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1. Einleitung

1. Einleitung

Im Rahmen der Untersuchung von Mammatumoren des Hundes und deren
oberflachlichen Leistenlymphknoten ist histologisch haufig die Speicherung von
goldbraunem eisenhaltigem Pigment in den Makrophagen der Lymphknoten auffallig
(s. Abbildung 1). Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass es sich bei dieser
Art von Pigment um Hamosiderin handelt. Ein Ziel dieser Promotionsarbeit ist die
spezifische ldentifikation des eisenhaltigen goldbraunen Pigments. Weiterhin sollen
mogliche, insbesondere hormonelle oder neoplastische, Ursachen der
Pigmentspeicherung durch Auswertung gesammelter Informationen Uber die
untersuchten Hunde in Verbindung mit Ergebnissen der histologischen Untersuchung
hergeleitet werden. Mit Hilfe von Eisenfarbungen und immunhistologischen
Untersuchungen soll geklart werden, ob das eisenhaltige Protein Laktoferrin an einer
Pigmentierung und Eisen-positiven Reaktion in Lymphknoten und Milchdrise
beteiligt sein kann. Zur Kontrolle soll auch auf Verbindungen mit zweiwertigem Eisen

untersucht werden.

Abbildung 1: Hamosiderinhaltige Makrophagen im Marksinus eines caninen Lymphknotens.
Obj. x 40. Hamatoxylin-Eosin.



2. Literaturtbersicht

2. Literaturubersicht

2.1. Eisenstoffwechsel

2.1.1. Ferritin

2.1.1.1. Vorkommen

Ferritin dient der intrazellularen Speicherung von dreiwertigem nicht-ham Eisen,
die im Rahmen des Zellstoffwechsels auftritt (Crichton, 1975; Meguro et al., 2005).
Typische  Speicherzellen fir Eisen sind Zellen des mononuklearen
Phagozytensystems (MPS) von Knochenmark, Milz und Leber sowie die
Hepatozyten (Mason und Taylor, 1978; Harrison und Arosio, 1996). Ferritin wurde
aullerdem u.a. im Epithel des Magens und Duodenums, in proximalen Tubuluszellen
der Niere, im Zervixepithel des Uterus, in epithelialen und periacinaren Zellen der
Milchdrise, in epithelialen Tumorzellen von Mammakarzinomen, in Kupffer-Zellen
der Leber und in Histiozyten verschiedener Gewebe nachgewiesen (Mason und
Taylor, 1978; Rossiello et al., 1984; Shterman et al., 1991). Ferritin konnte auch
extrazelluldr im Serum und in Korperflissigkeiten wie Lymphe und Milch

nachgewiesen werden (Leak, 1976; Harrison und Arosio, 1996).

2.1.1.2. Synthese

In Ferritin gespeichertes Eisen stammt von Hamoglobin aus dem Erythrozytenabbau,
Transferrin und injizierten Eisenverbindungen (Rifkind, 1965; Andrews, 2005).
Durch Bindung des Eisens an das zytosolische Protein Apoferritin entsteht Ferritin
(lancu und Shiloh, 1988). Dieses wird in Lysosomen (Siderosomen) transportiert und
dort als Ferritin gespeichert oder durch lysosomale Proteolyse in Hamosiderin
umgewandelt (lancu und Shiloh, 1988; Meguro et al., 2005). Harrison und Arosio
(1996) vermuten, dass extrazellulares Ferritin aus geschadigten Zellen stammt oder
aktiv sezerniert wurde. Fur letzteres spricht auch die Beobachtung von
Yuan et al. (2004), dass eisenhaltigen Makrophagen in vitro sowohl Eisen als auch

Ferritin mittels Exozytose freisetzen.
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2.1.1.3. Funktion

Eisen ist fir die meisten Organismen, z.B. als Cofaktor fur Enzyme, essentiell.
Allerdings fuhrt zweiwertiges Eisen in Anwesenheit von Sauerstoff zur Radikalbildung
und kann somit die Zelle (DNS, Proteine, Membranlipide) schadigen.
Dreiwertiges Eisen ist stabiler, aber bei neutralem pH-Wert unloslich. Ferritin und
auch Hamosiderin stellen eine Mdglichkeit der Eisenspeicherung dar, die die Gefahr
der Zellschadigung durch Radikale reduziert (Chiancone et al., 2004). Dies hat auch
Bedeutung bei Entzindungen, da Eisen durch die Produktion von Radikalen die
Entzindung verstarken und Leukozyten schadigen kann (Rodriguez et al., 1999).
Zudem bendtigen auch Mikroorganismen und neoplastische Zellen Eisen zum
Zellwachstum. Dabei nutzen einige Bakterien das Eisen des Wirtes.
Die Eisenspeicherung in Form von Ferritin und Hamosiderin verringert im Wirt das
Bakterien und neoplastischen Zellen zur Verfugung stehende Eisen.
Eisenlberschuss in bestimmten Geweben fordert Infektionen, Neoplasien,
Kardiomyopathien, Arthropathien und das Voranschreiten endokriner und evtl. auch
neurogener Degeneration (Weinberg, 1999; Chiancone et al. 2004). Green et al.
(1988) konnten zeigen, dass an unldsliche Immunkomplexe gebundenes Ferritin die
tumorizide Funktion von Makrophagen starker hemmte als an unldsliche
Immunkomplexe gebundenes Apoferritin. Dies beruhte wahrscheinlich auf
frhzeitiger  Freisetzung, verstarkiem Verbrauch oder Hemmung von
Effektormolekllen der Makrophagen. Bei Erkrankungen, z.B. Entzindungen, kommt
es zur vermehrten Speicherung und verminderten Freisetzung von Eisen aus den
Zellen des MPS. Dies fuhrt zu verminderter Eisenkonzentration im Blut mit
nachfolgender  Anamie (Finch, 1975; Rodriguez et al., 1999).
Alvarez-Hernandez et al. (1986) zeigten, dass peritoneale Makrophagen der Maus,
die mit unspezifischen Entzindungsmediatoren stimuliert wurden, weniger Eisen
freisetzten und eine geringere Ferritinsynthese zeigten als nicht stimulierte
Makrophagen. Die Autoren vermuten, dass solche Makrophagen Eisen eher in
unléslicher Form als Hamosiderin oder in I6slichen nicht-Ferritin Makromolekulen
speichern. Extrazellulares Ferritin dient vermutlich dem Eisenaustausch zwischen

Zellen und der Regulation der Zellproliferation (Harrison und Arosio, 1996).
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2.1.1.4. Abbau

Bei Eisenbedarf wird entweder weniger Ferritin in Siderosome aufgenommen oder es
kommt zur gesteigerten Freisetzung von gespeichertem Eisen. Wahrscheinlich wird
zuletzt aufgenommenes Eisen auch als erstes wieder freigesetzt
(lancu und Shiloh, 1994). Zur Eisenfreisetzung aus Ferritin ist eine Reduktion des
dreiwertigen Eisens zu zweiwertigem notwendig. Der genaue physiologische
Mechanismus ist jedoch noch unbekannt (Meguro et al., 2005). Zudem scheint eine

Sekretion von Ferritin mittels Exozytose moglich zu sein (Yuan et al., 2004).

Bei anhaltendem Eisenuberschuss wird Ferritin durch lysosomale Proteolyse in

Siderosomen zu Hamosiderin umgewandelt (Meguro et al., 2005).

2.1.1.5. Nachweis

Ferritin kann eine diffuse Berliner Blau-positive Reaktion (s. Kapitel 2.2.1.)
verursachen (Parmley, 1978; Richter, 1978; Pearse, 1985;
Harrison und Arosio, 1996; Andrews, 2005). Andere Autoren dagegen geben an,
dass Ferritin aufgrund seiner feinen Verteilung nicht mit der Berliner Blau-Reaktion
nachweisbar ist (Lillie und Fullmer, 1976). Es gibt keine Angaben daruber, ob Ferritin

in ungefarbten Schnitten pigmentiert erscheint.

2.1.2. Hamosiderin

2.1.2.1. Vorkommen

Hamosiderin dient, wie Ferritin, der intrazellularen Speicherung von dreiwertigem
nicht-ham Eisen (Harrison und Arosio, 1996; Meguro et al., 2005). Aufgrund der
Annahme, dass das gespeicherte Eisen aus dem Blut stammt, wurde der Name
Hamosiderin etabliert (Neumann, 1888). Jedoch lasst sich weder morphologisch
noch histochemisch unterscheiden, ob das Eisen aus Blutungen oder aus
anorganischem Eisen, z.B. aus Fremdkorpern, stammt (Gedigk und Strauss, 1954).
Hamosiderin ist die Hauptspeicherform flr Eisen bei physiologischem und bei

pathologischem (z.B. Phagozytose @ von  Gewebetrimmern,  Blutungen,
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Erythrozytentransfusion, Eisenpeicherkrankheiten) Eisenuberschuss (Finch, 1975;
Burkhardt, 1975; Meguro et al., 2005). Eine andere mogliche Ursache fur die
Hamosiderinbildung konnte auch Proteinmangel sein, der zu einer verminderten
Bildung von Apoferritin mit vermehrter Eisenspeicherung in Hamosiderinkomplexen
fuhrt (Gedigk und Strauss, 1954; lancu und Shiloh, 1994).

Hamosiderin konnte in Makrophagen verschiedener Organe (Lymphknoten, Thymus,
Milz, Lunge, Dinndarm, Endometrium, Ovar) sowie in Kupffer-Zellen der Leber,
in Hepatozyten, in Endothelzellen der Gefalle und in epithelialen Zellen von
Mammakarzinomen nachgewiesen werden (Marin-Padilla, 1977;
Meguro et al., 2005).

Hamosiderinhaltige Makrophagen treten in Lymphknoten im Rahmen der
physiologischen Erythrophagozytose, bei Hyperamien, Blutungen, Entzindungen,
nach Eiseninjektionen im tributaren Gebiet, nach Bluttransfusionen sowie bei
Erkrankungen des hamatopoetischen Systems auf (Smith, 1958; Mills, 1989;
Andrews, 2005; Fry und McGavin, 2007). Listinsky (1988) konnte in einem Grolteil
untersuchter Achsellymphknoten des Menschen geringgradige Erythrophagozytose
durch Makrophagen mit Hamosiderinspeicherung feststellen, auch wenn Kkein
Trauma (z.B. Biopsie) im tributdren Gebiet des Lymphknotens und keine Hamolyse
bekannt waren. Dumont et al. (1976) berichten von Hamosiderinspeicherung in
Makrophagen der Lymphknoten von Tumorpatienten, unabhangig davon, ob die
Lymphknoten histologisch nachweisbar in das Krankheitsgeschehen involviert waren
oder nicht. Dies trat bei Patienten mit Lymphomen und Karzinomen, aber auch bei
reaktiver Hyperplasie auf. Viele Veroffentlichungen beschreiben die Anwesenheit von
hamosiderinbeladenen Makrophagen in menschlichen benignen und malignen
Mammatumoren (lancu, 1989b; Choi et al., 2006; Reid-Nicholson et al., 2006).
Marin-Padilla (1977) beschreibt einen Fall von Erythrophagozytose durch epitheliale
Zellen eines menschlichen Mammakarzinoms. Dabei konnten phagozytierte
Erythrozyten und Hamosiderin auch in den Zellen der Metastasen, v.a. im
betroffenen Lymphknoten, gefunden werden. Dies war immer in den Fallen zu
beobachten, in denen auch intratumorale Blutungen und hamosidernbeladene

stromale Makrophagen auftraten. Freitas et al. (2007) vermuten, dass eine verstarkte
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Hamosiderose in Mammatumoren von Mausen eine erhdhte Eisenverfugbarkeit fur

die Tumorzellen auf Kosten des gesunden Gewebes zur Folge hat.

Valli (2007 und 2008) vermutet, dass Hamosiderin bei Eisenlberschuss auch an
Bindegewebe gebunden auftreten kann (s. Abbildung 2). Dafur sprache eine Berliner
Blau-positive Reaktion des Bindegewebes, die nicht auf kleinere Moleklle wie
Transferrine zurtckzufihren sei. An welche Anteile des Bindegewebes das

Hamosiderin gebunden ist, wird nicht angegeben.

Abbildung 2: Hamosiderinhaltiges Bindegewebe (Pfeil) der Trabekel eines caninen
Lymphknotens der eigenen Untersuchung. Die Berliner Blau-positive Reaktion des
Bindegewebes der Trabekel erschien in der eigenen Untersuchung immer diffus und

extrazellular. Obj. x 40. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.

Als Hamosiderose wird eine Eisenspeicherung in Geweben ohne funktionelle
Beeintrachtigung bezeichnet. Dagegen kommt es bei der Hamochromatose zur
Zellschadigung durch das gespeicherte Eisen (lancu, 1989a). In der Regel
verursacht die Speicherung von Hamosiderin in Zellen des MPS keinen
Gewebeschaden, anders als bei der Speicherung in Parenchymen
(Finch, 1975; lancu, 1989a).
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2.1.2.2. Synthese

Hamosiderin besteht aus Eisen, Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden
(Gedigk und Strauss, 1954). Es kann durch lysosomale Proteolyse von Ferritin in
Siderosomen, aber vermutlich auch unabhangig von Ferritin gebildet werden
(Meguro et al., 2005). Die ferritinunabhangige Bildung tritt wahrscheinlich bei sehr
hohen Eisen-Serumspiegeln auf, wenn das Eisen nicht an Transferrin gebunden ist
(Crichton und Ward, 1992). Die molekulare Zusammensetzung von Hamosiderin
kann variieren, was vermutlich mit der molekularen Zusammensetzung des
ursprunglichen eisentragenden Molekuls und mit der Kondensation mit anderen
lysosomalen Produkten zusammenhangt (Richter, 1978). Hamosiderin ist im

Gegensatz zu Ferritin wasserunléslich (Richter, 1978; Harrison und Arosio, 1996).

Bei retinalen Blutungen bei Rhesus Affen liel3 sich Hamosiderin, falls es gebildet
wurde, nicht friher als 2 Tage nach Blutungsbeginn nachweisen
(Gilliland et al., 2005). Auch in Wunden der menschlichen Haut trat Hamosiderin erst
2 - 3 Tage nach dem Trauma auf (Betz, 1994). Bei subkutaner Injektion von Blut bei
verschiedenen Spezies liel} sich Hamosiderin im Gewebe schon 24 Stunden nach
der Injektion nachweisen (Pearse, 1985). Eine postmortale Bildung von Hamosiderin

konnte nicht nachgewiesen werden (Betz, 1994).

Burkhardt (1975) beobachtete einen Anstieg des Hamosideringehaltes im
Knochenmark mit dem Alter. Zudem stellte er bei Mannern einen hdoheren
Hamosideringehalt im Knochenmark fest als bei Frauen. In der Milz von Ratten
konnte eine Steigerung der Funktion der Zellen des MPS durch die Ostrogenderivate
Diethylstilboestrol und Diethylstilboestroldiphosphat  festgestellt  werden.
Dazu gehorte u.a. eine gesteigerte Phagozytose mit verstarkter Ablagerung von
Hamosiderin (Steven und Snook, 1975).

Bei Ratten mit Eisenuberschuss konnte gezeigt werden, dass v.a. Makrophagen in
der Milz und in den Lymphknoten mehr Hamosiderin enthielten als Makrophagen von
Ratten mit normalem Eisenstatus. Dabei nahm bei den Ratten mit Eisenuberschuss
nicht nur die Intensitat der Eisen-positiven Reaktion zu, sondern auch die Anzahl der
eisenhaltigen  Makrophagen. Zudem zeigten auch die Kupffer-Zellen,

die Hepatozyten und die sinusoidalen Endothelzellen der Leber der Ratten mit
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EisenlUberschuss eine starkere Eisen-positive Reaktion. Diese starkere
Eisen-positive Reaktion war auf eine Zunahme der Anzahl an Siderosomen

zurtckzufihren (Meguro et al., 2005).

2.1.2.3. Funktion

Hamosiderin hat als eisenspeicherndes Molekul die selben Funktionen wie Ferritin
(s. Kapitel 2.1.1.3.). Hamosiderin kann im Gegensatz zu Ferritin grol3e Mengen an
Eisen speichern und somit bei Eisenuberschuss den Zelltod verhindern
(lancu, 1989a). Allerdings ist die Menge an speicherbarem Eisen begrenzt.
So kommt es bei langanhaltendem Eisenuberschuss zur Zellschadigung bis hin zum
Zelltod. Dies konnte auf eine Verdrangung der Zellorganellen durch Siderosome,
eine Erschopfung der Apoferritinbildung oder auf eine Schadigung der Lysosomen
mit  anschlieBender  Freisetzung ihres Inhaltes  zurlckzufiuhren  sein
(Trump et al., 1975; lancu, 1989a).

2.1.2.4. Abbau

Gespeichertes Eisen wird aus Hamosiderin im Gegensatz zu Ferritin kaum
freigesetzt (Andrews, 2005). Meguro et al. (2005) vermuten, dass zur
Eisenfreisetzung aus Hamosiderin, wie bei Ferritin, eine Reduktion des Eisens
notwendig ist, da dreiwertiges Eisen bei physiologischem pH-Wert im Gegensatz
zum zweiwertigen Eisen unloslich ist. Dafur sprache zum einen der saure lysosomale
pH-Wert, der eine Reduktion erleichtere. Zum anderen konnten die Autoren
zweiwertiges Eisen v.a. am Rand von Hamosiderinablagerungen, dort wo eine
Mobilisierung von Eisen vermutlich stattfindet, nachweisen (Meguro et al., 2005).
Der nach der Eisenfreisetzung verbleibende Anteil wird als Aposiderin bezeichnet
(Richter, 1978). Wie lange Hamosiderin in Zellen nach der Bildung nachweisbar ist,

ist nicht vorhersagbar und variiert stark (Gilliland et al., 2005).
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2.1.2.5. Nachweis

Histologisch stellt sich Hamosiderin als scholliges oder korniges Pigment von
goldgelber bis dunkelbrauner Farbe dar (Goessner, 1953; s. Abbildung 9, Kapitel
4.2.1.1.). Nach Herauslésung des Eisens durch Saure erscheint das entstandene
Aposiderin braun (Lillie 1965) oder farblos (Goessner, 1953). Hamosiderin Iasst sich
durch die Berliner Blau-Reaktion (s. Kapitel 2.2.1. sowie Abbildung 3) nachweisen
(G6émori, 1936).

Abbildung 3: Hamosiderinhaltige Makrophagen im Marksinus eines caninen Lymphknotens.
Obj. x 40. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.

2.1.3. Laktoferrin

2.1.3.1. Vorkommen

Laktoferrin (Laktotransferrin) gehort zu den Transferrinen und wurde erstmals 1939
in boviner Milch entdeckt. Ein Molekll Laktoferrin kann zwei Eisenionen binden und
somit in verschieden gesattigten Formen vorliegen. Es treten auch verschiedene
Isoformen mit den selben physikalischen, chemischen und antigenetischen

Eigenschaften, aber unterschiedlichen Funktionen auf (Levay und Viljoen, 1995).

9
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Laktoferrin lie3 sich u.a. in Kolostrum, Milch, Tranenflissigkeit, Speichel,
Nasen- und tracheobronchialem Sekret, Galle, Pankreassaft, Seminalplasma, Urin,
Synovialflissigkeit, odontogenen Zysten, Blutplasma, Lymphe, Makrophagen
(u.a. in Lymphknoten), neutrophilen Granulozyten, auf Lymphozyten, in Belegzellen
der Magendrusen, Epithel-Zellen des Duodenums, myeloiden Zellen des
Knochenmarks, Drusenepithelien des Uterus, Drusenepithelien der Bronchien,
Acinuszellen normaler und dysplastischer Milchdruse, epithelialen Zellen von
Adenomen der Milchdrise, neoplastischen Zellen von Mammakarzinomen, im Sekret
der Milchdrise und in proximalen Tubulusepithelzellen der Niere nachweisen
(Mason und Taylor, 1978; Konttinen und Reitamo, 1979; Rossiello et al., 1984;
Siebein, 1991; Levay und Viljoen, 1995; Pakkanen und Aalto, 1997;
Kitagawa et al., 2003; Kikuchi et al., 2003; Takeuchi et al, 2004).
Altere Untersuchungen konnten kein Laktoferrin in der Milch des Hundes nachweisen
(Masson und Heremans, 1971). Neuere Untersuchungen an caniner Milchdrise
zeigten Laktoferrin im Sekret der unveranderten Milchdrise, in neoplastischen Zellen
eines Adenoms und eines Adenokarzinoms, in Corpora amylacea des
Adenokarzinoms sowie im Amyloid neoplastischer Acini beider Tumorarten
(Taniyama et al., 2000).

2.1.3.2. Synthese

Laktoferrin wird in neutrophilen Granulozyten produziert und als eisenfreies
Apolaktoferrin in spezifischen Granula gespeichert. Aus diesen kann es entweder in
das Blut oder in das umliegende Gewebe sezerniert werden oder die Granula
fusionieren mit Phagosomen. Die Sekretion in den Kreislauf ist von verschiedenen

Degranulationsfaktoren abhangig (Levay und Viljoen, 1995).

Levay und Viljoen (1995) berichten, dass die Laktoferrinkonzentration im Kolostrum
wesentlich hoher als im Blutplasma ist, die Konzentration an neutrophilen
Granulozyten aber geringer. Die Autoren gehen somit davon aus, dass Laktoferrin
auch in Zellen der Milchdrise gebildet oder entgegen des Konzentrationsgradienten
aktiv transportiert wird. Griesbeck-Zilch et al. (2008) konnten zeigen, dass bovine

Epithelzellen der Milchdrise in vitro Laktoferrin bilden. Es konnten Antikorper

10
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entwickelt werden, die unterschiedlich mit Laktoferrin aus Milch und solchem aus
neutrophilen Granulozyten reagierten. Dies konnte aber auch auf verschieden

eisengesattigte Laktoferrine zurlickzufiihren sein (Levay und Viljoen, 1995).

Beim Menschen konnte nachgewiesen werden, dass Laktoferrin aus der Muttermilch
unverandert aus dem neonatalen Darm aufgenommen wird
(Levay und Viljoen, 1995). Auch bei heranwachsenden Schweinen und adulten
Ratten konnte gezeigt werden, dass bovines Laktoferrin aus dem Darm resorbiert
wird. Dabei lie} sich das bovine Laktoferrin auch auf Lymphozyten und in
Makrophagen der Mukosa und der Lymphe (Schwein) bzw. in Makrophagen der
Mesenteriallymphknoten  (Ratte) nachweisen  (Kitagawa et al., 2003;
Takeuchi et al., 2004).

Die Laktoferrinkonzentration im Blutplasma des Menschen steigt bei
Eisenuberladung, Entzindung, Infektion und wahrend einer Tumorentwicklung an
(Levay und Viljoen, 1995). Viele Autoren beschreiben einen Zusammenhang
zwischen der Laktoferrinbildung und dem Endokrinium (Green und Pastewka, 1978;
Teng et al., 1989; Levay und Viljoen, 1995; Kikuchi et al., 2003).

2.1.3.3. Funktion

Laktoferrinrezeptoren wurden auf Enterozyten, Monozyten, Makrophagen,
neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten, Thrombozyten, Hepatozyten und einigen
Bakterien gefunden (Pakkanen und Aalto, 1997; Suzuki und Lonnerdal, 2002).
Allgemein kann Laktoferrin an viele Zellen, Proteine und DNS, auch unspezifisch,
binden. Beim Menschen konnte gezeigt werden, dass sich Laktoferrin aus der Milch
und Laktoferrin aus neutrophilen Granulozyten in der Region unterscheiden, die zur

Bindung an Makrophagen dient (Levay und Viljoen, 1995).

Laktoferrin zahlt zu den Akute-Phase Proteinen, es wirkt antithrombotisch, hat
antimikrobielle Aktivitaten und Einfluss auf den Zellzyklus. Auflierdem hat es
Bedeutung bei der Eisenaufnahme aus dem Darm, der Aktivierung von Phagozyten,
der Immunantwort, der Tumorentwicklung und bei der Regulation der Myelopoese
(Levay und Viljoen, 1995; Pakkanen und Aalto, 1997; Ward und Conneely, 2004).

11
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Bakteriostatische Effekte werden zum einen durch Bindung des fur Bakterien
notwendigen Eisens erzielt, zum anderen gibt es weitere eisenunabhangige
antimikrobielle Effekte (Pakkanen und Aalto, 1997). Im Rahmen von Entziindungen
und Tumoren kommt es zur vermehrten Freisetzung von Apolaktoferrin aus
neutrophilen Granulozyten und zur verstarkten Phagozytose von eisenhaltigem
Laktoferrin durch Makrophagen (Weinberg, 1999). Somit verringert sich die
eisenvermittelte Radikalbildung und es steht weniger Eisen fir Mikroorganismen und
neoplastische Zellen zur Verfigung (s. Kapitel 2.1.1.3.). Es gibt unterschiedliche
Angaben daruber, ob Laktoferrin das Zellwachstum fordert oder hemmt.
Nachgewiesen wurde, dass es DNS bindet und die Transkription aktiviert (Pakkanen
und Aalto, 1997). Von anderer Seite wird ein Produkt des alternativen Spleilens,
delta-Laktoferrin, fur die Hemmung des Zellzyklus verantwortlich gemacht.
Delta-Laktoferrin findet sich in gesunden Geweben und soll in den entsprechenden
maligne entarteten Geweben fehlen (Breton et al., 2004).
Yamada et al. (2008) konnten zeigen, dass bovines Laktoferrin in vitro das
Wachstum caniner Adenokarzinomzellen der Milchdrise starker hemmt als das

Wachstum normaler caniner Fibroblasten.

2.1.3.4. Abbau

Aus dem Kreislauf und dem Interstitium wird Laktoferrin wahrscheinlich Uber
rezeptorvermittelte Endozytose in Zellen des MPS aufgenommen. AnschlielRend wird
das Eisen in Form von Ferritin gespeichert. Moglicherweise wird Laktoferrin auch in
Kupffer-Zellen, Endothelzellen der Leber und Hepatozyten aufgenommen
(Levay und Viljoen, 1995).

Birgens (1994) stellte folgende Hypothese zum Laktoferrinstoffwechsel auf:
Bei Neutrophilie, z.B. aufgrund von Entzindungen, wird vermehrt Apolaktoferrin aus
neutrophilen Granulozyten freigesetzt. Dieses bindet, noch eisenfrei, an Rezeptoren
der Monozyten- bzw. Makrophagenmembran. Von dort aus bindet es Eisen und

verhindert so den Eisentransfer aus den Makrophagen zu Transferrin. Somit ist

12
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Laktoferrin an der Hyposiderinamie bei Entzindungen beteiligt. Eisenhaltiges
Laktoferrin wird wahrscheinlich in saure Lysosomen aufgenommen, deren niedriger
pH-Wert die Eisenfreisetzung erleichtert. AnschlieBend wird das Laktoferrin, jetzt

ohne Affinitat zum Makrophagenrezeptor, wieder freigesetzt.

2.1.3.5. Nachweis

In der Milch erscheint Laktoferrin lachsfarben. Laktoferrin in Granula neutrophiler
Granulozyten lasst sich nach Sattigung mit Eisen durch die Berliner Blau-Reaktion
(s. Kapitel 2.2.1.) nachweisen (Siebein, 1991). Bei verschiedenen Spezies wurde
Laktoferrin bereits immunhistologisch nachgewiesen (Konttinen und Reitamo, 1979;
Kitagawa et al., 2003; Takeuchi et al.,, 2004). Auch beim Hund konnte Laktoferrin
immunhistologisch mittels Antikbrper gegen humanes und gegen equines Laktoferrin

nachgewiesen (Siebein, 1991; Taniyama et al., 2000; Kikuchi et al., 2003) werden.

2.2. Histologische Eisenfarbungen

Bei allen Eisenfarbungen ist zu beachten, dass bei der Gewebebehandlung eine
Oxidation von zweiwertigem zu dreiwertigem Eisen mdglich ist. Ebenso ist eine
Reduktion von dreiwertigem zu zweiwertigem Eisen durch Reduktoren im Gewebe
modglich. Bisher konnten zumindest in Milzmakrophagen und Kupffer-Zellen der

Leber keine Gewebereduktoren nachgewiesen werden (Meguro et al., 2005).

2.2.1. Berliner Blau-Reaktion

Hamosiderin enthalt wie auch Laktoferrin, Ferritin und Transferrin dreiwertiges Eisen
(Ferri-lon; Crichton, 1975; Siebein, 1991). Histochemisch lasst sich dreiwertiges
Eisen, sofern es lose gebunden ist, durch die Berliner Blau-Reaktion nach Perls
(Perls reaction, Prussian blue) nachweisen. Dabei wird das Eisen durch Salzsaure
gelost und bildet Eisenchlorid. Dieses reagiert mit Ferrocyanid zu einem blauen

Prazipitat (Gomori, 1936). Da sich Eisen auch durch saure Fixantien aus der
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Proteinbindung I6sen lasst, ist es wichtig, neutrale Fixantien zu verwenden
(Pearse, 1985).

Ob Eisen durch die Berliner Blau-Reaktion dargestellt werden kann, hangt davon ab,
wie stark das Eisen im Protein gebunden ist. Lose gebundenes Eisen,
z.B. in Hamosiderin, ist mittels Berliner Blau-Reaktion nachweisbar (Gomori, 1936;
s. Abbildung 10, Kapitel 4.2.1.1.). Auch eisenhaltiges Laktoferrin Iasst sich mit der
Berliner Blau-Reaktion anfarben (Siebein, 1991). Einige Autoren beschreiben, dass
auch Ferritin eine diffuse Berliner Blau-Reaktion verursachen kann (Parmley, 1978;
Richter, 1978; Harrison und Arosio, 1996; Andrews, 2005). Andere Autoren dagegen
geben an, dass Ferritin aufgrund seiner feinen Verteilung nicht mit der
Berliner  Blau-Reaktion  nachweisbar ist (Lillie und Fullmer, 1976).
Valli (2007 und 2008) beschreibt eine Berliner Blau-positive Reaktion des
Bindegewebes (s. Abbildung 11, Kapitel 4.2.1.1.) und fuhrt diese auf gebundenes

Hamosiderin zurlck.

2.2.2. Turnbulls Blau-Reaktion

Zweiwertiges Eisen (Ferro-lon) kommt u.a. in Hamoglobin und Myoglobin vor
(Crichton, 1975). Es ist durch die Turnbulls Blau-Reaktion (direct Turnbull's blue
reaction, Turnbull blue method of Tirmann and Schmelzer) nachweisbar, sofern es
sich nicht um fest gebundenes Eisen, wie z.B. in Hamoglobin, handelt
(Romeis, 1989). Bei der Turnbulls Blau-Reaktion wird das Eisen durch Salzsaure

gel6st und bildet mit Ferricyanid einen blauen Niederschlag (Gomori, 1936).

Mit der Turnbulls Blau-Reaktion nachweisbares, zweiwertiges Eisen tritt im Korper
selten auf (Pearse, 1985; Romeis, 1989). Gomodri (1936) konnte in histologischen
Schnitten, u.a. von Hamatomen, lichtmikroskopisch kein zweiwertiges Eisen mittels
Turnbulls Blau-Reaktion nachweisen. Lilie und Fullmer (1976) beschreiben
gelegentliche positive Turnbulls Blau-Reaktionen im Bereich der Eisenabsorption im
Duodenum und im Jejunum, in Corpora hamorrhagica des Ovars, in Eisen- und

Calciuminkrustationen nekrotischer GefalRe und bei cacaler Enterosidose der
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Meerschweinchen. Letztere ist durch vermehrtes Auftreten von Berliner
Blau-positiven, pigmenthaltigen Makrophagen in der Lamina propria des Cacums
gekennzeichnet (Takahashi et al., 1988). Parmley (1978) und Meguro et al. (2005)
konnten bei Ratten positive Turnbulls Blau-Reaktionen in Makrophagen
verschiedener Gewebe zeigen. Die von Lillie und Fullmer (1976), Parmley (1978)
sowie Meguro et al. (2005) beschriebenen positiven Turnbulls Blau-Reaktionen

traten jedoch nur im Bereich Berliner Blau-positiver Reaktionen auf.

2.2.3. Quinckes-Reaktion

Die Quinckes-Reaktion (iron sulphide reaction) dient dem gleichzeitigem Nachweis
von drei- und zweiwertigem Eisen. Sie besteht aus einer Reduktionsreaktion, bei der
drei- und zweiwertiges Eisen mit Hilfe von Ammoniumpolysulfid in Eisensulfid,
welches zweiwertiges Eisen enthalt, umgewandelt wird. AnschlieRend wird das
Eisensulfid mit der Turnbulls Blau-Reaktion in Turnbulls Blau umgewandelt
(Gomori, 1936). Die Reduktionsreaktion der Quinckes-Reaktion wurde in den
eigenen Untersuchungen zur Herstellung von Positiv-Kontrollen fur die Turnbulls

Blau-Reaktion aus Schnitten mit dreiwertigem Eisen (Hamosiderin) angewendet.

2.2.4. Intrazellulares, Berliner Blau-negatives, braunes Pigment

Zu den intrazellularen, Berliner  Blau-negativen, braunen Pigmenten

(BBn-Pigmenten) gehdren Aposiderin, Lipopigmente und Melanin (Pearse, 1985).

2.2.4.1. Aposiderin

Aposiderin erscheint braun oder farblos. Es entsteht durch Herauslésung des Eisens
aus Hamosiderin, z.B. intravital oder durch saure Fixantien (Goessner, 1953;
Lillie, 1965; Pearse, 1985).

Aposiderin  zeigt gelegentlich  Autofluoreszenz und ist in der Schmorls

Ferri-Ferrizyanid-Reaktion negativ (Gedigk und Strauss, 1954; Pearse 1985).
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Nach eigenen Untersuchungen (s. Kapitel 4.2.2.2.) ist Aposiderin mit
Kaliumpermanganat nicht bleichbar und in der Long Ziehl-Neelsen-Reaktion
(Saurefestigkeit) negativ (s. Tabelle 1, Kapitel 2.2.4.3.).

Abbildung 4: BBn-Pigment in Makrophagen des Marksinus eines caninen Lymphknotens.
Obj. x 20. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.

2.2.4.2. Lipopigmente

Zu den Lipopigmenten gehdéren u.a. Lipofuszine, Ceroid, Hamofuszin und
Lipochrome. Die meisten Lipopigmente erscheinen mit zunehmendem
Oxidationsgrad gelber oder gelb-brauner (Pearse, 1985). Lipofuszin, auch als
Alterspigment bezeichnet, akkumuliert intrazellular im Rahmen der Zellalterung
(Porta, 2002).

In seltenen Fallen kdnnen Lipopigmente auch Eisen enthalten. In diesen Fallen zeigt
jedoch meist nur ein Teil des Pigments eine Eisen-positiven Reaktion (Pearse, 1985;
Lee et al. 1998). Im fortgeschrittenem Oxidationszustand zeigen Lipofuszine
Autofluoreszenz (Pearse, 1985). Uber diese Autofluoreszenz gibt es in der Literatur
unterschiedliche Angaben. Altere Veroffentlichungen berichten von einer gelben

Autofluoreszenz bei einer Anregung von ca. 360 nm (Dayan et al. 1988;
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Harmann, 1989). Neuere Veroffentlichungen berichten von einer gelben bis
orangefarbenen Autofluoreszenz bei einer Anregung von ca. 440 - 490 nm
(Gao et al., 1994; Porta, 2002; Kellner et al., 2008). Schnell et al. (1999) sowie
Brunk und Terman (2002) konnten bei verschiedenen Anregungswellenlangen ein
weites Emissionsspektrum (blau, gelb, grin, rot, dunkelrot) von Lipofuszinen
(ca. 330 - 390 nm, 450 - 490 nm, 510 - 560 nm, 610 - 640 nm) nachweisen.
Die unterschiedlichen Anregungswellenlangen und Emissionsspektra fir Lipofuszine
sind von der molekularen Zusammensetzung (Fluorophoren) der Lipofuszine
abhangig (Brunk und Terman, 2002). Gao et al. (2002) konnten eine Veranderung
des Emissionsspektrums von Lipofuszinen durch Alterung des Pigments und durch
eine Gewebefixierung in Formalin zeigen. In eigenen Untersuchungen konnte keine
Autofluoreszenz von Lipofuszinen (Kleinhirn eines 17 Jahre alten Warmblut-Wallachs
mit altersbedingter Lipofuszinablagerung in den Purkinje-Zellen
[Tagebuchnummer S835/08]) bei einer Anregung im ultravioletten Bereich gezeigt
werden. Dagegen zeigte sich eine deutliche gelbe Autofluoreszenz bei einer

Anregung von 450 - 490 nm.

Mit zunehmenden Oxidationsgrad reagieren Lipofuszine in der Schmorls
Ferri-Ferrizyanid-Reaktion positiv. Nur in seltenen Fallen ist diese Reaktion bei stark
oxidierten Lipofuszinen negativ. Ein Teil der Lipofuszine ist bleichbar. Die meisten
Lipofuszine reagieren in der Long Ziehl-Neelsen-Reaktion positiv (Rotfarbung).
Diese positive Reaktion ist mit zunehmender Braunfarbung der Lipofuszine
schwieriger zu erkennen (Pearse, 1985; s. Abbildung 5, nachste Seite sowie Tabelle
1, Kapitel 2.2.4.3.).
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Friihe Lipofuszine - Mittelalte Lipofuszine - Alte Lipofuszine

Oxidationsgrad ansteigend
Pigmentation in der Regel ansteigend von hellgelb zu dunkelbraun
Autofluoreszenz +++++++++ o

Schmorls Ferri-

i )|
Ferrizyanid-Reaktion

Long Ziehl-Neelsen-
------------ = S

Reaktion

-: negativ; +: positiv; (++): meist positiv.

Abbildung 5: Ausgewahlte Eigenschaften der Lipofuszine in Abhangigkeit ihres

Oxidationsgrades nach Pearse (1985).

Pearse (1985) beschreibt Lipofuszine in Makrophagen in geringgradig oxidiertem
Zustand als gelbes bis braunes, nicht bleichbares Pigment mit gelber
Autofluoreszenz, schwach positiver Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion und

schwach positiver Long Ziehl-Neelsen-Reaktion.

2.2.4.3. Melanin

Melanin erscheint braun bis schwarz. Es zeigt keine Autofluoreszenz und ist in der
Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion positiv. Melanin ist bleichbar und kann in der
Long Ziehl-Neelsen-Reaktion positiv reagieren (Pearse, 1985; Romeis, 1989;

s. Tabelle 1, nachste Seite).
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Tabelle 1: Ausgewahlte Eigenschaften von BBn-Pigmenten

Aposiderin Lipofuszine Melanin
Autofluoreszenz -1 (+) -1+ -
Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion - (-)/+ +
Bleichbarkeit mit Kaliumpermanganat
(-: nicht bleichbar; +: bleichbar) ) I *
Long Ziehl-Neelsen-Reaktion - (-)/+ -+

-: negativ; (-): selten negativ; +: positiv; (+): selten positiv

2.3. Untersuchte canine Lymphknoten

In der vorliegenden Untersuchung wurden canine Kehlgangslymphknoten,
Achsellymphknoten, mittlere Darmbeinlymphknoten und oberflachliche
Leistenlymphknoten untersucht. Abbildung 6 zeigt die tributaren Gebiete und
lymphatischen Verbindungen dieser Lymphknoten nach Patsikas und Dessiris
(1996a und b), Pereira et al. (2003) sowie Nickel et al. (2005).
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Abbildung 6: Untersuchte Lymphknoten, ihre tributdren Gebiete und Iymphatischen
Verbindungen nach Patsikas und Dessiris (1996a und b), Pereira et al. (2003) und
Nickel et al. (2005).
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2.4. Milchdrise

2.4.1. Lymphdrainage

Die lymphatische Versorgung der caninen Milchdruse ist in Tabelle 2 nach den
Angaben von Patsikas und Dessiris (1996a und b) sowie Pereira et al. (2003)
dargestellt. Patsikas und Dessiris (1996a) konnten keine lymphatischen
Anastomosen ipsilateraler oder kontralateraler Mammarkomplexe nachweisen.
Allerdings beschreiben sie einen retrograden Lymphfluss aus den regionalen
Lymphknoten in andere Mammarkomplexe, als die, von denen die Lymphe

ursprunglich kam.

Tabelle 2: Lymphatischen Versorgung caniner Mammarkomplexe

Ipsilateraler Lymphknoten/ Mammarkomplex

Lymphzentrum 1. 2. 3. 4. 5.

Achsellymphknoten + + <> (+) -

Oberflachlicher
Halslymphknoten

(+) - ; ; ;

Ventrale thorakale (+)
Lymphknoten
Oberflachlicher Leisten-

lymphknoten

Mittlerer Darmbein- (+)
lymphknoten

Kniekehllymphknoten - - - (+) (+)

+ : lymphatische Verbindung zwischen Lymphknoten und Mammarkomplex; <> : lymphatische
Verbindung des Achsellymphknotens und/oder des oberflachlichen Leistenlymphknotens mit dem

Mammarkomplex; (+) : gelegentlich zusatzlich auftretende lymphatische Verbindung zwischen

Lymphknoten und Mammarkomplex; - : keine lymphatische Verbindung
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2.4.2. Mammatumoren

Die Mammatumoren des Hundes lassen sich nach der World Health
Organization-Klassifikation folgendermalfien einteilen (aufgefuhrt werden nur die im

Rahmen der vorliegenden Dissertation untersuchten Tumoren):

Bdsartige Tumoren: Gutartige Tumoren:
- Komplexes Karzinom - Adenome
- Einfaches Karzinom - Einfaches Adenom
Tubulopapillares Karzinom - Komplexes Adenom

Solides Karzinom Fibroadenom

Anaplastisches Karzinom Benigner Mischtumor

- Karzinom in benignem Mischtumor

(maligner Mischtumor)

Komplexe Karzinome bestehen aus neoplastischen luminalen epithelialen und

myoepithelialen Zellen.

Einfache Karzinome zeichnen sich durch neoplastisches Wachstum der luminalen
epithelialen oder myoepithelialen Zellen aus. Anhand der Wachstumsform wird
zwischen tubulopapillaren Karzinomen mit tubuldarem und/oder papillarem,

gelegentlich papillar-zystischem Wachstum und soliden Karzinomen unterschieden.

Anaplastische Karzinome zeigen pleomorphe Zellen, die keiner anderen Karzinomart

zugeordnet werden konnen.

Karzinome in benignen Mischtumoren (maligne Mischtumoren) enthalten maligne

epitheliale Zellen in benignen Mischtumoren.
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Einfache Adenome bestehen aus gut differenzierten luminalen epithelialen oder

myoepithelialen Zellen.

Komplexe Adenome bestehen aus gut differenzierten luminalen epithelialen und

myoepithelialen Zellen.

Fibroadenome bestehen aus luminalen epithelialen Zellen und Stromazellen,

gelegentlich auch myoepithelialen Zellen.

Benigne  Mischtumoren bestehen aus Iluminalen epithelialen und/oder
myoepithelialen Zellen und mesenchymalen Zellen (Hampe und Misdorp, 1974;
Misdorp et al., 1999).

23



3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Material

Das Material stammte aus dem Untersuchungsgut des Instituts flr Veterinar-
Pathologie des Fachbereichs Veterinarmedizin, Justus-Liebig-Universitat Giel3en.
Es setzte sich aus eingesandten Geweben von Hunden mit Mammatumoren und aus
Geweben von zur Sektion eingesandten Hunden zusammen. Zudem wurden zu allen

Hunden erganzende Daten erhoben.

3.1.1. Hunde mit Mammatumoren (Falle)

Von 100 Hunden mit Mammatumoren wurden folgende Gewebe untersucht:
Linker oder rechter oberflachlicher Leistenlymphknoten
Zugehorige(r) Mammatumor(en)

Zugehoariges unverandertes Milchdrisengewebe

Es lagen keine weiteren Gewebe dieser Hunde zur Untersuchung vor. Zum Teil
wurden pro Hund bis zu 6 Mammatumoren eingesandt und untersucht.
Alle Mammatumoren traten nur im 3. - 5. Mammarkomplex auf, d.h. im Einzugsgebiet
der oberflachlichen Leistenlymphknoten. Unverandertes Milchdrisengewebe wurde
untersucht, um die Eisenspeicherung in diesen Geweben mit der Eisenspeicherung

in den Mammatumoren vergleichen zu kdnnen.
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3.1.2. Zur Sektion eingesandte Hunde (Kontrollen)

Von 100 zur Sektion eingesandten Hunden wurden folgende Gewebe untersucht:
Linker und/oder rechter oberflachlicher Leistenlymphknoten
Linker und/oder rechter mittlerer Darmbeinlymphknoten
Linker und/oder rechter Achsellymphknoten
Linker und/oder rechter Kehlgangslymphknoten

Milz

Bei keinem dieser Hunde konnten in der Sektion Mammatumoren gefunden werden,
auch im Vorbericht gab es keine Hinweise auf bereits entfernte Mammatumoren.
Zudem zeigte keiner der untersuchten Lymphknoten Metastasen von
Mammatumoren. Aus nicht selbst beeinflussbaren Grinden konnten nicht fur alle

Hunde der Kontrollen die Lymphknoten beider Korperseiten untersucht werden.

3.1.3. Daten uber untersuchte Hunde

Fir die Falle und Kontrollen wurden aus den Unterlagen des Instituts flr
Veterinar-Pathologie des Fachbereichs Veterinarmedizin, Justus-Liebig-Universitat,
GielRen, und von den einsendenden Tierarzten und Tierbesitzern mittels Fragebogen
Daten Uber die untersuchten Hunde erhoben. Diese Fragebogendaten betrafen
Rasse, Alter, Geschlecht, Sexualzyklus, Trachtigkeiten, Hormonbehandlungen,
systemische Erkrankungen, Bluttransfusionen, Todesart, Frischegrad der
untersuchten Gewebe, Diagnose des Mammatumors, pathologisch-anatomische
Diagnosen sowie Erkrankungen, Operationen oder Verletzungen im Einzugsgebiet
der oberflachlichen Leistenlymphknoten. Der Frischegrad wurde mit frisch
(kein Verwesungsprozess erkennbar), relativ frisch (geringgradige
Sulfmethamoglobinbildung im  Abdomen), nicht mehr frisch (deutliche
Sulfmethamoglobinbildung in  verschiedenen Organen) und hochgradig

fortgeschrittene postmortale Veranderungen (deutliche Sulfmethamoglobinbildung im
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gesamten Korper und Konsistenzverlust der Organe) angegeben. Alle Daten sind in
Kapitel 9.2. aufgefuhrt.

Fur alle kastrierten Hunde dieser Dissertation gilt, dass die Zeit zwischen Kastration

und Entnahme der untersuchten Gewebe mehr als 6 Wochen betrug.

3.2. Methoden

3.2.1. Praparation der Gewebe

Von sezierten Hunden entnommene Gewebe wurden in neutral gepuffertem Formalin
(s. Kapitel 9.1.1.) fur 24 Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Die von Tierarzten
eingesandten Gewebe waren bereits in ungepuffetem Formalin fixiert.
Die Gewebeteile wurden anschlieend in ca. 0,5 cm dicke Stiicke geschnitten und in
Einbettkassetten gelegt. Die Proben wurden nach dem Routineverfahren des Instituts
far Veterinar-Pathologie der Justus-Liebig-Universitat Gielden im
Einbettungsautomaten (Tissue Tek®) weiter prozessiert und in Paraffin eingebettet.
Von den Paraffinbléocken wurden 2-3 um dicke Schnitte angefertigt, die im
Wasserbad bei ca. 40 °C gestreckt, auf Objekttrager aufgezogen und bei
Raumtemperatur  getrocknet wurden. Fir die Immunhistologie  wurden

SuperFrost®Plus-Objekttrager verwendet.

Bezugsquellen fir die verwendeten Chemikalien und Gerate sind in Kapitel 9.1.2. zu

finden.

3.2.2. Histologische Farbungen

3.2.2.1. Berliner Blau-Reaktion

Es wurden alle gesammelten Gewebeproben gefarbt. Als Positivkontrolle diente ein
Schnitt von der hamosiderinhaltigen Milz eines 17 Jahre alten, weiblichen
Schottischen Hochlandrindes (Tagebuchnummer S556/03).

Als positiv wurde eine blaue Farbung gewertet.
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. Entparaffinierung der Schnitte in Xylol-Ersatz (Roti-Histol®) fiir 5 Minuten;

Rehydrierung in Isopropanol, 96 % Alkohol, 70 % Alkohol und 50 % Alkohol

fur je 5 Minuten; waschen der Schnitte flr 5 Minuten in Aqua dest.

. Herstellen einer Lésung aus 0,25 g Kaliumhexacyanoferrat-ll in 12,5 ml

Aqua dest.; 20 Tropfen dieser Losung in 60 ml 1 % Salzsaure geben;

Inkubation der Schnitte fur 35 Minuten in dieser Losung; waschen in

Aqua dest.

Gegenfarbung der Schnitte in Kernechtrot fir 10 Minuten; waschen in
Aqua dest.
. Dehydrierung der Schnitte durch kurzes Schwenken in 50 % Alkohol,

70 % Alkohol, 96 % Alkohol, zweimal in Isopropanol und klaren in Xylol-Ersatz

(Roti-Histol®); eindecken mit Folie im Automaten (TissueTec®)

3.2.2.2. Turnbulls Blau-Reaktion
Es wurden als Stichprobe 300 Lymphknoten der Kontrollen, 25 Milzen der Kontrollen,

30 oberflachliche Leistenlymphknoten der Falle sowie 60 Mammatumoren und

50 Milchdrusenschnitte der Falle gefarbt. Die Mammatumoren setzten sich aus

4 einfachen Adenomen, 13 komplexen Adenomen, 8 tubulopapillaren Karzinomen,

15 komplexen Karzinomen, 10 benignen Mischtumoren, 3 malignen Mischtumoren,

6 soliden Karzinomen und einem anaplastischen Karzinom zusammen.

Als positiv wurde eine blaue Farbung gewertet.

1.

2.

Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 1 beschrieben

Inkubation der Schnitte fur 60 Minuten in einer Ldsung aus

0,8 g Kaliumhexacyanoferrat-11l und 80 ml 0,06 N Salzsaure
Waschen in 1 % Essigsaure
Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 3 beschrieben

Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 4 beschrieben
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3.2.2.3. Quinckes-Reaktion
Mit Hilfe der Quinckes-Reaktion, die sich aus einer Reduktionsreaktion und
anschlieffender Turnbulls Blau-Reaktion zusammensetzt, wurden Kontrollschnitte fir
die Turnbulls Blau-Farbung aus caninen Lymphknoten mit dreiwertigem Eisen
(Hamosiderin) hergestellt.

1. Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 1 beschrieben

2. Reduktion des dreiwertigen Eisens flr 24 Stunden in einer frisch angesetzten

Ammoniumpolysulfid-Lésung (s. Kapitel 9.1.1.); waschen in Aqua dest.

3. Die weitere Farbung erfolgte mit den Schnitten fur die Turnbulls Blau-Reaktion
(s. Kapitel 3.2.2.2. Punkte 2 —4).

3.2.2.4. Hamatoxylin-Eosin
Die  Hamatoxylin-Eosin-Farbung  erfolgte  routinemallig im  Institut  far

Veterinar-Pathologie der Justus-Liebig-Universitat Gielen.

3.2.2.5. Kontrollen fiir Aposiderin

Zur Feststellung der Reaktionen von Aposiderin in der Fluoreszenzmikroskopie,
der Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion, im Bleichen mit Kaliumpermanganat und in
der Long Ziehl-Neelsen-Reaktion wurden Schnitte von der hamosiderinhaltigen
Milz eines 17 Jahre alten, weiblichen Schottischen Hochlandrindes

(Tagebuchnummer S556/03) wie folgt prapariert:
1. Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 1 beschrieben

2. Inkubation der Schnitte in 1 % Salzsaure flir 40 Minuten; waschen in

Aqua dest.

3. Die weitere Farbung erfolgte mit den anderen Schnitten der entsprechenden
Farbungen (s. Kapitel 3.2.2.6., 3.3.2.7., 3.2.2.8. und 3.2.3.).

Zur Kontrolle auf verbliebenes Eisen wurde ein Schnitt in der Berliner
Blau-Reaktion weiter gefarbt (s. Kapitel 3.2.2.1.). Dieser war Berliner

Blau-negativ, d.h. das Eisen in den Kontrollschnitten fur Aposiderin wurde
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vollstandig aus dem Hamosiderin gelost.

3.2.2.6. Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion

Fir die Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion wurden als Stichprobe 10 Schnitte von
caninen Lymphknoten gewahlt, die ausschliellich BBn-Pigment oder deutlich mehr
BBn-Pigment als Hamosiderin enthielten. Zusatzlich wurde ein Schnitt aus den
Kontrollen flr Aposiderin (s. Kapitel 3.2.2.5.) und ein Schnitt vom Kleinhirn eines
17 Jahre alten Warmblut-Wallachs mit altersbedingter Lipofuszinablagerung in den
Purkinje-Zellen (Tagebuchnummer S835/08) gefarbt.

Als positiv wurde eine blaue Farbung gewertet.
1. Wie in Kapitel unter 3.2.2.1. Punkt 1 beschrieben

2. Inkubation der Schnitte fur 20 Minuten in einer frisch angesetzten Mischung
aus gleichen Teilen einer 1 % Eisen(lll)chlorid-Losung und einer

1 % Kaliumferrizyanid-Lésung; flieRend wassern

3. Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 4 beschrieben

3.2.2.7. Bleichen

Fir das Bleichen mit Kaliumpermanganat wurden als Stichprobe 10 Schnitte von
caninen Lymphknoten gewahlt, die ausschliellich BBn-Pigment oder deutlich mehr
BBn-Pigment als Hamosiderin enthielten. Zusatzlich wurde ein Schnitt aus den
Kontrollen fur Aposiderin (s. Kapitel 3.2.2.5.) und ein Schnitt vom Kleinhirn eines
17 Jahre alten Warmblut-Wallachs mit altersbedingter Lipofuszinablagerung in den
Purkinje-Zellen (Tagebuchnummer S835/08) gefarbt.

Als positiv wurde eine vollstandige Entfarbung des Pigments gewertet.
1. Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 1 beschrieben

2. Inkubation der Schnitte fir 45 Minuten in einer 1 % Kaliumpermanganat-

Losung

3. Auftropfen einer 2 % Kaliumdisulfit-Loésung bis der Schnitt weilllich erscheint;
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4.

6.

kurz flieRend wassern

Inkubation der Schnitte fur 3 Minuten in Papanicolaous Hamatoxylin
(1:10 in Aqua dest.); blauen in lauwarmem Leitungswasser fur 5 Minuten;

waschen in Aqua dest.

Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 4 beschrieben

3.2.2.8. Long Ziehl-Neelsen-Reaktion
Fir die Long Ziehl-Neelsen-Reaktion wurden als Stichprobe 10 Schnitte von caninen

Lymphknoten gewahlt, die ausschliellich BBn-Pigment oder deutlich mehr

BBn-Pigment als Hamosiderin enthielten. Zusatzlich wurde ein Schnitt aus den

Kontrollen flr Aposiderin (s. Kapitel 3.2.2.5.) und ein Schnitt vom Kleinhirn eines

17 Jahre alten Warmblut-Wallachs mit altersbedingter Lipofuszinablagerung in den
Purkinje-Zellen (Tagebuchnummer S835/08) gefarbt.

Als positiv wurde eine rote Farbung gewertet.

1.

2.

Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 1 beschrieben

Inkubation der Schnitte fir 3 Stunden bei 60 °C in Karbolfuchsin-Lésung
(s. Kapitel 9.1.2.); abkuhlen bei Raumtemperatur fur 30 Minuten;

flieRend wassern

Inkubation der Schnitte in 1 % Salzsaure-Alkohol (50 % Isopropanol) bis

Erythrozyten blass rosa erscheinen; waschen in Aqua dest. fir 10 Minuten

Inkubation der Schnitte fur 5 Minuten in Mayers Hamalaun (s. Kapitel 9.1.2.);

blauen in lauwarmem Leitungswasser fur 5 Minuten

Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 4 beschrieben
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3.2.3. Fluoreszenzmikroskopie

Zur Fluoreszenzmikroskopie wurden als Stichprobe 30 canine Lymphknoten gewahlt,
die ausschlief3lich BBn-Pigment oder deutlich mehr BBn-Pigment als Hamosiderin
enthielten. Zusatzlich wurde ein Schnitt aus den Kontrollen fiur Aposiderin
(s. Kapitel 3.2.2.5.) untersucht. Als Positivkontrolle diente ein Schnitt vom Kleinhirn
eines 17 Jahre alten Warmblut-Wallachs mit altersbedingter Lipofuszinablagerung in
den Purkinje-Zellen (Tagebuchnummer S835/08).

Als positiv wurde eine gelbe bis orangefarbene Autofluoreszenz gewertet.

1. Entparaffinierung der Schnitte in Xylol-Ersatz (Roti-Histol®) fir 5 Minuten;
Rehydrierung in Isopropanol, 96 % Alkohol, 70 % Alkohol und 50 % Alkohol

fur je 5 Minuten
2. Wie in Kapitel 3.2.2.1. unter Punkt 4 beschrieben

3. Untersuchung der ungefarbten Schnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop mit

einem Anregungsfilter von 450 - 490 nm und einem Sperrfilter von 510 nm

3.2.4. Immunhistologie

Es wurden als Stichprobe 56 Lymphknoten der Kontrollen, 4 Milzen der Kontrollen,
55 oberflachliche Leistenlymphknoten der Falle, 61 Mammatumoren und
24 Milchdrisenschnitte der Falle gefarbt. Die Mammatumoren setzten sich aus
10 einfachen Adenomen, 10 komplexen Adenomen, 10 tubulopapillaren Karzinomen,
10 komplexen Karzinomen, 10 benignen Mischtumoren, 5 malignen Mischtumoren,
3 soliden Karzinomen, 2 Fibroadenomen und einem anaplastischen Karzinom
zusammen. Zur Testung der Kreuzreaktion des Primarantikdrpers mit caninem
Laktoferrin diente menschliches Milchdrisengewebe (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt vom Institut fir Pathologie des Fachbereichs Humanmedizin,
Justus-Liebig-Universitat, Giel3en, Prof. Dr. R.M. Bohle) als Positivkontrolle.

Als positiv wurde eine grune Farbung (Substrat-Chromogen
HISTOPRIME® HistoGreen) gewertet.
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3.24.1. Zum Nachweis von caninem Laktoferrin verwendete Materialien

Antikorper:

Primarantikdrper: Gegen menschliches Laktoferrin gerichteter polyklonaler
Antikérper vom  Schaf: 5605-1004, Lactoferrin:  Antibody, sheep;
Biogenesis Ltd., Poole, UK; 1:1000 in 1 % bovinem Serumalbumin

(verdunnt in TBS, s. Kapitel 9.1.1.) verdunnt

Sekundarantikérper: Gegen ovines IgG gerichteter biotinylierter Antikdrper vom
Kaninchen: BA-6000, biotinylated anti-sheep 1gG (H+L), made in rabbit;
Vector Laboratories, Burlingame, USA; 1:500 in TBS verdunnt

Seren:

Blocken und Negativkontrolle (statt Sekundarantikérper): 1 % Kaninchenserum

(verdunnt in TBS); Kaninchenserum:

Zentrifugieren des Vollbluts von gesunden Kaninchen nach 2-4 Stunden stehen
bei Raumtemperatur fir 10 Minuten bei 3500 rpm; absaugen des Serums;

Lagerung bei -20 °C

Negativkontrolle (statt Primarantikorper): 0,1 % aufgereinigtes Schafserum

(verdunnt in TBS); Aufreinigung des Serums und Proteinbestimmung:

1. Zentrifugieren des Vollblut von gesunden Schafen nach 2-4 Stunden stehen

bei Raumtemperatur fir 10 Minuten bei 3500 rpm; absaugen des Serums

2. Herstellung einer gesattigten Ammoniumsulfat-Losung: Losen  von
76 g Ammoniumsulfat in 100 ml Aqua dest. bei Raumtemperatur;
weitere  Zugabe von Ammoniumsulfat bis zur Ausfallung von
Ammoniumsulfatkristallen; Abkuhlung der gesattigten

Ammoniumsulfat-Losung auf 4 °C; vor Gebrauch nochmals gut rihren

3. Langsames Eintropfen von 4 ml der gesattigten Ammoniumsulfat-Losung in
4 ml Serum bei 4 °C unter standigem Rihren; weiteres Rihren des Serums
far 2 Stunden bei 4 °C
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8.

9.

Zentrifugieren des Serums bei 4 °C und 5000 rpm fur 20 Minuten;

verwerfen des Uberstands

Aufnahme des Sediments in 44 ml einer auf 4 °C geklhlte
50 % Ammoniumsulfat-Lésung; zentrifugieren des Serums bei 4 °C und

5000 rpm fiir 20 Minuten; verwerfen des Uberstands

Punkt 5. wiederholen

. Aufnahme des Sediments in 2,6 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 6,8

(s. Kapitel 9.1.1.); entsalzen dieser Ldésung Uber eine Saule
(PD-10 Desalting column; GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Schweden) mit 0,1 M Phosphatpuffer pH 6,8

Proteinbestimmung mit Hilfe eines Test-Kits (BCA™ Protein Assay Kit)

Lagerung bei -20 °C

10.Einstellung des Serums und des verwendeten Antikorpers auf gleiche

Proteinkonzentration (16 mg/ml) durch Verdlinnung des Serums mit TBS

Detektionssystem:

- Avidin-Biotin-Komplex: Vectastain® ABC Kit peroxidase standard PK-4000;

Vector Laboratories, Burlingame, USA

- HISTOPRIME® HistoGreen; Linaris, Wertheim-Bettingen; Substrat-Kit mit
HistoGreen Chromogen, HistoGreen-Puffer und Wasserstoffperoxid

Demaskierung:

- Zitratpuffer 10 mM pH 6,0 (s. Kapitel 9.1.1.)
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3.2.4.2. Laborprotokoll der Inmunhistologie

1.

Entparaffinieren der Schnitte in 3 Badern Xylol-Ersatz (Roti-Histol®) fir je
3 Minuten; Rehydrierung zweimal in Isopropanol, einmal in 96 % Alkohol und

einmal in 80 % Alkohol fir je 3 Minuten

Inaktivierung der endogenen Peroxidase in frisch angesetztem 0,5 % H;0; in
Methanol fur 30 Minuten; waschen in TBS (pH 7,6; s. Kapitel 9.1.1.) fur
5 Minuten

Inkubation der Schnitte in 10 mM Zitratpuffer (pH 6,0; s. Kapitel 9.1.1.) in
Plastikklivetten im Wasserbad bei 97 °C fur 20 Minuten; Abkuhlung der

Schnitte bei Raumtemperatur fur 15 Minuten; waschen in TBS

. Aufbringen der Objekttrager auf Shandon® Coverplates™; blocken mit 1 %

Kaninchenserum fiir 30 Minuten

Auftragen des 1:1000 verdunnten PrimarantikOrper (gegen menschliches
Laktoferrin gerichteter polyklonaler Antikdrper vom Schaf) oder der
Negativkontrollen TBS oder 0,1 % aufgereinigtes Schafserum; Inkubation bei

4 °C Uber Nacht; dreimaliges waschen in TBS in den Coverplates™

Auftragen des 1:500 verdinnten Sekundarantikorper (gegen ovines IgG
gerichteter biotinylierter Antikbrper vom Kaninchen) oder der Negativkontrolle
1 % Kaninchenserum; Inkubation bei Raumtemperatur fir 30 Minuten;

dreimaliges waschen in TBS in den Coverplates™

Auftragen des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes (je 0,9 ul der Losungen
A und B in 1 ml TBS) und Inkubation der Schnitte fir 30 Minuten;

dreimaliges waschen in TBS in den Coverplates™

Auftragen der angemischten HISTOPRIME® HistoGreen-Reaktionsldsung
(0,5 ml HistoGreen-Puffer, 1 Tropfen HistoGreen-Chromogen und 1 Tropfen
H.O, des Substrat-Kits) und Inkubation der Schnitte fir 15 Minuten;

waschen in TBS fur 2 Minuten und kurzes waschen in Aqua dest.

Gegenfarbung der Schnitte in Papanicolaous Hamatoxylin (1:10 in Aqua dest.)

fur 20 Sekunden; blauen in lauwarmem Leitungswasser fur 5 Minuten;
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waschen in Aqua dest.

10.Dehydrierung der Schnitte drei mal in Isopropanol und zwei mal in Roti-Histol®

fir je ca. 30 Sekunden; eindecken mit Folie im Automaten (TissueTec®)

3.2.5. Histologische Untersuchung

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Schnitte erfolgte bei den
ObjektivvergroRerungen 2,5fach, 10fach, 20fach und 40fach.

3.2.5.1. Berliner Blau-Reaktion
Canine Lymphknoten, Mammatumoren, unverandertes Milchdriusengewebe und Milz

wurden auf eine Berliner Blau-positive Reaktion untersucht.

3.2.5.1.1. Lymphknoten

Bei der 2,5fachen Objektivvergrof3erung wurde eine semiquantitative Schatzung Uber
den Grad der Speicherung Berliner Blau-positiven Pigments (Hamosiderin) im
Marksinus der Lymphknoten durchgefihrt. Dabei wurde geschatzt, wie viel Prozent
des Marksinus von der Hamosiderinspeicherung betroffen ist (Hamosiderosegrad der
Lymphknoten). Gelegentlich war eine Hamosiderinspeicherung auch im Randsinus
der Lymphknoten zu finden. Der Randsinus nahm aber im Vergleich zum Marksinus
immer eine wesentlich geringere Flache des Schnittes ein und es handelte sich um
sehr geringe Mengen an Hamosiderin, so dass dieser Befund keine Auswirkung auf
die Gradeinteilung des Lymphknotens hatte. Auch die Hamosiderinspeicherung im
Parenchym des Lymphknotens war nur sehr gering und hatte keine Auswirkungen

auf die Gradeinteilung des Lymphknotens.

Weiterhin wurden eine Berliner Blau-positive Reaktion des Bindegewebes der
Lymphknotentrabekel erfasst. Diese erschien immer als diffuse, extrazellulare

Berliner Blau-positive Reaktion (s. Abbildung 11, Kapitel 4.2.1.1.) und ist vermutlich
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auf eine Bindung von Hamosiderin zurickzufuhren (s. Kapitel 2.1.2.1.).

Aulerdem wurde eine semiquantitative Schatzung Uber das Auftreten von
BBn-Pigment (s. Kapitel 2.2.4.) durchgeflhrt. Folgende Bewertungsstufen wurden
dafir verwendet: 0 = keine BBn-pigmenthaltigen Makrophagen, 1 = vereinzelte
BBn-pigmenthaltige Makrophagen, 2 = wenige BBn-pigmenthaltige Makrophagen,
3 = einige BBn-pigmenthaltige Makrophagen, 4 = viele BBn-pigmenthaltige
Makrophagen, 5 = sehr viele BBn-pigmenthaltige Makrophagen.

3.2.5.1.2. Milz

Bei der 2,5fachen Objektivvergrofierung wurde eine semiquantitative Schatzung tber
den Grad der Speicherung Berliner Blau-positiven Pigments (Hamosiderin) in der
roten Pulpa der Milz durchgefihrt. Dabei wurde geschatzt wie viel Prozent der roten
Pulpa von der Hamosiderinspeicherung betroffen ist (Hamosiderosegrad der Milz).
Da in der weilRen Pulpa kein Hamosiderin zu finden war, wurde diese in der

Schatzung nicht bertcksichtigt.

Eine Berliner Blau-positive Reaktion des Bindegewebes der Milztrabekel sowie das
Auftreten von BBn-Pigment in der Milz wurde wie bei den Lymphknoten
(s. Kapitel 3.2.5.1.1.) erfasst.

3.2.5.1.3. Mammatumoren und unverandertes Milchdrisengewebe

Bei den Mammatumoren und dem unveranderten Milchdrisengewebe wurde eine
semiquantitative Schatzung Uber die Anzahl Berliner Blau-positiver Makrophagen im
Stroma, Berliner Blau-positiver  Drlsenepithelien, Berliner  Blau-positiver
Makrophagen im Drisenlumen sowie Uber das Auftreten von Berliner Blau-positivem
Sekret im Drusenlumen durchgefuhrt (= Eisenspeicherung im Mammatumor und
unveranderten Milchdrisengewebe). Folgende Bewertungsstufen wurden daflr
verwendet: 0 = keine Berliner Blau-positive Reaktion, 1 = vereinzelt(e) Berliner

Blau-positive(s) Zellen/Sekret, 2 = wenig(e) Berliner Blau-positive(s) Zellen/Sekret,

36



3. Material und Methoden

3 = einige(s) Berliner Blau-positive(s) Zellen/Sekret, 4 = viel(e) Berliner

Blau-positive(s) Zellen/Sekret, 5 = sehr viel(e) Berliner Blau-positive(s) Zellen/Sekret.

3.2.5.2. Turnbulls Blau-Reaktion
Die Auswertung der Turnbulls Blau-gefarbten Schnitte erfolgte wie bei den

Berliner Blau-gefarbten.

3.2.5.3. Quinckes-Reaktion
Mit Hilfe der Reduktionsreaktion der Quinckes-Reaktion wurden Positivkontrollen fur
die Turnbulls Blau-Reaktion aus caninen Lymphknoten mit dreiwertigem Eisen

(Hamosiderin) hergestellt.

3.2.5.4. Hamatoxylin-Eosin

3.254.1. Lymphknoten

Es wurden Neoplasien, follikulare Hyperplasie, Sinushistiozytose, Hyperamie,
Erythrozyten im Sinus, Hyperamie mit Erythrozyten in Sinus und Gewebe,

Sinusdédem und Infiltration des Lymphknotens mit neutrophilen Granulozyten erfasst.

3.2.54.2. Miz

Es wurden Neoplasien, Hyperplasie, Hyperamie und extramedullare Hamatopoese

erfasst.

3.2.5.5. Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion
BBn-Pigment in Makrophagen caniner Lymphknoten wurde auf eine positive
Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion (Blau-Farbung) untersucht. Der Befund wurde

mit positiv (+) oder negativ (-) angegeben.

37



3. Material und Methoden

3.2.5.6. Bleichen
BBn-Pigment in Makrophagen caniner Lymphknoten wurde auf Bleichbarkeit mit
Kaliumpermanganat untersucht. Als positiv (+) wurde eine vollstandige Entfarbung

des Pigments gewertet.

3.2.5.7. Long Ziehl-Neelsen-Reaktion
BBn-Pigment in Makrophagen caniner Lymphknoten wurde auf eine positive Long
Ziehl-Neelsen-Reaktion (Rot-Farbung) untersucht. Der Befund wurde mit positiv (+)

oder negativ (-) angegeben.

3.2.5.8. Fluoreszenzmikroskopie
BBn-Pigment in Makrophagen caniner Lymphknoten wurde auf Autofluoreszenz bei
einer Anregung von 450 - 490 nm und einem Sperrfilter von 510 nm untersucht.

Als positiv (+) wurde eine gelbe bis orangefarbene Autofluoreszenz gewertet.

3.2.5.9. Immunhistologie

3.2.5.9.1. Lymphknoten und Milz

Canine Lymphknoten und Milzen wurden auf eine Laktoferrin-positive Reaktion
(grine Farbung mit Substrat-Chromogen HISTOPRIME® HistoGreen) der Zellen
sowie der Lymphe untersucht. Die Anzahl Laktoferrin-positiver Zellen und Lymphe
wurde semiquantitativ erfasst. Folgende Bewertungsstufen wurden dafur verwendet:
0 = keine Laktoferrin-positive Reaktion, 1 = vereinzelt(e) Laktoferrin-positive
Zellen/Lymphe, 2 = wenig(e) Laktoferrin-positive Zellen/Lymphe, 3 = einige
Laktoferrin-positive Zellen/Lymphe, 4 = viel(e) Laktoferrin-positive Zellen/Lymphe,

5 = sehr viel(e) Laktoferrin-positive Zellen/Lymphe.
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Abbildung 7: Serienschnitte eines caninen Lymphknotens immunhistologisch und mit der
Berliner Blau-Reaktion gefarbt. a Laktoferrin-positive Makrophagen (Pfeile) und braunes,
Laktoferrin-negatives Pigment (Pfeilspitzen) in Makrophagen. Obj. x 20. Schaf anti-humanes
Laktoferrin, ABC (HistoGreen), Gegenfarbung Papanicolaous Hamatoxylin.
b Hamosiderinhaltige Makrophagen (Pfeilspitzen). Obj. x 20. Berliner Blau-Reaktion,

Gegenfarbung Kernechtrot.

Die Lokalisation eines Laktoferrin-positiven Befundes in Lymphknoten und Milzen
wurde mit der Lokalisation braunen Pigments sowie mit einer Berliner Blau-positiven
Reaktion in Serienschnitten verglichen (s. Abbildung 7), die fur alle 16 Laktoferrin-

positiven Lymphknoten und alle 3 Laktoferrin-positiven Milzen durchgefiuhrt wurden.

3.2.5.9.2. Mammatumoren und unverandertes Milchdrisengewebe

Die Untersuchung auf eine Laktoferrin-positive Reaktion caniner Mammatumoren
und unveranderten Milchdrisengewebes erfolgte wie bei den Berliner Blau-gefarbten
Schnitten (s. Kapitel 3.2.5.1.3.). Die Lokalisation eines Laktoferrin-positiven Befundes
wurde mit der Lokalisation braunen Pigments sowie mit einer Berliner Blau-positiven

Reaktion in Serienschnitten verglichen (s. Abbildung 8), die fur alle 29 Laktoferrin-
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positiven Mammatumoren und fur die eine Laktoferrin-positive, unveranderte

Milchdrise durchgefuhrt wurden.

Abbildung 8: Serienschnitte eines komplexen Karzinoms in einer caninen Milchdrise
immunhistologisch und mit der Berliner Blau-Reaktion gefarbt. a Laktoferrin-positive
Tumorzellen des komplexen Karzinoms. Obj. x 40. Schaf anti-humanes Laktoferrin,
ABC (HistoGreen), Gegenfarbung Papanicolaous Hamatoxylin. b Berliner Blau-negative
Zellen des komplexen Karzinoms. Obj. x 40. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung

Kernechtrot.

3.2.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit freundlicher Unterstitzung der Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterinarmedizin der
Justus-Liebig-Universitat GielRen auf deren Rechnern unter Verwendung des
Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamic, Release 7.0, (BMDP Statistical Software,

Inc., Los Angeles, USA), der Programme StatXact und Testimate sowie eines
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Eigenprogramms der Arbeitsgruppe.

Zur Datenbeschreibung semiquantitativer Merkmale wurden Stichprobenumfange,
Minima, Maxima, Mediane und Quartle (Q1 und Q3) berechnet.

Qualitative Merkmale wurden nach Gruppen getrennt ausgezahlt.

Zur Prufung des Gruppeneinflusses auf Signifikanz wurde bei semiquantitativen
Merkmalen der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, wenn viele Bindungen vorlagen der
exakte Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, mittels des Programms BMDP3S durchgeflhrt.
Wenn mehr als 2 Gruppen vorlagen wurde der Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieBendem paarweisen Vergleich nach Nemenyi mittels des Programms
StatXact angewendet. Zur Prufung des Zusammenhanges von normalverteilten
Merkmalen mit semiquantitativen Merkmalen wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse mittels des Programms BMDP7D durchgefiihrt. Die Darstellung und
Bewertung der Zusammenhange quantitativer Merkmale erfolgte mit Hilfe von
Korrelationsanalysen  mittels des Programms BMDP6D, bei ordinalen
(semiquantitativen) Merkmalen mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman mittels des Programms BMDP3D. Zum Vergleich unabhangiger
Stichproben wurde der t-Test mittels des Programms BMDP3D durchgefuhrt.
Die Prifung von Mittelwertunterschieden bei abhangigen Stichproben fur mindestens
ordinale Merkmale erfolgte mit Hilfe des Wilcoxon-Test flr Paardifferenzen mittels
des Programms BMDP3D. Wenn mehr als zwei abhangige Stichproben fir
mindestens ordinale Merkmale vorlagen wurde der Friedman-Rang-Test mittels des
Programms BMDP3F angewendet. Bei 4-Felder-Tafeln wurde der exakte Fisher-Test
mittels des Programms BMDP4F durchgefliihrt. Wenn mehr als 4 Felder vorlagen,
wurde der verallgemeinerte exakte Test von Fisher mit Hilfe eines Eigenprogramms

der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung angewendet.

Zur Bewertung statistischer Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau a = 0,05
zugrunde gelegt. Somit wurden Ergebnisse mit p < 0,05 als statistisch signifikant
angesehen. Ergebnisse mit p = 0,051 — 0,099 wurden als knapp nicht signifikant

gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Fragebogendaten

4.1.1. Falle (Hunde mit Mammatumoren)

Die statistisch ausgewerteten Fragebogendaten zu den 100 Fallen sind in den
Tabellen 3 und 4 aufgefihrt. Alle Daten der Falle finden sich in Kapitel 9.2.

Tabelle 3: Fragebogendaten der Falle

Fragebogendaten Anzahl der Hunde
Geschlecht Weiblich-intakt 80
Weiblich-kastriert 20
Alter in Jahren 4-15 100
RegelmaBigkeit der Laufigkeit Regelmahig 31
Unregelmafig 4
Auftreten von Scheintrachtigkeiten RegelmaRig 16
Unregelmafig 15
Nie 30

Tabelle  4: Ergebnisse  der  histopathologischen Untersuchung der

156 Mammatumoren der Falle

Tumorart Anzahl der Mammatumoren
Adenom Einfach 14
Komplex 41
Fibroadenom 2
Karzinom Tubulopapillar 26
Solid 7
Anaplastisch 1
Komplex 35
Mischtumor Benigne 22
Maligne 8
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4.1.2. Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren)

Die statistisch ausgewerteten Fragebogendaten zu den 100 Kontrollen sind in der

Tabelle 5 aufgefuhrt. Alle Daten der Kontrollen finden sich in Kapitel 9.2.

Tabelle 5: Fragebogendaten der Kontrollen

Fragebogendaten Anzahl der Hunde
Geschlecht Weiblich-intakt 32
Weiblich-kastriert 18
Mannlich-intakt 36
Mannlich-kastriert 14
Geschlechtsreife’ Juvenil 24
Adult 76
Alter in Jahren Junger als 4 44
4-15 56
Erkrankungen im Ja 44
Einzugsgebiet? Nein 19
Erhalt einer Bluttransfusion Ja 7
Nein 21
Zeit seit Bluttransfusion in 0,5 2
Tagen 1 1
4 1
6 1
14 2
Todesart Euthanasiert 49
Verstorben 44
Frischegrad der untersuchten  Frisch 21
Gewebe Relativ frisch 34
Nicht mehr frisch 16
Hgr. fortgeschrittene postmortale 4

Veranderungen

Legende s. nachste Seite
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Legende Tabelle 5:

. Die Geschlechtsreife wurde anhand des Alters oder einer vorberichtlich genannten

Laufigkeit festgelegt. Juvenile Hunde waren maximal 4 Monate alt oder vorberichtlich noch
nicht laufig gewesen. Adulte Hunde waren mindestens 1,5 Jahre alt oder vorberichtlich
bereits laufig gewesen; ?: Erkrankungen, Verletzungen oder Operationen im Einzugsgebiet
der oberflachlichen Leistenlymphknoten, die Einfluss auf die Hamosiderinspeicherung im
oberflachlichen Leistenlymphknoten haben kénnten. Dazu zahlten Dermatitis, Verletzungen,

Laparotomie und Mammektomie.

4.2. Ergebnisse der histologischen Untersuchung

4.2.1. Histologische Befunde der Falle

(Hunde mit Mammatumoren)

4.2.1.1. Lymphknoten
Da bei der Auswertung der Befunde kein signifikanter Unterschied zwischen
Lymphknoten unterschiedlicher Korperseite nachgewiesen werden konnte, werden

die Befunde in der folgenden Tabelle 6 nicht nach Kdrperseite getrennt aufgefiihrt.
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Tabelle 6: Ergebnisse der Berliner Blau-Reaktion, der H.E.-Farbung, der
Turnbulls  Blau-Reaktion und der Immunhistologie der oberflachlichen

Leistenlymphknoten der Falle

Anzahl der Lymphknoten

Hamosiderosegrad der Lymphknoten 0 % 12

(n =100) 0,1 % 18
1% 15
10 % 17
20 % 11
30 % 11
40 % 5
50 % 4
60 % 4
70 % 3

Hamosiderinhaltiges Bindegewebe' 5

(n =100)

BBn-pigmenthaltige Makrophagen (n = 100) 30

Weitere Veranderungen? (n = 100) 41

Turnbulls Blau-positive Zellen (n = 30)*

Laktoferrin-positive Makrophagen (n = 55)*

Laktoferrin-positive Lymphe (n = 55)° 1

. s. Kapitel 3.2.5.1.1.; % s. Kapitel 3.2.5.4., es traten follikuldre Hyperplasie, Erythrozyten im
Marksinus und Sinusédem auf; *: Es wurden als Stichprobe 30 oberflachliche Leistenlymphknoten der
Falle mit der Turnbulls Blau-Reaktion gefarbt; . Es wurden als Stichprobe 55 oberflachliche
Leistenlymphknoten der Falle immunhistologisch auf Laktoferrin untersucht; °: Dieser Lymphknoten

zeigte auch Berliner Blau-positive Lymphe (s. Abbildungen 13 und 14, Kapitel 4.2.1.1.).
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Abbildung 9: Hamosiderinhaltige Makrophagen im Marksinus eines caninen Lymphknotens
(entspricht Abbildung 1, Kapitel 1.). Obj. x 40. Hamatoxylin-Eosin.

Abbildung 10: Hamosiderinhaltige Makrophagen im Marksinus eines caninen Lymphknotens
(entspricht Abbildung 3, Kapitel 2.1.2.5.). Obj. x 40. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung

Kernechtrot.
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Abbildung 11: Hamosiderinhaltiges Bindegewebe (Pfeil) der Trabekel eines caninen
Lymphknotens der eigenen Untersuchung (entspricht Abbildung 2, Kapitel 2.1.2.1.).
Die Berliner Blau-positive Reaktion des Bindegewebes der Trabekel erschien in der eigenen
Untersuchung immer diffus und extrazelluldr. Obj. x 40. Berliner Blau-Reaktion,

Gegenfarbung Kernechtrot.

Abbildung 12: Serienschnitte eines caninen Lymphknotens immunhistologisch und mit der
Berliner  Blau-Reaktion gefarbt (entspricht Abbildung 7, Kapitel 3.2.5.9.1.).
a Laktoferrin-positive Makrophagen (Pfeile) und braunes, Laktoferrin-negatives Pigment
(Pfeilspitzen) in Makrophagen. Obj. x 20. Schaf anti-humanes Laktoferrin, ABC (HistoGreen),
Gegenfarbung Papanicolaous Hamatoxylin. b  Hamosiderinhaltige = Makrophagen
(Pfeilspitzen). Obj. x 20. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.
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Abbildung 13: Serienschnitte eines caninen Lymphknotens immunhistologisch und mit der
Berliner Blau-Reaktion gefarbt. a Laktoferrin-positive Lymphe. Obj. x 20. Schaf anti-humanes
Laktoferrin, ABC (HistoGreen), Gegenfarbung Papanicolaous Hamatoxylin.

b Berliner Blau-negative Lymphe. Obj. x 20. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung
Kernechtrot.

Abbildung 14: Serienschnitte des selben caninen Lymphknotens wie in Abbildung 13,
immunhistologisch und mit der Berliner Blau-Reaktion gefarbt. a Laktoferrin-positive Lymphe
und braunes, Laktoferrin-negatives Pigment in Makrophagen (Pfeile) des Randsinus.
Obj. x 40. Schaf anti-humanes Laktoferrin, ABC (HistoGreen), Gegenfarbung Papanicolaous
Hamatoxylin. b Teilweise Berliner Blau-positive Lymphe (Pfeilspitzen; Hamosiderin oder
Ferritin) und hamosiderinhaltige Makrophagen (Pfeil) im Randsinus. Obj. x 40.
Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.
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4.2.1.2. Mammatumoren
Tabelle 7: Ergebnisse der Berliner Blau-Reaktion, der Turnbulls Blau-Reaktion und

der Immunhistologie der Mammatumoren der Falle

Anzahl der Tumoren, die folgende Haufig-
keit an positiven Zellen/Sekret aufwiesen:

Vereinzelte Wenige Einige Viele Sehr viele

Einfache BB. (n = 14) Makr. im Stroma 2 1 0 0

Adenome Drisenepithelien

Makr. im Drisenlumen

Sekret im Driisenlumen

TB. (n=4)" Zellen und/oder Sekret

Lf. (n =10)> Makr. im Driisenlumen

OO |~ |N|O

Sekret im Driisenlumen

-
N

Komplexe BB. (n =41) Makr. im Stroma

Adenome Drisenepithelien

Makr. im Drisenlumen

Sekret im Driisenlumen

TB. (n =13)" Zellen und/oder Sekret

Lf. (n =10)> Makr. im Driisenlumen

Sekret im Driisenlumen

Fibroadenome BB. (n=2) Zellen und/oder Sekret

Tubulo- BB. (n =26) Makr. im Stroma
papillare Drisenepithelien
Karzinome Makr. im Drisenlumen

TB. (n=8)" Zellen und/oder Sekret

Lf. (n =10)> Makr. im Drisenlumen

Sekret im Driisenlumen

Solide BB.(n=7) Makr.im Stroma

Karzinome Makr. im Drisenlumen

Sekret im Driisenlumen

TB.(n=6)" Zellen und/oder Sekret

Lf. (n=3)> Makr. im Drisenlumen

olo|lo|lo|o|lo|lo|~|o|lo|lo|o|lo|u|o|dM|m|jlo|a|a|a|NM|a oo~
olo|o|=|o|lo|=|ofld|INv|o|m|a|a]|ofdM|m|lolm|jlolmnja|la|a|o|lo|o|o
o|lo|o|lo|o|lo|o|lo|lo|lo|o|o|lo|vV]|o|lo|lo|lo|lojlo|lo|~|o|lo|lo|lo|o|o
colo|n|o|lo|lo|lo|~|o|lo|lo|o|lo|o|o|lo|lo|lo|lo|lo|o|o|lo|lojlo|lo|o|o|o

oO|lo|lolojo|~O NI O|IMNO|WO[~O|lO|b>|wWw|O

Anaplas- BB.(n=1) Makr.im Stroma
tisches TB. (n=1)" Zellen und/oder Sekret
Karzinom Lf. (n=1)> Zellen und/oder Sekret

Fortsetzung und Legende s. nachste Seite
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Fortsetzung Tabelle 7

Anzahl der Tumoren, die folgende Haufig-
keit an positiven Zellen/Sekret aufwiesen:

Vereinzelte Wenige Einige Viele Sehr viele

Komplexe BB. (n =35) Makr. im Stroma 13 3 2 2 2
Karzinome Driisenepithelien 0 1 0 0 0
Makr. im Drisenlumen 2 2 0 0 0

Sekret im Drisenlumen 4 0 0 0 0

TB. (n = 15)" Zellen und/oder Sekret 0 0 0 0 0

Lf. (n =10)?> DrUsenepithelien 0 1 0 0 0

Makr. im Driisenlumen 0 2 2 0 0

Sekret im Drisenlumen 1 2 5 0 0

Benigne BB. (n =22) Makr. im Stroma 8 0 0 0 0
Mischtumoren TB. (n = 10)" Zellen und/oder Sekret 0 0 0 0 0
Lf. (n =10)> Makr. im Drisenlumen 1 0 0 0 0

Sekret im Drisenlumen 1 0 1 2 0

Maligne BB. (n=8) Makr.im Stroma 4 1 1 0 0
Mischtumoren Makr. im Drisenlumen 1 0 0 0 0
TB. (n =3)" Zellen und/oder Sekret 0 0 0 0 0

Lf. (n=5)> Makr. im Driisenlumen 0 1 0 0 0

Sekret im Drisenlumen 0 2 0 1 0

BB.: Berliner Blau-positive(s) = Bei Makrophagen: Hamosiderin, bei Drisenepithelien und Sekret im
Drisenlumen: Hamosiderin oder Ferritin  (s. Kapitel 5.1.1.); Makr.: Makrophagen;

TB.: Turnbulls Blau-positive(s); Lf.: Laktoferrin-positive(s);

Es wurden als Stichprobe
60 Mammatumoren der Falle mit der Turnbulls Blau-Reaktion gefarbt; % Es wurden als Stichprobe

61 Mammatumoren der Falle immunhistologisch auf Laktoferrin untersucht.
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Abbildung 15: Berliner Blau-positive Drisenepithelien (Hamosiderin oder Ferritin,

s. Kapitel 5.1.1.) und hamosiderinhaltige Makrophagen im Stroma und im Drisenlumen

eines caninen komplexen Adenoms. Obj. x 10. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung
Kernechtrot.

Abbildung 16: Hadmosiderinhaltige Makrophagen im Drisenlumen eines caninen komplexen

Karzinoms. Obj. x 40. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.
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Abbildung 17: Berliner Blau-positives Sekret im Drisenlumen (Hamosiderin oder Ferritin)

eines caninen komplexen Karzinoms. Obj. x 20. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung
Kernechtrot.

Abbildung 18: Serienschnitte eines komplexen Karzinoms in einer caninen Milchdrise
immunhistologisch und mit der Berliner Blau-Reaktion gefarbt (entspricht Abbildung 8,
Kapitel 3.2.5.9.2.). a Laktoferrin-positive Tumorzellen des komplexen Karzinoms. Obj. x 40.
Schaf anti-humanes Laktoferrin, ABC (HistoGreen), Gegenfarbung Papanicolaous
Hamatoxylin. b Berliner Blau-negative Zellen des komplexen Karzinoms. Obj. x 40.
Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.
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Abbildung 19: Serienschnitte eines komplexen Adenoms in einer caninen Milchdrise

immunhistologisch und mit der Berliner Blau-Reaktion gefarbt. a Laktoferrin-positives Sekret
und Laktoferrin-positive Makrophagen (Pfeile) im Drisenlumen des komplexen Adenoms.
Obj. x 10. Schaf anti-humanes Laktoferrin, ABC (HistoGreen), Gegenfarbung Papanicolaous
Hamatoxylin. b Berliner Blau-negatives Sekret und Berliner Blau-negative Makrophagen
(Pfeilspitzen) im Drisenlumen des komplexen Adenoms. Obj. x 10. Berliner Blau-Reaktion,
Gegenfarbung Kernechtrot.
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Abbildung 20: Serienschnitte eines komplexen Karzinoms in einer caninen Milchdrise
immunhistologisch und mit der Berliner Blau-Reaktion gefarbt. a Laktoferrin-positives Sekret
im Drusenlumen des komplexen Karzinoms. Obj. x 10. Schaf anti-humanes Laktoferrin, ABC
(HistoGreen), Gegenfarbung Papanicolaous Hamatoxylin. b Berliner Blau-negatives Sekret
im Drisenlumen des komplexen Karzinoms. Obj. x 10. Berliner Blau-Reaktion,

Gegenfarbung Kernechtrot.

4.2.1.3. Unveréandertes Milchdriisengewebe
Tabelle 8: Ergebnisse der Berliner Blau-Reaktion, der Turnbulls Blau-Reaktion und

der Immunhistologie des unveranderten Milchdrisengewebes (u.M.) der Falle

Anzahl der Hunde, die folgende Haufigkeit an
positiven Zellen/Sekret im u.M. aufwiesen:
Vereinzelte Wenige Einige Viele Sehr viele

Berliner Blau-positive(s)! Makrophagen im
P (®) phag 25 11 16 11 1

(n = 86) Stroma
Drisenepithelien 6 1 2 0 0
Makrophagen im
phag 6 2 1 0 0
Drisenlumen
Sekret im Drisenlumen 18 1 6 1 0
Turnbulls Blau-positive(s) Zellen und/oder Sekret
0 0 0 0 0
(n =50)?
Laktoferrin-positives Sekret im Drisenlumen
1 0 0 0 0
(n=24)

Legende s. nachste Seite
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Legende Tabelle 8:

. bei Makrophagen: Hamosiderin, bei Driisenepithelien und Sekret im Driisenlumen: Hamosiderin

oder Ferritin (s. Kapitel 5.1.1.); 2. Es wurden als Stichprobe 50 unveranderte Milchdriisenschnitte der

3

Falle mit der Turnbulls Blau-Reaktion gefarbt; °: Es wurden als Stichprobe 24 unveranderte

Milchdrisenschnitte der Falle immunhistologisch auf Laktoferrin untersucht.

Abbildung 21: Berliner Blau-positive Drlsenepithelien (Hamosiderin oder Ferritin,
s. Kapitel 5.1.1)) in einer unveranderten caninen Milchdrise. Obj. x 20.

Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.

4.2.2. Histologische Befunde der Kontrollen

(Hunde ohne Mammatumoren)

4.2.2.1. Lymphknoten und Milz
Da bei der Auswertung der Befunde kein signifikanter Unterschied zwischen
Lymphknoten unterschiedlicher Korperseite nachgewiesen werden konnte, werden

die Befunde in der folgenden Tabelle 9 nicht nach Kdrperseite getrennt aufgefihrt.
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Tabelle 9: Ergebnisse der Berliner Blau-Reaktion, der H.E.-Farbung, der Turnbulls

Blau-Reaktion und der Immunhistologie der Lymphknoten' und Milzen der Kontrollen

Anzahl der
Oberfl. Mittleren Kehl-
chsell. Milz
Leistenl. Darmbeinl. gangsl.
Hamosiderosegrad 0 % 62 55 47 46 24
(Lymphknoten: n = 655, Milzzn=99) 0,1 % 38 42 48 30 21
1% 22 15 22 13 13
10 % 20 19 18 4 17
20 % 5 10 11 2 7
30 % 11 15 9 2 7
40 % 5 6 9 1 6
50 % 4 10 9 1 3
60 % 3 3 6 1 0
70 % 1 10 5 0 1
80 % 1 8 2 0 0
90 % 2 0 2 0 0
Hamosiderinhaltiges Bindegewebe?
10 24 13 4 4
(Lymphknoten: n = 655, Milz: n = 99)
BBn-pigmenthaltige Makrophagen a4 14 08 62 0

(Lymphknoten: n = 655, Milz: n = 99)
Neoplasie® (Lymphknoten: n = 655, Milz: n = 99) 9 15 14 6 9
Weitere Veranderungen*

31 53 48 45 32
(Lymphknoten: n = 655, Milz: n = 99)
Neutrophile Granulozyten

6 5 3 1 0
(Lymphknoten: n = 655, Milz; n = 99)
Turnbulls Blau-Reaktion®

0 0 0 0 0
(Lymphknoten: n = 300, Milz: n = 25)
Laktoferrin-positive Makrophagen®

1 4 3 1 3
(Lymphknoten: n = 56, Milz: n = 4)
Laktoferrin-positive neutrophile Granulozyten

0 0 0 0 -

(Lymphknoten: n = 14)

Legende s. nachste Seite
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Legende Tabelle 9:

Oberfl.: oberflachliche; -l.: Lymphknoten; ' Aus nicht selbst beeinflussbaren Griinden
konnten nicht fir alle Hunde der Kontrollen die Lymphknoten beider Kérperseiten untersucht
werden; % s. Kapitel 3.2.5.1.1.; % s. Kapitel 3.2.5.4., es traten Lymphosarkom,
Pankreaskarzinom, blastoider Rundzelltumor, maligne Histiozytose, Hamangiosarkom und
Ubergangszellkarzinom auf; “ Es traten follikuldre Hyperplasie, Sinushistiozytose,
Hyperamie, Erythrozyten im Sinus, Hyperamie mit Erythrozyten in Sinus und Gewebe,
Sinusddem und extramedulldare Hamatopoese auf;, ° Es wurden als Stichprobe
300 Lymphknoten und 25 Milzen der Kontrollen mit der Turnbulls Blau-Reaktion gefarbt;
®. Es wurden als Stichprobe 56 Lymphknoten und 4 Milzen der Kontrollen immunhistologisch
auf Laktoferrin untersucht; ”: Aufgrund Materialmangels wurden nur 14 von 15 Lymphknoten

mit neutrophilen Granulozyten immunhistologisch auf Laktoferrin untersucht.

Abbildung 22: Hamosiderinhaltige Makrophagen in der roten Pulpa einer caninen Milz.
Obj. x 10. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.
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4.2.2.2. BBn-Pigment

Zur ldentifikation des intrazellularen, Berliner Blau-negativen, braunen Pigments in
Makrophagen (BBn-Pigment, s. Abbildung 23) wurden canine Lymphknoten als
Stichprobe in der Fluoreszenzmikroskopie (n = 30), der Schmorls Ferri-Ferrizyanid-
Reaktion (n = 10), nach Bleichen (n = 10) und in der Long Ziehl-Neelsen-Reaktion
(n =10) untersucht (s. Kapitel 3.2.2. und 3.2.3.). Die Ergebnisse sind in den Tabellen
11 und 12 aufgefuhrt. Tabelle 10 zeigt die in diesen Farbungen zu erwartenden

Reaktionen fir Aposiderin, Lipofuszine und Melanin (s. Kapitel 2.2.4.).

Abbildung 23: BBn-Pigment in Makrophagen des Marksinus eines caninen Lymphknotens
(entspricht Abbildung 4, Kapitel 2.2.4.1.). Obj. x 20. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung

Kernechtrot.
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Tabelle 10: Ausgewahlte Eigenschaften von BBn-Pigmenten

Eigenschaft BBn-Pigment

Aposiderin Lipofuszine Melanin
Autofluoreszenz -/ (%) -+ -
Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion - (-)/+ +
Bleichbarkeit mit Kaliumpermanganat
(-: nicht bleichbar; +: bleichbar) ) I *
Long Ziehl-Neelsen-Reaktion

- () 1+ -1+

(Saurefestigkeit)

-: negativ; (-): selten negativ; +: positiv; (+): selten positiv

Tabelle 11: Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie von Lymphknoten mit

BBn-Pigment der Kontrollen

Untersuchtes Pigment Autofluoreszenz
positiv’ negativ

BBn-Pigment (n = 30) 0 30

Kontrolle fiir Aposiderin? (n = 1) 0

Positivkontrolle® (n = 1) 1 0

' gelbe bis orangefarbene Autofluoreszenz bei einer Anregung mit 450 - 490 nm und einem

Sperrfilter von 510 nm; 2: s. Kapitel 3.2.2.5.; * Kleinhirn eines 17 Jahre alten Warmblut-Wallachs

mit altersbedingter Lipofuszinablagerung in den Purkinje-Zellen (Tagebuchnummer S835/08).
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Tabelle 12: Ergebnisse der Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion, des Bleichens und

der Long Ziehl-Neelsen-Reaktion von Lymphknoten mit BBn-Pigment der Kontrollen

BBn-Pigment, Histologische Farbung Identitat
Schnitt Nr. Schmorls Ferri- Bleichbarkeit mit Long Ziehl-
Ferrizyanid- Kaliumpermanganat Neelsen-
Reaktion (-: nicht bleichbar; +: bleichbar)  Reaktion
1 - - - AL
2 - + - Li.
3 - + - Li.
4 - + - Li.
5 - + + Li.
6 - + - Li.
7 - + - Li.
8 - + - Li.
9 - - - AL
10 - + - Li.
Kontrolle fur Aposiderin’ - - - A.
Positivkontrolle? + - + Li.

A.: Aposiderin; Li.: Lipofuszin; ' s. Kapitel 3.2.2.5.; 2. Kleinhirn eines 17 Jahre alten
Warmblut-Wallachs  mit  altersbedingter  Lipofuszinablagerung in  den  Purkinje-Zellen
(Tagebuchnummer S835/08).

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie, der Schmorls Ferri-Ferrizyanid-
Reaktion, des Bleichens und der Long Ziehl-Neelsen-Reaktion sprechen daflr, dass
das BBn-Pigment in Makrophagen caniner Lymphknoten Aposiderin und/oder
Lipofuszin war. Es trat BBn-Pigment auf, das in allen 4 Untersuchungen negative
Reaktionen zeigte. Hierbei handelte es sich um intravital entstandenes Aposiderin
oder um Lipofuszin. Zudem trat bleichbares BBn-Pigment mit einer negativen
Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion und unterschiedlicher Long Ziehl-Neelsen-

Reaktion auf. Hierbei handelte es sich um Lipofuszin (s. auch Kapitel 5.1.3).
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4.3. Ergebnisse der statistischen Auswertung

Zur statistischen Auswertung lagen fur die Falle (Hunde mit Mammatumoren)
Fragebogendaten und histologische Befunde der oberflachlichen
Leistenlymphknoten, der Mammatumoren und des unveranderten
Milchdrisengewebes vor. Fur die Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) lagen
Fragebogendaten und histologische Befunde der oberflachlichen
Leistenlymphknoten, der mittleren Darmbeinlymphknoten, der Achsellymphknoten,
der Kehlgangslymphknoten und der Milz vor (s. Kapitel 3.1. sowie Tabelle 13).
Dabei konnten aus nicht selbst beeinflussbaren Grinden nicht fur alle Hunde der
Kontrollen die  Lymphknoten beider Korperseiten untersucht  werden.

Alle Daten der Falle und Kontrollen sind in Kapitel 9.2. aufgefihrt.

Tabelle 13: Ubersicht zur Datenstruktur der Falle und Kontrollen

Gruppe | Fortlaufende | Fragebogendaten Lymphknoten Milz| Mamma- | U. Milchdriisen-
Nummer Le. | Da., Ac., Ke. tumoren gewebe
1 1 D D D D
1 2 D D D D
1 3 D D D D
Etc. Etc. D D D D
1 D D D D
2 D D D D
D D D D
Etc. Etc. D D D D

U.: unverandertes; Le.: oberflachliche Leistenlymphknoten; Da.: mittlere Darmbeinlymphknoten;
Ac.: Achsellymphknoten; Ke.: Kehlgangslymphknoten; Gruppe 1: Falle = Hunde mit Mammatumoren;

Gruppe 2: Kontrollen = Hunde ohne Mammatumoren; D: Daten vorhanden.
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4.3.1. Altersstruktur der Falle und Kontrollen

Die Altersstruktur der Falle und Kontrollen ist in Tabelle 14 sowie
Abbildung 24 dargestellt. Die Gruppe ,Falle” umfasst alle 100 untersuchten Hunde
mit Mammatumoren und besteht aus weiblichen Hunden ab einem Alter von
4 Jahren. Die Gruppe ,Kontrollen 1“ umfasst alle untersuchten Hunde ohne
Mammatumoren. Sie besteht aus juvenilen und adulten Ruaden und Hundinnen.
Dabei war nur bei 94 der 100 untersuchten Hunde das genaue Alter bekannt.
Die Gruppe ,Kontrollen 2“ umfasst nur weibliche Hunde der Kontrollen ab einem Alter
von 4 Jahren. Sie wurde zur Angleichung des Geschlechts und der Altersstruktur der
Kontrollen mit dem Geschlecht und der Altersstruktur der Falle gebildet.

Diese Gruppe umfasst 30 Hunde.

Tabelle 14: Altersstruktur der Falle und Kontrollen

Alter in Jahren Falle (n = 100) Kontrollen 1 (n = 94) Kontrollen 2 (n = 30)
Minimum 4 0,1

1. Quartil 7 0,4

Median 9 6

3. Quartil 11 9 10
Maximum 15 15 13
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Abbildung 24: Alter in Jahren der Falle und Kontrollen im Box-and-Whisker-Plot.

4.3.2. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit der Ausbildung von

Mammatumoren in der Milchdrulse

Bei 100 weiblichen Fallen (Hunde mit Mammatumoren) ab einem Alter von 4 Jahren
und 30 weiblichen Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) ab einem Alter von
4 Jahren wurde eine Assoziation des Hamosiderosegrades der oberflachlichen
Leistenlymphknoten mit der Ausbildung von Mammatumoren in der Milchdrise des
selben Hundes gepruft (s. Tabellen 15 und 16 sowie Abbildungen 25 und 26).
Bei den Fallen lag pro Hund immer nur ein oberflachlicher Leistenlymphknoten zur
Untersuchung vor. Wenn bei den Kontrollen beide oberflachlichen
Leistenlymphknoten  vorlagen, wurde einer per Zufallsgenerator des
Statistikprogramms ausgewahlt. Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte kein
signifikanter (p = 0,712) Unterschied im Hamosiderosegrad der oberflachlichen
Leistenlymphknoten bei weiblichen Hunden mit und weiblichen Hunden ohne

Mammatumoren nachgewiesen werden.
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Tabelle 15: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fur den Hamosiderosegrad der

oberflachlichen Leistenlymphknoten in % bei weiblichen Hunden ab einem Alter von

4 Jahren mit und ohne Mammatumoren

Hamosiderosegrad

Lymphknoten von Hunden mit und ohne Mammatumor

der Lymphknoten Mammatumor Kein Mammatumor
in % n % n %
0 12 12 3 10
0,1 18 18 8 26,7
1 15 15 4 13,4
10 17 17 5 16,7
20 11 11 3 10
30 11 11 2 6,7
40 5 5 1 3,3
50 4 4 1 3,3
60 4 4 1 3,3
70 3 3 0 0
80 0 0 1 3,3
90 0 0 1 3,3
Summe 100 100 30 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.

64



4. Ergebnisse

30

25

20

15

| hhhm 0T

\ \ \ \ \ \
0 0,1 1 10 20 30 40

B Mammatumor
[] Kein Mammatumor

Abbildung 25: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten in % bei

weiblichen Hunden ab einem Alter von 4 Jahren mit und ohne Mammatumoren.

Tabelle 16: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten in % bei

weiblichen Hunden ab einem Alter von 4 Jahren mit und ohne Mammatumoren

Hamosiderosegrad der oberflachlichen Mammatumor Kein Mammatumor
Leistenlymphknoten in % (n=100) (n =30)
Minimum 0 0
1.Quartil 0,1 0,1

Median 10 1-10

3. Quartil 30 20
Maximum 70 90
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Abbildung 26: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten in % bei

weiblichen Hunden ab einem Alter von 4 Jahren mit und ohne Mammatumoren im
Box-and-Whisker-Plot.

4.3.3. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner

oberflachlicher Leistenlymphknoten mit dem Geschlecht der Hunde

Bei 100 Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Geschlecht
der Hunde gepruft (s. Tabellen 17 und 18 sowie Abbildungen 27 und 28).
Wenn beide oberflachlichen Leistenlymphknoten vorlagen, wurde einer per
Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt. Im Kruskal-Wallis-Test konnte
knapp kein signifikanter (p = 0,088) Unterschied im Hamosiderosegrad der
oberflachlichen Leistenlymphknoten bei 100 Hunden unterschiedlichen Geschlechts

nachgewiesen werden.

Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte keine statistisch signifikante Assoziation des
Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Geschlecht
bei 32 weiblich-intakten und 36 mannlich-intakten Kontrollen (p = 0,553) sowie bei
18 weiblich-kastrierten und 14 mannlich-kastrierten Kontrollen (p = 0,406) gezeigt

werden.
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Tabelle 17: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fur den Hamosiderosegrad der
oberflachlichen Leistenlymphknoten der Kontrollen in % bei Hunden

unterschiedlichen Geschlechts

Hamosiderosegrad Lymphknoten von Hunden unterschiedlichen Geschlechts

der Lymphknoten Weiblich-intakt Weiblich-kastriert Mannlich-intakt Mannlich-kastriert
in % n % n % n % n %
0 12 37,4 3 16,6 15 41,7 5 35,8
0,1 10 31,2 4 22,1 11 30,5 2 14,3
1 3 9,4 2 11,1 5 13,8 2 14,3
10 0 0 5 27,8 2 5,6 2 14,3
20 2 6,2 1 5,6 0 0 1 7,1
30 2 6,2 1 5,6 2 5,6 0 0
40 1 3,2 0 0 1 2,8 0 0
50 0 0 1 5,6 0 0 1 7,1
60 1 3,2 0 0 0 0 1 7,1
70 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 1 5,6 0 0 0 0
90 1 3,2 0 0 0 0 0 0
Summe 32 100 18 100 36 100 14 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.

67



4. Ergebnisse

45

40

35

30

25

20

15

10

0 \ \ I \ \ I
0 0,1 1 10 20 30 40 50 60 80 90

B weiblich-intakt
B weiblich-kastriert
B Mannlich-intakt
L1 Mannlich-kastriert

Abbildung 27: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der

Kontrollen in % bei Hunden unterschiedlichen Geschlechts.

Tabelle 18: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten in % bei

Hunden unterschiedlichen Geschlechts

Hamosiderosegrad der Lymphknoten von Hunden unterschiedlichen Geschlechts
oberflachlichen Weiblich- Weiblich- Mannlich- Mannlich-
Leistenlymphknoten in % intakt kastriert intakt kastriert
Minimum 0 0 0 0
1.Quartil 0 0,1 0 0
Median 0,1 1-10 0,1 0,1-1

3. Quartil 1 10 1 10
Maximum 90 80 40 60
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Abbildung 28: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten in % bei

Hunden unterschiedlichen Geschlechts im Box-and-Whisker-Plot.

4.3.4. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner

oberflachlicher Leistenlymphknoten mit einer Kastration der Hunde

Bei 23 adulten weiblich-intakten und 16 adulten weiblich-kastrierten Kontrollen
(Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des Hdmosiderosegrades der
oberflachlichen Leistenlymphknoten mit einer Kastration des selben Hundes im
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test  geprift (s. Tabellen 17 und 18 sowie
Abbildungen 27 und 28). Wenn beide oberflachlichen Leistenlymphknoten vorlagen,
wurde einer per Zufallsgenerator des  Statistikprogramms  ausgewahit.
Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte kein signifikanter (p = 0,33) Unterschied im
Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten bei  adulten

weiblich-intakten und adulten weiblich-kastrierten Hunden nachgewiesen werden.

Entsprechendes ergab die Prufung auf Assoziation des Hamosiderosegrades der
oberflachlichen Leistenlymphknoten mit einer Kastration des selben Hundes im
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test bei 23 adulten mannlich-intakten und 14 adulten

mannlich-kastrierten Kontrollen (p = 0,936).
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4.3.5. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit der Geschlechtsreife der
Hunde

Bei 100 Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Hamosiderosegrades  der  oberflachlichen  Leistenlymphknoten  mit  der
Geschlechtsreife der Hunde im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test geprift (s. Tabellen 19
und 20 sowie Abbildungen 29 und 30). Die Geschlechtsreife wurde anhand des
Alters und einer vorberichtlich genannten Laufigkeit festgelegt. Juvenile Hunde
waren maximal 4 Monate alt oder vorberichtlich noch nicht laufig gewesen.
Adulte Hunde waren mindestens 1,5 Jahre alt oder vorberichtlich bereits laufig
gewesen. Wenn beide oberflachlichen Leistenlymphknoten vorlagen, wurde einer per

Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt.

Tabelle 19: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fir den Hamosiderosegrad der

oberflachlichen Leistenlymphknoten in % bei juvenilen und adulten Hunden

Hamosiderosegrad Lymphknoten von juvenilen und adulten Hunden
der Lymphknoten Juvenil Adult

in % n % n %
0 21 87,5 14 18,4
0,1 3 12,5 24 31,6
1 0 0 12 15,8
10 0 0 9 11,9
20 0 0 4 53
30 0 0 5 6,6
40 0 0 2 2,6
50 0 0 2 2,6
60 0 0 2 2,6
70 0 0 0 0
80 0 0 1 1,3
90 0 0 1 1,3
Summe 24 100 76 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.
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Abbildung 29: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der

Kontrollen in % bei juvenilen und adulten Hunden.

Tabelle 20: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der

Kontrollen in % bei juvenilen und adulten Hunden

Hamosiderosegrad der oberflachlichen Geschlechtsreife der Hunde
Leistenlymphknoten in % Juvenil (n = 24) Adult (n = 76)
Minimum 0 0
1.Quartil 0 0,1
Median 0 0,1-1

3. Quartil 0 10
Maximum 0,1 90
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Abbildung 30: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der

Kontrollen in % bei juvenilen und adulten Hunden im Box-and-Whisker-Plot.

Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte ein signifikanter (p < 0,0001) Unterschied im
Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten bei juvenilen und adulten
Hunden nachgewiesen werden. Dabei zeigten adulte Hunde deutlich starkere

Hamosiderinspeicherung.

4.3.6. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner

Lymphknoten und Milzen mit dem Alter der Hunde

Bei Hunden der Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation
des Hamosiderosegrades in 373 Lymphknoten und 93 Milzen mit dem Alter der
Hunde im Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten gepruft. Wenn die Lymphknoten
beider Korperseiten vorlagen, wurde ein Lymphknoten per Zufallsgenerator des
Statistikprogramms ausgewahlt. Das Alter der Hunde lag zwischen 0,08 und
15 Jahren. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient ergab eine statistisch
signifikante (alle p < 0,0001) positive Korrelation (rs = 0,601, 0,700, 0,611, 0,484,
0,663) zwischen dem Hamosiderosegrad der Lymphknoten oder der Milzen und dem
Alter der Hunde (s. Tabelle 21).
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Tabelle 21: Korrelation des Hamosiderosegrades caniner Lymphknoten oder Milzen

und dem Alter der Hunde im Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten

Lymphknoten/Milz Spearman- p-Wert
Rangkorrelationskoeffizient (rs)

Oberflachliche Leistenlymphknoten (n = 94) 0,601

Mittlere Darmbeinlymphknoten (n = 92) 0,700

Achsellymphknoten (n = 93) 0,611 < 0,0001
Kehlgangslymphknoten (n = 94) 0,484

Milz (n = 93) 0,663

4.3.7. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner

oberflachlicher Leistenlymphknoten mit der RegelmaRigkeit der

Laufigkeit der Hunde

Da bei den Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) zu wenig Daten vorlagen,
wurde bei 35 weiblich-intakten Falle (Hunde mit Mammatumoren) eine Assoziation
des Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit einer
regelmaligen Laufigkeit der Hunde im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test geprift
(s. Tabelle 22 sowie Abbildung 31). Es lag pro Hund immer nur ein oberflachlicher
Leistenlymphknoten zur Untersuchung vor. Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte
kein signifikanter (p = 0,563) Unterschied im Hamosiderosegrad der oberflachlichen
Leistenlymphknoten bei weiblich-intakten Hunden mit regelmaliger und

weiblich-intakten Hunden mit unregelmaRiger Laufigkeit nachgewiesen werden.
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Tabelle 22: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fur den Hamosiderosegrad der

oberflachlichen Leistenlymphknoten der Falle in % und die Regelmalligkeit der

Laufigkeit der untersuchten Hunde

Hamosiderosegrad

Lymphknoten von Hunden mit regelmaRiger und unregelmaBiger Laufigkeit

der Lymphknoten RegelmaBige Laufigkeit UnregelmaBige Laufigkeit
in % n % n %
0 4 12,9 1 25
0,1 6 19,3 0 0
1 8 25,8 1 25
10 4 12,9 0 0
20 2 6,5 0 0
30 4 12,9 0 0
40 0 0 0 0
50 0 0 0 0
60 1 3,2 2 50
70 2 6,5 0 0
80 0 0 0

90 0 0 0

Summe 31 100 4 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.
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Abbildung 31: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der Falle

in % und die Regelmafigkeit der Laufigkeit der untersuchten Hunde.

Das Alter der regelmafig laufigen Hunde lag zwischen 5 und 15 Jahren, das Alter
der unregelmafig laufigen Hunde lag zwischen 10 und 12 Jahren. Eine statistisch
signifikante Assoziation der Regelmaligkeit einer Laufigkeit mit dem Alter der Hunde

konnte im t-Test nicht nachgewiesen werden (p = 0,502).

4.3.8. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit der Zeit seit der letzten
Laufigkeit der Hunde

Bei 8 weiblich-intakten Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine
Assoziation des Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit

der Zeit seit der letzten Laufigkeit im Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten

gepruft. Wenn beide oberflachlichen Leistenlymphknoten vorlagen, wurde einer per
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Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt. Die Zeit seit der letzten

Laufigkeit lag zwischen 0 und 12 Wochen.

Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient ergab keine statistisch signifikante
(p = 0,953) Korrelation (rs = 0,025) zwischen dem Hamosiderosegrad der

oberflachlichen Leistenlymphknoten und der Zeit seit der letzten Laufigkeit.

4.3.9. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit dem Auftreten von

Scheintrachtigkeiten der Hunde

Da bei den Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) zu wenig Daten vorlagen,
wurde bei 61 weiblich-intakten Fallen (Hunde mit Mammatumoren) eine Assoziation
des Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Auftreten
einer Scheintrachtigkeit bei den untersuchten Hunden im Kruskal-Wallis-Test gepruift
(s. Tabelle 23 sowie Abbildung 32). Es lag pro Hund immer nur ein oberflachlicher
Leistenlymphknoten zur Untersuchung vor. Im Kruskal-Wallis-Test konnte kein
signifikanter (p = 0,361) Unterschied im Hamosiderosegrad der oberflachlichen
Leistenlymphknoten bei weiblich-intakten Hunden mit regelmafiger, unregelmalliger

oder keiner Scheintrachtigkeit nachgewiesen werden.
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Tabelle 23: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fur den Hamosiderosegrad der

oberflachlichen

Leistenlymphknoten

der

Falle

Scheintrachtigkeit bei den untersuchten Hunde

in %

und Auftreten einer

Hamosiderosegrad
der Lymphknoten

in %

RegelmaRige
Scheintrachtigkeit

Scheintrachtigkeit

Scheintrachtigkeit

UnregelmafBige

Keine

Lymphknoten von Hunden mit regelmaBiger, unregelmaRiger und keiner

Scheintrachtigkeit

n % n % n %
0 1 6,3 2 13,3 7 234
0,1 5 31,3 2 13,3 4 13,3
1 4 25 3 20 5 16,7
10 2 12,5 1 6,7 5 16,7
20 0 0 0 0 4 13,3
30 3 18,7 1 6,7 2 6,7
40 0 0 0 0 1 3,3
50 0 0 3 20 0 0
60 1 6,3 2 13,3 1 3,3
70 0 0 1 6,7 1 3,3
80 0 0 0 0 0 0
90 0 0 0 0 0 0
Summe 16 100 15 100 30 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.
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Abbildung 32: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der Falle

in % und Auftreten einer Scheintrachtigkeit bei den untersuchten Hunde.

Das Alter der regelmalig scheintrachtigen Hunde lag zwischen 6 und 15 Jahren,
das der unregelmafig scheintrachtigen zwischen 6 und 13 Jahren und das der nie
scheintrachtigen zwischen 5 und 15 Jahren. Eine statistisch signifikante Assoziation
der Regelmaligkeit einer Scheintrachtigkeit mit dem Alter der Hunde konnte in der

einfaktoriellen Varianzanalyse nicht nachgewiesen werden (p = 0,116).

4.3.10. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit Erkrankungen,
Verletzungen oder Operationen im Einzugsgebiet der Lymphknoten,
die Einfluss auf die Hamosiderinspeicherung haben konnten

Bei 63 Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des

Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Auftreten von

Erkrankungen, Verletzungen oder Operationen im Einzugsgebiet der Lymphknoten,
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die Einfluss auf die Hamosiderinspeicherung haben  konnten, im
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test  gepruft (s. Tabellen 24 und 25 sowie
Abbildungen 33 und 34). Es traten Dermatitis, Verletzungen, Laparotomie und
Mammektomie auf. Wenn beide oberflachlichen Leistenlymphknoten vorlagen, wurde
einer per Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt. Hunde mit
Erkrankungen, Verletzungen oder Operationen im Einzugsgebiet der Lymphknoten,
die Einfluss auf die Hamosiderinspeicherung haben kdénnten, zeigten starkere
Hamosiderinspeicherung in oberflachlichen Leistenlymphknoten als Hunde ohne
Erkrankungen, Verletzungen oder Operationen im Einzugsgebiet.
Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test war dies jedoch knapp nicht signifikant (p = 0,092).
Bei der Untersuchung einer groReren Datenmenge kdnnte sich eine signifikante

Assoziation zeigen.

Tabelle 24: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fir den Hamosiderosegrad der
oberflachlichen Leistenlymphknoten der Kontrollen in % und Erkrankungen,
Verletzungen oder Operationen (EVO) im Einzugsgebiet der Lymphknoten,

die Einfluss auf die Hdmosiderinspeicherung haben kdnnten

Hamosiderosegrad Lymphknoten von Hunden mit und ohne EVO

der Lymphknoten EVO Keine EVO

in % n % n %
0 11 25 10 52,6
0,1 12 27,3 3 15,7
1 6 13,6 2 10,5
10 7 15,9 1 53
20 2 4,5 1 53
30 1 2,3 1 53
40 1 2,3 0 0
50 2 4,5 0 0
60 1 2,3 1 53
70 0 0 0 0
80 1 2,3 0 0
90 0 0 0 0
Summe 44 100 19 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.
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Abbildung 33: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der
Kontrollen in % und EVO.

Tabelle 25: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der
Kontrollen in % und Erkrankungen, Verletzungen oder Operationen (EVO) im

Einzugsgebiet der Lymphknoten, die Einfluss auf die Hamosiderinspeicherung haben

kénnten

Hamosiderosegrad der oberflachlichen EVO (n = 44) Keine EVO (n = 19)
Leistenlymphknoten in %

Minimum 0 0

1.Quartil 0-0,1 0

Median 0,1 0

3. Quartil 10 1
Maximum 80 60
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Abbildung 34: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der

Kontrollen in % und Erkrankungen, Verletzungen oder Operationen (EVO) im
Einzugsgebiet der Lymphknoten, die Einfluss auf die Hamosiderinspeicherung haben

kdonnten, im Box-and-Whisker-Plot.

4.3.11. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit dem Erhalt einer

Bluttransfusion

Bei 28 Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) war bekannt, ob sie jemals eine
Bluttransfusion erhalten hatten oder nicht. Bei diesen Hunden wurde eine
Assoziation des Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit
dem Erhalt einer Bluttransfusion im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test gepruft
(s. Tabelle 26 sowie Abbildung 35). Wenn beide oberflachlichen Leistenlymphknoten
vorlagen, wurde einer per Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahilt.
Die Zeit zwischen Bluttransfusion und Tod betrug einen halben Tag (2 Hunde), einen
Tag (ein Hund), 4 Tage (ein Hund), 6 Tage (ein Hund) oder 14 Tage (2 Hunde).
Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte kein signifikanter (p = 0,206) Unterschied im

Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten bei Hunden, die eine
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Bluttransfusion erhielten und solchen, die nie eine erhielten, nachgewiesen werden.

Tabelle 26: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fir den Hamosiderosegrad der

oberflachlichen Leistenlymphknoten der

Bluttransfusion

Kontrollen

in

%

und Erhalt einer

Hamosiderosegrad
der Lymphknoten

in %

Lymphknoten von Hunden, die eine Bluttransfusion erhielten und von

Hunden, die nie eine erhielten

Bluttransfusion

Keine Bluttransfusion

n % n %
0 2 28,6 11 52,4
0,1 2 28,6 3 14,3
1 0 0 3 14,3
10 1 14,2 2 9,5
20 0 0 2 9,5
30 2 28,6 0 0
40 0 0 0 0
50 0 0 0 0
60 0 0 0 0
70 0 0 0 0
80 0 0 0 0
90 0 0 0 0
Summe 7 100 21 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.
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Abbildung 35: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der

Kontrollen in % und Erhalt einer Bluttransfusion.

4.3.12. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner

oberflachlicher Leistenlymphknoten mit der Todesart der Hunde

Bei 93 Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit der Todesart der
Hunde im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test geprift (s. Tabelle 27 sowie Abbildung 36).
Wenn beide oberflachlichen Leistenlymphknoten vorlagen, wurde einer per
Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt. Im Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test konnte kein signifikanter (p = 0,272) Unterschied im Hamosiderosegrad der
oberflachlichen Leistenlymphknoten bei euthanasierten und verstorbenen Hunden

nachgewiesen werden.
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Tabelle 27: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fur den Hamosiderosegrad der

oberflachlichen Leistenlymphknoten der Kontrollen in % und die Todesart der Hunde

Hamosiderosegrad

Lymphknoten von Hunden, die verstorben sind oder euthanasiert wurden

der Lymphknoten Euthanasie Exitus

in % n % n %
0 12 24,5 18 40,1
0,1 17 34,6 9 20,6
1 7 14,2 5 11,4
10 2 4,1 7 15,9
20 2 4.1 1 2,4
30 4 8,2 1 2,4
40 2 4.1 0 0
50 1 2,1 1 2,4
60 2 4,1 0 0
70 0 0 0 0
80 0 0 1 2,4
90 0 0 1 2,4
Summe 49 100 44 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.
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Abbildung 36: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der

Kontrollen in % und Todesart der Hunde.

4.3.13. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit dem Frischegrad dieser

Lymphknoten

Bei 83 Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Frischegrad
dieser Lymphknoten im Kruskal-Wallis-Test gepruft (s. Tabelle 28 sowie
Abbildung 37). Wenn beide oberflachlichen Leistenlymphknoten vorlagen, wurde
einer per Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt.
Der Frischegrad wurde in frisch (kein Verwesungsprozess erkennbar), relativ frisch
(geringgradige  Sulfmethamoglobinbildung im Abdomen), nicht mehr frisch
(deutliche Sulfmethamoglobinbildung in verschiedenen Organen) und hochgradig
fortgeschrittene postmortale Veranderungen (deutliche Sulfmethamoglobinbildung im

gesamten Korper und Verflissigung der Organe) eingeteilt. Im Kruskal-Wallis-Test
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konnte keine signifikante (p = 0,291) Assoziation des Hamosiderosegrades der
oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Frischegrad dieser Lymphknoten

nachgewiesen werden.

Tabelle 28: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fur den Hamosiderosegrad der

oberflachlichen Leistenlymphknoten der Kontrollen in % und den Frischegrad dieser

Lymphknoten
Hamosiderosegrad Lymphknoten von Hunden unterschiedlichen Frischegrades
der Lymphknoten in Frisch Relativ frisch Nicht mehr Hgr. postmortale
% frisch Verdnderungen
n % n % n % n %
0 6 28,6 13 38,2 5 31,2 0 0
0,1 5 23,8 9 26,4 6 37,4 1 25
1 3 14,3 5 14,6 1 6,3 0
10 3 14,3 2 59 1 6,3 0
20 0 0 0 0 1 6,3 3 75
30 1 4,8 2 5,9 0 0 0 0
40 2 9,4 0 0 0 0 0 0
50 0 0 1 3 1 6,3 0 0
60 1 4,8 0 0 1 6,3 0 0
70 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 1 3 0 0 0 0
90 0 0 1 3 0 0 0 0
Summe 21 100 34 100 16 100 4 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.
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Abbildung 37: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der

Kontrollen in % und Frischegrad dieser Lymphknoten.

4.3.14. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner

Lymphknoten mit der Lokalisation der Lymphknoten

Bei Hunden der Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation
des Hamosiderosegrades von 291 Lymphknoten mit ihrer Lokalisation
(inguinal, iliacal, axillar) im Korper im Friedman-Rang-Test gepruft (s. Tabelle 29
sowie Abbildung 38). Wenn die Lymphknoten beider Korperseiten vorlagen, wurde
ein Lymphknoten per Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt.
Im Friedman-Rang-Test zeigte sich signifikant (p = 0,001), dass die oberflachlichen
Leistenlymphknoten den geringsten und die mittleren Darmbeinlymphknoten den

héchsten Hamosideringehalt aufwiesen.
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Tabelle 29: Assoziation des Hamosiderosegrades caniner Lymphknoten der

Kontrollen mit der Lokalisation der Lymphknoten im Korper im Friedman-Rang-Test

Hamosiderosegrad der Lokalisation der Lymphknoten p-Wert
Lymphknoten in % Inguinal (n = 97) lliacal (n = 97) Axillar (n =97)

Minimum 0 0 0

1.Quartil 0 0 0,1

Median 0,1 0,1 1,0

3. Quartil 10 30 20 0,001
Maximum 90 80 90

Mittlere Rangzahl 163,5 210,5 208,0

Abbildung 38: Hamosiderosegrad der Lymphknoten der Kontrollen in % und

Lokalisation dieser Lymphknoten im Box-and-Whisker-Plot.
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4.3.15. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit dem Hamosiderosegrad

weiterer untersuchter Lymphknoten

Bei den Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurden eine Assoziation des
Hamosiderosegrades der oberflachlichen  Leistenlymphknoten mit dem
Hamosiderosegrad der Achsellymphknoten und mit dem Hamosiderosegrad der
mittleren Darmbeinlymphknoten im Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten gepruft.
Es wurden nur Lymphknoten gewabhlt, die bei dem selben Hund auftraten. Um einen
Einfluss des gemeinsamen tributaren Gebietes der Lymphknoten zu prifen wurden
nur Lymphknoten der  selben Korperseite miteinander  verglichen.
Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient ergab signifikant (p < 0,0001) eine
positive Korrelation zwischen dem Hamosiderosegrad von 81 linken oberflachlichen
Leistenlymphknoten und 81 linken mittleren Darmbeinlymphknoten (rs = 0,817),
zwischen dem Hamosiderosegrad von 81 linken oberflachlichen Leistenlymphknoten
und 81 linken Achsellymphknoten (rs =0,747), zwischen dem Hamosiderosegrad von
87 rechten oberflachlichen Leistenlymphknoten und 87 rechten mittleren
Darmbeinlymphknoten (rs = 0,756) sowie zwischen dem Hamosiderosegrad von
84 rechten oberflachlichen Leistenlymphknoten und 84 rechten Achsellymphknoten
(rs =0,737; s. Tabelle 30).
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Tabelle 30: Assoziation des Hamosiderosegrades caniner oberflachlicher
Leistenlymphknoten der Kontrollen mit dem Hamosiderosegrad der mittleren
Darmbeinlymphknoten und dem Hamosiderosegrad der Achsellymphknoten im

Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten

Untersuchte Lymphknoten Hamosiderosegrad der Korrelation| p-Wert
Lymphknoten in % rs
Minimum Maximum Arithmetischer
Mittelwert
Oberflachliche Leistenlymphknoten,
0 90 9
linke Korperseite (n = 81)
0,817
Mittlere Darmbeinlymphknoten,
) } ) 0 80 17
linke Korperseite (n = 81)
Oberflachliche Leistenlymphknoten,
0 90 10
linke Kérperseite (n = 81)
0,747
Achsellymphknoten,
0 90 13
linke Korperseite (n = 81)
< 0,0001
Oberflachliche Leistenlymphknoten,
0 90 9
rechte Korperseite (n = 87)
0,756
Mittlere Darmbeinlymphknoten,
0 80 18
rechte Korperseite (n = 87)
Oberflachliche Leistenlymphknoten,
. 0 90 8
rechte Korperseite (n = 84)
0,737
Achsellymphknoten,
} ) 0 80 14
rechte Korperseite (n = 84)

Aulerdem wurde eine Assoziation des Hamosiderosegrades der oberflachlichen
Leistenlymphknoten mit dem Hamosiderosegrad der Kehlgangslymphknoten im
Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten gepruft. Wenn beide oberflachlichen
Leistenlymphknoten  vorlagen, wurde einer per Zufallsgenerator des
Statistikprogramms ausgewahlt. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient ergab
signifikant (p < 0,0001) eine positive Korrelation (rs = 0,69) zwischen dem
Hamosiderosegrad caniner oberflachlicher Leistenlymphknoten und dem

Hamosiderosegrad der Kehlgangslymphknoten der selben Hunde (s. Tabelle 31).

90



4. Ergebnisse

Tabelle 31: Assoziation des Hamosiderosegrades caniner oberflachlicher
Leistenlymphknoten  der  Kontrollen mit dem  Hamosiderosegrad der
Kehlgangslymphknoten der selben Hunde im Spearman-Rangkorrelations-

koeffizienten

Untersuchte Lymphknoten Hamosiderosegrad der Lymphknoten | Korrelation | p-Wert
in % s

Minimum Maximum Arithmetischer

Mittelwert
Oberflachliche Leistenlymphknoten
(n =100) 0 %0 8 0,69 < 0,0001
Kehlgangslymphknoten (n = 100) 0 70 4
4.3.16. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner

Lymphknoten mit der Speicherung BBn-Pigments in den selben

Lymphknoten

Bei den Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Hamosiderosegrades von 397 Lymphknoten mit dem Auftreten von Berliner
Blau-negativem braunem Pigment in Makrophagen (BBn-Pigment: Aposiderin oder
Lipofuszin, s. Kapitel 4.2.2.1. und 5.1.3.) in den selben Gewebeschnitten im
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test gepruft (s. Tabelle 32 sowie Abbildung 39). Wenn die
Lymphknoten beider Korperseiten vorlagen, wurde ein Lymphknoten per

Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt.

Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte kein signifikanter (p = 0,172, 0,822, 0,182,
0,758) Unterschied im Hamosiderosegrad caniner Lymphknoten mit BBn-Pigment
(Aposiderin oder Lipofuszin) und caniner Lymphknoten ohne BBn-Pigment

nachgewiesen werden.
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Tabelle 32: Assoziation des Hamosiderosegrades von Lymphknoten der Kontrollen
mit dem Auftreten von BBn-Pigment in den selben Lymphknoten im

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

Lymphknoten Anzahl der Lymphknoten, die BBn- p-Wert der
Pigment bzw. kein BBn-Pigment Assoziation des
enthielten sowie arithmetischer Mittelwert  Hamosiderosegrades
des Hamosiderosegrades dieser der Lymphknoten mit
Lymphknoten dem Auftreten von
BBn-Pigment Kein BBn-Pigment BBn-Pigment
n a. M. n a. M.
Oberflachliche
30 9,5 70 7.4 0,172
Leistenlymphknoten (n = 100)
Mittlere Darmbein-
9 14,5 89 16,4 0,822
lymphknoten (n = 98)
Achsellymphknoten (n = 99) 14 13,8 85 13,5 0,182
Kehlgangslymphknoten
gangsymp 62 1,9 38 6,2 0,758
(n =100)
Summe 115 282

n: Anzahl der Lymphknoten; a. M.: arithmetischer Mittelwert.
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Abbildung 39: Arithmetischer Mittelwert des Hamosiderosegrades von Lymphknoten

der Kontrollen mit und ohne BBn-Pigment.

4.3.17. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
Lymphknoten und Milzen mit dem Auftreten von Neoplasien,
neutrophilen Granulozyten und weiteren Veranderungen in den

selben Geweben

4.3.17.1. Neoplasien

Bei Hunden der Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation
des Hamosiderosegrades von 397 Lymphknoten und 99 Milzen mit dem Auftreten
von anderen Neoplasien als Mammatumoren in den selben Geweben im
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test gepruft (s. Tabelle 33 sowie Abbildung 40).
Metastasen von Mammatumoren traten nicht auf. Wenn die Lymphknoten beider
Korperseiten vorlagen, wurde ein Lymphknoten per Zufallsgenerator des

Statistikprogramms ausgewahlt. Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte kein
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signifikanter (p = 0,731, 0,509, 1,0, 0,384, 0,071) Unterschied im Hamosiderosegrad
der Lymphknoten und Milzen mit Neoplasie und Lymphknoten und Milzen ohne
Neoplasie nachgewiesen werden. Mit einem p-Wert von 0,071 war der
Hamosiderosegrad in der Milz nur knapp nicht signifikant mit dem Auftreten von
Neoplasien in der Milz assoziiert. Allerdings war der Unterschied im arithmetischen
Mittelwert des Hamosiderosegrades bei Milzen mit und Milzen ohne Neoplasien nur
gering. Zudem ergaben die untersuchten Lymphknoten keine Hinweise auf eine

statistisch signifikante Assoziation zwischen Hamosiderosegrad und Neoplasie.

Tabelle 33: Assoziation des Hamosiderosegrades von Lymphknoten und Milzen der
Kontrollen mit dem Auftreten von Neoplasien in den selben Geweben im Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test

Lymphknoten/Milz Anzahl der Lymphknoten/Milzen, die p-Wert der
Neoplasien bzw. keine Neoplasien aufwiesen Assoziation des
sowie arithmetischer Mittelwert des Hamosiderosegrades
Hamosiderosegrades dieser Lymphknoten der
Neoplasien Keine Neoplasien Lymphknoten/Milzen
n a. M. n a. M. mit dem Auftreten
von Neoplasien
Oberflachliche
. 5 12,0 95 7,8 0,731
Leistenlymphknoten (n = 100)
Mittlere Darmbein-
7 24,6 91 15,6 0,509
lymphknoten (n = 98)
Achsellymphknoten (n = 99) 7 7,5 92 14,0 1,000
Kehlgangslymphknoten
gangsyme 6 1,7 94 3,7 0,384
(n=100)
Milz (n = 99) 9 12,5 90 9,8 0,071
Summe 34 462

n: Anzahl der Lymphknoten; a. M.: arithmetischer Mittelwert.
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Abbildung 40: Arithmetischer Mittelwert des Hamosiderosegrades der Lymphknoten

und Milzen der Kontrollen mit und ohne Neoplasien.

4.3.17.2. Neutrophile Granulozyten

Bei den Kontrollen wurde eine Assoziation des Hamosiderosegrades von
100 oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Auftreten von neutrophilen
Granulozyten in den selben Lymphknoten im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test gepruft
(s. Tabelle 34). Wenn die Lymphknoten beider Koérperseiten vorlagen, wurde ein
Lymphknoten per Zufallsgenerator des  Statistikprogramms ausgewahlt.
Die mittleren Darmbeinlymphknoten und die Achsellymphknoten wurden aufgrund
der geringen Datenmenge nicht ausgewertet. Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
konnte kein signifikanter (p = 0,263) Unterschied im Hamosiderosegrad der
oberflachlichen Leistenlymphknoten mit und der oberflachlichen Leistenlymphknoten

ohne neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden.
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Tabelle 34: Assoziation des Hamosiderosegrades von Lymphknoten der Kontrollen
mit dem Auftreten von neutrophilen Granulozyten in den selben Lymphknoten im

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

Lymphknoten Anzahl der Lymphknoten, die np. p-Wert der
Granulozyten bzw. keine np. Granulozyten Assoziation des
enthielten sowie arithmetischer Mittelwert des | Himosiderosegrades

Hamosiderosegrades dieser Lymphknoten |der Lymphknoten mit

Np. Gran. Keine np. Gran. dem Auftreten von
n a. M. n a. M. np. Gran.
Oberflachliche
. 4 0,05 96 8,38 0,263
Leistenlymphknoten (n = 100)

n: Anzahl der Lymphknoten; Np. Gran.: neutrophile Granulozyten; a. M.: arithmetischer Mittelwert.

4.3.17.3. Weitere Verdnderungen

Bei den Kontrollen wurde eine Assoziation des Hamosiderosegrades von
397 Lymphknoten und 99 Milzen mit dem Auftreten von weiteren Veranderungen
(follikulare Hyperplasie, Sinushistiozytose, Hyperamie, Erythrozyten im Sinus,
Hyperamie mit Erythrozyten im Sinus und Gewebe, Sinusédem und/oder
extramedullare Hamatopoese) in den selben Geweben im Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test geprift (s. Tabelle 35 sowie Abbildung 41). Wenn die Lymphknoten beider
Korperseiten vorlagen, wurde ein Lymphknoten per Zufallsgenerator des
Statistikprogramms ausgewahlt. Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte kein
signifikanter (p = 0,665, 0,619, 0,541, 0,231, 0,403) Unterschied im
Hamosiderosegrad der Lymphknoten und Milzen mit weiteren Veranderungen und

Lymphknoten und Milzen ohne weitere Veranderungen nachgewiesen werden.
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Tabelle 35: Assoziation des Hamosiderosegrades von Lymphknoten und Milzen der

Kontrollen mit dem Auftreten von weiteren Veranderungen
(weit. V.) im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
Lymphknoten/Milz Anzahl der Lymphknoten/Milzen, die weit. V. bzw. p-Wert der

keine weit. V. aufwiesen sowie arithmetischer

Mittelwert des Himosiderosegrades dieser

Lymphknoten/Milzen

Assoziation des
Hamosiderosegrades

der

Weit. V. Keine weit. V. Lymphknoten/Milzen
n a. M. n a. M. mit dem Auftreten
von weit. V.

Oberflachliche Leisten-

16 5,7 84 8,5 0,665
lymphknoten (n = 100)
Mittlere Darmbein-

24 15,2 74 16,6 0,619
lymphknoten (n = 98)
Achsellymphknoten (n = 99) 23 13,2 76 13,6 0,541
Kehlgangslymphknoten

gangsiymp 44 7,3 56 11,4 0,231

(n =100)
Milz (n = 99) 32 3,4 67 3,7 0,403
Summe 139 357

n: Anzahl der Lymphknoten; Weit. V.: weitere Veranderungen; a. M.: arithmetischer Mittelwert.
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Abbildung 41: Arithmetischer Mittelwert des Hamosiderosegrades der Lymphknoten

und Milzen der Kontrollen mit und ohne weitere Veranderungen.

4.3.18. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
Lymphknoten und Milzen mit dem Auftreten von Laktoferrin in den

selben Geweben

Bei Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Hamosiderosegrades von 32 Lymphknoten und 4 Milzen mit dem Auftreten von
Laktoferrin in den selben Geweben im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test geprift
(s. Tabelle 36 sowie Abbildung 42). Wenn die Lymphknoten beider Korperseiten
vorlagen, wurde ein Lymphknoten per Zufallsgenerator des Statistikprogramms
ausgewahlt. Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte keine statistisch signifikante
(p = 0,837, 0,665, 0,434, 0,817, 0,637) Assoziation des Hamosiderosegrades der
Lymphknoten und Milzen mit dem Auftreten von Laktoferrin in den selben Geweben

nachgewiesen werden.

98



4. Ergebnisse

Tabelle 36: Assoziation des Hamosiderosegrades von Lymphknoten und Milzen der

Kontrollen mit dem Auftreten von Laktoferrin (Lf.) in den selben Geweben im

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

Lymphknoten/Milz

Anzahl der Lymphknoten/Milzen, die Lf.

bzw. kein Lf. enthielten sowie arithmetischer

Mittelwert des Himosiderosegrades dieser

Lymphknoten/Milzen

Laktoferrin

Kein Laktoferrin

p-Wert der
Assoziation des
Hamosiderosegrades
der

Lymphknoten/Milzen

n a. M. n a. M. mit dem Auftreten
von Lf.

Oberflachliche Leisten-

1 0,10 8 27 0,837
lymphknoten (n = 9)
Mittlere Darmbein-

2 0,05 8 1,3 0,665
lymphknoten (n = 10)
Achsellymphknoten (n = 9) 2 0,05 0,3 0,434
Kehlgangslymphknoten (n = 4) 1 3,70 0,1 0,817
Milz (n = 4) 3 0,10 1 13,3 0,637
Summe 9 27

n: Anzahl der Lymphknoten; a. M.: arithmetischer Mittelwert.
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Abbildung 42: Arithmetischer Mittelwert des Hamosiderosegrades der Lymphknoten

und Milzen der Kontrollen mit und ohne Laktoferrin.

4.3.19. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit dem Hamosiderosegrad
der Milz

Bei 99 Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Hamosiderosegrades der oberflachlichen  Leistenlymphknoten mit dem
Hamosiderosegrad der Milz des selben Hundes im
Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten gepruft (s. Tabelle 37). Wenn beide
oberflachlichen Leistenlymphknoten vorlagen, wurde einer per Zufallsgenerator des
Statistikprogramms ausgewahlt. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient ergab
signifikant (p < 0,0001) eine positive Korrelation (rs = 0,643) zwischen dem
Hamosiderosegrad  der  oberflachlichen Leistenlymphknoten und dem

Hamosiderosegrad der Milz des selben Hundes.
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Tabelle 37: Assoziation des Hamosiderosegrades caniner oberflachlicher
Leistenlymphknoten der Kontrollen mit dem Hamosiderosegrad der Milz des selben

Hundes im Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten

Untersuchte Gewebe Hamosiderosegrad der Gewebe in % | Korrelation | p-Wert
Minimum Maximum Arithmetischer rs
Mittelwert
Oberflachliche Leistenlymphknoten 0 % 8
(n=99) 0,643 < 0,0001
Milz (n = 99) 0 70 10
4.3.20. Assoziation der Eisenspeicherung in caninen

Mammatumoren mit der Eisenspeicherung im zugehodrigen

unveranderten Milchdrisengewebe

Bei 86 Fallen (Hunde mit Mammatumoren) wurde eine Assoziation des maximalen
Eisengehalts des unveranderten Milchdriusengewebes in  verschiedenen
Lokalisationen (hamosiderinhaltige Makrophagen im Stroma, hamosiderin- oder
ferritinhaltige Drisenepithelien, hamosiderinhaltige Makrophagen im Drisenlumen,
hamosiderin- oder ferritinhaltiges Sekret im Drusenlumen, s. Kapitel 3.2.5.1.3.) mit
dem maximalen Eisengehalt der Mammatumoren in verschiedenen Lokalisationen
(s. unverandertes Milchdrisengewebe) geprift. Pro Hund konnten mehrere
Mammatumoren auftreten. Es wurde zur Auswertung nur der Tumor genommen, der
am meisten Berliner Blau-positives Pigment zeigt. Bei den Mammatumoren und dem
unverandertem Milchdrisengewebe lag der arithmetische Mittelwert des maximalen
Hamosideringehalts zwischen den Bewertungsstufen ,vereinzelt(e) eisenhaltige(s)
Zellen/Sekret” (Stufe 1) und ,wenig(e) eisenhaltige(s) Zellen/Sekret* (Stufe 2).
Dabei lag der arithmetische Mittelwert des Milchdrisengewebes mit 1,67 hoher als
der arithmetische Mittelwert der Mammatumoren mit 1,2. Dieser Unterschied war im
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (p = 0,011) und im t-Test (p = 0,008) signifikant.
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Im Spearman-Rangkorrelationskoeffizient konnte keine signifikante (p = 0,078)
Korrelation (rs = 0,191) zwischen dem maximalen Eisengehalt des unveranderten
Milchdrisengewebes und dem maximalen Eisengehalt der Mammatumoren
nachgewiesen werden. Mit einem p-Wert von 0,078 war dies jedoch nur knapp nicht
signifikant. Es konnte sich bei der Untersuchung einer gro3eren Datenmenge eine

signifikante Korrelation zeigen, die allerdings nicht eng ware (rs =0,191).

4.3.21. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
oberflachlicher Leistenlymphknoten mit der Eisenspeicherung im
unveranderten Milchdrisengewebe und/oder im Mammatumor des

selben Hundes

Bei 100 Hunden der Falle (Hunde mit Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Hamosiderosegrades  der  oberflachlichen  Leistenlymphknoten  mit  der
Eisenspeicherung (Hamosiderin oder Ferritin, s. Kapitel 5.1.1.) im unveranderten
Milchdrisengewebe und im Mammatumor im exakten Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
gepruft (s. Tabellen 38 und 39 sowie Abbildungen 43 und 44). Pro Hund lag immer
nur ein oberflachlicher Leistenlymphknoten zur Untersuchung vor. Es wurde nicht
unterschieden, ob die Eisenspeicherung im unveranderten Milchdrisengewebe oder
im Mammatumor auftrat. Zur Auswertung wurde immer die Lokalisation gewahlt, die
die starkste Eisenspeicherung zeigte. So wurde auch verfahren wenn pro Hund
mehrere Mammatumoren auftraten. Hunde mit Eisenspeicherung im unveranderten
Milchdrisengewebe und/oder Mammatumor zeigten einen hoheren
Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten als Hunde ohne
Eisenspeicherung im unveranderten Milchdrisengewebe und/oder Mammatumor.

Dies war im exakten Wilcoxon-Mann-Whitney-Test signifikant (p = 0,039).
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Tabelle 38: Zweidimensionale Haufigkeitstabelle fur den Hamosiderosegrad der
oberflachlichen Leistenlymphknoten der Falle in % und die Eisenspeicherung im

unveranderten Milchdrisengewebe und/oder Mammatumor des selben Hundes

Hamosiderosegrad | Eisenspeicherung im unveranderten Milchdriisengewebe und/oder im
der Lymphknoten Mammatumor
in % Keine Eisenspeicherung Eisenspeicherung
n % n %
0 4 26,6 8 9,4
0,1 4 26,6 14 16,5
1 1 6,7 14 16,5
10 3 20 14 16,5
20 1 6,7 10 11,8
30 1 6,7 10 11,8
40 1 6,7 4 4,7
50 0 0 4 4,7
60 0 0 4 4,7
70 0 0 3 3,4
80 0 0 0 0
90 0 0 0 0
Summe 15 100 85 100

n: Anzahl der Lymphknoten; %: Anteil der Lymphknoten in %.
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Abbildung 43: Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten der Falle

in % und der Eisenspeicherung im unveranderten Milchdrisengewebe und/oder

Mammatumor (MM) des selben Hundes.

Tabelle 39: Hamosiderosegrad caniner oberflachlicher Leistenlymphknoten der Falle
in % und Eisenspeicherung im unveranderten Milchdrisengewebe und/oder

Mammatumor des selben Hundes

Hamosiderosegrad der Eisenspeicherung im unveranderten Milchdriisengewebe
oberflachlichen und/oder Mammatumor
Leistenlymphknoten in % Keine Eisenspeicherung (n = 85) Eisenspeicherung (n = 15)
Minimum 0 0

1.Quartil 0 0,1

Median 0,1 10

3. Quartil 10 30

Maximum 40 70
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Abbildung 44: Hamosiderosegrad caniner oberflachlicher Leistenlymphknoten der
Falle in % und Eisenspeicherung im unveranderten Milchdrisengewebe und/oder

Mammatumor (MM) im Box-and-Whisker-Plot.

4.3.22. Assoziation des Hamosiderosegrades caniner
Lymphknoten und Milzen mit dem Auftreten von

hamosiderinhaltigem Bindegewebe in den selben Gewebeschnitten

Bei den Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Hamosiderosegrades von 397 Lymphknoten und 99 Milzen mit dem Auftreten von
hamosiderinhaltigem Bindegewebe in den Lymphknoten- und Milztrabekeln
(s. Kapitel 3.2.5.1. sowie Abbildung 11, Kapitel 4.2.1.1.) der selben Gewebeschnitte
im  Wilcoxon-Mann-Whitney-Test gepruft (s. Tabelle 40 sowie Abbildung 45).
Wenn die Lymphknoten beider Korperseiten vorlagen, wurde ein Lymphknoten per
Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt. Bei allen Lymphknoten und
den Milzen lag der Median des Hamosiderosegrades bei den Geweben mit
hamosiderinhaltigem Bindegewebe hdoher als bei den Geweben ohne
hamosiderinhaltiges Bindegewebe. Dies war im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
signifikant (p = 0,001, < 0,0001, < 0,0001, 0,025), aulder bei den Achsellymphknoten
(p =0,127).
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Tabelle 40: Assoziation des Hamosiderosegrades von Lymphknoten und Milzen der

Kontrollen mit dem Auftreten von hamosiderinhaltigem Bindegewebe in den selben

Gewebeschnitten im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

Lymphknoten/Milz

Anzahl der Lymphknoten/Milzen, die ham.
Bdgw. bzw. kein ham. Bdgw. aufwiesen

sowie Median des Himosiderosegrades

p-Wert der
Assoziation des

Hamosiderosegrades

dieser Lymphknoten/Milzen der
Ham. Bdgw. Kein ham. Bdgw. | Lymphknoten/Milzen
Anzahl Median | Anzahl | Median mit dem Auftreten
von ham. Bdgw.
Oberflachliche
5 50-60 95 0,1 0,001
Leistenlymphknoten (n = 100)
Mittlere Darmbein-
12 40 86 0,1 < 0,0001
lymphknoten (n = 98)
Achsellymphknoten (n = 99) 5 40-50 94 0,1 0,127
Kehlgangslymphknoten
gangsymp 4 40 96 0,1 < 0,0001
(n =100)
Milz (n = 99) 4 25 95 1,0 0,025
Summe 30 371

Ham. Bdgw.: hdmosiderinhaltiges(m) Bindegewebe der Trabekel.
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Abbildung 45: Median des Hamosiderosegrades der Lymphknoten und Milzen der

Kontrollen die hamosiderinhaltiges Bindegewebe bzw. keines aufwiesen.

4.3.23. Assoziation der Eisenspeicherung in caninen

Mammatumoren mit der Tumorart

Bei 13 einfachen Adenomen, 41 komplexen Adenomen, 26 tubulopapillaren
Karzinomen, 35 komplexen Karzinomen, 22 benignen und 8 malignen Mischtumoren,
7 soliden Karzinomen, einem anaplastischen Karzinom und 2 Fibroadenomen wurde
eine Assoziation der Eisenspeicherung im Tumor (Hamosiderin oder Ferritin,
s. Kapitel 5.1.1.) mit der Tumorart gepruft. Es wurde die Eisenspeicherung in
Makrophagen im Tumorstroma (Hamosiderin), in Drisenepithelien der Tumoren
(Hamosiderin oder Ferritin), in Makrophagen im Drusenlumen der Tumoren
(Hamosiderin) und im Sekret im Drisenlumen der Tumoren semiquantitativ
(s. Kapitel 3.2.5.1.3.) erfasst. Pro Hund konnte die gleiche Mammatumorart
mehrmals auftreten. Es wurde zur Auswertung nur die Tumorart gewahlt, die am

meisten Berliner Blau-positives Pigment zeigte. Sehr viele hamosiderinhaltige
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Makrophagen im Tumorstroma traten beim anaplastischen Karzinom auf. Wenige bis
einige hamosiderinhaltige Makrophagen im Tumorstroma traten bei den komplexen
Karzinomen sowie bei den benignen und malignen Mischtumoren auf. Die anderen
Tumorarten zeigten keine oder nur vereinzelte hamosiderinhaltige Makrophagen im
Tumorstroma (s. Kapitel 4.2.1.2.). Dies war im Kruskal-Wallis-Test knapp nicht
signifikant (p = 0,085). Es konnte sich bei der Untersuchung einer grofleren
Datenmenge eine signifikante Assoziation der Eisenspeicherung in stromalen
Makrophagen mit der Tumorart zeigen. Die Eisenspeicherung in Drusenepithelien
(p = 0,884), in Makrophagen im Drusenlumen (p = 0,778) und im Sekret im
Drisenlumen der Tumoren (p = 0,212) zeigte keine signifikante Assoziation mit der

Mammatumorart.

4.3.24. Assoziation der Eisenspeicherung in caninen
Mammatumoren mit dem Auftreten von Laktoferrin in den selben

Tumoren in der selben Lokalisation

Bei 59 Fallen (Hunde mit Mammatumoren) wurde eine Assoziation der
Eisenspeicherung in  Mammatumoren in  verschiedenen  Lokalisationen
(hamosiderinhaltige Makrophagen im Stroma, hamosiderin- oder ferritinhaltige
Drusenepithelien, hamosiderinhaltige Makrophagen im Drisenlumen,
hamosiderin- oder ferritinhaltiges Sekret im Drusenlumen; s. Kapitel 3.2.5.1.3.) mit
dem Auftreten von Laktoferrin in der selben Lokalisation (s. Kapitel 3.2.5.9.2.) in
einer Regressionsanalyse gepruft. Dabei konnte keine signifikante (p = 0,388)
Assoziation der Eisenspeicherung in caninen Mammatumoren mit dem Auftreten von

Laktoferrin in der selben Lokalisation nachgewiesen werden.

108



4. Ergebnisse

4.3.25. Assoziation des Auftretens von Laktoferrin in caninen
Lymphknoten mit dem Auftreten von neutrophilen Granulozyten in

den selben Lymphknoten

Bei den Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation des
Auftretens von Laktoferrin-positiven Makrophagen in 32 Lymphknoten mit dem
Auftreten von neutrophilen Granulozyten in den selben Lymphknoten im zweiseitigen
exakten Fisher-Test gepruft (s. Tabelle 41 sowie Abbildung 46). Wenn die
Lymphknoten beider Korperseiten vorlagen, wurde ein Lymphknoten per
Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt. Im zweiseitigen exakten
Fisher-Test konnte kein signifikanter (alle p = 1,0) Unterschied im Auftreten von
Laktoferrin in Lymphknoten mit und in Lymphknoten ohne neutrophile Granulozyten

nachgewiesen werden.

Tabelle 41: Assoziation des Auftretens von Laktoferrin-positiven Makrophagen in
Lymphknoten der Kontrollen mit dem Auftreten von neutrophilen Granulozyten in den

selben Lymphknoten im zweiseitigen exakten Fisher-Test

Lymphknoten Lymphknoten, | Anzahl der Lymphknoten, |p-Wert der Assoziation
die np. Gran. die Laktoferrin bzw. kein des Auftretens von
bzw. keine np. Laktoferrin enthielten Laktoferrin mit dem
Gran. enthielten | Laktoferrin | Kein Laktoferrin Auftreten von np.
Gran.
Oberflachliche Np. Gran. 0 3
Leistenlymphknoten (n = 7) | Keine np. Gran. 1 5 10
Mittlere Darmbein- Np. Gran. 0 1
lymphknoten (n = 10) Keine np. Gran. 2 7 10
Achsellymphknoten (n = 8) Ne. Gran. 0 ! 1,0
Keine np. Gran. 2 6
Kehlgangslymphknoten Np. Gran. 0 1 10
(n=4) Keine np. Gran. 1 2
Summe Np. Gran. 0 6
Keine np. Gran. 6 20

Np. Gran.: neutrophile Granulozyten.
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B Laktoferrin positiv,
np. Gran. positiv
B Laktoferrin positiv,
np. Gran. negativ
[ Laktoferrin negativ,
np. Gran. positiv
[ Laktoferrin negativ,
np. Gran. negativ

Abbildung 46: Anteil der Lymphknoten in %, die Laktoferrin und/oder neutrophile

Granulozyten bzw. weder Laktoferrin noch neutrophile Granulozyten aufwiesen.

4.3.26. Assoziation des Auftretens von Laktoferrin in caninen
oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Auftreten von
Laktoferrin im Milchdrisengewebe und/oder im Mammatumor des

selben Hundes

Bei 55 Fallen (Hunde mit Mammatumoren) wurde eine Assoziation des Auftretens
von Laktoferrin in oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Auftreten von
Laktoferrin im Milchdrisengewebe und/oder dem Mammatumor im zweiseitigen
exakten Fisher-Test gepruft (s. Tabelle 42 sowie Abbildung 47). Es lag pro Hund
immer nur ein oberflachlicher Leistenlymphknoten zur Untersuchung vor.
Zur Auswertung wurde immer die Laktoferrin-positive Lokalisation gewabhlt,
unabhangig davon, ob Laktoferrin im unveranderten Milchdrisengewebe oder im
Mammatumor auftrat. So wurde auch verfahren wenn pro Hund mehrere
Mammatumoren auftraten. Der zweiseitige exakte Fisher-Test zeigte keinen
signifikanten (p = 0,376) Unterschied im Auftreten von Laktoferrin in oberflachlichen
Leistenlymphknoten zwischen Hunden mit und Hunden ohne Laktoferrin im

Milchdrisengewebe und/oder Mammatumor.
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Tabelle 42: Assoziation des Auftretens von Laktoferrin in caninen oberflachlichen
Leistenlymphknoten der Falle mit dem Auftreten von Laktoferrin im
Milchdrisengewebe und/oder dem Mammatumor des selben Hundes im zweiseitigen

exakten Fisher-Test

Laktoferrin im Laktoferrin im unveranderten Milchdriisengewebe p-Wert
Lymphknoten und/oder Mammatumor
Vorhanden Nicht vorhanden
Vorhanden (n =7) 4 3
0,376
Nicht vorhanden (n = 48) 36 12
Summe 40 15

M Ln. Lf. positiv,
Mamma Lf. positiv
B Ln. Lf. positiv,
Mamma Lf. negativ
L] Ln. Lf. negativ,
Mamma Lf. positiv
B Ln. Lf. negativ,
Mamma Lf. negativ

Abbildung 47: Anteil der Hunde in %, die Laktoferrin (Lf.) im Lymphknoten (Ln.)
und/oder Laktoferrin in der Milchdrise aufwiesen.

4.3.27. Assoziation des Auftretens von Laktoferrin in caninen

Mammatumoren mit der Mammatumorart

Bei 10 einfachen Adenomen, 10 komplexen Adenomen, 10 tubulopapillaren
Karzinomen, 10 komplexen Karzinomen, 10 benignen Mischtumoren, 5 malignen
Mischtumoren, 3 soliden Karzinomen und einem anaplastischen Karzinom wurde
eine Assoziation des Auftretens von Laktoferrin in verschiedenen Lokalisationen
(Laktoferrin-positive Makrophagen im Tumorstroma, Laktoferrin-positive

Drisenepithelien der Tumoren, Laktoferrin-positive Makrophagen im Drisenlumen
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der Tumoren, Laktoferrin-positives Sekret im Drisenlumen der Tumoren;
s. Kapitel 3.2.5.9.2.) mit der Tumorart gepruft. Laktoferrin-positive Makrophagen im
Tumorstroma traten nicht auf (s. Kapitel 4.2.1.2.). Im Kruskal-Wallis-Test konnte
keine signifikante Assoziation der Anzahl Laktoferrin-positiver Drisenepithelien der
Tumoren (p = 0,57), der Anzahl Laktoferrin-positiver Makrophagen im Druisenlumen
der Tumoren (p = 0,291) sowie des Auftretens von Laktoferrin-positivem Sekret im

Drisenlumen der Tumoren (p = 0,227) mit der Mammatumorart gezeigt werden.

4.3.28. Assoziation des Auftretens von Laktoferrin in caninen

Lymphknoten mit dem Alter der Hunde

Bei Hunden der Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation
des Auftretens von Laktoferrin in 29 Lymphknoten mit dem Alter der Hunde im
Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten geprift. Wenn die Lymphknoten beider
Korperseiten vorlagen, wurde ein Lymphknoten per Zufallsgenerator des
Statistikprogramms  ausgewahlt. Das Alter der Hunde Ilag zwischen
0,13 und 11 Jahren. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient ergab keine
signifikante (p = 0,552, 0,266, 0,266, 0,333) Korrelation (rs = 0,249, 0,416, 0,416,
0,866) zwischen dem Auftreten von Laktoferrin in caninen Lymphknoten und dem
Alter der Hunde (s. Tabelle 43).

Tabelle 43: Korrelation des Auftretens von Laktoferrin in caninen Lymphknoten und

dem Alter der Hunde im Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten

Lymphknoten/Milz Spearman- p-Wert
Rangkorrelationskoeffizient (rs)

Oberflachliche Leistenlymphknoten

(n=8) 0,249 0,552
Mittlere Darmbeinlymphknoten (n = 9) 0,416 0,266
Achsellymphknoten (n = 9) 0,416 0,266
Kehlgangslymphknoten (n = 3) 0,866 0,333
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4.3.29. Assoziation der Speicherung BBn-Pigments in caninen

Lymphknoten mit dem Alter der Hunde

Bei Hunden der Kontrollen (Hunde ohne Mammatumoren) wurde eine Assoziation
des Auftretens von BBn-Pigment (Aposiderin oder Lipofuszin, s. Kapitel 4.2.2.2. und
513.) in 373 Lymphknoten mit dem  Alter der Hunde im
Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten geprift (s. Tabelle 44). Wenn die
Lymphknoten beider Korperseiten vorlagen, wurde ein Lymphknoten per
Zufallsgenerator des Statistikprogramms ausgewahlt. Das Alter der Hunde lag
zwischen 0,08 und 15 Jahren. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient ergab bei
den meisten Lymphknoten keine signifikante (p = 0636, 0,985, 0,501)
Korrelation (rs = 0,050, 0,002, 0,070) zwischen dem Auftreten von BBn-Pigment in
den Lymphknoten und dem Alter der Hunde. Allerdings konnte bei den
oberflachlichen Leistenlymphknoten eine signifikante (p = 0,012) positive Korrelation
(rs = 0,259) zwischen dem Auftreten von BBn-Pigment und dem Alter der Hunde

gezeigt werden, die aber nicht eng war.

Tabelle 44: Korrelation der Speicherung BBn-Pigments (Aposiderin oder Lipofuszin)
in caninen Lymphknoten und dem Alter der Hunde im

Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten

Lymphknoten Spearman- p-Wert

Rangkorrelationskoeffizient (rs)

Oberflachliche Leistenlymphknoten

(n = 94) 0,259 0,012
Mittlere Darmbeinlymphknoten (n = 92) 0,050 0,636
Achsellymphknoten (n = 93) 0,002 0,985
Kehlgangslymphknoten (n = 94) 0,070 0,501
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4.4. Zusammenfassung der Ergebnisse der statistischen

Auswertung

4.4.1. Statistische signifikante Assoziationen (p < 0,05)

- Assoziation des Hamosiderosegrades oberflachlicher Leistenlymphknoten mit:
der Geschlechtsreife des Hundes (p < 0,0001; s. Kapitel 4.3.5.)

dem Hamosiderosegrad der Achsel-, mittleren Darmbein- und
Kehlgangslymphknoten (p < 0,0001; s. Kapitel 4.3.15.) sowie der Milz
(p < 0,0001; s. Kapitel 4.3.19.)

der Eisenspeicherung im unveranderten Milchdrisengewebe und/oder
Mammatumor (p = 0,039; s. Kapitel 4.3.21.)

- Assoziation des Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten,
der mittleren Darmbeinlymphknoten und der Achsellymphknoten mit der

Lokalisation dieser Lymphknoten im Koérper (p = 0,001; s. Kapitel 4.3.14.)
- Assoziation des Hamosiderosegrades aller Lymphknoten und Milzen mit:
dem Alter der Hunde (p < 0,0001; s. Kapitel 4.3.6.)

dem Auftreten von hamosiderinhaltigem Bindegewebe in Trabekeln des
selben Gewebeschnitts, ausgenommen der Achsellymphknoten
(p = 0,001, <0,0001, = 0,025; s. Kapitel 4.3.22.)

- starkere Eisenspeicherung im caninen Milchdrisengewebe als im Mammatumor
(p = 0,008; s. Kapitel 4.3.20.)

- Assoziation des Auftretens von intrazellularem, Berliner Blau-negativem, braunem
Pigment in Makrophagen der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem Alter
der Hunde (p = 0,012; s. Kapitel 4.3.29.)
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44.2. Knapp nicht statistisch signifikante Assoziationen
(p = 0,051 - 0,099)

- Assoziation des Hamosiderosegrades caniner oberflachlicher
Leistenlymphknoten mit dem Auftreten von Erkrankungen, Verletzungen oder
Operationen im Einzugsgebiet der oberflachlichen Leistenlymphknoten,
die Einfluss auf die Hamosiderinspeicherung haben koénnten (p = 0,09;
s. Kapitel 4.3.10.)

- Assoziation des Auftretens von hamosiderinhaltigen Makrophagen im Stroma

caniner Mammatumoren mit der Tumorart (p = 0,085; s. Kapitel 4.3.23.)

- Assoziation der Eisenspeicherung in caninen Mammatumoren mit der
Eisenspeicherung im  zugehdrigen Milchdrisengewebe (p = 0,078;
s. Kapitel 4.3.20.)

- Assoziation der Eisenspeicherung in der Milz mit dem Auftreten von Neoplasien
in der Milz (p = 0,071; s. Kapitel 4.3.17.1.)
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5. Diskussion

Ziel dieser Untersuchungen war es, mittels Eisenfarbungen und Immunhistologie
eisenhaltiges goldbraunes Pigment in oberflachlichen Leistenlymphknoten von
Hunden zu identifizieren. Weiterhin sollten mdgliche Ursachen dieser

Pigmentspeicherung hergeleitet werden.

5.1. Identitat des Pigments

5.1.1. Berliner Blau-positives Pigment

Berliner Blau-positive Reaktionen kénnen durch Hamosiderin (Géméri, 1936), Ferritin

(Pearse, 1985) oder eisenhaltiges Laktoferrin (Siebein, 1991) verursacht sein.

Berliner Blau-positive Reaktionen traten in der eigenen Untersuchung in
Makrophagen der Lymphknoten, der Milz, der Mammatumoren sowie der
unveranderten Milchdrise auf. Zudem zeigten auch epitheliale Zellen von
Mammatumoren und unveranderter Milchdrise Berliner Blau-positive Reaktionen.
Extrazellulare Berliner Blau-positive Reaktionen traten im Sekret in Mammatumoren
und unveranderter Milchdrise, am Bindegewebe der Milz- und Lymphknotentrabekel

sowie selten in der Lymphe in Lymphknoten auf.

Makrophagen der Lymphknoten, der Milz, der Mammatumoren sowie der
unveranderten Milchdrise: In der eigenen Untersuchung stellte sich das
Berliner Blau-positive Pigment in Makrophagen als schollig oder kornig dar und war
in der H.E.-Farbung goldgelb bis dunkelbraun pigmentiert (s. Abbildungen 9 und 10,
Kapitel 4.2.1.1.). Diese histologischen Eigenschaften entsprechen denen von
Hamosiderin (Goessner, 1953). Auch andere Autoren konnten Hamosiderin in
Makrophagen von Lymphknoten, Milz und Mammatumoren nachweisen
(Marin-Padilla, 1977; Meguro et al., 2005).
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Epitheliale Zellen von Mammatumoren und unveranderter Milchdruse:
In der eigenen Untersuchung zeigten epitheliale Zellen von Mammatumoren und
unveranderter Milchdrise eine diffuse Berliner Blau-positive Reaktion
(s. Abbildung 21, Kapitel 4.2.1.3.). Eine Pigmentierung der epithelialen Zellen war in

der H.E.-Farbung nicht zu erkennen. Ferritin kann eine diffuse Berliner Blau-positive

Reaktion verursachen (Parmley, 1978; Richter, 1978; Harrison und Arosio, 1996;
Andrews, 2005). Uber eine Pigmentierung von Ferritin in ungefarbten Schnitten gibt
es keine Angaben. Ferritin konnte in epithelialen Zellen von Mammakarzinomen
sowie in epithelialen und periacinaren Zellen der Milchdrise nachgewiesen werden
(Mason und Taylor, 1978; Rossiello et al., 1984; Shterman et al., 1991).
Gegen Ferritin spricht, dass in der eigenen Untersuchung Bindegewebe eine den
epithelialen Zellen vergleichbare Farbung in der Berliner Blau-Reaktion
(s. Abbildung 11, Kapitel 4.2.1.1.) zeigte, die laut Valli (2007 und 2008) auf
Hamosiderin und nicht auf Ferritin zurickzuflhren ist. Auch Hamosiderin konnte in
epithelialen Zellen von Mammakarzinomen nachgewiesen werden
(Marin-Padilla, 1977). Somit war die Berliner Blau-positive Reaktion der epithelialen
Zellen von Mammatumoren und unveranderter Milchdrise auf Ferritin oder

Hamosiderin zurlickzufihren.

Sekret in Mammatumoren und unverdnderter Milchdriise sowie Lymphe in
Lymphknoten: In der eigenen Untersuchung zeigten das Sekret in Mammatumoren
und unveranderter Milchdrise sowie die Lymphe in Lymphknoten eine den
epithelialen Zellen vergleichbare Farbung in der Berliner Blau-Reaktion
(s. Abbildung 48). Zudem erschienen auch sie unpigmentiert in der H.E.-Farbung.

Es sprechen die gleichen Grinde fur das Vorliegen von Ferritin oder Hamosiderin

wie bei den epithelialen Zellen (s. oben). Allerdings konnte Ferritin bereits in der
Lymphe und in der Milch nachgewiesen werden (Leak, 1976;
Harrison und Arosio, 1996), wahrend es keine Angaben Uber das Auftreten von
Hamosiderin in der Lymphe oder der Milch gibt. Somit ist die Berliner Blau-positive
Reaktion von Lymphe in Lymphknoten und Sekret in Mammatumoren und

unveranderter Milchdrise eher auf Ferritin zurickzufihren.
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Abbildung 48: Berliner Blau-positives Sekret im Driisenlumen (Hamosiderin oder Ferritin)
eines caninen komplexen Karzinoms (entspricht Abbildung 17, Kapitel 4.2.1.2.). Obj. x 20.

Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.

Laut Siebein (1991) kann auch eisenhaltiges Laktoferrin eine Berliner Blau-positive
Reaktion zeigen. Laktoferrin konnte in Makrophagen, u.a. der Lymphknoten, in
Acinuszellen normaler und dysplastischer Milchdrise, in epithelialen Zellen von
Fibroadenomen der Milchdrise und in neoplastischen Zellen von Mammakarzinomen
sowie in Lymphe wund im Sekret der Milchdrise nachgewiesen werden
(Mason und Taylor, 1978; Rossiello et al., 1984; Taniyama et al., 2000;
Kitagawa et al., 2003). Die hier durchgefiihrte immunhistologische Untersuchung auf
Laktoferrin in Lymphknoten, Mammatumoren und unverandertem
Milchdrisengewebe konnte jedoch positive Reaktionen Uberwiegend nur in
Berliner Blau-negativen Bereichen (s. Abbildungen 12 und 13, Kapitel 4.2.1.1.,
Abbildungen 18 und 20, Kapitel 4.2.1.2. sowie Abbildungen 49 und 50, s. nachste
Seiten) zeigen. Es gab nur wenige sich uberschneidende Bereiche, bei denen aber
lichtmikroskopisch nicht nachgewiesen werden konnte, dass Laktoferrin tatsachlich
Berliner Blau-positiv reagierte. Auch statistisch konnte keine Assoziation zwischen
den Lokalisationen von Laktoferrin-positiver und Berliner Blau-positiver Reaktion in
Lymphknoten, Milzen, Mammatumoren und unverandertem Milchdrisengewebe

nachgewiesen werden (s. Kapitel 4.3.18. und 4.3.24.). In der eigenen Untersuchung

118



5. Diskussion

zeigte nur ein caniner oberflachlicher Leistenlymphknoten Laktoferrin-positive
Lymphe. Diese war Uberwiegend Berliner Blau-negativ, nur im Bereich
hamosiderinhaltiger = Makrophagen im Sinus zeigte sich eine leichte
Berliner Blau-positive Reaktion der Lymphe (s. Abbildungen 13 und 14,
Kapitel 4.2.1.1.), die hier wohl eher auf Hamosiderin oder Ferritin zurickzuflhren

war.

Abbildung 49: Serienschnitte eines komplexen Adenoms in einer caninen Milchdrise
immunhistologisch und mit der Berliner Blau-Reaktion gefarbt (entspricht Abbildung
19, Kapitel 4.2.1.2.). a Laktoferrin-positives Sekret und Laktoferrin-positive
Makrophagen (Pfeile) im Drisenlumen des komplexen Adenoms. Obj. x 10. Schaf
anti-humanes Laktoferrin, ABC (HistoGreen), Gegenfarbung Papanicolaous
Hamatoxylin. b Berliner Blau-negatives Sekret und Berliner Blau-negative
Makrophagen (Pfeilspitzen) im Drisenlumen des komplexen Adenoms. Obj. x 10.

Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.
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Abbildung 50: Serienschnitte eines caninen Lymphknotens immunhistologisch und mit der
Berliner  Blau-Reaktion gefarbt (entspricht Abbildung 14, Kapitel 4.2.1.1.).
a Laktoferrin-positive Lymphe und braunes, Laktoferrin-negatives Pigment in Makrophagen
(Pfeile) des Randsinus. Obj. x 40. Schaf anti-humanes Laktoferrin, ABC (HistoGreen),
Gegenfarbung Papanicolaous Hamatoxylin. b Teilweise Berliner Blau-positive Lymphe
(Pfeilspitzen; Hamosiderin oder Ferritin) und hamosiderinhaltige Makrophagen (Pfeil) im

Randsinus. Obj. x 40. Berliner Blau-Reaktion, Gegenfarbung Kernechtrot.

Die Berliner Blau-negative Reaktion von Laktoferrin in der eigenen Untersuchung war
vermutlich auf eisenfreies oder nur gering eisenhaltiges Laktoferrin zurickzuflhren.
Eine Herauslosung des Eisens durch saure Fixantien ist dabei unwahrscheinlich,
da zum einen Eisen durch eine Berliner Blau-positive Reaktion in den Geweben
nachgewiesen werden konnte, zum anderen wurden die Lymphknoten der Kontrollen
in gepuffertem neutralen Formalin fixiert. Laktoferrin schien nicht wesentlich an einer
Berliner Blau-positiven Reaktion in  Lymphknoten, Mammatumoren und

unverandertem Milchdrisengewebe beteiligt gewesen zu sein.
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5.1.2. Turnbulls Blau-Reaktion

GOmori (1936) untersuchte verschiedenste Gewebe auf eine positive Turnbulls
Blau-Reaktion, konnte lichtmikroskopisch jedoch mit dieser Methode kein
zweiwertiges Eisen nachweisen. Lillie und Fullmer (1976) dagegen konnten Turnbulls
Blau-positive Reaktionen im Bereich Berliner Blau-positiver finden, allerdings nicht in
Lymphknoten. Auch Meguro et al. (2005), die mittels hoch sensitiver Perfusions-
Turnbulls Blau-Methode verschiedene Gewebe untersuchten, konnten zweiwertiges
Eisen v.a. im Bereich von Hamosiderinablagerungen nachweisen. Dies war auch in
Lymphknoten der Fall. In der eigenen Untersuchung konnten keine positiven
Turnbulls Blau-Reaktionen in caninen Lymphknoten, Milzen, Mammatumoren oder
unverandertem Milchdrisengewebe gefunden werden (s. Kapitel 4.2.).
Die unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener Autoren und der eigenen
Untersuchung lieRen sich zum einen durch das seltene Auftreten von mittels
Turnbulls Blau-Reaktion nachweisbarem zweiwertigem Eisen im Korper erklaren
(Romeis, 1989; Pearse, 1985). Zum anderen weist die Methode von Meguro et al.
(2005) eine hohere Sensitivitat (immunhistologische Verstarkung der Farbung,
elektronenmikroskopische  Untersuchung, in vivo durchgefiihrte Turnbulls
Blau-Reaktion) auf. Bei der in vivo durchgefuhrten Turnbulls Blau-Reaktion reduziert
sich die Gefahr der Oxidation von zweiwertigem Eisen wahrend der
Gewebebehandlung. Es ist unklar, ob zweiwertiges Eisen in den Geweben der
eigenen Untersuchung nicht auftrat, durch die Gewebebehandlung in dreiwertiges
Eisen umgewandelt wurde oder die durchgefuhrte Turnbulls Blau-Reaktion nicht

sensitiv genug war.
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5.1.3. Berliner Blau-negatives Pigment

Laktoferrin zeigte in der eigenen Untersuchung keine Berliner Blau-positive Reaktion
(s. Kapitel 5.1.1.). Zudem gab es keine Hinweise, dass Laktoferrin in den
untersuchten Gewebeschnitten eine braune Pigmentierung zeigte (s. Abbildungen
12, 13 und 14, Kapitel 4.2.1.1. sowie Abbildungen 18, 19 und 20, Kapitel 4.2.1.2.).
Auch in der Literatur gibt es keine moglichen Angaben Uber eine Pigmentierung von

Laktoferrin, auler dass es in der Milch lachsrosa erscheint (Siebein, 1991).

Berliner Blau-negatives, braunes Pigment (BBn-Pigment) in Makrophagen der
Lymphknoten kann Aposiderin, Lipopigment oder Melanin sein (Pearse, 1985).
Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie, der Schmorls Ferri-Ferrizyanid-
Reaktion, des Bleichens und der Long Ziehl-Neelsen-Reaktion in der eigenen
Untersuchung sprechen dafiur, das das BBn-Pigment in den meisten Fallen
Lipofuszin und in wenigen Fallen Lipofuszin oder Aposiderin war (Pearse, 1985;
s. Kapitel 4.2.2.2.). Bemerkenswert ist, dass das Lipofuszin in der eigenen
Untersuchung die fur Lipofuszine bekanntesten Eigenschaften Autofluoreszenz nicht
zeigte und eine positive Long Ziehl-Neelsen-Reaktion nur vereinzelt zeigte.
Zudem ist gerade fur Lipofuszine in Makrophagen fehlende Bleichbarkeit und positive
Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion beschrieben (Pearse, 1985), was bei dem
Lipofuszinen in der eigenen Untersuchung nur teilweise (Bleichbarkeit) oder

Uuberhaupt nicht (Schmorls Ferri-Ferrizyanid-Reaktion) der Fall war.

Bei dem Pigment, das Lipofuszin oder Aposiderin sein konnte, handelte es sich
vermutlich eher auch um Lipofuszin. In der eigenen Untersuchung wurden nur
Schnitte gefarbt, die ausschliellich oder wesentlich mehr BBn-Pigment als
Hamosiderin enthielten. Von diesen zehn Schnitten zeigten drei Pigment, das
Aposiderin oder Lipofuszin sein konnte. In vitro entstandenes Aposiderin ist durch die
Verwendung von neutralem gepufferten Formalin ausgeschlossen (Pearse, 1985).
Es ist fraglich wie wahrscheinlich und wie haufig eine umfangreiche intravitale
Aposiderinbildung, die das gesamte Pigment oder den Groliteil des Pigments in
Lymphknoten umfasst, ist, da Eisen intravital nur schwer aus Hamosiderin freigesetzt
wird (Andrews, 2005). Zudem konnte keine Assoziation des Auftretens von

BBn-Pigment mit der Hamosiderinspeicherung in Lymphknoten nachgewiesen
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werden (s. Kapitel 4.3.16.).

Lipofuszin, auch als Alterspigment bezeichnet, akkumuliert intrazellular im Rahmen
der Zellalterung (Porta, 2002). Auch in der eigenen Untersuchung konnte zumindest
fur die oberflachlichen Leistenlymphknoten eine statistisch signifikante Assoziation
der Speicherung von BBn-Pigment mit dem Alter gezeigt werden, wobei die

Korrelation nicht sehr eng (rs = 0,259) war.

5.2. Ursachen der Pigmentspeicherung

5.2.1. Tumorentwicklung

Die Hamosiderinspeicherung in Mammatumoren ist in vielen Veroéffentlichungen
beschrieben (Marin-Padilla, 1977; lancu, 1989b; Choi et al., 2006;
Reid-Nicholson et al., 2006). Freitas et al. (2007) vermuten, dass die verstarkte
Hamosiderose in Mammatumoren von Mausen eine erhdhte Eisenverfugbarkeit fur
die Tumorzellen auf Kosten des gesunden Gewebes zur Folge hat und zu
verminderter systemischer Eisenverfugbarkeit fuhrt. Folgende Ergebnisse der
eigenen Untersuchung sprechen gegen diese Theorie: Unverandertes
Milchdrisengewebe zeigte signifikant eine starkere Eisenspeicherung als der
Mammatumor des selben Hundes (s. Kapitel 4.3.20.). Es konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied im Hamosiderosegrad der  oberflachlichen
Leistenlymphknoten bei Hunden mit Mammatumoren und Hunden ohne
Mammatumoren gezeigt werden (s. Kapitel 4.3.2.). Aulderdem konnte eine statistisch
signifikante positive Assoziation des Hamosiderosegrades der oberflachlichen
Leistenlymphknoten mit der Eisenspeicherung im Mammatumor und/oder dem
unveranderten Milchdrisengewebe festgestellt werden (s. Kapitel 4.3.21.).
Letzteres deckt sich mit den Beobachtungen von Marin-Padilla (1977) und Dumont et
al. (1976), die intratumorale Blutungen mit Hdmosiderinspeicherung und verstarkter

Hamosiderose des Lymphknotens beschreiben.

Dumont (1976) beschreibt eine Hamosiderose von Makrophagen in Lymphknoten bei

123



5. Diskussion

Tumorpatienten unabhangig vom Auftreten von Metastasen in diesen Lymphknoten.
Auch in der eigenen Untersuchung konnte kein Zusammenhang zwischen dem
Hamosiderosegrad der Lymphknoten und dem Auftreten von Neoplasien in diesen
nachgewiesen werden. In der Milz zeigte sich zwar nur knapp keine statistisch
signifikante Assoziation zwischen Hamosiderosegrad und dem Auftreten von
Neoplasien, allerdings war der Unterschied zwischen Milzen mit und Milzen ohne

Neoplasien nicht sehr grol3 (s. Kapitel 4.3.17.1.).

In der eigenen Untersuchung konnte nur knapp kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Eisenspeicherung in stromalen Makrophagen von Mammatumoren und
der Tumorart nachgewiesen werden (s. Kapitel 4.3.23.). Allerdings zeichnete sich
kein Unterschied zwischen benignen und malignen Mammatumoren ab.
Die Eisenspeicherung in anderen Lokalisationen der Mammatumoren war nicht
signifikant mit der Tumorart assoziiert. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Angaben von Marin-Padilla (1977), Rossiello et al. (1984) und Choi et al. (2006),
die Hamosiderin und Ferritin sowohl in benignen als auch in malignen

Mammatumoren nachweisen konnten.

5.2.2. Hormonelle Ursachen

Steven und Snook (1975) konnten eine Steigerung der Hamosiderose in der Milz von
Ratten durch Ostrogenderivate feststellen. Burkhardt (1975) stellte bei Mannern
einen hoheren Hamosideringehalt im Knochenmark fest als bei Frauen.
Die Ergebnisse der eigenen Untersuchung ergaben allerdings keine Hinweise auf
einen Einfluss von Sexualhormonen auf den Hamosiderosegrad der oberflachlichen
Leistenlymphknoten. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten und dem Geschlecht,
einer Kastration, der Regelmaligkeit der Laufigkeit, der Zeit seit der letzten
Laufigkeit und der Regelmaligkeit einer Scheintrachtigkeit ermittelt werden
(s. Kapitel 4.3.3. - 4. und 4.3.7. - 9.). Allerdings standen flr die Auswertung von der
RegelmaRigkeit der Laufigkeit, der Zeit seit der letzten Laufigkeit und der

Regelmaligkeit einer Scheintrachtigkeit nur wenige Daten zur Verfugung.
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Weitere Informationen Uber hormonelle Einflisse (frihere Graviditaten, Abbruch von
Graviditaten, Laufigkeitsunterdrickung, weitere Hormonbehandlungen) wurden
wegen der geringen Datenmenge nicht statistisch ausgewertet. Wirde ein deutlicher
Einfluss von Sexualhormonen vorliegen, hatte sich dieser wahrscheinlich, zumindest
als statistischer Trend, bei dem Vergleich des Hamosiderosegrades mit Geschlecht

oder Kastration gezeigt.

5.2.3. Weitere mogliche Ursachen der Hamosiderinspeicherung

5.2.3.1. Alter

Valli (2007) beschreibt einen mit dem Alter variierenden Hamosideringehalt in der
Milz und Burkhardt (1975) beobachtete einen Anstieg des Hamosideringehaltes im
Knochenmark mit dem Alter. Auch in der eigenen Untersuchung konnte ein Anstieg
des Hamosiderosegrades der untersuchten Lymphknoten mit dem Alter gezeigt
werden (s. Kapitel 4.3.6.). Dies deckt sich mit der phagozytotischen Funktion
(v.a. Erythrophagozytose) der Makrophagen, bei der das freigewordenen Eisen in
Form von Hamosiderin gespeichert wird (Rifkind, 1966). Wie lange Hamosiderin
bestehen bleibt, ist unklar (Gilliland et al., 2005). Da Hamosiderin aber eine Form der
Eisenspeicherung darstellt, aus der Eisen schwer wieder freigesetzt wird
(Andrews, 2005), kann es durchaus langer im Gewebe verbleiben. Mit der Zeit wirde
sich so vermehrt Hamosiderin im Gewebe ansammeln: Je &lter die Hunde sind,
desto ofter sind sie Situationen des Eisenlberschusses ausgesetzt. Zudem zeigte
sich in der eigenen Untersuchung bei adulten Hunden ein hoherer
Hamosiderosegrad in oberflachlichen Leistenlymphknoten als bei juvenilen Hunden
(s. Kapitel 4.3.5.). Da in der eigenen Untersuchung kein hormoneller Einfluss auf die
Hamosiderinspeicherung gezeigt werden konnte (s. Kapitel 5.2.2.), war dieser

Unterschied eher auf den Alterseinfluss zurtckzufiihren.
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5.2.3.2. Lokalisation der Lymphknoten sowie Hamosiderosegrad weiterer
untersuchter Gewebe

Smith (1958) konnte unterschiedliche Hamosiderosegrade in verschiedenen
menschlichen Lymphknoten in Abhangigkeit ihrer Lokalisation finden. Auch in der
eigenen Untersuchung konnte eine signifikante Korrelation zwischen dem
Hamosiderosegrad der Lymphknoten und deren Lokalisation (inguinal, iliacal, axillar)
im Korper nachgewiesen werden (s. Kapitel 4.3.14.), wobei der mittlere
Darmbeinlymphknoten den hochsten Hamosiderosegrad aufwies. Dies konnte auf
das grole tributare Gebiet der mittleren Darmbeinlymphknoten, das auch andere
Lymphknoten beinhaltet, zurlckzufihren sein. Der im Vergleich zu den
oberflachlichen Leistenlymphknoten hohere Hamosiderosegrad der

Achsellymphknoten ist allerdings unklar.

Zudem zeigte sich in der eigenen Untersuchung eine signifikante positive Korrelation
zwischen dem Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten und dem
der mittleren Darmbeinlymphknoten sowie zwischen dem Hamosiderosegrad der
oberflachlichen  Leistenlymphknoten und dem der  Achsellymphknoten
(s. Kapitel 4.3.15.). Die positive Korrelation zwischen den Hamosiderosegraden der
oberflachlichen Leistenlymphknoten und der mittleren Darmbeinlymphknoten konnte
darauf  zurickzufihren sein, dass die mittleren Darmbeinlymphknoten
Durchgangslymphe von den oberflachlichen Leistenlymphknoten erhalten. Wenn die
oberflachlichen Leistenlymphknoten eisenreiche Lymphe drainieren, kdnnte diese
auch in die mittleren Darmbeinlymphknoten gelangen und in beiden Lymphknoten
eine verstarkte Hamosiderinspeicherung bewirken. Die positive Korrelation zwischen
den Hamosiderosegraden der oberflachlichen Leistenlymphknoten und der
Achsellymphknoten konnte durch Eisenfreisetzung im gemeinsamen Einzugsgebiet
verursacht sein, es konnte aber auf einen systemischen Einfluss auf die
Hamosiderinspeicherung im gesamten Korper hinweisen. Fur Letzteres spricht auch,
dass der Hamosiderosegrad der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit dem der
Kehlgangslymphknoten und dem der Milz signifikant positiv korreliert
(s. Kapitel 4.3.15. und 4.3.19.).
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5.2.3.3. Entziindung, Hyperamie, Blutung

Hamosiderinhaltige Makrophagen treten im Lymphknoten im Rahmen von
Entzindungen, Blutungen und Hyperamien auf (Smith, 1958; Mills, 1989;
Andrews, 2005; Fry und McGavin, 2007). Dabei kommt es zur vermehrten
Speicherung und verminderten Freisetzung von Eisen aus den Makrophagen
(Finch, 1975; Rodriguez et al., 1999). Dumont et al. (1976) beschreiben eine
verstarkte Hamosiderose der Lymphknoten bei reaktiver Hyperplasie.
Allerdings konnte in der eigenen Untersuchung kein signifikanter Zusammenhang
des Auftretens von Entzindungsanzeichen, Hyperamien und Blutungen
(neutrophile Granulozyten, follikulare Hyperplasie, Sinushistiozytose, Hyperamie,
Erythrozyten im Sinus oder im Gewebe, Sinusdédem) mit dem Hamosiderosegrad der
Lymphknoten oder der Milzen nachgewiesen werden (s. Kapitel 4.3.17.3.).
Auch Erkrankungen im Einzugsgebiet der oberflachlichen Leistenlymphknoten, die
mit vermehrter Freisetzung von Erythrozyten einhergehen (Dermatitis, Verletzungen,
Laparotomie, Mammektomie), zeigten knapp keine signifikante Assoziation mit dem
Hamosiderosegrad der Lymphknoten (s. Kapitel 4.3.10.). Bei der Untersuchung einer
grolleren Datenmenge konnte sich hier aber eine statistisch signifikante Assoziation

zeigen.

5.2.3.4. Bluttransfusion

Das Auftreten von hamosiderinhaltigen Makrophagen in Lymphknoten nach
Bluttransfusionen wird von vielen Autoren beschrieben (Smith, 1958; Mills, 1989;
Andrews, 2005; Fry und McGavin, 2007). Laut Smith (1958) konnte Moore (1944)
verstarkte Hamosiderose in Lymphknoten nach Bluttransfusionen nachweisen.
Smith selbst konnte dies aber nicht bestatigen. Auch in der eigenen Untersuchung
konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hamosiderose von
oberflachlichen Leistenlymphknoten und dem Erhalt einer Bluttransfusion

nachgewiesen werden (s. Kapitel 4.3.11.).
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5.2.3.5. Todesart und Frischegrad

Ein Vergleich des Hamosiderosegrades der oberflachlichen Leistenlymphknoten mit
der Todesart und dem Frischegrad des untersuchten Gewebes wurde durchgeflihrt
um agonale und postmortale Einflisse zu prufen. Hier konnte kein Zusammenhang
gefunden werden (s. Kapitel 4.3.12. - 13.). Auch Betz (1994) konnte keine

postmortale Hadmosiderinbildung nachweisen.

5.2.3.6. Hamosiderinhaltiges Bindegewebe

Valli (2007 und 2008) ist der Meinung, dass an Bindegewebe gebundenes
Hamosiderin der Milz nur bei lang anhaltendem Eisenlberschuss auftritt.
Die Ergebnisse der eigenen Untersuchung unterstutzen diese Aussage.
Hamosiderinhaltiges Bindegewebe der Trabekel trat signifikant haufiger in

Lymphknoten und Milzen mit hohem Hamosiderosegrad auf (s. Kapitel 4.3.22.).

5.3. Laktoferrin

Laktoferrin wird in neutrophilen Granulozyten gebildet und kann in diesen
immunhistologisch nachgewiesen werden (Siebein, 1991). Griesbeck-Zilch (2008)
konnten zeigen, dass auch bovine Epithelzellen der Milchdriise in vitro Laktoferrin
bilden.

In der eigenen Untersuchung konnte keine Laktoferrin-positive Reaktion in
neutrophilen Granulozyten caniner Lymphknoten gezeigt werden. Zudem zeigte das
Auftreten von Laktoferrin in Makrophagen der Lymphknoten keinen signifikanten
Zusammenhang mit dem Auftreten von neutrophilen Granulozyten in den selben
Lymphknoten (s. Kapitel 4.3.25.). Es traten lediglich 2 Lymphknoten mit neutrophilen
Granulozyten und Laktoferrin-positiven Makrophagen auf, die beide von dem selben
Hund stammten. Zudem zeigte dieser Hund Laktoferrin-positive Makrophagen auch
in Lymphknoten, die keine neutrophilen Granulozyten enthielten. Levay und Viljoen
(1995) berichten von Antikorpern, die unterschiedlich mit Laktoferrin aus neutrophilen

Granulozyten und Laktoferrin aus der Milch reagierten. Laut den Autoren kdnnte eine
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unterschiedliche Reaktion der Antikorper auf Laktoferrine unterschiedlicher Herkunft
aber auch auf verschieden eisengesattigte Laktoferrine zurlckzuflihren sein.
Allerdings konnte in der eigenen Untersuchung kein eisenhaltiges Laktoferrin
nachgewiesen werden. Maoglich ware, dass der in der eigenen Untersuchung
verwendete Antikorper Laktoferrin aus neutrophilen Granulozyten nicht erkannte.
Zum einen ist dies aber unwahrscheinlich, da es sich um einen polyklonalen
Antikdrper gegen menschliches Laktoferrin handelte, der somit nicht sehr spezifisch
war. Zum anderen konnte in der eigenen Untersuchung Laktoferrin nicht nur in der
Milchdrise, sondern auch in Kehlgangslymphknoten und Milzen, die sicherlich kein

in der MilchdrUse gebildetes Laktoferrin enthielten, nachgewiesen werden.

Kitagawa et al. (2003) und Takeuchi et al. (2004) beschreiben einen Transport von
Laktoferrin aus dem Darmlumen Uber Lymphe in die Lymphknoten. In der eigenen
Untersuchung konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen Laktoferrin in
oberflachlichen Leistenlymphknoten und Laktoferrin im Milchdrisengewebe und/oder
Mammatumor gefunden werden (s. Kapitel 4.3.26.). Zudem zeigte nur ein
oberflachlicher Leistenlymphknoten Laktoferrin-positive Lymphe. Dies spricht dafur,
dass Laktoferrin aus der Milchdrise zumindest nicht in groReren Mengen in die

regionalen Lymphknoten gelangt.

Laktoferrin konnte in benignen und malignen Mammatumoren nachgewiesen werden
(Rossiello et al., 1984; Taniyama et al., 2000). Dies deckt sich mit den Ergebnissen
der eigenen Untersuchung, bei der kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Laktoferrin im Mammatumor und der Tumorart gezeigt werden konnte
(s. Kapitel 4.3.27.).
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5.4. Schlussfolgerungen

Berliner Blau-positives Pigment in Makrophagen von caninen Lymphknoten,
Mammatumoren und unveranderter Milchdruse war Hamosiderin.
Auller Hamosiderin konnte auch Ferritin eine Berliner Blau-positive Reaktion der
Lymphe in Lymphknoten, der epithelialen Zellen von Mammatumoren und
unveranderter Milchdrise sowie des Sekrets von Mammatumoren und unveranderter
Milchdrise verursacht haben. Laktoferrin war nicht an einer Berliner Blau-positiven
Reaktion oder Pigmentierung beteiligt. Intrazellulares, Berliner Blau-negatives,
braunes Pigment in Makrophagen caniner Lymphknoten war Lipofuszin, in einigen

Fallen moglicherweise auch Aposiderin.

Die Ergebnisse der eigenen Untersuchung spiegeln die drainierende, filtrierende und
eisenspeichernde Funktion der Lymphknoten, im Rahmen derer es zu einer
Steigerung des Hamosideringehalts mit dem Alter kam, wieder. Dabei nahm zum
einen das tributdare Gebiet Einfluss. Zum anderen gab es einen allgemeinen
systemischen Einfluss auf den Eisengehalt von Lymphknoten und Milz. Ein Einfluss
von Sexualhormonen, von Neoplasien in den Lymphknoten oder von
Mammatumoren im Milchdrisengewebe konnte nicht abgeleitet werden.
Das Auftreten von Hamosiderin oder Laktoferrin in Mammatumoren war nicht mit der

Dignitat der Tumoren assoziiert.
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6. Zusammenfassung

1.

Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von eisenhaltigem goldbraunem Pigment
in Makrophagen caniner oberflachlicher Leistenlymphknoten. Weiterhin sollten

mdgliche Ursachen dieser Pigmentspeicherung hergeleitet werden.

. Das Untersuchungsgut bestand aus zur Routinediagnostik in das Institut fur

Veterinar-Pathologie der Justus-Liebig-Universitat Giellen eingesandten
Gewebeproben und Tieren. Es umfasste die oberflachlichen
Leistenlymphknoten, unverandertes Milchdrisengewebe und Mammatumoren
von 100 Hunden sowie die oberflachlichen Leistenlymphknoten, mittleren
Darmbeinlymphknoten, Achsellymphknoten, Kehlgangslymphknoten und Milzen
von weiteren 100 Hunden ohne Mammatumoren. Zu allen Hunden wurden
Fragebogendaten erhoben. Folgende histologische Untersuchungen wurden
durchgefuhrt: Berliner Blau-Reaktion, Turnbulls Blau-Reaktion, H.E.-Farbung,
Immunhistologie  auf  Laktoferrin, Fluoreszenzmikroskopie, = Schmorls

Ferri-Ferrizyanid-Reaktion, Bleichen und Long Ziehl-Neelsen-Reaktion.

Bei dem eisenhaltigen goldbraunen Pigment in Makrophagen caniner
Lymphknoten handelte es sich um Hamosiderin. Aul3er Hamosiderin konnte in
einigen Lokalisationen von Lymphknoten, Mammatumor und Milchdrise auch
Ferritin eine Berliner Blau-positive Reaktion verursacht haben. Laktoferrin war
nicht an einer Pigmentierung oder an einer Berliner Blau-positiven Reaktion
beteiligt. Es konnte kein zweiwertiges Eisen mittels Turnbulls Blau-Reaktion
nachgewiesen werden. Intrazellulares, Berliner Blau-negatives, braunes Pigment
in Makrophagen caniner Lymphknoten war vermutlich Lipofuszin, in einigen

Fallen moglicherweise auch Aposiderin.
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4. Die Ergebnisse der eigenen Untersuchung spiegeln die drainierende, filtrierende
und eisenspeichernde Funktion der Lymphknoten, im Rahmen derer es zu einer
Steigerung des Hamosideringehalts mit dem Alter kam, wieder. Dabei nahm zum
einen das tributdre Gebiet Einfluss. Zum anderen gab es einen allgemeinen
systemischen Einfluss. Ein Einfluss von Sexualhormonen, von Neoplasien in den
Lymphknoten oder von Mammatumoren im Milchdrisengewebe konnte nicht
hergeleitet werden. Das Auftreten von Hamosiderin oder Laktoferrin in

Mammatumoren war nicht mit der Dignitat der Tumoren assoziiert.
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7. Summary

1.

Aim of this study was to identify the iron positive gold brown pigment in the
macrophages of canine superficial inguinal lymph nodes and the possible

reasons for this pigmentation.

. The examined tissues were collected from the routine diagnostic material of the

Institut fur Veterinar-Pathologie of the Justus-Liebig-Universitat in GielRen.
They consisted of superficial inguinal lymph nodes, mammary tumors and
physiologic mammary tissues from 100 dogs, as well as of superficial inguinal
lymph nodes, axillary lymph nodes, medial iliac lymph nodes and spleen from
another 100 dogs without mammary tumors. Auxiliary data from all dogs were
collected. Following histological examinations were  accomplished:
Prussian blue, Turnbulls blue, H.E., immunohistochemistry for lactoferrin,

fluorescence microscopy, Schmorl's reaction, bleaching and long Ziehl-Neelsen.

The Prussian blue-positive gold brown pigment in macrophages of canine lymph
nodes was identified as hemosiderin. Ferritin may also have been involved in the
Prussian blue-positive reactions of some areas in lymph nodes, mammary
tumors and physiologic mammary tissues. There was no evidence for lactoferrin
being involved in any pigmentation or Prussian blue-positive reaction.
Ferrous iron could not be detected by means of Turnbulls blue.
Prussian blue-negative brown pigment in macrophages of canine lymph nodes

presumably was lipofuscin, in some cases possibly also aposiderin.

. The results of this study reflect the draining, filtrating and iron storage function of

lymph nodes, showing the contents of hemosiderin rising with age.
The hemosiderosis of lymph nodes is influenced by the draining area. On the

other hand, general systemic factors seem to also influence the degree of
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hemosiderosis. There was no evidence for an influence of sex hormones,
of neoplasia in the lymph node or of mammary tumors on hemosiderosis.
The presence of hemosiderin or lactoferrin in mammary tumors showed no

significant association with the degree of malignancy of these tumors.
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9. Anhang

9.

9.1.

9.1.1.

Anhang

Losungen, Puffer und Bezugsquellen

Losungen und Puffer

- Neutrales gepuffertes Formalin

1.

2.

3.

Lésen von 4 g Natriumdihydrogenphosphat (Di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat zur Analyse; E. Merck, Darmstadt) und 6,5 g Dinatriumhydrogen-
phosphat (Natriumdihydrogenphosphat cryst. purum p.a.; Sigma-Aldrich-

Laborchemie, Seelze) in 900 ml Aqua dest.
Zugabe von 100 ml Formalin

Einstellen des pH-Werts auf pH 7,0 durch weitere Zugabe von
Natriumdihydrogenphosphat oder Dinatriumhydrogenphosphat

- Ammoniumpolysulfidliésung

(freundlicherweise zur Verfugung gestellt vom Institut fur Anorganische und

Analytische Chemie des Fachbereichs Biologie und Chemie,

Justus-Liebig-Universitat, Giel3en, Herr Dr. B. Commerscheidt)

1.

Sattigung von 37,5 ml konzentrierter Ammoniaklésung (NH3;) mit

Schwefelwasserstoffgas (H.S) in der Kalte
Zugabe von 62,5 ml konzentrierter Ammoniaklésung
Zugabe von 2,5 g elementaren Schwefel

Auffillen ad 250 ml mit Aqua dest.

- Tris-buffered Saline (TBS, pH 7.6)

1.

Herstellung der Stammlésung aus 60,75 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan,
610 ml Aqua dest. und 390 ml 1 N HCI
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2. Herstellung der Gebrauchslosung aus 100 ml Stammlésung und
900 ml 0,8 % NaCl in Aqua dest.

3. Einstellen des pH-Wertes auf pH 7,6 mit 1 N NaOH bzw. 1 N HCI

0.1 M Phosphatpuffer pH 6.8

Lésen von 0,5874 g Dinatriumhydrogenphosphat und 0,9361 g Natriumdi-
hydrogenphosphat in 93 ml Aqua dest.

Zitratpuffer (10 mM, pH 6.0)

1. Herstellung der Stammlésung A (0,1 M Zitronensaure) aus 21,01 g Zitronen-

saure und 1000 ml Aqua dest.

2. Herstellung der Stammlésung B (0,1 M Natriumzitrat) aus 29,41 g Trinatrium-
zitrat und 1000 ml Aqua dest.

3. Lagerung der Stammldsungen bei 2-8 °C

4. Herstellung der Gebrauchslosung aus 9 ml Stammlésung A,

41 ml Stammlésung B und 450 ml Aqua dest.

5. Einstellen des pH-Werts auf pH 6,0 mit 0,1 M HCI

9.1.2. Bezugsquellen

Ammoniumsulfat: Ammoniumsulfat puriss. p. a.; Fluka Feinchemikalien,

jetzt Sigma-Aldrich-Laborchemie, Seelze

BCA™ Protein Assay Kit; Pierce, Rockford, USA; freundlicherweise zur
Verfigung gestellt vom Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere
des Fachbereichs Veterinarmedizin, Justus-Liebig-Universitat, Gielden,
Herr Dr. W. Herbst

Bovines Serumalbumin: Bovine serum albumin; Dianova, Hamburg

147



9. Anhang

Coverplates™: Life Science International, Frankfurt/Main

Dinatriumhydrogenphosphat: Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat zur Analyse;
E. Merck, Darmstadt

Einbettungsautomaten:  Tissue Tek® Vacuum Infiltration  Processor;
Vogel GmbH & Co KG, GielRen

Eindeckautomat: TissueTec® Mod. 4765; Vogel GmbH & Co KG, GieRen
Eisen(lll)chlorid-Lésung: Eisen(lll)chlorid-Lésung, 15 % Fe; E. Merck, Darmstadt

Essigsaure: Essigsdure Rotipuran® > 99,6 %; Carl Roth GmbH & Co KG,

Karlsruhe
FluoreszenZfilter: Filtersatz 09; Carl Zeiss AG, Jena

Fluoreszenzmikroskop: Zeiss Axioplan 2, Objektive: Zeiss Plan-Neofluar,
Leuchte: HBO 100; Carl Zeiss AG, Jena

Formalin: Formaldehyd saurefrei > 36 %; Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
H,O,: Perhydrol® 30 % H.O; p.a.; E. Merck, Darmstadt
Isopropanol: Isopropanol; Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Kaliumhexacyanoferrat-1l: Kaliumhexacyanoferrat [ll]-Trihydrat > 99 %, krist.;
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Kaliumhexacyanoferrat-lll: Kaliumhexacyanoferrat [lll] zur Analyse; E. Merck,

Darmstadt
Kaliumdisulfid: Kaliummetabisulfid; Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Karbolfuchsin-Losung: Carbol-Fuchsin-Losung (Fuchsin-Phenol-Losung);
Dr. K. Hollborn & S6hne, Leipzig

Kernechtrot: Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Losung (Kernechtrot-RL);
Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig

Mayers Hamalaun: Mayers Hamalaunlosung; E. Merck, Darmstadt

Methanol: Methanol Rotipuran® = 99,8 % p.a.; Carl Roth GmbH & Co KG,

Karlsruhe
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NaCl: NaCl krist.; E. Merck, Darmstadt
NaOH: NaOH 1M (Platzchen); E. Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat: Natriumdihydrogenphosphat cryst. purum p.a;
Fluka Feinchemikalien, jetzt Sigma-Aldrich-Laborchemie, Seelze

Papanicolaous Hamatoxylin: Papanicolaou 1b; E. Merck, Darmstadt

Paraffin: Histo-Comp® Gewebeeinbettmittel; Vogel GmbH & Co KG, GieRen;
Schmelzpunkt 56-58 °C

Plastikklvetten: Plastikkivetten Typ 1013; Gesellschaft fur Labortechnik GmbH
(GfL), Burgwedel

Salzsaure: Salzsdure 2M; Fisher Scientific UK Limited, Loughborough,

Leicestershire, GroRbritannien

Saule: PD-10 Desalting column; GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,

Schweden
SuperFrost®Plus-Objekttrager: Menzel Glaser, Braunschweig
Trinatriumzitrat: Trinatriumzitrat x H.O; E. Merck, Darmstadt

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan;

Fluka Feinchemikalien, jetzt Sigma-Aldrich-Laborchemie, Seelze
Xylol-Ersatz: Roti-Histol®; Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Zentrifuge: Hettich Rotina 48 RC, Bach, Schweiz

Zitronensaure: Zitronensaure x H,O; Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
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9.2. Tabellarische Erfassung aller Daten

Alle Fragebogendaten der Falle und Kontrollen sowie alle Ergebnisse der
histologischen Untersuchungen sind in den nachfolgenden Tabellen 45 und 46

aufgefuhrt. Der TabellenschlUssel ist in Kapitel 9.2.3. zu finden.

9.2.1. Tabellarische Erfassung aller Daten der Falle (Hunde mit

Mammatumoren)
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Tabelle 45: Tabellarische Erfassung aller Daten der Falle
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Fortsetzung 1 Tabelle 45
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Fortsetzung 2 Tabelle 45

Nr | T1BpZ|T1BpSe| T1LD| T1LIZ{ T1LfSe | T2A| T2BpSt | T2BpD| T2BpZ| T2BpSe| T2LD| T2L{Z| T2LfSe | T3A
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50
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Fortsetzung 3 Tabelle 45
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Fortsetzung 4 Tabelle 45
Nr [ T5BpD|T5BpZ| T5BpSe | T6A | T6BpSt| T6BpD | T6BpZ| T6BpSe [MmMBpSt|MmBpD | MmBpZ| MmBpSe [MmL{Se
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Fortsetzung 5 Tabelle 45

Nr| T-Nr [Ras|Alt|Ge|Ge.r|La|Zla|Gra|St{Lu|Agra/Ho|Er|Sys|Bl{Wei|lubMs|lubBd| lubBn |lubNeo|lubnp|lubWei
51 (T4024/05 54 (12| 1| 2 [1/12| 0 [2|0| O [0|O| O |O| 3
52 [T4028/05 67 |11 2 | 2 0 0|0f1]0 (O
53 |T4150/09 1 |8 | 1| 2 1

54 (T4171/05 28 (6| 1| 2 (12| 0 (0|0| O 0
55|T4195/09 57 |11] 1| 2 |1 110 O

56 |T4238/05 36 (12| 1| 2 |2|12| 0 |2|{0| 1 |5|1] 0 |O
57 |T4241/09 71 |7 | 2 | 2 1 70 0 0 0 0 8
58 [T4251/05 27 (10| 1 | 2 0|0|{0| O

59 |T4299/05 34 (10| 1| 2 |2 0|2{0| 0 |2|1]0 |0
60 [T4395/05 84 (9| 1| 2 |1|12/ 0 [2|/|0] O [0]|O| O |O
61|T4445/05 54 |8 |1 | 2 1 0 1

62 [T5110/05 21 (10| 1| 2 0 0 0]0|l0 |0
63 [T5152/05 61 (11| 1| 2 0|0|{0| O

64 [T5157/09 70 (6| 1| 2 0|2{0] 0 |0|1]0|O
65 [15220/05 28 (7| 1| 2 |2|28| 0 |0 0 110 |0
66 [15230/09 24 (7|1 | 2 0|1{0] O

67 [T5258/05 60 (8|2 | 2 0 0|0f1]0|0
68 [15268/05 8 [11| 1| 2

69 [T5416/05 50 (10| 1 | 2 0|0{0| O

70|T5433/05 40 |6 | 1| 2 210]|0f0| O

71|T5435/05 82 |4 | 1| 2

72|T5446/059 1 |10] 1| 2 |1 0|1{0] 0 |0|0O] O[O
73|T5458/0562 |8 | 1| 2 |1 0|1{0{ 0 |0O|0O] O |O
74 [T5475/059 54 |16 | 1| 2 |1 1({1]0] 1 [5]1] 0 |0
75|T5493/05 54|92 | 2 110 |0 1 1 0 0 0 1
76 |T5508/05 54 (10| 1 | 2 1(1]0] 0O
77|T5534/0554|5|1| 2 |1|4]|1]|0{0|] 0 |0|0O]|] O |O
78 |T5915/09 25 (11| 2 | 2 0 0 1]1
79|T5935/0582 |8 | 1| 2 |1 0|2{0]| O 0] 0|0
80 [T5996/05 28 [10| 2 | 2 0 0 110 |0
81 [T6062/05 39 (10| 2 | 2 0 0 110 |0
82 [T6104/09 54 (10| 2 | 2 0 0 1

83 (T16105/09 28 (7| 1| 2 0|0|{0| O

84 [T6526/05 49 (11| 2 | 2 1

85 [T6608/05 38 9|2 | 2 0 0 110 |0
86 [T6645/05 84 (9| 1| 2 0|0{0| O |O|1]0|O
87 [T6659/09 54 (15| 1 | 2 0|0{0| O 0] 0|0
88 (16712/059 54 (8| 1| 2 |[1|6| 0 (0]J0O] O [0]|1]| O |O
89 (T6966/05 31 (8| 1| 2 |1 0l 0 0] 0|0
90 [T6970/09 6 [10| 2 | 2 0 0 1

91 [T7048/09 759 | 1| 2 0|0{0| O 1

92 (T7236/09 54 6| 1| 2 16( 0 |2(0| O 0] 0|0
93 [T7357/09 5 [9]| 2| 2 0 0 110 |0
94 (T7361/05 23 (12| 1| 2 |1]|24| 0 [1]|0] O [2]0| O |O
95 [T7369/05 13 (10| 1 | 2 0 0| 0 0] 0|0
96 [T7490/05 47 (8| 1| 2 |1|20/ 0 [0]2] O [0]|1| O |O
97 |T7595/05 54 (14| 1| 2

98 [T7613/05 17 (9|2 | 2 0 0 |0f1

99 |T7854/05 21| 7|1 | 2

100{T7864/059 3 |8 |1 | 2 1
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Fortsetzung 6 Tabelle 45

Nr | lIMs | IIBd

51

10

I'Neo | Imp | IrLf| I'Wei [T1A|[T1BpSt|T1BpD

IBn

IrBd

I'Ms
60

30
60

0,1

10

20

0,1

10

10

50
0,1

30

40

IINeo | linp | lILf| IWei

IIBn

0

2

3
3
0

0

2

0
0
0

0

0
0
0

0
0

0

0

1

0

0

0
0

0

0
0
0

0

0
0

0
0
0

10

60

0,1

10

10

10

10

52

53| 20
54

55
56

57

58
59
60
61

62

63

64 | 50
65| 60
66 | 0,1
67
68

69 | 40

70
71

72

73
74

75
76
77
78
79
80

81

82

83| 30

84 | 40
85| 0,1
86
87

88

89| 0,1
90
91

92
93
94

95| 20

96

97 | 50
98 | 20

99| 30
100
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Fortsetzung 7 Tabelle 45

11

Nr |T1BpZ|T1BpSe|TILD| T1LIZ| T1LfSe |T2A | T2BpSt | T2BpD| T2BpZ| T2BpSe | T2LD | T2L{Z| T2LfSe | T3A

51

52
53
54

55
56
57

58
59
60
61

62
63
64

65
66
67
68
69
70
71

72
73
74

75
76
77
78
79
80
81

82
83
84

85
86
87
88
89
90
91

92
93
94

95
96
97

98

99
100
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Fortsetzung 8 Tabelle 45

Nr

T3BpSt

T3BpD

T3BpZ

T3BpSe

T3LD

T3LIZ

T3LfSe

T4A

T4BpSt

T4BpD

T4BpZ

T4BpSe

T5A

T5BpSt

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

o

o

79

N[ —

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

o4

95

96

97

98

99

100
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Fortsetzung 9 Tabelle 45
Nr [ T5BpD|T5BpZ| T5BpSe | T6A | T6BpSt| T6BpD | T6BpZ| T6BpSe [MmBpSt | MmBpD | MmBpZ| MmBpSe [MmL{Se

51

160

52
53
54
55
56
57
58
59
60

61

62
63

64
65

66

67

68

69

70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82
83
84
85

86
87

88
89
90
91

92
93
94
95
96
97
98
99

100
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Tabelle 46: Tabellarische Erfassung aller Daten der Kontrollen

Nr{ T-Nr |Ras| Alt |Ge|Ge.r|La|Z3|Gra|St|Lu{Agra|Ho|Er|Sys|BI|Zbl|Wei|Tod|Fri|lIMs|lIBd|lIBn|lINeo|linp
11S382/05/73 | 6 | 1| 2 3 0 1 41 1|2

2 |S384/05| 30 41 2 110 41200 0|0 0 |O
3 |S385/05| 17 (0,21] 1 | 1 0 21100 1 0|0
41S418/05/68 | 8 | 1| 2 0f 2 1(3{60[{0[3| 010
5(S420/05/30 | 8 3| 2 0 1(3{]0|0[3]|] 01O
6 |S487/05| 55 (0,13 3 | 2 1/0( 0|0 213(01]0] 1 0 |1
71S516/05| 2 | 7 |2]| 2 111,5(1]14 11230 0(0| 0 ]O
8 |S517/05| 7 | 5 |2] 2 0 0 11 0 |0 2 0O(0|0] O |O
9 |S520/05|35| 6 |2 | 2 110 1 110l 0] 0 |O
10|S542/05| 56 41 2 110 3]0|0(0]| 1 ]0
11|S551/05| 26 | 4 |3 | 2 0(0| O |0 211(01] 0] 2] 0 |0
12|S558/05| 65| 9 |3 | 2 110 112|101 03] 0 ]O
13|S573/05|/23 | 6 |1 ]| 2 12 0 0 2|12(10] 0] 0] 0 |0
14|S579/05| 82 (0,17 1 | 1 0 111

15|S594/05| 54 (0,17| 3 | 1 0(0| O |0 1 0O(0|0] O[O
16|S599/05|66 | 7 |4 | 2 115 113{01] 03] 010
17|S619/05| 78 | 5 |1 ]| 2 4 3 5{12(3]0|0]0f 0[O0
18|S620/05|54 | 7 |4| 2 110 1(2{0[0[0| O ]O
19|S674/05|68 | 4 |3 | 2 3(1|10 1(3{]0|0[0]| O ]O
20|S714/05|10 | 7 |2 | 2 111 |14 111

21(S716/05/68 | 5 | 1| 2 3 0 0 1(3{1]0[0]|] O ]O
22(S718/05/54 | 7 | 2| 2 1110 2|11(10] 0] 0] 0 |O
23(S720/05| 59 (0,17 3 | 1 0(0| O |0 0]0]0] 0[O
241S722/05| 15 |15 1| 2 0 2

25(S743/05/62 | 9 |4| 2 110 2 1M0(1]0] 0 |0
26(S751/05{46 | 2 | 3| 2 0 11210 0[3]| 0 ]O
27(S754/05| 54 (15| 1| 2 0 1 0O(0|0] O[O
28(S773/05/68 | 2 | 3| 2 0(0| O |0 2121101 0 |0
29(S774/05| 32 0,25/ 3 | 1 0[ 0|0 0[0]|3] 0|0
30({S780/05| 54 (0,33 3 | 1 11 4 [1]14 0O(0|0] O[O
31(S828/05| 28 41 2 110 11230 0[0| 0O ]O
32|1S839/05(83 | 1 |1 2 |10 0|0|0f O 0[ 0|0 2|11/1]0]0] 0 |0
33|S840/05[82 | 9 | 2| 2 111 2 01/0]3] 0 |0
34(S851/05{33 | 2 | 1] 2 11,5 1

35(S857/05/85 | 3 | 1| 2 0|16 1 30/ 0[O0 OO
36(S903/05|28 | 7 | 2| 2 0 1/0[0]0 212(10]0])0] 0 |0
371S929/05( 48 10,25 1 | 1 0 1/4{0]0[0| O |1
38(S937/05/63 | 13 | 1| 2 0 114{20{ 00| 0 |O
39(S988/05| 20 (0,08| 3 | 1 0 212000 0 |O
40(S994/05| 51 [0,29| 3 | 1 0(0| 4 |0 212/0]0])0] 0 |0
4151004/09 44 | 10 | 3| 2 410[0]0 213(01]0]0] 0 |O
42151005/09 47 | 5 | 3| 2 115 212(1]0]0] 0 |0
43151006/09 11 [0,33] 1 | 1 0 2 112 0]0[0] 0 ]O
44151008/094 4 | 9 | 3] 2 110 211[/10] 0] 3] 0 |0
4551018/09 72 | 11 | 4| 2 0 2|2

46151034/09 10 [ 11 | 1] 2 3,5 212(9 1] 1 0 |0
47151043/0§ 52 [0,25| 3 | 1 0 2111 0]0])0] 0 |O
48151055/09 55 (0,42 1 | 1 0[0| O |0 2120100 0 |0
49151094/0954 | 3 |4] 2 110 112 0]0[0] 0 ]O
5051228/0§ 30 (0,42 3 | 1 1 112 0]0(1 0 |0
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0,1

60

70

0,1

10

20

0,1

10

0,1

0,1

0,1

10

10

10
0,1

0,1

10

20
20

0,1

40

0,1

10

30

0,1

0,1

10
30

10
0,1

20
0,1

0,1

50

0,1

40

20

40

10

0,1

Nr |ArLf| ArWei [MiMs | MiBd| MiNeo|Minp [MiLf|MiWei| MaMs | MaBd |[MaBn|MaNeo |Manp|MaLf|MaWei

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22

23
24
25

26
27

28
29
30

31

32

33
34
35
36
37
38
39
40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50
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Fortsetzung 4 Tabelle 46

Nr| T-Nr [Ras| Alt [Ge|Ge.r|La|Za|Gra|St|Lu|Agra|Ho|Er|Sys|BI|zbl|Wei|Tod|Fri|lIMs (lIBd|lIBn|{lINeo|linp
51|S1260/05| 18 | 8 11 3 21213 (10| 010
52 S1269/05| 10 | 9 8 0| 0 112
53 |S1272/05| 82 | 9 1111 0 112
54 |S1278/05| 29 | 6 0 0 [1(1]0]0 2 100 |1 0 |0
55 |S1292/05| 28 |0,17 110/ 0|0 1 o(0|0] 0O
56 |S1293/05| 10 | 8 111] 0 1{(1{1]0]0| 0|0
57 |S1312/05| 29 | 9 111 2111700 010
58 |S1317/05| 45 | 6 0 213|010 0) 0 |O
59 |S1338/05| 32 | 4 1 0|2|0| 0 |O|O| OO 113
60 |S1356/05( 68 | 9 0 1{2(01] 0| 1 0 |0
61 |S1359/05| 85 |0,33 0 211000 0 ]O
62 |S1361/05( 54 | 8 0 1 0,1 0 | 1 0 |0
63 |S1365/05( 28 | 10 110 1
64 |S1369/05( 68 | 7 0 1{1(01]0]0| 0 |O
65 |S1389/05 10 | 1,5 110 1 0,1 0 | 1 0 |0
66 |S1409/05| 54 |0,42 0(0f 0|0 2|12/ 0|0|0] 0 ]O
67 (S1423/05| 24 | 10 0 212300 0 ]O0
68 |S1466/05( 47 |0,21 01| 4 |{1]0,5 212000 0 ]O
69 |S1472/05| 22 110 112{01]0]0| 1 ]0
70 |S1479/05| 43 |0,17 0o(of 0|0 213000 0 ]0O
71 S1480/05( 55 |0,17 0(0f 0|0 2 o(0|0] 0O
72 |S1492/05 28 | 7 110 1(1/60] 0| 1 3]0
73 |S1497/05| 47 | 12 0 1(1{2010]0| 0 |O
74 |S1508/05| 79 | 6 0 212010 | 1 0 |0
75|S1538/05| 47 | 7 11 5111]0,5 2 10 1] 1 0|0
76 |S1547/05| 38 | 10 0 2|2
77 |S1560/05| 68 | 12 0 0 |[0|1] 0]0 1 110[0] 0|0
78 |S1562/05| 66 | 12 110 1
79 |S1573/05| 71 |0,17 0(0f 0|0 2|12/1]0|0] 0 ]O0
80| S17/06 | 54 | 12 11 0 1
110

0

3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

SIN|W[W[IN[ =222 [W[WINININ[IN[ =W =222 BN =2 (NN W| R W W[ W 22| W2 WW[RA[WW| 2 2[WN]R|WIN|W =W

NININ[IN[=[NIN[IN[=N]=2ININININ=INININNIN =2 NININININININ 22N =N =2INNNN=2INNINNIN = NINNIN

81| S47/06 | 54 2/0]0]0| 1[0
82| S52/06 | 38 | 10 2|11/01]0| 0| 0 |O
83| S71/06 |69 | 5 6 1 010 0] 7 [O
84| S73/06 | 82| 3 8(1(0/0] O 612|100 1 0 |0
85| S75/06 | 80 |0,13 111

86| S76/06 | 28 | 2,5 1 112010 ] 0| 0 |O
87 | S86/06 | 68 | 10 1 213|/5(0]0| 0 (O
88| S91/06 | 41| 9 1 21280111 0) 010
89 | S169/06 | 54 | 12 0 0 1 0 214|10|0 | 1 0 |0
90 | S229/06 | 13 |0,58 1 1120110 0| 0 |O
91 |S244/06 | 54 | 15 1 400 3] 0 [0
92 | S245/06 | 37 |0,21 2

93 S285/05| 79| 8 1 2|01 00| O |O
941 S299/06 | 47 | 1,5 1 111 213|010 0)| 0 |O
95| S315/06| 6 |1,08 1 1(1(01]0] 0| 0 |O
96 | S331/06 | 54 10,25 1 1(110]0]0| 0|0
97 | S457/06 | 54 | 7 1 1(1{40]0]0| 0 |O
98 | S458/06 | 37 213/01]0|0) 0 ]O
99| S472/06| 28 | 8 1 113/10]0]70| 0 {O
100| S473/06| 10| 9 1(1{40]0]0| 0 |O
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9.2.3. Tabellenschliussel

Nr: fortlaufende Tiernummer

—]

-Nr: Tagebuchnummer

0

as: Rasse (s. Rasseschlissel, Kapitel 9.2.4.)

>

It: Alter in Jahren

)

e: Geschlecht:
1: weiblich-intakt

2: weiblich-kastriert

3: mannlich-intakt
4: mannlich-kastriert
Ge.r: Geschlechtsreife:

1: juvenil
2: adult
La: regelmalige Laufigkeit:
1: regelmaRig
2: unregelmafig
Z18: Zeit seit letzter Laufigkeit in Wochen
Gra: friihere Graviditaten:
0: nein
1:ja
St Scheintrachtigkeiten:
0: keine
1: regelmaRig
2: unregelmafig
Lu: Laufigkeitsunterdriickung:
0: keine
1: regelmaRig
2: unregelmafig
Agra: Abbruch von Graviditaten:
0: nein
1:ja
Ho: Hormonbehandlungen:
0: nein
1: Glukokortikoide
2: Testosteron
3: Tryptophan

4: Gestagene

5: Ostrogene
Er: Erkrankungen im Einzugsgebiet der
oberflachlichen Leistenlymphknoten, die Einfluss
auf die Hamosiderinspeicherung haben kénnten
0: nein
1: ja (Dermatitis, Verletzungen,
Laparotomie,Mammektomie)
Sys: vorberichtlich genannte und postmortal
festgestellte systemische Erkrankungen, die direkt
mit dem Eisenstoffwechsel in Verbindung stehen:
0: nein
: Anamie
: Schrumpfniere
: aktiviertes Knochenmark

: Parvovirose

a b~ W N =

: Hdmosiderose der Leber und/oder des
Knochenmarks
BL: Bluttransfusion
0: nein
1: ja
Zbl: Zeit seit letzter Transfusion in Tagen
Wei: weiteres:
1: Zuchthindin
2: z.T. dauerhaft scheintrachtig
3: im Alter keine Scheintrachtigkeit
4: scheintrachtig seit 1,5 Wochen
5: gravid seit 4 Wochen
Tod: Todesart
1: Euthanasie
2: Exitus
FEri: Frischegrad
1: frisch
2: relativ frisch
3: nicht mehr frisch

4: hgr. postmortale Veranderungen
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Fortsetzung des Tabellenschlussels

lub...: oberflachlicher Leistenlymphknoten,
unbekannte Koérperseite
...Ms: Hdmosiderosegrad der Lymphknoten in %
...Bd: hdmosiderinhaltiges Bindegewebe:

0: nein

1:ja
...Bn: BBn-Pigment

0:

: vereinzelt

kein

: wenig

. einiges

AW N =

: viel

[6)]

: sehr viel

...Neo: Neoplasie

: keine

: Lymphosarkom

: Ubergangszellkarzinom
: Pankreaskarzinom

: Hdmangiosarkom

: nicht klassifiziert

o b~ W N =~ O

: maligne Histiozytose
7
...np: neutrophile Granulozyten

blastoide Rundzellen

0: keine

1: neutrophile Granulozyten
...Lf: Laktoferrin

0: negativ

1: positiv

...Wei: weitere Veranderungen

0: keine

1: follikulare Hyperplasie

2: Sinushistiozytose

3: Hyperamie

4: Erythrozyten im Sinus

5: 3 und 4 und Erythrozyten im Gewebe
6: Sinusédem

7: extramedullare Hamatopoese

8: mehrere dieser Veranderungen
...
Ir....

: linker oberflachlicher Leistenlymphknoten

.. rechter oberflachlicher Leistenlymphknoten
...
Mr...: rechter mittlerer Darmbeinlymphknoten

<

linker mittlerer Darmbeinlymphknoten

l...: linker Achsellymphknoten

.: rechter Achsellymphknoten

.. Milz

Ma...: Kehlgangslymphknoten
..m16....

Z‘Z‘ZD‘ZDZ‘

—

1 Mammatumor Anzahl 1 bis 6
...A: Tumorart
1:

: komplexes Adenom

einfaches Adenom

: tubulopapillares Karzinom
: komplexes Karzinom

: benigner Mischtumor

: maligner Mischtumor

: solides Karzinom

: anaplastisches Karzinom
: Fibroadenom

...Bp...: Berliner Blau-positive Reaktion
: keine

: vereinzelte

: wenige

: einige

: viele

m-boor\)—xoCDcooo\Joam-wa

: sehr viele
...St: Ma
...D: Driisenepithelien

krophagen im Stroma

...Z: Makrophagen im Drisenlumen
...Se: Sekrets im Drisenlumen
...Lf...: Laktoferrin-Reaktion

0: negativ

1: positiv

uM...: unverandertes Milchdriisengewebe
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9.2.4. Rasseschlussel

Nr. | Rasse Nr.|Rasse Nr. | Rasse Nr. | Rasse
1 | Afghane 22 | Dalmatiner-Mischling | 43 | Irish Wolfhound 64 | Rauhhaardackel
2 |Airdale Terrier | 23 |Deutsch Drahthaar | 44 | 32¢K Russell g5 | Rhodesian
Terrier Ridgeback
Kanadischer
3 | Akita Inu 24 | Deutsch Kurzhaar 45 | Schaferhund- 66 | Riesenschnauzer
Mischling
Altdeutscher Riesenschnauzer-
4 | Schaferhund- 25 | Deutsch Langhaar | 46 |Kangal 67 | ppi oo
X X Mischling
Mischling
5 | American Bulldog | 26 |Deutsche Dogge 47 | Labrador Retriever | 68 | Rottweiler
6 Australian 27 |Deutsche Wachtel | 48 Labrador Retriever- 69 | Schnauzer
Shepherd Mischling
Deutscher Schnauzer-
7 |Beagle 28 Schaferhund 49 | Langhaardackel 70 Mischling
Deutscher
8 |Bearded Collie 29 | Schaferhund- 50 |Leonberger 71 | Shih Tzu
Mischling
Belgischer
9 | Schaferhund- 30 | Dobermann 51 |Magyar Vizsla 72 | Spitz
Mischling
Berner Dobermann- — Staffordshire Bull
10 Sennenhund 31 Rottweiler-Mischling 52 |Malinois 3 Terrier
11 | Bernhardiner 32 | Dogge 53 | Malteser 74 | Terrier
Entlebucher . . . .
12 |Bordeaux Dogge | 33 Sennenhund 54 | Mischling 75 | Tibet Terrier
13 | Border Collie 34 | Eurasier 55 | Mops 76 || Urkischer
P Hirtenhund
14 |Border Collie- 1 35 | £\t coated Retriever | 56 |Neufundiénder | 77 | Unbekannt
Mischling
15 | Boston Terrier 36 | Foxterrier 57 |Papillon 78 | Weimaraner
Franzosische ; Weilser
16 | Boxer 37 Bulldogge 58 | Pekinese 79 Schaferhund
17 | Cocker Spaniel 38 | Golden Retriever 59 | Pinscher 80 |Welsh Terrier
18 | Collie 39 | Groenendael 60 | Pit Bull Terrier g1 | West Highland
White Terrier
19 | Collie-Mischling 40 |Hovawart 61 | Pointer-Mischling 82 | Wolfsspitz
20 |Coton de Tulear | 41 |Irish Setter 62 | Pudel 83 | Yorkshire Terrier
21 | Dackel 42 |Irish Terrier 63 | Puli
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9.3. Abkiurzungsverzeichnis
A.: Aposiderin
ABC: Avidin-Biotin-Komplex
Ac.: Achsellymphknoten
A.M.: arithmetischer Mittelwert
BB.: Berliner Blau-positive(s)

BBn-Pigment: intrazellulares, Berliner Blau-negatives, braunes Pigment in

caninen Makrophagen

D: Daten vorhanden

Da.: mittlere Darmbeinlymphknoten
dest.: destillata

DNS: Desoxyribonukleinsaure

et al.: et alii

EVO: Erkrankungen, Verletzungen oder Operationen im Einzugsgebiet der

Lymphknoten, die Einfluss auf die Hamosiderinspeicherung haben kénnten
Falle: Hunde mit Mammatumoren
Gruppe 1: Falle = Hunde mit Mammatumor
Gruppe 2: Kontrollen = Hunde ohne Mammatumor
Ham. Bdgw.: hamosiderinhaltiges Bindegewebe der Lymphknoten-/Milztrabekel
Hgr.: hochgradige
Ke.: Kehlgangslymphknoten
Kontrollen: Hunde ohne Mammatumoren
Kontrollen 1: alle untersuchten Hunde ohne Mammatumoren
Kontrollen 2: weibliche Hunde der Kontrollen ab einem Alter von 4 Jahren

Ln.: Lymphonodus
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Le.: oberflachliche Leistenlymphknoten
Lf.: Laktoferrin; Laktoferrin-positive(s)

Li.: Lipofuszine

Makr.: Makrophagen

MPS: mononukleares Phagozytensystem
n =: Anzahl der Tiere/Lymphknoten/Milzen/Tumoren/unveranderten Milchdrisen
np. Gran.: neutrophile Granulozyten
Oberfl.: oberflachliche

Obj.: Objektivvergroferung

rs: Spearman-Rangkorrelationskoeffizient
TB.: Turnbulls Blau-positive(s)

u.: unverandertes

u.M.: unverandertes Milchdrisengewebe

Weit.: weitere Veranderungen (follikulare Hyperplasie, Sinushistiozytose,
Hyperamie, Erythrozyten im Sinus, Hyperamie mit Erythrozyten im Sinus und

Gewebe, Sinustédem, extramedullare Hamatopoese)
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