgrund der Morphologie der Makrophagen
und der ungleichmaBigen, haufig grobkérnigen zytoplasmatischen Anfarbung sind
diese Zytokeratin-positiven Makrophagen von den wirklichen Tumormetastasen zu
unterscheiden (BUSCH und RUDOLPH, 1995).

Die mittels immunhistologischer Technik nachgewiesenen Mikrometastasen
befanden sich beim Menschen in vielen Fallen in dem Randsinus des Lymphknotens
(FRIEDMAN et al., 1988; HARTVEIT und LILLENG, 1996; TURNER et al., 2001,
PALMA et al., 2003). Hinsichtlich der klinischen Prognose im Zusammenhang mit
dieser Form der Mikrometastasierung besteht nach TURNER et al. (2001) bisher
Unklarheit, kdnnten diese einzelnen Zellen denen im Knochenmark gefundenen
zirkulierende epithelialen Zellen bei Patientinnen mit Mammakarzinom im
Frihstadium entsprechen, welche zumeist nicht im Knochenmark persistieren
(MANSI et al., 1989). HARTVEIT und LILLENG (1996) stellten sogar fest, dass
Patientinnen mit Mikrometastasen im Randsinus eine schlechtere Prognose
aufwiesen als Patientinnen mit Mikrometastasen im Lymphknotenfollikel. Nach den
Empfehlungen der American Joint Commitee on Cancer sowie der International
Union against Cancer (AJCC/UICC) bezlglich der pathologischen Untersuchung von
Lymphknoten hinsichtlich einer Metastasierung, wird erst dann von Mikrometastasen
gesprochen, wenn diese sich im Lymphknotenparenchym befinden und nicht gréBer
als 0,2 cm sind (SOBIN und WITTEKIND, 2002).
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2.3 Reaktivitatsmuster der monoklonalen und polyklonalen Antikérper beim
Menschen und beim Hund

2.3.1 Das Zytoskelett

Das Zytoskelett besteht aus vier zytoplasmatischen Filamenten (WEBER und
OSBORN, 1985), den Mikrofilamenten, den Myosin-Filamenten, den Mikrotubuli und
den Intermediarfilamenten. Unter diesen Zytoskelett-Filamenten sind die
Intermediarfilamente als Differenzierungsmarker weitaus am bedeutendsten (MOLL,
1993). Wie bereits angefthrt, gelang mit dem Einsatz immunhistochemischer
Techniken, insbesondere der Immunfluoreszenzmikroskopie, in den 70er Jahren die
immunologischen Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelltypen zu
analysieren (BIGNAMI et al., 1972; LAZARIDES und HUBBARD, 1976; FRANKE et
al., 1978a). Gleichzeitig wurde mit Hilfe der Verflgbarkeit der
Proteinanalyseverfahren auch die direkte biochemische Untersuchung dieser schwer
l6slichen Strukturproteine mdglich (LAZARIDES, 1980; FRANKE et al. 1982;
OSBORN und WEBER, 1983).

Die intermediaren Filamente setzen sich aus unterschiedlichen Proteinen
zusammen. Diese Proteine sind fir jedes Gewebe spezifisch (MOLL, 1993). Somit
kann das Ursprungsgewebe durch die spezifische immunologische Darstellung
dieser Proteine bestimmt werden. Die wichtigsten intermediaren Filamente sind die
Zytokeratine fir die Epithelien (MOLL, 1993), das Vimentin fir das Mesenchym
(FRANKE et al.,, 1978a), das Desmin fir die Muskelzellen (LAZARIDES und
HUBBARD, 1976; SMALL und SOBIESZEK, 1977), das Gliafilament fir die Gliazelle
(BIGNAMI et al., 1972; OSBORN und WEBER, 1983; ACHTSTATTER et al., 1986)
und das Neurofilament fUr die neurogenen Strukturen (WEBER et al., 1983).

2.3.1.1 Die Zytokeratine

Die Zytokeratinfilamente sind epithelspezifische Strukturen des Zytoskeletts, deren

Zusammensetzung durch die zweidimensionale  Gelelekirophorese  und
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molekularbiologische Techniken genau aufgeklart wurde. Danach sind am Aufbau
der Zytokeratinfilamente 20 nahe verwandte Zytokeratine mit einem
Molekulargewicht von 40 — 70 kDa beteiligt (MOLL et al., 1982).

Abhangig von ihrem isoelektrischen Punkt und ihrem Molekulargewicht (Abb. 1)
werden die Zytokeratine in zwei Subfamilien eingeteilt (MOLL, 1993). Die saure
Subfamilie (Typ 1) enthélt die Zytokeratine 9 — 20 mit einem Molekulargewicht von 40
— 64 kDa, die neutral/basische Subfamilie (Typ IlI) beinhaltet die Zytokeratine 1 — 8

mit einem Molekulargewicht von 52 — 68 kDa.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der einzelnen humanen Zytokeratine
entsprechend ihrer Auftrennung in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese nach
MOLL (1993). Die Wanderung ist einerseits vom isoelektrischen Punkt der einzelnen
Zytokeratine, andererseits von ihrem Molekulargewicht abhangig. Mr: relatives
Molekulargewicht.

Die Zytokeratinfilamente sind aus heterogenen Tetramerkomplexen aufgebaut, die
aus jeweils zwei Heterodimeren aus je einem Typ-I- und einem Typ-llI-Zytokeratin
bestehen. Das bedeutet, die Typ-I- und Typ-llI-Zytokeratine werden paarweise
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exprimiert, indem sich ein saures Keratin an einen basischen Partner bindet. Ein
Tetramer aus jeweils zwei sauren und zwei basischen Keratinen stellt die eigentliche
Grundeinheit des Zytokeratinfilaments dar (HATZFELD und FRANKE, 1985; MOLL,
1993).

Da die Zytokeratine epithelspezifisch sind (Tab. 3) und eine Epithelzelle immer
mindestens ein  Zytokeratinpaar enthalt, kann durch Untersuchung der
Zytokeratinexpression eine epitheliale Differenzierung nachgewiesen oder
ausgeschlossen werden (GOWN und VOGEL, 1985). Dies gilt nicht nur fir
physiologische Epithelzellen, sondern auch fur deren Neoplasien (MOLL, 1991a).

Tab. 3: Grundregeln der differenzierungsspezifischen Expression der Zytokeratine
(CK) nach MOLL (1993)

Typ Typ | Gewebetypen

plattenepithel-
typische CK
Basis CK 5 14,(15),17 | Alle mehrschichtigen Plattenepithelien (Basalschicht); Basal-
und Myoepithelien von mehrreihigen Driisenepithelien
1,(2) | (9),10/11 | Epidermis
Reifungs-CK 3 12 Corneaepithel
4 13 Mukosa-Typ: unverhornte Plattenepithelien; best.
Zylinderepithelien (CK4)
6 16 (Hyper-) proliferative Plattenepithelien
zylinderepithel-
typische CK
Basis-CK 8 18 Alle Zylinderepithelien (einschl. Hepatozyten, prox. und dist.
Tubuli); Urothel, selten mesenchymale Zellen
19 Gangepithelien (z.B. Pankreas-, Gallengénge; Darmepithel,
Additive CK Magenfoveolenepithel; best. Drisenepithelien; Mesothel;
mehrreihige Epithelien; Urothel; verhornte Plattenepithelien
(Basalschicht)
7 Gangepithelien; best. Driisenepithelien; Mesothel;
mehrreihige Epithelien (luminale Zellen); Urothel
20 Darmepithel; Magenfoveolenepithel; Urothel (Deckzellen)
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2.3.2 Antikorper gegen Proteine der Intermediarfilamente
2.3.2.1 Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3*

Das Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3, ein Cocktail aus zwei monoklonalen
Antikérpern wird beim Menschen bevorzugt zur Erkennung von Zellen epithelialer
Herkunft eingesetzt (Tab. 4). AE1 erkennt Zytokeratine der sauren Unterfamilie mit
einem Molekulargewicht von 56.5, 50, 50' und 40 kDa, wahrend AE3 die Zytokeratine
der basischen Subfamilie mit einem Molekulargewicht von 65 — 67, 64, 59, 56 und 52
kDa erkennt. Insofern reagiert AE1/AE3 beim Menschen mit keratinisierter (56.5/65-
67 kDa) und kornealer Epidermis (55/64 kDa), Plattenepithelien der inneren Organe
(51/59 kDa) und epidermalen Plattenepithelien (50/58 kDa), hyperproliferativen
Keratinozyten (48/56 kDa) und mit einfachen Epithelien (45/52 und 46/54 kDa) (SUN
et al.,, 1984; COOPER et al., 1985). Das 40 kDa Zytokeratin ist in den meisten
Epithelien vorhanden mit Ausnahme von ausgereiften epidermalen Epithelien (MOLL
et al., 1982; SUN et al., 1982). AE1/AE3 ist beim Menschen als zuverlassiger Marker
fur  epitheliale  neoplastische  Veranderungen in  einer Vielzahl  von
immunhistologischen und elektrophoretischen Studien beschrieben worden
(COOPER et al, 1985; MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991).
Physiologische Zellen nicht-epithelialer Herkunft sowie Neoplasien mesenchymalen
Ursprungs zeigten beim Menschen immunhistologisch keine Anfarbung mit AE1/AE3
(MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991; MA et al., 1993). Ahnliche Ergebnisse
konnten beim Menschen an zytologischen Préaparaten nach Einsatz von AE1/AE3
erhoben werden (DABBS et al., 1995; ABENDROTH und DABBS, 1995; KING et al.,
2002).

* Da die Antikdrper oft nach dem von ihnen detektierten Epitop bezeichnet werden, wurden zur
Verdeutlichung die Bezeichnungen der Antikdrper in dieser Arbeit kursiv geschrieben
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Tab. 4: LiteraturGberblick Uber die Reaktivitdt des Breitspektrumantizytokeratins
AE1/AE3 in Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch verédndertem
Gewebe des Menschen

Gewebeart Reaktivitat Literatur
Plattenepithelien 4+ ++ SUN et al, 1984; COOPER et al., 1985
Plattenepithelkarzinom +++ GODDARD et al., 1991
einfache Epithelien 4+ ++ SUN et al, 1984; COOPER et al., 1985
Magenschleimhaut ++/+++ MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991
Karzinom Magen 4+ ++ MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991
Darmschleimhaut +++ GODDARD et al., 1991
Karzinom Darm 4 +++ MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991
Pankreas
azinares Epithel - MYGIND et al., 1988
duktales Epithel +++ MYGIND et al., 1988
Langerhanszellen - MYGIND et al., 1988
Karzinom Pankreas +++ MYGIND et al., 1988
Gallengangepithel 4+ ++ MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991
Karzinom Gallengéange +++ MA et al., 1993
Mamma
duktales Epithel +++ MYGIND et al., 1988
azinares Epithel ++ MYGIND et al., 1988
azindres Myoepithel - SORENSON et al., 1987
duktales Myoepithel +++ SORENSON et al., 1987
Karzinom Mamma 4 +++ MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991
Urothel 4+ MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991
Ubergangszellkarzinom +++ GODDARD et al., 1991
Respiratorisches Epithel
Bronchialepithel +++ MYGIND et al., 1988
Alveolarepithel +++ MYGIND et al., 1988
Adenokarzinom Lunge ++ MYGIND et al., 1988
bronchioalveolares +++ MYGIND et al., 1988
Karzinom
undiff. groBzelliges +++ MYGIND et al., 1988
Karzinom Lunge
undiff. kleinzelliges ++ MYGIND et al., 1988
Karzinom Lunge
Prostataepithel +++ GODDARD et al., 1991
Prostatakarzinom +++ GODDARD et al., 1991
mesenchymale Gewebe - MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991;
MA et al., 1993
mesenchymale Neoplasien - MYGIND et al., 1988; GODDARD et al., 1991;
MA et al., 1993

- = negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ = maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion
(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)

Die monoklonale Antikérperkombination AE1/AE3 zeigt eine breite Kreuzreaktivitat
mit anderen Saugetierspezies, so dass eine kontinuierliche Konservierung der

epithelspezifischen Zytokeratinexpression wahrend der evulotionaren Entwicklung
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der Saugetiere zu verzeichnen ist (FRANKE et al., 1982; MOLL et al., 1982; TSENG
et al., 1982). Beim Hund wurde fir AE1/AES3 in der immunhistologischen Studie von
CARDONA et al. (1989) ein ahnliches Reaktionsmuster wie beim Menschen in
normalen und neoplastischen epithelialen Geweben beschrieben (Tab. 5), wahrend
unveranderte und neoplastische Gewebe mesenchymalen Ursprungs mit dem
Antikérper AE1/AE3 beim Hund immunhistologisch negativ reagierten (CARDONA et
al., 1989). Die Reaktivitat von AE1/AE3 in den caninen und humanen keratinisierten
Hautschichten und deren Tumoren war positiv (CARDONA et al., 1989; GODDARD
et al, 1991; KOZAKI et al, 2001; WALTER, 2001). Hinsichtlich der
immunhistologischen Anfarbung der kutanen Basalzellschichten gibt es beim Hund
gegensatzliche Daten (CARDONA et al., 1989; SANDUSKY et al., 1991; WALTER,
2001). WALTER (2001) beschrieb die immunhistologische Reaktivitat der
Basalschicht und deren neoplastischen Veranderungen beim Hund mit dem isolierten
AET1 als negativ, wadhrend AE3 eine positive Anfarbung aufwies.

Wie beim Menschen (GODDARD et al., 1991) konnte eine positive Anfarbung
histologischer Praparate in der gesunden caninen Schleimhaut des Magens als auch
in allen Abschnitten des Darmrohrs nachgewiesen werden (CARDONA et al., 1989;
SANDUSKY et al., 1991). Im Gegensatz zu den positiven Reaktionen von AE1/AE3
in den neoplastischen Veranderungen der gastrointestinalen Epithelien beim
Menschen (MYGIND, et al., 1988; GODDARD et al., 1991) konnte in der Studie von
CARDONA et al. (1989) eine negative immunhistologische Reaktion in einem
caninen rektalen Adenokarzinom mit AE1/AE3 beobachtet werden. In der
Falldarstellung von JUOPPERI et al. (2003) zeigten histologische Praparate des
Adenokarzinoms des Duodenums eines Hundes und dessen multiple Metastasen
eine deutliche Farbung mit dem Antikérper AE1/AES3. In den duktalen Anteilen des
Pankreas wurde beim Hund eine immunhistologisch schwache Anférbung
nachgewiesen; die azindren Anteile und die Langerhanszellen waren analog zum
Menschen (MYGIND et al., 1988) negativ (CARDONA et al., 1989).

In den caninen Gallengangepithelien beschriecben CARDONA et al. (1989) eine
schwache immunhistologische Reaktion. Im Gegensatz dazu konnte in humanen
Gallengangepithel mit AE1/AE3 immunhistologisch eine starke Anfarbung
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nachgewiesen werden (MYGIND et al., 1988, GODDARD et al., 1991), wie auch in

der Untersuchung von MA et al. (1993) wo alle in die Studie aufgenommenen

humanen Gallengangkarzinome (n=8) eine starke Anfarbung mit AE1/AE3 zeigten.

Tab. 5: Literaturlberblick Uber die Reaktivitat des Breitspekirumantizytokeratins
AE1/AE3 in Paraffin-eingebettetem,

Gewebe des Hundes

normalem und neoplastisch verandertem

mesenchymale Gewebe
mesenchymale Neoplasien

Gewebeart Reaktivitat Literatur
Plattenepithelien +++ KOZAKI et al., 2001; WALTER, 2001
Plattenepithelkarzinom +++/++ CARDONA et al., 1989; WALTER, 2000
Magenschleimhaut ++/+++ CARDONA et al., 1989; SANDUSKY et al., 1991
Karzinom Magen +++ CARDONA et al., 1989
Darmschleimhaut ++/+++ CARDONA et al., 1989; SANDUSKY et al., 1991
Adenokarzinom Rektum - CARDONA et al., 1989
Adenokarzinom Duodenum +++ JUOPPERI et al., 2003
Pankreas
azinéares Epithel - CARDONA et al., 1989
duktales Epithel ++ CARDONA et al., 1989
Langerhanszellen CARDONA et al., 1989
Gallengangepithel + CARDONA et al., 1989
Mamma
duktales Epithel 4+ +++ GRIFFEY et al., 1993; WALTER und KLING, 1995
azinares Epithel 4+ +++ GRIFFEY et al., 1993; WALTER und KLING, 1995
Myoepithel 4+ ++ RABANAL und ELSE, 1994; WALTER und KLING,
1995
neoplastisches Mammagewebe +++/+++/ CARDONA et al., 1989; GRIFFEY et al., 1993;
+4++ WALTER und KLING, 1995
Urothel +++/+++ | CARDONA et al., 1989; SANDUSKY et al., 1991
Ubergangszellkarzinom +/+++ CARDONA et al., 1989; SANDUSKY et al., 1991
Respiratorisches Epithel
Bronchialepithel +++ CARDONA et al., 1989
Alveolarepithel +++ SANDUSKY et al., 1991
Adenokarzinom Lunge +++ CARDONA et al., 1989
bronchioalveolares Karzinom ++ CARDONA et al., 1989
Prostataepithel
alveolares Epithel + GRIECO et al., 2003
duktales Epithel +++ GRIECO et al., 2003
Prostatakarzinom +++ GRIECO et al., 2003

CARDONA et al., 1989; SANDUSKY et al., 1991
CARDONA et al., 1989; SANDUSKY et al., 1991

= negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ =

méaBige Reaktion; +++ = starke Reaktion

(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)
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Beim Menschen (MYGIND et al., 1988) als auch beim Hund (GRIFFEY et al., 1993)
wies AE1/AE3 eine stark positive immunhistologische Reaktion mit den luminalen
und basalen Zellen des Gang- und Alveolarepithels der Mamma und deren
Neoplasien auf. Die immunhistologische Anféarbung von Myoepithelien beim
Menschen mittels AE1/AE3 zeigte positive Reaktionen in den duktalen Myoepithelien
aber nicht in den azinaren myoepithelialen Zellen (SORENSON et al., 1987). Die
Myoepithelien in gesunden und neoplastischen Mammagewebe des Hundes waren
in den Studien von CARDONA et al. (1989) und von WALTER und KLING (1995)
beim Hund AE1/AE3-negativ. Hingegen fanden RABANAL und ELSE (1994) mit dem
Antikérper AE1/AE3 in histologischen Proben der caninen Mamma und der
verschiedenen Mammatumoren deutlich positive Reaktionen in den myoepithelialen
und epithelialen Anteilen.

In normalem und neoplastisch verandertem Urothel des Menschen (MYGIND et al.,
1988; GODDARD et al.,, 1991) und des Hundes (CARDONA et al., 1989;
SANDUSKY et al.,, 1991) konnte mit AE1/AE3 immunhistologisch eine positive
Reaktion nachgewiesen werden.

In histologischen Praparaten von respiratorischen Epithelien des Menschen wurde
das bronchiale Epithel, die bronchialen Drisen und das Epithel der Alveolen mit
AE1/AE3 deutlich positiv angefarbt (MYGIND et al., 1988). Die gleiche Reaktivitat
von AE1/AE3 konnte beim Hund in den verschiedenen Kompartimenten der
respiratorischen Schleimhaut nachgewiesen werden (CARDONA et al., 1989;
SANDUSKY et al.,, 1991). Die positive Reaktivitait von AE1/AE3 wurde beim
Menschen auch in den verschiedenen malignen neoplastischen Veranderungen des
respiratorischen Epithels, unabhdngig vom Differenzierungsgrad, beobachtet
(MYGIND et al., 1988). Beim Hund wies ein pulmonales papillares Adenokarzinom
immunhistologisch eine maBige und ein bronchioalveolares Karzinom nur eine
schwache Anférbung mit AE1/AE3 auf (CARDONA et al., 1989).

Beim Menschen konnte in histologischen Praparaten aller epithelialen Anteilen der
Prostata sowie in den neoplastischen Verdnderungen eine deutliche Reaktion mit
AE1/AE3 gezeigt werden (GODDARD, et al., 1991), was in gleicher Weise auch in

der caninen Prostata nachgewiesen werden konnte (GRIECO et al., 2003). Es wurde
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eine immunhistologisch positive Reaktion von AE1/AE3 mit den luminalen und
basalen Zellen der alveolaren und duktalen Anteile der caninen Prostata dargestellt.
Die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der verschiedenen
Karzinome der Prostata des Hundes waren alle, unabhangig vom
Differenzierungsgrad und Ausgangsepithel positiv mit AE1/AE3 (GRIECO et al.,
2003).

Die unveranderten caninen hepatoiden Driisen oder perianalen Driisen zeigten in
der immunbhistologischen Untersuchung von WALTER (2000) deutliche Anférbungen
mit dem monoklonalen Antikérper AE1/AE3, wobei die positive Reaktion mit dem
separat eingesetzten AE3 in den hepatoiden Zellen und in den Reservezellen zu
beobachten war. In der immunhistologischen Untersuchung von WALTER (2000)
konnte auch alle untersuchten Adenome der hepatoiden Driisen (n=10) mit AE3
deutlich positiv gefarbt werden.

2.3.2.2 Breitspektrumantizytokeratin KL1

KL1 ist ein Breitspektrumantizytokeratin und reagiert mit Zytokeratinpolypeptiden von
65,5, 58, 56, 52,5, 52, 45 und 40 kDa (ANSAI et al., 1993). Als Immunogen diente
humanes Keratin welches aus epidermalen Keratinozyten isoliert wurde (VIAC et al.,
1983). VIAC et al. (1983) Uberpriften das Reaktivitdtsmuster von KL7 beim
Menschen und konnten in den oberflachlichen nicht keratinisierten Schichten der
Haut, Schleimhaut und der Osophagusschleimhaut positive Farbreaktionen
nachweisen (Tab. 6). In den Basalzellschichten der Epidermis konnte beim
Menschen keine Reaktion mit KL1 dargestellt werden (NAKAI und MORI, 1986). Bei
der immunhistologischen Anfarbung von Plattenepithelkarzinomen konnten starke
Farbreaktionen in den gutdifferenzierten Varianten nachgewiesen werden. Die
undifferenzierten humanen Plattenepithelkarzinome zeigten ein heterogenes
Reaktionsmuster mit KL1 (FUKUSHIMA et al., 1987).

Beim Menschen zeigten epitheliale Zellen des Thymus, der Schilddrise, der
Bronchien, des Magens und des Darms mit KL1 eine deutlich positive Reaktion.

Ebenso konnte beim Menschen in histologischen Praparaten von normalem Urothel
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eine Anfarbung mit KL7 in allen Schichten des Urothels nachgewiesen werden
(FUKUSHIMA et al., 1987). Die Reaktivitdt von KL1 in intestinalen Epithelien zeigte
eine deutliche Reaktion mit den kuboidalen Zellen, wahrend die Anfarbung der
Basalzellen negativ verlief (FUKUSHIMA et al., 1987). Neben dem beschriebenen
breiten immunhistologischen Reaktionsspektrum von KL1 in epithelialen Geweben
und davon ausgehende Neoplasien des Menschen, wurde KL7 auch an
zytologischen Praparaten von Karzinomen des Menschen erfolgreich eingesetzt
(CHOSIA et al., 1989).

Tab. 6: Literaturliberblick Uber die Reaktivitat des Breitspektrumantizytokeratins KL1
in Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch verandertem Gewebe des
Menschen

Gewebeart Reaktivitat |Literatur
Plattenepithelien, verhornt und nicht verhornt +++ VIAC et al., 1983
Epidermale Basalschichten - NAKAI und MORI, 1986
Plattenepithelkarzinom

gut differenziert +++ FUKUSHIMA et al., 1987

undifferenziert ++ FUKUSHIMA et al., 1987
Thymus, epithelialer Anteil +++ FUKUSHIMA et al., 1987
Schiddriisenepithel +++ FUKUSHIMA et al., 1987
Bronchialepithel +++ FUKUSHIMA et al., 1987
Magenschleimhaut +++ FUKUSHIMA et al., 1987
Darmschleimhaut +++ FUKUSHIMA et al., 1987
Urothel +4++ FUKUSHIMA et al., 1987

- = negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ = maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion
(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)

Beim Hund gibt es derzeit zur Reaktivitdt von KL1 vorwiegend Studien, die sich auf
die caninen verhornten und unverhornten Plattenepithelien und deren Neoplasien
beziehen (MURASE et al., 1986; WALTER, 2000; KOZAKI et al., 2001; WALTER,
2001) (Tab. 7). In der Studie von MURASE et al. (1986) wurde der Antikdrper KL1 an
histologisch aufgearbeiteten oralen Epithelien und Epidermis von verschiedenen
Spezies, inklusive dem Hund, Uberprift. Beim Hund wurden im Gegensatz zum
Menschen auch die Basalzellen mit schwacher bis zumeist maBiger Farbreaktion
gefarbt, wahrend die keratinisierten oberflachlichen Zellen eine negative
immunhistologische Reaktion aufwiesen. Im Gegensatz dazu erhielten KOZAKI et al.
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(2001) und WALTER (2001) mit dem Antikdrper KL1 in der caninen Haut ein
analoges Reaktionsmuster zum Menschen, also negative Reaktionen in den
Basalzellen und positive Reaktionen in den suprabasalen Zellschichten. WALTER
(2000) konnte in caninen Plattenepithelkarzinomen eine mittelgradige Farbreaktion
nachweisen. Sowohl in den caninen SchweiBdriisen als auch in den Talgdriisen
konnten keine positiven immunhistologischen Reaktivitdten mit KL71 festgestellt
werden (KOZAKI et al., 2001).

Tab. 7: Literaturtberblick Uber die Reaktivitat des Breitspekirumantizytokeratins KL1
in Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch verandertem Gewebe des
Hundes

Gewebeart Reaktivitat Literatur
Plattenepithelien, verhornt +++ MURASE et al., 1986
und nicht verhornt
Epidermale Basalschichten +/-/- MURASE et al., 1986; KOZAKI et al., 2001;
WALTER, 2001
Plattenepithelkarzinom ++ WALTER, 2000
Talgdrisen - KOZAKI et al., 2001
SchweiBdriisen - KOZAKI et al., 2001
Mamma
alveolares Epithel ++ WALTER und KLING, 1995
duktales Epithel + WALTER und KLING, 1995
Myoepithel + WALTER und KLING, 1995
komplexes Mammakarzinom + WALTER und KLING, 1995
einfaches Mammakarzinom ++ WALTER und KLING, 1995

- = negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ = maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion
(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)

In der immunhistologischen Arbeit von WALTER und KLING (1995) wurde normales
canines Mammagewebe und Neoplasien der Mamma mit KL7 untersucht. Im
normalen Gewebe der Mamma zeigte KL1 eine heterogene Anfarbung des
alveolaren Epithels, wahrend die Myoepithelien und die duktalen Epithelien nur in
Einzelfallen eine positive Reaktion mit KL71 aufwiesen. In den neoplastischen
Veranderungen konnten in den verschiedenen Tumorvarianten zumeist negative
Reaktionen mit KL1 festgestellt werden (WALTER und KLING, 1995). Mit dem
Breitspektrumantizytokeratin - KL1 konnte WALTER (2000) keine positiven

Reaktivitaten in den hepatoiden Driisen des Hundes nachweisen.
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2.3.2.3 Antikorper gegen Zytokeratin 7

Beim Menschen wird der spezifische Antikérper gegen Zytokeratin 7 (CK7) in einer
Vielzahl von einfachen Epithelien sowie in den Ubergangsepithelien der Harnblase
exprimiert (MOLL, 1993) (Tab. 8). Die Reaktivitat von CK7 konnte beim Menschen in
allen Schichten des Urothels nachgewiesen werden (SOUTHGATE et. al, 1994).
Ebenso zeigten Ubergangszellkarzinome des Menschen eine konstante CK7-
Expression (MOLL et al, 1988a). Bei Auftreten einer plattenepithelialen
Differenzierung der Ubergangszellkarzinome wurde in mehreren Studien eine
Abnahme der CK7-Expression beschrieben (SCHAAFSMA et al., 1991; MOLL et al.,
1988a; MOLL, 1993). Die immunhistologische Untersuchung von physiologischem
caninen Ubergangsepithel zeigte eine positive Reaktivitat aller Zellschichten
(ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al.,, 1999) (Tab. 9). In der gleichen Studie
zeigten von sechs caninen Ubergangszellkarzinomen drei Féille eine positive
Reaktion mit dem Antikérper CK7, allerdings wurden keine Angaben zum
Differenzierungsgrad der Ubergangszellkarzinome angegeben.

Beim Menschen wurde keine Expression von CK7 in physiologischen verhornten und
unverhornten Plattenepithelien festgestellt (MOLL, 1993). Die Reaktivitat von CK7
in caninen epidermalen Epithel war ebenfalls negativ (ESPINOSA DE LOS
MONTEROQOS et al., 1999), wahrend analog zum Menschen (MOLL et al., 1982)
immunhistologisch die Hautanhangsgebilde wie die apokrinen Drisen deutlich
positive Reaktivitaten zeigten, Talgdrisen jedoch negative Farberesultate aufwiesen
(ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999).

Immunhistologisch konnte die Expression von CK7 in physiologischem menschlichen
Brustdrisengewebe in den luminalen Anteilen der Endsprossen und Gange von
physiologischem menschlichen Brustdriisengewebe nachgewiesen werden, wahrend
die Myoepithelien der weiblichen Brustdrise CK7-negativ waren (MOLL, 1993;
TSUBURA et al.,, 1991). Beim Menschen wiesen auch die neoplastischen
Veranderungen der Brustdrise CK7-positive Reaktionsmuster auf (MOLL et al.,
1982; TSUBURA et al., 1991; MOLL, 1993). In der Studie von RAMAEKERS et al.

(1990) wurden neben den generell positiven Farbreaktionen der menschlichen
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Mammakarzinome in einigen Fallen auch negative Areale in den immunhistologisch
mit CK7 gefarbten Praparaten beschrieben. MOLL (1993) beschrieb das
Reaktionsmuster der invasiven duktalen Karzinome der menschlichen Brustdrise
(n=9) als heterogen: in den meisten Fallen wurde der prozentuale Anteil der positiv
gefarbten Zellen zwischen 0 und 20 % in wenigen Praparaten auch bis zu 80 %
angegeben. Flr das invasive lobulare Mammakarzinom hingegen wurde in allen
Fallen ein prozentualer Anteil an positiv gefarbten Zellen von 21 — 80 % festgestellt.
Die Reaktivitdt in caninem unverdnderten Mammagewebe zeigt ein &ahnliches
Reaktionsprofil wie das des Menschen. Duktale Zellen der caninen Mamma weisen
eine stark positive, die sekretorischen Zellen eine mittelgradige und die
Myoepithelien eine negative immunhistologische Reaktion auf (VOS et al., 1993a;
WALTER und KLING, 1995; ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al.,, 1999). In
einfachen Adenokarzinomen der caninen Brustdrise zeigten 50 — 90 % der Zellen
eine positive Reaktion mit CK7. In der komplexen Variante waren Uber 90% der
epithelialen Zellen CK7-positiv, die spindeligen Zellanteile dieses Tumortyps waren
immunhistologisch CK7-negativ (VOS et al., 1993c). In der Studie von WALTER und
KLING (1995) konnten immunhistologisch von zehn komplexen caninen
Mammakarzinomen acht mit dem Antikdrper gegen CK7 nachgewiesen werden. Bei
den einfachen Mammakarzinomen zeigten alle finf getesteten Tumore eine positive
Reaktivitat mit CK7.

Tab. 8: Literaturlberblick Uber die Reaktivitat des Antikdrpers gegen CK7 in Paraffin-
eingebettetem, normalem und neoplastisch verandertem Gewebe des Menschen

Gewebeart Reaktivitat |Literatur

Urothel, alle Schichten +++ SOUTHGATE et al., 1994
Ubergangszellkarzinome +++ MOLL et al., 1988
Plattenepithelien, verhornt - MOLL, 1993

und nicht verhornt

apokrine Drlsen +++ MOLL et al., 1982
Talgdriisen - MOLL et al., 1982

Fortsetzung Tab. 8 auf Seite 42
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Fortsetzung Tab. 8

sarkomatoid

+

Gewebeart Reaktivitat |Literatur
Mamma
alveolares Epithel +++ TSUBURA et al., 1991; MOLL, 1993
duktales Epithel +++ TSUBURA et al., 1991; MOLL, 1993
Myoepithel - TSUBURA et al., 1991; MOLL, 1993
Mammakarzinom ++/+++ MOLL et al., 1982; RAMAEKERS et al., 1990;
TSUBURA et al., 1991; MOLL, 1993
invasiv duktal ++ MOLL, 1993
invasiv lobular +++ MOLL, 1993
Magenschleimhaut - RAMAEKERS et al., 1987; MOLL, 1993
entziindlich alterierte + STOSIEK und KASPER, 1990
Magenschleimhaut
Magenfoveolenepithel +++ RAMAEKERS et al., 1990; VAN NIEKERK et al., 1991
OSBORN et al., 1988; RAMAEKERS et al., 1990;
Magenkarzinom +++ MOLL, 1993; WANG et al., 1995
Darmschleimhaut - RAMAEKERS et al., 1987; MOLL et al., 1993
Darmkarzinom -/+ RAMAEKERS et al., 1990; MOLL, 1993
Gallengangepithel +++ RAMAEKERS et al., 1987; MOLL, 1993
Gallengangkarzinom +++ MOLL, 1993; WANG et al., 1995; TOT, 1999
Pankreas
duktale Epithelien +4++ RAMAEKERS et al., 1987; MOLL, 1993
azinare Epithelien - RAMAEKERS et al., 1987; MOLL, 1993
Pankreaskarzinom +++ MOLL, 1993; WANG et al., 1995; TOT, 1999
respiratorische Epithelien
Alveolarepithel +++ BROERS et al., 1988; MOLL, 1993
Zylinderepithel +++ BROERS et al., 1988; MOLL, 1993
Basalzellen - BROERS et al., 1988; MOLL, 1993
Reservezellen - BROERS et al., 1988; MOLL, 1993
Adenokarzinom Lunge +++ RAMAEKERS et al., 1990; SCARPATETTI et al.,
2002
Prostata
duktale Epithelien +++ RAMAEKERS et al., 1987
azinare Epithelien - RAMAEKERS et al., 1987
Prostatakarzinom + WERNERT et al., 1987; RAMAEKERS et al., 1990;
WANG et al., 1995
Schilddriisenepithel +++ RAMAEKERS et al., 1987; FONSECA et al., 1997
Schilddrisenkarzinom )
papillar +++ SCHRODER et al., 1996; FONSECA et al., 1997
follikular +/+++ SCHRODER et al., 1996; FONSECA et al., 1997
Mesothel +++ RAMAEKERS et al., 1987; MOLL, 1993
Mesotheliome
epithelial +++ RAMAEKERS et al., 1990; MOLL, 1993
biphasisch ++ RAMAEKERS et al., 1990; MOLL, 1993

RAMAEKERS et al., 1990; MOLL, 1993

= negative Reaktion; + =

schwache Reaktion; ++ = méaBige Reaktion; +++ = starke Reaktion

(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)
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Die normalen Epithelien des Magens, inklusive der Corpus- und Antrumdrisen
exprimieren beim Menschen kein CK7 (RAMAEKERS et al., 1987; MOLL, 1993). In
anderen Untersuchungen (RAMAEKERS et al. 1990; VAN NIEKERK et al, 1991)
konnte im humanen Magenfoveolenepithel eine positive Reaktion mit CK7
beobachtet werden. Ebenso zeigt humanes physiologisches Epithel des Dinn- und
Dickdarms in den Studien von RAMAEKERS et al. (1987) und MOLL (1993) keine
CK7-Expression.

Karzinome des Magens kodnnen beim Menschen im Gegensatz zu den
Darmkarzinomen eine Neuexpression von CK7 zeigen (OSBORN et al., 1988; MOLL,
1993, WANG et al, 1995). In zehn immunhistologisch untersuchten Karzinomen des
Magens konnte in acht Fallen eine eindeutig negative Reaktion mit dem Antikdrper
gegen CK7 nachgewiesen werden; ein maBig bis schlecht und ein schlecht
differenziertes Magenkarzinom zeigten teilweise positiv gefarbte Zellen
(RAMAEKERS et al., 1990). Uber ein "Anschalten" der CK7-Neuexpression wurde
auch in regeneratorischem und entzindlich geschadigtem Magenepithel berichtet
(STOSIEK und KASPER, 1990). In 13 immunhistologisch untersuchten Karzinomen
des Darms konnte MOLL (1993) in nur einem Fall eine positive Anférbung von
einzelnen Zellen feststellen. Auch undifferenzierte Varianten des Darmkarzinoms
sowie von Darmkarzinomen ausgehenden Organmetastasen zeigten durchgangig
CK7-negative immunhistologische Farbungen (RAMAEKERS et al., 1990; Moll,
1993). Beim Hund konnten in immunhistologischen Untersuchungen zum Menschen
analoge Ergebnisse hinsichtlich der negativen Reaktion von CK7 mit Epithelien des
Magens und des Darms dargestellt werden (ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al.,
1999). Adenokarzinome des Darms (n=2) und des Magens (n=5) zeigten ein
negatives Reaktionsmuster mit CK7 (ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999).
In einer Studie zur immunhistologischen Charakterisierung von Tumormetastasen in
der Leber beim Hund, wies eine Lebermetastase eines Darmkarzinoms ebenfalls
eine negative Reaktion mit dem Antikérper CK7 auf (RAMOS-VARA et al., 2001).
Der Antikérper CK7 reagiert deutlich positiv mit Gallengangepithelien und den
duktalen Anteilen des Pankreas beim Menschen (RAMARKERS et al, 1987; MOLL,

1993). Die Expression von CK7 wird in den Adenokarzinomen der Gallengéange und
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der duktalen Anteile des Pankreas beibehalten (MOLL, 1993; WANG et al., 1995;
TOT, 1999). Beim Hund konnte in den immunhistologischen Untersuchungen von
ESPINOSA DE LOS MONTERQOS et al. (1999) und von RAMOS-VARA et al. (2001)
positive Reaktivitaten in physiologischem duktalen Pankreas- und Gallengangepithel

und benignen und malignen Tumoren der Gallengangen nachgewiesen werden; die

untersuchten Adenokarzinome des Pankreas waren CK7-negativ.

Tab. 9: Literaturliberblick Uber die Reaktivitdt des Antikdrpers gegen CK7 in
Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch verdndertem Gewebe des

Hundes
Gewebeart Reaktivitat |Literatur
Urothel +4++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Ubergangszellkarzinome ++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Plattenepithelien, epidermal - ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
apokrine Driisen +++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Talgdriisen - ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Mamma
alveolares Epithel ++ VOS et al., 1993a; WALTER und KLING, 1995;
ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
duktales Epithel +++ VOS et al., 1993a; WALTER und KLING, 1995;
ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Myoepithel - VOS et al., 1993a; WALTER und KLING, 1995;
ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Mammakarzinom ++/+++ VOS et al., 1993a; WALTER und KLING, 1995
einfache Karzinome +++/++ VOS et al., 1993a; WALTER und KLING, 1995
Magenschleimhaut - ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Magenkarzinom - ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Darmschleimhaut - ESPINOSA DE LOS MONTERQOS et al., 1999
Darmkarzinom - ESPINOSA DE LOS MONTERQOS et al., 1999
Gallengangepithel +++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Gallengangkarzinom +++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999;
RAMOS-VARA et al., 2001
Pankreas
duktale Epithelien +4++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
azinare Epithelien - ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Pankreaskarzinom ++4/+ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999;

respiratorische Epithelien
Alveolarepithel
Zylinderepithel
Basalzellen
Drisen
bronchioalveoléres
Karzinom

+++

RAMOS-VARA et al., 2001

ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999

Fortsetzung Tab. 9 auf Seite 45
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Fortsetzung Tab. 9

Gewebeart Reaktivitat |Literatur

Hund

Prostata +4++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Prostatakarzinom ++/+++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999;

SORENMO et al., 2003

Schilddriisenepithel + ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Mesothel +4++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Mesotheliome - ESPINOSA DE LOS MONTERQOS et al., 1999

- = negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ = maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion
(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)

Normales respiratorisches Zylinderepithel, Alveolarepithel und die gemischten
Driisen des respiratorischen Epithels zeigten beim Menschen eine konstante CK7-
Expression, Basalzellen sowie Reservezellen reagierten hingegen CK7-negativ
(BROERS et al, 1988; MOLL, 1993). Die CK7-Expression bleibt bei
Adenokarzinomen des respiratorischen Zylinderepithels konserviert (RAMAEKERS et
al., 1990; SCARPATETTI et al., 2002). Bei einer Plattenepithelmetaplasie oder bei
einer plattenepithelialen Differenzierung von Lungenkarzinomen nimmt die CK7-
Expression ab oder ist vollstandig verschwunden (MOLL, 1993; WANG et al., 1995).
Beim Hund konnte eine analoge CK7-Expression in den respiratorischen Epithelien
nachgewiesen werden, wahrend in caninen bronchioalveolaren Karzinomen eine
immunhistologische Anfarbung in keinem von sechs untersuchten Fallen
nachweisbar war (ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999).

Die positive Reaktivitdt von CK7 im physiologischen humanen Prostatagewebe ist
auf die duktalen Anteile begrenzt. Die luminalen Zellen und die Basalzellen der Acini
zeigten keine Anfarbung mit dem Antikérper gegen CK7 (RAMAEKERS et al., 1987).
Bei der Untersuchung der neoplastischen Veranderungen der Prostata beim
Menschen zeigten sich mit CK7 zum einen nur sporadisch einige positive Zellen
(RAMAEKERS et al.,, 1990; WANG et al., 1995) oder fokale Reaktionsmuster
(WERNERT et al., 1987).

Beim Hund sind nur wenige Daten zur Anfarbbarkeit der Prostata mit CK7 bekannt.
In der immunhistologischen Studie von ESPINOSA DE LOS MONTEROS (1999)
konnten die duktalen Anteile mit CK7 markiert werden. In Adenokarzinomen der

Prostata des Hundes ist die Expression von CK7 recht heterogen. In 4 untersuchten
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Fallen zeigten zwei Adenokarzinome eine Anfarbung mit CK7 (ESPINOSA DE LOS
MONTERQOS et al., 1999). In der kiirzlich erschienen Studie von SORENMO et al.
(2003) konnten von 58 caninen Prostatakarzinomen 46 immunhistologisch mit CK7
angefarbt werden. Das Ursprungsgewebe von Prostatakarzinomen beim Menschen
ist in erster Linie das azindre Epithel, welches mit dem Antikérper gegen CK7 nicht
erfasst wird (HANKS et al, 1993). Beim Hund ist vorrangig das duktale
Prostataepithel wie auch das prostatische Urothel das Ursprungsgewebe des
Prostatakarzinoms und damit kann CK7 als wertvoller Marker beim caninen
Prostatakarzinom eingesetzt werden (SORENMO et al., 2003; MAC LACHLAN und
KENNEDY, 2002).

Die immunhistologische Darstellung des menschlichen Schilddriisenepithels mit
dem Antikérper gegen CK7 zeigte eine deutliche Anfarbbarkeit (RAMAEKERS et al.,
1987; FONSECA et al, 1997). Ebenso konnten papillare sowie follikulare
Schilddriisenkarzinome eindeutig mit dem Antikérper gegen CK7 markiert werden
(FONSECA et al., 1997). SCHRODER et al. (1996) verwiesen jedoch darauf, dass
die CK7-Expression vorwiegend in papillaren Schilddrisenkarzinomen anzutreffen
sei und damit die immunhistologische Anwendung von CK7 einen besonderen
diagnostischen Wert bezlglich der Abgrenzung von papillaren
Schilddriisenkarzinomen zu  follikularen, medullaren und anaplastischen
Schilddriisenkarzinomen besitzt. Beim Hund zeigte in der immunhistologischen
Studie von ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al. (1999) normales
Schilddriisengewebe eine schwache Anfarbung und das Karzinom der Schilddrtse,
welches hinsichtlich seiner Klassifikation nicht naher beschrieben wurde, zeigte eine
negative Reaktion mit dem Antikérper gegen CK7.

VOS et al. (1992) konnten in histologischen Praparaten der hepatoiden Driisen des
Hundes negative Reaktivitdten mit dem Antikérper gegen CK7 in den Reservezellen
als auch in den ausdifferenzierten Zellen darstellen. Wie bei dem unveranderten
Gewebe zeigten die Adenome eine CK7-negative Reaktion (VOS et al., 1993d).

Das normale humane Mesothel zeigte eine deutliche konstante Expression von CK7
(RAMAEKERS et al.,, 1987; MOLL, 1993). Bei den malignen Entartungen des

Mesothels konnte in den epithelialen Mesotheliomen und den epithelialen Anteilen
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der biphasischen Mesotheliome eine variable und in der sarkomatoiden Variante eine
nur vereinzelte CK7-Expression festgestellt werden (MOLL, 1993). Ahnliche
Ergebnisse erhielten RAMAEKERS et al. (1990) bei der Untersuchung von
insgesamt 21 Mesotheliomen, welche nicht weiter klassifiziert worden sind. Das
immunhistologische Reaktionsmuster der malignen Mesotheliome mit CK7 zeigte
zumeist positive Reaktionen, welche in einzelnen Fallen negative Areale aufwiesen.
Nach der immunhistologischen Untersuchung von normalem caninen Mesothel
wurde eine starke Anfarbung mit dem Antikérper gegen CK7 festgestellt (ESPINOSA
DE LOS MONTEROQOS et al., 1999). Die in der gleichen Studie immunhistologisch
bearbeiteten zwei malignen Mesotheliome waren jedoch CK7-negativ.
Immunzytologisch konnten mittels CK7 in Kérperhdhlenerglissen von Menschen,
welche an einem ovariellen Karzinom oder einem Ubergangszellkarzinom erkrankt
waren, CK7-negative Mesothelzellen von exfoliierten CK7-positiven Karzinomzellen
differenziert werden (BAARS et al., 1994).

2.3.2.4 Antikorper gegen Zytokeratin 20

Von den von MOLL klassifizierten 20 Zytokeratinen (1 — 20) ist somit das Zytokeratin
20 (CK20) das letzte identifizierte Zytokeratin (MOLL et al., 1992). In der zitierten
Arbeit zeigte CK20 beim Menschen deutliche Reaktivitdten mit physiologischen
epithelialen Zellen des Gastrointestinaltraktes (Tab. 10). Im Magen konnten
immunhistologisch die foveolaren Epithelien des Korpus und des Pylorus zu 80 %
stark positiv gefarbt werden. Die drisigen Anteile des Korpus und des Pylorus
hingegen waren CKZ20-negativ. Im gesamten Dunndarm zeigten die epithelialen
Zellen der Villi eine uniforme Anfarbung von Uber 80 % der Zellen und die
epithelialen Zellen der Krypten eine heterogene Anfarbung von 10 — 80 % der Zellen
mit dem Antikdrper gegen CK20. Im Dickdarm konnte immunhistologisch eine
uniforme Anfarbung von Uber 80 % des oberflachlichen Epithels festgestellt werden,
wahrend die Schleimhautkrypten eine heterogene Anfarbung von 10 — 80 % der
Zellen mit CK20 aufwies.
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Tab. 10: Literaturlberblick Uber die Reaktivitat des Antikérpers gegen CK20 in
Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch verdndertem Gewebe des

Menschen

Gewebeart Reaktivitat |Literatur
Magen +++ MOLL et al., 1992
Magenkarzinom ++ MOLL et al., 1992; TOT, 1999
Dinndarm +++ MOLL et al., 1992
Dickdarm +++ MOLL et al., 1992
Dickdarmkarzinom +++ MOLL et al., 1992; TOT, 1999; RULLIER et al., 2000
Hepatozyten - MOLL et al., 1992
Gallengangepithel - MOLL et al., 1992
Gallengangkarzinom + MOLL et al., 1992; TOT, 1999; RULLIER et al., 2000
Pankreas, epitheliale Anteile - MOLL et al., 1992
Pankreaskarzinom (+) MOLL et al., 1992
Plattenepithel - MOLL et al., 1992
Plattenepithelkarzinom - MOLL et al., 1992; WANG et al., 1995
Mamma - MOLL et al., 1992
Mammakarzinom - MOLL et al., 1992; WANG et al., 1995
respiratorische Epithelien

Bronchus - MOLL et al., 1992

Alveolen - MOLL et al., 1992
Lungenkarzinom - MOLL et al., 1992; WANG et al., 1995
Niere, epitheliale Anteile - MOLL et al., 1992
Urothel, oberflachl. Schichten ++ MOLL et al., 1992
Ubergangszellkarzinom +++ MOLL et al., 1992; WANG et al., 1995
Prostata ++ MOLL et al., 1992
Prostatakarzinom + MOLL et al., 1992
Endometrium - MOLL et al., 1992
Endometriumkarzinom - MOLL et al., 1992; WANG et al., 1995
Ovarialkarzinom, muzinds +++ MOLL et al., 1992
Endokrine Drlisen - MOLL et al., 1992
Merkelzellen +++ MOLL et al., 1992
Merkelzelltumor +++ MOLL et al., 1992
Geschmacksknospen,

epitheliale Anteile +++ MOLL et al., 1992
mesenchymale Gewebe - MOLL et al., 1992
mesenchymale Tumoren - MOLL et al., 1992
Mesothel - MOLL et al., 1992
Mesotheliome - MOLL et al., 1992

- = negative Reaktion; + =

schwache Reaktion; ++ =

(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)

maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion

Der Antikérper gegen CK20 zeigte in der Arbeit von ESPINOSA DE LOS
MONTEROS et al. (1999) in verschiedenen Geweben des Hundes &hnliche
(MOLL et 1992).
immunhistologische Ergebnisse konnten beim Hund in den Epithelien des Magens

Reaktivitdten wie beim Menschen al., Deutlich positive
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und des gesamten Darms mit CK20 festgestellt werden (Tab. 11). In der Leber
waren die Hepatozyten als auch die Epithelien der Gallengange beim Menschen
CK20-negativ  (MOLL et al., 1992), wahrend beim Hund mittelgradig intensive
Reaktionen in den Gallengangepithelien mit CK20 festzustellen waren (ESPINOSA
DE LOS MONTEROS et al., 1999). In den epithelialen Anteilen des humanen und
caninen Pankreas konnte immunhistologisch keine CK20-positive Reaktivitat
nachgewiesen werden (MOLL et al., 1992; ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al.,
1999).

Tab. 11: Literaturlberblick Uber die Reaktivitdt des Antikdrpers gegen CK20 in
Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch verandertem Gewebe des
Hundes

Gewebeart Reaktivitat | Literatur

Magen +4++ \

Magenkarzinom ++

Dinndarm F+

Dickdarm +++

Darmkarzinom ++

Gallengangepithel +

Gallengangkarzinom , - > ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Pankreas, epitheliale Anteile -

Pankreaskarzinom -
Mamma, duktale Anteile ++
Mammakarzinom -
bronchioalveolares Karzinom -

Niere, Sammelrohre ++
Urothel, oberflachl. Schichten ++ Y,
Ubergangszellkarzinom +++/++ ESPINOSA DE LOS MONTEROS et a., 1999;
RAMOS-VARA et al., 2003
Prostata + N
Prostatakarzinom +
Endometrium ++
Ovarialkarzinom ++
apokrine Drlsen +
ekkrine Drisen * } ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al., 1999
Merkelzellen +++
Geschmacksknospen,
epitheliale Anteile +++
mesenchymale Gewebe -
Mesothel -
Mesotheliome - J

- = negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ = maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion
(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)
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In der Arbeit von MOLL et al. (1992) wurde die Spezifitat des Antikérpers gegen
CK20 in histologischen Praparaten einer Vielzahl von verschiedenen physiologischen
Epithelien (Haut, Mamma, Bronchus, Lungenalveolen, Cornea,
Mundhéhlenschleimhaut, Niere, Urothel, Prostata, Uterus und endokrine Drlsen)
Uberprift. Die meisten dieser Epithelien zeigten eine CK20-negative Reaktivitat.
Ausnahmen waren die Merkelzellen und die epithelialen Anteile der
Geschmacksknospen, welche beide eine starke uniforme Anfarbung mit dem
Antikdrper gegen CK20 aufwiesen (MOLL et. al, 1992). Ebenso konnte in caninen
Merkelzellen und in den epithelialen Anteilen der Geschmacksknospen deutlich
positive Reaktivitdten mit CK20 festgestellt werden (ESPINOSA DE LOS
MONTEROQOS et al., 1999).

Eine maBige, heterogene Anfarbung mit CK20 konnte in den oberflachlichen Zellen
(Umbrellazellen) des humanen Ubergangsepithels festgestellt werden (MOLL, et
al., 1992). Die Zellen aus den mittleren Schichten des Urothels zeigten eine nur
schwache die Basalzellen keine Anféarbbarkeit mit CK20 (MOLL et al., 1992). Beim
Hund zeigte die immunhistologische Farbung des Urothels deutliche Reaktionen mit
dem Antikérper gegen CK20 nur in den Umbrellazellen mit (ESPINOSA DE LOS
MONTEROS et al., 1999). Eine schwache heterogene immunhistologische Reaktion
war ebenfalls in Epithelien der Prostata beim Menschen zur erkennen (MOLL et al.,
1992). Analog zu diesem Ergebnis konnten ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al.
(1999) beim Hund eine schwache Anfarbung im Prostataepithel mit CK20
nachweisen.

Beim Hund zeigten sich maBige immunhistologische Reaktionen in den
endometrialen Epithelien, Epithelien der Sammelrohre und in den duktalen Anteilen
der Mamma sowie schwache Anfarbbarkeiten in Epithelien der apokrinen und
ekkrinen Drisen (ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al, 1999). Diverse
mesenchymale Gewebe (Bindegewebe, lymphatisches Gewebe, glatte und
quergestreifte Muskulatur, nervales Gewebe, Endothel) als auch Mesothel des
Menschen und des Hundes wiesen alle eine negative immunhistologische Anférbung
mit dem Antikérper gegen CK20 auf (MOLL et al., 1992; ESPINOSA DE LOS
MONTEROQOS et al., 1999).
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Die Uberpriifung der immunhistologischen Reaktivitdit von CK20 in neoplastisch
verandertem humanem Gewebe (zumeist handelte es sich um Karzinome) wurde in
der Studie von MOLL et al. (1992) an 711 Fallen durchgefihrt. Diese Fallzahl
umfasst Primartumoren sowie Metastasen. Fir die verschiedenen Karzinomtypen
konnten entscheidende systematische Unterschiede hinsichtlich ihrer CK20-
Expression festgestellt werden. Die meisten deutlich CK20-positiven Primartumoren
stammen von Epithelien, welche ebenfalls deutlich CK20-positiv sind. Die Expression
von CK20 war in beiden — Primartumoren und Metastasen — gleich ausgepragt far
den jeweiligen Karzinomtyp.

Die konstanteste und deutlichste immunhistologische Anfarbung mit CK20 konnte in
den Kolonkarzinomen und deren Metastasen beim Menschen dargestellt werden.
Dabei war das Reaktionsmuster von CK20 weitgehend unabhangig vom
Differenzierungsgrad der Kolonkarzinome (MOLL et al., 1992). Die deutliche
Anfarbbarkeit von Kolonkarzinomen zeigte auch die Arbeitsgruppe um RULLIER et
al. (2000), die 31 Kolonkarzinome mit CK20 immunhistologisch untersucht haben. 24
dieser Kolonkarzinome zeigten eine positive Reaktion von Uber 50 % der
Tumorzellen, in sechs Kolonkarzinomen konnten 10 — 50 % der Tumorzellen mit
CK20 gefarbt werden und bei nur einem Kolonkarzinom wurde der prozentuale Anteil
der positiv geférbten Zellen mit unter 10 % angegeben.

Mit etwas geringerer Konstanz konnten auch die meisten Adenokarzinome der
Magenschleimhaut und deren Metastasen mit CK20 immunhistologisch angefarbt
werden (MOLL et al., 1992; TOT, 1999). In der Studie von ESPINOSA DE LOS
MONTEROS et al. (1999) zeigten ein von zwei caninen Adenokarzinomen des
Magens sowie finf von neun caninen Adenokarzinomen des Darms eine positive
Reaktion mit CK20. Die histopathologischen Differrenzierungsgrade der jeweiligen
Tumoren wurden in dieser Studie nicht aufgefuhrt.

Beim Menschen lieBen die Mehrheit der Adenokarzinome der Gallenblase und der
Gallengange und die davon ausgegangenen Metastasen eine heterogene
Anfarbbarkeit mit dem Antikdrper gegen CK20 unabhangig von ihrem
Differenzierungsgrad erkennen (MOLL et al.,, 1992; TOT, 1999; RULLIER et al.,
2000). Bei den duktalen Anteilen der Pankreaskarzinome und deren Metastasen
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wiesen mehr als die Halfte der untersuchten Falle, inklusive einiger gut differenzierter
Varianten, eine negative Reaktion mit CK20 oder nur sehr vereinzelt CK20-positive
Zellen auf (MOLL et al.,, 1992). Alle in der Arbeit von ESPINOSA DE LOS
MONTEROS et al. (1999) untersuchten Cholangiokarzinome (n=4) und
Pankreaskarzinome (n=4) des Hundes waren CK20-negativ.

Die meisten der immunhistologisch untersuchten Adenokarzinome der Lunge, der
Mamma, des Endometriums, hepatozellulare Karzinome und
Plattenepithelkarzinome sowie deren Metastasen wiesen beim Menschen ein CK20-
negatives Reaktionsmuster auf (MOLL et al., 1992; WANG et al., 1995). Wie beim
Menschen konnte in den bronchioalveoldaren Karzinomen und in den
Mammakarzinomen eine CK20-negative Reaktion beim Hund festgestellt werden
(ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al.,, 1999). Beim Menschen zeigten die
Karzinome des Ubergangsepithels und deren Metastasen zumeist eine deutliche
Farbung mit CK20 (MOLL et al., 1992; WANG et al., 1995). Die Reaktivitat von CK20
in Ubergangsepithelkarzinomen nahm mit plattenepithelialer Differenzierung ab
(MOLL et al., 1992). Beim Hund konnten ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al.
(1999) in den sechs immunhistologischen untersuchten Ubergangszellkarzinomen
nur in einem Fall eine CK20-positive Farbung feststellen. Im Gegensatz dazu zeigten
RAMOS-VARA et al. (2003) immunhistologisch positive Reaktivitaten mit CK20 in 37
von 54 untersuchten caninen Ubergangszellkarzinomen. Entsprechend den
Ergebnissen beim Menschen konnte in einem Plattenepithelkarzinom der Harnblase
keine CK20-positive Reaktion festgestellt werden (RAMOS-VARA et al., 2003). In
den Ovarialkarzinomen zeigten drei von vier Fallen eine Anfarbbarkeit, wobei jedoch
keine genauere Angabe Uber den Tumortyp gemacht wurde (ESPINOSA DE LOS
MONTEROS et al., 1999).

Beim Menschen zeigten Tumoren, welche von den Merkelzellen stammen, ebenfalls
deutlich positiv Reaktivitaten mit dem Antikdrper gegen CK20 (MOLL et al., 1992).
Muzin6se Ovarialtumoren und deren Metastasen waren beim Menschen
immunhistologisch konstant positiv mit CK20 (MOLL et al., 1992). In dieser
Tumorgruppe beeinflusste der Grad der Dignitdt die immunhistologische
Anfarbbarkeit mit CK20 nicht. In der immunhistologischen Untersuchung von
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ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al. (1999) konnte in drei von vier untersuchten
Ovarialkarzinomen des Hundes eine positive Reaktion mit dem Antikdrper gegen
CK20 nachgewiesen werden. Allerdings wurden keine naheren Angaben zu der
histologischen Klassifizierung dieser Ovarialkarzinome gegeben. Alle von MOLL et
al. (1992) untersuchten mesenchymalen Tumoren wiesen konstant eine CK20-
negative Reaktion auf.

Ebenso konnte keine CK20-Expression in den malignen Mesotheliomen, inklusive
des epithelialen, adenokarzinomé&hnlichen Typs festgestellt werden (MOLL et al.,
1992). Beim Hund zeigten zwei immunhistologisch mit CK20 gefarbte maligne
Mesotheliome analog zum Menschen eine negative Reaktion (ESPINOSA DE LOS
MONTEROQOS et al., 1999).

Die Reaktivitdt von CK20 in Prostatakarzinomen des Menschen zeigte in fiinf von
sechs untersuchten Féllen eine positive Reaktion von unter 5 % der Zellen auf. In
einem Fall konnten bis zu 20 % der spezifischen Zellen mit CK20 markiert werden
(MOLL et al, 1992). Von vier immunhistologisch aufgearbeiteten caninen
Prostatakarzinomen wies ein Fall eine positive Reaktion mit CK20 auf (ESPINOSA
DE LOS MONTEROS et al., 1999).

2.3.2.5 Antikorper gegen Zytokeratin 14

Zytokeratin 14 (CK14) ist ein Protein von 50 kDa, welches als plattenepitheltypisches
Basiszytokeratin exprimiert wird (MOLL, 1993). Beim Menschen wird es demzufolge
in allen mehrschichtigen Plattenepithelien und hier insbesondere in den
Basalschichten exprimiert, was durch biochemische Untersuchungen nach
Zellfraktionierung nachgewiesen werden konnte (FUCHS und GREEN, 1980;
SKERROW und SKERROW, 1983) (Tab. 12). Ebenso konnte in Basal- und
myoepithelialen Zellen von mehrreihigen Epithelien und Drisenepithelien eine
deutliche CK14-Expression beim Menschen beobachtet werden, was auf eine
plattenepitheliale Anlage der mehrreihigen Epithelien schlieBen l&asst (MOLL, 1993).
Diese plattenepitheliale Anlage der mehrreihigen Epithelien kann auch das
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Vermobgen dieser Epithelien zur Plattenepithelmetaplasie erklaren, wo auch in den
basalen Schichten eine deutlich CK14-Expression festzustellen war (MOLL, 1988b).

Tab. 12: Literaturtberblick tGber die Reaktivitdt des Antikérpers gegen Zytokeratin
14 (CK14) in Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch verandertem
Gewebe des Menschen

Gewebeart Reaktivitat | Literatur

Plattenepithelien +++ FUCHS und GREEN, 1980; SKERROW und SKERROW,
1983

Basalzellen +++ FUCHS und GREEN, 1980; SKERROW und SKERROW,

1983

Plattenepithelkarzinome +++ NELSON et al., 1984; IVANYI et al., 1990; WETZELS et
al., 1991; CHU et al., 2001

Basalzellkarzinome +++ MARKEY et al., 1992

Mehrreihige Epithelien,
Driusenepithelien

Basalzellen +++ MOLL, 1988b; MOLL, 1993
Adenokarzinome - CHU et al., 2001
Ubergangszellkarzinome - HARNDEN und SOUTHGATE, 1997

mit plattenepithelialer +++ HARNDEN und SOUTHGATE, 1997

Differenzierung

- = negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ = maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion
(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)

Plattenepithelkarzinome jeglicher Herkunft weisen beim Menschen eine deutliche
CK14-Expression auf, die auch in sehr schlecht differenzierten Féllen erhalten bleibt
(NELSON et al., 1984; IVANYI et al., 1990; WETZELS et al., 1991; CHU et al., 2001).
Das Reaktionsmuster des Antikérpers gegen CK14 beschreibt u. a. die Studie von
CHU et al. (2001), in der insgesamt 435 verschiedene epitheliale Neoplasien des
Menschen immunhistologisch bearbeitet wurden. In den meisten Fallen konnte in
allen Plattenepithelkarzinomen, unabhingig von ihrer Herkunft (Osophagus,
Kopf/Nacken, Lunge, Zervix) und ihres Differenzierungsgrades eine deutlich CK74-
positive  Reaktion  festgestellt  werden.  Unter  Berlcksichtigung  der
Differenzierungsgrade konnten 89 % der gut, 94 % der maBig und 87 % der schlecht
differenzierten Plattenepithelkarzinome (n=74) mittels des Antikérpers gegen CK14
immunhistologisch gefarbt werden (CHU et al., 2001). Die hohe Anzahl der CK14-

positiven, aber schlecht bzw. maBig differenzierten Plattenepithelkarzinome wird von
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CHU et al. (2001) mit der Ahnlichkeit dieser Karzinomzellen zu den unreifen
Basalzellen gesehen.

Basierend auf insgesamt 217 Adenokarzinomen verschiedener Herkunft des
Menschen wurde die positive Reaktivitdt von CK74 in der Arbeit von CHU et al.
(2001) mit insgesamt 4 % (n=9) angegeben, wobei zu erwahnen ist, dass alle CK14-
positiven  Adenokarzinome eine plattenepitheliale  Differenzierungsneigung
aufwiesen. Hiermit konform wird in Karzinomen des Urothels beim Menschen CK14
als Marker fir eine plattenepitheliale Differenzierung eingesetzt (HARNDEN und
SOUTHGATE, 1997). Alle von HARNDEN und SOUTHGATE (1997) untersuchten
Plattenepithelkarzinome der Harnblase zeigten ein CK74-positives Reaktionsmuster.
Bei den reinen Ubergangszellkarzinomen konnten mehrheitlich negative
Reaktionen mit dem Antikérper gegen CK14 beobachtet werden und die
Ubergangszellkarzinome mit plattenepithelialer Differenzierung wiesen fokale
positive Anfarbungen mit CK714 auf. Des Weiteren erweist sich CK714 als sehr
spezifischer Marker flr Basalzellkarzinome des Menschen (MARKEY et al., 1992).
In der immunhistologischen Studie von MARKEY et al. (1992) konnten alle 15
untersuchten Basalzellkarzinome mit CK14 sicher erkannt werden.

FOr den Hund gibt es nur wenige Informationen zur Reaktivitdt von CK74. In der
caninen normalen Epidermis konnte in immunhistologischen Arbeiten in den
Basalzellschichten und in den auBeren Schichten der Haarwurzelscheide sowie in
den Basalzellschichten der Talgdrisen eine CK14-positive Reaktion nachgewiesen
werden (WALTER, 2000; WALTER, 2001) (Tab. 13). Bei den caninen neoplastischen
epidermalen Geweben konnten die meisten Epitheliome, Basalzelltumoren,
Adenome und Karzinome der Talgdrisen mit dem Antikbrper gegen CK14
immunhistologisch gefarbt werden. Mit dem spezifischen Antikérper gegen CK14
konnte WALTER (2000) keine positiven Reaktivitaten in den unveranderten
hepatoiden Driisen des Hundes nachweisen. Im Gegensatz dazu konnten VOS et
al. (1992) in histologischen Praparaten deutlich positive Reaktivitdten mit dem
Antikdrper gegen CK14 in den Reservezellen als auch in den ausdifferenzierten
Zellen der hepatoiden Drisen des Hundes darstellen. Einheitliche Ergebnisse

wurden in beiden Studien im Hinblick auf die Adenome der hepatoiden Driisen

56



Literaturubersicht

erzielt, die sich immunhistologisch mit dem Antikérper gegen CK14 farben lieBen
(VOS et al., 1993d; WALTER, 2000).

Eine negative Reaktion mit CK74 wurde bei den Adenomen und Karzinomen der
apokrinen Drisen des Hundes festgestellt (WALTER, 2000). Unverandertes
canines Prostatagewebe zeigte immunhistologisch weder in den luminalen Zellen
noch in den Basalzellen eine Reaktion mit CK714 (GRIECO et al., 2003). In den
Karzinomen der caninen Prostata konnten mit dem Antikdérper gegen CK14
Plattenepithelkarzinome oder Adenokarzinome mit plattenepithelialer Differenzierung
eindeutig immunhistologisch nachgewiesen werden, wahrend die reinen
Adenokarzinome der Prostata ein negatives Reaktionsmuster mit CK74 aufwiesen
(GRIECO et al., 2003).

Tab. 13: Literaturtberblick tGber die Reaktivitdt des Antikbrpers gegen Zytokeratin
14 (CK14) in Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch verandertem
Gewebe des Hundes

Gewebeart Reaktivitat Literatur
Plattenepithelien, epidermal +++ )
Basalzellen +++
Plattenepithelkarzinome +++
Basalzellkarzinome
Adonor/Karzinom A > WALTER, 2000; WALTER, 2001
Talgdrisen +++
perianale Drisen +++
apokrine Drisen +++
Prostata <

luminale Zellen -
basale Zellen -
Prostatakarzinom _ > GRIECO et al., 2003
mit plattenepithelialer +++
Differenzierung y,
Mamma
basale Zellen ++
luminale Zellen - VOS et al., 1993a
myoepitheliale Zellen ++
Mammaadenom/-karzinom
unreife Zellen ++ VOS et al., 1993b+c
reife Zellen - VOS et al., 1993b+c
- = negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ = maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion
(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)
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Die immunhistologischen Untersuchungen von normalem caninen Mammagewebe
mit CK14 lieBen eine positive Anfarbung in den Basalzellschichten und in den
myoepithelialen Zellen erkennen; die luminalen Zellen waren konstant CK14-negativ
(VOS et al.,, 1993a). Die Uberpriifung der Reaktivitit von CK74 in neoplastisch
verandertem caninen Mammagewebe zeigte in den verschiedenen benignen
Varianten deutliche Anféarbbarkeiten in den anatomisch &uBeren bzw. unreifen
epithelialen Schichten (VOS et al., 1993b). In den diversen malignen Varianten der
caninen Mammatumoren konnten insbesondere in den rein epithelialen Zellen der
einfachen und komplexen Adenokarzinomen starke Anfarbungen mit CK14
festgestellt werden, wahrend in den soliden Mammakarzinomen eine heterogene
Anfarbbarkeit nachzuweisen war (VOS et al., 1993c).

2.3.2.6 Antikorper gegen die Zytokeratine 8 und 18

Das Zytokeratin 8 (CK8) (52,5 kDa) und das Zytokeratin 18 (CK18) (45 kDa) gehdren
beim Menschen zu den zylinderepitheltypischen Zytokeratinen (MOLL, 1993). Sie
werden beim Menschen in parenchymatésen Epithelien (Hepatozyten,
Pankreasazinuszellen), gastrointestinalen Epithelien (Magen und Darm) sowie in
duktalen Epithelien (Gallengangepithel, = Pankreasgangepithel,  duktales
Mammaepithel und Prostataepithel), Urothel und in normalen Zylinderepithelien der

Lunge exprimiert (Tab. 14).

Tab. 14: Literaturlberblick Uber die Reaktivitat des Antikérpers gegen Zytokeratin 8
(CK8) und 18 (CK18) in Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch
verandertem Gewebe des Menschen

Gewebeart Reaktivitat Literatur
parenchymatése Epithelien +++

Zylinderepithelien +++

duktale Epithelien +4++ } MOLL, 1993
Urothel Tt

Lungenkarzinome +++ BROERS et al., 1988

- = negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ = maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion
(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)
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Im unverédnderten Lungengewebe des Menschen zeigten CK8 und CK18 positive
Reaktionen mit dem Alvolarepithel und wiesen auch in den diversen
Adenokarzinomen unabhangig von ihrem Differenzierungsgrad deutliche
Anfarbungen auf (MOLL, 1993). In Lungenkarzinomen mit plattenepithelialer
Differenzierung des Menschen war die Anfarbung nur fokal nachweisbar, jedoch mit
zunehmender Entdifferenzierung dieser Karzinome konnte eine haufigere und
deutlichere homogene Anfarbung der Zellen mit CK8 und CK18 ermittelt werden
(BROERS et al., 1988).

Beim Hund konnten in unverdndertem Mammagewebe mit CK8 und CK18 die
luminalen Zellen deutlich positiv gefarbt werden, wahrend die Myoepithelien konstant
negative Reaktionen aufwiesen (VOS et al.,, 1993a) (Tab. 15). In den benignen
Mammatumoren des Hundes konnten mit CK8 und CK718 insbesondere die
ausgereifteren epithelialen Zellen deutlich angefarbt werden, wobei die Farbintensitat
mit CK8 durchgéngig starker war als mit CK718 (VOS et al., 1993b). In den malignen
Varianten der caninen Mammatumoren konnten neben den epithelialen Tumorzellen
immunhistologisch auch spindelzellige Anteile deutlich mit CK8 gefarbt werden. Die
Farbung der malignen Mammatumoren mit CK18 verlief in den meisten Fallen
negativ (VOS et al, 1993c). In caninen Plattenepithelien reagierten beide
Antikérper mit allen Schichten konstant negativ (WALTER, 2000). Eine deutliche
immunhistologische Reaktivitdt von CK8/18 in der caninen Prostata konnte in den
luminalen Epithelien der Alveolen und der Gange nachgewiesen werden, in beiden
Kompartimenten zeigten die Basalzellen eine negative Reaktion (GRIECO et al.,
2003). Diese Ergebnisse beim Hund weisen darauf hin, dass auch beim Hund die
Antikorper gegen CK8 und CK18 ein zylinderepitheltypisches Reaktionsmuster

aufweisen.
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Tab. 15: Literaturlberblick Gber die Reaktivitat des Antikdrpers gegen Zytokeratin 8
(CK8) und 18 (CK18) in Paraffin-eingebettetem, normalem und neoplastisch
verandertem Gewebe des Hundes

Gewebeart Reaktivitat Literatur
Mamma
luminal +++ VOS et al., 1993a
myoepithelial - VOS et al., 1993a
Mammatumoren, benigne
CK8 +++ VOS et al., 1993b
CK18 ++ VOS et al., 1993b
Mammatumoren, maligne
CK8 +++ VOS et al., 1993¢c
CK18 - VOS et al., 1993c
Plattenepithelien - WALTER, 2000
Prostata
luminale Zellen +++ GRIECO et al., 2003
basale Zellen - GRIECO et al., 2003

- = negative Reaktion; + = schwache Reaktion; ++ = maBige Reaktion; +++ = starke Reaktion
(Ergebnisse der einzelnen Studien zum Vergleich z. T. transformiert)

2.3.2.7 Antikorper gegen Vimentin

Vimentin ist ein einzelnes Peptid mit einem Molekulargewicht von 58 kDa (FRANKE,
1978a). Mesenchymale Zellen wie Fibroblasten, Fibrozyten, Endothelzellen,
hamatopoetische Zellen, Zellen melanozytarer und lymphatischer Herkunft, etc.
exprimieren konstant Vimentin (DU BOULAY, 1985, MOLL, 1991a; BANERJEE und
HARRIS, 2000). In einer groBen Anzahl von immunhistologischen Studien erwies
sich Vimentin beim Menschen und bei verschiedenen Vertebraten in physiologischen
und neoplastisch verdnderten mesenchymalen Geweben als zuverlassiger Marker
(FRANKE et al., 1979; ALTMANNSBERGER et al. 1981; MIETTINEN et al., 1982;
GOWN und VOGEL, 1985). In einer umfangreichen immunhistologischen Arbeit von
GOWN und VOGEL (1985) konnte in diversen neoplastisch veranderten
mesenchymalen Geweben immunhistologisch die konstante Expression von
Vimentin dargestellt werden. Ebenso konnten beim Menschen in zytologischen

Praparaten Tumorzellen mesenchymaler Herkunft mit Vimentin erkannt werden
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(RAMAEKERS et al., 1983; ALTMANNSBERGER et al., 1984; DROESE et al.,
1984).

In Tumoren mesenchymaler Herkunft des Hundes wurde ebenfalls eine konstante
Vimentinexpression beobachtet (MOORE et al., 1989; RABANAL et al., 1989;
DESNOYERS et al., 1990; KOENIG et al., 2001). In der Studie von SPANGLER et
al. (1994) zeigten auch Metastasen mesenchymaler caniner Tumoren (n=58)
unabhangig von ihrem Differenzierungsgrad eine deutliche immunhistologische
Reaktion mit dem Antikdrper gegen Vimentin.

In den meisten der epithelialen Tumoren des Menschen zeigte sich
immunhistologisch  keine Vimentinexpression (GOWN und VOGEL, 1985).
Ausnahmen bildeten hier  endometriale adenosquamdse Karzinome,
Adenokarzinome der Schilddriise und des Hodens und adenoide zystische
Karzinome der Speicheldrise mit immunhistologisch schwachen Farbreaktionen
sowie Nierenzellkarzinome und pleomorphe Adenome der Speicheldriise mit
maBiger Farbintensitét fir Vimentin (GOWN und VOGEL, 1985). In einer Folgearbeit
(AZUMI und BATTIFORA, 1987) konnte beim Menschen eine Vimentinexpression in
einer dhnlichen Auswahl an malignen epithelialen Tumoren festgestellt werden.
Diese Ergebnisse lieBen darauf schlieBen, dass es in weit mehr epithelialen
Neoplasien beim Menschen zu einer Vimentinkoexpression kommt, als zunachst
angenommen wurde. Diese wichtige Feststellung lieB weitere Untersuchungen
folgen, deren Ergebnisse von MOLL (1993) zusammengefasst worden sind: neben
der zu erwartenden Keratinexpression konnte in humanen epithelialen
Normalgeweben (proximales  Tubulusepithel, Mesothel, Prostatadrisen,
Schilddriisenfollikel, respiratorisches Epithel, etc.) sowie in neoplastisch veranderten
epithelialen  Geweben (Nierenzellkarzinom, Mesotheliome, Ovarialkarzinom,
Prostatakarzinom, Schilddriisenkarzinom, Lungenkarzinom, Plattenepithelkarzinom,
Mammakarzinom etc.) eine Koexpression von Vimentin nachgewiesen werden. Auf
zellularer Ebene handelt es sich um eine echte Koexpression, d.h. Vimentin und
Keratin bilden getrennte zytoplasmatische Filamentsysteme, was zuerst in
Zellkulturen beobachtet wurde (FRANKE et al., 1978a; 1982).
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Als mdgliche Ursache fir dieses Phanomen wird die Auflockerung oder ganzliche
Aufhebung der epithelialen Zellverbande, wie das in der Zellkultur allgemein
(FRANKE et al., 1982) oder auch bei exfolierten Karzinomzellen in
Kérperhdhlenergissen (RAMAEKERS et al., 1983) der Fall ist, genannt. Als weitere
stimulierende Faktoren fir die Vimentinexpression in epithelialen Zellen wird die
Proliferationsrate und die Differenzierunggsreduktion diskutiert (GROENE et al.,
1987; MOLL et al., 1991b; WARD et al., 1992). So wurde bei Mammatumoren eine
direkte Korrelation der Vimentinexpression mit der Ki-67-Wachstumsfraktion
aufgezeigt (DOMAGALA et al., 1990a). Unabhangig von den genannten Faktoren
bestehen ausgepragte zelltypabhangige Unterschiede in der Bereitschaft zur
Vimentinkoexpression (MOLL, 1993). Diese Bereitschaft ist bei vielen dieser Gewebe
an deren mesodermale Herkunft (proximaler Tubulus, Millerscher Gang, Mesothel)
geknlpft, da in mesodermalen Geweben in der embryonalen Phase zunachst
Vimentin exprimiert wird (FRANKE et al., 1982) und mit weiterer Differenzierung im
Rahmen der Entwicklung es zu epitheltypischen Keratinexpressionen kommt (MOLL
et al., 1991). In Epithelien und Karzinomen ento- bzw. ektodermalen Ursprungs
(Prostata, Schilddriise, Bronchialepithel, Pankreas, Magen, Gallengadnge, Mamma)
konnte ebenfalls die Expression von Vimentin neben Zytokeratin beobachtet werden,
ist aber im Vergleich zu den Epithelien mesodermaler Herkunft seltener anzutreffen
(FRANKE et al., 1982; MOLL, 1993).

Das Vimentin ist zwar das am weitesten verbreitete Intermediarfilamentprotein, hat
aber eben deswegen nur eine geringe Aussagekraft hinsichtlich der
Zelldifferenzierung (MOLL, 1993). Diese Beobachtung der Vimentinkoexpression
machten auch DOMAGALA et al. (1988) in zytologischen Feinnadelaspiraten von
Nierenkarzinomen, Schilddrisenkarzinomen und endometrialen Karzinomen des
Menschen, welche alle positiv mit dem Antikdrper gegen Vimentin reagierten, zeigen.
Beim Hund konnte in verschiedenen Arbeiten beziiglich bestimmter Organsysteme
eine ahnliche Vimentinexpression beobachtet werden. In den Studien von VOS et al.
(1993a; 1993b; 1993c) wurde die Vimentinexpression an Paraffin-eingebettetes
Material von gesundem sowie benigne und maligne verdndertem Mammagewebe

untersucht. In gesundem Mammageweben konnte weder in den luminalen noch in
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den myoepithelialen Anteilen der Géange und Acini eine Vimentinexpression
nachgewiesen werden (VOS et al, 1993a). Bei den gutartigen caninen
Mammatumoren wurde eine deutliche intensive immunhistologische Anfarbung
insbesondere in den spindelzelligen Anteilen beobachtet (VOS et al., 1993b). In den
malignen Varianten der caninen Mammatumoren zeigt sich neben der
Vimentinexpression in den spindelzelligen Anteilen auch eine vermehrte
Vimentinexpression in den epithelialen Anteilen (VOS et al., 1993c). In der Arbeit von
HELLMEN und LINDGREN (1989) zeigte sich bei benignen und malignen caninen
Mammatumoren eine ahnliche Vimentinexpression. Die in dieser Studie untersuchten
rein  mesenchymalen Tumoren der Mamma wiesen eine Kkonstante
Vimentinexpression beim Hund auf.

Die immunhistologische Anfarbbarkeit der caninen Prostata mit dem Antikdrper
gegen Vimentin zeigte im physiologischen Gewebe keine Reaktion (GRIECO et al.,
2003). In den elf untersuchten Prostatakarzinomen jedoch konnten GRIECO et al.
(2003) zumeist eine deutliche positive Reaktion mit Vimentin unabhangig vom
Differenzierungsgrad nachweisen. Eine positive Reaktion von Vimentin neben dem
Antizytokeratin konnte auch in einem Fallbericht von SHIGA und SHIROTA (2000) in
einem gut differenzierten hepatozellularen Karzinom beschrieben werden. Diese
Ergebnisse aus verschiedenen immunhistologischen Untersuchungen verschiedener
epithelialer caniner Neoplasien lassen die Vermutung zu, dass beim Hund eine
ahnliche Vimentinkoexpression in epithelialen Zellen und deren neoplastischen
Veranderungen wie beim Menschen stattfindet. Eine systematische Arbeit zur
Uberpriifung einer zum Menschen vergleichbaren Koexpression von Vimentin in
caninem epithelialen Geweben und deren Neoplasien ist bisher auch an
histologischen Préaparaten nicht durchgefihrt worden.

2.3.2.8 Antikorper gegen Desmin
Desminfilamente bestehen aus nur einem Polypeptid (57 kDa). Weitgehend sind sie

spezifisch fur glatte und quergestreifte Muskulatur (LAZARIDES und HUBBARD,
1976; SMALL und SOBIESZEK, 1977). In nichtmuskularen Zellen kommt Desmin
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ausnahmsweise in extrafollikularen (fibroblastischen) Retikulumzellen des
Lymphknotens (FRANKE und MOLL, 1987) und in Mesothelzellen (VAN MUIJEN et
al., 1987) vor. Beim Menschen befassten sich in den frihen achtziger Jahren eine
Reihe von Studien mit der immunhistologischen Differenzierung von
Weichteilsarkomen und insbesondere mit Tumoren muskuldren Ursprungs
(ALTMANNSBERGER et al., 1982; BROOKS, 1982; MIETTINEN et al., 1982; DENK
et al., 1983). Die malignen Tumoren der glatten als auch der quergestreiften
Muskulatur wiesen immunhistologisch deutlich positive Reaktionen mit dem
Antikdrper gegen Desmin auf (MIETTINEN et al., 1982). Ahnlich deutliche
spezifische und sensitive Ergebnisse konnte MIETTINEN et al. (1988) in einer
Folgearbeit an insgesamt 344 mesenchymalen und epithelialen Tumoren des
Menschen zeigen. Hier konnte dargestellt werden, dass Desmin spezifisch alle in die
Studie aufgenommenen Rhabdomyosarkome (n=17), Leiomyome (n=23) und
desmoide Tumoren (n=15) erkannte, wahrend nahezu alle anderen Tumoren negativ
reagierten. Bei der immunhistologischen Untersuchung der Leiomyosarkome
konnten 29 von 32 Fallen mit Desmin gefarbt werden (MIETTINEN et al., 1988).
Andere Untersucher fanden hingegen in neun immunhistologisch bearbeiteten
Leiomyosarkomen des Menschen in keinem Fall eine positive Anfarbung (EVANS et
al., 1983). Diese negativen Reaktionen mit Desmin bei den Leiomyosarkomen wird
von EVANS et al. (1983) mit der teilweisen Entdifferenzierung der
Leiomyosarkomzellen auf der Stufe der primitiven Myoblasten, welche nur wenig
Desminfilamente exprimieren, erklart.

Das Reaktionsmuster von Desmin bei Tumoren der glatten Muskulatur prasentiert
sich beim Hund ebenfalls variabel. ANDRAESEN und MAHAFFEY (1987) wiesen
immunhistologisch in neun von elf caninen Leiomyomen und in flnf von elf caninen
Leiomyosarkomen eine positive Reaktion mit Desmin nach. In einer anderen
Untersuchung zeigten von insgesamt 14 Leiomyomen 13 Falle eine positive
immunhistologische Reaktion mit Desmin; von den insgesamt 18 caninen
Leiomyosarkomen konnten 15 eindeutig positiv mit Desmin gefarbt werden (LA
ROCK und GINN, 1997). Die immunhistologische Untersuchung von caninen
Leiomyomen (n=29) zeigte in der Studie von FROST et al. (2003) zu 62 % (n=18)
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eine positive immunhistologische Reaktion mit Desmin. Die Tumoren der
quergestreiften Muskulatur sind recht selten beim Hund. Dementsprechend gibt es
hinsichtlich der immunzytochemischen Reaktivitdt von Desmin in caninen Tumoren
der quergestreiften Muskulatur nur einzelne Falldarstellungen (ANDRAESEN et al.,
1988b; DESNOYERS et al., 1990; KIM et al., 1996; KUWAMURA et al., 1998). In
allen beschriebenen Féllen zeigten normale quergestreifte Muskulatur und
Rhabdomyosarkome des Hundes eine deutliche Reaktion mit Desmin.

In der immunhistologischen Untersuchung von MIETTINEN et al. (1988) beim
Menschen konnten in den mesenchymalen nicht muskuldaren Tumoren (n=195) mit
Ausnahme von einem pleomorphen Liposarkom, einem Glomustumor; und sieben
nicht weiter differenzierten, zum Teil pleomorphen Sarkomen keine Reaktionen mit
Desmin beobachtet werden. In den verschiedenen epithelialen malignen Tumoren
(n=47) wurden ebenfalls immunhistologisch keine Anfarbungen mit dem Antikdrper
gegen Desmin festgestellt (MIETTINEN et al., 1988). In der Differenzierung von
mesenchymalen gastrointestinalen Tumoren des Menschen wurden die Leiomyome
(n=24) zu 100 % mittels Desmin identifiziert, wahrend die stromalen, nicht
muskularen Tumore (n=116) zu 97 % negativ mit Desmin reagierten (SARLOMO-
RIKALA et al., 2002). Auch in zytologischen Praparaten von Tumoren muskularer
Herkunft des Menschen konnten diese mittels Desmin differenziert werden
(ALTMANNSBERGER et al., 1984; ABENDROTH und DABBS, 1995; DABBS et al.,
1995).

Die Zellen des Mesothels weisen beim Menschen aufgrund ihres biphasischen
Charakters aus mesenchymaler Herkunft, epithelialer Differenzierung und
Pluripotenz neben einer Expression von Zytokeratin und Vimentin eine Koexpression
von Desmin auf (STOSIEK und GOERTCHEN, 1986; VAN MUIJEN et al., 1987;
MOLL, 1993). Daher wurde Desmin beim Menschen zur Differenzierung von
reaktiven Mesothelzellen bzw. Mesotheliomzellen von Karzinomzellen eingesetzt,
wobei die bislang vorliegenden Studien auf unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich
des diagnostischen Wertes von Desmin hinweisen. STOSIEK und GOERTCHEN
(1986) untersuchten immunhistologisch zwei maligne Mesotheliome des Menschen

mit Desmin, wo insbesondere in der mesenchymalen Komponente des biphasischen

65



Literaturubersicht

Mesothelioms und in den sarkomatésen Mesotheliomen in allen Bereichen eine
deutliche Anfarbung mit Desmin festgestellt werden konnte. In einer
immunbhistologischen Untersuchung von 45 Mesotheliomen des Menschen konnte in
nur zwei Fallen eine positive Reaktion mit Desmin nachgewiesen werden. Beide
Desmin-positiven Mesotheliome zeigten eine biphasische Auspragung, wahrend alle
Mesotheliome des epithelialen und sarkomatoiden Typs keine Reaktion mit Desmin
zeigten (MAYALL et al.,, 1992). In der Arbeit von HURLIMANN (1994) wurden
insgesamt neun von 16 untersuchten malignen Mesotheliome (13 Mesotheliome des
epithelialen Typs und drei Mesotheliome des biphasischen Typs) des Menschen
immunhistologisch positiv mit Desmin gefarbt. Im Gegensatz zu der Studie von
MAYALL et al. (1992) waren von den neun Desmin-positiven Mesotheliomen acht
vom epithelialen Typ und eins vom biphasischen Typ. Wiederum andere Ergebnisse
erhielt die Arbeitsgruppe um GARCIA-PRATS et al. (1998). Hier konnten die
verschiedenen Mesotheliome (n=40) folgendermaBen immunhistologisch mit Desmin
gefarbt werden: zwdlf von 26 epithelialen, vier von zehn sarkomatoiden und zwei von
vier biphasischen Mesotheliomen zeigten eine positive Reaktion mit dem Antikdrper
gegen Desmin. Alle in der zuletzt zitierten Studie immunhistologisch aufgearbeiteten
Adenokarzinome verschiedenen Ursprungs waren Desmin-negativ. In der
immunzytochemischen Charakterisierung von Mesothelzellen in
Kérperhdhlenergiissen gelang KUPRYJANCZYK und KARPINSKA (1998) die
Darstellung von reaktivem Mesothel verschiedenen Ursprungs mittels Desmin. Alle in
dieser Studie aufgenommenen Gewebeproben von reaktivem Mesothel (n=25)
zeigten eine deutliche immunhistologische Anfarbung mit Desmin. In Kombination mit
Vimentin und Zytokeratin konnten reaktive Mesothelzellen eindeutig von anderen
Geweben differenziert werden (KUPRYJANCZYK und KARPINSKA, 1998). Analoge
Ergebnisse bezlglich des reaktiven Mesothels in Erglissen erhielten FERRANDEZ-
IZQUIERDO et al. (1994); GILL et al. (2000) sowie AFIFY et al. (2002). Alle
exfoliierten Zellen von Adenokarzinomen waren Desmin-negativ (FERRANDEZ-
IZQUIERDO et al., 1994; AFIFY et al., 2002). Beim Hund gibt es bislang noch keine
systematischen Studien — weder in histologischen noch zytologischen Préparaten —
zur Typisierung von Mesothelzellen und deren Neoplasien mittels Desmin.
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2.3.3 Antikorper gegen zellspezifische Antigene

2.3.3.1 S100

Das Antigen S100 ist ein zytoplasmatisches kalziumbindenes Protein, welches aus
zwei Untereinheiten besteht (ISOBE et al., 1981). Zunachst galt S700 als
spezifischer Antikdrper flr neurales Gewebe und deren neoplastische Formen
(MOORE, 1965; COCCIA und MICHETTI, 1981), inklusive der Zellen melanozytaren
Ursprungs (COCHRAN et al., 1982; KAHN et al., 1983; BANERJEE und HARRIS,
2000). In nachfolgenden Studien wurde beim Menschen das S100-Protein in einer
Vielzahl von Geweben nicht neuroektodermalen Ursprungs und deren Tumoren
nachgewiesen (KAHN et al., 1983; STROUP und PINKUS, 1988). Immunhistologisch
positive Reaktionen mit S700 konnten beim Menschen in Karzinomen der
SchweiBdrisen, der Speicheldriisen, in Plattenepithelkarzinomen und groBzelligen
anaplastischen Karzinomen der Lunge, in duktalen und lobuldaren Karzinomen der
Mamma, in Karzinomen des Pankreas und in Plattenepithelkarzinomen der Zervix
nachgewiesen werden (KAHN et al., 1983; DRIER et al.,, 1987; STROUP und
PINKUS, 1988). Ebenso zeigte S700 eine positive Reaktion in mesenchymalen
Geweben und deren Neoplasien. Immunhistologische Reaktionen konnten in
normalen und neoplastisch veranderten lymphatischen Geweben (CARBONE et al.,
1986), in normalen Chondrozyten sowie Adipozyten, in Chondrosarkomen,
Chondroblastomen, Liposarkomen (KAHN et al, 1983; COCCIA et al; 1983) und
Osteosarkomen (OKAIJIMA et al., 1988) festgestellt werden.

Trotz der mangelnden Spezifitdt des S7100-Antikdrpers besteht sein diagnostischer
Wert in der hohen Sensitivitdt bei der Erkennung von humanen Melanomen
(BANERJEE und HARRIS, 2000). In einer Studie von ORCHARD (2000) konnte der
Nachweis von humanen malignen Melanomen mit einer Sensitivitdt von 100 %
geflhrt werden. Dieses Ergebnis hinsichtlich der Sensitivitdt von S700 in humanen
Melanomen wurde auch von BLESSING et al. (1998) festgestellt. In histologischen
Praparaten konnten mit dem S7100-Antikdrper 96 % der Lymphknotenmetastasen von
malignen Melanomen beim Menschen detektiert werden (ORCHARD, 2000).
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Beim Hund konnte in einer immunhistologischen Untersuchungen von insgesamt 129
oralen Melanomen unterschiedlichen Differenzierungsgrades allerdings nur in 76 %
aller Falle positive Reaktionen mit S700 festgestellt werden (RAMOS-VARA et al.
2000). In der Studie von SANDUSKY et al. (1987) wurden mit S700
immunhistologisch von 18 malignen Melanomen zehn positiv angefarbt. Die
immunhistologische Untersuchung von 31 amelanotischen Melanomen des Hundes
mit S700 zeigte in 26 Fallen (84 %) eine positive Reaktion (SANDUSKY et al., 1985).
Bezlglich der malignen kutanen Melanome des Hundes waren in der Arbeit von
RABANAL et al. (1989) alle in die Studie aufgenommenen Proben immunhistologisch
S100-positiv. In der Studie von KOENIG et al. (2001) konnten in 15 von 20 (75 %)
pigmentierten caninen Melanomen und in acht von neun (89 %) amelanotischen
Melanomen eine immunhistologische positive Farbung mit S700 nachgewiesen
werden. Der Einsatz von S700 wurde beim Menschen auch an zytologischen
Praparaten durchgefihrt (NASIELL et al., 1991; BEATY et al., 1997; SLAGEL et al.,
1997; CREAGER et al, 2002). In 81 zytologischen Praparaten von
Melanommetastasen, welche mittels Feinnadelaspirationstechnik hergestellt wurden,
konnte in allen Féllen (100 %) eine positive Farbung mit S700 festgestellt werden
(NASIELL et al.,, 1991). BEATY et al. (1997) zeigten den immunzytologischen
Nachweis von Melanomzellen in 32 Kérperhéhlenergissen. Eine positive Reaktivitat
von S100 konnte in 81 % der Falle nachgewiesen werden. Ebenso zeigten SLAGEL
et al. (1997) in zytologischen Praparaten eines Melanoms mit rhabdoider
Morphologie positive Reaktionen mit S700.

Hinsichtlich der Spezifitdt von S700 beim Hund liegen bisher nur vereinzelt Daten
vor, die positive immunhistologische Reaktionen z.B. in Leiomyosarkomen,
Mastzelltumoren, Liposarkomen und Hamangiosarkomen (RABANAL et al., 1989)
beschreiben. SANDUSKY et al. (1985) beschrieb S7100-positive immunhistologische
Farbeergebnisse beim Hund in SchweiBdriisen, myoepithelialen Zellen der Mamma,
Chondrozyten der Trachea, Retikulumzellen des Lymphknotens und in den
Peyerschen Platten des lliums. Der beim Menschen hoch sensitive und wenig
spezifische Antikdrper S7100 zeigt auch beim Hund in immunhistologischen und
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immunzytologischen Farbungen einen Mangel an Spezifitdt (SANDUSKY et al.,
1985).

2.3.3.2 Melan-A

1996 wurde von CHEN et al. ein Antikérper gegen das Melan-A-Protein generiert.
Das Melan-A-Protein ist ein Produkt des MART- (melanoma-associated antigen
recognized by T-cells) 1-Gens (CHEN et al.,, 1996). Es ist ein spezifisches
melanozytares transmembranes Antigen (KAWAKAMI et al. 1997). In der klinischen
Anwendung zeigt Melan-A beim Menschen eine hdhere Spezifitdt im Vergleich zu
S100 (OROSZ, 1999). Beim Menschen zeigten nicht-melanozytare Tumoren
(epithelialer oder mesenchymaler Herkunft) regelmaBig negative Reaktionen mit
Melan-A (OROSZ, 1999). Allerdings zeigte Melan-A beim Menschen neben Zellen
melanozytaren Ursprungs auch positive Reaktionen in steroid-produzierenden Zellen
des Hodens, der Nebenniere und des Ovars (JUNGBLUTH et al., 1998) sowie in den
neoplastischen Formen dieser Gewebe (BUSAM et al., 1998, BUSAM und
JUNGBLUTH, 1999). Hinsichtlich der Sensitivitédt in der Diagnostik von Melanomen
konnten in der Studie von ORCHARD (2000) 83 % der konventionell diagnostizierten
malignen Melanome immunhistologisch mit Melan-A detektiert werden. In einer
Vielzahl von Studien konnte in normalen Melanozyten eine deutlichere Reaktion mit
Melan-A als in malignen Melanomzellen oder in Melanommetastasen festgestellt
werden (MARINCOLA et al., 1996; KAGESHITA et al., 1997). Die Ergebnisse der
immunhistologischen Farbungen von Melanomen des Menschen mit Melan-A
variieren deutlich in Abhangigkeit vom Melanomtyp (BERGMANN et al., 2000). Die
positive Anfarbung der desmoplastischen Melanome des Menschen gelang mit
Melan-A in 33 %, der Nachweis von Metastasen eines malignen Melanoms gelang in
71 % aller untersuchten Félle (ORCHARD, 2000). Hingegen fand OROSZ (1999) in
benignen als auch in verschiedenen malignen Tumoren melanozytarer Herkunft
deutlich konstante positive immunhistologische Reaktionen mit Melan-A in allen
untersuchten Féllen, mit Ausnahme eines von zwei desmoplastischen Melanomen,

welches sich immunhistologisch Melan-A-negativ verhielt.
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Nach immunzytologischer Farbung von insgesamt 32 Kérperhdhlenergissen von
Menschen mit malignem Melanom mit Melan-A konnten positive Reaktivitaten in 78
% der Félle nachgewiesen werden (BEATY et al, 1997). In
Feinnadelaspirationspraparaten von 207 malignen Melanomen des Menschen
konnten 92 % der Faélle zuverlassig immunzytologisch mit Melan-A gefarbt werden
(FETSCH et al., 1999).

In der retrospektiven immunhistologischen Untersuchung von 129 caninen oralen
Melanomen von RAMOS-VARA et al. (2000) konnten 91,5 % aller Falle mit Melan-A
detektiert werden. Eine geringere Sensitivitat erhielten SULAIMON et al. (2002), wo
in histologischen Praparaten von 25 caninen Melanomen unterschiedlicher
Lokalisationen in 18 Fallen (72 %) eine positive Reaktion mit Melan-A festgestellt
werden konnte. Von den 18 melanotischen Melanomen konnte in 14 Fallen, von den
sieben amelanotischen Melanomen in vier Fallen eine positive immunhistologische
Reaktion festgestellt werden (SULAIMON et al., 2002). Nach Gruppierung der
Melanome nach ihrer Ursprungslokalisation lieB sich zeigen, dass alle kutanen
caninen Melanome mit Melan-A reagiert haben. Bei den oralen caninen Melanomen
(n=16) zeigten unabhangig von ihrem Melaningehalt neun Falle eine Melan-A-
positive Reaktion (SULAIMON et al., 2002). Im Gegensatz zum Menschen konnte in
einer immunhistologischen Arbeit beim Hund eine positive Reaktivitat von Melan-A in
epithelialen Tumoren festgestellt werden (RAMOS-VARA et al., 2000).

2.3.3.3 von Willebrand-Faktor

Der von Willebrand-Faktor (VWF) oder ehemals auch "Faktor VllI-assoziiertes
Antigen" genannt, bezeichnet ein Protein, welches den Faktor VIII:C stabilisiert und
die Plattchenfunktion vermittelt (JAFFE, 1977). In Studien von BLOOM et al. (1973)
und HOYER et al. (1973) konnte mit der indirekten Immunperoxidasetechnik vWF in
GefaBendothel, Megakaryozyten und Thrombozyten nachgewiesen werden. Mittels
Zellkulturtechnik wurde die Produktion von vWF in menschlichen Endothelzellen
sicher dargestellt (SHEARN et al., 1977). In immunhistologischen Untersuchungen
des Menschen von SEHESTED und HOU-JENSEN (1981) bewéhrte sich der
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Antikdrper gegen VWF als sehr spezifisch. Positive Farbungen von benignen als
auch malignen Tumoren ausgehend vom GefaBendothel zeigten deutliche
Anfarbungen, wahrend Tumoren anderen Ursprungs eine negative Reaktion
aufwiesen (SEHESTED und HOU-JENSEN, 1981). In anderen immunhistologischen
Studien wird vWF zwar als spezifischer und sensitiver Marker in gut differenzierten
endothelialen Tumorarealen (vasoformativ) (84 % der untersuchten Tumoren waren
vWF-positiv) beschrieben, doch konnte auch ein Mangel der Reaktivitdt des
Antikdrpers gegen VWF bei wenig vasoformativen Arealen (29 %) festgestellt werden
(OHSAWA et al.,, 1995). Auf diese mangelnde Expression von VvWF in
undifferenzierten Hamangiosarkomen wurde auch von DU BOULAY (1985) in einer
Ubersichtsarbeit eingegangen.

Die Reaktivitat des Antikérpers gegen VWF zeigte beim Hund analog zum Menschen
deutliche Reaktivitaten in gut differenzierten endothelialen Tumoren (Hamangiom),
wahrend in einigen Fallen der schlecht differenzierten Hamangiosarkome davon
ausgegangen wird, dass eine reduzierte oder fehlende Expression des vVWF-Proteins
vorliegt (VON BEUST et al., 1988; OHSAWA et al., 1995). Beim Hund konnte in einer
Studie von VON BEUST et al. (1988) immunhistologisch in allen untersuchten
Hamangiomen (n=47) der Nachweis von vVWF geflhrt werden. Bei den caninen
Hamangiosarkomen zeigten von 36 untersuchten Féllen 32 eine starke Anfarbung
mit dem Antikérper gegen VWF, drei wiesen eine schwache Anfarbung auf und ein
Fall war negativ. Die aktuelleren Untersuchungen von FERRER et al. (1995) konnten
die Ergebnisse von VON BEUST et al. (1988) bestatigen. Wahrend in der
letztgenannten Studie alle caninen Hamangiome deutlich positiv mit vWF reagierten,
zeigten vier von 15 Hamangiosarkomen immunhistologisch eine negative Reaktion.
Zwei von den vier negativen Hamangiosarkomen zeigten histopathologisch eine
undifferenzierte Morphologie.

Alle Falle von Tumoren nicht endothelialer Herkunft wiesen eine immunhistologisch
negative Reaktion mit vWF auf (VON BEUST et al., 1988; FERRER et al., 1995).
SPANGLER et al. (1994) konnten allerdings auch in einzelnen Fallen nicht
endothelialer Tumoren des Hundes (Myxosarkom, Leiomyosarkom, histiozytares
Sarkom) immunhistologisch eine positive Reaktion von vWF feststellen. Auch in der
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Studie von SPANGLER et al. (1994) zeigten aber die meisten der nicht endothelialen
Tumoren eine negative Reaktion. Die zytologische Diagnostik von Tumoren des
Endothels ist aufgrund der fehlenden typischen Gewebearchitektur schwierig
(BOUCHER et al. 2000; KILPATRICK und GEISINGER, 1998). Beim Menschen
konnten histologisch untersuchte endotheliale Tumoren mit vIWF immunzytochemisch

an zytologischen Praparaten sicher erkannt werden (BOUCHER et al., 2000).

2.3.3.4 Lysozym

In den 70-er Jahren erschien eine Vielzahl von Studien, in welchen beim Menschen
mittels Antikbrpern der Nachweis von Lysozym in gesunden Geweben (KLOCKARS
und REITAMO, 1975; MASON und TAYLOR, 1975) als auch in neoplastisch
veranderten Geweben (PINKUS und SAID, 1977; MEISTER et al., 1980)
durchgefihrt worden ist. Lysozym ist ein Enzym (14 kDa) und dient der
kérpereigenen Abwehr. Beim Menschen konnte es immunhistologisch in einer
Vielzahl gesunder Gewebe nachgewiesen werden, wie den sekretorischen Zellen der
Tranendrise, in den duktalen epithelialen Zellen der Ohrspeicheldrliise, den serésen
Anteilen der sublingualen Speicheldriise, in den Zellen der Submucosa des
Osophagus, den bronchialen serdsen Driisen, den gastrischen Driisen, den Driisen
des Pylorus, den Brunner Drisen des Duodenums, den Paneth Zellen des
Dinndarms, den Kupffer Zellen der Leber, den Zellen des hyalinen Knorpels und in
den Zellen des proximalen Tubuluszellen der Niere (KLOCKARS und REITAMO,
1975; MASON und TAYLOR, 1975).

In pathologisch veranderten Geweben konnten die histiozytdren Zellen bei
Erkrankungen wie M. Crohn und Tuberkulose immunhistologisch mittels Lysozym
nachgewiesen werden (MASON und TAYLOR, 1975). PINKUS und SAID (1977)
zeigten immunbhistologisch und -zytologisch die positive Reaktivitat von myeloischen
Zellen und Zellen histiozytarer Herkunft sowie neoplastische Erkrankungen dieser
Zellreihen mit einem Antikérper gegen Lysozym. Auch zum Nachweis der malignen
Histiozytose beim Menschen konnte Lysozym als charakteristischer Marker
identifiziert werden (MEISTER et al., 1980).
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Beim Hund wurde in einer immunhistologischen Studie von MOORE (1986b) die
Reaktivitdt von Lysozym an physiologischem Gewebe untersucht. Das
Reaktivitdtsmuster von Lysozym in den verschiedenen Geweben ist weitgehend
identisch mit dem beim Menschen. Bei der Charakterisierung von caninen Tumoren
histiozytéaren Ursprungs konnte MOORE (1986a) in 18 von 19 Féllen der malignen
Histiozytose eine positive Reaktion mit Lysozym nachweisen. Die positive Reaktion
von Lysozym in der caninen malignen Histiozytose wurde auch in mehreren
Falldarstellungen beschrieben (HAYDEN et al., 1993; UCHIDA et al., 2001). In der
Studie von MOORE (1986a) konnte in allen untersuchten Fallen (n=7) der
systemischen Histiozytose eine positive Farbung mit Lysozym nachgewiesen
werden. Von 32 Histiozytomen, die in der gleichen Studie untersucht wurden, zeigten
elf Falle eine intensive immunhistologische Reaktion mit Lysozym, wahrend acht
Falle eine nur fokale Anfarbung aufwiesen und 13 Histiozytome eine negative
Reaktion zeigten. Die negative immunhistologische Reaktion von bis zu 40 % der
Histiozytome mit dem Antikérper gegen Lysozym steht im Einklang mit den
Untersuchungen von MICKOLOFF et al.(1984), in welchen einige der atypischen
kutanen Histiozytome des Hundes letztlich nicht histiozytarer Herkunft, sondern
Merkelzelltumoren waren, folglich ein neuroendokriner Ursprung vermutet wurde. Die
negativen immunhistologischen Resultate sowie die unregelmaBigen Farbreaktionen
in der Gruppe der Histiozytome kdnnten auf eine existierende Heterogenitat
innerhalb des caninen mononuklearen Phagozytensystems zurtickzuflihren sein, was

auch letztlich die Lysozymexpression in diesen Zellen betrifft (MOORE, 1986a).
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3 Untersuchungsgut, Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate und Bezugsquellen

Beckmann Instruments GmbH, Minchen
GPKR Zentrifuge, Kihlzentrifuge

Leitz, Wetzlar
Labormikroskop, Laborlux 12

PSI (Pool of Scientific Instruments) / Grinewald GmbH & Co. KG, Laudenbach
Farbebank fur mikroskopische Praparate, Typ 1.100.00/5

Sartorius AG, Géttingen
Feinwaage, Research RC 210D-0D1

Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt
Semiautomatisches Hamatologie-Analysesystem F-820

Zeiss, Gottingen
Fotomikroskop, Axioskop
Fotoeinheit MC 100
Lampeneinheit HBO 50/AC
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien und Bezugsquellen

Coulter Immunotech, Marseille, Frankreich

Zytokeratin (Large Spektrum), Klon KL1

DakoCytomation, Hamburg

mAK Maus Anti-Human Cytokeratin, Klon: AE1/AE3 (Code Nr. M3515)

MAK Maus Anti-Human CK7, Klon OV-TL12/30 (Code Nr. 7018)

mAK Maus Anti-Human CK20, Klon K¢s20.8 (Code Nr. 7019)

mAK Maus Anti-Human Desmin, Klon DE-R-11 (Code Nr. M0724)

mAK Maus Anti-Human Melan-A (MART-1), Klon A103 (Code Nr. M7196)
mMAK | Maus Anti-Human Vimentin, Klon V9 (Code Nr. M0725)

pAK Kaninchen Anti-Human Lysozym (Muramidase) EC 3.2.1.17 (Code Nr. A0099)
pAK Kaninchen Anti-Kuh S100 (Code Nr. Z0311)

pAK Kaninchen Anti-Human vWF (Code Nr. A0082)

AEC Plus-High Sensitivity Substrate-Chromogene System (Code Nr. K3461)
DAKO Pen, Markierstift fiir die Immunzytochemie (Code Nr. S2002)
Faramount-Eindeckmedium, gebrauchsfertig (Code Nr. S3025)

Kaninchen Anti-Mausimmunglobuline, HRP-konjugiert (Code Nr. P0161)

Fluka, Buchs, Schweiz
Albumin aus Rinderserum (Bovines Serum Albumin) (Reinheitsgrad 97% (GE))

Tri-Hydroxymethyl-Aminomethan (Reinheitsgrad 99,8%)

Kindler GmbH & Co, Freiburg
Einschlussmittel fir die mikroskopische Technik, Eukitt

Knittel Glasbearbeitungs- GmbH, Braunschweig

Deckglaser 24 x 50 mm
Objekttrager 76 x 26 mm
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Kodak AG, Stuttgart
Ektachrome 64 T Professional, Epy-36, Diapositivfilm

Menzel Glaser, Wiesbaden
SuperFrost®Plus-Objekitrager 25x75 mm

Monosan, Uden , Niederlande

mAK Maus Anti-Human CK8, Klon C-43 (Kat. Nr. MON 3035)
mAK Maus Anti-Human CK14, Klon RCK 107

(Kat. Nr. MON 3043)

MAK Maus Anti-Human CK18, Klon RGE53 (Kat. Nr. MON 3026)

Schleicher und Schuell, Dassel

Faltenfilter 595 '/», Durchmesser 150 mm (mittelschnelle Filtrierung)

Sigma, Missouri, USA
3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) Tabletten
(Produkt Nr. D5905)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Biotinyliertes Ziege Anti-Maus IgG (Kat. Nr. BA-9200)

Biotinyliertes Ziege Anti-Kaninchen IgG (Kat. Nr. BA-1000)

Meerrettich (Horseradish) Peroxidase Streptavidin-Biotin-Komplex (SABC) (Kat. Nr.
SA-5004)

Normales Ziegenserum (Kat. Nr. S-1000)

Normal Rabbit Serum (Kat. Nr. S-5000)

Vectastain® Elite®Avidin-Biotin-Komplex (ABC) Kit (Kat. Nr. PK-6100)
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VWR International GmbH, Darmstadt
Aceton zur Analyse (Reinheitsgrad mind. 99,5 %) (Art.-Nr. 1.000.14)
Azur-Eosin-Methylenblaulésung fir die Mikroskopie, Giemsa (Art.-Nr. 1.09204)

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (NazHPO,) zur Analyse (Reinheitsgrad mind.
99,5 %) (Art.-Nr. 1.06580)

Eosin-Methylenblau-Lésung modifiziert fir die Mikroskopie, May-Grinwald (Art.-Nr.
1.01424)

Ethanol (reinst) (Art.-Nr. 1.00986)

Iso-Propanol zur Analyse (Reinheitsgrad mind. 99,7 %) (Art.-Nr. 1.09634)

Mayers Hamalaunlésung fur die Mikroskopie (Art.-Nr. 1.09249)

Methanol zur Analyse, (Reinheitsgrad: mind. 99,6 %) (Art.-Nr. 1.06009)
Natriumchlorid (NaCl) zur Analyse (Reinheitsgrad mind. 99,5 - 100,5 %) (Art.-Nr.
1.06400)

Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat (NaH2PO4) zur Analyse (Reinheitsgrad mind.
99,0 - 102,0 %) (Art.-Nr. 1.06346)

Natronlauge (1 mol/l) (Art.-Nr. 1.09137)

Perhydrol (30 %-ig) zur Analyse (Art.-Nr. 1.07209)

Puffertabletten, pH 7,2, zur Herstellung von Pufferlésungen nach Weiss fir
Blutausstrichfarbungen (Art.-Nr. 1.09468)

Salzsaure (1 mol/l) (Art.-Nr. 1.09057)

Xylol, reinst (Isomerengemisch) (Art.-Nr. 1.08685)

3.2 Untersuchungsgut

Insgesamt umfasst die vorliegende Arbeit 290 Primartumoren, 35 Organmetastasen
161 Lymphknoten und 28 Kdérperhdhlenerglisse von 276 Hunden, welche aus dem
Patientengut der Klinik fur kleine Haustiere der Tierarztlichen Hochschule stammen
und im Zeitraum von 15.10.1999 bis zum 30.09.2003 dort vorstellig wurden. Von
Tieren, die zur chirurgischen Bioptatentnahme oder zur Euthanasie anstanden,

wurden Proben von Primartumor, Lymphknoten, und veranderten Organen sowie
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Kdrperhdhlenerglisse fir die zytologische und immunzytologische Untersuchung
entnommen. Es wurden nur Proben in die Auswertung einbezogen, von denen eine
histopathologische Diagnose vorlag, fur die jeweils ein Teil der Proben auch in 10
%igen neutralgepufferten Formalin fixiert, mit Standardverfahren aufbereitet und mit
HE gefarbt wurden. Die einzige Ausnahme bildeten zwdlf der 31
Kérperhdhlenerglisse. Genauere Angaben zu Patienten bzw. Tumoren sind den
folgenden Kapiteln zu entnehmen.

Die pathohistologische Untersuchung der Prim&rtumoren wurde von Frau Prof. Dr. M.
Hewicker-Trautwein im Institut fir Pathologie der Tierarztlichen Hochschule (Direktor:
Prof. Dr. W. Baumgartner, Ph. D.) durchgefthrt.

Die histologische und immunhistologische Untersuchung der Lymphknoten wurde
von PD. Dr. R. von Wasielewski im Institut fir Pathologie der Medizinischen
Hochschule Hannover (Direktor: Prof. Dr. H. H. Kreipe) durchgeflhrt.

3.2.1 Normalgewebe

Von gesunden Hunden (n=2), welche aufgrund einer nicht neoplastischen
Grunderkrankung euthanasiert wurden, wurden Bioptate von unveranderten
Lymphknoten, Maulschleimhaut, Hoden sowie von der Magen- und Darmschleimhaut

entnommen.

3.2.2 Primartumoren

3.2.2.1 Benigne epitheliale Tumoren und Proliferationen

Far diese Studie konnten insgesamt von 64 Hunden 64 Bioptate von einer gutartigen
epithelialen Umfangsvermehrung gewonnen werden (Tab. 16). Alle Proben wurden
mit den Breitspektrumantizytokeratinen AE1/AE3 und KL1 immunzytologisch geféarbt,

wahrend jeweils nur ein Teil des Materials mit den Antikérpern CK7, CK14, CK20
und zur Uberpriifung deren Spezifitdt mit Vimentin, vVWF, Lysozym, Desmin, S100
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und Melan-A gefarbt wurde, was an der jeweiligen Stelle im Ergebnisteil aufgefiihrt

wird.

Tab. 16: Tabellarische Ubersicht iber die fiir die Art und Zahl der in dieser Arbeit
untersuchten benignen Tumoren und Proliferationen von insgesamt 64 Bioptaten von
64 Hunden

Tumorart Anzahl (n)
Adenom Gallengange 1
Polyp Rektum 4
Hyperplasie Mamma 4
Dysplasie Mamma 3
einfaches Adenom Mamma 4
komplexes Adenom Mamma 18
benigner Mammamischtumor 9
Prostatahyperplasie 3
Papillom Blase 2
Adenom Schilddriise 1
Adenom hepatoide Driisen 13
Trichoepitheliom 2
Gesamt: 64

3.2.2.2 Maligne epitheliale Tumoren

Insgesamt fanden 117 maligne epitheliale Tumoren unterschiedlicher Herkunft von
116 Hunden Eingang in die Studie (Tab. 17). Alle Tumoren wurden mit AE1/AE3 und
KL1 immunzytologisch gefarbt. Jeweils nur ein Teil des Materials wurde mit den
Antikérpern CK7, CK8, CK18, CK20 und zur Uberpriifung deren Spezifitdt mit
Vimentin, vWF, Desmin, Lysozym, S100 und Melan-A. gefarbt, was an der

entsprechenden Stelle im Ergebnisteil dargestellt wird.
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Tab. 17: Tabellarische Ubersicht Uber die Zahl und Art der in dieser Arbeit
untersuchten malignen epithelialen Tumoren (117 Bioptate) von 116 Hunden*

Tumorart Anzahl (n)

Karzinom Pankreas 1
Karzinom Gallengéange
Karzinom Magen

Karzinom Jejunum
Karzinom lleum/Caecum
Karzinom Rektum

WD = OO N

komplexes Karzinom Mamma 15

einfaches Karzinom Mamma 20
Karzinosarkom Mamma 1
Plattenepithelkarzinom 27
Karzinom Prostata

Karzinom bronchoalveolar
Karzinom Lunge
kleinzelliges Karzinom Lunge
Karzinosarkom Lunge

Ubergangszellkarzinom Harnblase

undifferenziertes Karzinom Harnblase

Karzinom Schilddriise
Karzinom apokrinen Driisen
Karzinom hepatoiden Driisen
Karzinom Vestibulum
Basalzellkarzinom
Trichoblastom

Gesamt: 117

* ein Tier mit gleichzeitigem Vorliegen von Karzinomen der Mamma in der rechten und linken
Gesaugeleiste

alalalo|a|dwalala|n]|o

—_

3.2.2.3 Benigne mesenchymale Tumoren und Proliferationen

Von insgesamt 12 Hunden konnten 12 verschiedene benigne mesenchymale
Tumoren gewonnen werden (Tab. 18). Alle benignen mesenchymalen Tumoren
wurden mit Vimentin und zur Uberpriifung dessen Spezifitit auch mit dem

Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3 untersucht. Die immunzytologische Farbung
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mit den Antikérpern Desmin, S100, Melan-A, vWF und Lysozym erfolgte an einer

Auswahl an Tumoren, welche an der jeweiligen Stelle im Ergebnisteil definiert wird.

Tab. 18: Tabellarische Ubersicht Uber die Zahl und Art der in dieser Arbeit
untersuchten benignen mesenchymalen Tumoren und Proliferationen (12 Bioptate)
von 12 Hunden

Tumorart Anzahl
Chondrom 1
Fibrom 2
Osteom 1
benignes Melanom 2
Hamangiom 1
Histiozytom 3
histiozytare Pleuritis 2
Gesamt 12

3.2.2.4 Malighe mesenchymale Tumoren

In dieser Studie fanden insgesamt 97 maligne mesenchymale Tumoren von 88
Hunden Eingang (Tab. 19). Alle malignen mesenchymalen Tumoren wurden mit dem
Antikérper gegen Vimentin und mit AE1/AE3 immunzytologisch gefarbt. Die Farbung
mit den Antikbrpern Desmin, S100, Melan-A, vWF und Lysozym erfolgte an einem

Teil der Proben, welche im Ergebnisteil aufgeflhrt werden.

Tab. 19: Tabellarische Ubersicht iiber die fiir die jeweilige Tumorart in dieser Arbeit
untersuchte Zahl von 97 Bioptaten maligner mesenchymaler Tumoren von 88
Hunden*

Tumorart Anzahl
Chondrosarkom 2
Osteochondrosarkom 2
Osteosarkom 18
Liposarkom 1
Myxosarkom 1
Fibrosarkom 6
Rhabdomyosarkom 1

Fortsetzung der Tab. 19 auf S. 81
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Fortsetzung Tab. 19

Leiomyosarkom 4
Hamangiosarkom 14
Hamangioperizytom 2
Synovialzellsarkom 2
malignes Melanom 15*
maligne Histiozytose 15
Mesotheliom 6
maligner mesenchymaler Tumor, nicht weiter differenzierbar 4
Gesamt: 97

*

von drei Hunden, welche an einer malignen Histiozytose erkrankt waren fanden jeweils zwei
befallenen Organe und von einem Hund mit maligner Histiozytose fanden sieben befallene Organe
Eingang in die Untersuchung

3.2.3 Organmetastasen

3.2.3.1 Organmetastasen maligner epithelialer Primartumoren

Von 16 Hunden, welche an einem histopathologisch bestatigten malignen
epithelialen Tumor erkrankt waren, konnten insgesamt 23 Organmetastasen
gewonnen werden (Tab. 20).

Tab. 20: Tabellarische Ubersicht Uiber 23 verschiedene Organmetastasen, die von
16 Hunden mit maligner epithelialer Neoplasie fir immunzytologische
Untersuchungen entnommen werden konnten

Nr. Patient-Nr. | Primartumor Lokalisation der Metastase
1 1 Karzinom Mamma Lunge
2 2 Karzinom Mamma Lunge
3 3 Ubergangszellkarzinom Blase Ureter
4 4 Plattenepithelkarzinom Blase Omentum major
5 5 Karzinom Prostata Niere
6 Niere
7 6 Karzinom Prostata Nebenniere
8 Haut
9 7 Karzinom Prostata Rektum -
10 Omentum major

Fortsetzung der Tab. 20 auf Seite 82
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Fortsetzung Tab. 20

11 Lendenwirbel Lokalisation 1
12 8 Karzinom Prostata Lendenwirbel Lokalisation 2
13 Rektum
14 Abdomen, unklare
9 Karzinom Prostata Organzugehdrigkeit
15 Rektum
16 10 anaplastisches Karzinom unklarer Milz
17 Genese (V. a. Pankreaskarzinom) Leber
18 11 Karzinom unklarer Genese Humerus
19 12 Karzinom Pankreas Milz
20 13 Karzinom Gallengénge Milz
21 14 Karzinom Magen Milz
22 15 Karzinom Jejunum Leber
23 16 Karzinom Jejunum Magen

3.2.3.2 Organmetastasen maligner mesenchymaler Tumoren

Insgesamt konnten von 12 Hunden, welche an einer malignen mesenchymalen
Neoplasie erkrankt waren 14 Organmetastasen gewonnen werden, die
histopathologisch bestéatigt wurden (Tab. 21).

Tab. 21: Tabellarische Ubersicht (iber 14 verschiedene Organmetastasen die von 12
Hunden mit maligner mesenchymaler Neoplasie flr die immunzytologische
Untersuchung entnommen werden konnten

Nr. 'I::tlent- Priméartumor Lokalisation der Metastase
1 1 Hamangiosarkom Milz Omentum major
2 " . . Leber
3 2 Hamangiosarkom Milz Omentum major
4 3 Hamangiosarkom Herz Lunge
5 4 Hamangiosarkom Milz Leber
6 5 Hamangiosarkom Milz Leber
7 6 Hamangiosarkom Milz Omentum major
8 7 Hamangiosarkom Milz Leber
9 " . Omentum major

10 8 Hamangiosarkom Herz Mediastinum

11 9 Osteosarkom Kondylus Lunge

12 10 Osteosarkom Humerus Milz

13 11 malignes Melanom unklarer Herkunft Pleura

14 12 malignes Melanom Gaumen Lunge
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3.2.4 Lymphknoten

Insgesamt wurden in dieser Studie von 72 Hunden, welche manifest an einer
malignen epithelialen Neoplasie erkrankt waren, 161 Lymphknoten entnommen (Tab.
22). Diese Lymphknoten zeigten zum Teil makroskopisch eine pathologische
Umfangsvermehrung. Von allen 161 Lymphknoten wurden zytologische Praparate
mittels Tupftechnik hergestellt. Alle 161 Lymphknoten wurden nach ihrem
Metastasierungsgrad in vier Gruppen eingeteilt.

Tab. 22: Histopathologische Gradeinteilung der Lymphknotenmetastasierung

Histopathologischer Wert Interpretation
0 keine Metastasierung
1 Mikrometastasen (nicht gr6Ber als 0,2 cm)*
2 Metastasierung bis zu 50 % der gesamten Lymphknotenflache
3 Metastasierung Uber 50 % der gesamten Lymphknotenflache
4 Kapseldurchbruch infolge der Metastasierung

* basierend auf die Tumorklassifikation der AJCC/UICC (American Joint Committee on Cancer/
International Union against cancer) 2002

Insgesamt wurden von den 161 Lymphknoten 94 Lymphknoten zusétzlich
immunhistologisch mit dem Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3 gefarbt (Tab. 23).
Bei diesen Lymphknoten handelt es sich um alle histologisch negativen Falle (n=84),
alle Lymphknoten mit histologisch erkannter Mikrometastasierung (n = 6), sowie vier
Lymphknoten aus der histologischen Gruppe mit dem Wert 2. Diese vier
Lymphknoten waren histologisch nicht mit Sicherheit zu beurteilen, aufgrund von
ausgepragter Fibrose (n=4) und in einem Fall aufgrund von Tumorzellen, die in ihrer
Morphologie einem neuroendokrinen Tumors ahnelten. Die immunhistologische
Farbung erfolgte in dem Institut fir Pathologie der Medizinischen Hochschule
Hannover (Direktor: Prof. Dr. med. H. H. Kreipe). Die immunhistologisch mit AE1/AE3
gefarbten Lymphknoten wurden von der Autorin dieser Arbeit in Verbindung mit PD
Dr. R. von Wasielewski (Institut fur Pathologie der Medizinischen Hochschule
Hannover; Direktor: Prof. Dr. H. H. Kreipe) hinsichtlich des Vorliegens von positiven

Zellen untersucht.

84



Untersuchungsgut, Material und Methoden

Tab. 23: Ubersicht iiber die histologische und immunhistologische Graduierung von

161

Lymphknoten von Hunden mit maligner epithelialer

Neoplasie, welche

immunzytologisch mit den Breitspektrumantizytokeratinen AE1/AE3, KL1 sowie mit
CK7 und CK20 gefarbt wurden

Lokalisation
Primartumor

Immunzytologie
AE1/AE3und KL1

Immunzytologie
CK7

Immunzytologie
CK20

Immunzytologie®
AE1/AE3

Abklatschpréparate

Aspirationspraparate

)

histo. | immun.®

histo.

immun.”

)

histo. | immun.®
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Prostata
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nd
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Gesamt
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1

ol = w

N = W= N

Gesamt
Lymphknoten
(Anzahl der Tiere)

161 (72)

104 (44)

21 (14)

50 (23)

histo. = histologische Diagnostik; immun.
durchgefihrt; "= Tumorzellen mit histomorphologischem Erscheinungsbild wie neuroendokriner Tumor; 3=

ausgepragte Fibrose
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Bei Vorliegen von immunhistologisch positiven Zellen wurden diese nach der
anatomischen Lokalisation innerhalb des Lymphknotens beurteilt.

Auch bei Vorliegen von einzelnen AE1/AE3-positiven Zellen oder kleinen Verbanden
im Marginalsinus des Lymphknotens wurden diese Lymphknoten als negativ
eingestuft, da in diesem Fall nicht sicher von einer Metastasierung ausgegangen
werden kann (TURNER et al.,, 2001). Eine Metastasierung lag in den Fallen vor,
wenn  AE1AE3-positive  einzelne  Tumorzellen und/oder Verbadnde im
Lymphknotenparenchym nachweisbar waren. Mittels der immunhistologischen
Diagnosen wurden die Lymphknotenbefunde korrigiert.

Alle Lymphknoten wurden mit den Breitspektrumantizytokeratinen AE1/AE3 und KL1
immunzytologisch geféarbt. Diejenigen Lymphknotenabklatschpraparate (n=104), die
von Tieren mit CK7-positiven Primartumoren (n=44) entnommen wurden, wurden
zusatzlich im Hinblick auf ihre CK7-Reaktivitat untersucht. SchlieBlich wurden von
insgesamt 21 Lymphknoten von 14 Hunden, welche an einem CK20-positiven
malignen epithelialen Tumor erkrankt waren, Abklatschpréparate mit CK20
immunzytologisch gefarbt. Von 50 Lymphknoten von insgesamt 23 Hunden wurden
zusatzlich zu den Abklatschpraparaten zytologische Praparate mittels
Feinnadelaspiration hergestellt. Die Lymphknotenaspirationspraparate wurden mit
AE1/AE3 gefarbt.

3.2.5 Korperhohlenerglisse

3.2.5.1 Hunde ohne neoplastische Grunderkrankung

Von den insgesamt 31 Kdrperhdhlenerglisse enthielten 13 Erglsse (Ascites: n=2,
Liquidothorax: n=7, Pericard: n=4) von 13 Hunden zytologisch reaktive
Mesothelzellen und stammten von Hunden ohne Kklinisch nachweisbare
neoplastische Grunderkrankung, in denen durch bildgebene Verfahren, Laparatomie
(drei Falle) bzw. Thorakotomie (zwei Falle) (teilweise in Verbindung mit einer
Biopsieentnahme) und/oder klinischen Verlauf eine Neoplasie ausgeschlossen

wurde.
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3.2.5.2 Hunde mit malignem epithelialen Tumor

Zwolf Tumor-assoziierte Korperhdhlenergisse wurden von insgesamt 11 Tieren,
welche an einem — basierend auf histologischen Untersuchungen — malignen
epithelialen Tumor erkrankt waren, entnommen (Tab. 24). In drei Fallen
(Gallengangkarzinom 2x, Plattenepithelkarzinom Harnblase) wurde die Kérperhéhle
wegen der geringen Menge des aspirierbaren Materials zur Probengewinnung post

mortem, mit physiologischer Kochsalzlésung post mortem gewaschen.

Tab. 24: Tabellarische Ubersicht iiber die fiir die immunzytologische Untersuchung
gewonnenen 12 Korperhdhlenerglisse von 11 Hunden mit maligner epithelialer
Neoplasie

Kérperhdéhlenerguss Histopathologischer Befund des Priméartumors
Ascites Karzinom Gallengénge

Ascites Karzinom Gallengénge

Ascites Karzinom Prostata

Ascites Karzinom Prostata

Ascites Karzinom Prostata

Ascites Plattenepithelkarzinom Blase

Ascites Karzinom unklarer Genese

Thorax Karzinom Mamma

Thorax Karzinom Gallengange

Thorax Lungenkarzinom, kleinzellig

Thorax Lungenkarzinom, bronchioalveolar

Perikard Karzinomzellen unklarer Genese in Perikard

3.2.5.3 Hunde mit malighem Mesotheliom
Drei abdominale Ergisse konnten von drei Hunden gewonnen werden, welche an

einem histopathologisch bestatigten malignen Mesotheliom erkrankt waren, welches

jeweils im Omentum major lokalisiert war.
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3.3 Methoden
3.3.1 Probengewinnung und Anfertigung der zytologischen Praparate

Die Herstellung der zytologischen Praparate erfolgte mittels Abklatsch- und

Feinnadelaspirationstechnik (FNA).
3.3.1.1 Abklatschtechnik

FUr die Herstellung von Abklatschpraparaten wurde von den entnommenen Proben
zunachst eine frische Schnittflaiche geschaffen (bei enthommenen Lymphknoten
mittige Teilung) und diese mehrmals auf Zellstoff aufgetupft, um Gewebsflissigkeit
abzunehmen. Die so praparierte Schnittflaiche wurde anschlieBend mehrmals auf
Objekttragern getupft, so dass die Abdriicke eine unterschiedliche Zelldichte
aufwiesen (MEYER et al. 1987). Insgesamt wurden von allen Proben (Primartumor,
Metastase, Lymphknoten) 20 Praparate fir die Immunzytologie auf SuperFrost® Plus
Objekttragern und 10 Praparate fir die konventionelle Zytologie auf herkémmlichen

Objekttragern angefertigt.
3.3.1.2 Feinnadelaspirationstechnik

Die Materialgewinnung durch FNA erfolgte mit 5- oder 10-ml-Spritzen und scharf
angeschliffenen Kanllen — entsprechend der Tumorkonsistenz — mit einem
Durchmesser von 0,6 - 0,9 mm (MEYER et al., 1987; CARTER u. VALLI, 1990). Fir
die FNA wurde das Gewebe mittels Pinzette fixiert und die Kanile mit aufgesetzter
Spritze in das Gewebe eingeflhrt. Durch Zuriickziehen des Spritzenstempels auf ein
Volumen von 4 - 5 ml wurde ein Unterdruck in der Spritze hergestellt. Bei konstant
gehaltenem Vakuum wurde Zellmaterial durch Vorwéartsbewegungen aspiriert. Vor
dem Herausziehen der Kanlle ist das Spritzenvakuum vermindert worden
(MELCHER et al., 1984; VALLI, 1984). Das durch FNA gewonnene Material wurde

aus der Kanlle ausgeblasen und auf Objekttrager verteilt und mittels Quetschtechnik
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ausgestrichen. Pro Bioptat wurden vier Praparate auf SuperFrost® Plus Objekttragern
fir die Immunzytologie und zwei Praparate auf herkdmmlichen Objekttragern flr die
konventionelle Farbung hergestellt.

3.3.1.3 Gewinnung und Aufbereitung von Koérperh6hlenergiissen

Bei Vorliegen von Korperhdhlenergissen wurde die Koérperhdhle nach der
Vorbereitung der Punktionsstelle (scheren, reinigen, desinfizieren) mit einer scharf
angeschliffenen Kanlle von 0,9 mm Durchmesser und einer 5 oder 10 ml Spritze
punktiert. Es wurden 1 - 2 ml der Kérperhéhlenflissigkeit gewonnen und sofort in ein
EDTA-haltiges ProbengefaB tberfuhrt (MEYER, 2001). Bei Tumorpatienten ohne
ausreichende Menge an Ergussflissigkeit wurden in drei Fallen post mortem 15 ml
physiologische Kochsalzlésung in die Kérperhéhle verbracht und das gréBtmdgliche
Volumen wieder aspiriert. Es erfolgte die Bestimmung der Zahl der kernhaltigen
Zellen mittels Hamatologiesystem. Bei einer Zellzahl unter 10000/ul wurden die
Zellen durch Zentrifugation (5 Minuten bei 500 x g) zun&chst konzentriert. Der
Uberstand wurde dekantiert und die Zellsuspension in 1000 pl der Ergussfliissigkeit
resuspendiert. Das native bzw. aufkonzentrierte Punktat wurde auf Objekttrager
Uberfihrt und mittels Blutausstrichtechnik ausgestrichen. Hierzu wurde ein Tropfen
der Ergussflissigkeit auf einen Objekttrager getropft und ein zweiter Objekttrager an
den Tropfen in einem Winkel von 45° zum ersten Objekttrager gelegt, so dass der
Topfen am Rande des zweiten Objekttragers verlief. Der zweite Objekttrager wurde
nun zigig und gleichmaBig tber den ersten Objekttrager gezogen und somit die
Ergussfliissigkeit auf 2/3 der Lange des ersten Objekttragers mit deutlicher
Fahnenbildung ausgestrichen (MISCHKE, 2003). Fir die immunzytologische
Untersuchung wurden von jeder Ergussfliissigkeit 20 Praparate auf SuperFrost® Plus
Objekttragern und fir die zytologische Untersuchung 10 Praparate auf
herkdmmlichen Objekttragern angefertigt.
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3.3.1.4 Fixierung und Lagerung der Praparate fiir die Inmunzytologie

Die Fixierung der zytologischen Praparate fir die konventionelle sowie flur die
immunzytologische  Farbung erfolgte durch Lufttrocknung. Die fir die
immunzytologische Untersuchung vorgesehenen Praparate wurden bei -80°C
aufbewahrt. Bei dieser Temperatur ist der Erhalt der nachzuweisenden Antigene
gewahrleistet (HASTKA, 1997).

3.3.2 Farbeverfahren

3.3.2.1 Panoptische Farbung nach Pappenheim

Die Pappenheim-Farbung ist eine kombinierte Farbung aus der May-Grinwald und
Giemsa-Farbung (BURCK, 1988). Die Praparate wurden zur Erzielung einer
gleichmaBigen Féarbung in einem Farbeautomat gefarbt. Zur Vorbereitung der
Pappenheim-Farbung wurde eine Giemsa-Arbeitslésung durch Mischung von 5 ml
der konzentrierten Giemsa-Stammldésung in 100 ml Phosphat-gepufferten (pH 7,2)
Aqua.-dest. hergestellt. Die May-Grinwald-L&sung liegt gebrauchsfertig vor.

Im Automaten wurden die Praparate fir drei Minuten in May-Grinwald-Lésung
inkubiert. Zur Spilung der Praparate wurden diese anschlieBend im Automaten fir
eine Minute in Aqua.-dest getaucht. Danach wurden die zytologischen Praparate fur
15 Minuten in der vorbereiteten Giemsa-Lésung inkubiert. AbschlieBend erfolgten je
zwei einmindtige Spulungen in Aqua.- dest. Nach der Farbung wurden die
Objekttragerunterseiten mit einem Tuch gereinigt und die Praparate bei
Raumtemperatur getrocknet.

90



Untersuchungsgut, Material und Methoden

3.3.2.2 Immunzytologische Farbung

3.3.2.2.1 Waschpuffer

Um madglichst stabile pH-Verhaltnisse zu gewéhrleisten, erfolgte die Spllung der
zytologischen Praparate zwischen den einzelnen Farbeschritten mittels gepufferter
Waschlésungen. Bei der phosphatgepuffeten Kochsalzlésung (PBS) wird die pH-
Stabilitdt durch die Wechselwirkung des Dihyrogenphosphates mit seiner
korrepondierenden Base, dem Hydrogenphosphat gewéhrleistet (POLAK und VAN
NOORDEN, 1983). Die Tris-gepufferte PBS (Tris-PBS) reduziert die unspezifische
Hintergrundfarbung.

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)
Zur Herstellung der PBS wurden 40 g NaCl und 7,8 g NaH2POg in 5 Liter Aqua.-dest
unter standigem RuUhren gelést. Die Einstellung des pH-Wertes auf 7,6 erfolgte mit

Natronlauge.

Tris-Stammldsung:

121,14 g Tri-Hydroxymethyl-Aminomethan (Tris) wurden unter Rihren mit 1 Liter
Aqua.-dest. geldst, mit Salzsaure auf den pH-Wert 7,6 eingestellt und mit Aqua.-dest.

auf ein Gesamtvolumen von 2 Litern aufgefullt.

Tris-Phosphatpuffer (Tris-PBS)
Zur Herstellung von Tris-PBS wurden 4,5 Liter PBS mit 500 ml Tris-Stammmlésung

unter Rihren vermischt und der pH-Wert mit Salzsaure auf 7,6 eingestellt.
3.3.2.2.2 Puffer fiir die Antikdrperverdiinnung
Um den Niederschlag von Antikérpern aus der Arbeitslésung an der GefaBwand zu

minimieren, wurde dem Antikérperverdiinnungsmedium Albumin aus Rinderserum
zugegeben (HASTKA, 1997).
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Antikdrperverdiinnungsmedium PBS-BSA

Stammldsung A:
27,6 g NaH>PO4 wurden unter Rihren in 1 Liter Aqua.- dest. geldst.

Stammlésung B:

Unter standigem Rihren wurden 35,6 g NapHPO, in 1 Liter Aqua.- dest. geldst.

Gebrauchslésung 1: (pH 7,4 - 7,6):
Far 100 ml Gebrauchslésung 1 wurden 20 ml der Stammlésung A und 80 ml der

Stammlésung B unter Rihren vermischt und der pH-Wert 7,4 - 7,6 eingestellt.

Gebrauchslésung 2 (PBS-BSA):

50 ml der Gebrauchslésung 1 wurden mit 50 ml Aqua.-dest. vermischt und 0,9 mg
NaCl eingerthrt. Der pH-Wert wurde auf 7,4 - 7,6 eingestellt. 0,5 mg BSA wurden bis
zur vollsténdigen Lésung eingerdhrt. Nach Aliquotierung des

Antikérperverdiinnungsmediums zu 1 ml-Portionen erfolgte die Lagerung bei -20°C.

3.3.2.2.3 Funktionsprinzip der immunzytologischen Farbung

Zur immunzytologischen Farbung wurde die indirekte Immunperoxidasetechnik
angewendet (Abb. 2). Die Protokolle zur immunzytologischen Farbung basieren auf
den Protokollen der immunhistologischen Routinefarbungen des Institutes fir
Pathologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover. Bei allen verwendeten
Antikdrpern, auBer dem Breitspektrumantizytokeratin KL71 (hier nur in einem
Teilexperiment), wurde als Detektionssystem ABC (HSU et al.,, 1981) oder SABC
eingesetzt (Abb. 3), bei denen die starke Affinitdt von Avidin zu Biotin ausgenutzt
wird (GREEN, 1963). Dabei ist von besonderem Interesse, dass das Avidin bzw.
Streptavidin vier Bindungsstellen fir das Biotin besitzt und damit die Detektion des
nachzuweisenden Antigens verstarkt wird (HASTKA, 1997).
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Sekundar-
antikérper

Primarantikérper

Antigen
O Enzym/Peroxidase

Abb. 2: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der indirekten
Immunperoxidasetechnik, der Sekundarantikérper ist peroxidasemarkiert

Streptavidin aus Streptomyces avidinii hat den Vorteil gegenliber dem Avidin, dass
aufgrund seines geringeren isoelektrischen Punktes unspezifische Bindungen
reduziert werden kénnen (CHAIET und WOLF, 1964). Nach Bindung des
Primarantikdrpers an das fragliche Antigen wurde mit einem biotinylierten
Sekundarantikérper, der gegen die Spezies, aus der der Primarantikdrper entstammt,
gerichtet ist, inkubiert. Das anschlieBend zugefligte ABC oder SABC reagierte mit
dem Biotin des Sekundéarantikérpers. Mit Hilfe der Peroxidase wurde unter Zusatz
des Elektronendonors Wasserstoffperoxid die Farbreaktion katalysiert (HASTKA,
1997), bei der verschiedene Chromogene eingesetzt werden kénnen. In der eigenen
Arbeit wurde DAB (3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochloriddihydrat) verwendet, das
zu einem braunen Farbniederschlag fihrt (SCOPSI u. LARSSON, 1986). Fir die
Darstellung der Melanommarker S700 und Melan-A wurde zusatzlich das
Chromogen AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) verwendet, da dieses zu einem roten
Farbprodukt umgesetzt wird und somit deutlicher vom zellularen Melanin zu

unterscheiden ist.
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g
0 O%?QO
b4

Sekundar-
antikérper

O Enzym/Peroxidase

—| Primarantikérper

A_ Antigen ’ Avidin/Streptavidin

Abb. 3: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der indirekten
Immunperoxidasetechnik, Verstarkung durch Avidin/Streptavidin-Biotin-Komplex

Zur Vermeidung von unspezifischen Reaktionen durch endogene Peroxidasen (z.B.
alle Hamoproteine), wurden diese mit Hilfe eines Uberschusses von Perhydrol
irreversibel gehemmt (POLAK und VAN NOORDEN, 1983). Um unspezifische
Hintergrundfarbungen  infolge  einer  Anlagerung von  Proteinen  (auch
Primarantikdrper) an stark geladene Kollagen- und Bindegewebselemente zu
verhindern, wurde vor der Inkubation mit dem Primarantikérper ein inaktiviertes
Normalserum derjenigen Spezies aufgetragen, aus der der Sekundarantikdrper
stammte (HASTKA, 1997). Durch Zugabe von inaktiviertem Normalserum derjenigen
Spezies, von der die zu untersuchenden Zellen stammten (in der eigenen Arbeit:
Hundenormalserum), zu dem Sekundarantikérper, wurden weitere unspezifische
Bindungen blockiert. Zur Inaktivierung der Komplementkomponenten wurden die

Normalseren in einem 562C warmen Wasserbad flir 30 Minuten inkubiert.
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3.3.2.2.4 Ansatz der Reagenzien flr die immunzytologische Farbung

Avidin-Biotin-Komplex: das Reagenz A wurde in einer Verdiinnung von 1:80 in PBS-
BSA verdiinnt und geschuttelt. Darauf wurde die identische Menge Reagenz B
hinzugefugt und geschittelt. Der Ansatz des ABC-Komplexes ist mindestens 30

Minuten vor Gebrauch hergestellt worden.

Streptavidin-Biotin-Komplex: das SABC-Reagenz wurde in einer Verdinnung von
1:200 (Verdinnung in PBS-BSA) angesetzt.

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid: 30 Minuten vor Gebrauch wurden 4 Tabletten (a’
10 mg) in 200 ml PBS unter stadndigem Rihren geldst. AnschlieBend wurde die
Lésung durch 2 Filterpapiere gefiltert.

3.3.2.2.5 Protokoll fiir die immunzytologische Farbung

1.) Nach dem Auftauen wurden die zytologischen Pr&parate mindestens eine
Stunde bei Raumtemperatur getrocknet.

2.) Die Zellauftragsflache auf dem Objekttrager wurde mit dem Markierstift (DAKO
Pen) umrandet.

3.) Die Praparate wurden zur Zellfixation fir 5 Minuten in gekihltem Aceton (4°C) in
eine Farbekuvette Uberfuhrt.

4.) Die zytologischen Praparate wurden in der Farbekivette dreimal fir jeweils 5
Minuten in Tris-PBS unter langsamem Ruhren gespdilt.

5.) Zur Hemmung der endogenen Peroxidase wurden die Objekttrager in 197 ml
Methanol + 3 ml 30 %iges Perhydrol fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

6.) Danach erfolgte eine erneute Spulung der Préparate wie unter 4) beschrieben.

7.) Die Praparate wurden in einer feuchten Kammer mit Normalserum von der
Spezies, von der der sekundéare Antikdérper stammte, in einer Verdiinnung von
1:5 in PBS-BSA Uberschichtet und fir 20 Minuten bei Raumtemperatur gelagert.
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8.) Das Normalserum wurde dekantiert und der Primarantikbrper in seiner
Gebrauchsverdiinnung (Verdinnung in PBS-BSA) (Tab. 27) aufgetragen. Die
Inkubation erfolgte flr 12 - 14 Stunden (lGber Nacht) bei 4°C in der feuchten
Kammer.

9.) Danach erfolgte eine weitere Spllung der Praparate wie unter 4) beschrieben.

10.) Die Praparate wurden mit dem biotinylierten Sekundarantikérper in seiner
Gebrauchsverdiinnung (Verdinnung in 10 %igem inaktivierten
Hundenormalserum) Gberschichtet und fir 45 Minuten bei Raumtemperatur in
der feuchten Kammer inkubiert.

11.) Danach erfolgte eine weitere Spllung der Praparate wie unter 4) beschrieben.

12.) Die Praparate wurden abhangig vom eingesetzten Priméarantikbrper mit dem
ABC- oder dem SABC-Komplex Uberschichtet. Die Inkubation der Objekttrager
erfolgte fir ABC- und SABC-Reagenz fur 45 Minuten bei Raumtemperatur in
der feuchten Kammer.

13.) Danach erfolgte eine weitere Spllung der Praparate wie unter 4) beschrieben.

14.) Die enzymhistochemische Reaktion wurde abhangig vom angewendeten
Primarantikérper unter Zugabe von DAB oder AEC durchgefiihrt.

DAB: Nach Zugabe von 200 pl 30 %igen Perhydrols wurden die Préaparate fir 5

Minuten bei Raumtemperatur unter stdéndigem RUhren in die Farbeklvette
dberflhrt.

AEC: pro Objekttrager Auftrag von 4 Tropfen des AEC-Reagenz (ca. 100 pl) aus
der Flasche. Die Inkubation erfolgte fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in der
feuchten Kammer.

15.) Danach erfolgte eine erneute Spilung der Praparate wie unter 4) beschrieben.

16.) Die Praparate wurden in Hamalaun nach Mayer fir 10 - 30 Sekunden (je nach
Starke der Héamalaunlésung individuell angepasst) gegengefarbt und
anschlieBend 10 Minuten unter langsam flieBendem Leitungswasser geblaut.

17.) Mit DAB gefarbte Praparate wurden zur Dehydratation in eine aufsteigende
Alkoholreihe (fir jeweils 2 Minuten in 50 %-, 70 %- und 96 %-igem Ethanol, Iso-
Propanol) Uberfiihrt. Danach wurden die Praparate fir jeweils 5 Minuten

zweimal in Xylol inkubiert und xylolfeucht mit Eukitt eindecki.
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Mit AEC gefarbte Praparate wurden in feuchtem Zustand direkt nach der
Blauung mit Leitungswasser mit gebrauchsfertigem Faramount-Eindeckmedium
eingedeckt.

3.3.2.2.6 Primarantikorper

KL1 (Breitspektrumantizytokeratin)

Klon: KL1

Der Nachweis von Zytokeratin dient der Darstellung von epithelialen Zellen. Bei dem
verwendeten Antikdérper KL1 handelt es sich um einen monoklonalen, murinen,
gegen humanes Zytokeratin gerichteten Antik6rper. Dieser erkennt eine Reihe von
Polypeptiden, welche zum eine plattenepithel- (humane Zytokeratine mit einem MW
von 52, 54, 56, 58, 65.5 und 68 kDa) und zum anderen zylinderepitheltypisch
(Zytokeratine mit einem MW von 40, 45, 46, 48, 50, 56, 58 kDa) sind, so dass ein
breites Spektrum an Epithelien und aus diesen entstehende Tumoren erkannt wird
(VIAC et al., 1983).

AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Klon: AE1 und AE3

Der monoklonale, murine Antikérper AE1/AE3 ist gegen humanes Kallusepithel
gerichtet. Der Antikérper ist ein Cocktail aus zwei monoklonalen Antikérpern und
erkennt die meisten humanen epithelialen Zellen. Der Antikérper AE1 identifiziert
Zytokeratine mit dem MW 56,5, 54, 50, 48 und 40 kDa, wahrend AE3 gegen
Zytokeratine mit dem MW 65, 67, 64, 59, 58, 56, 54 und 52 kDa gerichtet ist (TSENG
et al., 1982).

Zytokeratin 7

Klon: OV-TL 12/30

Der murine monoklonale Antikérper CK7 reagiert mit dem humanen 54 kDa
schweren Zytokeratin, welches besonders von einfachen, glanduldren und duktalen

Epithelien sowie Ubergangsepithelien und deren neoplastischen Formen exprimiert

97



Untersuchungsgut, Material und Methoden

wird. Er reagiert nicht mit Plattenepithelien (RAMAEKERS et al., 1987; RAMAEKERS
et al. 1990; MOLL, 1993)

Zytokeratin 8

Klon: C-43

Der murine, monoklonale Antikérper gegen humanes CK8 (MW 52,5 kDa) ist ein
spezifischer Marker fir Zylinderepithelien inklusive deren Basalzellen (MOLL, 1993).

Zytokeratin 14

Klon: RCK107

Der Antikorper ist gegen das 50 kDa Protein CK14 gerichtet. Der monoklonale
Antikdrper, welcher in der Maus generiert worden ist, erkennt insbesondere
Basalzellen des Plattenepithels (MARKEY et al., 1992; MOLL, 1993).

Zytokeratin 18
Klon: RGE53
Der monoklonale, murine Antikérper erkennt humanes CK18 (MW 45 kDa), welches

spezifisch von Zylinderepithelien und exprimiert wird (MOLL, 1993).

Zytokeratin 20
Klon: Ks 20.8
Die Expression von CK 20, einem Protein mit einem MW von 46 kDa erfolgt vor allem

in den Epithelien des Gastrointestinaltraktes. Der murine monoklonale Antikérper ist
gegen humanes CK20 gerichtet (MOLL et al., 1992).

Vimentin
Klon: V9
Der Antikorper ist gegen das flr mesenchymale Zellen typische Vimentin (MW 57
kDa) gerichtet. Der murine, monoklonale Antikérper Vimentin zeigt eine breite

Kreuzreaktivitdt mit anderen Spezies. Er reagiert beim Menschen nicht mit den
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anderen eng verwandten Intermediarfilament-Proteinen einschlieBlich Desmin und
den diversen Zytokeratinen (DENK et al., 1983; MOLL, 1993).

Desmin

Klon: DE-R-11

Der monoklonale murine Antikérper ist gegen das Intermediarfilament Desmin (MW
53 kDa) gerichtet. Die Desminexpression erfolgt in den Zellen der quergestreiften
und glatten Muskulatur und in Mesothelzellen (DENK et al., 1983; MIETTINEN et al.,
1982).

S100

S100 ist ein spezifisches Protein flr gliale, ependymale, melanozytare und Schwann-
Zellen sowie Retikulumzellen im Lymphknoten (TAKAHASHI et al., 1984). Der
polyklonale gegen bovines S100 gerichtete Antikdrper S700 wird im Kaninchen
hergestellt und zeigt eine starke Kreuzreaktivitdt mit humanem S100 sowie auch mit
anderen  Spezies (MOLLER und HELLMEN, 1994; Angaben des
Antikdrperherstellers).

Melan-A (MART-1)

Klon: A103

Der monoklonale murine Antikérper Melan-A erkennt eine 20 - 22 kDa Doublette in
humanen Melan-A mRNA-positiven Melanomzelllinien. Neben Melanozyten reagiert
Melan-A mit den steroid-produzierenden Zellen der Nebennierenrinde, des Hodens
und des Ovars (BUSAM et al., 1998).

vWF

Der VWF kann in den Endothelzellen der Blut- und LymphgeféaBe, sowie in
Megakaryozyten und Thrombozyten nachgewiesen werden (BLOOM et al., 1973).
Bei dem Antikérper vWF handelt es sich um einen polyklonalen, im Kaninchen
gewonnenen, gegen den humanen vVWF gerichteten Antikérper.
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Lysozym

Der polyklonale, gegen humanes Lysozym gerichtete Antikérper wird im Kaninchen
hergestellt. Er reagiert mit Lysozym in Granulozyten, Monozyten und Makrophagen
(MASON und TAYLOR, 1975).

3.3.2.2.7 Sekundarantikorper

Als kommerziell erhaltlicher sekundare Antikdrper kam far den Nachweis von KL1
das mit Peroxidase markierte Kaninchen anti-Maus-IgG zum Einsatz. Fdr alle
anderen monoklonalen Primarantikérper wurden biotinylierte Ziege-anti-Maus-IgG
Antikérper angewendet (Tab. 27). Bei polyklonalen Primarantikbrpern wurde der
biotinylierte Ziege-anti-Kaninchen-lgG Antikérper eingesetzt. Alle sekundaren
Antikdrper wurden in PBS mit 10 %igem Hundeserum zur Vermeidung von
unspezifischen Hintergrundfarbungen verdinnt. Dieses Verdinnungsmedium wurde
in 1000 pl-Aliquots bei -20°C gelagert.

3.3.2.2.8 Kontrollen

Bei allen immunzytologischen Farbungen wurde als negative Kontrolle ein zweites,
durch Tupftechnik angefertigtes zytologisches Préaparat mitgeflihrt, dessen Gewebe
das nachzuweisende Antigen nicht enthielt (Tab. 25). Bei den polyklonalen
Antikérpern wurde als Negativkontrolle ein zweites zytologisches Praparat des zu
untersuchenden Praparates mitgefihrt und dieses anstelle mit dem Primarantikérper
mit Kaninchennormalserum inkubiert. Ebenso wurde eine Positivkontrolle, ein
Praparat mit einem Gewebe, welches das nachzuweisende Antigen enthielt, fir den

jeweiligen Primarantikdrper mitgefihrt.
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Tab. 25: Herkunft der Gewebeprobe fiir Negativ- und Positivkontrollen flr
immunzytologische Farbungen beim Hund in Abhangigkeit von dem jeweiligen

Primarantikérper

Priméarantikérper Negativkontrolle Positivkontrolle
AE1/AE3 Lymphknoten Adenokarzinom Mamma
KL1 Lymphknoten Schleimhaut, Maul

CK7 Lymphknoten Adenokarzinom Mamma
CK8 Lymphknoten Adenokarzinom Mamma
CK14 Lymphknoten Basalzellkarzinom

CK18 Lymphknoten Adenokarzinom Mamma
CK20 Lymphknoten Adenokarzinom Jejunum
Desmin Plattenepithel, Haut Rhabdomyosarkom
Vimentin Plattenepithel, Haut Fibrosarkom, Haut
Melan-A Lymphknoten Melanom Haut

S100 Kaninchenserum Melanom Haut

vWF Kaninchenserum Hamangiosarkom, Leber
Lysozym Kaninchenserum maligne Histiozytose

CK = Zytokeratin, VWF = von Willebrand-Faktor

3.3.2.2.9 Ermittlung der optimalen Arbeitsverdiinnung fir den jeweiligen

Primarantikorper

Die Ermittlung der optimalen Arbeitsverdinnung fir den jeweiligen Primarantikdrper
erfolgte an zytologischen Abklatschpraparaten von caninem Normal- und
Tumorgewebe, bei dem die histopathologische Diagnose eine positive Reaktion
erwarten lieB (Tab. 26). Bei konstanter Verdiinnung des Sekundarantikérpers und
konstanter Inkubationszeiten (in Anlehnung an Herstellerangaben sowie an die
immunhistologischen Farbeprotokolle des Instituts flr Pathologie der Tierarztlichen
Hochschule Hannover), wurden die optimalen Arbeitsverdiinnungen fir den
jeweiligen  Antikérper in  Vorversuchen ermittelt. Unter der optimalen
Arbeitsverdinnung wurde die hdchste Antikdrperverdinnung definiert, mit der eine
deutliche und spezifische Farbung der Zellen, d.h. mit geringster Hintergrundfarbung,
erzielt wurde. Dabei wurden die empfohlenen Verdinnungsbereiche des jeweiligen
Antikbperherstellers orientierend als Versuchsgrundlage bertcksichtigt. Bei allen
Versuchen  zur  Ermittlung  der wurden

optimalen  Arbeitsverdiinnung

Negativkontrollen mitgefuhrt.
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Tab. 26: Auflistung der histopathologisch definierten Gewebe und Tumoren (jeweils
zwei verschiedene pro Primarantikérper), von denen Abklatschpraparate zur
Bestimmung der optimalen Arbeitsverdinnung fir den jeweiligen Antikdrper
verwendet wurden

Priméarantikérper | Gewebe 1 Gewebe 2

KL1 physiologische Mundhdhlenschleimhaut Plattenepithelkarzinom
AE1/AE3 physiologische Mundhdhlenschleimhaut Plattenepithelkarzinom
CK7 Hyperplasie Mamma Gallengangkarzinom
CK8 Hyperplasie Mamma Lungenkarzinom
CK14 physiologische Mundhdhlenschleimhaut Basalzellkarzinom
CK18 Hyperplasie Mamma Lungenkarzinom
CK20 physiologische Darmschleimhaut DlUnndarmkarzinom
Vimentin Fibrom Osteosarkom

Desmin Rhabdomyosarkom Leiomyosarkom
Melan-A benignes Melanom malignes Melanom
S100 benignes Melanom malignes Melanom
vWF Hamangiom Hamangiosarkom
Lysozym Histiozytom maligne Histiozytose

CK = Zytokeratin; vWF = von Willebrand-Faktor

Entsprechend den Ergebnissen der Vorversuche (s. Kapitel 4) wurden in den
Tab. 27

Arbeitsverdiinnungen der jeweiligen Primarantikérper dargestellt. Tab. 27 liefert

weiteren Untersuchungen die in zusammengefassten optimalen
dariiber hinaus auch eine Ubersicht liber methodische Aspekte fiir den Nachweis

verschiedener Antigene.
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Tab. 27: Methodische Spezifikationen der immunzytologischen Farbung (eingesetzte
Normalseren, Verdinnung des Primar- und Sekundarantikérpers,
Detektionssysteme, Chromogene) fiir verschiedene nachzuweisende Antigene in
zytologischen Préparaten vom Hund

Spezies Verdiinnung Art und Verdiinnung
Antigen Normal- Priméranti- des Detektion, Chromogen
serum® korper ° Sekundarantikérper °
. . KaM, peroxidase- keine Verstarkung
KLA1 Kaninchen 1:5 markiert, 1:75 DAB
AE1/AES3 1:100
CK7
CK 20
(30}2(188 1:20 ZaM, biotinyliert,1:200
CK 14 Ziege SABC, DAB
Vimentin 1:400
Desmin 1:100
Lysozym 1:400
vWF 1:200 ZaK, biotinyliert,1:200
S100 1:400
Melan-A 1:25 ZaM, biotinyliert,1:200 ABC, AEC
#Verdiinnung 1:5 in PBS
®Verdiinnung in PBS-BSA
¢ Verdiinnung in 10%-igem Hundenormalserum in PBS
ABC = Avidin-Biotin-Komplex KaM = Kaninchen-anti-Maus
AEC = Aminoethylcarbazol PBS = Phospat-bufferd-Saline
BSA = Bovines Serum Albumin SABC = Streptavidin-Biotin-Komplex
vWF = von Willebrand-Faktor
CK = Zytokeratin
DAB = Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid ZaM = Ziege-anti-Maus
HNS = Hundenormalserum ZaK = Ziege-anti-Kaninchen

3.4 Befunderhebung

3.4.1 Zytologischer Untersuchungsgang

Die nach Pappenheim gefarbten Praparate wurden lichtmikroskopisch zuné&chst in
der LupenvergréBerung (32fache VergréBerung) zur Orientierung und Beurteilung
der Qualitat durchgesehen. Bei 100facher VergréBerung wurde die Zellularitat, und
Zelllagerung beurteilt und lokalisierte Veranderungen, Gebiete mit erhdhter
Zellularitat, sowie reprasentative Ansammlungen von Zellen mit gleicher Morphologie
zur weiteren Untersuchung aufgesucht (WELLMAN 1990). Die detaillierte

Untersuchung der Zellmorphologie (Zellkern, Zytoplasma) erfolgte mit der 400fachen
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VergrdBerung. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf das Vorhandensein von
Malignitatskriterien gelegt (WELLMAN, 1990, TAKAHASHI, 1987, MEYER, 1996).
Zur Erkennung von detaillierten Strukturen (Chromatinstruktur, Nukleolen etc.)
wurden die Praparate mittels 1000facher (Olimmersion) VergréBerung gemustert
(WELLMAN, 1990).

Die zytologische Beurteilung der Lymphknoten im Hinblick auf eine Metastasierung
erfolgte ausschlieBlich in zwei Kategorien (negativ oder positiv). Die
Kdrperhdhlenerglisse wurden hinsichtlich der verschiedenen Zelltypen zytologisch
untersucht. In Ergissen von Hunden ohne neoplastische Grunderkrankung wurden
die reaktiven  Mesothelzellen und  Entzindungszellen  basierend  auf
zytomorphologischen Kriterien differenziert und fir den Erguss der Gehalt der
jeweiligen Zellfraktion prozentual angegeben. In Erglissen von Hunden mit maligner
epithelialer Neoplasie wurden mit Hilfe der zytomorphologischen Kriterien die einzeln
liegenden groBen mononukledren Zellen in Mesothelzellen bzw. exfoliierte
Karzinomzellen differenziert und der jeweilige Anteil prozentual angegeben.

3.4.2 Immunzytologische Befunderhebung Primartumoren, Organmetastasen
und Koérperhéhlenergiisse

Die immunzytologisch gefarbten Praparate wurden zundchst mit der
LupenvergrdBerung (32-fache VergréBerung) zur Orientierung und Beurteilung der
Qualitat untersucht. Zum Aufsuchen eines reprasentativen Bereiches wurde mit der
100-fachen VergréBerung gearbeitet. Bei positiver immunzytologischer Reaktion
eines Praparates wurde diese, ggf. auch bei 400facher VergréBerung, hinsichtlich
der Intensitdt der Farbreaktion beurteilt (Tab. 28). Des Weiteren wurde der
prozentuale Anteil der spezifisch positiv gefarbten Zellen bei 100-facher
VergréBerung beurteilt. Der prozentuale Anteil der spezifisch positiv gefarbten Zellen
wurde nach Betrachtung des gesamten Praparates ermittelt. Das Ergebnis wurde in
Prozent aller vorhandenen spezifischen Zellen geschéatzt.
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Tab 28: Gradeinteilung der subjektiv beurteilten Farbintensitat von immunzytologisch
gefarbten Primartumoren, Organmetastasen und Kérperhéhlenerglissen

Grad Interpretation
negative Farbreaktion
+ geringgradige Farbintensitat
++ mittelgradige Farbintensitat
+++ hochgradige Farbintensitat

Die Angabe des Prozentwertes erfolgte in 10 %-Schritten (0 %, 10 %, 20 %, bis 100
%). Aufgrund der besonderen Situation der Kdérperhdhlenergiissen mit parallelem
Vorliegen von Karzinomzellen und Mesothelzellen, wurden in diesen Fallen der Anteil
der positiven Zellen und die Farbintensitat jeder dieser Zellfraktionen bei 400-facher
VergréBerung bewertet.

3.4.3 Immunzytologie Lymphknoten

Analog zu den konventionell gefarbten Lymphknotenpraparaten wurden die
immunzytologischen Lymphknotenpréparate bei Vorliegen von immunzytologisch
spezifisch gefarbten Zellen als positiv und bei nicht Vorhandensein der spezifisch
gefarbten Zellen als negativ eingestuft.

Die mikroskopische Untersuchung der Lymphknoten erfolgte durch vier Untersucher
mit unterschiedlicher zytologischer Erfahrung. Der erste Untersucher (Untersucher 1,
Autorin dieser Arbeit) hatte zum Zeitpunkt der Untersuchung mehrjahrige
zytologische  Erfahrungen mit konventionellen und immunzytochemischen
Farbeverfahren, insbesondere im Bereich der onkologischen Zytologie. Untersucher
2 (veterindrmedizinisch-technische Assistentin) war seit mehreren Jahren in die
zytologische Diagnostik involviert, hatte zum Zeitpunkt der Untersuchung jedoch
keine Erfahrungen mit der immunzytologischen Technik. Der dritte Untersucher
(Tierarztin) hatte zytologisches Basiswissen, jedoch keine Erfahrung in der
Immunzytologie. Der vierte Untersucher (technischer Assistent) hatte weder
Erfahrungen in der zytologischen noch in der immunzytologischen Diagnostik. Die
Integration der beiden letztgenannten Untersucher in die Studie verfolgte das Ziel

herauszufinden, ob die gréBere Kontrastierung von Tumorzellen in der
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Immunféarbung ggf. deren leichtere Erfassung auch durch unerfahrene Untersucher
ermoglicht.

Die Untersucher 2 - 4 erhielten zunachst eine theoretische Einweisung bezlglich des
Untersuchungsgutes und der immunzytologischen Technik. Die praktische
Einweisung beinhaltete die Demonstration von konventionell und immunzytologisch
gefarbten Lymphknotenpréaparaten (jeweils zwei negative Lymphknoten, zwei
Lymphknoten mit deutlicher Metastasierung sowie zwei Lymphknoten mit
Mikrometastasen, ein Lymphknoten mit Makrophagen, welche Zytokeratin-positives
Material beinhalteten, jedoch keine Tumorzellen). Fir alle Untersucher erfolgten die
Untersuchungen blind. Zu den einzelnen Lymphknotenpraparaten wurden keine
weiteren Informationen (Patientendaten, Primartumor, etc.) gegeben. Zunachst
wurde die Serie der konventionell nach Pappenheim gefarbten (S. 164, Abb. 8), dann
die mit dem Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3 immunzytologisch (S. 164, Abb.
9) gefarbten Lymphknotenabklatschpraparate untersucht. Die Untersuchung jedes
Lymphknotenpréaparates sollte innerhalb von hdchstens 3 Minuten durchgefihrt
werden und das Ergebnis als positiv bei Vorliegen von Metastasen und negativ bei
Metastasenfreiheit formuliert werden. Die mit KL1, CK7 und CK20 gefarbten
Abklatschpraparate sowie die mit AE1/AE3 gefarbten Aspirationspraparate wurden

nur von der Autorin in allen Fallen nach den o. g. Kriterien untersucht.

3.5 Statistische Auswertung

Als deskriptive statistische MessgréBen fanden Median, Minimum und Maximum
Anwendung. Sowohl fir zytologische als auch fir die immunzytologische
Untersuchung der Lymphknoten auf vorhandene Metastasen wurden die Sensitivitat,
Spezifitat, positiv und negativ pradiktiver Wert berechnet.

Der Vergleich numerischer Daten (Gradeinteilung, Anteil positiver Zellen) erfolgte
mittels t-Test (fir abhdngige Stichproben) bei normalverteilten Ergebnissen und einer
ProbengréBe von mindestens vier. Bei nicht normalverteilten Ergebnissen wurde bei
einer ProbengrdBe von mindestens sechs der Wilcoxon-Test angewendet.
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Auch die immunzytologische und zytologische Metastasendiagnostik im
Lymphknoten der vier Untersucher wurden mittels t-Test flir abhé&ngige Stichproben
verglichen. Zum Vergleich des Anteils positiver Befunde des Lymphknotens in
verschiedenen Untersuchungsverfahren und zwischen verschiedenen Untersuchern
wurde der Chi-Quadrat-Test herangezogen. Zur globalen Prifung auf Unterschiede
zwischen den vier Untersuchern erfolgte die Testung mit dem Chi-Quadrat-Test als
4x2-Feldertafel. Generell wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als
signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche

4.1.1 Ermittlung der optimalen Primarantikorper-Arbeitsverdiinnung

Basierend auf den Kriterien deutliche Anfarbbarkeit der Zellen und mdéglichst
geringste Hintergrundfarobung konnte fir die Breitspekirumantizytokeratine KL1 und
AE1/AE3 die Verdinnung 1:5 bzw. 1:100 als optimale Antikbrperverdiinnung ermittelt
werden (Tab. 29 und Tab. 30).

Tab. 29: Beurteilung der spezifischen Anféarbbarkeit der Zellen und der
Hintergrundfarbung in zwei Testpraparaten (Mundhdhlenschleimhaut,
Plattenepithelkarzinom) nach immunzytologischer Farbung mit dem Antikérper KL1 in
verschiedenen Verdinnungsstufen.

KL1 unverdiinnt 1:5 1:10 1:20 1:50
Z%?;irfki)f)(:;ﬁeit +++, +++ +++, +++ ++, +++ ++; +++ +, ++

unspezifische
Hintergrundférbung
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

+!- -!- -!- -!- -!-

Tab. 30: Beurteilung der spezifischen Anféarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in zwei Testpraparaten (Mundhdhlenschleimhaut,
Plattenepithelkarzinom) nach immunzytologischer Farbung Streptavidin-Biotin-
Komplex (SABC)-Verstarkung) mit dem Antikdrper AE1/AE3 in verschiedenen
Verdinnungsstufen.

AE1/AE3 1:25 1:50 1:100 1:200 1:400
Z?](fa;irgf)%r;ieit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, +++ +, ++

unspezifische
Hintergrundférbung
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

_!+ _!_ _7_ Ty T Ty T

3 3
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Fir die spezifischen Antikbrper gegen CK7, CK8 und CK18 konnte eine optimale
Arbeitsverdiinnung von 1:20 ermittelt werden (Tab. 31 - 33).

Tab. 31: Beurteilung der spezifischen Anfarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in zwei Testprdparaten (Hyperplasie Mamma,
Gallengangkarzinom) nach immunzytologischer Farbung (Streptavidin-Biotin-
Komplex (SABC)-Verstarkung) mit dem Antikérper Zytokeratin 7 (CK7) in
verschiedenen Verdinnungsstufen.

CK7 15 1:10 1:20 1:50 1:100
spezifische
Anfarbbarkeit +++, +++ +4++, +++ +++, +++ ++, ++ +, ++

unspezifische
Hintergrundférbung
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

+!+ +!- -!- -!- - -

bl

Tab. 32: Beurteilung der spezifischen Anfarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in zwei Testprdparaten (Hyperplasie Mamma,
Lungenkarzinom) nach immunzytologischer Farbung (Streptavidin-Biotin-Komplex
(SABC)-Verstarkung) mit dem Antikérper Zytokeratin 8 (CK8) in verschiedenen
Verdinnungsstufen.

CK8 1:5 1:10 1:20 1:50 1:100
spezifische
Anfarbbarkeit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, +++ +, +

unspezifische
Hintergrundférbung
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

++, + +, + - -

bl

Tab. 33: Beurteilung der spezifischen Anfarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in zwei Testprdparaten (Hyperplasie Mamma,
Lungenkarzinom) nach immunzytologischer Farbung (Streptavidin-Biotin-Komplex
(SABC)-Verstarkung) mit dem Antikorper Zytokeratin 18 (CK18) in verschiedenen
Verdinnungsstufen.

CK18 15 1:10 1:20 1:50 1:100
Z‘?l?;ir];i)f)%ﬁieit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, ++ +, ++

unspezifische
Hintergrundférbung
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

++, + -+ R B B
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Hinsichtlich der angewendeten Beurteilungskriterien zeigten auch die spezifischen
Antikérper CK14 und CK20 optimale immunzytologische Farbeergebnisse bei einer
Verdinnung von 1:20 (Tab. 34 und 35).

Tab. 34: Beurteilung der spezifischen Anféarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in zwei Testpraparaten (Mundhdhlenschleimhaut,
Basalzellkarzinom) nach immunzytologischer Farbung (Streptavidin-Biotin-Komplex
(SABC)-Verstarkung) mit dem Antikérper Zytokerati 14 (CK14) in verschiedenen
Verdinnungsstufen.

CK14 1:5 1:10 1:20 1:50 1:100
Z?l(fagir];i)?)g;ﬁeit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, + +, +

unspezifische
Hintergrundférbung

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

++, + +, - - - - - - -

’ bl bl

Tab. 35: Beurteilung der spezifischen Anfarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in zwei Testpraparaten (Darmschleimhaut,
Dinndarmkarzinom) nach immunzytologischer Farbung (Streptavidin-Biotin-Komplex
(SABC)-Verstarkung) mit dem Antikdrper Zytokeratin 20 (CK20) in verschiedenen
Verdinnungsstufen.

CK20 15 1:10 1:20 1:50 1:100
Z‘?l?;ir];i)ig:ieit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, +++ +, ++

unspezifische
Hintergrundfarbung

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

++, ++ +, - - - - - - -

b 3 3
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Die Antikérper gegen die Proteine der Intermediarfilamente Vimentin und Desmin
zeigten die besten spezifischen Anfarbungen der Zellen bei geringster
Hintergrundfarbung bei einer Verdiinnung von 1:400 bzw. 1:100 (Tab. 36 und Tab.
37).

Tab. 36: Beurteilung der spezifischen Anféarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in zwei Testpraparaten (Fibrom, Osteosarkom)
nach  immunzytologischer  Farbung  (Streptavidin-Biotin-Komplex  (SABC)-
Verstéarkung) mit dem Antikérper Vimentin in verschiedenen Verdinnungsstufen.

Vimentin 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600
spezifische
Anfarbbarkeit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, +++ +, +

unspezifische
Hintergrundférbung
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

++, ++ ++, ++ - - - - - -

bl bl

Tab. 37: Beurteilung der spezifischen Anféarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundféarbung in zwei Testpraparaten (Rhabdomyosarkom,
Leiomyosarkom) nach immunzytologischer Farbung (Streptavidin-Biotin-Komplex
(SABC)-Verstarkung) mit dem  Antikdérper Desmin in  verschiedenen
Verdinnungsstufen.

Desmin 1:25 1:50 1:100 1:200 1:400
Z%?;irfki)?)?rﬁeit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, ++ +, ++

unspezifische
Hintergrundférbung
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

+++, ++ ++, ++ - - - - - -
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Die Marker fur die Melanomdiagnostik Melan-A und S7100 zeigten bei einer
Verdinnung von 1:25 bzw. 1:400 eine spezifische Anfarbung der Zellen ohne
Hintergrundfarbung (Tab. 38 und 39).

Tab. 38: Beurteilung der spezifischen Anféarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in zwei Testpraparaten (benignes Melanom,
malignes Melanom) nach immunzytologischer Farbung (Avidin-Biotin-Komplex
(ABC)-Verstarkung) mit dem  Antikbérper Melan-A  in  verschiedenen
Verdinnungsstufen.

Melan-A 1:5 1:10 1:25 1:50 1:100
spezifische
Anfarbbarkeit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, ++ +, ++

unspezifische
Hintergrundfarbung

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

++, + +, - - - - - - -

’ bl bl

Tab. 39: Beurteilung der spezifischen Anféarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfaroung in den Testpraparaten (benignes Melanom,
malignes Melanom) nach immunzytologischer Farbung (Avidin-Biotin-Komplex
(ABC)-Verstarkung) mit dem Antikdrper S7100 in verschiedenen Verdinnungsstufen.

S100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200
Z‘?}?giﬁi{;ﬁieit +++, +++ +++, +++ ++, +++ ++, + -+

unspezifische
Hintergrundfarbung

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

+, ++ - - - - - - - -

b b 3
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FUr die beiden polyklonalen Antikérper gegen den VWF und Lysozym konnten eine

optimale Arbeitsverdiinnung von 1:200 ermittelt werden (Tab. 40 und 41).

Tab. 40: Beurteilung der spezifischen Anfarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in  zwei Testpraparaten (Hamangiom,
Hamangiosarkom) nach immunzytologischer Farbung (Streptavidin-Biotin-Komplex
(SABC)-Verstarkung) mit dem Antikérper von Willebrand-Faktor (vWF) in
verschiedenen Verdinnungsstufen.

vWF 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
spezifische
Anfarbbarkeit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, +++ -+

unspezifische
Hintergrundférbung
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

++, +++ +, ++ - - - - - -

Tab. 41: Beurteilung der spezifischen Anfarbbarkeit der Zellen und der
unspezifischen Hintergrundfarbung in zwei Testpréparaten (Histiozytom, maligne
Histiozytose) nach immunzytologischer Farbung (Streptavidin-Biotin-Komplex
(SABC)-Verstarkung) mit dem  Antikbrper Lysozym in  verschiedenen
Verdinnungsstufen.

Lysozym 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
Z%?;Irgigﬁieit +++, +++ +++, +++ +++, +++ ++, +++ +, +

unspezifische
Hintergrundférbung
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

++, +++ ++, ++ - - - - - -
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4.1.2 Einfluss der Verstarkung mittels des Streptavidin-Biotin-Peroxidase-
Komplexes auf die Farbung mit dem Breitspektrumantizytokeratin KL1

4.1.2.1 Normalgewebe und benigne epitheliale Tumoren

Der Vergleich der immunzytologischen Reaktivitdt von KL71 in einer

Arbeitsverdiinnung von 1:5 in epithelialen Normalgeweben und benignen Tumoren
ohne und mit Verstéarkung durch Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (SABC)
zeigte keine deutlichen Unterschiede in der Reaktivitdt zwischen beiden
Farbemethoden in den verschiedenen Gewebe (Tab. 42). Bei einem statistischen
Vergleich der zusammengefassten Ergebnisse konnte kein signifikanter Unterschied
in der Farbintensitdt und im Anteil der positiven Zellen festgestellt werden

(p=1 ,OWiIcoxon-Test)-

Tab. 42: Vergleichende Darstellung der immunzytologischen Ergebnisse nach
Farbung mit dem Breitspektrumantizytokeratin KL1 (Verdinnung 1:5) ohne und mit
Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (SABC)-Verstarkung in zwei
Normalgeweben und sechs benignen Tumoren epithelialen Ursprungs des Hundes

ohne Verstarkung mit Verstarkung

Gewebe/Primartumor (A)" (B)"
Intensitat % Intensitat %
komplexes Adenom Mamma ++ 50 ++ 50
komplexes Adenom Mamma ++ 60 ++ 60
Magenschleimhaut - 0 - 0
DUnndarmschleimhaut - 0 - 0
Rektumpolyp ++ 10 ++ 10
Prostatahyperplasie - 0 - 0
Adenom hepatoide Driisen ++ 60 +++ 60
Adenom hepatoide Driisen ++ 70 ++ 70

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

') statistischer Vergleich (Wilcoxon-Test):

Farbintensitat: A/B: p=1,0
% Anteil: A/B: p=1,0
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4.1.2.2 Maligne epitheliale Tumoren

In den 17 verschiedenen malignen epithelialen Tumorproben konnte mittels SABC-
Verstarkung ebenfalls keine Anderung der Reaktivitat (Anzahl der positiven Zellen,
Farbeintensitat, p=1,0wiicoxon-Test) VON KL 71 im Vergleich zur nicht verstarkten Reaktion

festgestellt werden (Tab. 43).

Tab. 43: Vergleichende Darstellung der immunzytologischen Ergebnisse nach
Farbung mit dem Breitspektrumantizytokeratin KL1 (Verdinnung 1:5) ohne und mit
Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (SABC)-Verstarkung in 17 malignen
epithelialen Tumoren des Hundes.

ohne Verstarkung mit Verstarkung
Priméartumor (A)" (B)"

Intensitat % Intensitat %
komplexes Karzinom Mamma +++ 60 +++ 60

einfaches Karzinom Mamma ++ 30 ++ 30

[6))
o

einfaches Karzinom Mamma ++ ++ 50

Karzinom Gallengange -

Karzinom Magen -
Karzinom Magen -

Karzinom Magen -
Karzinom Jejunum -

Karzinom Jejunum -
Karzinom Prostata -

Karzinom Prostata -
undiff. Karzinom Blase -

Ubergangszellkarzinom -
Karzinom der apokrinen Driisen -

O|O|O|0|O|0O|0O|O|0O|O0|O|O
OO0 |0O|0O|0|O|0O|0O|O|O

Karzinom Schilddriise -
Plattenepithelkarzinom ++ 4+

(0]
o
(o]
o

Plattenepithelkarzinom +++ 70 +++ 70
- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat
") statistischer Vergleich (Wilcoxon-Test):
Farbintensitat: A/B: p=1,0
% Anteil: A/B:p=1,0
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4.1.3 Uberpriifung der Spezifitit von Desmin, vWF, Lysozym; S100 und Melan-A

Alle immunzytologisch untersuchten caninen Tumoren und Normalgewebe (Tab. 44)
zeigten eine negative Reaktion mit dem Antikérper gegen Desmin. Die Farbung mit
dem Antikérper gegen VWF zeigte in zwei von drei Karzinomen der Mamma eine
positive Reaktion in spindeligen Zellen, welche zytomorphologisch myoepithelialen
Zellen entsprachen. Die Reaktion mit vWF verlief in allen anderen Tumoren und

Normalgeweben negativ.

Tab. 44: Immunzytologische Féarbeergebnisse von verschiedenen caninen
Neoplasien und Normalgeweben mit Desmin, von Willebrand-Faktor (vWF) und
Lysozym (Anzahl der positiven Ergebnisse/Anzahl der Proben insgesamt)

Tumor- / Normalgewebe Desmin vWF Lysozym
Epitheliale Tumoren

Plattenepithelkarzinom (n = 3) 0/3 0/3 0/3
Karzinom Mamma (n = 3) 0/3 2*/3 0/3
Karzinom Magen (n = 1) 0/1 0/1 0/1
Karzinom apokrine Driisen (n = 1) 0/1 0/1 0/1
Mesenchymale Tumoren

Osteosarkom (n = 2) 0/2 0/2 0/2
Fibrosarkom (n = 1) 0/1 0/1 0/1
Fibrom (n=1) 0/1 0/1 0/1
Rundzelltumoren

Lymphom (n = 2) 0/2 0/2 0/2
Malignes Melanom (n = 1) 0/1 0/1 0/1
Normalgewebe

Prostatahyperplasie (n = 1) 0/1 0/1 0/1
Mammahyperplasie (n = 1) 0/1 0/1 0/1
Lymphknoten (n = 2) 0/2 0/2 0/2

* positive Zellen mit spindeliger Morphologie

Die Reaktion von Lysozym war in allen untersuchten caninen Tumoren und
Normalgeweben negativ. Die Untersuchung mit Lysozym zeigte in vielen Tumoren,
insbesondere in den Mammakarzinomen und der Mammahyperplasie positive
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Anfarbungen der Makrophagen, welche sich zytomorphologisch von den konstant
Lysozym-negativen epithelialen Zellen unterschieden. Ahnliche Reaktionsmuster
konnten in den Lymphknoten gefunden werden, wo Lysozym-positive Makrophagen
zum Teil in gréBerer Zahl vorlagen, die Lymphozyten jedoch negativ mit dem
Antikdrper gegen Lysozym reagierten.

Der Melanommarker S700 zeigte in den caninen Tumoren epithelialer und
mesenchymaler Herkunft als auch in den Rundzelltumoren und epithelialen

Normalgeweben positive Reaktionen (Tab. 45).

Tab. 45: Immunzytologische Féarbeergebnisse von verschiedenen caninen
Neoplasien und Normalgeweben mit Melan-A und S7100 (Anzahl der positiven
Ergebnisse/Anzahl der Proben insgesamt)

Tumor/Gewebe S100 Melan-A
Epitheliale Tumoren
Plattenepithelkarzinom (n = 3) 3/3 2*/3
Schilddriisenkarzinom (n = 1) 0/1 0/1
Karzinom Mamma (n = 2) 2/2 0/2
Rundzelltumoren
Plasmozytom (n = 2) 2/2 0/2
Malignes Lymphom (n = 2) 0/2 0/2
Mastzelltumor (n = 1) 0/1 0/1
Mesenchymale Tumoren
Hamangioperizytom (n = 1) 1/1 0/1
Osteosarkom (n = 1) 11 0/1
Osteochondrosarkom (n = 1) 11 0/1
Fibrosarkom (n = 1) 0/1 01
Fibrom (n = 1) 0/1 0/1
Normalgewebe
Hoden (n=1) 0/1 11
Prostata (n = 1) 11 0/1
Lymphknoten (n = 2) 0/2 0/2
Mamma (n = 1) 1/1 0/1

* schwache Farbintensitat
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Melan-A reagierte in den Plattenepithelkarzinomen mit schwacher Farbintensitat,
wahrend alle anderen Tumoren und Normalgewebe keine Anfarbung mit Melan-A

aufwiesen.

4.2 Epitheliale Zubildungen

4.2.1 Epitheliale Zubildungen der Mamma
4.2.1.1 Nicht neoplastische Zubildungen

Beide Breitspektrumantizytokeratine und CK7, ein Marker fir duktale Epithelien,
zeigten in allen untersuchten Fallen von Dysplasien und Hyperplasien der Mamma
positive Reaktionsmuster (Tab. 46).

Tab. 46: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von Hyperplasien und Dysplasien der Mamma des Hundes bei Verwendung der
Antikdrper AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine) und Zytokeratin 7 (CK7)

Anzahl o AE1/AE3 KL1 CK7
Tumorart (n) Kriterium (A)? (B)? (©)?
: Intensitat i o ++
Hyperplasie 4 (++—++) (++ — +4) (+ = ++4)
Mamma o 85 40 60
° (70 -90) (40 —40) (40 —90)
. Intensitat T Tt ot
Dysplasie 3 (++ — +++) (++ — +++) (++ — +++)
Mamma % 80 60 80
° (70 — 90) (30 — 70) (80 — 90)

1)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat
? statistischer Vergleich (t-Test):
Hyperplasie: Farbintensitat: A/B: p=1,0000; A/C: p=1,0000; B/C: p=1,0000
% Anteil: A/B: p=0,0030; A/C: p=0,1350; B/C: p=0,2670

Sowohl AE1/AE3 und KL1 als auch CK7 zeigten bei den Hyperplasien der Mamma
im Mittel mittelgradige und bei den Dysplasien hochgradige Farbintensitaten
(statistischer Vergleich Hyperplasien: p>0,05.1est). Allerdings lag der Anteil positiver
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Zellen bei KL1 mit Mittelwerten von 40 bzw. 60% niedriger als mit AE1/AE3 (85 bzw.
80%), was sich fur die Hyperplasie auch statistisch sichern lieB (p=0,0030:1est). Der
Anteil positiver Zellen bei Anwendung von CK7 betrug im Mittel 60% (Hyperplasie)
und 80% (Dysplasie).

4.2.1.2 Benigne Tumoren

In allen Praparaten von benignen epithelialen Tumoren der Mamma konnten positive
Reaktivitdten mit AE1/AE3, KL1 und CK7 verzeichnet werden (Tab. 47). Die
zytoplasmatische Farbung mit AE1/AE3 war in allen Gruppen der benignen
Mammatumoren von mittel- bis hochgradiger Intensitat und ein konstant hoher
Prozentsatz an Zellen konnte immunzytologisch positiv gefarbt werden.
Insbesondere zeigten in den mit AE1/AE3 gefarbten Préaparaten auch Zellen mit
spindeliger Zellmorphologie, welche zytologisch den morphologischen Kriterien der
myoepithelialen Zellen entsprachen, eine positive Reaktion mit AE1/AE3, was in den
mit CK7 und KL1 gefarbten Praparaten nicht nachzuweisen war. Bei
zusammenfassender Auswertung aller benigner Tumorgruppen konnten mit
AE1/AE3 im Mittel hochgradige Farbintensitaten festgestellt werden und damit eine
héhere Farbintensitat als mit KL17, wo im Mittel eine mittelgradige Farbintensitat
nachzuweisen waren (p<0.0001t7est). Dieser Unterschied wurde auch in den
einzelnen Tumorgruppen auffallig (p<0,05.1est). Ebenfalls zeigte sich ein deutlich
héherer Anteil an positiven Zellen in den mit AE1/AE3 im Vergleich zu den mit KL1
gefarbten Praparaten von einfachen Adenomen (p=0,0060.1est), komplexen
Adenomen (p<0,00017est) als auch in denen von benignen Mischtumoren (p=0,0010:
Test)-

Die Farbung mit CK7 ergab im Vergleich mit AE71/AE3 hinsichtlich der
Farbintensitaten in allen Tumorgruppen keine signifikanten Unterschiede (p>0,05:.
Test-). Bei Gesamtbetrachtung der untersuchten benignen Mammatumoren beziglich
des Anteils der positiven Zellen konnten mit CK7 im Vergleich mit AE1/AE3 hbhere
Anteile nachgewiesen werden (p<0,0001+.1est), Wobei bei isolierter Betrachtung der

einfachen Adenome und Mischtumoren im Gegensatz zu den komplexen
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Karzinomen keine signifikanten Unterschiede zwischen den angefihrten Antikdrpern
nachzuweisen waren. Mit CK7 konnten in der Gesamtzahl der benignen Tumoren
der Mamma ein signifikant gréBerer Anteil an positiven Zellen (p<0,00011est) Mit
deutlicherer Farbintensitat (p= 0,0140:.7est). als mit KL71 nachgewiesen werden. Bei
Betrachtung der einzelnen Tumorgruppen konnten fir CK7 und KL1 — im Gegensatz
zum Anteil der gefarbten Zellen (p<0,05 i1est) — keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich der Farbintensitat festgestellt werden (p>0,05:.7est).

Tab. 47: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von benignen Tumoren der Mamma des Hundes bei Verwendung der Antikérper
AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine) und Zytokeratin 7 (CK7)

Anzahl o AE1/AE3 KL1 CK7
Tumorart Kriterium
(n) (A (B)* (C)*
Intensitat T o T
Adenom, 4 (++ — +++) (+ = ++) (+4 — +++)
einfach o 90 45 75
° (80 —90) (20 — 60) (70 —90)
Intensitat T i T
Adenom, 18 (++ — +++) (+ — +++) (++ — +++)
komplex o 85 55 70
° (60 —100) (20 —90) (40 —100)
beni Intensitat T ot T
I\iggﬁe 9 (+4 — +++) (+ — +++) (+4 — +++)
90 40 70
t %
vmoren A (60 — 100) (30 — 90) (60 — 90)
Intensitat M * T
(++ — +++) (+ — +++) (++ — +++)
Gesamt 31 90 50 20
7o (60 —100) (20 —90) (40 —100)

' = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitét, +++ = hochgradige

Farbintensitat

? statistischer Vergleich (t-Test):

Adenome, einfach:
Adenome, komplex :
ben. Mischtumoren:

Gesamt:

Farbintensitat: A/B: p<0,0001; A/C: p=0,1820; B/C: p=0,1820
% Anteil: A/B: p=0,0060; A/C: p=0,1820; B/C: p=0,0250
Farbintensitat: A/B: p=0,0420; A/C: p=0,4200; B/C: p=0,1380
% Anteil: A/B: p<0,0001; A/C: p=0,0020; B/C: p=0,0310
Farbintensitat: A/B: p=0,0050; A/C: p=0,1930; B/C: p=0,0810
% Anteil: A/B: p=0,0010; A/C: p=0,0630; B/C: p=0,0220
Farbintensitat: A/B: p<0,0001; A/C: p=0,0510; B/C: p=0,0140
% Anteil: A/B: p<0,0001; A/C: p<0,0001; B/C: p<0,0001

120




Ergebnisse

4.2.1.3 Maligne Tumoren

Mit Ausnahme des KL71-negativen Karzinosarkoms der Mamma konnten alle
einfachen und komplexen Karzinome der Mamma mit den Antikérpern AE1/AE3, KL 1
und CK7 positiv gefarbt werden (Tab. 48). AE1/AE3 zeigte bei den komplexen als

auch einfachen Karzinomen eine mittel- bis hochgradige Intensitat (im Mittel:

hochgradig) einschlieBlich Zellen mit spindeliger Morphologie.

Tab. 48: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum, bzw. Einzelwerte) von
zytologischen Praparaten von malignen Tumoren der Mamma des Hundes bei
Verwendung der Antikérper AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine) und

Zytokeratin 7 (CK7)

Anzahl T AE1/AE3 KL1 CK7
Tumorart (n) Kriterium (A (B)? (©)?
. Intensitat T +* ++
Karzinom, 15 (++ = +++) (+ = +++) (+ = ++4)
komplex 9 80 50 70
° (10-100) (10 -90) (20 —100)
: Intensitat T A et
Karzinom, 20 (++ — +++) (+ = +++) (++ — ++4)
einfach N 90 40 75
° (60 —100) (20 —60) (10 —90)
. Intensitat +++ - 4+
Karzino- ]
k
sarkom o 10 0 0
Gosamt s Intensitat (+++_+I++) (- j:+) (+ _+I++)
Y 85 40 70
° (10 —100) (0-190) (10 —100)

1

Farbintensitat

? statistischer Vergleich (t-Test):
Karzinome, komplex: Farbintensitat: A/B: p=0,0060; A/C: p=0,0140; B/C: p=0,7920

Karzinome, einfach:

Gesamt:

% Anteil: A/B: p=0,0020; A/C: p=0,3800; B/C: p=0,0700
Farbintensitat: A/B: p=0,0040; A/C: p=0,1820; B/C: p=0,1820
% Anteil: A/B: p=0,0060; A/C: p=0,1820; B/C: p=0,0250
Farbintensitat: A/B: p<0,0001; A/C: p=0,0510; B/C: p=0,0140
% Anteil: A/B: p<0,0001; A/C: p<0,0001; B/C: p<0,0001
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Die Farbintensitat mit AE1/AE3 lag damit flr beide Tumorgruppen deutlich héher als
mit KL1, mit dem im Mittel jeweils eine mittelgradige Farbintensitat nachgewiesen
werden konnte (p<0,01t71est). Der Anteil der positiven Zellen lag sowohl in den
komplexen Karzinomen als auch in den einfachen Karzinomen im Mittel mit AE1/AE3
bei 80 bzw. 90%, wahrend mit KL71 im Mittel 50 bzw. 40% der Zellen eine positive
Reaktion zeigten (p<0,01+.Test)-

Die mit CK7 gefarbten komplexen Karzinome wiesen im Vergleich zu AE1/AE3
schwéchere Farbintensitaten (p=0,0140:1est) auf, wahrend beim Vergleich des Anteils
der positiven Zellen keine signifikanten Unterschiede festzustellen war (p=0,3800:
Test). Die Farbungen der einfachen Karzinome mit CK7 und AET1/AE3 zeigten
bezlglich beider Beurteilungskriterien keine signifikanten Unterschiede (p>0,05;-Test)-
Der Vergleich von CK7 mit KL1 zeigte nur bei den einfachen Karzinomen bezlglich
des Anteils an positiven Zellen mit CK7 signifikant héhere Werte als mit KL1
(p=0,0250:.7est). Die Farbintensitat in beiden Tumorgruppen als auch der Anteil
positiver Zellen bei den komplexen Karzinomen zeigten keine statistischen
Unterschiede zwischen CK7 und KL1 (p>0,05¢-Test)-

4.2.1.4 Organmetastasen von malignhen Mammatumoren

Beide Lungenmetastasen von einfachen Mammakarzinomen ergaben mit CK7 und
AE1/AE3 positive Reaktionen (Tab. 49).

Tab. 49: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Praparaten von Lungenmetastasen eines
einfachen Mammakarzinoms des Hundes bei Verwendung der Antikdrper AE1/AES,
KL1 (Breitspektrumantizytokeratine) und Zytokeratin 7 (CK7)

Tumorart A'Efsh' Kriterium | AE1/AE3 KL1 CK7
Lungen- Intensitat +, ++ - - +4+4,+++
metastasen 2
einfaches
Karzinom % 20, 70 0,0 30, 80

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat
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Hinsichtlich der Intensitdt und der Anzahl an positiv gefarbten Zellen war der
immunzytologische Nachweis mit CK7 eindeutiger als mit AE1/AE3. Die
immunzytologische Reaktion mit KL1 verlief in beiden Fallen negativ.

4.2.2 Epitheliale Tumoren des Pankreas und der Leber
4.2.2.1 Benigner Tumor der Leber

Das Adenom der Gallengange zeigte mit AE1/AE3 und CK7 in 80% der spezifischen
Zellen eine hochgradige Farbintensitat. Die immunzytologische Farbung des
Adenoms mit KL1 und CK20, ein spezifischer Antikdérper gegen CK20, welches

insbesondere von gastrointestinalen Epithelien exprimiert wird, negativ.
4.2.2.2 Maligne Tumoren der Leber und des Pankreas

Bei den Tumoren der Gallengdnge und des Pankreas zeigte neben AE1/AE3 der
spezifische Marker flr duktale Epithelien CK7 stark positive Farbungen (S. 164, Abb.
4) hinsichtlich der Intensitat und des prozentualen Anteils an positiv gefarbten Zellen
(Tab. 50).

Tab. 50: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Praparaten von malignen Tumoren des
Pankreas und der Gallengdnge des Hundes bei Verwendung der Antikérper
AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7) und 20 (CK20)

Tumorart Arz:shl Kriterium | AE1/AE3 KL1 CK7 CK20

Karzinom 1 Intensitat +++ ++ i+

Pankreas o 100 20 ” A

Karzinom 5 Intensitat [ ++, +++ - - +H+, 4 -
Gallengange % 70, 90 0,0 90, 100 0.0

Y- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitét, +++ = hochgradige

Farbintensitat
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Die immunzytologische Untersuchung mit CK20 verlief in allen drei Fallen vollstandig
negativ. KL1 zeigte bei den Gallengangkarzinomen negative Reaktionen, wahrend
30% der Zellen des Pankreaskarzinoms mittels KL7 mit mittelgradiger Intensitat

gefarbt werden konnten.

4.2.2.3 Organmetastasen eines Pankreaskarzinoms und eines
Gallengangkarzinoms

Analog zu den Primartumoren reagierten die Organmetastasen, die in beiden Fallen
in der Milz lokalisiert waren, eindeutig positiv mit CK7 und AE1/AE3. Mit AE1/AE3
und mit CK7 konnten die Zellen der Metastase des Pankreaskarzinoms zu 70% mit
hochgradiger Farbintensitat gefarbt  werden. Die Metastase des
Gallengangkarzinoms zeigte mit AE1/AE3 in 90% der Zellen eine mittelgradige
Farbintensitat und mit CK7 in 90% der Zellen eine hochgradige Farbintensitat. Nach
immunzytologischer Farbung mit den Antikérpern KL1 und CK20 konnten in beiden

Fallen negative Reaktionsmuster festgestellt werden.

4.2.3 Normale und neoplastisch veranderte Magen- und Darmschleimhaut

4.2.3.1 Normale Schleimhaut des Magen und Darms

In der unveranderten Schleimhaut des Magens, Dinn- und Dickdarms konnten
deutlich positive immunzytologische Farbungen mit dem Breitspektrumantizytokeratin
AE1/AE3 und dem flir gastrointestinale Epithelien spezifischen Antikdrper CK20
festgestellt werden (Tab. 51). Die Reaktionen mit den Antikérpern KL1 und CK7
waren in den zytologischen Praparaten der Magen-, Dinn- und
Dickdarmsschleimhaut negativ.
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Tab. 51: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Praparaten von normaler Magen-, Dinn- und
Dickdarmschleimhaut des Hundes bei Verwendung der Antikérper AE1/AE3, KL1
(Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7) und 20 (CK20)

Normal- Anzahl .

gewebe (n) Kriterium | AE1/AE3 KL1 CK7 CK20

Magen- 1 Intensitéat +++ - i s
schleimhaut o ” , : -
Dinndarm- 1 Intensitat + 3 ] s
schleimhaut % 90 0 . o

Dickdarm- 1 Intensitat ++ - i s

schleimhaut % 90 0 . oo

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.2.3.2 Benigne Tumoren des Darms

Die vier Polypen des Rektums lieBen sich alle mit den Antikérpern AE1/AE3, CK7
und CK20 positiv anfarben (Tab. 52). Das Reaktionsmuster mit CK7 zeigte im Mittel
in 55% der Zellen eine mittelgradige Farbintensitat. In zwei von vier Polypen konnte
keine immunzytologische Reaktion mit KL 1 nachgewiesen werden.

Tab. 52: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von Rektumpolypen des Hundes bei Verwendung der Antikérper AE1/AE3, KL1
(Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7) und 20 (CK20)

Tumorart | ANZahl | Kriter- 1 4 py g3 KL1 CK7 CK20
(n) ium
Inten- +++ -+t ++ +++
Polyp, 4 sitat (++ — +++) (- = +++) (+—+++) (+ — +++)
Rektum o 85 10 55 70
° (80 —100) (0 —40) (50 — 60) (40 —90)

1)

Farbintensitat
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4.2.3.3 Maligne Tumoren des Magens

Nach immunzytologischer Farbung mit AE1/AE3 konnten in den neun untersuchten
Karzinomen des Magens im Mittel 90% der Zellen mit hochgradiger Farbintensitat
gefarbt werden, wahrend die Reaktionen mit KL71 zumeist negativ verliefen
(Intensitat, Anteil positiver Zellen: p<0,05wiicoxon-Test) (Tab. 53). Lediglich bei zwei
undifferenzierten Karzinomen des Magens konnten deutlich positive Reaktionen mit
KL1 festgestellt werden. Ebenfalls konnten die Zellen mit CK20 im Mittel zu 90% mit
hochgradiger Farbintensitdt nachgewiesen werden, was im statistischen Vergleich
mit AE1/AE3 bezlglich beider Beurteilungskriterien keine signifikanten Unterschiede
ergab (p>0,05wiicoxon-Test). Dementsprechend war auch die immunzytologische
Reaktion mit CK20 hinsichtlich der Farbintensitat und dem Anteil der positiven Zellen
héher als mit KL1 (p<0,01wiicoxon-Test). AET/AE3 und CK20 zeigten auch in beiden
Beurteilungskriterien jeweils deutlich ausgepragtere Farberesultate als CK7
(p<0,05wiicoxon-Test). Mit CK7 wurden im Mittel mittelgradige Farbintensitaten bei

deutlich variabler prozentualer Anfarbung der spezifischen Zellen nachgewiesen.

Tab. 53: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Préparaten
von malignen Tumoren des Magens des Hundes bei Verwendung der Antikérper
AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7) und 20 (CK20)

Anzahl o AE1/AE3 KL1 CK7 CK20
Tumorart (n) Kriterium (A)? (B)? (C)? (D)?
. Intensitat T ) i M
Karzinom 9 (++ — +++) (- = +++) (+—++) (++ — +++)
Magen o 90 0 70 90
° (70 —100) (0-70) (20 —100) (40 —100)

i)

Farbintensitat

? statistischer Vergleich (Wilcoxon-Test):
Farbintensitat: A/B: p=0,0117; A/C: p=0,0313; A/D: p=0,2500; B/C: p=0,0078;
B/D: p=0,0078; C/D: p=0,0078
A/B: p=0,0078; A/C: p=0,0117; A/D: p=0,6250; B/C: p=0,0195;
B/D: p=0,0078; C/D: p=0,0078

% Anteil:
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4.2.3.4 Organmetastase eines Magenkarzinoms

Immunzytologisch konnte die Milz-Metastase eines Magenkarzinoms mit AE1/AE3
(80% der Zellen mit mittelgradiger Farbintensitat) und CK20 (90% der Zellen mit
hochgradiger Farbintensitat) deutlich positiv markiert werden. Mittels CK7 wurden
60% der
immunzytologische Reaktion mit KL1 verlief negativ.

spezifischen Zellen mit mittelgradiger Farbintensitat gefarbt. Die

4.2.3.5 Maligne Tumoren des Diinndarms

Immunzytologisch konnten alle Adenokarzinome des Dinndarms mit AE1/AE3 und
CK20 gefarbt werden (Tab. 54). Die Reaktion mit dem Breitspektrumantizytokeratin

KL1 brachte hingegen in allen Fallen negative Reaktionen hervor.

Tab. 54: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum - Maximum bzw. Einzelwerte) von
zytologischen Praparaten von malignen Tumoren des Dinndarms des Hundes bei
Verwendung der Antikérper AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine),
Zytokeratin 7 (CK7) und 20 (CK20)

Anzahl N AE1/AE3 KL1 CK7 CK20
Tumorart (n) Kriterium (A)? (B)? () (D)?

. Intensitat o ) A it
Karzinom 5 (+ = ++4) (-=-) (- = +++) (+ = ++4)
Jejunum o 60 0 30 80

° (60 — 80) (0-0) (0 —50) (60 —100)
. Intensitat ++ - ++ 4+
Karzinom 1
lliozékal
ozaKa % 90 0 70 80
Gesamt 6 Intensitat (+ i-:+) (- — -) (- —+:++) (+++—+I++)
Y 80 0 40 80
° (60 —90) (0-0) (0-70) (60 —100)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat
2 statistischer Vergleich (Wilcoxon-Test):

Gesamt: Farbintensitat: A/B: p=0,0313; A/C: p=1,0000; A/D: p=0,2500; B/C: p=0,0625;
B/D: p=0,0313; C/D: p=0,1250

% Anteil:

A/B: p=0,0313; A/C: p=0,0313; A/D: p=0,8750; B/C: p=0,0625;

B/D: p=0,0313; C/D: p=0,0313
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Die Farbung mit CK20 zeigte fir die Gesamtzahl der untersuchten Karzinome des
Dinndarms bezlglich der Farbintensitdt und des prozentualen Anteils an positiv
gefarbten  Zellen sehr deutliche positive  Reaktionen, welche das
Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3 nur wenig unterschritt (p>0,05wiicoxon-Test). Die
Farbung mit CK7 erwies sich in dieser Gruppe als heterogen. Die Farbung eines
jejunalen Adenokarzinoms mit CK7 erbrachte ein negatives Ergebnis. Im Vergleich
mit AE1/AE3 war kein Unterschied in der Farbintensitat mit CK7 festzustellen
(p=1,0wilcoxon-Test)- Hinsichtlich des Anteils der positiven Zellen konnten mit AE1/AE3
im Mittel 80% und mit CK7 40% der Zellen angefarbt werden (p=0,0313wicoxon-Test)-
Mittels statistischem Vergleich zwischen CK7 und CK20 konnte kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Farbintensitat (p=0,1250wicoxon-Test) Nachgewiesen
werden, wahrend der Anteil der positiven Zellen mit CK20 héher als mit CK7 war
(p=0.0313wilcoxon-Test)-

4.2.3.6 Maligne Tumoren des Rektums

Die malignen epithelialen Tumoren des Rektums zeigten immunzytologisch analoge

Reaktionen wie die malignen epithelialen Tumoren des Dinndarms (Tab. 55).

Tab. 55: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von malignen Tumoren des Rektums des Hundes bei Verwendung der Antikérper
AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7) und 20 (CK20)

Tumorart A“(f;‘h' Kriterium | AE1/AE3 KL1 CK7 CK20
. Intensitat +t i + +++
Karzinom 3 (++ — +++) (-—-) (-—+) (+4 — +++)
Rektum o 80 0 20 90
o (80 — 90) (0-0) ©0-70) | (80-090)

' = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitét, +++ = hochgradige

Farbintensitat

Es konnten deutlich positive immunzytologische Reaktionen mit den Antikérpern
AE1/AE3 und CKZ20 festgestellt werden. Die Farbung mit CK7 war in einem Fall
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negativ, die beiden anderen rektalen Adenokarzinome wiesen bei nur schwacher
Farbintensitat einen prozentualen Anteil an positiv gefarbten Zellen von 20% und
70% auf. Die immunzytologische Reaktion mit KL1 verlief in allen drei Féllen

vollstandig negativ.
4.2.3.7 Organmetastasen von Karzinomen des Jejunums

Die Leber- und Magenmetastase von jejunalen Karzinomen zeigten in beiden Fallen
— analog zu den Primartumoren — mit CK20 und AE1/AE3 positive Farbreaktionen
(Tab. 56). Die immunzytologische Reaktion mit CK7 zeigte im Fall der Metastase im
Magen keine Reaktion, wahrend die Metastase in der Leber mit CK7 deutlich positiv
reagierte. Keine der beiden Organmetastasen konnte nicht mit KL7 identifiziert

werden.

Tab. 56: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Praparaten von Organmetastasen (Leber,
Magen) der Darmkarzinome von zwei Hunden bei Verwendung der Antikdrper
AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7) und 20 (CK20)

Tumorart A'Efsh' Kriterium | AE1/AE3 KL1 CK7 CK20
Organ- Intensitat ++, ++ - - -, ++ ++, ++
metastase 2
Karzinom
Darm % 60, 80 0.0 0, 80 80, 80

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.2.4 Epitheliale Zubildungen der Prostata
4.2.4.1 Nicht neoplastische Zubildungen der Prostata
In den drei Fallen der Prostatahyperplasie konnte eine deutlich positive Reaktion mit

den Antikdrpern AE1/AE3 und CK7 festgestellt werden (Tab. 57). Die Farbintensitat
von CK7 war hier deutlicher als mit AE1/AE3, der wiederum einen geringgradig
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héheren prozentualen Anteil an positiv gefarbten Zellen aufwies. Die
immunzytologische Reaktion mit KL1 verlief in zwei Fallen negativ und im dritten Fall
konnten nur 10% der spezifischen Zellen mit mittelgradiger Farbintensitat
immunzytologisch gefarbt werden.

Tab. 57: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von Prostatahyperplasien des Hundes bei Verwendung der Antikérper AE1/AE3, KL 1
(Breitspektrumantizytokeratine) und Zytokeratin 7 (CK7)

Tumorart A'}f‘?h' Kriterium |  AE1/AE3 KL1 CK7
Intensitét T ) T
Prostata- 3 (++ —++) (-—++) (+++ — ++4)
hyperplasie o 90 0 80
° (90 — 100) (0-10) (80 — 100)

Y- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.2.4.2 Maligne Tumoren der Prostata

Die Antikérper AE1/AE3 und CK7 zeigten in allen Karzinomen der caninen Prostata
einschlieBlich einem anaplastischem Karzinom deutlich positive Farbeergebnisse
(Tab. 58). AE1/AE3 unterschied sich — sowohl fir die Adenokarzinome als auch bei
der Auswertung der Gesamtzahl der Prostatakarzinome — weder hinsichtlich der
Intensitat noch des prozentualen Anteils deutlich von der Reaktion mit CK7 (p>0,05:.
Test). Die immunzytologische Reaktion mit KL7 brachte in der Gruppe der
Adenokarzinome zumeist negative Farbeergebnisse (n=8). Die geringere Reaktivitat
lieB sich im Vergleich zu den Reaktionen mit AE1/AE3 und CK7 in beiden
Beurteilungskriterien auch statistisch nachweisen (p<0,0001t.7est). In  dem
anaplastischen Karzinom der Prostata konnten 60% der Zellen durch KL71 mit
mittelgradiger Farbintensitat gefarbt werden.
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Tab. 58: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum - Maximum bzw. Einzelwerte) von
zytologischen Praparaten von Prostatakarzinomen des Hundes bei Verwendung der

Antikérper AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine) und Zytokeratin 7 (CK7)

Anzahl I AE1/AE3 KL1 CK7
Tumorart Kriterium
(n) (A)? (B)? (C)?

, Intensitat T - et
Adenokarzinom 8 (++ — +++) (- —++) (++ — +++)
Prostata o 90 0 90

° (60 —100) (0 -60) (40 —100)
anaplastisches Intensitat +++ ++ +++
Karzinom 1
Prostata % 100 60 80
Gesamt 9 Intensitat (+++—+I++) (- —-++) (+++—+I++)
o 100 0 90
° (60 —100) (0-160) (40 —100)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat
2 statistischer Vergleich (t-Test):
Adenokarzinome Prostata: Farbintensitat: A/B: p<0,0001; A/C: p=1,0; B/C: p<0,0001;
% Anteil: A/B: p<0,0001; A/C: p=0,0810;
B/C: p<0,0001
Prostatakarzinome gesamt: Farbintensitat: A/B: p<0,0001; A/C: p=1,0; B/C: p<0,0001;
% Anteil: A/B: p=0,010; A/C: p=0,2640;
B/C: p<0,0001

4.2.4.3 Organmetastasen von Prostatakarzinomen

Hunden mit
Prostatakarzinom eine deutlich positive Reaktivitdt mit AE1/AE3 auf (Tab. 59). Die

Immunzytologisch wiesen alle elf Organmetastasen von flinf

immunzytologische Reaktion mit dem Breitspektrumantizytokeratin KL1 brachte in
sechs Faéllen vollstdndig negative Reaktionen, war teilweise aber auch von
hochgradiger Intensitat. Aufgrund dieser Heterogenitat konnte fir die Farbintensitat
kein signifikanter Unterschied zwischen KL1 im Vergleich zu AE1/AES3 als auch zu
CK7 festgestellt werden (p>0,05wiicoxon-Test). Der statistische Vergleich des Anteils
positiver Zellen ergab jedoch fiir AE1/AE3 als auch fir CK7 hdéhere Werte als mit
KL1 (p<0,05wicoxon-Test)- Ein statistischer Vergleich der Farbeergebnisse von CK7 und
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AE1/AE3 ergab bei gleicher Intensitat eine deutlich geringere Anzahl an positiv
gef.arbten Ze”en mit CK7 (p=0,001Wi|coxon.Test).

Tab. 59: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Préparaten
von Organmetastasen der Prostatakarzinome von 5 Hunden bei Verwendung der
Antikérper AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine) und Zytokeratin 7 (CK7)

Anzahl o AE1/AE3 KL1 CK7
Tumorart Kriterium
(n) (A)? (B)? (C)?
Organ- Intensitat i ) A
metastasen 11 (++ — +++) (- — ++4) (+ — +++)
Prostata- . 90 0 60
karzinom 7o (50 — 100) (0 - 70) (10 - 80)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

2 statistischer Vergleich (Wilcoxon-Test):
Farbintensitat: A/B: p=0,0547; A/C: p=0,3750; B/C: p=0,0547
% Anteil: A/B: p=0,0010; A/C: p=0,0010; B/C: p=0,0049

4.2.5 Epitheliale Tumoren der Harnblase
4.2.5.1 Benigne Tumoren

Die immunzytologische Anfarbung der zwei Papillome der Harnblase konnte mit
deutlicher Reaktivitat mittels der Antikdrper AE1/AE3 und CK7 gefuhrt werden (Tab.
60).

Tab. 60: Ergebnisse der Farbintensitat’” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Préaparaten von Papillomen der Blase des
Hundes bei Verwendung der Antikdrper AE1/AES3, KL1
(Breitspektrumantizytokeratine) und Zytokeratin 7 (CK7)

Tumorart A'}f‘?h' Kriterium |  AE1/AE3 KL1 CK7
Papillom ) Intensitat ++, +++ -+ ++, +++
Blase % 70, 100 0, 40 80, 100

Y- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitét, +++ = hochgradige

Farbintensitat
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KL1 zeigte in einem Papillom keine Reaktion, in dem anderen Fall nur eine Reaktion

schwacher Intensitat in 40% der Zellen.
4.2.5.2 Maligne Tumoren

In den reinen Ubergangszellkarzinomen der Harnblase konnten deutlich positive
Reaktionen mit den Antikérpern AE1/AE3 nachgewiesen werden (Tab. 61). Die
Reaktion mit CK7 war in den Ubergangszellkarzinomen im Mittel von mittelgradiger
Farbreaktion in 80% der Zellen, wahrend die immunzytologische Reaktion mit KL71 im
Mittel mittelgradige Farbintensitaten bei 20% der Zellen aufwies. Bei diesen Zellen

handelte es sich zumeist um groBe, noch recht gut ausdifferenzierte Urothelzellen.

Tab. 61: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum - Maximum bzw. Einzelwerte) von
zytologischen Praparaten von malignen epithelialen Tumoren der Blase des Hundes
bei Verwendung der Antikbérper AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine) und
Zytokeratin 7 (CK7)

Tumorart A'Efsh' Kriterium | AE1/AE3 KL1 CK7
’ - Intensitat T + +
tetl)Ii;gr?irrll%sm 3 (+++ — ++4) (+—++) (+—++)
Blase o 100 20 80
° (90 —100) (10 — 30) (80 —100)
Plattenepithel- Intensitat ++, +++ +++, +++ +, ++
karzinom 2
Blase % 60, 80 80, 80 20, 30
undifferenziertes Intensitat +++] +++ -, - +4, +++
Karzinom 2
Blase % 60, 80 0,0 60, 100

1

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat,

+++ = hochgradige Farbintensitét

In der Gruppe der Plattenepithelkarzinome war neben einem Plattenepithelkarzinom
ein Ubergangszellkarzinom mit starker plattenepithelialer Differenzierung enthalten.
In beiden Fallen dieser Gruppe konnten deutlich positive Reaktivitaten mit KL7 und
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AE1/AE3 festgestellt werden. Die Reaktion mit CK7 zeigte in dem
Plattenepithelkarzinom eine nur schwache Anfarbung von 20% der spezifischen
Zellen, wahrend das Ubergangszellkarzinom mit plattenepithelialer Differenzierung
eine mittelgradige Farbintensitat von 30% der Zellen mit diesem Antikérper aufwies.
Bei beiden undifferenzierten Karzinomen konnten positive Reaktionen mit AE1/AE3
und CK7 festgestellt werden. Die immunzytologische Farbung mit KL1 hingegen

verlief in beiden Fallen negativ.

4.2.5.3 Organmetastase eines undifferenzierten Karzinoms der Harnblase

Die Uretermetastase eines Ubergangszellkarzinoms zeigte in 90% der spezifischen
Zellen eine mittelgradige immunzytologische Anfarobung mit AE1/AE3 und CK7. Die
Reaktion mit KL1 verlief negativ. Die immunzytologischen Ergebnisse der

Organmetastase eines Plattenepithelkarzinoms sind unter Kapitel 4.3.1.2. aufgefihrt.

4.2.6 Epitheliale Tumoren der Lunge

4.2.6.1 Maligne Tumoren

Die zwei bronchioalveolaren Karzinome wiesen eine deutlich positive Reaktion mit
beiden Breitspektrumantizytokeratinen und in etwas schwacherer Form mit CK7 und
CK8 auf (Tab. 62). Der neben CK8 fur Zylinderepithelien spezifische Antikdrper
CK18 zeigte zu 40 bzw. 60% aller Zellen eine positive Reaktion in den beiden
bronchioalveolaren Karzinomen mit schwacher bzw. méaBiger Intensitat.

Die immunzytologische Farbung des anaplastischen Adenokarzinoms der Lunge war
mit den Antikdrpern AE1/AE3, CK7 und CK8 deutlich positiv, die Reaktion mit CK18
war etwas schwacher in der Intensitdt und der prozentuale Anteil der positiv
gefarbten Zellen belief sich auf 60%. Die Farbung dieses Tumors war mit dem
Breitspektrumantizytokeratin KL 1 negativ.
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Tab. 62: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Praparaten maligner epithelialer Tumoren der
Bronchien und Lunge des Hundes bei Verwendung der Antikdrper AE1/AES3, KL1
(Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7), 8 (CK8) und 18 (CK18)

An-
Tumorart zahl | Kriterium| AE1/AE3 KL1 CK7 CK8 CK18
(n)

Karzinom, » Intensitét | +++,+++ | +++, +++ | ++, ++ ++, ++ +, ++
bronchioalveolar % 90,90 | 80,80 | 70,80 | 70,60 | 40,60
Adenokarzinom Intensitat +++ - +++ +++ ++

anaplastisch 1
Lunge % 90 0 80 80 60
Karzinosarkom 1 Intensitat ++ +++ - - -
Lunge % 90 90 0 0 0
Plattenepithel- Intensitat +++ +++ ++ ++ +
karzinom 1
Lunge % 80 90 60 30 20
Kleinzelliges 1 Intensitat +++ + ++ +++ +++
Karzinom Lunge % 40 30 60 70 70

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

Das Karzinosarkom der Lunge lieB sich nur mit den Antikérpern KL1 und AE1/AE3
positiv anfarben, die spezifischen Antikdrper CK7, CK8 und CK18 zeigten negative
Resultate.

Das Plattenepithelkarzinom der Lunge konnte immunzytologisch deutlich positiv mit
Die
Reaktionen mit CK7, CK8 und CK18 waren beziglich beider Beurteilungskriterien

den Breitspektrumantizytokeratinen KL71 und AET1/AE3 gefarbt werden.

schwacher.

Das kleinzellige Karzinom der Lunge wies deutliche immunzytologische Reaktionen
mit CK8 und CK18 auf. Die immunzytologische Farbung dieses Tumors mit AE1/AE3
bzw. CK7 war im Hinblick auf Anzahl der Zellen bzw. Farbintensitat geringer
ausgepragt. Mit dem Antikérper KL1 konnten nur 30% der spezifischen Zellen mit
schwacher Intensitat geférbt werden.
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4.2.7 Epitheliale Tumoren der hepatoiden und apokrinen Driisen

4.2.7.1 Adenome der hepatoiden Driisen

Die immunzytologische Farbung von Adenomen der hepatoiden Drisen mit den
Breitspektrumantizytokeratinen KL1 und AE1/AE3 zeigten keine Unterschiede
bezlglich der Farbintensitat (p=0,5625wiicoxon-Test) (Tab. 63). Der Anteil positiver
Zellen lag mit AE1/AE3 deutlich Uber den Verhaltnissen mit KL1 (p=0,0488wiicoxon-
Test)- Hingegen konnten keine Unterschiede zwischen den beiden erstgenannten
Antikdrpern und CK74 hinsichtlich der Farbintensitdt nachgewiesen werden
(p=0,5625wiicoxon-Test)-  Ein CK14  mit
Breitspektrumantizytokeratinen im Hinblick auf den prozentualen Anteil der positiven
Zellen ergab nur zwischen CK74 (Median 80%) und KL71 (Median 60%) einen
deutlichen Unterschied (p=0,0322wiicoxon-Test)-

Vergleich  von den  beiden

Tab. 63: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Pr&paraten
von Adenomen der hepatoiden Drisen des Hundes bei Verwendung der Antikérper
AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7) und 14 (CK14)

Anzahl - AE1/AE3 KL1 CK7 CK14
Tumorart (n) Kriterium (A)z) (B)z) (C)z) (D)z)
Adenom Intensitat i i - ot
hepatoiden 13 (+ — +++) (+ — +++) (+— ++) (+ — +++)
Driisen o 80 60 70 80
° (40 —100) (10 —100) (20 — 80) (30 —90)

1)

Farbintensitat

2 statistischer Vergleich (Wilcoxon-Test):

Farbintensitat: A/B: p=0,5625; A/C: p=0,0273; A/D: p=0,1250; B/C: p=0,0156;
B/D: p=0,3750; C/D: p=0,0020
A/B: p=0,0488; A/C: p=0,0273; A/D: p=0,3750; B/C: p=0,9658;
B/D: p=0,0322; C/D: p=0,1475

% Anteil:

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Die Reaktion mit CK7 zeigte im Vergleich zu denen mit AE1/AE3, KL1 und CK14
deutlich schwachere Farbintensitaten (p<0,05wiicoxon-Test). Bei einem statistischen
Vergleich des Anteils der positiven Zellen bei Verwendung von CK7 (Median: 70%)
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im Vergleich mit den anderen drei Antikdrpern lie sich nur im Vergleich zur Reaktion
mit AE1/AE3 (Median: 80%) ein Unterschied nachweisen (p=0,0273wiicoxon-Test)-

4.2.7.2 Karzinom der hepatoiden Driisen

Das Karzinom der hepatoiden Driisen lieB sich mit AE1/AE3 (90% der Zellen mit
hochgradiger Farbintensitat) und CK7 (80% der Zellen mit hochgradiger
Farbintensitat) immunzytologisch deutlich positiv anfarben. Die Reaktion mit CK714
zeigte eine mittelgradige Farbintensitdt von 70% der spezifischen Zellen. Die
Farbung mit KL1 brachte eine negative Reaktion.

4.2.7.3 Karzinome der apokrinen Driisen

In der Gruppe der Karzinome der apokrinen Driisen (n=6) konnten &hnlich deutlich
positive Farbungen mit AE1/AE3 und CK7 festgestellt werden (p>0,05wiicoxon-Test),

wahrend die Reaktion mit KL7 in den meisten Fallen (n=5) negativ verlief (Tab. 64).

Tab. 64: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Préparaten
von Karzinom der apokrinen Driisen des Hundes bei Verwendung der Antikérper
AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7) und 14 (CK14)

Anzahl I AE1/AE3 KL1 CK7 CK14
Tumorart (n) Kriterium (A)z) (B)z) (C)z) (D)z)
Karzinom Intensitat T ] T )
apokrinen 6 (+++ — +++4) (-—+) (+++ — ++4) (-—++)
Driisen % 100 - 95 0
(80 —100) (0 —30) (80 —100) (0 —50)

' = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

? statistischer Vergleich (Wilcoxon-Test):

Farbintensitat: A/B: p=0,0313; A/C: p=1,0000; A/D: p=0,0313; B/C: p=0,0313; B/D: p=1,0000;
C/D: p=0,0313

% Anteil: A/B: p=0,0313; A/C: p=0,5000; A/D: p=0,0313; B/C: p=0,0313; B/D: p=1,0000;
C/D: p=0,0313
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Die immunzytologische Reaktion mit dem Antikérper gegen CK714 zeigte in den
meisten Fallen eine mittelgradige Farbintensitat von 20% der spezifischen Zellen. Mit
AE1/AE3 und CK7 war die Farbintensitat als auch der Anteil der positiven Zellen
deutlich héher als mit den Antikdérpern KL1 und CK14 (p=0,0313wilcoxon-Test)-

4.2.8 Epitheliale Tumoren der Schilddriise
4.2.8.1 Benigner Tumor

Das Adenom der Schilddriise wies mit dem Antikérper AE1/AE3 eine Anfarbung von
100% der spezifischen Zellen mit mittelgradiger Intensitat auf. Mit CK7 konnten 20%
aller spezifischen Zellen mit schwacher Farbintensitat immunzytologisch dargestellt
werden. Die Reaktion mit KL71 war negativ.

4.2.8.2 Maligne Tumoren

Die immunzytologische Untersuchung der Karzinome der Schilddriise zeigte nur mit
dem Antikérper AE1/AE3 in allen vier Féllen eine positive Reaktion (Tab. 65).

Tab. 65: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von Karzinomen der Schilddrise des Hundes bei Verwendung der Antikérper
AE1/AE3, KL1 (Breitspektrumantizytokeratine) und Zytokeratin 7 (CK7)

Tumorart A’Zf;‘h' Kriterium |  AE1/AE3 KL1 CK7
Intensitat + i o+
Karzinom 4 (++— ++) (-=-) (-—++)
Schilddrise o 85 0 35
° (80 -90) (0-0) (0—-90)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

Zwei der Schilddrisenkarzinome reagierten negativ mit dem Antikérper CK7, in den
anderen beiden Fallen markierte CK7 70 bzw. 90% der spezifischen Zellen mit
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geringgradiger Intensitat. Nach immunzytologischer Farbung mit KL71 konnten in allen

vier Fallen negative Reaktionen festgestellt werden.

4.2.9 Epithelialer Tumor des Vestibulums

4.2.9.1 Maligner Tumor

Mit allen drei eingesetzten Antikérpern (AE1/AE3, KL1, CK7) konnte bei den
Praparaten des Adenokarzinoms des Vestibulums eine Farbung mit hochgradiger
Farbintensitat festgestellt werden. Hinsichtlich des prozentualen Anteils an positiven
Zellen konnten 100% der spezifischen Zellen mit AE1/AE3 und CK7 sowie 40% mit

KL1 markiert werden.

4.2.10 Epidermale Tumoren

4.2.10.1 Maligne Tumoren

Es konnten konstant positive Reaktionen in der Gruppe der Plattenepithelkarzinome
mit dem Antikérper AE1/AE3 und dem flr Plattenepithelien spezifischen Antikdrper
CK14 festgestellt werden (Tab. 66). Ebenso konnten Uberwiegend deutlich positive
Reaktionen konnten mit KL1 nachgewiesen werden, wobei zu bemerken ist, dass in
einem Fall eine negative Reaktion nachgewiesen werden konnte. AE1/AE3, KL1
sowie CK14 zeigten im statistischen Vergleich keine signifikanten Unterschiede in
der Farbintensitat als auch in der Anzahl der positiven Zellen (p>0,05wiicoxon-Test)- Alle
drei genannten Antikdrper zeigten bezliglich der Farbintensitat als auch in der Anzahl
der positiven Zellen deutliche Unterschiede zu den Féarbeergebnissen mit CK7

(p<0,0001 wilcoxon-Test), die zumeist negativ ausfielen.
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Tab. 66: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Préparaten
von Plattenepithelkarzinomen des Hundes bei Verwendung der Antikérper AE1/AES,
KL1 (Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7) und 14 (CK14)

Anzahl I AE1/AE3 KL1 CK7 CK14
Tumorart (n) Kriterium (A)? (B)? (C)? (D)?
: Intensitat o T ) T
Plattenepithel- 57 (+—+++) (- = +++) (-—++) (+— +++)
karzinom o 90 90 0 80
° (40-100) | (0—100) (0-70) (10 —100)

Y- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

2 statistischer Vergleich (Wilcoxon-Test):

Farbintensitat: A/B: p=0,0950; A/C: p<0,0001; A/D: p=0,5614; B/C: p<0,0001;
B/D: p=0,6250; C/D: p<0,0001

% Anteil: A/B: p=0,5016; A/C: p<0,0001; A/D: p=0,1327; B/C: p<0,0001;
B/D: p=0,6507; C/D: p<0,0001

In dem weiteren Fall eines Basalzellkarzinoms konnte eine deutlich positive Reaktion
mit dem beim Menschen insbesondere fir Basalzellen spezifischen Marker CK714
festgestellt werden (hochgradige Farbintensitat in 80% der Zellen). Die Reaktionen
mit den Breitspektrumantizytokeratinen AE1/AE3 und KL1 zeigte eine mittelgradige
Farbung von 60 bzw. 40% der spezifischen Zellen. Die immunzytologische Farbung
mit CK7 verlief negativ.

4.2.10.2 Organmetastasen von einem Plattenepithelkarzinom

Die immunzytologischen Farbeergebnisse der Metastase eines
Plattenepithelkarzinoms der Harnblase im groBen Netz zeigten deutlich positive
Reaktivitadten mit allen eingesetzten Antikérpern. Die deutlichsten positiven Resultate
konnten nach Farbung mit AE1/AE3 (mittelgradige Farbintensitat in 60% der Zellen)
und CK14 (mittelgradige Farbintensitat in 70% der Zellen) festgestellt werden. Die
immunzytologische Reaktion mit KL1 markierte bei mittelgradiger Intensitat 40% der
spezifischen Zellen im Praparat. Die Reaktion mit CK7 brachte eine schwache
Anfarbung von 30% aller spezifischen Zellen hervor.
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4.2.10.3 Epitheliale Tumoren des Haarfollikels

Immunzytologisch konnten zum einen das Trichoblastom (Tab. 67) als auch die
Trichoepitheliome deutlich mit dem Antikdrper CK14 und AE1/AE3 angefarbt werden.
Die Reaktion von KL71 war heterogen. Weder das Trichoblastom noch die

Trichoepitheliome zeigten eine positive Reaktion mit CK7.

Tab. 67: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Praparaten von Trichoepitheliomen und
einem Trichoblastom des Hundes bei Verwendung der Antikérper AE1/AE3, KL1
(Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratine 7 (CK7) und 14 (CK14)

Tumorart A’;ﬁ‘;h' Kriterium | AE1/AE3 KL1 CK7 CK14
Tricho- ) Intensitat ++, +++ ++, ++ - - +++, +++

epitheliom % 70, 80 30, 80 0,0 80, 100
Tricho- 1 Intensitat ++ + - +++
blastom % 90 40 0 100

' = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitét, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.2.11 unbekanntem

Primartumor

Organmetastasen von epithelialen Tumoren mit

Immunzytologisch zeigten die Zellen einer Humerusmetastase eines epithelialen
malignen Tumors unklarer Herkunft (histopathologisch konnte nach Sektion ein
multisystemisches Tumorgeschehen mit Metstasen in den langen R&hrenknochen,
Lunge und Milz festgestellt werden) mit den Antikdrpern AE1/AE3 und CK7 jeweils in
80% der Zellen eine hochgradige Farbintensitat. Die Reaktion mit KL7 markierte 50%

der Zellen mit mittelgradiger Intensitat.

Die Metastasen eines anaplastischen Karzinoms (histopathologisch wurde der
Verdacht auf ein Pankreaskarzinom geaufBert) in der Milz und in der Leber eines
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Hundes konnten beide mit AE1/AE3 und CK7 mit mittelgradiger Farbintensitat
gefarbt werden. Mit beiden Antikérpern zeigte die Metastase in der Milz eine positive
Anfarbung von 90% der spezifischen Zellen, wahrend in der Lebermetastase
ebenfalls mit beiden Antikérpern 60% der Zellen eine positive Reaktion zeigten. Die

immunzytologische Reaktion der beiden Organmetastasen war KL 7-negativ.

4.3 Immunzytologische Farbung epithelialer Tumoren mit Vimentin

4.3.1 Zubildungen der Mamma

4.3.1.1 Nicht neoplastische Zubildungen der Mamma

In den beiden dysplastisch veranderten Mammaepithelien konnte ein geringer
Prozentsatz (10 bzw. 20%, Farbintensitat: gering- bzw. mittelgradig) Vimentin-
positiver Zellen festgestellt werden. In einer Dysplasie konnten Vimentin-positive
Zellen mit spindeliger Zellmorphologie nachgewiesen werden. Die Hyperplasie der
Mamma war Vimentin-negativ. In den Praparaten der Hyperplasie und einer
Dysplasie konnten eine grdéBere Anzahl an Vimentin-positiven Schaumzellen
festgestellt werden. Diese typischen Makrophagen der Mamma konnten aufgrund
ihrer typischen Morphologie erkannt und von der Befundung der spezifischen
Vimentin-positiven Zellen ausgeschlossen werden.

4.3.1.2 Benigne Tumoren

Die drei einfachen Adenome der Mamma wiesen keine Vimentinexpression auf (Tab.
68). Demgegentber konnten in drei der sieben komplexen Adenome sowie in zwei
der fanf Mischtumoren eine schwache bis hochgradige Vimentinexpression
nachgewiesen werden. Bei diesen immunzytologisch Vimentin-positiv gefarbten
Zellen handelt es sich in beiden Tumorgruppen um Zellen mit deutlich spindeliger

Zellmorphologie, die zytologisch dem Bild der Myoepithelien entsprachen.
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Tab. 68: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Préparaten
von benignen epithelialen Tumoren der Mamma des Hundes bei Verwendung des
Antikérpers Vimentin

Tumorart Anzahl (n) Kriterium Vimentin
Adenom . Intensitat -9
einfach o 0
° (0-0)
Adenom , Intensitat (- = +44)
komplex o 0
° (0—-60)
| - -
Benigne . ntensitat (- — +++)
Mischtumoren o 0
° (0 —70)

Y- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.3.1.3 Maligne Tumoren

Sowohl in den einfachen als auch in den komplexen Karzinomen der Mamma konnte

eine Vimentinexpression nachgewiesen werden (Tab. 69).

Tab. 69: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von malignen epithelialen Tumoren der Mamma des Hundes bei Verwendung des
Antikérpers Vimentin

Tumorart Anzahl (n) Kriterium Vimentin
. Intensitat A
Karzinom - (+ — +++)
einfach 40
%
(10 —80)
Karzinom o Intensitat (- = +4)
komplex % 30
° (0—-280)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat
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In den z. T. hochmalignen einfachen Karzinomen konnte in allen Fallen eine
immunzytologisch positive Farbung mit dem Antikérper gegen Vimentin festgestellt
werden. Die Zellmorphologie und die Uberwiegende Lagerung der Vimentin-positiven
Zellen lieBen auf luminale Zellen schlieBen.

Von den neun komplexen Karzinomen reagierten drei nicht mit dem Antikérper
gegen Vimentin. Bei den positiven Fallen konnten in der Mehrzahl der Félle neben
Vimentin-positiven luminalen epithelialen Zellen auch Zellen mit spindeliger
Morphologie, welche dem zytologischen Bild der myoepithelialen Zellen entsprachen,

nachgewiesen werden.

4.3.2 Tumoren des Gastrointestinaltraktes

4.3.2.1 Tumoren der Magen- und Darmschleimhaut

In zwei von fanf mit Vimentin untersuchten Karzinomen der Magenschleimhaut
konnten schwach positive Anféarbungen nachgewiesen werden (Tab. 70). In einem
hierunter befindlichen skirrhésen Karzinom des Magens konnten deutlich spindelige
Zellen immunzytologisch mit Vimentin positiv gefarbt werden. Diese Zellen wurden
als mesenchymale Zellen der Bindegewebsfraktion dieses Tumortyps eingestuft und
nicht in der Beurteilung des prozentualen Anteils an positiven Zellen bericksichtigt.
In den finf mit Vimentin gefarbten Karzinomen des Dinndarms konnten zwei
schwach positive Farbungen und eine deutlich positive Reaktion (hochgradige
Farbreaktion in 70% der spezifischen Zellen) mit Vimentin nachgewiesen werden.
Dieses deutlich Vimentin-positive Adenokarzinom wurde histopathologisch als
hochmaligne eingestuft und zeigte zum Zeitpunkt der Enthahme eine lymphogene
Metastasierung. Ebenfalls konnte in den zwei mit Vimentin untersuchten Fallen von
gutartigen Veranderungen des Dickdarms als auch in der malignen Variante eine
schwache, bzw. mittelgradige positive Reaktion nachgewiesen werden.
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Tab. 70: Ergebnisse der Farbintensitat’” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum - Maximum bzw. Einzelwerte) von
zytologischen Praparaten epithelialer Tumoren der Magens und Darms des Hundes
bei Verwendung des Antikérpers Vimentin

Tumorart Anzahl (n) Kriterium Vimentin
Intensitat 8 _ 4
Karzinom Magen 5 0
% (0 — 40)
g o +
Adenokarzinom 5 Intensitat (- — +++)
Dinndarm o 30
° (0 —70)
Intensitat +, +
Polyp Rektum 2
% 20, 40
Adenokarzinom Intensitat t+
Rektum 1
% 40

' = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitét, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.3.2.2 Tumoren der Leber

In den Zellen des mit Vimentin gefarbten Karzinoms der Gallengadnge konnte

immunzytologisch keine positive Farbung nachgewiesen werden.
4.3.3 Tumoren der Prostata
In den funf mit Vimentin untersuchten Karzinomen der Prostata konnten

immunzytologisch in zwei Féllen eine schwache bzw. mittelgradige Reaktion von 40
bzw. 70% der spezifischen Zellen festgestellt werden.
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4.3.4 Tumoren der Harnblase

Das mit Vimentin untersuchte Papillom, das anaplastische Karzinom der Harnblase
und das Ubergangszellkarzinom zeigten immunzytologisch keine

Vimentinexpression.
4.3.5 Tumoren der Schilddriise

Das mit Vimentin gefarbte benigne Adenom der Schilddriise war immunzytologisch
Vimentin-negativ. Demgegenlber konnte in dem follikularen mit Vimentin
aufgearbeiteten Adenokarzinom der Schilddriise eine positive Farbung von 10% der
spezifischen Zellen mit mittelgradiger Farbintensitat festgestellt werden.

4.3.6 Tumoren von drisigen Epithelien

Bei allen mit Vimentin untersuchten Féalle von Adenomen der hepatoiden Drisen

(n=3) konnte eine positive Reaktion festgestellt werden (Tab. 71).

Tab. 71: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Préparaten
von Adenomen der hepatoiden Driisen des Hundes bei Verwendung des Antikérpers
Vimentin

Tumorart Anzahl (n) Kriterium Vimentin
Adenom Intensitat f’
hepatoide 3 (= ++)
Driisen % 80
(20 —90)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

Das mit Vimentin gefarbte Karzinom der apokrinen Driisen zeigte immunzytologisch

eine negative Reaktion.
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4.3.7 Plattenepithelkarzinome

In vier von acht mit Vimentin gefarbten Plattenepithelkarzinomen konnte
immunzytologisch keine Reaktivitat fur Vimentin nachgewiesen werden (Tab. 72). In
drei Plattenepithelkarzinomen konnte bezlglich der beiden Beurteilungskriterien eine
nur schwache bis mittelgradige Anfarbung mit Vimentin beobachtet werden. In einem
Fall konnte eine hochgradige positive Farbung mit Vimentin in 80% der spezifischen
Zellen festgestellt werden. Histopathologisch konnte bei diesem Tumor zwischen den
epithelialen Tumorzellen bindegewebiges Stroma identifiziert werden, welches sich in

den zytologischen Praparaten morphologisch nicht charakterisieren lie3.

Tab. 72: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von Plattenepithelkarzinomen des Hundes bei Verwendung des Antikdrpers Vimentin

Tumorart Anzahl (n) Kriterium Vimentin
- -+
Plattenepithel- . Intensitat (- — 444)
karzinom o 5
° (0 —80)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.3.8 Trichoepitheliom

Die immunzytologische Anfarbung des Trichoepithelioms mit dem Antikdrper gegen

Vimentin verlief negativ.
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4.4 Mesenchymale Zubildungen

441 Benigne Tumoren (auBer Tumoren muskuldren, melanozytéren,

endothelialen und histiozytaren Ursprungs)

Alle untersuchten benignen mesenchymalen Tumoren auBerhalb der gesondert
ausgewerteten Tumoren muskularen, melanozytaren, endothelialen und histiozytaren
Ursprungs zeigten eine mittel- bis hochgradige Reaktivitdt mit Vimentin (Tab. 73).
Hierbei konnten 80 - 100 % aller spezifischen Zellen mit Vimentin mit mittelgradiger
bis hochgradiger Farbintensitat erfasst werden. Kontrolluntersuchungen mit AE1/AE3
fihrten hingegen bei allen benignen mesenchymalen Tumoren konstant zu negativen

Ergebnissen.

Tab. 73: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum - Maximum bzw. Einzelwerte) von
zytologischen Prgparaten von benignen mesenchymalen Tumoren des Hundes bei
Verwendung der Antikérper Vimentin und AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Tumorart Anzahl (n) | Kriterium Vimentin AE1/AE3
Intensitat ++ -
Chondrom 1
Y% 100 0
Intensitat ++, +++ - -
Fibrom 2
Y% 90, 100 0,0
Intensitat +++ -
Osteom 1
Y% 100 0
Intensitit (:fi ’:“;) -
Gesamt 4
o 100 0
° (80 —100) (0-0)

1

Farbintensitat

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat
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4.4.2 Maligne Tumoren (auBer Tumoren muskularen, melanozytéaren,
endothelialen und histiozytaren Ursprungs)

Die heterogene Gruppe der malignen mesenchymalen Tumoren (auBer Tumoren
muskuléaren, melanozytaren, endothelialen und histiozytaren Ursprungs) wies, analog
zu den benignen Varianten eine deutlich positive immunzytologische Farbung in allen
untersuchten Fallen mit Vimentin auf (Tab. 74).

Tab. 74: Ergebnisse der Farbintensitat’” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum bzw. Einzelwerte) von
zytologischen Praparaten von malignen mesenchymalen Tumoren des Hundes bei
Verwendung der Antikérper Vimentin und dem Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3

Tumorart Anzahl (n) | Kriterium Vimentin AE1/AE3
Chondro- ) Intensitat +++, +++ -
sarkom
% 100, 100 0,0
Intensitat (+++_+I++) . - )
Fibrosarkom 6
o, 95 0
’ (80 — 100) (0-0)
Intensitat 44 )
Liposarkom 1
% 80 0
Intensité&t ++ )
Myxosarkom 1
% 100 0
| s B
Osteochondro- 0 ntensitat +H+, ,
sarkom
% 100, 100 0,0
Intensitat (+++_+I++) . - )
Osteosarkom 18
% 100 0
: (80 — 100) (0-0)

Fortsetzung Tab. 74 auf Seite 149

149



Ergebnisse

Fortsetzung Tab. 74

Tumorart Anzahl (n) | Kriterium Vimentin AE1/AE3
, Intensitat ++, +++ -
Synovialzell- 5
k
sarkom % 80, 90 0,0
) , Intensitat +++, +++ - -
Hamangio- >
perizytom % 90, 100 0,0
mesenchy- Intensitat T ]
maler Tumor, 8 (++— +++) (-—-)
nicht weiter o 95 0
differenziert e (80 —100) (0-0)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

Vimentin markierte in allen Fallen mindestens 80% der Tumorzellen mit mindestens
mittelgradigen Farbintensitat. Die immunzytologische Reaktion mit AE1/AE3 verlief in

allen Féllen negativ.

4.4.2.1 Organmetastasen von Osteosarkomen

Die Lungenmetastase eines Hundes mit Osteosarkom zeigte eine hochgradige, die
Milzmetastase eines weiteren Patienten mit Osteosarkom eine mittelgradige
Farbintensitdt mit Vimentin in jeweils 90% der Zellen. Die immunzytologische
Reaktion dieser Metastasen verlief analog zu den Prim&rtumoren negativ mit dem
Breitspektrumantizytokeratin AE1/AES3.

4.4.3 Tumoren der Muskulatur

4.4.3.1 Maligne Tumoren

Die malignen Tumoren ausgehend von der quergestreiften und glatten Muskulatur

zeigten deutlich positive Reaktionen mit Vimentin und dem flr Zellen muskularer

Herkunft spezifischen Antikérper Desmin (Tab. 75). Die Reaktion von Desmin war in
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dem Rhabdomyosarkom deutlicher positiv bezliglich der beiden Beurteilungskriterien
als in den Tumoren der glatten Muskulatur. Die Leiomyosarkome und das
Rhabdomyosarkom zeigten keine Reaktion mit dem Antikérper AE1/AES.

Tab. 75: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum - Maximum bzw. Einzelwerte) von
zytologischen Praparaten von malignen Tumoren der quergestreiften und glatten
Muskulatur des Hundes bei Verwendung der Antikérper Vimentin, Desmin und

AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Tumorart | Anzahl (n) | Kriterium Vimentin Desmin AE1/AE3
Rhabdomyo- 1 Intensitat ++ +++ -
sarkom
% 100 100 0
: Intensitat M i i
Leiomyo- 4 (++ — +++) (++ — +++) (-—-)
sarkom o 90 80 0
° (90 —100) (20 —90) (0-0)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitit; ++ = mittelgradige Farbintensitét,

+++ = hochgradige Farbintensitét

4.4.4 Tumoren melanozytaren Ursprungs

4.4.4.1 Benigne Tumoren

Beide benignen Melanome konnten mit Vimentin deutlich positiv markiert werden,
wahrend die Reaktion mit AE1/AE3 in beiden Fallen negativ verlief (Tab. 76). Die
immunzytologische Reaktion der fiir melanozytare Zellen spezifischeren Antikérper
S100 und Melan-A konnte in beiden Fallen alle melanozytaren Zellen mit

mittelgradiger bzw. hochgradiger Farbintensitat erfassen.
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Tab. 76: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Praparaten von benignen Melanomen des
Hundes bei Verwendung der Antikérper Vimentin, S100, Melan-A und AE1/AE3
(Breitspektrumantizytokeratin)

Tumorart A’Zﬁ?h' Kriterium | Vimentin 5100 Melan-A | AE1/AE3
benignes 0 Intensitat ++, +++ ++, ++ +++, +++ - -
Melanom % 90, 100 100, 100 100, 100 0,0

Y- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.4.4.2 Maligne Tumoren

Alle malignen Melanome wiesen eine deutliche (mittel- bis hochgradige) positive
Reaktion mit Vimentin und konstant negative Reaktionen mit AE1/AE3 auf (Tab. 77).

Tab. 77: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von malignen Melanomen des Hundes bei Verwendung der Antikérper Vimentin,
S100, Melan-A und AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Anzahl o Vimentin S100 Melan-A
Tumorart (n) Kriterium (A)? (B)? (C)? AE1/AE3
. Intensitét T 1 i ]
malignes 15 (++ — +++) (+ — +++) (- — +++) (-=-)
Melanom o 100 90 80 0
° (90-100) | (10-100) (0-100) (0-0)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

2 statistischer Vergleich (t-Test):
Farbintensitat: A/B: p=0,0150; A/C: p=0,0010; B/C: p=0.3880
% Anteil: A/B: p=0,0230; A/C: p=0,0160; B/C: p=0.3540

S100 zeigte in allen Féllen eine positive Reaktion, im Vergleich zu den benignen
Melanomen jedoch mit einer héheren Streuung in dem prozentualen Anteil der
positiv gefarbten Zellen. Dieses Phanomen war noch deutlicher in den mit Melan-A

gefarbten Praparaten (S. 164, Abb. 6 und 7). Hier konnten neben zumeist positiven
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immunzytologischen Reaktionen in zwei undifferenzierten malignen Melanomen
negative Reaktionen mit Melan-A festgestellt werden. Nach statistischer Berechnung
konnten keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Farbintensitat als auch dem
Anteil der positiven Zellen zwischen S700 und Melan-A festgestellt werden (p>0,05:.

Test)-

4.4.4.3 Organmetastasen von malignen Melanomen

Zwei Metastasen (Pleura, Milz) von zwei Hunden mit einem undifferenzierten
malignen Melanom zeigten deutlich positive Reaktivitdten mit Vimentin (Tab. 78). Die
Reaktionen mit AE1/AE3 waren negativ. Die immunzytologische Farbung mit S700
war in beiden Féllen deutlich positiv. In einem der beiden Félle konnte eine deutlich
positive Reaktion mit Melan-A festgestellt werden. Im anderen Fall zeigten 90% der
Zellen nur eine geringgradige Reaktivitat fir Melan-A.

Tab. 78: Ergebnisse der Farbintensitat’” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Praparaten von Organmetastasen (Milz,
Pleura) des malignen Melanoms eines Hundes bei Verwendung der Antikdrper
Vimentin, S100, Melan- A und AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Tumorart Arzf“;‘h' Kriterium | Vimentin |  S100 Melan-A | AE1/AE3
Organ- Intensitat | +++, +++ +++, +++ +, +++ - -
metastasen 5
malignes o
Melanom o 100, 100 90 90, 100 0,0

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitt, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.4.5 Tumoren des Endothels

4.4.5.1 Benigner Tumor

Das Hamangiom wies eine hochgradige positive Reaktion in 80% der Zellen mit
Vimentin auf. Die Reaktion mit dem flr Endothelzellen spezifischen Antikdrper gegen
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VWF zeigte eine positive Reaktion von mittelgradiger Intensitat in 60% aller Zellen.
Das Hamangiom war immunzytologisch AE1/AE3-negativ.

4.4.5.2 Maligne Tumoren

Alle 14 immunzytologisch untersuchten Hamangiosarkome waren deutlich Vimentin-
und vWF-positiv (Tab. 79). Die immunzytologische Farbung mit AE1/AE3 brachte in
allen 14 Fallen ein negatives Ergebnis.

Tab. 79: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von Hamangiosarkomen des Hundes bei Verwendung der Antikdrper Vimentin, von
Willebrand-Faktor (vWF) und dem Breitspektrumantizytokeratin ~ AE1/AE3
(Breitspektrumantizytokeratin)

Tumorart Arzf“;‘h' Kriterium Vimentin VWF AE1/AE3
. . Intensitat +t e+ -
Hamangio- 14 (++ — +++) (++ = +++) (-—>-)
sarkom o 95 90 0
o (80 — 100) (70 — 100) (0-0)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.4.5.3 Organmetastasen von Himangiosarkomen

Bei zehn Organmetastasen von insgesamt acht Hunden mit Hamangiosarkom
(Leber: 4; Netz: 4; Lunge: 1; mediastinale Pleura: 1) konnte immunzytologisch eine
hochgradige positive Anfarbung von im Mittel (Median) 90% der Zellen mit Vimentin
beobachtet werden (Tab. 80). Die Reaktion mit vIWF war ebenfalls in allen Fallen
positiv, jedoch im Vergleich mit den Primartumoren konnte eine ausgepragtere
Schwankungsbreite bezliglich des prozentualen Anteils an positiv geféarbten Zellen
verzeichnet werden. Die immunzytologische Reaktion mit AE1/AE3 war in allen

Fallen negativ.
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Tab. 80: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Préparaten
von zehn Organmetastasen (Lokalisationen: Leber, Netz, Lunge, Pleura) von
insgesamt acht Hunden mit Hamangiosarkom bei Verwendung der Antikérper
Vimentin, von Willebrand-Faktor (vWF) und AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Tumorart A’Efs'h' Kritetium|  Vimentin vWF AE1/AE3
Organ- Intensitét T et )

metastasen 10 (++ — +++) (44 — +++) (-—-)

Hamangio- o 90 85 0
sarkom ° (70 — 100) (30 — 100) (0-0)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.4.6 Zubildungen histiozytarer Herkunft
4.4.6.1 Histiozytare Entziindungen

Immunzytologisch zeigten die histiozytdren Zellen der beiden Pleuritiden deutliche
Reaktivitadten mit dem Antikérper Vimentin und Lysozym, ein Antikdrper, welcher
spezifisch u. a. Zellen histiozytarer Herkunft erkennt. (Tab. 81). Die Farbung mit dem
Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3 war in beiden Fallen negativ.

Tab. 81: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) von zytologischen Praparaten von histiozytaren Pleuritiden des

Hundes bei Verwendung der Antikérper Vimentin, Lysozym und AE1/AE3
(Breitspektrumantizytokeratin)
Tumorart Ar}f‘?hl Kriterium Vimentin Lysozym AE1/AE3
histiozytare ) Intensitat ++, +++ +4+, +++ - -
Pleuritis % 90, 100 80, 90 0,0

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat
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4.4.6.2 Benigne histiozytare Tumoren

Die immunzytologische Farbung der drei Histiozytome zeigte deutlich positive
Reaktionen hinsichtlich Farbintensitat und prozentualem Anteil der positiv gefarbten
Zellen mit den Antikérpern Vimentin und Lysozym (Tab. 82). Die Reaktion mit
AE1/AE3 war in allen drei Féllen negativ.

Tab. 82: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Pr&paraten
von Histiozytomen des Hundes bei Verwendung der Antikérper Vimentin, Lysozym
und AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Tumorart An(f‘?hl Kriterium Vimentin Lysozym AE1/AE3
Intensitat (44 i++++) (+++_+I++) - B B
Histiozytom 3
o 100 90 0
° (80 —100) (80 —100) (0-0)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat

4.4.6.3 Maligne Histiozytose

In den 15 immunzytologisch geférbten Praparaten von sechs Hunden, die an einer
malignen Histiozytose erkrankt waren, konnten bezlglich beider Beurteilungskriterien
deutlich positive Resultate mit Vimentin und Lysozym festgestellt werden (Tab. 83).

Tab. 83: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Préparaten
von malignen Histiozytosen von Hunden (n=6) bei Verwendung der Antikérper

Vimentin, Lysozym und AE1/AE3 (Breitspekirumantizytokeratin)

Tumorart Arzf‘a;hl Kriterium Vimentin Lysozym AE1/AE3
. Intensitat i T i
maligne 15 (+4 — +++) (44 — +++) (-=-)
Histiozytose o 100 100 0
° (60 — 100) (60 — 100) (0-0)

i)

Farbintensitat
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Die Zellen der malignen Histiozytose waren in allen Fallen AE1/AE3-negativ.
4.5 Maligne Mesotheliome

Sechs maligne Mesotheliome zeigten deutlich positive Reaktivitdten mit den
Antikérpern AE1/AE3, CK7, Vimentin und Desmin (Tab. 84). Die Reaktionsmuster
der Antikérper AE1/AE3, CK7 und Desmin zeigten im prozentualen Anzahl der
positiv geférbten Zellen und in der Farbintensitat deutliche Schwankungsbreiten (s.
Minimum- und Maximumwerte). Im Vergleich hierzu zeigte die Reaktion mit dem fir
mesenchymale Zellen spezifischen Vimentin geringere Schwankungsbreiten. Die
immunzytologische Farbung mit den Antikdrpern CK20 und KL1 fihrte in der
Mehrzahl der Félle zu negativen Farbreaktionen.

Tab. 84: Ergebnisse der Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv
gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum) von zytologischen Praparaten
von Mesotheliomen des Hundes bei Verwendung der Antikérper AE1/AE3, KL1
(Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratin 7 (CK7), 20 (CK20), Vimentin (Vim) und
Desmin (Des)

An-
T”:r‘t‘"' zahl | Kriterium | AE1/AE3 | KL1 CK7 CK20 Vim Des
(n)
o ++, +++ ++/+++ +++
Meso- 5 Intensitat (++ — +++) (-—++) (- = +++) (-=+++) | (++—++4) | (++— +++)
theliom o 80 0 55 0 85 60
° (10-80) | (0-50) | (0—-100) | (0—40) | (40-100) | (30— 100)

1)

Farbintensitat
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4.6 Korperhohlenerglisse
4.6.1 Reaktives Mesothel

In den 13 untersuchten Kérperhdhlenergissen von Hunden ohne neoplastische
Grunderkrankung zeigten die reaktiven Mesothelzellen eine konstante, deutlich
positive Reaktion mit den Antikérpern Vimentin und Desmin (S. 165, Abb. 11), wobei
die zum Teil vorhandenen Vimentin-positiven Entziindungszellen (segmentkernige
Granulozyten, histiozytare Zellen etc.) nicht in die prozentuale Angabe der positiven
Zellen Eingang fanden (Tab. 85). Die positiven Reaktionen mit dem
Breitspektrumantizytokeratin  AE1/AE3 waren im Mittel von mittelgradiger
Farbintensitat in 60% der reaktiven Mesothelzellen nachzuweisen. Immunzytologisch
wurde mit dem Antikérper KL1 in zehn Erglssen eine negative Reaktion festgestellt.
Bei KL1-positivem Befund (n=3) konnte nur ein geringer prozentualer Anteil an
positiv gefarbten Zellen mit gering- bis mittelgradiger Farbintensitat nachgewiesen
werden. Die immunzytologische Reaktion mit CK20 war in zehn Fallen negativ. Bei
CK20-positivem Befund betraf dies ebenfalls in der Mehrzahl nur einen geringen

prozentualen Anteil an Mesothelzellen mit gering- bis mittelgradiger Farbintensitat.

Tab. 85: Immunzytologisches Reaktionsmuster in 13 Erglssen mit reaktiven
Mesothelzellen von 13 Hunde ohne neoplastische Primarerkrankung. Die
prozentuale Angabe des Gehaltes an Mesothelzellen im Erguss erfolgte nach
zytologischer Untersuchung der groBen mononukleéaren Zellen. Die Ergebnisse der
immunzytologischen Farbung mit den Breitspektrumantizytokeratinen AE1/AE3 und
KL1 (Breitspektrumantizytokeratine) sowie mit Zytokeratin 7 (CK7), 20 (CKZ20),
Vimentin (Vim), und Desmin (Des) wurden hinsichtlich der Farbintensitat” und des
prozentualen Anteils der positiv gefarbten Zellen (%) (Median, Minimum — Maximum)
bezogen auf den Anteil der Mesothelzellen angegeben

I;lall "fﬁ:l" AE1/AE3 KL1 CK7 CK20 Vim Des
| zellen Intens. | % |Intens.| % |Intens.| % |Intens.| % |Intens.| % |[Intens.| %
1 70% + 20 ++ 30 ++ 40 - 0 +++ 60 + 20
2 80% +++ | 20 - 0 - 0 - 0 +++ | 100 | +++ | 90
3 30% +++ | 60 + 40 +++ 40 - 0 + 80 +++ | 80

Fortsetzung Tab. 85 auf Seite 158

158



Ergebnisse

Fortsetzung Tab. 85

Fall "fﬁ;" AE1/AE3 KL1 CK7 CK20 Vim Des
Nr. zellen |intens.| % Intens. | % Intens. | % Intens.| % |Intens.| % |Intens.| %
4 80% +++ | 100 ++ 60 +++ 80 - 0 +++ | 100 ++ 100
5 80% ++ 60 - 0 +++ 10 - 0 ++ 80 ++ 70
6 20% ++ 80 - 0 - 0 - 0 ++ 80 ++ 80
7 90% ++ 50 - 0 ++ 70 ++ 10 +++ 60 +++ 80
8 40% + 60 - 0 - 0 - 0 ++ 100 ++ 100
9 70% ++ 60 - 0 ++ 60 + 40 ++ 100 ++ 70
10 30% ++ 80 - 0 ++ 60 - 0 ++ 100 ++ 90
11 100% ++ 90 - 0 ++ 60 ++ 30 +++ 70 ++ 100
12 20% ++ 80 - 0 ++ 50 - 0 ++ 100 | +++ | 100
13 90% ++ 100 - 0 ++ 70 - 0 ++ 80 ++ 100
Inten- ++ - ++ - ++ ++
Ge- sitat (+ = ++4) (-—+4) (- — ++4) (-—+4) (+ = ++4) (+ = ++4)
samt Y 60 0 50 0 80 90
° (20 — 100) (0 — 60) (0 —80) (0 —40) (60 — 100) (20 — 100)

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat;
Intens = mittlere Farbintensitat, % = prozentualer Anteil der spezifisch geféarbten Zellen

4.6.2 Malignes Mesotheliom

Bei malignen Mesotheliomen konnten konstant positive Reaktionen mit dem
universalen Marker flr epitheliale Zellen AE1/AE3 und dem spezifischen Antikérper
gegen CK7 festgestellt werden (Tab. 86). Ebenfalls zeigten die Antikérper gegen
Vimentin und Desmin in allen Fallen eine positive Farbreaktion mit den
Mesotheliomzellen (S. 165, Abb. 12 und 13). Bezlglich des Anteils an positiven
Zellen war die Farbung der Mesotheliomzellen mit Desmin (Median: 60%) im
Vergleich zu den reaktiven Mesothelzellen (Median: 90%) geringer. Die
immunzytologische Farbung mit dem Antikérper KL1 war in einem Fall negativ und in
zwei Fallen schwach positiv. Das Reaktionsmuster von CK20 in dieser Tumorgruppe

159



Ergebnisse

war in zwei Fallen negativ, in einem Fall konnte bezlglich der Farbintensitat eine

schwach positive Farbung festgestellt werden.

Tab. 86: Immunzytologisches Reaktionsmuster in drei Erglissen von drei Hunden mit
malignem Mesotheliom. Die prozentuale Angabe des Gehaltes an Mesotheliomzellen
im Erguss erfolgte nach zytologischer Untersuchung der groBen mononukledren
Zellen. Die Ergebnisse der immunzytologischen  Farbung mit den
Breitspektrumantizytokeratinen AE1/AE3 und KL1 (Breitspekirumantizytokeratine),
sowie mit Zytokeratin 7 (CK7), (CK20), Vimentin (Vim), und Desmin (Des) wurden
hinsichtlich der Farbintensitit” und des prozentualen Anteils der positiv gefarbten
Mesotheliomzellen (%) (Median, Minimum — Maximum) bezogen auf den Anteil der
Mesotheliomzellen angegeben

Fall ﬂ':’é‘ﬁf)% AE1/AE3 |  KL1 CK7 CK20 Vim Des
Nr. zellen Intens | % |lIntens| % |Intens| % |Intens| % |Intens| % |[Intens| %
1 30% ++ | 90 + 10 | ++ | 80 - O | +++ | 100 [ ++ | 60
2 80% ++ | 90 - 0 ++ | 90 + 20 | ++ | 50 + 60
3 40% ++ | 90 + 30 | +++ | 90 - 0 ++ [ 100 [ ++ | 40
Intensitat i " o ] o o
Ge- (++ — ++) (-—+) (++ — +++4) (-—+) (++ — +++4) (+—++)
samt o 90 10 90 0 100 60
° (90-90) | (0-30) | (80-90) | (0-20) | (50-100) | (40— 60)

' = negativ, + = geringgradige Farbintensitét; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige

Farbintensitat;
Intens = mittlere Farbintensitat, % = prozentualer Anteil der spezifisch geféarbten Zellen

4.6.3 Hunde mit malignem epithelialen Tumor

In allen zwdlf Kérperhéhlenergissen von elf Hunden, welche manifest an einen
malignen epithelialen Tumor erkrankt waren, konnten die zytologisch als
Mesothelzellen differenzierten Zellen mit AE1/AE3 gefarbt werden (Tab. 87). Ebenso
zeigten die exfoliierten zytologisch Karzinom-verdachtigen Zellen unterschiedlicher
epithelialer Tumoren in den Erglssen im Mittel in 85% positive Reaktionen von
mittelgradiger Farbintensitat mit diesem Antikérper (S. 165, Abb. 14). In der Mehrzahl
der Félle konnten mit dem Breitspektrumantizytokeratin KL1 negative Reaktionen in
den Mesothelzellen als auch in den Karzinomzellen festgestellt werden. In den
Ergissen der Hunde mit dem Plattenepithelkarzinom der Blase bzw. dem
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bronchioalveoldren Karzinom der Lunge konnten in 40 bzw. 50% der zytologisch
Karzinom-verdachtigen Zellen positive Reaktionen von mittelgradiger Farbintensitat
festgestellt werden. Diese positive Farbung konnte auch in den dazugehérigen
Primartumoren mit KL1 nachgewiesen werden (Tab. 88).

Der Anteil der CK7-positiven Mesothelzellen lag im Mittel bei 25% und wies eine
geringgradige Farbintensitat auf. Zu bertcksichtigen ist, dass in finf Erglssen die
Reaktion mit CK7 in den Mesothelzellen negativ verlief. Die exfolilerten Zellen von
den Karzinomen der Prostata, der Gallengange, der Mamma als auch dem
bronchioalveolaren Karzinom und der Metastase eines Karzinom unbekannter
Herkunft zeigten (entsprechend dem Primartumor) mindestens in 70% der Karzinom-
verdachtigen Zellen eine mindestens mittelgradige Farbintensitat. Im Gegensatz zu
der negativen Reaktion im Primartumor konnten in dem Erguss des Hundes mit
Plattenepithelkarzinom der Blase 60% der tumorverdachtigen Zellen mit
mittelgradiger Farbintensitat mit CK7 gefarbt werden.

Die immunzytologische Farbung der Erglsse mit CK20 wies in keinem Fall eine
positive Reaktion in den exfoliierten Karzinomzellen auf. In zehn Erglssen konnten
ebenfalls negative Farberesultate in den Mesothelzellen fir CK20 festgestellt
werden, in zwei Erglssen zeigten 20 bzw. 40 % der Mesothelzellen positive
Farbeergebnisse von jeweils geringgradiger Intensitat.
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Tab. 87: Immunzytologisches Reaktionsmuster in zwdlf Ergissen von elf Hunden mit
malignem epithelialen Tumor. Die prozentuale Angabe des Gehaltes an
Mesotheliomzellen bzw. Karzinomzellen im Erguss erfolgte nach zytologischer
Untersuchung der groBen mononukledren Zellen. Die Ergebnisse der
immunzytologischen Farbung mit den Breitspektrumantizytokeratinen AE1/AE3 und
KL1 sowie mit Zytokeratin 7 (CK7) und 20 (CK20) wurden hinsichtlich der
Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv gefarbten Zellen (%)
(Median, Minimum — Maximum) angegeben

AE1/AE3 KL1 CK7 CK20

Nr. | Primartumor (A)? (B)? (c)? (D)?
Intens.. % Intens.. % Intens.. % Intens.. %
. 20% + 60 - 0 ++ 60 - 0
1 | Karzinom Prostata 20% o 30 " 10 o 30 - 0
. 10% ++ 100 - 0 + 50 - 0
2 | Karzinom Prostata 70% " 100 - 0 — 100 - 0
. 80% + 70 - 0 + 30 - 0
3 | Karzinom Prostata 0% " 90 - 0 — 90 - 0
4 Karzinom 40% ++ 40 - 0 ++ 40 - 0
Gallengéange 20% ++ 80 = 0 +++ 70 = 0
5 Karzinom 20% + 20 - 0 + 20 + 30
Gallengéange 10% ++ 90 - 0 ++ 80 = 0
6 Karzinom 40% ++ 60 - 0 + 50 + 40
Gallengange 30% +++ 80 - 0 ++ 70 - 0
7 |Karzinom a 10% b 90 : 0 - 0 : 0
90% ++ 80 - 0 - 0 - 0
8 |Karzinom b 30% ha 40 : 0 - 0 - 0
60% +++ 80 + 50 +++ 70 - 0
9 kleinzelliges 20% ++ 60 0 - 0 - 0
Karzinom Lunge 80% ++ 90 - 0 - 0 - 0
10 bronghioalveoléres 10% ++ 80 - 0 ++ 70 - 0
Karzinom 80% ++ 90 ++ 50 +++ 90 - 0
11 | Karzinom Mamma 2272 + 100 . 0 . 0 . 0
20% ++ 80 - 0 +++ 100 - 0
12 Plattenepithel- 10% ++ 100 - 0 - 0 - 0
karzinom Blase 10% ++ 100 ++ 40 ++ 60 - 0
Gesamt Med. ++ 75 - 0 + 25 - 0
Min. + 20 - 0 - 0 0
Max. ++ 100 - 0 ++ 70 + 40
Med. ++ 85 - 0 ++ 75 - 0
Min. ++ 80 - 0 - 0 - 0
Max. +++ 100 ++ 50 +++ 100 - 0

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

a = hochmalignes Karzinom unbekannter Herkunft im Omentum major

b = Metastase in der Brusthbhle eines papillares, teils adenoid differenzierten Karzinoms unklarer
Herkunft, Einlagerung von Karzinomzellen in der Pleura

Med.=Median; Min.=Minimum; Max.=Maximum ; Intens = mittlere Farbintensitat, % = prozentualer
Anteil der spezifisch geféarbten Zellen

1 Ergebnisse bezlglich der immunzytologischen Reaktionen in den reaktiven Mesothelzellen

[ Ergebnisse beziiglich der immunzytologischen Reaktionen in den exfoliierten Karzinomzellen
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Tab. 88: Immunzytologisches Reaktionsmuster der Primartumoren von den Hunden
mit maligner epithelialer Neoplasie mit den Antikérpern AE1/AE3, KL1
(Breitspektrumantizytokeratine), Zytokeratine 7 (CK7) und 20 (CK20) von denen
Kérperhdhlenerglsse ebenfalls immunzytologisch untersucht wurden

L AE1/AE3 KL1 CK7 CK20
Nr. Primartumor
Intens/% Intens/% Intens/% Intens/%

1 Prostatakarzinom +++/100 ++/60 +++/90 nd
2 Prostatakarzinom +++/100 ++/60 +++/90 nd
3 Prostatakarzinom +++/100 -/0 +++/100 nd
4 Karzinom Gallengange +++/90 -/0 +++/100 -/0
5 Karzinom Gallengéange +++/90 -/0 +++/100 -/0
6 Karzinom Gallengéange ++/70 -/0 +++/90 -/0
9 kleinzelliges Karzinom Lunge +++/40 +/30 ++/60 nd
10 bronchioalveolares Karzinom +++/90 -/0 +++/80 nd
11 Karzinom Mamma +++/90 +/40 ++/90 nd
12 Plattenepithelkarzinom Blase +++/60 +++/80 ++/90 nd

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

Fall 7 und 8 sind nicht aufgefihrt, da der Prim&rtumor nicht fir die immunzytologische Untersuchung
zur Verfiigung stand, die Diagnose in diesen beiden Féllen wurde histopathologisch nach eine Sektion
gestellt.

Intens = mittlere Farbintensitat, % = prozentualer Anteil der spezifisch geféarbten Zellen

Die Reaktion mit Vimentin war in den Mesothelzellen aller Erglisse im Mittel von
mittelgradiger Farbintensitat in 90% (Median) der Zellen nachzuweisen. In sechs
Erglssen konnten in den Karzinomzellen keine positiven Reaktionen mit Vimentin
beobachtet werden (Tab 87a). In den Ergiissen von Hunden mit Karzinomen der
Prostata, der Mamma und der Blase sowie in den zwei Karzinomen unklarer Herkunft
konnten hingegen Vimentin-positive Reaktionen in den exfoliierten Karzinomzellen
festgestellt werden. Die Mesothelzellen zeigten in allen zwdlf Erglssen positive
Reaktionen von im Mittel 80% der Zellen mit mittelgradiger Farbintensitat. Die
Karzinomzellen waren in allen Féallen Desmin-negativ (S. 165, Abb. 15).
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Tab. 87a: Immunzytologisches Reaktionsmuster in zwdlf Erglssen von elf Hunden
mit malignen epithelialen Tumor. Die prozentuale Angabe des Gehaltes an
Mesotheliomzellen bzw. Karzinomzellen im Erguss erfolgte nach zytologischer
Untersuchung der groBen mononukledren Zellen. Die Ergebnisse der
immunzytologischen Farbung mit Vimentin und Desmin wurden hinsichtlich der
Farbintensitat” und des prozentualen Anteils der positiv gefarbten Zellen (%)
(Median, Minimum — Maximum) angegeben

Vimentin Desmin

Nr. | Primartumor (E)? (F)?
Intens.. % Intens.. %
. 20% ++ 80 ++ 80
1 |Karzinom Prostata 20% N 20 - 0
. 10% ++ 90 ++ 100
2 |Karzinom Prostata 70% - 0 - 0
: 80% + 80 ++ 70
3 |Karzinom Prostata 50% " 30 - 0
4 Karzinom 40% + 80 ++ 100
Gallengange 20% - 0 - 0
5 Karzinom 20% ++ 90 ++ 60
Gallengédnge 10% - 0 . 0
6 Karzinom 40% + 100 ++ 30
Gallengédnge 30% - 0 - 0
7 | Karzinom a 10% ++ 100 +++ 90
90% + 80 - 0
. 30% ++ 80 ++ 100
8 |[Karzinomb 60% - 50 - 0
9 kleinzelliges 20% ++ 90 ++ 50
Karzinom Lunge 80% - 0 - 0
10 bronchioalveolares | 10% ++ 100 ++ 60
Karzinom 80% - 0 - 0
11 |Karzinom Mamma |—39% s 100 ot 80
20% ++ 60 - 0
12 Plattenepithel- 10% +++ 100 ++ 100
karzinom Blase 10% ++ 60 - 0
Gesamt Med. ++ 90 ++ 80
Min. + 80 ++ 30
Max. +++ 100 +++ 100
Med. -/+ 10 - 0
Min. - 0 - 0
Max. ++ 80 - 0

- = negativ, + = geringgradige Farbintensitat; ++ = mittelgradige Farbintensitat, +++ = hochgradige
Farbintensitat

a = hochmalignes Karzinom unbekannter Herkunft im Omentum major

b = Metastase in der Brusthéhle eines papillares, teils adenoid differenzierten Karzinoms unklarer
Herkunft, Einlagerung von Karzinomzellen in der Pleura

Med.=Median; Min.=Minimum; Max.=Maximum; Intens = mittlere Farbintensitat, % = prozentualer
Anteil der spezifisch gefarbten Zellen

1 Ergebnisse bezlglich der immunzytologischen Reaktionen in den reaktiven Mesothelzellen

[ Ergebnisse beziiglich der immunzytologischen Reaktionen in den exfoliierten Karzinomzellen
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Abb. 4: Leber, Gallengangkarzinom, Abb. 5: Mesenteriallymphknoten, Gallen-
immunzytologische  Farbung mit CK7, gangkarzinom, immunzytologische Farbung
Verstarkung mit SABC, x 1000 mit CK7, Verstarkung mit SABC, x 1000

o -
N

Abb. 6:

>

Malignes Melanom, Gaumen; Abb. 7: Malignes Melanom, Gaumen;

immunzytologische Farbung mit Melan-A, Pappenheim, x 1600
Verstarkung mit SABC, Chromogen AEC, x
1600

A.. 9: Inguinallymphknoten, einfaches

N ..n-ﬂ'.\x \
Abb. 8: Inguinallymphknoten, einfaches

Karzinom Mamma, Pappenheim, x 1600 Karzinom Mamma, immunzytologische
Farbung mit AET1/AE3, Verstarkung mit
SABC, x 1600

Legende: SABC = Streptavidin-Biotin-Komplex

AE1/AES3 = Breitspektrumantizytokeratin

CK7 = spezifischen Antikérper gegen Zytokeratin 7
Melan-A = Melanommarker

AEC = Aminoethylcarbazol; Chromogen
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Abb. 10: Ascites, reaktives Mesothel, Abb. 11: Asctes, reaktives Mesothel,
Pappenheim, x 1600 immunzytologische Farbung mit Desmin,
Verstarkung mit SABC, x 1600

Abb. 12: Ascites, malignes Mesotheliom, Abb 13: Ascnes malignes Mesothllom
immunzytologische Farbung mit Desmin, immunzytologische Farbung mit Desmin,
Verstarkung mit SABC, x 1600 Verstarkung mit SABC, x 1600

Abb. 14: Liquidothorax, Mammakarzinom, Abb. 15: Liquidothorax, Mammakarzinom,

Immunzytologische Farbung mit AET1/AES, immunzytologische Farbung mit Desmin,
Verstarkung mit SABC, x 1600 Verstarkung mit SABC, x 1600
Legende: SABC = Streptavidin-Biotin-Komplex

AE1/AES3 = Breitspektrumantizytokeratin
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4.7 Lymphknoten

4.7.1 Abklatschpraparate

4.7.1.1 Immunzytologische Untersuchung mit dem Breitspektrumanti-
zytokeratin AE1/AE3

4.7.1.1.1 Sensitivitat, Spezifitat, positiv und negativ pradiktiver Wert von vier
Untersuchern

Untersucher 1

Die Ergebnisse der zytologischen Untersuchung durch den Untersucher 1
(erfahrener Untersucher) im Vergleich zu den histologischen/immunhistologischen
Lymphknotenbefunden zeigte eine Sensitivitat und Spezifitdt von jeweils 0,88 (Tab.
89). Der positive pradiktive Wert betrug 0,90, der negative pradiktive Wert betrug
0,85. Die elf zytologisch falsch negativen Lymphknotenbefunde zeigten alle
histologisch/immunhistologisch Mikrometastasen, von denen acht nur in der
immunhistologischen Untersuchung nachgewiesen werden konnten. Zwei der
zytologisch falsch positiven Lymphknoten wiesen immunhistologisch einzelne

positive Tumorzellen im Marginalsinus auf.

Tab. 89: Zytologische Lymphknotenbefunde des Untersuchers 1 im Vergleich mit der
Diagnose, die basierend auf der histologischen und immunhistologischen
Untersuchung gestellt wurde. Die immunhistologische Farbung erfolgte mit dem
Antikérper AE1/AES3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Zytologie

% positiv | negativ | Total
@ 9 —
> O o Sensitivitat: 78/89 = 0,88
8 Postv| 78 1 89 | Spexifitat: 63/72 = 0,88
S = _ positiv pradiktiver Wert: 78/87 = 0,90
2 3 negativ | 9 63 72 |negativ pradiktiver Wert:  63/74 = 0,85

£ Total 87 74 161
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Die immunzytologischen Befunde des Untersuchers 1 ergaben im Vergleich mit der
Referenzuntersuchung eine Sensitivitdt von 0,99 und eine Spezifitdt von 0,93 (Tab.
90). Der positive pradiktive Wert betrug 0,95, der negative pradiktive Wert 0,99. In
dem immunzytologisch falsch negativen Lymphknoten konnte nur mittels
immunhistologischer Farbung eine Mikrometastasierung nachgewiesen werden. Alle
funf  immunzytologisch  falsch  positiven Lymphknoten zeigten in  der
immunhistologischen Untersuchung AE1/AE3-positive Zellen im Marginalsinus.

Tab. 90: Immunzytologische Lymphknotenbefunde des Untersuchers 1 im Vergleich
mit der Diagnose, die basierend auf der histologischen und immunhistologischen
Untersuchung gestellt wurde. Die immunhistologische und immunzytologische
Farbung erfolgte mit dem Antikérper AE1/AES3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Immunzytologie

% positiv | negativ | Total
@ S e
=0 e Sensitivitat: 88/89 = 0,99
85 Postv| 88 1 89 | gpeifitat: 67/72 = 0.93
< _ positiv pradiktiver Wert: 88/93 = 0,95
2 3 negativ | 5 67 72 |negativ pradiktiver Wert:  67/68 = 0,99

£ Total 93 68 161

Untersucher 2

Die zytologischen Lymphknotenbefunde des Untersuchers 2 in Bezug auf die
Referenzuntersuchung hatten eine Sensitivitat von 0,91 und eine Spezifitdt von 0,57
(Tab. 91). Der positive und negative pradiktive Wert betrugen 0,72 bzw. 0,84. Die
acht zytologisch falsch negativ eingestuften Lymphknoten waren in sechs Fallen
Lymphknoten mit Mikrometastasierung, von denen vier nur mit der
immunhistologischen  Farbung nachgewiesen werden konnten. Hingegen
entsprachen zwei Lymphknoten dem histopathologischen Wert 4.
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Tab. 91: Zytologische Lymphknotenbefunde des Untersuchers 2 im Vergleich mit
den Diagnosen, die basierend auf der histologischen und immunhistologischen
Untersuchung gestellt wurde. Die immunhistologische Farbung erfolgte mit dem
Antikérper AE1/AES3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Zytologie

.% positiv | negativ | Total
22 Sensitivitat 81/89 = 0,91
% O » ensitivitat: =0,
85 Positv | 8 8 89 | speziitat: 41/72 = 0,57
L< , positiv pradiktiver Wert: 81/112=0,72
% g negativ 31 4 72 | negativ pradiktiver Wert: 41/49 = 0,84

E  Tota | 112 49 161

Die Sensitivitat und Spezifitdt der immunzytologischen Untersuchung betrugen 0,96
bzw. 0,83. Der positiv pradiktive Wert betrug 0,88, der negativ pradiktive Wert 0,94
(Tab. 92).

Tab. 92: Immunzytologische Lymphknotenbefunde des Untersuchers 2 im Vergleich
mit den Diagnosen, die basierend auf der histologischen und immunhistologischen
Untersuchung gestellt wurde. Die immunhistologische und immunzytologische
Farbung erfolgte mit dem Antikérper AE1/AES3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Immunzytologie

positiv | negativ | Total

" Sensitivitat: 85/89 = 0,96
positiv | 85 4 89 | gpeifitat: 60/72 = 0.83
positiv pradiktiver Wert: 85/97 = 0,88
negativ pradiktiver Wert: 60/64 = 0,94

negativ 12 60 72

Histologie/
Immunhistologie

Total 97 64 161

Zwei der vier immunzytologisch falsch negativen Lymphknoten wiesen nur nach
immunhistologischer Farbung Mikrometastasen auf, wahrend zwei Lymphknoten

histologisch dem Wert 2 entsprachen. Diese zwei Lymphknoten gehdérten zu den
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Lymphknoten, die aufgrund der unsicheren histologischen Befunde (wenige kleine

Tumorzellverbande; starke Fibrose) zusatzlich immunhistologisch gefarbt wurden.

Untersucher 3

Die Ergebnisse fiir die Sensitivitat und Spezifitdt der zytologischen Untersuchung der
Lymphknotenpréparate durch den Untersucher 3 im Vergleich mit der
Referenzuntersuchung betrugen 0,80 und 0,97 (Tab. 93). Der positiv pradiktive und
der negativ pradiktive Wert lagen bei 0,97 und 0,76. Von den 18 zytologisch falsch
negativen  Lymphknoten konnte in neun Lymphknoten nur mittels
immunbhistologischer Farbung eine Mikrometastasierung festgestellt werden. In drei
Lymphknoten konnte histopathologisch als auch immunhistologisch eine manifeste
Mikrometastasierung  gefunden werden. In  funf  Lymphknoten konnte
histopathologisch eine Metastasierung, die dem histologischen Wert 2 entsprach

erkannt werden und ein Lymphknoten entsprach dem histologischen Wert 3.

Tab. 93: Zytologische Lymphknotenbefunde des Untersuchers 3 im Vergleich mit
den Diagnosen, die basierend auf der histologischen und immunhistologischen
Untersuchung gestellt wurde. Die immunhistologische Farbung erfolgte mit AE1/AE3
(Breitspektrumantizytokeratin)

Zytologie

% positiv | negativ | Total
3 9 o
=0 e Sensitivitat: 71/89 = 0,80
85 Postv [ 7 18 89 | Spexifitat: 70/72 = 0,97
< _ positiv pradiktiver Wert: 71/73 = 0,97
2 3 negativ | 2 70 72 | negativ pradiktiver Wert: ~ 70/88 = 0,76

£ Total 73 88 161

Die Sensitivitat und Spezifitdt der immunzytologischen Befunde des Untersuchers 3
lagen bei 0,92 bzw. bei 0,71 (Tab. 94). Die Ergebnisse flr den positiv pradiktiven
Wert und den negativen pradiktiven Wert lagen bei 0,80 und 0,88. Die sieben
immunzytologisch falsch negativen Lymphknoten konnten histologisch in vier Fallen
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dem histologischen Wert 2 zugeordnet werden, wovon in zwei dieser Lymphknoten
die Metastasierung zusatzlich immunhistologisch bestéatigt wurde. Drei der sieben
immunzytologisch ~ falsch  negativen  Lymphknoten  wiesen  nur  mittels
immunhistologischer Untersuchung eine Mikrometastasierung auf. Von den 21
immunzytologisch  falsch positiven Lymphknoten konnten in finf Féllen
immunhistologisch AE1/AE3-positve Zellen im Marginalsinus festgestellt werden.

Tab. 94: Immunzytologische Lymphknotenbefunde des Untersuchers 3 im Vergleich
mit den Diagnosen, die basierend auf der histologischen und immunhistologischen
Untersuchung gestellt wurde. Die immunhistologische und immunzytologische
Farbung erfolgte mit dem Antikérper AE1/AES3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Immunzytologie

2 positiv | negativ | Total
30
O = cpe ey
5 O o Sensitivitat: 82/89 = 0,92
85 Postv| 82 ! 89 | spexifitat: 51/72 = 0,71
o = _ positiv pradiktiver Wert: 82/103 = 0,80
2 3 negativ | 21 o1 72 | negativ pradiktiver Wert: 51/58 = 0,88

£ Total 103 58 161

Untersucher 4

Die Ergebnisse der zytologischen Lymphknotenuntersuchung durch Untersucher 4
wiesen eine Sensitivitat von 0,70 und eine Spezifitdt von 0,92 auf (Tab. 95). Der
positive pradiktive Wert und der negative pradiktive Wert lagen bei 0,91 bzw. bei
0,71. Die 27 zytologisch falsch negativen Lymphknoten zeigten in der histologischen
Untersuchung in zwei Fallen den Wert 4, in finf Fallen den Wert 3 und in sechs
Fallen den Wert 2. Histologisch und immunhistologisch zeigten sechs Lymphknoten
eine Mikrometastasierung. Weitere acht zytologisch falsch negative Lymphknoten
wiesen immunhistologisch nicht aber histologisch eine Mikrometastasierung auf.

Von den sechs zytologisch falsch positiven Lymphknoten konnten in einem Fall
immunhistologisch AE1/AE3-positive Zellen im Marginalsinus festgestellt werden, die
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anderen flnf Lymphknoten zeigten histologisch als auch immunhistologisch keine
Metastasierung.

Tab. 95: Zytologische Lymphknotenbefunde des Untersuchers 4 im Vergleich mit
den Diagnosen, die basierend auf der histologischen und immunhistologischen
Untersuchung gestellt wurde. Die immunhistologische Farbung erfolgte mit dem
Antikérper AE1/AES3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Zytologie

% positiv | negativ | Total
o o e
‘> O " Sensitivitat: 62/89 = 0,70
85 Postv [ 62 27 89 | spexifitat: 66/72 = 0,92
S = _ positiv pradiktiver Wert: 62/68 = 0,91
-:‘I’—:’ g negativ 6 66 72 | negativ pradiktiver Wert: ~ 66/93 = 0,71

£ Total 68 93 161

Die immunzytologischen Befunde des Untersuchers 4 ergaben eine Sensitivitat von
0,90, eine Spezifitit von 0,71, einen positiv pradiktiven Wert von 0,80 und einen
negativ pradiktiven Wert von 0,85 (Tab. 96).

Tab. 96: Immunzytologische Lymphknotenbefunde des Untersuchers 4 im Vergleich
mit den Diagnosen, die basierend auf der histologischen und immunhistologischen
Untersuchung gestellt wurden. Die immunhistologische und immunzytologische
Farbung erfolgte mit dem Antikérper AE1/AE3 (Breitspekirumantizytokeratin)

Immunzytologie

positiv | negativ | Total

" Sensitivitat: 80/89 = 0,90
positiv | 80 9 89 | Spexifitat: 51/72 = 0,71
positiv pradiktiven Wert: 80/101 = 0,80
negativ pradiktiver Wert: 51/60 = 0,85

negativ 21 51 72

Histologie/
Immunhistologie

Total 101 60 161
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Die neun immunzytologisch falsch negativen Lymphknotenbefunde zeigten in einem
Fall den histologischen Wert 4 und in funf Fallen den Wert 2, in drei Lymphknoten
konnte nur mit der immunhistologischen Farbung eine Mikrometastasierung
festgestellt werden. Die 21 immunzytologisch falsch positiven zeigten in 17 Fallen
histologisch und immunhistologisch keine Metastasierung; in vier Lymphknoten
konnten einzelne immunhistologisch positive Zellen im Marginalsinus erkannt

werden.

4.7.1.1.2 Statistischer Vergleich zwischen Zytologie und Immunzytologie sowie

zwischen den vier Untersuchern

Die vergleichende Betrachtung der flir die zytologische Lymphknotendiagnostik der
vier Untersucher ermittelten Sensitivitdten mit den Sensitivitdten der Immunzytologie
zeigte signifikante Unterschiede (p=0,0300:w1est) (Tab. 97). Die Ergebnisse des
Vergleiches der zytologischen und immunzytologischen Sensitivitat fir die einzelnen
Untersucher ergaben - mit Ausnahme des Untersuchers 2 (p=0,2318chi-quadrat-Test) -
fur die Gbrigen Untersucher héhere Werte fir die Immunzytologie (p<0,05chi-quadrat-
Test). Der globale statistische Vergleich der Sensitivitdten der zytologischen Befunde
zwischen den vier Untersuchern ergab signifikante Unterschiede (p=0,0010c¢hi-quadrat-
Test, 4x2-Feldertatel), Was hingegen fUr die immunzytologischen Werte nicht zutraf
(p=0,0592¢hi-Quadrat-Test, 4x2-Feldertafel) -

Beziglich des globalen Vergleichs der von den vier Untersuchern ermittelten
Spezifititen konnten keine Unterschiede zwischen der zytologischen und
immunzytologischen Methode festgestellt werden (p=0,7630:.test). Dies spiegelte ein
heterogenes Bild zwischen den einzelnen Untersuchern wider: Wéahrend bei
Untersucher 1 Kkein deutlicher Unterschied bestand, war die Spezifitdt bei
Untersucher 2 fir die Immunzytologie héher und bei Untersucher 3 und 4 flr die
Zytologie (p<0,0500chi-Quadrat-Test)-

Der Vergleich zwischen den Werten der einzelnen Untersucher flir die zytologische
bzw. immunzytologische Spezifitat zeigte flr beide Methoden deutliche Unterschiede

auf (p<0,005¢hi-Quadrat-Test, 4x2-Feldertafel) -
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Tab. 97: Vergleichende  Gegeniberstellung der  zytologischen  und
immunzytologischen Lymphknotenbefunde der vier Untersucher im Hinblick auf den
Nachweis einer Metastasierung bei 161 Lymphknoten von Hunden mit malignen
epithelialen Tumoren

Untersucher 1 Untersucher 2 Untersucher 3 Untersucher 4

Befunde (CA)N (U2)* (U3)* (U4)*

Zytologie Z';?g?g;e Zytologie ZI;/Tt]cr)Tcl)nge Zytologie ZI;/Tt]cr)Tcl)nge Zytologie Z';?g?g;e
(srf::'t'itg']"::; | o8 | 099 | o091 | 09 | 08 | 092 | 070 | 090
falsch neg.). (78-11) | (88-1) | (81-8) | (85-4) |(71-18)| (82-7) | (62-27)| (80-9)
ati nog.— | 088 | 093 | 057 | 083 | 07 | o071 | 092 | 071
falsch pos.) (63-9) | (67-5) | (41-31)|(60-12)| (70-2) | (51-21)| (66-6) | (51 -21)
pos. prad.
Wert 0,90 0,95 0,72 0,88 0,97 0,80 0,91 0,80
(richtig pos.— | (78-9) | (88-5) | (81-31)|(85-12) | (71-2) |(82-21)| (62-6) | (80-21)
falsch pos.)
neg. prad.
Wert (richtig 0,85 0,99 0,84 0,94 0,76 0,88 0,71 0,85
neg.—falsch |(63-11)| (67-1) | (41-8) | (60-4) | (70-18)| (51-7) | (66-27)| (51-9)
heg.)

e Globaler statistischer Vergleich (4 Untersucher) Zytologie/Immunzytologie (t-Test):
Sensitivitat: p=0,0300
Spezifitat: p=0,7630
positiv pradiktiver Wert: p=0,8310
negativ pradiktiver Wert:  p=0,0010
e Statistischer Vergleich (Chi-Quadrat-Test) Zytologie/Immunzytologie fir den jeweiligen

Untersucher:
Sensitivitat: U1: p=0,0028; U2: p=0,2318; U3: p=0,0176; U4: p=0,0008
Spezifitat: U1: p=0,2605; U2: p=0,0005; U3: p=0,0001; U4: p=0,0014

pos. prad. Wert: U1: p=0,2136; U2: p=0,0063; U3: p=0,0006; U4: p=0,0373
neg. prad. Wert:  U1: p=0,0041; U2: p=0,0849; U3: p=0,1881; U4: p=0,0457
e Globaler statistischer Vergleich (Chi-Quadrat-Test, 4x2-Feldertafel) der Werte zwischen den

Untersuchern:

Sensitivitat: Zytologie: p=0,0010; Immunzytologie: p=0,0592
Spezifitat: Zytologie: p<0,0001; Immunzytologie: p=0,0015
pos. prad. Wert: Zytologie: p<0,0001; Immunzytologie: p=0,0064
neg. prad. Wert: Zytologie: p=0,1143; Immunzytologie: p=0,0288

Der globale Vergleich der von den vier Untersuchern ermittelten Anteile der
zytologisch richtig positiven unter der Gesamtzahl der positiven Diagnosen (positiv
pradiktiver Wert) mit den analogen immunzytologischen Werten ergab keinen
signifikanten Unterschied (p=0,8310i1est). Diese Beobachtung gilt auch fir den
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Vergleich zwischen dem zytologischen und immunzytologischen positiv pradiktiven
Wert des Untersuchers 1 (p>0,05chi-quadrat-Test). FUr den Untersucher 2 konnte ein
hdherer positiv pradiktiver Wert fir die Immunzytologie festgestellt werden
(p=0,0063chi-quadrat-Test)- Dem gegenlber waren die zytologischen positiv pradiktiven
Werte der Untersucher 3 und 4 héher als die der Immunzytologie (p=<0,0500chi-
Quadrat-Test) ZWischen den einzelnen Untersuchern bestanden deutliche Unterschiede
fir die pradiktiven Werte der zytologischen (p<0,0001 chi-Quadrat-Test, 4x2-Feldertafel) Wi€
immunzytologischen Diagnostik (p=0,0015¢hi-quadrat-Test, 4x2-Feldertafel) -

Ein Vergleich der von den vier Untersuchern ermittelten Anteile der richtig negativen
in Bezug zur Gesamtzahl der negativen Diagnosen (negativ pradiktiver Wert) zeigte
fir die immunzytologische Methode hdéhere Werte auf als mittels zytologischer
Methode (p=0,0010:1est). Individuelle Vergleiche fir die einzelnen Untersucher
mittels Chi-Quadrat-Test ergaben nur fir die Untersucher 1 und 4 einen deutlichen
Unterschied zwischen den negativ pradiktiven Werten von zytologischer und
immunzytologischer Diagnostik zugunsten der Immunzytologie. Der globale
Vergleich zeigte zwischen den zytologisch erhobenen pradiktiven Werte der vier
Untersucher keine Unterschiede auf, jedoch deutliche Unterschiede flir die

immunzytologischen Werte (p=0,0288chi-quadrat-Test, 4x2-Feldertafel) -

4.71.2 Immunzytologische Untersuchung mit dem Breitspektrum-
antizytokeratin KL1

4.7.1.2.1 Sensitivitat, Spezifitat, positiv und negativ pradiktiver Wert

Die Untersuchung der mit dem Breitspektrumantizytokeratin KL71 gefarbten 161
Lymphknoten im Vergleich zu der Referenzuntersuchung (s. Tab. 98) ergab eine
Sensitivitdt von 0,63, eine Spezifitat von 0,96 sowie einen positiv und negativ
pradiktiven Wert von 0,95 und 0,68.

Von den 33 immunzytologisch falsch negativen Lymphknoten entsprachen vier dem
histologischen Wert vier, 14 Lymphknoten dem Wert 3 und neun Lymphknoten dem

Wert 2. In sechs der immunzytologisch falsch negativen Lymphknoten konnten
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immunhistologisch Mikrometastasen festgestellt werden. 28 der immunzytologisch
falsch negativen Lymphknoten waren von Hunden, welche an einem Karzinom der
Gallengange, der Blase, der apokrinen Driisen, des Dinn- oder Dickdarms, des
Magens, der Prostata, des Pankreas oder des Urothels erkrankt waren.
Lymphknotenmetastasen von Hunden mit Karzinom der Mamma oder
Plattenepithelkarzinom konnten hingegen in der Mehrzahl (n=45) mit KL1 erkannt

werden.

Tab. 98: Immunzytologische Lymphknotenbefunde im Vergleich mit der Diagnose,
die basierend auf der histologischen und immunhistologischen Untersuchung gestellt
wurde. Die immunzytologische Farbung erfolgte mit dem Antikérper KL1
(Breitspektrumantizytokeratin)

Immunzytologie

% positiv | negativ | Total
@ 9 e
5 O s Sensitivitat: 56/89 = 0,63
8 Positv| o6 33 89 | spexifitat - 69/72 = 0,96
< _ positiv pradiktiver Wert: 56/59 = 0,95
2 3 negativ | 3 69 72 | negativ pradiktiver Wert: ~ 69/102 = 0,68

£ Total 59 102 161

4.7.1.2.2 Statistischer Vergleich von Zytologie und Immunzytologie

Der Vergleich der Sensitivitditen sowie den negativen pradiktiven Werten zwischen
der zytologischen und immunzytologischen Untersuchung ergaben héhere Werte flr
die Zytologie (p<0,01chi-quadratTest), Wahrend flr die Spezifititen und den positiv
pradiktiven Werten kein Unterschied zwischen beiden Methoden bestand (p>0,05¢hi-
Quadrat-Test) (Tab. 99).
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Tab. 99: Vergleichende Darstellung der Spezifitat, Sensitivitat, positiv und negativ
pradiktiver Wert der immunzytologischen (Farbung mit KL1) und zytologischen
Befunde im Vergleich Zu den histologischen/immunhistologischen
Lymphknotenbefunden. Die immunzytologischen Farbungen sind mit dem Antikérper
KL1 und die immunhistologischen Farbungen erfolgten mit AE1/AE3
(Breitspektrumantizytokeratine)

Sensitivitat Spezifitat pos. prad. Wert neg. prad. Wert
Methode (richtig pos. —falsch | (richtig neg. —falsch | (richtig pos. —falsch | (richtig neg. — falsch
neg.) pos.) pos.) neg.)

. 0,88 0,88 0,90 0,85
Zytologie (78 - 89) (63 - 72) (78 - 87) (63 - 74)
Immun- 0,63 0,96 0,95 0,68
zytologie (56 - 89) (69 -72) (56 - 59) (69 - 102)

e Globaler statistischer Vergleich Zytologie/Immunzytologie (Chi-Quadrat-Test, 2x2-Felder-Tafel):
Sensitivitat: p=0,0001
Spezifitat: p=0,0704
positiv pradiktiver Wert: p=0,2561
negativ pradiktiver Wert:  p=0,0082

4.7.1.3 Immunzytologische Untersuchung mit dem Antikérper gegen CK7

4.7.1.3.1 Sensitivitat, Spezifitat, positiv und negativ pradiktiver Wert

Die Sensitivitdt und die Spezifitat fir die zytologische Untersuchung der 104
Lymphknoten von Hunden mit CK7-positivem Primartumor betrug 0,92, bzw. 0,83
(Tab. 100). Die Berechnung des positiven und negativen pradiktive Wert ergab 0,90
und 0,85. Von den sechs zytologisch falsch negativen Lymphknoten konnten in drei
Lymphknoten histologisch und immunhistologisch Mikrometastasen festgestellt
werden wahrend in den anderen drei nur immunhistologisch Mikrometastasen

nachweisbar waren.
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Tab. 100: Zytologische Lymphknotenbefunde im Vergleich mit der Diagnose
basierend auf der histologischen und immunhistologischen Untersuchung fir 104
Lymphknoten von 44 Hunden, die auch nach Farbung mit Zytokeratin 7 (CK7)
untersucht wurden. Die immunhistologische Farbung erfolgte mit dem Antikdrper
AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Zytologie

% positiv | negativ | Total
@ S i
‘> O o Sensitivitat: 56/62 = 0,90
8 Positv| o6 6 62 | gpezifitat : 35/42 = 0.83
S = _ positiv pradiktiver Wert: 56/63 = 0,89
2 3 negativ 7 35 42 |negativ pradiktiver Wert: ~ 35/41 = 0,85

£ Total 63 41 104

Die Sensitivitat der immunzytologischen Untersuchung (S. 164, Abb. 5) von 104
Lymphknoten mittels CK7 lag bei 0,97, die Spezifitat bei 0,90 (Tab. 101).

Tab. 101: Immunzytologische Lymphknotenbefunde der Abklatschpraparate, die mit
Zytokeratin 7 (CK7) gefarbt wurden im Vergleich mit der Diagnose basierend auf der
histologischen und immunhistologischen Untersuchung. Die immunhistologische
Farbung erfolgte mit AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Immunzytologie

positiv | negativ | Total

" Sensitivitat: 59/62 = 0,95
positiv | 59 3 62 | gpezifitat : 38/42 = 0.90
positiv pradiktiver Wert: 59/63 = 0,94
negativ pradiktiver Wert: 38/41 = 0,93

negativ 4 38 42

Histologie/
Immunhistologie

Total 63 41 104

Der positiv und negativ pradiktive Wert betrugen 0,95 bzw. 0,93. Drei Lymphknoten
waren im Vergleich zur Referenzuntersuchung falsch negativ. Histologisch und

immunhistologisch konnten in einem dieser drei Lymphknoten Mikrometastasen
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festgestellt wurden. In zwei Lymphknoten konnte nur mittels immunhistologischer

Technik eine Mikrometastasierung festgestellt werden. In zwei der vier

immunzytologisch falsch positiven Lymphknoten konnten immunhistologisch

AE1/AE3-positive Zellen im Marginalsinus nachgewiesen werden.

4.7.1.3.2 Statistischer Vergleich von Zytologie und Immunzytologie

Die vergleichende Gegentberstellung der zytologisch und immunzytologisch

ermittelten Werte flr die Sensitivitat, Spezifitdt sowie positiv und negativ pradiktiven

Wert ergaben keine Unterschiede (p>0,05 chi-quadrat-Test) (Tab. 102).

Tab. 102: Vergleichende Darstellung der Spezifitat, Sensitivitat, positiv und negativ
pradiktiver Wert der immunzytologischen (Farbung mit CK7) und zytologischen
Lymphknotenbefunde im Vergleich zu den histologischen/ immunhistologischen
Lymphknotenbefunden bei 104 Lymphknoten von 44 Hunden mit CK7-positiven
Primartumor

Sensitivitat Spezifitat pos. prad. Wert neg. prad. Wert
Methode (richtig pos. — falsch | (richtig neg. — falsch | (richtig pos. —falsch | (richtig neg. — falsch
neg.) pos.) pos.) neg.)

. 0,90 0,83 0,89 0,85
Zytologie (56 - 6) (35 - 7) (56 - 7) (35 - 6)
Immun- 0,95 0,90 0,94 0,93
zytologie (59 - 3) (38 - 4) (59 - 4) (38 -3)

e Globaler statistischer Vergleich Zytologie/Immunzytologie (Chi-Quadrat-Test, 2x2-Felder-Tafel):
Sensitivitat: p=0,2991
Spezifitat: p=0,3319
positiv pradiktiver Wert: p=0,3437
negativ pradiktiver Wert:  p=0,2892

4.7.1.4 Immunzytologische Untersuchung mit dem Antikérper gegen CK20

4.7.1.4.1 Sensitivitat, Spezifitat, positiv und negativ pradiktiver Wert

Die zytologische Untersuchung zeigte eine Spezifitdt und einen negativ pradiktiven

Wert von 0.80 sowie eine Sensitivitdt und einen positiv pradiktiven Wert von 0.94
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(Tab. 103). In dem zytologisch falsch negativen Lymphknoten konnte nur

immunbhistologisch eine Mikrometastasierung nachgewiesen werden.

Tab. 103: Zytologische Lymphknotenbefunde im Vergleich mit der Diagnose
basierend auf der histologischen und immunhistologischen Untersuchung fir 21
Lymphknoten von 14 Hunden, die auch nach Farbung mit Zytokeratin 20 (CK20)
untersucht wurden. Die immunhistologische Farbung erfolgte mit dem Antikdrper
AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Zytologie

2 positiv | negativ | Total
39
o 9 e
‘> O " Sensitivitat: 15/16 = 0,94
85 Postv| 15 1 16 | speziitat - 4/5 = 0,80
S = , positiv pradiktiver Wert: 15/16 = 0,94
2 3 negativ 1 4 S | negativ pradiktiver Wert: 4/5 = 0,80

£ Total 16 5 21

Die Spezifitdt, Sensitivitdt, positiv. und negativer pradiktiver Wert der
immunzytologischen Methode im Vergleich zur histologischen/immunhistologischen
Referenzuntersuchung betrugen jeweils 1.00 (Tab. 104).

Tab. 104: Immunzytologische Lymphknotenbefunde der Abklatschpraparate, die mit
Zytokeratin 20 (CK20) gefarbt wurden im Vergleich mit der Diagnose basierend auf
der histologischen und immunhistologischen Untersuchung. Die immunhistologische
Farbung erfolgte mit AE1/AE3 (Breitspektrumantizytokeratin)

Immunzytologie

positiv | negativ | Total

16 Sensitivitat: 16/16 = 1,00
Spezifitat : 5/5=1,00
_ pos. prad. Wert: 16/16 = 1,00
negativ 0 > S |neg. prad. Wert: 5/5 = 1,00

positiv 16 0

Histologie/
Immunhistologie

Total 16 5 21
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4.7.1.4.2 Statistischer Vergleich von Zytologie und Immunzytologie

Die Werte fir die Sensitivitdt, Spezifitdt, positiv und negativ pradiktiver Wert flr
immunzytologische Untersuchung der mit CK20 gefarbten Lymphknoten waren
jeweils 1,00 im Vergleich zu 0,94 (Sensitivitat, positiv pradiktiver Wert) bzw. 0,80
(Spezifitat, negativ pradiktiver Wert) (p>0,05¢hi-Quadrat-Test) (Tab. 105).

Tab. 105: Vergleichende Darstellung der Spezifitat, Sensitivitat, positiv und negativ
pradiktiver Wert der immunzytologischen (Farbung mit CK20) und zytologischen
Lymphknotenbefunde im Vergleich zu den histologischen/ immunhistologischen
Lymphknotenbefunden bei 21 Lymphknoten von 14 Hunden mit CK20-positiven
Primartumor

Sensitivitat Spezifitat pos. prad. Wert neg. prad. Wert
Methode (richtig pos. — falsch | (richtig neg. — falsch | (richtig pos. —falsch | (richtig neg. — falsch
neg.) pos.) pos.) neg.)

. 0,94 0,80 0,94 0,80
Zytologie (15- 1) (4-1) (15- 1) (4-1)
Immun- 1,00 1,00 1,00 1,00
zytologie (16 - 0) (5-0) (16 - 0) (5-0)

e Globaler statistischer Vergleich Zytologie/Immunzytologie (Chi-Quadrat-Test, 2x2-Felder-Tafel):
Sensitivitat: p=0,3096
Spezifitat: p=0,2918
positiv pradiktiver Wert: p=0,3096
negativ pradiktiver Wert:  p=0,2918

4.7.2 Aspirationspraparate

4.7.2.1 Sensitivitat, Spezifitat, positiv und negativ pradiktiver Wert

Der Vergleich der zytologischen Befunde der Lymphknotenaspirationspraparate mit
den histologischen/immunhistologischen Befunden ergab eine Sensitivitat von 0,83
und eine Spezifitat von 0,73 fir die zytologische Untersuchung (Tab. 106). Der
positiv und der negativ pradiktive Wert betrug 0,88 bzw. 0,68. Die sechs zytologisch
falsch negativen Lymphknoten zeigten histologisch in zwei Féallen den histologischen

Wert von 2 und in einem Lymphknoten den Wert 3. In drei der zytologisch falsch
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negativen beurteilten Lymphknoten konnten Mikrometastasen nur immunhistologisch

festgestellt werden.

Tab. 106: Zytologische Befunde der Lymphknotenaspirationspraparate bei Hunden
mit Karzinom im Vergleich mit der Lymphknotendiagnose, basierend auf der
histologischen und immunhistologischen Untersuchung gestellt wurde. Die
immunhistologische Farbung erfolgte mit dem Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3

Zytologie

.% positiv | negativ | Total
o 0 e
=0 o Sensitivitat: 29/35 = 0,83
8 Postv| 29 6 35 | gpezifitat : 1115 = 0.73
o< _ positiv pradiktiver Wert: 29/33 =0,88
® € t 4 11 15 o
= g negauv negativ pradiktiver Wert: ~ 11/17 = 0,65

£ Total 33 17 50

Far die immunzytologischen Befunde der Lymphknotenaspirationspraparate im
Vergleich mit den histologischen/immunhistologischen Ergebnissen konnten fir die
Spezifitdt, Sensitivitat, positiv und negativ pradiktiver Wert der Wert von jeweils 1.00
berechnet werden (Tab. 107).

Tab. 107: Immunzytologische Befunde der Lymphknotenaspirationspraparate bei
Hunden mit Karzinom im Vergleich mit den histologischen/immunhistologischen
Lymphknotendiagnosen. Die immunhistologische und immunzytologische Farbung
erfolgte mit dem Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3

Immunzytologie

% positiv | negativ | Total
o 8 e
=0 " Sensitivitat: 35/35 = 1,00
o8 et ’
85 Postv] 39 0 35 | spezifitat - 15/15 = 1,00
S = , positiv pradiktiver Wert: 35/35 =1,00
2 2 negativ 0 15 15 | hegativ pradiktiver Wert: ~ 15/15 = 1,00

£ Total 35 15 50
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4.7.2.2 Statistischer Vergleich der Zytologie und Immunzytologie

FOr die Sensitivitdt, Spezifitit, den positiv und negativ pradiktiven Wert der

Metastasendiagnostik im  Lymphknoten-Feinnadelaspirat  konnte  fir  die

Immunzytologie jeweils ein héherer Wert als fir die Zytologie festgestellt werden
(p<0,05) (Tab. 108).

Tab. 108: Vergleichende Darstellung der Spezifitat, Sensitivitat, positiv und negativ
pradiktiver Wert der immunzytologischen (Farbung mit AE1/AE3) und zytologischen
Lymphknotenbefunde im Vergleich zu den histologischen/ immunhistologischen
Lymphknotenbefunden bei 50 Lymphknoten von 23 Hunden. Die zytologischen
Praparate wurden mittels Feinnadelaspiration hergestellt

Sensitivitat Spezifitat pos. prad. Wert neg. prad. Wert
Methode (richtig pos. — falsch | (richtig neg. — falsch | (richtig pos. —falsch | (richtig neg. — falsch
neg.) pos.) pos.) neg.)

. 0,83 0,73 0,88 0,65
Zytologie (29 - 6) (11 - 4) (29 - 4) (11 - 6)
Immun- 1,00 1,00 1,00 1,00
zytologie (35-0) (15-0) (35-0) (15-0)

e Globaler statistischer Vergleich Zytologie/Immunzytologie (Chi-Quadrat-Test, 2x2-Felder-Tafel):
Sensitivitat: p=0,0104
Spezifitat: p=0,0317
positiv pradiktiver Wert: p=0,0337
negativ pradiktiver Wert:  p=0,0107
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war zunachst die Adaptation von humanen
monoklonalen und polyklonalen Antikérpern an zytologische Praparate von
histopathologisch definiertem caninen Tumormaterial. Hinsichtlich der groben
Zuordnung eines Tumors unklarer Gewebeherkunft werden in der
immunhistologischen und immunzytologischen Routinediagnostik beim Menschen
(ALTMANNSBERGER et al., 1984; MYGIND et al., 1988; CHOSIA et al., 1989;
HASTKA, 1997) wie immunhistologischen Untersuchungen bei Tieren (REINACHER,
2000) in der Regel zunachst Breitspektrumantikérper gegen die verschiedenen
epithelialen Zytokeratine und gegen das mesenchymale Vimentin eingesetzt.
Aufgrund ihrer erheblichen Bedeutung wurde diesen Antikérpern daher in der
vorliegenden Arbeit besonderes Augenmerk zuteil. Allerdings kdnnen der
entsprechenden Literatur auch fir den Menschen bislang keine umfassenden
Evaluierungen der Sensitivitdt und Spezifitit entsprechender Antikérper an
zytologischem Material entnommen werden.

Die eigenen Ergebnisse zeigen, dass das Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3
zuverlassiger das gesamte Spektrum der epithelialen Neoplasien beim Hund erkennt
als KL1. Die sensitive Erkennung von caninen epithelialen Geweben und davon
ausgehenden Tumoren mit dem Antikdérper AE1/AE3 wurde in mehreren
immunhistologischen Untersuchungen beschricben (CARDONA et al.,, 1989;
SANDUSKY et al., 1991; KOZAKI et al., 2001; WALTER, 2001), wahrend wie o. a.
auch fur den Menschen nur wenige Daten beziglich der Reaktivitat von AE1/AE3 an
zytologischem Material vorliegen. Diese beziehen sich zumeist auf eine enge
Fragestellung bezlglich der Technik oder bestimmtes Tumormaterial (DOMAGALA
et al., 1990b; ABENDROTH und DABBS, 1995; DABBS et al., 1995; KING et al.,
2002). Wie in der immunhistologischen Studie von CARDONA et al. (1989) konnte
auch in der vorliegenden Arbeit eine eindeutige Differenzierung zwischen AE1/AE3-
positiven epithelialen versus AE1/AE3-negativen mesenchymalen Neoplasien
durchgefihrt werden. Analog zum Menschen eignet sich somit der Antikérper
AE1/AE3 auch in zytologischen Préaparaten von caninem Tumormaterial zur

Erkennung von Tumoren epithelialer Herkunft. Im Gegensatz zum Menschen (VIAC
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et al, 1983) erwies sich das Breitspektrumantizytokeratin KL7 in der
immunzytologischen Erkennung epithelialer caniner Tumorzellen als weniger
zuverlassig als AE1/AE3. Die Diskrepanz der deutlich unterschiedlichen
Reaktionsspektiren von AE1/AE3 und KL1 kann nicht darauf zuriickgefihrt werden,
dass die Farbereaktion mit KL1 — einem Farbeprotokoll des Instituts flir Pathologie
der Tierarztlichen Hochschule Hannover folgend — im Standardprotokoll ohne
Verstarkung mit dem Streptavidin-Biotin-Komplex durchgefliihrt wurde. Ein
zusatzlicher Vergleich der KL1-Farbeergebnisse mit und ohne Verstarkung ergab
keine deutlichen Unterschiede.

Insbesondere in Tumoren plattenepithelialer Herkunft konnten deutlich positive
Reaktivitdten mit KL1 beobachtet werden, was auch von anderen Arbeitsgruppen
beim Hund an histologischem Material gezeigt worden ist (MURASE et al., 1986;
WALTER, 2000; KOZAKI et al., 2001; WALTER, 2001). In caninem Gewebe
zylinderepithelialen Ursprungs und davon ausgehenden Tumoren konnten in der
vorliegenden Arbeit in vielen Féallen negative Ergebnisse oder Reaktivitaten mit nur
geringem prozentualem Anteil an KL7-positiven Zellen nachgewiesen werden.
Obgleich z.B. in allen Proben der Mamma KL 1-positive epitheliale Zellen vorlagen,
zeigte sich die geringere Zuverlassigkeit von KL1 auch darin, dass ein geringerer
Anteil an positiven Zellen im Vergleich zu den mit AE1/AE3 geféarbten Préparaten
vorlag. Diese Beobachtung der unregelmaBigen Farbung machten auch WALTER
und KLING (1995) in immunhistologischen Untersuchungen caniner normaler und
neoplastisch verédnderter Mamma. In der gleichen Studie konnte im Western Blot-
Verfahren in der normalen und neoplastisch veranderten caninen Mamma nur eine
mit KL1 reagierende Bande detektiert werden, welche ein Molekulargewicht von 65
kDa aufwies und beim Menschen einem plattenepitheltypischen
Zytokeratinpolypeptid entspricht (MOLL, 1993). Die in der vorliegenden Arbeit
immunzytologisch negativen Ergebnisse in einer Vielzahl von caninen epithelialen
Tumoren nicht plattenepithelialer Herkunft legen die Vermutung nahe, dass KL 1 nicht
mit den hier exprimierten zylinderepitheltypischen Zytokeratinpolypeptiden
kreuzreagiert. Hinsichtlich  der  zumeist  negativen Reaktivitdt  des
Breitspektrumantizytokeratins KL71 in caninen Karzinomen, welche eher
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zylinderepitheltypische Zytokeratine exprimieren, kénnen der zuganglichen Literatur
bisher keine vergleichbaren Daten entnommen werden. Basierend auf der
unsicheren Reaktivitdt von KL7 mit caninen DriUsenepithelien ist AE1/AE3 als
Screening-Marker zur Erkennung von Tumoren epithelialer Herkunft in zytologischen
Praparaten des Hundes insgesamt eindeutig besser geeignet.

Den neben Breitspekirumantizytokeratin wesentlichsten Marker zur Abgrenzung
unbekannter Tumoren stellt das Vimentin dar, das in erster Linie in mesenchymalen
Zellen exprimiert wird. Die in der eigenen Arbeit untersuchten caninen Tumoren
mesenchymaler Herkunft konnten alle zuverlassig mit Vimentin erkannt werden. Die
konstante immunhistologische Erkennung caniner mesenchymaler Zellen mittels
Vimentin konnte in vielen Arbeiten gezeigt werden (MOORE et al., 1989; RABANAL
et al., 1989; DESNOYERS et al., 1990; KOENIG et al., 2001). In immunzytologischen
Arbeiten mit zumeist kleinen Fallzahlen konnten Tumoren mesenchymaler Herkunft
auch beim Menschen eindeutig mit Vimentin erkannt werden (ALTMANNSBERGER
et al., 1984; DROESE et al., 1984; DOMAGALA et al., 1991; ABENDROTH und
DABBS, 1995; DABBS et al., 1995).

Im Gegensatz zur hohen Sensitivitdt von Vimentin zeigten die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit aber eine eingeschrankte Spezifitat fir Vimentin, das auch in
einer Reihe von epithelialen Tumoren des Hundes positive Reaktionen aufwies.
Hinsichtlich der Vimentinkoexpression epithelialer Tumoren liegen beim Hund auch
fr die Histopathologie nur vereinzelte Beschreibungen bezlglich eines bestimmten
Organsystems oder einzelne Falldarstellungen vor (HELLMEN und LINDGREN,
1989; VOS et al. 1993a; 1993b; 1993c; SHIGA und SHIROTA, 2000, GRIECO et al.,
2003). Beim Menschen, wo die Vimentinkoexpression in speziellen epithelialen
Geweben und deren Neoplasien auf molekularer Ebene untersucht wurde, ist das
Phanomen der begrenzten Spezifitdt von Vimentin gut bekannt (FRANKE et al.,
1978a; FRANKE et al., 1982; MOLL, 1993). Abgesehen von wenigen Ausnahmen
entsprechen die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Vimentin-positiven
epithelialen Tumortypen des Hundes (Plattenepithelkarzinome, Mammakarzinome,
Magenkarzinome, Schilddrisenkarzinom, Prostatakarzinome, Mesotheliome) denen
beim Menschen (MOLL, 1993). Anders als beim Menschen (AZUMI und
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BATTIFORA, 1987) konnte in dem Gallengangskarzinom des Hundes keine
Reaktionen mit dem Antikérper gegen Vimentin nachgewiesen werden. Umgekehrt
wurden die Vimentin-positiven Ergebnisse in den caninen Tumoren des Darms beim
Menschen bisher nicht beschrieben (MOLL, 1993). Die Ergebnisse in der eigenen
Arbeit und in den immunhistologischen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen an
epithelialen caninen Geweben und deren Tumoren lassen eine weit verbreitete
Vimentinkoexpression beim Hund vermuten, so dass die Vimentin-positive Reaktion
in unbekannten Zellen/Geweben diagnostisch nicht allein fir den mesenchymalen
Ursprung stehen darf. In Verbindung mit dem sensitiven und flr epitheliale Tumoren
spezifischen AE1/AES3 stellt das fir mesenchymale Neoplasien sensitive aber wenig
spezifische Vimentin eine empfehlenswerte Kombination fir das immunzytologische
Screening von undifferenzierten caninen Tumoren dar.

Die immunzytologische Charakterisierung der caninen Tumoren der Magen- und
Darmschleimhaut und deren Metastasen zeigten analog zu immunhistologischen
als auch immunzytologischen Ergebnissen beim Menschen (MOLL et al., 1992;
HASTKA, 1997; TOT, 1999; RULLIER et al., 2000) deutlich positive Reaktivitaten mit
dem Antikdrper gegen CK20. Immunhistologisch konnte ESPINOSA DE LOS
MONTEROQOS et al. (1999) beim Hund mittels CK20 ebenfalls Karzinome des Magens
und Darms anfarben. Die beim Menschen fehlende Expression von CK7 in
physiologischen Magen- und Darmepithelien (MOLL, 1993) konnte auch in der
eigenen immunzytologischen Arbeit beim Hund beobachtet werden. Ebenso wurde in
der vorliegenden Arbeit — wie beim Menschen (MOLL, 1993) — eine Neuexpression
von CK7in Karzinomen der Magenschleimhaut des Hundes festgestellt.

In den Neoplasien der Darmschleimhaut des Hundes lieB3 sich in dieser Studie im
eine CK7-positive Reaktion nachweisen. Dies steht im Widerspruch zu Daten von
MOLL (1993) beim Menschen und immunhistologischen Ergebnissen beim Hund von
ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al. (1999), die in den Karzinomen der
Darmschleimhaut keine CK7-positive Reaktion feststellten und damit eine hohe
Konservierung des intestinalen Zytokeratinexpressionsmuster andeuten. Hinsichtlich
der widersprichlichen Ergebnisse zur vorliegenden Arbeit bezlglich der (Neu-)
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Expression von CK7 in caninen intestinalen Karzinomen bedarf es einer Uberpriifung
an einer gréBeren Fallzahl.

Im Gegensatz zu den Karzinomen des Magens und Darms zeigten die caninen
Karzinome der Gallengange und des Pankreas in der vorliegenden Arbeit deutlich
positive Reaktionen mit CK7 und konstant negative Resultate mit CK20. Dieses
typische Zytokeratinexpressionsmuster wurde beim Menschen ebenso in der
immunhistologischen als auch immunzytologischen Diagnostik beschrieben.
Aufgrund dieser koordinierten Zytokeratinexpression in gastrointestinalen und
duktalen Epithelien und deren neoplastischen Formen besitzen CK7 und CK20 beim
Menschen einen hohen Stellenwert in der immunhistologischen und
immunzytologischen Diagnostik hinsichtlich der Abgrenzung des haufig auftretenden
CK20-positiven und CK7-negativen kolorektalen Karzinoms von CK20-negativen und
CK7-positiven Gallengang-, Pankreas- und Harnblasenkarzinomen (BAARS et al.,
1994; WANG et al., 1995; HASTKA, 1997; TOT, 1999; CHU et al., 2000; RULLIER et
al, 2003). Diese koordinierte Zytokeratinexpression wurde von ESPINOS DE LOS
MONTEROS (1999) beim Hund immunhistologisch mit  wesentlichen
Ubereinstimmungen zum Menschen ebenfalls beobachtet. Basierend auf den
eigenen Ergebnissen, wonach sich intestinale Karzinome ebenfalls mit CK7
anféarben, ist das Farberesultat von CK20 zur Differenzierung des Ursprungsorganes
von abdominalen Karzinomen wesentlicher. Mittels dieses Antikdrpers kénnen
Karzinome der caninen gastrointestinalen Epithelien und deren Metastasen
spezifisch erkannt werden und damit von anderen CK20-negativen Karzinomen wie
Karzinome der Gallengange, des Pankreas oder der Prostata differenziert werden.

Im Gegensatz zum Menschen (RAMAEKERS et al., 1987; CHU et al., 2000) zeigen
die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen, dass auch die Neoplasien der caninen
Prostata und deren Metastasen mit CK7 positiv reagierten. SORENMO et al. (2003)
konnte ebenfalls immunhistologisch die zuverlassige Reaktivitdt von CK7 in caninen
Prostatakarzinomen feststellen. Die Unterschiede in der Reaktivitat von CK7 in den
Prostatakarzinomen des Menschen und des Hundes ist mit den unterschiedlichen
Ursprungsbereichen der Karzinome zu erklaren, die beim Menschen das CK7-
negative azinare Epithel (HANKS et al., 1993) und beim Hund vorrangig das CK7-

188



Diskussion

positive duktale Prostataepithel als auch das prostatische Urothel darstellen
(SORENMO et al., 2003; MaC LACHLAN und KENNEDY, 2002).

Die eigenen Ergebnisse zeigen, dass beim Hund auch die Ubergangszellkarzinome
der Harnblase, unabhangig von ihrem Differenzierungsgrad, mit CK7 reagieren.
ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al. (1999) konnten bereits immunhistologisch
die Anfarbbarkeit aller Urothelschichten beim Hund mit CK7 analog zu den
immunhistologischen (SOUTHGATE et al., 1994) und immunzytologischen Arbeiten
(BAARS et al., 1994; HASTKA, 1997) beim Menschen darstellen. Dementsprechend
konnten auch die Ubergangszellkarzinome des Hundes in der eigenen Arbeit
immunzytologisch mit CK7 gefarbt werden. Im Vergleich dazu war die Reaktion des
Plattenepithelkarzinoms der Harnblase in der eigenen Untersuchung mit CK7
schwacher. SCHAAFSMA et al. (1991) sowie MOLL (1993) erklaren die gleiche
Beobachtung in histologischen Praparaten beim Menschen mit einer Anderung des
Zytokeratinexpressionsmusters zugunsten der plattenepithelspezifischen
Zytokeratine. Dies ging in der vorliegenden Arbeit konform mit der deutlich positiven
Reaktion von KL1, welches beim Hund nach den eigenen Ergebnissen der eigenen
Untersuchungen plattenepithelspezifische Zytokeratine erkennt.

Diese deutliche Anfarbbarkeit mit KL1 konnte in den eigenen Ergebnissen auch in
dem Plattenepithelkarzinom und dem Karzinosarkom der Lunge festgestellt werden.
Die zylinderepithelspezifischen Zytokeratine CK8 und CK18 brachten in diesen
Fallen nur schwache oder negative immunzytologische Reaktionen hervor.
Umgekehrt wies das Adenokarzinom als auch das kleinzellige Karzinom der Lunge
deutlich positive Reaktivitdten mit den zylinderepithelspezifischen Zytokeratinen
(CK7, CK8, CK18) auf. Diese Beobachtungen gehen konform mit den
Untersuchungen von MOLL (1993) beim Menschen. Er konnte zeigen, dass das
mehrreihige Flimmerepithel des Menschen in zwei Kompartimenten hinsichtlich der
Zytokeratinexpression eingeteilt werden kann, d.h. zum einen die Basalzellen, die
plattenepithelspezifische Zytokeratine und zum anderen die luminalen Zellen, die
zylinderepithelspezifische Zytokeratine exprimieren.

Die beim Hund haufig auftretenden Adenome der hepatoiden Driisen zeigten in

den eigenen Untersuchungen analog zu den immunhistologischen Ergebnissen von
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VOS et al. (1993d) deutliche positive Reaktionen mit dem plattenepitheltypischen
CK14, wahrend der zylinderepitheltypische Antikérper gegen CK7 nur schwach
positive Resultate lieferte. Diese typische Zytokeratinexpression der Adenome der
hepatoiden Drisen im Gegensatz zu der dominierenden Expression von
zylinderepitheltypischen Zytokeratinen in den Karzinomen der analen apokrinen
Drisen des Hundes, die auch in der vorliegenden immunzytologischen Studie
gezeigt werden konnte, beschrieben VOS et al. (1993d) als diagnostische
Méglichkeit in der Unterscheidung beider Tumortypen beim Hund.

Die Reaktivitat der caninen epidermalen Tumoren und deren Metastase mit dem
plattenepitheltypischen CK714 konnte in der vorliegenden Studie analog zum
Menschen (NELSON et al., 1984; IVANYI et al., 1990; WETZELS et al., 1991;
MARKEY et al, 1992; CHU et al, 2001) und zu immunhistologischen
Untersuchungen beim Hund (WALTER, 2000; WALTER, 2001) in allen
Tumorvariationen und unabhangig vom Differenzierungsgrad nachgewiesen werden.
Von ebenso groBem diagnostischen Wert hinsichtlich der Erkennung von Tumoren
epidermaler Herkunft ist die negative Reaktion mit zylinderepitheltypischen
Zytokeratinen (MOLL, 1993), was in der eigenen Untersuchung mit CK7 gezeigt
werden konnte und auch in den immunhistologischen Untersuchungen von
ESPINOSA DE LOS MONTERQOS et al. (1999) beim Hund dargestellt wurde.

In zytologischen Praparaten erweist sich die Differenzierung von Sarkomen als
besonders schwierig (COWELL et al., 1998). Vor diesem Hintergrund wére die
Verflgbarkeit von immunzytologischen Techniken hier besonders wertvoll. In der
vorliegenden Arbeit lieB sich u. a. die von immunhistologischen Untersuchungen
bekannte Reaktivitat von Desmin in den Tumoren der glatten Muskulatur (LA ROCK
und GINN, 1997; FROST et al., 2003) und in der quergestreiften Muskulatur des
Hundes (ANDRAESEN et al., 1988b; DESNOYERS et al., 1990; KIM et al., 1996;
KUWAMURA et al., 1998) an zytologische Praparate adaptieren.

Die selbst in den Zytologien der Leiomyosarkome festgestellten variablen Ergebnisse
beziglich des Anteils an positiven Zellen wurden bereits in histologischen Préaparaten
auch beim Menschen (EVANS et al., 1983) als auch beim Hund (ANDREASEN und
MAHAFFEY, 1987) beobachtet. EVANS et al. (1983) erklarte dieses Phanomen mit
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der Entdifferenzierung der Leiomyosarkomzellen zu primitiven Myoblasten, welche
nur geringgradig Desminfilamente exprimieren. Demzufolge sollte ein Desmin-
negativer Befund insbesondere bei hoher Undifferenziertheit des betreffenden
Tumors diagnostisch nur mit Vorsicht als ein Tumor nicht muskularerer Herkunft
interpretiert werden.

Die immunzytologische Farbung der benignen als auch malignen Melanome konnte
in der vorliegenden Arbeit in allen Féllen mit den Antikérper S700 erzielt werden.
Beim Menschen (OROSZ, 1999; BANERJEE und HARRIS, 2000; ORCHARD, 2000)
wie auch in immunhistologischen Untersuchungen beim Hund (RAMOS-VARA et al.,
2000) konnte flr S100 eine hohe Sensitivitat in der Erkennung von melanozytaren
Tumoren unabhangig von ihrer Morphologie und ihres Differenzierungsgrades
festgestellt werden. Der Nachteil des Antikérpers S700 liegt in seiner mangelnden
Spezifitdat. Von vielen Arbeitsgruppen wurden beim Menschen positive Reaktionen
mit S700 in einer Vielzahl von verschiedenen mesenchymalen als auch epithelialen
Geweben beschrieben (COCCIA et al; 1983; KAHN et al., 1983; DRIER et al., 1987;
OKAIJIMA et al., 1988; STROUP und PINKUS, 1988). Dies zeigte sich auch in den
eigenen immunzytologischen Arbeiten, wo positive Reaktionen mit S700 in
zytologischen Préaparaten von caninen epithelialen und mesenchymalen Normal- und
Tumorgeweben festgestellt werden konnten.

Neben S7100 wurde daher in der vorliegenden Arbeit auch der Antikérper Melan-A
eingesetzt, der in histologischen Praparaten beim Menschen (BUSAM et al., 1998)
und auch beim Hund (RAMOS-VARA, et al. 2000) mit einem spezifischeren
Reaktionsmuster als S700 beschrieben wurde. Auf die allerdings auch hier
festgestellten positiven Farbungen in anderen (Steroid-produzierenden) Geweben
und Tumoren finden sich auch in der Literatur bereits Hinweise basierend auf
immunhistologischen Untersuchungen beim Menschen (JUNGBLUTH et al., 1998)
und Hund (RAMOS-VARA et al., 2000). Zudem zeigten canine epitheliale Gewebe in
den eigenen immunzytologischen Untersuchungen wie in dieser
immunhistologischen Arbeit (RAMOS-VARA et al., 2000) positive Farbungen mit
Melan-A, was beim Menschen in dieser Form nicht berichtet worden ist (RAMOS-
VARA et al., 2000).

191



Diskussion

Die Sensitivitat in der Erkennung von melanozytaren Tumoren mit Melan-A ist beim
Menschen im Vergleich zu der von S7100 geringer (BANERJEE und HARRIS, 2000;
ORCHARD, 2000). ORCHARD (2000) beschrieb negative Reaktionen von Melan-A
insbesondere in den desmoplastischen und myxoiden malignen Melanomen. Beim
Hund konnten negative Reaktionen vor allem in den amelanotischen Varianten
nachgewiesen werden (SULAIMON et al., 2002), was auch den Beobachtungen der
zwei Melan-A-negativen undifferenzierten malignen Melanomen in der eigenen Arbeit
entspricht. Fir die Melanomdiagnostik ist es daher von groBem Vorteil, neben
spezifischeren Melanommarkern wie Melan-A auch den hoch sensitiven und wenig
spezifischen S700 einzusetzen. Bezlglich der beim Hund beschriebenen
Kreuzreaktivitdt von Melan-A mit caninen epithelialen Zellen wird eine
Fehlinterpretation vermieden wenn bei einem systematischen Vorgehen auch eine
Testung mit Breitspektrumantizytokeratin erfolgt ist (RAMOS-VARA et al., 2000).

Die Erkennung von Tumoren endothelialer Herkunft mittels des Antikérpers gegen
den VWEF ist beim Hund in immunhistohologischen Untersuchungen beschrieben
worden (VON BEUST et al., 1988). Analog zu diesen Ergebnissen konnten die
endothelialen Tumoren und die davon ausgehenden Organmetastasen in dieser
Studie konstant mit dem Antikdrper gegen VWF markiert werden. Die beim Menschen
(OHSAWA et al, 1995) und auch beim Hund (VON BEUST et al., 1988)
beschriebenen negativen immunhistologischen Reaktionen von vWF in endothelialen
Tumoren konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht beobachtet werden. VON
BEUST et al. (1988) erklarten die teilweisen negativen Reaktionen mit einer
fehlenden oder einer modifizierten Synthese des fraglichen Antigens, insbesondere
in undifferenzierten Hamangiosarkomen.

Auch die Méglichkeit des immunzytologischen Nachweises von histiozytaren Zellen
und deren neoplastische Veranderungen beim Hund konnte mit Lysozym in der
vorliegenden Studie gezeigt werden. Hierbei waren die Reaktionen in den
histiozytaren Entzindungen, in den Histiozytomen und malignen Histiozytosen
des Hundes von konstant deutlich positiver Qualitdt. MOORE (1986a) konnte die
diversen caninen malignen histiozytaren Neoplasien immunhistologisch mit Lysozym

nachweisen, stellte jedoch bei den kutanen Histiozytomen eine variierende
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Reaktivitat fest. Neben der Vermutung, dass die unterschiedlichen Anfarbungen der
Histiozytome auf Unterschiede in der Fixierung zurlckzuflhren sind, erklarte
MOORE (1986a) das Farbeverhalten mit den phenotypisch heterogenen Zellen in
den caninen Histiozytomen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten an, dass
vor allem der erstgenannte Gesichtspunkt zutrifft, missen aber noch an einer
gréBeren Fallzahl Gberprtft werden.

Die eigene immunzytologische Untersuchung der caninen malignen Mesotheliome
zeigte eine konstant deutlich positive Anfarbung mit den Antikérpern AE1/AES,
Vimentin und Desmin, was folglich fir eine Koexpression von den
Intermediarfilamenten Zytokeratin, Vimentin und Desmin analog zum Menschen
(MOLL, 1993) spricht. MOLL (1993) erklarte die Koexpression von Keratinen und
Vimentin mit der urspringlich mesenchymalen Herkunft und der epithelialen
Differenzierung des Mesothels und dessen Neoplasien. Die Koexpression von
Desmin wird von MOLL (1993) als auch von HURLIMAN (1994) in konstanter Form in
den Mesothelzellen des Menschen beschrieben, wahrend beide in den malignen
Mesotheliomen des Menschen eine weniger konstante Expression von
Desminfilamenten fanden. In der vorliegenden Studie zeigten alle bearbeiteten
Mesotheliome Desmin-positive Reaktionen, welche allerdings hinsichtlich des Anteils
an positiven Zellen deutlich schwankten. Diese Variabilitat bringt vermutlich u. a. die
komplexe Ontogenese der Mesothelzellen zum Ausdruck (MOLL, 1993). MOLL
(1993) beobachtete in malignen Mesotheliomen des Menschen zudem ein CK7-
positives und CK20-negatives Expressionsprofil, was auch in den eigenen
immunzytologischen Resultaten der caninen mesothelialen Zellen festgestellt werden
konnte. Neben der typischen Dreifachexpression von Zytokeratin, Vimentin und
Desmin, unterstitzt auch das CK7-positive und CK20-negative Expressionsprofil den
immunzytologischen Nachweis von Zellen mesothelialer Herkunft beim Hund.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die immunzytologische Erkennung von
exfoliierten epithelialen Tumorzellen in Kérperhéhlenergiissen, welche sich
morphologisch in der konventionellen Zytologie teilweise nur schwer von Zellen
mesothelialer Herkunft abgrenzen lassen (HIRSCHBERGER, 1995; KITAZUME et
al., 2000).

193



Diskussion

Die exfoliierten Karzinomzellen in den Ergissen von Hunden mit maligner epithelialer
Neoplasie unterschieden sich in der vorliegenden Arbeit insbesondere durch die
fehlende Reaktion mit Desmin im Vergleich zu den stets Desmin-positiven
abgeschilferten reaktiven Mesothelzellen. Im Gegensatz dazu konnte in einem
groBen Anteil der Karzinomzellen — entsprechend dem Primartumor — auch eine
Vimentinkoexpression gefunden werden. Nach Untersuchungen beim Menschen
kommt es bei Auflockerung des epithelialen Zellverbands, wie z. B. in
Kérperhdhlenergissen (RAMAEKERS et al., 1983) oder in der Zellkultur (FRANKE et
al., 1982) sogar zu einer gesteigerten Vimentinkoexpression in den epithelialen
Zellen.

Uber die Differenzierung mit Desmin hinaus, konnte die diagnostische
Zuverlassigkeit der Abgrenzung von Karzinomen und reaktiven Mesothelzellen wie
auch die Diagnose eines Mesothelioms durch die fiir den Menschen verfligbaren
hochspezifischen Antikérper zur Erkennung von Mesothelzellen oder Zellen
epithelialer Herkunft ggf. weiter verbessert werden. Diese mussen allerdings in
weiterflhrenden Untersuchungen hinsichtlich ihrer Kreuzreaktivitdt zunéchst erst
Uberprift werden. Bisher gibt es keine Studie in der zuganglichen Literatur, welche
die Anwendbarkeit dieser humanen Antikérper beim Hund zur Differenzierung von
Mesothelzellen bzw. Mesotheliomzellen versus exfoliierten Karzinomzellen
beschreiben. Selbst flr die spezifischen Antikérper wird beim Menschen zur
Erkennung von Mesotheliomen bzw. Karzinomen empfohlen, ein gréBeres
Antikdrperpanel zur sicheren Diagnostik einzusetzen (DEJMEK und HJERPE, 1994;
BROCKSTEDT et al., 2000).

Die zytologische Untersuchung der 161 Lymphknoten von Hunden mit maligner
epithelialer Neoplasie durch vier unterschiedlich erfahrene Untersucher zeigten
hinsichtlich der ermittelten Sensitivitaten (88 % (0,88), 91 %, 80 %, 70 %)
Ubereinstimmung mit den Daten beziiglich der zytologischen Diagnostik in der
Literatur beim Menschen (RUBIO et al., 1998; KU, 1999; VAN DIEST et al., 1999;
CSERNI et al., 2001; LEE et al., 2001), wo die Werte zwischen 30 % und 100 %
lagen (Median 72,5 %). Diese weite Spanne flr die Sensitivitaten ist sicherlich vor

allem mit der unterschiedlichen Referenz- und Fallauswahl zu erklaren. So fanden z.
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B. in der Studie von KU et al. (1999), die mit 30 % den niedrigsten Wert ermittelten,
im Gegensatz zur eigenen Arbeit und den anderen zitierten Studien nur
makroskopisch unauffallige Lymphknoten Eingang. Die nahe liegende Verminderung
der zytologischen Sensitivitat bei histologisch geringem Metastasierungsgrad und
damit allenfalls geringgradiger LymphknotenvergréBerung wurde u. a. von
CRAEGER et al. (2002) angefiihrt. Diese Autoren konnten eine Korrelation zwischen
zytologischer Sensitivitdt und der GréBe der Lymphknotenmetastasen nachweisen.
Bei Metastasen mit einer GrdBe Uber 2,0 cm wurde die zytologische Detektion mit
einer Sensitivitdt von 100 %, wahrend die zytologische Sensitivitat flr die
Mikrometastasen (<0,2 cm) mit 21 % angegeben wurde (CRAEGER et al., 2002). Die
Zuverlassigkeit der zytologischen Detektion von Metastasen in
Lymphknotenabklatschpraparaten wird in der Literatur analog zu den variablen o. g.
Sensitivitdten unterschiedlich eingestuft. VAN DIEST et al. (1999), die basierend auf
74 Lymphknoten eine Sensitivitdt 63 % ermittelten, konnten — im Vergleich zu der
immunhistologischen Referenzuntersuchung — mittels Abklatschzytologie nicht die
Mikrometastasen detektieren, so dass die zytologische Untersuchung als nicht
ausreichend sensitiv eingestuft wurde. Im Gegensatz dazu konnten MOTOMURA et
al. (2000) zytologisch Metastasen sensitiver nachweisen als im HE-geféarbten
histologischen Praparat und wurde als zuverlassige, sensitive und schnelle Methode
eingestuft. Die in der zuletzt zitierten Arbeit errechnete Sensitivitat von 96 % wurde in
der vorliegenden Studie beim Hund bei der zytologischen Diagnostik durch die
erfahrenen Untersucher anndhernd erreicht und bei der Immunzytologie teilweise
sogar Ubertroffen. Die Werte flr die Spezifitdten (88 % (0,88), 57 %, 97 %, 92 %) der
zytologischen Diagnostik in dieser Arbeit zeigten ebenfalls mit Ausnahme des
Untersuchers 2, Ubereinstimmung mit den in der Literatur zu findenden Daten fir
den Menschen, welche zwischen 91 % und 100 % liegen (RUBIO et al., 1998; KU,
1999; VAN DIEST et al., 1999; CSERNI et al.,, 2001; LEE et al., 2001). In der
vorliegenden Arbeit konnten, trotz der Erfahrung in der zytologischen Diagnostik bei
Untersucher 2 viele zytologisch falsch positive Befunde festgestellt werden, was
eventuell mit einer Fehlinterpretation von groBen, nicht epithelialen, mononukleéren

Zellen, wie Makrophagen zu erklaren ist.

195



Diskussion

Die immunzytologische Diagnostik der 161 Lymphknoten mit dem
Breitspektrumantizytokeratin AE1/AE3 zeigte im globalen Vergleich eine sensitivere
Detektion von Lymphknotenmetastasen, was auch bei Einzelbetrachtung flr drei der
vier Untersucher zutraf (0,99 vs. 0,88, 0,92 vs. 0,80 und 0,90 vs. 0,70; 4.
Untersucher 0,96 vs. 0,90). In der immunzytologischen Untersuchung von 344
Lymphknoten von Frauen mit Mammakarzinom konnte SALEM et al. (2002) eine
Sensitivitat far die immunzytologische Untersuchung von 96 % (0,96) im Vergleich zu
den konventionell geféarbten histologischen Praparaten, welche eine Sensitivitat von
93,3 % aufwiesen feststellen. Der geringe Zuwachs an Sensitivitat in dieser Studie im
Vergleich zu den eigenen Daten durfte i. w. auf den héheren Ausgangswert
zurlckzufihren sein. Wie auch in den eigenen Ergebnissen, wurden insbesondere
durch die immunzytologische Untersuchung Mikrometastasen detektiert, welche in
der konventionellen histologischen Farbung nicht erfasst werden konnten. Im
Gegensatz zur eigenen Studie wurden in der Arbeit von SALEM et al. (2002) als
Referenz die histopathologischen Lymphknotenbefunde herangezogen. Nur bei
isoliert immunzytologisch positivem Befund wurde der Lymphknoten zusétzlich
immunhistologisch untersucht, was methodisch sicherlich fragwilrdig ist. Diese
Verbesserung der Sensitivitadten fir alle Untersucher wurde auch in mehreren
Studien gezeigt, in denen vergleichend mittels konventionell histopathologischen und
immunhistologischen  Techniken = Lymphknotenmetastasen bei Frauen mit
Mammakarzinom nachgewiesen worden sind (TURNER et al., 1997; CZERNIEKI et
al., 1999; PENDAS et al., 1999; VAN DIEST et al., 1999; REINTGEN et al., 2000,
COHEN et al., 2002). In diesen Studien, in denen nur ein Untersucher eingesetzt
worden ist, wurde eine Zunahme des Prozentsatzes der richtig positiven von der
Gesamtzahl der Lymphknoten mit Metastasen durch die immunhistologische Technik
(absolut) um 8 % - 41 % festgestellt.

Die in der eigenen Arbeit immunzytologisch von allen Untersuchern falsch negativen
und falsch positiven Befunde sind wahrscheinlich teilweise auf die methodische
Problematik zuriickzuflihren, dass die histologische Schnittebene in der vorliegenden
Studie zwar nahe bei aber nicht identisch mit der zytologischen Tupfebene war und

somit — jede flr sich — einzelne Mikrometastasen enthalten konnte. Die
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unregelméaBige Verteilung von Mikrometastasen zeigt sich auch daran, dass durch
Verwendung mehrerer Schnittebenen die Sensitivitdt zu deren Detektion erhéht
werden kann (CSERNI, 2000; TURNER et al., 2001). Aufgrund dieser methodischen
Problematik wie auch u. a. der grundlegenden Problematik bei der Interpretation von
Karzinomzellen im Randsinus des Lymphknotens ist auch die als Referenz
verwendete Kombination aus Histologie und Immunhistologie in der eigenen Studie
kein eigentlicher ,Golden Standard® und mit Einschrankungen behaftet.
Karzinomzellen im Randsinus wurden in der vorliegenden Studie gemaB den
Empfehlungen der AJCC/UICC nicht als Metastase gewertet (SOBIN und
WITTEKIND, 2002), was in der Literatur aber nicht unumstritten ist (HARTVEIT und
LILLENG, 1996). Hieran lasst sich ablesen, dass auch die errechneten statistischen
Werte fir die Zuverlassigkeit der zytologischen und immunzytologischen
Lymphknotendiagnostik nicht absolut zu sehen sind.

Die immunzytologischen Befunde der beiden unerfahrenen Untersucher zeigten in
der eigenen Studie aufgrund der vielen falsch positiven Diagnosen eine
Verschlechterung der Spezifitdt als auch des positiv pradiktiven Wertes im Vergleich
zu den jeweiligen zytologischen Befunden. Eine Erklarung fir die hohe Anzahl der
falsch positiven Befunde der unerfahrenen Untersucher ist wahrscheinlich die
Verwechslung von Tumorzellen mit zum einen Makrophagen, welche Zytokeratin-
positives Material beinhalten (BUSCH und RUDOLPH, 1995) und zum anderen mit
Zytokeratin-positiven Partikeln (DOKI et al., 2002) als auch mit Zytokeratin-positiven
fibroblastischen Retikulumzellen (DOMAGALA et al.,, 1992; LINDEN und ZARBO,
2001). Folgerichtig kann die hdéhere Spezifitat der Diagnostik durch die Untersucher 1
und 2 durch eine bessere Differenzierung der AE1/AE3-positiven Makrophagen und
nicht zelluldren Partikel von epithelialen Tumorzellen mit der grdBeren
zytomorphologischen Kenntnis der erfahrenen Untersucher erklart werden.

Die hier subjektive Einschatzung aller Untersucher, dass die Immunzytologie
einfacher und weniger zeitintensiv ist, konnte auch von TURNER et al. (2001) an
immunhistologisch  geférbten Lymphknotenpréparaten von Patientinnen mit
Mammakarzinom festgestellt werden, was somit neben der héheren diagnostischen

Sensitivitat den aufwandigeren Farbeprozess und die Kosten rechtfertigen wirde.
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Ungeachtet dessen machen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung deutlich,
dass auch die immunzytologische Diagnostik einem erfahrenen Untersucher
vorbehalten bleiben sollte (CSERNI, 2000). Nur dann erweist sie sich als wertvolle
diagnostische Erganzung zur konventionellen Zytologie. In Analogie zur
Histopathologie (CSERNI, 2000) ist hierbei — insbesondere bei einer geringgradigen
Metastasierung — in jedem Fall auch mit der Wahl zusatzlicher Schnitt- bzw.
Tupfebenen eine Zunahme der Sensitivitat zu erwarten.

Im Gegensatz zu der immunhistologischen Detektion von Lymphknotenmetastasen
bei Menschen mit Karzinomen der Mamma (NOEL et al., 1989) oder kolorektalen
Karzinomen (NAKANISHI et al., 1999), wo KL7 als sehr zuverlassiger Marker
eingesetzt worden ist, zeigen die eigenen Ergebnisse in den 161 Lymphknoten von
Hunden mit maligner epithelialer Neoplasie nach KL1-Farbung einen hohen Anteil an
falsch negativen Ergebnissen, was sich in einer Sensitivitat von 63 % darstellte. Dies
spiegelte  wider, dass — analog zu den Primartumoren — zwar
Lymphknotenmetastasen von plattenepithelialen Karzinomen und
Mammakarzinomen mit KL71 detektiert werden konnten, jedoch die meisten
Lymphknotenmetastasen von Tumoren mit zylinderepitheltypischer
Zytokeratinexpression nicht erfasst wurden. Die eigenen Ergebnisse der
immunzytologischen Untersuchung mit dem Breitspektrumantizytokeratin - KL1
zeigen, dass im Gegensatz zum Menschen KL1 zur unselektiven Detektion von
Lymphknotenmetastasen von Hunden mit maligner epithelialer Neoplasie nicht
geeignet ist.

Die immunzytologische Detektion von Lymphknotenmetastasen mit CK7- und CK20-
positiven Primartumoren konnte analog zu immunhistologischen Untersuchungen
beim Menschen (TAJIMA et al., 1999; JIANG et al., 2001) sensitiv nachgewiesen
werden, was auf die konstante Expression des jeweiligen spezifischen Zytokeratins
in der metastasierten Tumorzelle schlieBen lasst. Die Glltigkeit der positiven
Ergebnisse der Immunzytologie auch fir die mit FNA gewonnenen Praparate
verdeutlicht die Anwendungsmdglichkeit dieser wertvollen Diagnostik auch far

Material, welches mittels minimal invasiver Feinnadelaspiration gewonnen wurde.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die immunzytologische
Untersuchung caniner Tumoren und deren Organmetastasen mittels humaner
Antikbrper neben der konventionellen Zytologie eine wertvolle diagnostische
Méglichkeit ist und insbesondere bei undifferenzierten Tumoren und Metastasen
unbekannter Herkunft basierend auf minimal invasiv entnommenem Probenmaterial
eine Diagnostik von hoéherer Richtigkeit erwarten lasst. In Anlehnung an die
Reaktionsspekiren des jeweiligen Antikérpers beim Menschen konnten beim Hund
ahnliche Spezifitaten festgestellt werden.

Bei der Differenzierung von Karzinom- und Mesothelzellen in Kérperhéhlenerglissen
zeigte sich insbesondere die Anwendung von Desmin viel versprechend. Hier ist in
Zukunft sicherlich die Evaluierung von weiteren, spezifischeren Antikérpern lohnend.
Die immunzytologische Detektion von Lymphknotenmetastasen erwies sich auch
beim Hund in Tupf- als auch in Aspirationspraparaten als wertvolle Erganzung zur
konventionellen Zytologie, insbesondere bei Vorliegen von Mikrometastasen. Die
Ergebnisse der Metastasendiagnostik in Lymphknoten zeigen auf, wie wichtig
Erfahrung auch fir die Interpretation von immunzytologischen Préaparaten ist. In der
Hand eines erfahrenen Untersuchers ist der immunzytologische Nachweis von
Lymphknotenmetastasen ein aussagekraftiger Test, dem in Zukunft eine gréBere
Bedeutung in der Routinediagnostik zukommen sollte.
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6 Zusammenfassung
Ruth Héinghaus

Etablierung immunzytologischer Techniken zur Charakterisierung von
Tumoren des Hundes und deren diagnostische Relevanz bei der Erkennung
von Tumormetastasen in Lymphknoten sowie exfoliierter Tumorzellen in

Korperhohlenergiissen

Die Ziele der vorliegenden Studie waren es, die immunzytologische Diagnostik
caniner Tumoren und deren Metastasen mittels humaner Antikérper zu etablieren.
Hierzu wurden insgesamt 181 epitheliale und 108 mesenchymale Tumoren sowie 37
Organmetastasen und 31 Kérperhéhlenerglisse von 280 Hunden, die an der Klinik
fur kleine Haustiere der Tierarztlichen Hochschule Hannover zur chirurgischen
Biopsienahme, Tumorextirpation oder zur Euthanasie anstanden, immunzytologisch
untersucht. Von Hunden, welche an einem epithelialen Tumor erkrankt waren,
wurden zusatzlich 161 Lymphknoten entnommen und vergleichend zytologisch und
immunzytologisch auf das Vorliegen von Metastasen untersucht. Untersuchungen
erfolgten mit den Breitspektrumantizytokeratinen AE1/AE3 und KL1, Antikdrpern
gegen spezifische Zytokeratine (CK7; CK8, CK18, CK14, CK20), Vimentin, Desmin,
Melan-A, S100, Lysozym und vWF, die jeweils — in optimalen Arbeitsverdiinnungen —
an zytologische Praparate etabliert wurden.

Alle epithelialen Zubildungen und die davon ausgehenden Metastasen konnten mit
deutlich positiver immunzytologischer Farbung mit dem Breitspektrumantizytokeratin
AE1/AE3 detektiert werden, wo hingegen die immunzytologische Reaktion von KL1
weniger zuverlassige Ergebnisse lieferte, was sich besonders in einer Vielzahl von
KL1-negativen Ergebnissen bei Zubildungen zylinderepithelialer Herkunft
manifestierte. Tumoren plattenepithelialer Herkunft waren hingegen zumeist KL1-
positiv. Analog zum Menschen konnten Proliferationen duktaler, glanduléarer und
urothelialer Herkunft sowie davon ausgehende Organmetastasen mit dem
spezifischen Antikérper gegen CK7 immunzytologisch gefarbt werden. Bei

Zubildungen der caninen intestinalen Epithelien konnten, im Gegensatz zum
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Menschen auch positive Reaktionen mit CK7 festgestellt werden. Die caninen
Zubildungen des Magens und Darms sowie die davon ausgegangenen
Organmetastasen wiesen deutlich positive Anfarbungen mit dem Antikérper gegen
CK20 auf, was auch beim Menschen als typisches Zytokeratin der gastrointestinalen
Epithelien gilt. Die caninen plattenepithelialen Proliferationen und deren Metastasen
sowie Proliferationen der adnexalen Strukturen der Haut konnten, analog zum
Menschen, mit dem Antikdrper gegen das plattenepitheltypische CK14
immunzytologisch gefarbt werden, wahrend die Reaktion mit CK7 in den meisten
Fallen negativ verlief.

Alle  Zubildungen mesenchymaler Herkunft reagierten negativ. mit dem
Breitspektrumantizytokeratin  AE1/AE3 und deutlich positiv mit dem Antikérper
Vimentin. Dariiber hinaus konnten in weitgehender Ubereinstimmung zum Menschen
in epithelialen Zubildungen des Hundes (Mamma, Magen, Plattenepithel,
Schilddrise, Prostata) positive Reaktionen mit Vimentin festgestellt werden. Diese
Vimentinkoexpression in epithelialen Zubildungen des Hundes konnte in der
vorliegenden Studie auch in benignen und malignen Proliferationen des Darms
beobachtet werden, was so fir den Menschen nicht beschrieben worden ist. Die
Abgrenzung zwischen epithelialer und mesenchymaler Neoplasie konnte mittels der
Kombination von AE1/AE3 und Vimentin gefihrt werden.

Alle caninen benignen und malignen Melanome konnten mit S700 immunzytologisch
gefarbt werden. Die Reaktion mit Melan-A war mit Ausnahme von zwei
undifferenzierten malignen Melanomen ebenfalls positiv. Fir die Antikérper S700 und
Melan-A wurde an Normalgeweben und Tumoren des Hundes, welche nicht
melanozytaren Ursprungs waren eine Spezifitatsprifung vorgenommen, in der sich
S100 auch beim Hund im Vergleich zu Melan-A als weniger spezifisch.

An zytologischen Praparaten von Tumoren der glatten und quergestreiften
Muskulatur des Hundes konnte die Farbung mit Desmin ein typisches
Intermediarfilament der muskularen Zellen adaptiert werden. Eine Spezifitatspriifung
an nicht muskularen caninen Normalgeweben und Tumoren ergab jeweils negative
Reaktionen. Des Weiteren wurden zumeist deutlich positive Reaktivitdten in caninen

Tumoren endothelialen Ursprungs und deren Metastasen mit dem Antikérper gegen
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VWF beobachtet. Die Uberpriifung der Spezifitit von vWF in zytologischen
Praparaten von Normalgeweben und Tumoren des Hundes nicht endothelialer
Herkunft zeigte - mit Ausnahme von zwei Mammakarzinomen - in keiner Probe
positive Anfarbungen. Histiozytédre Proliferationen einschlieBlich benigner und
maligner Tumoren histiozytaren Ursprungs des Hundes zeigten in allen Fallen
Lysozym-positive Reaktionen. Canine Normalgewebe und Tumoren nicht
histiozytéaren Ursprungs waren in allen Féllen Lysozym-negativ.

In den 13 Korperhdhlenerglisse mit reaktiven Mesothelzellen von Hunden ohne
neoplastische Primarerkrankung konnte — analog zum Menschen — eine konstante
Expression von Zytokeratin, Vimentin und Desmin festgestellt werden. Diese
Dreifachexpression konnte auch in den drei Erglissen von Hunden, welche an einem
malignen Mesotheliom erkrankt waren, in den exfoliierten Mesotheliomzellen
beobachtet werden. Die exfolierten Karzinomzellen in den  zwolf
Kérperhdhlenerglissen von Hunden mit maligner epithelialer Neoplasie
unterschieden sich von Mesothelzellen in der fehlenden Expression von Desmin. Die
Karzinomzellen zeigten neben der erwarteten Zytokeratinexpression in sechs Fallen
eine Vimentinkoexpression.

Die  Sensitivitat  bezlglich  der  immunzytologischen Detektion  von
Lymphknotenmetastasen epithelialer Tumoren mit dem Breitspektrumantizytokeratin
AE1/AE3 gefarbten Lymphknotenabklatschpréparaten lag bei 3 von 4 Untersuchern
deutlich tber der zytologischen Untersuchung (0,99 vs. 0,88, 0,92 vs. 0,80 und 0,90
vs. 0,70 [p< 0,05], 4. Untersucher: 0,96 vs. 0,90). Der globale Vergleich aller vier
Untersucher zeigte eine sensitivere immunzytologische Detektion der
Lymphknotenmetastasen (p=0,0300). Insbesondere konnten Mikrometastasierungen
mittels immunzytologischer Technik nachgewiesen werden, welche in den
konventionell zytologisch geféarbten Praparaten nicht erfasst wurden. Auch beim
negativ pradiktiven Wert zeigten sich durchweg hdéhere Werte fur die
Immunzytologie. Allerdings war das Bild different bei Spezifitdt und positiv
pradiktivem Wert, die bei den 2 Untersuchern mit geringer zytologischer Erfahrung
unter den Verhaltnissen der konventionellen zytologischen Diagnostik lagen (p<
0,05). Auch in den 50 Lymphknotenaspirationspraparaten, die nur von der Autorin
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untersucht wurden, konnte der immunzytologische Nachweis von Metastasen mit
AE1/AE3 sensitiver als in der Zytologie gefuhrt werden (p=0,0104). Die Ergebnisse
der immunzytologischen Untersuchung von Lymphknoten im Hinblick auf das
Vorliegen einer Metastasierung verdeutlichen, dass dieses Verfahren in der Hand
eines erfahrenen Untersuchers einen aussagekraftigen und zuverlassigen Test

darstellt.
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7 Summary

Ruth Héinghaus

Establishment of immunocytological techniques to characterise canine tumors
and their diagnostic relevance for the detection of lymph node metastases as

well as exfoliated tumor cells in effusions

The aim of this study was to establish immunocytological diagnostics of canine
proliferations and metastases with antibodies to human proteins. Immunocytological
investigations were made of 181 epithelial and 108 mesenchymal proliferations, 37
organmetastases as well as 31 effusions into body cavities in 280 dogs, presented
for surgical biopsy, tumor extirpation or euthanasia at the Clinic of small animals,
School of Veterinary Medicine Hannover. From dogs with a malignant epithelial
tumor 161 Iymph nodes were collected for comparative cytological and
immunocytological detection of metastases. The immunocytological investigations
were carried out using broad spectrum anticytokeratins AE1/AE3 and KL1,
monoklonal antibodies to specific cytokeratins (CK7, CK8, CK18, CK14,; CK20) and
Vimentin, Desmin, Melan-A, S100, Lysozym and vWF. Adaption of each antibody on
cytological specimen was done after determination of the optimal antibody dilution.

All epithelial proliferations and their metastases stained distinct positive using broad
spectrum anticytokeratin AE1/AE3, whereas after immunocytological staining using
broad spectrum anticytokeratin KL1 less reliable results were observed. Many of the
KL1-negative proliferations were of columnar epithelial origin. Most of the tumors of
squamous epithelial origin showed KL7-positive reaction. Similar to humans,
proliferations from ductal, glandular and urothelial epithelia as well as their
metastases stained positive for specific antibody CK7. In contrast to humans, in a
great part of canine proliferations of intestinal epithelia CK7-positive staining was
observed. Canine epithelial tumors of the stomach and the intestine reacted distinct
positive using the monoclonal antibody to CK20, which is a typical cytokeratin in
gastrointestinal epithelia of human beings. Canine tumors of squamous epithelia

(including their metastases) and adnexal structures stained — in conformity to
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humans — CK14-positive, a cytokeratin specific for epidermal epithelia, while staining
for CK7 was negative in most of the cases.

All canine proliferations of mesenchymal origin were AE1/AE3-negative and distinctly
positive for the antibody against vimentin. Similar to results in humans, epithelial
proliferations of the dog (mamma, stomach, squamous epithelia, thyroidea, prostate)
showed positive reaction using vimentin. In the present study, vimentin coexpression
was also observed in canine gastrointestinal benign and malignant tumors, which
was not observed in human beings. Differentiation of canine epithelial and
mesenchymal proliferations was possible by immuncytological stainings using the
antibody combination AE1/AE3 and vimentin.

All canine benign and malignant melanomas showed S100-positive reaction. With the
exception of two undifferentiated malignant melanomas, positive Melan-A staining
was observed as well. The specificity of S100 and Melan-A was assessed in canine
tumors and tissues of non-melanocytic origin. Conforming to the results in human
beings, S7100 showed lower specificity than Melan-A. In all cytological specimens
from canine tumors of smooth and striated muscle origin, desmin-positive staining
results were observed. The assessment of the specificity for desmin in tumors and
tissues of non-muscle origin showed only negative staining results. Positive reaction
was observed in all endothelial tumors and metastases with antibody to vWF. The
specificity of vWF was testet in tissues and tumors of no endothelial origin and — with
the exception of two mammary carcinomas — all samples stained vWF-negative.
Proliferations of histiocytic origin including histiocytoma and malignant histiocytosis
stained positive for lysozym. All tested tumors and tissues of no histiocytic origin did
not react with lysozym.

In 13 body cavity effusions from dogs without neoplastic disease — similar to
observations in humans — constant expression of cytokeratin, vimentin and desmin
was found in reactive mesothelial cells. This coexpression was also observed in
exfoliated mesothelioma cells in three effusions of dogs with malignant
mesothelioma. In twelve effusions from dogs with malignant epithelial tumor

differentiation of exfoliated carcinoma cells from mesothelial cells could be made by
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the absence of desmin expression in the carcinoma cells. A vimentin coexpression in
exfoliated carcinoma cells was observed in six cases.

The sensitivity of immunocytological detection of lymph node metastases from
epithelial tumors using the broad spectrum anticytokeratin AE1/AE3 was significantly
higher in three of four investigators than the cytological investigation (0,99 vs. 0,88;
0,92 vs. 0,80 und 0,90 vs. 0,70 [p<0,05], fourth investigator: 0,96 vs. 0,90). The
global comparison for the four investigators demonstrated higher immunocytological
sensitivity in detection of lymph node metastases (p=0,0030). Especially
micrometastases were detected based on immunocytological techniques which were
not found in conventionally stained cytologic specimens. The negative predictive
value was constantly higher for immunocytological investigation as well. Different
results were observed for the specificity and the positive predictive value which were
significantly lower for the two unexperienced investigators (p<0,05).

The sensitivity of immunocytological investigation (by the author) of 50 lymph nodes
prepared by fine needle aspiration was higher than cytological results (p=0,0104).
The immunocytological results of the detection of lymph node metastases indicate
that this technique carried out by an experienced investigator is an useful and reliable
diagnostic tool.
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