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1 EINLEITUNG

Die Entnahme von Feinnadelaspiraten (FNAs) wird in der Veterinarmedizin aufgrund
der einfachen und schnellen Anwendung insbesondere zur Beurteilung von
Neoplasien in der Routinediagnostik angewandt und stellt das Diagnostikum der
ersten Wahl dar (MORITZ und BAUER, 2001). Das Ziel der zytologischen
Untersuchung ist es, tumords verandertes Gewebe von hyperplastischen und
entzindlichen Veranderungen zu differenzieren (MORITZ und BAUER, 2001). Dies
bereitet jedoch selbst erfahrenen Untersuchern zeitweise Schwierigkeiten, weshalb in
der Humanmedizin insbesondere bei pathologisch- histologischen Untersuchungen
weitere  Parameter zur Diagnosestellung eingefihrt wurden, die das
Proliferationsverhalten von Geweben beschreiben. Argyrophile  Nukleolus
organisierende Regionen (AgNORs) wurden in der Tumorpathologie sowohl zu
diagnostischen als auch zu prognostischen Zwecken angewandt (DERENZINI, 2000).
Wahrend die quantitative Bestimmung der AQNORs als einziger Proliferationsmarker
eine Auskunft Uber die Kinetik der Zellproliferation ermdglicht (DERENZINI, 2000),
erganzt die quantitative Ki-67 Bestimmung diese durch die Bestimmung des
Prozentsatzes proliferierender Zellen eines Gewebes (Wachstumsfraktion) (BROWN
DC und GATTER KC, 1990a). In der vorliegenden Studie sollen diese beiden
Proliferationsmarker Verwendung finden, da sie sehr gut korrelieren (HALL et al.,
1988a) und sich in ihren Aussagen bezuglich der Tumorproliferation erganzen
(KIUPEL, 1999).

Bis jetzt wurden mittels zytologischer und histologischer Untersuchung entweder
AgNORs (BRATULIC et al., 1996; HUNG et al., 2000; KIUPEL, 1999; KRAVIS et al.,
1996; VAJDOVICH et al., 2004) oder Ki-67 (BROWN DC und GATTER KC, 1990b;
RISHI et al., 1993; SCHWARTZ et al., 1989) in Lymphgeweben des Hundes bzw.
humanen Non- Hodgkin Lymphomen (NHL) untersucht. VAJDOVICH et al. zeigten
2004 bei 26 kaninen Lymphknotenaspiraten, dass eine zytologische Unterscheidung
von Lymphom- und Nicht- Lymphompatienten anhand der AQNOR Anzahl méglich ist
(VAJDOVICH et al., 2004), jedoch war die ,Kontrollgruppe® in der Studie sehr klein
(n=10) und bestand Uberwiegend aus Hunden mit reaktiver Hyperplasie (n=4),
Lymphadenitis (n=4) und nur 2 Hunden mit unveranderten Lymphknoten. KIUPEL

untersuchte 1999 die prognostische Anwendung der Proliferationsmarker Ki-67 und
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AgNORs bei formalinfixierten Lymphknotenbioptaten von Hunden, ohne jedoch auf die

diagnostischen Moglichkeiten einzugehen (KIUPEL, 1999).

Das Ziel dieser prospektiven Studie war die Etablierung einer standardisierten
AgNOR- und Ki-67- Doppelfarbung zur Charakterisierung des Proliferationsverhaltens
von kaninen Lymphomen im Vergleich zu Hunden mit physiologischem Lymphknoten,
reaktiver Hyperplasie und Lymphadenitis. Die AQNOR Farbung und Auswertung sollte
hierbei den Richtlinien des International Committee on AQNOR Quantitation (AUBELE
et al., 1994; OFNER et al.,, 1995), das ein standardisiertes Farbeprotokoll fur die
Silberfarbung vorgibt und die Verwendung einer automatischen Bildanalyse- Software
zur Auswertung der AQNORs empfiehlt, entsprechen. Des Weiteren sollte die bereits
von VAJDOVICH et al. (2004) untersuchte durchschnittiche AQNOR Anzahl mit der
durchschnitlichen AGQNOR Flache und der prozentualen Anzahl Ki-67 positiver Zellen
in FNAs kaniner Lymphknoten verglichen werden. Zusatzlich war von Interesse, ob
die Proliferationsmarker AQNOR und Ki-67 als Screeningparameter zur Feststellung
eines Lymphoms geeignet sind und somit eine Hilfestellung bei der Diagnose eines

kaninen Lymphoms geben kdnnen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Die zytologische Untersuchung von kaninen

Feinnadelaspiraten (FNAs)

2.1.1 Die diagnostische Bedeutung der zytologischen Untersuchung von

FNASs in der Veterinarmedizin

Die zytologische Untersuchung von FNAs aus den unterschiedlichsten Organen,
Umfangsvermehrungen und Flussigkeiten aus Korperhdhlen erlangt in der
Veterinarmedizin - wie zuvor in der Humanmedizin (BETSILL und HAJDU, 1980) -
insbesondere in der Tumordiagnostik zunehmend an Bedeutung. Im Gegensatz zu
Bioptaten  fUr  pathologisch-  histologische  Untersuchungen, bei denen
Gewebeverbande entnommen und die gesamte Gewebestruktur untersucht wird,
erfolgt zur  zytologischen  Untersuchung der Ausstrich eines durch
Feinnadelaspiration gewonnenen Punktates auf einen Objekttrager (MISCHKE,
2005b; MORITZ und BAUER, 2001). Hierdurch ist eine gute Einzelzellbeurteilung
allerdings unter Verlust der Gewebestruktur moéglich (MISCHKE, 2005b; MORITZ
und BAUER, 2001). Eine Studie an Hunden und Katzen mit Karzinomen, Sarkomen
und Mastzelltumoren belegte, dass die Diagnose von Lymphknotenmetastasen
mittels FNAs der regionalen Lymphknoten eine sensitive und spezifische Methode
darstellt, die mit den Ergebnissen von histologischen Untersuchungen des gesamten
Lymphknotens korrelierte (LANGENBACH et al., 2001).

Die  zytologische  Diagnostik ist als  wesentliches, weiterfuhrendes
Untersuchungsverfahren anerkannt und ist in vielen Praxen ein unverzichtbarer
Bestandteil der taglichen Diagnostik geworden (MISCHKE, 2005b).

2.1.2 Die Vorteile der Feinnadelaspiration

Mit nur geringen instrumentellen Voraussetzungen kann aus den meisten Lasionen
reprasentatives Probenmaterial gewonnen und ein Praparat fir die zytologische
Diagnostik hergestellt werden (MISCHKE, 2005b). Die Entnahme von FNAs
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insbesondere aus Lymphknoten stellt eine schnelle, gut wiederholbare, kaum
schmerzhafte und minimal invasive, einfache Technik dar, fur die nur geringe
Mengen an Untersuchungsmaterial bendtigt werden. Weiterhin ist diese Methode
ohne groRen Kosten- und Zeitaufwand durchfihrbar und eine Narkose ist hierfur
nicht erforderlich. Somit ist die zytologische Untersuchung in jeder Praxis mit
Minimalaufwand anzuwenden und stellt ein risikoarmes und schonendes Verfahren
dar, weshalb sie als Diagnostikum der ersten Wahl angesehen wird (MORITZ und
BAUER, 2001).

2.1.3 Die Indikation der zytologischen Untersuchung von Lymphknoten- FNAs

Zytologische Techniken sind besonders dann indiziert, wenn schon anhand der
Beurteilung einzelner Zellen eine (relativ) sichere Aussage getroffen werden kann
(MORITZ und BAUER, 2001). Deshalb sind sie zum Beispiel fur die Diagnostik von
hamatopoetischen Tumoren, d.h. von Leukosen, gut geeignet (MORITZ und BAUER,
2001). Die haufigste Form der lymphatischen Leukose beim Hund ist das Lymphom
(Lymphosarkomatose), bei der es zur Ausbildung solider Tumoren vor allem der
Lymphknoten kommt (MORITZ und BAUER, 2001). Der haufigste klinische Befund
kaniner Lymphome ist neben einer Reihe von unspezifischen Symptomen eine
periphere Lymphadenomegalie, die meist generalisiert auftritt, aber auch lokal
einzelne Lymphknoten betreffen kann (OGILVIE und ANTONY, 1994). Eine
Lymphknotenzytologie ist generell nicht hilfreich, wenn keine Lymphknoten-
vergroRerung vorliegt, andererseits indiziert und rechtfertig jede VergroRerung eines
Lymphknotens die Entnahme von FNAs (MEINKOTH et al., 2008). Durch die
zytologische Untersuchung von Lymphknoten- FNAs wird eine Differenzierung von
Lymphompatienten gegenuber Hunden mit physiologischem Lymphknoten, reaktiver
Hyperplasie oder Lymphadenitis ermdglicht. Die Unterscheidungskriterien hierfur
werden an einer spateren Stelle genauer erlautert (s. Kap. 2.1.7.). Neben der
Feststellung der Art des Tumors und den damit verbundenen diagnostischen
Moglichkeiten  konnen  FNAs auch zur genaueren Einschatzung des
Metastasierungsgrades (Grading) enthommen werden (MORITZ und BAUER, 2001)
und somit zur Unterstitzung von Prognose und Therapie von Neoplasien beitragen
(OGILVIE und ANTONY, 1994). Der Ausbreitungsgrad des Tumors, charakterisiert



Literaturubersicht 5

durch das sogenannte klinische Staging (CULMSEE, 2002), wird anhand einer
klinischen Stadieneinteilung (Tab.1) des von der Weltgesundheitsordnung (World
Health Organization/ WHOQO) aufgestellten Klassifizierungsschemas vorgenommen
(OWEN, 1980). Das klinische Staging, beinhaltend insbesondere das Blut,
Knochenmark und/ oder verschiedene Organe (Stage V), hat prognostische
Bedeutung firr die Rezidivrate sowie die vollstandige Remission und Uberlebenszeit
von Lymphompatienten (TESKE et al., 1994a).

Tabelle 1: Stadieneinteilung der WHO beim multizentrischen Lymphom
(Owen, 1980)

Stadium |Betroffene Strukturen

I Ein Lymphknoten oder lymphatisches Gewebe eines Organs

(auRRer Knochenmark)

Il mehrere Lymphknoten einer Region betroffen (+/- Tonsillen)

1] generalisierte Lymphknotenvergrof3erung

v Leber oder Milz betroffen (+/- Stadium 1lI)

Vv Blut und Knochenmark und/ oder andere Organsysteme betroffen
(+/- Stadium I- 1V)

Jedes Stadium wird in Substadien unterteilt:
(a) ohne klinische Symptome

(b) mit klinischen Symptomen

Die Feinnadelaspiration ist die haufigste Methode zur Gewinnung von
Probenmaterial fur die zytologische Diagnostik und gleichzeitig auch die
aussagekraftigste Methode zur Beprobung jedweder ,Masse“ oder proliferativen
Lasion (MISCHKE, 2005d). Die fur eine Beprobung mit dieser Technik besonders
geeigneten Gewebe sind neben Haut und Unterhaut die tiefen und oberflachlichen
Lymphknoten (MISCHKE, 2005d).

2.1.4 Die Gewinnung der FNAs aus Lymphknoten

Zellen fur die zytologische Diagnostik kdnnen von zahlreichen Materialien mit

unterschiedlichen Methoden gewonnen und daraus Praparate angefertigt werden
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(MISCHKE, 2005d). Zwei Techniken der Feinnadelpunktion werden derzeit
unterschieden, die Aspirationstechnik (ohne Bewegung der Kanule) und die Technik
ohne Aspiration (MEINKOTH und COWELL, 2008; MISCHKE, 2005d). Bei der
Standard- Aspirationstechnik wird durch Zurlckziehen des Spritzenstempels ein
Unterdruck in einer Spritze erzeugt, so dass die zu gewinnende Probe in die Nadel
gesogen wird (MEINKOTH und COWELL, 2008; MISCHKE, 2005d). Bei der Nicht-
Aspirationstechnik werden die zu gewinnenden Zellen mit der Nadel durch schnelles
Vor- und Zurtickziehen ausgestanzt, was den Vorteil hat, dass die Blutkontamination
geringer als bei der Aspirationstechnik ist (MEINKOTH und COWELL, 2008;
MISCHKE, 2005d). Umn ein moglichst  reprasentatives Bild  der
Lymphknotenzellpopulation zu erhalten, sollte die Feinnadelaspiration in mehrere
Richtungen und in unterschiedlichen Tiefengraden vorgenommen (FOURNEL-
FLEURY et al., 1994b), sowie ein Minimum von vier bis sechs Ausstriche pro
Entnahmeorgan und Patient angefertigt werden (MEINKOTH und COWELL, 2008).
FNAs des Mandibular- bzw. Mesenteriallymphknotens sind haufig aufgrund ihres
Einzugsgebietes von Kopfbereich inklusive Mundhohle bzw. Darm und der damit
verbundenen konstanten Exposition Antikdrpern gegenuber vergrofRert und reaktiv,
weshalb sie nach Moglichkeit gemieden werden sollten (BAKER und LUMSDEN,
2000b; RASKIN und MEYER, 2009). Die jeweils bevorzugte Technik zur
Probengewinnung sowie zur Praparateherstellung hangt neben der anatomischen
Lokalisation der Lasion, der Art und den Charakteristika des Gewebes und dem
Patienten (insbesondere Umganglichkeit) nicht zuletzt von der Vorliebe des
Untersuchers ab (MISCHKE, 2005d).

2.1.5 Die Anfertigung der Ausstriche

Die Zellen fur die zytologische Diagnostik werden nach der Gewinnung unverzuglich
auf Objekttrager Uberfuhrt. Dabei wird die von der Kanlle abgesetzte Spritze mit
mindestens 3- 5 ml Luft gefullt, anschliefend wieder auf die Spritze aufgesetzt und
der Kanuleninhalt durch ,Ausblasen® auf den Objekttrager verbracht. Anschlieend
wird das Material sachgerecht verteilt (MISCHKE, 2005d), wobei unterschiedliche
Ausstrichtechniken in der zytologischen Untersuchung angewandt werden kdnnen
(MEINKOTH und COWELL, 2008). Ziel hierbei ist es, einen dinnen Ausstrich mit
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guter Zellverteilung in Einzellagen ohne zerstérte Zellen anzufertigen, sowie einen
limitierten Auszug von Material zu erhalten, das dem Ausgangsmaterial so
reprasentativ wie moglich entspricht (FOURNEL- FLEURY et al., 1994a).

Die verschiedenen Ausstrichtechniken werden differenziert in Auseinanderzieh-
technik (,Quetschtechnik“= ,Squash Preparation®), Blutausstrichtechnik und einer
,Verteilung der Zellen mit spitzem Gegenstand® (MEINKOTH und COWELL, 2008;
MISCHKE, 2005d). Zur Gewinnung von Praparaten mit der Auseinanderziehtechnik
wird durch vorsichtiges Gegeneinanderziehen zweier Objekttrager gegebenenfalls
unter leichter Druckaustibung das gewonnene Untersuchungsmaterial ausgestrichen
(MEINKOTH und COWELL, 2008; MISCHKE, 2005d). Lymphknotenaspirate weisen
meist genug Gewebeflissigkeit oder Blutbeimengungen auf, so dass zur Anfertigung
der Ausstriche auch die Blutausstrichtechnik Anwendung finden kann (MEINKOTH
und COWELL, 2008; MISCHKE, 2005d). Hierbei wird der Ausstrichobjekttrager in
einem 30- 45 Grad Winkel auf den mit einer Probenflussigkeit versehenen unteren
Objekttrager aufgesetzt und auf die Auftragsstelle zubewegt. Nach Kontakt des
Ausstrichobjekttragers mit der Probenflissigkeit breitet sich diese durch Adhasion
hinter den Rand des Ausstrichobjekttragers aus und wird dann durch eine schnelle,
aber gleichmalige Vorwartsbewegung des Objekttragers ausgestrichen (MEINKOTH
und COWELL, 2008; MISCHKE, 2005d). Bei einer ,Verteilung der Zellen mit spitzem
Gegenstand® wird die mit Probenmaterial angeflllte Nadel senkrecht zum
Objekttrager ausgespritzt und das Material mit einer Nadel sternférmig ausgezogen.
Bei dieser Technik verbleibt allerdings meistens viel Gewebeflissigkeit um die
Zellen, wodurch ihre Ausbreitung unmoglich wird. Die so entstandenen dickeren
Ausstriche sind aufgrund der fehlenden Zellverteilung in Einzellagen zur
zytologischen Untersuchung von FNAs jedoch weniger geeignet (MEINKOTH und
COWELL, 2008; MISCHKE, 2005d).

Geschicklichkeit und praktische Erfahrung sind die wichtigsten Voraussetzungen fur
die konstante Anfertigung diagnostisch aussagekraftiger FNAs. Die jeweils optimale
Technik hangt von den Eigenschaften des Gewebes und naheliegenderweise auch
hier von der Vorliebe des Untersuchers ab (MISCHKE, 2005d).
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2.1.6 Die diagnostischen Grenzen der May- Griinwald/ Giemsa- Farbung

Sobald die angefertigten Ausstriche auf dem Objekttrager luftgetrocknet sind, kann
die Anfarbung der FNAs zur diagnostischen Beurteilung beginnen. Die Farbung der
Ausstriche erfolgt routinemalig nach May- Grinwald/ Giemsa (Pappenheim), die
standardisierte zytologische Farbung fur die Hamatologie (FOURNEL- FLEURY et
al., 1994b). Unter den konventionellen Farbetechniken vom Romanowsky- Typ ist
diese Farbung, eine Kombination von Giemsa- und May- Grinwald- Lésung, in
Deutschland am weitesten verbreitet (MISCHKE, 2005e). Die Farbung des
Romanowsky- Typs wird bei luftgetrockneten Lymphknotenpraparaten bevorzugt
(BAKER und LUMSDEN, 2000b), erlaubt eine in der Regel gute Beurteilung des
Ausstrichs (MORITZ und BAUER, 2001) und ist einfach und preiswert in der Praxis
anzuwenden (MEINKOTH und COWELL, 2008; MISCHKE, 2005d; MORITZ und
BAUER, 2001).

Die Fixations- und Farbemethoden, insbesondere auch die Farbungen des
Romanowsky- Typs, beglnstigen jedoch merklich eine Artefaktbildung im
Zusammenhang mit der Kernchromatinstruktur, d.h. sie wird weniger deutlich und
charakteristisch dargestellt als die Form, Farbe und Grole von Zellkern und
Zytoplasma (BAKER und LUMSDEN, 2000a). Charakteristische Chromatinstrukturen
und die Chromatindichte kénnen bei einer Entscheidungsfindung bezuglich der
Beurteilung der Dignitat des Gewebes unterstitzend mitwirken (BAKER und
LUMSDEN, 2000a). Generell gesagt, steigt mit zunehmender Grobkornigkeit der
Chromatinstruktur das Malignitatspotential an (TYLER et al., 1999).

Die Grenzen der zytologischen Diagnostik sind jedoch nicht ausschliel3lich in den
Fixations- und Farbemethoden zu sehen, sondern auch in den zytologischen
Beurteilungskriterien zur Unterscheidung der jeweiligen Lymphadenopathien zu

suchen.
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2.1.7 Die zytologischen Beurteilungskriterien zur Diagnosestellung der

Lymphadenopathien kaniner FNAs

Die zytologische Diagnosestellung von Ausstrichen lymphatischer FNAs
unterscheidet neben dem physiologischen Lymphknoten drei generelle Prozesse, die
eine LymphknotenvergréRerung des Hundes verursachen kénnen (MESSICK, 2008),
die Lymphadenitis, die reaktive Hyperplasie und Neoplasien (ein Lymphom oder

Metastasen). Diese werden im Folgenden kurz erlautert.

Liegt keine LymphknotenvergréfRerung vor, ist eine Lymphknotenzytologie generell
nicht hilfreich, andererseits indiziert und rechtfertig jede VergroRerung eines
Lymphknotens die Enthnahme von FNAs (MEINKOTH et al., 2008).

Je nach zugrunde liegender Ursache kann eine einzelne oder multiple bis
generalisierte Lymphknotenvergréfierung vorliegen (BAKER und LUMSDEN, 2000b).

Nachdem sich der Untersucher einen Uberblick Uber die Qualitdt des
auszuwertenden Praparates inbezug auf Zellgehalt und Unversehrtheit der Zellen,
sowie der Qualitat der Farbung hinsichtlich Intensitat und GleichmaRigkeit verschafft
hat (MISCHKE, 2005e€), kann die diagnostische Beurteilung der Zusammensetzung
der vielzahligen unterschiedlichen Zellen erfolgen. Abhangig von der jeweiligen
Lymphadenopathie liegt eine andere Gewichtung der dominierenden
Zellpopulationen vor (MISCHKE, 2005c).

21.7.1 Der physiologische Lymphknoten und sein zytologischer
Normalbefund

Die Zellpopulation eines physiologischen Lymphknotens setzt sich aus einer
Uberwiegenden Anzahl kleiner und auch mittlerer Lymphozyten (75- 95% der
Gesamtzellzahl) zusammen (MESSICK, 2008).

Die Ubrigen Zellen sind lymphatische Blasten (< 10- 15%), Plasmazellen (< 3%) und
in geringerer Anzahl auch Makrophagen, neutrophile und eosinophile Granulozyten
sowie vereinzelt Mastzellen (MESSICK, 2008; MISCHKE, 2005a).
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2.1.7.2 Die Lymphadenitis bei Lymphknoten- FNAs

Charakteristisch  fur einen Entzindungsvorgang ist eine erhohte Anzahl
Granulozyten. Liegen mehr als funf (bis zehn) Prozent neutrophile Granulozyten und
mehr als drei Prozent eosinophile Granulozyten vor, handelt es sich um eine
purulente beziehungsweise eosinophile Lymphadenitis (MESSICK, 2008). Finden
sich weiterhin Makrophagen oder Bakterien neben lymphatischen Blasten,
Plasmazellen und Immunoblasten, wird das Bild abgerundet (MESSICK, 2008). Unter
Beteiligung von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Plasmazellen liegt
eine gemischtzellige Entziindung vor (MESSICK, 2008).

2.1.7.3 Die reaktive Hyperplasie bei Lymphknoten- FNAs

Zwischen dem zytologischen Bild eines physiologischen und hyperplastischen
Lymphknotens besteht ein flieBender Ubergang (MISCHKE, 2005a) und folglich
kann das zytologische Bild einer reaktiven Hyperplasie von der eines
physiologischen Lymphknotens unter Umstanden nicht zu unterscheiden sein
(BAKER und LUMSDEN, 2000b). Hier hilft das Hinzuziehen des klinischen Bildes,
denn ein Hund mit reaktiver Hyperplasie hat vergroRerte Lymphknoten (MESSICK,
2008). Haufig dominieren ebenfalls kleine reife Lymphozyten die Zellpopulation des
reaktiv- hyperplastischen Lymphknotens (MESSICK, 2008; MISCHKE, 2005a). Bei
deutlicher Hyperplasie zeigen sich typischerweise auch vermehrt andere
lymphatische Zellen in verschiedenen Reifungsstadien (MISCHKE, 2005a), wie
Plasmazellen (> 5- 10%), lymphatische Blasten (bis 15- 25% oder mehr), unreife
Plasmazellen oder transformierte Lymphozyten und auch Makrophagen (> 2%)
kénnen vorgefunden werden (MESSICK, 2008; MISCHKE, 2005a). Es liegt also ein
gemischtes ,Zellbild“ mit einem héheren Anteil an mittelgrof3en und grof3en lymphati-
schen Zellen vor (MISCHKE, 2005a).

Schwieriger ist die Unterscheidung einer reaktiven Hyperplasie von einem Lymphom
im Anfangsstadium (MORITZ und BAUER, 2001).

2.1.7.4 Die Lymphknotenneoplasie/ das Lymphom bei Lymphknoten- FNAs
Zytologische Praparate von Lymphomen zeigen charakteristischer Weise das

Vorhandensein von mehr als flinfzig Prozent lymphatischer Blasten gemessen an der
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Zellpopulation (MESSICK, 2008; MISCHKE, 2005a). Andererseits schlie3t ein
deutlich niedrigerer Prozentsatz lymphatischer Blasten ein Lymphom nicht aus, denn
es konnte genauso gut ein Lymphom im Frihstadium, sowie ein frihes Stadium einer
Hyperplasie vorliegen (MISCHKE, 2005a). Blastenanteile von regelmafig mehr als
80% erlauben eine eindeutige Diagnose des Lymphompatientens (MISCHKE,
2005a).

Eine weitere Schwierigkeit bei der Diagnosestellung ergibt sich bei gut differenzierten
Lymphomen (,low grade lymphoma®), die nicht auf blastaren Zellen, sondern
vielmehr einer Proliferation kleiner reifer Lymphozyten beruhen (MISCHKE, 2005a).
Aufgrund des hohen Differenzierungsgrades der neoplastischen lymphatischen
Zellen sind zytologische Praparate derart veranderter Lymphknoten auch im
fortgeschrittenen Stadium nicht immer eindeutig von dem zytologischen Bild des
physiologischen bzw. hyperplastischen Lymphknotens abzugrenzen (MISCHKE,
2005a). Die Diagnosesicherung dieser gut differenzierten Lymphomsubtypen
erfordert weiterfUhrende Untersuchungen (MISCHKE, 2005a).

Die Diagnose der Lymphome und Differentialdiagnosen insbesondere zur
Unterscheidung von reaktiven Hyperplasien sind die schwierigsten in der Routine der
klinischen Pathologie (MESSICK, 2008). In nicht eindeutigen Fallen gilt deshalb
immer noch eine Nachuntersuchung oder die histopathologische Untersuchung einer
chirurgisch entnommenen Lymphknotenbiopsie als Referenzmethode (MISCHKE,
2005a).

2.2 Die Proliferationsmarker

Da die Unterscheidung zwischen hyperplastischen und neoplastischen Veranderun-
gen selbst fur erfahrene Untersucher nicht immer sicher moglich ist, werden in der
Human- und Veterinarmedizin insbesondere in der Pathohistologie weitere
Parameter, sogenannte Proliferationsmarker, zur Diagnosestellung herangezogen,

die das Proliferationsverhalten von Geweben charakterisieren.
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2.2.1 Die wichtigsten Proliferationsmarker

Es wurden verschiedene Methoden und unterschiedliche Proliferationsmarker zur
objektiven Quantifizierung der Proliferationsaktivitdt eingefuhrt, die im Folgenden
beschrieben werden sollen. Einige Marker, die eine Bestimmung des Prozentsatzes
proliferierender Zellen eines Gewebes ermoglichen, werden nur in bestimmten

Phasen des Zellzyklus nachgewiesen.

Schema des Zellzyklus

G, prasynthetische Phase (gap1)

S, DNA- Synthese- Phase

G,, pramitotische Phase (gap2)

M, Mitose- Phase unterteiltin
Prophase, Metaphase,
Anaphase, Telophase

Gy, nichtim Zellzyklus befindliche Zellen

Abbildung 1: Die Phasen des Zellzyklus nach BAYHUBER et al. (1989)

Tabelle 2: Der Nachweis der Proliferationsmarker in den Zellzyklusphasen

Zellzyklusphasen G1|S (G2 |M |GO
Proliferationsmarker

PCNA X
Bromodeoxyuridin X

Ki-67 X X [ X |X
AgNORs X | X [ X | X [X

In der S- Phase des Zellzyklus erfolgt die Markierung der Proliferationsmarker PCNA

(Proliferating cell nuclear antigen/ Proliferationsantigen) und Bromodeoxyuridin.
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PCNA markiert proliferierende Zellen in der Synthese- Phase des Zellzyklus und
Zellen, die eine DNA Reparatur durchmachen (BRUGAL, 1994; LOHR et al., 1997).
Bromodeoxyuridin (BUdR) ist ein Thymidinanalogon, das von proliferierenden Zellen
in der S- Phase in die DNA eingebaut wird (QUINN, 1990).

Das Antigen Ki-67 hat ein weitaus breiter gestreutes Wirkungsspektrum und wird im
Zellkern aller proliferierenden Zellen nachgewiesen und ist somit in G1, S, G2 und
Mitose sichtbar (GERDES et al., 1991).

Der Anteil von Zellen in einer der Phasen an der Gesamtpopulation von Tumorzellen
kann demnach durch verschiedene Marker ermittelt werden. Mit dieser Aussage
allein 1aRt sich die Proliferationsaktivitat allerdings nicht vollstandig beschreiben, da
der Anteil von Zellen in einer Zyklusphase nicht konstant ist, sondern sich relativ mit
der Veranderung der Lange einer solchen Phase oder der Wachstumsfraktion
vergroRern oder verkleinern kann und natiirlich auch absolut durch eine Anderung
der Zellzahl in der jeweiligen Zyklusphase (BRUGAL, 1994). Die
Proliferationsaktivitat einer Neoplasie oder eines Gewebes wird also nicht nur durch
die Anzahl der proliferierenden Zellen in einem Zellzyklus definiert, sondern ist
ebenso abhangig von der Zyklusdauer (WRIGHT, 1984).

Wahrend die oben beschriebenen Proliferationsmarker die Anzahl der
proliferierenden  Zellen  widerspiegeln, wird keine Aussage Uber die
Proliferationsgeschwindigkeit gemacht. Dies ist aber wichtig, da es Tumoren mit
wenigen, aber schnell proliferierenden Zellen gibt und umgekehrt (KIUPEL et al.,
1999). So ist zum Beispiel ein Tumor, in dem 80% der Zellen proliferieren und der
Zellzyklus einen Monat dauert, aggressiver als eine Neoplasie mit 25%

proliferierenden Zellen bei einem Zellzyklus von 2 Monaten (KIUPEL et al., 1999).

2.2.2 Die Bedeutung des Proliferationsmarkers AgNOR (Argyrophile Nukleolus

organisierende Regionen)

Die Proliferationsaktivitat eines Tumors basiert auf sich im Zyklus befindenden Zellen
und aufdert sich im Wachstum des Tumors. Der Tumormechanismus wird also durch
die Geschwindikeit des Zellzyklus und der Anzahl sich im Zyklus befindender Zellen
(Wachstumsfraktion) bestimmt (KIUPEL, 1999).
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Die quantitative AQNOR Bewertung ist die einzige Methode, die Informationen Uber
die Geschwindigkeit der Zellproliferation bei der Untersuchung von Gewebematerial
ermdglicht (LORENZATO, 2000) und durch die somit eine Aussage Uber die Kinetik
der Zellproliferation gewonnen werden kann (DERENZINI, 2000).

NORs (Nukleolus organisierende Regionen) reprasentieren die Windungen der
ribosomalen DNA (rDNA), die in den Nukleoli der Zellen in der Interphase
vorkommen (MUNAKATA und HENDRICKS, 1993) und fur die Transkription in
ribosomale RNA (rRNA) verantwortlich sind. Ribosomale RNA Gene werden von der
RNA Polymerase | transkribiert (RAVEENDRAN et al., 1994), die zusammen mit
anderen NOR assoziierten Proteinen in der Lage ist, Silber zu binden und somit das
Resultat Ag (silberfarbende= agyrophilic) NOR formen (LEEK et al., 1991).
Untersuchungen von In- vitro- Zellinien unterschiedlicher Neoplasien, als auch In-
vivo- Versuche bei diversen Tumoren haben gezeigt, dass die AQNOR Menge in der
Interphase mit der Zellverdopplungszeit im Verhaltnis steht (DERENZINI et al., 1990;
DERENZINI und TRERE, 1994). Je schneller das Zellwachstum, desto grof3er ist die
AgNOR Menge in der Interphase (DERENZINI und TRERE, 1994).

2.2.2.1 Die Silberfarbung zur Darstellung der AQNORs

Die Farbemethode der AQNORs fand ihre erste Anwendung in der Histologie bevor
sie Einzug in die zytologischen Untersuchungsmethoden hielt (SMITH und
CROCKER, 1988). Die Technik, NORs mittels einer Silberfarbung (Ag)
nachzuweisen, wurde erstmals 1975 von GOODPASTURE und BLOOM in einem
Farbeprotokoll mit 2 Farbeschritten, dem sogenannten Zwei- Phasen- Modell
beschrieben (GOODPASTURE und BLOOM, 1975). HOWELL und BLACK
entwickelten 1980 daraus eine Ein- Schrittmethode (HOWELL und BLACK, 1980),
die letztendlich 1986 von PLOTON und Mitarbeiter modifiziert (PLOTON et al., 1986)
und 1993 durch das International Commitee on AQNOR Quantitation standardisiert
wurde (AUBELE et al., 1994). 1995 wurde dieses Farbe- und Auswertprotokoll noch
weiter konkretisiert (OFNER et al., 1995).
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Abb. 2: AgNOR/Ki-67- Doppelfarbung:
positiv rot gefarbte Lymphozyten mit
schwarzen AgNORs und

negativ blau gefarbte Lymphozyten mit
schwarzen AgNORs

Mit Hilfe der Silberfarbung werden die AQNORs als schwarze Punkte in den Nukleoli
sichtbar (XU und WANG, 1992). Die eigentliche Versilberungsreaktion verlauft in
enger Anlehnung an den fotographischen Grundprozess in den zwei theoretischen
Phasen, der Impragnierungsphase und der Entwicklungsphase (GOODPASTURE
und BLOOM, 1975; TRERE, 2000). Zuerst erfolgt die Impragnierung des
Zellmaterials mit Silbernitrat und nachfolgender spezifischer Bindung der Silberionen
an die oben genannten argyrophilen Non- Histon- Proteine. Die Entwicklung des bis
jetzt latenten Bildes erfolgt durch Zugabe eines Reduktionsmittels (z.B.
Ameisensaure), welches das ionische Silber in atomares Silber Uberflihrt und somit
zu einem sichtbaren Silberniederschlag fuhrt (GOODPASTURE und BLOOM, 1975;
TRERE, 2000). Bei der heute angewandten Ein- Schritt- Methode laufen beide
Phasen simultan ab (TRERE, 2000).

2.2.2.2 Die Anwendung und Probleme der Auswertung von AgNORs

Die Silberfarbung Nukleolus- organisierender Regionen wird in der Tumorpathologie
zur Dignitatsdiagnose und Prognoseeinschatzung eingesetzt (RUSCHOFF et al.,
1994). Als ein zentrales Problem der AQNOR Untersuchung wurde die mangelnde
Standardisierung am Routinematerial von histologischen Gewebeproben angesehen
(RUSCHOFF et al., 1994). Das Fehlen von standardisierten Farbevorschriften war

eine der Ursachen, dass numerische Angaben der AQNOR Anzahl des gleichen
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Tumortyps durch unterschiedliche Arbeitsgruppen zu sehr divergierenden
Ergebnissen fuhrten und somit nicht vergleichbar waren (TRERE, 1994).
Beispielsweise berichten SMITH und CROCKER (SMITH und CROCKER, 1988) und
DERVAN et al. (DERVAN et al., 1989) Uber eine mehr als doppelt so hohe AQNOR
Anzahl in histologischen Praparaten von Mammatumoren als RAYMOND und
LEONG (RAYMOND und LEONG, 1989). Ahnliche Resultate beschrieb TRERE in
einer kleineren Ubersicht fiir Melanome und Zervixtumoren beim Menschen (TRERE,
1994).

Eine mogliche Erkarung fir die zum Teil unterschiedlichen Ergebnisse zwischen
einigen Studien, in denen das Proliferationsverhalten der gleichen Neoplasie mittels
AgNORs untersucht wurde, sind die Folge von unterschiedlicher Fixation,
Praparation und Silberfarbung (insbesondere Farbezeit und -temperatur) (HUFNAGL
und GUSKI, 1994; SMITH, 1988), die einen deutlichen Einfluss auf die Grélke und
Farbung der AQNORs haben.

Zur Erzielung untereinander vergleichbarer und reproduzierbarer Ergebnisse in
verschiedenen Laboratorien wurden 1993 vom International Committee on AQNOR
Quantitation Richtlinien zur AQNOR Quantifizierung erstellt, die ein standardisiertes
Farbe- und Auswertprotokoll fir zytologische und histologische Praparate festlegten
(AUBELE et al., 1994; OFNER et al., 1995).

Bis zum heutigen Zeitpunkt liegen nach Kenntnis der Autorin jedoch keine
veterindrmedizinischen Studien Uber die Anwendung des standardisierten Protokolls
der Silberfarbung an zytologischen Praparaten vor. In der Histopathologie hingegen
wurde das Farbeprotokoll des International Committee on AGQNOR Quantitation bei

kaninen Mastzelltumoren erfolgreich angewandt (SCASE et al., 2006).

2.2.2.3 Die Quantifizierung der AQNORs

Neben dem Farbeprotokoll hat aber auch die Zahimethode der AgNORs einen
entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis.

Die einfachste Form der Quantifizierung von AgNORs ist die direkte visuelle Zahlung
der schwarzen AgNOR Punkte pro Nukleus durch den Untersucher am Mikroskop
(GIRI et al., 1989b; RUSCHOFF, 1990). Die Zahlung der fir das Auge kleinen
Einzelpunkte unter dem Lichtmikroskop unterliegt jedoch einem subjektiven Einfluss

und fuhrt zu einer schnellen Ermidung des Untersuchers (GIRI et al., 1989a; GIRI et
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al., 1989b). Das grolite Problem dieser bei FNAs angewandten Technik beinhaltet
die Zusammenlagerung der Zellen zu dreidimensionalen Aggregaten (,Clustern®).
Das Trennen der zusammengelagerten AgNORs innerhalb der silberbindenden
Nukleoli ist jedoch Untersucherabhangig und somit subjektiv, was die
reproduzierbare Beurteilung erschwert (GIRI et al., 1989a). Allerdings ist diese
Herangehensweise trotz ihrer Zeitaufwendigkeit Uberaus einfach durchfuhrbar und
an keinen grof3en apparativen Aufwand geknupft.

Zur Erzielung untereinander vergleichbarer und reproduzierbarer Ergebnisse in
verschiedenen Laboratorien ist jedoch das standardisierte Auswertprotokoll des
International Committee on AGQNOR Quantitation (AUBELE et al., 1994; OFNER et
al., 1995), das die Verwendung einer automatischen Bildanalyse- Software empfiehlt,

einer manuellen Zahlung der AQNORs vorzuziehen.

2.2.2.4 Die digitale Bildanalyse der AgNORs

Die Anwendung der computergestutzten digitalen Bildanalyse gilt heute als Methode
der Wahl fur die AQNOR Analyse in zytologischen und histologischen Verfahren
(OFNER et al., 1995; TRERE, 2000).

Die AgNORs verschiedener Zellen unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer
Anzahl, sondern auch in ihrer Grolde, Verteilung und Intensitat der Farbung. Letztere
Parameter lassen sich natlrlich nicht mehr durch das Auge des Untersuchers
evaluieren. Die quantitative Auswertung mit Hilfe eines automatischen
Bildanalysesystems ermoglicht es dem Untersucher, die Zellkerne inklusive der sich
darin befindenden AgNORs zu segmentieren, auszumessen und zu zahlen, wobei
eine hohe Prazision und Reproduzierbarkeit erlangt werden kann (HUFNAGL et al.,
1994).

2.2.3 Der Proliferationsmarker AQNOR

Die AgNOR Technik hat sich in den verschiedenen Bereichen der
Tumorhistopathologie, insbesondere in der Diagnosefindung - einschliel3lich der
Einteilung in Malignitatsgraden - von Non- Hodgkin Lymphomen (NHL) als brauchbar
erwiesen (BOLDY et al.,, 1989; CROCKER, 1987; CROCKER und EGAN, 1988;
MUNAKATA und HENDRICKS, 1993). Sie soll nicht nur helfen, eine Entscheidung in
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benigne und maligne Neoplasien zu untermauern, sondern auch maligne Tumore
unterschiedlicher Herkunft einzuteilen und die Prognose einiger Tumore zu beurteilen
(XIUYUN, 1995; XU und WANG, 1992). In der Regel weisen Lymphome eine
grolkere AgNOR Anzahl bei einer gleichzeitig kleineren AQNOR Flache und einem
kleineren maximalen AGQNOR Durchmesser auf als benigne Lymphadenopathien (XU
und WANG, 1992). Die Anzahl und die raumliche Verteilung der AQNORs im Zellkern
sind eng verbunden mit der rRNA und mit der Genregulation fur Zellwachstum und
Differenzierung (XIUYUN, 1995).

Wichtige Kriterien flr die quantitative Bewertung der AQNORs stellen die AgNOR
Anzahl und/ oder Grol3e dar.

2.2.3.1 Die Bedeutung der AgNORs als Proliferationsmarker in der
Humanmedizin

Die Anzahl der AQNORs ist bei Lymphomen im Vergleich zu reaktiven Hyperplasien
und entzundlichen Veranderungen bei FNAs humaner Lymphknoten signifikant
erhdht, wohingegen die GroRe der AQNORs bei FNAs von Lymphom- gegenuber
Lymphadenitispatienten  signifikant erniedrigt ist (XU und WANG, 1992).
Hochmaligne Neoplasien weisen anhand dieser Studie somit eine groRere AQNOR
Anzahl und eine kleinere AQNOR Flache auf als solche, die benigne oder weniger
maligne sind (XU und WANG, 1992). XIUYUN (1995) bestatigte diese Resultate
anhand pathologisch- histologischer Untersuchungen humaner NHL und reaktiver
Hyperplasien der Lymphknoten nur in Bezug auf die AQNOR Anzahl, aber nicht auf
die AgNOR Flache, die sich zwischen histologischen Praparaten von Patienten mit
reaktiver Hyperplasie und solchen mit NHL von niedrigem Malignitatsgrad nicht
signifikant unterschied (XIUYUN, 1995). Signifikante Unterschiede in der AQNOR-
Anzahl und -Flache waren jedoch innerhalb der NHL Gruppe, Lymphome von
niedrigem gegenuber hohem Malignitatsgrad, zu finden (CROCKER, 1987; XIUYUN,
1995). Mit Erhohung des Malignitatsgrades stieg die Anzahl der AgNORs,
wohingegen sich die AQNOR Flache dieser Patienten erniedrigte, d.h. innerhalb der
NHL Gruppe korrelierte die AgNOR Anzahl negativ mit der AgNOR Flache
(CROCKER, 1987; XIUYUN, 1995).

Dagegen haben Untersuchungen anderer humanmedizinischer Arbeitsgruppen an

formalinfixierten Tumorbioptaten ergeben, dass mit Ausnahme von Melanokarzino-
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men und neoplastischen/ reaktiven Zellen in humanen Thoraxerglssen in patholo-
gisch- histologischen Praparaten maligner Tumoren zwar statistisch gesehen eine
deutlich hdhere AQNOR Anzahl vorliegt, isolierte Betrachtungen jedoch in 30% der
Falle benigner und maligner Tumoren Uberschneidungen der AgNOR Werte
aufwiesen (DERENZINI und PLOTON, 1994).

Wahrend die Bedeutung der AgNORs zur Differenzierung von malignen und
benignen Prozessen in der Literatur kontrovers diskutiert wird, ist unumstritten, dass
die Bewertung der AQNORSs zur Beurteilung der Prognose von Tumorerkrankungen
hilfreich ist (DERENZINI, 2000).

2.2.3.2 Die Bedeutung der AgNORs bei histologischen Praparaten in der
Veterinarmedizin
In der Literatur finden sich zahlreiche Veroffentlichungen Uber pathologisch-
histologische NHL Studien in der Humanmedizin, die die Diagnosefindung und
Prognoseeinschatzung der AgNOR Methode untersuchen. Die Anzahl
veterindrmedizinischer Studien Uber AgNOR Untersuchungen bei histologischen
Praparaten von Hunden (BRATULIC et al., 1996; ETTINGER et al., 2006; HUNG et
al., 2000; KIUPEL et al., 1998b; KIUPEL et al., 1998a; KIUPEL, 1999) und Katzen ist
weitaus geringer und wird sehr uberschaulich, betrachtet man nur die
Veroffentlichungen Uber Katzen (MOONEY und MAHONY, 1989; RASSNICK et al.,
1999; VAIL et al.,, 1998). Mdgliche Ursachen hierfur kdnnten die Unterschiede
zwischen Hunden und Katzen mit Lymphomen bei klinischer Betrachtung der
Erkrankung darstellen. In der Regel weisen kanine Lymphompatienten meist eine
periphere Lymphadenopathie der regionalen Lymphknoten auf, wahrend die
periphere Lymphknoteninvolvierung bei Lymphomerkrankten Katzen weniger haufig
vorkommt (BAKER und LUMSDEN, 2000b). Hierdurch gestaltet sich die
Probenentnahme bei der Katze schwieriger als bei Hunden. Lymphomerkrankungen
der Katze werden weiterhin mehr von unspezifischen Symptomen begleitet (BAKER
und LUMSDEN, 2000b; CARTER et al., 1988), was die Diagnosestellung auch in
Hinblick auf die Infektionskrankheiten erschwert. Die Infektionskrankheiten, wie das
feline Leukosevirus (FeLV) und das feline Immundefizienzvirus (FIV), konnen bei der

Katze eine maligne Transformation lymphatischer Zellen auslosen (TESKE, 2000)
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und so das Risiko fur Lymphomerkrankungen erhdéhen bzw. zu einem erhdhten
Tumorrisiko fihren (BAKER und LUMSDEN, 2000b; TESKE, 2000).

Eine Untersuchung der prognostischen Bedeutung von AgNORs an 31 felinen
intestinalen Lymphomen zeigte, da® die AgNOR- Anzahl und -Flache bei
histologischen Praparaten der Katze keine wertvollen prognostischen Faktoren
darstellen (RASSNICK et al., 1999). Dies wurde durch eine weitere histologische
Studie an 145 Katzen mit Lymphomen bestatigt (VAIL et al., 1998). Im Gegensatz zu
Katzen stellt der Proliferationsmarker AQNOR bei Hunden einen der wichtigsten
Parameter zur Abschatzung der Prognose einer Tumorerkrankung dar (DERENZINI,
2000).

In der Veterinarmedizin wird - wie in der Humanmedizin - die Bedeutung der
AgNOR- Anzahl und -Flache fur die Diagnosefindung und Prognoseeinschatzung
von Neoplasien diskutiert, jedoch wurden Bioptate von Hunden mit Lymphomen nach
Kenntnis der Autorin histologisch bevorzugt im Hinblick auf ihr prognostisches
Potential untersucht (KIUPEL et al.,, 1999; KIUPEL, 1999). Die quantitative
Bestimmung der AgNOR- Anzahl und -Flache in histologischen Praparaten von
kaninen Mastzelltumoren, Perianaldrisenadenomen und -karzinomen, sowie
Fibrosarkomen tragen - wie in der Humanmedizin - zur Differenzierung in maligne
und benigne Tumoren bei. Eine signifikante Unterscheidung zwischen
Mastzelltumoren mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad ist jedoch nur anhand
der AQNOR Anzahl maglich, da sich die AQNOR Flache innerhalb der einzelnen
Gruppen uberschneidet (HUNG et al., 2000). Des Weiteren zeigten sich ahnliche
Resultate bezuglich der AgNOR Anzahl bei der statistischen Analyse kaniner
Mammatumoren (BRATULIC et al.,, 1996). Die Untersuchung von AgNOR Anzahl
und histologischem Malignitatsgrad ergab ebenfalls einen signifikanten Unterschied
zwischen Sarkomen mit geringem Malignitdtsgrad (Grad |) und hochmalignen
Sarkomen (Grad Ill) (ETTINGER et al., 2006).

Wahrend quantitative Bewertungen der AgNORs bei Tumoren in der
Veterinarmedizin anhand von Gewebebioptaten etabliert sind, fanden erste
Untersuchungen dieses Proliferationsmarkers bei zytologischen Praparaten von

kaninen Lymphomen viel spater statt.
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2.2.3.3 Die Bedeutung der AgNORs bei zytologischen Praparaten in der
Veterindarmedizin

Die erste zytologische Beurteilung von AQNORs bei Hunden mit Lymphomen (n=33)
wurde 1997 in der Verterinarmedizin veroffentlicht (VAIL et al., 1997). VAIL et al.
(1997) entdeckten ein lineares Verhaltnis der AQNOR Anzahl in FNAs und Bioptaten
von Lymphompatienten und folglich war die AQNOR Anzahl in FNAs ein ebenso
wertvoller Marker zur Bestimmung der Proliferation und Prognose in kaninen
Lymphomen wie die AgNOR Anzahl bei Bioptaten (VAIL et al., 1997). Spater
untersuchte eine ungarische Arbeitsgruppe (2004) anhand der AgNOR Anzahl
unterschiedliche Methoden der Probengewinnung von kaninen Lymphknoten (n=26)
und kam ebenfalls zu dem Resultat, dass die AgNOR Anzahl ein guter
Proliferationsmarker in FNAs kaniner Lymphknoten darstellt (VAJDOVICH et al.,
2004). Anhand der AQNOR Anzahl konnte ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe, die jedoch sehr klein (n=10) war und Uberwiegend aus
Hunden mit reaktiver Hyperplasie (n=4), Lymphadenitis (n=4) und nur 2 Hunden mit
unveranderten Lymphknoten bestand, und der Lymphomgruppe (16 Patienten mit B-
Zell- Lymphomen) bei zytologischen und histologischen Gewebeproben festgestellt
werden (VAJDOVICH et al., 2004). Hunde mit Lymphomen wiesen eine signifikant
hohere AQNOR Anzahl/ Zelle auf als Patienten aus der inhomogenen Kontrollgruppe
(VAJDOVICH et al., 2004). Die Kontrollgruppe wurde diesbezlglich nicht naher
differenziert und untersucht. Weiterhin war die AgNOR Anzahl der
Lymphompatienten signifikant héher in FNAs und Abklatschpraparaten als in
extirpierten Lymphknoten und Lymphknotenbiopsien (r= 0,60) (VAJDOVICH et al.,
2004). Die AgNOR Anzahl der Kontrollgruppe hingegen war in zytologischen und
histologischen Praparaten ahnlich (r= -0,47) (VAJDOVICH et al., 2004). VAIL et al.
(1997) ermittelten, dass die AgNOR Anzahl in kaninen Lymphom- FNAs, die
ebenfalls eng mit denen der Biopate korrelierte, generell um 0,5 hoher waren als ihr
chirurgisches Pendant (VAIL et al., 1997).

Bei einer Untersuchung der Malignitatsgrade bei Hunden mit B- Zell- Lymphomen
wiesen diese Patienten eine signifikant hdhere AgNOR Anzahl pro Zelle bei
Lymphomen mit hohem Malignitatsgrad gegenuber niedrigem Malignitatsgrad auf
(VAJDOVICH et al., 2004). Eine weitere kanine Studie mit ahnlichen Ergebnissen bei

zytologischen Praparaten von Mastzelltumoren wurde 1996 vorgestellt (KRAVIS et
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al.,, 1996). Die AgNOR Anzahl von Patienten mit Mastzelltumoren korrelierte
ebenfalls in zytologischen Praparaten und Bioptaten, als auch mit dem
histologischen Grad des Tumors. Undifferenzierte (Grad Ill) Mastzelltumoren wiesen
eine signifikant hdhere AQNOR Anzahl als gut und maRig differenzierte (Grad | und
[I) Tumoren auf (KRAVIS et al., 1996).

In einer vergleichenden humanmedizinischen Untersuchung der Anwendung von
AgNORs an Abklatschpraparaten und Biopsien bei lymphatischem Gewebe konnte
ebenfalls demonstriert werden, dass die zytologischen Abklatschpraparate
wesentlich mehr und deutlichere AQNORs aufwiesen als die Bioptate (BOLDY et al.,
1989). Die bessere Detailerkennbarkeit im zytologischen Praparat beruht im
Wesentlichen darauf, dass die Kerne und das Zytoplasma weiter ausgebreitet sind
und sich die gesamte Zelle auf dem Objekttrager befindet, wahrend in der Histologie
bei Schnittstarken von 3 ym nur eine Scheibe derselben zur Untersuchung gelangt
(BOLDY et al., 1989; MISCHKE, 2005b; VAIL et al., 1997).

Somit wird die Feinnadelaspiration in Bezug auf die Auswertung von AQNORs am
lymphatischen Gewebe als die Methode der Wahl angesehen (BOLDY et al., 1989).
Insgesamt hat sich die AQNOR Anzahl als ein wichtiger Parameter zur Bestimmung
der Zellproliferation in kaninem lymphatischen Gewebe erwiesen (VAJDOVICH et al.,
2004).

2.2.4 Der Proliferationsmarker Ki-67

Wahrend die quantitative Bestimmung der AQNORs eine Auskunft Uber die Kinetik
der Zellproliferation gibt (DERENZINI, 2000), erganzt die quantitative Ki-67
Bestimmung diese durch die Bestimmung des Prozentsatzes proliferierender Zellen
eines Gewebes (BROWN DC und GATTER KC, 1990a). Der 1983 von GERDES et
al. entwickelte (GERDES et al., 1983) monoklonale Antikérper Ki-67 ist eine
zuverlassige und einfache Moglichkeit der exakten Einschatzung der
Wachstumsfraktion einer gegebenen Zellpopulation (SCHOLZEN und GERDES,
2000) humaner und auch kaniner Neoplasien (BROWN DC und GATTER KC,
1990a).
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Eine der grofiten Barrieren fur den Gebrauch von Ki-67 in der Grundlagenforschung
stellte die limitierte Kreuzreaktivitat des monoklonalen Antikorpers Ki-67 gegen das
Protein Ki-67 (pKi-67) dar, denn der Prototyp Antikdrper wies das Protein Ki-67 nur in
Proben von Menschen und Primaten nach (BROWN DC und GATTER KC, 2002).
Erst mit der Produktion von MIB-1 (Molecular Immunology Borstel) wurde diese
Kreuzreaktivitat um einige Saugetiere wie Hund, Pferd und Schaf erweitert (BROWN
DC und GATTER KC, 2002). Insgesamt ist wenig Uber die Funktion des Proteins pKi-
67 bekannt, jedoch scheint es von essentieller Bedeutung fur die Zellproliferation zu
sein, da seine Entfernung diese verhindert (BROWN DC und GATTER KC, 2002).
Der Proliferationsmarker Ki-67 reagiert mit einem humanen nuklearen Antigen, das in
proliferierenden Zellen anwesend ist, aber in inaktiven Zellen fehlt (GERDES et al.,
1991). Eine detaillierte Zellzyklusanalyse hat ergeben, dass das Ki-67 Antigen
wahrend aller aktiven Phasen des Zellzyklus exprimiert wird und folglich in G1, S, G2
und Mitose sichtbar ist (GERDES et al., 1991). Dies macht den Antikorper fur die
Bestimmung der so genannten Wachstumsfraktion eines Gewebes, d.h. die Anzahl
der proliferierenden und somit Ki-67 positiven Zellen im Zellzyklus von
physiologischem, reaktivem und neoplastischem Gewebe (BROWN DC und
GATTER KC, 1990a) brauchbar, so dass eine Unterscheidung von benignen und
malignen Zellpopulationen maoglich ist (GERDES et al., 1986).

2.2.4.1 Die immunzytologische Ki-67 Farbung

Die immunzytologische Ki-67 Farbung stellt eine in der Anwendung einfache, aber
durchaus kosten- und zeitintensive Farbung dar (SCHOLZEN und GERDES, 2000).
Eine exakte Quantifizierung der eindeutig roten Ki-67 positiven und blaugefarbten Ki-
67 negativen Zellen ermdglicht selbst unerfahrenen Untersuchern eine schnelle
unkomplizierte Auswertung, die durch einfaches Auszahlen der Zellen ohne hoch
entwickelte technisch ausgereifte und teure Geratschaften moglich ist (COSTA et al.,
1999; JANMOHAMED et al., 1990; MUNAKATA und HENDRICKS, 1994; ZOLLER et
al., 1993). Grenzen in der Evaluierung der Proliferationsaktivitat werden deutlich,
wenn die immunologische Ki-67 Farbung alleine angewandt wird (FOURNEL-
FLEURY et al., 1997b). Von 92 pathologisch- histologisch untersuchten kaninen NHL
Praparaten konnte bei 11 Proben (12%) entweder keine Ki-67 Markierung oder eine

nicht interpretierbare Zytoplasmafarbung nachgewiesen werden, und somit waren
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diese Praparate von Hunden mit NHL nicht auswertbar (FOURNEL- FLEURY et al.,
1997b). Diese Misserfolge bei der Ki-67 Anfarbbarkeit von Lymphknotengewebe
waren moglicherweise das Resultat von Problemen in der Farbetechnik oder
Zerstorung des Ki-67 Antigens, z.B. durch eine inkorrekte Fixierung, sowie eine
Abwesenheit der Expression des nuklearen Antigens, wie bereits in der
Humanmedizin festgestellt wurde (FOURNEL- FLEURY et al, 1997b; VAN
BOCKSTAELE et al.,, 1991). Unter Berucksichtigung dieser Problematik wird die
Notwendigkeit der Anwendung eines standardisierten Farbeprotokolls flr den
Proliferationsmarker Ki-67 deutlich.

Trotz methodischer Probleme bei der Anfarbung von Lymphknotengewebe durch den
Proliferationsmarker legte die Ki-67 positive Farbung der restlichen 80 Praparate von
NHL Hunden und die einfache Interpretation dieser Methode in 88% der angefarbten
Falle nahe, dass es sich hierbei um eine nutzliche Methode zur Beurteilung von
Lymphompatienten mit niedrigem und hohem Malignitatsgrad handelt (FOURNEL-
FLEURY et al., 1997b).

2.2.4.2 Die Bedeutung von Ki-67 als Proliferationmarker in der Humanmedizin
Die immunologische Ki-67 Farbung, sowie die Bedeutung von Ki-67 als
Proliferationsmarker wurde sowohl bei zytologischen als auch bei histologischen
Praparaten von humanen NHL Patienten in der Literatur eingehend beschrieben. In
einer humanmedizinischen Studie von RISHI et al. (1993) wurde die Anwendung von
Ki-67 bei Bioptaten und zytologischen Praparaten benigner und maligner Tumoren
im Vergleich untersucht (RISHI et al., 1993). Es zeigte sich, dass die Anzahl Ki-67
positiver Tumorzellen bei zytologischen Praparaten gut mit den Ki-67 positiven Zellen
der korrespondierenden (gefrorenen) Gewebebioptate korrelierte (RISHI et al., 1993).
BROWN und GATTER (1990) bestatigten dies durch Untersuchungen von 21 FNAs
im Vergleich zu Bioptaten humaner NHL Patienten (BROWN DC und GATTER KC,
1990b). Weiterhin war die Anzahl Ki-67 positiver Zellen bei zytologischen Praparaten
und Gewebebioptaten in malignen Tumoren signifikant hdher als bei benignen
(RISHI et al., 1993).

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass zytologische Praparate zur
immunzytochemischen Beurteilung der Wachstumsfraktion von Neoplasien mittels
Ki-67 Immunfarbung geeignet sind (BROWN DC und GATTER KC, 1990b; RISHI et
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al., 1993). Der hohe Grad an Ubereinstimmung zwischen den Resultaten der
Gewebeschnitte und FNAs von NHL Patienten bekraftigt weiterhin, dass diese bei
zytologischem Material angewandte Technik fur Menschen von Bedeutung ist
(BROWN DC und GATTER KC, 1990Db).

Viele humanmedizinische Studien haben bei Bioptaten von NHL erkrankten
Patienten eine exzellente Korrelation zwischen Ki-67 Immunfarbung und
histologischem Grad der NHL dokumentieren konnen (BROWN DC und GATTER
KC, 1990b; GERDES et al., 1984; HALL et al., 1988b; PILERI und GERDES, 1987;
SCHWARTZ et al., 1989; SCOTT et al., 1988; VENERONI et al., 1988; WEISS und
STRICKLER, 1987). Im Aligemeinen waren bei Bioptaten von Patienten mit NHL von
geringem Malignitatsgrad die geringste Anzahl Ki-67 positiver Zellen nachweisbar
und Lymphompatienten mit Tumoren von hohem Malignitatsgrad wiesen die hdochste
Zahl Ki-67 positiver Zellen auf (SCHWARTZ et al., 1989).

Die Ki-67 Bewertung ist des Weiteren bei der pathologischen Untersuchung von
Lymphomen hilfreich, denn die Verteilung der proliferierenden Zellen im
Lymphknotengewebe unterstutzt die Unterscheidung zwischen reaktiven follikularen
Hyperplasien und follikularen Lymphomen, in welchen die neoplastischen
Lymphknotenfollikel eine mehr homogene Verteilung der Ki-67 positiven Zellen
aufweisen (BROWN DC und GATTER KC, 2002).

2.2.4.3 Die Bedeutung von Ki-67 bei histologischen Praparaten in der
Veterinarmedizin
Die diagnostische Bedeutung von Ki-67 als Proliferationsmarker bei
histopathologisch entnommenen Praparaten von kaninen Lymphomen wurde im
Gegensatz zur prognostischen Bedeutung (KIUPEL et al., 1999; KIUPEL, 1999) nach
Kenntnis der Autorin noch nicht untersucht, aber es liegen Ergebnisse zu anderen
Tumoren von Hunden vor.
ETTINGER et al. (2006) berichteten bei 60 Hunden Uber eine signifikante positive
Korrelation zwischen der Anzahl Ki-67 positiver Zellen und dem histologischen
Malignitatsgrad von formalinfixierten Sarkomen (ETTINGER et al.,, 2006). Der
Vergleich von Ki-67 Index, d.h. die Anzahl Ki-67 positiver Zellen (dividiert durch die
Summe der Ki-67 negativen und positiven Zellen) von insgesamt 1000 ausgezahlten

Zellen, und histologischem Grad des Tumors von 91 kaninen Mastzelltumoren ergab
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des Weiteren auch einen signifikanten Unterschied zwischen gut (Grad 1) und maRig
differenzierten (Grad Il) Tumoren, sowie zwischen maRig differenzierten (Grad Il) und
undifferenzierten (Grad Ill) Mastzelltumoren (SAKAI et al., 2002).

Obwohl die Anzahl Ki-67 positiver Zellen bei einigen Tumorarten signifikant mit dem
Malignitatsgrad korreliert, ist eine sichere Unterscheidung zwischen malignen und
benignen Neoplasien nicht immer moglich. So konnten LOHR et al. (1997) bei
Hunden mit Mammatumoren zwar eine signifikante Erhdhung des Ki-67 Indexes bei
hdéherer Tumormalignitat feststellen, nichtsdestoweniger wurde eine beachtliche
Uberschneidung zwischen den histopathologischen Tumorarten u.a. bei dem
Proliferationsmarker Ki-67 gesehen, die es letztendlich unmoglich machte, einen
spezifischen Cut- off- Wert zur Abgrenzung von malignen gegenuber benignen
Tumoren festzulegen (LOHR et al., 1997).

Auch wenn eine sichere Differenzierung von benignen und malignen Neoplasien
histologischer Praparate in der Literatur kontrovers diskutiert wird, so steht doch
auller Frage, dass aufgrund der schonenderen Anwendung und der engen
Korrelation zum  Proliferationsmarker  Bromodeoxyuridin, dem  bisherigen
Goldstandard zur Analyse der Zellkinetik von Mastzelltumoren, der Ki-67 Index
ebenfalls als Goldstandard der Proliferationsmarker angesehen wird (SAKAI et al.,
2002).

2.2.4.4 Die Bedeutung von Ki-67 bei zytologischen Praparaten in der
Veterinarmedizin

In der Veterinarmedizin wurden bisher sehr wenige Studien an zytologischen
Praparaten zur Bedeutung von Ki-67 als Proliferationsmarker durchgefuhrt. Eine
Untersuchung von 92 kaninen formalinfixierten NHL Bioptaten und 30 FNAs bzw.
Tumorabklatschpraparaten wies eine hoch signifikante Korrelation zwischen dem

Ki-67 Index und dem histologischen Grad der Neoplasien nach, d.h. der Ki-67 Index
ist hoch in hochmalignen und niedrig in niedrigmalignen Lymphompatienten
(FOURNEL- FLEURY et al., 1997b). Mit einigen wenigen Ausnahmen erschien in der
Lymphomgruppe von hohem Malignitatsgrad die Anzahl der Ki-67 positiven Zellen
zudem proportional zur ZellgroRe unabhangig des Phanotyps (FOURNEL- FLEURY
et al., 1997b). Weiterhin zeigte die Ki-67 Markierung eine gute Ubereinstimmung

zwischen den histologischen und zytologischen Daten, jedoch erwies sich die
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Auszahlung des zytologischen Materials als einfacher (FOURNEL- FLEURY et al.,
1997b). Die bessere Detailerkennbarkeit im zytologischen Praparat beruht im
Wesentlichen darauf, dass die Kerne und das Zytoplasma weiter ausgebreitet sind
und sich die gesamte Zelle auf dem Obijekttrager befindet, wahrend in der Histologie
bei Schnittstarken von 3 um nur eine Scheibe derselben zur Untersuchung gelangt
(BOLDY et al., 1989; MISCHKE, 2005b).

Der hohe Grad an Ubereinstimmung zwischen den Resultaten der Gewebeschnitte,
FNAs und Abklatschpraparate von NHL Patienten belegt, dass diese bei
zytologischem Material angewandte Technik fur Hunde von Wert ist (FOURNEL-
FLEURY et al., 1997b).

2.2.5 Die Einflisse einer medikamentellen Vorbehandlung auf das

Proliferationsverhalten bei Hunden mit Lymphomen

Das Proliferationsverhalten von Geweben und damit auch die Beurteilung der
Zellproliferation in kaninem lymphatischem Gewebe anhand von
Proliferationsmarkern kann durch die Gabe von bestimmten Medikamenten
beeinflusst werden, wodurch die Diagnosestellung, d.h. die Unterscheidung zwischen
hyperplastischen und neoplastischen Veranderungen bzw. einer benignen und

malignen Zellpopulation, erschwert wird.

2.2.5.1 Die Einflusse einer Glukokortikosteroidvorbehandlung bei Hunden mit
Lymphomen

Wachstum und Zellteilung werden durch Glukokortikosteroide beeinflusst.

Die DNA- Synthese und die Zellteilung in einer Reihe von Geweben, wie
Fibroblasten, Magenschleimhaut, Epidermis, Thrombozyten wu.a., wird durch
Glukokortikosteroide gehemmt (FORTH et al.,, 1992). Des Weiteren hemmen
Glukokortikosteroide die Proliferationsaktivitat in lymphozytarem Gewebe (BITTNER
und WIELCKENS, 1988). Dieser Effekt scheint jedoch selektiv zu sein, da andere
Gewebe, wie Knochenmark und Darmschleimhaut, nicht betroffen sind (FORTH et
al., 1992).
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2.2.5.2 Einflisse einer Vorbehandlung mit Chemotherapeutika bei Hunden mit
Lymphomen

Arzneimittel, die zur Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt werden,
hemmen ebenfalls die Zellproliferation. Sie wirken daher nicht nur auf die
Tumorzellen schadigend, sondern auch auf die normalen, proliferierenden Zellen
(NEAL und STAHLMANN, 1995). Folglich ist eine korrekte Beurteilung des
Proliferationsverhaltens kaniner Tumoren anhand von Proliferationsmarkern nicht
mdglich, wenn die Patienten mit Chemotherapeutika vorbehandelt sind.

Das Ausmal der Zellschadigung hangt von der jeweiligen Phase des
Zellteilungszyklus ab. Die meisten Zellen in normalen Geweben stehen in der
Ruhephase GO oder in der postmitotischen Ruhephase G1 und sind relativ
unempfindlich gegeniber Zytostatika (LOSCHER et al., 1994). Nur ein Teil der Zellen
eines Gewebes, die Wachstumsfraktion, teilt sich (BRUNE, 1996). Empfindliche
Phasen fur Zytostatika stellen deshalb insbesondere die S-(DNA-Synthese)Phase
und die M-(Mitose-)Phase dar, wobei in Tumorgeweben die Wachstumsfraktion der
Zellen hoher als in den meisten anderen Geweben ist (LOSCHER et al., 1994).

2.3 Klassifizierungsschemata und Prognose bei kaninen
Lymphomen

Neben diversen bereits erlauterten Varianten kanine Lymphome zu diagnostizieren,
ist auch die prognostische Seite insbesondere im Hinblick auf die Therapie der
Tumoren von Bedeutung. Prognostische und diagnostische Kriterien lassen sich aber
nicht immer ohne Weiteres klar voneinander trennen, sondern gehen teilweise

flieRend ineinander Uber.

2.3.1 Klassifizierungsschemata von Lymphomen und ihre Bedeutung fir die

Prognose von Lymphomen

Eine Einteilung bezlglich der Prognose der Erkrankung anhand von
Klassifierungsschemata sollte helfen, das klinische Verhalten von Lymphompatienten

zu beurteilen und damit eine prognostische Aussage treffen zu konnen (KIUPEL,
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1999). Hierzu wurden die vorhandenen humanmedizinischen NHL Kilassifizierungen
auf den Hund Ubertragen und zur Charakterisierung von Lymphomen in der
Veterinarmedizin angewandt (CARTER et al., 1986; FOURNEL- FLEURY et al.,
1994b; FOURNEL- FLEURY et al.,, 1997a; FOURNEL- FLEURY et al., 1997b;
PONCE et al., 2004; PONCE et al., 2010; STANSFELD et al., 1988). Die ,Working
Formulation® des National Cancer Institute (NCI) (CARTER et al., 1986; NCI, 1982)
und die ,Aktualisierte Kiel Klassifikation der NHL* (LENNERT, 1975; LENNERT und
FELLER, 1990; STANSFELD et al., 1988) kdénnen zur zytomorphologischen
Differenzierung von kaninen Lymphomen angewandt werden (FOURNEL- FLEURY
et al., 1997a; PONCE et al., 2010; TESKE et al., 1994b), denn die Klassifizierung der
Lymphome in niedrige und hochmaligne Tumorgrade hat prognostische Bedeutung
fur diese Falle (TESKE et al., 1994a). Der Vorteil der ,Aktualisierten Kiel
Klassifikation der NHL" ist die zusatzliche Einbeziehung von immunphanotypischen
Kriterien, die eine Unterteilung der Lymphome in B- und T- Zell- Tumoren ermdoglicht.
Klassifizierungen basierten meist auf histologische Untersuchungen von chirurgisch
entnommenen Neoplasien (TESKE und VAN HEERDE, 1996). Vergleichsweise
durchgefuhrte Studien an zytologischen und histologischen Lymphknotenpraparaten
von Hunden mit Lymphomen wiesen eine gute Korrelation zwischen der
zytologischen und histologischen Klassifizierung von kaninen Lymphomen bei
Anwendung der ,Aktualisierten Kiel Klassifikation der NHL* nach (TESKE und VAN
HEERDE, 1996). Ahnliche Ergebnisse (ber vergleichsweise untersuchte
zytologische und histologische NHL Klassifizierungen  wurden bei
humanmedizinischen Studien dargelgt (CARTER et al., 1988; SPIELER und
SCHMIDT, 1978; VAN HEERDE et al., 1984).

Weiterhin konnten in TESKE und VAN HEERDE s Studie (1996) gute inter- und intra-
Untersucher- Reproduzierbarkeiten bei zytologisch untersuchten FNAs von Hunden
mit Lymphomen nachgewiesen werden, deren Ergebnisse ebenfalls mit den
histologischen Resultaten korrelierte (TESKE und VAN HEERDE, 1996). Somit ist
die ,Aktualisierte Kiel Klassifikation der NHL“ zur zytologischen Klassifizierung von
kaninen Lymphomen geeignet (FOURNEL- FLEURY et al., 1997a; TESKE und VAN
HEERDE, 1996).

FOURNEL- FLEURY et al. (1997) modifizierten die bestehende ,Aktualisierte Kiel
Klassifikation der NHL® und adaptierten diese fur den Hund (FOURNEL- FLEURY et
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al., 1994a; FOURNEL- FLEURY et al.,, 1994b; FOURNEL- FLEURY et al., 1997a;
FOURNEL- FLEURY et al., 1997b; PONCE et al., 2010):

Tabelle 3: Die zytologische Klassifikation der Lymphome mittels kaniner
Lymphknoten (FOURNEL- FLEURY et al., 1994b; FOURNEL- FLEURY et al.,
1997a; PONCE et al., 2010) in Anlehnung an die ,Aktualisierte Kiel
Klassifikation der NHL“ (STANSFELD et al., 1988)

Lymphome von niedrigem Malignitatsgrad

(low grade lymphomas)

Lymphozytisch (lymphocytic)

Lymphoplasmazytisch (lymphoplasmacytic)

Zentrozytisch (centrocytic)

Zentrozytisch/ Zentroblastisch (centrocytic/ centroblastic)

Kleinzelliges T- Zell- Lymphom mit klarem Zytoplasma (small clear t- cell ymphoma)
Lymphom mittelgroRer lymphatischer Blasten mit Makronukleolus (macronucleated
medium-sized cells)

Mycosis fungoides

Lymphome von hohem Malignitatsgrad

(high grade lymphomas)

Monomorph zentroblastisch (monomorph centroblastic)
Polymorph zentroblastisch (polymorph centroblastic)
Kleinzellig, unklassifizierbar - Burkitt-Typ (Burkitt- type)

- Plasmazellahnlich (plasmacytoid)
Lymphoblastisch (lymphoblastic)

Immunoblastisch (immunoblastic)

Verschiedene - Anaplastisch (anaplastic)
- Pleomorph, gro3zellig (pleomorphic large cell)
- Pleomorph, gemischt grof3- und kleinzellig (pleomorphic mixed large

and small cell)

Der Schwerpunkt der Kategorisierung basierte hierbei auf zytomophologischen
Kriterien, die mit Hilfe der Bestimmung von Proliferationsaktivitat und

Immunphanotypisierung kaniner Lymphompatienten genauer differenziert wurden
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(FOURNEL- FLEURY et al., 1994b; FOURNEL- FLEURY et al., 1997a; FOURNEL-
FLEURY et al., 1997b; PONCE et al., 2010). Die Ubertragung des humanen
Klassifizierungsschemata auf den Hund birgt jedoch auch morphologische und
immunphanotypische Schwierigkeiten (FOURNEL- FLEURY et al., 1997b), wird die
geringe Anzahl der Hunde mit Lymphomen von niedrigem Malignitatsgrad
bertcksichtigt, sowie die von FOURNEL- FLEURY et al. entdeckte Gruppe der
niedrigmalignen mittelgro3en, makronukleolaren Zellen (MMC), die kein Equivalent in
der Humanmedizin haben (FOURNEL- FLEURY et al., 1997a; FOURNEL- FLEURY
et al., 1997b).

Im Gegensatz zu alteren Klassifizierungsschemata legte die franzdsische
Arbeitsgruppe nicht so groRen Wert auf die histologische Architektur des zu
untersuchenden Lymphknotenmaterials (FOURNEL- FLEURY et al.,, 1997a;
FOURNEL- FLEURY et al., 1997b). Diese Herangehensweise ist insbesondere zur
Beurteilung von Tieren mit Neoplasien von Bedeutung, da die meisten Hunde eine
diffuse Infiltration von neoplatischem Lymphgewebe zeigten (DOBSON, 2004). Somit
ist diese Klassifikation insbesondere zur Beurteilung von Hunden mit Lymphomen
geeignet.

PONCE et al. (2004) erweiterten die von FOURNEL- FLEURY et al. auf den Hund
Ubertragene ,Aktualisierte Kiel Klassifikation der NHL®, indem sie zusatzlich die
Uberlebenszeit der Hunde bei den verschiedenen Subtypen von B- und T- Zell-
Lymphompatienten untersuchten (PONCE et al., 2004). Sie kamen zu dem Resultat,
dass eine klinisch- morphologische Beurteilung dieser Erkrankung sowohl flr den
Menschen als auch fur den Hund gerechtfertigt ist (PONCE et al., 2004).

2.3.1.1 Die ,, Aktualisierte Kiel Klassifikation der NHL*

Die ,Aktualisierte Kiel Klassifikation der NHL* (STANSFELD et al., 1988) wurde von
FOURNEL- FLEURY et al. auf den Hund ubertragen und differenziert kanine
Lymphome nach zytomorphologischen und immunphanotypischen Kriterien
(FOURNEL- FLEURY et al, 1994b; FOURNEL- FLEURY et al., 1997a).
Morphologisch wird der Tumorgrad durch den Mitoseindex und die Zellgrofie
determiniert (RASKIN und MEYER, 2009). Der Mitoseindex wird hierfur durch
Auszahlen von 5 Gesichtsfeldern bei einer 400- 500 fachen Vergro3erung am
Mikroskop bestimmt (RASKIN und MEYER, 2009). Der Mitoseindex ist gering bei



Literaturubersicht 32

einer Anzahl von 0- 1 Mitosefiguren in 5 Gesichtsfeldern, moderat bei einer Anzahl
von 2- 3 Figuren und hoch bei mehr als 5 Mitosefiguren in 5 Gesichtsfeldern.

Die ZellgroRe wird im Vergleich zur zytologischen Grofde von Erythrozyten beurteilt
(RASKIN und MEYER, 2009). Kleine Zellen sind 1- 1,5x so grol3 wie Erythrozyten,
mittlere sind 2- 2,5x so grol} wie Erythrozyten und grof3e Zellen entsprechen mehr als
3x der ErythrozytengroRe (RASKIN und MEYER, 2009).

Als zusatzliche zytologische Kriterien konnen weiterhin der Zellkern (Nukleus), der
Nukleolus und das Zytoplasma in die Beurteilung einbezogen werden (RASKIN und
MEYER, 2009).

Zusammengefasst liegt bei einem niedrigen Mitoseindex und einer Uberwiegenden
Anzahl kleiner Zellen ein geringer Tumorgrad vor, sowie eine moderate oder grofde
Anzahl von Mitosefiguren und grol3e Zellen einen hohen Tumorgrad beschreiben
(RASKIN und MEYER, 2009).

Ein weiteres Kriterium neben der zytomorphologischen Beurteilung der
~Aktualisierten Kiel Klassifikation der NHL® ist die immunphanotypische
Untersuchung von Lymphomen (FOURNEL- FLEURY et al., 1994b; FOURNEL-
FLEURY et al., 1997a).

2.3.2 B- bzw. T- Zell- Differenzierung von kaninen Lymphomen

Zur Immunphanotypisierung werden die Lymphome von Hunden mittels spezifischer
Antikérper in B- und T- Zell- Lymphome differenziert (CULMSEE, 2002). Die
immunzytologische Farbung erfolgt durch Inkubation mit einem primaren Antikorper
wie z.B. CD79a zur B- Zell- und CD3 zur T- Zell- Darstellung, der durch einen
sekundaren, an einen Alkalische- Phosphatase- Anti- Alkalische- Phosphatase-
Komplex gekoppelten Antikdrper sichtbar gemacht wird (APAAP- Methode). Bei der
Immun- Alkalische- Phosphatase- Farbemethode spaltet die Alkalische- Phosphatase
(AP) Naphtholphosphatase (Substrat) hydrolytisch in Phenolverbindungen und
Phosphatase (BOENISCH et al., 2003). Die Phenole reagieren mit farblosen
Diazoniumsalzen (Chromogen) und bilden so unldsliche Azofarbstoffe (BOENISCH
et al.,, 2003). Als Substrat- Chromogen fur die AP kdonnen sowohl Neufuchsin als
auch Fast Red verwendet werden, jedoch ist die Farbintensitat von Neufuchsin
starker als bei Fast Red (BOENISCH et al.,, 2003). Die APAAP- Methode ist
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besonders geeignet flir die immunphanotypische Markierung von zytologischen
Praparaten, da das leuchtend rote Endprodukt einer positiven Farbereaktion sehr
einfach durch das menschliche Auge erkannt wird und selbst geringe Anzahlen
veranderter Zellen nachgewiesen werden kdonnen (CORDELL et al.,, 1984). Eine
weitere Studie weist auf eine exzellente Korrelation der Ergebnisse von
immungefarbten zytologischen und histologischen Praparaten bei Hunden mit
Lymphomen hin (FISHER et al., 1995).

DALQUEN's Studie (1995) Uber die ,Leistungsfahigkeit der Immunzytochemie in der
zytopathologischen  Tumordiagnostik® kam zu dem Ergebnis, dass
immunzytologische Zusatzuntersuchungen mittels Antikorper die Anfangsdiagnose
insbesondere bei humanen NHL (n=60) wesentlich erganzen bzw. bestatigen
(DALQUEN, 1995). Der gezielte Einsatz von Antikdrpermarkierungen ist also bei
NHL Patienten eine wertvolle Erganzung der zytologischen Tumordiagnose
(DALQUEN, 1995).

In der Literatur finden sich unterschiedliche numerische Angaben inbezug auf den
Anteil des B- bzw. T- Zell- Immunphanotyps von kaninen Lymphompopulationen. Von
175 untersuchten Hunden mit Lymphomen wiesen 76% der Tiere ein B- Zell- und
21,5% ein T- Zell- Lymphom auf. Weiterhin fanden sich bei 2% der Hunde Null
Zellen, d.h. diese Zellen zeigten keine spezifische Reaktion mit einem kaninen
Lymphozyten- Antikdrper (RUSLANDER et al., 1997). Ahnliche Ergebnisse bei der
immunphanotypischen Differenzierung von kaninen Lymphomen konnten in anderen
Studien demonstriert werden (CARTER et al.,, 1986; FERRER et al.,, 1993;
FOURNEL- FLEURY et al, 1997a). PONCE et al. (2010) haben bei einer in
Frankreich durchgefihrten Untersuchung an 608 Hunden eine geringgradig hdhere
Anzahl der T- Zell- Lymphome mit 35,4% festgestellt und nur 63,8% der Tiere wiesen
ein B- Zell- Lymphom auf (PONCE et al., 2010). Ahnliche Resultate beziiglich der B-
bzw. T- Zell- Differenzung bei Hunden mit Lymphomen zeigten TESKE et al. in einer
frGheren Publikation (TESKE et al., 1994Db).

Unabhangig von dem zahlenmallig umstritten Verhaltnis von Hunden mit B- zu T-
Zell- Lymphomen, steht auler Frage, dass der Uberwiegende Anteil der kaninen
Lymphome B- Zell- Tumore sind (BAKER und LUMSDEN, 2000b; GREENLEE et al.,
1990).
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2.3.3 Die Bedeutung der B- bzw. T- Zell- Differenzierung als prognostischer

Parameter

Die Immunphanotypisierung der Lymphompatienten in B- und T- Zell- Tumoren kann
unterstltzend bei der Prognosebestimmung von kaninen Lymphomen mitwirken
(RUSLANDER et al., 1997; TESKE et al., 1994a). So wiesen Hunde mit T- Zell-
Lymphomen eine signifikant héhere Rezidivrate und kirzere Uberlebenszeiten
verglichen mit B- Zell- Lymphomen unter Therapie auf (GREENLEE et al., 1990;
RUSLANDER et al., 1997). Generell wurde erwartet, dass T- Zell- Lymphome ein
maligneres biologisches Verhalten als B- Zell- Lymphome zeigten, und deshalb mit
einer schlechteren Prognose in Verbindung gebracht werden (PONCE et al., 2004).
Neuere Studien legten aber dar, dass die Gruppe der B- und T- Zell- Lymphome
zahlreiche Untergruppen beinhalten (FOURNEL- FLEURY et al., 1997a; FOURNEL-
FLEURY et al., 1997b; PONCE et al., 2004; PONCE et al., 2010; STANSFELD et al.,
1988), die auch auf eine chemotherapeutische Behandlung unterschiedlich reagieren
(PONCE et al., 2004). Letztendlich ist die Bedeutung des Immunphanotyps alleine fur
die Einschatzung der Prognose fraglich, jedoch in Kombination mit
Proliferationsmarkern bewertet, sind der Immunphanotyp und AgNORs die
wichtigsten prognostischen Marker fur die Behandlung kaniner Lymphome (KIUPEL,
1999). Schon unter Einsatz dieser Parameter ist eine Trennung zwischen
Risikohunden mit niedrigen Uberlebenschancen und Hunden mit Uberlebenszeiten

von bis zu drei Jahren unter Einsatz von Chemotherapie moglich (KIUPEL, 1999).

2.3.4 Proliferationsmarker als prognostischer Parameter

Histologische und zytologische Lymphompraparate kénnen mit verschiedenen
Techniken ausgewertet werden, die den Immunphanotyp (B- versus T- Zell-
Lymphome), den Tumorgrad (niedrig oder hoch) und die Tumorproliferationsrate
(AgNORs, Ki-67) sowohl als diagnostisches als auch als prognostisches Hilfsmittel
ermittteln. Nach Kenntnis der Autorin existieren jedoch keine Studien, die alle drei

Faktoren bei zytologischen Praparaten von Hunden mit Lymphomen beurteilt haben.
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2.3.4.1 Die Bedeutung von Ki-67 als prognostischer Parameter

Neben dem diagnostischen Potential findet auch der Proliferationsmarker Ki-67
Anwendung als prognostischer Indikator (BROWN DC und GATTER KC, 2002). So
korreliert der Ki-67 Index bei Patienten mit Lymphomen (n= 138) eng mit der
Uberlebens- und Rezidivrate (HALL et al., 1988b). Patienten mit Lymphomen von
hohem Malignitatsgrad und niedrigem Ki-67 Index wiesen eine geringere Rezidivrate
auf als solche mit hohem Ki-67 Index (HALL et al.,, 1988b). Weiterhin waren
Lymphome von niedrigem Malignitatsgrad und hohem Ki-67 Index mit einer kiirzeren
Uberlebenszeit der Patienten assoziiert als solche mit niedrigeren Ki-67 Indizes
(HALL et al.,, 1988b; SCHRAPE et al., 1987). Im Gegensatz dazu wiesen
Lymphompatienten mit Tumoren von hohem Malignitatsgrad und hohem Ki-67 Index
eine bessere Uberlebensrate auf als solche mit niedrigeren Ki-67 Indizes (HALL et
al., 1988b). Diese vermeintlich scheinbare paradoxe Entdeckung wurde ebenfalls
von GERDES et al. (1987) festgestellt (GERDES et al., 1987). Vermutlich reflektiert
die bessere Uberlebenszeit die erhdhte Sensitivitat dieser schnell proliferierenden
Tumoren gegenuber einem aggressivem Therapieregime (HALL et al., 1988b). Im
Gegensatz dazu Dberichteten GROGAN et al. (1988) Uuber schlechtere
Uberlebenszeiten bei Menschen (n=105) mit diffusen grofRzelligen Lymphomen, die
nach der Kieler Klassifikation als hochmaligne eingeteilt wurden und eine hohe Ki-67
Anzahl aufwiesen (GROGAN et al., 1988).

Untersuchungen an 6 humanen Patienten mit postthymischen T- Zell- Lymphomen
und 4 mit lymphoblastischen T- Zell- Lymphomen haben dagegen keine Korrelation
zwischen der Ki-67 Expression und der Uberlebenszeit gezeigt (ODERMATT et al.,
1987). Die Aussagefahigkeit dieser Studie kann jedoch aufgrund der geringen
Probandenzahl und Bericksichtigung weniger Lymphom- Subtypen in Frage gestellt
werden.

BROWN und GATTER (1990) haben die Bedeutung von Ki-67 als prognostischer
Parameter von humanen NHL und anderen Neoplasien (Tumoren des zentralen
Nervensystems, der Brust, der Haut, des Gastrointestinaltraktes, der Lunge, des
Genitaltraktes etc.) in einer Ubersichtsarbeit zusammengefasst (BROWN DC und
GATTER KC, 1990a). Hierbei ist zu beachten, dass die prognostische Bedeutung
von Ki-67 innerhalb der Gruppe von NHL durch die Heterogenitat der

unterschiedlichen Subtypen dieser Erkrankung kompliziert wird, die dann unklare und
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widerspruchliche Aussagen zur prognostischen Bedeutung von Ki-67 als
Proliferationsmarker bei Lymphomen hervorrufen konnen (BROWN DC und GATTER
KC, 2002).

Insgesamt scheint der Proliferationsmarker Ki-67 in der Humanmedizin wertvolle
prognostische Informationen insbesondere bei lymphoproliferativen Erkrankungen
zur Verfugung zu stellen (BROWN DC und GATTER KC, 1990a).

Nach Kenntnis der Autorin sind nur wenige veterinarmedizinische Studien uber Ki-67
bei Hunden mit Lymphomen verdffentlicht worden, die zudem meist in Verbindung
mit dem Proliferationsmarker AQNOR beurteilt wurden und deshalb auch an spaterer

Stelle erlautert werden.

2.3.4.2 Die Bedeutung von AgNORSs als prognostischer Parameter

Wahrend die Bedeutung von Ki-67 als prognostischer Parameter in der Literatur
diskutiert wird, ist in der Humanmedizin unumstritten, dass die Bewertung der
AgNORs zur Beurteilung der Prognose von Tumorerkrankungen hilfreich ist
(DERENZINI, 2000). Der AQNOR Parameter hat sich als zuverlassiges Hilfsmittel zur
Abgrenzung des klinischen Krankheitsbildes von Neoplasien gegenuber anderen
nicht tumordsen Erkrankungen bewahrt, da er ein unabhangiger prognostischer
Faktor fur viele Tumorarten ist (DERENZINI, 2000). AgNORs ermoglichen eine
Information Uber die Tumorwachstumsrate zum Zeitpunkt der Diagnose und sind
somit ein guter Marker zur Feststellung des Krankheitsverlaufes und Etablierung
geeigneterer Therapieprotokolle (DERENZINI, 2000).

Die Beurteilungen der quantitativen Verteilung von AgNORs wurden in der
Tumorpathologie sowohl zu diagnostischen als auch zu prognostischen Zwecken
angewandt (DERENZINI, 2000).

Zahlreiche humanmedizinische Studien haben bei verschiedenen Neoplasien eine
signifikante Korrelation zwischen der AgNOR Anzahl in Biopsien und der
Uberlebenszeit humaner Patienten nach der Operation eines malignen Tumors bzw.
unter Chemotherapie aufgezeigt, die in einer ausfiihrlichen Ubersichtsarbeit von
PICH et al. (2000) beschrieben wurde (PICH et al., 2000).

In der Veterinarmedizin ermoglicht die Silberfarbung ebenfalls die quantitative

AgNOR Untersuchung als prognostischen Indikator zu verwenden (BOSTOCK et al.,
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1989; SIMOES et al.,, 1994). KIUPEL et al. (1999) untersuchten periphere
Lymphknotenbioptate von Hunden mit Lymphomen unter Chemotherapie und
konnten zeigen, dass AQNORs auch zur Einschatzung des Behandlungerfolges von
kaninen Lymphomen wertvolle prognostische Marker sind (KIUPEL et al., 1999).
Nicht nur die AQNOR Anzahl, die mit der Rezidivrate korreliert, sondern auch die
AgNOR Flache, welche mit der Uberlebenszeit korreliert, waren von Bedeutung
(KIUPEL et al., 1999). Ahnliches gilt fiir kanine Mastzelltumoren. Hier konnte bei
FNAs und Bioptaten zusatzlich eine Korrelation der AgNOR Anzahl mit der
Uberlebenszeit nach chirurgischem Eingriff, dem histologischen Differenzierungsgrad
des Tumors (KRAVIS et al., 1996) und der Remission oder Metastasenbildung des
Tumors festgestellt werden (BOSTOCK et al., 1989; SIMOES et al., 1994).
Insgesamt sind AgNORs ein wertvoller prognostische Marker zur Beurteilung von
humanen und kaninen Lymphomen und deren Behandlungserfolg (DERENZINI,
2000; KIUPEL et al., 1998a; KIUPEL, 1999).

2.3.4.3 Vergleichende Untersuchungen der Bedeutung von AgNORs und Ki-67
als prognostischer Parameter in der Veterinarmedizin
Wahrend das prognostische Potential von AgNORs in der Veterindrmedizin bei
diversen Studien untersucht wurde, finden sich diesbezlglich fur den
Proliferationsmarker Ki-67 nur wenige vergleichende Untersuchungen mit dem
Proliferationsmarker AQNOR.
KIUPEL et al. (1999) demonstrierten bei 122 kaninen Lymphknotenbioptaten, dass
der Proliferationsmarker Ki-67 nur fur einzelne Gruppen von Hunden mit Lymphomen
- und zwar solche mit weniger als 20% bzw. 40- 60% Ki-67 positiven Zellen -
prognostisch signifikant war (KIUPEL, 1999). Die prognostisch bedeutendsten
Parameter flr die Behandlung kaniner Lymphome waren in dieser Studie jedoch der
Immunphanotyp und die durchschnittliche AgNOR- Anzahl und -Flache, denn der
Einsatz dieser drei Parameter machte eine Trennung zwischen Risikohunden mit
niedrigen Uberlebenschancen und Hunden mit Uberlebenszeiten von bis zu drei
Jahren unter Einsatz von Chemotherapie moglich (KIUPEL, 1999).
ETTINGER et al. (2006) untersuchten die prognostische Bedeutung der AgNOR
Anzahl und der Anzahl Ki-67 positiver Zellen bei histologischen Praparaten von
Sarkomen (n=60) in Bezug auf die Uberlebenszeit (ETTINGER et al., 2006).
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Unguinstig auf das Uberleben der erkrankten Tiere wirkte sich hierbei aus, wenn die
AgNOR Anzahl/ Zelle eines Patienten die mediane AgNOR Anzahl der
Studiengruppe Uberschritt, bzw. wenn die Anzahl Ki-67 positiver Zellen eines
Probanden hoher als die mediane Anzahl Ki-67 positiver Zellen war (ETTINGER et
al., 2006). Des Weiteren konnte eine verkirzte Uberlebenszeit bei Hunden mit einer
erhohten AgNOR Anzahl/ Zelle, ebenso sowie bei Sarkompatienten mit einer
erhohten Anzahl Ki-67 positiver Zellen nachgewiesen werden (ETTINGER et al.,
2006). Die Ergebnisse der multivarianten Uberlebensanalyse nach ,Cox proportional
hazard regression model analyses” zeigten aber, dass die erhdhte AQNOR Anzahl
bei Hunden mit Sarkomen der einzige prognostische Faktor fur eine kurzere
Uberlebenszeit war (ETTINGER et al., 2006).

WEBSTER et al. demonstrierten 2007 und 2008 in Studien bei Gewebeschnitten von
Hunden mit Mastzelltumoren (n=56), dass auch hier eine Erhéhung der AgNOR
Anzahl/ Zelle, sowie der Anzahl Ki-67 positiver Zellen ein signifikant geringeres
Uberleben der Probanden bedingte (WEBSTER et al., 2007; WEBSTER et al., 2008).
SCASE et al. zeigten dies bereits 2006, jedoch waren in ihrer Studie die AQNOR
Anzahl/ Zelle, sowie die Anzahl Ki-67 positiver Zellen bei Hunden mit
Mastzelltumoren (n=121) in der univarianten und multivarianten Analyse signifikante
Marker fur die Uberlebenszeit (SCASE et al., 2006). Anhand der Cox
Regressionsanalyse war der Proliferationsmarker Ki-67 sogar besser geeignet fur die
Vorhersage des Ablebens bei Mastzelltumorpatienten als der AgNOR Marker
(SCASE et al., 2006).

Im Gegensatz dazu konnte in einer anderen Untersuchung bei 33 testikularen
Tumorbioptaten  kein  signifikanter ~ Unterschied  zwischen  der  Ki-67
Proliferationsaktivitat von Hunden mit Seminomen, Sertoli- und Leydig- Zelltumoren
festgestellt werden (SARLI et al., 1994).

Diese Studien demonstrieren, dass die Bedeutung des Proliferationsmarkers Ki-67
im Gegensatz zu humanmedizinischen Untersuchungen und im Vergleich zur
AgNOR- Anzahl und -Flache als prognostischer Marker in der Veterinarmedizin

kontrovers diskutiert wird.
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2.4 Die Vorteile einer Doppelfarbung von AGNORs und Ki-67

Die Proliferationsaktivitat eines Tumors oder Gewebes wird bestimmt durch die
Wachstumsfraktion und die Zeit, die gebraucht wird, um den Zellzyklus zu beenden
(WRIGHT, 1984). Die quantitative AQNOR Bewertung ist die einzige Methode, die
Informationen  Uber die Geschwindigkeit der Zellproliferation in  der
Routineuntersuchung von Gewebematerial ermoglicht. Dieser Parameter zusammen
mit den Parametern, die die Anzahl der proliferierenden Zellen anzeigen (z.B. Ki-67),
kann eine zuverlassige Information Uber die Tumorwachstumsrate zum Zeitpunkt der
Diagnose liefern, und deshalb sehr nitzlich sein, um das klinische Erscheinungsbild
einer Tumorerkrankung zu definieren (LORENZATO, 2000). In Kombination mit dem
Proliferationsmarker Ki-67 sollen also zusatzliche Informationen Uber das
Proliferationsverhalten von kaninen Lymphomen erhalten werden.

Untersuchungen des Proliferationsverhaltens von Ki-67 und AgNORSs sind aber nur
aussagekraftig, wenn dieselben Bereiche eines Praparates untersucht werden.

Erst die Anfarbung der gleichen Zellen mit dem jeweiligen Proliferationsmarker
ermoglicht einen Vergleich dieser unterschiedlichen Marker. Die Anwendung einer
Doppelfarbetechnik schafft somit die Voraussetzungen fur eine Analyse dieser
unterschiedlichen Marker in der gleichen Zelle (COSTA et al., 1999).

Im Rahmen der histologischen Gewebeschnitte - mit einer durchschnittlichen Dicke
von 3um - sind mehrere Schnitte als zellgleich zu bewerten, und infolgedessen kann
ein Praparat mit Ki-67 und das andere gleichwertige mit der Silberfarbung fur
AgNORSs angefarbt werden. Zytologisch betrachtet bedeutet dies jedoch, dass eine
Doppelfarbung mit dem Ki-67 Antikérper und AGQNORs notwendig ist, denn die Zellen

eines jeden Praparates differieren aufgrund der Entnahmetechnik.

2.41 Die Bedeutung der Doppelfarbung von AGNORs und Ki-67 bei

histologischen Praparaten in der Humanmedizin

Doppelfarbungen von Ki-67 und AgNORs sind in der Literatur vorwiegend bei
pathologisch- histologischen Praparaten beschrieben (HALL et al., 1988a). Hierfur
wurden in zwei Studien jeweils gefrorene humane Gewebeschnitte von an NHL

erkrankten Patienten mit der Ki-67 Methode, sowie das zugehdrige paraffinfixierte
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Lymphgewebe mit der Silberfarbung fir AQNORs angefarbt (HALL et al.,, 1988a;
OKABE et al.,, 1991). Die Untersuchungen von 80 Patienten mit NHL haben eine
gute Korrelation zwischen der durchschnittlichen AQNOR Anzahl und der Anzahl Ki-
67 positiver Zellen ergeben (r= 0,86, P<0,001) (HALL et al., 1988a). In einer anderen
histologischen Studie wurde bei 25 Menschen mit unbehandelten NHL eine mafige
lineare Korrelation zwischen der durchschnittichen AQNOR Anzahl/ Zelle und dem
Verhaltnis der NHL Zellen, die mit Ki-67 reagierten, beobachtet (r= 0,48, P< 0,05)
(OKABE et al., 1991).

Humane Gewebeschnitte diverser anderer neoplastisch veranderter Organe wurden
auch jeweils nur mit einem Proliferationsmarker angefarbt und mit einem weiteren
Proliferationsmarker des korrespondierenden Schnittes verglichen (TRERE et al.,
1991). Die neoplastisch veranderten Organe umfassten Haut- (ANSAI und KOSEKI,
1995) und Schleimhdute (ZOLLER et al., 1993), Atmungsapparat (TRERE et al.,
1991), Magen- Darm- Trakt inklusive Lymphknoten (KAKEJI und KORENAGA, 1991;
RODOLICO et al., 2003), Anhangsorgane/ Leber (SUTO et al., 1998), Harn- (PICH et
al., 1991) und Geschlechtsorgane (CANEPA et al., 1990; DERVAN et al., 1989; DI
STEFANO et al., 1991; NIELSEN und NYHOLM, 1994), sowie das Gehirn (HARA et
al., 1990). Alle aufgefliihrten pathologisch- histologischen Praparate wiesen eine gute
Korrelation von AQNORs und Ki-67 auf. Obwonhl viele Studien eine gute Korrelation
zwischen der AQNOR Anzahl oder der AQNOR Flache und den Ki-67 positiven Zellen
in unterschiedlichen Neoplasien gezeigt haben, wurden die Proliferationsmarker in
den meisten Untersuchungen nicht simultan d.h. auf dem gleichen Praparat
angefarbt und beurteilt, so dass die fur die einzelnen Proliferationsmarker ermittelten

Ergebnisse nur eingeschrankt vergleichbar sind.

2.4.2 Die tatsachliche Doppelfarbung von AgNORs und Ki-67

Tatsachliche Doppelfarbungen, in denen die Ki-67 Farbung und die Silberfarbung
nacheinander auf dem gleichen histologischen Praparat angewandt wurden, finden
sich nur in wenigen Studien (COSTA et al.,, 1999; JANMOHAMED et al., 1990;
MUNAKATA und HENDRICKS, 1994; NAGAO und ISHIDA, 1995).
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2.4.2.1 Die Auswirkungen einer tatsachlichen Doppelfarbung auf die AQNORs
und die Anzahl Ki-67 positive Zellen (bei histopathologischen
Praparaten in der Humanmedizin)
Die  Doppelfarbung  erméglicht eine  Analyse  der  unterschiedlichen
Proliferationsmarker in denselben Zellen (COSTA et al., 1999), ohne jedoch einen
messbar negativen Einfluss auf die individuellen Parameter AQNOR Anzahl und Ki-
67 Index auszuiben (MUNAKATA und HENDRICKS, 1994). Zur Bestimmung der
Auswirkungen einer Doppelfarbung auf die AQNORs bzw. die Ki-67 positiven Zellen
in humanem Tonsillengewebe wurde jeweils ein Proliferationsmarker alleine, sowie in
der dualen Farbung angefarbt und beurteilt (MUNAKATA und HENDRICKS, 1994).
Es zeigte sich, dass die Silberfarbung keine demonstrierbaren Auswirkungen auf die
vorausgegangene Ki-67 Immunfarbung hat (MUNAKATA und HENDRICKS, 1994).
Der Proliferationsmarker Ki-67 ist ein intranuklearer Antikdrper, dessen Anfarbung
eine  Mikrowellenbehandlung erfordert, die wiederum die darauffolgende
Silberfarbung beeinflussen kdonnte. MUNAKATA und HENDRICKS (1994)
untersuchten deshalb zusatzlich noch die Auswirkungen einer fur die
immunologische Ki-67 Farbung bendtigte Mikrowellenbehandlung auf die AgQNORs
(MUNAKATA und HENDRICKS, 1994). Obwohl die Ki-67 Farbung die AgNOR
Anzahl nicht beeinflusste, wurde eine signifikante Erhdhung der Zellkernflache und
AgNOR Flache beobachtet (MUNAKATA und HENDRICKS, 1994). Die gleichen
Ergebnisse wurden jedoch auch bei alleiniger Mikrowellenbehandlung erzielt, so
dass der Effekt vermutlich auf die Mikrowellen zurtickzufihren ist (MUNAKATA und
HENDRICKS, 1994). Das prozentuale Verhaltnis der AgNOR Flache zur
Zellkernflache wurde aber durch die Mikrowellenbehandlung nicht beeinflusst.
Daraus folgt, dass der Grad der Veranderung durch die Mikrowellenbehandlung
sowohl fir den Zellkern als auch fur die AQNOR Flache gleich ist (MUNAKATA und
HENDRICKS, 1994).
Trotz der Beeinflussung der AgNOR Flache durch eine fur die Ki-67 Anfarbung
erforderliche Mikrowellenbehandlung sind nach Kenntnis der Autorin keine Studien
veroffentlicht worden, in denen zuerst die AQNOR Farbung und folgend die Ki-67
Farbung bei einer tatsachlichen Doppelfarbung von histopathologischen

Lymphknotenpraparaten angewandt wurde.
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24.2.2 Die tatsachliche Doppelfarbung von AgNORs und Ki-67 bei
histologischen Praparaten in der Humanmedizin

Nach Kenntnis der Autorin existieren nur wenige Studien bei Menschen - insbeson-
dere bei Patienten mit NHL -, die die Bedeutung unterschiedlicher Proliferations-
marker anhand einer tatsachlichen Doppelfarbung von AGQNORs und Ki-67 untersucht
haben. Hierfur wurden die Proliferationsmarker simultan d.h. auf dem gleichen
histologischen Praparat angefarbt und beurteilt, damit die ermittelten Ergebnisse der
einzelnen Proliferationsmarker zueinander in Beziehung gesetzt werden konnten und
somit vergleichbar waren.

Untersuchungen bei 13 gefrorenen Gewebeschnitten von Patienten mit NHL zeigten
eine signifikant hohere AQNOR Anzahl in Ki-67 positiven Zellen im Vergleich zu Ki-67
negativen Zellen (JANMOHAMED et al., 1990). Dies galt sowohl fir an NHL
erkrankte Menschen, die einen Tumor mit hohem Malignitatsgrad aufwiesen als auch
fur niedrige Malignitatsgrade (JANMOHAMED et al.,, 1990). Vergleichbare
Ergebnisse wurden bei oralen Karzinomen (COSTA et al, 1999) und
Leberkarzinomen (NAGAO und ISHIDA, 1995) festgestellt. MUNAKATA und
HENDRICKS (1994) bestatigten und erweiterten diese Resultate, indem sie sowonhl
fur die AgNOR Anzahl als auch fiur die AgNOR Flache von humanem
Tonsillengewebe einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit Ki-67
positiven und negativen Zellen zeigten (MUNAKATA und HENDRICKS, 1994).
Obwohl pathologisch- histologische Studien von humanen NHL eine Korrelation
zwischen den Proliferationsmarkern AQNORs und Ki-67 nachgewiesen haben (HALL
et al., 1988a) und sogar Ergebnisse von tatsachlichen Ki-67/AgNOR-
Doppelfarbungen publiziert wurden (JANMOHAMED et al., 1990), existieren nach
Kenntnis der Autorin in der Veterinarmedizin bis jetzt keine Veroffentlichungen von

tatsachlichen Ki-67/AgNOR- Doppelfarbungen an lymphatischem Gewebe.

2.4.2.3 Die tatsachliche Doppelfairbung von AgNORs und Ki-67 bei
zytologischen Praparaten in der Humanmedizin

Eine tatsachliche Doppelfarbung von AgNORs und Ki-67 wurde bisher nur bei

wenigen zytologischen Praparaten unabhangig von der Gewebeart in der

Humanmedizin durchgefuhrt. Nach Kenntnis der Autorin findet sich jedoch nur eine

Veroffentlichung Uber eine tatsachliche zytologische Ki-67/AgNOR- Doppelfarbung
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bei Patienten mit lymphoproliferativen Erkrankungen (MOURAD et al., 1994). Diese
Studie untersuchte insgesamt 10 FNAs, darunter 3 FNAs von Patienten mit
Brustkrebs, 6 an Lymphom erkrankte Menschen und eine FNA eines Patienten mit
einer reaktiven Hyperplasie (MOURAD et al., 1994). In diesem Artikel wurde jedoch
nicht beschrieben, welches Gewebe mittels Feinnadelaspiration bei den Probanden
mit lymphoproliferativen Erkrankungen zur Untersuchung und Anfarbung der
Doppelfarbung enthommen wurde (MOURAD et al., 1994). Wie in den zuvor
beschriebenen Studien an NHL erkrankten Menschen wendeten MOURAD et al.
auch zuerst die Ki-67 Farbung und dann folgend die Silberfarbung an zytologischen
Praparaten an (MOURAD et al.,, 1994). Entsprechend den vorangegangenen
Veroffentlichungen Uber Doppelfarbungen von histologischen Praparaten von NHL
Patienten konnten die Untersuchungen bei Brustkrebs- und Lymphompatienten
ebenfalls einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der AGNOR Anzahl
von Patienten mit Ki-67 positiven und negativen Zellen nachweisen (MOURAD et al.,
1994). Der Proband mit der reaktiven Hyperplasie wies jedoch ahnliche Ergebnisse
wie die Tumorpatienten auf und war somit von diesen nicht zu differenzieren
(MOURAD et al., 1994).

ZAITOUN und EBBS (2000) verwendeten auch eine zytologische Ki-67/AgNOR-
Doppelfarbung und bezogen neben der AQNOR Anzahl zusatzlich die AQNOR Flache
in ihre umfangreicheren Untersuchung von insgesamt 61 Brustkrebspatienten ein
(ZAITOUN AM und EBBS SR, 2000). Sie fanden heraus, dass sich die AgNOR
Flache und die Anzahl der AQNORs/ Zelle bei Patienten mit Ki-67 positiven Zellen
progressiv mit dem Erkrankungsgrad erhohten (ZAITOUN AM und EBBS SR, 2000).

Generell ist also eine Ki-67/AgNOR- Doppelfarbung bei FNAs von Lymphom- und
Brustkrebspatienten realisierbar, die sogar mit den Ergebnissen von

histopathologischen NHL Untersuchungen ubereinstimmen.

2.4.2.4 Die tatsachliche Doppelfarbung von AgNORs und Ki-67 in der
Veterinarmedizin

Nach Kenntnis der Autorin existieren weder bei Lymphomen noch bei anderen

kaninen Geweben Veroffentlichungen Uber tatsachliche Doppelfarbungen von

AgNORs und Ki-67 bei histologischen und zytologischen Praparaten in der

Veterinarmedizin. KIUPEL et al. (1999) publizierten eine prognostische Studie
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anhand von kaninen Lymphomen, in der die Silberfarbung bei formalinfixierten
Praparaten und die Ki-67 Farbung an gefrorenen Gewebeschnitten angewandt
wurde (KIUPEL, 1999). Vergleichbare Untersuchungen fuhrten ETTINGER et al.
(2006) bei kaninen Sarkomen durch (ETTINGER et al., 2006), sowie WEBSTER et
al. (WEBSTER et al., 2007; WEBSTER et al., 2008) und SCASE et al. bei
Mastzelltumoren von Hunden (SCASE et al., 2006).

Somit stellt die Kombination von AgNOR und Ki-67 Farbung in zytologischen
Ausstrichen insbesondere an Lymphknotenpraparaten ein interessantes und neues

Arbeitsgebiet flr die Veterinarmedizin dar.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Eigene Untersuchungen

Ziel dieser Studie war die Etablierung der AQNOR Farbung, sowie die quantitative
Auswertung mit Hilfe eines computergestutzten automatischen Bildanalysesystems
bei Lymphknoten- FNAs basierend auf den Richtlinien des International Committee
on AgNOR Quantitation (AUBELE et al., 1994; OFNER et al., 1995). Hierdurch
sollten mit anderen Arbeitsgruppen vergleichbare Ergebnisse ermdglicht und eine
objektive und reproduzierbare Auszahlung und Vermessung der AgNORs zur
Bewertung der Proliferationsaktivitat erreicht werden.

Zur Auswertung dieser Praparate wurden die AgNOR- Anzahl und -Flache
herangezogen, da mindestens einer dieser Parameter eine sichere Unterscheidung
zwischen benignen und malignen Geweben ermdglicht. Weiterhin sollte anhand
dieser Parameter untersucht werden, ob eine Differenzierung zwischen
neoplastischer, reaktiver bzw. entzindlicher = Gewebeveranderung und
physiologischem Gewebe bei FNAs aus Lymphknoten maoglich ist.

In Kombination mit dem Proliferationsmarker Ki-67 sollten zusatzlich Informationen
uber das Proliferationsverhalten erhalten werden. Da diese Untersuchung nur
aussagekraftig ist, wenn die gleichen Bereiche des zytologischen Praparates
angefarbt und beurteilt werden, lag das Ziel dieser Studie in einer Doppelfarbung mit
dem Ki-67 Antikorper und AgNORs.

Zuletzt sollte Uberpruft werden, ob die Proliferationsmarker AQNOR und Ki-67 als
Screeningparameter zur Feststellung eines Lymphoms geeignet sind und somit eine

Hilfestellung bei der Diagnose eines kaninen Lymphoms geben kénnen.

3.2 Patientengut

In der Zeit von Februar 2003 bis Oktober 2005 wurden zur Bewertung des
Proliferationsverhaltens von kaninen Lymphomen in der Klinik fur Kleintiere der
Justus- Liebig- Universitat GieRen 101 Hunde, darunter 26 klinisch gesunde Hunde

als Kontrollgruppe (n=26), 31 Tiere mit Lymphadenitiden (n=31), 25 mit reaktiven
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Hyperplasien (n=25) und 19 Hunde mit Lymphomen (n=19) in die Untersuchung
einbezogen. Diese Einteilung ermdglichte eine Differenzierung der Probanden in an
Lymphom erkrankten Hunden und einer Nicht- Lymphomgruppe. Den Uberwiegenden
Anteil der kaninen Proben stellten Uberweisungspatienten der Kilinik fiir Kleintiere der
Justus- Liebig- Universitat GielRen. FNAs von Lymphompatienten wurden zusatzlich
mit freundlicher Unterstutzung einer auf Onkologie spezialisierten privaten Kilinik
(Tierklink Hofheim) zur Bearbeitung zugesandt. Weiterhin wurden Proben von
StraRenhunden von der Autorin bei einer Kastrationsaktion der Mduanchener
Tierschutzorganisation , Tiere des Sudens e.V.“ in Griechenland gewonnen und in die
Untersuchung einbezogen.

Proben von Hunden, die mit Glukokortikosteroiden oder Chemotherapie vorbehandelt

waren, wurden in unserer Studie ausgeschlossen.

3.3 Die klinische Untersuchung der Patienten

Der Allgemeinzustand der Tiere wurde im Rahmen der allgemeinen und speziellen
klinischen Untersuchung beurteilt. Ein Patient wurde als gesund bewertet, wenn er
klinisch unauffallig war, keine Lymphknotenvergroerung aufwies und die
Untersuchung der May- Grunwald/ Giemsa gefarbten Lymphknoten- FNAs der
Morphologie eines physiologischen Lymphknotens (MESSICK, 2008) entsprach. In
den Vorbericht gingen sowohl Rasse als auch Geschlecht der Hunde, sowie die
Ergebnisse der klinischen Untersuchung ein. Eine Glukokortikosteroidbehandlung
der Tiere vor Probenentnahme fuhrte ebenso zum Ausschluss von der Studie wie
eine chemotherapeutische Behandlung.

Die allgemeinen Kklinischen, sowie die weiterfihrenden labordiagostischen
Untersuchungen erfolgten im eigenen Haus und wurden von den Mitarbeitern der
Klinik fur Kleintiere der Justus- Liebig- Universitat Gielen vorgenommen. Im Rahmen
der weiterfihrenden Untersuchungen wurden in eigener Person die Uberwiegende
Entnahme der Lymphknoten- FNAs, sowie die folgende Fixierung der FNAs zur
Konservierung durchgefuhrt. Die anschlieBende Weiterverarbeitung der Proben
durch spezifische Anfarbeverfahren, sowie die Bearbeitung und Auswertung der

Proben wurden ausschliel3lich von der Autorin vorgenommen.
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3.4 Gerate

Fur die weiterfihrenden Untersuchungen - insbesondere die unterschiedlichen

Farbeverfahren - kamen die nachfolgend aufgeflhrten Laborgerate zum Einsatz:

Technische Gerate:

Analysewaage P160, Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland

Wasserbad Aqualine GFL, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Absaugpumpe Eppendorf 4151, Med&IT Trading, Landshut, Deutschland
Mikrowelle Samsung M1712N, Schwalbach, Deutschland

Vortex Schuttler Heidolph REAX 2000, LABCON GmbH, Heppenheim, Deutschland
Brutschrank, LabMarket GmbH, Mannheim, Deutschland

Gerate und Verbrauchsmaterialien:

Farbesystem (Gestell und Glaskasten, warmebehandelt), Reinke, Giessen,
Deutschland

Pipetten, PreCision 0,5- 10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100- 1000 pl, 1000 pl, Biozym

Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland

Pipettenspitzen, Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland

Objekttrager, geschnitten, Mattrand, 76x 26 mm, HenrySchein Vet (ehemals
Heiland), Hamburg, Deutschland

Deckglaser, 24x 60 mm, HenrySchein Vet (ehemals Heiland), Hamburg, Deutschland

Glasschreiber, neolLab, Heidelberg, Deutschland

Spritze, 10 ml, inkl. Kanule, HenrySchein Vet (ehemals Heiland), Hamburg,

Deutschland

Auswertung:
Kamera:
Nikon Coolpix 5000, Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Software zur digitalen Bildanalyse:
QUIPS, QGO/QWIN Software, Leica, Wetzlar, Deutschland
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Statistische Auswertung:

MedCalc Version 9.0.1.1 fur Windows, 1993-2006 Frank Schoonjans

Graph Pad Prism Version 4.00 fur Windows, Graph Pad Software, San Diego
Kalifornien, USA

3.5 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Fur die Farbeverfahren fanden nachfolgend angeflhrte Chemikalien Verwendung:

3.5.1 Ubersichtsfirbung fiir zytologische Diagnostik

May- Griinwald/ Giemsa- Farbung:
May- Grinwalds Eosin- Methylenblau, Roth, Karlsruhe, Deutschland
Giemsa, Merck, Darmstadt, Deutschland

Aqua Bidest, Aqua Quick, Schwalbach, Deutschland

3.5.2 AgNOR/Ki-67- Doppelfarbung, sowie B- und T- Zell- Differenzierung

Fixierung:
Merckofixspray, Merck, Darmstadt, Deutschland

Azeton, >99,5%, zur Synthese, Roth, Karlsruhe, Deutschland

AgNOR Farbung:

Fur Carnoysche Solution:

Ethanol, vergallt, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Essigsaure/ Eisessig, 100%, zur Analyse, Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fur Silberlosung:

Gelatine, Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ameisensaure, 100%, Merck, Darmstadt, Deutschland

Silbernitrat, Merck, Darmstadt, Deutschland
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Immunreagentien:

Primare Antikorper:

CD79a, Monoklonal Maus Anti- Human, Klon HM57, Isotyp IgG1, Kappa,
Dako, Hamburg, Deutschland

CD3, Monoklonal Maus Anti- Human, Klon PC3/188A, Isotyp IgG1, Kappa,
Dako, Hamburg, Deutschland

MIB-1 (Ki-67 Antigen), Monoklonal Maus Anti- Human, Klon MIB-1, Isotyp IgG1,
Kappa, Dako, Hamburg, Deutschland

Verduinnungsmedium fur die primaren Antikorper:

Antibody diluent with background reducing components, AK- Verdunner,

Dako, Hamburg, Deutschland

Sekundarer Antikorper:
Kaninchen Anti- Mausimmunglobuline, Brucken- AK, Dako,

Hamburg, Deutschland

APAAP- Farbung:

Fur Vorbehandlung:

Salzsaurealkohol, 1%, Merck, Darmstadt, Deutschland

TBS (Tris buffered saline), pH 7,6, Verdunnungs- und Puffersubstanz,
Dako, Hamburg, Deutschland

Methanol,<99%, Merck, Darmstadt, Deutschland

Fur Citratpuffer:

Stammldsung A:

Zitronensaure- Monohydrat, >99,5%, p.a., Roth, Karlsruhe, Deutschland
Stammlosung B:

Natriumcitrat, Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

Fast Red Substrate Systeme, Dako, Hamburg, Deutschland
New Fuchsin Substrate System, Dako, Hamburg, Deutschland

Mayers Hamalaunlosung, Merck, Darmstadt, Deutschland
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3.6 Methodik

Die Beschreibung der Methodik erfolgt jeweils fir die AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung
sowie flr die B- bzw. T- Zell- Differenzierung der Lymphome in 3 Arbeitsschritten:

1. Etablierung der Methodik

2. Beschreibung des Farbeverfahrens

3. Beschreibung der Auswertung
Die AgNOR/Ki-67- Doppelfarbung sollte eine Beurteilung der durchschnittlichen
AgNOR- Anzahl und -Flache/ Zelle, sowie der prozentualen Anzahl Ki-67 positiver
Zellen bei FNAs kaniner Lymphknoten in denselben Bereichen eines Praparates
ermdglichen, so dass eine Analyse dieser unterschiedlichen Marker in der gleichen
Zelle moglich ist und die Ergebnisse der Proliferationsmarker dadurch vergleichbar

werden.

3.6.1 Etablierung der Methodik fiir die AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung

Zur Etablierung der Doppelfarbung waren Vorversuche notwendig, die im Folgenden

kurz erlautert werden:

3.6.1.1 Fixierung der Proben

Die unterschiedlichen Fixierungen wurden jeweils bei einer alleinigen Ki-67- sowie flr
eine alleinige AgQNOR Anfarbung getestet, um die Auswirkungen auf die einzelnen
Proliferationsmarker bewerten zu konnen. Anfanglich wurden die Proben fur 10
Minuten mit 95%igem Ethanol fixiert, jedoch konnten nur bei frischen Praparaten
gute Resultate in Bezug auf die Anfarbbarkeit der AQNORs erzielt werden. Schon
nach wenigen Tagen der Lagerung waren bei der Uberwiegenden Mehrzahl der
Ausstriche keine AQNORs mehr anfarbbar, weshalb diese Art der Fixierung fur den
Proliferationsmarker Ki-67 nicht getestet wurde.

Des Weiteren erfolgte eine 10- minutige Azetonfixierungen (> 99,5%) der Praparate,
jedoch waren die AgNORs dieser Lymphomproben weniger klar umgrenzt und
merklich geringer bzw. weniger deutlich schwarz gefarbt im Gegensatz zur schneller
anwendbaren Spruhfixierung mit Merckofix. Die Resultate der Ki-67 Anfarbung waren

sowohl flr eine Azeton- als auch fur eine Merckofixfixierung der FNAs gleich gut.
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Die Azetonfixierung entsprach aber nicht dem Standardprotokoll des International
Committee on AQNOR Quantitation, das fur die Silberfarbung von FNAs Ethanol oder
Merckofix empfiehlt (AUBELE et al., 1994).

Im Rahmen der Vorversuche fiur die AgNOR/Ki-67- Doppelfarbung ist deutlich
geworden, dass eine Fixierung der zytologischen Lymphknotenpraparate mit
Merckofix notwendig war, um eine Konservierung der FNAs in Bezug auf die AQNOR
Anfarbbarkeit zu ermdglichen. Idealer Weise sollte die Merckofixfixierung der
Lymphknotenausstriche sofort nach dem Trocknen der Proben (auf den
Objekttragern) durchgefihrt werden, spatestens jedoch innerhalb von 24 Stunden.
Somit konnten die fixierten Praparate entsprechend den Richtlinien des
Standardprotokolls fur Silberfarbungen (AUBELE et al., 1994; TRERE, 2000) bei
Dunkelheit (im Objekttragerkasten) und 37°C Raumtemperatur (abgesehen von
jahreszeitlich bedingten Schwankungen) bis maximal 7 Monate, Ausnahmen sogar

bis zu 18 Monaten, gelagert werden.

3.6.1.2 Erstellung der geeigneten Gebrauchsverdiinnungen durch Titration

Weiterhin wurde durch Verdlnnungsreihen die optimale Konzentration des MIB-1
Antikérpers gegen den Proliferationsmarker Ki-67 festgestellt. Die hdchste
Verdinnung, die die starkste Immunreaktivitat bewahrt, wird als ,optimale
Verdinnung® bezeichnet. Die Verdinnung des MIB-1 Antikorpers erfolgte mit einem
Antikoérperverdinner (Antibody diluent with background reducing components, Dako),
der eine Hintergrund reduzierende Komponente aufwies (BOENISCH et al., 2003).
Die Verdunnungsstufen wurden in 25iger Schritten von 1:25 bis 1:150 untersucht.
Das  Titrationsverfahren ergab eine gute  Anfarbbarkeit bei einer

Antikoérperverdinnung von 1:50.

Anfanglich fand ein Testkitsystem (Dako) mit fertig angemischten Komponenten des

Brickenantikdorpers und APAAP Verwendung. Die Konzentrationen beider
Komponenten wurden im Beipackzettel nicht angegeben - sie lagen nach Angaben
der Dako Mitarbeiter jedoch ungefahr bei 1:25 -, weshalb eine Titration dringend
erforderlich war. Laut Herstellerempfehlung der Firma Dako sollte bei
Farbeprotokollen fur zytologische Praparate die optimale Konzentration von APAAP
1:50- 1:100 wund fir den Bruckenantikbrper 1:25- 1:50 betragen. Als
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Verdlinnungsmedium wurde hierfir TBS (Tris buffered saline, Dako) empfohlen
(BOENISCH et al., 2003). Folglich erschienen die gewahlten Verdinnungsstufen von
1:25 und 1:50 fur den Bruckenantikorper und APAAP sinnvoll. Die Verdunnungen
wurden sowohl bei einer alleinigen Ki-67- Farbung als auch bei einer AQNOR/Ki-67-
Doppelfarbung getestet. Die Einzel- und Doppelfarbung zeigten fir die
Bruckenantikorper- und APAAP- Verdinnung von 1:50 eine nur schwache rote
Anfarbung der Ki-67 positiven Zellen. Folglich lagen die optimalen Farberesultate fur

den Brickenantikdrper und APAAP bei einer Konzentration von 1:25.

Im Testkitsystem befand sich weiterhin Fast Red (Dako), das jedoch den Zellkern der
Ki-67 positiven Zellen nur grobkornig farbte. Im Rahmen von spateren
Untersuchungen zur besseren Anfarbbarkeit von B- und T- Zellen bei FNAs wurde
Neufuchsin (Dako) und Fast Red (Dako) bei verschiedenen Verdinnungsstufen des
Bruckenantikdrpers und APAAP vergleichend getestet. Neufuchsin erzeugte dort
eine feinkodrnigere und kraftigere rote Kernfarbung im Gegensatz zu Fast Red und
wurde deshalb auch fur den Proliferationsmarker Ki-67 eingesetzt, der ebenfalls
besser angefarbte Resultate mit Neufuchsin bei einer Briuckenantikdrper- und
APAAP- Verduinnung von 1:25 zeigte.

3.6.1.3 Blauen der Ki-67- Farbung

In der alleinigen immunzytologischen Ki-67 Farbung wurden nur die Ki-67 positiven
Zellen mit Hilfe von Neufuchsin oder Fast Red angefarbt. Die Ki-67 negativen Zellen
blieben unmarkiert und waren somit nicht sichtbar, weshalb eine Gegenfarbung
erforderlich wurde. Hierfur wurde Mayers Hamalaunldsung (Merck) verwendet, da sie
kompatibel mit den Chromogenen Neufuchsin und Fast Red ist (BOENISCH et al.,
2003).

Nachdem Mayers Hamalaunlosung auf die Objekttrager aufgebracht worden war,
erfolgte ein Blauen der Zellen in Leitungswasser, d.h. mit Hilfe der Verweildauer der
Proben in Leitungswasser konnte die Intensitat der Blaufarbung der Zellen im
Allgemeinen und der Einfluss auf die roten Ki-67 positiven Zellen im Speziellen
untersucht werden. Blauungsintervalle von wenigen Sekunden, 2 Minuten, 5
Minuten, 10 Minuten, 15 Minuten und 20 Minuten wurden getestet. Ein kurzes Blauen

rief hierbei eine genauso blaue Farbung der Ki-67 negativen Zellen hervor wie ein
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langeres Blauen. Es zeigte sich, dass das Blauen keinen negativen Einfluss auf die
positive rote Markierung des Proliferationsmarkers hatte. Die Ki-67 negativen Zellen
wurden auch bei kurzem Blauen ausreichend blau angefarbt, weshalb flr unser
Farbeprotokoll die kurze Variante des Blauens gewahlt und das gefarbte Praparat

nur kurz mit Leitungswasser abgespult wurde.

3.6.1.4 Kochen der Proben

Der Proliferationsmarker Ki-67 ist ein intranuklearer Antikdrper, dessen Anfarbung
eine Mikrowellenbehandlung erfordert (MUNAKATA und HENDRICKS, 1994).

Die einzigen 2 Studien in der Literatur, die eine zytologische Doppelfarbung bei
humanen Praparaten vorgenommen hatten, nutzten ein anderes Farbesystem, die
Avidin- Biotin- Peroxidase- Methode (ABC) (MOURAD et al., 1994; ZAITOUN AM
und EBBS SR, 2000), weshalb auf histologische Farbeprotokolle von Ki-67/AgNOR-
Doppelfarbungen zurlckgegriffen wurde. Hier verwendeten die Autoren ein 3x 5-
minutiges Kochen der Proben in 10mM Zitratpuffer mit anschlieBendem Abkuhlen der
Proben im gleichen Puffer (COSTA et al., 1999; NAGAO und ISHIDA, 1995).
Entscheidend fur die Anfarbbarkeit von Ki-67 war demnach ein Kochen der Proben in
Zitratpuffer, der mit Hilfe einer Mikrowelle erhitzt wurde. Jedoch platzten die
handelsublichen Glasfarbetroge wahrend des Kochvorgangs, weshalb eine spezielle
Hitzebehandlung der Gefalle (Firma Reinke, Giessen) erforderlich war. Sobald der
Zitratpuffer im warmebehandelten Farbetrog kochte, wurden in 1- minatigem Abstand
Uber insgesamt 15 Minuten Objekttrager entnommen und nach Abkuhlen im gleichen
Puffer routinemalig weiter angefarbt. Eine Ki-67 Farbung war vorhanden, wenn die
Proben mindestens 9, hdchstens jedoch 14 Minuten kochelten. Optimale
Farberesultate lieferte eine Kochzeit von insgesamt 11 Minuten.

Das Verkochen des Zitratpuffers fihrte zum Austrocknen der Proben und sollte unter
allen Umstanden verhindert werden, so dass Intervalle von 5 Minuten gewahlt
wurden, in denen der verdunstete Zitratpuffer mit heillem Puffer aufgeflllt werden

konnte. So ergab sich ein Kochintervall von 3x 5 Minuten+ 2 Minuten.



Material und Methoden 54

3.6.1.5 Die AgNOR/Ki-67- Doppelfarbung

Entscheidend war auch die Frage, ob zuerst die AQNOR- oder die Ki-67- Farbung
durchgefuhrt werden sollte.

Jegliche Versuche, in denen zuerst die Ki-67 Farbung und anschlieRend eine
AgNOR Farbung angewandt wurden, scheiterten, weil die braun- schwarze
Silberfarbung die roétliche Immunfarbung Uberlagerte. Die schwarzen AgNORs
konnten durch die braune Farbung der gesamten Zellen nicht gut differenziert
werden.

Waren die AgNORs aber ersteinmal mit Hilfe der Silberfarbung schwarz markiert,
fand keine Veranderung durch eine folgende Immunfarbung statt. Die Ki-67 positiven
Zellen wurden deutlich rot markiert und die Ki-67 negativen Zellen wurden durch die
Mayers Hamalaunlésung- Gegenfarbung eindeutig blau gefarbt. Folglich wurde
zuerst die AQNOR- und anschlie3end die Ki-67- Farbung durchgefuhrt.

3.6.2 Beschreibung des Farbeverfahrens fiir die AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung

Basierend auf den Resultaten dieser Vorversuche, sowie in Anlehnung an die
Richtlinien zur AgNOR Quantifizierung des International Committee on AgNOR
Quantitation (1993), die ein standardisiertes Farbe- und Auswertprotokoll festlegen
(AUBELE et al., 1994; OFNER et al., 1995) wurde folgendes Farbeprotokoll

ausgearbeitet:
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Tabelle 4: Farbeprotokoll der AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung

Nr. | Arbeitsschritt Firma Zeit + Temp.
1 Fixierung:
Objekttrager Luft trocknen lassen
Fixieren mit Merckofix- Spray (Merck)
Luft trocknen lassen
2 | AgNOR Farbung (anhand der Richtlinien zur
AgNOR Quantifizierung):
Herstellen einer Carnoy schen Solution (Roth)
d.h. Ethanol und Eisessig im Verhaltnis 3:1
mischen
Objekttrager darin nachfixieren 30 Min
3 | Uberfiihren in eine absteigende Alkoholreihe:
Ethanol 99,5% (Roth) | 3 Min
Ethanol 70% 3 Min
Ethanol 50% 3 Min
4 | Wassern in Aqua bidest (WDT) | 3 Min
5 | Silbernitratldsung herstellen 37°C
(Jeweils fur 4 Objekttrager): Wasserbad
zu 100ml Aqua Bidest 0,66g Gelatine geben, so | (Sigma)
dass eine 0,66%ige Gelatinelosung entsteht
anschlie3end 33ml reine Ameisensaure
hinzufiigen, so dass eine 0,33%ige End- Lésung
hergestellt wird
Aus dieser Stammlésung nimmt man 10ml und
gibt 3,3g Silbernitrat hinzu, so dass eine 33%ige
Endlésung entsteht in der die Objekttrager bei 37°C
Dunkelheit gefarbt werden Brutschrank
(Kurz vor Gebrauch komplexieren, da Silbernitrat 12 Min
schnell 16slich ist)
6 | Waschen in Aqua bidest (WDT) | 2x5 Min
7 | Ki-67 Farbung
Vorbehandlung:
Vorbehandeln in 1%igem Salzsaurealkohol (Roth) | 1 Min
8 | Spulen mit TRIS (Dako) |5 Min
9 | Uberflihren in eiskaltes Methanol (Merck) | 10 Min
10 | Spulen mit TRIS (Dako) | 5 Min
11 | 10mM Zitratpuffer mit pH 6,0 herstellen aus
9,0ml Stammlésung A (0,1M Zitronensaure, d.h. | (Roth)
21,01g in 1000ml Aqua bidest) und
41,0ml Stammldésung B (0,1M Natriumcitrat, d.h. | (Merck)
29,41 g in 1000ml Aqua bidest) und
450ml Aqua bidest (WDT)
Objekttrager in Zitratpuffer geben und 600 W
diese in der Mikrowelle kochen 3x 5 Min
+ 2 Min
12 | AbkUhlen auf Raumtemperatur 20 Min
13 | Waschen in TRIS (Dako) |5 Min
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14 | Immunzytologische Farbung: (Dako) | 30 Min
Inkubieren mit Primarantikorper Ki-67
in einer Verdunnung von 1:50

15 | Spulen mit TRIS (Dako) | 2x 5 Min

16 | Inkubieren mit Bricken- Antikorper 1:25 (Dako) | 30 Min

17 | Spulen mit TRIS (Dako) | 2x 5 Min

18 | Inkubieren mit APAAP (Dako) | 30 Min
In einer Verdlnnung von 1:25

19 | Spulen mit TRIS (Dako) | 2x 5 Min

20 | Herstellen der Neufuchsin- Lésung mittels (Dako)

Substrat: 2 Tropfen von Flasche A (TRIS) auffullen
auf 2 ml Aqua bidest, dann 1 Tropfen von Flasche
B (Substrat Konzentrat) hinzugeben und mischen

Chromogen: 1 Tropfen von Flasche C
(Neufuchsin) mit 1 Tropfen von Flasche D

(Aktivator) mischen 3 Min

AnschlieRend Substrat und Chromogen mischen

und auf die Objekttrager geben 20 Min
21 | Spulen mit TRIS (Dako) |5 Min
22 | Gegenfarben mit Mayers Hamalaun (Roth) [45s

23 | Blauen in Leitungswasser bis das Wasser klar ist

24 | Trocknen lassen der Objekttrager

Um auldere Einflussfaktoren so gering wie mdglich zu halten, wurde eine konstante
Raumtemperatur von 23 °C mit Hilfe einer Klimaanlage gewahlt und die Abfolge der
einzelnen Arbeitsschritte zeitlich exakt eingehalten.

FUr die Farbung mulRten die FNAs auf den Objekttragern markiert werden. Hierfur
wurde mit Hilfe eines Glasschreibers ein Kreis um die anzufarbenden Areale auf die
glasernen Objekttrager geritzt. Zum Auftragen der Antikdrper und fir die dazwischen
liegenden Waschschritte wurden die Objekttrager auf ein Tablett gelegt, die
Ldsungen als liegender Tropfen auf die vorgeritzten Objekttragerareale pipettiert und
nach der Inkubationszeit abgesaugt. Mit Hilfe der Silberfarbung lielen sich die
AgNORs zytologischer Lymphknoten- FNAs sehr deutlich als schwarze Punkte in
den Nukleoli darstellen, was eine gute Voraussetzung fur die computergestutzte
digitale Bildanalyse war. Weiterhin zeigte die AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung eindeutig
rote Ki-67 positive und blaugefarbte Ki-67 negative Zellen, die ein einfaches

Auszahlen der Ki-67 positiven Zellen ermaoglichte.
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Abbildung 3: AgNOR/Ki-67 Doppelfarbung: positiv rot gefarbte Ki-67 positive
Zellen und blaue Ki-67 negative Zellen mit schwarzen AQNORs

Bild oben links: physiologisches Lymphknotenpraparat

Bild oben rechts: Lymphadenitis mit segmentkernigem Granulozyt

Bild unten links: reaktive Hyperplasie

Bild unten rechts: Lymphom

3.6.3 Konservierung der AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung

Die angefarbten Objekttragerpraparate wurden mit Hilfe eines Mikroskops mit
aufgesetzter digitaler Kamera bei Olimmersion unter 1000- facher VergréRerung
fotographiert. Die Aufnahmen wurden kurz nach Anfarbung der AgNOR/Ki-67-
Doppelfarbung angefertigt, da die AgNORs nur eine begrenzte Halbwertszeit
aufwiesen. AnschlieBend wurden die digitalen Bilder zur Konservierung und fir die

spater folgende Auswertung der Zellen auf CD gebrannt und somit archiviert.
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3.6.4 Etablierung der Methodik fur die B- bzw. T- Zell- Differenzierung

Zur Etablierung der immunzytologischen B- bzw. T- Zell- Differenzierung bei Hunden
mit Lymphomen waren Vorversuche notwendig, die im Folgenden kurz erlautert

werden:

3.6.4.1 Fixierung der Proben

Zur Fixierung der kaninen Lymphknoten- FNAs ist eine zehnmindtige
Azetonbehandlung notwendig, wie sie fir immunzytologische Farbungen
gebrauchlich ist (BOENISCH et al., 2003). FNAs von Hunden mit Lymphomen
wurden sofort nach der Fixierung, sowie Tage, Wochen und Monate spater mit CD3
als T- Zell- Marker und CD79a als B- Zell- Marker angefarbt. Im Gegensatz zur
langen  Konservierungszeit und damit Anfarbbarkeit der AgNOR/Ki-67-
Doppelfarbung war die B- bzw. T- Zell- Differenzierung nur bis zu 14 Tage nach
Fixierung der Praparate moglich und stellte somit einen limitierenden Faktor fur die

auszuwertenden kaninen Lymphomproben dar.

3.6.4.2 Kreuzreaktivitat des Primarantikorpers

Fir die B- bzw. T- Zell- Differenzierung der Lymphompatienten ist anhand von
Vorversuchen die Kreuzreaktivitat der Primarantikdrper mit kaninen lymphatischen
Zellen festgestellt worden, da die Spezifitdt des verwendeten Antikorpers nicht flr
Hunde getestet war. Hierflr wurden gleichzeitig FNAs und Bioptate aus den gleichen
regionaren Lymphknoten bei Hunden mit Lymphomen entnommen. Die FNAs wurden
von der Autorin mit den Primarantikbrpern CD3 und CD79a (Dako) anhand des
eingangs beschriebenen immunzytologischen Protokolls angefarbt. Die Bioptate
hingegen wurden in der Veterinarpathologie der Justus- Liebig- Universitat
immunhistologisch gefarbt. Es zeigte sich, dass eine immunzytologische Farbung der
Lymphknotenpraparate mdglich war und dass die FNAs und die Bioptate die gleichen
Resultate fur eine B- bzw- T- Zell- Differenzierung bei Hunden mit Lymphomen
aufwiesen.

In Anlehnung an vorherige Studien (KIUPEL, 1999) wurde nach erfolgreich
getesteter Kreuzreaktivitat zur Bestimmung des Immunphéanotyps CD3 als T- Zell-
Marker, sowie CD79a zur B- Zell- Bestimmung angewandt. Alle Lymphome wurden

doppelt identifiziert. Die B- Zell- Lymphome reagierten positiv mit dem CD79a- und
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negativ mit dem CD3- Marker. Alle als T- Zell- Tumoren klassifizierten Lymphome
reagierten positiv mit dem CD3- AK und negativ mit dem CD79a- AK. Eine positive
Antikdrpermarkierung der APAAP- Farbung wurde folglich durch ein leuchtend rotes
Endprodukt gekennzeichnet, wahrend eine negative Reaktion bedingt durch die

Mayers Hamalaun Gegenfarbung nur eine Blaufarbung der Zellen hervorrief.

Abblldung 5: CD3 negativer Marker bei FNA eines B- Zell- Lymphompatients
mit 2 einzelnen CD3 positiven Zellen

3.6.4.3 Erstellung der geeigneten Gebrauchsverdiinnungen durch Titration

Die optimale Antikdrperkonzentration fur die B- bzw. T- Zell- Differenzierung (Anti
CD79a und CD3) in FNAs von Hunden mit Lymphomen wurde mittels
Verdlinnungsreihen ermittelt. Als Verdinnungsmedium fir die primaren Antikorper
eignete sich ein Antikérperverdinner mit Hintergrund reduzierenden Eigenschaften
(Antibody diluent with background reducing components, Dako) (BOENISCH et al.,
2003). Verdunnungsstufen von 1:50, 1:75 und 1:100 wurden fur beide primare

Antikdrper mit dem Testkittsystem untersucht. Das Titrationsverfahren ergab eine
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optimale Anfarbbarkeit bei einer CD3 Konzentration von 1:75 und einer CD79a

Konzentration von 1:50.

Spater erfolgte eine Validierung der Brickenantikérper- und APAAP- Konzentration
bei einem T- Zell- positiven Lymphompatienten. Hierfir wurde zum einen die CD3
Konzentration in 25iger Schritten von 1:50- 1:150 bei einer Bruckenantikorper- und
APAAP- Konzentration von 1:25 getestet. Zum anderen erfolgte eine Untersuchung
der Bruckenantikérper- und APAAP- Konzentration von 1:25- 1:200, wobei die
Intervalle wieder in 25iger Schritten gewahlt wurden, bei einer CD3 Konzentration
von jeweils 1:75 und 1:150.

Die Bestimmung der CD3 Konzentration bei gleicher Brickenantikdrper- und APAAP-
Konzentration zeigte bei einer Verdlinnung von 1:50 sowohl extrem stark angefarbte
positive T- Zellen als auch eine sehr intensive Rotfarbung des Hintergrundes, so
dass die gesamte Farbung wie eine einzige rote Masse erschien. Die optimale
Konzentration lag bei 1:75, da die positiv markierten T- Zellen in dieser Verdinnung
das beste Farberesultat in Bezug auf Farbintensitat und Zellabgrenzung lieferten.

Die Variation der Brlckenantikorper- und APAAP- Konzentrationen bei gleicher
Antikdrperkonzentration zeigten keine groRen Unterschiede in Anfarbung und
Intensitat der Zellen. Lediglich bei einer Konzentration von 1:200 konnte fast keine
Anfarbung der Zellen gesehen werden.

Insgesamt erzielte eine Konzentrationserhohung von CD3 bessere Farberesultate als
Erhohungen der Bruckenantikorper- und APAAP- Konzentrationen, denn die
geringere CD3 Konzentration von 1:150 verursachte im Gegensatz zur Verdinnung
von 1:75 bei gleicher Brickenantikorper- und APAAP- Konzentration weniger intensiv

rote, aber immer noch erkennbar positive Anfarbungen der Zellen.

Zuletzt wurden T- Zell- Lymphom positive FNAs (CD3 1:75) vergleichend mit
Neufuchsin und Fast Red bei selbst hergestellten Brickenantikorper- und APAAP-
Verdlinnungen von 1:25, 1:50, 1:75 und 1:100, sowie mit den fertig angemischten
Komponenten des Testkitsystems, die Konzentrationen von jeweils ungefahr 1:25 fur
den Bruckenantikorper und APAAP aufwiesen, angefarbt.

Alle Bruckenantikérper- und APAAP- Konzentrationen zeigten hierbei gute

Farberesultate. Die Farbintensitat der positiven T- Zell- Lymphom FNAs war mit
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Neufuchsin jedoch starker als mit Fast Red. Weiterhin markierte Fast Red den
Zellkern der positiven T- Zell- Lymphome nur grobkornig, wohingegen Neufuchsin
eine feinkornigere und kraftigere rote Kernfarbung erzeugte.

In Ermangelung an Praparaten konnte dies alles nur fur den Primarantikérper CD3

untersucht werden.

3.6.5 Beschreibung des Farbeverfahrens fiir die B- bzw. T- Zell-

Differenzierung

Die Farbung der B- bzw. T- Zell- Differenzierung von kaninen Lymphomen entspricht
dem Farbeprotokoll (Schritt 14 bis 24) der AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung zwecks
synchroner Farbeverfahren.

Der Immunphanotyp der Lymphome wurde basierend auf der Mehrzahl und
Verteilung der CD3 bzw. CD79a positiven Zellen bestimmt. Eine positive CD79a bzw.
CD3 Antikorpermarkierung zur B- bzw. T- Zell- Differenzierung der kaninen
Lymphompraparate wurde durch ein leuchtend rotes Endprodukt gekennzeichnet,
wahrend eine negative Reaktion bedingt durch die Mayers Hamalaun Gegenfarbung

nur eine Blaufarbung der Zellen hervorrief.

3.6.5.1 Anzahl der benétigten Objekttrager

Ein Minimum von 3- 5 Lymphknoten- FNAs von ausreichender Qualitdt wurde zur
morphologischen Diagnosefindung mittels May- Grinwald/ Giemsa Farbung, sowie
fur die AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung inklusive B- bzw. T- Zell- Differenzierung zur
Auswertung eines kaninen Lymphoms bendétigt. Mindestens 2 Ausstriche wurden

hingegen fur eine Anfarbung von Nicht- Lymphompatienten bendtigt.

3.6.5.2 Kontrollen

Das Mitfllhren von positiven und negativen Kontrollen war fur alle
immunzytologischen  Verfahren  unerlasslich. Verwendet wurden  hierfur
Lymphknoten- FNAs von kaninem lymphatischen Gewebe. Als Positivkontrolle fur die
Lymphozyten- spezifischen Antikdrper wurde jeweils mindestens 1 Praparat eines

zuvor positiv angefarbten Lymphknoten- Feinnadelaspirates der AgNOR/Ki-67-
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Doppelfarbung, sowie fir Lymphome eine positive und negative Probe einer B- bzw.
T- Zell- Differenzierung eingesetzt. Zu berucksichtigen ist, dass alle auszuwertenden
Praparate gleichzeitige in einer Tagescharge angefarbt wurden, wobei das Mitfihren
eines zuvor positiv bewerteten Kontrollpraparates als Vergleichs- bzw. Kontrollwert

diente, sowie Beweis flr eine gelungene Farbung war.

3.6.6 Beschreibung der Auswertung der AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung

Grundlage der Auswertung war ein Basis- Bildanalyse- Programm namens QWin-
plus der Firma Leica (Darmstadt) in Verbindung mit einer speziell auf die
Erfordernisse unserer Praparate entwickeltes und angepasstes Makros, im
Folgenden kurz Quips genannt. Mit Hilfe dieses Makros war es dem Untersucher
moglich, die Zellkerne mit darin liegenden AgNORs zu segmentieren, auszumessen

und zu zahlen.
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Abb. 6: Bildbearbeitungsprogramm Leica QWin mit weil3 markierten AQNORs in

grun umrandeten ausgezahlten Zellen. Ki-67 positive Zellen sind rot markiert, Ki-67

negative Zellen sind blau gefarbt.

Zudem konnte der Anwender im Falle falschlicherweise als AgNORs gezahlter
Artefakte oder wenn die AgNORs nicht als Einzelpunkte, sondern als Aggregate

(Cluster) vorlagen, manuell in die Bildanalyse eingreifen.
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Bewertet wurden die Proliferationsmarker AgNOR und Ki-67 anhand der
durchschnittliche AQNOR Anzahl/ Zelle, der durchschnittichen AQNOR Flache/ Zelle
und der prozentualen Anzahl Ki-67 positiver Zellen in kaninen Lymphknoten- FNAs.

Mindestens 100 Zellen einer Zellklasse wurden pro Patient untersucht, d.h. ca. 4
qualitativ. gute Bilder mit durchschnittlich je 25 Zellen wurden mittels

halbautomatischem computergestutzten Bildanalysesystem bearbeitet.

3.6.6.1 Erfassung der Parameter

AgNORs

Die Erfassung der AgQNORs erfolgte in unserer Studie mit Hilfe der QWin/ QGo und
QUIPS modifizierten Software von Leica im Rahmen einer halbautomatischen
Auswertung der AQNORs. Generell wurden die AQNOR- Anzahl und -Flache mit Hilfe
des Computerprogramms automatisch markiert, jedoch mussten die Zellen einzeln
mit Mausklick zur Zellzahlung vom Untersucher markiert werden. Lagen die AQNORs
nicht als Einzelpunkte, sondern als Aggregate (Cluster) vor, musste ebenfalls
manuell in die Bildanalyse eingegriffen werden und die Aggregate wurden von Hand

getrennt.

Im speziellen wurde fur die computertechnische Bildanalyse zuerst ein geeignetes
Bild aus einer Reihe von auf CD gespeicherten Bildern ausgewahlt. Dieses sollte
bestimmte Grundvoraussetzungen zur schnellen und unkomplizierten Berabeitung
erfullen. Erforderlich war ein ausreichend hoher Kontrast zwischen Zellen und
Hintergrund und die Zellen sollten idealerweise im Monolayer nebeneinander liegen.

Anschlielend wurde das ausgewahlte Bild in QWin importiert, indem eine Bilddatei
von Festpatte bzw. CD oder USB- Stick geladen wurde, um dann folgend aus der
Windows- Zwischenablage eingefihrt zu werden. QWin st Leicas
Bildanalysewerkzeug, das unter der Standardbenutzeroberflache Mikrosoft Windows

lauft.

Durch Anklicken des Buttons ,Bildeinzug“ startete das Bildverarbeitungsprogramm,
und das farbige Foto wurde in ein Schwarz- Weil}- Foto - dem sogenannten
,Grauwertbild“ - umgewandelt, welches die Grundlage fur die Bearbeitung darstellte.

Erst dann erfolgte die Zahlung und Ausmessung der AgNORs durch einzelnes
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Auswahlen der Funktionen ,AgNORs detektieren®, ,nachgtragen®, ,l6schen“ oder
»irennen® per Mausklick.

Mit der Funktion ,AgNORSs detektieren” (d.h. zahlen), wurden die AQNORs markiert.
Waren die Grauabstufungen des Grauwertbildes nicht deutlich genug, konnte das
Programm die AgNORSs nicht exakt erfassen und eine Anderung des Bildes durch
Verbesserung der Bildkontraste wurde erforderlich. Hierfur mussten Schwellenwerte
fur die Grauwerte von Hand eingegeben bzw. in einem Diagramm verschoben
werden. Durch Bestatigung von ,AgNOR Detektion OK ,, oder ,Nicht OK* konnten die
Schwellenwerte erneut verandert oder zum nachsten Schritt der Bildbearbeitung -
+AgNORs nachtragen® - gewechselt werden. Da nur in den wenigsten Fallen eine
komplette Erfassung aller AgNORs gelang, mussten die fehlenden AgNORs
nachgetragen werden. Dies bedeutete, dass nacheinander um jeden vom
Computerprogramm nicht erfallten AQNOR durch Mausklick ein Rahmen gezogen
wurde, wodurch ein erneutes automatisches Zahlen der AQNORs erfolgte. Ebenfalls
konnte auch ein Rahmen um eine Gruppe von nicht erfal3ten AgNORs gelegt
werden. War dennoch eine Erkennung der AQNORs unmdglich, konnte auch hier
durch Bestatigung von ,AgNOR Detektion OK* oder ,Nicht OK* die Schwellenwerte
so oft verandert werden, bis eine exakte Markierung der AQNORs mdglich wurde.
Fehlerhaft markierte AQNORSs, d.h. zu grof3e oder zu kleine AQNOR- Markierungen
bzw. Markierungen von Artefakten, konnten mit der Funktion ,AgNORs I6schen®
entfernt und anschlielend mit ,AgNORs nachtragen“ erneut bearbeitet werden.
Lagen die AgNORs nicht als Einzelpunkte, sondern als Aggregate (Cluster) vor,
wurden diese mit der Funktion ,AgNORs trennen® durch Einzeichnen einer
Trennungslinie mit der Maus getrennt. Ebenso konnten die Cluster aber auch mit der
Kombination ,AgNORs l6schen®, gefolgt von ,AgNORs nachtragen® neu vermessen

werden.

In einem weiteren Schritt wurden die Zellen durch Anklicken von Funktionen wie
LZellen editieren®, ,|6schen” oder ,trennen® bearbeitet.

Die Funktion ,Zellen editieren®, ermodglichte eine Zellzahlung durch manuelles
Anklicken jeder einzelnen Zelle. Durch Einstellen des Bearbeitungsmodus und der
Funktion ,Linie“ inkl. Bestimmung einer Linienstarke (von z.B. 40) konnten per

Mausklick (mehr oder weniger) dicke Punkte auf die zu markierenden Zellen gelegt
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werden. Wichtig war hierbei, dass die zuvor markierten AQNORs, die farbig im Bild
angezeigt wurden, von diesen Punkten eingeschlossen wurden. Nur so wurde
gewabhrleistet, dass die durchschnittiche AgNOR- Anzahl und -Flache/ Zelle
bestimmt werden konnte. Durch Bestatigung mit ,OK* =zeigte das
Bildbverarbeitungsprogramm die zuvor markierten Zellen als Kreise mit den
darinliegenden zugehorigen AgQNORSs. Beruhrten sich hierbei zwei Zellen, fuhrte dies
zu einer falschen Zahlung, da diese vom Bildverarbeitungsprogramm als Einheit
angesehen wurden. Wie zuvor fur die AQNOR- Markierung beschrieben, konnten die
erforderliche Korrekturen der markierten Zellen ebenfalls durch Anklicken der
Funktionen ,Zellen 16schen® oder ,Zellen trennen® vorgenommen werden.
Messungen der Zellgrofle waren aufgrund der Zell- Hintergrund- Kontraste nicht
mdglich. Ein Einzeichnen bzw. Umranden der Zellen mittels Mausklick erschien zu
aufwendig und ungenau.

Zuletzt erfolgte die Auswertung der markierten AQNORs und Zellen durch Anklicken

der Funktion ,Messen®, wodurch die Ergebnisse tabellarisch angezeigt wurden.

Ki-67

Im Gegensatz zur computergestitzten halbautomatischen Auswertung des
komplexeren AgNOR Bildmaterials, erfolgte die quantitative Beurteilung der Ki-67
positiven Zellen durch Einschatzung der Rotfarbung dieser Zellen. Ki-67 markierte
Zellen wurden als positiv bewertet, wenn sich ein deutlich rot gefarbter Nukleus
zeigte. Eine Ki-67 negative Reaktion hingegen rief bedingt durch die Mayers
Hamalaun Gegenfarbung eine eindeutige Blaufarbung der Zellen hervor. Die Anzahl
Ki-67 positiver Zellen wurde von der Autorin durch manuelle Auszahlung von hundert
willkGhrlich ausgewahlten Zellen am Computerbildschirm ausgezahlt, bevor die
AgNOR Bestimmung mittels Image Analyse vorgenommen wurde. Angegeben wurde
die Anzahl Ki-67 positiver Zellen in Prozent, d.h. als Anzahl der positiven Nuklei pro
100 Zellen. Nekrotische Bereiche wurden genauso ausgeschlossen wie Histiozyten,

Plasmazellen oder andere inflammatorische Zellen.



Material und Methoden 66

3.7 Einteilung der Patienten in Gruppen (Patientenklassifizierung)

Jede zytologisch entnommene kanine FNA wurde routinemafig in dem Labor der
Klinik fur Kleintiere der Justus- Liebig- Universitat GielRen mit einer May- Griinwald/
Giemsa- Farbung angefarbt und zunachst in der zytologischen Routinediagnostik

beurteilt. Folgendes Farbeprotokoll wurde verwendet:

Tabelle 5: Das Farbeprotokoll der May- Griinwald/ Giemsa- Farbung

getrocknete FNA Ausstriche in May- Grunwald- Losung |(Roth) 5 Min.
geben (May- Grunwalds Eosin- Methylenblau in einer

Verdinnung von 1: 20 mit Aqua Bidest)

Spulen mit Aqua bidest (Schwalbach)
Gegenfarben mit Giemsa (Merck) 15 Min.
Spulen mit Aqua bidest (Schwalbach)

Trocknen lassen

Die entgultige Einteilung in die Gruppen ,Kontrolle“, ,reaktive Hyperplasie®,
,Lymphadenitis® und ,Lymphom*“ erfogte durch eine boardzertifizierte Untersucherin
(Dr. Natali Bauer, Diplomate des European College of Veterinary Clinical Pathology).
Die Untersucherin war bezuglich der AQNOR Ergebnisse und Resultate der Ki-67
Farbung verblindet. Die zytologischen Beurteilungskriterien zur Diagnosestellung der

Lymphadenopathien kaniner FNAs kénnen Kap. 2.1.7ff entnommen werden.

3.7.1 Einteilung der Lymphompatienten

Die Praparate von Hunden mit Lymphom wurden basierend auf der fur den Hund
angepassten Kiel- Klassifikation (FOURNEL- FLEURY et al.,, 1994b; FOURNEL-
FLEURY et al., 1997a) und dem Ergebnis der immunzytologischen Untersuchung in
undifferenzierte (low grade) und gut differenzierte (high grade) B- und T- Zell-
Lymphome klassifiziert (FOURNEL- FLEURY et al., 1994a; RASKIN und MEYER,
2009). Ein kurzer Uberblick gibt Tabelle 6. Da gut differenzierte
lymphoplasmazellulare Lymphome anhand von zytologischen Praparaten nicht sicher

zu diagnostizieren sind, erfolgte in diesem Fall eine Biopsie zur Bestatigung.
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Tabelle 6: Morphologisch wird der Tumorgrad durch den Mitoseindex und die
ZellgroRe determiniert (RASKIN und MEYER, 2009)

geringer Tumorgrad niedriger Mitoseindex und kleine Zellen

hoher Tumorgrad moderater oder hoher Mitoseindex und grof3e Zellen

Der Mitoseindex wird durch Auszahlen von 5 Gesichtsfeldern bei einer 400- 500

fachen Vergrélierung am Mikroskop bestimmt.

geringer Mitoseindex 0- 1 Mitosefigur in 5 Gesichtsfeldern

moderater Mitoseindex |2- 3 Mitosefiguren in 5 Gesichtsfeldern

hoher Mitoseindex mehr als 5 Mitosefiguren in 5 Gesichtsfeldern

Die ZellgroRe wird im Vergleich zur zytologischen Grofe von Erythrozyten beurteilt.

kleine Zellen 1- 1,5x so grold wie Erythrozyten
mittlere Zellen 2- 2,5x so grol wie Erythrozyten
grol3e Zellen mehr als 3x der Erythrozytengrolie

3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde unter Verwendung des Statistikprogramms Graph
Pad Prism Version 4.00 fur Windows (Graph Pad Software, San Diego Kalifornien,
USA), sowie MedCalc Version 9.0.1.1 fur Windows (1993- 2006 Frank Schoonjans)
durchgefuhrt. Die Normalverteilung der 4 unterschiedlichen Gruppen wurde anhand
des Kolmogorov- Smirnov Tests Uberpruft und bestatigt. Zur statistischen
Auswertung wurde pro Patient und fir jeden der 3 Proliferationsparameter der
arithmetische Mittelwert errechnet. Nachdem alle Patienten entsprechend ihrer
zytologischen Kategorie in vier Gruppen (Hunde mit Lymphom, Lymphadenitis,
reaktiver Hyperplasie oder Hunde mit physiologischem Lymphknoten) eingeteilt
werden  konnten, erfolgte eine  gruppenspezifische  Auswertung  der
Proliferationsmarker. Aus den vorherigen Werten wurden fur alle Probanden einer
Gruppe und flr jeden der drei Proliferationsmarker der arithmetische Mittelwert (MW)
inklusive Standardabweichung (SD) errechnet, der die Grundlage der statistischen

Analyse darstellt.
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Zur Feststellung eines signifikanten Unterschieds zwischen den Gruppen wurde ein
einfaktorieller ANOVA Test mit Bonferroni Nachtest vorgenommen. Die Korrelation
der Proliferationsmarker untereinander wurde durch eine lineare Regressionsanalyse
Uberpruft. Der berechnete Korrelationskoeffizient und die Regressionsgerade wurden
auf Signifikanz Uberpraft. Die Anwendung der Proliferationsmarker zur
Lymphomdiagnose wurde mittels Reciever Operating Characteristic (ROC) Kurve
verglichen, basierend auf den Ergebnissen von Hunden der Lymphom- gegenuber
der Nicht- Lymphomgruppe. Der Unterschied zwischen den Flachen unter den
Kurven (AUC) wurde durch einen paarweisen Vergleich der ROC Kurven nach
HANLEY und MCNEIL (HANLEY und MCNEIL, 1983) untersucht. Ein P- Wert <0,05
gibt hierbei einen signifikanten Unterschied zwischen den AUCs an. Anschlielend
wurde der Cut- off- Wert, inklusive Senitivitat und Spezifitat der Proliferationsmarker
zur Lymphomdiagnose mittels Reciever Operating Characteristic Kurve ermittelt.
Positiver und negativer pradiktiver Wert wurden unter Einbeziehung der jahrlichen
Inzidenzrate fur das Auftreten von Lymphomen beim Hund berechnet. Da die in einer
Universitatsklinik und einer auf Onkologie spezialisierten Privatpraxis ermittelte
Inzidenzrate nicht repasentativ fir die Gesamtpopulation sind, wurde der
Berechnung von positivem und negativem pradiktiven Wert eine in England bei
130.684 krankenversicherten Hunden festgestellte Inzidenzrate von 0,079%
zugrunde gelegt (EDWARDS et al., 2003).
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4 ERGEBNISSE

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der untersuchten Proliferationsmarker
AgNOR und Ki-67 in FNAs kaniner Lymphknoten vorgestellt.

4.1 Die Ergebnisse der zytologischen Diagnosefindung der kaninen
Lymphknoten- FNAs

Lymphknoten- FNAs von 101 Hunden wurden in die Untersuchung einbezogen.

Die Einteilung der Patienten und ihrer entnommenen FNAs basierte auf der
zytologischen Diagnosefindung der May- Grunwald/ Giemsa gefarbten Praparate (s.
auch Kapitel 2.1.7) unter Berucksichtigung der (allgemeinen und speziellen)
klinischen Untersuchung der Hunde. So konnte eine Differenzierung der Probanden
in an Lymphom erkrankten Hunden (Lymphomgruppe, n=19) und einer Nicht-
Lymphomgruppe (n=82), die 26 klinisch gesunde Hunde, 31 Hunde mit
Lymphadenitiden und 25 mit reaktiven Hyperplasien beinhaltet, vorgenommen
werden. Die Hunde mit physiologischen Lymphknoten wiesen keine Hinweise auf
eine Lymphknotenerkrankung auf und wurden deshalb als Kontrollgruppe bei der
Auswertung der Daten verwandt. Die Lymphompatienten wurden weiterhin
immunphanotypisch in 16/19 (84,2%) Hunde mit B- und 3/19 (15,8%) mit T- Zell-
Lymphomen unterteilt. Eine zusatzliche Beurteilung von Lymphom- FNAs unter
Berucksichtigung zytomorphologischer Kriterien, wie Mitoseindex und ZellgroRde,
ermoglichte eine Differenzierung in 16/19 (84,2%) Lymphome von hohem und 3/19
(15,8%) von niedrigem Malignitatsgrad. Die immunphanotypische Klassifizierung der
Lymphompatienten wies 15/16 (93,7%) hochmaligne und 1/16 (6,3%)
niedrigmalignes B- Zell- Lymphom vom lymphoplasmazellularen Typ nach, dessen
Diagnose durch eine Biopsie bestatigt wurde. Weiterhin wurde bei zwei der drei T-
Zell- Lymphompatienten (66,7%) ein niedrigmalignes Lymphom diagnostiziert. Einer

der drei Hunde (33,3%) wies ein T- Zell- Lymphom von hohem Malignitatsgrad auf.



Ergebnisse 70

4.2 Die Ergebnisse der Proliferationsmarker in FNAs kaniner
Lymphknoten

In unserer Studie wurde zur Beurteilung der Proliferationsmarker eine
durchschnittliche Zellzahl von 112 Zellen pro Patient herangezogen. Die
ausgewertete Gesamtzellzahl lag in einem Bereich von mindestens 100 und maximal
167 Zellen pro Patient. Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse der
durchschnittichen AgNOR- Anzahl und -Flache/ Zelle, sowie der prozentualen
Anzahl Ki-67 positiver Zellen von Hunden der Lymphomgruppe gegenuber der Nicht-
Lymphomgruppe unter Angabe des arithmetischen Mittelwertes und der

Standardabweichung in Tabelle 7 aufgefuhrt:

Tabelle 7: Proliferationsmarker in kaninen Lymphknoten- FNAs von
physiologischen Lymphknoten (n=26) und Hunden mit reaktiven Hyperplasien
(n=25), Lymphadenitis (n=31) und Lymphomen (n=19)

Proliferationsmarker/ Durchschnittl. Durchschnittl. Proz. Anzahl
Gruppe AgNOR  Anzahl/ | AQNOR  Flache/ | Ki-67 positiver
Zelle Zelle (pmz) Zellen (%)
physiolog.Lymphknoten | 1,36+0,19 40,311+4,63 2,67+0,99
reaktive Hyperplasie 1,65+0,32 48,88+7,03 5,36+2,14
Lymphadenitis 1,5510,26 45,0315,87 5,04+3,34
Lymphom 3,67+1,08 92,48+25,48 30,16+10,81

Die Datenbeschreibung erfolgte anhand des arithmetischen Mittelwertes (MW) und
der Standardabweichung (SD)

Abkurzungen: Durchschnittl.= Durchschnittlich, Proz.= Prozentual

Um einen anschaulichen Vergleich der Ergebnisse zu ermdglichen, erfolgt die
graphische Darstellung der Daten in einem Box and Whisker Diagramm der
Abbildung 7.
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Abbildung 7: Box and Whisker Diagramm der durchschnittlichen AgNOR
Anzahl/ Zelle, der durchschnittichen AgNOR Flache/ Zelle, sowie der
prozentualen Anzahl Ki-67 positiver Zellen in FNAs von physiologischen
Lymphknoten (n=26) und Hunden mit reaktiven Hyperplasien (n=25),
Lymphadenitis (n=31) und Lymphomen (n=19)

Die Linie in der Box gibt den Median der Proliferationsmarker an, d.h. die mittleren
50% der Daten, wahrend die Box die mittleren 25 und 75% der Daten umfasst und
die ,Whiskers“ die Daten an den Randern verdeutlichen. Hunde mit Lymphomen
zeigen hierbei eine signifikant hohere Proliferation im Gegensatz zur Nicht-
Lymphomgruppe (P<0,001).

Abkurzungen: obB= ohne besonderen Befund/ physiologischer Lymphknoten, reakt.

H.= reakt. Hyperplasie, Lymphad.= Lymphadenitis

Wie in Abbildung 7 dargestellt, konnte mit Hilfe des einfaktoriellen ANOVA- Tests
inklusive Bonferroni Nachtest kein signifikanter Unterschied zwischen den drei

Proliferationsmarkern bei Hunden mit physiologischem Lymphknoten, reaktiver
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Hyperplasie und Lymphadenitis festgestellt werden (P>0,05). Hunde mit Lymphomen
(n=19) wiesen jedoch eine signifikant hohere Proliferation im Gegensatz zur Nicht-
Lymphomgruppe auf (Tabelle 7, P<0,001). Der Kolmogorov- Smirnov Tests
bestatigte mit P- Werten > 0,1 die Normalverteilung der 4 unterschiedlichen Gruppen.
B- Zell- Lymphompatienten zeigten des Weiteren eine hdhere Proliferation als Tiere
mit T- Zell- Lymphomen, jedoch war die Anzahl der Hunde mit T- Zell- Lymphomen
zu gering fur eine statistische Analyse. Die Proliferationsmarker waren hoher bei
Lymphomen mit hohem Malignitatsgrad als bei solchen mit niedrigem
Malignitatsgrad, aber auch hier war die Anzahl der Hunde mit niedrigmalignen

Lymphomen zu gering, um eine statistische Analyse durchfuhren zu knnen.

4.2.1 Die Uberpriifung der Korrelation der Proliferationsmarker untereinander

Die statistische Auswertung der Ergebnisse aller FNA- Probanden (n=101) erfolgte
im Hinblick auf die Korrelation der 3 Proliferationsmarker untereinander mittels
linearer Regressionsanalyse. Die Ergebnisse der Untersuchung gibt die Abbildung 8

graphisch wieder.
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Abbildung 8: Lineare Regressionsanalyse der durchschnittlichen AgNOR
Anzahl/ Zelle, der durchschnittichen AgNOR Flache/ Zelle und der
prozentualen Anzahl Ki-67 positiver Zellen (n=101 Lymphknoten- FNAs)

Das Punktwolkendiagramm mit Regressionsgerade zeigt eine gute Korrelation
zwischen der prozentualen Anzahl Ki-67 positiver Zellen und dem
Proliferationsmarker AgNOR, d.h. der durchschnittichen AgNOR Anzahl/ Zelle
(r*=0,88, P<0,0001) als auch der durchschnittichen AQNOR Flache/ Zelle (r?=0,82,
P<0,0001). Weiterhin ist eine gute Korrelation zwischen der durchschnittlichen
AgNOR Anzahl/ Zelle und der durchschnittichen AgNOR Flache/ Zelle (r*=0,94,
P<0,0001) nachweisbar.
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4.3 Die Bedeutung der Proliferationsmarker fur die
Lymphomdiagnostik bei Hunden

In diesem Kapitel wird die Bedeutung der Proliferationsmarker fur die
Lymphomdiagnostik bei Hunden naher untersucht.

Die Anwendung der Proliferationsmarker zur Diagnose von Lymphomen wurde durch
Receiver operating charakteristic (ROC) Kurven verglichen, basierend auf den
Ergebnissen von Hunden der Lymphom- (n=19) gegenuber der Nicht-
Lymphomgruppe (n=82), die Hunde mit physiologischen Lymphknoten,
Lymphadenitis und reaktiver Hyperplasie beinhaltet. Die Abbildung 9 zeigt den
Vergleich der Proliferationsmarker AQNOR und Ki-67 anhand von ROC Kurven:

100 |-

B0 H

60 H
i — Ki67 Prozent

---- mittlere AgQNOR Flache/Zelle
‘‘‘‘‘‘ mittlere AGNOR Zahl/Zelle

Sensitivitat

40 H

20H

oQ . L L L 1 1
0 20 40 60 80 100
100-Speazifitat

Abbildung 9: Receiver operating charakteristic (ROC) Kurven zur
vergleichenden Anwendung der Proliferationsmarker AGQNOR und Ki-67 bei der

Lymphomdiagnostik
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Zur Bestimmung der Lymphomdiagnose anhand von Cut- off- Werten wurde die
Sensitivitat gegen 100 minus Spezifitat aufgetragen. Hohe positive und geringe
falsch negative Ergebnisse charakterisieren einen ,guten Test. Folgend sollten die
ROC Kurven in der linken oberen Ecke dieser Graphik angesiedelt sein.

Die optimale Flache unter den Kurven (Area under the curve/ AUC) betragt 1. In
unserer Studie ist sie 0,991 fur die durchschnittliche AQNOR Anzahl/ Zelle, 0,990 fur
die durchschnittliche AQNOR Flache/ Zelle und 0,990 fur die prozentuale Anzahl Ki-
67 positiver Zellen. Weiterhin ergab der Vergleich der ROC Kurven untereinander
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Flachen unter den Kurven (AUC) fir

die untersuchten Proliferationsmarker.

Dieses Plot versus criterion Diagramm der durchschnittlichen AQNOR Anzahl/ Zelle,
der durchschnittlichen AgNOR Flache/ Zelle und der prozentualen Anzahl Ki-67

positiver Zellen ist ein Bestandteil der ROC Analyse.
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Abbildung 10: Plot versus criterion Diagramm der durchschnittlichen AgNOR
Anzahl/ Zelle, der durchschnittichen AgNOR Flache/ Zelle und der

prozentualen Anzahl Ki-67 positiver Zellen
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In diesem Diagramm wird die Sensitivitdt und Spezifitdt gegen das Kriterium
,Lymphom® aufgetragen. Die durchgezogene Linie reprasentiert die Spezifitat,
wahrend die gestrichelte Linie die Sensitivitat darstellt. Der Kreuzungspunkt beider
Linien zeigt die hdochste Sensitivitat bei gleichzeitig hdchster Spezifitat zur Erkennung
eines Lymphoms.

Aus dem Kreuzungspunkt der beiden Kurven ergibt sich der Cut- off- Wert, d.h. die
optimale Sensitivitat und Spezifitdt der Proliferationsmarker zur Diagnostizierung
eines kaninen Lymphoms. Die Berechnung der Cut- off- Werte erfolgte automatisch
mit Hilfe des Statistikprogramms MedCalc. Bei einem Schwellenwert >2,04 AgNORs/
Zelle betrug die Sensitivitat 94,7% und die Spezifitat 96,3%. Ein Cut- off- Wert der
AgNOR Flache >58,3 ym?# Zelle wies ebenfalls eine Sensitivitat von 94,7%, aber
eine Spezifitdt von 95,1% auf. Bei einem Schwellenwert >10,4 % betrug die
Sensitivitat 94,7% und die Spezifitdt 97,6% flur die prozentuale Anzahl Ki-67 positiver
Zellen.

Unter Einbeziehung der jahrlichen Inzidenzrate und der Verbreitung von kaninen
Lymphomen in England mit einem Prozentsatz von 0,079% (EDWARDS et al., 2003)
folgt ein errechneter positiver pradiktiver Wert (PPW) von 3,03% fur die prozentuale
Anzahl Ki-67 positiver Zellen, sowie ein PPW von 1,98% flr die durchschnittliche
AgNOR Anzahl/ Zelle und 1,51% fur die durchschnittliche AQNOR Flache/ Zelle. Der

errechnete negative pradiktive Wert betrug fur alle 3 Proliferationsmarker 100%.
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5 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung unterschiedlicher
Proliferationsmarker erstmals bei FNAs von kaninen Lymphknoten im Rahmen einer
tatsachlichen Doppelfarbung simultan, d.h. auf dem gleichen Praparat, untersucht.

Die Entnahme von FNAs gilt insbesondere zur Beurteilung von Neoplasien in der
veterinarmedizinischen Routinediagnostik als Diagnostikum der ersten Wahl (MORITZ
und BAUER, 2001), weshalb diese Technik fur den Versuchsaufbau gewahlt wurde.
Das Ziel dieser prospektiven Studie war die Etablierung von AgNORs und Ki-67 als
Proliferationsmarker bei Lymphknoten- FNAs von Hunden, die mit Hilfe einer
Kombination aus neu etabliertem und standardisiertem Farbeprotokoll auf ihre
Proliferationsaktivitat hin untersucht wurden. In Anlehnung an die Richtlinien zur
AgNOR Quantifizierung des International Committee on AgNOR Quantitation wurde
das standardisierte Farbeprotokoll fir die Silberfarbung der AQNORs (AUBELE et al.,
1994; OFNER et al., 1995) in unserer Studie angewandt, sowie ein weiteres Protokoll
fur die gewlnschte Doppelfarbung mit dem immunzytologischen Antikorper Ki-67
erarbeitet. Anhand einer Einteilung der Hunde in 26 klinisch gesunde Tiere, 31 Hunde
mit Lymphadenitiden, 25 mit reaktiven Hyperplasien und 19 Hunde mit Lymphomen
sollte untersucht werden, ob eine Differenzierung zwischen neoplastischer, reaktiver
bzw. entzindlicher Gewebeveranderung und physiologischem Gewebe durch Ki-67
und AgNOR Bestimmungen bei FNAs aus Lymphknoten maglich ist.

Zusatzlich war von Interesse, ob die Proliferationsmarker AQNOR und Ki-67 als
Screeningparameter zur Feststellung eines Lymphoms geeignet sind und somit eine
Hilfestellung bei der Diagnose eines kaninen Lymphoms geben konnen.

Da die Untersuchungs- und Farbemethoden unter Umstanden Einfluss auf die
Proliferationsaktivitdt von kaninem Lymphknotengewebe nehmen kdnnten, erfolgt
zunachst die Diskussion von Material und Methoden, gefolgt von der Erérterung der

Ergebnisse dieser Studie.
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5.1 Faktoren mit Einfluss auf Proliferationsmarker

5.1.1 Farbefaktoren

Nach Kenntnis der Autorin sind bis jetzt keine Studien veréffentlicht worden, in denen
zuerst die AgNOR- und folgend die Ki-67- Farbung bei einer tatsachlichen
Doppelfarbung von Lymphknotenpraparaten angewandt wurde. Fir eine tatsachliche
Doppelfarbung mussen die Proliferationsmarker auf dem gleichen Praparat angefarbt
und beurteilt werden, damit die ermittelten Ergebnisse der einzelnen
Proliferationsmarker zueinander in Beziehung gesetzt werden kdénnen und somit
vergleichbar sind. Unabhangig von der Durchfihrung einer Doppelfarbung fihrte
aber selbst der alleinige Vergleich der numerischen Angabe der AQNOR Anzahl des
gleichen Tumortyps in der Vergangenheit bei unterschiedlichen Arbeitsgruppen zu
sehr divergierenden Ergebnissen und wurde dadurch fast unmdglich (TRERE, 1994).
Eine der Ursachen hierfir war das Fehlen von standardisierten Farbevorschriften
(TRERE, 1994) und damit gleichzeitig auch die Konsequenz von unterschiedlicher
Fixation, Praparation und Silberfarbung beinhaltend insbesondere die Farbezeit und
-temperatur (HUFNAGL und GUSKI, 1994; SMITH, 1988), was einen deutlichen
Einfluss auf die Gréflke und Farbung der AQNORs hat.

Auch in den folgend zitierten Studien von VAIL et al. (1997) (VAIL et al., 1997) und
VAJDOVICH et al. (2004) (VAJDOVICH et al., 2004) variieren die Farbeprotokolle
der kaninen Lymphknoten- FNAs insbesondere in der Inkubationszeit der
Silberlosung. Wahrend unsere Untersuchungen nach den Richtlinien zur AGNOR
Quantifizierung des International Committee on AQNOR Quantitation (AUBELE et al.,
1994; OFNER et al., 1995) mit einer vorgeschriebenen Inkubationszeit von 12
Minuten erstellt wurden, verwendeten die ungarische Arbeitsgruppe 30 (VAJDOVICH
et al., 2004) und VAIL et al. sogar 45 Minuten (VAIL et al., 1997) fur die Silberfarbung
der FNAs. Bis zum heutigen Zeitpunkt liegen nach Kenntnis der Autorin keine
veterindrmedizinischen Studien Uber die Anwendung eines standardisierten
Protokolls der Silberfarbung bei zytologischen Praparaten vor. In der Histopathologie

hingegen wurde das Farbeprotokoll des International Committee on AgNOR
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Quantitation bei kaninen Mastzelltumoren erfolgreich angewandt (SCASE et al.,
2006).

Weiterhin kénnen Auswirkungen der Doppelfarbung auf das Farbeverhalten der
Proliferationsmarker und damit deren Auswertbarkeit und Beurteilung nicht
ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse von MUNAKATA und HENDRICKS Studie
(1994), die den Einfluss einer Ki-67/AgNOR- Doppelfarbung bei humanem
Tonsillengewebe untersuchten, lie3en jedoch keinen messbar negativen Einfluss auf
die individuellen Parameter AQNOR Anzahl und Ki-67 Index erkennen (MUNAKATA
und HENDRICKS, 1994). Zur genaueren Verifizierung der Resultate wurde zusatzlich
jeweils ein Proliferationsmarker alleine, sowie in der dualen Farbung angefarbt und
beurteilt (MUNAKATA und HENDRICKS, 1994), denn nur die Doppelfarbung
ermdglicht eine Analyse der unterschiedlichen Proliferationsmarker in denselben
Zellen (COSTA et al., 1999). Hierbei wurde ebenfalls deutlich, dass die Silberfarbung
keine demonstrierbaren  Auswirkungen auf die vorausgegangene Ki-67
Immunfarbung hat (MUNAKATA und HENDRICKS, 1994). Da unser Ziel die
simultane Anfarbung der Proliferationsmarker in denselben Zellen war, wurde darauf
verzichtet, die Doppelfarbungen mit Einzelfarbungen zu vergleichen. Dies ware die
einzige Moglichkeit gewesen, beide Methoden nebeneinander zu betrachten.

Eine andere immunhistologische Studie an Lungentumoren fand heraus, dass die
APAAP- Farbung bessere Ki-67 Ergebnisse als die Avidin- Biotin- Peroxidase-
Methode (ABC) erzielte, da die Intervention der endogenen Peroxidase vermieden
werden konnte (SOOMRO, 1990). Des Weiteren ist die APAAP- Methode besonders
geeignet fur die immunphanotypische Markierung von zytologischen Praparaten, da
das leuchtend rote Endprodukt einer positiven Farbereaktion sehr einfach durch das
menschliche Auge erkannt wird und selbst geringe Anzahlen veranderter Zellen
nachgewiesen werden konnen (CORDELL et al., 1984).

Der Proliferationsmarker Ki-67 ist ein intranukledrer Antikorper, dessen APAAP-
Anfarbung eine zusatzliche Mikrowellenbehandlung erfordert, die wiederum die
darauffolgende Silberfarbung beeinflussen kénnte. MUNAKATA und HENDRICKS
(1994) untersuchten deshalb zusatzlich noch die Auswirkungen einer fur die
immunologische Ki-67 Farbung bendtigte Mikrowellenbehandlung auf die AQNORs
(MUNAKATA und HENDRICKS, 1994). Obwohl die Ki-67 Farbung die AgNOR
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Anzahl nicht beeinflusste, konnte eine signifikante Erhéhung der Zellkernflache und
AgNOR Flache beobachtet werden (MUNAKATA und HENDRICKS, 1994). Die
gleichen Ergebnisse wurden aber auch bei alleiniger Mikrowellenbehandlung erzielt,
so dass der Effekt vermutlich auf die Mikrowellen zurtckzufihren ist (MUNAKATA
und HENDRICKS, 1994). Das prozentuale Verhalinis der AgNOR Flache zur
Zellkernflache wurde jedoch durch die Mikrowellenbehandlung nicht beeinflusst.
Daraus folgt, dass der Grad der Veranderung durch die Mikrowellenbehandlung
sowohl fir den Zellkern als auch fur die AQNOR Flache gleich ist (MUNAKATA und
HENDRICKS, 1994).

Aufgrund der moglichen Beeinflussung der AQNOR Flache durch eine fur die Ki-67
Anfarbung erforderliche Mikrowellenbehandlung erfolgte in unserer Studie zuerst die
AgNOR Farbung und anschlieBend die Anwendung der Ki-67 Farbung. Diese
Reihenfolge wurde nach Kenntnis der Autorin in keiner anderen Studie einer
tatsachlichen Doppelfarbung von histopathologischen Lymphknotenpraparaten

vorgenommen.

5.1.2 Zahlmethode

Neben dem Farbeprotokoll hat aber auch die Zahimethode der auszuwertenden
Proliferationsmarker einen entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis.

Die einfachste Form der Quantifizierung von AgNORs ist die direkte visuelle Zahlung
der schwarzen AgNOR Punkte pro Nukleus durch den Untersucher am Mikroskop
(GIRI et al., 1989b; RUSCHOFF, 1990). Wenn sich diese schwarzen Zellen zu
dreidimensionalen Aggregaten (,Clustern“) zusammenlagern, ist ein Trennen der
zusammenhangenden AgNORs innerhalb der silberbindenden Nukleoli erforderlich
(GIRI et al., 1989a). Dies ist jedoch untersucherabhangig und somit subjektiv und
erschwert eine reproduzierbare Beurteilung (GIRI et al., 1989a). Die AgNORs
verschiedener Zellen unterscheiden sich also nicht nur hinsichtlich ihrer Anzahl,
sondern auch in ihrer Gro3e, Verteilung und Intensitat der Farbung (HUFNAGL et al.,
1994). Letztere Parameter lassen sich natlrlich nicht mehr allein durch das Auge des
Untersuchers evaluieren (HUFNAGL et al., 1994).

Die quantitative Auswertung mit Hilfe eines automatischen Bildanalysesystems

ermdglicht es dem Untersucher, die Zellkerne inklusive der sich darin befindenden
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AgNORSs zu segmentieren, auszumessen und zu zahlen, wobei eine hohe Prazision
und Reproduzierbarkeit erlangt werden kann (HUFNAGL et al., 1994). Folglich ist
das standardisierte Auswertprotokoll des International Committee on AgNOR
Quantitation, das die Verwendung einer automatischen Bildanalyse- Software nahe
legt, einer manuellen Zahlung der AQNORs vorzuziehen (AUBELE et al., 1994) und
deshalb gilt die Anwendung der computergestutzten digitalen Bildanalyse heute als
Methode der Wahl fur die AgNOR Analyse in zytologischen und histologischen
Verfahren (OFNER et al., 1995; TRERE, 2000).

Wahrend VAIL et al. (VAIL et al., 1997) und VAJDOVICH et al. (VAJDOVICH et al.,
2004) noch die manuelle Methode der AgNOR Auszahlung in ihren Studien
verwendeten, bediente sich KIUPEL der fortschrittlicheren digitalen Image Analyse
(KIUPEL, 1999). Die deutsche Arbeitsgruppe untersuchte u.a. die durchschnittliche
AgNOR Anzahl von 122 kaninen Lymphombioptaten anhand der
Mikroskopbildanalyse und verglich diese Methode mit der visuellen (KIUPEL, 1999).
Sie stellten eine positive Korrelation der beiden Methoden fest (r=0,86), wobei ein
geringfugiger Unterschied zwischen der visuellen und der mit Computer ermittelten
AgNOR Anzahl pro Zellkern nachweisbar war (KIUPEL, 1999). Der festgestellte
Unterschied beider Methoden ergab sich laut KIUPEL zum grolen Teil aus
methodischen Verschiedenheiten. Die Mikroskopbildanalyse erfasste nur AQNORs in
einer Ebene, wahrend beim einfachen Auszahlen der Schnitt fokussiert wurde.
Weiterhin wurden bei der digitalen Image Analyse irregulare Cluster als
Mehrfachstrukturen erkannt (KIUPEL, 1999). Letztendlich entschlossen sich KIUPEL
und seine Mitarbeiter jedoch, die standardisierte Bildanalyse zur Auswertung ihrer
Proben zu verwenden (KIUPEL, 1999). HENDRICKS et al. stellten im Gegensatz
dazu bei einer fruheren Untersuchung (1995) an 20 NHL Bioptaten keine Korrelation
zwischen der manuellen und computergestitzten Auswertung fest, obwohl beide
Methoden eine Differenzierung zwischen aggressiven und indolenten NHL
ermoglichten (HENDRICKS et al., 1995). Der Vorteil der Image Analyse lag hierbei
zum einen in der Schnelligkeit und dem Mangel an Subijektivitat, sowie zum anderen
in der Unabhangigkeit dieser Methode von der Probengewinnung (HENDRICKS et
al., 1995).

Alles in allem erschweren unterschiedliche Farbetechniken und

Auswertungsmethoden, die nicht dem Standard des International Committee on
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AgNOR Quantitation (AUBELE et al., 1994; OFNER et al., 1995) entsprechen, den
Vergleich der Proliferationsmarker zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen und sind
gleichzeitig auch eine mdogliche Ursache fur eine Variation in AQNOR GrofRe und
Anzahl (TRERE, 1994).

5.1.3 Zellzahl

Neben dem Auswertungsverfahren der Proliferationsmarker ist auch ein angemessen
grolker Stichprobenumfang der angefarbten Ilymphatischen Zellen fir ein
reprasentatives Ergebnis erforderlich.

In unserer Studie wurde zur Beurteilung der Proliferationsmarker eine
durchschnittliche Zellzahl von 112 Zellen pro Patient herangezogen. Die
ausgewertete Gesamtzellzahl lag in einem Bereich von mindestens 100 und maximal
167 Zellen pro Tier. Vergleichbare Zellzahlen von jeweils 100 ausgewerteten Zellen/
Patient wiesen die Studien von VAIL et al. und KIUPEL et al. auf (KIUPEL et al.,
1999; KIUPEL, 1999; VAIL et al., 1997). Die ungarische Arbeitsgruppe untersuchte
eine groRere Anzahl von 150- 200 Zellen pro Hund (VAJDOVICH et al., 2004). Die
relativ geringe Anzahl der ausgewerteten Zellen stellt eine Limitierung unserer Studie
dar, jedoch haben Untersuchungen von Bioptaten bei kaninen Mastzelltumoren
ergeben, dass Gesamtzellzahlen von 100 bzw. 200 ausgezahlten Zellen eine sehr
hohe Korrelation ihrer Ergebnisse, d.h. der AQNOR Anzahl/ Zelle (r=0,96) aufwiesen
(SIMOES et al.,, 1994). BOSTOCK et al. (1989), CROCKER et al. (1989) und
WEBSTER et al. (2007) untersuchten ebenfalls die Anzahl der AQNORs in 100
willkiihrlich ausgewahlten und unter Olimmersion ausgezahlten Zellen kaniner
Mastzelltumoren (BOSTOCK et al., 1989; CROCKER et al., 1989; WEBSTER et al.,
2007). Sie kamen zu dem Ergebnis, dal} diese Art der Zellzahlung als Standard
angesehen werden kann und bevorzugt bei der Anwendung der Image Analyse
angewandt werden sollte (BOSTOCK et al.,, 1989; CROCKER et al., 1989). Eine
Mindestanzahl von 100 (auszuwertenden) Zellen pro Tumor wird von vielen Autoren
als notwendig erachtet (BOSTOCK et al., 1989; KIUPEL et al., 1999; KIUPEL, 1999).
Vergleichszahlungen von 100, 200, 300 und 500 Zellen ergaben keine signifikanten
Unterschiede in der Bewertung des prozentualen Anteils Ki-67 positiver Zellen bei
kaninen Lymphombioptaten (KIUPEL, 1999).
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Nachdem die Problematik der Farbe- und Auswertungsmethode bei kaninem
Lymphknotengewebe eingehend erlautert wurde, erfolgt nun eine Diskussion der

Ergebnisse.

5.2 Die AgNOR Anzahl

Die Ergebnisse dieser Studie konvergieren bezlglich der Beurteilung der AQNOR
Anzahl/ Zelle in Lymphknoten- FNAs mit einer 2004 verdffentlichten
veterinarmedizinischen Untersuchung bzw. einer humanmedizinischen Publikation
von 1992. In unserer Untersuchung betragt die durchschnittiche AgNOR Anzahl/
Zelle 1,36+0,19 bei Hunden mit physiologischen Lymphknoten (n=26) und steht
damit im Einklang mit VAJDOVICH et al.’s Kontrollgruppe (n=10), die eine
durchschnittiche AQNOR Anzahl/ Zelle von 1,35+0,13 aufweist (VAJDOVICH et al.,
2004). Zu berucksichtigen ist jedoch, dass die ungarische ,Kontrollgruppe® neben der
insgesamt geringeren Anzahl an Tieren, nur 2 Hunde mit physiologischen
Lymphknoten enthalt, sowie des Weiteren jeweils 4 Hunde mit Lymphadenitis und
reaktiver Hyperplasie (VAJDOVICH et al., 2004). Eine mdgliche Erklarung fur die
gleichen Ergebnisse trotz der unterschiedlichen Zusammensetzung der Gruppen
kdnnte darin begrundet liegen, dass unsere Studie keinen signifikanten Unterschied
zwischen Hunden mit physiologischem Lymphknoten (n=26), reaktiver Hyperplasie
(n=25) und Lymphadenitis (n=31) feststellen konnte (P>0,05). Somit ist keine
Differenzierung innerhalb der Nicht- Lymphomgruppe durch die Proliferationsmarker
moglich.

Im Gegensatz zu unseren veterindrmedizinischen Untersuchungen an kaninen
Lymphknoten- FNAs zeigten XU und WANG (1992) in ihrer humanmedizinischen
Studie, dass die AQNOR Anzahl in FNAs von Menschen mit einer Lymphadenitis
(1,16+£0,10 AgNORs/ Zelle; n=56) geringer ausfiel als bei Hunden (1,55+0,26
AgNORs/ Zelle; n=31) (XU und WANG, 1992). Menschen mit reaktiven Hyperplasien
(1,48+0,2 AgNORs/ Zelle; n=6) wiesen wiederum ahnliche Resultate auf wie die in
FNAs von Hunden mit gleicher Erkrankung (1,65+£0,32 AgNORs/ Zelle; n=25) (XU
und WANG, 1992). Humane Patienten mit NHL hingegen zeigten eine hohere
AgNOR Anzahl (6,58%£2,37 AgNORs/ Zelle; n=43) als Hunde mit Lymphomen
(3,67£1,08 AgNORs/ Zelle; n=19) (XU und WANG, 1992). Die Anzahl der ANORs
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ist bei Lymphomen im Vergleich zu reaktiven Hyperplasien und entzundlichen
Veranderungen bei FNAs humaner Lymphknoten signifikant erhéht (P<0,001) (XU
und WANG, 1992). Des Weiteren weisen hoch maligne Neoplasien in der Regel eine
grolere AQNOR Anzahl und eine kleinere AQNOR Flache auf als solche, die benigne
oder weniger maligne sind (XU und WANG, 1992). Hunde mit Lymphomen (n=19)
wiesen in unserer Studie ebenfalls eine signifikant hohere Proliferation im Gegensatz
zur Nicht- Lymphomgruppe auf (P<0,001). Bei ihnen betrug die durchschnittliche
AgNOR Anzahl/ Zelle 3,67+1,08. Ahnliche Ergebnisse lieferten 2 andere
veterinarmedizinische Studien, dort variierte die AQNOR Anzahl/ Zelle bei FNAs
kaniner Lymphompatienten von 3,26 (Bandbreite 1,7-5,3 AgNORs/ Zelle; n= 51)
(VAIL et al., 1997) bis 3,59+0,76 AgNORs/ Zelle (Bandbreite 2,65-5,89 AgNORs/
Zelle; n=16) (VAJDOVICH et al., 2004). Somit ist eine Unterscheidung des kaninen
Lymphoms von der Nicht- Lymphomgruppe durch die computergestutzte Auswertung
der Silberfarbung moglich. Insgesamt hat sich die AQNOR Anzahl - wie auch hier
festgestellt - als ein wichtiger Parameter zur Bestimmung der Zellproliferation in
kaninem lymphatischen Gewebe erwiesen (VAJDOVICH et al., 2004).

5.3 Die 3 Proliferationsmarker

Verglichen mit der relativ grol3en Zahl von Publikationen, die den Nutzen der AQNOR
Anzahl/ Zelle als Proliferationsmarker in den unterschiedlichsten Organen und
Tumoren untersuchten, existieren nur wenige Studien, die die AQNOR Flache und
zusatzlich die prozentuale Anzahl Ki-67 positiver Zellen in Kombination mit der
AgNOR Anzahl erforschten.

Die Beurteilung und Einschatzung von Ki-67 positiven Zellen in Verbindung mit der
AgNOR Anzahl/ Zelle eroffnete neue Perspektiven in der Beurteilung und dem
Wissen um die Wachstumsfraktion einer groRen Anzahl unterschiedlichster
histopathologischer Tumorarten (LORENZATO, 2000). Der Ki-67 Antikorper ist ein
weit verbreiteter Marker fur proliferierende Zellen, denn sein Antigen wird wahrend
aller aktiven Phasen des Zellzyklus exprimiert (GERDES et al., 1991; LORENZATO,
2000). Somit ist es in proliferierenden Zellen anwesend, fehlt aber in inaktiven Zellen
(GERDES et al.,, 1991; LORENZATO, 2000). Dies macht den Antikdrper fur die

Bestimmung der so genannten Wachstumsfraktion eines Gewebes, d.h. die Anzahl
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der proliferierenden und somit Ki-67 positiven Zellen im Zellzyklus von
physiologischem, reaktivem und neoplastischem Gewebe (BROWN DC und
GATTER KC, 1990a) anwendbar. Die Proliferationsaktivitat eines Tumors oder
Gewebes wird jedoch nicht allein durch die Wachstumsfraktion sondern ebenfalls
durch die Zeit bestimmt, die gebraucht wird, um den Zellzyklus zu beenden
(WRIGHT, 1984).

Die quantitative AQNOR Bewertung ist die einzige Methode, die Informationen Uber
die Geschwindigkeit der Zellproliferation in der Routineuntersuchung von
Gewebematerial ermoéglicht (LORENZATO, 2000) und durch die somit eine Aussage
uber die Kinetik der Zellproliferation gewonnen werden kann (DERENZINI, 2000). Die
alleinige Mdoglichkeit, die Zellzyklusgeschwindigkeit zu beurteilen, liegt folglich in der
Quantifizierung des AgNOR Proteins, denn es existiert eine inverse Korrelation
zwischen der AgNOR Anzahl und der Dauer des Zellzyklus (DERENZINI und
TRERE, 1994).

Eine der wenigen pathohistologischen Studien an NHL erkrankten Menschen (n=13),
die die Bedeutung unterschiedlicher Proliferationsmarker anhand einer tatsachlichen
Doppelfarbung von AgNORs und Ki-67 untersucht haben, zeigte neben einem
signifikanten Unterschied zwischen der AgNOR Anzahl Ki-67 positiver zu Ki-67
negativer Zellen, eine hohere AQNOR Anzahl bei Patienten mit Ki-67 positiven Zellen
als bei solchen mit Ki-67 negativen Zellen (JANMOHAMED et al., 1990). Dies galt
sowohl fir NHL erkrankte Menschen mit Tumoren von hohem Malignitatsgrad als
auch fur solche mit niedrigen Malignitatsgraden (JANMOHAMED et al., 1990). So
variierte die durchschnittiche AQNOR Anzahl/ Zelle von 5,0-10,3 in Ki-67 positiven
Zellen und 1,0-3,2 in Ki-67 negativen Zellen bei Menschen mit Lymphomen von
niedrigem Malignitatsgrad. NHL Patienten von hohem Malignitatsgrad wiesen
ebenfalls hohere AQNOR Anzahlen/ Zelle von 9,4-22,0 in Ki-67 positiven im Vergleich
zu 1,1-2,4 AgNORs/ Zelle in Ki-67 negativen Zellen auf (JANMOHAMED et al.,
1990). In MOURAD et al.'s humanmedizinischer Studie wiesen FNAs von
lymphoproliferativen Erkrankungen (n=10) ebenfalls einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen der AQNOR Anzahl von Menschen mit Ki-67 positiven und
negativen Zellen auf (MOURAD et al.,, 1994). Weiterhin zeigten bei dieser
tatsachlichen Doppelfarbung mehr als 95% der Ki-67 positiven Zellen mehr als 4
AgNORs/ Nukleus, wohingegen bei mehr als 95% der Ki-67 negativen Zellen AGQNOR
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Zahlen von 1- 2 AgNORs/ Nukleus gefunden wurden (MOURAD et al., 1994).
Obwohl in unserer Untersuchung die AQNOR Anzahl nicht explizit in Ki-67 positiven
und negativen Zellen gezahlt wurde, weisen auch hier Tiere mit einer hdheren
prozentualen Anzahl Ki-67 positiver Zellen (30,16£10,81% Lymphompatienten)
gleichzeitig héhere durchschnittliche AQNOR Anzahlen/ Zelle (3,67+1,08 AgNORs/
Zelle) auf als Nicht- Lymphompatienten (1,36+£0,19 bis 1,65+£0,32 AgNORs/ Zelle,
2,67%0,99 bis 5,36+2,14% Ki-67 positive Zellen). Die AQNOR Zahlen beider Studien
sind in vergleichbarem Rahmen angesiedelt. MOURAD et al. schlussfolgern, dass
mehr als 4 AgNORs/ Nukleus eine akzeptable Anzahl zur Differenzierung von
proliferierenden und ruhenden Zellen darstellen (MOURAD et al., 1994).

Nach Kenntnis der Autorin finden sich weder bei Hunden mit Lymphomen noch bei
anderen kaninen Geweben Veroéffentlichungen Uber tatsachliche Doppelfarbungen
von AgNORs und Ki-67 bei histologischen und zytologischen Praparaten in der
Veterinarmedizin.

Unsere Untersuchungen ergaben eine gute Korrelation zwischen der prozentualen
Anzahl Ki-67 positiver Zellen und dem Proliferationsmarker AgNOR, d.h. der
durchschnittichen AgNOR Anzahl/ Zelle (r*=0,88, P<0,0001) als auch der
durchschnittlichen AQNOR Flache/ Zelle (r*=0,82, P<0,0001). Weiterhin ist eine gute
Korrelation zwischen der durchschnittichen AgNOR Anzahl/ Zelle und der
durchschnittlichen AQNOR Flache/ Zelle (r*=0,94, P<0,0001) nachgewiesen worden.
Insgesamt konnte somit in FNAs kaniner Lymphknotenpraparate eine gute
Korrelation der Proliferationsmarker untereinander bestatigt werden.

Zwei humanmedizinische Studien farbten unterdessen jeweils gefrorene
Gewebeschnitte von NHL erkrankten Patienten mit der Ki-67 Methode, sowie das
zugehdrige paraffinfixierte Lymphgewebe mit der Silberfarbung fir AgNORs an
(HALL et al., 1988a; OKABE et al., 1991). HALL et al. (1988) zeigten bei 80
Menschen mit NHL ein lineares Verhaltnis zwischen der durchschnittichen AQNOR
Anzahl und der Anzahl Ki-67 positiver Zellen (r= 0,86, P<0,001) (HALL et al., 1988a),
die im Einklang mit einem r>-Wert von 0,74 steht. Folglich ist dieses Ergebnis mit
dem Korrelationskoeffizienten unserer Studie vergleichbar (r?=0,88). In der anderen
histologischen Studie wurde bei 25 Patienten mit unbehandelten NHL ebenfalls eine

lineare, jedoch deutlich niedrigere Korrelation zwischen der durchschnittlichen
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AgNOR Anzahl/ Zelle und dem Verhaltnis der NHL Zellen, die mit Ki-67 reagierten,
beobachtet (r= 0,48, P< 0,05) (OKABE et al., 1991).

Betrachtet man die groRen Unterschiede zwischen den r- Werten dieser 2 Studien,
sollte darauf hingewiesen werden, dass Korrelationskoeffizienten hochgradig
abhangig von der Bandbreite der gemessenen Werte sind, so dass ein hoher
Korrelationskoeffizient eine Folge einer gro3en Bandbreite von MeRwerten sein kann
(PETRIE et al., 2006).

Die dargelegten Ergebnisse machen deutlich, dass die AGQNOR- Anzahl und -Flache,
sowie die prozentuale Anzahl Ki-67 positiver Zellen als Proliferationsmarker jeweils

von gleichwertiger Bedeutung und Nutzen sind.

Veterinarmedizinische Studien bestatigten, dass sowohl die AQNOR Anzahl/ Zelle als
auch die Anzahl Ki-67 positiver Zellen bei Hunden mit Mastzelltumoren und
Sarkomen signifikante Marker fur die Uberlebenszeit sind (ETTINGER et al., 2006;
SCASE et al.,, 2006; WEBSTER et al.,, 2007; WEBSTER et al., 2008). In der
multivarianten Uberlebensanalyse hingegen war nur die erhohte AQNOR Anzahl bei
Hunden mit Sarkomen prognostisch fiir eine kirzere Uberlebenszeit (ETTINGER et
al., 2006). Eine Cox Regressionsanalyse bei Mastzelltumorpatienten ergab weiterhin,
dass der Proliferationsmarker Ki-67 sogar besser geeignet fur die Vorhersage des
Ablebens sei als der AQNOR- Marker (SCASE et al.,, 2006). Im Gegensatz dazu
zeigte KIUPEL (1999) bei 122 kaninen Lymphknotenbioptaten, dass der
Proliferationsmarker Ki-67 nur fur einzelne Gruppen von Hunden mit Lymphomen -
und zwar solche mit weniger als 20% bzw. 40- 60% Ki-67 positiven Zellen -
prognostisch signifikant war (KIUPEL, 1999). Die prognostisch bedeutendsten
Parameter flr die Behandlung kaniner Lymphome waren in dieser Studie jedoch der
Immunphanotyp und die durchschnittliche AgNOR- Anzahl und -Flache, denn der
Einsatz dieser drei Parameter machte eine Trennung zwischen Risikohunden mit
niedrigen Uberlebenschancen und Hunden mit Uberlebenszeiten von bis zu drei

Jahren unter Einsatz von Chemotherapie moglich (KIUPEL, 1999).
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5.4 B- bzw. T- Zell- Differenzierung

Nur wenige Studien wurden veroéffentlicht, die den Einfluss des Immunphanotyps in
Verbindung mit Proliferationsmarkern bei kaninen Lymphomen untersuchten
(FOURNEL- FLEURY et al., 1997b; KIUPEL et al., 1999). Der Schwerpunkt dieser
Arbeiten lag hierbei jedoch in der Beurteilung der Poliferationsmarker unter
prognostischen Gesichtspunkten. KIUPEL untersuchte 1999 in seiner Dissertation
die Proliferationsmarker und den Immunphanotyp nur in Verbindung mit der
Uberlebenszeit und nicht den Einfluss des Immunophdnotypes auf die
Proliferationsmarker alleine (KIUPEL, 1999).

Unsere Studie der insgesamt 101 kaninen Lymphknoten- FNAs enthielt 19 an
Lymphom erkrankte Tiere. PONCE et al. (2010) untersuchten mit 608
Lymphompatienten die groRte Hundepopulation (PONCE et al.,, 2010), sowie
VAJDOVICH et al. (2004) die kleinste Gruppe mit 16 B- Zell- Lymphompatienten
(VAJDOVICH et al., 2004).

In der Literatur finden sich unterschiedliche numerische Angaben inbezug auf den
Anteil des B- bzw. T- Zell- Immunphanotyps von kaninen Lymphompopulationen.
Wahrend das Verhaltnis der B- Zell- Lymphompatienten in unserer Untersuchung
84,2% (16/19) betrug, waren 62,7% (32/51) der Hunde mit Lymphomen einer
anderen Arbeitsgruppe CD3 negativ (VAIL et al., 1997). VAJDOVICH et al.’s (2004)
Studie enthielt sogar 100% (16/16) B- Zell- Lymphome (VAJDOVICH et al., 2004).
Von 122 untersuchten kaninen Lymphomen waren 77,0% (94/122) Lymphome vom
B- und 28,7% (27/122) vom T- Zell- Typ, sowie 1 Lymphom (0,82%) konnte weder
mit dem CD3- noch mit dem CD79a- Marker von KIUPEL identifiziert werden
(KIUPEL, 1999). In RUSLANDER et al.’s Publikation wiesen 76% der Tiere (134/175)
ein B- und 21,5% ein T- Zell- Lymphom (38/175) auf. Weiterhin fanden sich bei 2%
der Hunde (3/175) Null Zellen, d.h. diese Zellen zeigten keine spezifische Reaktion
mit einem kaninen Lymphozyten- Antikérper (RUSLANDER et al., 1997). Ahnliche
Ergebnisse bei der immunphanotypischen Differenzierung von kaninen Lymphomen
konnten in anderen Studien demonstriert werden (CARTER et al., 1986; FERRER et
al., 1993; FOURNEL- FLEURY et al., 1997a).

Im Gegensatz dazu berichteten PONCE et al. (2010) bei einer Untersuchung an 608

Hunden Uber eine vergleichsweise hohe Anzahl der T- Zell- Lymphomprobanden mit
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35,4% (215/608) und nur 63,8% der Tiere (388/608) wiesen ein B- Zell- Lymphom
auf. Des Weiteren waren auch hier 5 (0,8%) Nicht- B/ Nicht- T- Zell- Lymphomhunde
vorhanden (PONCE et al., 2010). Ahnliche Resultate zeigten TESKE et al. in einer
frGheren Publikation (1994) bei Hunden mit Lymphomen (TESKE et al., 1994b).
Unabhangig des zahlenmaRig umstrittenen Verhaltnisses von Hunden mit B- zu T-
Zell- Lymphomen, steht auler Frage, dass der Uberwiegende Anteil der kaninen
Lymphome B- Zell- Tumoren sind (BAKER und LUMSDEN, 2000b; GREENLEE et
al., 1990).

Werden neben der immunphanotypischen Differenzierung von Hunden mit
Lymphomen und der Haufigkeitswahrscheinlichkeit ihres Auftretens Aspekte wie die
Proliferationskinetik (von Neoplasien) hinzugezogen, zeigten Hunde mit B- Zell-
Lymphomen in unserer Studie eine hohere AQNOR- Anzahl und -Flache, sowie eine
hohere prozentuale Anzahl Ki-67 positiver Zellen verglichen mit T- Zell- Lymphom
positiven Tieren. Folgend wiesen B- Zell- Lymphompatienten eine hdhere
Prozentzahl an proliferierenden Zellen und auch eine hohere
Zellzyklusgeschwindigkeit im Gegensatz zu Hunden mit T- Zell- Lymphomen auf.
Diese Ergebnisse sollten aber zur genaueren Verifizierung in Zusammenhang mit der
Unterteilung der Lymphompatienten in die entsprechenden Malignitatsuntergruppen
der ,Aktualisierten Kiel Klassifikation® (FOURNEL- FLEURY et al.,, 1994b;
FOURNEL- FLEURY et al.,, 1997a; PONCE et al., 2010) betrachtet werden. Die
Ubertragung des humanen Klassifizierungsschemata auf den Hund zeigte - neben
einer hoheren Anzahl der Tiere mit B- gegenuber T- Zell- Lymphomen - eine
geringere Anzahl der Hunde mit Lymphomen von niedrigem gegenuber hohem
Malignitatsgrad (FOURNEL- FLEURY et al.,, 1997a; FOURNEL- FLEURY et al.,
1997b). Ein moglicher Grund flir die geringe Proliferation bei Hunden mit T- Zell-
Lymphomen konnte darin begrundet liegen, dass die (kleinere) Gruppe der Hunde
mit T- Zell- Lymphomen prozentual gesehen eine groliere Anzahl von Tieren mit
Lymphomen von niedrigem Malignitatsgrad aufwies, wahrend die meisten Tiere mit
B- Zell Lymphomen nach FOURNEL- FLEURY et al.'s und auch unseren eigenen
Untersuchungen Lymphome von hohem Malignitatsgrad waren (FOURNEL- FLEURY
et al., 1997a).
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Alles in allem ist zu beachten, dass die Gruppe der T- Zell- Lymphompatienten (n=3),
die 2 Hunde mit Lymphomen von niedrigem Malignitatsgrad enthielt, gegenuber der
B- Zell- Gruppe (n=16) mit nur einem Hund mit einem Lymphom von niedrigem
Malignitatsgrad in unserer Studie sehr gering war und so konnte weder fir Hunde mit
B- bzw. T- Zell- Lymphomen noch fir Patienten mit Lymphomen von niedrigem bzw.
hohem Malignitatsgrad eine statistische Analyse der Proliferationsmarker AQNOR

oder Ki-67 durchgeflht werden.

5.5 Hunde mit Lymphomen von niedrigem bzw. hohem
Malignitatsgrad

Eine weitere Kategorisierung der Lymphompatienten zeigte die Untersuchung der
Malignitatsgrade von Hunden mit B- bzw. T- Zell- Lymphomen anhand der an den
Hund angepaldten ,Aktualisierten Kiel Klassifikation® (FOURNEL- FLEURY et al.,
1994b; FOURNEL- FLEURY et al., 1997a; PONCE et al., 2010). Die zusatzliche
Beurteilung von FNAs unter Berucksichtigung zytomorphologischer Kriterien, wie
Mitoseindex und ZellgréRe, ermoglichte hier eine Uberwiegende Differenzierung der
Lymphome in 15/16 (93,7%) Hunde mit hochmalignen und nur 1/16 (6,3%) Tier mit
einem niedrigmalignen B- Zell- Lymphom. Im Gegensatz dazu zeigte eine geringere
Anzahl der Tiere (1/3) ein hochmalignes T- Zell- Lymphom (33,3%) und nur 2/3
Hunde wiesen ein niedrigmalignes T- Zell- Lymphom (66,7%) auf.

TESKE et al.’s Untersuchungen (1994) an 95 Hunden mit Lymphomen ergab unter
Ausschlufd der 3 Nicht- B/ Nicht- T- Zell- Lymphome, die mittels modifizierter Kiel
Klassifikation nicht klassifizierbar waren, ein fast identisches Verhaltis der
Lymphompatienten mit 7,1% niedrig- bzw. 92,9% hochmalignen B- Zell- Tumoren.
Lediglich das Verhaltnis der Hunde vom T- Zell- Typ zeigte mit 19,4%
niedrigmalignen und 80,65% hochmalignen Lymphompatienten Abweichungen zu
unserer Studie (TESKE et al., 1994b). Es muss jedoch berucksichtigt werden, dass
die geringe Fallzahl von Patienten mit T- Zell- Lymphomen in unserer Arbeitsgruppe
keinen sicheren Vergleich zulasst. Die ungarische Arbeitsgruppe stellte dagegen
einen deutlich niedrigeren Anteil von 7/16 (43,8%) Lymphomen von hohem

Malignitatsgrad und einen relativ hohen Prozentsatz (9/16 Hunde; 56,3%) mit einem
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Lymphom von niedrigem Malignitatsgrad fest. Hunde mit T- Zell- Lymphomen waren
in dieser Studie nicht eingeschlossen (VAJDOVICH et al.,, 2004). FOURNEL-
FLEURY et al.’s Ergebnisse (1997) der 92 histologischen Lymphompraparate zeigte
hingegen bei 62,5% der Hunde mit niedrigmalignen und 37,5% der Tiere mit
hochmalignen T- Zell- Lymphomen Ubereinstimmungen zu dem in unserer Studie
festgestellten Trend. Im Gegensatz dazu wiesen 22,1% der Tiere einen B- Zell-
Tumor von niedrigem und 77,9% der Hunde einen von hohem Malignitatsgrad auf
(FOURNEL- FLEURY et al, 1997a). Ahnliche Ergebnisse bei der
zytomorphologischen Differenzierung der kaninen B- Zell- Lymphome berichteten
PONCE et al. (2010). Bezuglich der T- Zell- Lymphome ist ein direkter Vergleich mit
anderen Studien schwierig, da die Autoren eine sehr groRe Anzahl von Patienten
untersuchten und dabei in den Studien mit kleineren Fallzahlen nicht aufgeflhrte
Subtypen des T- Zell- Lymphoms aufgefuhrt haben. Ponce et al. haben von
insgesamt 143 Hunden mit T- Zell- Lymphomen bei 17/143 (11,9%) ein sehr
undifferenziertes lymphoblastisches Lymphom (precursor T- cell lymphoma)
nachgewiesen. Die Ubrigen Hunde mit T- Zell- Lymphomen (126/143; 88,1%) wiesen
besser ausdifferenzierte Formen (mature T- cell lymphoma) auf, von denen 26/143
(18,2%) einen niedrigen Malignitatsgrad zeigten und 100/143 (69,9%) einen hohen
Malignitatsgrad. Bei 21/143 (14,7%) Hunden war eine Klassifikation nicht moglich
(PONCE et al., 2010).

VAIL et al. (1997) und RUSLANDER et al. (1997) machten bezlglich des
Malignitatsgrades keine Aussage (RUSLANDER et al., 1997; VAIL et al., 1997).

Werden neben den immunzytologischen Markern zusatzlich auch die
Proliferationsmarker zur Auswertung der Malignitatsgrade von kaninen Lymphomen
einbezogen, zeigte unsere Studie eine tendenziell hdhere Aktivitat der
Proliferationsmarker AQNOR und Ki-67 bei Hunden mit Lymphomen von hohem
Malignitatsgrad als bei solchen mit niedrigem Malignitatsgrad. Aber auch hier war die
Anzahl der Hunde mit niedrigmalignen Lymphomen zu gering, um eine statistische
Analyse der Proliferationsmarker AQNOR und Ki-67 durchflihren zu kénnen.

Abgesehen von der unterschiedlichen prozentualen Verteilung der Malignitatsgrade
bei Hunden mit B- Zell- Lymphomen, erzielten VAJDOVICH et al. (2004) fur die
AgNOR Anzahl in kaninen Lymphknoten- FNAs ebenfalls eine hohere AgNOR
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Anzahl/ Zelle bei Tieren mit hochmalignen Lymphomen (4,08+0,855 AgNORs/ Zelle;
Bandbreite von 3,30-5,89 AQNOR Anzahl/ Zelle; n=7) im Gegensatz zu Hunden mit
niedrigmalignen Lymphomen (3,22+0,38 AgNORs/ Zelle; Bandbreite von 2,65-3,77
AgNOR Anzahl/ Zelle; n=9) (VAJDOVICH et al., 2004). FORUNEL- FLEURY et al.’s
Untersuchungen (1997) von 92 kaninen formalinfixierten NHL Bioptaten und 30
FNAs- bzw. Tumorabklatschpraparaten wiesen eine hoch signifikante Korrelation
zwischen dem Ki-67 Index und dem histologischen Grad der Neoplasien nach, d.h.
der Ki-67 Index ist hoch bei Hunden mit hochmalignen und niedrig bei Patienten mit
niedrigmalignen Lymphomen (FOURNEL- FLEURY et al., 1997b). Der Ki-67 Index
ergibt sich aus der Anzahl der Ki-67 positiven Zellen dividiert durch 1000 (FOURNEL-
FLEURY et al., 1997b). (Ein Ki-67 Index <21% ist charakteristisch fur Tiere mit
Lymphomen von niedrigem Malignitatsgrad, sowie ein Ki-67 Index >21% bzw.
gewohlich >29% fur hochmaligne Lymphomprobanden (FOURNEL- FLEURY et al.,
1997b)).

Signifikante Unterschiede in der AgNOR- Anzahl und -Flache sind auch beim
Menschen innerhalb der NHL Gruppe, Lymphome von niedrigem gegenuber hohem
Malignitatsgrad, zu finden (CROCKER, 1987; XIUYUN, 1995). So weisen Menschen
mit NHL von hohem Malignitatsgrad ebenfalls eine héhere AQNOR Anzahl/ Zelle auf
als solche mit Lymphomen von niedrigem Malignitatsgrad (CROCKER, 1987;
CROCKER und EGAN, 1988; SMITH, 1993). Viele humanmedizinische Studien
haben bei Bioptaten von NHL erkrankten Patienten eine exzellente Korrelation
zwischen Ki-67 Immunfarbung und histologischem Grad der NHL dokumentieren
kénnen (BROWN DC und GATTER KC, 1990b; GERDES et al., 1984; HALL et al.,
1988b; PILERI und GERDES, 1987; SCHWARTZ et al., 1989; SCOTT et al., 1988;
VENERONI et al., 1988; WEISS und STRICKLER, 1987). Im Allgemeinen waren bei
Bioptaten von Patienten mit NHL von geringem Malignitatsgrad die geringste Anzahl
Ki-67 positiver Zellen nachweisbar und Patienten mit Lymphomen von hohem
Malignitatsgrad wiesen die hochste Zahl Ki-67 positiver Zellen auf (SCHWARTZ et
al., 1989).

Obwohl die Anzahl Ki-67 positiver Zellen bei einigen Tumorarten signifikant mit dem
Malignitatsgrad korreliert, ist eine sichere Unterscheidung zwischen malignen und

benignen Neoplasien nicht immer moglich. So konnten LOHR et al. (1997) bei
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kaninen Mammatumoren zwar eine signifikante Erhdhung des Ki-67 Indexes bei
hoherer Tumormalignitat feststellen, nichtsdestoweniger wurde eine beachtliche
Uberschneidung zwischen den histopathologischen Tumorarten u.a. bei dem
Proliferationsmarker Ki-67 gesehen, die es letztendlich unmdglich machte, einen
spezifischen Cut- off- Wert zur Abgrenzung von malignen gegenlber benignen
Tumoren festzulegen (LOHR et al., 1997). Auch in unserer Studie ist die Beurteilung
der Proliferationsaktivitat durch die Proliferationsmarker AQNOR und Ki-67 aufgrund
der geringen Anzahl der Patienten mit niedrigem Tumorgrad einerseits, sowie durch
die geringe Anzahl der Probanden mit T- Zell- Lymphomen anderereseits als
vorsichtig zu bewerten. Zur Erzielung eines aussagekraftigen Ergebnisses, das nicht
nur Tendenzen widergibt, sind weitere Untersuchungen mit einem grofReren

Stichprobenumfang erforderlich.

5.6 Die Receiver operating charakteristic (ROC) Analyse

Die Receiver operating charakteristic (ROC) Analyse zeigte, dass alle 3
Proliferationsmarker ein Lymphom mit einer Testgenauigkeit erkennen kénnen (AUC
hier: 0,99; Optimalwert 1,0). Des Weiteren ermoglichten Cut- off- Werte von >2,04
AgNORs/ Zelle, einer AQNOR Flache >58,3um? Zelle, sowie einer prozentualen
Anzahl Ki-67 positiver Zellen >10,4% den Ausschlu} eines Lymphoms mit einer
hohen Spezifitdt von 95,1 bis 97,7% Bandbreite. Hohere Cut- off- Werte der
Proliferationsmarker waren gleichbedeutend mit noch hoheren Werten fur die
Spezifitat gewesen.

Der paarweise Vergleich der ROC Kurven demonstrierte weiterhin, dass alle 3
Proliferationsmarker gleichermalen gut, d.h. gleichwertig zur Lymphomerkennung
geeignet sind. Obwohl fur unsere Studie anfanglich eine Doppelfarbung zum
besseren Vergleich der Proliferationsmarker untereinander unerlasslich erschien,
muf nun aufgrund dieser Ergebnisse festgestellt werden, dass dies fur diagnostische
Zwecke im Routinelabor nicht notwendig ist. Mul} eine Wahl zwischen der Silber-
oder der immunzytologischen Ki-67 Farbung getroffen werden, so kann aufgrund der
Erfahrung der Autorin darauf verwiesen werden, dall die Silberfarbung zwar
insgesamt schnell durchfihrbar (ca. 1h) und kostengunstiger ist, - wurde erst einmal

ein digitales Image Analysesystem zur Auswertung erworben -, jedoch dauert die
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notwendige digitale Archivierung verbunden mit der computergestutzten Auswertung
um ein vielfaches langer. Die positiv rot gefarbten Zellen der immunzytologischen Ki-
67 Farbung sind hingegen schnell von Hand am Mikroskop ausgezahlt, leider sind
die Materialien, insbesondere die Antikérper fur diese Farbung sehr teuer und das
Farbeprotokoll ist aufgrund der Inkubationszeiten sehr zeitintensiv (ca. 5 h).

TRERE et al. und KIUPEL geben der Silberfarbung den Vorrang und bestatigen
ebenfalls anhand ihrer Untersuchungen, dall die AgNOR Farbung billiger und
weniger zeitintensiv im Gegensatz zur Ki-67 Anfarbung ist (KIUPEL, 1999; TRERE et
al., 1991).

5.7 positive und negative pradiktive Werte

Die Sensitivitat und Spezifitdt zur Erkennung eines Lymphompatientens durch
Proliferationsmarker wurde mit Hilfe der ROC Analyse ermittelt und wies sehr hohe
Werte fur beide Parameter auf.

Sensitivitat und Spezifitdt geben Auskunft Gber den Anteil an positiven und negativen
Resultaten bei Kranken und Gesunden und damit tber die Leistungsfahigkeit eines
Tests bezuglich einer definierten Krankheit. Die beiden Begriffe helfen aber nicht bei
der Beurteilung einzelner Werte, d.h. wenn im Einzelfall die Bedeutung eines vom
Labor gelieferten Resultats in Bezug auf einen bestimmten Patienten bzw. dessen
Erkankung eingeordnet werden soll. Bei der Testinterpretation muss der Tierarzt
entscheiden, ob im vorliegenden Fall das pathologische Resultat tatsachlich fur das
Vorliegen einer Erkrankung spricht oder ob das physiologische Resultat die
vermutete Krankheit ausschlie3t. Hierbei helfen der positive und negative pradiktive
Wert der 3 Proliferationsmarker.

Liegt ein pathologisches Analysenergebnis vor, so sollte der Untersucher die
Wahrscheinlichkeit kennen, mit der dieses pathologische Ergebnis einen Patienten
als ,richtig krank® klassifiziert (positiver pradiktiver Wert, PPW) (FRITZE, 2008). Liegt
das Analysenergebnis andererseits im Normalbereich, so sollte der Untersucher die
Wabhrscheinlichkeit kennen, mit der dieses normale Ergebnis einen Patienten als
Lrichtig gesund® klassifiziert (negativer pradiktiver Wert, NPW) (FRITZE, 2008). Sind
diagnostische Sensitivitat (Verhaltnis der Tiere mit positivem Testergebnis zu den

tatsachlich Kranken) und Spezifitat (Verhaltnis der Tiere mit negativem Testergebnis



Diskussion 96

zu den tatsachlich Kranken) sowie die Krankheitspravalenz (Anteil der Erkrankung in
einem Untersuchungsgut zu einem bestimmten Zeitpunkt) bekannt, Iasst sich sowohl
der positive als auch der negative pradiktive Wert eines pathologischen

Analysenergebnisses berechnen (FRITZE, 2008).

Die jahrliche Inzidenzrate des Lymphoms beim Hund wird zwischen 13-33 pro
100.000 Hunde (DORN et al., 1970; TESKE, 1994), in einer britischen Studie sogar
mit 134 pro 100.000 Hunde angegeben (DOBSON et al., 2002). Eine andere
britische Publikation legte 2003 bei 130.684 krankenversicherten Hunden eine
Inzidenzrate von 0,079% zugrunde (EDWARDS et al., 2003). Da sich diese neuere
Veroffentlichung mit 79 an Lymphom erkrankten Tieren pro 100.000 Hunde genau in
dem oben angegebenen Bereich befindet, wurde diese jahrliche Inzidenzrate in
unserer Studie verwendet.

Wie in humanen NHL, so variiert auch die Histologie und der Immunphanotyp der
kaninen Lymphome geographisch (TESKE et al., 1994b). Die Grunde hierfur sind
unbekannt. Umwelttechnische Faktoren oder unterschiedliche genetische
Hintergriinde von Zichterpopulationen kdnnten hierbei von Bedeutung sein (TESKE
et al., 1994b).

Unter Einbeziehung der jahrlichen Inzidenzrate und der Verbreitung von kaninen
Lymphomen in England mit einem Prozentsatz von 0,079% folgt ein sehr niedriger
errechneter positiver pradiktiver Wert fur alle hier untersuchten Proliferationsmarker
bei gleichzeitig sehr hohem negativem pradiktivem Wert. Dies lasst sich daher
erklaren, dass der positive pradiktive Wert malRgeblich durch die Krankheitspravalenz
beeinflusst wird, d.h. bei einer relativ niedrigen Pravalenz ist der pradiktive Wert
eines positiven Ereignisses (PPN) immer relativ klein, selbst wenn Sensitivitat und
Spezifitat hoch sind (FRITZE, 2008). Folglich ist die Wahrscheinlichkeit, dass bei
einem pathologischen Testergebnis der Patient tatsachlich einen entsprechenden
Tumor aufweist, relativ klein.

Die Resultate zeigen anschaulich, dass sich dieser Test insbesondere zum
Ausschlul3 eines Lymphoms eignet. Als Screeningparameter sind die

Proliferationsmarker unseren Ergebnissen nach weniger empfehlenswert.
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5.8 Grenzen

Auch diese Studie weist Grenzen auf, denn die Diagnosen der kaninen FNAs
basieren auf den zytologischen Beurteilungskriterien zur Unterscheidung der
jeweiligen Lymphadenopathien (s. Kap. 2.1.7). Aus diesem Grund ist nicht
auszuschliellen, dass bei stark aktivierten Gewebezellen eine Abgrenzung von
Tumorzellen unter Umstanden schwierig war und dass folglich ein kanines Lymphom
im Anfangsstadium falschlicher Weise als eine reaktive Hyperplasie eingestuft
worden sein konnte. Jedoch zeigte die immunzytologische B- bzw. T- Zell-
Differenzierung der Lymphome bei allen Lymphompatienten eine deutliche positive
Reaktion, die bei Hunden mit reaktiven Hyperplasien fehlte.

Eine weitere Limitation unserer Studie ist die Tatsache, dass die Zytologie die
Referenzmethode darstellt und somit auch Testmethoden mit einer hoheren
Sensitivitat oder Spezifitat zur Detektion eines Lymphoms maximal Werte von 100%
erreichen konnen.

Aufgrund der Untersuchungstechniken war die Untersucherin nicht verblindet, auch
wenn die eigentliche zytologische Diagnose letztendlich erst von Frau Dr. N. Bauer
nach Auswertung aller Ergebnisse bestatigt wurde. Die AgNOR Auszahlung und
Ausmessung wurde jedoch halbautomatisch vorgenommen, weshalb eine
Beeinflussung der Ergebnisse durch eventuelle Kenntnis der zytologischen Diagnose

auszuschlielRen ist.

Insgesamt haben sich die durchschnittliche AgNOR- Anzahl und -Flache/ Zelle,
sowie die prozentuale Anzahl Ki-67 positiver Zellen als wichtige Parameter zur
Beurteilung der Anzahl der proliferierenden Zellen (Wachstumsfraktion) und der
Geschwindigkeit der  Zellproliferation  (Zellzyklusgeschwindigkeit) in  der
Routineuntersuchung von lymphatischem Gewebe erwiesen und stellen folglich gute
Proliferationsmarker in FNAs kaniner Lymphknoten dar. Winschenswert ware, dass
eine bessere Kenntnis der Wachstumsfraktion und Zellzyklusgeschwindigkeit
vielleicht bei zukunftig folgenden Studien auch in Hilfestellung prognostischer Art fur
die Therapie der Lymphompatienten resultieren. Zum heutigen Zeitpunkt ermdglichen
die Proliferationsmarker eine AusschluRdiagnose von Hunden mit kaninen

Lymphomen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser prospektiven Studie war die Etablierung von AQNORs und Ki-67 als
Proliferationsmarker bei kaninen Lymphknoten- Feinnadelaspiraten (FNAs). Von
Februar 2003 bis Oktober 2005 wurden 101 Hunde, darunter 26 klinisch gesunde
Hunde, 31 Hunde mit Lymphadenitiden, 25 mit reaktiven Hyperplasien und 19 Hunde
mit Lymphomen in die Untersuchung einbezogen. Die Diagnosefindung mittels May-
Grunwald/ Giemsa Farbung, sowie die AQNOR/Ki-67- Doppelfarbung erforderte ein
Minimum von 3- 5 zytologischen Praparaten. Zur halbautomatischen Auswertung
mittels QWin/QGo und QUIPS modifizierter Software (Leica) wurden die
durchschnittiche AQNOR- Anzahl und -Flache/ Zelle, sowie die prozentuale Anzahl
Ki-67 positiver Zellen in 100- 167 Zellen herangezogen. Die durchschnittiche AQNOR
Anzahl/ Zelle betrug 1,3610,19 bei gesunden Hunden, 1,55+0,26 bei Lymphadenitis-,
1,65+0,32 bei reaktiver Hyperplasie- und 3,67+1,08 bei Lymphompatienten. Die
durchschnittliche AQNOR Flache/ Zelle wies 40,31+4,63um? bei gesunden Hunden,
45,03+5,87um? bei Lymphadenitisprobanden, 48,88+7,03um? bei Tieren mit reaktiver
Hyperplasie und 92,48+25,48um? bei Hunden mit Lymphomen auf. Die prozentuale
Anzahl Ki-67 positiver Zellen betrug bei gesunden Hunden 2,67+0,99%, bei
Lymphadenitispatienten  5,04+3,34%, bei reaktiven Hyperplasieprobanden
5,36%+2,14% und bei Hunden mit Lymphomen 30,16+10,81%. Alle Parameter waren
in der Lymphomgruppe signifikant hoher als in der Nicht- Lymphomgruppe
(P<0,001). Weiterhin zeigte sich eine gute Korrelation zwischen Ki-67 positiven
Zellen und der AQNOR Anzahl bzw. Flache/ Zelle sowie zwischen AGNOR Anzahl
und Flache/ Zelle. Die Sensitivitat und Spezifitat der AQNOR Anzahl zur Erkennung
eines Lymphoms betrug 94,7% und 96,3% bei einem Cut- off- Wert von >2,04
AgNORs/ Zelle. Der Schwellenwert fur die durchschnittiche AGQNOR Flache/ Zelle
war >58,3um? (Sensitivitat 94,7%, Spezifitat 95,1%), sowie >10,4% fur Ki-67 positive
Zellen (Sensitivitat 94,7% und Spezifitat 97,6%). Unter Einbeziehung der jahrlichen
Inzidenzrate und der Verbreitung von kaninen Lymphomen in England mit einem
Prozentsatz von 0,079% folgt ein errechneter positiver pradiktiver Wert <1,51-3,03%
sowie ein negativer pradiktiver Wert von 100% fur alle 3 Proliferationsmarker. Die

Resultate zeigen deutlich, dass sich dieser Test insbesondere zum Ausschlul} eines



Zusammenfassung 99

Lymphoms eignet. Als Screeningparameter sind die Proliferationsmarker unseren

Ergebnissen nach weniger empfehlenswert.

Insgesamt haben sich die durchschnittiche AQNOR- Anzahl und -Flache/ Zelle,
sowie die prozentuale Anzahl Ki-67 positiver Zellen als wichtige Parameter zur
Beurteilung der Anzahl der proliferierenden Zellen (Wachstumsfraktion) und der
Geschwindigkeit der  Zellproliferation  (Zellzyklusgeschwindigkeit) in  der
Routineuntersuchung von lymphatischem Gewebe erwiesen und stellen folglich gute

Proliferationsmarker fir FNAs kaniner Lymphknoten dar.
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7 SUMMARY

The aim of this prospective study was to establish AQNORs and Ki-67 as markers of
proliferation in canine lymph node fine needle aspirates (FNAs). Between February
2003 and October 2005, lymph node FNAs of 101 dogs grouped as normal (n=26),
lymphadenitis (n=31), reactive hyperplasia (n=25) and lymphoma (n=19) were
included. For diagnosis at least 3- 5 smears each were prepared for a May-
Grinwald/ Giemsa stain and an AgNOR/Ki-67- double stain. By means of a
semiautomatic system using QWin/QGo and QUIPS modified software (Leica) mean
AgNOR counts and area/ cell and the percentage of Ki-67 positive cells were
determined. The number of cells analysed ranged from 100 to 167 cells each.

Mean AgNOR counts/ cell were 1.36£0.19 in normal dogs, 1.55+0.26 in
lymphadenitis, 1.65+£0.32 in reactive hyperpasia and 3.67+1.08 in lymphoma. Mean
AgNOR area/ cell was 40.31+4.63um? 45.0315.87uym?, 48.88+7.03um? and
92.48+25.48um? respectively. The percentage of Ki-67 positive cells were
2.67+£0.99% in normal dogs, 5.04+3.34% in lymphadenitis, 5.36+2.14% in reactive
hyperpasia and 30.16+10.81% in lymphoma. All parameters were significantly higher
in dogs with lymphoma than in the other groups (P<0.001). Furthermore, a good
correlation between Ki-67 positive cells and AQNOR counts and area/ cell as well as
between AgNOR counts and area/ cell was shown.

Sensitivity and specificy of the AQNOR count for diagnosing lymphoma was 94.7%
and 96.3% at a cut off value of >2.04 AgNORSs/ cell. The cut off value for AQNOR
area/ cell was >58.3um? (sensitivity 94.7%, specificy 95.1%), and >10.4% for Ki-67
positive cells (sensitivity 94.7%, specificy 97.6%). With regard to the annual
incidence rate and distribution of canine lymphoma in Great Britain with a percentage
of 0.079%, a positive predictive value (PPW) of <1.51-3.03% and a negative
predictive value (NPW) of nearly 100% was calculated for all 3 proliferation markers.
These results demonstrated clearly that the tests were especially valuable to rule out

lymphoma; however they were less suitable as a screening tool.

In conclusion our investigations show that mean AgNOR counts and area/ cell and
the percentage of Ki-67 positive cells serve as useful parameters to determine the

number of cycling cells (growth fraction) and the kinetics of cell proliferation (cell
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cycle duration) in routine investigations of lymphatic tissues and are therefore good

markers of proliferation in canine lymph node FNAs.
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